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OZET

DOKTORA TEZI

TRiCHOSPORON ASAH!i’DE SENTEZLENEN ENZIMLERIN BiYOFILM OLUSUMUNA ETKISIiNIiN
BELIRLENMESI ve ANTIFUNGAL DUYARLILIKLARININ KARSILASTIRILMASI

Sinem AYAZ

Istanbul Universitesi-Cerrahpasa
Cerrahpasa Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dah

Tibbi Mikrobiyoloji, Doktora Programi

Damisman : Prof. Dr. Sevgi ERGIN

Giris ve Amac: Son yillarda, oOzellikle bagisikligi baskilanmis hastalarda, invaziv
trikosporonozun en sik nedeni olarak karsimiza g¢ikan Trichosporon asahii’nin en 6nemli
viriilans faktorlerinden biri biyofilm olusumu olup, antifungallere ve g¢evreye karsi direng
olusturmaktadir. Bu ¢aligmada amacimiz T. asahii’de biyofilm olusumunun mekanizmasini
aydinlatmak, biyofilm olusumu siirecinde sentezledigi enzimlerden gliseraldehit-3-fosfat
dehidrogenaz enziminin biyofilm olusumuna katkisin1 belirlemek ve biyofilm ile antifungal
duyarlilik profilleri arasinda iligki olup olmadigin1 saptamaktir.

Yontem ve Bulgular: Calismaya 30 adet hasta kokeni dahil edildi. Biyofilm olusumunu
belirlemek igin kristal viyole yontemi kullanildi ve Oncelikle yontem optimize edildi, daha
sonra kokenlerin biyofilm diizeyleri diisiik, orta ve yiiksek biyofilm olusturanlar seklinde
gruplandirildi. Kokenlerin sentezledigi GAPDH miktarlart Western-Blot yontemi ile belirlendi.
Kokenlerin amfoterisin B, flukonazol ve posakonazole karsi antifungal duyarlilik profilleri,
planktonik hiicreler icin CLSI-M27-A3 rehberine gore, biyofilm olusumunda ise XTT
rediiksiyon yontemiyle belirlendi. Biyofilm olusumu, GAPDH {iretimi ve antifungal duyarlilik
profilleri arasinda Mann-Witney U, Kruskal Wallis, tek yonli ANOVA testleri ve Pearson
Korelasyon analizi kullanilarak yapilan istatistiksel analizlerle korelasyon varligi arastirildi.

Sonuglar: Calismamizda kdkenlerin biyofilm diizeyleri arttikga, GAPDH diizeylerinin arttig1
ve kokenlerin diisiik, orta ve yiiksek diizey biyofilm olusumlarinin GAPDH miktarlar
arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii. Antifungal duyarhilik testlerinde
biyofilm olusturan hiicrelerin, planktonik hiicrelere gore daha yiiksek MIK degerleri (MiK50),

XV



MIK90 ve GM) oldugu belirlendi. Literatiirde inceledigimiz kadariyla T. asahii’de, biyofilm
olusumunda, posakonazol MiK sonuglarini inceleyen herhangi bir ¢alismaya rastlayamadik ve
dolayistyla gerceklestirdigimiz c¢aligma diinyada ve Tiirkiyede ilk calismadir. Kokenlerin
%73,33’iinde POS MIK’inde logaritmik artisin 14>log2>10 oldugu goriildii. Ayrica yiiksek
POS MIK sonuglar1 biyofilm olusturan T. asahii enfeksiyonlarinin tedavisinde POS’un
kullaniminin kisitlandigint gostermekteydi. Planktonik hiicre ve biyofilm olusturan hiicre
arasindaki antifungal MIK log2 degerleri ile biyofilm diizeyleri ve GAPDH miktarlar1 arasinda
anlamli bir korelasyon olmadig1 belirlendi. Bu durum, biyofilm olusumundaki MIiK
degerlerindeki artisin sadece GAPDH enzimindeki artistan kaynaklanmadigini ve baska
etkenler de olabilecegini gostermekteydi. Ayrica numune tiiriiniin biyofilm olusumuna etkisinin
olmadig1 da goriildii. Inceleyebildigimiz kadariyla bu ¢alisma sirasinda ilk kez belirledigimiz
optimize T. asahii biyofilm olusumu yonteminin de tilkemizde yapilacak olan daha sonraki
caligsmalara 151k tutacagi kanaatindeyiz.

Kasim 2024, 70 sayfa.

Anahtar kelimeler: Trichosporon asahii, Biyofilm, Antifungal Duyarlilik

Bu c¢alisma Istanbul Universitesi- Cerrahpasa Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon

Birimi tarafindan desteklenmistir. Proje numarasi: TDK-2022-36238
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ABSTRACT

Ph.D. THESIS

DETERMINATION of the EFFECT of ENZYMES SYNTHESIZED in
TRICHOSPORON ASAHII on BIOFILM FORMATION and COMPARISON of
THEIR ANTIFUNGAL SUSCEPTIBILITY

Sinem AYAZ

Istanbul University-Cerrahpasa
Institute of Graduate Studies
Department of Medical Microbiology

Medical Microbiology, Ph.D. Programme

Supervisor : Prof. Dr. Sevgi ERGIN

Introduction and Aim: In recent years, Trichosporon asahii has emerged as the most common
cause of invasive trichosporonosis, especially in immunocompromised patients. One of the
most important virulence factors of Trichosporon asahii is biofilm formation, which creates
resistance to antifungals and the environment. In this study, we aimed to elucidate the
mechanism of biofilm formation in T. asahii, to determine the contribution of the
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase enzyme, one of the enzymes synthesized during
the biofilm formation process, to biofilm formation, and to determine whether there is a
relationship between biofilm and antifungal susceptibility profiles.

Material and Methods: Thirty patient isolates were included in the study. Crystal violet
method was used to determine biofilm formation and firstly the method was optimized, then
the biofilm levels of the isolates were grouped as low, medium and high biofilm forming. The
amounts of GAPDH synthesized by the isolates were determined by Western-Blot method.
Antifungal susceptibility profiles of the isolates against amphotericin B, fluconazole and
posaconazole were determined according to CLSI-M27-A3 guideline for planktonic cells and
by XTT reduction method for biofilm formation. The existence of correlation between biofilm
formation, GAPDH production and antifungal susceptibility profiles was investigated by
statistical analyses using Mann-Witney U, Kruskal Wallis, one-way ANOVA tests and Pearson
Correlation analysis.
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Conclusions: In our study, it was observed that as the biofilm levels of the strains increased,
the GAPDH levels increased and the difference between the GAPDH amounts of the low,
medium and high level biofilm formations of the strains was statistically significant. In
antifungal susceptibility tests, it was determined that the biofilm-forming cells had higher MIC
values (MICso, MICgo and GM) than the planktonic cells. As far as we examined in the
literature, we could not find any study examining the MIC results of posaconazole in biofilm
formation in T. asahii and therefore our study is the first study in the world and in Turkey. It
was seen that the logarithmic increase in POS MIC was 14>log2>10 in 73.33% of the strains.
In addition, high POS MIC results showed that the use of POS in the treatment of biofilm-
forming T. asahii infections was narrowed. It was determined that there was no significant
correlation between the antifungal MIC logz values between planktonic and biofilm-forming
cells and biofilm levels and GAPDH amounts. This situation showed that the increase in MIC
values in biofilm formation was not only due to the increase in GAPDH enzyme and there may
be other factors. It was also seen that the sample type had no effect on biofilm formation. As
far as we could examine, we believe that the optimized T. asahii biofilm formation method that
we determined for the first time in our country during this study will also shed light on future
studies.

November 2024, 70 pages.

Keywords: Trichosporon asahii, Biofilm, Antifungal Susceptibility

This study was funded by Scientific Research Projects Coordination Unit of Istanbul
University-Cerrahpasa Rectorate. Project number TDK-2022-36238
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1. GIRIS

Trichosporon asahii (T. asahii), dogada ve insan mikrobiyotasinda bulunabilen, yilizeyel
ve invaziv enfeksiyonlara yol agabilen bir etkendir. Ayrica trikosporonozun de en sik
karsilagilan etkenidir. Ozellikle immiin yetmezlikli hastalarda %50-80 arasinda mortalite
oranina sahiptir ve ciddi invaziv enfeksiyonlara neden olabilen Basidiyomiset mayalardandir.
Viicudunda kateter ve prostetik materyal bulunan hastalarda trikosporonoz bu yiizeylerde
biyofilm olusturabilmektedir [1, 2, 3, 4, 5, 6, 7].

Biyofilm olusumu, T. asahii’nin en 6énemli viriilans 6zelliklerinden biridir. Biyofilm
olusumumda, mikroorganizmanin canli veya cansiz bir yiizeye adezyonu ve daha sonra
kolonizasyonu olmaktadir. T. asahii adezyon sirasinda maya formundayken, kolonizasyon
sirasinda filament6z forma gecer Ki bu dimorfizmde viriilansinda son derece 6nemlidir; ayrica
maya, hif ve artrokonidya formlar1 ayn1 anda biyofilmde bulunabilmektedir [1, 2, 3, 5, 6, 7].
Biyofilm yapisi, mikroorganizma agregatlari ve ekstraselliiler matriksten olusmaktadir. Bu yap1
bagisiklik sisteminden kagis ve antifungallere yiiksek oranda direng gostermesi nedeniyle de
onemli bir viriilans 6zelliktir. Invaziv girisimler sonrasinda viicuda yerlestirilmis kateter,
protez, ortez vb yapilarda biyofilm olustugunda tedavisi olduk¢a zor olup, antifungal direng
dolayisiyla tedavide antifungal kullanilamamakta ve mutlaka cerrahi olarak materyalin
cikartilmasi gerekmektedir. Bu tiir bir cerrahi girisim, agir hastalarda klinik sorun yaratmaktadir

1, 5]

Bakteri ve mantar hiicre duvar dis yilizeyinde, niikleusta ve sitoplazmada gliseraldehit-
3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH) enzimi bulunmaktadir. Ayrica GAPDH enzimi, hiicre i¢inde
glikolitik yolakta rol oynayarak hiicre yiizeyinde modifiye olabilmekte ve adezyon molekiili
olarak da gorev alabilmekte ve mikroorganizmanin patogenezine katki saglamaktadir. T. asahii
de GAPDH enzimini eksprese etmektedir, fakat biyofilm olusumuna ne kadar katki sagladigi

heniiz tam olarak agiklanamamuistir [3].

Ayrica T. asahii, ekinokandinlere dogal direngli iken, amfoterisin B (AMB)’ye kars1
yiiksek minimal inhibisyon konsantrasyonu (MiK)’na sahip suslar1 bulunmaktadir. Azollere

duyarli iken, son yillarda maalesef bu gruba kars: da yiiksek MIK degerlerine sahip kdkenlerin



varlig1 ortaya konmustur. Mantarin biyofilm olusturan suslarinda ise hem AMB ve hem de

azollere duyarliligin azaldigini bildiren ¢alismalar mevcuttur [2, 4, 8, 9].

Trichosporon asahii’de in vitro biyofilm olusumunun arastirilmasinda altin standart
yontem bulunmamaktadir. Bu nedenle biyofilm olusumu sirasinda, en optimize inokulim
miktari, adezyon stiresi, biyofilm olgunlasma siiresi ve ortami belirlemek i¢in optimizasyon

calismalar1 yapilmaktadir.

Deneysel olarak kurgulanan ve daha 6nceden referans T. asahii kokeninde ve iki hasta
kokeninde biyofilm olusumunda optimizasyon siireci belirlenerek gerceklestirilen bu
caligmada, 2014-2019 yillar1 arasinda apse, el-ayak tirnagi, deri kazintisi, dren sivisi, idrar ve
kan 6rneklerinden izole edilip MALDI-TOF MS yontemiyle tanimlanmis olan 30 adet T. asahii
kokeninin tirettigi GAPDH enziminin biyofilm olusumuna katkisinin belirlenmesi, biyofilm
olusumunun mantar antifungal duyarlilig1 tizerindeki etkisinin arastirilmasi ve ayrica GAPDH,

biyofilm ve antifungal duyarlilik diizeylerinin korelasyonunun ortaya konulmas1 amaclandi.



2. KAVRAMSAL CERCEVE

2.1. TRICHOSPORON ASAHII

2.1.1. Tarihge ve Siniflandirma

Trichosporon kelimesi Yunanca sa¢ anlamina gelen “Trichos” ve spor anlamina gelen
“sporon” kelimesinden koken almustir. Trichosporon cinsi, ilk kez Beigel tarafindan 1865
yilinda iyi huylu sa¢ safti enfeksiyonu yani beyaz piedra etkeni olarak izole edilmistir [7, 10].
1902 yilinda Vuillemin Trichosporon tiirlerinin tamamini artrokonidyumlu maya olarak
tanimlamis ve Trichosporon beigelii olarak isimlendirmistir [7]. 1970 yilinda ise etken ilk kez

invaziv trikosporonoz etkeni olarak beyinden izole edilmistir [2, 7].

Gueho ve ark. [11], Trichosporon cinsini, ilk kez, molekiiler, biyokimyasal, fizyolojik
ve morfolojik dzelliklerine gore taksonomik olarak siniflandirilmistir. Bu literatiire gore yeni
gelistirilen tekniklerle Trichosporon asahii taksonu belirlenmistir. Daha Once sistemik
enfeksiyonda T. beigelii olarak bildirilen izolatlarin artik T. asahii'ye ait oldugu bildirilmistir
[11]. 2004 yilinda Trichosporon cinsinin Brassicae, Cutaneum, Gracile, Ovoides, Porosum
kiimelerinden olustugu gosterilmistir [7]. Giliniimiizde 50’den fazla farkli alt tiir oldugu ve

yaklagik 16 farkli susun insanlarda enfeksiyona neden oldugu bilinmektedir [10].

