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Silikon Yaginin Candida albicansin
In Vitro Canli Kalimi ile Baz1 Viriilans
Faktorleri Uzerine Etkisi

The Effect of Silicone Oil on In Vitro
Growth and Some Virulence Factors of
Candida albicans

OZET Amag: Endoftalmi tedavisinde vitrektomi ve silikon yagi enjeksiyonu giincel olarak
kullanilmaktadir. Calismamizda silikon yaginin fungal endoftalmide en sik etken olarak karsilagilan
Candida albicans'n in vitro sagkalim ve bazi viriilans faktorleri {izerine etkisinin arastirilmasi
amaclanmigtir. Gereg ve Yontemler: Bu calismada C. albicans ATCC 90028 referans susu ile hazirlanan
maya siispansiyonu, silikon yag1, beyin kalp infiizyonu (BHI) sivis1 ve serum fizyolojik (SF) igeren
tiiplere eklenmis ve 21 giin boyunca her giin Sabouraud dektroz agara (SDA) kantitatif ekilmis ve
sonrasinda koloni sayimlar1 yapilmistir. C. albicans'in silikon yag ile karsilasmasindan 6nceki ve
kargilagtiktan sonraki giinlerde, virtilans faktérlerinden ¢imlenme borusu olusturma, fosfolipaz ve agiz
epiteli hiicrelerine adezyon aktivitelerindeki farkliliklar aragtinlmigtir. Bulgular: Silikon yaginda
sagkalim ilk bes giinde degismemis, sonraki giinlerde ise gittikce azalarak 16. giinde kaybolmustur. BKI
ve SF bulunan tiiplerde ise sagkalim 21. giine dek stirmistiir. C. albicans'n silikonla kargilagtirilmas:
sonucunda ¢imlenme borusu olusturma, fosfolipaz aktivitesi ve agiz epiteli hiicrelerine adezyonunda
degisiklik gortilmemistir. Sonug: Silikon yaginin C. albicans'n in vitro canli kalmasini inhibe ettigi,
ancak ¢imlenme borusu olusturma, fosfolipaz aktivitesi ve agiz epiteli hiicrelerine adezyonu gibi
viriilans fakt6rlerinde degisiklik olusturmadig) gézlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Silikon yagy; sagkalim; viriilans faktorleri; Candida albicans

ABSTRACT Objective: Vitrectomy and silicone oil injection has been widely used in the treatment
of endophthalmitis. We aimed to study the effect of silicon oil on some virulence factors (germ
tube formation, phospholipase activity and adherence of buccal epithelial cells) and in vitro growth
of Candida albicans, the most common cause of fungal endophthalmitis. Material and Methods: In
this study, the suspension of C. albicans (ATCC 90028) was added into tubes that contain silicone
oil, brain heart infusion (BHI) and saline solution (SS) and then was subcultered on sabouroud dex-
trose agar (SDA) for quantitative colony counts every day for 21 days. The cultures were examined
for virulence factors including germ tube formation, phospholipase activity and adherence to buc-
cal epithelial cells of C. albicans with or without exposure to silicone oil. Results: While the growth
in the BHI and SS continued until day 21, the growth in silicone oil started to decrease after day 5
and disappeared on day 16. Germ tube formation, phospholipase activity and adherence to buccal
epithelial cells did not show any variation between silicone oil treated and non-treated C. albicans.
Conclusion: Silicone oil inhibited the in vitro growth of C. albicans but the virulence factors in-
cluding germ tube formation, phospholipase activity and adherence to buccal epithelial cells did not
show a significant difference.

