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OZET

Oz, Y. Vorikonazol, amfoterisin B ve kaspofunginin tek basina ve
kombinasyonda Candida krusei izolatlarina karsi in vitro farmakodinamik
etkinligi. Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji
Anabilim Dal, Mikoloji Yan Dah Tipta Uzmanhk Tezi, Eskisehir, 2010. Son
yillarda C.glabrata ve C.Xkrusei gibi non-albicans Candida enfeksiyonlarinin
sikliginda artis bildirilmektedir. C.krusei flukonazole dogal direngli oldugundan
invaziv enfeksiyonlari 6nemli bir sorundur ve alternatif tedavi secenekleri
gerektirebilir. Amfoterisin B (AMB) ve vorikonazol (VOR) ayni hedefe farkli
mekanizmalarla, kaspofungin (CAS) tamamen farkli bir hedef {izerinden etki
gostermektedir. Bu c¢alismada 30 klinik C.krusei izolatina karst VOR, AMB ve
CAS’in tek basina ve kombinasyonlarinda in vitro farmakodinamik 6zellikleri ve ilag
etkilesimleri arastirilmistir. Antifungallerin minimum inhibitér konsantrasyonlari
(MIK) CLSI referans yontemle tespit edildi. Ilag etkilesimlerini degerlendirmek igin
time-kill, postantifungal etki (PAFE), Etest ve disk diflizyon (DD) yontemleri
kullanildi. Time-kill ve PAFE deneyleri eszamanli, antifungal MIK degerlerinin 1/4,
1 ve 4 katlartyla uygulandi. Time-kill ¢alismalarinda, VOR doz iliskisiz fungustatik
etki, AMB ve CAS doz iliskili fungusidal etki gosterdi. AMB ve CAS
konsantrasyonla baglantili uzun PAFE sergiledi ancak VOR o6lciilebilir PAFE
gostermedi. En uzun PAFE CAS ile goriildii ve VOR ya da AMB ile kombinasyonu
tek basina sagladigi etkiye belirgin bir istiinliik olusturmadi. Time-kill kombinasyon
testlerinde en sik etkilesme sekli indifference ve en nadir etkilesme sekli
antagonizmaydi. Sinerjik etkilesme VOR-CAS kombinasyonu igin 1/4x MiK’de ve
AMB-CAS kombinasyonu i¢in 4x MIK daha sik gozlendi. Etest ve time-kill
kombinasyon testleri arasinda VOR-CAS kombinasyonu i¢in %67 ve AMB-CAS
kombinasyonu i¢in %50 uyum saptandi. Sonug olarak, CAS’in VOR ya da AMB ile

kombinasyonu C.krusei enfeksiyonlart i¢in iimit verici goriinmektedir.

Anahtar Kelimeler: Candida, time-kill, PAFE, farmakodinamik, kaspofungin

Destekleyen kurumlar: TUBITAK, proje no 1095015
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ABSTRACT

Oz, Y. In Vitro pharmacodynamic activities of voriconazole, amphotericin B
and caspofungin alone and in combination against clinical isolates of Candida
krusei. Eskisehir Osmangazi University Faculty of Medicine, Department of
Microbiology, Medical Speciality Thesis in Division of Mycology, Eskisehir,
2010. Recently, the incidence of non albicans Candida spp. infections, such as
C.glabrata and C.krusei are rising. Because of C.krusei is intrinsically resistant to
fluconazole, invasive infections are important problems and it can be required the
alternative treatment choices. Amphotericin B (AMB) and voriconazole (VOR)
demonstrate effect with different mechanisms to same target, caspofungin (CAS)
demonstrates effect entirely upon a different target against fungi. In this study, we
evaluated drug interactions and pharmacodynamic activities of VOR, AMB and CAS
alone and in combination against 30 clinical C.krusei isolates. Minimum inhibitory
concentrations (MIC) were determined using CLSI reference method. Time-kill,
postantifungal effect (PAFE), Etest and disk diffusion (DD) methods were used to
evaluate drug interactions. We simultaneously performed time-kill and PAFE
experiments with RPMI 1640 medium and used 1/4, 1 and 4 times the MIC of all
antifungals. VOR exhibited dose independent fungustatic effect, AMB and CAS
showed dose dependent fungicidal effect. AMB and CAS displayed prolonged
concentration depended PAFE, but VOR displayed no measurable PAFE. CAS
showed the longest PAFE and combination with neither VOR nor AMB were
superiority on PAFE singly. The most common interaction was indifference, the
most rare interaction was antagonism by time-kill methods. Synergistic interaction
was ferquently observed for 1/4x MIC of VOR-CAS and 4x MIC of AMB-CAS
combinations. Agreement between Etest and time-kill combination testing were 67%
for VOR-CAS and 50% for AMB-CAS combination. As a result, combination of
CAS with VOR or AMB seems promising for C.krusei infections.

Key Words: Candida, time-kill, PAFE, pharmacodynamic, caspofungin
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1. GIRIS

Candida’larin tarihgesi Hipokrat ve Galen’e kadar dayanmakla birlikte, ilk
kez 1839’da Langenbeck tarafindan bir hastanin agzindaki lezyondan yapilan kazinti
orneginde mantarin goézlemlenmesi ile kesfedilmistir. Pamuk¢ugun etkeni olarak
mantarin tarifini 1842’de Gruby yapmis, 1843°’de Robin pamukguk etkeni mantarin
sistemik enfeksiyona neden oldugunu gozlemis ve bu mantari ilk kez Oidium
albicans olarak adlandirmistir. 1890°da Zopf tarafindan 6nerilen Monilia albicans
ismi ile birlikte yillar i¢inde, ayn1t mantar i¢in 100’1 askin isim kullanilmistir ve 1923
yilinda Berkhout Candida albicans ismini kullanmistir. 1940’1 yillarda
antibiyotiklerin yaygin olarak kullanima girmesi ile Candida enfeksiyonlarinin en
onemli donemi baglamistir (1, 2).

Candida tiirleri, Deuteromycota (Fungi imperfecti) i¢cinde, Cryptococcaceae
ailesinde yer alan maya mantarlaridir. Bu cins i¢inde 200°den fazla tiir
bulunmaktadir. Candida tiirleri normal flora tiyesi olarak ciltte, solunum ve sindirim
sisteminde, kadin genital sisteminde yaygin olarak bulunabilirler. Normal flora iiyesi
iken immiin sistemin herhangi bir nedenle baskilandig1 durumlarda dokulara invaze
olarak hayati tehdit eden firsat¢i1 enfeksiyonlara neden olabilmektedirler. Bunun ig¢in
en 6nemli predispozan faktorler; i) kemoterapi, basta kemik iligi olmak iizere organ
transplantasyonu ve bunlara eslik eden derin immiinosiipresyon; ii) hastanede uzun
stire yatis; iii) damar i¢i kateterizasyon; iv) genis spektrumlu antimikrobik ilaglarin
uzun siire kullamimi; v) artmis profilaktik antifungal ilag kullanimi olarak
Ozetlenebilir (3).

Invaziv Candida enfeksiyonlarinmn en sik etkeni C.albicans’dir, ancak birgok
merkezden C.glabrata ve C.krusei gibi non-albicans Candida tiirleri tarafindan
olusturulan enfeksiyonlarin sikliginda artis bildirilmektedir. Bunun en 6énemli nedeni
olarak antifungal ajanlarin yaygin kullanimi, 6zellikle profilaktik flukonazol (FLU)
kullanim1 suglanmaktadir. C.krusei intrinsik olarak FLU’e direngli oldugundan bu
profilaksiden etkilenmez. Dolayisiyla antifungal profilaksi duyarli suslarin elimine
olarak direngli tiirlerin baskin hale gelmesine neden olmaktadir. Bu nedenle
hastanede yatmakta olan ve cesitli nedenlerle immiin sistemi baskilanmis hastalar
icin C. krusei gibi daha direngli tiirler ile olusan enfeksiyonlar onemli bir sorun

haline gelmekte ve tedavide alternatif antifungallerin kullanimini gerektirmektedir.



Invaziv fungal enfeksiyonlarin klinik éneminin artis1 ile birlikte, daha genis
spektrumlu ve daha diisiik toksisiteli yeni ilaglarin gelistirilmesine yonelik cabalar
hiz kazanmistir. Mantarlar bakteri ve viruslardan farkli olarak Okaryotik
mikroorganizmalardir ve hiicre yapis1 ve organelleri agisindan memeli hiicrelerine
benzerlik gostermektedir. Bu nedenle ila¢ arastirmalart memeli hiicresine zarar
vermeden mantar hiicrelerini selektif olarak etkileyebilecek hedeflere yonelik
olmalidir (4). En 6nemli iki hedef, fungal hiicre duvar1 ve hiicre membranidir ve
mevcut sistemik antifungal ilaglarin biiyiik bir kismi bu iki hedefe yoneliktir. Food
and Drug Administration (FDA) tarafindan onaylanmig polyenler, pirimidinler,
azoller ve ekinokandinler gibi farkli kimyasal siniflarda birka¢ antifungal ajan
bulunmaktadir (5). Bununla birlikte yiliksek toksik etkileri, diisiik tolere
edilebilirlikleri ya da dar etki spektrumlar1 nedeniyle tedavide siklikla sorunlar
yasanmaktadir. Bu sorunlar, invaziv fungal enfeksiyonlarin kontroliinde
kombinasyon tedavilerinin etkinliklerinin aragtirilmasi ¢abalarin1 ortaya c¢ikarmistir
(5). Direngli enfeksiyonlarin tedavisinde ilag kombinasyonlarinin kullanimim
degerlendiren birka¢ rapor bulunmaktadir.  Fakat klinik izolatlar iizerinde
kombinasyonlarin  etkinligini  degerlendiren yayinlar nadirdir.  Antifungal
etkilesimleri degerlendiren bdyle testler, kombinasyon tedavilerinin se¢iminde

yardimci olabilir (6).



2. GENEL BILGILER

2.1. Candida’larin Genel Ozellikleri
Candida tiirleri yaygin goriilen mayalar olup, bitkilerde, memeli sindirim
kanalinda ve insan mukoza ve derisinde bulunur. Insan gastrointestinal kanalin her

yerinde bulunabilirler ve en sik izole edilen tiir C. albicans’tir.

2.1.1. Candida Hiicresinin Biyolojik Yapisi

Mantarlar basitge, fotosentez yapmayan, plazma membrani ve en dista hiicre
duvari bulunan 6karyotik hiicrelerdir. Membranla ¢evrili bir ¢ekirdek ve i¢inde bir
cekirdekeik ile lineer kromozomlar bulunur. Stoplazmada mitokondri, Golgi aygiti,
vakuoller, birkag¢ ¢esit vezikiil ve 80S ribozomlar gibi organeller ile hiicre iskeleti
bilesenleri yer almaktadir. Bu bilesenler, membran hareketinde rol oynayan
mikrotiibiiller, sitoplazmik akiskanliktan sorumlu aktin ve aktinle birlikte
organellerin hareketini saglayan miyozindir (7).

Hiicre membrani, bulundurdugu ozmoenzimler sayesinde molekiillerin
transferini saglar. Duvar sentezinde rolii olan kitin sentetaz ve sinyal iletiminde rolii
olan enzimler membranda bulunur. Candida hiicre membrani ayrica, fosfatidil kolin,
fosfatidil etanolamin, fosfatidil serin, fosfatidil inositol gibi fosfolipitleri de igerir.
Hiicre membran1 biiyiilk miktarda sterol icerir, membran lipitlerinin %22’sini
steroller olusturur. Sterollerin % 95’1 ergosterol formundadir ve bir¢ok antifungal
ajan ergosteroliin farkli sentez basamaklari iizerinden etki etmektedir (7).

Hiicre duvarn, hiicreye seklini veren, osmotik basinca karsi hiicreyi koruyan
ve molekiillerin transferinde rolii olan sert bir yapidir. Candida hiicre duvari,
antijenik belirtecleri, memeli hiicrelerinde bulunmayan anahtar biomolekiilleri
bulundurur ve konak hiicrelere tutunmayi saglar. Hiicre duvarinin en temel
bilesenleri olan karbonhidratlar, mannan ya da mannoproteinler, glukanlar (B-1,3 ve
B-1,6 bagl) ve kitinden olusmaktadir (8, 9). Glukanlar ve kitin duvarin yapisal
iskeletini olusturur ve glukanlar duvar agirliginin %47-60’1n1 olusturmaktadir. Kitin
N-asetilglukozamin’in bir polimeridir ve maya hiicre duvarlarimin yalnizca %2-4
kadarimi1 olusturan O6nemli bir yapisal bilesendir (9). Mannoproteinler ise yapisal
polimerler i¢indeki hiicre duvarinin sekilsiz kisminin esas elemanidir ve hiicre duvar

karbonhidratlarinin %40’ 11 olusturur. Candida hiicre duvarindaki ana antijenik yap1



olan mannanin yapisal farkliligina gére A ve B olarak iki serotipe ayrilir.  Hiicre
duvarinin diger bilesenleri proteinler (% 5-15), lipidler (% 2-5) ve inorganik fosfattir
(7,9, 10).

2.1.2. Candida’larin Mikolojik Ozellikleri

Candida’lar tek hiicreli, okaryotik, tomurcuklanarak veya ikiye bdliinerek
cogalan, 3-4 um biiyiikliikte yuvarlak veya oval goriiniimlii (blastospor) mayalardir.
Blastosporlar ana hiicreden ayrilmadan uzayarak 5-10 pm uzunlugunda yalanci hif
(pseudohypha), bazen de gercek hif olusturabilirler (11, 12). Candida albicans,
besince fakir bir ortamda iyi yedek besin depolayan, ger¢ek ya da yalanci bir hifin
ucunda veya arasinda bulunan, tek hiicreli, kalin duvarli, genis oval yapili
klamidosporlar ve serumda 37 °C’de bekletildiginde, 1.5-2 saatte ¢gimlenme borusu
(germ tiip) olusturmaktadir. Bu 6zellikler C.albicans’in hizli 6n idantifikasyonu igin
onemlidir (1, 11, 13). Ancak C.dubliniensis’in de germ tiip ve klamidospor
olusturabildigi unutulmamalidir. Bunun yaninda C.glabrata ve C.famata, ger¢ek ya
da yalanci1 hif olusturmamalari ile diger tiirlerden ayirilabilirler (11).

Gram boyama ile tim Candida tiirleri Gram olumlu boyanir. Maya
elemanlarinin 6rnekler i¢inde aranmasinda gram boyama, kalkoflor beyazi ve KOH
gibi yontemler kullanilmaktadir (14, 15). Candida tiirlerinin ¢ogu yaygin kullanilan
mikolojik ve bakteriyolojik besiyerlerinde iyi trerler. Sabouraud dekstroz agar
(SDA) gibi mikolojik besiyerlerinde 37 °C’de 1-3 giinde beyaz ya da krem renkli,
yumusak kivamli, genellikle S koloni morfolojisinde ve tipik maya kokulu koloniler
olustururlar (13, 14).

C.krusei disindaki Candida tiirlerinin iireaz enzimi yoktur. Candida tiirleri
oksijen varliginda spesifik karbonhidratlar tek karbon kaynagi olarak kullanabilirler.
Bazilar1 fermentatiftir. Bu o6zellik Candida’larin maya formundaki diger

mantarlardan ayiriminda énemlidir (14).

2.1.3. Tibbi Onemi Olan Candida Tiirleri

Normal florada bulunan Candida’lar, herhangi bir nedenle savunma sistemi
bozulmus hastalarda dokular istila ederek yasami tehdit eden invaziv enfeksiyonlara
neden olabilirler. C. albicans hemen hemen tiim Candida enfeksiyonlarindan en sik

soyutlanan tiirdiir (14). Bunun nedeni normal florada yiiksek siklikta bulunmasi ve



bazi virulans faktorlerine sahip olmasindan kaynaklanmaktadir (16,17). C. albicans
A ve B serotipleri saglikli bireylerde esit dagilim gostermekteyken, immiindiiskiin
bireylerde B serotipin daha sik goriildiigii bildirilmektedir (14, 18).

Candida enfeksiyonlarindan ikinci en sik izole edilen C.glabrata, normal
gastrointestinal ve genital floranin bir liyesidir. En sik iiriner sistem enfeksiyonlarina
neden olur ancak, derin doku tutulumu ve fungemiye de neden olabilmektedir.
[zolatlarmin biiyiik ¢ogunlugu FLU’e doza bagimli duyarlidir (13, 14). C.tropicalis,
C.albicans kadar virulan oldugu bilinen, invazyon yetenegi yiliksek bir Candida
turiidiir (13). Hatta 16semi ve lenfomali hastalarda C.albicans’tan daha virulan
davrandigi bildirilmektedir (14).

Tibbi 6nemi olan diger Candida tiirleri; C. catenulata, C. ciferrii, C.
guilliermondii, C. haemulonii, C. kefyr, C. krusei, C. lipolytica, C. lusitaniae, C.
norvegensis, C. parapsilosis, C. pulcherrima, C. rugosa, C. utilis, C. viswanathii ve
C. zeylanoides’tir (14). Ancak bu liste, ender goriilen yeni tiirlerin 6nem kazanmasi

ile daha da biiylime egilimindedir.