2.1.2. Genel Ozellikler

Trichosporon tiirleri, sarimtirak beyaz veya krem renkli, yumusak, parlak, nemli,
kabarik koloniler olusturur. Koloni eskidikce diizgiinden burusuga kadar degisen, ylizeyinde
diizensiz kivrimlar olusan, kire¢ goriiniimlii kolonilere doniisebilir [7, 12, 13]. T. asahii’de
morfolojik varyasyonlarla farkli koloni tipleri olusmaktadir [3]. Ichikawa ve ark. [3]’nin
yaptiklar1 ¢alismada ii¢ kokende beyaz-tiiylii, kirli beyaz-piirlizsiiz, kirli beyaz-burusuk,

piirlizsiiz ve sarimsi beyaz seklinde bes farkli fenotip belirlenmistir.

Koloniler Sabouraud Dekstroz Agar (SDA) ve patates dekstroz agarda, 3-7 giinde, 25-

40°C sicaklikta olgunlasabilmektedir, en optimal tireme 1s1s1 ise 30°C’dir. Mikroskobik olarak;



blastospor, artrokonidya, hiyalen septali hifler veya yalanci hifler bir arada gozlenebilmektedir
[7,12,13].

Trichosporon tiirlerinde, iireaz enzimi tretimi tipiktir ve dekstroz, laktoz, ksiloz,
inozitol, L-arabinoz ve L-ramnozu asimile edebilirler, fakat, potasyum ve nitrat1 asimile

edemez ve karbonhidratlari fermente edemezler [7, 12, 13].

2.1.3. Epidemiyoloji

Trichosporon cinsi Basidiyomiset mayalarindan olup maya benzeri anamorfik
mikroorganizmalardir [10]. Insanda, deri, vajina, tirnak, gastrointestinal sistem ve solunum
sistemi mikrobiyotasinda bulunabilen, kolonize olabilen ve ¢ogalabilen maya benzeri mantar
cinsidir. Bu etken ile meydana gelen enfeksiyonlarin kaynagi genelde endojendir. Dogada
cografik olarak genis bir dagilim gosterdigi gibi 6zellikle sicak ve tropikal bolgelerde daha sik
karsilagilmaktadir. Toprak, nehir, gol, deniz suyu, ¢iiriiyen maddeler, ayristirilmis ahsap, peynir
gibi yiyecekler, bocekler, kus, yarasa ve sigir digkilarindan da izole edilebilmektedir [2, 4, 5, 7,
9, 10, 14]. Cevresel kokenlere nazaran klinik kokenlerin patojenitesinin daha yiiksek oldugu

ileri siiriilmektedir [3, 5].

Trichosporon cinsi, hem beyaz piedra gibi kolaylikla tedavi edilebilen yiizeyel
enfeksiyonlara ve hem de yaygin ve invaziv trikosporonoza neden olabilmektedir [1, 2]. T.
asahii ise mortalite oran1 yliksek invaziv trikosporonozun en fazla goriilen etkenidir [1, 2, 7,
15]. Biyofilm olusturabildigi igin tibbi cihazlarla iligkili enfeksiyonlara da neden olabilmektedir
[1]. Santral vendz kateter yiizeyinde biyofilm olusturarak kateter ile iliskili damar yolu

enfeksiyonlarina neden olmaktadir [1].

Trichosporon tiirleri ekinokandin tedavisi altinda olan hastalarda 6nemli enfeksiyonlara
sebep olabilmektedir [3]. T. asahii ise yaz tipi asir1 duyarliik pnémonisine, yiizeyel
enfeksiyonlara, pnomoni ve endokardit gibi firsatgr sistemik enfeksiyonlara sebep olabilen
Trichosporon tiiriidiir [3, 5, 2]. T. asahii %50-90 mortalite oranina sahip invaziv
trikosporonozun da en énemli etkenidir [1, 2, 5, 10, 16]. Ozellikle 16semi, lenfoma ve multipl
miyelom gibi hematoloji hastalari, edinilmis immun yetmezlik sendromu (AIDS) ve kanser gibi
Immun yetmezligi olan hastalarda kandidadan sonra en sik goriilen ikinci mantar tiridiir [2, 5,

10]. Ayrica santral vendz kateterli hastalarda nétropeni ile invaziv trikosporonoza sebep



olmaktadir ve bu fungemi kateter yiizeyinde biyofilm olusumu ile antifungallere yiiksek direng

gostermektedir [1, 2].

Trichosporon cinsi igin serotip I, II, 1l ve I-IIT olarak dort serotip bildirilmistir. T.
cutaneum ve T. mucoides serotip I, T. asahii, T. asteroides, T. inkin ve T. ovoides tiirleri serotip
II olarak siniflandirilmaktadir. Serotip I11 ve I-111 ise patojenik olmayan Trichosporon tiirlerini
icermektedir [13, 17, 18].

Klinik 6rnegin direkt mikroskobik incelenmesi, kiiltiirde tiretilen kolonilerin morfolojik
ve mikroskobik incelenmesi ve asimilasyon testleri T. asahii’nin 6n tanisi i¢in 6nemlidir, ancak
kiitle spektrometresi veya molekiiler yontemlerle dogrulanmasi gerekmektedir [4]. T.
asahii'nin molekiiler tanimlanmast igin 26S rDNA internal transkripsiyon bolgesi (ITS), D1/D2
ve intergenik bolge (IGS) kullanilmaktadir [4, 7, 13, 19]. T. asahii genomundaki 26S ve 5S
ribozomal RNA arasindaki IGS 1 bolgesindeki farkliliklara dayanilarak T. asahii i¢in 15 farkli
genotip tanimlanmistir ve genoepidemiyolojik calismalar ile farkli cografyalarda farkli
genotiplerin oldugu gosterilmistir [4, 7, 19, 20]. T.asahii 'nin epidemiyolojik olarak diinyadaki
genotip dagiliminda; Japonya’da genotip 1, Amerika’da genotip 3 ve 5, Ispanya’da ise genotip
1 ve 5’in en sik bulundugu goriilmektedir [7, 21, 22]. Kalkanci ve ark. [23]’nin iilkemizde 87
T.asahii kokeninde %79.3 oraninda genotip 1 tespit etmis; genotip 5, 3, 6, 4 ve 9’u ise sirasiyla
%8, %6.9, %3.4, %Il1.1 ve %]1.1 oranlarinda saptamiglardir. Tiirkiye’deki bir diger
genotiplendirme ¢alismasi olan Ayaz ve ark. [4]’in yaptig1 calismada ise; 70 T. asahii kokeninin
%77,1’in1 genotip 1 olusturmakta olup, %17,1’1 genotip 4, %2,9’1 genotip 3 ve yine %2,9’unu
genotip 5 olusturmaktadir. Yine ayn1 ¢alismada genotip 4’iin son yillarda goriilme sikliginin

onceki yillara gore arttigi tespit edilmistir [4].

2.1.4. Virulans Ozellikleri

Trichosporon asahii’nin patojenitesi ve virulans faktorleri heniiz tam olarak
aydinlatilamamistir [2]. T. asahii’nin esteraz, hemolizin, lipaz, fosfolipaz, proteaz, koagiilaz,
katalaz, siiperoksit dismutaz ve DNAZz iiretebildigi bildirilmistir. Bu litik bilesiklerin,
enfeksiyonun patogenezinde etkili olabilecegi diisiiniilmekle birlikte patogenezdeki rolii ile
ilgili olarak daha detayli ¢aligsmalara ihtiyag¢ oldugu bildirilmektedir [2, 5, 12, 24, 15]. Ichikawa
ve ark. [25]’nin ¢alismasinda, 61 adet T. asahii kokeninde asit proteinaz ve fosfolipaz aktivitesi
olmadigr ve ekstraselliler enzim olan (-N-asetilheksozaminidaz aktivitesi varhigi

belirlenmistir. Tiirkiye’de yapilan Dag ve Cerikcioglu [14]’nun ¢alismasinda ise, 48 T. asahii



kokeninin esteraz iirettigi fakat asit proteinaz ve fosfolipaz tiretmedigi gézlemlenmistir. Ayni
calismada kokenlerde farkli diizeylerde ylizey hidrofobisitesi ve biyofilm iiretiminin oldugu

belirlenmistir [14].

Trichosporon asahii’de koloni morfolojisi ile fenotip degisiminin de patogenezde rolii
olabilecegi diistiniilmekte olup, bu morfolojik farkliligin adezyonda etkili oldugu ileri
stiriilmektedir ve blastospordan hifal forma gegisin de yine 6nemli bir virulans faktoér oldugu
belirtilmistir [3, 5]. Ayrica Karashima ve ark. [26]’nin yapmis oldugu ¢alismada, gevresel ve
klinik T. asahii izolatlarinin, farelerde, in-vivo olarak pasajlanmasi sonrasinda, koloni sekilleri
ve hiicre tiplerinin morfolojik degisim gosterdigi ve klinik drneklerin ¢evresel drneklere gore
fenotipik degisimlerinin ve glukuronoksilomannan (GXM) salinimmnin énemli 6lgiide farkli
oldugu tespit edilmistir. Ayrica ayn1 ¢alismada GXM antijeninin, mantarin polimorfoniikleer
16kosit ve monositlerin fagositozundan kagmasini saglayarak patogenezde onemli bir rol

oynamasina sebep oldugu bildirilmektedir.

Hiicre duvarindaki melanin pigmenti, oksitleyici ajanlara karsi direng ve metabolik

esnekligin de yine T. asahii’nin 6nemli viriilans faktorleri oldugu ifade edilmektedir [15].

Trichosporon asahii’de adezyon sonrasinda biyofilm olusumunun, 6zellikle kateter
kullanim1 gibi tibbi uygulamalar sirasinda invaziv enfeksiyonlara neden olmasi,
trikosporonozun patojenitesinde biyofilmin 6nemli bir rol oynadigini gostermektedir [2, 27, 28,
29].

2.2. BIYOFIiLM OLUSTURMA

Baz1 mikroorganizmalar polisakkarit, protein ve ekstraselliiler DNA’dan olusabilen
organik ve inorganik yiizeylere adezyonu saglayabilen polimerik ekstraselliiler matriks
tiretebilmektedir. Bu matriks ile mikroorganizmalardan olusan yapiya biyofilm adi
verilmektedir [1, 2, 5]. Biyofilm, mikroorganizmalarin biiyiime, ¢ogalma ve kolonizasyonunu
kolaylastirmakta, ayrica gevresel strese ve antimikrobiyal ilaglara yiiksek diizeyde direng
saglamaktadir [2]. Bu nedenle 6zellikle yabanci cisim kaynakli enfeksiyonlarin tedavisinde

tibbi cihazin cerrahi olarak ¢ikartilmasi gerekmektedir [1]. Biyofilm olusumu ve morfolojisi



arasindaki iligkinin bilinmesi biyofilm iligkili enfeksiyonlarin aydinlatilmasinda ve tedavisinde

onemli rol oynamaktadir [1].

Ornegin; Candida albicans biyofilm olusumu sirasinda gevresel uyaranlara cevap olarak
maya formundan hif formuna ge¢mekte ve dolayisiyla morfolojik degisime ugramaktadir.
Maya hiicreleri oncelikle yiizeye adhere olmakta, daha sonra filamentasyon ile hifal hiicreler

ve ekstraselliiler matriks tiretimi gerceklesmektedir [1].

Ornegin; patojenik filamentdz bir mantar olan Aspergillus tiirleri biyofilm olusumu
sirasinda konidilerden germinasyon ile hif olusturur. Hidrofobik Aspergillus konidileri yiizeye
adhere olur ve filamentasyonla hifal hiicreler ve ekstraselliiler matriksi tiretir. Aspergillus

tirlerinin biyofilm olusturmasi hidrofobisitesi ile iligkilidir [1].

Trichosporon biyofilm yapisi da planktonik hiicrelere gore, yiiksek adhezyon yetenegi,

yiiksek hiicre canliligi ve yiiksek antifungal ilag direnci ile son derece 6zelliklidir [15].

Biyofilmler antifungallere intrensek direncli olabildiginden son zamanlarda alternatif
anti-biyofilm aktivitesine sahip bilesikler iizerinde durulmakta ve arastirilmaktadir [5].
Ornegin; C. albicans’in yaptigi quorum sensing’in bir parcasi olan farnesol, potansiyel bir
antimikrobiyal ajandir [5]. Daha Onceki ¢alismalarda Burkholderia pseudomallei,
Staphylococcus gibi bakterilerde, Aspergillus flavus, Coccidioides posadasii, Sporothrix
schenkii ve Histoplasma capsulatum’da da farnesoliin antimikrobiyal aktivitesinin oldugu
gosterilmistir [5]. Cordeiro ve ark. [5]’min ¢alismasinda ise farnesoliin T. asahii ve
Trichosporon inkin’de filamentasyonu azalttigi gosterilmistir. Farelerde yapilan deneysel
calismalarda vulvovajinal kandidiyazin tedavisinde farnesoliin etkili oldugu gosterilmistir [30,

31].
2.2.1. Biyofilm Olusumunun Goésterilmesinde Kullanilan Yontemler

Trichosporon asahii’de in vitro biyofilm olusumunun arastirilmasinda altin standart
yontem bulunmamaktadir. Bu nedenle biyofilm olusumu sirasinda, en optimize inokuliim
miktar1, adezyon siiresi, biyofilm olgunlagma siiresi ve ortami belirlemek i¢in optimizasyon

calismalar1 yapilmaktadir [2, 9, 28].



Trichosporon asahii’de biyofilm olusumunu belirlemek i¢in modifiye tiip aderans
yontemi, kristal viyole yontemi ve XTT (2,3-bis-(2-metoksi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-
tetrazolyum-5-karboksanilid) rediiksiyon yontemi kullanilmaktadir [14, 28, 32, 33].

2.2.1.1. Modifiye Tiip Adherans Yontemi

Modifiye tiip adherans yontemi ile biyofilm tespiti daha ¢ok Candida tiirlerinde
kullanilmis olup, diger yontemlere gore daha eski bir yontemdir. Bu yontemde, polistiren falkon
tiip igerisinde inokiile edilen ve daha sonra 48 saat inkiibe edilen hiicreler siirenin sonunda
safranin ile boyanarak, havada kurutulduktan sonra tiiplerin i¢ g¢eperinde renkli ve tespit

edilebilen film tabakas1 varligina gore gozle biyofilm pozitifligi degerlendirilmektedir [14, 34].

