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ÖZET

Bu çal›flmada; kandida türlerinin saptanmas›, in vitro antifungal duyarl›l›klar› ve dirençlilik durumu ile fosfolipaz oluflturma

aras›ndaki iliflkinin araflt›r›lmas› amaçlanm›flt›r. Çeflitli klinik örneklerden izole edilen 73 Candida suflunun flukonazol,
itrakonazol ve amfoterisin B’ye karfl› duyarl›l›klar› E test yöntemi ile araflt›r›ld›. Sufllar›n türe göre da¤›l›m›nda C. albicans

(56) ilk s›rada yer almakta; bunu C. tropicalis (dokuz), C. kefyr (üç), C. guilliermondii (iki), C. krusei (bir), C. glabrata (bir), C.
famata (bir) izlemekte idi. En fazla direnç itrakonazole karfl› saptand›. ‹trakonazole dirençli sufllar›n tür da¤›l›m› C. albicans

(yedi), C. guilliermondii (iki), C. tropicalis (iki), C. krusei (bir) fleklindeydi. Flukonazole dirençli dokuz (alt› C. albicans, iki C .
tropicalis, bir C. krusei) sufl saptand›. Amfoterisin B’ye karfl› dirençli sufl saptanmad›. Fosfolipaz aktivitesi toplam 50 (45 C.

albicans ve befl C. albicans d›fl›) suflta gösterilebildi. Fosfolipaz aktivitesi ile azollere duyarl›l›k aras›nda anlaml› bir iliflki
bulunamad› (p>0.05). Sonuç olarak; kandida türlerinin ve antifungal MIK’in saptanmas› tedavinin yönlendirilmesi aç›s›ndan

önem tafl›maktad›r. Azol direnci, C. albicans’›n major virülans faktörlerinden biri olan fosfolipaz aktivitesi ile iliflkili de¤ildir.

SUMMARY

The purpose of this study was to identify Candida spp., to determine the in vitro antifungal susceptibility and to
investigate the relationship between susceptibility and phospholipase activity. The in vitro antifungal susceptibility of

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), and

C. famata (one). The highest rate of resistance was against itraconazole; resistance was found in seven C. albicans,
two C. guilliermondii, two C. tropicalis and 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 relationship

between phospholipase activity and azole resistance (p>0.05). In conclusion; the identification of Candida spp. and
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.

G‹R‹fi

Son y›llarda immunosupresif ve antibakteriyel ilaçlar›n

yayg›n olarak kullan›m› sonucu mantar infeksiyonlar›nda

art›fl gözlenmektedir. Sa¤alt›m›n yönlendirilmesinde in-vitro

antifungal duyarl›l›k testlerinin uygulanmas› yararl› olmak-

tad›r. E testi pahal› olmas›na karfl›l›k disk difüzyon gibi

kolayca uygulanabilmesi, ek malzeme gerektirmemesi

yan›nda M‹K de¤erlerini saptayabilmesi nedeni ile son

y›llarda önem kazanm›flt›r (1).
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Ekstrasellüler fosfolipazlar birçok mikroorganizma tara-

f›ndan üretilen ve fosfolipitleri parçalayan enzimlerdir. Bu

enzimlerin konak hücre membranlar›nda hasara yol aça-

rak baz› bakteri ve mantarlar›n patogenezinde virülans

faktörü olarak rol oynamaktad›r. Ghannoum (2) çal›flma

sonuçlar› do¤rultusunda, fosfolipazlar›n anlafl›lmas›n›n

yeni antifungal stratejileri, belirlemede önemli oldu¤unu

bildirmifltir.

Bu çal›flman›n amac›, çeflitli klinik örneklerden izole

edilen kandidalar›n türlerinin saptanmas›; flukonazol,

itrakonazol ve amfoterisin B’ye in-vitro duyarl›l›¤›n›n arafl-

t›r›lmas› ve dirençlilik durumu ile fosfolipaz oluflturma

aras›ndaki iliflkiyi incelemektir.

GEREÇ VE YÖNTEM

Candida  sufllar›:  Hastanede yatan ya da poliklinik hasta-

lar›ndan al›nan çeflitli klinik örneklerden (idrar, kan, vagina

salg›s›, rektum sürüntüsü, d›flk›, balgam, periton s›v›s›,

kateter, diren, trakeal aspirat, yara) izole edilen 73 Candida

suflu çal›flmaya al›nd›. Sufllar›n identifikasyonunda; germ

tüp, m›s›r unu-tween 80 besiyerindeki morfolojileri ve API-

20 C (bio Mérieux, Fransa) maya identifikasyon sistemi

kullan›ld› (3). 

