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Uc Yiiz Candida albicans Susunun Amfoterisin B,
Flusitozin, Flukonazol ve Mikonazole Duyarhklarinin
Arastirilmasi

Nuri Kirazl, Zayre Erturanz, Meltem Uzunz, Giil Durmazl, Tercan Usl, Yurdanur Akgl’jnl,

Ozdem Ang2

Ozet: Immiin sistemi baskilanan hastalarda olusan mantar infeksiyonlarinin en sik etkeni Candida albi-
cans'tir. Bu etkene bagh infeksiyonlarin énlenmesinde ve tedavisinde uygun antifungal ila¢ secimi son derece
onemlidir. Kandidozlarin tedavisinde antifungal duyarhik testlerine basvurulmasi ise uygun antifungal ilag se¢i-
mi yapimasim saglayacaktir. Bu amacla antifungal profilaksi uygulanmayan hastalarin klinik orneklerinden
izole edilen C. albicans susu ¢aliyma kapsamina alindi. Her hastaya ait sadece bir C. albicans susu kullanildi.
Antifungal duyarlig1 arastirilan C. albicans suglarinin 97'si vagina siiriintiisii, 60"t balgam, 42'si bogaz siiriin-
tiisii, 24"ii deri (pigik), 20'si diskr orneklerinden izole edildi. Bu suglarin amfoterisin B, flusitozin, flukonazol ve
mikonazole duyarliklart NCCLS tarafindan onerilen buyyon mikrodiliisyon yontemi ile arastirddi. C.albicans
suglarinin amfoterisin B, flusitozin, flukonazol ve mikonazole karst MIK s, ve MIK,, degerleri, sirastyla 0.5 ve 1
ug/ml, 0.25 ve 1 ug/ml, 1 ve 8 ug/mlile 1 ve 4 ug/ml olarak bulundu.

Anahtar Sozciikler: Candida albicans, antifungal duyarlik testleri.

Summary: Susceptibility of 300 Candida albicans strains to amphotericin B, flucytosine, fluconazole and mi-
conazole. C. albicans is the most frequently isolated fungus from immunosupressed patients. To prevent and treat
this infection, it is very important to choose the correct antifungal agent. Antifungal drug susceptibility testing is an
obligation to choose the right drug to treat candidosis. For this purpose, 300 C. albicans strains isolated from pa-
tients not taking antifungal prophylaxis have been included in this study, and only one strain was taken from each
patient. From these C. albicans strains, 97 were isolated from vagina, 60 from sputum, 57 from urine, 24 from skin,
20 from stool specimens and 42 from throat swabs. Susceptibility testing for amphotericin B, flucytosine, flucona-
zole and miconazole was performed by broth microdilution method according to the NCCLS guidelines. MIC s, and
MICy, values to amphotericin B, flucytosine, fluconazole and miconazole were found as follows: 0.5-1 ug/ml, 0.25-
1 ug/ml and 1-4 ug/ml, respectively.
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Giris

Son yillarda tan1 ve tedavi alanindaki geligmelere pa-
ralel olarak mantar infeksiyonlarinin insidansinda artis-
lar gozlenmektedir. Immiin sistemi baskilanan hastalarda
konak savunmasinda olusan 6nemli degisiklikler, infek-
siyonlara duyarlig1 artirirken, hastaliklarin tani ve teda-
visine yonelik invazif tibbi girisimler nozokomiyal in-
feksiyonlarin gelismesini kolaylagtirmaktadir (1). Insan-
larda goriilen firsat¢1 mantar infeksiyonlarina neden olan
mantar tiirlerinin ¢esitliliginde artis olmasina karsin hala
en sik etken Candida albicans'tir (2). Bu maya tiirii diger
baz1 Candida tiirlerine gore antifungallere daha duyarh-
dir. Ancak son yillarda bu maya tiiriine kars1 da direng
gelisebildigi bildirilmektedir (3-6).

Calismamizda ¢esitli klinik drneklerden izole edilen
300 C. albicans susunun amfoterisin B, flusitozin, fluko-
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nazol ve mikonazole duyarliklar1 in vitro olarak
NCCLS'in 6nerdigi mikrodiliisyon yontemiyle arastiril-
migtir.

Yontemler

Caligmamizda antifungal profilaksi uygulanmayan
hastalarin klinik 6rneklerinden izole edilen ve her hasta-
ya ait sadece bir C. albicans susu calisma kapsamina
alindi. Antifungal duyarlig1 arastirilan C. albicans susla-
rinin 97'si vagina siirlintiisii, 60'1 balgam, 57'si idrar,
42'si bogaz siiriintiisii, 24"t deri (pisik) siirlintiisii, 20'si
disk1 orneklerinden izole edildi. C. albicans suslarinin
tanimlanmas1 koloni morfolojisi, germ tiibii olusumu,
misir unlu Tween 80 agar'da klamidospor olusumu ve
karbonhidratlara etkisine gore (Mycotube, BBL) yapildi.

