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MAYA SUSLARININ ANTIFUNGAL MADDELERE
DUYARLIGI

Meltem UZUN, Giilsen AKTAN
OZET

Cesitli klinik drneklerinden infeksiyon etkeni olarak izole edilen Candidu
(n=52), Torulopsis ve Trichosporon (n1=28) cinslerine ait olmak iizere toplam 80
maya susunun antifungal maddelere duyarlikiar m}krodilusyon yontemi ile MIK
degerleri saplanamk aragtinimgtir.

Suslarin % 50 veya daha fazlasina karg: yuksek MIK degeri swp[anan antifungal
maddeler Candida spp. i¢in bifonazol, ketokonazol, nistatin, oksikonazol, pimarisin
ve tolnaftat; diger maya cinsleri i¢in bifonazol, isokonazol, ketokonazol, nistatin,
oksikonazol ve tolnaftat olarak belirtenmigtir.

SUMMARY

Sisceptibility of yeast strains to antifungal agents.

Susceptibility of 80 yeast strains- (Candida spp. n=32, Torulopsis spp. and
Trichosporon spp. n=28) isolated from various clinical specimens as infection
agents to antifungal agents were investigated by microdilution method where MIC
values were determined.

The antifungal agents with high MIC values were determined as bifonazole,
ketoconazole, nystafin, oxiconazole, pimaricin and tolnaftate with Candida spp.,
and bi['onamie_,‘ isoconazole, ketoconazole, nystatin, oxiconazole and tolnaftate
with the other yeasl species.

GIRIS

Son ﬁllarda gesitli hazirlayrer faktorler nedeni ile I"u‘Sﬁtgl mantar infeksiyonlar
daha sik olarak ortaya ¢ikmakta, izolasyon ve idantifikasyon ydntemlerinin
gelistirilmesine baghi olarak tanis1 kolaylikla yapilabilmektedir. Cogunlukla
sistemik infeksiyonlar seklinde ortaya ¢ikan firsatgr mantar infeksiyonlarsnin
tedavisi de bu artisa bagl olarak daha sik giindeme gelmekte, kullamifan antifungal
maddelere kargt direng olusabilmekte ve yeni antifungallere gereksinim
duyulmaktadir (3, 4, 6, 9, 10, 13, 16, 18). '

Yukarida belirtilen nedenlere bagli olarak infeksiyon etkeni olan mantar
suslarinin antifungal maddelere duyarlifini ortaya ¢tkarmayr amaclayan dencyler
daha sik olarak uygulanmaktadir. Antifungal maddelerin in-vitro ve in-vivo
etkinliklerinin belirlenmesi, deney kosullarinda standardizasyon sorunu, mantar
hastaliklarinin  tantsindaki gligliikler, tedaviye yanitin cok kolay olarak
belirlenememesi ve tedaviye bagh olarak sekonder direng gelismesi nedenleriyle

fstanbul Tip Fakiiltesi, Mikrobiyolaji ve Klinik Miksobiyalojil Anabiim Dali, Mikoloji Bilim Dali, Capa, Istansul.
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her zaman kolayhkla yapilamamaktadir. Standardizasyon sorununu ortadan
kaldirmak amaciyla yogun caligmalar yirlitilmesine rafmen hentiz tam olarak
basar1 saflanamarmugtir. Laboratuvarlann genel kurallar iginde kendi standart
kogullanm olugturmalan Onerilmektedir. Cesitli merkezlerden alinacak sonuclar ve
dneriler dogrultusunda standardizasyon sorunu ortadan kalkmig olacaktir (2, 5, 8,
10, 17, 19, 20, 22).

GEREC VE YONTEM

Bu ¢aligmada kan, idrar, balgam, bogaz salgisi, vagina salgisi ve cerahatten
infeksiyon etkeni olarak en sik izole edilen Candida spp. (n=52) ve digei"maya'
suglarinin (Torulopsis spp., Trichosporon spp.}) (n=28) cesitli antifungal maddelere
duyarli®1 mikrodillisyon yontemiyle aragtirinusgtir,

Yéntemin vygunlugunun koatrol edilmesi amaciyla C.albicans ATCC 10231,
C.tropicalis CBS 94 ve T.glabrara LSHTM 3240 standart suglar ile &n deneyler
yapalmis ve uygun sonuglar alindiktan sonra ¢aligmaya baglanmagtir,

Maya suglarnnin hazirlanmass:

Glikozlu Sabouraud besiyerinde iiretilen 24 saatlik kaltiirlerle g¢aligiimis,
suglarin bulanikhik ayarrmn yapiimasinda spektrofotometrik ydntem kullamlmistir.
Bu iglem ig¢in sugtanin % 0.85 tuzlu suda siispansiyonu yapildiktan sonra 530 im'de
% 95 transmittans degeri elde edilmistir.