2.2.1.2. Kristal Viyole Yontemi

Kristal viyole boyasi hiicre igine alinarak hiicrelerin boyanmasini saglayan bir boyadir.
Kristal viyole yonteminde, biyofilmdeki canli ve cansiz hiicreler ayirt edilmeksizin hepsi
boyanmaktadir. Daha sonra verilen etanol sayesinde hiicre igine alinmis olan boya hiicre disina
cikarilarak spektrofotometrik olarak Olgtimii  yapilmakta ve optik densite (O.D.)
belirlenmektedir [28, 32, 33]. Kolorimetrik sinyalin 6l¢iilmesi ile belirlenen O.D. degerleri ile
hiicre say1s1 arasinda dogrudan iliski bulunmaktadir. Fakat bu durum mantar tiirii ve kokenleri
arasinda farklilik gosterebilmektedir, dolayisiyla daha farkli tiir ve kokenlerle, daha fazla

calisma yapilmasi gerekmektedir [32].

2.2.1.3. XTT rediiksiyon yontemi

XTT rediiksiyon yontemi, sodyum 3'-[1-(fenilamino-karbonil)-3,4-tetrazolyum]-bis (4-
metoksi-6-nitro) benzen siilfonik asit hidrat bazli bir kolorimetrik analiz yontemidir [28]. XTT,
sar1 tetrozolyum tuzu olup, hiicrelere verildiginde, canli hiicreler tarafindan, hiicre igine
alindiktan sonra, mayada bulunan mitokondriyal siiksinoksidaz ve sitokrom P450 sistemi ile
suda ¢6ziinebilen turuncu renkli formazan boyasina doniistiiriiliir. Daha sonra bu renk degisimi
diizeyi spektrofotometrik olarak olgiiliir ve O.D. belirlenir. Bu metot ile metabolik olarak aktif
olan hiicrelerde biyofilm yapisi bozulmadan tespit edilebilmektedir. Yapisi bozulmamis
biyofilmde ilag duyarliligi c¢alismalart da miimkiin olmaktadir. Son dénmede biyofilm
olusumunda ve antifungal duyarlilik tespitinde XTT rediiksiyon testi daha sik kullanilir hale
gelmistir [32, 33]. Melo ve ark. [33]’nin yaptigi calismada, XTT rediiksiyon metodunun, kristal

viyole yontemine gore daha duyarli bir metod oldugu belirlenmistir.



2.2.2. Trichosporon asahii ve Biyofilm

Trichosporon asahii’nin, tek, kiiresel, oval ya da elipsoidal sekilli hiicrelerden olusan
maya formu, tlibiiler filamentlerden olusan hif formu ve hiflerin bdliinmesi sonucu olusan
asekstiel sporlar olan ve zincir olusturan artrokonidi formu olmak iizere ii¢ farkli morfolojik
formu bulunabilmektedir [1]. T. asahii biyofilminde de maya, hif ve artrokonidi formlar1 bir
arada bulunmaktadir. Ik olarak maya hiicresi yiizeye adhere olmakta ve filamentasyon ile
biyofilm olgunlasmaktadir. Fakat T. asahii’nin biyofilm olusturma mekanizmasi heniiz tam

olarak aydinlatilmamuistir [1].

Montoya ve ark. [2] T. asahii genotiplendirme calismas1 yapmis ve genotip -biyofilm
olusturma arasinda iliskiyi arastirmiglardir. Fakat genotipler, klinik 6rnekler ve biyofilm
olusturma arasinda anlamli bir iligki saptayamamislardir. Calisilan tiim klinik 6rneklerde

biyofilm varlig1 gosterilmistir.

2.2.3. Biyofilm Olusumu Sirasinda Sentezlenen Enzimler

Biyofilm olusumunun ilk basamagi adezyondur ve adezyon sirasinda

mikroorganizmalar bir¢ok enzim sentezlemektedir.

Candida albicans hif formunda HWP1, ALS3 ve ECEl gibi hife 6zgii adezyon
faktorleri iiretir ve bu sayede hif formu maya formundan daha yapiskan hale gelmektedir [35].
Bu nedenle C. albicans’in biyofilm olusumunda hif formu 6nemlidir. Grald ve ark. [36] nin
calismasinda, hif formu baskilandiginda, biyofilmin indirgendigi belirlenmistir. Kurakado ve
ark. [1]’nin ¢aligmasinda ise T. asahii biyofilminde hem hif formunun ve hem de artrokonidi
formunun adezyon i¢in 6nemli oldugu belirtilmis olup, artrokonidyanin biyofilm olusumunda

anahtar rol oynadig1 belirlenmistir.

Mantarlar ¢evresel strese maruz kaldiginda morfolojik degisimler gostermektedir ve bu
degisimler mantarin konakta hayatta kalma sansm arttirmaktadir [1]. Ornegin nitrojen aghg,
C. albicans’ta amonyum gegirgenligini saglayan Mep2’yi indiiklerken, Tor-kinaz aktivitesini
indirgemekte, bunun sonucunda da hif formu olusumu artmaktadir [37, 38, 39]. Wang ve ark.
[40]’nin yapmis oldugu ¢alismada, Trichosporon cutaneum’un Mep2 ve Rhbl ortologlarinin
ekspresyon degisikliklerinde C. albicans’a benzer yolaklar1 kullandigi belirlenmis olup, bu Tor

ile iligkili yolagin T. asahii’de de morfolojik degisimlere sebep olabilecegi diisiiniilmektedir

[1].
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2.2.3.1. GAPDH Enzimi

Molekiiler agirlik olarak Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz enzimi (GAPDH), 35-40
kDa biiyiikliigiinde bir enzimdir [3]. GAPDH, gliseraldehit-3-fosfatin d-gliserat 1-3-bisfosfata
fosforilasyonunu kataliz ederek glikolizin basamagindan sorumlu olan sitoplazmik ve glikolitik
bir enzim olarak bilinmekteydi. Son yillarda yapilan ¢aligmalarla enzimin ¢ok islevli oldugu
gosterilmis ve hiicrede, sitoplazma, ¢ekirdek, mitokondri ve kiigiik vezikiiler fraksiyonlarda
lokalize oldugu bildirilmistir. GAPDH, mantar ve bakterilerde, hiicre yiizeyinde de yerlesim
gostererek, hiicre duvarinin dis ylizeyinde yapigsma molekiilii olarak gérev yapmakta ve dis
yiizeydeki miktarlarin1 degistirebilmektedir [3]. Penicilium marneffei, C. albicans,
Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus ve Staphylococcus epidermidis gibi

patojenlerin hiicre yilizeyinde bulundugu bildirilmistir [3, 41, 42].

Ornegin; C. albicans’in dis yiizeyindeki GAPDH, fibronektin ve laminine
baglanmaktadir [3, 41, 43]. Lau ve ark. [41]’nin bir dimorfik mantar olan Penicilium marneffei
ile yapmis olduklar1 ¢alismada GAPDH ve 1s1 soku proteini 60 (HSP 60)’1n adezyondaki rolii
arastirilmis olup, GAPDH’1n insan hiicre dis1 matris proteinlerine ve pndmositlere baglanarak
adezyon faktorii olarak rol aldigi, HSP 60’1n ise degisim gostermedigi tespit edilmistir.
Waingeh ve ark. [44]’nin yapmis oldugu c¢aligmada da maya GAPDH’inin maya F-aktinine
baglandig tespit edilmistir.

Ichikawa ve ark. [3]’nin yapmuis oldugu ¢alismada adhere olan T. asahii kokenlerinde
artrokonidya olustugu ve yiizeylerinde GAPDH bulundugu bildirilmistir. GAPDH'nin T. asahii
yapigsmasindaki fonksiyonel roliinii aydinlatmak icin daha fazla calismanin yapilmasi

gerekmektedir.

2.3. TRICHOSPORON ASAHII VE ANTIFUNGAL iLACLAR

Flusitozin niikleik asit sentezini inhibe ederek, fungistatik etki gosteren antifungallerden
biridir ve bir primidin analogudur. T. asahii flusitozine dogal direngli oldugu i¢in trikosporonoz

tedavisinde yeri yoktur [45].

Ekinokandinler ise glukan sentez inhibitoriidiir ve 1,3-beta glukan sentetaz enzimini
inhibe ederek, mantar hiicre duvarindaki 1,3-beta-D-glukan sentezini 6nlemektedir. T. asahii

enfeksiyonunda ise klinik aktivitesi minimum diizeydedir ve ekinokandin tedavisi altindayken
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bile hasta trikosporonoz gegirebilmektedir. Bu nedenle klinik olarak bu antifungalin tedavide
kullanimi tavsiye edilmemektedir [13, 46].

Amfoterisin B, fungisidal etkili poliyen grubu bir antifungaldir. Mantarin hiicre zarinda
bulunan ergosterole baglanir ve hiicre zarinda porlar olusturarak, dolayistyla hiicre zar1 yapisim
bozarak etkisini gostermektedir. T. asahii tedavisinde AMB, uzun yillardir kullanilmaktaydi,
son yillarda ise AMB’ye duyarliligin azaldig: ve klinik olarak etkinlik gostermedigi bildirilmis
olup monoterapi olarak iyi bir se¢cenek olmadigi bildirilmistir [47, 48, 49, 50]. Lipozomal
AMB’nin de Trichosporon cinsinde klinik olarak etkinliginin zayif oldugu bildirilmektedir,
fakat duyarlilik testleri yapilarak klinik olarak uygulanabilecegi dogrulandiginda tedavide
kullanimi diistiniilebilmektedir [51].

Azoller, ergosterol sentezini sitokrom P-450 bagimli lanosterol 14 alfa demetilaz
enzimini inhibe ederek hiicre membraninda bulunan ergosterol sentezini engelleyen
antibiyotiklerdir. Azoller imidazol ve triazoller olarak iki gruptan olusmaktadir. Triazoller,
imidazollere gore hedef enzime daha spesifik baglanmaktadir. Flukonazol (FLC), itrakonazol,
vorikonazol (VOR), posakonazol (POS), ravukonazol, albakonazol ve isavukonazol triazol
giinlimiizde mantar enfeksiyonlarinda tercih edilen azol grubu antifungallerdir [47, 48]. Azoller
ve Ozellikle yeni triazollerin hem monoterapi hem de kombinasyon tedavisinde iyi bir terapdtik
strateji oldugu bildirilmistir. Ozellikle FLC, POS, VOR ve ravukonazoliin etkili oldugu
aciklanmustir [49].

Yapilan klinik ¢alismalarda ve hayvan deneylerinde in vivo kosullarda VORun etkin
bir ilag¢ oldugu gosterilmistir. POS’un etkisini aragtiran fare modelli ¢alismalar timit vericidir

fakat klinik ¢alismalar heniiz sinirhidir [45, 46, 48].

Guinimiizde Trichosporon tiirlerinin invaziv enfeksiyonlarimda birinci basamak
tedavide, oral/parenteral azoller uygulanmaktadir. Ozellikle POS veya VOR birinci basamak
tedaviler olarak kabul edilirken, FLC alternatif ilk se¢enek olarak kabul edilebilmektedir. Fakat
FLC igin yapilan calismalarda yiiksek MIK degerleri mortalite oraniyla iliskilendirilmektedir.
AMB ise ikinci basamak tedavi olarak diisiiniilmektedir [49, 52, 53]. Birgok in vitro ¢alismada
AMB ve FLC icin yiiksek MiK degerleri rapor edilmistir. Ozellikle in vitro ¢alismalarda, T.
asahii 'de, VOR, POS, ravukonazol ve izavukonazol gibi yeni azollerin, FLC ve AMB’den daha
etkili antifungaller oldugu gosterilmis olup, ekinokandinler, flusitozin ve AMB’nin tek basina

kullaniminin klinik etkinliginin olmadigi belirlenmistir ve tedavide kullanilmamaktadir [4, 10,
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46, 48, 54]. Ozellikle VOR’iin in vitro galismalarda en etkili antifungal oldugu gosterilmis
olup, ESCMID/ECMM klavuzlarinda birinci basamak tedavide onerilmektedir [45, 49, 51, 55].
Ayrica 5- Flusitozin ve AMB kombinasyonunun T. asahii enfeksiyonu tedavilerinde klinik

etkinliginin oldugunu gosteren literatiirler de mevcuttur [49, 52].

