4 N
infeksiyon Dergisi (Turkish Journal of Infection) 2003; 17 (3): 321-324

CANDIDA TURLERININ BAZI ANTIFUNGALLERE DUYARLILIKLARININ VE FOSFOLIPAZ
AKTIVITELERININ ARASTIRILMASI

AN INVESTIGATION ON THE ANTIFUNGAL SUSCEPTIBILITY AND PHOSPHOLIPASE
ACTIVITY OF CANDIDA SPECIES

Sema KEGELI" Fatma BUDAK! Giilden SONMEZ TAMER! Ayse WILLKE?

Kocaeli Universitesi Tip Fakdiltesi, izmit / Kocaeli
1 Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali
2 Klinik Bakteriyoloji ve infeksiyon Hastaliklari Anabilim Dali

Anahtar Sézclikler: Candida tirleri, in vitro antifungal duyarlilik, fosfolipaz aktivitesi, E test

Key Words: Candida species, in vitro antifungal susceptibility, phospholipase activity, E test
. J

OZET

Bu calismada,; kandida tdrlerinin saptanmasi, in vitro antifungal duyarliliklari ve direnglilik durumu ile fosfolipaz olusturma
arasindaki iliskinin arastirilmasi amaclanmistir. Cesitli klinik 6rneklerden izole edilen 73 Candidasusunun flukonazol,
itrakonazol ve amfoterisin B’ye karsi duyarliliklari E test yéntemi ile arastirildi. Suslarin tire gére dagiiminda C. albican
(56) ilk sirada yer almakta; bunu C. tropicalis (dokuz),C. kefyr (lig), C. guilliermondii (iki), C. krusei (bir).C. glabrata (bir), C.
famata (bir) izlemekte idi. En fazla direng itrakonazole karsi saptandi. ltrakonazole direngli suslarin tir dagilimi C. albican
(vedi), C. guilliermondii (iki), C. tropicalis (iki), C. krusei (bir) seklindeydi. Flukonazole direngli dokuz (alti C. albicans ikiC.
tropicalis, bir C. krusej] sus saptandi. Amfoterisin B’ye karsi direngli sus saptanmadi. Fosfolipaz aktivitesi toplam 50 (45 C
albicans ve bes C. albicansdisi) susta gésterilebildi. Fosfolipaz aktivitesi ile azollere duyariilik arasinda anlamii bir iliski
bulunamadi (p>0.05). Sonug olarak; kandida ttirlerinin ve antifungal MIK'in saptanmasi tedavinin yénlendiriimesi agisindan
6nem tasimaktadir. Azol direnci, C. albicans’in major viriilans faktérlerinden biri olan fosfolipaz aktivitesi ile iliskili degildir.

SUMMARY

The purpose of this study was to identify Candida spp., to determine the in vitro antifungal susceptibility and tc
investigate the relationship between susceptibility and phospholipase activity. The in vitro antifungal susceptibility o
73 Candida spp. isolated from different clinical specimens were determined by using E test. Distribution of isolates
were C. albicans (56), C. tropicalis (nine), C. kefyr (three), C. guilliermondii(two), C. krusei (one), C. glabrata(one), anc
C. famata (one). The highest rate of resistance was against itraconazole; resistance was found in seven C. albicans,
two C. guilliermondii, two C. tropicalisand one C. krusei strain(s). Resistance to fluconazole was in nine isolates (six
C. albicans, two C. tropicalis, one C. krusei). No resistance against amphotericin B was detected. Phospholipase
activity was detected in 50 (45 C. albicans and five non-C. albicans) isolates. There was no statistical relationshi
between phospholipase activity and azole resistance (p>0.05). In conclusion; the identification of Candida spp. anc
determination of antifungal MIC levels are important in regard to the management of treatment. Azole resistance is
not related to phospholipase activity, one of the major virulence factors of C. albicans.

antifungal duyarlilik testlerinin uygulanmasi yararl olmak-
tadir. E testi pahali olmasina karsilik disk difizyon gibi
Son yillarda immunosupresif ve antibakteriyel ilaglarin  kolayca uygulanabiimesi, ek malzeme gerektirmemesi
yaygin olarak kullanimi sonucu mantar infeksiyonlarinda ~ yaninda MiK degerlerini saptayabilmesi nedeni ile son
artis gézlenmektedir. Sagaltimin yénlendiriimesinde in-vitro  yillarda 6nem kazanmigtir (1).