Key Words: Silicon oil; growth; virulence factors; Candida albicans
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ilikon yag1 gecirgenligi, refraktif indeksi ve vizkoelastik yapasi ile goz-
deki vitr6z yaprya benzeyen bir dimetil siloksan polimeridir. Bu 6zel-

likleri nedeni ile vitroretinal cerrahide vitrektomi siirecinin bir
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bolimi olarak postoperatif intraokiiler tamponadi
saglamak amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir.
Ozgiil agirliga (0.975 g/cm?®) vitreustan daha azdur.
Hidrofobik 6zelligi ile goz i¢inde olusturulan sili-
kon kitlesi perisilikon s1vi katmani olarak tanimla-
nan bir siv1 filmin icerisinde kalir. Bu sivi ile ara
ylizey olusturdugu durumda oldukga yiiksek yiizey
gerilime sahip olmakta, goz icini bir tek silikon
damlasi ile doldurur duruma gelebilmektedir. Bu
durumun sagladig1 en 6nemli avantaj bu biiyiik
damlanin kii¢iik parcalara ayrilmadan kalabilmesi-
dir. Boylece delik ve yirtiklar dniinde bir tampo-
nad etkisi olusturarak, retina pigment epitelinin
olagan vakum etkisinin ortaya ¢ikmasina olanak
saglanmaktadir.!

Mikrobiyal endoftalmi, gz i¢i dokularin mik-
roorganizmalar tarafindan invazyonu sonucu orta-
ya ¢ikar.? Endoftalmi gozle ilgili ameliyatlar,
vitreus i¢i enjeksiyonlar, travma ya da sistemik en-
feksiyonlar sonrasinda ortaya ¢ikmaktadir.? Endof-
talmiye bagli siddetli inflamasyonun retina ve
vitreusta olusturdugu degisiklikler sonucu ve/veya
cerrahi komplikasyon olarak retinal yirtiklar olu-
sabilmektedir. Endoftalmi tedavisinde sistemik, vit-
reus i¢i antibiyotik ve pars plana vitrektomi
uygulanmasina karsin gérme kayiplar1 olabilmek-
tedir. Silikon yag1 enjeksiyonunun komplike retina
dekolmani tedavisinde yararli oldugu bildirilmek-
tedir. Retina dekolmanlarinin cerrahi tedavisinde;
goziin anatomik varligini devam ettirmek amacry-
la vitreus temizligi sonrasi retinanin agir perflora
karbonlar altinda yatistirilmasi ve silikon enjeksi-
yonu uygulanmaktadir.!*>

Pars plana vitrektomi sonrasi endoftalmi ge-
lisme orani diigitk olmaktadir. ® Pars plana vitrek-
tomi ile canli mikroorganizma sayisi azaltilmakta,
6li mikroorganizma ve enfektif hiicre kalintilar
uzaklastirilabilmektedir.! Silikon yag:, vitrektomi
sonrasi vitreus hemoraji insidansini azaltarak, or-
tamin saydam kalmasini boylece retinanin izlene-
bilmesine olanak saglamaktadir. Silikon yag:
ayrica mekanik olarak retinal 6demi azaltir, reti-
nal dekolmani yatigtirir, siliyer dekolmani onler
ve glob stabilizasyonunu saglar. Silikon yaginin
uzun siirelerde inflamasyonu arttirmadig: bildi-
rilmigtir.!
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Fungal endoftalmi etkenleri igerisinde en sik
karsilagilan Candida albicans, yiizey glikoprotein-
leri ile epitel hiicrelerinin reseptorleri aracilig: ile
bu hiicrelere yapisabilmekte, cimlenme borusu ge-
listirmesinin yani sira hiicre digina salinan fosfoli-
paz ve proteaz gibi enzimlerle de epitel hiicrelerine
girerek derin dokulara dogru ilerleyebilmekte-
dir.”

Bu ¢alismada C. albicans’n silikon yag1, BHI
sivist ve SH’deki siispansiyonlarindan 21 giin bo-
yunca SDA’ya pasajlar1 yapilmistir. Daha 6nce yap-
tigimiz ¢alismada® oldugu gibi, silikon yaginin C.
albicansin canli kalimim baskiladiginin goriilmesi
iizerine endoftalmi patojenezinde rol oynayan C.
albicansin ¢imlenme borusu olusturma, fosfolipaz
aktivitesi ve agiz epitel hiicrelerine adezyonu gibi
baz1 viriilans faktorleri iizerine silikon yaginin et-
kisinin olup olmadiginin aragtirilmasi amaglanmis-
tir.

