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FLUKONAZOLUN SUBINHIBITOR KONSANTRASYONLARININ CANDIDA

ALBICANS’IN BAZI VIRULANS FAKTORLERI UZERINDEKI ETKIiSI*

Aydan OZKUTUK, Yavuz DOGAN, Sevin KIRDAR, Cem ERGON, Nuran YULUG

OZET

Candida albicans tiim diinyada invaziv infeksiyonlara neden olmaktadir. Bu infeksiyonlarn artmas: ile
beraber siklikla kullanilan azol grubu antifungal ajanlara karg: bir direng sorunu da ortaya ¢ikmaktadir. Ca-
Iigmamizda flukonazolun subinhibitér konsantrasyonlarinda C.albicans’in bazi virulans faktérlerinde (fosfo-
lipaz aktivitesi, germ tiip olusturma ve konak epitel hiicresine aderans) bir degisim olup olmadig1 aragtiril-
mustir. Bu amagla 2’si flukonazole duyarli-S (MIK degerleri 2 ve 8 pg/ml), 2’si doza bagimli duyarli-D (MIK
degerleri 16 pg/ml) ve 2°si de direngli-R (MIK degerleri 64 pg/ml) olmak iizere 6 C.albicans susu galisma-
ya alinmustir. Suslarda fosfolipaz aktivitesi, germ tiip olugturma ve agiz epitel hiicresine aderans tzellikleri
baglangigta ve flukonazolun dort subinhibitor konsantrasyonunda (1/2, 1/4, 1/8, 1/16xMIK) degerlendirilmis-
tir. Sonug olarak flukonazolun subinhibitdr konsantrasyonlarinda suglarin germ tiip olusturma aktivitesinin
kayboldugu ve C.albicans’in agiz epitel hiicrelerine aderansinda azalma olugtugu saptanmistir. Aderanstaki
azalma ile sus direng oranlar arasinda anlaml bir iligki gdzlenmemistir. Fosfolipaz aktivitesi subinhibitér
konsantrasyonlarda da devam etmis ve genel olarak artma egilimi gostermistir,
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SUMMARY
Effect of subinhibitory concentrations of fluconazole on some virulence factors of Candida albicans.

Candida albicans causes invasive infections all of the world. The increase in these infections brings the
problem of resistance to the frequently used azole group of antifungal agents. We investigated whether there
was any change in some C.albicans virulence factors (phospholipase activity, germ tube formation and ad-
herence to host epithelial cell) when subinhibitory concentrations of fluconazole were used. For this purpo-
se we studied a total of six C.albicans strains, two sensitive to fluconazole (S) (minimum inhibitory concent-
ration values of 2 and 8 pg/ml), two dose-dependent sensitive (D) (MIC value of 16 pg/ml) and two resistant
(R) (MIC value 64 pg/ml). This virulence factors of the strains were studied at the beginning of the study and
at four subinhibitory concentrations of fluconazole (1/2, 1/4, 1/8, 1/16xMIC). It was found that when subin-
hibitory concentrations of fluconazole are used the germ tube formation activity of the strains disappears and
adherence of C.albicans to buccal epithelial cells decreases. However there was no significant relation bet-
ween decrease in adherence and resistance level of strains. The phospholipase activity continued at subinhi-
bitory concentrations and generally there was a tendency to increase.

Key words: SubMIC, Candida albicans, fluconazole, virulence

GIRIS

C.albicans insan normal deri ve mukozalarinda bulunan
{usatgr bir mantar tiirtidiir, Ozellikle bagisik yaniti baskilan-
mis hasta gruplarinda hayati tehdit eden, ciddi, invaziv infek-
siyonlara yol agmaktadir (8,14). Invaziv kandidozlarin ortaya
¢ikiginda konak immun yaniti ile birlikte Candida’lara ait vi-
rulans faktorleri de rol oynamaktadir. Bu virulans faktorleri;
aderans, germ tiip olugturma, slime tiretimi, endotoksin ben-

zeri aktivite, hiicre membran: yapisinda bulunan mannan an-
tijeni, konak hiicreleri yapisina molekiiler benzeme, sidero-
forlar1 kullanabilme yetenegi, proteinaz, hiyaliironidaz ve
fosfolipaz enzimleridir (3,13).

