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Dezenfektanlar mantar hiicresinde fungisidal veya fungistatik etki gosterebilir. Dezenfektanlarin fungal
hiicre tzerindeki etki mekanizmasinin bakterilerde goriilen antibakteriyel etkiye benzer oldugu disu-
nilmektedir. Bu ¢alismada bazi dezenfektanlarin Candida albicans’a karsi etkinliklerinin gosterilmesi ve
virlilans ile direnc arasinda bir iligki olup olmadiginin arastinlmasi amaclanmistir. Calismada, cesitli klinik
orneklerden elde edilen 417 C.albicans ile bir referans izolatinin dezenfektanlara karsi duyarhliklari sap-
tanmistir. Dezenfektanlarin minimum inhibitor konsantrasyonu (MiK) ve minimum fungisidal konsant-
rasyonu (MFK) degerleri buyyon mikrodiliisyon (BMD) yéntemiyle elde edilmistir. MiK ve MFK degerleri
kullanilarak epidemiyolojik sinir degerleri (ECV) belirlenmistir. Dezenfektan duyarli ve direncli izolatlarda
membran gegirgenliginin incelenmesi icin kristal viyole deneyi yapilmistir. Secilen izolatlarda atim pom-
palarinin sayica artisini gostermek icin rhodamin 6G (R6G) floresans boyasi kullanilmistir. Virllans ile de-
zenfektan direnci arasinda iliski olup olmadigi in vitro ve in vivo olarak arastiriimistir. Salgisal asit proteinaz
(SAP), fosfolipaz, esteraz, hemolitik aktivite ve slime faktor tretimi gibi viriilans faktorleri in vitro olarak
incelenmistir. in vivo viriilans deneyi ise Galleria mellonella larvalarinda enfeksiyon modeli olusturularak
gerceklestirilmistir. Virtilans faktorleri ile dezenfektan direnci arasindaki iliski G.mellonella larva modeli-
nin mortalite oranlarina gore degerlendirilmistir. Benzalkonyum kloriir (BZK) ve klorheksidin diglukonat
(CHX) icin MiK degerleri 0.25-8 mg/L arasinda, triklosan (TRC) icin MiK degerleri 0.06-4 mg/L ve sodyum
hipoklorit (SHC) icin MiK degerleri 256-16.384 mg/L arasinda bulunmustur. ECV sinir degerleri BZK,
CHX, TRC ve SHC icin sirasiyla 4 mg/L, 2 mg/L, 1 mg/L ve 4096 mg/L olarak belirlenmistir. Kristal viyole
alim ylizdesi, duyarli izolatta %26.5-57.6 arasinda, direncli izolatlarda ise %33-79.2 arasinda bulunmus-
tur. Dezenfektan direncinin atim pompalariyla iliskili oldugu sonucuna vanlmustir. in vitro viriilans dene-
yinde kullanilan izolat sayisinin az olmasi nedeniyle dezenfektan direnci ile virlilans faktorleri arasindaki
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iligki kesin kanitlar esliginde degerlendirilememistir. Dezenfektan direncli izolatlarla olusan enfeksiyonlarin
mortalitesi, dezenfektan duyarl izolattan farkli bulunmamustir. Bu calismanin sonucunda, 417 izolat icin-
de BZK, CHX, SHC ve TRC'ye direncli izolatlar oldugu belirlenmistir. Dezenfektanlarin giris ve cikiginin
C.albicans'in hiicre membranindaki atim pompalariyla iliskili oldugu gosterilmistir.

Anahtar sézciikler: Candida albicans; dezenfektan; direng; viriilans; Galleria mellonella.
ABSTRACT

Disinfectants may have fungicidal or fungistatic effects against fungal cells. The mechanism of action
of disinfectants on fungal cells believed to be similar to the antibacterial activity. The aim of this study
was to demonstrate the efficacy of some disinfectants against Candida albicans and to investigate the
relationship between virulence and disinfectant resistance. In this study, the susceptibility of 417 clinical
C.albicans and reference isolates against disinfectants were determined. The minimum inhibitory con-
centration (MIC) and minimum fungicidal concentration (MFC) values of disinfectants were obtained by
using broth microdilution (BMD) assay. Epidemiological cut-off values (ECVs) were determined by using
the MIC and MFC values. Crystal violet assay was carried out to investigate membrane permeability in
disinfectant resistant and susceptible isolates. Rhodamine 6G (R6G) flourescence stain was used to show
the increase in the number of efflux pumps among selected isolates. The relationship between virulence
and disinfectant resistance was determined by in vitro and in vivo investigations. Virulence factors secre-
tory acid proteinase (SAP), phospholipase, esterase, hemolytic activity and slime factor production were
examined in vitro. In vivo virulence assay was performed by infecting Galleria mellonella larvae. The rela-
tionship between virulence factors and disinfectant resistance was evaluated according to the mortality
rates of G.mellonella larvae. The range of MIC values for benzalkonium chloride (BZC) and chlorhexidine
digluconate (CHX), triclosan (TRC) and sodium hypochlorite (SHC) were 0.25-8 mg/L, 0.06-4 mg/L and
256-16.384 mg/L, respectively. ECV values for BZC, CHX, TRC and SHC were determined as 4, 2, 1 and
4096 mg/L, respectively. The rate of crystal violet uptake was found between 26.5-57.6% for disinfectant
susceptible isolates, and between 33-79.2% for resistant isolates. It is concluded that the disinfectant
resistance was related with efflux pumps. Due to the lack of number of isolates that were used in this
assay, the relationship between disinfectant resistance and virulence factors could not be assessed. There
was no difference in the mortality of larvae infections caused by disinfectant resistant and susceptible
isolates. As a result, in this study, resistant isolates against BZC, CHX, SHC and TRC were found among
417 isolates. Input and output of disinfectants were found to be associated with the cell membrane efflux
pumps of C.albicans.

