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ÖZET

Bu çal›flma, Candida albicans sufllar›n›n antifungal ajanlara duyarl›l›¤›n›n saptanmas› amac›yla uygulanan mikrodilüsyon
yönteminde “high resolution” besiyerinin kullan›labilirli¤ini araflt›rmak amac› ile yap›lm›flt›r. Araflt›rmada, 105 C.albicans
suflu incelenmifltir. Sufllar›n amfoterisin B ve flukonazole duyarl›l›klar›, hem NCCLS M27-A standartlar›na uygun olarak
MOPS ile tamponlanan RPMI 1640 besiyerinin, hem de fosfat tampon ile tamponlanan “high resolution” besiyerinin kulla-
n›ld›¤› mikrodilüsyon yöntemi ile araflt›r›lm›flt›r. Farkl› besiyerleri ile belirlenen M‹K de¤erlerinin da¤›l›mlar› t testi kullan›-
larak karfl›laflt›r›lm›flt›r. Bunun yan›nda her iki besiyeri ile elde edilen sonuçlar karfl›laflt›r›larak, +2 dilüsyon içindekiler
uyumlu kabul edilmifltir. Ayr›ca sufllar›n M‹K de¤erlerine göre duyarl›l›k kategorileri ve buna göre tutarl›l›k oranlar› belir-
lenmifltir. Amfoterisin B ve flukonazol için iki farkl› besiyeri ile elde edilen M‹K de¤erleri da¤›l›m› aras›nda istatistiksel bir
fark saptanmam›flt›r (amfoterisin B için p=0.183; flukonazol için p=0.130). Sonuçlar›m›zda +2 dilüsyon içindeki tutarl›l›k
oranlar› amfoterisin B ve flukonazol için s›ras›yla %82 ve %89 olarak belirlenmifltir. Bu oranlar, sufllar›n duyarl›l›k katego-
rileri göz önüne al›nd›¤›nda amfoterisin B için %94, flukonazol için ise %95 olarak bulunmufltur. Sonuçlar›m›z ›fl›¤›nda; C.al-
bicans sufllar›n›n amfoterisin B ve flukonazole duyarl›l›¤›n belirlenmesi için uygulanan mikrodilüsyon yönteminde “high re-
solution” besiyerinin de kullan›labilece¤ini düflünmekteyiz.   

Anahtar Kelimeler: RPMI 1640 besiyeri, “high resolution” besiyeri, Candida albicans, mikrodilüsyon yöntemi

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. 

Key Words: RPMI 1640 medium, high resolution medium, Candida albicans, microdilution method

G‹R‹fi

Mikozlar›n insidans›n›n ve ciddiyetinin artmas›, bir
yandan antifungal ajanlar›n geliflimine ve daha s›k
kullan›m›na neden olurken, di¤er yandan da antifun-

gallere duyarl› sufllar›n daha az duyarl› olanlar› ile
yer de¤ifltirmesine yol açm›flt›r. Tüm bu noktalar›n
sonucu olarak laboratuvarlarda antifungal duyarl›l›k
testlerinin yap›lmas› önemli hale gelmifltir (1). “Na-
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tional Committee for Clinical Laboratory Standards”
(NCCLS), mayalar için antifungal duyarl›l›k testleri-
nin standartlar›n› belirlemifl ve RPMI 1640 besiyeri-
nin kullan›ld›¤› mikro ve makrodilüsyon yöntemleri-
ni referans olarak kabul etmifltir (2). Ancak bu besi-
yerinin kullan›ld›¤› mikrodilüsyon yönteminde en
kritik aflama olan minimal inhibitör konsantrasyon
(M‹K) noktas› gözle de¤erlendirilmekte ve bu da,
sonuçlar›n belirlenmesine k›smen bir subjektiflik ge-
tirmektedir (1). De¤erlendirme zorlu¤u, özellikle
k›smi inhibisyon etkisinin izlendi¤i ve +2 (kontrole
göre belirgin inhibisyon sa¤layan konsantrasyon) de-
¤erinin M‹K olarak kabul edildi¤i azollerde daha da
önem kazanmaktad›r. Bu aç›dan standart yöntemde
farkl› besiyerlerinin ve de¤erlendirme kriterlerinin
araflt›r›lmas› ve referans yöntem ile karfl›laflt›r›lmas›
uygun bir yaklafl›m olacakt›r.

