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OZET

Bu galigmada; klinik 6rneklerden patojen etken olarak izole ve identifiye edilen
50 Candida sugunun sistemik etkili antifungal ajanlardan, amfoterisin-B
flukonazol, ketakonazol ve mikonazol nitrat’a duyarliiklan Broth Makro
dilisyon yontemi ile aragtnlmig, sonuglar literatiir verileri 1s181inda
tartigilmigtir,

SUMMARY

Determination of In Vitro Susceptibilities of Candida Strains Isolated From
Clinical Specimens as Pathogen to Systemic Antifungal Agents

In this study, susceptibilities of 50 Candida strain isolated and identified from
clinical specimens as pathogen to systemic antifungal agents including
amphotericin-B, flucanozole, ketocanozole and miconazole nitrate using Macro
Dilution method and results were discussed in a view of literature data.

GIRIS
Saglikh bireylerin viicut floralaninda potansiyel patojen olarak bulunan Candida

tirleri, Ozellikle immun sistemi herhangi bir nedenle baskilanmig kigilerde
Candidiasis ad1 verilen oportunistik infeksiyonlara neden olurlar (1,2,3).

Son yillarda kanser kemoterapisindeki geligmeler ve organ
transplantasyonlarindaki sayisal artig sonucu, Candida tiirleri bir ¢ok intrensek
ve ekstrensek predispozan faktorlerin de etkisi ile bilhassa immiinosiipresif
hastalarda onemli mortalite ve morbidite nedeni olmaya baglamiglardir
(4,5,6,7,8). Aynca nozokomiyal infeksiyonlarda Candida‘lann roliiniin de
yaklagik % 10 civarinda oldugu bildirilmigtir (9).

Guniimiizde mukokutan6z, kronik mukokutan0oz ve sistemik Candidiasis
tedavisinde bagta amfoterisin-B olmak tizere, ketokonazol, mikonazol,
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clotrimazol, bifonazol, flukonazol ve itrakonazol gibi polyen ve azol tiirevi
antifungaller kullanilmaktadir(7,10,11,12,13,14).

Ozellikle immun sistemi baskilanmig hastalarda saptanan fungal infeksiyonlarin
insidansindaki artiga paralel olarak, klinik kullanima yeni sunulan antifungal
ajanlann sayisindaki artis ve bu ajanlara kars:1 direng gelisiminin bildirilmesi,
klinik uygulamalarda in vitro duyarhlik testlerine olan gereksinimi de
beraberinde getirmigtir(15,16).

Ancak antibakteriyel duyarhlk testlerinin aksine bu konuda bu giine kadar
heniiz tam bir standardizasyon saglanamadigindan, antifungal duyarhlk testleri
rutin olarak ¢alhigilmamaktadir (13,16,17,18).

Aynca antifungal ajanlann in vitro duyarhhklarinin belirlenmesiyle iligkili bir
¢ok ¢ahgmada heniiz yontemsel bir birliktelik saglanamamig oldugundan
zaman zaman ayn antifungal ajanla elde edilen test sonuglan, laboratuvarlar
arasinda mukayese edildiginde; en az dort kathk bir farkla, bazan da bir kag
bine kadar ¢ikan bir farkla kargilagilabilmektedir (13,17,19,20).

Antifungal duyarhhk test sonuglanin etkileyen faktorler arasinda; inokulum
preparasyonu ve miktarl, mediumun kompozisyonu ve pH’s1, enkubasyon 1sis1
ve siiresi en ¢ok bilinenleridir.

Bunlann disinda dimorfizm ve yavag tlireme gibi organizmaya spesifik
problemler ile eriyebilirlik durumu, kimyasal instabilite, parsiyel inhibisyon ve
etki mekanizmasi gibi antifungal ajana ait diger faktorler de sonuglan
etkileyebilir(3,16,19,20,21).