Keywords: Candida albicans; disinfectant; resistance; virulence; Galleria mellonella.
GiRis

Dezenfektanlar, hastane ortaminda yiizeylerin veya Uriinlerin kontaminasyondan ko-
runmasinda kullanilan antimikrobiyal etkili kimyasallardir. Dezenfektanlar mantar hiicre-
sinde fungisidal veya fungistatik etki gosterebilmektedir. Antifungal etkinin mekanizmasi
ile bakterilerde gorilen antibakteriyel etki arasinda benzerlikler bulundugu disintlmek-
tedir. Mikroorganizmalarin hiicre yapisinda dezenfektanlarin etkisini gosterdigi birden
fazla hedef bulunmaktadir. Bu nedenle dezenfektanlara karsi bakteriyel direng, hedef

bolgede ya da metabolik aktivitelerinde bir modifikasyon sonucu ortaya c¢ikmakta ve
intrensek ya da kazanilmis direnc olarak gelismektedir'.

Mantar hicresinde dezenfektanlarin hedefi hiicre membrani, ribozomlar, proteinler
ve niikleik asitler gibi yapilardir. Ornegin, gluteraldehidin hiicre duvarina, kuarterner
amonyum bilesiklerinin hiicre membranina, alkilleyici ajanlarin proteinlere, agir metalle-
rin fungal enzimlere etki ettikleri belirtilmistir?.
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Candida albicans, cesitli virtilans faktorlerine sahip olup, bunlari konak savunma sis-
temleri tarafindan yok edilmelerini 6nlemek icin kullanmaktadir. Virtlans faktorleri yar-
dimiyla C.albicans mikrobiyal flora ile rekabet ederek konagin farkli bolgelerinde enfek-
siyonlara neden olabilmektedir. Patojenite kriterleri denilen bu faktérler C.albicans ve
diger Candida turlerinin virGlansini belirlemektedir. Virllans faktorlerinin 6nemi en fazla
C.albicans tiiriinde goésterilmistir.

Mikroorganizmalarin patojenite ve virtilansinin arastiriimasi icin daha cok memeli hay-
van modelleri kullaniimaktadir. Memeli hayvanlar ile yapilan calismalarin sonucunda elde
edilen bilgiler, enfeksiyonlarin tani ve tedavisi icin 6nem kazanmistir. Ancak son yillarda
deneysel hayvan modellerinin kullanimi ile ilgili cesitli kisitlamalar ve zorluklar yasanmak-
tadir. Deney hayvanlari ile calisma yapilabilmesi icin sertifika zorunlulugunun getirilmis
olmasi, etik kurallarin gittikce agirlastinimasi gibi nedenlerin yani sira bu tir deneylerin
zaman alici ve zor olmasi giiniimiizde hayvan modeli olarak omurgasiz hayvanlarin kul-
lanimini giindeme getirmistir®.

Omurgasiz canlilar arasinda yer alan ve bal mumu guivesi olarak bilinen Galleria mel-
lonella, mikroorganizmalarin viriilansinin ve konak yanitinin arastiriimasinda kullaniimak-
tadir. Bu canllar diger memeli modeller ile kargilastirildiginda ekonomik olmalari, etik
kurul onayi gerektirmemeleri ve kolay uygulanimlari nedeniyle son yillarda ilgi cekmeye
baslamistir. G.mellonella viriilans ¢alismalari icin iyi bir fizyolojik model olusturmakta ve
laboratuvar sartlarinda kolayca yetistiriimektedir®.

Bu calismada, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi, Mikrobiyoloji Laboratuvari kiil-
tar koleksiyonunda bulunan C.albicans izolatlari tizerinde, bazi dezenfektanlarin etkileri-
nin gosterilmesi, dezenfektan direncinin varliginin arastiriimasi ve vahsi izolatlarin olus-
turacagi enfeksiyonlar ile dezenfektanlara direncli izolatlarin olusturacagi enfeksiyonlarin
G.mellonella larvasi modeli kullanilarak karsilastiriimasi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM
Candida albicans izolatlari

Calismaya Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi, Mikrobiyoloji Laboratuvarinda
2010-2015 yillari arasinda cesitli klinik orneklerden izole edilen 417 C.albicans izolati ve
bir ATCC standart izolat (C.albicans 10231) dahil edildi. izolatlar saklama tiiplerine (mik-
robank) konularak calismanin yapilacagi giine kadar -80°C’de muhafaza edildi. Saklanan
izolatlar Sabouraud Dekstroz Agar (SDA)’da uretildi.

