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ANTIFUNGAL DUYARLILIGIN MiKRODILUSYON
YONTEMI ILE ARASTIRILMASINDA FARKLI
DEGERLENDIRME YONTEMLERIT®

Mine YUCESOY, Nevcivan SENTURKER GULDAS, Nuran YULUG

OZET

Candida suglarinin azol derivelerine duyarhilifimn saptanmast igin 6nerilen mikrodi-
Hisyon yéntemni igin objektif bir degerlendirme kriteri saptamak amaci ile 103 Candida al-
bicans sugunun flukonazol ve ketokonazole duyarliliklart NCCLS kriterlerine uyularak
mikrodiliisyon yontemi ile cahsilmistir. Sonuglar hem gézle, hem de optik dansiteleri oku-
narak deperlendirildikten sonra plaklara 5 dakikalik galkalama islemi uygulanmss ve oku-
malar gézle ve optik okuyucuda tekrarlanmmgtir, Calkalama iglemi yapilmadan dnceki goz-
le ve optik okuyucudaki degerlendirmelerin sonuglannda; flukonazol igin % 92; ketokona-
zol icin % 88 tatarhihik saptanirken, calkalama yapildiktan sonra bu degerler % 98 ve % 94
olarak bulunmustue. Calkalama 6ncesi ve sonrasindaki degerler karsilagtirldiginda; fluko-
nazol ve ketokonazol i¢in gozle okumada sirastyla % 97 ve % 94; optik okuyucu ile oku-
mada ise % 92 ve % 94 oranlarinda tutarhilik saptanmsgtir. Sonuclarimiza gore azoller i¢in
mikrodiliisyon sonuglarn degerlendirilitken ¢alkalama igleminin ve optik okuyucuda oku-
manin daha net, objektif ve tutarl: degeriendirme sagladig1 diisiincesine varilmstir.

SUMMARY

Different evaluation methods for microdilution antifungal susceptibility testing.

To determine an objective evaluation criteria for the recommended microdilution met-
hod for the susceptibility testing of Candida strains against azol derivatives, the suscepti-
bility of 103 Candida albicans strains were evaluated against fluconazole and ketoconazo-
le by microdilution method according to NCCLS standards. The results were read visually
and by measuring the optical density. After a five minute agitation, the plates were evalu-
ated with the same methods once more. The agreement between the visual and optical eva-
luations before agitation were detected to be 92 % for fluconazole and 88 % for ketocona-
zole and these values were found to be 98 % and 94 % after agitation, réspectively. When
the values before and after agitation were compared, the agreement was found to be 97 %
and 94 % for fluconazole and ketoconazole for visual reading and 92 % and 94 % for op-
tical density evaluation. According to our resulls, it is concluded that the agitation prece-
dure and optical density evaluation can provide clear, objective and comparable results for
the microdilution method for azol derivatives.

GIRIS

Son yillarda dzellikle firsatgr funguslann neden oldugu infeksiyonlann insidansinda
ciddi bir artig izlenmistir (1). Bu artiga neden olarak AIDS, kanser kemoterapisi ve transp-

* 4. Antimikrebik Kemolerapi Giinleri: Klinik-Laboratuvar Uyguiamalar ve Yenilikler toplantisinda sunulmastur (17-19 Mayis
1999, Istanbul}.
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Jantasyona bagl olarak immun yetmezlikli olgulardaki artma, genis spektrumiu antibakte-
riyel ilaglar ve glukokortikosteroid sagaitim, cerrahi, protez kullanimu, kateter uygulanimi
gibi invaziv iglemter, parenteral beslenme ve diyaliz gosterilmistir (5,7). Buna paraiel ola-
rak antifungal ilag kullaniminda da belirli bir artma stz konusu olmustur (15). Bu durumun
bir bagka yonti de antifungal ajanlara kars1 geligen direnctir. Tiim bunlar gdz dniine alindi-
ginda antifungal duyarhihk testlerinin gnemi ortaya ¢ikmaktadir.

