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Ozet

Amag: Firsatgl ve nozokomiyal infeksiyonlara neden olan, antifun-
gallere direncli kandida turlerinin izolasyonunda son vyillarda belir-
gin bicimde artis olmasi, bu infeksiyonlardan izole edilen kandida
suglarinin tur dlzeyinde tanimlanmasini ve antifungallere duyarlilik
testlerinin yapilmasini zorunlu hale getirmistir. Bu ¢alismada kan kdil-
tdrlerinden izole edilen kandidalarin flukonazol ve vorikonazole karsi
duyarliliklarinin saptanmasi amaclanmistir.

Gere¢ ve Yontem: Calismaya dahil edilen kandida suslarinin tdr
dlizeyinde tanimlanmasi icin germ tuip testi, misirunu-tween80 besi-
yerinde Ureme seklinin mikroskobik degerlendiriimesi, CHROM agar-
da kromojenik koloni morfolojilerinin incelenmesi gibi testler yapildi.
Ayrica tani icin APl 20C AUX identifikasyon test kitleri de kullanildi.
Identifikasyon sonunda kan kiilturlerinden izole ettigimiz 88 kandida
susunun 30'u (% 34.1) C. albicans, 26'si (% 29.5) C. tropicalis, 15'i
(% 17.1) C. parapsilosis, 8'i (% 9.1) C. glabrata, 5'i (% 5.7) C. kefyr,
4'4 (% 4.5) C. krusei olarak tanimlandi. ki standart kandida susu (C.
krusei ATCC 6258, C. parapsilosis ATCC 22019) da calismaya dahil
edildi. Tanimlanan kandidalarin triazol grubu antifungallerden fluko-
nazol ve vorikonazole karsi duyarliliklari mikrodiltisyon yontemi ile
arastirildi ve her bir ilag icin MIK araliklari ile MIK 50/90 degerleri
belirlendi. Bu amacla Clinical Laboratory Standards Institute M27-A2
tarafindan &nerilen mikrodiltisyon yéntemi kullanildi.

Bulgular: Flukonazol icin 8 kandida susu doza bagmli duyarl (MIK
degeri 16-32ug/ml), 5 kandida susu ise direncli (MIK degeri 264ug/
ml) olarak tespit edildi. Doza bagimli duyarli suslarin 3'ti C. albicans,
3'U C. tropicalis, 2'si C. glabrata; direncli suslarin ise 1'i C. albicans,
4'( C. krusei olarak saptandi. Kandida sugslarinin tamaminda MIK ara-
liklari, flukonazol igin; 0.125-64 pg/ml, vorikonazol igin ise 0.125-1
pg/ml olarak belirlendi. Calisilan bittin suslarda vorikonazol icin MIK
degerleri =1 pg/ml olarak belirlendi. Flukonazol'e karsi doza bagimli
duyarli ve direncli suslarda da vorikonazol icin dustik MIK degerleri
tespit edildi.

Sonug: Elde edilen distk MIK degerleri géz éniine alindiginda;

vorikonazol'lin flukonazole direncli suslarla olusan infeksiyonlarin te-
davisinde alternatif ilag olarak kullanilabilecedi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Kandida, Antifungal ila¢ direnci, Triazoller, Minimum
inhibit6r konsantrasyon
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Abstract

Objective: In recent years, there has been an increasing trend in
the isolation of candida species that cause opportunistic and noso-
comial infections and are resistant to antifungals, thus, the identi-
fication of candida strains at species-level and the use of antifungal
susceptibility tests have become obligatory. The aim of this study
was investigate the susceptibilities of fluconazole and voriconazole
isolated from blood cultures.