Dezenfektanlar

Calismada, benzalkonyum klorir (BZK; Sigma, B6295), klorheksidin diglukonat (CHX;
Sigma, C9394), sodyum hipoklorit (SHC; Sigma, 425044) ve triklosan (TRC; Irgasan;
Sigma, 72779) kullanildi. BZK bir kuarterner amonyum bilesigi olup genis spektrumlu
bir antimikrobiyal ilactir>. CHX kuarterner amonyum yapili, bis-biguanid bilesigidir. Anti-
septik amach en yaygin kullanilan dezenfektanlardan biridir®. SHC, en yaygin kullanilan
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klor iceren dezenfektandir’. TRC ise sentetik, iyonize olmayan, genis spektrumlu bir an-
timikrobiyal ilagtir®.

Dezenfektanlarin konsantrasyonlari 6n calisma yapilarak belirlendi. Dezenfektanlarin
kullanilan diliisyonlarindan elde edilen MiK degerleri 5-6. kuyucuga gelecek sekilde di-
lisyonlari tespit edildi. MiK degerleri ortanca diliisyonlarda olacak sekilde dezenfektan
konsantrasyonu belirlendi. BZK'nin en yiiksek konsantrasyonu 256 mg/L, CHX'in 64
mg/L, SHC'nin 32.768 mg/L ve TRC'nin 16 mg/L olarak saptandi.

Dezenfektanlarin MiK Degerlerinin Belirlenmesi

in vitro duyarlilik testi “Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)” M27-A3
rehberinde énerilen buyyon mikrodiliisyon (BMD) yéntemine gore yapildi®. Her dezen-
fektan icin yukarida belirtilen en yiiksek konsantrasyondan baslayarak 10 kez seri sulandi-
nm yapildi. Maya siispansiyonu final konsantrasyonu 0.5 x 10> hiicre/ml icerecek sekilde
hazirlanarak farkl dezenfektan konsantrasyonlari iceren mikroplak kuyucuklarina akta-
rildi. Mikroplaklar 37°C’de 24 saat inkibe edildi. Gozle Greme saptanmayan en dustik
dezenfektan konsantrasyonu MIK degeri olarak kabul edildi. MiK degeri belirlendikten
sonra minimum fungisidal konsantrasyonu (MFK) degerleri saptandi. Bu degerler grafik
Uzerinde yerlestirilerek izolatlarin cogunlugunun toplandigi epidemiyolojik sinir degeri
(ECV) belirlendi. Boylece her bir dezenfektan icin CLSI BMD yontemiyle bir ECV degeri
elde edildi. MiK degerinin elde edildigi izolat sayisi x eksenine, MiK degeri y eksenine
yazildi. En fazla izolatin toplandigi MiK degerinin (modal MIK) tepe noktasi alinarak cizi-
len grafikte, ECV olarak kabul edildi. Dezenfektanlara duyarlilik-direng icin sinir degerler
bulunmadigindan, her bir dezenfektan icin elde edilen ECV degerine gore izolatlar de-
zenfektan duyarli (MK < ECV) ve dezenfektan direncli (MiK > ECV) olarak gruplandi'®.

Membran Gecirgenlik Deneyi

Fenotipik olarak gruplanan duyarl ve direncli izolatlarin membran gecirgenliginin
arastinlmasi icin kristal viyole deneyi yapildi. Sabouraud dekstroz buyyon (SDB) besiye-
rinde Uretilen C.albicans kiiltiiriinden 10° hiicre/ml icerecek sekilde siispansiyonlar hazir-
landi. Her dezenfektan icin toplam bes ayri diliisyon (MiK, -2 MiK ve +2 MiK degerleri)
test edildi. Dezenfektan ve mayanin serum fizyolojik icindeki karisimi (2 ml) bir gece
37°C’de inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda siispansiyon iceren tiipler santrifiij edildi.
Olusan cokelti Gzerine 100 pl (10 pg/ml) kristal viyole eklendi. Boyali karisim 37°C’de
10 dakika inkiibasyondan sonra tekrar santrifiij edildi. Ust sivi diiz tabanl, 96 kuyucuklu
mikroplaklara aktarilarak optik dansite (OD) degerleri 590 nm dalga boyunda okundu.
Sadece kristal viyole iceren kuyucuk %100 olarak kabul edilerek [Alim yiizdesi = (Ornege
ait OD degeri/kristal viyole OD degeri) x 100] formliine gore her bir 6rnek icin kristal vi-
yole alim yiizdesi hesaplandi. Dezenfektan icermeyen maya siispansiyonlari negatif kont-
rol olarak, nistatin (4 mg/L) ve amfoterisin B (16 mg/L) eklenmis maya suspansiyonlari
da pozitif kontrol olarak kullanildi'".
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Atim Pompa Deneyi

