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Flukonazol ve amfoterisin B’nin Candida tiirlerine
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OZET

Mantarlarin antifungallere duyarlilik testleri genellikle CLSI standartlarina gore yapilmasina ragmen bazen
minimal inhibitor konsantrasyon (MIK) degerleri ile hastalarin klinik yamti arasinda uyumsuzluk
goriilebilmektedir. Bu ¢calismada Candida tiirleri iizerine flukonazol ve amfoterisin-B'nin postantifungal etkisinin
(PAFE) belirlenmesi amaglannustir. Candida izolatlart antifungal ajanlarin farkli konsantrasyonlari ile inkiibe
edilmis ve daha sonra orneklerin optik dansiteleri dl¢iilmiistiir. Amfoterisin-B belirgin bir postantifungal etki
olustururken, flukonazol ile bu etki gézlenmemistir. Bu nedenle antifungal ajanlarin PAFE degerlerinin
belirlenmesinin etkili bir antifungal tedavi icin yararl bir strateji olacag: diisiiniilmiistiir.
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SUMMARY

Although the antifungal susceptibility tests of fungi are usually determined according to CLSI standards,
sometimes there is a discordans between the minimum inhibitory concentration (MIC) values and the clinical
response of the patients. Aim of this study is to determine the postantifungal effects (PAFE) of fluconazole and
amphotericin-B on Candida species. Suspension of Candida isolates were incubated with various concentrations
of antifungal agents. Then the optic dansities of the samples were measured. As a result it was seen that while
amphotericin-B generated a marked postantifungal effect, fluconazole did not generate. So it was suggested that
determining postantifungal effect of antifungal agents may be a useful strategy for an effective antifungal
treatment.
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GIRIS

Diinyada fungal infeksiyon orani1 giderek artig
gostermekte ve immiin sistemi baskilanmig hasta-
larda 6nemli mortalite ve morbidite nedeni olug-
turmaktadir (1). Candida, dogada yaygin olarak

bulunur. Basta Candida albicans (C.albicans) ol-

mak lizere diger Candida tiirleri ozellikle AIDS,
kanser hastalar1 ile organ transplantasyonu yapil-
mig kisilerde giderek artan bir siklikta goriilen
hastane infeksiyonu etkenleridir (2). Amfoterisin-
B, 5-florositozin, azollerden flukonazol gibi anti-

fungal ajanlar kandidoz tedavisinde yaygin
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olarak kullanilmaktadir.

Funguslarin antifungal ila¢ duyarlhiliklarinin belir-
lenmesinde Clinical Laboratory Standarts Institu-
tion (CLSI) standarti yaygmn olarak kullanilmasi-
na ragmen, Ozellikle amfoterisin-B gibi antifun-
gal ajanlarin MIK (Minimal inhibitér konsantras-
yon) degerleri ve klinik yanit arasinda tam bir
uygunluk goriilemeyebilmektedir (3). Bu nedenle,
antifungal ajanlarin invivo etkisi sadece intrensek
aktivitesi ve farmakokinetik Ozelliklerine bagh
degil, ayn1 zamanda antifungal ajanin kendisinin
olusturdugu postantifungal etki (PAFE) ile iliski-
lidir (4). PAFE, fungal hiicre ile muamele edil-
mis antifungal ilacin ortamdan uzaklagtirilmasin-
dan sonra, hiicrenin antifungal ajanin hasar olug-
turucu etkisinden kurtulmas: i¢in gerekli olan sii-
re olarak tamimlamir (5). MIK degerleri, besiye-
rinde antimikrobiyal etkinin statik Ol¢iimii hak-
kinda belirli bir zaman dilimi i¢inde bilgi ver-
mektedir. PAFE, klinisyen i¢in daha 6nemlidir ve
ilag konsantrasyonu ile ortaya c¢ikan farmakolojik
etkiler arasinda daha detayli bilgi verir (6). Do-
layisiyla antifungal ajanin PAFE degerinin belir-
lenmesi konvansiyonel MIK degerleri yaninda
ikinci bir referans deger olarak ©nemliir. Bu de-
ger klinik kullanim sirasinda antifungal dozunun
belirlenmesinde de yarar saglayabilir (7).

Uzun PAFE degerine sahip antimikrobiyal ilag-
lar, kisa PAFE degerine sahip antimikrobiyal
ajanlardan daha az siklikta uygulanabilir. Bu du-
rum antimikrobiyal ilacin konakta olugturacagi
toksik etkilerin azaltilmasi ve uygulama kolayl-
g1 agisindan 6nem tagimaktadir (8).

