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OZET

Bu calisma, Candida albicans suslarinin antifungal ajanlara duyarlilifinin saptanmasi amaciyla uygulanan mikrodiliisyon
yonteminde “high resolution” besiyerinin kullanilabilirligini aragtirmak amaci ile yapilmistir. Arastirmada, 105 C.albicans
susu incelenmistir. Suglarin amfoterisin B ve flukonazole duyarliliklari, hem NCCLS M27-A standartlarina uygun olarak
MOPS ile tamponlanan RPMI 1640 besiyerinin, hem de fosfat tampon ile tamponlanan “high resolution” besiyerinin kulla-
nildig1 mikrodiliisyon yontemi ile aragtirilmistit. Farkli besiyerleri ile belirlenen MIiK degerlerinin dagilimlart t testi kullani-
larak karsilagtirilmistit. Bunun yaninda her iki besiyeri ile elde edilen sonuglar karsilastirilarak, +2 diliisyon igindekiler
uyumlu kabul edilmistir. Ayrica suslarin MiK degerlerine gore duyarlilik kategorileri ve buna gore tutarlilik oranlari belir-
lenmistir. Amfoterisin B ve flukonazol icin iki farkl besiyeri ile elde edilen MiK degerleri dagilimi arasinda istatistiksel bir
fark saptanmamustir (amfoterisin B i¢in p=0.183; flukonazol i¢in p=0.130). Sonuglarimizda +2 diliisyon i¢indeki tutarlilik
oranlar1 amfoterisin B ve flukonazol i¢in sirasiyla %82 ve %89 olarak belirlenmigtir. Bu oranlar, suglarin duyarlilik katego-
rileri g6z Oniine alindiginda amfoterisin B igin %94, flukonazol i¢in ise %95 olarak bulunmustur. Sonuglarimiz 15181nda; C.al-
bicans suslarinin amfoterisin B ve flukonazole duyarliligin belirlenmesi i¢in uygulanan mikrodiliisyon yonteminde ‘“high re-
solution” besiyerinin de kullanilabilecegini diisiinmekteyiz.
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SUMMARY
Microdilution Method Using “High Resolution ” Medium for Determining the Antifungal Susceptibility

This study was undertaken to evaluate the usefullness of high resolution medium in microdilution method when determining
the susceptibilities of Candida albicans strains against antifungal agents. Hundred and five C.albicans strains were included
in the study. The susceptibilities of the strains against amphotericin B and fluconazole were determined by microdilution met-
hod using two different media, RPMI 1640 medium buffered with MOPS according to NCCLS M27-A standards and high re-
solution medium buffered with phosphate buffer. The distribution of MIC values determined with two different media were
compared with t test. At the same time overall results of both methods were considered to be in agreement when the MIC va-
lues were within +2 fold dilutions. On the other side the susceptibility catergories of the strains and the agreement rates we-
re determined. No statistical difference was observed between the distribution of MIC values of two different media for amp-
hotericin B and fluconazole (p=0.183 for amphotericin B and p=0.130 for fluconazole). The agreement rates of MIC values
wtihin +2 fold dilutions were 82% and 89% for amphotericin B and fluconazole, respectively. These rates were detected to be
94 and 95% for amphotericin B and fluconazole when susceptibility categories were considered. According to our results, we
conclude that high resolution media can be used in microdilution method for determining the susceptibilities of C.albicans
strains against amphotericin B and fluconazole.
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GIRIS gallere duyarli suglarin daha az duyarli olanlar ile