Mantar hiicresinde kimyasallarin ve ilaglarin hiicre disina atimindan sorumlu iki tip
atim pompasi tanimlanmistir. Bunlar C.albicans ilag direnc proteini (Cdr1p ve Cdr2p) ve
C.albicans ¢oklu ilag direng proteini (Mdr1p) pompalaridir. Rodamin 6G (R6G) floresans
boya olup sadece CDRT ve CDR2 genlerinin artmig ekspresyonu gosterilebilmektedir.
Atim pompalarinin dezenfektan metabolizmasinda roliiniin anlagilmasi icin R6G flore-
sans boyasi geri ahm calismasi yapildi. Bu yontem icin, bir gecelik inkibasyon ile sivi
besiyerinde uretilmis olan dezenfektan direncli ve duyarli C.albicans kiltiriinden alinan
hiicreler sayilarak (10 hiicre/ml) 10 ml SDB besiyerine aktarildi. Hiicreler 5 saat inkiibas-
yondan sonra santriflij edildi. Cokelti fosfat tamponlu soltsyon (PBS) ile iki kere yikandi.
Hicreler 10 ml PBS icinde tekrar siispanse edilerek 1 saat 37°C’de calkalanarak inkibe
edildi. Hicrelerin tzerine 10 pl R6G solisyonundan (0.5 M) eklendi. Karigim 37°C’de 30
dakika sure ile inkibe edildi. Karigimdan 1 ml santriflj tiplne aktarildi. Kalan 9 ml hiicre
stispansiyonu iki ayri 15 ml’lik santrifiij tiptne paylastirildi. Kontrol tlipi olacak bir tane-
sine 500 pl PBS, deney tiipl olacak digerine 500 pl glukoz soliisyonu (10 mM) pompalari
uyaran bir faktor olarak eklendi. Karisimlar 37°C’de 30 dakika sire ile inkibe edildi. Her
15 ml’lik tipten 1 ml alarak mikrosantrifiij tiptine aktarildi. Mikrosantrifiij ttpleri 10.000
x g devirde 1 dakika siire ile santrifiij edildi. Ust sivilar hemen temiz mikroplaklara akta-
rildi. Kuyucuk icindeki sivilar OD 527 nm’de okundu. R6G’nin 0-5 molar arasindaki kon-
santrasyonlarinin OD degerleri Olciilerek bir standart egri olusturuldu. Bilinmeyen R6G
miktari bu standart egriye gore hesaplandi. Glukoz eklenmeden 6nceki R6G tutulumu
ile eklendikten sonraki tutulum kargilagtirildi’2. Glukozun eklendigi kosulda elde edilen
sonuglar karsilastirma amaciyla istatistiksel analiz icin kullanildi.

in Vitro Viriilans Deneyleri

Dezenfektan duyarli ve direncli olarak ayrilan izolatlarin in vitro hemolitik aktivite, sal-
gisal asit proteinaz (SAP), fosfolipaz, esteraz, slime faktor olusturma 6zellikleri arastirildi.
Cok sayida viriilans faktori incelendigi icin, direncli izolat sayisinin az olmasina (3 izolat)
ragmen sonuglar sunuldu.

SAP deneyi icin, sigir serum albumin agar (SSAA) kullanildi. izolatlarin 0.5 McFarland
stispansiyonlarindan 10 pl alinarak SSAA besiyerine ekildi ve 37°C’de 10 glin bekletildi.
inkiibasyondan sonra, besiyerinin {izerini értecek sekilde %20 triklorasetik asit (TCA) ek-
lendi ve 20 dakika bekletildikten sonra dokiildi. Plaklar PBS ile yikanarak %0.06 amidosi-
yahi boyasi ile 10 dakika boyand. Plaklar boya ¢oziiclisii (metanol, asetik asit, distile su,
45:10:45) ile yikand. Plaklar PBS ile tekrar yikanarak, kurumaya birakildi. Koloni etrafinda
seffaf zonu olmayanlar negatif, seffaf zon olan koloniler ise pozitif olarak degerlendiril-
di'3.

Fosfolipaz deneyi icin, yumurta sarili agar (YSA) besiyeri kullanildi. izolatlarin 0.5
McFarland suspansiyonlarindan 10 pl’si YSA plaklarina ekildi ve 37°C’de 4 giin inkibe
edildi. Kolonilerin etrafinda olusan presipitasyon zonu &l¢iildi’.
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Esteraz Uretiminin gozlenmesi icin tween 80 agar kullanildi. Taze kultiirlerden steril
eklivyon cubugu ile alinarak 1 cm capinda ekim yapildi. Besiyerleri 37°C’'de 10 giin
inklibe edildi, koloni etrafinda opak kristallerin olusumu pozitif esteraz aktivitesi olarak
degerlendirildi'>.

Hemolitik aktivitenin gosterilmesi icin, %5 koyun kanli SDA besiyeri kullanild. izo-
latlarin 0.5 McFarland suispansiyonlarindan 10 pl, 5 mm capinda ekim yapildi. Plaklar
37°C'de, %5 CO,'li etlivde 48 saat inklibe edildi. Kolonilerin etrafinda olusan saydam
halkalar hemoliz zonu olarak degerlendirildi'®.

