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KLINIK ORNEKLERDEN iZOLE EDILEN CANDIDA GLABRATA
SUSLARININ AMFOTERISIN B, FLUKONAZOL VE iTRAKONAZOLE
IN VITRO DUYARLILIGININ ARASTIRILMASI

IN VITRO ACTIVITY OF AMPHOTERICIN B, FLUCONAZOLE AND
ITRACONAZOLE AGAINST CANDIDA GLABRATA STRAINS
ISOLATED FROM CLINICAL SAMPLES

Hiiseyin AVCILAR' Banu SANCAK', Sevtap ARIKAN'

OZET: Son yillarda, Candida albicans’in gérilme sikhidi azalirken albicans disi
Candida turlerinin gértlme sikliginda artis meydana gelmistir. C.glabrata, albicans disi
Candida turleri icinde en sik saptanan trlerden biridir. C.glabrata’nin gesitli antifungal ilaglar
icin saptanan duyarllik oranlari, diger Candida tirlerine gére farkl olup, antifungal direng
oranlar diger Candida tlrlerine gore daha yUksektir. Bu galismada, klinik érneklerden
izole edilen 134 C.glabrata susunun amfoterisin B, flukonazol ve itrakonazole in vitro
duyarllik profili arastinlmistir. Suslarin izolasyonu ve tanimlanmasi standart mikolojik
yontemlerle gerceklestiriimis, antifungal duyarlilik testleri icin CLSI (M27-A2) referans
mikrodilisyon yontemi kullanilmistir. C.glabrata suslarinin 24 saat inkibasyon sonunda
amfoterisin B igin MiK araligi 0.5-4 ug/ml, MiK_; 2 ng/mi, MiK, 4 ug/ml, 48 saat inkiibasyon
sonunda ise MIK araligi 2-4 pg/ml, MIK_ 4 pg/ml, MIK, ) 4 ng/ml olarak bulunmustur.
C.glabrata suslarinin, 24 saat inkibasyon sonunda, %97’sinin flukonazole duyarl (S)
ve %3’Un doza bagl duyarli (S-DD) oldugu saptanirken flukonazole direncli (R) susa
rastlanmamistir. C.glabrata suslarinin 48 saat inklibasyon sonunda flukonazole %94’Unln
S, %5.2’sinin S-DD ve %0.8’inin ise R oldugu saptanmistir. Suslarin, 24 saat inkibasyon
sonunda %20.9'u itrakonazole S, %73.1’i S-DD ve %6’sl ise R, 48 saat inkibasyon
sonunda ise %0.8’i itrakonazole S, %62.7’si S-DD ve %36.5’i ise R olarak bulunmustur.
Bu sonuglar, hastanemizde izole edilen C.glabrata suslarinda flukonazol direncinin ¢ok
nadir, itrakonazole direncinin géreceli olarak daha yiksek oldugunu, itrakonazole direncli
suglarin gogunun ise flukonazole duyarli oldugunu gdstermektedir.

Anahtar sézclikler: Candida glabrata, amfoterisin B, flukonazol, itrakonazol, in
vitro duyarlilik.

ABSTRACT: In recent years, the incidence of Candida albicans infections
tends to decrease, at least in some centers other Candida species have emerged as
opportunistic pathogens. Among non-albicans Candida species, C.glabrata is one of
the most frequently isolated species. In this study, the in vitro activities of amphotericin
B, itraconazole and fluconazole were tested against 134 clinical C.glabrata strains. The
isolation and identification of the isolates were done by standard mycological methods.
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Microbroth susceptibility tests were done in accordance with CLSI microdilution method
(M27A-2). MICs were read at both 24 and 48 hours. At 24 h, MIC range, MIC_, and
MIC,, values for amphotericin B were 0.5-4 ug/ml, 2 ug/ml and 4 pg/ml, respectively. At
48 h, MIC range, MIC,, and MIC,, values for amphotericin B were 2-4 ug/ml, 4 pg/ml
and 4 pg/ml respectively. At 24 h, 97% of the isolates were susceptible (S) and 3%
were dose-dependent susceptible (S-DD) to fluconazole. None of the isolates were
resistant (R) to fluconazole at this time point. At 48 h, 94% of the isolates were S,
5.2% were S-DD and 0.8% were R to fluconazole. At 24 h, 20.9% of the isolates were
S, 73.1% were S-DD and 6% were R to itraconazole. At 48 h, 0.8% of the isolates
were S, 62.7% were S-DD and 36.5% were R to itraconazole. These results suggest
that although C.glabrata strains that were isolated in our hospital were rarely resistant
to fluconazole, resistance rate to itraconazole is relatively high. Most of the isolates
that are resistant to itraconazole remain susceptible to fluconazole.

