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1. GIRIS

Son yillarda kemoterapi, immiinsupresif tedavilerin artmasi, genis
spektrumlu antibiyotiklerin kullanimi, invazif girisimler, kemik iligi ve solid
organ transplantasyonlari, yogun bakim {initelerinde kalan hasta sayilarinin

artmas1 gibi nedenlerle fungal enfeksiyonlarda belirgin bir artis goriilmektedir.>>3

Candida tiirleri fungal enfeksiyonlarin en sik etkenleridir. Deri,
gastrointestinal ve genitoiiriner sistemlerde kolonize olabildikleri gibi,
mukokutanoz enfeksiyonlara ya da hayati tehdit eden invazif enfeksiyonlara
neden olabilirler.* Ozellikle yogun bakim iinitelerinde, Candida’ya bagli invazif
enfeksiyonlar, kandidemiler énemli bir morbidite ve mortalite nedenidir.> Son
yillarda 6zellikle Candida albicans disi tiirlerin goriilme siklig1 artmakla birlikte,

hala tiim diinyada en sik etken Candida albicans 'tir.%"8

Toplumdaki bagisikligr baskilanmis bireylerin artmasiyla, firsat¢1t mantar
enfeksiyonlarmin sayis1 artmig ve bu enfeksiyonlarin tedavisi de Onem
kazanmistir. Antifungal tedavi gegcen 20 yilda olduk¢a biiyliik bir gelisme
gostermistir. Ancak, fungal enfeksiyonlarin epidemiyolojisi degismeye devam
etmektedir. Mevcut antifungal maddelerin de degisen toksisite ve ilag etkilesimi
potansiyelleri olmasi nedeniyle antifungal tedavi hala optimal degildir.®2 Ayrica,
tedaviyi zorlastiran antifungal tedaviye diren¢ oranlar1 da artmaktadir.® Mevcut
antifungaller i¢cinde en c¢ok kullanilan ilag gruplar1 polyenler, azoller ve

ekinokandinlerdir.®



Firsat¢1 patojen olan Candida tiirlerine baglh enfeksiyonlarin esas kaynagi
endojendir, yani hastanin kendisidir. Ancak etken disaridan da hastaya kontamine
kateterler, kontamine parenteral nutrisyon sivilari ya da saglik calisanlarinin elleri

araciligiyla bulasabilir.

Biyosidler;  antisepside, dezenfeksiyonda, temizlik iiriinlerinde

hastanelerde de yaygin olarak kullanilan kimyasal maddelerdir.

Literatiire bakildiginda, biyosidlerin bakteriler iizerine olan etkileri ve
antibiyotiklerle iliskileriyle ilgili daha ¢ok ¢alisma mevcutken; mantarlar iizerine

etkileri ve antifungallerle etkilesimleri iizerine sinirh sayida ¢alisma yapilmistir.

Bu calismada Candida albicans’in flukonazol duyarli ve direngli farklh
klinik suslarinda, en sik kullanilan iki biyosid olan klorheksidin diglukonat ve
benzalkonyum kloriiriin, klinikte sik kullanilan antifungal ilaglardan flukonazol ve
polyen grubu antifungallerden nistatinle in vitro etkilesimlerinin arastirilmasi

amaclanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Candida Enfeksiyonlarmin Tedavisinde Kullanilan Antifungal flaclarin

Ozellikleri
2.1.1. Polyenler

1950°li yillarda bulunan antifungal ilag grubu olan polyenler, hiicre
zarindaki ergosterole baglanarak etki gosterirler. Bu grubun en onemli iiyeleri

nistatin ve amfoterisin B’dir.®

2.1.1.1. Nistatin

Nistatin, polyen grubundan bulunan ilk antifungal ilagtir. 1950 yilinda
Hazen ve Brown tarafindan bulunmustur.’> Streptomyces noursei’den elde
edilmistir.*®* Nistatin, oral kullaniminda etkisiz, intraven6z kullamimda ise ¢ok
toksik bir ilagtir. Bu nedenlerle ve hidrofobik yapist nedeniyle topikal
kullanimiyla sinirh kalmistir.®  Ozellikle deri, agiz, 6zofagus ve vaginal
kandidozlarin topikal tedavisinde siklikla kullanilmaktadir.® Sistemik kullanim
icin lipozomal formu iretilmistir. Lipozomal formunun kullanimi arastirma

diizeyinde devam etmektedir.}*



2.1.1.2. Amfoterisin B

1955 yilinda, sistemik antifungal tedavide doniim noktasi1 olan amfoterisin
B iiretilmistir.’® Polyen grubu antifungaller i¢inde en 6nemli yere sahip ilag olan
amfoterisin B, uzun yillar boyunca fungal enfeksiyonlarda tek basina standart

tedaviyi olusturmustur.31® Sistemik mikozlarda hala en etkili ilagtir.””

Streptomyces nodosus’tan elde edilmektedir.® Lipofilik bir molekiildiir.'®
Is;, 151k ve pH degisimleriyle inaktive olan, yedi tane konjuge ¢ift bag
icermektedir. Suda ¢oziintirliigii cok azdir, oral ve intramuskiiler emilmemektedir.
Intravendz kullanimda amfoterisin B’nin deoksikolat formu tercih edilir. Ancak
ilacin nefrotoksik o6zelliginden dolay1, deoksikolat formu yerini ilacin lipit
formlarina birakmistir.* Son yillarda, ilacin inhaler formu da kullanima
sunulmustur.?

Mantar hiicre zarindaki ergosterole baglanan amfoterisin B, diisiik
konsantrasyonlarinda potasyum iyon (K*) kanal aktivitesini arttirir; yiiksek
konsantrasyonlarinda ise hiicre zarinda porlar olusturur. Potasyum ve diger

molekiillerin kayb1, hiicre &liimiine neden olur.!®

Hiicrenin o6liimiinde,
amfoterisinin B’nin hiicre zarma bagli oksidatif mekanizmalar {izerinden etki
ederek, oksidasyonu arttirmasi da oldukg¢a dnemlidir.? Oksidasyon ile yol agtig1
direk membran hasarinin, amfoterisin B’nin hizli fungisidal etkisinin esas nedeni

oldugu diisiiniilmektedir.>%*

Ayrica amfoterisin B, memeli fagositik
hiicrelerinden tiimor nekroz faktor ve interlokin-1 gibi sitokinlerin salinimini da

arttirmaktadir.t?



Amfoterisin B, memeli hiicrelerindeki sterollere de afinite gostermektedir.
Ancak, ergosterole kolesterolden ¢ok daha fazla afinite gdstermektedir. Ilacin
sterollere olan afinitesi, insanlardaki toksik etkilerinin nedenidir.82 Toksik
etkilerini azaltmak i¢in de ilacin lipit formlar1 {iretilmistir. Lipit formlari, ilacin

daha yiiksek dozlarinin da kullanimii saglamistir. 8

Amfoterisin B, olduk¢a genis bir antifungal etki spektrumuna sahiptir ve
ilaca kars1 direng gelisimi de nadirdir.!'® Candida ve Aspergillus tiirlerinin
¢oguna, Cryptococcus neoformans, mukormikoz etkenlerine, endemik dimorfik
etkenlere (Histoplasma capsulatum, Coccidioides immitis, Paracoccidioides
brasiliensis, Blastomyces dermatitidis, Penicillium marneffei) karsi etkilidir.
Ancak Candida lusitaniae, C.krusei, C.glabrata, C.rugosa ve C.guilliermondii
suslarina farkl1 diizeylerde direng saptanabilmektedir.}* Aspergillus cinsi i¢inde A.
terreus, A. flavus ve A. nidulans diger tiirlere gore amfoterisin B’ye daha az
duyarlidir. Ayrica Fusarium spp., Pseudallescheria boydii, Scedosporium spp.,
Exophiala spp., Alternaria spp., Cladosporium spp. ve Trichosporon asahii de
yiiksek amfoterisin B minimum inhibitér konsantrasyonu (MIK) degerlerine
sahiptirler.> Aspergillus terreus, Scedosporium spp., Scopulariopsis spp.,
Trichosporon spp. ve  Candida lusitaniae’da ilaca karsi primer direng

goriilebilmektedir.'%2!

Her zaman in vitro duyarlilik test sonuglariyla klinik cevap da ayni

olmamaktadir. Ornegin Aspergillus tiirleri ile Coccidioides immitis in vitro olarak



amfoterisin B’ye duyarli goziikmelerine ragmen, klinik cevaplar degiskenlik

gosterebilmektedir.*?

Amfoterisin B direnci, hiicre zarindaki sterollerde degisikliklerle (6zellikle

ergosterolde azalma) iliskili bulunmustur.'*

Amfoterisin B’nin dokulara dagilimi oldukga iyidir; ancak beyin omurilik
stvisina (BOS) ve eklemlere gegisi zayiftir. Bazi enfeksiyonlarda intratekal veya
intraartikiiler kullanimi 6nerilmektedir.}” ilacin beyin omurilik sivisina gegisi
zayif olmasina ragmen, kriptokok menenjitinde flusitozinle kombine kullanimi

tedavideki yerini korumaktadir.??
[lacin ticari olarak 4 formu bulunmaktadir:
1. Amfoterisin B deoksikolat (Fungizone)
2. Amfoterisin B lipit kompleks (Abelcet)
3. Lipozomal Amfoterisin B (Ambisome)
4. Amfoterisin B kolloidal dispersiyon (Amphocil veya Amphotec)*®

Amfoterisin B’nin akut yan etkileri; infiizyona bagli gelisen ates, titreme,
dispne ve hipotansiyondur. Kronik yan etkisi ise nefrotoksisitedir. Diger yan
etkileri arasinda; hipokalemi, anemi, bulanti, kusma, bas agrisi, renal tiibiiler
asidoz, tromboflebit, l6kopeni, trombositopeni,aritmi, koagiilopati, hemorajik
enterit bulunmaktadir. ilacin lipit formlariyla, toksik etkileri biiyiik oranda

azalmustir. 121719



2.1.2. Azoller

Azol grubu antifungal ilaclar, yapilarindaki azol halkasindaki nitrojen
sayilarma gdre imidazol ve triazoller olmak iizere ikiye ayrilirlar. Imidazollerin

azol halkalarinda 2 nitrojen bulunurken, triazollerde 3 nitrojen bulunmaktadir.?®

1- Imidazol grubu antifungaller: Ketakonazol, mikonazol, klotrimazol,

ekonazol
2- Triazol grubu antifungaller:
a) Birinci jenerasyon triazoller: Flukonazol, itrakonazol

b )ikinci jenerasyon triazoller:  Vorikonazol, posakonazol,

isavukonazol, albakonazol, ravukonazol

Azol grubu ilaglar, ERGI11 geni tarafindan kodlanan, sitokrom P450
bagimli bir enzim olan lanosterol 14o0-demetilaz enzimini inhibe ederek,
lanosterolden ergosterol yapimini engellerler. Sonugta hiicre membran biitiinliigi
bozulur ve hiicre hasar goriir."?>?! Genel olarak fungistatik etki gdsterirler.*
P450 enzim sistemiyle olan iliskisinden dolayi, azol grubu antifungallerin ¢esitli

ilaglarla etkilesimleri bulunmaktadir.'’

Ik bulunan azol grubu ilaglar imidazollerdir. Ancak yan etkilerinden
dolay1, daha ¢ok topikal kullanimi olan ilaglardir. Imidazoller iginde, giiniimiizde

yalnizca ketokonazoliin sistemik kullanimi bulunmaktadir.



Imidazollerin etki spektrumunun zayif, tedavi sonrasi relaps oraninin
yiiksek ve toksik etkilerinin fazla olmasi nedeniyle triazoller gelistirilmistir.
Triazoller imidazollere gore; daha genis bir antifungal etkinlige sahiptir, daha az
yan etkileri vardir, endokrin yan etkileri yoktur, insan hiicresindeki sterollere daha
az etkilidirler. Triazollerin hepsinin sistemik etkinligi bulunmaktadir.
Ravukonazol, isavukonazol ve albakonazol, triazol grubundan heniiz arastirma

asamasinda olan yeni ilaclardir.}?®

Azol grubu ilaglarin ortak yan etkileri: gastrointestinal yakinmalar
(bulanti, kusma, diyare gibi), karaciger transaminazlarinda yiikseklik ve

dokiintiidiir. En sik gastrointestinal yan etkiler goriilmektedir.'?

Azol grubu ilaglarin en biiyiilk dezavantaji, hepatik sitokrom P450 (CYP)
enzim sistemi (6zellikle CYP2C9, CYP2C19 ve CYP3A4) tarafindan metabolize
edilmeleridir. Bu nedenle ilag seviyeleri, bu yol tarafindan metabolize edilen diger
ilaclarla etkilenir. ilag etkilesimleri en ¢ok itrakonazol ve vorikonazolde olurken;
flukonazol ve posakonazoliin ilaglarla etkilesimi daha azdir. Cilinkii bu azoller
CYP sistemi tarafindan aymi Olciide metabolize edilmezler.?* Etkilesimde
olduklar1 bazi ilaglar: rifampin, rifabutin, varfarin, fenitoin, proton pompa
inhibitorleri, siklosporin, takrolimus, statinler, karbamazepin, sisaprid,

benzodiyazepinler, kalsiyum kanala blokerleridir.*°



2.1.2.1. Ketokonazol

1981 yilinda piyasaya giren ketokonazol, imidazol grubu iginde tek
sistemik etkinligi olan ilactir. Lipofilik yapidadir.** Oral yoldan emilir, ancak bu
emilim gastrik pH’nin asiditesiyle iliskilidir. Ilacin oral formu bulunmaktadir,
intravendz formu yoktur. Kan-beyin bariyerini gecisi zayif oldugu ig¢in fungal

menenjitlerde kullanilmaz.?®

Triazollere goére antifungal etkinligi daha azdir. Candida spp.,
Cryptococcus  neoformans, endemik  dimorfik  mantarlara  etkinligi
bulunmaktayken; Aspergillus spp., Fusarium spp., mukormikoz etkenlerine kars1

ise etkisizdir.!

[lacin kullanimini sinirlayan en &nemli unsur ise yan etkileridir.
Gastrointestinal ve hepatik toksisiteye neden olabilir. Yiiksek dozlardaki
kullaniminda da 6nemli endokrin yan etkileri bulunmaktadir. P450 sistemiyle
iliskisinden dolay1 testosteron ve kortizol sentezini baskilayarak ciddi endokrin

yan etkilere neden olur. Bir¢ok ilagla da etkilesimi bulunmaktadir.?

2.1.2.2. Flukonazol

Ik gelistirilen triazol ilag olan flukonazol, 1990 yilinda piyasaya
girmistir.?® Ketakonazolden farkli olarak, suda ¢oziinen bir bilesiktir. Oral
biyoyararlanimi yiiksek olup, gastrik pH’dan etkilenmez. Proteinlere baglanma

orani ¢ok diisiiktiir. Ilacin, BOS dahil tiim dokulara gecisi cok iyidir. idrarda
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%80’1 degismeden atilmaktadir. Yarilanma 6mrii de uzun olup, giinliikk tek doz
kullammi  yeterli olmaktadir. 1Ilacin  oral ve intravendz formlar

bulunmaktadir,142326

Flukonazol, Candida spp.’ye karsi fungistatik etkilidir, filamentoz
mantarlara kars1 ise etkisizdir. Candida biyofilmlerine kars1 etkisizdir.?® Candida
tiirlerinin ¢oguna etkilidir, ancak Candida krusei ve Candida glabrata’ya karst
duyarliligi azalmig ya da direngli olabilir. Candida krusei, flukonazole intrinsik
direngliyken, Candida glabrata genellikle doza bagimli duyarlidir.?” Farkli
Candida tiirlerinde de yiiksek flukonazol MIK’leri goriilebilmektedir Ayrica
flukonazol, Cryptococcus neoformans, Trichosporon spp., endemik dimorfik
mantarlar ve dermatofitlere etkiliyken; Aspergillus, Fusarium tiirleriyle,

mukormikoz etkeni kiiflere kars: etkisizdir.**?®

Flukonazol; mukozal ve invazif kandidozlar, kriptokok menenjiti ve
koksidiyoidomikoz tedavilerinde kullanilabilmektedir. Invaziv kandidozun yiiksek
olarak goriildiigii bolimlerde (6zellikle yogun bakim {initelerinde), secilmis
yiiksek riskli hastalarda profilaktik kullanimi da oOnerilmektedir.?®3° Segilmis
hasta gruplarinda flukonazol profilaksisinin, invazif fungal enfeksiyon gelisimini

ve mortaliteyi anlamli Slciide azalttig1 gdsterilmistir.?’

flag etkilesimi diger triazollere gore daha azdir.®! En az yan etkiye sahip
azol grubu ilagtir. Iyi tolere edilebilen bir ilagtir. En sik goriilen yan etkileri; bas
agris1, istahsizlik, alopesi ve transaminaz yiiksekligi, nadiren dokiintlidiir.

Cocuklarda ise; en sik gastrointestinal yan etki, dokiintii ve transaminaz
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yiiksekligi goriilebilir. Ancak transaminaz yliksekligi doz bagimh degildir ve tipik

olarak tedavinin kesilmesiyle normale déner. %%

2.1.2.3. itrakonazol

Lipofilik bir triazol olan itrakonazol, 1992 yilinda piyasaya ¢ikmustir.?
Flukonazolden daha genis bir etki spektrumuna sahiptir. Ancak, yan etkileri ve
ilag etkilesimleri de flukonazolden daha fazladir. Lipofilik 6zelliginden dolay1

BOS’a gecisi zayiftir. Karacigerden elimine edilmektedir.