Materials and Methods: Strains included in the study were identi-
fied to the species level by using germ tube test, microscopic evalu-
ation of the growing type on cornmeal-Tween80 medium, and co-
lonial morphology on CHROM agar. Moreover, the APl 20C AUX
identification kits were also used for the identification. Of the strains
tested, 30 (34.1%) were C. albicans; 26 (29.5%) were C.tropicalis;
15(17.1%) were C.parapsilosis; 8 (9.1%) were C.glabrata; 5 (5.7%)
were C.kefyr, and 4 (4.5%) were C. krusei. Two standard candida
species (C. krusei ATCC 6258, C. parapsilosis ATCC 22019) were also
included in the study. The susceptibilities of the identified species to
fluconazole and voriconazole and MIC ranges with MIC 50/90 val-
ues were determined for each agent. Microdilution technique which
was recommended by Clinical Laboratory Standards Institute M27-
A2 was used for this purpose.

Results: Eight candida strains were dose-dependent susceptible
(MIC value 16-32ug/ml);, 5 candida strains were resistant (MIC
value=64ug/ml) to fluconazole. Of dose-dependent susceptible
strains, 3 were C.albicans: 3 were C.tropicalis; 2 were C.glabrata. Of
the resistant strains, one was C.albicans and 4 were C.krusei. MIC
ranges for fluconazole were 0.125-64 ug/ml and for voriconazole,
0.125-1 ug/ml for all the candida strains. MIC values were <1 ug/ml
for voriconazole in all the studied strains. Low MIC values detected
for voriconazole were also dose dependent susceptible and resistant
to fluconazole.

Conclusion: Considering the MIC values, it can be said that vorico-

nazole may also be effective for candida strains and may also be an
alternative for the fluconazole resistant strains.

Keywords: Candida, Antifungal drug resistance, Triazoles. Minimum inhibitory
concentration
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Giris

andida tdrleri dogada yaygin olarak bulunan; cansiz
ylzeylerde, bircok hayvan ve insanlarin deri ve muko-

zalarinda yasayan firsatcl patojenler olup, esas olarak
hastanede yatan immun sistemi zayif hastalarda ytizeyel veya de-
rin mikozlara yol acarlar. Normal florada bulunmalari nedeniyle
bircok klinik érnekte bu tlir mantarlarin Gretilmesi kavram karma-
sasina ve zaman zaman da gereksiz tedavilere neden olmaktadir
11

Florali bélgelerde fizyolojik kosullarin degismesi (deride asiri

terleme, vajende pH degisiklikleri vb.), hormonal denge bozuklu-
Ju, kortikosteroidler gibi immun sistemi baskilayici ilaglarin kulla-
nimi, kanser veya AIDS gibi immun yetmezlige yol acan hastaliklar
kandida infeksiyonlarinin gelisimini kolaylastirir [2-4].
Buyuk cerrahi girisimlerin artmasi, yenidodan ve eriskin yogun
bakim birimlerinde genel durumu bozuk hastalarin daha fazla iz-
lenmesi, genis spektrumlu ve birden fazla antibiyotik kullaniminin
artmasl, yapay protezlerin kullaniminin yayginlasmasi gibi neden-
lerden dolayi fungal infeksiyonlarda bir artis olmus ve firsatgi pa-
tojenler arasinda en énemli yeri mantarlar almistir [5].

Kandida enfeksiyonlarinin tedavisinde sinirli sayida antifun-
gal ajan kullaniimaktadir. Son yillarda antifungallerin profilaksi ve
tedavide sik kullanimlari sonucu, 6zellikle non albicans kandida
tlrlerinde antifungallere direncli kékenlerle olusan infeksiyonlar
artmis ve tedavide zaman zaman sorunlar ortaya ¢ikmaya basla-
mistir [6-8]. Bu sorunlarin dntine gecebilmek ya da en aza indir-
mek icin antifungal duyarlilik testlerinin nemi artmistir.

Calismamizda kan kdiltirlerinden izole edilmis kandidalarin;
triazol grubu antifungallerden flukonazol ve vorikonazole karsi
duyarliiklarinin mikrodiliisyon ydntemiyle saptanmasi amaclan-
mistir.