Slime faktor Uretimini saptamak icin tlip aderens yontemi kullanildi. Taze kdltiirde
Uremesi olan mayadan bir 6ze dolusu alinarak icinde %8 glukoz bulunan SDB besiyerine
aktarildi. Etlivde 37°C’de 48 saat calkalayarak inkiibasyondan sonra tup icerikleri bosaltil-
di ve distile su ile yikandiktan sonra %71’lik safranin ile boyandi. Tiplerde kirmizi pembe
renkli film tabakasi olusmasi slime pozitif, herhangi bir film tabakasi olusmamasi negatif
olarak degerlendirildi'’. Deneyde, tiipiin tamaminda boya toplanmasi slime pozitifligi
olarak kabul edildi. Literatiirde belirtildigi Gzere, sivi besiyerinin tiip icinde bittigi seviye-
de halka seklindeki boya toplanmasi slime faktor negatif olarak degerlendirildi.

Galleria mellonella Larvalarimin inokiilasyonu

G.mellonella larvalar laboratuvarimizda yetistirildi. Larvalarin Gretilmesi icin sentetik
besiyeri kullanildi. Larvalarin 3-4 haftalik, 0.33 g agirhginda, kremsi renkte ve 2-3 cm
uzunlugunda olanlar calismaya dahil edildi. Her larvanin sol arka bacak icine Hamilton
ignesi kullanilarak 10 pl maya siispansiyonu (106 hiicre/ml) enjekte edildi. Her grupta
10 larva olmak Uzere; i) ellenmemis saghkli kontrol grubu, ii) serum fizyolojik (SF) ile
muamele edilmis kontrol grubu, iii) direncli C.albicans ile enfekte edilmis grup, iv) duyarh
C.albicans ile enfekte edilmis grup olmak tizere toplam dort gruba ayrildi. Enfekte edilen
larvalar 30°C’de inklbe edilerek her giin dlen larva (hareketsiz ve kahve renkli) sayisi
belirlendi. Bitlin deney en az iki kez tekrar edilerek glinlere gore canli larva sayilari ile
Kaplan-Meier egrileri elde edildi'®"?.

BULGULAR

Toplam 417 C.albicans izolatinin MiK ve MFK degerleri saptanmistir. BZK icin MIK de-
gerleri izolatlardan birinde 0.25 mg/L, dordiinde 0.5 mg/L, 20'sinde 1 mg/L, 170’inde
2 mg/L, 205’inde 4 mg/L ve 17'sinde 8 mg/L olarak belirlenmistir. BZK icin ECV degeri
4 mg/L olarak bulunmustur.

CHX icin MIK degerleri 417 izolattan iiciinde 0.25 mg/L, 13’iinde 0.5 mg/L, 79'unda
1 mg/L, 239’unda 2 mg/L, 72'sinde 4 mg/L ve 11’inde 8 mg/L olarak saptanmistir. CHX
icin ECV degeri 2 mg/L olarak bulunmugtur.

TRC icin MIK degerleri 417 izolattan birinde 0.06 mg/L, 21’inde 0.125 mg/L, 47’sinde
0.25 mg/L, 28’inde 0.5 mg/L, 163’Unde 1T mg/L, 99'unda 2 mg/L ve 33’inde 4 mg/L
olarak saptanmistir. TRC icin ECV degeri 1 mg/L olarak bulunmustur.
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SHC icin MIK degerleri 417 izolattan ikisinde 256 mg/L, besinde 512 mg/L, 96’sinda
1024 mg/L, 127'sinde 2048 mg/L, 155’inde 4096 mg/L, 31’inde 8192 mg/L ve birinde
16.384 mg/L olarak tespit edilmistir. SHC icin ECV degeri 4096 mg/L olarak bulunmustur.
Tim dezenfektanlar icin MiK/MFK ve ECV degerleri Sekil 1’de gosterilmistir.

Deneyde secilen izolatlarin toplam beg farkli dezenfektan konsantrasyonu icin kristal
viyole alim (up take) yiizdeleri belirlenmistir. Deneyin sonucunda dezenfektanlara duyarl
izolatta kristal viyole alim duizeyleri %26.5-57.6 arasinda bulunurken, direncli izolatlarda
%79.2'ye kadar yiikselmistir. Dezenfektan miktari MiK diizeyinin iizerine ¢iktikca, kristal
viyole alim yiizdeleri artmistir (Sekil 2). Bu deney bize, dezenfektanlarin membrandan
hiicre icine alindigini ve alimin dezenfektan miktari ile iliskili oldugunu gostermistir. De-
zenfektan duyarli ve direncli izolatlar arasinda, membranin gecirgenligi agisindan fark
bulunmustur. Direngli izolatlarda membranin daha gecirgen oldugu ve alim yiizdelerinin
arttigi tespit edilmistir.

Atim pompalarinin sayica artisini gostermek icin floresan boya olan R6G kullaniimugtir.
Bu calisma icin dezenfektanlara duyarli ve direncli birer adet izolat secilerek R6G'nin geri
alimi belirlenmistir. Deneyin sonucunda, R6G’nin konsantrasyonu arttikca OD degerinin-
de yukseldigi saptanmistir. Dezenfektan direncli izolatin R6G geri alim degerinin, duyarli
izolattan yiiksek oldugu gozlenmistir (Tablo I). Glukoz eklenen kosullarda dezenfektan
direncli izolatin R6G geri alim degeri, duyarli izolattan yiiksek bulunmustur (Sekil 3).

