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IN-VITRO ANTIFUNGAL DUYARLILIGIN ARASTIRILMASINDA
KUYUCUK DIFUZYON YONTEMININ DEGERLENDIRILMES]*

Ayse EREN, Ayse KALKANCI
OZET

Mantarlarin antifungallere duyarlilsklarinin belirlenmesinde kullamlan agar temeline dayali yéntemler
kolay ve ucuz olmalart nedeniyle daha kullamsgls yontemlerdir. Bu yéntemlerin standardize edilmig referans
yontemler ile kargtlagurilarak giivenilirliklerinin degerlendirilmesi 6nemlidir. Bu galigmada, 35 Candida sugu-
nun terbinafin, amfoterisin B, ketokonazol, itrakonazol ve flukonazole duyarlhiliklari, National Committee for
Clinical Laboratory Standards M27-A mikrodiliisyon referans yontemi ve kuyucuk difiizyon yontemi kullam-
larak kargilagtirilinagtar, M27-A mikrodiliisyon yénteminde RPMI 1640 s1v1 besiyeri, kuyucunk difiizyon yon-
teminde ise yeast nitrojen bazli agar besiyeri {YNBA) kullamfmugtir, YNBA iizerinde 4 mm ¢apli kuyucuklar
acilmig, bu kuyucuklara her beg antifungalden 20 pi (25 pg) konmugtur, 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda ku-
yucuklarin etrafinda olusan zon gaplar Slgiilmiistiir. Zon ¢apt <12 mm ise direngli, 13-18 mm ise doza bagh
duyarli, 19 mm ise duyarl: olarak degerlendirilmistir. Her iki yontem arasinda uyumluluk oranlars, terbina-
fin icin % &3, amfoterisin B icin % 88, ketokonazol igin % 46, itrakonazol igin % 94, flukonazol igin % 94
olarak bulunmustur. Bu sonuglara dayanarak denebilir ki; giivenilirligi referans mikrodiliisyon y6niemine ya-
kin olan bu difiizyon temeline dayali yontem, Candida tirlerinin ketokonazol disindaki antifungal ilaglara du-
yarlilifinin degerlendiriimesinde kullarugli ve basit bir yontem olarak denenmeye deger bir ydntemdir.

Anahtar kelimeler: Antifungal duyarlihgy, terbinafin, amfoterisin B, ketokonazol, itrakonazol, flukonazol

SUMMARY -
The evaluation of the well-diffusion method for the investigation of in vitro antifungal susceptibility.

Agar based methods are preferred to determine the susceptibility of fungi to antifungal agents, because
of their simplicity and cost effectiveness. It is important to compare these methods with the standardized re-
ference methods in order to evaluate their reliability. In this study, National Committee for Clinical Labora-
tory Standards (NCCLS) M27-A microdilution reference method and well-diffusion method were compared
to determine the susceptibility of 35 Candida strains to terbinafine, amphotericin B, ketoconazole, itraconazo-
te and fluconazole. RPMI 1640 broth medium was used for M27-A microdilution method and yeast nitrogen
base agar (YNBA) was used for well-diffusion method. Wells each in 4 mm diameters were cut out in the
YNBA plates, and 20 ul (25 pg) of these five antifungals were placed into these wells. Inhibition zone diame-
ters that appeared around the wells were measured after 24 h incubation period. The strains were considered
as resistant when the inhibition zone diameters were <12 mm, dose dependent susceptible strains showed
13-18 mm while the susceptible strains showed 219 mm inhibition zone diameters. Correlation rates between
these two methods for these 5 agents terbinafine, amphotericin B, ketoconazole, itraconazole and fluconazole
were determined as 83%, 88%, 46%, 94%, 94%, respectively. Depending on these results, we can point out
that this diffusion based method which has approximately the same reliability with microdilution reference
method for all four antifungals but not for ketoconazole may present a useful and simple method for antifun-
gal drog susceptibility testing of Candida spp.