Fungal infeksiyonlarin sagaltiminda etkili dozun belir-
lenmesi igin bakteriyel infeksiyonlarda oldugu gibi ilacin mi-
nimum inhibe edici konsantrasyon (MIK) degerleri kullanil-

* Candida Mikrobiyolojisi ve Infeksiyonlar Simpozyumunda sunulmustur (21-22 Haziran 2002, Eskisehir).
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maktadir. Ancak ilacin etkisini sadece MIK degerleri tizerin-
den degerlendirmek yeterli degildir. Mevcut etki ilacin far-
makokinetik, farmakodinamik 6zellikleri, mikroorganizma-
nin virulans faktorleri ve konagmn immun yanit1 ile bir arada
sekillenmektedir. Bakteriler (izerinde bu konuda cesitli ¢alig-
malar yapilmistir. Antibiyotiklerin MIK altndaki degerlerde
(subinhibitér konsantrasyonlar) de bakterilerin liremesi ve
virulansina etkili oldugu bildirilmektedir (12). Ancak man-

tarlar tizerinde yapilan ¢aligmalar simirlidir. Invaziv fungal in-
feksiyonlarin sagaltimda azol grubu antifungal ajanlar sik
olarak kullanilmaktadur.

Caligmamizda sik kullanilan azol tiirevlerinden flukona-
zolun subinhibitér konsantrasyonlarinda C.albicans’in bazi
virulans faktorlerinde (fosfolipaz aktivitesi, germ tiip olugtur-
ma ve konak epitel hiicresine aderans) bir degisim olup ol-
madiginin aragtirilmas: amaclanmistir.

GEREC VE YONTEM

Mikroorganizmalar: Caligmamizda 2’si flukonazole
duyarli-S (MIK degerleri 2 ve 8 ug/ml), 2’si doza bagimh du-
yarli-D (MIK degerleri 16 pg/ml) ve 2’si de direngli-R (MIK
degerleri 64 pg/ml) olmak tizere 6 C.albicans sugu inceleme-
ye alinmigtir,

Antifungal duyarhlik testi: Alt: klinik izolatin flukona-
zole (Pfizer, Tiirkiye) duyarliliklart NCCLS M 27-A belgesi-
ne gore sivi mikrodiliisyon yontemi ile ¢aligiimis ve kontrol
amaci ile C.albicans ATCC 90028 susu kullanilmigtir (10).

Flukonazolun subminimal inhibe edici konsantrasyonla-
rindaki etkisini gdzlemek icin énce her sugun fosfolipaz akti-
vitesi, germ tiip olugturma ve konak epitel hiicresine aderans
ozelligi araghnlmusg, daha sonra da subinhibitér konsantras-
yonlarda ayni virulans faktorleri tekrar degerlendirilmistir.
Subinhibitér konsantrasyon degerleri olarak susun saptanan
minimal inhibe edici konsantrasyon degeri ve altindaki dort
konsantrasyon degeri almmustir (1/2, 1/4, 1/8, 1/16 x MIK).

Fosfolipaz aktivitesinin saptanmasi: Yontem olarak
Samaranayake ve ark. (11)’nin metodu uygulanmigtir. Yu-
murta sarili agar hazirlamak igin 6nce 184 ml distile su ige-
risinde 13.0 g SDA, 11.7 g NaCl ve 0.111 g CaCl, igeren ka-
risim hazirlanarak otoklavlanmistir. Yumurta sarist 500 g’de
on dakika santrifiije edilmis, 20 ml siipernatant sterilize edil-
mis olan karisima eklenmisgtir. Klinik 6rneklerden daha dnce
izole edilmig olan 6 C.albicans sugu SDA besiyerine pasajla-
narak, 35-37°C’de inkiibe edilmis, ireyen kolonilerden, Tho-
ma laminda sayim yaparak steril serum fizyolojik soliisyo-
nunda mililitrede 107 maya olacak sekilde siispansiyonlar ha-
zirlanmugtir. Bu siispansiyonlardan onar mikrolitre alinarak

yumurta saril agar yiizeyine inokiile edilmistir. Oda 1s1sinda
yiizey kuruduktan sonra plaklar 37°C’de 48 saat inkiibe edil-
mistir. Inkiibasyon siiresi sonunda, koloni ¢apinin koloni et-
rafindaki presipitasyon zonunun olusturdugu toplam ¢apa
boliinmesi ile presipitasyon aktivitesini gosteren Pz deZeri
hesaplanmigtir. Pz degeri 1.00’¢ esit olan suglar fosfolipaz
olumsuz olarak degerlendirilirken Pz degeri 1.00’den kiigiik
olanlar ise olumlu olarak degerlendirilmistir (11).