C.krusei

Candida genusunun 1839°daki ilk kesfinden yaklasik 75 yil sonra, Castellani,
C.krusei’nin insanlarda enfeksiyona neden olabildigini 6ne siirmiistiir. Baslangicta
virulanst diisiik bir kommensal olarak tanimlanmakta iken, son 20-30 yil icinde
dikkat ¢eken bir fungal patojen haline gelmistir. Maya ve pseudohif olmak iizere iki
temel morfolojik forma sahiptir ve besiyerinde iretildiginde her iki formu birlikte
bulunur. En yiiksek tireme 1s1s1 43-45°C’dir. Diger Candida tiirleri tiremek igin ilave
vitamine ihtiya¢ duyarken, C.krusei vitaminsiz besiyerinde iireyebilir (19). SDA’da
mat, pliriizlli, kuru goriiniimlii, beyazimsi ve yayilan koloniler olusturur (20).

Invaziv  kandidozlarda  C.albicans, C.glabrata, C.tropicalis ve
C.parapsilosis’in ardindan besinci sirada C.krusei yer almakta ve Candida nedenli
invaziv enfeksiyonlarin %90°dan fazlasi bu bes tiir tarafindan olusturulmaktadir (21).
Bununla birlikte, hematolojik malign hastali§1 bulunan hastalardaki kandidemilerin
en sik iki etkeninin C.glabrata ve C.krusei oldugu bildirilmektedir (22).

Candida’lar, enfeksiyonlarin patogenezinde rol oynayan adezyon, fosfolipaz
ve proteinaz lretimi, hif olusumu gibi c¢esitli virulans faktorlerine sahiptir.

C.krusei’'nin, enfekte dokuda hem maya hem de hif formunda iiredigi ancak



C.albicans ve C.tropicalis’ten daha az invazyon yaptigi, agiz epitel hiicrelerine daha
az afinite gosterdigi ve ¢ok daha diisiik oranlarda adezyon yaptig1 Onceki
caligmalarda gosterilmistir (19, 23). Ayrica C.krusei diger Candida’lara oranla konak
savunma mekanizmalarindan daha fazla etkilenmektedir. Ancak cansiz ylizeylere
adezyon yetenegi ve hidrofobisitesi daha yiiksek ve daha belirgin biofilm olugturma
kapasitesine sahip oldugundan, implant ya da kateter gibi yiizeylerde kolonize olma
oraninin daha yiiksek olabilecegi bildirilmektedir (23). C.krusei, C.albicans ve diger
Candida tiirleri ile karsilastirildiginda daha az virulan oldugundan, enfeksiyon
olusturabilmesi konagin savunma sisteminin kismi ya da tam yetersizligine baghdir.
Bu da hematolojik malign hastalikli ve bu nedenle savunma sistemi bozulmus
hastalarda C.krusei’nin daha sik enfeksiyon olusturmasimin nedenlerinden biri
olabilir (19).

En sik klinik formu, o6zellikle hematolojik maligniteli, immiindiiskiin
hastalarda goriilen fungemidir. Bunun yaninda, genitoliriner sistem enfeksiyonlari,
artrit, siniizit, pndmoni, endoftalmit, endokardit gibi pek ¢ok sistemde enfeksiyon
olusturabildigini gosteren yayinlar mevcuttur (24-32). C.krusei izolatlar
ketokonazole duyarli gibi goriiniirler ancak FLU’e direnclidirler. Bu, dogal (intrinsic)
azol direncidir ve hem azalmis enzim duyarliligit hem de azalmis ilag¢ birikimi ile
iligkili oldugu diistiniilmektedir (33). Bu nedenle FLU tedavisi ya da profilaksisinden
etkilenmezler. Immiindiiskiin hastalar arasinda profilaktik FLU kullammimin
yayginlasmasi C.albicans ve C.tropicalis gibi duyarli suslarin neden oldugu
enfeksiyonlar1 belirgin oranda azaltirken, C.krusei gibi direngli tiirlerin olusturdugu
enfeksiyonlarin sikliginda artisa neden olmaktadir. Bu ylizden, profilaktik FLU
kullaniminin yaygin oldugu hematolojik malign hastalikli hastalar arasinda C.krusei

enfeksiyonlarinin daha sik goriildiigii diistiniilmektedir.

2.1.4. Patojenite

Invaziv Candida enfeksiyonlarnin genellikle immiindiiskiin hastalarda
goriilmesi nedeniyle, bu enfeksiyonlarin olusmasinda virulans faktorlerinin
katkisinin diisiik oldugu diistinilmektedir. Bununla birlikte enfeksiyonlar sirasinda
birtakim sekretuar enzimler de saptanmustir. Bu nedenle invaziv Candida
enfeksiyonlar1 hem konak savunmasindaki yetersizlik hem de mikroorganizmanin

virulans faktorlerinin bir sonucudur.



Candida Virulans Faktorleri

Candida’larin sahip oldugu bazi 6zellikler konagin savunma sistemini
yenerek hastalik olusturmaya calisir. Mikroorganizmanin kolonizasyon ve ardindan
invazyon yapabilmesi i¢in, konag1 tanimas1 ve adezyonu sarttir. Dis hiicre duvari
tabakast mannoproteinler, 3-1,3 ve B-1,6 bagh glukan ve kitin icermekte ve bu
tabaka Candida’larin konak ylizeyine yapismasi ve ardindan kolonizasyonunda
onemli rol oynamaktadir (16). Candida hiicrelerinin virulansi, konak hiicrelerine
tutunma egilimi ile dogru orantilidir ve adezyon major virulans faktorii olarak
tanimlanabilir. Bununla birlikte, C.krusei’nin agiz epitel hiicrelerine diger sik
goriilen Candida tiirlerine oranla ¢ok daha diisiik oranda adezyon gosterdigi
bildirilmektedir (23). Adezyonu takiben slime faktoriin olusumu 6nemli bir virulans
faktoriidiir. Yapay yiizeylere adezyon ve tibbi cihazlar iizerinde biyofilm olusumu,
antifungal ilaclara siklikla direng gostermesi ve biyofilm olusturan hiicrelerin artmis
patojenligi nedeniyle son yillarda 6nemli bir sorun haline gelmistir (34). Hastalarin
bir kisminda sistemik kandidoz damar i¢i kateterlerin kontaminasyonu ile baslamakta
ve biyofilm tabaka, i¢indeki mayalarin antifungal ilaclara direncinde 6nemli rol
oynamaktadir. Candida’lar, adezyonda rol alan, genellikle polisakkarit ya da
glukoprotein yapida adezinlere ve hiicre iliskili ya da serumda bulunan ligandlara
sahiptir. Bu adezinler, Als (agglutinin-like sequence) protein ailesi, Hwplp, Eaplp,
Cshlp ve diger daha az bilinen hiicre ylizey reseptorlerinden olusmaktadir (34).

Fenotipik degisiklik, invazyon sirasinda degisen cevre sartlarina mantarin
uyumunun saglanmasinda Onemli bir faktordir. Bazi C.albicans hiicre
topluluklarinda, hiicre yiizey 6zellikleri, koloni gdriiniimii, biyokimyasal 6zellikleri
ve metabolizmasi, daha virulan ve enfeksiyonlarda daha etkili forma degisiklik
gosterebilmektedir (35). Ortamun 1s1s1, pH’1, CO, konsantrasyonu gibi cevresel
kosullardaki degisiklikler, Candida’larda tek hiicreli, ovoid maya hiicreleri
(blastospor) ile hif ya da pseudohiflerin olusturdugu filamantdz yapilar arasinda
morfolojik degisikliklere neden olabilir. Mantarin bu 06zelligi enfeksiyonlarin
patogenezinde Onem kazanmaktadir. Cevreye yayilma ve yeni konaga ulasmada
maya hiicreleri sorumlu iken, doku hasar1 ve invazyon igin hifler gereklidir ve
biyofilm olusumunda her iki form da yer almaktadir (16, 36).

Onemli  diger virulans faktdrleri, proteazlar  (salgisal  aspartil

proteinaz=SAPs), lipazlar ve fosfolipazlar gibi hidrolitik enzimlerin sentezi ve



salinmasidir. Bu enzimlerin fungal beslenmedeki onemli rolleri yani sira, lezyon
alanindaki ¢ogu konak proteinlerinin (albiimin, hemoglobin, keratin, salgisal I1gA)
yikilmasi ile doku hasari, invazyon, konak savunmasindan kagis gibi mekanizmalarla
Candida patogenezine giiclii katkilar1 bulunmaktadir. In vitro kosullarda C.albicans,
C.dubliniensis, C.tropicalis ve C.parapsilosis’te aktif olarak proteinaz {retimi

saptanmustir (16, 34, 37).

Candida Enfeksiyonlarina Konak Yaniti

Candida enfeksiyonlarina konak yaniti, dogal bagisiklik ve hiicre aracili
kazanilmis bagisiklik ile fungal virulans arasindaki iligkinin sonucu olarak ortaya
ctkmaktadir. Mantarin mukozal yiizeyde uzun siire kommensal olarak kalmasi ya da
patojenlige dontlisiimii, dogal ve kazanilmis bagisikligin biitiinii ile iliskilidir.
Mikroorganizmaya ilk yanit, cilt ve mukoz membranlarin olusturdugu fiziksel
bariyerler ile olusur. Candida enfeksiyonlarina dogal bagisiklikta nétrofiller,
monositler ve doku makrofajlari, dogal 6ldiiriicti (NK) hiicreler ile opsonin (spesifik
antikorlar ve kompleman komponentleri), kollektin, defensin, mannoz baglayan
protein gibi molekiiller gérev almaktadir. Candida’lar deri veya mukoza engelini
astiklarinda, kandidemi ve sistemik kandidoza karsi savunmada rol oynayan en
onemli hiicre tipi noétrofillerdir ve bunlarin say1 ve fonksiyonlarindaki bozukluk
konagin Candida enfeksiyonlarina duyarliligini arttirmaktadir. Bununla birlikte
makrofajlar dissemine kandidozda biiyiilk role sahiptirler. Opsoninler ndtrofil
fagositozu i¢in ¢ok gerekli olmasalar da, fungusun hiicre i¢i 6ldiiriillmesinde 6nemli
rol oynamaktadirlar. NK hiicreleri fungusa kars1 direkt 6ldiiriicii etki gosteremezler,
ancak fungus ile NK hiicreleri arasinda onlarin fonksiyonlarini etkileyen bir
etkilesim meydana gelebilir ve bu etkilesim fagositik hiicre fonksiyonlarini uyaran
sitokinlerin salinimin1 baglatabilmektedir (38-40).

Fungal enfeksiyonlara karsi 6zgiil (kazanilmis) savunmada etkili mekanizma
hiicre aracili immiinitedir, ancak antikor yanitinin belli tipleri de koruyucu role
sahiptir. Genellikle Thl (T hepler 1) aracili immiinite enfeksiyonun ortadan
kaldirilmasinda, Th2 ise enfeksiyona duyarlilikta etkilidir. Thl ve Th2 hiicrelerin
etkinlikleri, enfeksiyon bolgesindeki fungusidal fagositleri etkinlestirir ya da
etkinliklerini durdururlar. Fagositlerin etkinlikleri Thl tipi sitoksinler tarafindan

artirtlir; Th2 tipi sitokinler ise fagositik fonksiyonlar1 bozar (38-41).



C.krusei diger Candida tiirleri ile karsilastirildiginda olduk¢a zayif bir
patojendir ve kommensallikten patojenlige doniismesinde en onemli etken konagin
savunma sistemindeki kismi ya da tam yetersizlikle iliskilidir. Bu yiizden, C.krusei
enfeksiyonlarinin sikligmin genellikle immiin yetmezlikli hastalarda gdzlenmesi

sasirtict degildir (23).

2.1.5. Epidemiyoloji ve Bulasma

Candida tiirleri toprakta, suda, yiyeceklerde, bitki ve hayvanlarda yaygin
olarak bulunabilirler. Saglikli insanlarda cilt ve mukoz membranlarda kommensal
olarak bulunurlar ve herhangi bir nedenle konak savunma sistemi bozuldugunda
patojenite kazanabilirler. Bu nedenle enfeksiyonlarin ¢ogunlukla endojen floradan
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Sistemik Candida enfeksiyonlari i¢in en sik giris
yolu gastrointestinal sistemdir. Nadiren vajinal kandidozlu anneden bebegine vertikal
bulagma, yatan hastalar arasinda ya da saglik ¢alisanlarindan nozokomiyal gecis gibi
insandan insana bulagsma da s6z konusu olabilir. Yatan hastalarda kolonizasyonun,
saglikli kisilere gore daha fazla oldugu saptanmustir (14, 42).

Nozokomiyal kan akimi enfeksiyonu etkenleri arasinda Candida’lar
Amerika’da 4., Avrupa’da ise 6. sirada yer almakta ve yogun bakim hastalari
arasinda daha sik goriilmektedir. C.albicans en sik goriilen tiir olmakla birlikte, non-
albicans tiirlerin sikliginda artis bildirilmektedir. Bu artistan ikinci jenerasyon azol
antifungallerin yaygin kullanimi sorumlu tutulmakta ve bununla uyumlu olarak
FLU’e daha az duyarhi (C.glabrata) ya da dogal direngli (C.krusei) izolatlarda
belirgin artig bildirilmektedir (43).

2.2. Klinik Candida Enfeksiyonlari

2.2.1. Yiizeyel Candida Enfeksiyonlari

Yiizeyel Candida enfeksiyonlari hem immiindiiskiin hem de immiinkompetan
bireyleri etkileyebilmektedir. Pamukguk olarak bilinen oral Candida enfeksiyonlari
olduk¢a yaygindir. Dil ve diger agiz ici yiizeylerde krem gibi beyaz yamalarla
karakterize, oral kandidozun spesifik bir formudur, agrilidir ve kaldirildiginda
kanayabilir. Siklikla siit emen bebeklerde, kanserli, AIDS’1i hastalarda, inhale steroit
kullananlarda goriiliir (1). Bu klasik lezyonlara ilave olarak; akut atrofik kandidoz,

kronik atrofik kandidoz, anguler cheilit ve lokoplaki’yi igeren diger formlar da
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goriilebilir. Tam1 lezyonun klinik goriiniimii, lezyondan alinan &rneklerin
mikroskopik incelenmesi ve kiiltiirii ile yapilabilir (1, 44).

Candida o6zofajiti, genellikle hematopoetik veya lenfatik sistem kanseri
tedavisi, antibiyotik, steroit ya da omeprazol kullanimi ve ilerlemis HIV enfeksiyonu
ile iligkilendirilmistir. Yutma giicliigii, agrili yutma ve retrosternal agr1 gibi diger
0zofajitlerden ayirt edilemeyen semptomlar goriiliir. Tan1 endoskopide pamukcuk
benzeri beyaz yamalarin goriilmesi ve biyopsi ile yapilabilir (1, 44).

Vulvovajinal kandidoz diger bir mukozal Candida enfeksiyonudur ve
vajinitlerin en sik nedeni Candida’lardir. Tim kadinlarin yaklasitk %751
hayatlarinda bir kez Candida vajiniti atagi gecirirler ve bunlarin %85-90’1inda
C.albicans etkendir (44, 45). Bu yaygin enfeksiyon en sik kontrolsiiz diyabet,
antibiyotik tedavisi, gebelik, hormon replasman tedavisi, immiinsiipressif tedavi
durumlarinda goriiliir. Semptomatik vajinal kandidoz kasinti, yanma hissi, kesilmis
siit benzeri akint1 gibi yakinmalar, vajinal ve/veya vulvar eritem ve odem gibi
bulgular vardir (1, 45).

Cilt, tirnak ve mukoz membranlarda Candida’lar tarafindan olusturulmus
kronik ve/veya tekrarlayan enfeksiyonlar kronik mukokutandz kandidoz olarak
anilmaktadir. Bu klinige sahip hastalarin ortak O6zelligi, Candida’lara karsi etkili
hiicre aracili immiin yamt gelistirebilme yeteneklerindeki yetersizliktir (44).
Hastalarin ¢ogu siit ¢cocugu ya da cocukluk yas grubundadir. T lenfosit fonksiyon
bozuklugu yaninda, B lenfosit, graniilosit veya kompleman fonksiyon bozuklugu da
goriilebilir. Baz1 o6rneklerde multipl endokrin anomaliler, tekrarlayan viral ve
bakteriyel pulmoner veya siniis enfeksiyonlari ile iliskili oldugu bulunmustur (1).

Candida tiirleri cilt ve tirnaklari tutan yilizeyel enfeksiyonlara neden
olabilirler. Mikroorganizma sicak ve nemli viicut bolgelerini tercih eder. HIV ile
enfekte hastalarda yiizeyel Candida enfeksiyonlar1 siklikla diger yilizeyel mikozlarla
birlikte gortilmektedir. Siit c¢ocuklarinda goriilen diaper dokiintlistiniin en sik
nedenlerinden biri Candida’lardir. Diaper dokiintiisiinde lezyonlar gluteal, inguinal

ve perineal alanlarda daha belirgindir.

2.2.2. Dissemine Kandidoz ve Kandidemi
Kandidemi, en az bir kan kiiltiiriinden Candida tiirlerinin izolasyonu olarak

tanimlanmaktadir. Buna enfeksiyon ya da sepsis bulgular1 eslik edebilir ya da



11

etmeyebilir. Akut dissemine kandidoz, hematojen olarak tek ya da multipl organa
Candida’larin yayilmasidir. Kronik dissemine kandidoz ise hematolojik malignensili
hastalarda goriilen ve hepatosplenik kandidoz olarak da bilinen yaygin bir enfeksiyon
sekli olarak tanimlanmaktadir (46). Kandidemi, toplum kaynakli bir enfeksiyon
olarak sik goriilmez, siklikla nozokomiyal bir komplikasyon olarak ortaya cikar.
Amerika’da tiim nozokomiyal kan akimi enfeksiyonlarinin etkenleri arasinda
Candida’lar 4., yogun bakim hastalar1 arasinda ise 3. sirada yer almakta ve
ndtropenik hastalar arasinda anlamli oranda daha yiiksek siklikla goriilmektedirler.
En sik izole edilen tiir C.albicans oldugu halde, non-albicans Candida tiirlerinin
sikliginda da artis bildirilmektedir. Ayrica, en yiiksek mortalite oranlar1 da Candida
nedenli kan akimi enfeksiyonlarinda ve Candida tiirleri arasinda da C.krusei nedenli
kan akimi enfeksiyonlarinda tespit edilmistir (47).

