Arastirma Yazisi
Selguk Tip Derg 2012;28(3):149-151

SELCUK TIP
DERGISI

Kan Kiiltiirlerinden izole Edilen Candida Tiirlerinin
Dagilimi ve Amfoterisin B ve Flukonazole in Vitro
Duyarhiliklari

Distribution of Candida Species Isolated From Blood Cultures and in-
Vitro Susceptibilities to Amphotericin B and Fluconazole

Mustafa Altay Atalay, Hafize Sav, Gonca Demir, A. Nedret Kog

Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji A.D., Kayseri

Ozet

Abstract

Fungal kan dolasimi enfeksiyonlari, immin yetmezlikli hastalarda
mortalite ve morbiditenin énde gelen nedenlerinden birisidir. Invazif
kandidiyazise neden olan tirler arasinda Candida albicans halen en
sik gorllen patojen olmakla beraber diger Candida tiirlerinin de orani
artmaktadir. Bu calismada kan kiltirlerinden izole edilen Candida
tirlerinin tanimlanmasi ve bunlarin amfoterisin B ve flukonazole
duyarliliklarinin arastiriimasi amaglandi. Temmuz 2009-2011 tarihleri
arasinda 97 hastanin kan kiltiriinden izole edilen Candida tirleri
calismaya alindi. izolatlarin tanimlanmasinda, germ tiip testi, misir
unu-Tween 80 agar besiyerindeki morfolojik gériinimleri ve APl 20C
AUX (Biomerieux, Fransa) sistemi kullanildi. C. albicans en ¢ok (%
68) izole edilen tiir olup bunu C. parapsilosis (% 14.5) ve C. glabrata
(% 9.3) izledi. Amfoterisin B, flukonazol duyarlliklari ve Minimum
inhibitér Konsantrasyon (MIK) degerleri E-test ( AB Biodisk, Isveg)
yéntemiyle yapildi. izole edilen tiim Candida suslari amfoterisin B'ye
duyarli bulundu. Flukonazole direngli bir ve doza bagli duyarli alti C.
glabrata susu disindaki hi¢bir Candida susunda flukonazole direng
saptanmadi.

Anahtar kelimeler: amfoterisin B, E-test, flukonazol, kandidemi

Fungal bloodstream infections are a leading cause of morbidity
and mortalite in the immunosuppressed patients. While Candida
albicans remains the predominant pathogen, the proportion of
invasive candidiasis caused by other species of Candida continues
to increase. In this study the identification of the Candida species
isolated from blood cultures and investigation of their susceptibilities
against amphotericin B and fluconazole was aimed. Candida strains
isolated from 97 patients blood cultures within the time period of July
2009-2011 were included in the study. Identification of the strains,
germ tube test, morphological appearance of corn meal-Tween 80
agar medium and APl 20C AUX (Biomeriux, France) were used. The
most common Candida form was C. albicans (68 %) followed by
C. parapsilosis (14.5 %) and C. glabrata (9.3 %). Amphotericin B,
fluconazole susceptibilities and Minimum Inhibitory Concentrations
(MIC) values were measured with E-test method. All Candida strains
were susceptible to amphotericin B. Except the flukonazole resistant
one and dose-dependent susceptible six C.glabrata isolates, non of
Candida isolates were resistant to fluconazole.
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GIRIS

Son yillarda immunsupresif tedavi alan hasta sayisinin artmasi,
biyik cerrahi girisimlerin ve genis spektrumlu ve birden fazla antibiyotik
kullaniminin artmasi, hiperalimentasyon, yogun bakim (initelerinde genel
durumu bozuk hastalarin daha fazla izlenmesi ve yapay protezlerin
kullaniminin yayginlasmasina bagli olarak, ciddi fungal enfeksiyonlarin,
oOzellikle invazif Candida enfeksiyonlarinin insidansinda da artis
gbzlenmektedir (1,2). Kandidemiler invazif kandida enfeksiyonlarinin
%50-70'ini  olusturur. Amerika’da hastane kdkenli kan dolasimi
enfeksiyonlarinin %8-10'una sebep olan Candida tiirleri, koagtilaz-
negatif stafilokoklar (KNS), Staphylococcus aureus ve enterokoklardan
sonra dordiincli sirayl almakta ve Onemli oranda morbidite ve
mortaliteye neden olmaktadir (3). Kandidemilerde en sik etken Candida
albicans olmakla birlikte albikans-disi turlerin gorilme sikligi da giderek
artmaktadir (4). Vorikonazol, posakonazol ve ekinokandinler gibi yakin
zamanda kullanima girmis ya da isavukonazol gibi arastirma asamasinda