Yapilan ¢alismalarda biyofilm olusturan T. asahii tiirlerinin planktonik hiicrelere gore
AMB, FLC ve VOR duyarliliginin azaldigi bildirilmistir [2, 28]. Di Bonaventura ve ark.
[28]’nin ¢alismasinda T. asahii biyofilmlerinin planktonik hiicrelere karsi en aktif ila¢ olan
VOR’e 16.000 kat daha az duyarli oldugu belirlenmis olup, Montoya ve ark. [2]’nin
calismasinda ise, biyofilm olusumunun AMB duyarliligin1 dort kat, FLC duyarliliginin ise 256
kat azalttigi gosterilmistir. Ayrica daha giiclii biyofilm olusturan tiirlerin antifungal

duyarlhiliginin daha fazla azaldig1 da bildirilmistir [2].
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3. YONTEM

3.1. CALISMADA KULLANILAN KOKENLER VE GERECLER
3.1.1. Hasta Kokenleri ve Referans Kokenler

Deneysel olarak kurgulanan bu ¢alismaya; Istanbul Universitesi-Cerrahpasa,
Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda 2014-2019 yillar1 arasinda
apse, el-ayak tirnagi, deri kazintisi, dren sivisi, idrar ve kan drneklerinden hastadan alindigi
yillarda izole edilip MALDI-TOF MS yontemiyle tanimlanmis olan 30 adet T. asahii kokeni
dahil edildi. Kokenlerin 9’u ayak tirnagi, 8’i idrar, 4’ el tirnagi, 4’1 deri kazintisi, 3’4 kan, 1’1

dren s1visi ve 1°1 apseden izole edilmistir. Bir hastaya ait bir koken se¢ilerek calisildi.
Kullanilan referans kokenler;

« Trichosporon asahii var. asahii CBS 2479 (Biyofilm, protein tayini ve antibiyogramda
kullanild1) (National Collection of Pathogenic Fungi, 3851)

e Candida krusei ATCC 6258 (Antibiyogramda kullanildi) (American Type Culture
Collection)

o Candida parapsilosis ATCC 22019 (Antibiyogramda kullanildi) (American Type

Culture Collection)

Biyofilm olusumu optimizasyon ¢aligmasi i¢in ise, yukarida bahsi gecen 30 hasta kokeni
icerisinden rastgele sec¢ilmis olan 2017 ve 2019 yillarina ait idrardan izole edilmis 2 adet T.

asahii kokeni ve T. asahii var. asahii CBS 2479 referans kokeni kullanildi.
3.1.2. Besiyerleri

e Saboroud %4 Dekstroz Agar (SDA) (Merck)

« Saboroud %2 Dekstroz Broth (SDB) (Merck)

e RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640 Buyyon (L-glutamin ve fenol kirmizi
iceren, sodyum bikarbonat igermeyen) (Wisent Multicell)
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3.1.3. Kimyasal Maddeler, Antifungal ilaclar ve Antikor

o Gliserol (Wisent Multicell)

e Dimetil siilfoksit (DMSO) (Biomatik)

e Kiistal viyole ¢ozeltisi (%0,4) (Tekkim)

o Etanol (%95) (Sigma)

e 3-(N-morfolino) propan siilfonik asit (MOPS) (Wisent Multicell)

o Fosfat tamponlu salin (PBS) (Wisent Multicell)

e 2,3-Bis-(2-Metoksi-4-Nitro-5-Sulfofenil)-2H-Tetrazolyum-5-karboksanilid
(XTT)(Biomatik)

e Menadion (Sigma)

o Amfoterisin B (Biomatik)

e Posakonazol (Sigma)

e Flukonazol (Sigma)

e Sigir Serum Albumin (BSA) (Biomatik)

o« TWEEN 20 (Biomatik)

o Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH) proteini poliklonal antikoru (Tavsan
kokenli) (Cell Signaling Technology)

e Bayir turpu peroksidazi (HRP) isaretli sekonder antikor (Tavsan kdkenli) (Thermo
Fisher Scientific)

e Protein Standard: (Biorad)

« Bradford reaktifi (Biorad)

e Laemmli buffer (Biorad)

e [B-merkaptoetanol (Biorad)

e Tris baz (Merck)

e Glisin (Merck)

e Sodyum dedosil siilfat (SDS) (Merck)

3.1.4. Filtreler ve Sarf Malzemeler

e 0.22 pm’lik seliiloz asetat membran filtre (AiSimo)
e U tabanli, 96 kuyucuklu steril ve kapakli polistren mikroplaklar (Nest)
e Diiz tabanli, 96 kuyucuklu steril ve kapakli polistren mikroplaklar (Nest)
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e Diiz tabanli, 6 kuyucuklu steril ve kapakli polistren mikroplaklar (Nest)

e 3ml’lik Steril Pastor Pipeti (Nest)

o Steril, plastik petri kab1 (Nest)

e Steril, tek kullanimlik 6ze (10um) (Biosigma)

e Eppendorf tiip (0,6 ve 2 ml) (DNAz ve RNAz igermeyen) (Nest)

e Falcon tiip (15 ve 50 ml) (DNAz ve RNAz igermeyen) (Nest)

e Mikropipet ucu (10 ul, 200 pul ve 1000 ul 'lik) (DNAz ve RNAZ igermeyen) (Nest)

e Thoma lami (Marienfeld)
3.1.5. Kullanilan Ticari Kitler

e Mantar i¢in protein izolasyon Kiti (Zymoresearch)
e Nitroseliiloz Transfer Kiti (Biorad)

e Hazir poliakrilamid jel (Biorad)

e ECL kemiliiminesans substrat Kiti (Abbkine)

3.1.6. Araclar ve Aygitlar

o Otoklav (Hirayama)

o Etiiv (Sanyo)

e Derin dondurucu (-20°C) (Beko)
e Derin dondurucu (-80°C) (Bosch)
e Buzdolab1 (+4°C) (Beko)

e Su Banyosu (Electromag)

o Cam malzemeler (Erlab)

e Pasteur firmi (Electromag)

e pH metre (Inolab)

e Spektrofotometre (Biotek)

e Vorteks karistirici (Biosan)

o Santrifiij (Hettich)

o Hassas terazi (Scaltec)

e Terazi (Scaltec)

o Is1 Blogu (Biotechne)

o Otomatik pipetler (10-20-200-1000 ul) (Thermo Scientific)
e Biyogiivenlik kabini (Heraus)
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e Manyetik karistiric1 (Biosan)

e (Calkalayici (DLAB)

e Distile su cihaz1 (GFL)

o Elektroforez (Biorad)

e Western blot cihazi (Biorad)

e Goriintiileme cihazi (ECL cihazi) (ER-Biyotek)
e Mikroskop (Zeiss)

3.2. CALISMADA KULLANILAN KOKENLERIN URETILMESI

Calismada kullanilan hasta kokenleri ve referans kokenlerinin hepsi -80°C’deki
stoklardan alinarak ¢oziilmesi beklenmeden, steril 6ze ile kazima yontemiyle alinarak, SDA’ya
ekildi ve 37°C’de 48 saat inkiibe edildi. Daha sonra tekrar kullanabilmek i¢in %15 gliserollii
SDB’de -80°C’de stoklandi. Elde edilen 48 saatlik SDA kiiltiirleri calismanin diger

asamalarinda kullanildi.

3.3. BIYOFIiLM OLUSUMU

3.3.1. Biyofilm Olusumunun Optimizasyonu

Calismada kullanilacak 30 kokenden rastgele segilen iki adet hasta kokeni (2017 ve
2019 kokeni) ve referans koken olmak iizere toplam ii¢ koken, optimizasyon igin kullanildi.
Kokenlerde biyofilm olusumunun optimizasyonu ig¢in lturrieta-Gonzalez ve ark. [9]’min
calismasina benzer sekilde farkli parametreler uygulandi. Uygulanan parametreler; 10°, 10°ve
107 hiicre/mL konsantrasyonda inokuliim miktarlari; 60, 90 ve 120 dakika boyunca adezyon
stireleri; 48 ve 72 saatlik biyofilm olgunlasma siireleri; statik ve 100 rpm calkalamali
ortamlardi. Bu parametrelerin kombinasyonlari ile her bir kdken icin 36 farkli deney siireci

uyguland ve her deney 2 kez tekrar edildi.

3.3.2. Kokenlerde Optimize Biyofilm Olusumunun Saglanmasi

RPMI 1640 besiyeri CLSI M27A3 rehberine gore MOPS ile hazirland1 (pH: 7.0) ve
filtreden gecirilerek steril edildi. Hazirlanan besiyeri +4°C’de muhafaza edildi. SDA’da
uretilmis 48 saatlik mantar kiiltiirlerinden steril 6ze ile birka¢ koloni alind1 ve koloniler 15
mL’lik falkon tiiplerdeki RPMI 1640 besiyerine ekilerek, 37°C’de, gece boyunca inkiibe edildi.
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Ertesi giin hiicreler 3000 devir/dakika’da 5 dakika santrifiij edildi ve st sivi atildi. Pellet iki
kere 1 mL PBS ile yikandi. RPMI besiyeri ile 107 hiicre/mL (530 nm dalga boyunda 0,4 O.D.)
konsantrasyonda hiicre siispansiyonu hazirlandi. Diiz tabanli, 96 kuyucuklu polistren
mikroplagin her kuyucuguna 100 pL hazirlanan hiicre siispansiyonundan eklendi. Her bir izolat
icin 3 kuyucuga ekim yapildi. 37°C’de, 120 dk inkiibe edildikten sonra, iist siv1 atilarak her
kuyucuk 150 pL PBS ile yikandi. Bu yikama islemi ile yiizeye yapismayan hiicreler
uzaklastirilmis oldu. Son asamada her kuyucuga 150 uL. RPMI besiyeri eklenerek, 37°C’de, 72
saat inkiibe edildi ve bdylelikle biyofilm olusumuna izin verildi. Her 24 saatte bir {ist siv1

atilarak yeni 150 uL RPMI besiyeri ile degistirildi ve her deney 3 kez tekrar edildi.

3.3.3. Kokenlerde Biyofilm Olusumunun Kristal Viyole Yontemi ile Tayini

Biyofilm olusumu sonrasinda iist sivi aspire edildi ve iki kere 200 uL PBS ile
yikandiktan sonra 45 dk oda sicakliginda kurutuldu. Her kuyucuk, 110 pL 9%0,4’lik kristal
viyole ile 45 dk boyandiktan sonra boya dokiilerek 300 uL steril distile su ile 5 kere yikandi.
Hiicre i¢ine alinmis olan boyanin agiga ¢ikartilmasi i¢in 200 pL %95°lik etanol ile 45 dk inkiibe
edildi ve 100 plL’si yeni steril diiz tabanli, 96 kuyucuklu polistren mikroplaga aktarilarak

spektrofotometrede 570 nm dalga boyunda her koken i¢in absorbans degerleri 6lgiildii.

3.4. GAPDH MIiKTARI TAYINi

Biyofilm olusumunda kullanilan 96 kuyucuklu, diiz tabanli mikroplaktaki hiicre miktari
protein izolasyonu igin yetersiz oldugundan dolay1 6 kuyucuklu, diiz tabanli mikroplaklarda
biyofilm olusumu gerceklestirildi. Yukaridaki biyofilm olusumu asamalari, 6 kuyucuklu, diiz
tabanli mikroplaktaki hiicre miktarina gore oranlanarak uygulandi. En son asamada, 72 saatlik
biyofilm olusumundan sonra tim hiicreler 1 mL PBS ile yikandiktan sonra biyofilmlerin
tizerine 2 mL RPMI 1640 besiyeri eklenerek steril kaziyic1 gubuklar ile kuyucuk tabanindan
kazind1 ve mikropipet ile toplanarak 15 mL’lik falkon tiiplere alindi. Santrifiij edildikten sonra

iist s1v1 atildi ve pellet protein izolasyonu i¢in kullanildu.

3.4.1. Protein izolasyonu

Protein izolasyonu icin, mantarlara uygun ticari kit kullanildi. Uretici firmanin
talimatlar1 dogrultusunda izolasyona baslamadan once liyofilize olarak gdnderilen zimoliyaz

enzimi 200 pL saklama tamponu ile vortekslenerek ¢oziilmesi saglandi. Tiim protein izolasyon
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slireci buz tizerinde gerceklestirildi. Protein izolasyonu i¢in toplanan biyofilm pelleti tizerine
25 pLY-lizis tamponu ve hazirlanan zimoliyazdan 1 pL eklendikten sonra 37°C’de 60 dk
inkiibe edildi.

3.4.2. Protein Miktarinin Bradford Yontemi ile Belirlenmesi

Incelenen tiim kokenlerden elde edilen proteinler, kor ve standart proteinler icin birer
eppendorf tiip hazirland1 ve her tiipe 1 mL Bradford reaktifi (1x) eklendi. Standart proteinler
icin BSA kullanildi ve sirasiyla; 2-4-10-20-40 png/mL konsantrasyonda 5 adet standart protein
distile su ile diliiye edilerek hazirlandi. Diger tiim kokenler i¢in 6nceden eklenmis olan 1mL
Bradford reaktifleri tizerine 10 uL izole edilen proteinlerden eklendi. 96 kuyucuklu, diiz tabanli
mikroplaklara her 6rnekten 3 kuyucuk tekrari olacak sekilde 200 puL protein-bradford reaktifi
karisimi eklendi. Elektroforezde 590 nm dalga boyunda o6l¢iildii. Standart proteinlere gore
hiicrelerin protein miktarlar1 hesaplandi. Son olarak western blot icin yapilacak olan jel
elektroforezinde kuyucuklara esit miktarda total protein eklemek i¢cin Laemmli tamponu ve (-
merkaptoetanol karisimindan (9:1) olusan yiikleme tamponu ile gerekli oranlarda eklenerek

konsantrasyonlar esitlendi.

3.4.3. Proteinlerin Denatiire Edilmesi

Yiikleme tamponu ile hazirlanan esit konsantrasyondaki total proteinler denatiirasyon
i¢in kuru 1s1 blogunda, 100°C’de derecede, 10 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 direkt

olarak buz igerisine konuldu.

3.4.4. SDS-PAGE Jel Elektroforezi

Maya proteinlerini jel elektroforezinde yiiriitmek i¢in kullanilacak yiiriitme tamponu
250 mM Tris baz, 1,92 M Glisin ve %1 SDS ile distile suyla hazirlandi. Hazirlanan stok
yluriitme tamponu, 1:10 oraninda diliiye edilerek kullanildi. Proteinleri yiiklemek i¢in hazir
poliakrilamid jel kullanildi ve jel, elektroforez tankina, dikey olarak yerlestirilerek, tank,
maksimum hizaya kadar, yliriitme tamponu ile dolduruldu. Jel iizerinde kuyucuk olusmasi igin
daha once firma tarafindan konulmus olan tarak ¢ikartilarak kuyucuklar acildi (Kuyucuk
kapasitesi 15 pL’dir ve her jel 15 kuyucuktan olusmaktadir.). Ilk kuyuya protein standard:
eklendi ve sirasiyla diger tiim proteinler eklendi (Protein standardi sirasiyla, 10-15-20-25-37-
50-75-100-150-250 kDa molekiiler agirligina sahip proteinlerden olusmaktadir. Bizim
aradigimiz GAPDH enzimi 30-40 kDa biiyiikliigiinde oldugu i¢in, bu protein standardinda 37
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kDa hizalarina denk gelmesi gerekmektedir). Jel eletroforez tankinin kapagi kapatilarak voltaj
kablolar1 uygun sekilde baglandiktan sonra elektroforez cihazi, 120 voltta 45 dk’ya ayarlandi.

Elektroforez sonrasi jel kaseti ¢ikarilarak agildi ve jel alinarak distile suya kondu.