Kandidemi gelisimi agisindan risk tagiyan hasta grubu onkoloji ve transplant
hastalari, yanik, cerrahi ve diyabet hastalar1 ile diisiik dogum agirlikli yeni
doganlardir. Onkoloji hasta grubunda ise en yliksek risk akut l6semi hastalarinda
gozlenmistir. Bu hastalarda santral vendz kateterler, parenteral beslenme, genis
spektrumlu antibakteriyel kullanimi, yogun kemoterapi ve immiinosiipresif rejimler
ilave risk faktorleridir (1, 46, 47).

Dissemine kandidozda en sik tutulan organlar bdbrek, beyin, miyokard ve
gozdiir. Kandidemi ya da dissemine kandidozu diistindiirecek spesifik semptom ya da
bulgular yoktur. Siddetli enfeksiyon bulgular1 bulunan hastalarda antibakteriyel
tedaviye cevapsiz ates varligi onemli bir kanit olabilir. Tan1 genellikle zordur, kan
kiltiirii  pozitiflik oran1 yaklastk %40 ve bulgular nonspesifik oldugundan

antemortem tan1 oran1 diistiktiir (1, 46).

2.2.3. Derin Yerlesimli Candida Enfeksiyonlari

Derin yerlesimli Candida enfeksiyonlar1 direkt inokiilasyon ya da hematojen
yayilma ile olusabilirler. En sik alt iiriner sistem enfeksiyonlar1 goriiliir. Hastanede
yatan ve yogun bakim iinitelerindeki hastalardan en sik izole edilen etkenler arasinda
yer almaktadir. Candida tiirleri alt iiriner sistemde kolonize olabilir ve alt ya da {ist
iriner  sistemde  enfeksiyona neden  olabilir.  Semptomlar  bakteriyel

enfeksiyonlardakilerle aynidir. Uriner kateter varligi, diyabet, genis spektrumlu
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antibiyotiklerin ya da immiinosiipressif ajanlarin kullanimi en Onemli risk
faktorleridir.

Candida ile olusan merkezi sinir sistemi (MSS) enfeksiyonu nadirdir, siklikla
prematiire doganlarda ve MSS cerrahisi gecirmis hastalarda goriiliir. Genellikle
dissemine kandidozun bir komplikasyonu olarak ortaya c¢ikar. Diger risk faktorleri
lomber ponksiyon, ventrikiilo-peritoneal sant ve nadiren bakteriyel menenjitin
komplikasyonudur. En sik goriilen sekli menenjittir, mikotik anevrizma ve beyin
apseleri de goriilebilir. Semptom ve bulgular, klasik menenjit tablosuna gore daha
silik ve kronik seyreder, mortalitesi yiiksektir (1, 48).

Diger nadir bir tutulum Candida nedenli pnomonidir, iki sekilde goriiliir;
enfekte sekresyonlarin aspirasyonu ile endobronsiyal yerlesim sonucu gelisen lokal
veya diffiiz bronkopnémoni ve hematojen kaynakli, yaygin, ince nodilli
infiltratlardir. Diger formlar1 daha nadirdir. Fungal endokarditlerin en sik etkeni
Candida’lardir, perikard, miyokard ve endokardda enfeksiyon olusturabilirler. Kalp
cerrahisi, protez kalp kapaklari, santral venoz kateterler intravendz ila¢ kullanimu,
bakteriyel endokardit ve kalp kapagi yapisal bozukluklari 6nemli risk faktorleri
arasinda sayilabilir (1).

Candida nedenli peritonit siklikla iki hasta grubunu etkilemektedir; kronik
peritoneal diyaliz hastalar1 ile karaciger ya da pankreas transplant hastalar1 ve
pankreatit ya da gastrointestinal perforasyon nedenli cerrahi miidahale gecirmis
hastalardir. Peritoneal diyaliz hastalarindaki fungal peritonitlerin yaklasik %75’inde
etken Candida’lardir.

C.albicans endojen oftalmitlerin en sik nedenlerindendir. Ayrica ekzojen
oftalmit, keratit gibi enfeksiyonlara da neden olabilir. Genellikle sistemik bir hastalik
varliginda (diyabet, immiinsiipresyon) ortaya ¢ikar. Kandidemi, cerrahi, lokal steroit
ya da antibakteriyel ajan kullanimi, géz anomalileri ve intravendz kateterler
enfeksiyona zemin hazirlayan risk faktorleridir (49). Kemik ve yumusak doku
enfeksiyonlar1 olduk¢a nadir goriilen enfeksiyonlardir ve genellikle kandideminin
ge¢ komplikasyonu olarak ortaya ¢ikarlar. Vertebra ve intervertebral diskler, el
bilegi, femur, proksimal humerus, skapula ve kaburgalarin kostakondral birlesim
yerlerini tutabilir. Tan1 ve tedavi giictiir (1).

Hepatosplenik kandidoz (kronik dissemine kandidoz), akut 16semi tedavisi

goren hastalarda ya da uzun siire ndtropenik kalan kemik iligi transplant alicilarinda
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goriilen dissemine Candida enfeksiyonudur. Hastalarda ¢oklu karaciger ve dalak

apseleri mevcut olup morbidite ve mortalitesi yiiksektir (50).

2.3. Candida Enfeksiyonlarinin Tanisi
Candida enfeksiyonlarinin tanisinda ilk adim bu etkenden siiphelenmektir.

Laboratuvar tanida standart yaklagim;

» Klinik 6rneklerin direkt mikroskopik incelemesi,

» Kan, viicut sivilari, dokular ve diger orneklerden kiiltiir ile etkenin

izolasyonu,
» Etkenin tiir seviyesinde tanimlanmasi,
» Dokudaki Candida tiirii ile morfolojik benzerligin kanitlanmasina

dayanmaktadir

2.3.1. Orneklerin Alinmasi ve Tasinmasi

Candida enfeksiyonu siiphesi varliginda 6rneklerin alinmasi ve laboratuvara
ulastirilmas1 esnasinda 6zel islemlere gerek yoktur. Ornekler alindiktan sonra en geg
iki saat icinde laboratuvara ulastirilmali, sivi 6rnekler miimkiin olan en kisa siirede
isleme alinmali, doku ve siirlintii 6rneklerinin kurumasina izin verilmemelidir. Kisa
siirede isleme alinamayacak steril ornekler 37 °C’de, normal flora ile kontamine

olma olasilig1 yiiksek olan 6rnekler ise +4 °C’de saklanmalidir (14, 51).

2.3.2. Mikroskopik Inceleme

Candida enfeksiyonlariin tanisinda, ilk adim mikroskopik incelemedir ve
orneklerin Gram, metilen mavisi veya kalkoflor beyazi ile boyanarak incelenmesinde
tomurcuklanan maya hiicreleri, hif ya da yalanci hiflerin goriilmesi tanida degerlidir.
Cilt, tirnak gibi keratinize ya da epitelial doku 6rnekleri %10-30 KOH ile muamele
edilerek incelenmelidir. Beyin omurilik sivisi, idrar, bronkoalveoler lavaj gibi sivi
orneklerde maya hiicreleri yogun olmayacagindan, santrifiij isleminden sonra Gram
boyanarak incelenmesi ayrica balgam Orneklerinde miisini pargalamak amaci ile

ornegin homojenize edilmesi duyarlilig: arttirmaktadir (2, 51).

2.3.3. Kiiltiir
Etkenin izolasyonu i¢in tiim Orneklerin kiiltiir incelemesi yapilmalidir. Bu,

gerektiginde antifungal duyarlilik testlerinin yapilabilmesi ve epidemiyolojik
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caligmalar i¢in onemlidir (13). Yiizeyel enfeksiyonlarin mikroskopik incelemesinde
mikroorganizmanin goriilmesinin ardindan kiiltiir pozitifligi taniy1 kesinlestirir (1).
Invaziv Candida enfeksiyonlarmin tamisinda da kiiltiir nemli rol oynar. Pozitif bir
kan kiiltiirii sistemik bir enfeksiyonu ya da kontamine intravendz girisimlere baglh
gecici bir kandidemiyi yansitabilir. Ancak solunum veya sindirim sisteminden elde
edilen pozitif bir kiiltiir kolonizasyon da olabileceginden, balgam ya da gaita
orneginden izolasyon tek basina tani i¢in yeterli degildir. Bu nedenle steril bolge
ornekleri (biyopsi ya da bronkoskopik ornekler) elde edilmeli ve sonuglar klinik
bulgularla birlikte degerlendirilmelidir (2, 13, 51).

Candida’lar, genellikle mikrobiyoloji laboratuvarlarinda rutin kullanilan
besiyerlerinde kolaylikla iireyebilirler. SDA, icerdigi yliksek seker konsantrasyonu
nedeniyle, bakterilerin liremelerini baskilarken, Candida’lar ve diger mantarlarin
tiremesini kolaylagtirmaktadir. Mantar enfeksiyonu agisindan slipheli 6rnekler SDA
besiyerine inokiile edilerek oda 1s1s1 (22-26 °C) ve 37 °C’de inkiibe edilirler. Maya
kolonileri 24-48 saatte belirgin hale gelir. Dissemine kandidoz ve kandidemi
diistintildiiglinde mutlaka kan kiiltiirii yapilmalidir. Ancak bu durumda kan kiiltiirii
pozitifligi ¢cok diisiik oldugundan birka¢ kez tekrarlanmalidir. Pozitiflik oranin1 ve
tireme hizini arttirmak i¢in lizis santrifiigasyon teknikleri ve siirekli monitorizasyon
yapan otomatize sistemler gelistirilmistir. Invaziv fungal enfeksiyon tanisinda klinik
orneklerin mikroskobik incelenmesi ve kiiltiirii hala altin standart yontemler olmakla
birlikte, bunlarin duyarhilik ve 6zgilliigii genellikle yetersizdir ancak fungal yiikiin

ylukseldigi, enfeksiyonun ileri evrelerinde pozitiflesmektedirler (52).

2.3.4. Serolojik Yontemler

Invaziv Candida enfeksiyonlarmin erken tanisi, nonspesifik klinik semptom
ve bulgular nedeniyle oldukca zordur. Ayrica siklikla negatif sonu¢lanan ya da geg
pozitiflesen kan kiiltiirii gibi geleneksel yontemler hastaligin tanisinda ¢ogu zaman
yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle Candida enfeksiyonlariin hizli tanisina yonelik
birkac¢ serolojik test gelistirilmigtir. Kiiltiir dis1 tani testleri iginde en ilgi ¢ekeni
konak yanitint 6lgen testlerdir. Cilinkii uygulamasi kolaydir ve o6rnek eldesi igin
invaziv islemler gerekmez. Ancak bu yontemler invaziv kandidozda nadiren
kullanilirlar. Cilinkii enfekte olmayan hastalarda kolonizasyona bagli yanitlar, immiin

diigkiin hastalarda yetersiz antikor yanit1 gibi nedenlerle antikor tarama testlerinin
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performansi kotiidiir (53, 54). Ancak molekiiler tekniklerle gelistirilen rekombinant
antijenlerin bu sorunlar1 ¢ozebilecegi yoniinde caligmalar mevcuttur (54).

Mannan, Candida hiicre duvarinda bulunan ii¢ Onemli polisakkarit
bileseninden (beta glukan, kitin, mannan) biridir, enfeksiyon sirasinda dolasima
gecer ve serolojik yaniti olusturan en onemli Candida antijenidir (55). Kanda
mannan antijenlerini tespit etmek {izere iki ticari test gelistirilmistir; Pastorex
Candida latex aglutinasyon test (Bio-Rad) ve Platelia Candida antijen test (double-
sandwich enzyme immunoassay) (Bio-Rad). Bu iki testin ozgiilliikkleri benzer
olmakla birlikte (%100 ve %98), ikincisi daha duyarli bulunmustur (%28 ve %40).
Mannan antijeni kandan hizla uzaklastirildigl icin, 6zellikle tek serum Ornegi ile
testin duyarliligir azalmaktadir (56). Bu nedenle testin duyarliligini arttirmak i¢in
hastalardan sik kan 6rnegi alinmasi gerekmektedir. Yiiksek riskli hastalarda antikor
testleri ile birlikte yapildiginda duyarlilik ve 6zgiilliigiin tek basina yapildigindan
daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (57, 58). Ancak Candida mannan antijenin
serumda yar1 Omriliniin kisa olmasi, enfeksiyon olmaksizin kolonizasyon
durumlarinda da pozitif reaksiyon vermesi ve enfeksiyonun ancak gec¢ evrelerinde
saptanabilmesi gibi dezavantajlar1 nedeni ile testin yarari sinirhidir. Antijen tespiti
invaziv mikozlu hastalarin tanis1 ve takibinde Onemli bir ara¢ olmakla birlikte
sonuclar konak risk faktorleri, klinik semptom ve bulgular1 ve radyolojik bulgularla
birlikte degerlendirilmelidir.

1,3-B-D-glukanlar (BG) “at nali yengeci” koagiilasyon kaskadinin faktér G’si
(serin proteaz zimojen) ile reaksiyona giren bir fungal hiicre duvarn bilesenidir ve bu
reaksiyondan yola ¢ikilarak BG antijenemi testi gelistirilmistir (59). BG panfungal
(zigomigetler ve kriptokok hari¢) bir testtir ve tiirler arasinda ayirim
yapamamaktadir. Aspergillozis, fusariyozis, kandidoz ve trikosporonoz gibi invaziv
fungal enfeksiyonlarin tamisinda kullanilabildigi ve enfeksiyonu klinik tanidan
ortalama 10 gilin Once yiiksek bir duyarlilik (%97) ve ozgiilliikle (%93) saptadigi
bildirilmektedir (60). BG saptanmasinda FDA tarafindan onaylanmis, Avrupa ve
Amerika’da kullanilmakta olan ticari bir test bulunmaktadir (Fungitell Assay). BG
antijenemi testinde, 6zellikle gram pozitif bakterilere bagli, yiiksek yalanci pozitiflik,
buna bagh diisiik 6zgiilliik oranlart bildirilmektedir (61). Bunun yaninda, fungal

kolonizasyonun BG konsantrasyonunu 20 pg/ml’den daha fazla arttirmadigi ve CAS
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ya da itrakonazol ile antifungal profilaksinin test performansini etkilemedigi

gosterilmistir (60, 62).

2.3.5. Fungal Metabolitlerin Saptanmasi

Enfekte konagin viicut sivilarinda bulunabilen mikrobiyal metabolitlerin
saptanmast enfeksiyon hastaliklarinin tanisinda bir bagka yaklagim olabilir. D-
arabinitol (DA) C.albicans, C.tropicalis, C.parapsilosis, C.pseudotropicalis
tarafindan  kiiltirde biiyilk miktarlarda ftretilirken, C.glabrata, C.krusei,
Cryptococcus neoformans’da gosterilememistir (63). DA ve L-arabinitol (LA)
normal insan serumunda endojen olarak bulunmakla birlikte, serum DA
konsantrasyonu ve DA/kreatin oranmi ve idrar DA/LA orami invaziv Candida
enfeksiyonlarinda, enfekte olmayan ya da kolonize bireylerdekinden daha yiiksek
bulunmustur. Ancak bunu duyarli bir sekilde saptayacak herhangi bir ticari sistem

bulunmamaktadir (64).

2.3.6. Spesifik Niikleik Asitlerin Saptanmasi

Fungal enfeksiyonlarin artan sikligi ve tanisindaki yetersizlik, dikkatleri
invaziv fungal enfeksiyonlarin molekiiler yontemler kullanilarak hizli ve etkili
tanisina ¢evirmistir. Panfungal ve fungus 6zgiil PCR (Polymerase Chain Reaction)
testleri invaziv fungal enfeksiyonlarin tanisinda degerlendirilmis ve {imit verici
sonuclar alinmis olmakla birlikte, heniiz standardize edilememistir ve ticari olarak
gelistirilmis bir molekiiler tan1 sistemi bulunmamaktadir (65, 66). DNA tespitine
dayal1 yontemlerin rutin laboratuvara adaptasyonu dncesinde fungal DNA eldesi i¢in
en uygun ekstraksiyon yontemi, uygun DNA hedefi ve uygun molekiiler yontem
belirlenmis olmalidir.