olan antifungal ajanlar tedavi segenegini genisletse de, amfoterisin B ve
flukonazol fungemilerin tedavisinde en yaygin kullanilan ilaglardir(5). Bu
calismada yaklasik 2 yillik sire zarfinda kan kdltirinden izole edilen
kandidalarin ve bunlarin amfoterisin B ve flukonazol duyarliliklarinin E
test yontemi ile arastirimasi amaglanmistir.

GEREG ve YONTEM

Temmuz 2009-2011 tarihleri arasinda hastanemizin gesitli
birimlerinden Merkez Laboratuvarina génderilen kan kiltlirleri BacT/
Alert 3D otomasyon sistemi (Biomerieux, Fransa)'nde inkibe edilmistir.
Kan kdlturd siselerinden tireme sinyali verenlerden preparat hazirlanmis,
Gram boyama ile maya hiicresi tespit edilenler CHROMagar Candida
(BBL Fransa) ve Sabouraud dekstroz agar (Oxoid, Ingiltere)a
pasajlanmistrr. izolatlarin tanimlanmasinda, germ tiip testi, misir unu-
Tween 80 agar besiyerindeki morfolojik gériiniimleri ve gerektiginde
API 20C AUX (Biomerieux, Fransa) sistemi kullaniimistir. CHROMagar
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Atalay ve ark.

Candida besiyerinde parlak yesil kolonileri olan, misir unu-Tween
80 agarda klamidospor olusturan ve germ tiip pozitif olup 45°C'de
ureyebilen izolatlarin tamami C. albicans olarak kabul edilmis ve
APl 20C AUX (Biomerieux, Fransa) kiti ile tanimlamaya gereksinim
duyulmamistir. Izole edilen Candida suslarinin Amfoterisin B ve
flukonazole karsi duyarliliklari ise E test (AB Biodisk, isveg) yontemi
ile arastinimistir. Bu yontemde %2 glikoz ve %1.5 agar iceren RPMI
1640 (Sigma Chemical Co, St Louis, Mo, USA) besiyeri kullaniimis ve
sonuglar dretici firmanin nerileri dogrultusunda degerlendirilmistir. Buna
gore, her Candida izolatinin % 085 sodyum klorirde 0.5 McFarland
standardi bulanikligina gére stispansiyonlari hazirlanmis ve ekivyon ile
agar yuzeylerine inokule edilmistir. Agar plaklarin yiizeyleri kuruduktan
sonra, amfoterisin B (0.002-32 ug/ml) ve flukonazol (0.016-256 ug/ml)
iceren E-test seritleri yerlestirilmistir. Daha sonra plaklar 37°C'de 24
saat, eder yetersiz Ureme varsa 48 saat inkilbe edilmis ve inklibasyon
sonrasinda Minimum inhibitér Konsantrasyon (MIK) (ug/ml) degerleri
belirlenmistir(6). Flukonazol igin MIK degeri <8 pg/ml ise duyarli, 16-
32 pg/ml ise doza bagl duyarli ve 264 pg/ml ise direngli kabul edildi.
Amfoterisin B icin MIK degeri <1 ug/ml olan suslar duyarli kabul edildi.
Kontrol kokenleri olarak C. albicans ATCC 90028 ve C. parapsilosis
ATCC 90018 kullanilmigtir.

BULGULAR

Toplam 97 susun 66'si (%68) C.albicans, 14’ (%14.5) C.
parapsilosis, 9'u C. glabrata (%9.3), 4'l (%4.1) C. krusei, 3'U (%3.1) C.
tropicalis ve biride (%1) C. pelliculosa olarak tanimlanmistir. C. albicans,
C. parapsilosis. C. glabrata, C. tropicalis ve C. pelliculosa igin amfoterisin
B - flukonazol MIK araliklari ve MIC50 / MIC90 degerleri Tablo 1'de
gosterilmektedir. Tim suslar amfoterisin B'ye duyarli bulunurken,
flukonazole duyarliliklari incelendiginde alti (%66.7) doza bagl duyarl,
bir (%11.1) tane de direngli C. glabrata susu diginda tiim suslarin duyarli
oldugu saptanmistir. C. krusei suslari ise flukonazole dogal direncli kabul
edilmistir.