Germ tiip testi: SDA’daki 24 saatlik saf kiiltiirden ali-
nan koloniler her biri 0.5 ml serum iceren tiiplerde siispanse
edilmistir. Tiipler 37°C’de 3 saati gegcmeyecek sekilde inkiibe
edilmis ve siirenin sonunda stispansiyonlardan alinan 1-2
damla 6rnek lam-lamel arasi 1sik mikroskobunda incelen-
migtir. Mayadan disa dogru uzanan, eni maya hiicresinin
1/2’si ve boyu hiicrenin 3-4 kati olan olusumlar germ (ip
olumlu olarak degerlendirilmistir.

Aderans testi: Iki goniillii kisinin yanak mukozas: ste-
ril ekiivyonla kazinarak epitel hiicreleri steril tiipte toplanmig
ve PBS ile siispanse edilip ii¢ kez yikandiktan sonra mililit-
rede 105 olacak sekilde ayarlanmugtir. SDA’daki 24 saatlik saf
kiiltiirdeki maya kolonilerinden alinarak PBS’te siispanse
edilip ii¢ kez yikanmigtir. Daha sonra maya siispansiyonu
107/ml’ye ayarlanmigtir, Maya hiicreleri ve epitel hiicreleri
1’er ml plastik tiiplere konulup 37°C’ de shaker inkiibatdrde
| saat bekletilmigtir. Stirenin sonunda her tiipten lamlar {ize-
rine 1 damla siispansiyondan damlatilmig ve kurutulduktan
sonra kristal viyole boyasi ile boyanmistir. Aderans oranin
belirlemek igin maya hiicrelerinin yapigtig1 epitel hiicrelerin-
den toplam 100 tanesi sayilmustir (7).

BULGULAR

Calismamizda agiz epitel hiicrelerine tutunmada genel
olarak bir azalma saptanmigtir. Azalmanmn 1/2 ile 1/16 subin-
hibitér konsantrasyonlari arasinda suglara gore degistigi go-
riilmiigtiir. S1 sugunda 1/8 subinhibitér konsantrasyonuna, 52
ve R1 suglarinda 1/16 ve DI susunda ise 1/4 subinhibitor
konsantrasyonlarina kadar azalmanin siirdiigii gozlenmigtir.
Suglarin flukonazole direnci ile aderanstaki azalma arasinda
anlaml bir iligki saptanmamugtir, Subinhibitér konsantras-
yonlarda C.albicans suglarmin agiz epitel hiicrelerine adez-
yon oranlart sekil 1’de izlenmektedir.

Suslarin fosfolipaz aktivitesi S1 susu diginda genel ola-
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rak artma gostermistir. S1 sugunda 1/16’ya dek aktivite azal-
mus, 1/16 subinhibitor konsantrasyonda artmugtir. Diger sus-
larda fosfolipaz aktivite artigi dzellikle 1/2 subinhibitor kon-
santrasyonunda en yiiksek olup, suslar arasinda farkliliklar
gostermekte ve siklikla 1/8 x MIK’a kadar siirmektedir. An-
cak fosfolipaz aktivitesindeki bu degisim ile diger virulans
faktorleri ve susun direnci arasinda istatistiksel olarak anlam-
I bir iligki bulunmamstir. Flukonazolun subMIK degerlerin-
de fosfolipaz aktivite varlif1 sekil 2’de gosterilmektedir.

Germ tiip olusumu ise tiim subinhibitdr konsantrasyon-
larda inhibe olmustur.
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Sekil 1. SubMIK degerlerinde C.albicans suglarinin agiz epitel hiicrelerine tutunma oranlari.
|
0.6
0.5
0.4 ;
G- |
wfyeeS-2 |
5 === |
c/ D2 |
R
e 3.0
0.2 A V i
0.1
0 T 0 T T
Kontrol 1/2 MIK 1/4 MIK 1/8 MK 1/16 MiK

Sekil 2. Flukonazolun subMIK degerlerinde fosfolipaz aktivite varhgs (fosfolipaz aktivitesi 1-Pz
degerine doniistiiriilerek sekilde gosterilmistir),
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TARTISMA

Son yillarda bagta Candida’lar olmak {izere fungal in-
feksiyonlarin insidansinda giderek artig goriilmektedir. Bu
durum AIDS pandemisi, genig spektrumlu antibakteriyel
ajanlarin kullanimi ve bagisiklifn baskilanmig hasta sayisin-
daki artig gibi birgok faktorle iligkilidir (6). Konak immun
yamtinda zayiflamaya neden olan bu faktorler yaninda fun-
gal virulans faktérleri de infeksiyonlann patogenezinde rol
oynamaktadir. C.albicans’a ait virulans faktérleri icinde ko-
nak epitel hiicrelerine aderans, fosfolipaz aktivitesi ve germ
tiip olugturma gibi gesitli 6zellikler bulunmaktadir (3).