Fungal DNA elde edilmesinde alti farkli yontemin degerlendirildigi bir
calismada C.albicans i¢in hiicre duvarinin enzimatik lizisi, A.fumigatus i¢in ise
mekanik ajitasyon en iyi sonucu vermis ve tiim mantar tiirleri i¢in uygun tek bir
ekstraksiyon yontemi bulunmadii sonucuna varilmistir (67). Son zamanlara
Whatman FTA mikrokart teknolojisi ile fungal kiiltlirlerden (hem kiif hem de maya)
DNA ekstraksiyonunun daha etkili, daha pratik ve daha kisa siirede yapilabildigi
bildirilmekle birlikte, klinik 6rneklerden fungal DNA elde edilmesinde kullanildigina

dair bir caligmaya ulasilamamaistir (68).
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Hedef olarak genellikle DNA tercih edilir, ¢linkii RNA ile karsilastirildiginda
nispeten daha stabildir ve ekstraksiyonu daha kolaydir. Son yillarda ribozomal DNA
gen bolgesi (18S geni, 5.8S geni, 28S geni ve internal transcribed spacer 1 ve 2
bolgeleri) iimit veren bir hedef olarak goriilmektedir (69). Fungal enfeksiyonlarin
taranmasinda tiim fungal tiirler arasinda biiyiikk oranda korunmus sekanslar
kullanilabilirken, degisken sekanslar tiir tanimlamas1 i¢in Onerilmektedir. Invaziv
kandidoz tanisinda iki antijen saptama yontemi ile molekiiler yontemler
karsilastirildiginda, 6zgilliikler her {i¢ test icin de oldukga yiiksek (>%97) oldugu
halde, Candida PCR her iki antijen testinden daha duyarli (%95) bulunmustur (70).

Genellikle yiiksek performans bildiren yayinlara ragmen, invaziv fungal
enfeksiyonlarin tanisinda molekiiler yontemler klinik kullanima girememistir. Ayrica
bu enfeksiyonlarin erken tanisinda kiiltiir yontemleri {izerine tatmin edici bir
Ustiinliigii de gozlenmemistir. Molekiiler tani yontemleri kolonize ve enfekte
bireyleri ayiramadigi gibi, yanls pozitif sonuglar invaziv kandidoz ig¢in %31 ve
invaziv aspergilloz i¢in %8-38 olarak bildirilmektedir (63).

Mantar enfeksiyonlarin molekiiler tanisindaki kisitlamalarin yaninda, klinik
mantar izolatlarinin tanimlanmasina yonelik, DNA dizi analizina dayali birkag ticari
sistem bulunmaktadir; MicroSEQ D2 LSU rDNA Fungal Identification Kit (Applied
Biosystem), LCD-Array Kit Fungi 2.1 (Chipron), Myco/Seq (Carpegen).

2.4. Candida Enfeksiyonlarinin Tedavisi

Ozellikle dissemine Candida enfeksiyonlarmin tedavisi giictiir. Ciinkii bu
enfeksiyonlarda tedavi alternatifleri smirhidir ve mevcut antifungallerin bir¢ogu
onemli yan etkilere sahiptir. Antifungal ilaglarin hedefi genellikle fungal hiicre
membran sterolii ya da hiicre duvaridir. Simdilerde klinik kullanimda olan sistemik
etkili antifungal ilaglar 3 ana grupta yer almaktadir; polyenler, azoller ve

ekinokandinler (71).

2.4.1. Polyenler

Bu grupta amfoterisin B (AMB) ve nistatin yer almaktadir. AMB ve lipit
formiilasyonlar1 sistemik fungal enfeksiyonlarin tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Nistatin ise topikal bir antifungaldir ve sistemik kullanim igin

gelistirilmis bir lipit formiilasyonu arastirma asamasinda kalmistir (72).
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AMB hidrofilik bir polihidroksil zinciri ve lipofilik bir polyen hidrokarbon
zincirine sahip amfoterik bir bilesiktir. Suda iyi ¢oziinmez. Ticari olarak bulunan
parenteral formiilasyonu AMB deoksikolattir (73). Siddetli sistemik enfeksiyonlarda
en etkili antifungal ila¢ olmasina ragmen terapdtik araliginin dar olmasi klinik
kullantmin1 sinirlamaktadir (13, 71, 73). Bu nedenle AMB lipit kompleks, AMB
kolloidal dispersiyon ve lipozomal AMB gibi lipit formiilasyonlar1 gelistirilmistir ve
bunlarin bobrekteki konsantrasyonlart nefrotoksik AMB deoksikolattan daha
diistiktiir (13, 73, 74).

AMB ve diger polyenler fungusidal etkilidir ve primer olarak fungal hiicre
membraninin esas sterolii olan ergosterole baglanarak etki gdosterirler (13, 71-73).
Memeli hiicresindeki temel sterol olan kolesterole diisiik afinitesi, ilacin se¢ici toksik
etkisini belirlemektedir (75). Bu baglanma sonucunda mantar hiicresinin membran
gecirgenligi artar ve bunu hiicre i¢i potasyum, magnezyum, sekerler ve
metabolitlerin kaybi takip eder. Sonugta hiicre canliligini kaybeder. AMB’nin ilave
bir etki mekanizmasi da oksidatif mekanizmalarla direkt membran harabiyetine
neden olmasidir (72).

AMB genis bir etki spektrumuna sahiptir; Candida, Cryptococcus
neoformans, Aspergillus spp., zigomigetesler ve endemik dimorfik patojenlere
(Blastomyces dermatitidis, Coccidioides immitis, Histoplasma capsulatum,
Paracoccidioides brasiliensis ve Penicillum marneffei) etkilidir. Bununla birlikte,
Aspergillus terreus, Fusarium spp., Pseudallescheria boydii, Scedosporium
prolificans, Trichosporon spp. ve bazi dematiyeséz (esmer) mantarlarin AMB’ye
direngli oldugu bildirilmektedir (72, 76). Ayrica C.guilliermondii, C.glabrata,
C.krusei, C.lusitaniae ve C.rugosa’nin bazi izolatlar1 arasinda AMB’ye azalmis
duyarhilik bildirilmistir (72).

AMB, c¢esitli organlara genis olarak yayilir ve en yiiksek konsantrasyona
karaciger, dalak, bobrek ve akcigerlerde ulasir (72-74). Beyin omurilik sivisina gegisi
az olmakla birlikte, MSS fungal enfeksiyonlarinda etkili bulunmustur (72).

Lipit AMB formiilasyonlar1 kolay tolere edilebilirlikleri ve enfeksiyon
alanina daha fazla yayilmalari nedeniyle in vivo yiiksek etkinlige sahiptirler. Bunlar
esas olarak renal fonksiyonu bozuk ya da AMB deoksikolati tolere edemeyen
hastalarda endikedir. En 6nemli yan etkisi nefrotoksisitedir. Lipit formiilasyonlarin,

basta nefrotoksisite olmak tizere yan etkileri dnemli oranda azalmistir (72, 73).
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AMB infilizyon sirasinda ya da sonrasinda ortaya ¢ikabilen ciddi yan etkilere
sahiptir. Infiizyon sirasinda ortaya c¢ikan akut reaksiyonlar interldkin ve
prostaglandinlerin salinmasina bagli ates, titreme, miyalji, hipo/hipertansiyon,
tasikardi ve bronkospazmdir. Daha ge¢ ortaya ¢ikan reaksiyonlar hastanin duyarlilig
ve altta yatan hastaligi ile ilgili olarak, siklikla nefrotoksisite ve anemidir. Lipit

formiilasyonlarin avantaji bu nefrotoksik yan etkiyi anlamli oranda azaltmasidir (72).

2.4.2. Azoller

Azol grubu antifungaller kimyasal yapilarmma gore iki gruba ayrilirlar;
imidazoller (azol halkasinda iki nitrojen bulunur; ketokonazol, mikonazol,
klotrimazol ve ekonazol) ve triazoller (azol halkasinda {ii¢ nitrojen bulunur).
Imidazoller iginde sadece ketokonazol sistemik etkiye sahiptir. FLU, itrakonazol,
vorikonazol (VOR) ve posakonazolii igeren triazollerin hepsi sistemik etkiye sahiptir,
ayrica bu grupta yer alan ravukonazol, isavukonazol ve albakonazol heniiz arastirma
asamasindadir (71, 72, 74).

Azol grubu, en yaygin kullanilan antifungal ajanlardir ve fungal sitokrom P-
450 bagimhi enzim 14-a-demetilazi inhibe ederek etki gosterirler. Bu enzim
lanosteroliin ergosterole doniisiimiinii sagladigindan, inhibisyonuyla fungal hiicre
membrani1 sentezi bozulur. Bdylece fungal lireme engellenir (fungustatik) ya da
fungal hiicre 6liimii (fungusidal) gerceklesir. Genellikle azoller, Candida spp. ve
Cryptococcus neoformans gibi mayalara fungustatik etki gostermekteyken,
itrakonazol, VOR, posakonazol ve ravukonazoliin Aspergillus tiirlerine karsi
fungusidal etkili oldugu bildirilmektedir (72).

VOR yeni bir triazol antifungaldir ve oldukca genis bir etki spektrumuna
sahiptir; Candida spp., Cryptococcus neoformans, Trichosporon spp. gibi maya
mantarlarina; Aspergillus spp., Fusarium spp. ve dematiyeséz etkenler gibi
filamant6z mantarlara; ve endemik dimorfik patojenlere etkili oldugu
bildirilmektedir (72, 76). Ayrica dogal FLU direncine sahip oldugu bilinen C.krusei
ve FLU’e azalmis duyarliligindan s6z edilen C.glabrata’ya karsi da etkilidir. VOR
Zygomycetes’e etkisiz, bunun yaninda Aspergillus terreus ve Pseudallescheria boydii
gibi AMB’ye direncgli mantarlara kars1 etkilidir (72).

VOR’lin hem oral hem de parenteral formlari mevcuttur ve oral

biyoyararlanimi oldukc¢a yiiksektir (>%90) (72, 76). MSS ve diger tim dokulara
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penetrasyonu iyidir. Maya mantarlaria fungustatik, Aspergillus tiirlerine fungusidal
etkilidir. VOR tedavisi i¢in primer endikasyon invaziv aspergillozdur ve invaziv
aspergilloz tedavisinde AMB’den daha etkili bulunmustur (77).

VOR genellikle iyi tolere edilir, en sik yan etkisi gecici gorme bozuklugudur
ve hastalarin yaklasik %30’unda goriiliir (78). Nadiren tedavinin kesilmesini
gerektirir. Bunun disinda cilt reaksiyonlari, anormal karaciger fonksiyon testleri,
haliisinasyonlar ya da konfiizyon gibi yan etkiler de gdzlenebilir (72, 76). Hepatik P-

450 sistemi ile metabolize olan diger ilaglarla etkilesimi siktir (72).

2.4.3. Ekinokandinler

Ekinokandinler farkli bir yoldan etki gdsteren yeni bir antifungal grubudur.
Bilinen diger antifungallarden farkli bir mekanizmayla, fungal hiicre duvarinin
onemli bir yap1 tast olan 1,3-B-glucan sentezini inhibe ederek etki gosteren yari-
sentetik lipopeptidlerdir (79, 80). BG sentezinin inhibisyonu hem fungustatik hem de
fungusidal etkiyi ortaya cikarabilir; hiicre duvar sentezinin engellenmesi fungal
liremeyi azaltarak fungustatik etki gosterirken, duvar biitiinliiglinde ortaya cikan
degisiklikler hiicre i¢i osmotik basinca mekanik direncin yetersizligine neden olarak
fungal hiicre olimiine yol agmaktadir (79). Candida tiirlerine karsi1 fungusidal,
Aspergillus tiirlerine karsi ise fungustatik etki sergilemektedirler. Memeli hiicresinde
BG bulunmadigindan, mantarlar i¢in oldukg¢a secici bir toksik etkiye sahiptir (80).
Cesitli mantar enfeksiyonlarinin dnlenmesi veya tedavisi i¢in kabul gérmiis olan {i¢
ekinokandin, anidulafungin, kaspofungin (CAS) ve mikafungindir (71-73, 80).

Ekinokandinler glukan sentezi {izerinden etki gosterdikleri ig¢in, etki
spektrumlart duvar yapisinda BG bulunan mantarlarla sinirlidir. Bu nedenle Candida
ve Aspergillus tiirlerine etkili, dematiyesdz ve endemik dimorfik mantarlara degisken
aktiviteye sahiptirler. Cryptococcus neoformans, Trichosporon spp., Fusarium spp.
ve diger hiyalen kiifler ile Zygomycetes sinifi mantarlara etkisizdirler (71-73).

CAS mukozal ve sistemik kandidoz tedavisinde geleneksel AMB kadar
etkilidir (71). Oral biyoyararlanimi1 kotiidiir, bu nedenle parenteral formlari
mevcuttur (73, 76). Biitiin biiyiik organlara yayilir, doku penetrasyonu oldukca iyi
oldugu halde beyin omurilik sivisina gegisi diisiiktiir (71, 72). CAS uzun bir

yarilanma 6mriine sahip oldugundan giinde tek doz kullanimi 6nerilmektedir (71).
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Ekinokandinler, fungal hiicre duvarina 6zgiil bir etkiye sahip olduklarindan
toksik etkileri nadirdir ve iyi tolere edilirler. Simdiye kadar ciddi bir yan etki
bildirilmemistir. Tedavi sirasinda ates, bulanti, kusma, dokiintii ve infiizyona bagh

yan etkiler goriilebilmektedir.

2.4.4. Antifungal Kombinasyonlar

Mortalitesi yiiksek firsat¢i fungal enfeksiyonlarin sikligindaki artis, tedavide
farkli hedeflere etkili yeni antifungallerin gelistirilmesine ve bunlarin
kombinasyonlarinin arastirilmasina yénelik calismalari tesvik etmistir. Ozellikle
tedavisi daha giic olan kiif enfeksiyonlarinda antifungal ajanlarin tek baglarina
agresif kullanimlarinin yani sira, bunlarin kombine kullanimlar1 da yogun ilgi odagi
haline gelmistir. Kombinasyon tedavisindeki gercek amag, monoterapi ile elde
edilenden daha iyi bir klinik sonug saglayabilmektir (72). Ozetle, daha etkili ve genis
bir spektrum saglamak, tek ilag tedavisi ile saglanandan daha giiglii bir etki
olusturmak, giivenilirligi arttirmak, ilacin tolere edilmesini kolaylastirmak ve direngli
mikroorganizmalarin sayisini1 azaltmaktir (5, 81). Bununla birlikte, antifungal
kombinasyon tedavisi ile fungal 6ldiirme ve klinik etkinligin azalabilecegi, ilag
etkilesimleri ve toksisite potansiyelinin artabilecegi ve ilag maliyetlerinin ciddi
boyutlara ulasabilecegi de unutulmamalidir. Bu nedenle, kombine antifungal tedavi
hakkindaki veriler dikkatle degerlendirilmeli, giiniimiiz kosullarinda standart bir
yaklasim olarak goriilmemelidir (82).

Kombinasyonda, ilaglar tek basina kullanildiginda elde edilenden belirgin
oranda daha iyi sonuglar alindiginda sinerjik etkilesimden, aksine tek basina
kullanildiklarinda elde edilene goére daha disiik aktivite saptandiginda
antagonizmadan soz edilebilir. Etkili bir kombinasyon tedavisi olusumunda birkag
mekanizma diistiniilmektedir. i) Ayni biyokimyasal yolun farkli evrelerinin
inhibisyonu. Bir azol ile terbinafinin kombinasyonu buna 6rnek gosterilebilir. Her iki
ajan da sterol sentezinde farkli noktalara etki gostermektedir. ii) Kombinasyondaki
iki ajandan biri hiicre duvar1 ya da membraninin gegirgenligini arttirarak, digerinin
hiicre i¢ine girisini kolaylastirabilir. Bu etkiye klasik bir rnek AMB ve flusitozindir,
AMB hiicre membran harabiyeti yaparak hiicre icinde etki gosteren flusitozinin
girisini  kolaylastirmaktadir. 1iii) Bir ajanin hiicre disina transportunun digeri

tarafindan engellenmesi. Bir¢ok mantarda bulunan eflux (geri atim) pompasi,
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antifungalin toksik etkisinden korunmak icin, etkili bir sekilde antifungali hiicre
disina pompalamaktadir. Reserpin gibi ajanlarla bu pompalarin inhibisyonunun azol
antifungallerin etkinligini arttirdig1 gosterilmistir. iv) Farkli hedeflerin es zamanh
inhibisyonu. CAS gibi bir ajanla hiicre duvari sentezinin inhibisyonunun, AMB ya da
azoller ile hiicre membran harabiyeti ile birlestirilmesi bu tip kombinasyon i¢in 6rnek
gosterilebilir (72, 82, 83).

Benzer sekilde antifungal antagonizma icin de farkli mekanizmalar soz
konusudur: 1) Ayni hedefe etkili iki ilacin yarismali olarak birbirinin etkisini
azaltmasi (azoller ve AMB). ii) ilaglardan birinin digerinin hedef bolgesinde
degisiklige neden olmasi. Azol antifungaller ergosterol sentezini inhibe ederek
AMB’nin daha az baglanabildigi metil sterol birikimine neden olabilirler. iii) bir
ajanin digerinin hedef bdlgesini bloke etmesi. Itrakonazol gibi lipofilik ajanlar fungal
hiicre yiizeyine tutunabilir ve AMB’nin membran sterollerine baglanmasini
engelleyebilir (83).

Antimikrobiyal kombinasyonlar siklikla septisemik ya da ciddi hastalig
bulunan hastalarda ampirik olarak genis spektrumlu etkiyi saglamak icin tercih
edilirler. Daha az siklikla da, antimikrobiyallerin Onerilen dozlarina direngli bir
patojen saptandiginda ve tek ilagla tedaviye cevap alinamadiginda giindeme
gelmektedir. Ilaclarin kombine edilerek tedavide kullanilmasi tedavi siiresini
kisaltabilir ve direng gelisimini dnleyebilir (5).