Antifungal duyarl›l›k saptanmas›:  Çal›flmaya al›nan

Candida sufllar›n›n antifungal (flukonazole, itrakonazole

ve amfoterisin B) duyarl›l›klar› E test (AB Biodisk, ‹sveç)

yöntemi ile araflt›r›ld›. E testi için %2 glukoz içeren RPMI

1640 (Angus, Italya) besiyeri kullan›ld› ve sonuçlar üre-

tici firman›n önerilerine göre belirlendi. Minimum inhibitör

konsantrasyon (MIK, mg/ml) de¤erleri 24-48 saat inkü-

basyon sonras›nda de¤erlendirildi (1).

Fosfolipaz aktivitesinin araflt›r›lmas› : Çal›flmaya al›nan

73 suflun 30’unda fosfolipaz aktivitesi araflt›r›ld›. Yöntem

olarak, Price ve ark. (4)’n›n plak yöntemi kullan›ld›. Besi-

yeri olarak, 1 M NaCl, 0.005 M kalsiyum klorür ve %8

steril yumurta sar›s› eklenmifl Saboraud-Dekstroz-Agar

(SDA) kullan›ld›. Yumurta sar›s› 1000 g’de 15 dakika

santrifuj edildi. Daha sonra supernatanta steril distile su

eklenerek ilk volümüne getirildi ve steril SDA’ya eklendi.

Eflit miktardaki sitrik asit ve disodyum hidrojen fosfat ile

steril koflullarda kar›flt›r›larak pH: 4.3’e ayarland›.

Candida sufllar› SDA besiyerine pasajlanarak 24-48 saat-

te üretildi. Üreyen kolonilerden steril distile su kullan›la-

rak McFarland 1’e uygun bulan›kl›kta Candida süspansi-

yonlar› haz›rland›. Bu süspansiyonlardan dört-alt› örnek

bir pla¤a olacak flekilde bir lup dolusu inoküle edildi.

Plaklar 30° C’de nemli bir ortamda dört gün bekletildi. 

Dört gün sonra koloniler ve koloni etraf›nda oluflmufl

presipitasyon zonlar› ölçülerek presipitasyon aktivitesini

gösteren (phospholipase zone) Pz de¤erleri afla¤›daki

flekilde hesapland›.

Koloni çap›
Pz de¤eri =     

Presipitasyon zonu çap›

Pz de¤eri 1.00’e eflit ise sufl fosfolipaz negatif olarak

de¤erlendirilirken, bu de¤er 1.00’den küçük ise suflun

fosfolipaz üretti¤i kabul edildi (5).

‹statiksel analiz:  Sonuçlar›n de¤erlendirilmesinde ki-

kare testi kullan›ld›.

BULGULAR

Sufllar›n türe göre da¤›l›m›nda C. albicans (56) ilk s›rada

yer almakta; bunu C. tropicalis (dokuz), C. kefyr (üç), C.

guilliermondii (iki), C. krusei (bir), C. glabrata (bir), C. famata

(bir) izlemekte idi.

‹trakonazole direnç toplam 11 suflta saptand›. Bunlar›n

tür da¤›l›m›; C. albicans (yedi), C. guilliermondii (iki), C.

tropicalis (iki) fleklindeydi. Flukonazol dirençli dokuz (alt›

C. albicans, iki C. tropicalis, bir C. krusei) sufl saptand›.

Amfoterisin B’ye karfl› dirençli sufl saptanmad›. C. albicans

ve C. albicans d›fl› sufllar›n MIK50 ve MIK90 de¤erleri

afla¤›da Tablo 1’de gösterilmektedir.

Çal›flmaya al›nan 73 Candida suflunun 50’sinde (%68.5)

fosfolipaz aktivitesi saptand›. Bunlar›n 45’i (%81.8) C.

albicans ve befli (%27.8) ise C. albicans d›fl› idi. ‹ki grup

Tablo 1. Candida türlerinin E test yöntemi ile in-vitro antifungal duyarl›l›klar› (µg/ml)