Bu calismada, PAFE'nin antimikrobiyal ilaglarin
etkinliginin belirlenmesindeki 6nemi nedeniyle,
cesitli klinik Orneklerden izole edilen Candida
tiirlerine kars1 flukonazol ve amfoterisin-B'nin
postantifungal etkinliklerinin belirlenmesi amac-
lanmugtir.
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GEREC VE YONTEM

Candida izolatlari. Klinik orneklerden izole edi-
len bir adet C.albicans, bir adet C. parapsilosis,
bir adet C. inconspicua susu c¢aligma kapsamina
almmigtir. Candida suglarinin isimlendirilmesinde
ID32C maya tamimlama sistemi (bioMerieux,
Fransa) kullanilmigtir.

Antifungal ilaclar ve MIC degerlerinin belirlenmesi.
Flukonazol (Pfizer, Tirkiye) ve amfoterisin-B
(Sigma,Almanya) ilaclarimin morfolinopropansul-
fonik asit (MOPS) ile tamponlanmis RPMI-1640
(Sigma, Almanya) besiyerinde stok soliisyonlari
hazirlanmigtir. Candida suglarinin flukonazol ve
amfoterisin-B MiK degerlerinin belirlenmesinde
CLSI standardi kullanilmigtir (9).
Postantifungal etkinin belirlenmesi. Sabouraud
dextrose agar (SDA) besiyerinde bir gece inkiibe
edilen Candida suglariin spektrofotometride (Shi-
madzu, UV-1201, ABD) 520 nm'de 1.5 olacak
sekilde stispansiyonlar1 hazirlanmistir. Flukonazol
ve amfoterisin-B'nin her Candida susu i¢in MIK,
2MIK, 4MIK, 8MIK degerlerindeki ilag konsan-
trasyonu Candida siispansiyonlar1 ile karsilastiril-
migtir. Kontrol olarak antifungal icermeyen Can-
dida siispansiyonlart kullanilmigtir.  Antifungal
iceren ve icermeyen Candida siispansiyonlari
37°C'de 1 saat calkalayici etiivde inkiibe edilmis-
tir. Inkiibasyon sonrasi antifungal ilaclarin uzak-
lagtirilmast icin 2 kez santrifiij edilerek yikama
yapilmistir. Daha sonra 100 @41 Candida igeren
stispansiyonu iginde 150 41 RPMI-1640 besiyeri
bulunan diiz tabanli 96 kuyucuklu mikroplak ku-
yucuklarma eklenmigtir. Herbir Candida susu ve
herbir MIK degeri icin 3'er kuyucuk hazirlanmis-
tir. Plaklar 37°C'de 24 saat siireyle inkiibe edil-
mig, 0. saatten itibaren her 1 saatte bir otomatik
ELISA okuyucusunda (Biotek, ABD) 595 dalga
boyunda optik dansiteleri olctilmiigtiir.

PAFE degerlendirilmesinde PAFE=T-C formiilii
kullanilmigtir. T, antifungal ila¢ igeren Candida
siispansiyonlarinin 0.05 absorbansa ulagmasi i¢in
gerekli siireyi; C ise antifungal ilag icermeyen
kontrol Candida siispansiyonlarinin 0.05 absor-
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bans diizeylerine ulagmas: icin gerekli olan siire-
yi ifade etmektedir (7).

Istatistiksel analiz. Sonuglarin degerlendirilmesin-
de Mann-Whitney U testi kullanilmistir. p<0.05
degerleri istatistiksel olarak anlamli bulunmugtur.

BULGULAR

Her ii¢ Candida susu ile yapilan amfoterisin-B ve
flukonazoliin postantifungal etkisinin belirlendigi
caligmamizda, MIK, 2MIK, 4MIK ve 8MIK de-
gerlerinde amfoterisin-B ile kargilastirilan C.albi-
cans, C.parapsilosis ve C. inconspicua susglarina
ait postantifungal etki siirelerini gosteren degerler
tabloda gosterilmistir (Tablo 1).