‹nfeksiyon etkenleri aras›nda albicans d›fl› Candida
türlerinin s›kl›¤› artmakla birlikte yine de en s›k so-
yutlanan tür olarak Candida albicans kabul edilmek-
tedir (1). Bu aç›dan çal›flmam›zda C.albicans izolat-
lar› kullan›lm›flt›r. Araflt›rmam›zda C.albicans suflla-
r›n›n antifungal ajanlara duyarl›l›¤›n›n saptanmas›
amac›yla uygulanan mikrodilüsyon yönteminde
“high resolution” (HR) besiyerinin kullan›labilirli¤i-
nin incelenmesi amaçlanm›flt›r.

GEREÇ VE YÖNTEM

Sufllar: Çal›flmam›za, çeflitli klinik örneklerden (41
idrar, 21 dil, a¤›z, oral plak sürüntüsü, 13 balgam,
trakeal sekret, bronkoalveoler lavaj, 11 kan, 8 yara,
dren örne¤i, 7 vajinal-servikal ak›nt›, 2 periton s›v›-
s›, 2 kulak ak›nt›s›) soyutlanan 105 C.albicans izola-
t› ile kalite kontrol amac›yla C.albicans ATCC
90028, C.parapsilosis ATCC 90018 ve C.kruse-
i ATCC 6258 sufllar› al›nm›flt›r.

Antifungal Duyarl›l›k Testleri: a) RPMI 1640 besi-
yeri kullan›larak: Sufllar›n amfoterisin B (Sigma) ve
flukonazole (Pfizer) duyarl›l›klar› NCCLS M27-A
kriterlerine uyularak 0.165 M morfolin-propan sul-
fonik asit (MOPS) ile tamponlanm›fl fenol k›rm›z›l›,
L-glutaminli ve sodyum bikarbonats›z RPMI 1640
besiyerinin (Sigma) kullan›ld›¤› mikrodilüsyon yön-
temi ile çal›fl›lm›flt›r (2). Kullan›lan amfoterisin B ve
flukonazol konsantrasyon aral›¤› s›ras›yla 0.03-32
μg/ml ve 0.06-64  μg/ml fleklindedir. 

b) “High resolution” besiyeri kullan›larak: Suflla-
r›n ayn› antifungallere duyarl›l›klar›  HR besiyeri
(Oxoid) kullan›larak Troke ve Pye(3)’nin yöntemi-
ne göre mikrodilüsyon tekni¤i ile çal›fl›lm›flt›r. Bu
besiyeri üretici firman›n önerisi do¤rultusunda ha-
z›rlanm›flt›r. fiöyle ki; besiyerinden 29.3 gram tart›-
l›p, 900 ml distile suda çözülmüfltür. Ortama 2.0
gram sodyum bikarbonat eklendikten sonra 0.2 M
fosfat tampon ile pH:7.5’e tamponlanm›flt›r. Daha
sonra hacim 1 litreye tamamlanm›fl ve filtre edilerek
steril edilmifltir. Bu yöntem için Sabouraud dekstroz
agarda üretilmifl 24 saatlik kolonilerden sentetik
HR besiyeri ile 1-2X103 maya/ml olacak flekilde
inokulum haz›rlanm›flt›r. Bu inokulumdan iki misli
oran›nda antifungal içeren mikroplak kuyucuklar›-
na 100’er ml eklenmifltir. Antifungal ajan konsan-
trasyonlar› referans mikrodilüsyon yöntemindeki
gibi haz›rlanm›flt›r. Mikroplaklar 35oC’de 48 saat
inkübe edilmifltir.