3.4.5. Western Blot Yontemi

Jelden, nitroseliiloz membrana aktarim Semi-dry teknigi ile firmanmn talimatlarina
uygun olarak yapildi. Transfer tamponu, transfere baslamadan 6nce etanol ve distile su ile
talimata gore hazirlandi. Proteinlerin yiiriitiilmiis oldugu jel distile sudan, transfer tamponu ile
doldurulmus bir kaba aktarildi. Western blot cihazinin siinger kismi transfer tamponu ile
1islatildi ve ti¢ adet filtre kagidi, transfer tamponu ile islatilarak cihazin zeminine st iste
konuldu. Nitroselilloz membran Once distile sudan gecirilip sonra transfer tamponu ile
islatilarak filtrelerin iizerine konuldu. Transfer tamponu dolu kapta duran proteinlerin
yuritiildiigi jel de membran tizerine konuldu. Tekrar ti¢ adet filtre kagids, transfer tamponu ile
islatilip jelin {lizerine konuldu. Silindir bir ¢ubukla, jel- membran- filtre kagidi sandviginin
tizerinden tek yonlii olarak gegilerek, arada kalmis olabilecek ve goriintiiyli bozabilecek hava
kabarciklar1 alindi. Son olarak western blot cihazina yerlestirilerek, 200 voltta, 30 dk yiirtitiildii.
Aktarimi kontrol etmek i¢in distile sudan gegirildikten sonra, Panceu-S boyasi eklenerek,
molekiiler agirligina gore ayrilmis protein bantlarinin boyanmasi saglandi ve aktarim yapilip
yapilmadig1 kontrol edildi. Daha sonra distile su ile yikanarak Panceu-S boyasi ¢ikartildi.
Aktarimdan sonra antikorun jel bosluklarina baglanmamasi igin %5 BSA-PBS-T ile 1 saat oda
sicakliginda inkiibe edilerek jel blokland: (T= Tween 20).

Primer antikor firmanin talimatina uygun olarak %5 BSA-PBS-T ile 1:5000 oraninda
diliiye edildi (GAPDH-Rabbit-Genetex poliklonal antikor). Membran bu primer antikor ile gece
boyunca, +4°C’de, calkalayicida inkiibe edildi. Ertesi giin membran 5 kere PBS-T (%0,5) ile 5
dakika, calkalayicida, oda sicakliginda yikandu.

Sekonder antikor %5 BSA-PBS-T ile 1:3000 oraninda hazirlandi (HRP-Tavsan). Oda
sicakliginda, calkalayicida, 1 saat inkiibe edildi. %0,5 PBS-T ile 5 kez, 5 dakika, ¢alkalayicida

ve oda sicakliginda yikandi.

Goriintilleme i¢cin ECL (enhanced chemiluminescence) kemiliiminesans sistemi

firmanin talimatlarina gore iki adet ECL soliisyonu 1:1 oraninda hazirlanarak kullanildi.
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Hazirlanan ECL solusyonu membrana pipetle eklendi ve karanlikta 3 dk bekletildi. Daha sonra

ECL cihazinda Genesys programinda goriintiileme yapildi.

3.5. ANTIFUNGAL DUYARLILIK TESTLERI

3.5.1. Antifungallerin Seri Sulandirimlarinin Hazirlanmasi

Antifungal duyarlilik testleri, CLSI M27-A3 rehberine gore sivi mikrodiliisyon
yontemiyle yapildi. Calismamizda antifungal olarak, AMB, FLC ve POS kullanildi. Bu
antifungallerin konsantrasyon araligi: AMB i¢in, planktonik hiicrelerde, 0,0313 ile 16 pg/mL,;
biyofilm formunda, 2-2048 pg/mL; FLC igin, planktonik hiicrelerde, 0,125 ile 64 pg/mlL;
biyofilm formunda, 2-2048 pg/mL; POS igin, planktonik hiicrelerde, 0,0313 ile 16 pug/mL;
biyofilm formunda; 0,5-512 pg/mL arasinda belirlendi. CLSI o6nerileri dogrultusunda,
antifungal ilaglarin ¢6ziilmesi igin DMSO kullanildi. Buna gére AMB ve FLC i¢in, en yiiksek
konsantrasyon 2048 pg/mL oldugu i¢in antifungalin liyofilize ana stogu 100 kat1 olarak 204800
pg/mL  konsantrasyonda, POS i¢in 25600 ug/mL  konsantrasyonda hazirlandi.
Konsantrasyonlara gore ne kadar miktarda antifungali DMSO ile diliiye edecegimizi

hesaplamak i¢in asagidaki formiil uygulandi:
Hacim (ml)= [Agirlik (mg) x Tahlil giicti (ug/mg)] / Konsantrasyon (pg/mL)

Bu ilaglarin steril cam tiiplerde (12 x 75 mm), mikroplakta elde edilecek son

konsantrasyonlarinin iki kat1 olacak sekilde ilag seri sulandirimlari hazirlandi.

3.5.2. Planktonik Hiicrelerin Antifungal Profilinin Belirlenmesi

Tiim hasta kokenleri ve referans kokenler olan Candida krusei ATCC 6258 ve Candida
parapsilosis ATCC 22019, SDA’da, 37 C’de, 48 saat tiretildikten sonra, RPMI 1640 besiyeri
ile 1-5x10° hiicre/mL konsantrasyonda hiicre siispansiyonu hazirlandi. Bu siispansiyonlar
RPMI 1640 besiyeri ile dnce 1:50, daha sonra 1:20 oraninda seyreltilerek 1-5x10° hiicre/mL
konsantrasyona getirildi. U tabanli, 96 kuyucuklu, polistren mikroplaklarin her koken igin, stok
olarak hazirlanmis antifungallerin ¢ift kat seri sulandirimlari, ilk ve son kuyucuk hari¢ her
kuyucuga farkli konsantrasyonlarda olacak sekilde 100’er pL dagitildi. Son kuyucuk hari¢ diger
kuyucuklara hazirlanan maya siispansiyonundan 100’er pL eklendi. Son kuyucuk ise besiyeri
kontrolii olarak kullanildi ve 200 pL antifungal icermeyen RPMI 1640 besiyeri konuldu.

Boylece antifungal konsantrasyonlari 1:2 oraninda seyreltilmis oldu ve maya final
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konsantrasyonu 0,5-2,5x10° hiicre/mL oldu. Mikroplaklarin iizeri steril kapak ile kapatilarak

37C’de 48 saat inkiibe edildi. Bir kdken i¢in bir antifungal testi en az 3 tekrarla yapildi.

Amfoterisin B sonuglar1 gézle okundu ve liremenin en az %100 inhibe oldugu kuyucuk
MIK degeri olarak degerlendirildi. FLC ve POS sonuglari ise gozle degerlendirildi. Ayrica 630
nm dalga boyunda spektrometrik olarak 6l¢iildii. Azollerde MIK sonucu iiremenin en az %50

inhibe oldugu kuyucuk se¢ilerek belirlendi.

3.5.3. Biyofilm Olusumu Sonrasi Hiicrelerin Antifungal Profilinin Belirlenmesi

Tiim hasta kokenleri ve referans kokenler olan Candida krusei ATCC 6258 ve Candida
parapsilosis ATCC 22019 SDA’da 37 C’de, 48 saat iiretilip, RPMI 1640 besiyeri ile yukarida
planktonik hiicreler icin anlatildigi gibi 1-5x10° hiicre/mL konsantrasyonda hiicre
stispansiyonundan 200 pL, U tabanli, polistren, mikroplaga eklendikten sonra, biyofilm
olusumu gergeklestirildi. Mikroplaklarin tizeri steril kapak ile kapatilarak 37°C’de 120 dk
inkiibe edildi. Ust siv1 atilarak yiizeye tutunmayanlar uzaklastirild: ve tekrar 200’er uL RPMI
1640 besiyeri konularak 24 saat, 37 C’de inkiibe edildi. Biyofilm olusum siirecinin 24. saatinde
iist sivi atilarak antifungallerin seri sulandirimlarindan 200’er puL eklendi. 48. saat sonunda XTT

rediiksiyon testi ile degerlendirme yapildi.

XTT 1 mg/mL konsantrasyonda PBS’te hazirland1 ve filtreden gecirildi. Menadion
asetonda 0,4 mM hazirlanarak filtreden gegirildi. Her deney igin taze olarak 5:1 oraninda
XTT:Menadion hazirlandi. Her hiicreye 188 uL PBS ve 12 pL XTT-menadione karisimi
eklenerek, 2 saat 37C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrast 100 pL’si baska mikroplaga
aktarilarak spektrofotometrede, 490 nm dalga boyunda degerlendirildi. AMB, FLC ve POS igin
MIK sonucu iiremenin en az %50 ve %80 inhibe oldugu kuyucuk segilerek belirlendi. Bu
sonuca biyofilm eradikasyon konsantrasyonu denildi ve en az %50’lik ve en az %80 inhibisyon
oldugu belirlenen konsantrasyonlar MBEKS50 ve MBEKS80 ismi verilerek kisaltildi. Bir koken
i¢in bir antifungal duyarhlik testi {i¢ tekrarla yapildu.

3.6. ISTATISTIKSEL ANALIZLER
[statistiksel analiz Graphpad Prism 6.0 programu ile yapild.

Calismaya dahil edilen 30 hasta kokeni i¢in biyofilm olusturma kapasitesini gosteren,

kristal viyole yontemi ile belirlenmis absorbans degerlerine gore rastgele ti¢ kategoriye (diistik,
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orta ve yiiksek diizey biyofilm olusturanlar) ayrildiktan sonra bu biyofilm diizeylerinin
arasindaki farkin anlamli oldugunu istatistiksel olarak belirlemek i¢in normal dagilim

gostermeyen parametrelerin gruplar arasi karsilastirilmasinda kullanilan Mann-Witney U testi

kullanildi.

Biyofilm diizeyleri ve GAPDH diizeyleri arasindaki iliski Pearson Korelasyon analizi
ile degerlendirildi. Diisiik, orta ve yiiksek diizey biyofilm gruplarimin GAPDH diizeyleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark olup olmadigi, ikiden fazla grup karsilagtirmalarinda

kullanilan Kruskal Wallis testi ile belirlendi.

Tiim hasta kokenlerinin planktonik ve biyofilm olusturmus hiicrelerinin ii¢ antifungale
kars1 belirlenmis olan MIK, MBEK50 ve MBEKS80’leri tek yonlii ANOVA testi olan Tukey
testi ile karsilastirildi.

Tim kokenlerin ti¢ antifungale karsi planktonik ve biyofilm olusturan hiicreleri
arasindaki MIK logz ile biyofilm diizeyleri ve GAPDH diizeyleri arasindaki iliski Pearson

Korelasyon analizi ile degerlendirildi.

Klinik 6rneklere gore, ylizeyel, diger ve idrar kokenleri olarak ayrilan {i¢ grubun;
biyofilm diizeyleri (O.D.), GAPDH diizeyleri (alan) ve ii¢ antifungalin (AMB, FLC ve POS)
MIK degerleri, MBEKS80 degerleri ve bu ikisi arasindaki logaritmik artis (logz) degerlerine gore

ayr1 ayri kiyaslanmasi i¢in Tukey testi yapildi.

Sonuglar, %95 giiven araliginda, anlamlilik p<0,05 diizeyinde degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. OPTIMIZE BiYOFiLM OLUSUMU YONTEMININ BELIRLENMESI

Rastgele se¢ilmis olan iki adet hastanin idrar 6rneginden izole edilen koken ve referans
koken igin, inokuliim miktar1 10° 10° ve 107 hiicre/mL; adezyon siiresi 60, 90 ve 120 dk;
biyofilm olgunlasma siiresi 48 ve 72 saat, statik ve 100 rpm galkalamali parametrelerinin
kombinasyonlari ile olusturulan 36 farkli deney siireci uygulanarak, deney tekrarlar ile standart

sapma degerleri belirlendi ve elde edilen tiim grafikler karsilastirilarak incelendi.

2017 yilinda idrardan izole edilmis kdken i¢in yapilan birinci ve ikinci deneylerden
olusturulan grafiklerden iki deney arasinda en az fark olan parametreler Tablo 4.1°de gosterildi
ve bu bes parametre; 10° hiicre/mL, statik, 120 dk adezyon siiresi ve 48 saat sonucu, 10°
hiicre/mL, ¢alkalamali, 120 dk adezyon siiresi ve 48 saat sonucu, 10° hiicre/mL, ¢alkalamals,
90 ve 120 dk adezyon siiresi ve 48 saat sonucu ile 10 hiicre/mL, statik, 120 dk adezyon siiresi

ve 72 saat sonucuydu.

2019 yilinda idrardan izole edilmis kdken i¢in yapilan iki deney sonucundan ¢ikarilan
grafikler arasinda en az fark olan parametreler Tablo 4.1°de gdsterildi ve bu alt1 parametre; 10
hiicre/mL, statik, 60 ve 120 dk adezyon siiresi ve 48 saat sonucu, 10° hiicre/mL, statik, 60 dk
adezyon siiresi ve 72 saat sonucu ile 107 hiicre/mL, statik, 60, 90 ve 120 dk adezyon siiresi ve

72 saat sonucuydu.

Referans koken olarak kullanilan T. asahii var. asahii CBS 2479 kokeni igin de iki farkli
deney yapilmis olup, olusturulan grafiklerden iki deney arasinda en az fark olan parametreler
Tablo 4.1°de gosterildi ve bu iki parametre; 107 hiicre/mL, ¢alkalamali, 90 dk adezyon siiresi

ve 48 saat sonucu ile 107 hiicre/mL, statik, 120 dk adezyon siiresi ve 72 saat sonucuydu.
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Tablo 4.1: Kullanilan 2 hasta kikeni ve referans kokeninde iki deney arasinda
en az fark olan parametreler.

Kokenler

Parametreler 2017 2019 CBS 2479

105, 48's, S, 120 dk X

107,48, S, 60 dk

107, 48's, S, 120 dk

105, 48 s, C, 120 dk

105, 48 s, C, 90 dk

105, 48’5, C, 120 dk

107,48 s, C, 90 dk X

108, 725, S, 60 dk

107,725, S, 60 dk

107, 725, S, 90 dk
107,725, S, 120 dk X

Toplam 5 6 2

(10%, 108, 10": Kullanilan inokuliim miktarlari (hiicre/mL), 48 s: 48 saat, 72 s: 72 saat, S: statik, C: ¢alkalamali, 60 dk:
60 dakika adezyon siiresi, 90 dk: 90 dakika adezyon siiresi, 120 dk: 120 dakika adezyon siiresi).