Oral soliisyon, kapsiil ve intravendz formlar1 vardir. Oral emilim i¢in
asidik ortama ihtiyaci vardir. Antiasitler, proton pompa inhibitdrleri emilimini
azaltmaktadir. Bu nedenle itrakonazol kapsiillerinin, yiyeceklerle ya da asitli

sivilarla alinmasi 6nerilmektedir. 4%

Itrakonazol, Aspergillus tiirlerine kars: iiretilen ilk oral formda ilagtir.'®
Candida ve Aspergillus tiirleri, Cryptococcus neoformans, Pseudoallescheria
boydii, Sporothrix schenkii, endemik dimorfik mantarlar ve dermatofitlere

etkiliyken; Fusarium tiirleriyle, mukormikoz etkeni kiiflere kars: etkisizdir.'*

En sik goriilen yan etkileri: bulanti, kusma, hipokalemi, 6dem,

hipertriglisemi, transaminaz yiiksekligi, bas agris1 ve dokiintiidiir. Kardiyak yan

etkileri de bildirilmistir.}%%23!
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2.1.2.4. Vorikonazol

Vorikonazol, 2002 yilinda piyasaya ¢ikmistir.*? Flukonazoliin sentetik bir
tiirevidir. Diisiik molekiil agirlikli, suda c¢oziinen, genis spektrumlu ikinci
jenerasyon bir triazoldiir.?? Oral ve intravendz kullanilabilir. Tlacin, BOS dahil
tim dokulara dagilimi oldukga iyidir. Karacigerde metabolize edilmektedir.

Idrarla atilmaktadir.!® Tlacin yarilanma &mrii, diger triazollere gore daha kisadir.®2

Candida ve  Aspergillus tiirleri,  Cryptococcus  neoformans,
Pseudoallescheria boydii, Trichosporon spp., endemik dimorfik mantarlara ve
Fusarium tiirlerine etkilidir. Mucormycetes’lere karst ise etkisizdir. Mayalara
kars1 fungistatik, Aspergillus tiirlerine karsi ise fungisidal etkilidir. Invaziv
aspergilloz tedavisinde primer ilag olarak onay almistir.!* Candida tiirleri iginde,

vorikonazol direnci en ¢ok C. glabrata’da goriilmektedir.>®

lacin profilaktik kullanimi bulunmamaktadir. Flukonazole gore, ¢ok
sayida ilagla etkilesimi ve daha fazla yan etkisi vardir.® En sik goriilen yan etkisi
gecgici gorme bozuklugudur. Gorme bozuklugu infiizyonla iligkili ve geri
dontigiimliidiir. Tipik olarak infiizyondan 30 dakika sonra baslar, basladiktan 30
dakika sonra da azalir. Diger yan etkileri arasinda transaminazlarda yiikseklik,

dokiintii, haliisinasyon ve konfiizyon vardir.1922



13

2.1.2.5. Posakonazol

Posakonazol, itrakonazoliin hidroksillenmis derivesidir. 2007 yilinda lisans
alan posakonazol, azol grubu ilaglar iginde en genis antifungal etki spekturumuna
sahip, ikinci jenerasyon, lipofilik yapida, bir triazoldiir. Sadece oral formu
bulunmaktadir. Proteinlere baglanma oran1 ¢ok yiiksektir. En fazla fecesle

atilmaktadir.

Posakonazoliin etki spektrumu vorikonazole benzerdir. Tek fark,
Mucormycetes’lere de etkinligi olmasidir. Bu gruba etkili tek azoldiir. Ancak bu

etkinligi, amfoterisin B kadar fazla degildir. 323424

Posakonazol, diger antifungal ilaclar1 tolere edemeyen ya da diger ilaglarla
tedaviye refrakter mantar enfeksiyonlarmin tedavisinde ve invazif mantar

enfeksiyonlarmin profilaksisinde kullanilmaktadir.?

Posakonazoliin, itrakonazol ve vorikonazole oranla daha az ila¢ etkilesimi
bulunmaktadir. En sik goriilen yan etkileri: bulanti, kusma, karin agrisi, diyare ve

bas agrisidir, 2834

2.1.3. Ekinokandinler

2000’11 yillarda kesfedilmis antifungal ilaglardir. Mantar hiicre duvarindaki
1,3-B-D-glukani nonkompetetif inhibe ederek etki eden, semisentetik lipopeptid
yapida antifungal ilaglardir. Sonugta glukan sentezinin inhibisyonuyla, hiicre

duvar biitiinliigii, hiicre morfolojisi bozulur ve hiicre 6liir. Memeli hiicrelerinde,
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1,3-B-D-glukan bulunmadigindan, mantarlar i¢in selektif ilaglardir. Bu yiizden de

yan etkileri agisindan giivenilir ilaglardir 121419

Candida tiirleri i¢in fungisidal, Aspergillus tiirleri i¢in ise fungistatik etki
gosterirler. Ozellikle flukonazole direngli Candida tiirlerinin tedavisinde c¢ok
etkilidirler. Cryptococcus neoformans, Trichosporon, Fusarium tiirleriyle,
mukormikoz etkeni mantarlara karsi ise etkili degildirler.’>'#'® Cryptococcus
neoformans, hiicre duvarinda a glukan igerdiginden dolayr ekinokandinlere
direnclidir.® Candida tiirleri icinde ozellikle C. parapsilosis ve C.

guilliermondii’de yiiksek MIK degerleri goriilebilmektedir.%

Ekinokandinlarin, diger antifungallerden 6nemli bir farklari Candida
biyofilmlerine olan etkileridir. Kandidemilerin 6nemli bir nedeni, biyofilmle
enfekte kateterlerdir. Biyofilmler, disa atim pompa mekanizmalarindaki
degisimler ve azalan sterol sentezine bagli olarak, genellikle antifungallerle
tedaviye refrakterdirler. Ekinokandinlerle yapilan in vitro biyofilm ¢alismalarinda,
ozellikle C. albicans’da fungisidal etkinlikleri izlenmis, C.parapsilosis igin farkli
sonuclar elde edilmistir. Kaspofunginin, ayrica biyofilm olusmasini erken
donemde inhibe ederek, C. albicans’in epitel hiicrelerine yapigsmasini engelleme
ozelligi de bulunmaktadir. Yapilan hayvan c¢alismalarinda, kaspofungin
kullanimimnin Candida biyofilm ile enfekte santral vendz kateterli farelerde,
disemine enfeksiyon insidansini azalttigint gostermektedir. Mikafungin ve

anidulafungin de biyofilmler iizerine etkin bulunmustur.33’
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Ekinokandinlerin oral biyoyararlanimlar1 ¢ok zayif oldugundan, sadece
intravendz kullanimlar1 bulunmaktadir. Proteinlere baglanma oranlar1 c¢ok

yiiksektir. Vitreusa ve BOS’a gegisi ¢ok azdir.

Yan etkileri diger antifungallerle karsilastirildiklarinda ¢ok azdir. Ancak
hizli verildiklerinde infiizyona bagli reaksiyonlar (tasikardi, hipotansiyon,
tromboflebit) goriilebilir. Bu nedenle, infiizyonun 1 saat boyunca yapilmasi

Onerilmektedir, 192238

Su ana kadar 3 ekinokandin klinik kullanim i¢in onay almistir:
kaspofungin (2001 yilinda erigkinler i¢in, 2008 yilinda 3 aydan biiyiik ¢ocuklar
icin FDA onay1 almistir), mikafungin (2005 yilinda FDA onayr almistir) ve
anidulafungin (2006 yilinda FDA onay1 almistir). Etki spektrumlart {i¢iiniin de

benzerdir. lyi tolere edilirler ve ilag etkilesimleri de ¢ok azdr. &7

[k bulunan ekinokandin silofungindir; ancak sistemik kullaniminda ciddi

yan etkileri olmas1 sebebiyle kullanilamamustir.®

Kaspofungin, ekinokandin grubundan ilk kullanima giren ilagtir.
Kandidemi, invazif kandidoz, 6zofageal kandidoz ve diger antifungal tedavilere
cevap vermeyen ya da o tedavileri tolere edemeyen invazif aspergillozlu
hastalarin tedavisinde kullamlmaktadir.’**® Ayrica, cocuklarda kullanimi FDA

onayr almis tek ekinokandindir.®®

Siklosporinle kullanildiginda karaciger
enzimlerinde artisa neden olduklar1 icin, siklosporinle birlikte kullanimi

onerilmemektedir. Ayrica rifampin ve takrolimusla kullanildiginda da doz

ayarlanmasi gerekmektedir.'®
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Mikafungin ve anidulafungin, yeni ekinokandinlerdir. Ikisinin de ilag
etkilesimleri ¢ok azdir. Ozofagus kandidozu ve kandidemi tedavilerinde
kullanirlar. Mikafungin ek olarak, invazif kandidozun 6nlenmesi i¢in profilakside

de kullanilmaktadir, 440

Invaziv kandidozlu hasta gruplarinda yapilan ¢alismalarda, ekinokandinler
diger antifungallerle (amfoterisin B, flukonazol) ve birbirleriyle (kaspofungin-
mikafungin)  karsilastirilmistir.  Etkinlikleri  benzer  bulunmus;  ancak
ekinokandinlerin diger antifungallere gore yan etki ve ilag etkilesimlerinin daha az
oldugu goriilmiistiir. Pahali ilaglar olmalarina ragmen; mevcut literatiire
dayanarak, ekinokandinler ile tedavi, ilaca bagl etkilerinin az olmasi nedeniyle,

polyenler ve azollerle karsilastirildiginda maliyet etkin bulunmaktadir. 364

2.1.4. Yeni antifungal ilaglar

Yeni antifungal ilag gelistirilmesi ¢alismalarinda; bu ilaclarin daha genis
spektrumlu olmasina, tibbi 6nemi olan, nadir goriilen tiirlere de etkili olmasina,
mevcut ilaglara direncli tiirlere de etkili olmasina, fungisidal etkili olmasina, daha
az toksik olmasina, ilag-ilag etkilesimlerinin az olmasina, daha gelismis
farmakokinetik o6zellikleriyle doz sikliginin azalmasina, oral ve parenteral

kullanim olasihigima dikkat edilir.}44?

Bir ¢ok antifungal ila¢ ya da madde heniiz arastirma asamasindadir;

Yeni polyen: Lipozomal nistatin
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Yeni azoller: Ravukonazol, albakonazol, isavukonazol, pramikonazol
Yeni ekinokandinler: Aminokandin

Enfumafungin deriveleri: EKinokandinler gibi 1,3-p-D-glukani inhibe eder.
Ancak yapisal olarak ekinokandinlerden farklidir, oral kullanilabilir ve

ekinokandin direncli suslara etkilidir.
Nikkomisin Z: Mantar hiicre duvarindaki kitin sentezini inhibe eder.

Kitin sentez inhibitorii bilesikler: Berberubin derivesi (bir alkaloid tiirevi),

dikafein tipi bilesikler

Sordarin/Azasordarin: Mantar hiicresindeki elongasyon faktor 2 {izerine

etkileriyle protein sentezini inhibe ederler.

Antifungal Ozellikte bazi maddeler: Cesitli antimikrobiyal peptidler,

Guanidin deriveleri, Piridin deriveleri, kinolinyum bilesikleri... 14194243

2.2. Candida’da Antifungal ilaglara Diren¢

Antifungal direng; mikrobiyolojik direng, klinik diren¢ ya da hem

mikrobiyolojik hem de klinik direncin oldugu ortak bir direng seklinde goriilebilir.

Mikrobiyolojik direng, ilacin minimum inhibitér konsantrasyonundaki
artistir.  In vitro olarak etkenin ilaca karst duyarlihgnin azalmasi ya da
olmamasidir.>#* Mikrobiyolojik direng, primer (intrinsik) veya sekonder

(kazanilmis) olabilir. Primer direngte, etken ilagla in vivo ya da in vitro daha 6nce
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karsilasmamis olmasina ragmen ilaca direngli saptanir. Klinik 6rneklerde, tiir
tanimlamasi yapilmasi bu yiizden ¢ok onemlidir. Sekonder direncte ise, etken bir
antifungal ilagla karsilasmistir, sonugta geri doniisiimlii olarak bu ilaca gegici
adaptasyon gelistirebilir ya da  genetik degisiklikler sonucu ilaca direng
kazanir.*% Mikrobiyolojik (in vitro) direng, doza bagimli (klinik olarak
antifungal ilacin yiiksek dozlariyla asilabilir) ya da inokulum miktarina (test
edilen mantarin inokulum miktarin arttirinca in vitro etkinligi degisir) bagimli da

olabilir.*’

Klinik direng, uygun antifungal tedavinin uygulanmasina ragmen goriilen
tedavi basarisizligidir. Klinik direng, her zaman mikrobiyolojik direngle beraber
olmaz.®** Klinik direncte pek ¢ok faktdr etkili olabilir. Konagm bagisiklik
durumu, enfeksiyonun yeri, ilacin enfeksiyon bdlgesindeki etkinligi, enfeksiyonun

siddeti, yabanci cisim varligi, tedavi dozu ve siiresi bu faktdrlerden bazilaridir.*

Bakterilerden farkli olarak, antifungal diren¢ genleri plazmid ya da
transpozonlar araciligiyla hiicreden hiicreye aktarilmazlar. Antifungal direng

genellikle yavas gelismektedir. 444¢

Antifungal direng mekanizmalariyla ilgili caligmalar, en sik goriilen fungal
enfeksiyon etkeni olan Candida tiirleriyle, 6zellikle de Candida albicans’la
yapilmistir. Molekiiler diren¢ mekanizmalar1 da, en sik etkenler olan Candida,
Aspergillus ve Cryptococcus neoformans igin ¢aligilmistir. Diger mantarlara ait

bilgiler ise ¢ok azdir.
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Antifungal ilaclarin etki mekanizmalar1 birbirinden farkli oldugu igin,

ilaglara kars1 gelisen direng¢ mekanizmalar1 da her ila¢ grubu i¢in birbirinden

farklidir.144°

2.2.1. Polyenlere Direnc¢

Polyenler, en eski antifungal ila¢ grubu olmalarina ragmen, polyenlere

kars1 direng olduk¢a nadir goriilmektedir.>

Amfoterisin B’ye karsi, Candida lusitaniae, Aspergillus terreus,
Trichosporon, Fusarium, Scopulariopsis ve Scedosporium tiirlerinde primer
direng goriilebilmektedir. Candida glabrata, C. krusei ve C. guilliermondii de ise
yiiksek MIK degerleri goriilmektedir. Candida tiirlerinde ve Cryptococcus

neoformans’ta sekonder direng de bildirilmistir. 14465

Polyen direngli Candida ve Cryptococcus izolatlarinin, polyen duyarl
izolat ile karsilastirildiginda nispeten diisiik ergosterol igerigi oldugu goriilmiistiir.
Ergosterol sentezinde yer alan ERG3 genindeki kusurlara bagli olarak,
membranda farkli sterollerin biriktigi bulunmustur. Cesitli ¢alismalarda ayrica
ERG2, ERG6, ERG11 genlerinde de mutasyonlar gosterilmistir. Ayrica,
amfoterisin B direncinde, artan katalaz aktivitesinin araciligiyla, oksidatif hasara

kars1 hassasiyetin azalmasinin da rol oynadig1 diisiiniilmektedir.%4650
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2.2.2. Azollere direng

Azol grubu ilaglar sik kullanildiklarindan, direng gelisimi oldukga
onemlidir. Azol grubu ilaglara direncin artmasinin; klinikte uzun siireli tedavilerde
ve profilakside kullanilmalarina ve tarimsal pestisit olarak azol fungisidlerin

kullaniimalarina bagl olabilecegi diisiiniilmektedir. >

Azol direnci Candida tiirlerinde dort temel mekanizmayla

gerceklesmektedir® 121446495253,

1. llag konsantrasyonunda azalma: Aktif disa atim pompalar ile
olmaktadir. Candida tiirlerinde disa atim pompalari, 2 gen ailesi
tarafindan kodlanmaktadir: CDR (ATP-binding cassette super family)
ve MDR (major facilitators class). Bu genlerin asir1 ¢aligmasi (up-
regulation), azollerin hiicre disina aktif atilmasina neden olur,
dolayistyla hiicre icindeki ilag konsantrasyonu diiser. CDR
(CDR1,CDR2) genlerinin asir1 ¢alismasi, c¢oklu azol direnci
sebebiyken; MDR (MDRI1)’deki degisiklik, sadece flukonazol
direncine neden olmaktadir.

2. Ilacmn hedef bolgesinde degisiklik: Ilacin hedef enzimi olan lanosterol
14a-demetilaz~ (CYP51) enzimi, ERGI1 geni tarafindan
kodlanmaktadir. Bu gendeki nokta mutasyonlar sonucu, azoller hedef
bolgelerine diisiik afinite gosterirler ya da hi¢ baglanamazlar.

3. llacn  hedefindeki enzimde degisiklik: ERGI1  genindeki

amplifikasyon ve ekspresyonun artmasi sonucu, asir1 miktarda enzim
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olusur. Sonugta, ilacin terap6tik dozlari asir1 miktardaki enzimi inhibe
etmeye yeterli olmaz.

4. Ergosterol biyosentez yolunda degisiklik: Azollerin fungistatik, yani
bliylimeyi inhibe edici etkisi; ilacin membrandaki ergosterole
etkisinden sonra, toksik urin olan 14o-metil-3,6-diol birikimine
baglidir. Ancak ERG3 genindeki mutasyonlar sonucu, bu toksik iiriin
degisir, 14a-metilfekosterol birikir. Membran fonksiyonel olur, azoller
kullanilsa da artik etki edemezler. ERG3 mutasyonunda, polyenlere de

direng olmaktadir.