GiRiS

321



Ekstrasellller fosfolipazlar birgok mikroorganizma tara-
findan Uretilen ve fosfolipitleri pargalayan enzimlerdir. Bu
enzimlerin konak hiicre membranlarinda hasara yol aga-
rak bazi bakteri ve mantarlarin patogenezinde virlilans
faktérl olarak rol oynamaktadir. Ghannoum (2) ¢alisma
sonuglar dogrultusunda, fosfolipazlarin anlagiimasinin
yeni antifungal stratejileri, belirlemede énemli oldugunu
bildirmistir.

Bu calismanin amaci, cesitli klinik 6rneklerden izole
edilen kandidalarin turlerinin saptanmasi; flukonazol,
itrakonazol ve amfoterisin B’ye in-vitroduyarliliginin aras-
tirlmasi ve direnglilik durumu ile fosfolipaz olusturma
arasindaki iligkiyi incelemektir.

GEREC VE YONTEM

Candida suslan: Hastanede yatan ya da poliklinik hasta-
larindan alinan cgesitli klinik érneklerden (idrar, kan, vagina
salgisi, rektum slrlntlsu, diski, balgam, periton sivisi,
kateter, diren, trakeal aspirat, yara) izole edilen 73 Candida
susu calismaya alindi. Suslarin identifikasyonunda; germ
tp, misir unu-tween 80 besiyerindeki morfolojileri ve API-
20 C (bio Mérieux, Fransa) maya identifikasyon sistemi
kullanildi (3).

Antifungal duyarilik saptanmasi: Galismaya alinan
Candida suslarinin antifungal (flukonazole, itrakonazole
ve amfoterisin B) duyarliliklari E test (AB Biodisk, isveg)
ybéntemi ile arastirildi. E testi igin %2 glukoz iceren RPMI
1640 (Angus, Italya) besiyeri kullanildi ve sonuglar Ure-
tici firmanin énerilerine gére belirlendi. Minimum inhibitér
konsantrasyon (MIK, mg/ml) degerleri 24-48 saat inki-
basyon sonrasinda degerlendirildi (1).

Fosfolipaz aktivitesinin aragtinlmasi  : Calismaya alinan
73 susun 30’unda fosfolipaz aktivitesi arastirildi. Yéntem
olarak, Price ve ark. (4)’'nin plak ydntemi kullanildi. Besi-
yeri olarak, 1 M NaCl, 0.005 M kalsiyum kloriir ve %8
steril yumurta sarisi eklenmis Saboraud-Dekstroz-Agar
(SDA) kullanildi. Yumurta sarisi 1000 gde 15 dakika
santrifuj edildi. Daha sonra supernatanta steril distile su

eklenerek ilk volimdine getirildi ve steril SDA’ya eklendi.
Esit miktardaki sitrik asit ve disodyum hidrojen fosfat ile
steril kosullarda karistinlarak pH: 4.3’e ayarland..

Candida suslari SDA besiyerine pasajlanarak 24-48 saat-
te tretildi. Ureyen kolonilerden steril distile su kullanila-
rak McFarland 1’e uygun bulaniklikta Candida stispansi-
yonlar hazirlandi. Bu sispansiyonlardan dért-alti érnek
bir plaga olacak sekilde bir lup dolusu inokile edildi.
Plaklar 30° C’de nemli bir ortamda dért giin bekletildi.

Dért glin sonra koloniler ve koloni etrafinda olusmus
presipitasyon zonlari él¢llerek presipitasyon aktivitesini
gosteren (phospholipase zone) Pz degerleri asagidaki
sekilde hesaplandi.

Koloni ¢api

Pz degeri =
Presipitasyon zonu capi

Pz degeri 1.00’e esit ise sus fosfolipaz negatif olarak
degerlendirilirken, bu deger 1.00'den kiiguk ise susun
fosfolipaz urettigi kabul edildi (5).

istatiksel analiz:
kare testi kullanildi.

Sonuglarin degerlendiriimesinde ki-

BULGULAR

Suslarin tire gore dagihminda C. albicans (56) ilk sirada
yer almakta; bunu C. tropicalis (dokuz), C. kefyr(lg), C.
guilliermondii (iki), C. krusei (bir),C. glabrata (bir), C. famata
(bir) izlemekte idi.

itrakonazole direnc toplam 11 susta saptandi. Bunlarin
tir dagilimi; C. albicans (yedi), C. guilliermondii (iki), C.
tropicalis (iki) seklindeydi. Flukonazol direncli dokuz (alti
C. albicans, iki C. tropicalis bir C. krusei) sus saptandi.
Amfoterisin B'ye karsi direngli sus saptanmadi. C. albicans
ve C. albicans disi suglarin MIK5, ve MIKgy degerleri
asagida Tablo 1’de gdsterilmektedir.