TARTISMA

Risk altindaki bagisiklik sistemi baskilanmis hasta popilasyonu
giderek arttigi icin, hastane kaynakl kan dolasimi etkenleri
arasinda ust siralarda yer alan Candida tirleri her gegen giin 6nem
kazanmaktadir (7). Kan ile yayilan ve hastane infeksiyonuna neden
olan mikroorganizmalar icinde Candida’larin dérdlincli siraya yerlestigi
belirtiimektedir ve kandideminin hastanede kalis siresini ortalama
30 gin uzattig ve mortalite oraninin ise %40-60 arasinda oldugu
bildirilmektedir (8). Candida cinsi icinde ¢ok sayida tir olmakla birlikte
hastalarin cogunda etken olarak bes tur (C. albicans, C. parapsilosis,
C. tropicalis, C. glabrata ve C. krusei) izole edilmektedir. C. albicans
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tim bélgelerde en fazla izole edilen tiir olmakla beraber gorilme sikligi
bélgelere gore degismektedir (9,10). Amerika Birlesik Devletleri (ABD)
ve Kanada'da C. glabrata C. albicans'dan sonra kandidemi etkeni
olarak izole edilen tlir iken, Kuzey Amerika hari¢ diger bélgelerde C.
parapsilosis, C. albicans’dan sonra ikinci sirada yer almaktadir (9,11).
Ulkemizden bildirilmis kandidemi olgularinda, cesitii merkezlerden
farkli oranlar (%37-65) verilmekle beraber C. albicans birinci sirada
yer almaktadir. C. parapsilosis ise farkli oranlar (%12-32) verilmekle
beraber ikinci sirada yer almaktadir (12-17). Hilmioglu ve ark. (18) ise,
yaptiklari calismada birinci sirada kandidemi etkeni olarak C. tropicalis
(%36.7)'i bulurken C.albicans’ ikinci sirada (%31.8) bulmuslardir. Kog
ve ark. (19) hastanemizde 1999 yilinda yaptiklari ¢calismada kandidemi
etkeni olarak birinci sirada C.albicans (%51.4)'1, ikinci sirada C.glabrata
(%23.6)'y1 bulmusglardir. Galismamizda, kandidemi etkeni olarak birinci
sirada C.albicans (%68) ikinci sirada C. parapsilosis (%14.5) bulundu.
Diger merkezlerle kiyasladigimizda C. albicans oranimiz daha yiiksek,
C. parapsilosis oranimiz ise dlslk olmakla birlikte tlkemizden bildirilen
oranlar gercevesinde bulunmustur. Hastanemizde daha dnce yapilan
calismada %23.6 orani ile ikinci sirada bulunan C. glabrata, bu ¢alismada
%9.3 orant ile Gglinci en sik izole edilen Candida tirti olmus ikinci sirada
%14.5 oranini ile C. parapsilosis bulunmustur.

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) M27-A3
dokimaninda antifungal duyarllik testlerinde standart sivi diliisyon
yontemi (Broth Microdilution) 6nerilmektedir. Ancak bu yontemin emek-
yogun ve zaman alici olmasi nedeniyle pratik kantitatif antifungal duyarlilik
yontemleri cazip hale gelmektedir (20). Candida tirlerinin duyarliklarinin
saptanmasinda E test yodnteminin givenilir bir yéntem oldugu
belirtiimektedir (21). Ozcan ve ark. (20) E test yontemi ile elde ettikleri
MIK degerlerini, standart buyyon dilisyon yéntemiyle karsilastirdiklari
calismalarinda, amfoterisin B igin %84.7; flukonazol igin %80.4 uyum
oldugunu bildirmiglerdir. C. albicans, C. parapsilosis ve C. tropicalis
amfoterisin B, flusitozin, azol grubu ve ekinokandinlere oldukga duyarli
tirlerdir. C. glabrata flukonazol ve amfoterisin B'ye diger tiirlerden daha
az duyarl olup, en fazla sorun olusturan turdtr (9,10). Calismamizda,
tim suglar amfoterisin B'ye duyarli bulunurken C. glabrata digindaki
tim suslarda flukonazole duyarli bulunmustur. Toprak ve ark. (15) kan
kiltlrinden izole ettikleri Candida suslarinin timand, makrodiliisyon
y6ntemi ile amfoterisin B'ye duyarli bulmuslar, flukonazole dogal direngli
kabul edilen C. krusei digindaki tim Candida suslarini da flukonazole
duyarli bulmuglardir. Ancak bu ¢alismada izole edilen tirler arasinda C.
glabrata bulunmamaktadir. Karakog ve ark. (1) mikrodilisyon yéntemiyle
flukonazol i¢in doza bagimli duyarli 8 Candida susu (3 C.albicans, 3 C.
tropicalis, 2 C.glabrata), direngli 1 C. albicans susu tespit etmislerdir.
Altuncu ve ark. (22) neonatal kandida infeksiyonlarini ve makrodillisyon
yontemi ile antifungal duyarlliklarini arastirdiklar ¢alismalarinda,