2.2.3. Ekinokandinlere direnc¢

Candida tiirlerinde, ekinokandin direnci nadir goriilmektedir. Ekinokandin
direngli Candida tiirleri incelendiginde, 1,3-B-D-glukan sentezinde 6nemli bir gen
olan FKS1’de nokta mutasyonlar1 saptanmistir. Ekinokandinlere kars1 sekonder
direngte temel mekanizma, FKS1 genindeki aminoasitlerin yer degistirmeleridir.
C. glabrata’daki ekinokandin direncinde ise, FKS2 genindeki mutasyonlarin da

rol aldig1 goriilmiistiir,%3749°0

FKS mutasyonlari intrinsik ya da kazanilmis olabilir. Ekinokandinler i¢in
yiiksek MIK degerleri gosteren C. parapsilosis ve C. guilliermondii’de intrinsik

FKS mutasyonlar1 saptanmistir.*°
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2.2.4. Coklu ilaca direng (CID)

Farkl1 gruplardaki ilaclara direng gelismesi, ¢oklu ilag direnci (CID) olarak
adlandirilmaktadir. Coklu ilaca direncin ortaya ¢ikmasi, antifungal tedavide
onemli bir engel olusturmaktadir. Cok faktorlii, bir¢ok diren¢ mekanizmasini

beraber iceren bir durum olmas, klinisyenleri ¢dziim bulmakta zorlamaktadir.>*

Bir izolatta, farkli diren¢ mekanizmalarinin ayni anda bulunmasia bagh
olarak ¢oklu ilag direnci gelisebilmektedir. Ozellikle literatiirde, bu konuda olgu
sunumlar1 bulunmaktadir. Ornegin, C. glabrata’da FKS2’de nokta mutasyonuna
bagli ekinokandin direnciyle, CDR1 ve CDR2’nin agir1 ¢alismasina bagli azol

direncinin birarada bulundugu olgular mevcuttur.>*

Cesitli mutasyonlara bagli, c¢oklu ilag direnci ortaya c¢ikabilmektedir.
Ornegin; ERG3 mutasyonu oldugunda, membrandaki ergosterol yokluguna bagl

olarak, azollerle ayn1 zamanda polyenlere de direng olmaktadir.*¢48

Coklu ilag direncinde, disa atim pompalar1 da 6nemli bir nedendir. Iki
onemli disa atim pompa ailesi bulunmaktadir: ATP baglayan kaset ailesi (ABC-
ATP binding cassette family) ve major kolaylastirict siiper ailesi (MFS-major
facilitator superfamily).>* ABC i¢inde, Candida albicans’ta TAC1 (transcriptional
activator of CDR genes) tarafindan diizenlenen CDR (Candida drug resistance) 1
ve 2; MFS i¢inde ise Mrrl (multidrug resistance regulator) tarafindan diizenlenen
MDR1 (multidrug resistance) ve ayrica FLUI (fluconazole resistance) genlerinin
asir1 ¢aligmasi direngte gorev almaktadir. Bu disa atim pompalar1 6zellikle azol

grubu ilaglarda direngten sorumlu bulunmuslardir. Ancak CDR1 ve CDR2 azol
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grubu disinda, topikal antifungallerden terbinafin ve amorolfin direncinde de

etkilidirler. Kaspofungin direncindeki rolleri ise tartismalidir, %678

2.3. Candida’da Antifungal Duyarhlik Testleri

Antifungal ilaglarin duyarlilik diizeylerini saptamak i¢in, in vitro minimum
inhibitér konsantrasyon (MIK) degerleri o&lgiilmekte, boylece klinik yanit
ongoriilebilmektedir. Ancak her zaman klinik yanitla, in vitro duyarlilik uyumlu
olmayabilir. “90-60 kurali”na gore; etken in vitro duyarli bulunmussa, tedaviye

%90 yanit alinacakken, in vitro direngli ise de tedaviye %60 yanit alinacaktir.>®

Antifungal duyarlilik testleri uygulanmadan dnce tiir tanim1 yapilmasi ¢cok

onemlidir, intrinsik direngli tiirler saptandiginda tedavi ona gore belirlenecektir.

Rutin olarak antifungal duyarlilik testinin klinik bir Candida izolatina
yapilmast i¢in; steril bir viicut bolgesinden izole edilmis olmasi, invazif bir
enfeksiyonun olmasi, beklenmedik bir tedavi basarisizlig1 varligi, tedavi sonrasi
gelistigi diistiniilen sekonder direncin varligi ya da Candida glabrata gibi en az

bir antifungale direngli bir tiiriin izole edilmis olmas1 gerekmektedir.>®

Antifungal duyarlilik testleri i¢in kullanilan bir¢ok yontem vardir. Ancak,
farkli teknik faktorlere (inokulum konsantrasyonu, besiyerinin igerigi, sekli ve
pH’s1, inkiibasyon sicaklig1 ve siiresi gibi) bagli sonuglar degiskenlik gosterebilir.
Bu yiizden standardize edilmeleri gerekir. 2 uluslararasi kurulus, duyarlilik

testlerinin standardizasyonu icin ¢aligmaktadir: Amerika Birlesik Devletleri
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kokenli “Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)” ve Avrupa kokenli

“European Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)”.5!

Son yillarda siir degerlerin standardizasyonunda, epidemiyolojik “cut
off” degeri (ECOFF) ve “tiire 0zgii klinik sinir deger” terimleri gelistirilmistir.
Vahsi tip koken (Wild Type-WT), kazanilmis ya da mutasyonel direng
mekanizmalarindan higbirinin olmadig1 izolattir. Vahsi olmayan kdkende (Non
Wild Type-NWT) ise, antimikrobiyale kars1 kazanilmis direng vardir.
Epidemiyolojik “cut off” degeri, vahsi tip popiilasyonun {ist smir1 olarak
tanimlanmaktadir. Yani, ECOFF’un altinda kalan MIK degerleri, vahsi tip
izolatlar1 gostermektedir.%?

Antifungal duyarlilik testlerinde kullanilan yontemler: sivi makrodiliisyon
ve mikrodilisyon yontemleri, agar diliisyon, disk diflizyon ve E-test

yontemleridir.>

2.3.1. Siv1 Diliisyon Testleri

S1vi makrodiliisyon yontemi, tiiplerde ¢alisilmakta, daha fazla malzeme ve
zaman gerektirmektedir. Bu ylizden ancak Ornek sayisi az olan kiiclik
laboratuvarlar i¢in uygun olabilir. Giiniimiizde pek tercih edilmemektedir.>®

Stvi mikrodiliisyon yontemi, en ¢ok kullanilan yontemdir. CLSI ve
EUCAST ayn1 yontemi Onermektedirler, ama aralarinda hem ydntemin yapilis
bakimindan hem de kabul edilen sinir degerleri bakimindan bazi farkliliklar

(Tablo 1 ve 2’de sunulmaktadir) bulunmaktadir.
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Kalite kontrolii i¢in, Candida albicans ATCC 10231, Candida krusei

ATCC 6258 veya Candida parapsilosis ATCC 22019 gibi referans kokenlerden

biri kullanilmalidir.

MIK degerlendirilirken; amfoterisin B i¢in iiremenin olmadig ilk kuyucuk

(MIK 0) kabul edilirken, azoller ve flusitozin iginse kontrol kuyucuguna gore

tiremede %50 azalma olan kuyucuk (MiK 2) kabul edilmektedir.*®

Tablo1l. Sivi mikrodilisyon yonteminin CLSI ve EUCAST’a gore
karsilastirilmasy >°61.63

Standardize Yéntem CLSI EUCAST
Mayalar (M27-A3) Mayalar (EDef.7.2)
Kiifler (M38-A2) Kiifler (EDef.9.1)

Besiyeri L-glutaminli,  bikarbonatsiz, | L-glutaminli,  bikarbonatsiz,
MOPS ile tamponlanmis, | MOPS ile tamponlanmis, % 2
%0.2 glukoz eklenmis RPMI | glukoz eklenmis RPMI 1640
1640 besiyeri besiyeri

Plaklar 96 kuyucuklu U tabanl 96 kuyucuklu diiz tabanlt

inokulum yogunlugu 0.5-2.5x103 cfu/ml 1-5x10° cfu/ml

Sicaklik 35°C 35-37°C

Inkiibasyon siiresi 24-48 saat 24-48 saat

Okuma yontemi Gorsel Spektrofotometrik (530 nm)




26

Tablo 2. CLSI ve EUCAST’a gére Candida albicans i¢in MiK siir degerleri %

CLSI EUCAST
Duyarli Doza Orta Direngli Duyarli Orta Direngli

bagimli | qyyarl; duyarl:

duyar
Amfoterisin B | Belirli degil <l - >1
Flukonazol <2 4 - >8 <2 4 >4
Itrakonazol <0.12 | 0.25-0.50 >1 Belirli degil
Vorikonazol <0.12 - 0.25- | >1 <0.125 | - >0.125

0.50

Posakonazol Belirli degil <0.06 | - >0.06
Kaspofungin <0.25 - 050 |=>1 Belirli degil
Mikafungin <0.25 - 050 |[=>1 Belirli degil
Anidulafungin | <0.25 - 050 |>1 <0.03 |- >0.03

Son yillarda kaspofungin ile yapilan ¢alismalarda, MIK degerlerinde

sorunlar gézlendigi i¢in, kaspofungin rutin antifungal duyarliliginin ¢alisilmasinin

yanlis olacagi,

kaspofungin yerine diger

anidulafungin) calisiimasinin daha uygun olacagi dnerilmektedir. ®°

ekinokandinlerin  (mikafungin,

Kolorimetrik degerlendirme yapan, MIK degerlerinin belirlenmesinde

gorsel kolaylik saglayan ticari sistemlerde bulunmaktadir.

63,66
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2.3.2. Disk difiizyon testi

Bakteriler i¢in rutin laboratuvarda en ¢ok kullanilan yontem olan disk
difiizyon yontemi, mantarlar i¢in ¢ok tercih edilmemektedir. Mayalar, inhibisyon
zonu i¢inde de iireyebildiklerinden degerlendirmek zordur. Besiyeri olarak, %2
dekstroz ve 0.5ug metilen mavisi eklenmis Miiller Hinton agar onerilmektedir. 0.5
McFarland bulaniklikta inokulum hazirlanmali, sonuglar 24 saatlik inkiibasyondan
sonra degerlendirilmelidir. Zon c¢aplar1 degerlendirilirken, i{iremenin belirgin
azaldig1 noktadan itibaren ¢aplar Olciilmeli ve zon i¢inde bulunan mikrokoloniler

dikkate alinmamalidir. 21

2.3.3. E-test yontemi

E-test; kolay uygulanmasi, tekrarlanabilirliginin kolay olmasi ve MIK
degeri vermesi nedeniyle 6nemli bir yontemdir. Hem mayalar hem de kiifler i¢in
kullanilabilmektedir. Besiyeri olarak, %2 glukoz eklenmis RPMI agar
onerilmektedir. 0.5 McFarland bulaniklikta inokulum hazirlanmali, sonuglar 48
saatlik inkiibasyondan sonra degerlendirilmelidir. MIK degerleri okunurken, strip
lizerinde inhibisyon elipsinin olustugu ilk temas noktas1 MIK olarak

degerlendirilmeli ve zon i¢indeki mikrokoloniler dikkate alinmamalidir. 5%61:67

Yapilan bir ¢alismada, E-test ve referans yontem karsilastirildiginda en az
uyum Ozellikle C.glabrata ve C.tropicalis te bulunmustur. E-testin, C. glabrata

icin 48 saate kiyasla 24 saatte daha iyi sonug verdigi goriilmiistiir.
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2.3.4. Kullanilan diger yontemler

Agar diliisyon yontemi: Cesitli miktarlarda ilag igeren besiyerleri
hazirlanarak uygulanmaktadirlar. Kiifler i¢in daha uygundur. Standardizasyonu

zordur. °°

Otomatize sistemler: VITEK 2 sistemi, tiir tanim1 ve antifungal duyarlilik

sonucu vermektedir. 6168

Akim (Flow) sitometrisi: Antifungal ilagla karsilasan hiicrenin canliligi,
DNA’ya baglanan boyalarla 6l¢iilmektedir. Florasan mikroskopla degerlendirilir.

4 saat gibi kisa bir siirede sonug verir, ama pahali bir yontemdir.>®%3

Hiicre duvarindaki ergosterol miktarinin dlgiilmesi: Ozellikle azol grubu

ilaglarin etkinligi arastirilir.%!

MALDI-TOF MS: Yeni gelistirilen hizl1 ve basit bir yontemdir. 3 saat gibi
kisa bir siirede sonu¢ vermektedir. Su an i¢in Candida albicans’ta

kullanilmaktadir.53

Molekiiler yontemler: Son yillarda, direncin gosterilmesinde molekiiler
yontemler (DNA dizi analizi, polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), mikroarray
teknolojisi) kullanilmaktadir. Boylece, direng ile ilgili genler ve mutasyonlari
ortaya konmaktadir. Ornegin, PZR ile atim pompasi genleri olan CDR ve MDR

genleri gosterilebilmektedir.>®
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2.3.5. ila¢ Etkilesimlerinde Kullanilan Testler (in vitro Sinerji

Testleri)

Fungal enfeksiyonlarin  tedavisinde, antifungal ilaglarin  ¢esitli
kombinasyonlar1 da kullanilmaktadir. Ayrica antifungal ilaclarin, farkli ilag
gruplariyla ya da antimikrobiyal maddelerle de etkilesimleri s6z konusudur.
flaglarin birarada test edilmelerini saglayan kombinasyon testleri: zamana karsi
oldiirme (“Time-kill”) yontemi, dama tahtas1 (checkerboard) yontemi ve E-test

sinerji testidir.®

Sinerjistik etkilesimi arastiran testler heniiz standardize edilmemistir. In
vitro antifungal kombinasyon testlerinin sonuclari, kullanilan yontem ve analiz
tiiriine baglidir. Farkli yontem veya analiz tiirii kullanildiginda farkli sonuglar elde
edilebilmektedir. Klinikle wuyumlar1 tam belirlenememistir. Bu yiizden

yontemlerin degerlendirilmesi zordur.>%6%:"

2.3.5.1. Zamana bagh 6ldiirme (Time-kill) yontemi

Zamana bagli oldiirme yontemi antifungal ilaglarin, konsantrasyona ve
zamana bagli fungisidal aktivitelerinin arastirllmasinda kullanilmaktadir. Bu
yontemle, antifungal ilaglarin, hangi konsantrasyonda ve kacinci saatte mantara
kars1 fungisidal aktivite gosterdikleri belirlenmektedir. Dolayisiyla, zamana bagli
Oldiirme yonteminde, mantar ile antifungal ila¢ arasindaki dinamik iliski tespit
edilmektedir. Ayrica, antifungal ilacin farmakodinamik 6zellikleri, diger

antifungal ilaglar ile olan sinerjistik veya antagonistik etkilesimi de
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incelenebilmektedir. Ancak, zaman alici, uygulamasi zor ve siirli sayida ilacla

calisilabilen bir yontemdir. %2 7374

Zamana bagli 6ldiirme yontemi, heniiz standardize edilmemistir. Standart
bir inokulum hazirlanir, farkli konsantrasyonlarda ilag iceren sivi besiyerine
eklenir. Kontrol amaciyla, bir de ila¢ igermeyen besiyerine konur. Inokulasyonun
baslangi¢c zamaninda ve sonra belirlenen farkli saatlerde besiyerlerinden seri
dilisyonlar yapilarak, koloni sayimlar1 yapilir. Kontrol ve farkhh ilag
konsantrasyonlarinin sonuglari, zamana karsi belirlenir. Ureme kontroliine gére,
3-logi0 CFU/ml azalma oldugunda, yeterli fungisidal aktivite kabul edilmektedir.
Sinerji degerlendirirken ise, en etkili maddeye gore kombinasyonla >2-l0gio

CFU/ml azalma olmasi sinerji olarak kabul edilir. "1">7®

2.3.5.2. Dama tahtas1 (Checkerboard) yontemi

Dama tahtas1 yontemi; iki boyutlu, iki ajanli bir sivi mikrodiliisyon
yontemidir. Referans mikrodiliisyon ydntemini temel almaktadir. In vitro olarak
ilaglarin kombinasyonun aktivitesinin, ilaglarin tek baslarina aktivitelerine gore
nasil  oldugu  degerlendirilir.  Etkilesimler isobologrofik  olarak da

gosterilebilmektedir.”’

Dama tahtas1 yontemi, uygulamasi daha kolay ve laboratuvarlar arasinda
standardize olan mikrodiliisyon yonteminin kullanildigi bir yontem oldugundan,

ilag etkilesimlerinin arastirilmasinda en sik kullanilan yontemdir.”
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Sinerji, ajanlarin birarada kullanildiklarinda elde edilen etkinin tek basina
kullanildiklarindan ~ daha  fazla olmasi iken; antagonizma, birarada
kullanildiklarinda elde edilen etkinin tek basma kullanildiklarindan daha diisiik
etkili olmasidir. Ancak etkilesime bagli bir degisiklik yoksa, yani ajanlar tek
baslarma kullanildiklarinda elde edilen etkilerin toplamia esitse, bu durumda
farkl1 terimler kullanilmaktadir. indiferens, aditif, tanimlanamayan ya da etkisiz

kullanilan bazi terimlerdir.”®

[laglarin kombinasyonlarinin galisilmasindan &nce, her ilacin MIK degeri
saptanir. Kombinasyon testi i¢in, saptanmis MIK degerinin 4-8 kat ile en az 1/8-
1/16 kat1 araliginda bulunan konsantrasyonlar konulmalidir. 96-kuyucuklu
mikrodiliisyon plaklarina, antimikrobiyal ajanlar dagitilir, 0.5 McFarland
bulaniklik standardinda maya inokulumu eklenir. Inkiibasyon sonrasi, MiK’ler
belirlenir. Her ajan igin fraksiyonel inhibitér konsantrasyonu (FIK) hesaplanir.