Key words: Candida glabrata, amphotericin B, fluconazole, itraconazole, in vitro

susceptibility.
GiRiS

Candida glabrata, saglikh bireylerin normal florasinda bulunabilen ve
insanlarda cesitli enfeksiyonlara yol acabilen maya cinsi bir mantardir. Son
yilllarda, gerek bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda artis meydana gelmesi,
gerekse cesitli antifungal ilaclann klinik kullaniminin artmasi nedeniyle C.glabrata ile
meydana gelen mukozal ve sistemik enfeksiyonlar belirgin olarak artmistir. Buna
bagli olarak bir cok merkezde C.glabrata’ya bagl gelisen enfeksiyonlar, C.albicans
enfeksiyonlarindan sonra ikinci veya Uglincu sirada yer almaya baslamistir'4.
Butun organ ve sistemlerde enfeksiyona yol acabilen C.glabrata, son yillarda,

idrar yolu enfeksiyonlarinda, yenidogan fungemilerinde ve bagisiklik sistemi
baskilanmis hastalarda énemli bir enfeksiyon etkeni haline gelmistir'=®.

C.glabrata’ya bagh meydana gelen enfeksiyonlardaki artisin yani sira bir
baska énemli nokta da, yapilan calismalarda basta flukonazol olmak Uzere
bircok antifungal ilacin C.glabrata igin saptanan MiK degerlerinin yliksek
olmasidir’®'', Buna bagli olarak C.glabrata’ya bagl enfeksiyonlarin tedavileri
de bir sorun haline gelmis, bu enfeksiyonlara bagli mortalite oranlar buna
paralel olarak artmigtirs1215,

Bu calisma, C.glabrata suslarinin antifungal ilaglara degisen oranlarda
direncli olabilme &zelliginden dolayi, Hacettepe Universitesi Tip Fakliltesi
Hastaneleri’'nde tedavi géren olgulardan izole edilen C.glabrata suslarinin
antifungal ilaglara in vitro duyarhlik profilini belirlemek ve diren¢ oranlarini
saptamak amaciyla planlanmistir.

GEREGC ve YONTEM

Test Edilen Suglar Ve Tanimlama Yéntemleri: Galismaya, 1996-2003 yillari
arasinda cesitli klinik érneklerden (53 idrar, 31 vajinal akinti, 12 oral lezyon
sUrdantisu, 11 puy, 10 balgam/BAL, 8 kan, 3 deri lezyon 6rnegi, 2 torasentez
sivisi, birer parasentez sivisi, kemik iligi aspirati, BOS, diren 6rnegi) izole edilen
134 C.glabrata susu dahil edildi. Suslar, germ tip olusturmama &zelligi, koloni
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morfolojisi, misir unlu Tween 80 besiyerindeki morfolojik gérinimu’® ve ID
32C kiti (BioMerieux, Fransa) kullanilarak saptanan asimilasyon reaksiyonlarinin
sonuclarina gére tanimlandi.

Antifungal Duyarlilik Testleri: C.glabrata suslarinin amfoterisin B, flukonazol
ve itrakonazole antifungal duyarliliklari, “Clinical and Laboratory Standards
Institute” (CLSI) tarafindan 6nerilen M27-A2 mikrodilisyon yéntemiyle galisildi'.
Bu amagla, besiyeri olarak L-glutaminli, sodyum bikarbonatsiz morfolinopropan
sulfonik asit (MOPS) ile tamponlanmis RPMI-1640 besiyeri (pH: 7.0) kullanildi.
Amfoterisin B ve itrakonazolin 8-0.015 pg/ml, flukonazol(in ise 64-0.125 ug/mi
arasinda degisen cift kat seri sulandirimlari 96 cukurlu U tabanli mikroplaklarda
hazirlandi. Testte kullanilacak inokulim sdspansiyonlari spektrofotometrik
olarak ayarlandiktan sonra, testte kullanilacak son inokulim konsantrasyonu
0.5-2.5x10° cfu/ml olacak sekilde sulandirildi.

C.krusei ATCC 6258 ve C.parapsilosis ATCC 22019 suslar kalite kontrolu
amaciyla her teste dahil edildi'”.