Mayalarin antifungal duyarhiliklarnin saptanmasinda; National Committee for Clini-
cal Laboratory Standards (NCCLS) makro ve mikrodiliisyon yontemlerini dnermektedir
(8). Makrodiliisyon yénteminin rutinde kolay uygulanabilir olmamas: ve fazla malzeme ile
is giicli gereklirmesi nedeni ile mikrodiliisyon daha uygun bir yoniem olarak goriilmekie-
dir. Bu yontemde azoller i¢in minimal inhibit6r konsantrasyon (MIK) degeri olarak iireme-
de belirgin azalmamn gdzlendigi (MIK-2) konsantrasyon belirlenir. Bu son nokta makro-
diliisyon yonteminde MIK olarak saptanan kontrole gire % 80 azalmaya kargihk gelmek-
tedir, Mikrodiliisyon yonteminde son noktamn gdzle beliflenmesinin subjektif bir islem ol-
dugu ve dzellikle azol grubu ilaglarda sorunlara yol agu bildiriimigtir (13). Ote yandan
azol tiirevleri i¢in séz konusu olan kismi inhibisyon (“trailing effect”} durumu da sonugla-
rin degerlendirilmesinde gligliik yaratan bir diger noktadir (2,3).

Caligmaimiz, Candida albicans suglarinn mikrodiliisyon yéntemi ile azol tirevlerine
duyarhitklarmin saptanmasinda objektif bir deperlendirme salamak amaciyla gergeklesti-
rifmistir.

GEREC VE YONTEM

Candida suslar: Caligmamizda 1998-1999 yillan arasinda laboratuvarimizda ¢esith
Klinik reklerden (3470 idrar, 26°s1 agiz-boBaz, 18’1 vajinal-endoservikal stirinti, 10°u
balgam, 9’u kan-kateter, 4'ii cerahat, 1'i safra, 171 ise parasentcz sivisindan) soyutlanan
103 Candida albicans sugu alinms, kontrol susu olarak C.albicans ATCC 90028 kullanil-
gk,

Antifungal duyarlibk testleri ve somiglarm degerlendirilmesi: Suglann flukonazol
(Pfizer) ve ketokonazole ({lsan-lltag) duyarliiklart NCCLS M27-A kriterlerine uyularak
mikrodiliisyon yontemi ile incelenmigtir (5). Kullanilan flukonazol ve ketokonazol konsant-
rasyon araliklari sirastyla 0.125-64 ug/ml ve 0.03-32 ug/ml seklinde idi. Calkalama iglemi
uygulanmadan énce sonuglar, éncelikle gozle NCCLS standardina uygun sekilde MiK-2 de-
geri kriter alinarak degerlendirilmistir. Sonra mikroplak okuyucusunda (Sorin Biomedica
Eti-System) 492 nm dalga boyunda opiik dansite dlciiliip, +1 (kontrole gére >0 - % 2571k
iireme) ve % 50 inhibisyon saglayan nokta kriter alinarak MIK degerleri saptanmigtir (2).
Mikroplaklara 5 dakikalik ¢alkalama islemi uygulanmas, daha sonra yine gozle MIK-2 kri-
ter alinarak deperlendirilmistir. Ayrica ayn dalga boyunda optik dansite de olgiiliip, %.50
inhihisyon saglayan nokta MIK degeri olarak kabul edilmigtir (2,9). Calkalama oncesi ve
sonrasinda belirlenen gézle degerlendirme ve optik dansite MIK sonuglar kargilagtirilmis,
MIK degerlerinde + 2 diliisyon farklilik kriter alinarak, % tutarlilik (uyum) saptanmusgtir.

BULGULAR
Calisngimiz suglann flukonazol igin saplanan MIK,, ve MIK,, degerleri sirasiyla 1 ve
8 pg/ml’dir. Bu degerler ketokonazol igin ise 0.03 ve 0.12 pg/ml olarak belirlenmigtir. Goz-

le ve optik okuyucudaki degerlendirmelerin sonuglarinda % tutarlilik oranlan Tabloda
dzetlenmistir.
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Tablo. Gézle ve optik okuyucudaki degerlendirmelerin sonuglarmda tutarhhk oraniar.