Sonugta iki ajan icin “fraksiyonel inhibitdr konsantrasyon indeksi (FIKQ)” elde

edilir.”"78

FIK degeri, her bir ajanin kombinasyonda kullamldigi zamandaki
MIK’inin tek basina kullanildigindaki MIK degerine béliinmesi ile elde edilen
degerdir. FIK indeksi (FIKI) ise, iki ajanin FIK degerlerinin toplanmasiyla elde

edilen degerdir.

FiKi (3 FiIK) = FiKa (Kombinasyondaki ilag A’nin MIK’i / Tek basina
ilag A’nin MIK’i) + FiKg (Kombinasyondaki ila¢ B’nin MIK’i / Tek bagina ilag
B’nin MIK’i)

FIKI < 0.5 ise sinerjizm, 0.5 - 4 arasinda ise indiferens (etkilesim yok,

tanimlanamayan), > 4 ise antagonizm olarak degerlendirilir.’87°80818283
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Sekil 1. Dama tahtalarmin isobologramlarla gosterilmesi ’/
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2.4. Biyosidler

Biyosidler, mikroorganizmalari inaktive eden, genis spektrumlu kimyasal

ajanlarin genel adidir. Antisepside, dezenfeksiyonda, temizlik iirlinlerinde yaygin

olarak kullanilmaktadirlar.

11,84

Biyosidlerin antibiyotiklerden farkli olarak, spesifik bir hedef bolgeleri

yoktur, genellikle ¢ok sayida hedef bolgeleri bulunmaktadir. Bir¢ok farkli

mekanizmayla etkinliklerini gosterirler.®®

Antisepsi ve dezenfeksiyonda kullanilan biyosidler:

O-

10-

11-

Alkoller: Etanol, izopropanol

Aldehitler: Gluteraldehit, formaldehit, benzaldehit, ortofitaldehit
Biguanidler: Klorheksidin

Fenoller ve krezoller

Bifenoller: Triklosan, hekzaklorofen

Kuaterner amonyum bilesikleri: Benzalkonyum klortir, setilpridinyum
klortir, benzotonyum klortir

Asitler: Asetik asit, benzoik asit, sorbik asit

Alkaliler: Sodyum hidroksit, sodyum karbonat, amonyum hidroksit,
kalsiyum oksit

Halojenler: Iyot bilesikleri, klor, kloroform, hipokloritler

Oksitleyici ajanlar: Hidrojen peroksit, perasetik asit

Agir metaller: Civa, giimiis, bakir, ginko, arsenik 86:87:88
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Biyosidler etki mekanizmalarina gore 4 ana kategoride yer alirlar;
oksidanlar, katyonik biyosidler, zayif asitler ve elektrofilik ajanlar. Oksidanlar,
radikal aracili reaksiyon yoluyla organik materyali okside ederler. Katyonik
membran aktif biyosidler, membran hasarina yol acarak, hiicre lizisine neden
olurlar. Zayif asitler, hiicrede uygun pH dengesinin saglanmasina engel olarak,
hiicre i¢i asidifikasyona ve metabolizmanin bozulmasina yol acarlar. Elektrofilik
ajanlar ise, hiicresel niikleofillerle kovalent reaksiyona girerek, enzimleri inaktive
ederler.®’

Calismamizda kullandigimiz  klorheksidin ve kuaterner amonyum
bilesikleri, katyonik biyosidlerdir. Bakterilerde, mayalarda ve Acanthamoeba

castellani’de esas etkilerini membran hasarma yol agarak gosterirler.®

2.4.1. Klorheksidin

Biguanid grubu bir biyosid olan klorheksidin, 1954 yilinda kullanima
girmistir. Antiseptikler icinde en sik kullanilan ajandir. Ozellikle el yikama
iriinleri ve oral iiriinlerde (6zellikle dis hekimliginde tedavi amaciyla da) siklikla
kullanilir. Genis spektrumludur ve etkisi uzun siirelidir. Etkisi pH bagimhdir,
etkinligi en 1y1 pH 7-8’de goriilmektedir. Organik materyal varliginda (kan, piiy,
mukus gibi) etkinligi azalmaktadir. Suda kolay ¢oziinmediginden, genellikle
diglukonat tuzu, hidroklorit veya asetat formunda kullanilmaktadir. En yaygin

olarak % 0.5—4 konsantrasyonlarda suda ¢oziinen glukonat formu kullanilir. 84880
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Klorheksidinin genis bir etki spektrumu vardir. Bakterisidal bir ajandir.
Ozellikle Gram pozitif bakterilere kars1 daha etkilidir. Mayalara karsi oldukca
etkilidir.  Viriislere etkinligi  sinirhdir.  Zarfsiz  virlislere, sporlara  ve
mikobakterilere etkisizdir. Acanthameoba castellanii trofozoitlere etkili oldugunu

gosteren ¢aligmalar vardir.

Bakterilerde, hiicre duvari ve stoplazma zarina etkilidir. Membran aktif bir
ajandir. Katyonik bir biguanid olan klorheksidin, negatif yiiklii bakteriyel hiicre
duvarina baglanir. Hiicre duvart ve dis membrani pasif difiizyonla gegerek,
stoplazmik veya i¢ membrana etki eder. Membran hasariyla, intraseliiler
molekiillerin hiicre disina sizmasina neden olur. Yiiksek konsantrasyonlarda,

hiicre icinde koagiilasyona neden olur, proteinler ve niikleik asitler presipite

olur 84,90,91

Klorheksidin, maya hiicrelerinde de bakterilerle benzer sekilde plazma
membran hasarma yol acarak etki gdstermektedir.®> Maya hiicresindeki negatif
yiiklii gruplarla reaksiyona girer, hiicre duvari sentezini inhibe eder, hiicre igerigi
disar1 sizar ve hiicre oliimi gerceklesir. Yiiksek konsantrasyonlarda, hiicre i¢inde
koagiilasyona neden olur. Klorheksidin glukonat, Candida tiirlerine terapotik
konsantrasyonlarda fungusidal etkilidir ve 6nemli 6l¢iide inorganik (6rn. akrilik
dis protezlerine) ve organik yiizeylere (6rn. bukkal epitelyal hiicrelere)

yapismasini dnler, 9394959

Yapilan ¢aligmalarda klorheksidinin, Candida albicans 'ta post antifungal

etkiye sahip oldugu, germ tiip olusumunu ve fosfolipaz iiretimini baskiladigi,
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hiicre ylizey hidrofobisitesinde azalmaya yol actigl, bdylece Candida nin

patojenitesini baskiladig1 belirlenmistir. %989

Klorheksidin maruziyetinde, Candida hiicrelerinin yapisal biitiinliigiinde
kayip, yapisma yeteneginde azalma ve hiicre duvarinin pargalandigi goriilmiistiir.
Ayrica akrilik dis protezlerindeki Candida albicans biyofilmlerine karsi,
klorheksidinin ¢ok etkili bir antifungal ajan oldugu goriilmiistiir.!% Yapilan
caligmalarda, klorheksidinin Candida albicans biyofilmlerine kars1 flukonazolden

ve diger bir ¢ok biyosidden daha etkili oldugu bulunmustur, 01102

Klorheksidinin klinik kullanim alanlari: El dezenfeksiyonu (genel,
operasyon Oncesi), islem Oncesi cilt dezenfeksiyonu (cerrahi Oncesi, damar
katateri takilmasi), damar katateri bakimi, damar katateri enfeksiyonlarinin
Onlenmesi (emdirilmis katater bolgesi Ortiileri, emdirilmis katater, ventilator
iligkili pndmoninin 6nlenmesi i¢in orofarengeal dekolonizasyon), yogun bakim
hasta banyosu, MRSA dekolonizasyonu.®® Ayrica dis hekimliginde, antiseptik

gargara ve protez dezenfektani olarak ¢ok stk kullanilmaktadir®103

[rritan ve toksik etkileri olduk¢a azdir. Nadiren dermatit yapabilir.
Literatirde olgu sunumlart seklinde hipersensitivite reaksiyonu ve anafilaksi
gelisimi, orta kulaga bulastiginda ototoksik etki, gozde korneal hasar

bildirilmistir.%
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2.4.2. Benzalkonyum kloriir

Kuaterner amonyum bilesigidir. Nitrojene kovalent baglanan dort organik
gruptan olusurlar. 1930°lu yillarda kullanilmaya baslamistir. Yiizey aktif etkili,
katyonik deterjanlardir. Diisiik diizey dezenfektanlardir. En iyi etkilerini alkali

pH’da gosterirler. Temizlik iirlinlerinde yaygin olarak kullanilmaktadirlar.

Kuaterner amonyum bilesikleri, bakterilere (6zellikle Gram pozitif
bakterilere etkilidirler, Gram negatif bakterilere etkinlikleri zayiftir), mayalara
(Trichophyton spp. bu bilesiklere direnglidir) ve zarfli viriislere etkilidirler.

Zarfsiz viriislere, mikobakterilere ve sporlara etkisizdirler.8104

Bakteride, stoplazma membranina etkilidirler. Hidrofilik kisimlari,
membrandaki negatif yiiklii gruplarla etkilesime girer; hidrofobik kisimlar1 da,
membranin hidrofobik béliimiiyle etkilesime girer. Membranin yapist bozulur.
Intraseliiler diisiik molekiil agirlikli maddeler hiicre disina ¢ikar, niikleik asit ve
protein degragasyonu olur. Otolitik enzimler tarafindan lizis gergeklesir. Sonugcta,
stoplazmik membranin yap1 ve biitiinliiglinliin bozulmasiyla, bakteri hiicre hasari

gergeklesir, 34195

Mayalarda, plazma membranina etkilidirler. Membrandaki lipit yapilari
hasarlandirarak, sonuc¢ta plazma membranmin yapi ve biitlinliiglinii bozarlar.

Boylece hiicre igindeki molekiiller digar1 sizar.®*

Diliie ¢ozeltilerinde Gram negatif bakteriler (6zellikle Pseudomonas spp.,

Burkholderia cepacia, Stenotrophomonas maltophilia) iireyebilmektedir. Bu
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yiizden, hastanelerde genel kullanim i¢in Onerilmezler. Antiseptik olarak degil,

kritik olmayan yiizeylerde dezenfektan olarak kulanimlari dnerilmektedir. 88196.107

2.4.3. Biyosidlere Diren¢ Mekanizmalari

Antibiyotiklerde direng net bir sekilde tanimlanmisken, biyosidlerde direng
kavrami net degildir. Antimikrobiyal ilag i¢in belirlenmis sinir degerlerin {izerinde
MIK degerleri saptandiginda, mikroorganizma direngli kabul edilmektedir. Oysa
biyosidler icin belirlenmis smir degerler bulunmamaktadir.'® Bu nedenle;
biyosidler i¢in “direng” terimi yerine, “azalmis duyarlilik”, “duyarsizlik” veya

“tolerans” terimlerinin kullanilmasinin daha uygun olacag: dnerilmektedir.®

Bakterilerde biyosid direnci, ilk kez 1950°li ve 1960’11 yillarda
tanimlanmistir.  1970’li  yillarda antibiyotik direngli bakterilerde, biyosid
duyarhiliklartyla ilgili yaymlar yapilmaya baslanmistir. 1980’11 yillarda civa
direncinin indiiklenebilir oldugu, plazmid kaynakli ve konjugasyon veya
transdiiksiyon yoluyla aktarilabilir oldugu gdésterilmistir. Bu yillarda biyosidlere
azalmis duyarlhilik tanimlanmaya baglamistir. Sonraki yillarda da biyosid
direnciyle antibiyotik direnci arasindaki iligki lizerine ¢alismalar 6ne ¢ikmustir,

hala arastirmalar devam etmektedir.®®

Biyosidlerin yaygin kullanimi, Onerilen konsantrasyonlarmin altinda
kullanilmalari, bilingsiz ve yanlis uygulanmalari, stok soliisyonlari igeren
siselerin uygun olmayan kosullarda saklanmalar1 ve diliie edilmis biyosidlerin

uzun siire kullanilmalar1 sonucunda, biyosidlere adaptasyon ve direng
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gelismektedir. Diisiik dozlarda biyosid maruziyetinde, hiicre hasar1 daha az
olmaktadir, bu da fenotipik degisikliklere ve gen ekspresyonu indiiksiyonuna
neden olarak daha direncli mikroorganizmalarin gelismesine yol agar. Ayrica
biyosid kullanimi1 sonrasi ortamda kalan biyosid rezidiilerine bagli da direng
gelisebilecegi diisiiniilmektedir. 868788109

Biyosidlerin antimikrobiyal etkinliklerini etkileyen pek c¢ok faktor
bulunmaktadir. Ornegin; mikroorganizmanm tiirii, mikroorganizmanin miktari,

mikroorganizmanin {ireme periyodu, biyosid konsantrasyonu (en Onemli

faktordiir), temas siiresi, pH, sicaklik, ortamda bulunan organik madde varlig

gibi 857

Mikroorganizmalarin ~ biyosidlere ~ direng¢  siralamasi;  prionlar,
Cryptosporidium, bakteri sporlari, mikobakteriler, kistler, zarfsiz kiigiik viriisler,
trofozoitler, Gram negatif bakteriler, mantarlar, zarfsiz biiyiikk viriisler, Gram
pozitif bakteriler ve zarfl1 viriisler seklindedir.848°

Bakterilerin biyosidlere direng siralamasi; sporlu bakteriler, aside direngli
bakteriler, Gram negatif bakteriler, Gram pozitif bakteriler seklindedir. Gram
negatif bakteriler iginde 6zellikle Pseudomonas spp., Proteus spp., Providencia
spp. ve Serratia marcescens biyosidlere daha az duyarlilik gosterirler. Bakterilerin
biyosid duyarliligindaki farkliliklarinda, hiicrenin dis tabakalarinin kimyasal
bilesimi ve yapisindaki farkliliklar oldukca dnemlidir, 88106110111

Biyosid direnci; dogal (intrinsik), fonksiyonel ve kazanilmis direng olarak

goriilebilmektedir. !



40

Dogal diren¢ nedenleri arasinda; bakterilerin dig tabaka yapilarmin
farklilig1, bakterilerin glikokaliks, biyofilm, “slime” olusturabilmeleri oldukga
onemlidir. Biyosidler, hedef boélgelerine ulasabilmak i¢in bakterilerin dig
tabakalarim1 ge¢cmek zorundadirlar. Mikobakterilerin lipitten zengin duvar
yapilari, sporlu bakterilerdeki spor duvar yapisi, Gram negatif bakterilerdeki dis
membran yapist bu bakterileri biyosidlere dogal olarak direngli yapmaktadir.
Kromozomal kodlanan disa atim sistemlerinin varlig1 ve biyosid inaktivasyonu da

dogal direngte dnemli mekanizmalardir. 811389

Fonksiyonel direng, fenotipik tolerans ya da fenotipik (fizyolojik)
adaptasyon olarak da tanimlanmaktadir. Dogal diren¢ i¢inde de geg¢mektedir.
Mikroorganizmanin 6zel biiylime kosullarinda, biyosidlere maruz kaldiklarinda
gosterdikleri direnctir. Ornegin; biyofilm olusumu, fenotipik uyum saglayarak
dirence neden olmaktadir. Biyofilm icine yerlesmis mikroorganizmalarin,

biyositlere duyarliliklar1 azalmigtir, 11011292

Kazanilmis diren¢, mutasyona bagl ya da plazmid veya transpozonlar

araciliiyla bagka bir hiicreden direng iceren genlerin transferiyle gelisir.

Mutasyona bagli direng, biyosidin artan konsantrasyonlarina kademeli
olarak maruz kalinmasina bagli olusmaktadir. Antibiyotiklerden farkli olarak
hedef bolge mutasyonu ise, biyosidlerde birden ¢ok hedef bolge oldugundan nadir
goriilmektedir. Ancak, triklosanin, diisiik konsantrasyonlarinda, E.coli’de spesifik
bir enzim olan enol rediiktazi inhibe ettigi goriilmiis, bu enzimde degisiklige

neden olan ya da bu enzimi kodlayan fabl geninin asir1 ekspresyonuna neden olan
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mutasyon varliginda triklosana direng gelistigi bildirilmistir. Antitiiberkiiloz ilaci

olan izoniazid de ayn1 enzimi inhibe ederek etki gdstermektedir.'1#°1%

Bakterilerde plazmid araciligiyla kodlanan diren¢ mekanizmalari; azalmig
alim ve digsa atimdir. Biyosidin hiicre i¢ine aliminin azalmasi ya da hiicreden
attlminin artmasiyla, biyosid hiicre i¢inde etkin diizeyine ulasamaz ve azalmis
duyarlilik olusur.

Kazanilmis direngte, azalmis permeabilitenin Ozellikle Gram negatif
bakterilerde 6nemli bir rolii vardir. Bu permeabilite degisiklikleri sunlardir: hiicre
yiizeyinin hidrofobik yapisindaki degisiklikler, dis membran yapisinda
degisiklikler, dis membranin protein kompozisyonundaki degisiklikler ve dis
membran yag asidi kompozisyonundaki degisiklikler. 11

Disa atim pompalarin1 kodlayan genler, genellikle plazmidler tarafindan
kodlanmaktadir. Bakterilerde bulunan bu disa atim sistemleriyle, biyosidler hiicre

disina atilabilmektedir. Disa atim pompa sistemleri, 5 ana sinifa ayrilmaktadir

110,114.
)

1- MFS (Major facilitator superfamily), Ornegin; Escherichia coli’de

EmrB, Staphylococcus aureus’ta gacA/B gibi

2- ABC (ATP-binding cassette family), ornegin; Lactococcus lactis’te

LmrA gibi

3- SMR (Small multidrug resistance family), aslinda daha biiyiik bir grup

olan DMT (drug /metabolite transporter superfamily)’nin bir iiyesidir.
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SMR i¢in 6rnegin; E.coli’de EmrE, S. aureus’ta qacC ve gacD, Gram

negatif bakterilerde gqacE, qacEAI, gacF, qacG gibi.