Gere¢ ve Yontem

Atattirk Universitesi Tip Fakdiltesi Aziziye ve Yakutiye Arastir-
ma Hastaneleri Mikrobiyoloji rutin laboratuvarlarinda kan kduiltur-
lerinden izole edilen 88 kandida susu calisma kapsamina alind.

Primer izolasyon ve identifikasyon:

Rutin laboratuvara kan kdilttird (BACTEC kan kdiltdr sistemi;
Becton Dickinson, Sparks, MD) amaciyla génderilen drneklerden
konvansiyonel mikrobiyolojik ydontemlerle candida tremesi sapta-
nanlardan Sabouraud dextroz agar (SDA)’ a pasajlar yapildi. Ure-
yen maya kolonilerinden gram ve/veya metilen mavisi boyama
yapilarak maya hticresi tanisi dogruland.

Mayalarin tir bazinda identifikasyonu amaciyla ¢imlenme
(germ tlp) olusturma deneyi yapildi. Ayrica klamidospor, blasto-
spor, artrospor, pseudohif ve hif olusturma &zelliginin incelenmesi
amaciyla Misirunu-Tween 80 agar; besiyerlerinde Ureyerek olus-
turduklari koloni renklerinin yardimi ile tanimlamaya gidilmesi
amaclyla CHROM agar kullanildi. Ayrica ¢alismaya alinan susla-
rin tanimlanmasinda APl 20C AUX identifikasyon sistemi (Bio-
Merieux, France) de kullanild.
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Antifungal Duyarhlik Testi:

Test edilecek Antifungal ajanlar’in; flukonazol (Pfizer, Tlir-
kiye), vorikonazol (Pfizer, Pharmaceuticals, New York) saf etken
maddeleri kullanildi. Mikrodilusyon yonteminde besiyeri olarak
RPMI 1640 (L glutaminli) (Sigma Chemical Co, St Louis, Mo, USA)
kullanildi. ilag soltisyonlarindan flukonazol son konsantrasyonu
128-0.125 ug/ml olacak sekilde steril distile su icinde ¢dzlilerek,
vorikonazol son konsantrasyonu 128-0.125 pg/ml olacak sekilde
dimetil stlfoksit icinde ¢ézllerek hazirlandi [9]. Calismaya alinan
kandida kékenlerinin flukonazol ve vorikonazole karsi antifungal
duyarlihdr CLSI kriterlerine gére mikrodillisyon yéntemi ile arastr-
rildi [9].

Sonuclarin degerlendirilmesi:

Flukonazol icin MiK = 8ug/ml duyarli, 16-32 arasi doza ba-
giml duyarli, = 64 direncli olarak degerlendirilmistir [9]. Voriko-
nazol icin kesin olarak tanimlanmis bir MiK direng sinir dederi
bulunmamaktadir [10].

Bulgular

Kan kdilttrlerinden izole edilen 88 kandida susu 30u (% 34.1)
C. albicans, 26'sI (% 29.5) C. tropicalis, 15'i (% 17.1) C. parap-
silosis, 8'i (% 9.1) C. glabrata, 5'i (% 5.7) C. kefyr, 40 ise (%4.5)
C. krusei’ di. iki standart kandida susu (C. krusei ATCC 6258, C.
parapsilosis ATCC 22019) calismaya dahil edildi. identifiye edilen
kandida tdrlerinin dagilimi tablo 1'de gd&sterilmistir.

Galismada duyarliliklari degerlendirilen kandida suslarinin flu-
konazol ve vorikonazol MiK araliklari, MIK50 ve MIK90 degerleri
tablo 1'de g&sterilmistir.

Calisilan standart suslardan C. krusei ATCC 6258'de MiK
degerleri flukonazol icin 64 pg/ml, vorikonazol icin 0.25 pg/ml;
C. parapsilosis ATCC 22019'da MiK degerleri flukonazol icin 1 ug/
ml, vorikonazol i¢in 0.125 pg/ml olarak saptandi.