Tablo 1. izole edilen Candida tiirleri ve Amfoterisin B ve Flukonazol MiK araliklari

Antifungaller Amfoterisin B (ng/ml)

Flukonazol(ug/ml)

Candida tiirleri (n) MiK, MIK,, MiK aralig: MiK,, MIK,, MiK aralig:
C. albicans (66) 0.064 0.125 0.002-0.5 0.32 1 0.064-8

C. parapsilosis (14) 0.125 0,5 0.016-1 0.5 1 0.125-2
C.glabrata (9) 0.125 0.25 0.064-0.5 16 32 4-64
C.krusei (4) 0,125-1 *

C.tropicalis (3) 0,012-0,25 0.5-2

C. pelliculosa (1) 0,25 4

* . C. krusei flukonazole dogal direngli oldugundan MIK degderi belirtiimemistir
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amfoterisin B'ye direncli sus saptamazlarken, flukonazol direng oranini
%5.5 olarak bulmuslar ve direncin turlere gére dagiimini, C. albicans
icin %2.8, albicans-disI suslar igin ise % 11 olarak bildirmislerdir. Kuzucu
ve ark. (23) sivi mikrodilisyon ydntemi ile tim Candida izolatlarinda
amfoterisin B MiK degerlerini oldukga diisiik, flukonazol duyarliligini ise
%96 oraninda bulmuslardir. Pfaller ve ark. (24) 12 yillik ¢alismalarinda
kandan izole edilen 6082 Candida tiriinde flukonazol duyarliligini %90,
doza bagdl duyarlihgi %7 olarak bulmuslardir. Madhavan ve ark. gesitli
klinik érneklerden izole ettikleri Candida tirlerinde, E test yontemiyle
flukonazole duyarlilik, doza bagli duyarliik ve direng oranlarini
sirasiyla %71, %7 ve %22 oraninda bulmuslardir (25). Calismamizda
da amfoterisin B igin MIK degerleri diisiik bulundu. Tim izolatlar igin
flukonazol duyarlihgr da %92.8, doza bagli duyarliik %6.2 idi. Asya/
Pasifik bolgelerinde C. glabrata igin flukonazole duyarliligin (izolatlarin
%80.5'i flukonazole duyarli, %3.9'u direngli) en yiksek, Kuzey Amerika
(izolatlarin %64'U flukonazole duyarli, %10.3'G direngli) ve Latin
Amerika'da (izolatlarin %62.1'i flukonazole duyarli, %3.4'0 direngli) ise
en dstik oldugu bildiriimektedir (26). Calismamizda izole edilen dokuz
C. glabrata susunun ikisi flukonazole duyarli, altisi doza bagl duyarl ve
biri de direngli bulunmustur.

Hastanemizde kan killtlirlerinden izole edilen Candida tirlerinden
C. albicans ilk sirayl almakla beraber, C. parapsilosis ikinci en sik
izole edilen tir olmustur. Sonug olarak, Candida infeksiyonlari icin risk
teskil eden hasta popllasyonunun artmasina paralel olarak, tlrlerin
tanimlanmasi icin epidemiyolojik galismalarin ve yeni antifungal ajanlari
da iceren antifungal duyarlilik testlerinin yapiimasi gerekliligi kanaatine
variimistir.
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