Sonuglarin Degerlendirilmesi: Minimum inhibitér konsantrasyon (MiK,
png/ml) degerleri 35°C’de 24 ve 48 saatlik inkibasyonu takiben iki arastirmaci
tarafindan gorsel olarak degerlendirildi. Amfoterisin B icin Uremeyi tam olarak
inhibe eden en dusiik konsantrasyon (MiK-0), flukonazol ve itrakonazol icin ise
Uremeyi, treme kontrol cukuruna gére ~%50 azaltan en diisik konsantrasyon,
MIK degeri olarak kabul edildi.

Flukonazol ve itrakonazol icin CLSI tarafindan énerilen direng sinir degerleri
g6z 6nune alinarak C.glabrata suslarinin adi gecen antifungal ilaglara direng
oranlari saptandi [Flukonazol icin; <8: duyarl (S); 16-32: doza bagl duyarl
(S-DD); =64: direncli (R). itrakonazol icin; <0.125: duyarl (S); 0.25-0.5: doza
bagli duyarli (S-DD); =1: direncli (R)]. Amfoterisin B icin ise henlz direng sinir
degerlerinin kesinlik kazanmamis olmasi nedeniyle, sadece elde edilen MiK
degerlerinin dagilimi belirlendi®.

BULGULAR

C.glabrata suslarinin 24 ve 48 saatte saptanan amfoterisin B, flukonazol ve
itrakonazol MIK araliklar, MIK_, ve MIK , degerleri Tablo I'de gosterilmistir.

Tablo I. Amfoterisin B, Flukonazol ve itrakonazol igin
Elde Edilen MIK Degerleri
Amfoterisin B Flukonazol itrakonazol
(ug/ml) (ug/ml) (ug/ml)
MK araigr  MiK, MK, MiKaralg MK, MK, MKaralg MK, MK,

24 saat 054 2 2 0.125-16 1 2 0.06-1 025 05
48 saat 2-4 4 4 02564 2 4 0.125->8 0.5 1

C.glabrata suslari icin 24 ve 48. saatte saptanan flukonazol ve itrakonazol
in vitro duyarliik profilleri Tablo II'de verilmistir.



238 C.GLABRATA AMFOTERISIN B, FLUKONAZOL, ITRAKONAZOL DUYARLILIGI

Tablo IlI. C.glabrata Suslari igin 24 ve 48 Saatte Elde Edilen
In Vitro Duyarliik Profilleri

Flukonazol itrakonazol
Duyarli Doza Baglh Duyarll  Direncli Duyarli Doza Bagl Duyarli  Direncli
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
24 saat 130 (97) 4 (3) - 28 (20.9) 98 (73.1) 8 (6.0)
48 saat 126 (94) 7 5.2 1 (0.8 1(0.8) 84 (62.7) 49 (36.5)

Flukonazol icin 24 ve 48 saat inkUbasyon sonunda saptanan duyarlilik
sonuglarinin, itrakonazol duyarllik sonuclariyla karsilastiriimasi Tablo Il ve
Tablo IV’de gosterilmistir.

Tablo lll. C.glabrata Suslarinin Flukonazol ve Itrakonazol Duyarlilik
Sonugclarinin Karsilastirimasi (24 saat)

itrakonazol
Flukonazol S S-DD R Toplam
S 28 97 5 130
S-DD - 1 3 4
R — — _ _
Toplam 28 98 8 134

S: Duyarli, S-DD: Doza bagl duyarli, R: Direngli.

Tablo IV. C.glabrata Suslarinin Flukonazol ve itrakonazol Duyarlilik
Sonugclarinin Karsilastirimasi (48 saat)

itrakonazol
Flukonazol S S-DD R Toplam
S 1 83 42 126
S-DD 0 1 6 7
R 0 0 1 1
Toplam 1 84 49 134

S: Duyarli, S-DD: Doza bagl duyarli, R: Direngli.

Kirksekiz saatlik inklibasyon sonunda flukonazole doza bagh duyarl veya
direncli oldugu saptanan toplam sekiz C.glabrata susunun, yedisinin itrakonazole
direngli, birinin ise itrakonazole doza bagli duyarl oldugu gdézlenmistir.