Sonuçlar›n De¤erlendirilmesi: Her iki yöntemin
de sonuçlar› 48 saat sonra NCCLS önerisi do¤rultu-
sunda gözle okunarak amfoterisin B’nin üremeyi
tam inhibe etti¤i, flukonazolün ise kontrole göre be-
lirgin inhibisyon sa¤lad›¤› nokta (+2 de¤eri) M‹K
olarak de¤erlendirilmifltir. Amfoterisin B için belir-
lenen M‹K de¤eri ≤1μg/ml olanlar duyarl›, >1
mg/ml olanlar ise dirençli; flukonazol için M‹K de-
¤eri ≤8 mg/ml olanlar duyarl›, 16-32 μg/ml olanlar
doza ba¤›ml› duyarl›, ≥64  μg/ml olanlar ise direnç-
li olarak kabul edilmifltir (2).

‹statistiksel Analiz: Farkl› besiyerleri ile belirlenen
M‹K de¤erlerinin da¤›l›mlar› SPSS versiyon 8.0
program›nda t testi kullan›larak karfl›laflt›r›lm›flt›r.
Bunun yan›nda her iki besiyeri ile elde edilen so-
nuçlar karfl›laflt›r›larak, ±2 dilüsyon içindeki sonuç-
lar uyumlu kabul edilmifltir. Ayr›ca sufllar M‹K de-
¤erlerine göre duyarl›, doza ba¤›ml› duyarl› ya da
dirençli olarak kategorilere ayr›lm›fl ve her iki besi-
yeri ile elde edilen sonuçlar bu aç›dan da karfl›laflt›-
r›larak tutarl›l›k oranlar› belirlenmifltir.

BULGULAR

Tüm C.albicans sufllar›n›n mikrodilüsyon sonuçlar›
48 saat içinde de¤erlendirilecek kadar üremifltir. Ça-
l›fl›lan 3 kontrol suflunun M‹K de¤erleri her iki yön-
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tem ile de NCCLS’in belirtti¤i s›n›rlar içindedir. Ge-
nel olarak çal›flma sonuçlar›na bak›ld›¤›nda, özellik-
le flukonazol sonuçlar›n›n de¤erlendi-rilmesinde HR
besiyeri sonuçlar›n›n, RPMI 1640’›nkilere göre daha
belirgin ve kolay okunabilir oldu¤u gözlenmifltir.

Çal›flmam›zda amfoterisin B ve flukonazol için elde
edilen ortalama M‹K, M‹K50, M‹K90 de¤erleri ve
M‹K aral›¤› tablo 1’de gösterilmifltir. Araflt›rd›¤›m›z
sufllar›n her iki besiyeri ile çal›fl›ld›¤›nda elde edilen
M‹K de¤erlerinin da¤›l›mlar› ise tablo 2’de gösteril-
mifltir.

Hem RPMI 1640 hem de HR besiyeri kullan›ld›¤›n-
da, 105 C.albicans suflunun 102’si (%97) amfoterisin
B’ye duyarl›, 3’ü (%3) ise dirençli bulunmufltur.
RPMI 1640 besiyeri kullan›ld›¤›nda sufllar›n 102’si
(%97) flukonazole duyarl›, 3’ü ise doza ba¤›ml› du-

yarl›; HR besiyeri kullan›ld›¤›nda ise 103’ü (%98)
flukonazole duyarl›, 2’si (%2) doza ba¤›ml› duyarl›
olarak saptanm›flt›r.

Amfoterisin B ve flukonazol için iki farkl› besiyeri
ile elde edilen M‹K de¤erleri da¤›l›m› aras›nda ista-
tistiksel bir fark saptanmam›flt›r (amfoterisin B için
p=0.183; flukonazol için p=0.130). Sonuçlar›m›zda
±2 dilüsyon içindeki tutarl›l›k oranlar› ise amfoteri-

sin B ve flukonazol için s›ras›yla %82 ve %89 olarak
belirlenmifltir.