Tablo 1. C.albicans, C.parapsilosis ve C. inconspicua suslarinin
PAFE siireleri (saat) (Ortalama+Standart hata)

Tablo 2. Bulgularin istatistiksel degerlendirilmesi (p degerleri)

C.albicans  |C.parapsilosis | C.inconspicua
MIK - 0.01 0.072
C.albicans 2xMIK - p<0.001 p<0.001
4xMIK - p<0.001 0.001
8xMIK - p>0.05 p>0.05
MIK 001 - 0.021
2xMiK | p<0.001 - 0.026
C.parapsilosis 4, MiK p<0.001 _ 0.002
8xMIK | p>0.05 - p>0.05
MIK 0.072 0.021 -
2xMiK | p<0.001 0.026
C.inconspicua axMik | 0.001 0.002
8xMIK | p>0.05 p>0.05

Amfoterisin-B C.albicans C.parapsilosis |C. inconspicua
konsantrasyonu

MIiK 1.830.16 4.16+0.16 2.94+0.35
2xMIK 3.50+0.28 6.16+0.16 5.66+0.57
4xMIK 10.5+0.28 16.83+0.44 13.72+0.92
8xMIK 20.33+0.33 19.33+0.33 19.88+0.21

Candida suslarinda amfoterisin-B'nin konsantras-
yonunun artmasinin antifungal ajanin postantifun-
gal etki siiresini uzattig1 goriilmiistiir. Suglar ara-
sinda amfoterisin-B'nin PAFE etkisi acisindan
farklilik incelendiginde; MIK diizeyinde C.albi-
cans'a kars1 amfoterisin B'nin PAFE etkisinin di-
ger iki sustan daha kisa siirdiigii goriilmiistiir.
2xMIK ve 4xMIK degerlerinde gruplar arasinda
PAFE siireleri acisindan anlamli farkliliklar oldu-
gu belirlenmigtir (p<0.05) Amfoterisin-B'nin Can-
dida suglar1 arasindaki PAFE etkisine ait p de-
gerleri tabloda gosterilmistir (Tablo 2). Ozellikle
C.parapsilosis susunda MIK, 2xMIiK ve 4xMIK
degerlerinde PAFE'nin diger Candida tiirlerine go-
re daha uzun siireli oldugu belirlenmistir.

*Koyu yazilanlar istatistiksel olarak anlamli degerler

Flukonazol ise Candida suglarinin hi¢ birinde an-
tifungal ajanin bulunmadigi kontrol 6rneklerine
gore herhangi bir postantifungal etki olusturma-
mig ve kontrol 6rneklerinin 0.05 optik dansite de-
gerine ulastig1 siire ile flukonazoliin farkli kon-
santrasyonlarda uygulandig: test 6rneklerinin 0.05
optik dansite de8erine ulastif1 siire arasinda an-
lamhi bir fark gézlenmemigtir.

TARTISMA

Candida infeksiyonlarmnin tedavisinde kullanilan
antifungal ajanlara kars1 artan direng, oOzellikle
kandidozlarin daha sik goriildiigii immiin sistemi
baskilanmig hastalarda sorun olusturmakta ve bu
nedenle uygulanan ilaglarin farmakolojik 6zellik-
lerinin tam olarak belirlenmesi 6nem tagimakta-
dir. Antifungal etkinligin belirlenmesinde kullani-
lan MIK degerlerinin ilag etkinligini sadece kisa
bir zaman dilimi icin belirleyebilmesi, klinikte
antifungal ajanlarinin etkilerinin tespitinde PAFE
gibi diger farmakodinamik parametrelerin kullani-
minin yayginlagmasina yol agmistir (6).

Ug¢ farkli Candida tiiriine karst amfoterisin-B ve
flukonazol gibi antifungal ajanlarin PAFE deger-
lerinin belirlenmesi i¢in yaptigimiz calismada,
MIK degerleri ve iizerindeki konsantrasyonlarda
amfoterisin-B'nin  belirgin PAFE gostermesine
ragmen, flukonazol ile bu tiir belirgin bir etki

tespit edilememistir.

PAFE, antifungal ajanin konsantrasyonu, ilacin
yapisi, ilacla karsilasan mikroorganizmanin 6zel-
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likleri, karsilagsma siiresi, pH gibi pekcok fakto-
re bagh olarak degisiklik gostermektedir (3, 10).
Calismamizda da goriildigi gibi Candida tiirle-
rinde amfoterisin-B aracilifiyla olusan PAFE,
konsantrasyon ve antifungal ajanla karsilagsma sii-
resine baglh olarak farklilik sergilemektedir ve
MIK iizerindeki antifungal konsantrasyonlari etki-
li bir PAFE olusturmaktadir.