. .. e . er degistirmesine yol acmistir. Tiim bu noktalarin
Mikozlarin insidansinin ve ciddiyetinin artmast, bir y gls y gmig

yandan antifungal ajanlarm gelisimine ve daha sik sonucu olarak laboratuvarlarda antifungal duyarlilik

kullanimina neden olurken, diger yandan da antifun- testlerinin yapilmast Snemli hale gelmistir (1). "Na-
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tional Committee for Clinical Laboratory Standards”
(NCCLS), mayalar icin antifungal duyarlilik testleri-
nin standartlarin belirlemis ve RPMI 1640 besiyeri-
nin kullanildig1 mikro ve makrodiliisyon yontemleri-
ni referans olarak kabul etmistir (2). Ancak bu besi-
yerinin kullanildig1 mikrodiliisyon yonteminde en
kritik asama olan minimal inhibitor konsantrasyon
(MIK) noktas: gozle degerlendirilmekte ve bu da,
sonuglarin belirlenmesine kismen bir subjektiflik ge-
tirmektedir (1). Degerlendirme zorlugu, ozellikle
kismi inhibisyon etkisinin izlendigi ve +2 (kontrole
gore belirgin inhibisyon saglayan konsantrasyon) de-
gerinin MIK olarak kabul edildigi azollerde daha da
onem kazanmaktadir. Bu ac¢idan standart yontemde
farkli besiyerlerinin ve degerlendirme kriterlerinin
arastirilmast ve referans yontem ile karsilastirilmasi
uygun bir yaklasim olacaktir.

Infeksiyon etkenleri arasinda albicans dist Candida
tiirlerinin siklig1 artmakla birlikte yine de en sik so-
yutlanan tiir olarak Candida albicans kabul edilmek-
tedir (1). Bu agidan ¢alisgmamizda C.albicans izolat-
lar1 kullanilmistir. Arastirmamizda C.albicans susla-
rmin antifungal ajanlara duyarliliginin saptanmasi
amaciyla uygulanan mikrodiliisyon yonteminde
“high resolution” (HR) besiyerinin kullanilabilirligi-
nin incelenmesi amaglanmgtir.

GEREC VE YONTEM

Suslar: Calismamiza, cesitli klinik 6rneklerden (41
idrar, 21 dil, agiz, oral plak siiriintiisii, 13 balgam,
trakeal sekret, bronkoalveoler lavaj, 11 kan, 8 yara,
dren 6rnegi, 7 vajinal-servikal akinti, 2 periton sivi-
s1, 2 kulak akintis1) soyutlanan 105 C.albicans izola-
t1 ile kalite kontrol amaciyla C.albicans ATCC
90028, C.parapsilosis ATCC 90018 ve C.kruse-
1 ATCC 6258 suslar1 alinmigtir.

Antifungal Duyarlilik Testleri: a) RPMI 1640 besi-
yeri kullanilarak: Suglarin amfoterisin B (Sigma) ve
flukonazole (Pfizer) duyarhiliklar1 NCCLS M27-A
kriterlerine uyularak 0.165 M morfolin-propan sul-
fonik asit (MOPS) ile tamponlanmig fenol kirmizili,
L-glutaminli ve sodyum bikarbonatsiz RPMI 1640
besiyerinin (Sigma) kullanildig1 mikrodiliisyon yon-
temi ile calistlmistir (2). Kullanilan amfoterisin B ve
flukonazol konsantrasyon araligi sirasiyla 0.03-32
pg/ml ve 0.06-64 pg/ml seklindedir.
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b) “High resolution” besiyeri kullanilarak: Susla-
rin aymt antifungallere duyarliliklar1 HR besiyeri
(Oxo0id) kullanilarak Troke ve Pye(3) nin yontemi-
ne gore mikrodiliisyon teknigi ile calisiimistir. Bu
besiyeri iretici firmanin 6nerisi dogrultusunda ha-
zirlanmistir. Soyle ki; besiyerinden 29.3 gram tarti-
lip, 900 ml distile suda ¢oziilmiistiir. Ortama 2.0
gram sodyum bikarbonat eklendikten sonra 0.2 M
fosfat tampon ile pH:7.5’e tamponlanmistir. Daha
sonra hacim 1 litreye tamamlanmuis ve filtre edilerek
steril edilmistir. Bu yontem i¢in Sabouraud dekstroz
agarda iretilmis 24 saatlik kolonilerden sentetik
HR besiyeri ile 1-2X103 maya/ml olacak sekilde
inokulum hazirlanmigtir. Bu inokulumdan iki misli
oraninda antifungal iceren mikroplak kuyucuklari-
na 100’er ml eklenmigtir. Antifungal ajan konsan-
trasyonlar1 referans mikrodiliisyon yontemindeki
gibi hazirlanmigtir. Mikroplaklar 35°C’de 48 saat
inkiibe edilmistir.