X| X| X| X

X

Dabhil edilen 2 hasta kdkeni ve referans kokenin 36 parametre igerisinde ortak deney
tekrar1 yapilabilen parametre optimize sonug olup; 107 hiicre/mL, statik, 120 dk adezyon siiresi

ve 72 saat sonucuydu. Ug kdkenin grafikleri Sekil 4.1°de gosterildi.
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A. 2017 yili hasta kokenti, B. 2019 yil1 hasta kékeni,
107 hiicre/mL, 72 saat inkiibasyon, Statik 107 hiicre/mL, 72 saat inkiibasyon, Statik
35 5
3 4
2,5 I _ .
2 = 3 E3
1,5 z )
! 1
0,5
0 0
60 dk 90 dk 120 dk 60 dk 90 dk 120 dk
W1 deney ®m2.deney m1 deney m2.deney

C. T. asahii var. asahii CBS 2479,
107 hiicre/mL, 72 saat inkiibasyon, Statik

1,6
1,4
1,2

0,8 =
0,6 T

I
0,4
0,2
0

60 dk 90 dk 120 dk
m1 deney m2.deney

Sekil 4.1: A. 2017 yilinda izole edilen hasta kékeninin 107 hiicre/mL, 60, 90 ve 120 dk adezyon siiresi,
72 saat inkiibasyon ve statik kosullarda yapilan iki deneyin sonuglari, B. 2019 yilinda izole edilen hasta
kokeninin 107 hiicre/mL, 60, 90 ve 120 dk adezyon siiresi, 72 saat inkiibasyon ve statik kosullarda
yapilan iki deneyin sonuglari, C. T. asahii var. asahii CBS 2479 referans kdkeninin 107 hiicre/mL, 60,
90 ve 120 dk adezyon siiresi, 72 saat inkiibasyon ve statik kosullarda yapilan iki deneyin sonuglari.

4.2. BiYOFIiLM DUZEYLERININ BELIRLENMESI

Calismaya dahil edilen 30 hasta kokeni ve 3 adet referans kokenin biyofilm diizeyleri
72 saatlik inkiibasyon sonucunda kristal viyole yontemi ile belirlendi. Hasta kokenlerinin

absorbans degerleri 0,067 ile 3,889 arasinda degismekteydi (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2: Otuz adet T. asahii hasta kokeni ve ii¢ adet referans kokeninin biyofilm olusumunun kristal
viyole yontemi ile belirlenen absorbans degerleri.

Biyofilm {iretimi kapasitesini GAPDH iiretim diizeyleri ve antifungal diizeyleri ile
iliskilendirmek i¢in, 30 kokenin kristal viyole absorbans sonuglarina bakilarak randomize
olarak ii¢ biyofilm olusum kategorisine ayrildi (Her grup istatistiksel analiz yapilabilmesi i¢in
n>6 olacak sekilde ayrildi). Bu kategoriler; As70<1,0 ise diisiik diizey, 1,0<As70<2,2 ise orta
diizey ve 2,2<As70 ise yiiksek diizey biyofilm olusturanlardi. Daha sonra Mann-Witney U
testiyle bu ii¢ diizey birbirleriyle kiyaslanarak istatistiksel olarak anlamli farklar bulundu: diistik
diizey, orta dizeyle karsilastirlldiginda p=0,0001; orta diizey, yiiksek diizeyle
karsilagtirildiginda p<0,0001; diisiik diizey, yliksek diizeyle karsilastirildiginda p=0,0001"di.
Diisiik diizey biyofilm medyan absorbans degeri, 0,4095 (n=6); orta diizey biyofilm medyan
absorbans degeri, 1,463 (n=12) ve yiiksek diizey biyofilm medyan absorbans degeri ise 3,340
(n=12) olarak bulundu (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3: Otuz adet T. asahii hasta kokeninin biyofilm olusumunun kristal viyole yontemi ile belirlenen
absorbans degerlerine gore diisik (n=6), orta (n=12) ve yiiksek (n=12) biyofilm diizeyi olarak
kategorilere ayrilmasi.

4.3. WESTERN BLOT SONUCLARI

Calismaya dahil edilen 30 adet hasta kokeni ve T. asahii var. asahii CBS 2479 referans
kokeni biyofilm olusturduktan sonra protein izolasyonu ve SDS-PAGE jel eletroforez yontemi
ile total proteinlerinin molekiil agirliklarina gore ayrilmasindan sonra western blot yontemi ile
nitroseliiloz membrana aktarilarak GAPDH proteini primer ve sekonder antikorla isaretlendi ve

kemiliiminesans olarak goriintiilendi (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4: Calismaya dahil edilen otuz adet hasta susunun western blot yonteminde saptanan GAPDH
protein bantlar1 (37 kDa; kullanilan standart proteinde isaretli olan molekiil agirlig).

Tiim hasta kokenlerinin GAPDH protein miktarlar1 Image J programi kullanilarak, T.
asahii var. asahii CBS 2479 kokeni her western blot uygulamasinda referans olarak
kullanilarak alan hesaplamasi ile hesaplandi. En yiiksek GAPDH miktarina sahip olan kdken
%100 alinarak, tiim GAPDH miktarlar1 bu kdkene gore yiizdelik olarak hesaplandi. Hesaplama
sonrasinda, hasta kokenleri biyofilm diizeyine gore siralanarak, her kokenin biyofilm diizeyi
absorbans degerleri ve GAPDH yiizdeleri arasinda korelasyon testi yapildi. Pearson
korelasyonu r= 0,7058 (%71), p<0,0001 saptandi. Sonug¢ olarak; pozitif egilim oldugu ve
kokenlerin biyofilm diizeylerinin arttikca, GAPDH diizeylerinin de arttig1 goriildii (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5: Otuz adet T. asahii hasta kokeninin biyofilm diizeylerinin absorbans degerleri ile GAPDH
diizeylerinin yiizdesinin karsilastirilmas1 [Pearson korelasyonu r=0,7058 (%71), p<0,0001, R>=0,498.].

Hasta kokenleri biyofilm diizeyine gore diisiik, orta ve yiiksek diizey biyofilm olmak
lizere ili¢ gruba ayrildiginda ise bu gruplarin GAPDH miktarlar1 arasindaki farkin istatistiksel

olarak anlamli oldugu Kruskal Wallis testi ile gosterildi (p<0,0001).

4.4. ANTIFUNGAL DUYARLILIK TESTi SONUCLARI

Calismada kullanilan 30 hasta kokeni, C. krusei ATCC 6258 ve C. parapsilosis ATCC
22019 referans kokenleri i¢in antifungal duyarlilik testleri, CLSI M27-A3 rehberine gore sivi
mikrodillisyon yontemiyle yapildi. Hem planktonik hiicre olarak ve hem de biyofilm olusumlari
saglandiktan sonra hiicrelerin AMB, FLC ve POS’a kars1t MiK ve MBEK50 ve MBEKS80’leri
belirlendi (Tablo 4.2).
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Tablo 4.2: Tiim hasta kdkenlerinin AMB, FLC ve POS’a kars1 hem planktonik hiicre olarak
MIK degerleri ve hem de biyofilm olusumlar: saglandiktan sonra MBEK50 ve MBEKS80

degerleri.
Antifungaller
Klinik AMB FLC POS
Ornek . . .
No. MIK |MBEK50 | MBEK80| MIK |MBEK50| MBEK80| MIK | MBEK50 | MBEKS80
24 2 2 2 1 64 128 0,5 8 512
4 1 2 2 0,125 4 128 0,5 512 512
10 2 2 8 0,125 64 1024 0,06 512 512
9 2 2 2 1 8 32 0,25 128 512
18 2 2 2 2 64 256 0,125 2 512
25 4 4 4 2 32 128 0,06 0,5 32
19 2 2 4 1 128 1024 0,06 32 512
28 2 2 2 0,125 2 1 0,06 0,5 0,5
2 2 4 8 0,125 4 512 0,5 0,5 512
13 1 2 4 1 32 512 0,03 0,5 1
5 1 2 2 0,25 2 16 0,03 0,5 512
6 1 2 4 1 256 512 0,03 512 512
27 2 2 2 0,5 16 128 0,125 0,5 0,5
22 2 2 2 2 32 256 0,03 0,5 512
15 1 2 2 0,5 8 256 0,06 0,5 128
12 2 4 4 0,25 16 512 0,25 2 512
29 2 2 2 0,125 2 4 0,06 0,5 0,5
23 0,25 2 2 0,125 512 1024 0,06 0,5 512
1 2 4 0,125 4 512 0,06 1 512
1 2 2 2 4 256 0,06 32 512
4 8 8 0,125 2 4 0,25 0,5 0,5
2 4 4 0,5 64 1024 0,03 512 512
0,25 2 2 0,125 256 1024 0,03 0,5 1
4 4 4 0,5 2 64 0,125 2 512
1 4 4 0,125 256 512 0,06 512 512
2 2 4 0,5 64 256 0,125 2 256
1 2 2 1 4 128 0,06 1 512
1 16 16 0,5 8 512 0,125 512 512
2 2 4 0,5 8 256 0,03 1 16
2 4 0,5 64 2048 0,06 512 512

Tiim hiicrelerin MIK araligi, MiKso (tiim kékenlerin en az %50’sinin MIK degeri),
MiKgo (tiim kokenlerin en az %90’ MIK degeri), ve geometrik ortalamalar1 (GM)
hesaplandi (Tablo 4.3).
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Tablo 4.3: Tiim hasta kokenleri ve biyofilm diizeylerine gére ayrilmis gruplarin planktonik hiicre ve
biyofilm olusturmus hiicre olarak {i¢ antifungale karsi in vitro aktivitelerinin MIK ve MBEKS0
degerlerinin karsilagtirilmasi

MiK MBEK®80
MIK vk | Mikeo | oM | MK vike | MiKe | GM
arah@ arahig
0,25-4 2 2 1,48 2-16 4 8 3,25
1-4 2 4 1,37 2-8 2 8 3,01
0,25-2 2 2 1,45 2-8 2 4 3,20
0,25-4 1 4 1,48 2-16 4 8 3,25
MiK MBEKS80
MIK MiKso | MiKo | GM MIK MiKso | MiKoo GM
aralig aralig
0,125-2 0,5 2 0,42 2-2048 256 1024 189,6
0,125-2 1 2 0,48 32-1024 128 1024 290,4
0,125-2 0,25 1 0,42 2-1024 256 1024 220,7
0,125-2 0,5 1 0,42 4-2048 256 1024 189,6
MiK MBEKS80
MIK MiKso | MiKwo | GM MIK MiKso | MiKoo GM
arahg: arahgu
0,03-0,5 0,06 0,25 0,08 0,5-512 512 512 101,6
0,06-0,5 0,125 0,5 0,08 32-512 512 512 199,0
0,03-0,5 0,06 0,25 0,08 0,5-512 512 512 115,9
0,03-0,25 0,06 0,125 0,08 0,5-512 512 512 101,6

MIK: Minimal inhibisyon konsantrasyonu

MBEKS80: Minimal biyofilm eradikasyon konsantrasyonu (Uremenin en az %80inin inhibe oldugu konsantrasyon)
MiKsp: Tiim grubun en az %50'sinin {iremesinin inhibe oldugu MiK/MBEKS0 degeri

MiKgo: Tiim grubun en az %90'min iiremesinin inhibe oldugu MIK/MBEKS80 degeri

GM: Geometrik ortalama

Tiim hasta kdkenlerinin planktonik ve biyofilm olusturmus hiicrelerinin {i¢ antifungale
kars1 belirlenmis olan MIK, MBEK50 ve MBEKS80’lerinin Tukey testi ile karsilastiriimasi
sonucu, amfoterisin B sonuglari arasinda anlamli bir fark bulunamad: (AMB MIK ile MBEK50
karsilastinldiginda p>0,9999 ve AMB MIK ile MBEKS80 karsilastirildiginda p>0,9999
bulundu). Flukonazol sonuglar1 karsilastirildiginda, FLC MIK ile FLC MBEKS50 anlamli fark
bulunamadi (p=0,631), FLC MIK ile FLC MBEKS80 arasinda anlaml1 fark bulundu (p<0,0001).
Posakonazol sonuglar1 karsilastirildiginda, POS MIK ile POS MBEK50 anlamli fark
bulunamadi (p=0,601), POS MIK ile POS MBEKS80 arasinda anlamli fark bulundu (p<0,0001).
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Hasta kokenlerinde flukonazol ve posakonazolde biyofilm olusturdugu zaman MIK
degerlerinin (MBEKS80), planktonik hiicre MIiK degerlerine gore logaritmik artis (log2)
saptandi. Amfoterisin B’de ise otuz kdkenin %30’unda logz saptanmadi. Saptanan log:
araliklar;; AMB igin 0-4 logz, FLC igin 3-13 logz ve POS igin 1-14 logz’ydi. Elde edilen
sonuglar Sekil 4.6’da gosterildi.

A. AMB log, yiizdesi B. FLC log, yiizdesi
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Sekil 4.6: Hasta kokenlerinde planktonik hiicrelerdeki antifungal MiK degerleri ve biyofilm olusturmus
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‘ 10%
hiicrelerdeki MBEKS80 degerleri arasindaki logz’larinin yilizdelik oranlar1 A. AMB i¢in logz, B. FLC i¢in

10% 13%
logz, C. POS i¢in logo.
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Tim kokenlerde, biyofilm olusturma absorbans degerlerine ve GAPDH diizeylerine
gore, planktonik hiicre ve biyofilm olusturan hiicre arasindaki MIK degerlerindeki log2 arasinda

anlamli bir korelasyon bulunmamaktaydi (Tablo 4.4).