Key words: Antifungal susceptibility, terbinafine, amphotericin B, ketoconazole, itraconazole, fluconazole

GIRIS

Firsatg: mantar infeksiyonlarindaki artig, antifungal  standardizasyonu saglayan bir kurulugtur, Bu kurulug tarafin-
ilaglara kars1 geligen direng sorununu giindeme getirmigtir.  dan 6nerilen M27-A referans y6ntemi mayalar i¢in Onerilen
National Committee for Clinical Laboratory Standards fakat uygulanmasi zaman alici bir yontem olup, azoller igin
(NCCLS) antifungal duyarlilik testlerinin uygulanmasinda  minimal inhibitér konsantrasyonlarn (MIK) belirlenmesi

*X, Tirk Klinik Mikrobiyoloji ve Infeksiyon Hastahiklar: Kongresi'nde (KLIMIK 2001) sunulmugtur (15-19 Ekim 2001, Adana).
Gazi Universitesi Tip Fakilltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiycloji Anabilim Dali, Ankara,
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tecritbe gerektirmektedir (8). Difiisyon temeline dayah du-
yarlilik yontemleri antifungal duyarhlik testi olarak son yil-
larda artan bir ilgi ile uygnlanmaktadir (7,10). Difiisyon te-
meline dayali yontemlerden tzellikie disk difiizyon yontemi
kolay ve ucuz olugu nedeni ile tercih edilmektedir (1). Agar
difiizyon temeline dayal: bir bagka ydntem ofan kuyucuk di-
fiizyon yonterni ise 1978’de tamimlandiktan sonra, ¢zellikle

yanik tinitelerinde kullanilan topikal antimikrobiyallerin test
edilmelerinde kullanidmigtir (4).

Cahsmamzda 35 adet Candida susunun terbinafin, am-
foterisin B, ketokonazol, itrakonazol ve flukonazole duyarh-
hklan NCCLS M27-A mikrodiliisyon ydntemi ve kuyucuk
difiizyon yontemi kullanidarak aragtirlmmgtir.

GEREC VE YONTEM

Maya suslar:

Kiiltiir koleksiyonumuzdaki vajinal siirintii érneklerin-
den izole edilen 31 Candida albicans, 2 Candida krusei, 1
Candida glabrata, 1 Candida inconspicua sugu ile referans
sug olarak Candida parapsilosis ATCC 22019 ve Candida
krusei ATCC 6258 kullamlmugtir. Koleksiyonumuzdald bii-
tiin maya drnekleri % 0.9'luk steril NaCl iceren ependorflar
iginde, oda 1s1sinda saklanmaktadir. Calisma Oncesinde Sa-
bouraud dekstroz agarda 48 saatlik canlandirma ekimleri ya-
piimustir,

Antifungal ilaclar

Terbinafin {(Novartis), amfoterisin B (Sigma), ketokona-
zol (Jannsen Pharmacentica), itrakonazol (Jannsen Pharmaceu-
tica), flukonazol (Pfizer) etken maddelert kullanilmagtir.

Duyarhlik testleri

NCCLS M27-A mikrodiliisyon testi, komitenin dnerile-

rine uygun olarak 96 kuyucuklu mikroplaklarda yapilmgtir
(8).

Kuyucuk difiizyon yontemi icin yeast nitrogen base agar
{YNBA) kullamlmstir, YNBA Onerilere uygun olarak otok-
lavdan ¢ikanldiktan ve 50°C’ye kadar sofuduktan sonra,
% 10’ 1uk steril glukoz slispansiyonu eklenmig, 20’ser mi be-
siveri steril tiplere daginlmmg ve 20 ml besiyeri igine 0.5
McFarland standardina gore hazirlanan maya siispansiyonla-
rindan 1 ml eklenerek petrilere dagitilmigtr (5). Tarafimiz-

“dan geligtirilen kuyueuk agma ydnten igin, 4 mm ¢apinda

kesilen pipet uglart steril edilerek kullandmigtir. Bu sekilde
otomatik pipet yardimu fle besiyeri tizerinde 4 mm capinda
standart kuyucuklar agilmigtir. Kuyucuk i¢ine 20 pl hacim
i¢inde 25 pg antifungal olacak sekilde ilaglar dagitilnms ve 24
saat inkiibasyona birakihmugtir. 24 saat sonunda olugan inhi-
bisyon zonlarimin gaplar Slgiilmiigtiir.