Candida türleri ve antifungal ilaç MIK aral›¤› MIK50 MIK90

C. albicans (n=55)

Flukonazol 0.032->256 0.125 1.0

‹trakonazol 0.004->32  0.016 >32

Amfoterisin B 0.023-0.64 0.032 0.32

C. albicans d›fl› Candida spp. (n=18)

Flukonazol 0.032->256 0.125 >256

‹trakonazol 0.004->32  0.032 >32

Amfoterisin B 0.008-0.64 0.064 0.47
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aras›nda fosfolipaz enzimi varl›¤› aç›s›ndan istatiksel

olarak anlaml› bir iliflki saptand› (p>0.05). Minimum ve

maksimum Pz de¤erleri s›ras›yla 0.08 ve 1.0 idi, ortala-

ma Pz de¤eri ise 0.733±219 olarak hesapland›. Fluko-

nazol dirençli dokuz suflun alt›s›nda (befl C. albicans, bir

C. tropicalis); itrakonazol dirençli 11 suflun dokuzunda

(sekiz C. albicans, bir C. tropicalis) fosfolipaz aktivitesi

saptand›. Fosfolipaz enzim varl›¤› ile azollere duyarl›l›k

veya dirençlilik karfl›laflt›r›ld›¤›nda istatiksel olarak anlaml›

bir iliflki saptanamad› (p>0.05) (Tablo 2). Ayn› karfl›lafl-

t›rma C. albicans sufllar› içerisinde yap›ld›¤›nda yine anlaml›

bir iliflki saptanamad›.

Tablo 2.  Fosfolipaz aktivitesi ile flukonazole ve itrakonazole

duyarl›l›¤› aras›ndaki iliflki

Fosfolipaz Flukonazol ‹trakonazol

aktivitesi Say› Duyarl› Dirençli Duyarl› Dirençli

Negatif 23 20 3 41 2

Pozitif 50 44 6 21  9

Toplam 73 64 9 62 11

TARTIfiMA

Candida infeksiyonlar›nda kullan›lan antifungal ilaçlara

karfl› direnç geliflti¤i gözlenmektedir. Bu nedenle uygun

ve etkin antifungal seçiminde in vitro antifungal duyarl›l›k

testlerine gereksinim artmaktad›r. Standart antifungal duyar-

l›l›k testi olarak buyon mikrodilution testi olan National

Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS

M27-A) kullan›lmaktad›r. Bu yönteme alternatif olarak

daha basit, pratik ve daha çabuk sonuç verebilen testlere

ihtiyaç bulunmaktad›r. Alternatif yöntemlerden biri olan E

test ile tekrar edildi¤inde, ayn› kantitatif MIK sonuçlar› elde

edilebilmektedir (6). E testin standart NCCLS yöntemi ile

karfl›laflt›r›ld›¤›; birkaç çal›flmada MIK uyumu flukonazole

için %67-%≥90, itrakonazole için %63.8-%84, amfoterisin

B için %78-%100 olarak saptanm›flt›r (1,7-9). Buyon dilüs-

yon metodu ile E test aras›ndaki düflük MIK uyumlar› her

iki yöntem için farkl› besiyerinin seçilmifl olmas›ndan kay-

naklanabilir. E test yönteminde, özellikle azoller denendi-

¤inde, inhibisyon zone s›n›rlar›n›n belirlenmesinde zorluk

yaflanmaktad›r. Farkl› MIK de¤erleri belirlemeyi engelle-

mek için, petrileri ayn› kiflinin de¤erlendirmesi ve de¤iflik

üreme paternleri gösteren kontrollerin kullan›lmas› sa¤-

lanmal›d›r.

E test ile antifungal duyarl›l›k de¤erlendirilirken MIK

de¤eri amfoterisin için 2 µg/ml, flukonazole için 64 µg/ml,

itrakonazole için ≥1 µg/ml olarak kabul edilmifltir. Bu

de¤erler referans olarak de¤erlendirmeye gidildi¤inde en

yüksek direncin itrakonazole karfl› oldu¤u gözlenmifltir.

Çal›flmada itrakonazole için MIK aral›¤›n›n 0.004 ile >32

µg/ml aras›nda de¤iflti¤i görülmüfltür. Dirençli 11 suflun 

yedisi C. albicans, ikisi C. guilliermondii, ikisi C. tropica-

lis’tir. Bu sonuçlara benzer, Chryssathhou (8)'nun çal›fl-

mas›nda itrakonazole için MIK aral›¤›n› 0.008->32 µg/ml,

Koç ve ark. (1) ise 0.03->32 µg/ml olarak bildirmifllerdir (1).

Flukonazol için MIK aral›¤› 0.032->256 aras›nda de¤ifl-

mekte olup dokuz dirençli sufl saptanm›flt›r. Bu sufllar›n

alt›s› C. albicans, ikisi C. tropicalis ve biri C. krusei’dir.