Klinik olarak antifungal kombinasyon tedavisinin yarari kanitlanmis tek
fungal enfeksiyon kriptokok menenjitidir; AMB’ye flusitozinin eklenmesi ile daha
yiiksek 1iyilesme oranlart ve daha hizli beyin omurilik sivisi sterilizasyonu
saglanmaktadir. Ayrica diger bazi fungal enfeksiyonlarda da antifungal
kombinasyonlar ile basarili sonuglar alindigina dair yaymlar bulunmaktadir (84, 85,
86). Invaziv Candida enfeksiyonlarinda genellikle tek bir antifungal ajanla yeterli
sonu¢ almabilmektedir. Ancak menenjit, endokardit, hepatosplenik enfeksiyon,
tekrarlayict ya da direngli Candida enfeksiyonlari gibi bazi 6zel durumlarda
kombinasyon tedavileri gerekli olabilir.

C.krusei dogal FLU direnci nedeniyle ¢oklu ilag direnci bilinen bir fungal
patojendir ve hem flusitozin hem de AMB duyarliliginin azaldigini bildiren yayinlar
bulunmaktadir. FLU ya da AMB almakta olan hastalar arasinda C.krusei nedenli

salginlar bildirilmis ve yiiksek doz AMB ile daha iyi klinik yanit saglandigi
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gosterilmistir (87). Bu durumda C.krusei izolatlarinin hem AMB’ye hem de CAS ve
VOR gibi daha yeni antifungallere ve antifungal kombinasyonlara yanitinin
degerlendirilmesi 6nem kazanmaktadir.

Simdilerde antifungal kombinasyon tedavileri oldukga ilgi ¢ekici bir konudur,
ancak onlarin yararli oldugunu gosteren veriler sinirlidir. Bu nedenle antifungal
kombinasyonlarin yararin1 degerlendiren klinik ve deneysel caligmalara ihtiyag

bulunmaktadir.

2.4.5. Farmakodinamik Ozellikler

Antifungal farmakokinetik-farmakodinamik 6zellikler invaziv fungal
enfeksiyonlarin tedavisinde ila¢ se¢iminde Onemli rol oynamaktadir (88).
Farmakokinetik ¢alismalar emilim, dagilim, metabolizma ve atilma gibi ilac ile
konak arasindaki iligkileri kapsamaktadir. Antimikrobiyal farmakodinamik
calismalar1 ise ila¢ farmakokinetikleri, in vitro duyarlilik ve tedavi etkinligi
arasindaki baglantty1 anlamay1 saglamaktadir. Farmakokinetik-farmakodinamik
aragtirmalart en uygun antifungal doz rejimlerinin saptanmasinda ve in vitro
duyarlilik  smir  degerlerin  belirlenmesinde  degerlidir  (89).  Antifungal
farmakodinamik 6zellikler klinisyenin en etkili ilac1 se¢ebilmesine imkan saglar, 6zel
bir patojen ve enfeksiyon bdlgesi i¢in tedavide en etkili ve giivenli doz ve intervalin
belirlenmesinde rehber olusturur. ilag endiistrisi igin farmakokinetik-farmakodinamik
calismalar, gelistirilen bilesigin muhtemel basarisi igin bir 6ngdrii saglar ve klinik
calismalarda doz rejimlerinin tasarlanmasinda rehberlik edebilir (89).

Antifungallerin farmakodinamik iliskileri time-kill (zamana bagli 61diirme =
Olim zamani), kolorimetrik hiicre canlilik testleri gibi in vitro testlerden elde
edilmekte ve farmakokinetik Ol¢iimleri de iceren hayvan enfeksiyon modelleri ve
insan enfeksiyonlarindan saptanmaktadir. ilk adimda, antifungallerin klinik izolatlara
kars1 konsantrasyon-etki oOzelliklerinin belirlenmesi i¢in in vitro calismalar
yapilmaktadir. Minimum inhibitér konsantrasyon (MIK) ya da MiK’in biraz
tizerindeki konsantrasyon seviyelerinde en biiyilk etkiyi sergileyen dik bir
konsantrasyon-yanit egrisine sahip ilaglar i¢in genellikle konsantrasyondan bagimsiz
(concentration-independent) aktiviteden s6z edilmektedir. Tersine, MIK {izerindeki

konsantrasyonlarda antifungal aktivitede artig gosteren, nispeten daha genis bir
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konsantrasyon-yanit egrisine sahip antifungaller i¢in genel olarak konsantrasyon
ilsikili (concentration-dependent) farmakodinamik aktiviteden s6z edilmektedir (88).

Bazi ilaglar i¢in, baslangictaki bir ilag maruziyetinin ardindan uzamis bir
tireme inhibisyon periyodu bulunmaktadir, bu periyod “postantifungal etki (PAFE)”
olarak isimlendirilir (89). PAFE klinik olarak antifungal ajanlarin doz rejimlerinin
diizenlenmesi ile iliskilidir. Uzun bir PAFE’ye sahip olan ilaglar daha az siklikla
verilebilmekteyken, PAFE’si kisa antifungallerin daha sik araliklarla verilmesi
gerekebilmektedir (90).

Triazoller, polyenler, flusitozin ve ekinokandinlerin Candida tiirlerine karsi
farmakodinamik aktivitelerini belirlemede birgok in vitro, hayvan ve klinik
calismalarin yardimi olmustur. Tek bir antifungalin farmakodinamik o6zelliklerini
belirlemek i¢in kullanilmis olan ilkeler, kombinasyon tedavileri ile ilgili daha
karmagik iliskileri degerlendirmek i¢in de kullanilmaya baslanmistir (89).

Mevcut triazol antifungallerin tiimii ile Candida spp. i¢in in vivo ve in vitro
farmakodinamik caligmalar yapilmistir. Bu ¢aligmalar, triazollerin 1-2x MIK
konsantrasyonlarinda Candida tiremesini en fazla inhibe ettigini ve ilacin
uzaklagtirllmasindan hemen sonra tekrar iireyebildigini gostermistir. Ancak in vivo
konsantrasyon iligkili uzamis PAFE gozlenmistir (88, 89). Yakin zamanda
gelistirilmis bir triazol olan VOR ile ilgili farmakodinamik veriler sinirlidir (91).

Cesitli maya ve kiif mantarlari ile yapilan time-kill galismalarinda, AMB’nin
2-10 kat MIK seviyelerinde konsantrasyon iliskili fungusidal etki gosterdigi ve ilacin
uzaklastirilmasina ragmen kalic1 ve uzams PAFE sergiledigi gosterilmistir. In vivo
caligmalarda da birkag Candida tiirine karsi AMB ve lipit preparatlarinin
konsantrasyon artis1 ile fungusidal etki hizi ve genisliginin arttigi ve maksimum
etkinin 4-10x MIK konsantrasyonlarinda gozlendigi bildirilmistir (88, 89, 91).
Benzer sekilde ekinokandinler de doz iliskili fungusidal etki ve uzamis PAFE

gostermektedir ve in vivo ¢alismalarla bu veriler dogrulanmistir (89).

2.4.6. Antifungal Ilaclara Direng

Son yillarda yaygin antifungal ila¢g kullanimi ile birlikte antifungal direng
sorunu da giindeme gelmeye baslamistir. AMB direncininin genellikle membran
sterollerindeki degisiklikle ve siklikla da ergosterolde azalmayla iligkili oldugu;

sonugta AMB’nin membrana baglanmasinda azalma meydana geldigi
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bildirilmektedir (33). Azol direncinde ise bir¢ok mekanizmadan bahsedilmektedir; 1)
azollerin hiicre i¢ine alinmasinin azalmasi ya da ilag pompa sistemleri ile disari
atilmasinda artma sonucu hiicre ici ilag konsantrasyonunun azalmasi, ii) 14-o-
demetilaz enzim sentezinin artmasi sonucu ilacin yetersiz kalmasi ya da bu enzimde
yapisal degisiklik sonucu ilag baglanmasinin bozulmasi, iii) ergosterol sentez
basamaklarinda meydana gelen degisiklikle, 14-a-demetilaz Oncesinde biyosentez
yolunun degistirilmesi  sayilabilir. Ekinokandinler klinik kullanima yeni
girdiklerinden diren¢ durumlar ile ilgili ¢cok fazla bilgi bulunmamakla birlikte,

glukan sentetaz enzimine azalmis aktiviteden sz edilmektedir (33, 78, 79).

2.5. Antifungal Duyarhhk Testleri

Son 20 yil ig¢inde konak faktorlerinde, enfeksiyon nedeni olan mantar
spektrumunda ve kullanilan antifungallerde dikkat ¢ekici degisiklikler meydana
gelmistir; 1) belirgin imminsiipresyonu olan hasta sayisindaki artis ile birlikte bu
hastalar1 etkileyen invaziv fungal enfeksiyonlarin siklig1 ve mortalitesinde artis, ii)
yeni antifungal ilaglarin gelistirilmesi, iii) antifungal direncin ortaya ¢ikmasi. Bu
nedenle iyi bir klinik sonug¢ elde etmek i¢in standart in vitro antifungal duyarlilik
testlerinin gelistirilmesi 6nem kazanmaktadir (92).

Su anda mevcut olan referans yontemler, CLSI (Clinical and Laboratory
Standards Institute; eskiden NCCLS: National Committee for Clinical Laboratory
Standards) tarafindan maya (CLSI M27-A2) (93) ve kiifler (CLSI M38-A) (94) i¢in
gelistirilen mikrodiliisyon yontemi, mayalar i¢in gelistirilen disk difiizyon yontemi
(CLSI M44-A) (95) ile European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) tarafindan CLSI yontemi modifiye edilerek mayalar icin gelistirilen
mikrodiliisyon yontemidir (EUCAST E.Dis 7.1) (96). Referans mikrodiliisyon
yontemlerinin uygulamasi olduk¢a zahmetlidir ve sonuglar uzun siirede (genellikle
48 saat) alinabilir. Ayrica baz1 Candida tiirleri ve azoller icin MIK sonuglarinin
okunmasi sikintilidir. Bu nedenle antifungal duyarlilik testleri ile ilgili ¢alismalar
daha hizli ve/veya pratik yontem arayislarina ve bu alandaki caligmalara
odaklanmistir. Ticari olarak gelistirilen epsilometer test (Etest) (AB BioDisk) ve
Sensititre Yeast One (TREK Diagnostic Systems) gibi sistemler ile genelde iyi
diizeyde uyum oranlarn elde edildigi bildirilmektedir (97). Tetrazolyum tuzunun

(XTT) indirgenmesi esasina dayanan ve bir kolorimetrik metabolik test olan XTT
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testi ise heniiz arastirma asamasindadir. Flow sitometre ve ergosterol miktarinin
tayini, antifungal ilaglara duyarliligin belirlenmesi i¢in arastirilan diger yontemlerdir,
saatler icerisinde ve referans yontemler ile genellikle iyi diizeyde korelasyon
gosteren sonuclar elde edilmistir. Ancak, 6zel donanim gerektirmesi nedeniyle,

yaygin kullanimi olas1 goziikkmemektedir (92).

2.5.1. Buyyon Diliisyon Testleri

Mayalar i¢in uygun sekilde tasarlanmis ve standardize edilmis ilk antifungal
duyarlhilik yontemi CLSI tarafindan gelistirilen bir buyyon makrodiliisyon (sivi
makrodiliisyon) testidir. Ancak cok sayida izolatin test edilmesi igin pratik
olmadigindan, sonradan gelistirilen mikrodiliisyon formati daha c¢ok kabul
gormiistiir.  Sivi  mikrodiliisyon yonteminin EUCAST tarafindan, sonuglarin
mikroplak okuyucu ile 24 saat sonra degerlendirilmesine dayali bir modifikasyonu
gelistirilmistir (98).

CLSI bu yontemlerde, besiyeri olarak MOPS [3-(N-morpholino)
propanesulfonic acid] ile tamponlanmig RPMI 1640 buyyon, spektrofotometrik
olarak hazirlanmis 0.5-2.5x 10° CFU/ml son konsantrasyonunda maya siispansiyonu
ve 35 °C’de 48 saatlik inkiibasyon siiresi dnermektedir (93). Sonuglar gorsel olarak
degerlendirilir; 48 saatte AMB icin iiremenin tamamen inhibe edildigi ilk kuyucuk,
azol antifungaller icin ise liremede %80’lik (makrodiliisyon) ya da en azindan
%350’1ik (mikrodiliisyon) azalmanin gozlendigi ilk kuyucuk, ekinokandinler i¢in de
24 saatte en azindan %50’lik azalmanin gozlendigi ilk kuyucuk MIK degeri olarak

tanimlanmaktadir (99).

2.5.2. Epsilometer Test (Etest)

Azalan diliisyonlarda antifungal ajanin emdirildigi plastik bir seritin, test
edilecek mikroorganizmanin yayildig1 agar plag1 yiizeyine yerlestirilmesi ve
antifungalin besiyerine diffiize olmasina dayali bir testtir. Agar yiizeyinde {lireme
inhibisyon zonu ile antifungal seritin kesistigi noktada MIK saptanabilir. Hem kiif
hem de mayalar icin kullanigh bir yontemdir. Giivenilirligi ve tekrarlanabilirligi
ylksek ve referans mikrodiliisyon testleri ile uyumlu bulunmustur (92, 98). AMB,
FLU, itrakonazol, flusitozin, VOR, posakonazol ve CAS i¢in Etest geritleri ticari

olarak bulunmaktadir. En 6nemli avantaji uygulama kolaylig1 ve Etest i¢in kullanilan
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besiyerinden etkilenmemesidir. Siklikla kullanilan besiyeri %2 glukoz iceren RPMI

1640 agardir (92).

2.5.3. Disk Difiizyon Testi

FLU ve VOR gibi antifungal ajanlar i¢in oldukc¢a kullanishh ve basit bir
yontemdir ve CLSI tarafindan Candida tiirlerinin bazi antifungallere duyarliligini
degerlendirmek i¢in standardize edilmistir (95). FLU, VOR ve CAS i¢in duyarlilik
sinir degerleri de belirlenmistir (99). Yontem bakteriler i¢in yaygin olarak kullanilan
Kirby-Bauer disk difiizyon testine benzer ve test besiyeri olarak glukoz ve metilen
mavisi eklenmis Mueller-Hinton agar (GM-MHA) 6nerilmektedir (92, 99, 100). Test
icin, 0.5 McFarland bulaniklikta maya siispansiyonu ve 35 °C’de 24 saatlik bir
inkiibasyon siiresi Onerilmektedir. Sonuglar gorsel olarak, tliremede %80’lik
inhibisyonun oldugu noktada degerlendirilir (99). Testin iistiinliigii, kolay yapilmast,

ucuz olmasi ve nispeten daha kisa siirede sonug alinabilmesidir.

2.5.4. Time-kill Testi

Time-kill testleri fungusidal aktivitenin hiz1 ve genisligi, farmakodinamik
ozellikleri (konsantrasyon ve etki arasindaki iliski, PAFE), kombinasyon
calismalarinda ilaglar arasindaki sinerji ve antagonizma hakkinda 6nemli bilgiler
saglamaktadir (101). Bu yontemde standart maya siispansiyonu antifungalin farkl
konsantrasyonlarina maruz birakilir ve belirli zaman araliklarinda besiyerine pasaj
yapilir. Her zaman aralig1 i¢in canli kalan hiicreler sayilabilir ve test edilen her ilag
konsantrasyonu i¢in, ilacin zaman i¢inde izolat {izerine etkisini gosteren Oldiirme-
zaman egrisi ve PAFE egrisi elde edilebilir.

Bu yéntemde 1-5x 10° CFU/ml yogunlukta maya siispansiyonu, test besiyeri
olarak RPMI 1640 medium, calkalamali inkiibator ve baslangi¢ inokiiliimiine gore
>99.9% ya da 3-log;o’luk bir azalma kriteri test parametreleri olarak kullanilmaktadir
(92). Cesitli antifungal ajanlarla mayalara karsit ¢alisilmistir ve Candida spp. igin
standardizasyonun miimkiin oldugu diisiiniilmektedir. Ancak Aspergillus spp. gibi
filamantdz mantarlar i¢in homojen olmayan bir iireme 6zelligi gosterdikleri ve koloni
degerlendirmesi zor oldugu i¢in smirli sayida ¢alisma mevcuttur ve daha fazla

calismaya gereksinim vardir (92).
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2.6. In vitro Antimikrobiyal iliskilerin Saptanmasi

Invaziv fungal enfeksiyonlarin tedavisinde antifungal kombinasyonlarn
kullanimina y6nelik in vivo ve in vitro ¢alismalara yogun ilgiye ragmen, antifungal
ilag iligkilerini degerlendirmek icin standardize edilmis bir yontem bulunmamaktadir.
Bu amagla en yaygin kullanilan checkerboard (dama tahtasi) yontemidir ve
fraksiyonel inhibitdr konsantrasyon indeksin (FiKI) degerlendirilmesine dayanir (92,
100). FIKI, ilacin kombinasyondaki MIK degerinin tek basina test edildiginde
saptanan MIK degerine béliinmesi ile elde edilen her bir ilacin FIK’lerinin toplamidir
(FIKi = FIK A + FiK B). Ancak bu ydéntemde kombinasyonlarin farmakodinamik
Ozellikleri hakkinda bilgi edinilemez. Test besiyeri, inokiiliim ve inkiibasyon siiresi
gibi 6zellikler standart mikrodiliisyon testi ile aynidir. Mikroplakta X ekseni boyunca
A ilacinin iki katlik konsantrasyonlarindan her biri ve Y ekseni boyunca da B ilacinin
iki katlik konsantrasyonlarindan her biri olacak sekilde diizenlenir. Dolayisiyla,
checkerboard iginde her bir ilacin biitiin konsantrasyonlari kombine edilmis
olacaktir. FIKI 0.6°dan daha diisiikse sinerji, 1’den daha biiyiikse antagonizma ve
0.6-0.9 arasindaki degerler etkisiz (indifferent) olarak degerlendirilmektedir (100).
Sinerji pozitif bir iliskidir ve ilaglar ayr1 olarak test edildiklerinde elde edilen
etkilerinin toplamindan daha fazla bir etkinlik olustururlar. Antagonizma negatif bir
iligkidir ve ilaglar ayr1 ayr test edildiklerinde elde edilen etkilerinin toplamindan
belirgin sekilde daha diisiik etkinlik elde edilmektedir. Etkisizlik ise, iki ilacin
kombinasyonunda olusturduklari etkinin ayr1 ayr1 etkileri toplamindan farksiz oldugu
durumdur.