Calismamizda kullanilan amfoterisin B, flusitozin ve
mikonazol Sigma firmasindan, flukonazol Pfizer firma-
sindan temin edildi. Bu maddelerin hepsi dimetilsiilfok-
sid (DMSO) igerisinde ¢oziindiiriildii ve antifungal mad-
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ﬁlblo 1. 300 Candida albicans Susunun Amfoterisin B,
Flusitozin, Flukonazol ve Mikonazole In Vitro Duyarliklari

Irdeleme
Son zamanlarda ciddi mantar infeksiyonla-
rinin goriilme siklifinda 6nemli artiglar oldugu

\

(ng/ml) bilinmektedir. Mantar infeksiyonlarinin tedavi-
. . < . : sinde tek secenegin amfoterisin B oldugu za-
Antifungal Madde  MIK Aralign ~ MIKs MIKy, manlarda duilarhk testleri diisiiniilmemis, an-
Amfoterisin B 0.03-4 0.5 1 cak yeni azol grubu ilaglarin kullanima girme-
Flusitozin 0.06-2 0.25 1 si ile antifungal duyarlik testleri de giindeme
Flukonazol 0.06-8 1 4 gelmigtir (10). 1992'de NCCLS (7) tarafindan
ikonazol 0.03-16 1 8 / Candida tiirleri ve Cryptococcus neoformans

delerin stok soliisyonlar: hazirland: (enyiiksek diliisyon x 10).

Antifungal duyarlik deneyinde 0.165 M 3-(N-morfo-
lino)-propan-sulfonik asid (MOPS) (Sigma) ile tampon-
lanmis, pH'si 7, L-glutaminli, bikarbonatsiz RPMI 1640
(Sigma) besiyeri kullanildi ve antifungal maddelerin
stok soliisyonlar1 da bu besiyerinde hazirlandi.

Duyarlik Deneyinin Uygulamigi (7-9): Sabouraud
dekstroz agarda iiretilen ve en az 1 mm capinda olan C.
albicans kolonilerinden bes tane secildi. Bu koloniler,
icinde serum fizyolojik bulunan tiiplere aktarildi ve 15
saniye vorteksle karistirildi. Siispansiyonun hazirlanma-
sinda NCCLS'in 6nerdigi spektrofotometrik yontem kul-
lanild1 ve bu siispansiyon RPMI 1640 besiyeri kullanila-
rak once 1/50, daha sonra 1/20 oraninda diliie edildi. Di-
bi yuvarlak, steril, 96 ¢ukurlu mikroplaklar kullanilarak
iki kat azalan diliisyonlar seklinde antifungal maddelerin
en yiiksek diliisyonundan baslayarak 100'er mikrolitre
olarak ilk 11 ¢ukura inokiilasyon yapildi. 12. ¢ukura ise
antifungal madde icermeyen besiyerinden 100 mikrolitre
konuldu. Calismamizda amfoterisin B i¢in 4-0.03, miko-
nazol i¢in 16-0.03, flusitozin i¢in 2-0.06 ve flukonazol
icin de 8-0.06 pg/ml arasinda iki kat azalan diliisyonlar
kullanildi. Tiim c¢ukurlara 100'er pl maya siispansiyonu
konuldu. Uzerlerine steril cam kapatilarak 35°C'de 48
saat inkiibe edildi. Amfoterisin B ve flusitozin i¢in bula-
nikligin goriilmedigi en son ¢ukur; flukonazol ve miko-
nazol igin ise iiremenin %80 azaldig1 ¢ukur, MiK degeri
olarak belirlendi.

Sonuclar

Klinik orneklerden izole edilen 300 C. albicans susu-
nun amfoterisin B, flusitozin, flukonazol ve mikonazole
in vitro duyarliklar1 Tablo 1'de gosterilmistir.

300 C. albicans susunun amfoterisin B, flusitozin,
flukonazol ve mikonazole duyarliklarinin caligilan diliis-
yonlara dagilimi Tablo 2'de gosterilmistir.

i¢in standard yontem tanimlanmigtir. Antifun-
gal duyarlik deneylerinin standardizasyonunda
onemli sorunlar oldugu, mantar hiicresinin stabil olma-
mas1 basta olmak iizere deneyi etkileyen bircok etken
bulundugu belirtilmigtir. Pratik ve giivenilir antifungal
duyarlik deneyleri gelistirmeye yonelik arastirmalar siir-
diiriilmekte ve sonuclart NCCLS'in onerdigi yontemle
kiyaslanmaktadir (9,11-14).