Duyarlilik testi yapilan kandida tdrlerinin flukonazole karsi
saptanan MiK degerleri tablo 2'de g&sterilmistir.

Vorikonazole icin mikrodillisyon ydntemiyle saptanan MiK

Tablo 1. Candida turlerinin flukonazol ve vorikonazol MIK araliklar, MIKss ve
MIKgy dedierleri

Suslar (n) Antifungal MiKaralgi  MiKs MiKeg
ilaglar (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
. Flukonazol 0.125-64 0.5 16
C.albicans(30)  yorikanazol  0.125-1 0.25 0.5
Flukonazol 0.125-32 0.5 16
C. tropicalis(26)  Vorikonazol 0.125-1 0.25 0.5
c Flukonazol 0.125-4 0.5 1
parasilosis(15) Vorikonazol 0.125-1 0.25 0.5
Flukonazol 0.125-32 0.5 16
C. glabrata(B) Vorikonazol 0.125-1 0.25 1
Flukonazol 0.125-0.5 0.25 0.25
C. kefyn(5) Varikanazol 0.125-0.25 0.125 0.25
Flukonazol 64 64 64
C. krusei(d) Varikonazol 0.25-1 0.25 0.5
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degerleri, C. albicans kokenlerinin; 12'sinde 0.125 ug/ml, 11'inde
0.25 pg/ml, 6'sinda 0.5 pg/ml, 1'inde 1 pg/ml, C. tropicalis
kékenlerinin; 10'unda 0.125 pg/ml, 11'inde 0.25 pg/ml, 3'linde
0.5 pg/ml, 2'sinde 1 pg/ml, diger kékenlerin; 12'sinde 0.125
pg/ml, 12'sinde 0.25 pg/ml, 4’tinde 0.5 ug/ml, 4'tinde 1 ug/ml
olarak saptand.

Tartisma

1970Q’li yillarin sonlarinda o zamana kadar tedavide kullanilan
amfoterisin B ve flusitozine ek olarak intravenéz mikonazol ve
oral ketokonazol tedaviye girmisti. 1980’lerde triazollerin
kullanilmaya baslaniimasi ile sistemik antifungal secenekleri
artmis, guintimtizde bu ajanlara ek olarak yeni triazoller, amfo-
terisin B'nin lipozomal turevleri, ekinokandinler, nikkomisinler,
pradimisin ve analoglari gibi yeni antifungaller de gelistirilmistir.
Tedavi seceneklerinin bu denli genislemis olmasina karsin, anti-
fungal ajanlarin yaygin kullanimti ile, bir veya birka¢ ajana direncli
fungal patojenler ortaya ¢ikmistir [11-14].

Azollerin  etki mekanizmasi lanosteroltin  ergosterole
ddénlstiminden sorumlu olan sitokrom P450°ye bagimli olan
C14 a-demetilazi inhibe etmek yoluyla olur. Bu stire¢ fungal or-
ganizmalar icin gerekli ergosterolu azaltir. Sterol birikmesine fun-
gal hticre metabolizmasi dayanamadiginda etkisini fungustatik
olarak gdsterir [12, 15, 16]. Azollere; tedavi sirasinda, duyarli
susun direncgli sus ile yer degistirmesine veya susta mutasyon
olusturarak yada gecici gen ekspresyonuna neden olmasi sonucu
membranin sterol komponentinde degisiklige bagli ilag girisinin
azalmasi, 14 a-demetilaz enzimini kodlayan ERG 16 geninde
spesifik nokta mutasyonlari, ¢coklu ilag atim pompalari ile ilaglarin
hticre ici konsantrasyonlarinin azalmasi ve uygun olmayan klinik
kullanim nedeniyle direng gelisebilmektedir [16-18].