Epsinel-Ingroff ve Pfaller (10) çal›flmalar›nda MIK de¤er-

lerini 0.25->64 µg/ml, Hawser ve ark. (11) 0.12->256,

Gün ve ark. (12) 0.12->64 µg/ml, Ar›kan ve ark. (13)

<0.2->64 µg/ml olarak saptad›klar›n› bildirmifllerdir. 

Amfoterisin B kuflkulu ciddi mantar infeksiyonlar›n ampi-

rik tedavisinde kullan›m› sa¤layan genifl spektrumlu fungi-

sidal aktiviteye sahiptir. Bununla birlikte, C. lusitaniae ve

C. guilliermondii gibi türlerde primer direnç görülebilmek-

tedir (14). Amfoterisin B’ye direnç nadir olark bildirilme-

sine karfl›n, baz› çal›flmalar poliyen direncinin klinik bafla-

r›s›zl›kla ilgili olabilece¤ini göstermifltir (1, 2). E test yön-

teminin amfoterisin B’ye duyarl›l›¤› azalm›fl kökenlerinin

saptanmas›nda standart mikrobuyon dilüsyon yöntemine

göre daha üstün oldu¤u ileri sürülmesine karfl›n bu

çal›flmada amfoterisin B’ye dirençli sufl saptanmam›flt›r

(15). Bu sonuçla, azollere dirençli Candida sufllar›nda

amfoterisin B’nin en etkin antifungal ajan oldu¤u gösteril-

mifltir.

Çal›flman›n ikinci aflamas›nda Candida türlerinin fosfoli-

paz aktivitesi de¤erlendirilmifltir. Ekstrasellüler fosfolipaz

aktivitesi kandidalar›n patogenezinde virülans faktörü

olarak rol oynamaktad›r. Yücesoy ve ark. (16) sa¤l›kl› ve

Candida infeksiyonu olan bireylerden soyutlanan C. albi-

cans sufllar›nda yapt›klar› bir çal›flmada fosfolipaz aktivi-

tesini s›ras›yla %55.5 ve %76.9 olarak bildirmifllerdir.

Yücel ve Kantarc›o¤lu (17) ise sadece C. albicans köken-

lerinde yapt›klar› çal›flmada bu oran› daha yüksek %94.4

olarak saptam›fllard›r. Bu çal›flmada enzim varl›¤› sapta-

nan sufllar›n 45’inin (%81.8) C. albicans olmas›, C. albi-

cans sufllar›n›n virulans›nda fosfolipaz aktivitesinin di¤er

Candida sufllar›na oranla önemli rol oynayabilece¤ini

düflündürmektedir (p<0.05). 

Antifungal direnci ile virülans faktörleri aras›ndaki iliflkiyi

inceleyen çal›flmalar az say›dad›r. Flukonazol direnci ile

C. albicans’›n germinasyon, adhezyon, proteinaz ve fos-

folipaz gibi virülans faktörleri aras›ndaki iliflkiyi inceleyen

çal›flmalarda, sadece proteinaz aktivitesi ile direnç ara-

s›nda anlaml› bir iliflki saptanm›flt›r (18-21). Bununla bir-

likte, Kalkanc› ve ark. (22)’n›n vulvovajinal kandidoz etkeni

Candida sufllar›nda virulans faktörleri ile antifungal (flu-

konazol, ketokanozol, itrakonazol, amfoterisin B ve terbi-

nafin) duyarl›l›k aras›ndaki iliflkiyi inceleyen çal›flma-

s›nda; C. albicans sufllar›n›n %84’ünde fosfolipaz ve ayn› 
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zamanda proteinaz aktivitesi saptanm›fl, fakat enzim

aktiviteleri ile antifungal duyarl›l›k aras›nda anlaml› bir

iliflki bulunamam›flt›r. Bu çal›flmada da azol direnci ile

fosfolipaz aktivitesi aras›nda anlaml› bir iliflki saptana-

mam›flt›r.

Sonuç olarak, tüm Candida türlerinde artan direncin özel-

likle immünitesi zay›f kiflilerde önemli bir sa¤alt›m sorunu

oldu¤u, bu nedenle de türlerin tan›mlanmas›n›n ve anti-

fungal testlerinin yap›lmas›n›n ve antifungal ilaç seçimin-

de özenli davran›lmas›n›n gereklili¤i ortaya konulmufltur.
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