_Antifungal maddelerin hazirlanmasr:

Antifungal maddelerin DMSO'de 400 },Lghﬁl'lik stok soliisyonlarn hazirlasinus,
deney uygulanacaginda bu stok soliisyondan 1/1 oraninda steril damitik su ile
sulandirim yapilarak konsantrasyon 200 pg/ml'ye diisiirilmiigtir.

Deneyde tiilm antifungal maddeler igin 50-0.04 pg/mi arasinda 11 dildsyon
kullamlrmigtar.

Mikrodiliisyon deneyinin uygulanmas:

Deneyin bundan sonraki asamalarn steri] ortamda gergekdestirilmigtir.

Steril, 96 ¢ukurlu-U tipi mikropleytlerin ve besiyeri olarak Yeast Nitrogen Base
(YNB, Difco)in kullanisldigi dcneyde toplam 210 pl'lik besiyeri+antifungal
maddlé+maya siispansiyonu ile calisilmistir. Baslangicta 200 pg/mi'lik antifungal
madde- konsantrasyonu 50 pg/mml'ye disiriilmils ve bu iglem igin seri dillisyon
uygulanmigstir (Deneye 10 pl halinde ilave edilen maya siispansiyonunun
konsantrasyon saptanmasinda ihmal edilebilir bir miktar olduBu ¢esitli yayinlarda
belirtilmektedir). .

Deney tamamlandiktan sonra mikropleytierin yiizeyine steril cam plaklar
yerfesgtiritmis ve hava almamalar igin selofan band ile kapatilmssur. 37°C'de 48
saal inkiibe edilen mikropleytlerde iiremenin gdzle gbriilmedigi en kiiglik diliisyon
MIK degeri olarak belirlenmistir (1, 2, 5, 7, 8, 11, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,
2.

Antifungal maddeler ile elde edilen MIK veya MFK degerleri ile bu maddelerin
vicut diizeyleri karstlagtirilarak breakpoint degerleri elde edilir. Tum antifungal
maddeler i¢in breakpoint degerleri heniiz scotanamamistir. Maya infeksiyonlarinda
kullanilabilecek breakpoint degerleri 5-fluorositozin, amfoterisin B ve mikonazol
icin saptanmis olup 5-12.5 pg/ml arasinda degismekiedir (12, 13, 20, 21).
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Antifungal maddeler igin belirlenmis olan bu breakpoint degerleri gdzénine
ahnarak ¢aligmamizda clde edilen MIK degerleri <6.25 ve >12.5 pg/ml seklinde iki
grup iginde degerlendirilmistir.

BULGULAR

Caligmada kullandan maya suglari ile alinan MIK degerleri direngli ve duyarli
olarak yorumlanabilecek iki grup iginde degertendiritmistic, Buna gére, suslarin
%50 veya daha fazlast i¢in yiiksek MIK degeri veren antifungal maddeler Candida
spp. igin bifonazol, ketokonazol, nistatin, oksikonrazol, pimarisin ve tolnaftat;
Torulopsis spp. ve Trichosporon spp. igin bifonazol, ketokonazol, nistatin ve
tolnaftat olarak belirlenmistir (Tablo).

Tablo. Maya suslarmin antifungal maddelere duy.arllgl.__

Candida spp. Torulepsis spp.+Trichosporon spp.

(n=52) (n= 28) _

Antifungal madde

2125 <6.25 >125 <6.25
| Y n %o n %o n %o
Bifonazol 32 62 20 38 20 71 & 29
Isokonazol 14 | 27 34 73 21 75 7 25
Ketokonazol 33 63 19 37 21 75 7 25
Klotrimazol 17 33 35 67 11 39 17 71
Mikonazol T 1% 29 37 71 5. 18 23 72
Nistatin 42 81 10 19 22 79 6 21
Oksikonazol 36 69 16 31 14 50 14 50
Pimarisin 34 ... 65 18 35 13 46 15 54
Sulkonazol 16 31 36 69 13 46 15 54
Tiyokonazol : 13 25 39 75 12 43 16 77
Tolnaftat - 50 96 2 4 25 89 30011

TARTISMA

N

Antibiyotik duyarlik deneyi yontemlerinde kaydedilen tiim gelismelere kargin
in-vitro dehey sonuglarina wyularak yapilan her tedavi protokolii mutlak bagar ile
sonu¢lanmamaktadir. Diger deyigle antibiyotiklerin in-vitro ve in-vivo kosullarda
mikroorganizmalara kargt etkisi tiimiiyle paralellik gistermemektedir. Bu durumun
nedenleri, in-vitro kosullardaki standardizasyon piiclitkleri ve tedavi uygulanan
bireylere bagl degfisken faktérler olmak lizere iki yéndiir.

In-vitro kosullardaki standardizasyon giiglikleri antifungal maaddelerle yapilan
duyarlik deneylerinde ¢ok daha bilyiik boyutlarda ortaya ¢ikmaktadir.