4- RND (resistance-nodulation-division family), ornegin; E.coli’de
AcrAB ve OgXxAB, Serratia marcescens’de SdeXY, Pseudomonas

aeruginosa’da MexAB, MexEF gibi

5- MATE (multidrug and toxic compound extrusion family), 6rnegin; S.
aureus’ta MepA, Neisseria spp.’de NorM ve P. aeruginosa’da PmpM
gibi

Bu disa atim pompa sistemlerinden sadece ABC’de ATP hidroliziyle,

diger sistemlerde ise proton gradyenti ile enerji edilmektedir.

Ozellikle qac genleri iizerinde ¢ok ¢alisiimistir. Bir ¢ok farkl1 tipi olan gac

genleri katyonik biyosidlere ve bazi antibiyotiklere direngte rol alirlar.®

Biyosid ve antimikrobiyallere direng beraber goriilebilmektedir. Bazi

antibiyotiklere direngli olan bakterilerde, biyosidlerin de duyarliliginda azalma
goriilmiistiir. Bakteride, biyosid ve antibiyotik ayni hedef bolge iizerinden
etkiliyse ya da biyosidlere ve antibiyotiklere ortak bir diren¢ mekanizmasi varsa,
her ikisine de direng olusabilecegi diisiiniilmektedir. Plazmidlerde, antibiyotik ve

biyosid direng genleri de birlikte bulunabilmektedir. 86105111115

Biyosidlerin uygunsuz kullaniminin, antibiyotik direncine yol acabilecegi
diistiniilmiis ve cesitli calismalar yapilmistir. Bu konuda literatiirde 6rnekler
olmakla birlikte, kanitlanmig kesin sonuglara ulasilamamistir. Biyosidlerin

duyarliligin1 belirlemede standardize edilmis bir yontem bulunmamaktadir.
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Biyosidlerin duyarliligindaki azalmanin ya da direncin, klinik sonuglar1 da

tartismalidir. Bu konularda daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Mantarlarda, biyosid duyarliligi ya da direnciyle ilgili ¢ok az c¢alisma
bulunmaktadir. Mantarlar i¢in 6zellikle hiicre duvar yapilarinin 6zelligi, hiicre
duvarindaki glukan igerigi, duvar kalinligi, gecirgenligi ve plazma membrani
biyosid direncinde olduk¢a 6nemlidir. Kiiflerin, biyosidlere mayalardan ¢ok daha
az duyarli olduklari bulunmustur. C.albicans’mn maya formu biyosidlere daha
duyarliyken; hif formu daha az duyarli bulunmustur.348°

Biyofilm varligi, biyosid direncinde olduk¢a Onemlidir. Candida
biyofilmlerinin, biyosidlere duyarliliginin ¢ok daha azalmis oldugu
goriilmiistiir,%2116.117
Mayalarda disa atim pompasi sistemlerinin, katyonik biyosidlerin

direncinde rol oynadiklarmma dair veri bulunmamaktadir. Mayalardaki biyosid

direnciyle ilgili daha ¢ok ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

2.4.3.1. Klorheksidin direnci

Klorheksidine karsi, mikroorganizmalar dogal ya da kazanmilmis dirence
sahip olabilirler. Ornegin; bakteri sporlar1 ve mikobakteriler klorheksidine dogal

olarak direnclidirler.®*

Gram negatif bakteriler, dig membran yapilarindaki farkliliktan dolay:

biyosidlere Gram pozitiflerden daha direnglilerdir. Pseudomonas aeruginosa, dis
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membraninda yitksek Mg*? icermektedir; Proteus spp.’nin ise daha az asidik
Ozellikte bir digs membran1 vardir. Bu nedenlerle Gram negatif bakteriler i¢cinde de
ozellikle Pseudomonas aeruginosa ve Proteus spp., klorheksidine intrinsik olarak

¢ok daha az duyarl bulunmustur, 110111

Klorheksidinin bakteriyostatik konsantrasyonlarina (in vitro kullanilan
4mg/L) maruz kalinca bakteri susu 6lmez, ancak inhibe oluyorsa, bu durum
klorheksidine tolerans olarak tamimlanmistir. Klorheksidinin bakterisidal
konsantrasyonuna (40000mg/L) maruz kalan, ancak diger bakteriler Sliirken,
yasamaya devam eden bakteri susu ise klorheksidine direngli olarak

tanimlanmistr.%

Klorheksidin direncinde, disa atim pompalart olduk¢a Onemli rol
oynamaktadir. Klorheksidin duyarliligiyla iliskili pek ¢ok disa atim pompasi
tanimlanmistir. Ornegin; Staphylococcus spp.’de 6zellikle qacA/B, ayrica smr
(eski ad1 qacC) geni ve norA’nin asir1 ekspresyonu da klorheksidin duyarliligiyla
iliskili bulunmustur. Gram negatif bakterilerde AcrAB-TolC sistemi, Serratia
marcescens’te SdeXY, E.coli’de OqxAB klorheksidin duyarliliginda rol oynayan
disa atim pompa sistemlerine drnektir. Ancak disa atim pompasi genlerini tagiyan
her izolat klorheksidin diren¢li degildir. Genlerin o siradaki ekspresyonlar1 da
onemli bulunmustur. Ayrica her direncli izolatta, direng geni tasimiyordur, farkli

diren¢ mekanizmalari bulunabilmektedir.%%110:112.114.118

Cok ilaca direngli Klebsiella pneumoniae’da, klorheksidin duyarliliginin

daha az oldugu belirlenmistir.!°
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Vankomisin direngli enterokoklarla, vankomisin duyarl olanlar arasinda

klorheksidin duyarliliginda anlamli fark bulunmamstir.®

Yapilan bazi ¢alismalarda ise, metisiline direngli Staphylococcus aureus
(MRSA) kokenlerinde klorheksidin  MIK  degerleri, metisiline duyarl
Staphylococcus aureus (MSSA) kokenleri ile karsilastirildiginda daha yiiksek
bulunmustur. Klorheksidin, MRSA dekolonizasyonu i¢in yaygin kullanilan bir
ajan oldugundan bu azalmis duyarlilik énemlidir. Ancak saptanan in vitro MIK
degerleri, genellikle kullanilan in vivo diizeylerin altinda oldugundan klinik

kullanimda siklikla klorheksidin duyarlilig1 devam etmektedir. %112

Literatiirdeki iki calismada, klorheksidine azalmig duyarliligin klinik
yansimasi izlenmistir. Bir ¢alismada, disiik diizey mupirosin direnciyle birlikte
klorheksidin direng genlerini (qacA/B) tasiyan MRSA’larda dekolonizasyon
tedavisinin basarisiz oldugu ve MRSA tasiyiciliginin devam ettigi goriilmiistiir. 12
Diger c¢alismada ise, yogun bakim iinitesinde MRSA’s1 olan hastalara
klorheksidin bazli dekolonizasyon protokolii (mupirosin kullanilmadan)
uyguladiklarinda, klorheksidin duyarli kokenlerde ¢ok basarili sonuglar alirken,

yiiksek MBK degerlerine sahip ve qacA/B geni tasiyan kokenlerde

dekolonizasyonun basarisiz oldugunu gérmiislerdir.!?

2.4.3.2. Kuaterner amonyum bilesiklerine diren¢

Biyosid direnci konusunda, en ¢ok ¢alisilan grup kuaterner amonyum

bilesikleridir. Kuaterner amonyum bilesiklerine duyarliligin azalmasinda, hiicre
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membraninda degisiklikler ve disa atim pompalar1 olduk¢a Onemli

mekanizmalardir,8/105122

Kuaterner amonyum bilesikleri, alkali pH’da daha etkilidirler. Serratia
marcescens’in asidik pH’da yapilan tekrarlayan pasajlarinda, alkali pH’ya gore

direncin daha yiiksek oranda artti1 tespit edilmistir.%°

P.aeruginosa’da hiicre membranindaki yag asidi kompozisyonundaki
degisikliklere bagli olarak kuaterner amonyum bilesiklerine direng oldugu

goriilmiistiir. %8

Kuaterner amonyum bilesiklerine direngte, Gram-pozitif bakterilerde (qac
A/B ve smr, gac G, gac H gibi) ve Gram-negatif bakterilerde (emr E, gac E ve gac

EAL1 gibi) rol alan pek ¢ok disa atim pompalar1 tanimlanmistir, 10122

Ornegin; gac G’nin bulundugu S.aureus tiirlerinin, duyarli kontrol
tiirlerinden dort-bes kat fazla MIK degerine sahip oldugu goriilmiistiir. S.aureus’ta
gacA geni tagtyan pSKO1 plazmidinin, trimetoprim ve aminoglikozitlere de direng
genlerini tasidigi, klinik izolatlarda qacA/B genlerinin tagindigi plazmidlerde,

betalaktamaz ve agir metallere de diren¢ genlerinin bulundugu tespit edilmistir.

108,122

Enterococcus spp. i¢in, qacZ’nin benzalkolyum kloriir toleransiyla iliskili
oldugu belirlenmistir.'?®> Ayrica, MATE disa atim ailesinden S. aureus’ta MepA
benzalkonyum kloriir ve klorheksidin direnciyle, Neisseria spp.’de NorM ve P.
aeruginosa’da PmpM genleri ise benzalkonyum Kkloriir direnciyle iliskili

bulunmustur.*°
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Bakteri hiicresi, biyosid ve antibiyotikler icin ortak bir direng
mekanizmasina sahip olabilir. Ornegin; P.aeruginosa’da amikasin ve tobramisin
direncine, benzalkonyum kloriir toleransinda artis eslik etmektedir.®® Ancak,
benzalkonyum kloriir toleransinin izlendigi P.aeruginosa’da, diger membran aktif
ajanlara da azalmig duyarlilik izlenirken, antibiyotiklerin duyarliliginda ise

anlaml bir degisiklik gdriilmemigtir.1%>124



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Geregler

3.1.1. Besiyerleri, Ticari Kitler

- Sabouraud Dekstroz Agar (Oxoid, Ingiltere)

- L-glutaminli, bikarbonatsiz RPMI 1640 medium (Sigma, ABD)
- Agaroz (Sigma, ABD)

- Insan serumu

- ID 32 C (bioM¢érieux, Fransa)

3.1.2. Kimyasallar

- MOPS (3- [N-morfolino] propansiilfonik asit) (Amresco, ABD)
- Flukonazol (Pfizer, ABD)

- Nistatin (Sigma, ABD)

- Klorheksidin diglukonat (Sigma, ABD)

- Benzalkonyum kloriir (Sigma, ABD)

- DMSO (Dimethyl sulfoxide) (Sigma, ABD)

- Glukoz (Labm, Ingiltere)

3.1.3. Kullanilan Arac ve Cihazlar

- Etliv (Elektro-Mag, M5040BR, Tiirkiye)

48



- Buzdolab1 (Argelik, Tiirkiye)

- Derin Dondurucu, -20 °C (Ugur, Tirkiye)

- Derin Dondurucu, -80 °C (New Brunswick Scientific, ABD)
- Terazi (Kern, Almanya)

- pH Metre (Fisher Scientific, ABD)

- McFarland Dansitometre (PhoenixSpec BD, ABD)

- Isik Mikroskopu (Olympus, Japonya)

- Filtre (0.2 pm’lik membran filtre, Corning)

- 96 kuyucuklu, steril, diiz tabanli mikrodiliisyon plaklar1
- Vorteks

- Spektrofotometre (Tecan Sunrise™  Isvigre)

- Otoklav (Sanyo, Japonya)

- Mikropipetler (Expell, Meksika-Beta PetteTM, ABD)
- Steril pipet uglari

- Petri Kaplar1

- Mezur

- Parafilm

- Enjektor

- Oze

- Sporlar

- Steril tiipler

- Lam,lamel

49
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3.1.4. Cahismada Kullanilan Kokenler

Bu c¢alismaya, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji
laboratuvarina gelen ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen 3 tanesi flukonazole
duyarli ve 3 tanesi flukonazol direngli 6 Candida albicans klinik kokeni ile 1
Candida albicans (ATCC 10231) standart kokeni olmak tizere toplam 7 Candida

albicans kokeni dahil edilmistir.

3.2. Yontemler

3.2.1. Besiyerlerinin Hazirlanmasi

3.2.1.1. Sabouraud dekstroz agar (SDA) hazirlanmasi

100 ml besiyeri i¢in;
- Sabouraud dekstroz agar 6.5 gr
- Agar 05¢gr

- Distilesu 100 ml

Hazirlanan besiyeri karisimi, otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril
edilmistir. Daha sonra steril petri kaplarina, kalinligi 4 mm olacak sekilde 25’er
ml dokiiliip, katilasincaya kadar bekletilmistir. Besiyeri kullanilincaya kadar +4

°C’de buzdolabinda saklanmuistir.
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3.2.1.2. RPMI 1640 besiyerinin hazirlanmasi

1 L besiyeri i¢in;

- RPMI 1640 (L-glutaminli, bikarbonatsiz) (Sigma) 10.4 gr

- MOPS (3- [N-morfolino] propansiilfonik asit) 34.53 gr

- Steril distile su 1000 ml

- Glukoz 18 gr

900 mL distile suda 10,4 g RPMI 1640 (L-glutaminli, bikarbonatsiz) toz
besiyerine 18 gr glukoz (RPMI besiyerinin i¢inde 2 gr glukoz bulundugundan, 18
gr cklenince %2 glukoz oranina ulasilmaktadir) eklenerek ¢oziildii. Tampon
madde olarak 34,53 gr MOPS eklendi. Besiyerinin pH derecesi 1 mol/L NaOH
kullanilarak, oda 1sisinda 7’ye ayarlandi. Son hacim 1 L olacak sekilde distile su
eklendikten sonra, 0.2 pum’lik filtreden gegirilerek sterilize edildi. Kullanilana

kadar +4°C’de saklanda.

3.2.2. Antifungal ilaclarin ve biyosidlerin hazirlanmasi

Flukonazol ve nistatinin toz halindeki etken maddeleri kullanilmistir.
EUCAST standardina ve {iretici firmalarin 6nerilerine uygun sekilde flukonazol
distile su icinde ve nistatin DMSO i¢inde ¢o6ziilerek, istenilen final
konsantrasyonlarina gore stok ¢ozeltileri hazirlanmigtir. Kullanilincaya kadar -80
°C’lik derin dondurucuda saklandi.

Klorheksidin diglukonat ve benzalkonyum kloriir, steril distile su iginde

¢oziilerek stok ¢ozeltileri hazirlanmistir.
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3.2.3. Candida albicans Tiir Tanimlamasi

Calismaya alinan klinik 6rnekler, mantarlarin iiretilmesinde kullanilan
genel iiretim besiyeri olan SDA besiyerine ekilmistir. Etiivde 37 °C’de, 24-48 saat
inkiibe edildikten sonra, koloniler direkt mikroskopi ve Gram boyas: ile
incelenmistir. Sonrasinda maya kolonileri germ tiip testi ile degerlendirilmistir.
Biyokimyasal 6zelliklerine gore identifikasyonu saglayan yar1 otomatize ID 32C

sistemi kullanilarak Candida albicans tiir tanimlamasi dogrulanmustir.

3.2.3.1. Germ tiip testi

SDA’da iliremis olan saf maya kolonilerinden 6ze ile alinarak, 0.5 ml insan
serumu igeren tliplerde slispansiyon hazirlanmistir. Etiivde 37 °C’de maksimum 3
saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi serum &rnekleri lam lamel arasinda
preparat hazirlanarak, 1s1ik mikroskopunun 40x biiylitmesinde incelenmistir. Ana
maya hiicresinden bogumlanmadan c¢ikan, ana maya hiicresinin yarist kadar

genislikte ve 3-4 kat1 uzunlukta olan uzantilar germ tiip olarak degerlendirilmistir.

3.2.3.2. Karbonhidrat asimilasyon testi-1D 32C sistemi

ID 32 C (bioM¢érieux, Fransa) mayalarin karbonhidratlar1 asimile etme

ozelliklerine gdre tanimlanmalarini saglayan yar1 otomatize bir sistemdir.

32 kuyucuklu striplerde, bir kontrol kuyucugu disindaki kuyucuklarin her

birinde dehidrate karbonhidrat maddeleri (D-galaktoz, actidione (siklohekzimid),
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D-sakkaroz, N-asetil glukozamin, laktik asit, L-arabinoz, D-sellobiyoz, D-rafinoz,
D-maltoz, D-trehaloz, potasyum 2-keto-glukonat, metil-a-D-glukopiranozit, D-
mannitol, D-laktoz, inozitol, D-sorbitol, D-ksiloz, D-riboz, gliserol, L-ramnoz,
palatinoz, eritritol, D-melibiyoz, sodyum glukuronat, D-melezitoz, potasyum

glukonat, levulinat, D-glukoz, L-sorboz, glukozamin, eskiilin) bulunmaktadir.