Virtilans deneyleri icin tim dezenfektanlara duyarli bir ve direncli ti¢ izolat olmak tzere
toplam dort izolat secilmistir. Secilen izolatlarda; Ug direncli izolatin ikisinde SAP ve fos-
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Sekil 1. C.albicans izolatlarimin dezenfektanlara karsi duyarliiklar, MiK ve MFK degerlerinin dagilimi.
* Oklar her dezenfektan icin ECV degerini géstermektedir.
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Sekil 2. Dezenfektan direncli ve duyarli izolatlarin kristal viyole geri alim yiizdeleri (A: MIiK degerinin iki kat
tstti, B: MIK degerinin bir kat tistt,C: MIK, D: MIK degerinin bir kat alti, E: MIK degerinin iki kat alti, AmB:
Amfoterisin B, Nis: Nistatin, NK: Negatif kontrol).

Tablo I. Dezenfektan Duyarl ve Direngli izolatlarn R6G Geri Alim Dederleri
PBS + R6G Glukoz + R6G Kontrol
Duyarli izolat 0.085 0.08 0.076
Direngli izolat 0.09 0.1 0.077
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REG nin farkh konsantrasyonlardaki OO degerier Dazenfektan duyarh ve direngiizolatiann R6G gerl slim degerier

Sekil 3. R6G’nin OD ve test edilen izolatlarda geri alim degerleri.
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folipaz enzimine rastlanirken, duyarli izolatta SAP ve fosfolipaz enzimi saptanmamugtir.
Dezenfektanlara direncli izolatlarin sadece birinde esteraz enzimi Urettigi saptanmamistir.
izolatlarin hicbirinde hemolitik aktivite gézlenmemistir. Dezenfektan direncli (ic izolatin
ikisinde slime faktor Uretimi gosterilmistir. Dezenfektan duyarli izolat ve direncli diger
izolatta ise slime faktor Gretimi negatif bulunmustur (Tablo Il, Resim 1). Calismamizin
sonucunda in vitro virtilans faktorlerinden bazilarinin direncg ile arttigi, bazilarinin ise hig

degismedigi gosterilmistir.

Tablo 1. in Vitro Virilans Deneylerinin Sonuclari

Pozitif izolat sayisi/Negatif izolat sayisi

izolat SAP Fosfolipaz Esteraz Hemoliz Slime faktor
Dezenfektan direncli 2/1 2/1 1/2 0/3 2/1
Dezenfektan duyarl 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1

13 Dewaniahtan duyarls vo SA T sagaill eobs, P feslipace aliivitond posiell deseniekian direngh el
I1 Derenfekian diremg i ve SAI poslf iaols

N Estewnd alnivbiesh puriiil €7 olabovma CATEOD IO
2; Estorar aktivitosi pocitdf ddescnickian droncli biks

L. 2ve 3 Hendo pegaiil Lolailar, Bz Dot iff Rowinsl,
&1 Poritil kontenl 33 S2aym Gretiam] neganifdesondckesn duymis Lrokat,
B Sy dretiol pasiiin desenickiss direncli insla

Resim 1. In vitro viriilans deneylerin sonuclari.
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Duyarli ve direncli izolatlar ile G.mellonella larvalarinda olusturulan enfeksiyon modeli
sonucunda, o6lumler 48. saatten itibaren baglamis ve 240. saatte (10. glin) en yuksek
dlzeye ulasmistir. Calismada ilk 6limler dezenfektana direncli ve fosfolipaz pozitif grupta
48. saatte baslamistir. Doksan altinc saatte fosfolipaz pozitif ve slime pozitif gruplarda
canli larva sayisi altiya kadar diismustir. Bu sonuclara gore larvalarda fosfolipaz, esteraz,
SAP ve slime Uretiminin mortaliteyi artirdigi soylenebilir. Elde edilen sonuglara bakildi-
ginda larvalarin 240. saatteki mortalite orani fosfolipaz ve esteraz negatif gruplarinda
yuiksek (%90) bulunmustur (Sekil 4). Hemolitik aktivite hem dezenfektanlara duyarli hem
de direncli izolatlarda saptanmadigindan G.mellonella larva deneyine dahil edilmemistir.
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Sekil 4. Dezenfektan duyarli ve direncli izolatlar ile G.mellonella larvalarinda olusturulan enfeksiyon modeli
sonuglari. SAP: Salgisal asit proteinaz, +: Pozitif, -: Negatif, SF: Serum fizyolojik.
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Larva calismasi ve in vitro virllans sonuclar birlestirildiginde, SAP, fosfolipaz ve slime
retimi pozitif direncli izolat ile olusturulan enfeksiyon modelinde 240. saatte elde edi-
len mortalite oranlarn %100 olarak saptanirken; SAP, fosfolipaz ve slime Uretimi negatif
direncli ve duyarli izolatlarda mortalite oranlari %70-90 arasinda bulunmustur. Esteraz
pozitif izolatin 240. saatte larvalardaki mortalite orani %90, esteraz negatif duyarl izola-
tin ise %10 olarak bulunmustur.