Buyyonda dilt,yon, agar dilisyonu ve agar difiizyonu geklinde uygulanabilen
antifungal madde duyarhik deneylerinde ortaya ¢ikan giigliikler ii¢ ana ba§hk altinda
toplanabilir:

1. Mantarlarla ilgili : Morfolojik degiskenlikler; yavasg iireme, g:ahs;ma riski,

kontaminasyon.,

2. Deneylerle ilgili : Inokulum yogunlugu; besiveri icerigi ve pH; inkiibasyon

siiresi; inkiibasyon 1sis1, etkinlifin degerlendiriimesi.

3. Tlagla ilgili 1 Coziinebilirlik; kimyasal stabilite.
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Yukarida belirtilen faktdrlerin antifungal maddelere duyarltk deneylerine etkisi
konusunda ¢ok sayida gahigina bulupmaktadir. Ozellikle kullanilan hesiveri, pH ve
inokulum yogunlugunun etkisi konusunda yapilan aragtirmalar cofunluktadir (8, 15,
I8, 20, 21).

Kyle ve ark (14) SCH 39304 ve flukonazoliin etkisini 102, 103, 104 ve 105/
ml'lik maya siispansiyoniari ife aragtirmiglardir. C.albicans CI17 susu igin (04 mi
yogunlukta 0.63 pg/mi, 105/ml yogunlukta ise 40 pg/ml'lik MIK degierteri elde
etmislerdir. Bir bagka sug (C.albicans ATCC 64546) ile 104ml'lik siispansiyon ile
10 pg/ml, 10%/ml'lik yogunlukta ise 5 pg/mlP'lik MIK degeri bulmuslacdir.
Flukonazol ile C.albicans CI7'nin 10%ml'lik siispansiyoau 0.5 pg/ml, -10°/ml'tik
siispansiyonu ise >256 pg/mt MIK degeri vermistir. Caligmanin flukonazol ile elde
edilen tiim sonuglan degerlendirildiginde 102-10%/ml yojunlukta siispansiyonlarla
yapilan deney serilerinde 4->512 kat defisken MIK degerleri belirlenmigtir. SCH
39304'iin denendifi ortamlarin asiditesi yikseldikge maya suglaninin duyarhginin
azaldij saptanmstir. Aymi gahismada besiyeri igerigi, tampon sivi ve inkilbasyon
151 farkliliklarinda MIK sonuglan incelenmis ve 4-64 kat defisken defferler elde
edilmigtir. 30°C, 35°C, 37°C'lerde yiiriitiilen deney sonuglarinin ise iki kat
depiskenlik gosterdigi belirtilmistir (14}

Galgiani (8)'nin- yayinladifs bir ¢alismada, Calhoun ve arkqdag,!armm bir
Candida albicans susunu yedi ayri laboratuvara dagittift belirtitmis ve bu
calismada amfolerisin B ve flusitozinin bu susa etkinligi giinde 1ki kez tekrarlar
seklinde birka¢ gin iist iste ve belirli periyodlarla denetilmistir. Laboratuvarlardan
farkl: saat ve giinlerde alinan M{K sonuglarn kendi iginde kargilagtinldifinda % 95
uyumluluk saptanmistir. Ancak laboratuvarlar kargilagtirdiginda nemii fakliliklar
belirlenmig, bu farkliligin amfoterisin B igin 8-32 kat, flusitozin i¢in 32-512 kat

kadar. oldugu saptanmistiy.

National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) tarafindan
1982'de olugturulan "Antifungal Duyarlik Deneyleri” alt komitesi yukaridaki gibi
defisken sonug veren cahigmalari ve ayrica in-vitro ve in-vivo etkinlik
uyurmsuzluklarin gézoniinde bulundurarak asagidaki onerileri getirmistir:

l. Heniz genisg anlamda standardizasyon saglanamadifindan simdilik
laboratuvarlar kendileri i¢in bir standart olusturmali ve sonuglar ayni
sekilde degerlendirilmelidir. : _

2. Standart olmayan ydntemlerle elde edilen 30nngla: dejferli kabul
edilmemelidir. N _ _

3. MiK-ilag farmakokinetigi ile h'mr!fmmls,. bir "terapotik iﬁdeks"e gcreksinim

vardir,

4. Sonuglar yayinlanirken yorumlamayi koidylﬂ§t1rmak dmac1y1a gereg ve
yontem ayrintils olarak bildirilmelidir.

5. 1ilag sulandirimlan genis bir yelpaze olugturmalidir.

6. Sonuclar miimkiin oldugunca deney hayvami serileri ile hlrilktb
degerlendirilmelidir. .

Bu ¢aligmada Jaboratuvarimzda izole edilen maya suglarinin antifungal

maddelere duyarligimin  saptandifi ilk ddnem sonuglar:  bildirilmigtir.
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Laboratuvarimizda duyarhik ¢aligmalan siirdiiriilmektedir. Elde edilecek bulgular,
onceki sonuglarla karsilastimlarak laboratuvar igi standardizasyonu konusunda
asama saglanmig olacak, ayrica bu sonuglara gére yiiriitilecek klinik ¢aligmalaria
in-vitro/in-vivo etkinlik konusunda yorum yapilabilecektir.
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