TARTISMA

Son yillarda Candida cinsi mantarlara bagh olarak gelisen enfeksiyonlarin
g6rilme sikliginda énemli bir artis meydana gelmistir. Bu artisa paralel olarak
etken olan Candida tirlerinin dagihm ve sikhiginda da degisiklik olmus,
C.albicans’in gorlilme sikligi azalirken albicans disi Candida turlerinin gérilme
sikhginda artis gortlmeye baslanmistir. Albicans digi Candida tirlerinin gérilme
sikh@i, yas, cografi bolge, altta yatan hastalik, enfeksiyon bolgesi gibi birgok
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faktérden etkilenmektedir. Bu turlerin artan siklikta enfeksiyon etkeni olarak
saptanmasi, hem epidemiyolojik acidan hem de antifungal ilaglara duyarlilik
profili yéniinden buyuk énem tasimaktadir. C.glabrata, bircok merkezde izole
edilen albicans digi Candida turleri icinde ilk U¢ sirada yer almaktadir'.

C.glabrata farkli antifungal ilaglara karsi degisik in vitro duyarllik profilleri
gbstermektedir. C.glabrata icin cesitli antifungal ilaclara karsi saptanan direng
oranlar, diger Candida turlerine gére yutksek olabilmekte, bu direng oranlar
merkezden merkeze farkllik gésterebilmektedir®*'82°, Bu nedenle bu tire ait
suglar icin in vitro antifungal duyarlilik testi uygulanmasi 6nem tasimaktadir.
Bu amacla calismamizda, klinik érneklerden izole edilen C.glabrata suslarinin
klinik olarak sik kullanilan G¢ antifungal ilag icin in vitro duyarllk profilleri
arastiriimistir.

Amfoterisin B icin CLSI tarafindan énerilen in vitro duyarlilik testi, direngli
suglar duyarli suglardan ayirt edememektedir. Bunun nedeni, Candida suslar
icin elde edilen MIK degerlerinin birbirine cok yakin olmasidir. Amfoterisin
B icin direng sinir degerlerinin kesin olarak belirlenmemis olmasi nedeniyle
direnc oranlarini saptamak mumkuin olamamaktadir. Daha dnce yapilan bazi
calismalarda >1 pg/ml olarak saptanan MiK degerleri direncli olarak kabul
edilmis ise de, bu diren¢ sinir degeri yaygin olarak benimsenmemis ve
desteklenmemistir?'2. Bu sebeplerden dolayl son yillarda amfoterisin B in
vitro duyarlilik profilinin saptanmasi amaciyla Etest yénteminin kullaniimasi
fikri 6ne slrilmistir*, Gerek elde edilen MIK degerlerinin genis dagilim
gbstermesi, gerekse amfoterisin B duyarli ve direncli suslari ayirt edebilmesi,
Etest yontemini alternatif bir ydntem olarak 6n plana ¢ikarmistir. Ancak, Park
ve arkadaslari?® 2006 yilinda yaptiklar calismada, Etest yéntemi ile amfoterisin
B icin belirlenmis olan >0.38 ug/ml direng sinir degerini kullanarak elde ettikleri
in vitro duyarliik sonuclari ile amfoterisin B ile tedavi edilmis hastalarin tedaviye
cevaplarini karsilastirmis, in vitro ve in vivo veriler arasinda bir korelasyon
saptayamamiglardir.

Bizim calismamizda da mikrodilisyon yontemi ile buldugumuz amfoterisin
B MiK degerleri, dar bir aralikta seyretmis, daha énce yapilan bazi calismalarda
ulasilan sonugclarla benzerlik géstermistir®2°2728, Yapilan diger calismalarda elde
edilen amfoterisin B MIK degerleri ise genis bir aralikta bulunmustur2'®2, Bu
calismalarin bir kisminda'? Etest yonteminin kullaniimis olmasi bu farklliga
yol acmig olabilir.