Kontrol kuyucuguna C besiyerinden 135 ul konmustur. SDA’da iiremis
olan 24-48 saatlik maya kolonilerinden alinarak, siispansiyon medyum (%0,85
NaCl) i¢inde 2 McFarland bulaniklikta olacak sekilde bir siispansiyon
hazirlanmistir. Bu silispansiyondan 250 ul alinarak C besiyerine aktarilmistir.
Stripteki her bir kuyucuga, bu besiyerinden 135 ul konmustur. Stribin kapagi
kapatilarak 30°C’de, nemli ortamda, 24-48 saat inkiibasyona birakilmis,
inkiibasyon sonunda mayalarin liremesine gore degerlendirme yapilmistir. Kontrol
kuyucugunda iireme olmamistir. Bulanik goriinen kuyucuklarda ise ireme pozitif
kabul edilmistir. Inkiibasyon sonunda iireme olan ve iireme olmayan
kuyucuklardan elde edilen sayisal deger APIWEB giincel web sayfasi tizerinden

kodlanmig ve tiir tanimi belirlenmistir (7147 / 3400 = Candida albicans).

3.2.4. Maya siispansiyonlarimin hazirlanmasi

SDA besiyerine ekimleri yapilan suslarin, 24 saatlik kiiltiirlerinden steril
distile su kullanilarak 0.5 McFarland bulaniklikta siispansiyonlar hazirlanmistir.

Bu siispansiyonlarin steril distile su ile 1/10 sulandirimlar1 yapilmistir. Sonugta 1-
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5x10° CFU/mL’lik maya siispansiyonlar1 elde edilmistir. Siispansiyonlar

yapildiktan sonra 30 dakika i¢cinde mikroplaklara inokulasyonlar1 yapilmistir.

3.2.5. Antifungal ve biyosidlerin duyarhhk testi

Duyarliliklan  EUCAST  Edef 7.25  kriterlerine uygun olarak
mikrodiliisyon yontemi ile c¢alistlmistir. Besiyeri olarak L-glutaminli,
bikarbonatsiz, %2 glukoz eklenmig, MOPS ile tamponlanmig RPMI 1640 besiyeri
kullanilmistir. Antifungal ilaglarin ve biyosidlerin stok soliisyonlarindan, uygun
coziiclileriyle istenilen final konsantrasyonlarmin iki kati olacaklar1 sekilde
besiyeriyle sulandirim serileri her biri icin 10’ar tlipe hazirlanmigtir. 96
kuyucuklu, steril, diiz tabanli mikroplaklara, uygun konsantrasyonlarini igeren
tiplerden alinarak 1’den 10’a kadar her kuyucuga 100’er pl’lik hacimlerle
dagitilmistir. Her siradaki 11. kuyucuk besiyeri kontrolii, 12. kuyucuk ise iireme
kontrolii olarak birakilarak, bu kuyucuklara ila¢ konmamistir. Hazirlanmis olan 1-
5x10° CFU/mL’lik maya siispansiyonlarindan 100’er pl’lik hacimler almarak,
11.kuyucuk olan besiyeri kontrolii hari¢ tiim kuyucuklara dagitilmistir. Boylece
istenilen final ila¢ konsantrasyonlar1 ve inokulum yogunlugu saglanmistir. Final
konsantrasyonlari; flukonazol igin 0.25-128 pg/ml, nistatin igin 0.03-16 ug/ml,
klorheksidin glukonat i¢in 0.12-64 mg/L ve benzalkonyum kloriir i¢in 0.5-128

mg/L’dir. Final inokulum yogunlugu ise 0.5-2. 5x10° CFU/mL"dir.

Plaklar 37 °C’de 24-48 saat inkiibe edildikten sonra sonug¢lar hem gorsel

hem de spektrofotometrik (530 nm’de okutularak) olarak degerlendirilmistir.
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Standartlara gore MIK degeri; flukonazol icin iiremenin %50 olarak azaldig
kuyucuktaki konsantrasyon, nistatin i¢in iiremenin tamamen inhibe oldugu
konsantrasyon olarak kabul edilmistir. Biyosidler i¢in standart sinir degerler
olmadig1 icin, iiremenin %100 inhibe oldugu kuyucuklar MIK degeri kabul

edilmistir.

3.2.6. Kombinasyon testleri

Her bir Candida albicans kokeni ve her kimyasal ajan igin, 96 kuyucuklu
ve diiz tabanli steril mikroplaklar kullanilarak dama tahtasi1 yoOntemi
uygulanmistir.  Candida albicans  kokenlerinde, flukonazol-klorheksidin,
flukonazol-benzalkonyum Kkloriir, nistatin-klorheksidin ve nistatin-benzalkonyum

kloriir etkilesimleri arastirilmistir.

3.2.6.1. Dama tahtasi (Checkerboard) yontemi

Besiyeri olarak duyarlilik testlerinde oldugu gibi MOPS ile tamponlanmis
RPMI 1640 besiyeri kullanilmigtir. Flukonazol ile olan etkilesimleri arastirmak
icin ¢alismaya baslamadan once stok ilag ¢ozeltileri flukonazol direncli ve duyarl
suslar i¢in farkli konsantrasyonlarda olacak sekilde bu besiyeri ile sulandirilmistir.
Standart protokole uygun olarak hazirlanan ila¢ sulandirimlari 96 kuyucuklu diiz
tabanli mikroplaklarda kombine edilmistir. Kombinasyonlarda, antifungal ilaglar

icin (flukonazol veya nistatin) yatay sira, biyosidler (klorheksidin diglukonat veya
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benzalkonyum kloriir) i¢in ise dikey sira kullanilarak diliie edilmistir. SDA
besiyerine pasajlanmis mayalarin, plaklardaki son inokulum konsantrasyonlari
0.5-2.5x10° CFU/mL olacak sekilde hazirlanan siispansiyonundan almarak,

besiyeri kontrol kuyucugu hari¢ tiim kuyucuklara dagitilmistir.

A1 kuyucugu tireme kontrolii, H12 kuyucugu ise besiyeri kontrolii olarak
birakilmistir. Plaklarda ilaglarin es zamanli olarak tek baslarina MiK ’leri de tekrar

degerlendirilmistir. Hazirlanan kombinasyonlar tablo 3-8’de verilmistir.

Plaklar etiivde 37°C’de 24-48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun 24. ve
48. saatlerinde plaklar hem gorsel olarak hem de spektrofotometre cihazinda 530

nm’de okutularak degerlendirilmistir.
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Tablo 3. Flukonazol Duyarli kokenlerin mikroplaklardaki Flukonazol«— ve
Klorheksidin 1 Konsantrasyonlar1 (mg/L)

Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 AlI0 A1l A12
PK F0.06 FO0.12 F0.25 FO.5 F1 F2 F4 F8 F16 F32 F64
Bl B2 B3 B4 B5S5 B6 B7 B8 B9 B10 Bll1 Bl2

K0.5 KO0.5+ K0.5+ K0.5+ K0.5+ K0.5+ K0.5+ K0.5+ K0.5+ K0.5+ K0.5+ K0.5+
F0.06 F0.12 F0.25 FO.5 F1  F2 F4 F8 F16 F32 F64

ciT C2 C38 C4 C5 C6 Cr €C8 (C9 C10 cC11 cC12

Kl K1+ K1+ K1+ K1+ Ki+ K1+ K1+ K1+ K1+ K1+ K1+
F0.06 F0.12 F0.25 F0.5 F1 F2 F4 F8 F16 F32 F64

D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 D11 D12

K2 K2+ K2+ K2+ K2+ K2+ K2+ K2+ K2+ K2+ K2+ K2+
F0.06 F0.12 F0.25 FO.5 F1 F2 F4 F8 F16 F32 F64

El E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 EI0 E11 E12

K4 K4+ K4+ Ki4+ K4+ Kié+ K4+ Ké+ K4+ K4+ K4+  Ka+
F0.06 F0.12 F0.25 FO0.5 F1 F2 F4 F8 F16 F32 F64

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 Fi12

K8 K8+ K8+ K8+ K8+ K8+ K8+ K8+ K8+ K8+ K8+ K8+
F0.06 FO0.12 FO.25 FO5 F1 F2 F4 F8 F16 F32 F64

Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7r G8 G99 G100 G111 G12

K16 Kl6+ K16+ K16+ K16+ K16+ K16+ K16+ K16+ K16+ Kl6+ K16+
F0.06 F0.12 F0.25 FO5 F1 F2 F4 F8 F16 F32 Fo64

H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H11l H12

K32 K32+ K32+ K32+ K32+ K32+ K32+ K32+ K32+ K32+ K32+ NK
F0.06 FO12 F0.25 FO.5 F1 F2 F4 F8 F16 F32

F: Flukonazol K:Klorheksidin PK: Pozitif kontrol NK: Negatif kontrol



58

Tablo 4. Flukonazol Direngli kokenlerin mikroplaklardaki Flukonazol«— ve
Klorheksidin 1 Konsantrasyonlari (mg/L)

Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 AI0 A1l Al12
PK F1 F2 F4 F8 F16 F32 F64 F128 F256 F512 F1024
Bl B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10 Bl1 Bi2

K2 K2+ K2+ K2+ K2+ K2+ K2+ K2+ K2+ K2+ K2+ K2+
F1 F2 F4 F8 F16 F32 F64 F128 F256 F512 F1024

ci C2 (C38 C4 C5 C6 Cr C8 (C9 Ci10 cC11 cC12

K4 K4+ K4+ K4+ K4+ Kié+ Kié+ Kié+ K4+ K4+ K4+  Ka+
F1 F2 F4 F8 F16 F32 F64 F128 F256 F512 F1024

D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 D11 D12

K8 K8+ K8+ K8+ K8+ K8+ K8+ K8+ K8+ K8+ K8+ K8+
F1 F2 F4 F8 F16 F32 F64 F128 F256 F512 F1024

El E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 EI0 EI11 E12

K16 Kl6+ K16+ K16+ K16+ K16+ K16+ K16+ K16+ K16+ Kl6+ K16+
F1 F2 F4 F8 F16 F32 F64 F128 F256 F512 F1024

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 FO F10 F11 Fi12

K32 K32+ K32+ K32+ K32+ K32+ K32+ K32+ K32+ K32+ K32+ K32+
F1 F2 F4 F8§ F16 F32 F64 F128 F256 F512 F1024

Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 GY G100 Gl11 G12

K64 K64+ K64+ K64+ K64+ K64+ K64+ K64+ K64+ K64+ K64+ K64+
F1 F2 F4 F8 F16 F32 F64 F128 F256 F512 F1024

H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H11 H12

K128 K128+ K128+ K128+ K128+K128+K128+K128+K128+K128+K128+NK
F1 F2 F4 F8 F16 F32 F64 F128 F256 F512

F: Flukonazol K:Klorheksidin PK: Pozitif kontrol NK: Negatif kontrol
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Tablo 5. Flukonazol Duyarli koékenlerin Mikroplaklardaki Flukonazol < ve
Benzalkonyum kloriir 1 Konsantrasyonlar: (mg/L)

Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 AI0 A1l Al12
PK F0.06 FO0.12 FO.25 FO5 F1 F2 F4 F8 F16 F32 F64
Bl B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10 Bl1 Bi2

B4 B4+ B4+ B4+ B4+ B4+ B4+ B4+ B4+ B4+ B4+ B4+
F0.06 FO0.12 FO.25 FO5 F1 F2 F4 F8 F16 F32 F64

ci C2 (C38 C4 C5 C6 Cr C8 (C9 Ci10 cC11 cC12

B8 B8+ B8+ B8+ B8+ B8+ B8+ B8+ B8+ B8+ B8+ B8+
F0.06 F0.12 FO.25 FO5 F1 F2 F4 F8 F16 F32 F64

D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 D11 D12

B16 B16+ Bl16+ B16+ Bl16+ B16+ B16+ B16+ B16+ B16+ B16+ B16+
F0.06 F0.12 F0.25 FO5 F1 F2 F4 F8 F16 F32 Fo4

El E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 EI0 EI11 E12

B32 B32+ B32+ B32+ B32+ B32+ B32+ B32+ B32+ B32+ B32+ B32+
F0.06 F0.12 FO.25 FO5 F1 F2 F4 F8 F16 F32 F64

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12

B64 B64+ B64+ B64+ B64+ B64+ B64+ B64+ B64+ B64+ B64+ B64+
F0.06 F0.12 F0.25 FO5 F1 F2 F4 F8 F16 F32 F64

Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 GY G100 Gl11 G12

B128B128+ B128+B128+B128+ B128+B128+B128+B128+B128+ B128+B128+
F0.06 F0.12 FO.25 FO5 F1 F2 F4 F8 Fl16 F32 F64

H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H11 H12

B256B256+ B256+ B256+ B256+ B256+ B256+ B256+ B256+ B256+ NK
F0.06 FO0.12 FO.25 FO.5 F1 F2 F4 F8 Fl6 F32

F: Flukonazol B:Benzalkonyum kloriir PK: Pozitif kontrol NK: Negatif kontrol
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Tablo 6. Flukonazol Direngli kokenlerin Mikroplaklardaki Flukonazol « ve
Benzalkonyum kloriir 1 Konsantrasyonlar: (mg/L)

Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 AI0 A1l A12
PK F1 F2 F4 F8 F16 F32 F64 F128 F256 F512 F1024
Bl B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10 Bl1 Bi2

B0.5 BO0.5+ B0.5+ B0.5+ B0.5+ B0.5+ B0.5+ B0.5+ B0.5+ B0.5+ B0.5+ B0.5+
F1 F2 F4 F8 F16 F32 F64 F128 F256 F512 F1024

ci C2 (C38 C4 C5 C6 Cr C8 (C9 Ci10 cC11 cC12

Bl Bi1+ Bi1+ Bil1+ Bl1+ Bl+ Bl+ Bl+ Bl+ Bl+ Bl+ Bl+
F1 F2 F4 F8 F16 F32 F64 F128 F256 F512 F1024

D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 D11 D12

B2 B2+ B2+ B2+ B2+ B2+ B2+ B2+ B2+ B2+ B2+ B2+
F1 F2 F4 F8 F16 F32 F64 F128 F256 F512 F1024

El E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 EI10 EI11 E12

B4 B4+ B4+ B4+ B4+ B4+ B4+ B4+ B4+ B4+ B4+ B4+
F1 F2 F4 F8 F16 F32 F64 F128 F256 F512 F1024

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12

B8 B8+ B8+ B8+ B8+ B8+ B8+ B8+ B8+ B8+ B8+ B8+
F1 F2 F4 F8 F16 F32 F64 F128 F256 F512 F1024

Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 G99 G100 Gl1 G612

B16 B16+ B16+ B16+ B16+ B16+ B16+ B16+ B16+ B16+ B16+ B16+
F1 F2 F4 F8 F16 F32 F64 F128 F256 F512 F1024

H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H11 H12

B32 B32+ B32+ B32+ B32+ B32+ B32+ B32+ B32+ B32+ B32+ NK
F1 F2 F4 F8 F16 F32 F64 F128 F256 F512

F: Flukonazol B:Benzalkonyum kloriir PK: Pozitif kontrol NK: Negatif kontrol
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Tablo 7. Mikroplaklardaki Nistatin— ve Klorheksidin 1 Konsantrasyonlari(mg/L)

Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 AI0 A1l Al12

PK  NO.01 NO.03 NO.06 NO.12 N0.25 NO.5 N1 N2 N4 N8 NI16

BT B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B1l0 Bl1l B12

Kl K1+ Ki+ K1+ K1+ K1+ K1+ K1+ K1+ K1+ K1+ K1+
NO0.01 NO.03 NO0.06 N0.12 N0.25 NO.5 N1 N2 N4 N8 NI16

ciL C2 (C3 C4 C5 Ce C7 C8 (C9 Ci10 cCi11 cC12

K2 K2+ K2+ K2+ K2+ K2+ K2+ K2+ K2+ K2+ K2+ K2+
NO0.007 NO.01 NO.03 NO.06 N0.12 N0.25 NO.5 N1 N2 N4 N8

D1 D2 D3 D4 D5 D6 Dr D8 D9 D10 D11 D12

K4 K4+ K4+ K4+ K4+ Kié+ Kié+ Ké+ K4+ K4+ K4+  Ka+
NO0.007 NO.01 NO.03 N0.06 N0.12 N0.25 NO.5 N1 N2 N4 N8

El E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 E10 El11 EI12

K8 K8+ K8+ K8+ K8+ K8+ K8+ K8+ K8+ K8+ K8+ K8+
NO0.007 NO.01 NO.0O3 N0.06 N0.12 N0.25 NO.5 N1 N2 N4 N8

FL. F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12

K16 Kl6+ K16+ K16+ K16+ K16+ K16+ K16+ K16+ K16+ K16+ K16+
NO.007 NO.01 NO.03 N0.06 N0O.12 N0.25 NO.5 N1 N2 N4 N8

Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 GY9 G100 Gl1 Gi12

K32 K32+ K32+ K32+ K32+ K32+ K32+ K32+ K32+ K32+ K32+ K32+
NO0.007 NO.01 NO.03 N0.06 N0.12 N0.25 NO.5 N1 N2 N4 N8

HI H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 HI0 H11 H12

K64 K64+ K64+ K64+ K64+ K64+ K64+ K64+ K64+ K64+ K64+ NK
NO.007 NO.01 NO.03 N0.06 NO.12 N0O.25 NO.5 N1 N2 N4

N:Nistatin K:Klorheksidin PK: Pozitif kontrol NK: Negatif kontrol
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Tablo 8. Mikroplaklardaki ~ Nistatin—  ve  Benzalkonyum  klorir 7
Konsantrasyonlar1 (mg/L)

Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10 A1l Al12

PK  NO0.007 NO.01 NO.03 N0.06 N0.12 N0.25 NO.5 N1 N2 N4 N8

Bl B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10 Bl1 Bi2

B2 B2+ B2+ B2+ B2+ B2+ B2+ B2+ B2+ B2+ B2+ B2+
NO.007 NO.01 NO.0O3 N0.06 N0.12 N0.25 NO.5 N1 N2 N4 N8

ci C2 (C38 C4 C5 C6 Cr C8 (C9 Ci10 cC11 cC12

B4 B4+ B4+ B4+ B4+ B4+ B4+ B4+ B4+ B4+ B4+ B4+
NO0.007 NO.01 NO.03 N0.06 N0.12 N0.25 NO.5 N1 N2 N4 N8

D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 D11 D12

B8 B8+ B8+ B8+ B8+ B8+ B8+ B8+ B8+ B8+ B8+ B8+
NO.007 NO.01 NO.0O3 N0.06 N0.12 N0.25 NO.5 N1 N2 N4 N8

El E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 EI0 EI11 E12

B16 B16+ B16+ B16+ B16+ B16+ B16+ B16+ B16+ B16+ B16+ B16+
NO0.007 NO.01 NO.0O3 NO.06 N0.12 N0.25 NO.5 N1 N2 N4 N8

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12

B32 B32+ B32+ B32+ B32+ B32+ B32+ B32+ B32+ B32+ B32+ B32+
NO0.007 NO.01 NO.03 N0.06 N0O.12 N0.25 NO.5 N1 N2 N4 N8

Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 GY G100 Gl11 G12

B64 B64+ Bo64+ B64+ B64+ B64+ B64+ B64+ B64+ Bo64+ B64+ B4+
NO.007 NO.01 NO.03 N0.06 N0O.12 N0.25 NO.5 N1 N2 N4 N8

H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H11 H12

B128 B128+ B128+B128+B128+B128+B128+ B128+ B128+B128+ B128+NK
NO0.007 NO.01 NO.0O3 N0.06 N0.12 N0.25 NO.5 N1 N2 N4

N:Nistatin B:Benzalkonyum kloriir PK: Pozitif kontrol NK: Negatif kontrol
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3.2.6.2. Fraksiyonel inhibitér konsantrasyon (FIK) ve FIK indeksinin

hesaplanmasi

Oncelikle flukonazol, nistatin, klorheksidin ve benzalkonyum kloriiriin tek
baslarma C. albicans iizerine MIK degerleri belirlendi. Daha sonra flukonazol-
klorheksidin, flukonazol-benzalkonyum, nistatin-klorheksidin  ve nistatin-
benzalkonyum kloriir kombinasyonlarinin ~ bulundugu kuyucuklar {ireme
yoniinden degerlendirilmistir. Her kdken i¢in yapilan kombinasyonlarda, iireme
olan kuyucuklarda FiK indeksi hesaplanmustir.