Tablo 4.4: Tim kokenlerin ti¢ antifungale karsi planktonik ve biyofilm olusturan hiicreler
arasindaki MIK log, diizeyleri ile biyofilm diizeyleri ve GAPDH diizeylerinin Pearson
Korelasyon analizi ile karsilagtirilmast

Biyofilm Diizeyleri (O.D.) GAPDH Diizeyleri (Alan)
MiK log> Pearson r R? P Pearson r R? P
AMB 0,3254 0,1059 0,08 0,2534 0,0642 0,18
FLU 0,2244 0,0504 0,23 0,2931 0,0859 0,12
POS 0,0694 0,0048 0,72 -0,0017 0,0000 0,99
Pearson korelasyon degeri: Pearson r

P: P degeri

4.5. KLINIK ORNEKLERE GORE ISTATISTIiKSEL ANALIZ

Calismaya dahil edilen 30 adet T. asahii kokeninin 9’u ayak tirnagi, 8’i idrar, 4’1 el
tirnagi, 4’1 deri kazintisi, 3’1 kan, 1’1 dren sivis1 ve 1°1 apseden izole edildi. Bu kokenlerden el
tirnagi, ayak tirnagi ve deri kazintisindan izole edilenler yiizeyel kokenler olup, n=17’ydi.
Istatistiksel degerlendirme yapilabilmesi i¢in n>6 olmasi gerektiginden; idrar, kan, apse ve dren
stvisindan izole edilenler bir grup olarak degerlendirilip, diger kdkenler olarak adlandirildi
(n=13). Yiizeyel kokenler ve idrar kokenleri (n=8) de ayrica iki farkli grup olarak
degerlendirildi.

Klinik 6rneklere gore, ylizeyel, diger ve idrar kokenleri olarak ayrilan {i¢ grubun;
biyofilm diizeyleri (O.D.), GAPDH diizeyleri (alan) ve ii¢ antifungalin (AMB, FLC ve POS)
MIK degerleri, MBEKS80 degerleri ve bu ikisi arasindaki logz degerlerine gore ayr1 ayr1 Tukey
testleriyle analizleri yapildi. Sadece FLC MIK degerlerine gore yiizeyel ve diger kokenler
arasinda ve yiizeyel ve idrar kdkenleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklar bulundu ve
hem idrar kkenleri ve hem de diger kokenler yiizeyel kokenlere gore daha yiiksek FLC MIK
degerlerine sahipti (Tablo 4.5).
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Tablo 4.5: Numune tiiriine gore, yiizeyel, diger ve idrar kokenleri olarak ayrilan {i¢ grubun; biyofilm
diizeyleri (0.D.), GAPDH diizeyleri (alan) ve ii¢ antifungalin (AMB, FLC ve POS) MIK degerleri,
MBEKSO0 degerleri ve bu ikisi arasindaki log, degerlerine gore ayr1 ayr1 yapilan Tukey testleri sonucu
elde edilen p degerlerinin gosterilmesi

g;’u”}l‘lj:rel 151?;2212 1%25521 MiK | MBEKS0 I;giglj MiK | MBEKS0 I}glgf MiK | MBEKS0 I:giglj
(0.D) (Alan)
Y‘I')ngi? 0,91 0,91 0,84 0,20 082 | 002%* | 094 1,00 | 091 0,80 0,30
Y“Ifféfl 0,67 1,00 0,99 034 | 086 |002%*| 092 1,00 | 097 097 | 074
p Degerleri

**: Istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0,05).
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5. TARTISMA

Trichosporon asahii; ¢evreden izole edilebildigi gibi, insan mikrobiyotasinda da
bulunmakta olup, yilizeyel ve mortalite orani yiiksek invaziv enfeksiyonlara sebep
olabilmektedir. T. asahii 6zellikle bagisikligi baskilanmis hastalarda invaziv araglar tizerinde
biyofilm olusturabilmektedir [1, 2, 3, 5, 6, 9, 28].

Biyofilm olusumu ile iliskili faktorlerin tanimlanmasi biyofilm olusturma

mekanizmasinin aydinlatilmasini saglayabilir ve bu sayede invaziv trikosporonoz azaltilabilir

[1].

Literatiirlerde T. asahii’nin patogenezinde rol oynayan biyofilm olusum
mekanizmasinin aydinlatilmasinda, en sik kristal viyole yonteminin kullanildig: goriilmektedir

ve bu yontem ile ¢alisilirken dncelikle optimizasyon ¢alismalarinin yapildig: tespit edilmistir.

Bu amagla diinyada yapilan ¢alismalardan, Di Bonaventura ve ark. [28] yaptiklari
calismada optimizasyon icin hiicrelerde; 10%, 10°ve 108 hiicre/mL inokuliim miktarini; 30, 60
ve 120 dakika adezyon siiresini ve 24, 48 ve 72 saat biyofilm olgunlagma siiresini denemislerdir.
T. asahii hiicrelerinin, 30 dakikalik inkiibasyon sonunda polistiren yiizeylere yapisabildigini
tespit etmislerdir. Ilk 4 saatte i¢inde yapisan hiicrelerin, erken mikrobiyal adaptif yaniti temsil
ettigini ve mikrokoloni olarak organize oldugunu ve 6 saatten 72 saate kadar olgun biyofilm
olusumunun arttigimm belirtmislerdir. En optimal deney diizenegini; 10° hiicre/mL, 60 dk
adezyon siiresi ve 72 saat biyofilm olusturma siiresi olarak belirlemislerdir. 72 saat
inkiibasyondan sonra ise, 25-40 um kalinliginda olgun biyofilm olusturdugunu belirtmislerdir.
Olusan olgun biyofilmi, hiicre dis1 matrise gomiilii maya benzeri ve filamentli yapilar olarak
tamimlamuglardir. Polistiren yiizeylerde mantarin kolonizasyonunda biyofilm olusturma

yeteneginin anahtar rol oynadigini belirtmislerdir.

Diger bir optimizasyon ¢alismasi olan Iturrieta-Gonzalez ve ark. [9] ¢alismasinda ise;
inokuliim miktar1 10°, 10° ve 107 hiicre/mL; adezyon siiresi 60, 90 ve 120 dakika; biyofilm

olgunlagsma siiresi 48 ve 72 saat, 75 rpm calkalamali ve statik ortam parametreleri
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denemislerdir. En optimize sonucu 107 hiicre/mL, 90 dk adezyon siiresi, ¢alkalamal1 ve 48 saat

biyofilm siiresi olarak belirlemislerdir.

Montoya ve ark. [2]’min yaptiklari ¢calismada ise 107 hiicre/mL inokuliim miktar1 sabit
tutulmustur. Burada adezyon siireleri karsilastirilmis ve 1, 2, 4, 6 ve 8 saat olarak denenmistir.
Diger ¢alismalarin aksine 1 ve 2 saat adezyonun yetersiz oldugunu tespit etmislerdir fakat, 2 ve
4 saat arasinda yliksek biyofilm tiretimini gézlemlemislerdir. Yiizey alani yeterli oldugunda,
maruz kalma siliresinin artmasi yiiksek viriilanstan kaynaklandigin1 ve sonug¢ olarak da

enfeksiyonun kaliciligini arttirdigini tespit etmislerdir.

Inceleyebildigimiz kadariyla Tiirkiye’de T. asahii biyofilm iiretiminde optimizasyon

calismasinin yapildigi herhangi bir arastirmaya rastlamadik.

Biz ise ¢alismamizda, optimizasyon amaciyla, apse, el-ayak tirnagi, deri kazintisi, dren
stvisl, idrar ve kan 6rneklerinden olusan 30 hasta kdkeni iginden rastgele sectigimiz ve idrardan
izole edilmis olan iki adet T. asahii kokeni ve referans kokenini kullanarak bu ti¢ kokenin
biyofilm olusturma kabiliyetini kristal viyole yontemini kullanarak inceledik. Bu amagla bu iki
koken ve referans kdkene uyguladigimiz 36 farkli deney sonucunda en optimize sonucun; 10’
hiicre/mL, statik, 120 dk adezyon siiresi ve 72 saat biyofilm olgunlasma siiresi oldugunu

saptadik.

Elde ettigimiz sonuglar, Di Bonaventura ve ark. [28]’1n yapmis oldugu optimizasyon
calismasi ile karsilastirildiginda en optimize biyofilm olgunlagsma siiresi olarak verdikleri 72
saat ile uyumlu, fakat calismanmizda saptadigimiz 107 hiicre/mL’lik ve 120dk adezyon siiresi,
onlarin ¢alismasindaki 10° hiicre/mL’lik optimize inokuliim miktar1 ve 60 dakikalik adezyon
siiresi ile uyumlu degildir. Iturrieta-Gonzalez ve ark. [9]’1n ¢alismas: ise ¢alismamizdaki 107
hiicre/mL’lik inokuliim miktar1 ile uyumludur. Bu c¢alismada en optimize kosullar olarak
saptanmig olan 90 dakikalik inkiibasyon siiresi, 48 saatlik biyofilm olgunlagsma siiresi ve
deneyin calkalamali diizenekte gergeklestirilmesi ise bizim g¢alismamizdaki 120 dakikalik
adezyon siiresi, 72 saatlik biyofilm olgunlasma siiresi ve statik diizenek olmasi ile uyumlu
degildir. Ayrica bu caligmada ¢alkalama hizi 75 rpm olarak uygulanmus, biz ise ¢alkalama hizini
100 rpm olarak uyguladik. Montoya ve ark. [2] ise ¢alismalarinda adezyon siiresinin 2-4 saat
arasinin daha optimize oldugunu saptamiglardir ve biz de ¢alismamizda 120 dakikay1 en
optimize adezyon siiresi olarak tespit ettik, dolayisiyla ¢alismamiz bu parametre agisindan bu

calisma ile uyumludur.
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Diinyada bu amagla yapilmig olan optimizasyon calismalarinda T. asahii biyofilm
olusturma siirecinin farkl sartlarda gerceklestigi goriilmektedir. Ulkemizde gergeklestirdigimiz
bu optimizasyon ¢alismasi ¢alismamizin devaminda bize yol gosterici olmustur. Ayrica bu

konuda yapilacak olan daha sonraki ¢aligmalara da onciiliik edecegi kanaatindeyiz.

Calismamizda kristal viyole yontemiyle daha 6nceden belirledigimiz optimize deney
diizenegini uygulayarak tiim kokenlerimizin biyofilm diizeylerini belirledik. Burada amacimiz
tiim kokenleri biyofilm diizeylerine gore gruplandirmak ve daha sonra protein miktarlar1 ve

antifungal duyarlilik profilleri ile karsilagtirmaktir.

lturrieta-Gonzalez ve ark. [9] Brezilya’da yaptiklar1 biyofilm ¢alismasinda
Trichosporon tiirlerinde absorbans degerini 0,109-3,337 bulmus olup, As70<1,0 ise diisikk
diizey, 1,0<As570<2,499 ise orta diizey ve 2,5<As70 ise yiliksek diizey olarak rastgele
simiflandirmistir. Montoya ve ark. [2] ise Meksika’da hastalardan izole ettikleri 49 adet T. asahii
kokeninde kristal viyole yontemi ile yaptiklart biyofilm olusumu arastirmasinda As95<0,531 ise
disiik dizey, 0,531<As595<0,763 ise orta diizey, 0,764<As595<0,999 ise yiiksek diizey ve
1,0<Asgs ise ¢ok yiiksek diizey olarak siiflandirmislardir. Bir baska biyofilm ¢aligmasinda ise
kristal viyole yontemine gore yapilan siniflandirmada statik ortamda olanlar As50<0, 1 ise diisiik
diizey, 0,15<Ass0 1se yiiksek diizey, calkalamali ortamda ise Ass0<0,1 ise diisiik diizey, 0,4<Asso
ise yliksek diizey diye ayirmistir [1]. Tiirkiye’de ise yapilan bir biyofilm ¢alismasinda modifiye
tiip adherans yontemi kullanilarak biyofilm pozitifligi degerlendirilmistir [14]. Bu ¢alismada
tiiplerde 48 saat inkiibe edilen T. asahii kokenleri %1°lik safranin ile boyandiktan sonra yikanip,
kurutularak, olusan tabakanin kalinligi, pozitif kontrol olarak kullanilan Staphylococcus
epidermidis ATCC 35984 kokeninin olusturdugu biyofilm ile gézle karsilastirilarak, zayif (+)

pozitif, orta (++) pozitif ve kuvvetli (+++) pozitif olarak degerlendirilmistir [14].

Calismamizda tespit ettigimiz biyofilm absorbans degerleri 0,067 ile 3,889 araligi
arasindadir. Kokenlerin biyofilm diizeylerini ise, As70<1,0 ise diisiik diizey, 1,0<A570<2,2 ise
orta diizey ve 2,2<As7o ise yiiksek diizey biyofilm olusturanlar seklinde gruplandirdik. Elde
ettigimiz verileri lturrieta-Gonzalez ve ark. [9] yaptig1 biyofilm ¢alismasina benzer sekilde
siniflandirdiktan sonra, biyofilm diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugunu
gosterdik. Montoya ve ark. [2] ise 49 adet hasta kokenini dahil etmistir, bu ¢alismada koken
say1st bizim koken sayimizdan fazla ve yaptiklari siniflandirma da bizim siiflandirmamiz ile
uyumsuzdur. Kurakado ve ark. [1]’mn yapmis oldugu siniflandirmada ise Ass0<0,1 ise diisiik

diizey, 0,4<Asso ise yiiksek diizey olarak smiflandirmislardir ve bizim sonuglarimiz ile
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uyumsuzdur. Dag ve Cerikcioglu [14] yapmis olduklari ¢alismada ise son zamanlarda en sik
kullanilan biyofilm olusumu yontemi olan kristal viyole yontemi kullanilmamis olup modifiye

tiip adherans yontemini kullanmislardir.