Calkalama iglemi yapilmadan dnceki Calkalama iglemi yapildiktan sonraki
tutarliisk tutarhilik

Flukonazol igin Ketokonazol igin Flukonazol i¢in Ketokonazol igin
+1 kriterine % 30 +1 kriterine % 50 % 50 inhibisyon kriterine % 50 inhibisyon kriterine

gore inhibisyon gore inhibisyon gdre gbre

kriterine kriterine
giire gbre
% 92 % 99 % 88 % 99 % 98 % 94

Calkalama igleminin etkisinin deferlendirildigi durumda galkalama dncesi ve sonra-
sindaki degerler kargtlastirildiginda; gozle okumadaki tutarhiliklar flukonazol i¢in % 97,
ketokonazol igin ise % 94 olarak saptanmugtir. Optik okuyucu ile okumadaki tutarlidiklar
+1 kriterine gtre flukonazol igin % 92, ketokonazol igin % 94; % 50 inhibisyon kriterine
gore flukonazol ve ketokonazol igin aym oranlarda, % 935 olarak belirlenmistir.

TARTISMA

Gegtigimiz yillar iginde antifungal duyarhlik testleri ile ilgili standardizasyon galigma-
lart hizlanmstir, Bunun yamnda mikrodiliisyon yénteminin degerlendirilmesinde dzellik-
le azoller igin sorunlar ile kargtlasildig: bildirilmektedir (13). Calismarmzda mikrodiltisyon
yontemini daha standatt ve objektif hale getirebilmek icin gézle degerlendirmeye alterna-
tif olarak optik dansite okuma yontemi ve ¢alkalama istemt uygulanmustir,

Arastumarmizda, optik dansite okunarak saptanan sonuclarin, gozle degerlendirme bul-
gulari ile uyumunun ¢ok iyi oldufu gézlenmigtir. Rédriguez-Tudela ve arkadagtart {13} da
azollerde gzlenen tekrarlanabilirlik ile tlgili sorunu MIK degerlerinin gézle okunmasina
baglayarak, mikroplaklarn otomatik olarak optik dansitelerinin okunmasma uygun oldu-
funu belirtmistir. Spektrofotometrik yontemlerle yapilan cesitlt caligmalarda, referans
makrodiliisyon yontemi ile amfoterisin B ve flukonazol i¢in % 98-100°lik bir korelasyon
saptanmustir (6,12). Bizim bulgularimiz, bu sonuglar ile paralel dogrultudadir. Yapilan ga-
ligmalar sonucunda, spekirofotometrik degerlendirmenin, objektif olmas: yaninda, otoma-
tize olabilmesi ve Izl tarama iglemine olanak saglamast nedenleri ile gozle okumaya al-
ternatil olabilecei ve bu agidan yogun laboratuvarlarda yejilenebilecegi bildirmistir (2,9).
Ote yandan bu yontemin objektif ve hizli MIK sonucunun belirlenmesine olanak saglama-
st yaninda minimal iireme veya kismi inhibisyona bagli subjektif deFerlendirmeleri de eli-
me ettigi saptanmugtir (4,10). Mikrodilisyon yonteminde azoller i¢in hemen her Mikrobi-
yoloji Laboratuvarimda bulunabilen enzim immun assay plak okuyucusu kullanilarak, stan-
dart yontem ile uyumlu, deneyim gerektirmeyen, kolay ve objektif bir degerlendirme yapi-
labilecegi goriisiine varilmgtir.

Calismamizda, uyguladigimiz optik dansite ile sonuglarin okunmasindan sonra MIK
belirlenmesinde kullanilan % 50 inhibisyon kriteri birgok arastiric: tarafindan da dmeril-
migtir {2,14). Bunun yaninda Rex ve arkadaglari (11) da spektrofotometrik y&ntemierde
% 50 inhibisyon kriterine gére saptanan MIK sonuglarinin in vitro-in vivo korelasyonunun
daha iyt olduunu bildirmistir.