Candida tiirlerinin antifungal duyarhklarinin belir-
lenmesinde NCCLS tarafindan 6nerilen makrodiliisyon
yontemiyle uyumu gosterilen mikrodiliisyon yontemi
siklikla kullanilmaktadir (11,12). Duyarlik deneylerin-
den elde edilen in vitro sonuglarla in vivo sonuglar ara-
sinda kesin bir korelasyon olmasa bile in vitro sonuglar
birbirleriyle kiyaslanabilecek standarddadir. Sistemik
ilaglardan amfoterisin B ve biiyiik ol¢iide flusitozin ile
alinan sonuclarin yorumlanmasi daha objektif olarak ya-
pilabilmektedir. Flukonazoliin de i¢inde yer aldig1 azol
grubu ilaclarin MIK degerlerinin belirlenmesinde giic-
liklerle karsilasilmakta ve siibjektif degerlendirmeler
olabilmektedir. Ancak amfoterisin B ve flusitozin i¢in
iiremenin inhibe oldugu en son konsantrasyonun, azol
grubu icin ise liremenin %80 inhibe edildigi konsantras-
yonun MIK degeri olarak belirlenmesi, olas1 hatalar1 en
aza indirmektedir (10). Calismamizda daha objektif so-
nucglar vermesi bakimindan spektrofotometrik ol¢timler
kullanilmisgtir.

Giin ve arkadaslar1 (15) C. albicans suslarinin etki
aralig1l, MIK;, ve MIKy, degerlerini amfoterisin B, flu-
konazol ve mikonazol i¢in sirasiyla 0.062-0.125, 0.125,
0.125; 0.125-1, 0.5, 1; 0.3-2.5, 0.3, 1.25 pg/ml olarak
bulmusglardir. Molbay ve arkadaslar1 (16) flukonazol i¢in
etki aralifini 0.125-8, MIK5, degerini 0.25 ve MIKy,
degerini 0.5 pg/ml olarak bildirmislerdir. Willke ve arka-
daslar1 (17) C. albicans suslarina amfoterisin B ve fluko-
nazoliin etki araligini sirasiyla <0.06-2 ve <0.06-4 ng/ml
olarak bulmuslardir. Giilay ve Yulug (18), C. albicans
suslarina flukonazoliin etki araligin1 <0.06-64, MIKjs,
degerini 0.25 pg/ml olarak
saptamiglardir. Price ve arka-

Tablo 2. 300 Candida albicans Susunun Amfoterisin B, Flusitozin, Flukona-

daslar1 (19), 1987 ve 1992

zol ve Mikonazole Duyarliklarinin Calisilan Diliisyonlara (ug/ml) Dagilimi yular1 arasinda kan kiiltiirle-
rinden izole ettikleri C. albi-

Antifungal 16 8 4 2 1 0.5 0.25 0.12 0.06 0.03 cans suslarmna flukonazoliin
Madde etki a.ra11g1n1v0.125.—1., MIK 5,
Flukonazol ~ * 6 25 81 52 41 34 31 30 * ve MIK,, degerlerini sirasty-
Mikonazol 5 21 30 57 56 37 30 29 20 15 2 0128 ve 0.25 pe/mi olarak
Amfoterisin B *  * 8 11 66 74 49 37 33 22 ildirmislerdir. NCCLS (8).
oo e " % . flukonazol ve flusitozin i¢in
Flusitozin 6 9 82 70 63 20 duyarlik sinirlarint sirastyla
\fGalisiimads /<8 ve <4 pg/ml olarak bildir-
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mis; ancak amfoterisin B ve mikonazol icin herhangi bir
sinir vermemistir. Bahsedilen antifungaller icin direncli-
lik sinirlar1 sirasiyla >64 ve >32 pg/ml olarak bildiril-
mistir. Caligmamizda buldugumuz etki arali1, MIKs, ve
MIKy, degerleri Tablo 1'de verilmigtir. Bulgularimiz, li-
teratiir ile karsilastirildiginda, bazi arastirmalarla uyum-
lu, baz1 arastirmalarla da uyumsuz sonuglar elde edilme-
sine karsin NCCLS kriterlerine gore, flukonazol ve flu-
sitozine diren¢ gozlenmemistir.

Antifungal duyarlik testlerinin Candida tiirleri ve
C.neoformans icin standardize edilmis olmasi ve uygula-
nabilirligi daha kolay olan mikrodiliisyon ydnteminin so-
nuclarinin makrodiliisyon yontemininkilerle korele ol-
dugunun bildirilmesi son derece sevindiricidir. Candida
tiirleri i¢in uygulanan ve NCCLS tarafindan 6nerilen in
vitro testler birbiriyle kiyaslanabilecek standarddadir. In
vitro sonuglar ile in vivo sonuglarin da korele oldugunu
gosteren ¢aligmalar olmakla birlikte (20), bu konu heniiz
netlik kazanmamustir.

Sonug olarak, in vitro antifungal duyarlik deneyi so-
nuglari, ancak klinik yanitla paralellik gosterdiginde, bu
sonucun giivenilir ve klinisyene yardim edecek nitelikte
olabilecegi kanisindayiz.
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