Flukonazol, 1981 yilinda imidazol cekirdeginin degistiriimesiyle
elde edilmistir. C. krusei flukonazole karsi intirinsik direngli olup
C. glabrata’da genellikle ytiksek MiK degerlerine sahiptir [19-21].
Vorikonazol ise sentetik flukonazol turevidir. 14 alfa demetilaz ve
24 metilen dihidro lanosterol demetilazi inhibe eder. Vorikonazol
Candida spp. karsi fungustatik etki géstermektedir [22].

Kan kdiltrleri ile ilgili calismalarda, izole edien kandida ttirle-
rinin dagiimi incelendiginde; Ermertcan [23] izole ettigi 60 kdke-
nin % 45'ini C. albicans, % 38.3'linu C. tropicalis ve % 16.6'sini
C. parapsilosis olarak bildirmistir.

Pfaller ve ark. [24] yaptiklari bir calismada kan kdiltirlerinden
izole ettikleri 2047 kandida susunun % 54'linu C. albicans, %
16'sini C. glabrata, % 15'ini C. parapsilosis, % 10unu C. tropica-
lis, digerlerini sirasiyla C. krusei, C. guillermondii, C. lusitaniae ve
diger suslar olarak saptamislardir.

Calismamizda kan kdiltirlerinden izole edilen 88 kandida
susundan 30'unun (%34.1) C. albicans, 26'sinin (%29.5) C. tropi-
calis, 15'inin (%17.1) C. parapsilosis, 8'inin (%9.1) C. glabrata,
5'inin (%5.7) C. kefyr, 4'tndn (%4.5) C. krusei oldugu géruildu.

Son yillarda non albicans kandida tdrlerinin siklidinda bir artis
olmustur [25, 26]. Calismamizda da buna paralel olarak izole
edilen kandida suslari arasinda non albicans ttrlerin sikhidr dikkat
cekicidir.

Kalkanci ve ark. [27] hemotolojik malignensili ve nGtropenisi

EAJM: 39, Aralik 2007

Tablo 2. Kandida tirlerinin mikrodiliisyon yontemiyle flukonazole duyarliliklan®
MIK degerleri (pg/mi)*™

Kandida tirl Sayi < 8 pg/ml 16-32 pg/mi 64ug/ml
C. albicans 30 26 3 1
C. tropicalis 26 23
C. parapsilosis 15 15 - -
C. glabrata 8 2 -
C. kefyr 5 -
C. krusei 4 -
Toplam 88 75 8
* CLSI M27-A2

**: 5 8 yg/ml: Duyarli, 16-32 pug/ml: Doza bagimli duyarl, 2 64 pg/ml: Direngli

olan hastalardan izole ettikleri 111 kandida susunun antifungal
duyarlihgini mikrodiltisyon yéntemiyle arastirmislar, sonug olarak
flukonazol icin C. glabrata, C. tropicalis ve C. krusei'de ytiksek
MiK degerleri tespit etmislerdir. Vorikonazol icin btitin kandida
suslarinda MiK araligini 0.07-2ug/ml arasinda tespit etmislerdir.

Sandven ve ark. [28] Norve¢'te 5 yillik sire icinde izole et-
tikleri suslarin antifungal duyarliliklarini mikrodiltisyon ydntemi-
yle arastirdiklarinda, flukonazol icin 16ug/ml’den yiiksek MiK
degerlerine sahip sus oraninin bes yil sonunda ylizde 9.6'dan
ylzde 18.6'ya ylkseldigine ve bu durumun son yillarda C
glabrata ve C. krusei suslarindaki artistan kaynaklandigina dikkat
cekmislerdir.

Cuenca-Estrella ve ark. [29] kan kiiltlirtinden izole ettikleri
351 kandida susundan sadece 24 tanesinde flukonazol icin MiK
degeriz=16mg/L olarak belirlemislerdir. Bunlardan 18 tanesi doza
bagimli duyarli, 6 tanesi ise direncli olarak tespit edilmistir. Bu 24
sus icin vorikonazol MiK degerleri de tespit edilmistir. Vorikonazol
icin; sadece 3 susta MiK degeri = 1mg/L olarak tespit edilmistir.
Bu 3 sus C. albicans, C. tropicalis ve C. glabrata olarak bildirilmistir.