BULGULAR

Mikrodiliisyon ydntemi ile 24 saat sonunda elde edilen
MIK sonuglart su sekilde degerlendirilmigtir: flukonazol igin
elde edilen MIK degeri <8 pg/ml ise test edilen sug duyarly,
16-32 pg/ml ise doza bagli duyarly, 264 pg/ml ise direncli; it-
rakonazol igin MIK degeri <0.125 pg/ml ise duyarh, 0.25-0.5
ug/ml ise doza bagh duyarl, 216 pg/ml ise direncli olarak
kabul edilmistir (8). Amfoterisin B i¢in »0.5 pg/ml iizerinde
elde edilen MIK degerlerinin direngli oldugu, ketokonazol
icin >0.125 pg/ml tizerinde MIK degeri elde edilen suslarin
tedaviye daha az cevap verdigi bildirilmigtir. Bu iki ilag igin
diger duyarlilik sinrlarina ait herhangi bir 6neri bulunma-

maktadir (11). Terbinafin igin 6nerilen 8 pg/ml itzerinde MIK

elde edilen suglarm terbinafine in-vitro direngli oldugudur
(12). MIK sonuglarina gire 35 Candida susundan terbinafi-
ne 1'i direngli, 34’1 duyarly; amfoterisin B’ye 7’si direngli,
28’1 duyarh; ketokonazole 35’1 de duyarly; itrakonazole 1'i
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direngli, 19'u doza bagh duyarh, 15°i duyarls; flukonazole
3’il doza bagh duyarh, 32’si duyarlh olarak bulunmugtur
(Tablo 1).

Kuyucuk difiizyon yéntemi sonrasinda olusan zon ¢ap-
lar1 219 mm ise duyarly, 13-18 mm arasinda ise doza bagh
duyarh, £12 mm ise direngli olarak degerlendirilmistir (5).
Bu kriterlere gore test edilen 35 Candida sugunun terbinafi-
ne 6’s1 doza bagl duyarl, 29'u duyarh; amfoterisin B’ye 7’si
direncli, 4’ii doza bagh duyarlt, 24°{i duyarly; ketokonazole
16”s1 doza bagh duyarly, 19°u duyarly; itrakonazole 17§ di-
rengli, 17’si doza bagh duyarlh, 17°si duyarl;; flukonazole
7’si doza bagli duyardi, 28’1 duyarh bulunmugtur (Tablo 1).

Her iki yontem arasindaki uyumluluk oranlan degerlen-
dixildiginde; terbinafin i¢in % 83, amfoterisin B icin % 88,
ketokonazol igin % 46, itrakonazol i¢in % 94, flukonazol igin
% 94 olarak bulunmustur.



Tabto 1. Duyarlihik testlerinden ¢lde edilen toplam sonuglar ve uyum oranla.

Sonug Terbinafin Amfoterisin B Ketokonazol Itrakonazol Flukonazol
Mik. Dif. Mik. Dif. Mik. Dif, Mik. Dif. Mik, Dif,
Duyarlt 34 29 28 24 35 19 i5 17 32 28
Doza bagls duyark - 6 - 4 - 16 19 17 3 7
Direngli 1 T 7 - - 1 i - -
Uyum % 83 % 88 % 46 % 94 % 94

Mik: Mikrodiliisyon yontemi, Dif: Difiizyon yontemi ile ahinan sonuglar

NCCLS ytntemi referans alinarak kuyucuk diftizyon
yontemi igin ¢ok bilyiik hata (direngli susun duyarl butun-
mast), biiyiik hata (duyarlt sugun direngli bulunmasi) ve kii-
¢lik hata (herhangi bir yéntemle doza bagli duyarh bulunan
susun differ yontemle duyarh veya direncli bulunmasi) oran-

lar1 saptanmugtir (15). Buna gore sadece kiigltk hata olmak
lizere flukonazol i¢in % 6, itrakonazol igin %6, ketokonazol
igin % 46, amfoterisin B igin % 12, terbinafin i¢in % 17 ha-
ta oranlart hesaplannigtir (Tablo 2).