Sufllar›n duyarl›, doza ba¤›ml› duyarl› ya da dirençli-
lik durumlar› göz önüne al›nd›¤›nda, bu tutarl›l›k
oranlar› amfoterisin B için %94, flukonazol için ise
%95 olarak bulunmufltur. HR besiyeri sonuçlar›nda,
amfoterisin B için 3 suflda çok büyük hata, 3 suflta ise
büyük hata saptan›rken, flukonazol için 5 suflta kü-
çük hata izlenmifltir. 

TARTIfiMA

Son y›llarda insidans› oldukça artan Candida infek-
siyonlar›n›n sa¤alt›m›na yön verebilmek amac›yla
yap›lan antifungal duyarl›l›k testlerinin önemi daha
da belirginleflmifltir. Antifungal duyarl›l›k testlerin-
den mikrodilüsyon yöntemi, hem standardize edil-
mifl olmas› hem de uygulan›m›n›n makrodilüsyona

göre daha kolay olmas› nedeni ile laboratuvarlarda
kullan›lmaktad›r. NCCLS, referans olarak belirledi¤i
mikrodilüsyon yönteminde MOPS ile tamponlanan
fenol k›rm›z›l›, L-glutaminli ve sodyum bikarbonats›z
RPMI 1640 besiyerinin kullan›lmas›n› önermektedir
(2). HR besiyeri ise, kimyasal olarak belirlenmifl bir
besiyeri olup, primer olarak mayalar›n flukonazole
duyarl›l›¤›n›n belirlenmesinde kullan›lmak üzere ge-

Besiyeri /

Antifungal madde Ortalama M‹K±Standart sapma (mg/ml)      M‹K50 (mg/ml)     M‹K90 (mg/ml)       M‹K Aral›¤› (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 1. Amfoterisin B ve flukonazol için elde edilen ortalama M‹K, M‹K50, M‹K90 de¤erleri ve M‹K aral›¤›

Besiyeri /

Antifungal madde Belirtilen M‹K De¤erine (mg/ml) Sahip Sufl Say›s› 

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

Tablo 2. Sufllar›n farkl› iki besiyeri ile elde edilen M‹K de¤erlerinin da¤›l›mlar›

M. Yücesoy, E. Mutlu, Antifungal Duyarl›l›¤›n Belirlenmesinde “High Resolution” Besiyerinin Kullan›ld›¤› Mikrodilüsyon Yöntemi
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lifltirildi¤i bildirilmifltir (4).  

Çal›flmam›zda C.albicans sufllar›n›n flukonazol ve
amfoterisin B’ye duyarl›l›klar› RPMI 1640 ve HR be-
siyerinin kullan›ld›¤› iki farkl› mikrodilüsyon yönte-
mi ile çal›fl›lm›fl ve sonuçlar karfl›laflt›r›lm›flt›r. Sonuç-
lar›m›zda +2 dilüsyon içindeki tutarl›l›k oranlar› am-
foterisin B ve flukonazol için s›ras›yla %82 ve %89
olarak belirlenmifltir. Sufllar›n duyarl›l›k kategorileri
göz önüne al›nd›¤›nda bu oranlar amfoterisin B için
%94, flukonazol için ise %95 olarak bulunmufltur.   