Galismaya alinan 73 Candida susunun 50’sinde (%68.5)
fosfolipaz aktivitesi saptandi. Bunlarin 45'i (%81.8) C.
albicans ve besi (%27.8) ise C. albicans dis idi. iki grup

Tablo 1. Candida turlerinin E test yéntemi ilein-vitro antifungal duyarhhklari (mg/ml)

Candida tirleri ve antifungal ilag MIK araligi MIKs5g MIKgg
C. albicans (n=55)
Flukonazol 0.032->256 0.125 1.0
itrakonazol 0.004->32 0.016 >32
Amfoterisin B 0.023-0.64 0.032 0.32
C. albicans digI Candida spp. (n=18)
Flukonazol 0.032->256 0.125 >256
itrakonazol 0.004->32 0.032 >32
Amfoterisin B 0.008-0.64 0.064 0.47
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arasinda fosfolipaz enzimi varligi agisindan istatiksel
olarak anlaml bir iliski saptandi (p>0.05). Minimum ve
maksimum Pz degerleri sirasiyla 0.08 ve 1.0 idi, ortala-
ma Pz degeri ise 0.733£219 olarak hesaplandi. Fluko-
nazol direncli dokuz susun altisinda (bes C. albicans, bir
C. tropicalis); itrakonazol direngli 11 susun dokuzunda
(sekiz C. albicans, bir C. tropicalis fosfolipaz aktivitesi
saptandi. Fosfolipaz enzim varligi ile azollere duyarlilik
veya direnclilik karsilastirldiginda istatiksel olarak anlamh
bir iliski saptanamadi (p>0.05) (Tablo 2). Ayni karsilas-
tirma C. albicanssuslar icerisinde yapildiginda yine anlamli
bir iliski saptanamadi.

Tablo 2. Fosfolipaz aktivitesi ile flukonazole ve itrakonazole
duyarhh@ arasindaki iligki

Fosfolipaz Flukonazol itrakonazol
aktivitesi Say!i Duyarli  Direncli  Duyarli  Direngli
Negatif 23 20 3 41

Pozitif 50 44 6 21

Toplam 73 64 9 62 11
TARTISMA

Candida infeksiyonlarinda kullanilan antifungal ilaglara
kars! direng gelistigi g6zlenmektedir. Bu nedenle uygun
ve etkin antifungal segiminde in vitro antifungal duyarlhk
testlerine gereksinim artmaktadir. Standart antifungal duyar-
ik testi olarak buyon mikrodilution testi olan National
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS
M27-A) kullaniimaktadir. Bu yénteme alternatif olarak
daha basit, pratik ve daha ¢cabuk sonug verebilen testlere
ihtiya¢ bulunmaktadir. Alternatif ydntemlerden biri olan E
test ile tekrar edildiginde, ayni kantitatif MIK sonuglari elde
edilebilmektedir (6). E testin standart NCCLS yontemi ile
karsilastirldigi; birkag ¢alismada MIK uyumu flukonazole
icin %67-%>90, itrakonazole igin %63.8-%84, amfoterisin
B igin %78-%100 olarak saptanmistir (1,7-9). Buyon dills-
yon metodu ile E test arasindaki diisik MIK uyumlari her
iki ydntem icin farkli besiyerinin se¢ilmis olmasindan kay-
naklanabilir. E test yénteminde, 6zellikle azoller denendi-
ginde, inhibisyon zone sinirlarinin belirlenmesinde zorluk
yasanmaktadir. Farkli MIK degerleri belirlemeyi engelle-
mek icin, petrileri ayni kisinin degerlendirmesi ve degisik
treme paternleri gésteren kontrollerin kullaniimasi sag-
lanmalidir.

E test ile antifungal duyarliik degerlendirilirken MIK
degeri amfoterisin i¢in 2 mg/ml, flukonazole igin 64 nmg/ml,
itrakonazole icin >1 ng/ml olarak kabul edilmistir. Bu
degerler referans olarak degerlendirmeye gidildiginde en
yuksek direncin itrakonazole karsi oldugu gézlenmigtir.
Calismada itrakonazole i¢cin MIK araliginin 0.004 ile >32

nmg/ml arasinda degistigi géralmustur. Direngli 11 susun

Cilt 17, Sayi 3, Temmuz 2003

yedisi C. albicans, ikisi C. guilliermondii, ikisi C. tropica:
lis'tir. Bu sonuglara benzer, Chryssathhou (8)'nun c¢alis-
masinda itrakonazole i¢in MIK araligini 0.008->32 ng/ml,
Kog ve ark. (1) ise 0.03->32 mg/ml olarak bildirmiglerdir (1).