Sonuclarin Degerlendirilmesi: Her iki yontemin
de sonuglar1 48 saat sonra NCCLS o6nerisi dogrultu-
sunda gozle okunarak amfoterisin B’nin iiremeyi
tam inhibe ettigi, flukonazoliin ise kontrole gore be-
lirgin inhibisyon sagladig1 nokta (+2 degeri) MIK
olarak degerlendirilmistir. Amfoterisin B i¢in belir-
lenen MIK degeri <lpg/ml olanlar duyarli, >1
mg/ml olanlar ise direncli; flukonazol i¢in MIK de-
geri <8 mg/ml olanlar duyarli, 16-32 pg/ml olanlar
doza bagimli duyarli, 264 pg/ml olanlar ise direng-
li olarak kabul edilmistir (2).

Istatistiksel Analiz: Farkli besiyerleri ile belirlenen
MIK degerlerinin dagilimlar1 SPSS versiyon 8.0
programinda t testi kullanilarak karsilagtirilmagtir.
Bunun yaninda her iki besiyeri ile elde edilen so-
nuclar karsilagtirilarak, £2 diliisyon icindeki sonug-
lar uyumlu kabul edilmistir. Ayrica suslar MiK de-
gerlerine gore duyarli, doza bagimli duyarli ya da
direncli olarak kategorilere ayrilmig ve her iki besi-
yeri ile elde edilen sonuglar bu agidan da karsilagti-
rilarak tutarlilik oranlar1 belirlenmistir.

BULGULAR

Tiim C.albicans suslarinin mikrodiliisyon sonuglari
48 saat icinde degerlendirilecek kadar iiremigtir. Ca-
listlan 3 kontrol susunun MIK degerleri her iki yon-
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tem ile de NCCLS’in belirttigi sinirlar igindedir. Ge-
nel olarak ¢aligma sonuglarina bakildiginda, dzellik-
le flukonazol sonuglarinin degerlendi-rilmesinde HR
besiyeri sonuglarinin, RPMI 1640’ mnkilere gore daha
belirgin ve kolay okunabilir oldugu gozlenmistir.

Calismamizda amfoterisin B ve flukonazol i¢in elde
edilen ortalama MIK, MIK50, MIK90 degerleri ve
MIK aralig: tablo 1°de gosterilmistir. Arastirdigimiz
suglarin her iki besiyeri ile ¢alisildiginda elde edilen
MIK degerlerinin dagilimlari ise tablo 2’de gosteril-
mistir.

Hem RPMI 1640 hem de HR besiyeri kullanildigin-
da, 105 C.albicans sugunun 102’si (%97) amfoterisin
B’ye duyarli, 3’ti (%3) ise direncli bulunmustur.
RPMI 1640 besiyeri kullanildiginda suslarin 102’si
(%97) flukonazole duyarli, 3’ii ise doza bagimli du-

sin B ve flukonazol i¢in sirastyla %82 ve %89 olarak
belirlenmistir.

Suslarm duyarli, doza bagimli duyarli ya da direncli-
lik durumlar1 goz oOniine alindiginda, bu tutarlilik
oranlar1 amfoterisin B i¢in %94, flukonazol icin ise
995 olarak bulunmustur. HR besiyeri sonuclarinda,
amfoterisin B i¢in 3 susda cok biiyiik hata, 3 susta ise
biiyiik hata saptanirken, flukonazol i¢in 5 susta kii-
ciik hata izlenmistir.