Antifungal ajanlarin duyarhhklarinin belirlenmesinde kargilagilan sorunlar ¢ok
iyi tamumlanmig olmasina ragmen bu konudaki standardizasyon eksikliginden
dolayr kolayhkla g¢oziimlenememektedir(21). Bu duruma bagh olarak da elde
edilen ve tekrarlanabilirligi degiskenlikler gosteren sonuglar da giivenilir bir
gekilde yorumlanamamaktadir(13,18).

Mevcut sorunlarin minimuma indirilebilmesi ve ¢aligmalardan arzu edilen
giivenilir sonuglarin elde edilebilmesi amaciyla 1982 yiinda National Committee
for Clinical Laboratory Standarts (NCCLS) biinyesinde antifungal duyarhhk
testleri ile ilgili bir alt komite kurulmug ve ilk olarak laboratuvarlar arasinda
tekrarlanabilirligi saglayan bir metod ve referans medium geligtirme
¢aligmalarina baglanmigtir(16,19,21,22).

Bu giin igin broth makro diliisyon testi; C.albicans ve diger mayalarin minimum
inhibitor konsantrasyon (MIC) ve minimum fungusidal konsantrasyon (MFC)
degerlerinin saptanmasinda NCCLS tarafindan onerilen ve en sik kullanilan test
olarak kabul edilmektedir(13,16,21,22).



183

GEREC VE YONTEM

Bu g¢ahgma NCCLS alt komitesinin Onerdigi kriterler dikkate alinarak
yapilmgtir(15,16,19,22,23,24).

Kiiltiirler:Wickerham assimilasyon ve fermentasyon testleri ile identifiye edilen
ve API 20 C Aux (Analytab Product) ile de kargilaghinlan 34 C.albicans, ( 4
C.parapsilosis, 3 C.tropicolis, 3 C.kefyr) 3 C.glabrata, 2 C.guiiliermondii ve 1
C.krusei olmak {izere toplam 50 Candida sugu gahgmaya dahil edilmigtir.
Kontrol suglan olarak amfotericin-B igin S.cerevisiae (Wt-2180-1A), ketokonazol
ve flukonazol igin C.kefyr (GATA 301-M) ve miconazol nitrat igin C.stellatoidea
(GATA CS-1) ve C.albicans (ATCC-26555) suglan kullaruld.

Antifungal ajanlar:Caligmada kullarulan antifungal ajanlardan, flukonazol
(Pfizer), ketokonazol ve mikonazol nitrat (llsan-Iltag) ilag firmalarindan
standart toz seklinde, amfoterisin-B(Squibb) ise piyasadan I.V.preparat
(Fungizon) olarak temin edildi. ;

Test kogullarina ait kriterler:

1. Medium:L.glutaminli RPMI-1640 medium (Sigma R-8755), buffer olarak 3, N-
Morpholino Propanesulfonic asid (MOPS) (Sigma M-8899) ile 0,1651ik final
molarite ve pH 7.0a tamponlanarak kullaruldi(16,22,23,24,25).

2. Maya Inokulumunun hazirlanmasi:Teste tabii tutulan maya izolatlarimn
Saboraud dextroz agar (SDA)‘da ve 30°C’deki 24-48 saatlik subkiiltiirleri
kullaruldi. Maya hiicre siispansiyonlan % 0.85'lik NaCl igerisinde hazirlanarak
530 nm'‘ye ayarlanmug bir spektrofotometrede (Milton roy Spectronic 200) % 75-
771ik bir transmissionda 1x10°-5x10° CFU/mllik bir maya konsantrasyonu
saglandi (16,22,23). Test inokulumu igin bu siispansiyon 1:100 orarunda RPMI-
1640 medium ile dilue edilerek, 1x10'-5x10* CFU.mllik bir final inokulum
konsantrasyonu saglandi(16,22,24).