Flukonazol icin MIK araligi 0.032->256 arasinda degis-
mekte olup dokuz direncli sus saptanmistir. Bu suslarin
altisi C. albicans, ikisi C. tropicalis ve biri C. kruseidir.
Epsinel-Ingroff ve Pfaller (10) calismalarinda MIK deger-
lerini 0.25->64 ng/ml, Hawser ve ark. (11) 0.12->256
Gln ve ark. (12) 0.12->64 ng/ml, Arikan ve ark. (13)
<0.2->64 ng/ml olarak saptadiklarini bildirmiglerdir.

Amfoterisin B kuskulu ciddi mantar infeksiyonlarin ampi-
rik tedavisinde kullanimi saglayan genis spektrumlu fungi-
sidal aktiviteye sahiptir. Bununla birlikte, C. lusitaniae ve
C. guilliermondii gibi turlerde primer direng goérilebilmek
tedir (14). Amfoterisin B’ye diren¢ nadir olark bildirilme-
sine karsin, bazi ¢alismalar poliyen direncinin klinik basa-
risizhikla ilgili olabilecegini géstermistir (1, 2). E test yon-
teminin amfoterisin B’ye duyarlihgi azalmis kékenlerinin
saptanmasinda standart mikrobuyon diliisyon yéntemine
gére daha Ustin oldugu ileri sirtlmesine karsin bu
calismada amfoterisin B’ye direncli sus saptanmamigstir
(15). Bu sonucla, azollere direngli Candida suslarinda
amfoterisin B’nin en etkin antifungal ajan oldugu gésteril-
mistir.

Calismanin ikinci asamasinda Candida turlerinin fosfoli-
paz aktivitesi degerlendirilmistir. Ekstrasellller fosfolipaz
aktivitesi kandidalarin patogenezinde virllans faktéra
olarak rol oynamaktadir. Yiicesoy ve ark. (16) saghkh ve
Candida infeksiyonu olan bireylerden soyutlanan C. albi-
cans suslarinda yaptiklar bir calismada fosfolipaz aktivi-
tesini sirasiyla %55.5 ve %76.9 olarak bildirmiglerdir.
Yicel ve Kantarcioglu (17) ise sadece C. albicans kéken-
lerinde yaptiklari calismada bu orani daha ylksek %94.4
olarak saptamiglardir. Bu ¢calismada enzim varligi sapta-
nan suslarin 45'inin (%81.8) C. albicans olmasi, C. albi:
cans susglarinin virulansinda fosfolipaz aktivitesinin diger
Candida suslarina oranla énemli rol oynayabilecegini
disundirmektedir (p<0.05).

Antifungal direnci ile virllans faktorleri arasindaki iligkiyi
inceleyen calismalar az sayidadir. Flukonazol direnci ile
C. albicans’'\n germinasyon, adhezyon, proteinaz ve fos-
folipaz gibi virtlans faktorleri arasindaki iliskiyi inceleyen
calismalarda, sadece proteinaz aktivitesi ile direng ara-
sinda anlamli bir iliski saptanmistir (18-21). Bununla bir-
likte, Kalkanci ve ark. (22)'nin vulvovajinal kandidoz etkeni
Candida suslarinda virulans faktorleri ile antifungal (flu-
konazol, ketokanozol, itrakonazol, amfoterisin B ve terbi-
nafin) duyarliik arasindaki iliskiyi inceleyen c¢alisma-
sinda; C. albicanssuslarinin %84’tinde fosfolipaz ve ayni
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zZzam

anda proteinaz aktivitesi saptanmig, fakat enzim  Sonug olarak, tim Candida tirlerinde artan direncin 6zel

aktiviteleri ile antifungal duyarlihk arasinda anlamli bir  likle immdnitesi zayif kisilerde dnemli bir sagaltim sorunu

iliski bulunamamigtir. Bu ¢alismada da azol direnci ile  oldugu, bu nedenle de tirlerin tanimlanmasinin ve anti-
fosfolipaz aktivitesi arasinda anlamli bir iliski saptana-  fungal testlerinin yapiimasinin ve antifungal ilag segimin-
mamigtir. de 6zenli davraniimasinin gerekliligi ortaya konulmustur.
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