Time-kill testi zor ve zahmetli bir yontem oldugundan bu amag igin daha az
siklikla tercih edilmektedir. Ancak fungal Oldiirmenin hizi ve derecesi iizerine
kombinasyonun etkisini 0lgme avantajina sahiptir ve antimikrobiyal etkilesimin
zaman ic¢indeki dinamik davranmisini ortaya koyarak kombinasyonla ilgili
farmakodinamik veriler saglar (92). Etest yontemi de birka¢c calismada ilag
etkilesimlerini degerlendirmek amaciyla kullanilmis ve genellikle pratik ve

tekrarlanabilirligi yiiksek bir yontem olarak bildirilmistir (99, 102).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 izolatlar

Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji
Anabilim Dali, Mikoloji laboratuvarinda, klinik orneklerden izole edilmis 30
Candida krusei izolat1 calismaya alindi. izolatlarin servislere dagilimi sdyleydi;
Hematoloji ve Kemik Iligi Transplantasyon Unitesi 9, Yogun Bakim 7, diger dahili
boliimlerden 9 ve pediatrik hastalardan 5 izolat. Bu izolatlarin 14’1 idrar, 10’u
balgam, 2’si kan, 2’si yumusak doku, 1’i plevral sivi ve 1°i gaita drneginden izole
edilmisti.

Calismada kalite kontrol izolat1 olarak Candida parapsilosis American Type
Culture Collection (ATCC) 22019 referans susu kullanildi.

Bu ¢alisma, Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’nun

31 Temmuz 2009 tarih ve 346 sayili onay1 ile yiirtitiilmiistiir.

3.1.1. izolatlarin Tamimlanmasi

Klinik 6rneklerde {iireyen maya siipheli koloniler Gram boyama ile
dogrulandiktan sonra SDA besiyerine tek koloni pasaji yapildi. 37 °C’de 24-48
saatlik inkiibasyonun ardindan elde edilen saf izolatlara sira ile asagidaki tanimlama
asamalar1 uygulandi.

Germ tiip testi i¢in deney tiiplerine 0,5 ml insan serumu dagitild1 ve 1-5 maya
kolonisi bu tiiplerde siispanse edildi. 37 °C’de 2 saatlik inkiibasyonun ardindan bu
siispansiyondan bir damla alinarak lam-lamel arasinda, 151k mikroskopunun 100X ve
400X biiytitmelerinde incelendi. Maya hiicresinde, baslangicinda daralma olmaksizin
ana hiicrenin 3-4 kat1 uzunlugundaki hif benzeri uzantilarin varligr germ tiip olarak
degerlendirildi ve bu izolatlar C.albicans olarak tanimlandi (3).

Mayalarin morfolojik 6zelliklerinin degerlendirilebilmesi i¢in %1 Tween 80
iceren musir unlu agar hazirlandi. Bu amagla taze, saf maya kiiltlirlerinden misir unlu
Tween 80 agar yiizeyine igne 6ze ile 45°’lik ag1 ile yaklasilarak birbirine paralel
cizgi ekimler yapildi. Agar ylizeyine ekim ¢izgilerini kapatacak sekilde steril lamel
yerlestirildi. Oda 1sisinda 24-48 saatlik inkiibasyonun ardindan maya morfolojileri
100X ve 400X’lik biiyiitmelerde, hif, pseudohif, blastospor, artrospor ve klamidospor

varlig1 agisindan incelendi. Hiflerin kenarlarinda, arasinda ya da uglarinda gelismis,
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kalin duvarli, yuvarlak olusumlar klamidospor olarak degerlendirildi ve bu izolatlar
C.albicans olarak tanimlandi (3).

Izole edilen tiim maya kolonilerinin CHROMagar Candida (BD Diagnostic,
Sparks, MD) kromojenik hazir besiyerine de ekimi yapildi. Burada yesil renkli
koloniler C.albicans, mavi renkli koloniler C.tropicalis, pembe, parlak kiiciik
koloniler C.glabrata ve kuru-tozlu goriiniimlii, yayilan pembe renkli koloniler de
C.krusei olarak tanimlandi.

Bu yontemlerle tanimlamasi yapilamayan maya izolatlari, biyokimyasal
ozelliklerinin belirlenebilmesi igin API 20C AUX (bioMérieux, Marcy [’Etoile,
France) maya tanimlama sistemine alindi. Bu sistem mayalarin, glukoz, gliserol,
arabinoz, ksiloz, adonitol, galaktoz, inositol, sorbitol, laktoz, maltoz, trehaloz gibi 19
substrati asimile etme yetenegini degerlendirmeye dayanmaktadir. Ureticinin
Onerilerine gore hazirlanan maya siispansiyonu, bu sistemdeki 20 kuyucuga inokiile
edildi. 30 °C’de nemli ortamda, 48 saat inkiibasyona birakildi. Reaksiyonlar,
herhangi bir karbonhidrat igermeyen ilk kuyucuktaki iireme ile karsilastirilarak (+/-)
seklinde degerlendirildi.

Serumda germ tiip iiretimi ve musir unlu agarda klamidospor olusumu
gozlenmeyen, CHROMagar Candida besiyerinde kuru, yayilan, pembe renkli
koloniler olusturan ve API 20C AUX sistemi ile C.krusei olarak tanimlanan izolatlar

calismaya alindi.

3.2. Besiyerleri

Calismada suslarin saf pasaji i¢in SDA, mikrodiliisyon, time-kill ve PAFE
testleri icin sivi besiyeri olarak MOPS ile tamponlanmis RPMI 1640 buyyon ve
patates dekstroz agar (PDA), Etest icin de MOPS’lu RPMI 1640 agar ve disk
difiizyon testleri i¢in glukozlu metilen mavili Mueller Hinton agar kullanildi.

SDA besiyeri; iretici Onerilerine gore toz halindeki 47 g SDA (Merck,
Darmstadt, Germany) 1000 ml distile suda c¢ozdiriiliip 121 °C’de 15 dakika
otoklavda sterilize edildi. Besiyeri 55 °C’ye sogutulup petri kaplarina dagitildi.

PDA besiyeri; iiretici Onerilerine gore toz halindeki 39 g PDA (Merck,
Darmstadt, Germany) 1000 ml distile suda ¢ozdiiriildii ve 121 °C’de 15 dakika

otoklavda sterilize edildi. Besiyeri 55 °C’ye sogutulup petri kaplarina dagitildi.
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RPMI 1640 buyyon (93); 10.4 g toz RPMI 1640 besiyeri (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Germany) 900 ml distile suda ¢6ziildii ve son konsantrasyon 0.165 mol/l
olacak sekilde 34.53 g MOPS tamponu ilave edildi. 1mol/l sodyum hidroksit
kullanilarak 25 °C’de pH 7.0’ye ayarlandi. Besiyeri filtrasyon yontemi ile sterilize
edilerek 100 ml’lik steril kapakli siselere dagitildi ve kullanilincaya kadar +4 °C’de
saklandi.

RPMI 1640 agar; ayni1 miktarlardaki RPMI 1640 ve MOPS ile 20 g glukoz
500 ml distile suda ¢ozdiirtiliip su banyosunda 60 °C’de bekletildi. Ayr bir balonda
15 g agar 500 ml distile suda hazirlandi ve 121 °C’de 15 dakika siire ile otoklavda
sterilize edildi. Her iki s1v1 esit 1siya ulastiginda RPMI 1640 besiyeri filtrasyonla
sterilize edildi ve agarla birlestirilerek petri kaplarina dagitildi.

Mueller-Hinton Agar besiyeri; toz halindeki 38 g Mueller-Hinton agar
(Becton Dickinson, Sparks, MD, USA) 1000 ml distile suda ¢ozdiiriildii. 20 mL
distile suda 0,1 g metilen mavisi hafifce calkalanarak ve isitilarak eritildi. Agar
stispansiyonun her litresine bu solisyonun 100 pL’si ve 20 g glukoz eklendikten
sonra 121 °C’de 15 dakika siire ile otoklavda sterilize edildi. Besiyeri 55 °C’ye

sogutulup petri kaplarina dagitildi.

3.3. Antifungal Maddeler

CAS (Merck Research Laboratories, Rahway, USA), VOR (Pfizer, New
York, NY), AMB (Sigma, St Louis, MO, USA) toz etken maddeleri iiretici
firmalarindan saglandi ve CAS, VOR, AMB Etest seritleri (AB Biodisk, Solna,
Sweden) proje kapsaminda ilgili firmadan satin alindi. CAS 1600 pg/ml olacak
sekilde steril distile suda, VOR ve AMB 1600 pg/ml olacak sekilde dimetil siilfoksid
(DMSO) icinde c¢oziindiiriilerek stok soliisyonlar hazirlandi. Stok soliisyonlar 1

ml’lik tiiplere dagitilarak kullanilincaya kadar -70 °C’de sakland1 (93).

3.4. Antifungal Duyarhhklarin Saptanmasi

Biitiin izolatlar igin sivi mikrodiliisyon (BMD), time-kill, PAFE, Etest ve disk
diflizyon testlerinden olusan antifungal duyarlilik testleri uygulandi.

Antifungallerin duyarlilik sinir degerleri VOR disk difiizyon testi i¢in >17
mm ise duyarh (S), 14-16 mm ise doza bagl duyarli (SDD) ve <13 mm ise direncli

(R); buna karsilik gelen MIK degerleri sirastyla <1 pg/ml ise S, 2 pg/ml ise SDD ve
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>4 nug/ml ise R olarak degerlendirildi (95, 103). CAS i¢in MiK degerleri <2 pg/ml
ise S ve >2 pug/ml ise “duyarh degil” seklinde (103) ve disk difiizyon testi i¢cin >11
mm ise S ve <10 mm ise “duyarli degil” olarak degerlendirilmistir (99, 103, 104).
AMB i¢in standardize edilmis bir duyarhilik siir degeri aralii bulunmamakla
birlikte yayinlarda sik kullanilan degerler dikkate alinmis; <1 pg/ml ise S ve >2
ng/ml ise R olarak degerlendirilmistir (97, 105). AMB disk difiizyon testi i¢in zon
capt <10 mm ise direngli kabul edilmistir (106).

3.4.1. Buyyon Mikrodiliisyon Testi (BMD)

BMD testlerinin tiim asamalari CLSI M27-A2 kilavuzuyla onerilen referans
yonteme gore uygulandi (93). Onceden hazirlanmis antifungal stok siispansiyonlari
kullanilarak CAS i¢in 0.0625-64 pg/ml, VOR ve AMB i¢in 0.0313-16 pg/ml
arasindaki iki katlik ila¢ konsantrasyonlarini i¢eren tiipler hazirlandi. Her antifungal
icin ayr1 bir spora ikiser sira test tiipli yerlestirildi. CAS i¢in, RPMI 1640 buyyon
kullanilarak stok soliisyondan diliisyonlar yapildi ve ikinci tiiplerde 1/5’lik

diliisyonlar yapilarak son konsantrasyonlarin iki kat1 elde edildi (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. CAS igin dillisyon semasi

_g Korzﬁlgrl/‘ﬁiyon Kaynak Hacim % Besiyer konsaﬁ?asyon konsasn(?asyon (gn

< (ml  + ml) pg/ml 1:5 (ug/ml) A
1 1600 Stok 2 3 640 pg/ml 128 6
2 640 1. adim 1,0 1,0 320 64 5
3 640 1. adim 1,0 3,0 160 32 4
4 160 3. adim 1,0 1,0 80 16 3
5 160 3. adim 0,5 1,5 40 8 2
6 160 3. adim 0,5 3,5 20 4 1
7 20 6. adim 1,0 1,0 10 2 0
8 20 6. adim 0,5 1,5 5 1 -1
9 20 6. adim 0,5 3,5 2,5 0,5 -2
10 2,5 9. adim 1,0 1,0 1,25 0,25 -3

11 2,5 9. adim 0,5 1,5 0,625 0,125 -4
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AMB ve VOR i¢in, ilk tiiplerde DMSO, ikinci tiiplerde ise RPMI 1640
buyyon ile stok soliisyondan diliisyonlar yapilarak son test konsantrasyonlarinin iki
kat1 elde edildi (Tablo 3.2). Ureme kontrol kuyucuklari i¢in ilag igermeyen bir tiip
calismaya eklendi.

Test Oncesi tiim izolatlarin SDA besiyerine 24 saatlik taze pasajlart yapildi.
Yaklagik 1 mm ¢apli 3-5 koloni alinarak 5 ml steril %0.85 NaCl i¢inde standart maya
siispansiyonlar1 hazirlandi. Bu siispansiyonlar yaklasik 15 saniye vortekslendikten
sonra spektrofotometrik olarak 0.5 McFarland bulanikliga ayarlandi. Bu islemle stok
maya siispansiyonunun her mililitresinde 1-5x10° hiicre saglandi. Stok maya
siispansiyonu RPMI 1640 buyyon ile once 1/50 ve ardindan 1/20 oranlarinda

seyreltildi. Sonugta 1-5x10° hiicre/m1’lik son konsantrasyona ulasildi.

Tablo 3.2. VOR ve AMB ig¢in diliisyon semasi

g KonS:l;trflsyon Kaynak Hacim = Coztict konsaﬁiraasyon konsasn(;?asyon %})

< (ml + ml) (ng/ml) 1:50 (ug/ml) A
1 1,600 Stok 1,600 pg/ml 32 4
2 1,600 Stok 0,5 0,5 800 16 3
3 1,600 Stok 0,5 1,5 400 8 2
4 1,600 Stok 0,5 3,5 200 4 1
5 200 4. adim 0,5 0,5 100 2 0
6 200 4. adim 0,5 1,5 50 1 -1
7 200 4. adim 0,5 3,5 25 0,5 )
8 25 7. adim 0,5 0,5 12,5 0,25 -3
9 25 7. adim 0,5 1,5 6,25 0,125 -4
10 25 7. adim 0,5 3,5 3,13 0,0625 -5

BMD testi icin steril, U tabanli, 96 kuyucuklu mikroplaklar kullanildi.
Mikroplaklar antifungal isimleri ve dillisyonlar1, sug numaralari ile etiketlendi. Steril
plastik pipet uglar1 ve tek kanalli otomatik pipetler kullanilarak, her bir siituna bir
ilag konsantrasyonu olacak sekilde 100’er ul dagitildi. Ik siituna, {ireme kontrol

kuyucugu olarak, ila¢ icermeyen besiyeri dagitildi. Ardindan her bir siraya bir sus
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gelecek sekilde mikroorganizmalar 100’er ul eklendi. Bu islem sonucunda hem ilag
hem de maya siispansiyonlari 1/2 oraninda seyreltilerek calisma son
konsantrasyonuna ulasildi. Mikroplaklarin {izeri steril parafilm ile kapatildi ve 35
°C’de inkiibasyona birakildi. Kirksekiz saatlik inkiibasyonun ardindan duyarlilik
sonuclar1 gorsel olarak degerlendirildi. AMB i¢in MIK degeri gériilebilir iiremenin
tam olarak engellendigi kuyucuk, VOR ve CAS i¢in ise iireme kontrol kuyucuguna
gore iiremede belirgin azalmanin (>%50) oldugu ilk kuyucuk MIK degeri olarak
kabul edildi (99).

MIK sonuglari degerlendirildikten sonra, biitiin izolatlar ve antifungaller icin
mikroplaklarin gozle goriiniir tiremenin olmadig1 kuyucuklarindan 100 pl alinarak
SDA plaklarina yayildi. Plaklar 48 saat sonra degerlendirilerek <2 koloni iireme olan

konsantrasyon, minimal fungusidal konsantrasyon (MFK) olarak kabul edildi (99).

3.4.2. Disk Difiizyon Testi

Ilag igeren diskler i¢in Whatman no 1 kagitlar kullanildi. Diskler 6,3 mm
capinda hazirland1 ve cam bir kap igerisinde kuru sicak hava ile pastor firininda steril
edildi. CAS i¢in 200 pg/ml, VOR i¢in 40 pg/ml ve AMB i¢in 400 pg/ml
konsantrasyonlarinda antifungal iceren sollisyonlar hazirlandi. Her bir diske 25 pl
antifungal siispansiyon emdirilerek kurumaya birakildi. Bu sekilde, disklerde
antifungallerin son konsantrasyonu 5 ug CAS, 1 pg VOR ve 10 ug AMB seklindeydi
(99, 107). Kombinasyon diskleri ise 400 pg/ml CAS ile 80 pg/ml VOR ya da 800
png/ml AMB esit miktarlarda kombine edilerek hazirlanan soliisyondan her bir diske
25 pl emdirilerek hazirlandi.