FiK indeksi, iki ilacin FIK degerlerinin toplanmasi ile bulunmustur. FIK
degeri ise, her ilacin kombinasyonda kullanildig1 zamandaki MIK ’inin, tek basima
kullanildigindaki MIK ine béliinmesi ile elde edilen degerdir.

FIK A= Kombinasyondaki ilag A’nin MIK’i/ Tek basina ilag A’nin MIK’i
FIKg - Kombinasyondaki ilag B’nin MiK’i / Tek basma ila¢ B’nin MIK’i

FiKi (3 FiK) = FiKa + FiKg

FIK indeksi; < 0.5 ise sinerjistik, 0.5 ile 4 arasinda ise etkilesim yok

(indiferens), >4 ise antagonistik olarak degerlendirilmistir.’”78:80:81.82.125



64

4. BULGULAR

Calismaya alman 6 klinik ve 1 standart Candida albicans kokeni igin
oncelikle flukonazol, nistatin, klorheksidin ve benzalkonyum kloriiriin
duyarhiliklart calistlmigtir. Daha sonra flukonazol-klorheksidin, flukonazol-
benzalkonyum, nistatin-klorheksidin ~ ve  nistatin-benzalkonyum  kloriir
kombinasyonlar1 dama tahtas1 yontemiyle denenmis, iireme sonuglarina gore FIK

degerleri hesaplanmustir.

4.1. Flukonazol Ve Nistatinin In Vitro Duyarlihk Test Sonuclari

Candida albicans kokenlerinin MIK degerleri 24 ve 48. saatte, 530 nm’de
okutularak spektrofotometrik olarak degerlendirilmistir. MIK degeri, flukonazol
i¢cin ireme kontroliine (pozitif kontrol) gore liremede %50 azalmanin oldugu en
diisiik ilag konsantrasyonu olarak, nistatin i¢in ise liremenin tamamen inhibe
oldugu en disiik ilag konsantrasyonu olarak belirlenmistir. EUCAST
standartlarina gore!?®; amfoterisin B i¢in direng smir1 >1 ug/ml kabul edilmis,
flukonazol i¢in ise MIK degerleri >4 ug/ml olan 6rnekler direngli, 4 olanlar orta
duyarli, <2 olanlar ise duyarli olarak degerlendirilmistir. Nistatin i¢in belirlenmis
sinir  degerler olmadigindan, c¢alismamizda MIK degerleri  belirtilmistir.

Kokenlerin MIK degerleri Tablo 9°da goriilmektedir.
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4.2. Klorheksidin Ve Benzalkonyum Kloriiriin in Vitro Duyarhhik Test

Sonuc¢larn

Klorheksidin ve benzalkonyum kloriir i¢in standart MIK degerleri
bulunmadigi igin iiremenin tamamen inhibe oldugu en diisiik konsantrasyon MIK
degerleri olarak kabul edilmistir. Kokenlerin MIK degerleri Tablo 9’da

goriilmektedir.

Tablo 9. Candida albicans kokenlerinin tek basina flukonazol, nistatin,

klorheksidin ve benzalkonyum kloriir i¢in MIK degerleri (mg/L)

Candida
albicans Flukonazol Nistatin Klorheksidin Benzalkonyum
1 2 0.12 16 128
2 64 0.25 16 4
3 2 0.12 8 128
4 2 0.12 2 4
5 128 0.12 16 2
6 128 0.06 16 4
ATCC 10231 8 0.12 2 8
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4.3. Kombinasyon Testinin Sonuglari

Calismaya alman Candida albicans kokenleri i¢in flukonazol-
klorheksidin, flukonazol-benzalkonyum Kkloriir, nistatin-Klorheksidin ve nistatin-
benzalkonyum kloriir kombinasyonlarinda, her iki ajanin 24. ve 48.saatteki MIK
degerleri hem gorsel olarak, hem de spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Her

koken i¢in FIK degerleri ve FIK indeksleri (Y FIK) hesaplanmistir.

Candida albicans kokenlerinin flukonazol-klorheksidin, flukonazol-
benzalkonyum kloriir, nistatin-klorheksidin ve nistatin-benzalkonyum kloriir
kombinasyonlarmin FIK indekslerinin minimum ve maksimum degerleri ve bu
degerlere gore etkilesimlerinin sonuglari Tablo 10 ve 11°de goriilmektedir. En

yiiksek sinerji orani flukonazol-klorheksidin kombinasyonunda goriilmiistiir.
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B: Inkiibasyon sonrasi kombinasyon testinin gériintiisii

Resim 1. Dama tahtas1 yonteminin uygulandigi bir plagin 6rnek goriintiisii
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Tablo 10. Candida albicans kokenlerinin flukonazolle biyosid
kombinasyonlarinin  FIK indekslerinin minimum ve maksimum
(O FiKmin - YFIKmaks) degerleri ve degerlerin analizine gére elde
edilen in vitro etkilesim sonuglari
Flukonazol-
Flukonazol- Benzalkonyum Flukonazol-
Klorheksidin Flukonazol- Klorir Benzalkonyum
Candida S FiKmin- Klorheksidin S FiK min - Kloriir
albicans 3 FiK maks Etkilesim sonucu 3 FiK maks Etkilesim sonucu
1 1.0 -25 Etkilesim yok 1.0-8.0 Antagonizma
2 0.12-0.53 Sinerji 1.25-225 Etkilesim yok
3 1.12-3.0 Etkilesim yok 45-16 Antagonizma
4 2.25-3.0 Etkilesim yok 0.75-2.0 Etkilesim yok
5 0.28-0.51 Sinerji 1.0-2.0 Etkilesim yok
6 0.24 - 0.62 Sinerji 0.75-2.25 Etkilesim yok
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Tablo 11. Candida albicans kokenlerinin nistatinle biyosid kombinasyonlarinin

FIK indekslerinin minimum ve maksimum (Y FiKmin -

zFiKmaks)

degerleri ve degerlerin analizine gore elde edilen in vitro etkilesim

sonugclari
Nistatin-
Benzalkonyum Nistatin-
Nistatin- Nistatin- kloriir Benzalkonyum

Candida Klorheksidin Klorheksidin S FiKmin- kloriir
albicans | YFiKmin-YFiKmas | Etkilesim sonucu S FiK maks Etkilesim sonucu
1 15-22 Etkilesim yok 10-20 Etkilesim yok
2 0.56-1.0 Etkilesim yok 15-3.0 Etkilesim yok
3 20-3.0 Etkilesim yok 20-40 Etkilesim yok
4 1.2-3.0 Etkilesim yok 12-30 Etkilesim yok
5 1.0-23 Etkilesim yok 10-22 Etkilesim yok
6 2.1-40 Etkilesim yok 25-40 Etkilesim yok
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5. TARTISMA

Fungal enfeksiyonlarin sikligi son yillarda giderek artmaktadir. Tiim
diinyada Candida tiirleri fungal enfeksiyonlarin en sik etkenleridir. Lokal
mukokutandz enfeksiyonlara neden olabildikleri gibi, hayat1 tehdit eden invazif
enfeksiyonlara da neden olabilmektedirler. Mortalite ve morbiditesi yiiksek olan
hastane kaynakli kan dolasimi enfeksiyonlarinda Candida tiirleri 4. sirada yer
almakta, yogun bakim enfeksiyonlarinda ise tiim etkenler i¢inde Candida tiirleri
3.sirada yer almaktadir. Candida tiirlerinin dagilimi hastaneler ve iilkeler arasinda
degisiklik gostermektedir; ancak tiim diinyada Candida albicans florada da

kandidozlar icinde de en sik rastlanan etkendir.*®72

Candida enfeksiyonlarina karsi primer savunma mekanizmasi deri ve
mukozal yiizeylerin biitiinliigiidiir. Saglikli kisilerde bile, deri biitlinligi
bozuldugunda ya da mukozal hasar olustugunda Candida invazyonu

gelisebilmektedir.'?’

Fungal enfeksiyonlarin artis1 ile antifungal profilaksi ve tedavi de
yayginlagmistir. Bununla beraber antifungal ilag direncinde de artis meydana
gelmistir.  Fungal enfeksiyonlarin varliginda, tiir tanimlamasi ve gerekli

durumlarda antifungal duyarlilik testlerinin yapilmas1 biiyiik nem tagimaktadir.®°

Antifungal ilaglar i¢inde en ¢ok kullanilan ii¢ ilag grubu; polyenler, azoller

ve ekinokandinlerdir.
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Polyen grubu antifungaller topikal kullanilan nistatin ve sistemik tedavide
kullanilan amfoterisin B’den olusmaktadir. En eski antifungal ailesi olmalarina
ragmen, polyen grubu antifungallere sekonder diren¢ olduk¢a nadir
goriilmektedir. Son yillarda amfoterisin B’ye primer direngli Candida albicans
dis1 tiirlerde ve Candida disi fungal etkenlerdeki artislar, mikrobiyoloji

laboratuvarlarinda tiir tanimlamasinin énemini ortaya koymaktadir.%%

Azoller i¢inde flukonazol, profilaktik ve tedavi amaciyla en sik kullanilan
ilagtir. Ancak son yillarda fungistatik etkili bir ilag olan flukonazole direng

gelisimi yayginlagsmaya baslamustir.%

Antisepsi ve dezenfeksiyon amaciyla biyosidlerin kullanimi, sadece

hastanelerde degil giinliik hayatimizda da yayginlasmistir.

Katyonik biyosidler olan klorheksidin glukonat ve benzalkonyum kloriir,
ayni zamanda klinik kullanimlar1 da olan antimikrobiyal ajanlardir. Etkilerini

membran hasari olusturarak gosterirler,87/91.96:128

Enfeksiyon kontrolii i¢in kullandigimiz biyosidlerin yayginlagmasinin,
hem etkenlerin biyosidlere duyarliliginin azalmasina hem de antimikrobiyal
ilaglara direng gelisimine neden olabilecegi diisliniilerek bu konuda ¢esitli
calismalar yapilmistir 8199113 [ iteratiir incelendiginde c¢alismalarm ¢ogunun
bakteriler iizerine oldugu goriilmektedir. Mayalarla iligkili ¢ok az sayida yayin

bulunmaktadir.

Biyosidlerin mayalardaki duyarliligini belirlemek icin belirlenmis standart

bir yontem bulunmamaktadir. Caligmamizda biyosidlerin duyarliligi, EUCAST
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Edef 7.2 onerilerine gore s1vi mikrodiliisyon yontemiyle belirlenmistir. Biyosidler
i¢in belirlenmis sinir degerler de bulunmadig1 igin, sonuclarimizda sadece MIK

degerleri verilmistir.

Salim ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir ¢alismada, Candida spp. izolatlart
tizerine klorheksidinin in vitro antifungal etkisini arastirmislar ve etkinligini
flukonazol ile karsilastirmiglardir. CLSI standartlarina gore, sivi mikrodiliisyon
yontemiyle 76 klinik ve 3 standart Candida spp. izolatimin klorheksidin ve
flukonazol MIK degerlerini belirlemislerdir. Klorheksidin MIK degerleri 0.78-
6.25 mg/L arasinda bulunmustur. 32 Candida albicans izolati igin klorheksidin
MIK degerlerinin geometrik ortalamasi 24. saatte 4.05 mg/L, 48.saatte 5.03 mg/L
olarak belirlenmistir. Flukonazol direngli izolatlarin higbirinde klorheksidinin
klinik kullanimdaki konsantrasyonlarina direng saptanmamis ve klorheksidinle

flukonazol arasinda in vitro ¢apraz direng tespit etmemislerdir.*®

Block ve Furman tarafindan yapilan caligmada, klinik orneklerden elde
edilen ¢esitli mikroorganizmalarin klorheksidin duyarliliklarint agar diliisyon ve
disk difiizyon yontemleri kullanarak arastirmislardir. 35 Candida albicans’in
dahil oldugu bu ¢alismada, Candida albicans klorheksidin MiK’lerini 16-128
mg/L arasinda, geometrik ortalama MIK degerini 87.9 mg/L olarak bulmuslardir.
Bu calismada aynm1 zamanda hastanede klorheksidin kullanimimin yogunlugunun,
mikroorganizmalarin klorheksidin duyarlilig1 {izerine etkisini de incelemislerdir.
Klorheksidin kullanimmin fazla oldugu alanlarda, tiim mikroorganizmalarin

duyarliligi beraber degerlendirilirse anlamli olarak negatif bir korelasyon
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bulunmus, ancak tek baslarina mikroorganizmalarin duyarliligiyla anlamli bir

iliski bulunmamistir. 12

Su ana kadar biyosid duyarliligiyla ilgili yapilmis en genis calisma
Morrissey ve arkadaslarinin yaptiklart ¢alismadir. Staphylococcus aureus,
Salmonella spp., Escherichia coli, Candida albicans, Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter spp, Enterococcus faecium ve Enterococcus faecalis’in klinik
izolatlariin klorheksidin, benzalkonyum kloriir, triklosan ve sodyum hipoklorit
icin MIK ve MBK/MFK (minimal bakterisidal konsantrasyon/minimal fungisidal
konsantrasyon) degerlerini belirlemisler ve bu degerlerin sonucunda 4 biyosid i¢in
etkenlere gore epidemiyolojik “cut off” degerleri (ECOFF) onermislerdir.t*
Biyosid duyarliliginda belirlenmis sinir degerler olmadigi i¢in bu ¢aligma 6nemli
bir yol gosterici olmustur. Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi’nden klinik 200
Candida albicans izolatinin en sik kullanilan 4 biyosid olan klorheksidin,
benzalkonyum kloriir, triklosan ve sodyum hipoklorite duyarliliklar1 CLSI
yontemine gore belirlenmistir. Calismamizda da kullandigimiz klorheksidin (0.5-
64 mg/L konsantrasyonlar1 araliginda ¢alisilmistir) icin MIKso-90 8 mg/L, MFKso
8 mg/L, MFKgo 16 mg/L; benzalkonyum kloriir (0.5-128 mg/L konsantrasyonlari
araliginda ¢alisiimustir) i¢in MiKso-90 4 mg/L, MFKso 8 mg/L, MFKgo 16 mg/L
olarak bulunmustur. Onerilen ECOFF degerleri ise klorheksidin i¢in MIK 16
mg/L, MFK 32 mg/L; benzalkonyum kloriir i¢in MIK 16 mg/L, MFK 32

mg/L’dir %

Bizim ¢alismamizdaki 6 klinik Candida albicans izolatinin klorheksidin

duyarhiliklar1 2-16 mg/L arasinda; benzalkonyum kloriir i¢in 2-128 mg/L arasinda
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bulunmustur. Morrissey ve arkadaslarinin  yaptiklar1 c¢alismaya  gore'®

degerlendirdigimizde; klorheksidin icin MIK degeri 16 mg/L bulunan 4 klinik
izolat ECOFF degerinde kabul edilmis, MIK degerleri 2 mg/L ve 8 mg/L olan
diger iki koken klorheksidine duyarli olarak degerlendirilmistir. Benzalkonyum
kloriir icin ECOFF MIK degeri 16 mg/L olarak kabul edilmis; MIK degerleri 128
mg/L olan 2 izolat duyarlilig1 azalmis, MiK degeri 2 mg/L olan 1 izolat ve 4 mg/L

olan 3 izolat ise duyarli olarak degerlendirilmistir.