TARTISMA

Son yillarda insidans1 oldukg¢a artan Candida infek-
siyonlarinin sagaltimma yon verebilmek amaciyla
yapilan antifungal duyarlilik testlerinin 6nemi daha
da belirginlesmistir. Antifungal duyarlilik testlerin-
den mikrodiliisyon yontemi, hem standardize edil-
mis olmast hem de uygulaniminin makrodiliisyona

Tablo 1. Amfoterisin B ve flukonazol i¢in elde edilen ortalama MiK, MIiK50, MiK90 degerleri ve MIK aralig1

Besiyeri /

Antifungal madde

Ortalama MIK+Standart sapma (mg/ml)

MIK50 (mg/ml) |MIK90 (mg/ml) MIK Aralig1 (mg/ml)

RPMI 1640 amfoterisin B 0.38 £0.38 0.250 1.00 0.015-2.00
HR besiyeri amfoterisin B 0.26 £ 0.81 0.125 0.250 0.06-8.00
RPMI 1640 flukonazol 1.35+3.03 0.500 2.00 0.06-8.00
HR besiyeri flukonazol 0.74 £2.18 0.500 1.00 00.125-16.00
Tablo 2. Suslarin farkli iki besiyeri ile elde edilen MiK degerlerinin dagilimlar
Besiyeri /
Antifungal madde Belirtilen MiK Degerine (mg/ml) Sahip Sus Sayist
0.015 0.03 0.06 0.125 0.250 0.500 1.00 2.00 4.00 8.00 16.00
RPMI 1640 1 2 14 17 30 29 9 3 - - -
amfoterisin B
HR besiyeri - - 17 62 18 5 - 2 - 1 -
amfoterisin B
RPMI 1640 - - 1 10 41 28 10 8 - 4 3
flukonazol
HR besiyeri - - - 7 41 43 10 2 - - 2
flukonazol

yarli; HR besiyeri kullanildiginda ise 103’1 (%98)
flukonazole duyarli, 2’si (%2) doza bagimli duyarl
olarak saptanmugtir.

Amfoterisin B ve flukonazol icin iki farkli besiyeri
ile elde edilen MIK degerleri dagilimi arasinda ista-
tistiksel bir fark saptanmamistir (amfoterisin B icin
p=0.183; flukonazol i¢in p=0.130). Sonuc¢larimizda
12 diliisyon igindeki tutarlilik oranlari ise amfoteri-

gore daha kolay olmasi nedeni ile laboratuvarlarda
kullanilmaktadir. NCCLS, referans olarak belirledigi
mikrodiliisyon yonteminde MOPS ile tamponlanan
fenol kirmizili, L-glutaminli ve sodyum bikarbonatsiz
RPMI 1640 besiyerinin kullanilmasin1 6nermektedir
(2). HR besiyeri ise, kimyasal olarak belirlenmig bir
besiyeri olup, primer olarak mayalarin flukonazole
duyarliliginin belirlenmesinde kullanilmak iizere ge-
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listirildigi bildirilmistir (4).

Calismamizda C.albicans suglarinin flukonazol ve
amfoterisin B’ye duyarliliklart RPMI 1640 ve HR be-
siyerinin kullanildig: iki farkli mikrodiliisyon yonte-
mi ile ¢alisilmis ve sonuglar karsilagtirilmistir. Sonug-
larimizda +2 diliisyon igindeki tutarlilik oranlarr am-
foterisin B ve flukonazol i¢in sirasiyla %82 ve %89
olarak belirlenmistir. Suglarin duyarlilik kategorileri
g6z oniine alindiginda bu oranlar amfoterisin B icin
%94, flukonazol i¢in ise %95 olarak bulunmustur.