I GEREG VE YONTEMLER

Calismamizda C. albicans ATCC 90028 referans ko-
keni kullanilmistir. Referans kokeni, SDA besiyeri-
ne ekimi yapilarak 24 saat boyunca 37°C’de etiivde
bekletilmigtir. Maya kolonilerinden SF ile Mc Far-
land 1 bulanikliginda maya siispansiyonu hazirlan-
mustir. Bu siispansiyondan 0.1 mL miktar, 0.9 mL
silikon yag: iceren tiipe eklenmistir. Kontrol olarak,
maya stispansiyonundan 0.1’er mL. 0.9 mL BHI siv1-
s1 (canh kalim i¢in pozitif kontrol) ve 0.9 mL SF
(canli kalim i¢in negatif kontrol) iceren tiiplere ek-
lenmistir. Tiipler ayr1 ayr vortekslenerek, her birin-
den 0.01 mL miktar alinmig, SDA plaklarinin
ylizeylerinde standart 6ze kullanilarak kantitatif
ekimleri yapilmigtir. Ekimi yapilan plaklar 37°C’de
bir gece bekletilmis, ertesi giinii koloni sayimlar1 ya-
pumistir. Yirmi bir giin siireyle, silikon yag1, SF ve
BHI igeren tiiplerden, her giin SDA’ya yapilan kan-
titatif ekimler sonrasinda koloni sayimlar1 yapilmig-
tir. Tiplerin hepsi ekim yapilan plaklar gibi caligma
stiresince etiivde bekletilmis, BHI igeren tiip mikro-
organizmalarin 6liimiinii 6nlemek ve iireme egrisi-
nin olagan fazin1 korumak amaciyla beginci giinden
itibaren buzdolabinda 4°C’de tutulmugtur.®

Cimlenme borusu olusumunu belirlemek ama-
ciyla silikon yagi, BHI ve SF’deki siispansiyonlar-
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dan 21 giin boyunca her giin SDA plaklarina ekim-
ler yapilmigstir. Yirmi dort saatlik inkiibasyon so-
nunda olusan kolonilerden birer tane 0.5 mL serum
igeren tiiplerde maya siispansiyonlar1 hazirlanmis-
tir. Tipler 37°C’de ii¢ saat inkiibe edilmis ve siire-
nin sonunda 151k mikroskobu ile incelenmistir.

Fosfolipaz aktivitesinin belirlenmesi amaciyla
Samaranayake ve ark.nin yontemi ile Price ve
ark.nin plak yontemi uygulanmigtir.>'® Yumurta sa-
1l besiyerini hazirlamak amaciyla, ilk olarak 13.0 g
SDA, 11.7 g NaCl ve 0.111 g CaCl, karisimi 184 mL
distile su igerisinde siispansiyon haline getirilerek,
otoklavda steril edilmistir. Yumurta saris1 10 dakika
500 g’'da santrifiij edilmis, elde edilen siipernatandan
20 mL steril karigima eklenmistir. Esit miktarda sit-
rik asit ve disodyum hidrojen fosfat tampon ile ste-
ril kosullarda karistirilarak pH 4.3’e ayarlanmustir.
Caligma siiresince silikon yag1, BHI ve SF tiiplerin-
den SDA besiyerlerinde pasajlar1 yapilmis, etiivde
37°C’de 24 saat bekletme sonrasinda tireyen koloni-
lerinden steril distile su ile Mc Farland 1’e uygun bu-
laniklikta
stispansiyonlardan 10’ar mikrolitre yumurta sarili

stispansiyonlar hazirlanmigtir. Bu
besiyeri yiizeyine ekim yapilarak, 37°C’lik nemli or-
tamda bekletilmigtir. Kirk sekiz saat siiren inkiibas-
yondan sonra oda 1sisinda dort giin boyunca plaklar
her giin kontrol edilmigtir. Fosfolipaz aktivitesinin
Ol¢tilmesinde ve hesaplanmasinda koloni etrafinda
olusan belirgin halka seklindeki presipitasyon zonu
(Pz) degerlendirilmistir. Fosfolipaz aktivitesi; koloni
capinin, koloni ¢evresindeki Pz ¢apina boliinmesi ile
hesaplanmugtir. Susun Pz degeri 1.00’e esitse fosfoli-
paz olumsuz, 1.00’den kiiciik ise pozitif olarak de-
gerlendirilmistir.