Ozkiitik ve ark (11) C.albicans suslarina Karsi
amfoterisin-B'nin 7.5 ile 20 saat arasi siiren pos-
tantifungal etkisini gozlerken, flukonazoliin bu
suglara kars1t Olgiilebilir bir postantifungal etki
gostermedigini bildirmislerdir.

Manavathu ve ark (5) amfoterisin-B'nin Aspergil-
lus fumigatus’a karst uzun siireli bir PAFE sag-
ladig1, ancak triazollerin kisa PAFE'ye neden ol-
duklarmi ve fungisidal aktiviteli antifungal ilagla-
rin fungistatik ilaclara kiyasla daha uzun siireli
PAFE olusturma egiliminde olduklarint belirtmig-
lerdir. Ayni sekilde Ernst ve ark (12) da fungi-
sidal etkili mikofunginin doz bagimli PAFE et-
kisi oldugunu bildirmislerdir.

Garcia ve ark (4) amfoterisin-B ve florositozinin
Candida tiirlerine karsi MIK, 4xMIiK, 8xMiK
konsantrasyonlarda anlamli diizeylerde postanti-
fungal etkiye yol agtigini, ketakonazol ve fluko-
nazoliin bu konsantrasyonlarda belirgin bir PAFE
olusturmadiklarini, ancak MIK iizerindeki konsan-
trasyonlarda antifungal uygulanmis suslara daha
sonra ilacin sub-MIK konsantrasyonlarda yeniden
uygulamasimin etkili PAFE saglayabilecegini be-
lirtmiglerdir. Azollerin doz protokoliinde mikroor-
ganizmalarin  biiyime donemlerinin  g6zoniine
almmasimin gerekli oldugunu bildirmislerdir.

Chryssanthou ve ark (13) C.albicans, C.glabrata
ve C.krusei suglarinda amfoterisin-B'nin konsat-
rasyonu artttkca PAFE'de bir artig goriildiigiinii,
amfoterisin-B'nin yiiksek konsantrasyonlarda daha
az siklikta verilmesinin daha uygun olabilecegini
ve 24 saat inflizyon tarzi uygulamanin etkide
azalmaya yol acabilecegini belirtmislerdir.

Bonaventura ve ark.(1) C.guilliermondii, C.kefyr
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ve C.lusitaniae suslarinda azollerin fungostatik
aktivite sergiledigini ancak olciilebilir bir PAFE
belirlenemedigini, amfoterisin-B'nin doz bagiml
fungisidal aktivite ve PAFE olusturdugunu bildir-
miglerdir. Bizim de calismamizda flukonazol ile
olciilebilir bir PAFE degeri saptamamiz muhte-
melen flukonazoliin fungistatik etkili bir antifun-
gal ajan olmasit nedeniyle olmaktadir.

Ernst ve ark.8) flukonazolin C.albicans ve
Cryptococcus neoformans’a karst tek bagma veya
ekinokandin ile kombine durumda iken belirli bir
PAFE gostermedigini ama amfoterisin-B'nin Can-
dida suglarina karsi 12 saate kadar PAFE olus-
turdugunu belirtmislerdir.

Antifungal ajan ve etki arasindaki iliski optimal
tedavi dozlarinin belirlenmesinde temel olusturur.
Uzun PAFE'ye sahip antifungal ajanlar daha az
siklikta uygulanirken, kisa siireli PAFE olusturan
ajanlarin daha sik araliklarla uygulanmalar1 gerek-
mektedir. Konsantrasyona bagli aktivite ve daha
uzun PAFE olusumuna neden olan ajanlarin da-
ha az siklikta uygulanan tedavi seceneklerinin
kullanimi  bagta ila¢ birikimine bagli olusabile-
cek toksisitelerin azaltilmasini saglayacagi gibi,
pekcok bagka avantaji da beraberinde getirecek-
tir. (14). Bu nedenle 6zellikle immiinsiipresif has-
talarda ciddi bir problem olusturan Candida in-
feksiyonlariin tedavisinde kullanilan 6zellikle
fungisidal etkili antifungal ajanlarin tedavi proto-
kollerinin belirlenmesinde MIK degeri yaninda
PAFE degerlerinin belirlenmesinin de onemli ol-
dugunu diisiinmekteyiz.
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