Artan infeksiyonlarla birlikte antifungal ilaglar da sagal-
tim ve profilaktik amacli olarak sik¢a kullanilmaya baglan-
mustir. Flukonazol en sik kullanilan antifungal ajanlardan
olup sitokrom p450 enzim sistemini inhibe ederek ve fungal
hiicre membraninda yer alan ergosterol sentezini engelleye-
rek etki gostermektedir (2). Sagaltimda genel yaklagim ilgili
mikroorganizmayi inhibe edecek minimum antibiyotik kon-
santrasyonunun (MIK) belirlenmesi ve sagaltim dozlarinin
buna gére ayarlanmasi temeline dayanmaktadir. Ancak ko-
nak, mikroorganizma ve ila¢ arasinda daha karmagik bir ilig-
ki bulunmaktadir. MIK degeri altindaki konsantrasyonlarda
da ilacin mikroorganizma tizerinde cesitli etkileri olmaktadir.

[lacin subinhibitér konsantrasyonlarinin mikroorganiz-
malarin tiremesine, morfolojisine, hiicrelere adezyonuna ve
virulans faktorleri iizerine etkili oldugunu bildiren birgok ¢a-
lisma meveuttur (9,12). Bazi arastirmacilar C.albicans’in
agiz epitel hiicresine adezyonu ile fosfolipaz aktivitesi ara-
sinda korelasyon bildirmekle birlikte (1), bir hayvan ¢alisma-
sinda diisiik fosfolipaz aktivitesinde gastrointestinal hiicrele-
re adezyonda artma gdsterilmistir (4). Yine bazi ¢alismalarda
antifungal ilaca maruziyet ile virulans faktorlerinden bazila-
rindaki degisim aragtirildiginda adezyonda azalma siklikla

goriilmiig, ancak fosfolipaz aktivitesinde degiskenlikler goz-
lenmistir (5,15).

Caligmamizda flukonazolun subinhibitér konsantras-
yonlarinda C.albicans’in bazi virulans faktorlerindeki degi-
siklikler ve bu degisikliklerin sug direnci ile baglantili olup
olmadip1 aragtnldiinda; agiz epitel hiicrelerine aderansda
genel olarak bir azalma gdzlenmistir. Bu azalmanin Candida
hiicre membranindaki bozulmaya bagli olarak mevcut ade-

_zinlerin de bozulmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmek-

tedir. Ancak aderanstaki azalma ile flukonazole diren¢ ara-
sinda anlaml bir iliski gdzlenmemistir. Suslarin fosfolipaz
aktivitesi S1 susu diginda genel olarak artma gostermistir. S1
susunda 1/16’ya dek aktivite azalmug, 1/16 subinhibitor kon-
santrasyonda artmustir. Diger suglarda ise 1/2xMIK’den itiba-
ren aktivitede artig goriilmiistiir. Ancak yine sus direnci ile
fosfolipaz aktivitesi arasinda anlaml bir iligki saptanmamuis-
tir. Flukonazolun subinhibitér konsantrasyonlarinda suglarin
germ tiip olusturma aktivitesi de kaybolmustur.

Sonug olarak flukonazolun diisiik dozlar ile temas du-
rumunda C.albicans’in epitel hiicrelerine tutunma giiciiniin
zayifladip1, germ tiip olusturma ozelliginin ortadan kaybol-
dugu bununla beraber fosfolipaz aktivitesinin ise indiiklendi-
gi gozlenmistir. Mevcut sonuglar subinhibitér konsantras-
yonlarda C.albicans’in aderans, fosfolipaz aktivitesi ve germ
tiip olusturma faktorleri arasinda bagiml bir iligkiyi destek-
lememistir. Aragtirilan virulans faktorlerinin birbirlerinden
bagimsiz olarak ve suslarin direnci ile ilgili olmaksizin etki
gosterdigi gozlenmistir. Ancak virulans faktrlerinin iligkile-
rinin tam olarak anlagilmasinda hayvan deneyleri ile ve daha
cok sug tizerinde analizlerin yapilmasinin patogenez iizerin-
de daha agiklayici olabilecegi diigiintilmektedir.
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