Disk difiizyon testi i¢gin tiim asamalar CLSI M44-A rehberinde belirtildigi
sekilde yapildi (95). %2 Glukoz ve 0.5 pg/ml metilen mavisi iceren Mueller Hinton
agar plaklar1 Onceden hazirlandi. Standart 0.5 McFarland bulanikliktaki maya
stispansiyonlar1 steril pamuklu ekiivyonlar kullanilarak hiicreler tek sira dagilacak
sekilde agar besiyeri yiizeyine yayildi. Antifungal diskler, merkezden merkeze
uzaklig1 24 mm’den daha yakin olmayacak sekilde agar yiizeyine yerlestirildi. Onbes
dakika i¢inde plaklar ters olarak etlive yerlestirildi ve 35 °C’de 20-24 saat
inkiibasyona birakildi. Degerlendirme gorsel olarak yapildi; CAS ve VOR igin disk
cevresinde liremenin belirgin olarak (%80) azaldig1 zonun ¢ap1, AMB i¢in iiremenin

tamamen engellendigi zonun ¢ap1 milimetrik olarak olarak 6l¢iildii (99, 107).
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3.4.3. Etest

Etest yontemi iireticinin Onerilerine gore uygulandi. SDA’daki 24 saatlik taze
maya kiiltiirlinden 3-5 koloni alinarak 5 ml %0.85 NaCl i¢inde 0.5 McFarland
bulaniklik olusturacak sekilde maya siispansiyonu hazirlandi ve RPMI 1640 agar
iceren 150 mm ¢aplt plaklara hiicreler tek sira dagilacak sekilde yayildi. Plaklar
kurumalar i¢in yaklasik 15 dakika oda 1sisinda bekletildikten sonra her ii¢ antifungal
seriti (CAS, VOR, AMB) tek plakta olacak sekilde yerlestirildi. Tiim plaklar 35
°C’de 48 saat inkiibasyona birakildi. Etest MIK degerleri CAS ve VOR igin,
farkedilebilen %80’lik iireme inhibisyon elipsi ile Etest seridinin kesistigi noktada
degerlendirildi. AMB igin MIK degeri iiremenin tamamen inhibe edildigi ilk

tamamen temiz elips ile seridin kesistigi nokta olarak kabul edildi (97).

3.4.4. Time-kill Testi

Test Oncesi biitiin izolatlarin PDA’ya pasajlar1 yapildi ve 24-48 saatlik
kiiltiirlerinden 3-5 koloni alinarak 9 ml steril distile suda standart 0.5 McFarland
bulanikligindaki silispansiyonlar1 hazirlandi. Referans BMD yontemi ile 6nceden
saptanmus olan MIK degerleri dikkate alinarak, her ilag icin 1/4x MIK, 1x MIK ve 4x
MIK olacak sekilde ila¢ konsantrasyonlarini igeren 9 ml, MOPS ile tamponlanmis
RPMI 1640 buyyon tiipleri hazirlandi. Calismada kontrol amacl ilag igermeyen sivi
besiyerinin bulundugu bir de kontrol tiipii yer aldi. Toplamda bir antifungal ve bir
izolat i¢in 4 tiip kullanildi. Standart maya siispansiyonundan 1’er mililitre bu tiiplere
eklendi. Bu sekilde tiiplerdeki maya konsantrasyonu 1/10 oraninda seyreldigi i¢in 1-
5x10° CFU/ml oldu. Tiipler 120 rpm orbital karistiricili inkiibatérde 35 °C’de 48 saat
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun 0., 2., 4., 8., 24. ve 48. saatlerinde her bir
tiipten 100 pl 6rnek alinarak steril distile su ile 1/10’luk seri diliisyonlar1 yapildi ve
koloni sayimi i¢in her birinden 30 pl PDA plaklarina inokiile edildi. Koloni sayis1
1,000 CFU/ml’den daha az oldugunda, sonraki ¢calismalarda bu konsantrasyonlar i¢in
direkt tiiplerden 30 pl alinarak, diliisyon yapilmaksizin PDA’ya yayildi. PDA
plaklar1 35°C’lik etiive alind1 ve koloni sayimlar1 48 saat sonra yapildi. (101, 102).
Koloni sayist i¢in 50 CFU/ml alt sinir olarak kabul edildi. Koloni sayisinda
baslangica gore >99.9% (3-logjo) azalma fungusidal aktivite ve <%99 azalma

fungustatik aktivite olarak tanimland1 (108).
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3.4.5. Post Antifungal Etki (PAFE)

PAFE c¢alismalar1 time-kill ¢calismalar1 ile paralel yiiriitiildii. Her bir ilag igin
onceden belirlenen MIK degerlerine gore, 1/4x MIK, 1x MIK ve 4x MIK
konsantrasyonlarinda ayni sekilde hazirlanan tiiplere ve ilagsiz kontrol tiipiine
standart maya siispansiyonundan 1’er mililitre eklendi. Orbital karistiricili
inkiibatorde 35°C’de 1 saatlik inkiibasyonun ardindan tiipler 1400Xg’de 10 dakika
santrifiij edildi. Tip tlizerindeki siipernatant kisim uzaklagtirilip, 9 ml steril 9%0.85
NaCl eklenerek tekrar santriflij edildi. Bu islem 3 kez tekrarland1 ve son asamada
tiiplere 1lik RPMI 1640 buyyon eklenerek tekrar inkiibatore alindi. Boylece 3 yikama
islemi ile antifungaller ortamdan uzaklastirildi. Inkiibasyonun 0., 2., 6., 24. ve 48.
saatlerinde her bir tlipten 100 pl 6rnek alindi, steril distile su ile 1/10’luk seri
dilisyonlar yapildi ve koloni sayimi i¢in her bir diliisyondan 30 pl alinarak PDA
plaklarina yayildi. Koloni sayist 1,000 CFU/ml’den daha az oldugunda, sonraki
calismalarda bu konsantrasyonlar i¢in direkt tliplerden 30 pl alinarak, diliisyon
yapilmaksizin PDA plaklarma yayildi. 35°C’de 48 saat inkiibasyonun ardindan
koloniler sayildi. Alt sinir 50 CFU/ml olarak kabul edildi. PAFE, test kiiltiirlerinin
yogunlugunda 1log;o’luk artis olmasi i¢in gereken siireden, kontrol kiiltiirii
yogunlugunda 1log;o’luk artis olmast i¢in gereken siire c¢ikarilarak hesaplandi (90,

109, 110).

3.5. Antifungal Kombinasyon Testleri

CAS ile AMB (CAS+AMB) ve CAS ile VOR (CAS+VOR) kombinasyonlari
ti¢ farkl1 disk diftizyon, iki farkli Etest, time-kill ve post antifungal etki yontemleri ile
degerlendirildi.

3.5.1. Disk Difiizyon Yontemi ile Kombinasyon

Antifungal diskler, standart maya silispansiyonlari ve inokiilasyonu daha 6nce
anlatildig1 sekilde yapildi. Tek bir agar plaginda (90 mm) ii¢ farkli kombinasyon ayni
anda calisildi. Ilag kombinasyonlarmi degerlendirmek igin, CAS igeren disk ile
kombine etkisi ¢alisilacak diger ilaci iceren disk karsilikli yerlestirildi. Aralarindaki
mesafe, ilaglarin tek baslarina test edildiklerinde elde edilen inhibisyon zonlarinin
yarigaplar1 toplami kadar olacak sekilde ayarlandi. Plagin alt kismina da aralarinda

bu mesafenin yaris1 kadar uzaklikta olan iki disk yerlestirildi. En alt kisma da iki
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ilacin kombinasyonunu igeren bir disk yerlestirildi. Plaklar 24 saatlik inkiibasyondan
sonra degerlendirildi. Iki ilacin inhibisyon zonlarinin birlestigi alanda k&priilesme,
genisleme ya da inhibisyon zonlarinda kesilme olup olmadigina bakildi. ki ilacin tek
bir diskte kombine edildigi yontemde ise, tek baslarina test edildiklerinde en etkili
ilacin zon ¢apina gore azalma ya da artis olup olmadigina gore degerlendirme yapildi

(81,95, 111).

3.5.2. Etest Yontemi ile Kombinasyon

Standart maya siispansiyonu hazirlandi ve RPMI 1640 agar plaklarina
inokiilasyonu yapildi. iki farkli Etest kombinasyon ydntemi uygulandi. Birincisinde;
CAS’e ait Etest seriti agar lizerine yerlestirildi, 1 saat sonra bu serit kaldirilip onun
izi lizerine denk gelecek sekilde kombine etkisi degerlendirilecek diger Etest seridi
yerlestirildi (Sekil 3.1). 35 °C’de 48 saat inkiibasyondan sonra MIK degerleri
okundu.  Antifungal ilaglarin tek baslarina saptanan MIK degerlerine gore
kombinasyonda >3 diliisyon azalma sinerji, >3 dillisyon artis antagonizma ve <2

dilisyon azalmasi etkisiz olarak tanimlandi (102).

A+B ilac

Bilact

(=)

Sekil 3.1. Birinci Etest kombinasyon yontemi

Ikinci yontemde Etest seritleri agar iizerine capraz bir pozisyonda, her bir
antifungal tek basina test edildiginde elde edilen MIK degerlerinde iist iiste gelecek
sekilde 90° lik ag1 ile yerlestirildi (Sekil 3.2). 48 saatlik inkiibasyondan sonra
sonuglar degerlendirildi. Kombinasyonda MiK degerlerinde degisiklik ya da iki Etest

seridi arasinda kalan bdlgede inhibisyon alani genislemesi varligi arastirildi.
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Sekil 3.2. Ikinci Etest kombinasyon yontemi

3.5.3. Time-kill ve PAFE Yontemleri ile Kombinasyon

Kombinasyon testlerinde de ilaglarm 1/4x MIK, 1x MIK ve 4x MIK
konsantrasyonlart karsilastirildi. Tim islemler daha o©nce anlatildigi sekilde
uygulandi. Farkli olarak, tiiplerde iki farkli ilag ayni anda yer aldi. Sonuglar, tek
basina en aktif ilaca gore degerlendirildi. Tek basma en aktif ilaca gore
kombinasyonda 24 saat sonra canli hiicre sayisindaki 100 kat ve iizeri (>2log)o)
azalma sinerji, 100 kat ve tizeri (>2logjo) artis antagonizma ve 100 kattan daha az

(<2logo) bir degisiklik etkisizlik olarak tanimlandi (5, 102, 108,112)
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4. BULGULAR

4.1. Antifungal Duyarhhik Sonug¢lar:

[zolatlarmn tiim duyarlilik sonuglar1 Tablo 4.1°de dzetlenmistir. BMD testi ile
izolatlarin MIK degerleri VOR i¢in 0.25-0.50 pg/ml arasinda, MiKs, ve MiKoy
degerleri 0.50 pg/ml olarak gergeklesti. Minimal fungusidal konsantrasyonlar ise 1.0-
16.0 pg/ml arasinda degisti. Buna gore calismaya alinan C.krusei izolatlarinin tiimii
her {i¢ yontemle de VOR’e duyarli olarak saptandi. BMD ve Etest yontemleri
arasindaki +2 diliisyon icinde gerceklesen uyum orant %100 ve her {i¢ yontem
arasindaki kategorik uyum orani da %100 olarak ger¢eklesmistir.

AMB icin referans BMD testi ile elde edilen MIK sonuglar1 1.0-2.0 pg/ml,
MiKso ve MiKg, degerleri sirasiyla 1.0 pg/ml ve 2.0 pg/ml seklindeydi. AMB igin
MFK degerleri ise genellikle MIK e esit ya da 2-4 kat daha fazlayd: ve 2.0-8.0 pg/ml
arasida yer aldi. AMB i¢in kabul edilmis bir duyarlilik sinir degeri bulunmamakla
birlikte, daha 6nceden yayimnlanmis raporlara gore (97, 105), BMD ile izolatlarin
%50’sinin MIK degeri 1 pg/ml (S) ve diger %50’lik kismmnin ise 2 pg/ml (R) olarak
sonuclandi. BMD testi ile Etest MIK’leri arasindaki +2 diliisyonluk uyum orani
%100 olarak tespit edildi.

CAS icin BMD MIK sonuglar1 0.25-1.0 pg/ml arasinda, MiKs, ve MiKgg
degerleri sirastyla 0.5 pg/ml ve 1.0 pg/ml idi. CAS MFK degerleri de genellikle MIK
degerlerine yakin olmakla birlikte 16 kat kadar yiiksek sonuglar da gozlendi. Her i¢
yontemle de izolatlarin tiimii CAS’e duyarliydi. Etest yontemi ile elde edilen MiK
sonuglart 30 izolatin 25’inde (uyum oram %83.3) BMD ile elde edilen MIK
sonuclarinin £2 araliginda yer aldi. Oysa kategorik uyum ii¢ yontem i¢in de %100
olarak gerceklesti.

Genel olarak Etest yontemi ile elde edilen MIiK degerleri daha diisiik olma
egilimindeydi ve en yiiksek MiK degerleri AMB ile gozlendi. VOR ve CAS ile elde
edilen MiK araliklar1 birbirine benzer bulundu. En genis disk difiizyon zonlar1 CAS
ile elde edildi (Sekil 4.1). Disk diflizyon testi hem 24 hem de 48 saatte
degerlendirildi (Tablo 4.2). CAS ve VOR i¢in her iki degerlendirme zamani
sonuglari arasinda fark gozlenmedi. Ancak AMB i¢in 30 izolatin 28’inde 48 saatte

zon ¢aplarinda 1-3 mm’lik azalma tespit edildi.
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Tablo 4.1. BMD, Etest ve disk diflizyon yontemleri ile duyarlilik sonuglari

izolat VOR AMB CAS
No | MIK MFK Etest DD | MIK MFK Etest DD | MIK MFK  Etest DD
(pg/ml) (ug/ml) (pg/m) (mm) | (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (mm) | (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (mm)
1 0.5 4.0 025 22| 20 2.0 1.5 18 0.5 1.0 0.125 26
2 0.25 8.0 0.125 28 1.0 8.0 1.0 21 1.0 2.0 0.19 27
3 0.5 8.0 025 21 2.0 4.0 2.0 20 | 0.25 1.0 0.25 28
4 0.5 20 0.125 24 1.0 2.0 1.0 23 0.5 1.0 0.38 30
5 0.25 4.0 0.19 30 1.0 8.0 1.0 24 0.5 1.0 0.25 27
6 0.5 4.0 025 18 1.0 2.0 1.0 19 0.5 1.0 0.094 26
7 0.5 8.0 0.19 24 | 2.0 2.0 1.5 20 0.5 0.5 0.25 29
8 025 160 0.19 25 2.0 2.0 2.0 20 | 0.25 2.0 0.047 28
9 0.5 4.0 038 22 | 2.0 2.0 1.5 21 0.5 8.0 0.125 28
10 0.5 4.0 0.19 18 1.0 2.0 1.0 20 1.0 2.0 0.19 28
11 0.5 1.0 0.19 26 1.0 4.0 1.0 18 0.5 1.0 0.19 26
12 0.5 8.0 0.19 24 1.0 2.0 2.0 19 0.5 1.0 0.25 29
13 0.5 16.0 0.19 25 2.0 2.0 1.5 19 0.5 1.0 0.25 26
14 0.5 16.0 0.19 22 | 2.0 2.0 1.5 20 0.5 8.0 0.38 27
15 0.5 4.0 0.19 25 1.0 4.0 0.5 19 1.0 2.0 0.38 27
16 0.5 8.0 0.19 20 | 2.0 8.0 1.5 20 1.0 1.0 0.125 26
17 | 0.25 40 0.125 25 1.0 2.0 2.0 20 1.0 1.0 0.50 26
18 0.5 8.0 025 23 | 20 8.0 1.5 20 | 0.25 0.5 0.094 27
19 | 0.25 8.0 0.125 21 1.0 2.0 1.5 18 | 0.25 0.5 0.25 25
20 | 0.25 40 0.094 23 1.0 2.0 0.75 20 | 0.25 2.0 0.25 27
21 0.25 4.0 0.19 20 1.0 4.0 1.0 19 | 0.25 1.0 0.25 27
22 0.25 8.0 0.38 20 | 2.0 2.0 2.0 21 0.25 1.0 0.38 30
23 0.5 16,0 025 24 | 20 4.0 2.0 18 | 0.25 1.0 0.25 26
24 0.5 8.0 025 21 2.0 2.0 2.0 22 | 0.25 1.0 0.19 28
25 0.5 20 0.125 22| 2.0 2.0 1.5 21 1.0 1.0 0.25 30
26 0.5 8.0 0.19 20 | 2.0 2.0 1.0 18 0.5 1.0 0.38 29
27 0.5 4.0 0.38 22 1.0 2.0 2.0 22 0.5 1.0 0.25 30
28 0.5 8.0 0.19 24 1.0 2.0 1.0 20 1.0 1.0 0.25 29
29 | 0.25 4.0 0.50 27 1.0 2.0 0.50 24 0.5 2.0 0.19 25
30 | 0.25 8.0 025 24 | 20 2.0 1.5 20 1.0 1.0 0.50 30

MIK, BMD ile saptanan minimum inhibitér konsantrasyon sonuglart (ug/ml); MFK, minimum
fungusidal konsantrasyon (ug/ml); Etest, Etest yontemi ile elde edilen MiK degerleri (ug/ml); DD,

disk difiizyon yontemi ile 24 saatte elde edilen zon ¢aplart (mm).