Antunes ve ark. [30] Brezilya'da yaptiklar bir calismada kan
kdltlrlerinden izole edilen kandida suslarinin hicbirinde flukona-
zole direng saptamamislardir.

Nawrot ve ark. [31] yaptiklari calismada hematolojik
rahatsizligi bulunan cocuk ve eriskin hastalarin steril viicut sivilari
ve kan drneklerinden izole ettikleri kandida suslarinin antifungal
duyarliliklarini arastirmis Flukonazol icin en dusuk direng %4 ile
C. albicans’ta, en yuksek direng ise %44 orani ile C. krusei'de
saptanmistir. Ayni calismada C. krusei'lerin hicbirinde flukonazol
duyarliigi saptanmamis, suslarin %56 sinda ise orta derecede
duyarlilik (MIC 16-32 ug/ml ) saptanmistir.

C. krusei suslari flukonazole intrinsik olarak direngli
olduklarindan dolayi Pfaller ve ark. C. krusei icin flukonazol MIK
degeri her ne olursa olsun direncli olarak bildirilmesi gerektigini
belirtmislerdir [32].

Yang ve ark. [33] flukonazol icin en direngli sus olarak C.
krusei'yi, en duyarli sus olarak ise C. parapsilosis'i saptamislardir.

Galismamizda flukonazol icin 8 kandida susu doza bagimli
duyarli (MiK degeri 16-32ug/ml), 5 kandida susu ise direncli (MiK
degeri =64ug/ml) olarak tespit edilmistir. Doza bagmli duyarl
suslarin 3'U C. albicans, 3'U C. tropicalis, 2'si C. glabrata olarak
saptanmistir. Direngli suslarin ise 1'i C. albicans, 4'U C. krusei ola-
rak saptanmistir.

Swinne ve ark. [34] cogunlugunu kan kdiltdriinden izole ettik-
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leri 193 non albicans susun antifungal duyarliliklarini mikrodilUis-
yon yontemiyle arastirarak flukonazol icin direng gelisimi en ¢ok
C. glabrata ve C. krusei'de bildirilmislerdir. Calisilan buittin suslarda
vorikonazol icin MiK degerini %94 oranda = 1ug/ml olarak
saptamislardir. Vorikonazol icin duyarliik oranlarini en ytksek
C. parapsilosis ve C. lusitaniae’da, en dustk ise C. glabrata‘da
bildirmislerdir. Ayrica elde ettikleri sonuglarin vorikonazol'dn am-
foterisin B'ye direncli maya infeksiyonlarinin tedavisinde etkin
olabicegini belirtmislerdir.

Rubio ve ark. [35] vorikonazol'lin kandida suslarina karsi
antifungal etkinligini mikrodillisyon yéntemiyle arastirarak MiK

araliklarini C. albicans icin =<0.015-0.03mg/I, C. glabrata igin
0.03-1mg/I, C. tropicalis icin =0.015-0.06mg/|, C. krusei igin
0.12-0.25mg/|, C. parapsilosis icin <0.015-0.03mg/I olarak tes-
pit etmislerdir. 114 kandida susunun tlmtne bakildiginda ise
<0.015-Tmg/! olarak tespit etmislerdir.

Calismamizda blitlin kandida suslarinda vorikonazol icin MiK
degerleri =1 pg/ml olarak belirlenmistir.

Elde edilen dtistik MIK degerleri géz éniine alindiginda;
vorikonazolun kandida suslarina karsi etkin olabilecegi ve flukona-
zole direncli suslarla olusan enfeksiyonlarin tedavisinde alternatif
ila¢ olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.
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