Mikroditisyon sonuglatinm degerlendirilmesinde uyguladifimiz bir diger yontem ise
plaklann okunmadan Gnce 5 dakika galkalanmasidir. Calkalama iglemi ncesi ve sonrasin-
daki MIK sonuglan kargilagtirldiginda elde ettigimiz % tutarliliklar flukonazol ve ketoko-
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nazol igin sirastyla gozle okumada % 94, % 97, optik okumada ise % 92 ile % 95 arasm-
dadir. Pfaller ve arkadaglan (9) flukonazol ve itrakonazol igin ¢alkalama dncesi ve sonra-
sindaki gozle degerlendirmeler arasinda % 100; gozle ve ¢alkalama sonras spektrofoto-
metrik Slgiim arasinda ise flukonazol igin % 93, itrakonazo! igin ise % 89 oranlarinda tu-
tarlilik saptamugtir. Bizim flukonazol ve ketokonazol igin elde ettifimiz sonuglar da aym
dogrultudadir. Ayrica s6z konusu ¢aligmada % tutarhlik igin alman kriter = 3 dilésyon ol-
masina karsin, bizim ¢aligmamizda kabul ettiimiz kriter + 2 dilisyondur. Bu agidan ba-
kildiginda galismamizda saptadigimez tutarlilik oranlart daha yliksektir, Barchiest ve arka-
daglani (4) ile Price ve arkadaglan (10} da mikrodiliisyon yonteminde calkalama iglemi
sonrasindaki spektrofotometrik okuma ile elde ettikleri MIK degerlerinin NCCLS referans
metod sonuglan ile mitkemmel bir uyumn gosterdigini bildirmiglerdir. Anaissie ve arkadas-
lar (2) ise plaklarin 5 dakika galkalandifi mikrodiliisyon yonteminin flukanozal duyarlili-
sinn degerlendirilmesinde okuma zamani, inkiibasyon 1sisi, inokulum miktar gibi degis-
kenlerden bagimsiz olarak kesin, net ve tekrar edilebilir MIK sonuglar verdigini bildirmig-
tir. Yapilan caligmalarda ¢alkalama igleminin, 24 saat inkiibasyon sonucunda mikroorga-
nizmanin kuyucuklarda olusturdugu peleti, kuyucuklarda bulunan maya sayisina bagh ola-
rak, homojen ve bulanik siispanstyonlara déniigtiirdiigii ve bu sekilde liremenin tndirekt bir
kantitasyonunun yapilabildigi belirtilmektedir (2,4,10). Bunun yaminda mikrodiliisyon
plaklarina okuma ncesi galkalama iglemi uygulanmasinin daha belirgin ve keskin son
nokta degerlendirmesine yol agtig1 ve azollerin duyarlilik testlerindeki yorumu zorlaguran
kismi inhibisyonu minimalize ettigi bildirilmistir (4,10,13). Bizim hem flukonazol, hem de
ketokonazol icin elde ettigimiz gozlemlerimiz, flukonazol igin saptantig bu bulgulara pa-
ralel dogrultudadir,

Bunun yaninda, Anaissie ve arkadastan (3) yaptiklart bir bagka ¢aligmada da, ¢alkala-
ma igleminin uygulanmasinin laboratuvar i¢i ve laboratuvarlar arast tekrarlanabilitlii ve
uyurnu; ayrica degerlendirilebilir MIK sonuglar sayisim arttirdii sonucuna ulagtiklaring
belirtmektedir.

Sonuglarimiza gbre, azoller i¢in mikrodiliisyon sonuglar degerlendirilirken calkalama
isleminin ve optik okuyucuda okumanin, referans ydntemin degerlendirilmesi ile uynmlu
oldugu; bunun yaninda da daha net, kolay ve objektif bir degerlendirme sagladigs diigtin-
cesine varnlmstir,
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