A1z epitel hiicrelerine adheransini belirlemek
amacityla, iki saglikli goniilliiden alinan yanak epi-
tel hiicreleri fosfat buffer soliisyon (PBS)u iceren
tliplerde toplandiktan sonra, PBS ile ii¢ kez yikan-
mustir. Sediment, mililitrede 10° epitel hiicresi ola-
cak sekilde siispanse edildikten sonra, ayni islemler
maya hiicreleri i¢in yapilmistir. Bu amacla, SDA
plaklarina yapilan pasajlarda iireyen maya hiicre-
leri, mililitrede 107 olacak sekilde siispanse edilmig
daha sonra, esit hacimde (1:1) epitel hiicre siispan-
siyonu ile karigtirilmigtir. Bu karigim 37°C’de bir
saat siireyle calkalanarak (200 rpm) bekletilmistir.
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Siire sonunda epitel hiicreleri por ¢ap1 12 mm olan
filtreden siiziilmiis lamlar tizerine aktarilarak kris-
tal viyole ile boyanmistir. Koloni sayimi yapildig:
her giin C. albicansin epitel hiicresine yapisma ora-
n1, toplam 100 epitel hiicresinden 10 veya daha faz-
la maya hiicresinin yapistig1 epitel hiicresinin
sayilmas ile belirlenmistir.!!

[statistik analizinde, SPSS 10.0 paket programi
kullanilmigtir. Aragtirilan viriilans fakt6rlerinin si-
likon yag1, BHI ve SF bulunan tiiplerdeki mayanin
ekimlerinin yapildig giinlere gére gruplar arasinda
anlamh bir fark olup olmadigini belirlemede, ba-
gimh gruplarda iki es arasindaki farkin 6nemlilik
testi uygulanmigtir. Anlamlilik sinir1 olarak p< 0.05
secilmisgtir.

I BULGULAR

Silikon yaginda canl kalim, ilk beg giinde degisik-
lik gostermezken 7., 10. giinlerde ve daha sonraki
glinlerde gittikce azalarak 16. giinde kaybolmustur.
SF bulunan tiipte canli kalim, 9. giinden sonra azal-
makla birlikte 21. giine dek siirmiistiir. BHI bulu-
nan tiipteki tireme ise ilk giinlerden baslayarak
logaritmik artmis, daha sonra degismemistir. Sili-
kon yag1, SF ve BHI iceren tiiplerden elde edilen
koloni sayilar: Sekil 1’de gosterilmistir.

C. albicans’in ¢imlenme borusu olusturma agi-
sindan silikon yag1, SF ve BHI igeren tiiplerde ma-
yanmin canli kaldig: saptanan giinlerde, bir farklilik
gozlenmemistir.

Fosfolipaz aktivitesi degerlendirildiginde, ca-
lisma siiresince silikon yag: icerisindeki C. albi-
cansa ait ortalama Pz degeri: 0.700 + 0.041 iken,
BHI igerisindeki ortalama Pz degeri 0.690 + 0.064
olarak bulunmustur. Istatistiksel olarak, silikon ya-
g1 icine eklenmis C. albicans kokeni ile, SF ya da
BHI iceren tiiplerdeki C.albicans kokenlerinde fos-
folipaz enzim aktivitesi agisindan aralarinda anlam-
L1 fark bulunmamagtir (p> 0.05).

Silikon yag icerisine eklenen C. albicans'in
canl kaldig giinlerdeki agiz epitel hiicrelerine ad-
ezyon aktiviteleri ile, BHI bulunan tiipte bulunan
C. albicans’a ait adezyon aktiviteleri, 1., 3., 5., 7.,
10.,13., 14. ve 15. giinlerde degerlendirildiginde is-
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SEKIL 1: C. albicans'in silikon yag1, BHI ve SF iceren tiiplerde koloni sayilari
ve (ireme egrileri.
SF: Serum fizyolojik; BHIB: Beyin kalp infiizyon broth.

tatistiksel olarak anlamli bir farklilik (p> 0.05) gos-
termemisgtir (Tablo1).