Bizim calismamizin verileri ile yapilan diger calismalardan®20232728 e|de
edilen veriler karsilastinidiginda (Tablo V), amfoterisin B MiK degerlerinin
C.glabrata suslan icin birbirine benzer oldugu gérilmekte, uygulanan CLSI
mikrodilisyon yéntemi ile amfoterisin B’ye duyarl ve direncli suslar birbirinden
ayirabilmek mimkuin olmamaktadir. Merkezler arasinda ise suslarin amfoterisin B
MIK degerleri yéniinden farkliliklar gézlenebilmektedir. Amfoterisin B icin, direncli
suslari ayirabilecek ydénteme ve MIK direnc sinir degerlerinin belirlenmesine
gereksinim vardir.
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Flukonazol, sistemik mantar enfeksiyonlarinin tedavisinde yaygin olarak
kullanilan triazol grubu bir antifungal ilactir. Candida turlerinde flukonazol icin
in vitro duyarlilik testi CLSI tarafindan standardize edilmis, direng sinir degerleri
belirlenmistir. C.glabrata suslarinin bugtine dek rapor edilen flukonazole duyarlilik
oranlar merkezlere gére farkliliklar géstermektedir®1819232835 Bjzim calismamizda
48 saat inkiibasyon sonunda C.glabrata suslar icin elde edilen flukonazol MiK
araligi, diger calismalarda elde edilen sonuglarla benzer olarak bulunmustur
(Tablo V). Ancak, calismamizda flukonazol diren¢ orani cok dislik bulunmus,
24 saatlik inkibasyon sonunda direncli susa rastlanmazken, 48 saat inktbasyon
sonunda sadece bir susta flukonazole direnc gézlenmigtir. Literatirde yer alan
calismalarda ise C.glabrata icin %5.2-76.5 arasinda degisen oranlarda flukonazol
direnci bildirilmistir21819232935 By calismalarda elde edilen direng oranlari, bizim
calismamizda bulunanlarla karsilastinldiginda oldukga yuksektir.

Hastanemizde izole edilen C.glabrata suslarinda in vitro flukonazol
direncinin ¢ok nadir olmasinin nedenlerinden biri, flukonazol proflaksi
protokollerinin sinirli hasta gruplarina uygulaniyor olmasi ile aciklanabilr.
Direng¢ oranlarinin bu denli degdisken olmasi, C.glabrata suslarinin flukonazole
in vitro duyarllik profillerinin her merkezde belirlenmesi gerektigini bir kez
daha vurgulamaktadir.

inkiibasyon siresi, MiK degerlerini ve dolayisiyla direnc oranlarini
etkileyen test parametrelerinden biridir. C.albicans suslari ile yapilan bir hayvan
calismasinda, 24 saatteki MIK degerlerinin, flukonazole in vivo yaniti, 48
saat MIK degerlerine gére daha iyi yansitig gosterilmistir. Bu sonug dikkate
alindiginda 24 saat MiK degerlerinin klinik yaniti yansitmada daha giivenilir bir
parametre oldugu sdylenebilir®.

Calismamizda 24 saat inklbasyon sonunda C.glabrata suslarinin
%20.9’unun itrakonazole duyarl, %73.1’inin doza bagh duyarl, %6’sinin ise
direncli oldugu saptanirken, 48 saat inklibasyon sonunda %0.8’nin itrakonazole
duyarh, %62.7’sinin doza bagl duyarl ve %36.5’inin ise direngli oldugu
belirlenmistir. Yapilan diger calismalarda saptanan itrakonazol direnc oranlari
%15.2-56.3 arasinda degismektedir1820.232830.3335 (Tgblo V).

Hastanemizde izole edilen C.glabrata suslarinda itrakonazol direng
oranlari oldukca yuksektir. Hastanemizde itrakonazolun sistemik enfeksiyonlarin
tedavisinde nisbeten az kullanilan antifungal ilaglardan biri olmasi, sekonder
direng gelisme olasiligini desteklememektedir. Ote yandan dermatoloji alaninda
onikomikoz, seboreik dermatit, yuzeyel mantar enfeksiyonlari gibi klinik
tablolarda &ncelikle tercih edilen iki ilagtan birinin itrakonazol olmasi bir etken
olabilir. Bu konuyla ilgili yapilacak epidemiyolojik calismalara ihtiyac vardir.
itrakonazole direncli olan C.glabrata suslarinin flukonazol in vitro duyarliigi g6z
O6ndne alindiginda, itrakonazole direncli suslarin gogunun flukonazole duyarl
oldugu sonucu ortaya cikmaktadir. Bu veriler, hastanemizde C.glabrata’ya
bagh enfeksiyonlarda ampirik olarak itrakonazol tedavisinin tercih edilmemesi
gerektigini diistindiirmektedir. Ote yandan 24 ve 48 saat sonunda elde edilen MiK
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degerleri ile saptanan direng oranlarinin 6nemli 6lctide farklilik gésteriyor olmasi
da, hangi saatte okunan MIK degerinin klinik yaniti yansitidinin belirlenebilmesi
icin in vivo galismalarin yapilmasi gerektigini vurgulamaktadir.

Sonug olarak, elde edilen bu veriler, tedaviyi dogru yénlendirmek amaciyla

C.glabrata suslar icin her merkezde antifungal duyarlilik testlerinin yapilmasi
gerekliligini bir kez daha vurgulamaktadir.
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