3. Antifungal ajanlara ait test dilusyonlarmin hazirlanmasi:Amfoterisin-B
(Fungizon), kendi ¢6ziiciislinde, flukonazol, ketokonazol ve mikonazol nitrata
ait standart tozlar potensleri dikkate alinarak uygun solventlerinde ¢oziilip 5
mg/ml.lik stok solusyonlan hazirland.

Stok solusyonlardan; amfoterisin-B 40-0,625 ug/ml, flukonazol 640-1,25 ug/ml,
ketokonazol 40-0,156 ug/ml ve mikonazol nitrat 200-0,19 ug/ml araliginda, ayrn
ayn 10x'hk stok final ilag konsantrasyonlan halinde hazirlandi(16,22,26,27,28).

Testin Uygulanmas1:Broth makro diliisyon testi 12x75 mm.lik burgulu kapakl
steril tiiplerde gahgildi(16,22). Hazirlanan 10x stok ilag diliisyonlarindan her
Candida susu igin hazirlanan bir seri tiipe 0,1 ml dagitildi. Test tiiplerinin
timiine ve antifungal ajan igermeyen (+) kontrol tiipine daha Onceden
hazirlanmig maya test inokulumundan 0,9‘ar ml. hacminde ilave edildi. Boylece
tiiplerde 1x'Iik final ilag konsantrasyonlan olugturuldu. Son tiipe negatif kontrol
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tiipli olarak sadece mediumdan 1 ml. ilave edildi. Buna gore test tiiplerindeki
final ilag konsantrasyonlan, amfoterisin-B igin 4-0,062 ng/ml, flukonazol igin
64-0,125 ug/ml, ketokonazol igin 4-0,0156 ng/ml ve mikonazol nitrat igin 20-
0,019 ug/ml olarak saglandu.

Islemleri tamamlanan test tipleri 35°C’ta 24 saat siireyle inkubasyona
birakildi(16,22,23,24).

Degerlendirme:Once pozitif ve negatif kontroller incelendi. Kontrollerin uygun
oldugu saptandiktan sonra her sug igin antifungallerin MIC degerleri NCCLS
alt komitesinin 6nerdigi skorlama kriterlerine gore saptandi(16,22,23). Ozellikle
azol grubu antifungallerden ketokonazol‘de kargilagtigimiz “parsiel inhibisyon”
olayinda MIC degeri olarak "1+" bularuklik veya iiremenin goruldiigi tiip
dikkate alindi.

Test ¢ahigmasina aldigimiz her Candida izolatina ait MIC degerleri,
saptandiktan sonra Candida tlirleri igin MIC,, ve MIC,, degerleri ayn ayr
belirlendi. Bu iglemi takiben {iremenin goriilmedigi test tiiplerinden SDA
plaklanna pasajlar yapildi. 30°C’de 24-48 saat veya lireme goriilene kadar
inkubasyona devam edildi. Inkubasyon sonrasinda SDA’da tremenin
goriilmedigi en kiglik diliisyon MFC olarak belirlendi.

Galismamizda, aym tlirden izolatlarin MIC degerlerinde variasyonlan asgariye
indirebilmek igin her sugu aym test kogullaninda gahgtik.

BULGULAR

Galigmaya alinan 50 Candida izolatina karg: testte kullandigimiz antifungallerin
MIC ve MFC degerleri $ekil-1,2,3 ve 4'te, tlirlere spesifik olarak saptadigumiz
MIC,,, MIC,,, MIC aralig1 ve MFC araliklari1 da Tablo 1‘de 6zetlenmigtir.
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Tablo I:Baz1 Polyen ve Azol Grubu Antifungallerin Candida Tiirlerine Karg In
Vitro Aktiviteleri.