I TARTISMA

Kandidalarin neden oldugu endoftalmi, goz i¢i do-
kularin mayalar tarafindan invazyonu sonucu or-
taya ¢ikan klinik tablodur. Endoftalmili hastalarin
tedavilerinin erken baglamasina karsin, olgularin

TABLO 1: Agiz epitel hiicrelerinde adezyon aktiviteleri.
Ortalama + SD p

Sil 1. giin 16.08 £ 7.06 0.215
BHI 1. glin 1291+ 5.64

Sil 3. giin 12.7+5.66 0.410
BHI 3. giin 11.58 + 3.80

Sil 5. giin 1312+ 7.34 0.414
BHI 5. giin 11.62 £ 4.13

Sil 7. gtin 1354 £7.30 0.733
BHI 7. giin 12.91+6.85

Sil 10. glin 13.79 £ 5.40 0.306
BHI 10. giin 12.2+3.98

Sil 13. giin 122647 0.980
BHI 13. giin 12.25£4.04

Sil 14. giin 12.08 + 4.44 0.974
BHI 14. glin 1212 £4.59

Sil 15. giin 1437 £5.77 0.240
BHI 15. giin 12.33+6.75

SD: Standart sapma; Sil: Silikon yagi; BHI: Beyin kalp infizyon.
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%80’inde 6nemli derecede gérme kayb1 olusabil-
mektedir. Sistemik uygulanan antibiyotiklerin pe-
netrasyonunun diisitk olmas: nedeni ile endoftalmi
olgularinin tedavisinde vitrektomi ve intravitreal
antibiyotiklerin uygulanmasinin yani sira vitrekto-
mi ve sonrasinda silikon yag: uygulanmasi da gii-
nimiizde yaygin olarak kullanilmaktadir.! Silikon
yag1 enjekte edilen gozlerde retina dekolmaninin
yinelemesi olasidir. Sharma ve ark. yineleyen reti-
na dekolmani olgularinda silikon yagini uzaklastir-
madan yaptiklarn
oraninda anatomik, %52.5 fonksiyonel basar1 sag-

cerrahi girisimlerde %62

lamaglardar.!2

Endojen endoftalmide siklikla karsgilagilan C.
albicansin neden oldugu invaziv enfeksiyonun
patogenezinde konaga ve mantara ait faktdrlerin
birlikte rol oynadig: bilinmektedir. Epitel ya da
endotel hiicrelerine yapisma, ¢imlenme borusu
ve hif olusumu ile fosfolipaz ve proteinaz enzim-
lerin tiretimi gibi viriilans faktorleri C. albicans
enfeksiyonlarinin patogenezinde katkida bulun-
maktadir.'*!> Fosfolipaz ve proteinaz gibi hiicre
dis1 enzimlerin hiflerin ucunda yogunlastigs,
konak hiicreye penetrasyonda ve epitelyum hiic-
relerine yapismada rol oynadiklar1 6ne siiriilmiis-
tﬁr.13’16

Calismamizda C. albicans’in silikon yag1, BHI
sivis ve SF’deki siispansiyonlarindan 21 giin bo-
yunca SDA’ya pasajlar1 yapilmistir. Beyin kalp
infiizyon sivisi, tireme igin yeterli besin kaynakla-
rinin bulundugu, bu nedenle baskilanmayacag: or-
tam (pozitif kontrol), SF ise tireme icin gerekli
besinleri icermeyen ortam (negatif kontrol) olarak
kullanilmistir. Silikon yag: bulunan tiipte, 16. giin-
de canli kalimin baskilandig: goriilmiistiir. Silikon
yaginin C. albicans'in canli kalimini baskiladiginin
goriilmesi {izerine, endoftalmi patojenezinde rol
oynayan C. albicans'in ¢imlenme borusu olustur-
ma, fosfolipaz aktivitesi ve ag1z epitel hiicrelerine
adezyonu gibi baz1 viriilans faktorleri tizerine sili-
kon yaginin etkisinin olup olmadiginin arastiril-
mistir.