Virtilans sonuclari topluca degerlendirildiginde, viriilansi yiiksek izolatlar ile mortalitesi
yuksek enfeksiyonlar olusmustur. Dezenfektan direncinin viriilans faktorlerinden bagimsiz
oldugu tespit edilmistir. Dezenfektan direnci ile virlilans arasindaki iliski mortalite oran-
larina gore degerlendirilmistir. Dezenfektan direncli izolatlar ile olusan enfeksiyonlarin
mortalitesinin, dezenfektan duyarli izolatlarla olusan enfeksiyonlarin mortalitesinden fark-
I olmadigi bulunmustur.

TARTISMA

Dezenfektan maddeler mikroorganizmalar (izerine mikrobisidal veya mikrobiyostatik
etki yaparak yaygin sekilde kullanilmaktadir. Hastane enfeksiyonlarinin 6nlenmesinde de-
zenfeksiyonun etkin sekilde uygulanmasi ayri bir 5neme sahiptir. Ancak patojen mikroor-
ganizmalarda gorulebilen dezenfektan direnci, dezenfeksiyon uygulamalarinda karsilasi-
lan sorunlarin en 6nemli kismini olusturmaktadir. Bu ylizden dezenfektan maddelere olan
direncin kaynaginin belirlenmesi 6nemlidir. Bu amacgla calismamizda dezenfektan olarak
kullanilan SHC, BZK, TRC ve CHX maddeleri kullanilmistir.

Dezenfektanlarin bakteri ve mantar hicreleri tzerine benzer etki gosterdikleri dusu-
nulmektedir. Bakteri konusunda ¢ok sayida ¢alisma bulunmakla birlikte, mantarlarla ya-
pilan calismalarin sayisi kisithdir. Bu nedenle, mantarlarda dezenfektana duyarli-direncli
ayinmi yapilmasi zordur. ECV degeri, MiK dagiimindan elde edilen bir degerdir. Test
edilen izolat grubuna 6zgul olarak, bir duyarlilik yoklamasini gostermektedir. Elde edilen
ECV degeri direng sinir degeri olarak kullanilabilir. Caismamizda 417 C.albicans izolatinin
secilen dezenfektanlar icin ECV degerleri BZK icin 4 mg/L, CHX icin 2 mg/L, TRC icin 1
mg/L ve SHC icin 4096 mg/L olarak belirlenmistir. Morrissey ve arkadaslari?® 2014 yilinda
yaptiklar éncii calismada, 3319 izolat icin dezenfektanlarin MiK, MFK/MBK degerlerini
belirlemiglerdir. Bu 6rnekler icinde yer alan 200 C.albicans izolati icin BZK, CHX, TRC ve
SHC ECV degerleri sirasiyla 16 mg/L, 16 mg/L, 16 mg/L ve 8292 mg/L olarak belirlen-
mistir. Dezenfektanlarin Candida izolatlari icin ECV degerlerinin belirlenmesine yonelik
baska calisma bulunmadigindan, sonuglarimiz bu 6nci calisma ile kargilastirilabilmistir.
Calismamizda elde edilen ECV degerleri, Morrissey ve arkadaslarinin sonuglarindan dusuik
bulunmustur. Morrissey ve arkadaglarinin calismasinda 200 izolat, bizim ¢calismamizda ise
417 izolat kullanilmasi nedeniyle, ECV degerlerimizin genis bir izolat sayisi kullanilarak
elde edildigi ve daha kesin sonuclar ortaya cikardigi disuntlmusgtar.

ECV degerlerinin belirlenmedidi ancak C.albicans’larin dezenfektanlara duyarliiginin
arastinldigi baska calismalar bulunmaktadir. Gupta ve arkadaslarinin?' 2015 yilinda yap-
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tiklari bir cahismada dislerin kanal tedavisinde kullanilan CHX ve kalsiyum hidroksitin
C.albicans ve enterokoklar (izerine etkili oldugu saptanmistir. Ancak bu calijmada etki
sinir degeri belirlenmemistir.

Literatlr arastirmasinda, dezenfektanlarin mantarlara karsi etkinligi sinirli sayida calis-
mada degerlendirilmistir. Fungisidal veya fungistatik etki mekanizmalari ise tam olarak
bilinmemektedir?2. Kalkanci ve arkadaslarinin?® 2015 yilinda yayinlanan makalelerinde
gida ve cevre kaynaklh veya klinik izolat olarak izole edilmis 77 adet kif mantarinin SHC,
CHX, BZK ve TRC duyarlliklari incelenmistir. Klinik izolatlar ile gida-cevre kaynakli izolat-
larin duyarliliklarinin farkli oldugu bulunmustur. Calismanin sonucunda, izolatlarin %75’i
CHX’e (MiK < 1 mg/L), %90"1 BZK’ye (MIK < 2 mg/L) ve %89'u TRC'ye karsi duyarli
olarak belirlenmistir. SHC icin tiim izolatlarin genis bir MiK dagilimi (MiK 2048-16.384
mg/L) gosterdigi belirlenmistir. Yaptiimiz calismada ise ayni dezenfektanlar kullanilarak
C.albicans izolatlari tizerine etkinlikleri arastiriimugtir.