Candida thrleri Aranan Amfoterisin-B | Flukona Ketokonaz Mikona-

(sayis1) degerler (eg/ml) zol ol (ug/ml) zol (pg/ml)
(ug/m1) (ng/ml)

C.albicans(34) MIC 50/90 0.125/0.125 0.5/1 0.125/0.25 0.31/1.25
MIC aralif (0.062-0.025 0.125-1 0.015-0.5 0.31-2.5
MFC arahg: | 0.25-0.50 216 20.125 20

C.parapsilosis(4) | MIC 50/90 0.125/9.25 1/2 0.125/0.125 0.125/2.5
MIC aralig 0.125/0.25 1/2 0.031-0.125 0.62-2.5
MFC arah | 22 24 0.062-0.5 20

C.tropicalis(3) MIC 50/90 0.125/0.25 11 0.125/0.25 1.25/2.5
MIC arah@ | 0.125-0.25 0.5-1 0.125-0.25 1.25-2.5
MFC arahg | 0.25-0.50 216 e )20

C.kefyr(3) MIC 50/90 0.125/0.125 0.25/0.50 | 0.031/0.062 (0.019/0.03
MIC aralif: | 0.125 0.25-0.50 | 0.031-0.062 {0.019-0.03
MFC arahig | 0.25-0.50 Y64 2 2.5-10

C.glabrata(3) MIC 50/90 0.125/0.125 4/4 12 2.5/10
MIC arah@ | 0.125 0.25-4 0.25-2 1.25-10
MFC arahg | 0.5-1 Y64 pr )220

C.guilliermondii | MIC 50/90 0.062/0.125 0.5/4 0.015/0.015 0.625/2.5

) MIC arahg | 0.062-0.125 0.5-4 0.0156 0.625-2.5
MFC arahg | 2 232 24 20

C.krusei(1) MIC 50/90 0.125/0.125 32/32 11 5/5
MIC araligy | 0.125 32 1 5
MFC aralif | 2 Y64 Y )20

KONTROL

SUSLARI

S.cereviciae(1) MIC 0.25

(Wt-2180-1A) MFC 1

C.kefyr(1) MIC 0.5 0.0625

(GATA 301 M) | MFC Y64 M

C.stellatoidea(l) | MIC 0.312

(GATA CS-1) MFC )20

C.albicans(1) MIC 0.125 0.25 0.125 0.312

(ATCC-26555) MFC 0.25 Y64 Y )20
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Amfoterisin-B'nin etki spektrumu 0.062 -4 ug/ml olup C.albicans igin
MIC,/MIC,, degerlerinin her ikisi de 0.125 ug/ml, MIC arahg (0,062-0,25 ug/ml
ve MFC araligr 0.25-0.50 ug/ml olarak belirlendi(Sekil 1).

Flukonazol'iin etki spektrumu 0,125-)64 ug/ml arasinda olup C.albicans igin
MIC/MIC,, degerleri sirasiyla 0,5/1,0 pg/ml, MIC aralig 0,125-1 pg/ml, MFC
araliga da 16-)64 ug/ml olarak saptandi(Sekil 2).

Ketokonazol‘iin etki spektrumu 0.015-)4 pg/ml arasinda olup C.albicans igin
MIC;/MIC,, degerleri sirasiyla 0,125/0.25 ug/ml, MIC arahgr 0.015-0,5 ug/ml,
MEC arahiginda 0,125-4 pg/ml oldugu saptand: (Sekil 3).

Mikonazol nitratin etki spektrumu 0.019-20 wg/ml olup C.albicans igin
MIC,yMIC,y, degerleri 0,312/1,25 pg/ml, MIC arahg 0.312-2,5 ug/ml, MFC
degerlerinin )20 ug/ml oldugu saptand: (Sekil 4).

Galigmadaki C.albicans ve diger Candida tiirlerine ait antifungal duyarhlik test
sonuglan Tablo 1‘de 6zetlenmigtir.