Ruhnke ve ark (4) HIV infeksiyonlu olgulardan so-
yutlanan C.albicans sufllar›n›n flukonazol, itrakona-
zol, ketokonazol, flusitozin ve amfoterisin B’ye du-
yarl›l›klar›n› hem NCCLS’in önerdi¤i (M27-P) hem
de HR besiyerinin kullan›ld›¤› mikrodilüsyon yönte-
mi ile incelemifl ve bu sonuçlar›n flukonazol sa¤alt›-
m›na yan›t ile korelasyonunu araflt›rm›flt›r. Çal›flmada
M27-P yöntemi ile HR besiyerinin kullan›ld›¤› mikro-
dilüsyon yöntemi aras›nda en iyi korelasyonun amfo-
terisin B ve flukonazol için elde edildi¤i bildirilmifltir.
Bu çal›flmada, ±2 dilüsyon içinde saptanan tutarl›l›k
oranlar› amfoterisin B ile flukonazol için s›ras›yla
%95 ve %93 fleklindedir. Ruhnke ve ark  (5) yapt›¤›
bir baflka çal›flmada, benzer C.albicans izolatlar›n›n
flukonazol ve vorikonazole duyarl›l›klar› yine ayn›
yöntemler ile araflt›r›lm›fl ve sonuçlarda ±2 dilüsyon
içindeki tutarl›l›k oranlar› flukonazol için yine %93,
vorikonazol için ise %86 olarak belirlenmifltir. Bizim
oranlar›m›z bu sonuçlar ile paralel olmakla birlikte bi-
raz daha düflüktür. Bu durum çal›flmalardaki sufl say›-
s›n›n farkl› oluflundan ya da sufllar›n duyarl›l›k du-
rumlar›n›n fark›ndan kaynaklanabilir. Ayr›ca her iki
çal›flmada da flukonazol için elde edilen M‹K50 ve
M‹K90 de¤erlerine bak›ld›¤›nda HR besiyerinin kul-
lan›ld›¤› yöntem sonuçlar›n›n di¤erlerinden biraz  da-
ha düflük oldu¤u gözlenmifltir. Bizim bulgular›m›z da
benzer do¤rultudad›r. Bunun yan›nda, araflt›r›c›lar ilk
çal›flmalar›nda flukonazol ile sa¤alt›ma yan›t ve in
vitro bulgular aras›ndaki en iyi korelasyonu HR besi-
yerinin kullan›ld›¤› mikrodilüsyon yöntemi ile elde
etmifltir (4).

Metzger ve Hofmann’›n (6) yapt›¤› antifungal duyar-
l›l›k çal›flmas›nda, HR besiyeri ile RPMI 1640’›n kul-
lan›ld›¤› mikrodilüsyon yöntemlerinin sonuçlar›n›n
flukonazol için benzer ancak ketokonazol ve itrakona-
zol için ise RPMI 1640 sonuçlar›n›n daha yüksek ol-

du¤u bildirilmifltir.

Çal›flmam›zda, özellikle flukonazol sonuçlar›n›n de-
¤erlendirilmesinde HR besiyeri sonuçlar›n›n, RPMI
1640’›nkilere göre daha belirgin ve kolay okunabilir
oldu¤u izlenmifltir. Bu bulgu Ruhnke ve arkadafllar›-
n›n (4) çal›flmas›nda da dikkati çekmifltir. Wardle ve
ark. (7) standart sufllar›n bir pradimisin olan BMS-
181184 ile flukonazole duyarl›l›¤›n› araflt›rd›¤› bir ön
çal›flmada, HR besiyeri sonuçlar›n›n RPMI’›nda için-
de oldu¤u bir grup besiyerine göre biraz daha düflük
oldu¤unu ancak daha belirgin son nokta ölçümleri
sa¤lad›¤›n› gözlemifltir. 

Flukonazole duyarl›l›¤›n araflt›r›lmas›nda, HR besiye-
rinin kullan›ld›¤› mikrodilüsyon yönteminin laboratu-
var içi ve laboratuvarlar aras› uyumunun incelendi¤i
bir çal›flmada, laboratuvar içi tekrarlanabilirlik ±2 di-
lüsyon içinde %95.7,  laboratuvarlararas› tekrarlana-
bilirlik ise yine ayn› s›n›rlar içinde %84 olarak belir-
lenmifltir (8). Bu bulgularda elde edilen oranlar yönte-
min uygulanabilece¤ini göstermektedir.

Sonuçlar›m›z ›fl›¤›nda; C.albicans sufllar›n›n amfote-
risin B ve flukonazole duyarl›l›¤›n belirlenmesi için
uygulanan mikrodilüsyon yönteminde “high resoluti-
on” besiyerinin de kullan›labilece¤ini düflünmekteyiz.   
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