C. albicans enfeksiyonunda fosfolipaz enzimi-
nin potansiyel bir viriilans fakt6rii oldugu ve en-
feksiyon

sirasinda fosfolipaz B salgilanarak

Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2009;29(5)
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dogrudan konak hiicrelerinin lizisine yol agtig1
gosterilmigtir.”® Ghannoum ve ark. kandan izole
edilen 11 C. albicans kokenin fosfolipaz aktivite-
lerinin, saghikl goniillillerin ag1z boslugundan izo-
le edilenlere oranla daha fazla oldugunu
bildirmiglerdir."”

Yiicel ve ark., 54 C. albicans kokeninde klami-
dospor ve ¢imlenme borusu olusturma, fosfolipaz
ve proteinaz iiretimi gibi bazi viriilans faktorleri
arasinda korelasyonun varligini arastirdiklarinda,
¢imlenme borusu olugsturmanin adheransa katkisi
oldugunu fosfolipaz enzim varlig ile adherans ara-
sinda ise istatistiksel olarak bir iligki gozlenmedigi-
ni bildirmislerdir.” Calismamizda referans C.
albicans kokeninin ¢imlenme borusu olusturma,
fosfolipaz enzimi salgilama (p= 0.699) ve epitel hiic-
resine adezyon Ozellikleri (p= 0.503) arasinda ista-
tistiksel olarak bir iligki bulunmamistur.

Silikon yaginin endoftalmiye neden olan mik-
roorganizmalarin canli kalimim baskiladigy, ilk kez
Ozdamar ve ark. tarafindan gésterilmistir.’® Bu ca-
lismada C. albicansin silikon yag: bulunan tiipde-
ki canli kalimin baskilanmas: 14. giinde, daha 6nce
yaptigimiz benzer bir ¢alismada ise 18. giinde ol-
mugtur.® Calismamizda da baskilanmanin 16. giin-
de olmasi ile benzer sonug elde edilmistir. Yan ve
ark. da silikon yaginin in vitro antimikrobiyal ak-
tivitesini gosterdikleri ¢alismalarinda C. albicans-
1n silikon yag1 bulunan tiipdeki canli kalimi 16.
glinde kayboldugunu bildirmislerdir.’ Mackiewicz
ve ark. da benzer sekilde silikon yaginin endoftal-
miye neden olan mikroorganizmalarin canh kali-

mini baskilabilecegini bildirmislerdir. Silikon yag1
ile karsilagtirilan C. albicans koloni sayilar: ¢alis-
manin 3. giiniinde en fazla iken 5. giinden sonra
belirgin bir sekilde azalmigtir.

Silikon yag1 iceren tiip de, pozitif ve negatif
kontrol olarak kullandigimiz tiiplere oranla, sapta-
nan canli kalim baskilanmasinda silikon yaginin di-
rekt toksik etkisi yani sira besin yetersizligi gibi
indirekt etkisinin de olabilecegi Ozdamar ve ark.
tarafindan ileri siirtilmektedir. Toksik etki ile ilgili
olarak literatiirde herhangi bir yayina rastlanma-
mistir. Canli kalimin baskilanmasi nedenleri ara-
sinda, mikroorganizmanin silikonlu ortamda canh
kalmasi i¢in yeterli alan, oksijen ve besin kaynagi
bulamamasinin yani sira silikon yaginin yiiksek yii-
zey gerilim 6zelliginin hiicre duvarinda hasara yol
acabilecegini diisiinmekteyiz.

Sonug olarak; caligmamizda silikon yaginda
iireyen C. albicans kokenlerinin pasajlarinin yapal-
d1g1 16 giin siiresince silikon yaginin C. albicansin
in vitro canh kalimini inhibe ettigi, ancak ¢imlen-
me borusu olusturma, fosfolipaz aktivitesi ve ag1z
epitel hiicrelerine yapisma 6zelliklerinde, pasajla-
rinin yapildigi ilk giin ile 16. giin arasindaki giinler-
de istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadig:
saptanmigtir. Literatiir aragtirildiginda bu konuda
yapilmis gerek destekleyici, gerekse karsit bir ya-
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