X C.albicans MIC [ C.albicans MFC M DigerMIC N DigerMFC

SEKIL-1: 50 Candida susuna karsi amfoterisin-B MIC ve MFC durumlari

Sekil 1:
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&I c.albicans MIC [ C.albicans MFC M DigerMIC N DigerMFC

SEKIL-2: 50 Candida susuna karsi flukonazol'ltn MIC ve MFC durumlari

B c.albicans MIC [/ C.albicans MFC B DigerMIC [N DigerMFC

SEKIL-3: 50 Candida susuna karsl ketokonazol'tin MIC ve MFC durumlari
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& C.albicans MIC [ C.albicans MFC M DigerMIC N DigerMFC

SEKIL-4: 50 Candida susuna karsl mikonazol nitrat'in MIC ve MFC durumiarl

TARTISMA VE SONUC

Bu galigmada amfoterisin-B, flukonazol, ketokonazol ve mikonazol nitrat gibi
dort ayn antifungal ajana karg1 50 Candida sugunun duyarliliklart broth makro
diliisyon yontemi kullarularak incelenmisgtir.

Galigma NCCLS alt komitesince 6nerilen test kogullaninda; pH 7.0’de ve MOPS
ile tamponlanmig L-glutaminli RPMI-1640 medium ile spektrofotometrik
yontemle hazirlanmig  1x104-5x104 CFU/ml.lik final maya inokulum
konsantrasyonu ve 35°C’ta 24 saatlik inkubasyonda gergeklestirilmistir(23,22,
16).

Degerlendirmeler skorlama yontemi ile yapilmighr. Bu ydntem sayesinde
ketokonazol ile ¢ahgildiginda kargilaghgumiz  “parsiyel inhibisyon™u
yorumlamada kolayhk saglanmigtir(16,22).
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Candida tiirlerine kargi saptadigzmuz antifungal ajanlann in vitro aktiviteleri
Tablo 1‘de Ozetlenmigtir

RPMI-1640 medium kullarularak yapilan bir ¢ahgmada amfoterisin-B'nin MIC
degerleri C.albicans igin 0,12-0,25 ug/ml ve diger Candida tirleri igin 0,12-0,5
ug/ml olarak, ketokonazolin MIC degerleri 0,25-4 pg/ml ve 0,12-)M ug/ml
olarak, flukonazol’e ait MIC degerleri de 1-)64 ug/ml ve 0,5-)64 ug/ml olarak
rapor edilmigtir(22).

Virginia Universitesinde yapilan bir bagka g¢aligmada amfoterisin-B'nin MIC
degerleri C.albicans igin, 0,2-0,78 ug/ml ve diger Candida tirleri igin 0,2-1,56
pg/ml olarak, ketokonazol igin; sirasiyla (0,1-128 pg/ml ve (0,1-64 ug/ml
olarak, mikonazol nitrat igin; 0,1-2 pg/ml ve 0,1-)10 pg/ml olarak
belirlenmisgtir. '

SDB kullanilarak yapilan gahgmalardan birinde ise amfoterisin-B'nin MIC
degerleri C.albicans igin 0,156-2.5 ug/ml ve diger Candida tiirleri igin 0,18-0,78
pg/ml olarak saptanmighr. Aym g¢ahgmadan mikonazol nitrat'a ait MIC
degerleri tiim Candida tiirleri igin 1,56-25 ug/ml arasinda bulunmusgtur(29).

Antibiyotik Medium-20 (M20-Difco) ile yapilan bir bagka ¢aligmada MIC arahigy
C.albicans igin 0.09-0,18 ug/ml ve diger Candida tirlerinde 0,18-0,78 ug/ml
olarak belirlenmigtir.

Yeast nitrojen Base (YNB-difco)'in kullamldigz bir ¢aligmada ise ketokonazol‘iin
MIC degerleri C.albicans igin 6,3 ug/ml ve diger Candida tirleri igin 6,3-25
ug/ml olarak saptanmigtir(30).

Doku kiiltiir mediumu kullarularak yapilan bir galigmada amfoterisin-B'nin
geometrik MIC degerlerinin C.albicans igin 0,15 ug/ml, diger Candida turleri
icin 0,03-0,4 pg/ml arasinda degisgti§i ve ketokonazoliin geometrik MIC
degerlerinin de C.albicans igin 0,008 ug/ml diger Candida‘lar igin 0,04-0,49
ug/ml oldugu rapor edilmigtir. Ay galigmada flukonazol’e ait degerler

sirasiyla 0,39 pg/ml ve 0,19-)25 pg/ml olarak bulunmugtur(21).