Diger mikroorganizmalarda oldugu gibi mantarlarda da biyofilm olusumunun ilk
basamagi adezyondur ve bu yapisma siirecinden sonra filamentlesme ile biyofilmin olgun faza
gecmektedir [1, 3]. Mantarlarda GAPDH’1n bir adezyon faktorii olarak rol oynamasi biyofilm
olusumunda etkili oldugunu gosterilmistir. Ichikawa ve ark. [3]’in yapmis oldugu ¢alismada ii¢
adet T. asahii kokeninde adezyonda artrokonidyanin anahtar rol oynadigi ve yiizeylerinde
GAPDH bulundugu belirtilmis olup adezyon ne kadar artarsa GAPDH miktarinin da o kadar
arttig1 goriilmistiir [3, 41, 43]. Bu ¢alisma disinda hem uluslararasi hem de ulusal literatiirde
GAPDH ve Trichosporon asahii biyofilm diizeylerini karsilastiran herhangi bir ¢aligmaya

rastlanmamustir.

Bu c¢alismamizda biyofilm olusumu ve GAPDH miktar1 arasindaki korelasyonu da
arastirdik ve pearson korelasyonu r= 0,7058 (%71), p<0,0001 olarak saptadik. Bdoylece;
biyofilm olusumu ve GAPDH miktar1 arasinda pozitif egilimli bir korelasyon oldugunu ve
kokenlerin biyofilm diizeylerinin arttikca, GAPDH diizeylerinin de arttigini tespit ettik. Ayrica
kokenler diisiik, orta ve yiiksek diizey biyofilm olmak {izere ii¢ gruba ayrildiginda ise bu
gruplarin GAPDH miktarlar1 arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugunu da

gosterdik.

Literatiirde Trichosporon biyofilm diizeyleri ve antifungal duyarlilik profillerinin
karsilastirildigi ¢alismalar bulunmaktadir. Di Bonaventura ve ark. [28] yaptiklar1 ¢alismada
AMB igin logaritmik artis1 6-8 ug/mL logz ve FLC igin 3-9 pg/mL logz olarak belirlemislerdir.
Iturrieta-Gonzalez ve ark. [9] ise 36 T. asahii kokeninde biyofilm olusturan hiicrelerde AMB
icin MiKso ve MiKgo’1 >32, FLC igin ise MiKso ve MiKgo’1 >1024 olarak bulmuslardr.
Montoya ve ark. [2] 48 T. asahii Meksika kokeni ile yaptiklari ¢alismada, AMB igin >2ug/mL
logz ve FLC igin >8pug/mL log:z olarak belirlemislerdir. Lara ve ark. [56] nin yaptigi ¢alisma bu
konuda yapilan en son ¢aligmalardan biri olup, 59 Trichosporon tiiriinde, AMB igin logaritmik
artisin 4-66 ug/mL log2 oldugunu belirtmislerdir.

Inceleyebildigimiz kadariyla Tiirkiye’de Trichosporon biyofilmleri ve antifungal

diizeyleri ile ilgili caligmalara rastlayamadik.
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Biz ise calismamizda antifungal duyarlilik testi sonucunda AMB i¢in, planktonik
hiicrelerde MIK araligim 0,25-4 pg/mL, MiKso ve MiKeo 2ug/mL, GM 1,48 pg/mL olarak
saptarken, biyofilm olusturan hiicrelerde MIK araligim 2-16 pg/mL, MiKso 4 ve MiKoo
8ug/mL, GM 3,25ug/mL olarak saptadik. Flukonazol igin planktonik hiicrelerde MIK araligimi
0,125-2 pg/mL, MiKso 0,5 ve MiKgo 2ug/mL, GM 0,42 pg/mL seklinde saptarken, biyofilm
olusturan hiicrelerde MIK araligin1 2-2048 pg/mL, MiKso 256 ve MiKoo 1024pg/mL, GM
189,6pg/mL olarak saptadik. Posakonazol igin ise planktonik hiicrelerde MiK araligini 0,03-
0,5 pg/mL, MiKso 0,06 ve MiKgo 0,25ug/mL, GM 0,08 pg/mL, biyofilm olusturan hiicrelerde
ise MIK arahgini 0,5-512 pg/mL, MiKso ve MiKgo 512ug/mL, GM 101,6pg/mL olarak
saptadik. Incelenen ii¢ antifungal i¢in de biyofilm olusturan hiicrelerin, planktonik hiicrelere

gore daha yiiksek MIK degerlerine (MiKso, MiKoo ve GM) sahip oldugunu belirledik.

Hasta kokenlerinin tamaminda planktonik hiicrelerin MIK sonugclar1 ile biyofilm
olusturmus hiicrelerinin MBEK50 ve MBEKS80 sonuglar1 karsilastirildiginda ise AMB MIK-
MBEKS50 ve MIK-MBEKS80 arasinda anlamli fark bulamadik, fakat, FLC MIK-MBEKS80 ve
POS MIK-MBEKSO0 arasinda anlamli fark saptadik. Bunun iizerine planktonik hiicre MIK ve
biyofilm olusturan hiicre MBEKS80’ler arasindaki log2 bakilmis AMB’de kékenlerin %30’unda
log2 gozlemlemedik ve log: araliklari; AMB igin 0-4 ng/mL logz, FLC i¢in 3-13 pg/mL logz ve
POS i¢in 1-14 pug/mL logz olarak belirledik.

Di Bonaventura ve ark. [28]’1n yaptiklar1 ¢alismada AMB i¢in 6-8 pg/mL logz ve FLC
icin 3-9 pg/mL logz olarak belirlemislerdir ve bizim ¢alismamiz ile karsilagtirdigimizda, AMB
logz uyumsuz olup FLC logz benzer sonuglar sergilemistir. lturrieta-Gonzalez ve ark. [9] ise 36
T. asahii kokeninde biyofilm olusturan hiicrelerde AMB i¢in MiKso ve MiKoo’1 >32, FLC igin
ise MiKso ve MiKoo’1 >1024 olarak bulmus olup, bizim ¢alismanmz ile karsilastirdigimizda,
AMB i¢in uyumsuz, FLC ig¢in ise benzer oldugu goriildii. Montoya ve ark. [2] 48 T. asahii
Meksika kokeni ile yaptiklart ¢alismada, AMB i¢in >2ug/mL logz ve FLC i¢in >8ug/mL log:
olarak belirlemislerdir ve ¢alismamiz ile karsilagtirdigimizda, AMB logz ve FLC logz benzer
sonuglar oldugu goriilmiistiir. Lara ve ark. [56]’nin yaptiklar1 ¢alismada 59 Trichosporon
tirinde, AMB igin 4-66 pug/mL logz oldugunu belirtmislerdir. Bu sonu¢ diger sonuglara ve

bizim sonuglarimiza gore oldukca yiiksektir.

Literatiirde inceleyebildigimiz kadariyla T. asahii kokenlerinde, biyofilm olusturan
hiicrelerde, POS i¢in MIK sonuglarmi inceleyen herhangi bir ¢alismaya rastlayamadik. Biz ise
calismamizda POS ile ilgili olarak da calistik. Kokenlerin %73,33’iinde POS MIK inde
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logaritmik artis 14>log2>10 iken, kokenlerin %40°1nda FLU MIK ’inde 13>log2>10 artis oldugu
tespit edilmistir. Bu sonuglar antifungal degerlendirmeleri yapilirken yeni triazollerin, 6zellikle
POS i¢in de antifungal duyarlilik testlerinin yapilmasi gerektigini ve biyofilm olusturan

enfeksiyonlarda kullanimmin maalesef kisitlanmakta oldugunu gostermektedir.

Ayrica planktonik hiicre ve biyofilm olusturan hiicre arasindaki antifungal MiK log>
degerleri ile biyofilm diizeyleri ve GAPDH miktarlar1 arasinda anlamli bir korelasyon
olmadigini saptadik. Bu durum, biyofilm olusumundaki MIK degerlerindeki artisin sadece
GAPDH enzimindeki artistan kaynaklanmadigint ve baska etkenler de olabilecegini
gostermektedir. Biyofilm olusumu ve GAPDH arasinda korelasyon olmasi ise GAPDH
miktarinin biyofilm diizeyini pozitif yonde etkiledigi fakat biyofilm diizeyini belirlerken sadece
GAPDH enzim miktarmin arastirilmasinin yeterli olmadigint ve bu konuyla ilgili daha ileri

diizeyde caligmalarin yapilmasi gerektigini gostermektedir.

Calismamizda kokenleri klinik 6rneklere gore idrar, yiizeyel ve diger olarak gruplara
ayirdiktan sonra bu gruplar arasinda biyofilm diizeyleri (O.D.), GAPDH diizeyleri (alan) ve ii¢
antifungalin (AMB, FLC ve POS) MIK degerleri, MBEKS80 degerleri ve bu ikisi arasindaki
logz degerlerine gore fark olup olmadigina baktik ve sonug olarak sadece anlamli farkin FLC
MIK degerleri arasinda oldugunu bulduk ve hem idrar kékenleri ve hem de diger kokenler
yiizeyel kokenlerden daha yiiksek FLC MIK degerlerine sahipti. Klinik 6rneklere gére biyofilm
diizeylerinde bir fark saptayamadik benzer sekilde dagilim gostermekteydi. Iturrieta-Gonzalez
ve ark. [9]’1n ¢alismasinda ise yiizeyel kdkenlerin, kan kokenlerine gore daha fazla biyofilm
olustugu tespit etmistir, bizim ¢aligmamiz, bu ¢aligma ile uyumsuzdu. Sonu¢ olarak

¢alismamizda numune tiiriiniin biyofilm olusumuna etkisinin olmadigini belirledik.
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6. SONUC VE ONERILER

Giniimiizde diinyada gergeklestirilen T. asahii biyofilm olusumu optimizasyon
caligmalarinda, biyofilm iiretim siirecinin farkli sartlarda yiiriitiildiigii ve her ¢calismada, farkl
tilkelerde, farkli miktarlarda ve siirelerde biyofilmlerin olustugu bildirilmektedir.
Inceleyebildigimiz kadariyla Tiirkiye’de bu konuda yapilan calismalarda optimizasyon
deneyleri yapilmamistir. Bu ¢alisma Oncesinde gergeklestirdigimiz optimizasyon deneyleri
sonucunda 107 hiicre/mL, statik, 120dk adezyon siiresi ve 72 saat’lik sonucu en optimize ve
tekrarlanabilir sonuglar olarak belirledik. Ulkemizde ilk kez tarafimizdan belirlenmis bu
sonuglarin, bu konuda yapilacak olan daha sonraki ¢alismalara 151k tutacagi ve kullanilabilecegi
kanaatindeyiz.

Calismamizda, biyofilm olusumu ve GAPDH miktar1 arasinda pozitif egilimli bir
korelasyon oldugunu ve kokenlerin biyofilm diizeylerinin arttikca, GAPDH diizeylerinin de
arttigin1 saptadik. Kokenler diisiik, orta ve yiiksek diizey biyofilm olmak iizere ii¢ gruba
ayrildiginda ise bu gruplarin GAPDH miktarlar1 arasindaki farkin istatistiksel olarak anlaml

oldugunu gosterdik.

Yaptigimiz antifungal duyarlilik testi sonucunda biyofilm olusturan hiicrelerin,
planktonik hiicrelere gore daha yiiksek MIK degerlerine (MiKso, MiKso ve GM) sahip
olduklarini belirledik.

Literatiirde inceleyebildigimiz kadariyla T. asahii kokenlerinde, biyofilm olusturan
hiicrelerde, POS icin MIK sonuglarmi inceleyen herhangi bir ¢alismaya rastlamadik ve biz bu
calismamizda POS sonuglarini da diinyada ve Tiirkiye’de ilk kez saptamis olduk. Ayrica
kokenlerin %73,33’{inde POS MiK ’inde logaritmik artisin 14>log2>10 oldugunu gosterdik. Bu
sonuglar bize antifungal degerlendirilmesi yapilirken yeni triazollerden biri olan POS i¢in de
mutlaka antifungal duyarlilik testlerinin yapilmasi gerektigini ve biyofilm olusturan T. asahii

enfeksiyonlarinin tedavisinde maalesef POS’un kullaniminin kisitlandigin1 gostermektedir.

Ayrica planktonik hiicre ve biyofilm olusturan hiicre arasindaki antifungal MIK logz
degerleri ile biyofilm diizeyleri ve GAPDH miktarlar1 arasinda anlamli bir korelasyon

olmadigin1 belirledik. Bu durum, biyofilm olusumundaki MIK degerlerindeki artisin sadece
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GAPDH enzimindeki artistan kaynaklanmadigini ve baska etkenler de olabilecegini
gostermektedir. Biyofilm olusumu ve GAPDH arasinda korelasyon olmasi ise GAPDH
miktarinin biyofilm diizeyini pozitif yonde etkiledigi fakat biyofilm diizeyini belirlerken sadece
GAPDH enzim miktarina bakmanin yeterli olmadigint ve bu konuyla ilgili daha sonraki

calismalarin yapilmasi gerektigini gostermektedir.

Klinik 6rneklere gore kokenlerin biyofilm diizeyleri ve GAPDH diizeylerinde anlamli

bir fark bulamadik. Sonug¢ olarak numune tiiriiniin biyofilm olusumuna etkisinin olmadigini

belirledik.

T. asahii’nin patogenezinde rol oynayan biyofilm olusum mekanizmasinin
aydinlatilmasinin daha farkli tedavi yontemlerinin gelistirilmesine ve uygulanmasina olanak
saglayacagini diisiinmekteyiz. Bu sebeple bu g¢aligmalarin artirilmasinin, literatiire dnemli

katkilar saglayacagimi kanaatindeyiz.
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ETiK KURUL iZiN YAZISI

Uyar1: Canli denekler iizerinde yapilan tiim arastirmalar i¢in Etik Kurul Belgesi alinmasi
zorunludur.

[0 Etik Kurul izni gerekmektedir.
X Etik Kurul izni gerekmemektedir.

SINEM AYAZ
(Imza)
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KURUM iZNi YAZILARI

Uyari: Canli ve cansiz deneklerle yapilan tiim caligmalar i¢in kurum izin belgelerinin
eklenmesi zorunludur. Gizlilik ve mahremivet iceren durumlarda kurum adi kapatilmalidir.

[0 Kurum izni gerekmektedir.

X  Kurum izni gerekmemektedir.

Ogrenci Ad1 SOYADI
(Imza)
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