Tablo 2. Sonuglarin duyarks, doza bagl duyarh ve direngli olma durumlan géz Sntine alindifinda saptanan

gok biyiik, biiyiik ve kiiglik hata oranlar,

Antifungal ajan Cok biiyiik hata Biiyiik hata - ‘Kiigiik hata
(%) (%) n{%)

Flukonazol - - 2(6)

Itrakonazol - - 2 (6)

Ketokonazol - - 16 (46)

Amfoterisin B - - 4 (12)

Terbinafin - - 6 (17

TARTISMA

Kuyucuk difiizyon ybntemi disk difiizyon gibi kolay uy-
gulanabilen difiizyon temeline dayali bir yontemdir (4).
Ozellikle geleneksel olarak kullamlan bitkisel ilaclarin anti-
mikrobiyal aktivitelerinin aragtinlmasinda veya topikal ajan-
larin test edilmelerinde kullanilagelmistir (2,3,13,14). Keto-
konazol igin elde edilen % 46’hik kiigiik hata hari¢ tutulursa,
difer ilaglar i¢in % 83 ile % 94 arasinda tam uyumlu sonug
verdifi gdsterilmistir. Bu nedenle ve pratik olusu nedeniyle

denenebilecedi diigiiniilmektedir. Ancak ¢alisma kapsamin-

daki sug sayisimn kisith olmasi ve C.albicans disi sus sayi-
mizin azlift nedeniyle, elde ettifimiz sonuglar degerlendiri-
lirken bu ¢alismanin bir 6n caligma oldufu akilda tutulmah-
dir. Yapilan benzer bir ¢alismada flukonazoliin mayalara et-
kinliginin belirlenmesinde, kuyucuk difiizyon yintemi, disk
diftizyon yontemi ve NCCLS mikrodiliisyon yontemi karsi-
lagtiriimig ve benzer sonuglar elde edilmistir (6).

Azol grubu antifungal ilaglara duyarhlik testlerinin uy-
gulanmast sirasinda en sik kargilasilan sorun, bu ilaglarm
fungustatik olmalan nedeniyle sonuglarin okunmasi srasin-
da tutarsizhk goriilmesidir (9). Bu nedenle yiksek oranda
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doza bagl duyarlibk elde edilmektedir. Cahsmamizda da
dzellikle itrakonazol igin mikrodiliisyon yontemi ile elde edi-
len doza bagli duyarlilik sonuglar: yiiksektir (Tablo 1). Kuyu-
cuk difiizyen yonteminde doza bagh duyashilik siun olarak
13-18 mm kullamlmistir, Ketokonazol ve itrakonazoliin ku-
yucuk difilzyon ydntemi ile elde edilen duyarlihk sonuclarin-
da bu sinwrin i¢inde kalan sug sayisi da oldukga yiiksektir, Ay-
n1 gruptan bagka bir azol olan flukonazol ile ise daha net du-
yarlilik sonuglan elde edilmigtie. Bu sonuglara gisre azol gru-
bu itaglardan ketokonazol ve itrakonazol ile yapilan duyarli-
lik testlerinde doza bagh dayarlilik oranlarimin yiiksek olabi-
lecegi akilda tutulmalidir,

NCCLS doékiimanlarinda ketokonazol ve amfoterisin B
igin sadece direnglilik sinin bildirilmektedir. Bu nedenle so-
nuglar kargilagtmldigimda ketokonazol igin kuyucuk difiizyo-
nu ile doza bagl duyarhbik elde edilen 16 susun mikrodiliis-
yon yintemi ile tamanu duyarh olarak deferlendirilmelidir.
Dotayisi ile bu ilag igin kiiglik hata oram digerlerine gire ¢ok
yiksek {% 46) bulunmustur. Amfoterisin B igin mikrodiliis-
yon ile doza bagh duyarhlik sonucu bulunmamasi nedeniyle



degerlendirmede ayn problem yasanmanustir.,

Terbinafin icin NCCLS dékiimanlarinda herhangi bir
oneri bulunmamaktadir. Bu alilamin grubu antifungal igin ge-
gitli yayinlarda bildirilen direng sinm olarak >8 pg/mi kulla-
nilmugtir (12).

Caligmamiz sonuglarina gore, kuyucuk difiizyon yonte-
mi ketokonazol harig test edilen biitiin antifungaller igin re-

ferans yontem ile uyumlu sonuglar vermistir. Referans yon-
temlerin her zaman standardize edilmig yonternler olduklar
gdzden kaguilmadan, bu difiizyon temeline dayalr pratik
ydnternin daha genis serilerde ve kargtlagtirmali ¢aligmalarla
degerlendirilerek, giivenilirlifinin ortaya ¢ikarilmasi igin ge-
lecekte yeni ¢ahigmalara ihtiyag vardir.
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