Sentetik amino asit medium sivis1 (SAAM-F) kullarularak yapilan diger bir
cahigmada ketokonazol'iin MIC degerleri C.albicans igin 0,008-0,125 ug/ml,
MIC (/MIC,, degerleri de sirasiyla 0,016 ug/ml ve 0,031 ug/ml olarak
belirlenmigtir. Aym g¢ahgmada flukonazole ait MIC degerleri 0,063-4 pg/ml
arasinda ve MIC,/MIC,, degerlerinin her ikisi de 0,25 ug/ml olarak
saptanmigtir(28).

Bu veriler géz oniine alimp antifungal test gahgmalanmizda elde ettigimiz
sonuglan literatiirdeki benzer galgmalarla kiyasladigimizda birbirine yakin
degerlerin yam sira oldukga farkh sonuglarla da kargilagiimaktadr. Ancak
dikkatimizi geken en 6nemli husus, kullarulan yontem ve test kogullarina bagh
olarak sonuglann da degigkenlik gdsterebilecegidir. Sonuglanmizin RPMI-1640
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medium ve benzer test kogullar1 uygulanmig ¢aligmalarin bir ¢ogunda elde
edilen sonuglarla uyumlu oldugu goézlenmigtir. Yine literatlirde de goruldigi
gibi MIC degerlerindeki variyasyonlar laboratuvarlar arasinda oldugu kadar aym
tirler arasinda da go6zlenebilmektedir.

Gahgmamizda kullandigimiz antifungallerin hi¢ birine kargi direngli sug‘a
rastlanmadig) ve Candida tiirleri i¢in amfoterisin-B ve ketokonazol‘iin in vitro
olarak en etkili antifungaller oldugunu test sonucunda gozlemledik.

Literatiirlerde (12,28,31) in vitro olarak flukonazolden 16 kat daha etkili oldugu
bildirilen ketokonazol, bizim ¢aligmada da 4-16 kat daha etkili bulunmusgtur.

Antifungal duyarhilik testleriyle ilgili bir ¢ok problem iyi tarumlanmig olmasina
ragmen bu konudaki standardizasyon eksikliginden dolayr kolayca
¢6ziimlenememektedir.

Bu sorunlarnin ancak gegitli kurum ve laboratuvarlarin uyguladiklan in vitro
yontem ve test kogullarinin raporlarinda detaylh olarak agiklanmasi ve
¢aligmalardan elde edilen sonuglarn birbirleriyle ve in vivo ¢aligmalarla
korelasyonu ile diizelecegi kanisindayiz.

Bu konuda klinisyenlerin de in vitro testlerde tam bir standardizasyon saglanana
kadar, ozellikle genig spektrumlu ve sistemik kullanimi olmasina ragmen in
vivo korelasyon eksikligi bulunan, laboratuvarlar arasi1 test sonuglan
degiskenlikler gosteren azol grubu antifungaller igin rutin olarak duyarlilik testi
istemekten kaginmalan gerekmektedir.

Sonug olarak, antifungal duyarhlik testlerinin; ancak tam olarak standardize
edildiginde ve tekrarlanabilir in vitro sonuglar klinik yanitlarla korele
edildiginde hastalar 1¢n giivenilir olabilecegi ve klinisyeni dogru
yonlendirebilecegi inancindayiz. Boyle bir standardizasyonun gergeklegmesi ile
toksik etkileri dikkate alinarak hangi antifungalin, hangi kogullarda ne kadar
dozda ve ne kadar siireyle kullanilmasi gerektigi sorusuna da uygun bir yaniti
beraberinde getirecegini umuyoruz.
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