Ruhnke ve ark (4) HIV infeksiyonlu olgulardan so-
yutlanan C.albicans suslarinin flukonazol, itrakona-
zol, ketokonazol, flusitozin ve amfoterisin B’ye du-
yarliliklarim1 hem NCCLS’in 6nerdigi (M27-P) hem
de HR besiyerinin kullanildig1 mikrodiliisyon yonte-
mi ile incelemis ve bu sonuclarin flukonazol sagalti-
mina yanit ile korelasyonunu aragtirmigtir. Caligmada
M27-P yontemi ile HR besiyerinin kullanildig1 mikro-
diliisyon yontemi arasinda en iyi korelasyonun amfo-
terisin B ve flukonazol i¢in elde edildigi bildirilmistir.
Bu c¢aligmada, £2 diliisyon i¢inde saptanan tutarlilik
oranlart amfoterisin B ile flukonazol icin sirasiyla
%95 ve %93 seklindedir. Ruhnke ve ark (5) yaptigi
bir bagka calismada, benzer C.albicans izolatlarinin
flukonazol ve vorikonazole duyarliliklar1 yine ayni
yontemler ile arastirilmig ve sonuglarda +2 diliisyon
icindeki tutarlilik oranlar1 flukonazol icin yine %93,
vorikonazol i¢in ise %86 olarak belirlenmistir. Bizim
oranlarimiz bu sonuglar ile paralel olmakla birlikte bi-
raz daha diistiktiir. Bu durum c¢aligmalardaki sug sayi-
sinin farkli olusundan ya da suslarin duyarlilik du-
rumlarinin farkindan kaynaklanabilir. Ayrica her iki
caligmada da flukonazol igin elde edilen MIK50 ve
MIK90 degerlerine bakildiginda HR besiyerinin kul-
lanildig1 yontem sonuglarinin digerlerinden biraz da-
ha diisiik oldugu gozlenmistir. Bizim bulgularimiz da
benzer dogrultudadir. Bunun yaninda, arastiricilar ilk
calismalarinda flukonazol ile sagaltima yanit ve in
vitro bulgular arasindaki en iyi korelasyonu HR besi-
yerinin kullanildigr mikrodiliisyon yontemi ile elde
etmistir (4).

Metzger ve Hofmann’in (6) yaptig1 antifungal duyar-
Iilik calismasinda, HR besiyeri ile RPMI 1640’1n kul-
lanildig1 mikrodiliisyon yontemlerinin sonuglarinin
flukonazol icin benzer ancak ketokonazol ve itrakona-
zol i¢in ise RPMI 1640 sonuglarinin daha yiiksek ol-

260

Tiirk Mikrobiyol Cem Derg (2003) 33:257-261

dugu bildirilmistir.

Calismamizda, ozellikle flukonazol sonuglarinin de-
gerlendirilmesinde HR besiyeri sonuclarinin, RPMI
1640’1nkilere gore daha belirgin ve kolay okunabilir
oldugu izlenmistir. Bu bulgu Ruhnke ve arkadaslari-
nin (4) calismasinda da dikkati ¢cekmigtir. Wardle ve
ark. (7) standart suslarin bir pradimisin olan BMS-
181184 ile flukonazole duyarliligini arastirdigi bir 6n
calismada, HR besiyeri sonuclarinin RPMI’inda i¢in-
de oldugu bir grup besiyerine gore biraz daha diisiik
oldugunu ancak daha belirgin son nokta o6l¢iimleri
sagladigini gozlemisgtir.

Flukonazole duyarliligin arastirilmasinda, HR besiye-
rinin kullanildig1 mikrodiliisyon yonteminin laboratu-
var i¢i ve laboratuvarlar arast uyumunun incelendigi
bir caligmada, laboratuvar i¢i tekrarlanabilirlik £2 di-
lisyon iginde %95.7, laboratuvarlararasi tekrarlana-
bilirlik ise yine ayni sinirlar icinde %84 olarak belir-
lenmistir (8). Bu bulgularda elde edilen oranlar yonte-
min uygulanabilecegini gostermektedir.

Sonuglarimiz 1g181inda; C.albicans suslarinin amfote-
risin B ve flukonazole duyarliligin belirlenmesi igin
uygulanan mikrodiliisyon yonteminde “high resoluti-
on” besiyerinin de kullanilabilecegini diisiinmekteyiz.
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