Literatlrde, dezenfektan duyarl ve direncli izolatlarda atim pompalari ayrintili olarak
incelenmemistir. Calismamizda atim pompalarinin incelenmesinde floresan boya olan
R6G kullanilmistir. Direncli ve duyarli izolatlarin R6G geri alimi incelenmistir. Dezenfek-
tan direncli izolatta R6G geri alim degeri yiiksek bulunmustur. Elde edilen sonuglardan
yola cikarak, dezenfektan direnci ile CDR tipindeki atim pompalari arasinda iliski oldugu
diistinilmiistiir. Yan Liu ve arkadaslari®* tarafindan 2015 yilinda yapilan bir calismada, 30
klinik C.albicans izolatinda azollere diren¢ mekanizmalari R6G kullanilarak atim pompala-
ri gosterilmistir. Calismada azol direncli 12 izolatta R6G’nin geri alimi direncli izolatlarda,
duyarl izolatlardan ytiksek bulunmustur. R6G geri aliminin glukoz varlijinda da arttigi
goOzlemlenmistir. Bizim calismamizda da dezenfektan direnci ile atim pompalarinin arti-
s1 arasinda iliski oldugunu distindirecek benzer sonuclar elde edilmistir. Dezenfektan
direncinin C.albicans atim pompalari ile iliskili oldugunu gosteren calismamiz literatlrde
0zgun bir degere sahip olacaktir.

Calismamizda, dezenfektanlara direncli oldugu tespit edilen izolatlarin virtilans faktor-
leri incelenmistir. SAP aktivitesi direncli izolatlarda belirgin olarak bulunurken, esteraz ve
hemoliz 6zellikleri bakimindan fark gosterilememistir. Slime tretimi ve fosfolipaz Gretimi
ise kismen farkli bulunmustur. Dezenfektan direncli C.albicans izolatlarinda in vitro viri-
lansin kismen degistigi gorilmustir. Ancak kullanilan dezenfektan direncli izolat sayisinin
az olmasiyla direng ve viriilans faktorleri arasindaki iligki kesin kanitlar esliginde deger-
lendirilememistir. Elde ettigimiz sonuglar, in vitro virtilans faktorlerinin, dezenfektanlara

duyarli ve direncli izolatlarda pozitif veya negatif olabildigini gosteren 6nci sonuglardir.

Calismada memeli hayvanlar yerine, etik kurallar ve maliyet gozetilerek mini model-
lerden G.mellonella larvalan tercih edilmistir. G.mellonella larvalar son yillarda yaygin
olarak kullaniimaktadir?®. Elde edilen sonuclar degerlendirildiginde dezenfektan direncli
izolatlar icerisinde virlilans faktorleri pozitif olanlar ile G.mellonella larvalarinda olusturu-
lan enfeksiyonlarin mortalite diizeyinin, dezenfektan duyarli ve virtilans faktorleri negatif
izolatlardan yuiksek oldugu sonucuna varilmustir. Literattir incelendiginde bakterilerde de-
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zenfektan direnci ve viriilans iligkisini arastiran cok sayida calisma oldugu gézlenmistir,
ancak elde edilen sonuclar farkhlik gostermektedir. Bazi calismalarda virilans agisindan
duyarli ve direncli mutant izolatlarin arasinda fark olmadigi belirtilirken, bazi calismalarda
ise dezenfektan direncinin viriilansi azalttgr bildirilmistir?6-28,

Calismamizda direncg ile virilans kavramlarinin birbirlerinden farkl oldugu go6zlenmis-
tir. Dezenfektan direncli C.albicans izolatlarinin viriilansi ile duyarli izolatlarin virilansi
arasinda fark olmadigi caismamizda ilk kez gosterilmistir.

Calismamizin sonucunda 417 izolat icinde direngli izolatlar oldugu belirlenmistir. Bu
sonuca gore dezenfektan direncli C.albicans izolatlarina kargi gerekli 6nlemlerin alinma-
sinin 6nemi ortaya cikarilmistir. Dezenfektanlarin giris ve cikiginin hiicre membranindaki
atim pompalart ile iligkili oldugu gosterilmistir. Buna gore, antifungal ilaclara direnci olan
izolatlarda dezenfektan direncinin de olabileceginin akilda tutulmasi gerektigi kanitlan-
mustir. in vitro viriilans faktérlerinden bazilarinin direnc ile arttigi, bazilarinin ise hic de-
gismedigi gosterilmistir. in vivo viriilans calismasinda ise viriilansi yiiksek olan izolatlar;
dezenfektan direncinden bagimsiz olarak G.mellonella larva modelinde mortalitesi yiik-
sek enfeksiyonlar olugsturmustur. Mortaliteyi belirleyen temel faktorin viriilans oldugu
fakat caismamizda direng varliginin virtlansi etkilemedigi gosterilmistir. Bu sonuca gore,
direng ve virlilansin birbirinden farkli kavramlar oldugunun akilda tutulmasi dogru bir
yaklagim olacaktir.
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