Direngli mayalarin varligi, kombinasyon tedavilerinin kullanimin
giindeme getirmistir. Ancak antifungal ilaclarin farkli etki mekanizmasina sahip
ilaclar ya da antimikrobiyal maddelerle kombinasyonlar1 her zaman basarili
sonuclar getirmemektedir, yan etkiler ve ila¢ etkilesimleri artabilmektedir.
Kombinasyon testlerinin uygulanmasinda ve degerlendirilmesinde standart
yontemler bulunmadigindan, literatiirde testlerin sonuglarinda da ¢eliskili sonuglar
bulunabilmektedir.’®! In vitro kombinasyon testlerinin sonuglarinin in vivo klinik

uyumu da net degildir.%1132

In vitro etkilesimler arastirilirken en sik kullanilan 2 yontem dama tahtasi
yontemi ile FIK indeks analizi ve zamana bagl oldiirme testleridir. Biz

caligmamizda dama tahtasi yontemi kullanarak etkilesimleri belirledik.

Literatiirde mayalarda in vitro etkilesim ¢alismalar1 arastirildiginda,

caligmalarin ¢ogunlukla antifungal ilaglarin farkli antifungallerle ya da

antibiyotiklerle kombinasyonlarinin {izerine oldugu goriilmektedir. 13313
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Chaturvedi ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢ok merkezli ¢alismada 5 Candida
kokeninde (4 klinik, 1 standart sus), 6 antifungal ilacin (amfoterisin B,
posakonazol, vorikonazol, anidulofungin, kaspofungin ve mikafungin) 15 farkli
kombinasyonunu 8 ayri1 laboratuvarda dama tahtasi yontemiyle arastirmiglardir.
En cok sinerjistik etkilesimi amfoterisin B’nin dahil oldugu kombinasyonlarda
bulmusglardir, 15 farkli kombinasyonun hig¢birinde antagonizma saptamamaislardir.
Laboratuvarlar arasindaki degerlendirmeleri de karsilastirdiklart bu calismada,
laboratuvarlar arasinda standart bir kombinasyon test uygulamasinin gerekliligini

belirtmislerdir.}3

Yalgin ve arkadaslari amfoterisin B ve moksifloksasin kombinasyonunun
Candida tiirleri {izerine in vitro etkilesimini dama tahtasi yontemiyle arastirmiglar

ve test ettikleri suslarin gogunlugunda sinerjistik etki gormiislerdir.®

Sun ve arkadaslart 5 azol direngli ve 5 azol duyarli klinik Candida
albicans kokeni ile yaptiklar1 bir ¢alismada azol grubundan 3 ilagla (flukonazol,
vorikonazol, itrakonazol) tacrolimus arasindaki in vitro etkilesimi dama tahtasi
yontemiyle arastirmislardir. Sonucta azol duyarli kdkenlerde sinerji ve indiferens
etkiler birarada bulunabilirken, azol direncli kdkenlerde ilaglarin arasinda kuvvetli
sinerji saptamiglar, bu sonuclarim1 zamana bagh Oldiirme testi ile de

dogrulamislardir.1%

Biyosidler ve antifungaller klinik kullanimda (6rnegin; oral kandidoz
tedavisi) karsilagabilmektedirler. Ancak, literatiirde calismamizda oldugu gibi

antifungallerle biyosidlerin  etkilesimleri iizerine smirli sayida yayn



76

bulunmaktadir. Bizde ¢alismamizda bu kisith sayidaki literatiire katki saglamak
amaciyla Candida albicans suslarinda, ¢ok sik kullanilan iki biyosid olan
klorheksidin diglukonat ve benzalkonyum Kkloriirlin, klinikte sik kullanilan
antifungal ilaclar olan flukonazol ve nistatinle in vitro etkilesimlerini aragtirmay1

amacladik.

Calamari ve arkadaslar oral kandidozlu 10 hastadan elde ettikleri Candida
albicans izolatlar1 ile yaptiklar1 ¢alismada, klorheksidin, flukonazol, kitosan ve
klorheksidin ve flukonazoliin kitosanla kombinasyonlarinin hiicre yiizey
hidrofobisitesi, germ tiip olusumu, fosfolipaz aktivitesi iizerine etkileri ve
postantifungal etkilerini arastirmislardir. ilaglarin tek baslarina virulans faktorleri
lizerine  etkileriyle, patojeniteyi  azalttiklarint  saptamiglardir;  ancak

kombinasyonlarda sinerjistik etki saptamamuslardir.®’

Camus ve arkadaglarinin yaptiklar bir ¢alismada yogun bakim iinitesinde
yatan entiibe hastalarin bir grubuna hastane enfeksiyonlarinin gelisimini énlemek
icin rutin bir dekontaminasyon protokolii uygulamislardir. Bu yOntemi
uyguladiklar1 hastalarin yogun bakimda yattiklar1 siirede her giin agizlarina ve
gastrik tiiplerine kolistin, tobramisin ve amfoterisin B igeren bir siispansiyon,
burunlarina mupirosin merhem uygulanmig, ayrica agiz bakimlar1 icin
klorheksidin igeren gargaralar kullanilmis ve viicut temizlikleri i¢in de yine
klorheksidin glukonat uygulanmistir. Daha sonra bir ¢cok ajani bir arada iceren bu
yontemi uyguladiklar1 hastalarla, sadece standart bakim alan kontrol grubu

hastalarda hastane enfeksiyonu gelisimleri degerlendirilmistir.  Sonugta
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dekontaminasyon protokolii uyguladiklar1 grupta, uygulanmayanlara gore

enfeksiyon sayilarinin ¢ok daha az oldugu goriilmiistiir.1®

Monteiro ve arkadaslar1 glimiis nanopartikiillerinin nistatin ve klorheksidin
ile kombinasyonlarmin Candida albicans ve Candida glabrata biyofilmleri
lizerine in vitro antifungal etkinliklerini arastirmislar ve  glimiis
nanopartikiillerinin nistatin veya klorheksidin ile kombinasyonunun sinerjistik

etkili oldugunu tespit etmislerdir.!3

Chandra ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir ¢alismada, dis koklerindeki Candida
albicans ftizerinde irrigasyon soliisyonlar1 olarak kullanilan %5.25 NaOCI, %2
klorheksidin ve %17 EDTA’nin tek baslarina ve bu ajanlarin antifungal ilag
olarak %l klotrimazolle ~ beraber  kullanilmalarinin  etkinliklerini
degerlendirmislerdir. Sonucta; %5.25 NaOCl ve %2 klorheksidinin, %1
klotrimazolle beraber kullanildiklarinda daha iyi bir antifungal etkinlige sahip
olduklarini belirlemislerdir.1°

Barkvoll ve Attramadal yaptiklari c¢alismada, Candida albicans’ta
klorheksidin glukonat ve nistatin kombinasyonunu in vitro olarak arastirmiglardir.
Kombinasyon MIK degerlerini ilaglarn tek baslarma MIK degerlerinden yiiksek
saptamiglar ve Candida albicans’ta klorheksidin glukonat ve nistatin

kombinasyonunun uygulanmasinin etkili olmadigini éne siirmiiglerdir.4!

Yu ve arkadaslarinin 24 flukonazol direngli klinik Candida albicans izolati
ile yaptiklar1 bir ¢caligmada, triklosan ve flukonazoliin in vitro etkilesimini dama

tahtast yontemiyle incelemisler ve triklosan ile flukonazol arasinda sinerjistik
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etkilesim saptamiglardir. Sonucglarini zamana baglh Oldiirme yontemi ve agar
difiizyon testleriyle dogrulamislardir.®°

Higgins ve arkadaslan tarafindan azol duyarli Candida albicans izolatlari
ile yapilan ¢alismada ise, triklosanin subinhibitor konsantrasyonlarinda (0.5-2
mg/L) flukonazolii antagonize ettigini saptamislardir. Benzer sekilde 1 mg/L
triklosanin ketokonazol, itrakonazol ve mikonazolii de antagonize ettigi; ancak
amfoteririn B aktivitesi iizerine etki gostermedigi saptanmustir. Triklosanin
flukonazol {iizerine olan antagonistik etkisini ise Ozellikle Candida albicans n

hifal formunda tespit etmislerdir.*?

Kratzer ve arkadaglar1 Trichoderma spp. ile yaptiklart ¢alismada,
amfoterisin B, flukonazol, vorikonazol, klorheksidin diglukonat ve Akacid plus
arasindaki in vitro etkilesimleri dama tahtasi yOntemiyle aragtirmislardir.
Antifungal ilaglarin kombinasyonlarinda etkilesim saptanmazken; azollerle
klorheksidin arasinda sinerjistik etki saptanmistir.! Bu calisma farkli bir cins

mantarla yapilmis olsa da, sonuglar1 bizim ¢alismamizla uyumlu bulunmustur.

Biz c¢alismamizda 3’1 azol direngli, 3’1 azol duyarli olmak tizere 6 klinik
Candida albicans kokeni ve 1 standart kokende (ATCC 10231) flukonazol ve
nistatinin, Kklorheksidin glukonat ve benzalkonyum Kkloriir ile in vitro
etkilesimlerini dama tahtas1 yontemi kullanarak arastirdik. Flukonazol-
klorheksidin kombinasyonu sonucunda azol direngli kokenlerde sinerjistik etki
tespit edilerken, azol duyarli kokenlerde ise sonuglar indiferens olarak

bulunmustur. Flukonazol-benzalkonyum kloriir kombinasyonunda, benzalkonyum
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kloriir MIK degerlerinin yiiksek oldugu 2 kokende antagonizma goriilmiistiir.

Nistatin i¢ceren kombinasyonlarda etkilesim bulunmamustir.

Ozellikle oral kandidozlu hastalarda flukonazol veya nistatin ile
klorheksidin iceren agiz bakim Triinleri veya gargaralarin kullanimlar
goriilebilmektedir.t3%®  Klorheksidin ile karsilasabilen bu antifungallerin

etkilesimleri 6zellikle 6nem tasimaktadir.

flag kombinasyonlarinda sinerjistik etkinin ortaya c¢ikmasini saglayan
temel 2 mekanizma; kombinasyonla direncin istesinden gelmeleri ya da
antifungal etkinliklerin artmasidir. flaglardan birinin hiicre membran
gecirgenligini arttirmasi, disa atim pompast genlerinin inhibisyonuyla disa atimin
azalmasi, daha hizli ve giiglii etkili bir ilacin maya sayisini azaltmasi kalan
mayalara diger ilacin etki etmesi, biyofilm olusumunun inhibisyonu, farkl
hedeflerin inhibisyonu gibi farkli mekanizmalar sonucu sinerjistik etki

olusabilmektedir.*31:132

Calismamizdaki flukonazol direngli Candida albicans kokenlerinin
klorheksidin MIK degerleri de Morrissey ve arkadaslarmin ¢alismasima gore™*°
ECOFF degerindedir. Kombinasyon sonuglarimiz incelendiginde hem flukonazol
hem de klorheksidin MiK’leri yiiksek olan bu kokenlerde, sinerjistik etkinin
saptanmis olmasi dikkat ¢ekmektedir. Flukonazol direncinde disa atim pompalari
ve hedef enzim degisikligi (hedef enzimi kodlayan genlerde mutasyon) onemli

mekanizmalardir.® Klorheksidinin membran aktif bir ajan olarak membran

gecirgenligini  degistirerek ya da disa atim pompalar1 iizerine etki ederek
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kombinasyonda flukonazol direngli kokenin direnci yenmesini saglamis
olabilecegi diisliniilebilir. Ancak kokenlerin diren¢ mekanizmalarinin  da

aragtirtlmasi gerekmektedir.

Ilag kombinasyonlarinda antagonistik etkinin ortaya ¢ikmasina; ilaglardan
birinin digerinin hedefinde degisiklige neden olmasi, ayni hedefe sahip olmalari
nedeniyle kompetetif olarak bir ilacin etkisiz kalmasi ve bilinmeyen farkli

mekanizmalar neden olabilmektedir.13?

Calismamizda sadece benzalkonyum kloriiriin tek basma MIK degerinin
cok yiiksek olarak tespit edildigi flukonazol duyarli 2 kokenin flukonazol-
benzalkonyum kloriir kombinasyonlarinda antagonizma tespit edilmistir. Ozellikle
flukonazoliin tek basina MIK degerlerine gore, kombinasyondaki MIK degerleri
bu 2 susta yiikselmesi dikkat ¢ekmektedir. Benzalkonyum kloriir duyarliliginin
azalmasinda disa atim pompalari ve hiicre membran degisiklikleri oldukga
onemlidir.1*4122 Disa atim pompalar1 flukonazol direncinde de olduk¢a 6nemli

olup, antagonizmanin nedeni olabilecegi diisiiniilmiistiir.

Antifungal biyosid etkilesimleri konusunda daha fazla koken ve farkli
tiirlerle yapilacak, ortaya ¢ikan etkilesimlerin mekanizmalarinin da arastirilacagi

daha genis caligmalara ihtiyag vardir.
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6. SONUCLAR

Calismamiza Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji laboratuvari
kiiltiir koleksiyonundan elde edilen 3 tanesi flukonazol duyarli, 3 tanesi ise
flukonazol direngli olmak tizere 6 klinik Candida albicans kokeni ile 1 standart

Candida albicans kokeni (ATCC 10231) dahil edilmistir.

Calismamizda Candida albicans kokenlerinde, ¢ok sik kullanilan iki
biyosid olan klorheksidin diglukonat ve benzalkonyum kloriir ile klinikte sik
kullanilan antifungal ilaglar olan flukonazol ve nistatinin in vitro etkilesimleri
dama tahtasi yontemi ile arastirilmig, etkilesimler fraksiyonel inhibitor

konsantrasyon indeks analizine gore degerlendirilmistir.

Flukonazol direngcli 3 kokende, flukonazol ve klorheksidin
kombinasyonlarinda sinerji tespit edilmistir. Flukonazol duyarli kokenlerde,

flukonazol ve klorheksidin arasinda etkilesim saptanmamustir.

Benzalkonyum MIK degerleri yiiksek olan flukonazol duyarl 2 kékende,
flukonazol ve benzalkonyum kloriir arasinda antagonizma saptanmistir. Diger

kokenlerde flukonazol-benzalkonyum Kloriir arasinda etkilesim goriilmemistir.
Nistatin igeren kombinasyonlarda etkilesim tespit edilmemistir.

Antifungaller ve biyosidler arasindaki etkilesimleri ve ortaya c¢ikan
etkilesimlerin mekanizmalarin1 ortaya koyabilecek daha genis kapsamh

caligmalara gerek duyulmaktadir.
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8.0ZET

Bagisikligi baskilanmis bireylerin sayisindaki artisla birlikte, firsatci
mantar enfeksiyonlari ve antifungal ila¢ kullanim1 da artmistir. Candida albicans,
firsatgr mantar enfeksiyonlarmin en sik nedenidir. Ayrica insanda deri,
gastrointestinal ve genitoliriner sistemde normal flora iiyesi olarak da yer alabilir.
Biyosidler, genis spektrumlu antimikrobiyal maddelerdir. Antiseptik ve
dezenfektan olarak kullanilabilirler, kisisel bakim driinlerinde, temizlik
tirtinlerinde bulunabilirler. Bu ¢alismada, Candida albicans suslarinda, ¢ok sik
kullanilan iki biyosid olan klorheksidin diglukonat ve benzalkonyum klortiriin,
klinikte sik kullanilan antifungal ilaclar olan flukonazol ve nistatinle in vitro
etkilesimlerinin arastirilmasi amaglanmistir. Calismaya 3 flukonazol direncli, 3
flukonazol duyarli olmak iizere 6 klinik Candida albicans kokeni ve 1 standart
Candida albicans kokeni (ATCC 10231) alinmistir. Biyosid antifungal
kombinasyonlar1 i¢in dama tahtas1 mikrodilisyon yontemi kullanilmas,
fraksiyonel inhibitér konsantrasyon (FiK) indeks analizlerine gdre in vitro
etkilesim sonuglar1 degerlendirilmistir. Flukonazol direngli kdkenlerin hepsinde,
flukonazol klorheksidin kombinasyonlarinda sinerjistik etki  goriilmistiir.
Benzalkonyum kloriir duyarliligt azalmis flukonazol duyarli 2 kdkende,
flukonazol benzalkonyum kloriir kombinasyonlarinda antagonizma goriilmiistiir.

Nistatin igeren kombinasyonlarda etkilesim goriillmemistir.

Anahtar kelimeler: Biyosid-antifungal, dama tahtasi, FiK, sinerji
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9. SUMMARY

The incidence of opportunistic fungal infections and usage of antifungal
drugs have significantly increased due to the raise in the number of
immuncompromised patients. Candida albicans is the primary cause of
opportunistic fungal infection in humans. Species of Candida are members of the
human normal flora which are located in the skin, gastrointestinal tract and
genitourinary tract of the human body. Biocides are compounds that exhibits a
broad spectrum of antimicrobial activity. They are used for various purposes like
antisepsis, disinfection and preservation. This study aimed to determine the in
vitro interaction between nystatine and fluconazole, commonly used antifungal
agents in the treatment of fungal infections, and the biocides of chlorhexidine
digluconate and benzalkonium chloride against clinical isolates of Candida
albicans. A total of six clinical isolates (three fluconazole resistant and three
fluconazole susceptible ones) of Candida albicans were used in this study.
Candida albicans ATCC 10231 strain was included also as a quality control. In
vitro interactions were evaluated by the microdilution checkerboard technique and
the results were analyzed by fractional inhibitory concentration (FIC) index. In
this study, synergistic effects were detected in fluconazole-chlorhexidine
digluconate combinations against fluconazole-resistant C. albicans strains.
Antagonistic effects were detected in the fluconazole-benzalkonium chloride
combinations in fluconazole susceptible and benzalkonium chloride resistant C.

albicans strains.

Key words: Biocide-antifungal, checkerboard, FIC, synergy
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