41

Sekil 4.1. Disk difiizyon ve Etest duyarlilik yontemleri

4.2. Kombinasyon Test Sonuclari

4.2.1. Disk Difiizyon Yontemi ile Kombinasyon Sonuclari

Disk difiizyon yontemi ile antifungal kombinasyonlar1 degerlendirmek i¢in ii¢
farkli yontem kullanildi. Oncelikle her bir antifungalin tiim izolatlar icin tek basina
zon cap1 degerleri saptandi. Ardindan ilaglarin tek basina oldugu halde elde edilen
zon cap1 degerlerine gore kombinasyonlar c¢alisildi. Sonuglar Tablo 4.2°de
sunulmustur. Iki ilacin aym diskte birlestirildigi kombinasyon ydnteminde, disklerin
zon ¢aplarinda tek baslarina olduguna gore belirgin bir degisiklik saptanmadi; CAS-
VOR kombinasyonu i¢in izolatlarin 17’sinin zon ¢aplarinda 1-6 mm azalma, 8’inde
1-3 mm artis saptandi ve 5 izolatin zon ¢aplarinda degisiklik gézlenmedi.

CAS-AMB kombinasyonunda izolatlarin 10’unun zonlarinda 1-5 mm azalma,
6’s1n1n zonlarinda 1-3 mm artis saptandi ve 14’{inilin zon ¢aplar1 degismedi. Diger iki
disk diflizyonla kombinasyon yonteminde, diskler arasindaki mesafe Onceden
belirlenen zon yarigaplar1 toplami ve yarigaplari toplaminin yarist olacak sekilde
calisildi. Diskler arasindaki mesafe fark etmeksizin her iki yontemle de antifungaller

arasinda herhangi bir etkilesme gézlenmedi (Sekil 4.2).



Tablo 4.2. Disk diflizyon yontemi ile antifungal kombinasyon sonuglari

2 Tek basina anti(fll:ll:rgl;lllerin Zon c¢api antilfi(;ﬂgl:lill;?isl)l’(;l;ﬁacapl
= (mm)

Q VOR AMB CAS CAS-VOR CAS-AMB
- 24sa  48sa 24sa  48sa 24sa  48sa 24sa  48sa 24sa  48sa
1 22 22 18 17 26 26 26 26 26 26
2 28 28 21 19 27 27 25 25 27 27
3 21 20 20 18 28 28 28 28 28 28
4 24 24 23 20 30 30 28 28 30 30
5 30 30 24 21 27 27 27 27 27 27
6 18 18 19 16 26 26 25 25 26 26
7 24 24 20 18 29 29 30 30 27 27
8 25 25 20 18 28 28 26 26 26 26
9 22 22 21 19 28 28 26 26 28 28
10 18 18 20 17 28 28 22 22 29 29
11 26 26 18 17 26 26 25 25 26 26
12 24 24 19 17 29 29 28 28 30 30
13 25 25 19 17 26 26 28 28 28 28
14 22 22 20 18 27 27 26 26 27 27
15 25 25 19 17 27 27 30 30 27 27
16 20 20 20 20 26 26 26 26 26 26
17 25 25 20 19 26 26 27 27 25 25
18 23 23 20 18 27 27 26 26 26 26
19 21 21 18 16 25 25 26 26 25 25
20 23 23 20 18 27 27 30 30 30 30
21 20 20 19 16 27 27 28 28 29 29
22 20 20 21 19 30 30 30 30 30 30
23 24 24 18 17 26 26 26 26 24 24
24 21 21 22 21 28 28 25 25 29 29
25 22 22 21 20 30 30 27 27 25 25
26 20 20 18 18 29 29 24 24 24 24
27 22 22 22 21 30 30 28 28 25 25
28 24 24 20 19 29 29 28 28 24 24
29 27 27 24 20 25 25 30 30 25 25
30 24 24 20 19 30 30 25 25 26 26
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Sekil 4.2. Disk difiizyon yontemi ile antifungal kombinasyonlar

4.2.2. Etest Yontemi ile Kombinasyon Sonuclari

CAS-VOR ve CAS-AMB kombinasyonlarini degerlendirmek amaciyla iki
farkli Etest yontemi kullanildi. Birinci yontemde CAS Etest seridi besiyeri ylizeyine
yerlestirilip 1 saat bekletildikten sonra kaldirilip yerine kombinasyonu yapilacak
antifungalin seridi yerlestirildi. Sonuglar antifungal ilaclarin tek baglarina saptanan
MIK degerlerine gére kombinasyonda >3 diliisyon azalma, >3 diliisyon artis ya da
<2 diliisyon azalma bulunup bulunmamasina gore degerlendirildi (Tablo 4.3). Bu
yontemle, tek basma test edildiklerinde elde edilen sonuglara goére CAS-VOR
kombinasyonunda genellikle daha diisiik MIK degerleri gozlendi. Ancak sonugclar +3
diliisyon araliginda yer aldigindan sinerjik etkilesme saptanmadi.

Aksine, CAS-AMB kombinasyonunda, kombinasyon MIK degerleri
genellikle tek basmna ilaclardan elde edilen MiK’lerden daha yiiksekti ve iki izolatta
>3 dilisyonluk artig tespit edildi. Boylece CAS-AMB’nin bu Etest yontemiyle
kombinasyonunda iki izolat i¢in antagonizma kaydedildi. Sinerjik etkilesme tespit

edilmedi.



Tablo 4.3. Birinci Etest kombinasyon yontemi sonuglari

2 Tek basina MiK degerleri (ug/ml) Kombinasyonlarin MIK degeri (ug/ml)
= CAS-VOR CAS-AMB

S VOR AMB CAS MiK  Sonug* MIiK  Sonuc*
1 0.25 1.5 0.125 0.125 I 0.38 I
2 0.125 1.0 0.19 0.125 I 0.38 I
3 0.25 2.0 0.25 0.125 I 0.50 1
4 0.125 1.0 0.38 0.094 I 0.50 1
5 0.19 1.0 0.25 0.125 I 0.25 I
6 0.25 1.0 0.094 0.19 I 0.25 I
7 0.19 1.5 0.25 0.049 I 1.0 I
8 0.19 2.0 0.047 0.25 I 0.50 A
9 0.38 1.5 0.125 0.125 I 0.50 I
10 0.19 1.0 0.19 0.125 I 0.50 I
11 0.19 1.0 0.19 0.125 I 0.50 1
12 0.19 2.0 0.25 0.125 I 0.25 I
13 0.19 1.5 0.25 0.125 I 0.25 I
14 0.19 1.5 0.38 0.25 I 0.19 I
15 0.19 0.5 0.38 0.125 I 0.50 I
16 0.19 1.5 0.125 0.25 I 0.50 I
17 0.125 2.0 0.50 0.19 I 0.38 I
18 0.25 1.5 0.094 0.38 I 1.0 A
19 0.125 1.5 0.25 0.064 I 1.0 1
20 0.094 0.75 0.25 0.125 I 0.50 1
21 0.19 1.0 0.25 0.125 I 0.50 1
22 0.38 2.0 0.38 0.19 I 0.50 I
23 0.25 2.0 0.25 0.19 I 0.38 I
24 0.25 2.0 0.19 0.125 I 0.25 I
25 0.125 1.5 0.25 0.094 I 0.25 I
26 0.19 1.0 0.38 0.25 I 0.38 1
27 0.38 2.0 0.25 0.19 I 0.50 1
28 0.19 1.0 0.25 0.125 I 0.25 I
29 0.50 0.50 0.19 0.125 I 0.50 I
30 0.25 1.5 0.50 0.125 I 0.25 I

* 1, etkisizlik (Indifference); A, antagonizma
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Sekil 4.3. ikinci Etest kombinasyon ydntemi

Etestle antifungal kombinasyonun ikinci yonteminde, Etest seritleri agar
ylizeyine ¢apraz bir pozisyonda, her bir antifungal tek basina test edildiginde elde
edilen MIK degerlerinde kesisecek sekilde 90° lik bir ac1 ile yerlestirildi. Bu sekilde
kesisme noktasinin altinda kalan bolgede inhibisyon alaninda genisleme ya da
antifungallerin MIK’lerinde degisiklik arastirildi. Her iki kombinasyon igin de
inhibisyon alaninda genisleme saptanmadi. Ayrica &nceden saptanan MIK
degerlerinde de degisiklik gozlenmedi. Diger Etest yontemi ile antagonizma saptanan

iki izolat i¢in de bu yontemde antifungal etkilesme gozlenmedi.

4.2.3. Time-Kill Yontemi ile Kombinasyon Sonuclar:

Biitiin C.krusei izolatlar1 i¢in her ii¢ ilagla ve onlarin ikili kombinasyonlari ile
time-kill ¢aligmalar1 yapildi. Koloni sayisinda baslangica gore >99.9% (3-logio)
azalma fungusidal aktivite ve <%99 azalma fungustatik aktivite olarak tanimlandi
(108). Kombinasyon c¢alismalarinda ise sonuglar tek basina en aktif ilacla
karsilagtirilarak degerlendirildi. Tek basina en aktif ilaca gbre kombinasyonda 24
saat sonra canli hiicre sayisindaki 100 kat ve iizeri (>2log;o) azalma sinerji, 100 kat
ve lizeri (>2logo) artis antagonizma ve 100 (<2log;o) kattan daha az bir degisiklik
etkisiz olarak degerlendirildi (5, 102, 108, 112). Calismaya alinan 30 C.krusei izolati
icin elde edilen sonuglara gore olusturulan time-kill egrileri Sekil 4.4 ve 4.5°de
verilmigtir. Her grafik, bir izolata kars1 iki ilacin tek basina ve kombinasyonlarinda

farkli MiK degerleri icin olusturduklari egrileri icermektedir; Sekil 4.4 VOR-CAS
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kombinasyonu, Sekil 4.5 AMB-CAS kombinasyonu ig¢in olusturulan egrileri
gostermektedir. Buna gore, VOR ii¢ farkli konsantrasyonda da biitiin izolatlara kars1
fungustatik aktivite sergiledi. Ila¢ konsantrasyonunun artmasi ile mikroorganizma
koloni sayisinda farkedilebilir bir degisiklik gozlenmedi.

AMB tamamen doz iligkili bir etki sergiledi. C.krusei izolatlari iizerinde 1/4x
MIK ve 1x MIK konsantrasyonlarinda fungustatik bir etki gosterirken, 4x MIK
konsantrasyonunda fungusidal aktivite gézlendi.

CAS ise ilk 8 saatte hizli bir oldiirme etkisi gostererek, 1/4x MIK
konsantrasyonda fungustatik, 1x MIK ve 4x MIK konsantrasyonlarinda ise genellikle
fungusidal aktivite gosterdi. Bu etki ilacin soliisyondaki konsantrasyonu ile
iliskiliydi. izolatlarin 21’inde 1/4x MIK konsantrasyonunda ilk 8 saatlik siire i¢inde
gozlenen hizli 6ldiirme aktivitesi kalict olmadi ve 24-48 saatte koloni sayisinda
tekrar artig gozlendi, 7 izolatta fungusidal etki hiz1 diiserek devam ederken 2 izolatta
hiz sabit kaldi. 1xMIK konsantrasyonlarinda ilk 4-8 saatlerde 6ldiirme hizi en
yiiksekti, maksimum etki ise izolatlarin 1’inde 8 saatte, 15’inde 24 saatte ve 14’linde
48 saatte olustu. 4 izolatta ilk hizli fungusidal aktivitenin ardindan koloni sayisinda
artis saptandi. Oldiirme hizinmn en yiiksek oldugu konsantrasyon 4x MIK’di ve

izolatlarin 17°sinde ilk 4 saatte koloni sayisinda >%99 bir azalma gézlendi.
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Sekil 4.4. VOR ve CAS’in tek basina ve kombinasyonda 30 C.krusei izolati igin
time-kill egrileri.
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Time-kill yontemi ile kombinasyon ¢alismalarinda en sik goriilen etkilesme
sekli her iki kombinasyon i¢in de etkisizlik oldu (Tablo 4.4 ve Tablo 4.5). Yani,
izolatlarin ¢ogunlugunda ilaglar arasinda etkilesme olusmadi. VOR-CAS
kombinasyonunda biiyiik oranda etkisizlik gozlendi. Ancak, antifungallerin 1/4x
MIK konsantrasyonlarindaki kombinasyonlarinda 48. saatte sinerji orani oldukca
yiiksek bulundu (%67). Genel olarak bu kombinasyon i¢in ilaglarin diisiik
konsantrasyonlarinin kombinasyonu ile daha iyi sonuglarin elde edildigi sonucuna
varilabilir. VOR-CAS kombinasyonu i¢in en diisiik siklikta gbzlenen etkilesme sekli
antagonizma oldu ve en fazla 4xMIK konsantrasyonunda ve 24. saatte gozlendi
(%13).

AMB-CAS kombinasyonunda da en sik gbzlenen etkilesme sekli etkisizlik
oldu. Kombinasyondaki ila¢ konsantrasyonlarmin artis1 ile daha iyi sonuglar elde
edildi (doz iliskili etki). En iyi sonuglar 4x MIK konsantrasyonlaridaki
kombinasyonlarda ve etkilesmenin ilk 4-8 saatlik déneminde gozlendi. 4x MIK
konsantrasyonlarindaki AMB-CAS kombinasyonu ile izolatlarin 20’si i¢in (%67) ilk
4 saatte ve 18’1 i¢in (%60) 8 saatte sinerjik etkilesme saptandi. Bu kombinasyon i¢in
de en az gozlenen etkilesme sekli antagonizma idi. En yliksek antagonizma orani

(%13) 1xMIK konsantrasyonlarinda ve 24. saatte gdzlendi.
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Sekil 4.5. AMB ve CAS’in tek basina ve kombinasyonda time-kill grafikleri



Tablo 4.4. Time-Kkill testleri ile elde edilen kombinasyon sonuglart*
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2 VOR-CAS AMB-CAS
%’ 1/4xMiK 1xMIiK 4xMIiK 1/4xMiK 1xMIiK 4xMiK
N

= 24 48 8 24 48 4 8 24 48 24 48 8 24 48 4 8 24

1 I S I s 1 I T A 1 I I I S 1 S s 1
2 I I I 1 1 I 1T 1 1 I A I I 1 S s 1
3 I I I 1 1 I T A 1 I I I S S S s 1
4 I S I 1 1 I T A 1 I I I A1 S S 1
5 S S I 1 1 I 1T 1 1 I I I 1 1 S 1 1
6 I S I S 1 I I 1 1 I I I 1 1 S 1 1
7 I I I 1 1 I 1 1 1 I I I T 1 1 S 1
8 I I I I S s S 1 1 I I I S s s s 1
9 A A I I A S S 1 1 A A I I 1 S s 1
10 I I I I A 1 1 1 1 I I I I s 1 S I
11 I S I 1 1 I I 1 1 I I I I 1 S s 1
12 S S I S S 1 1 S 1 I I I I I S s S
13 I I I I S 1 1 A 1 I I I S S S s 1
14 I I I 1 1 I 1T 1 1 I I I S I S s 1
15 I S I A 1 I 1T 1 1 I I A A A 1 A I
16 I S I 1 S 1 1 1 1 I I I S S8 S I 1
17 I I I 1 1 I I 1 1 I I I I 1 1 1 1
18 I s I S s 1 1 S 8 I 1 S S S s I 1
19 S S I S S 11 S 1 I I I T 1 1 S I
20 S S I S S A I I 1 I I I S s I 1 1
21 I S I 1 1 I 1T 1 1 I I I I 1 S s 1
22 S S I s S 1 1 1 1 I I I S S S I 1
23 I S I 1 1 I 1T 1 1 I I I I 1 S s 1
24 I S I 1 1 I S 1 1 I I I s I I 1 1
25 I S I 1 1 I 1 1 1 I I I T 1 S S 1
26 S S I 1 1 I 1T 1 1 I I A A A 1 1 1
27 S S I S s 11 S 1 I I I I 1 1 S 1
28 I I I 1 1 I I 1 1 I I I A1 S S I
29 I s I S s 1 1 S 8 I I I S S S 1 1
30 I S I 1 1 I 1T 1 1 I I I I 1 1 1 1

* Antifungal kombinasyonlarin ii¢ farkli konsantrasyonda ve farkli saatlerde olusturduklari etkilesme

sonuglart. I, etkisiz (Indifference); S, sinerji; A, antagonizma.
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Tablo 4.5. Time-kill testleri ile saptanan ilag etkilesmelerinin toplu sonuglari

© VOR-CAS AMB-CAS
g3
é’ E 1/4xMiK 1xMiK 4xMiK 1/4xMiK 1xMiK 4xMIiK
E @n
8 24 48 4 8 24 48 4 8 24 48 8 24 48 4 8 24 48 4 8 24
s - 7 20 - - 9 10 2 3 5 2 1 11 9 20 18 1

I 30 22 9 30 30 20 18 27 27 21 28 30 29 28 30 27 15 19 10 11 29

* Antifungal kombinasyonlarin ii¢ farkli konsantrasyonda ve farkli saatlerde olugturduklar: etkilesme

sonuglarinin toplam sayilari. 1, etkisiz (Indifference); S, sinerji; A, antagonizma.

4.2.4. PAFE Calismalarinin Sonuclari

Calismaya alinan tiim izolatlarin antifungallere ve onlarin kombinasyonlarina

1 saatlik maruziyetlerinin ardindan devam eden etkileri arastirildi. Antifungallerin
tek basina ve kombinasyondaki PAFE egrileri olusturuldu. Sekil 4.6 VOR-CAS,
Sekil 4.7. AMB-CAS i¢in olusturulmus grafikleri gostermektedir. Bu egrilere gore

PAFE, ilacin uzaklastirilmasini takiben test kiiltiirlerinin koloni sayisinda 1log;o’luk

artis olmast i¢in gereken siireden, kontrol kiiltiirii koloni sayisinda 1log;o’luk artis

olmasi i¢in gereken siire ¢ikarilarak hesaplandi.
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Izolat 1 (V, vorikonazol; C, kaspofungin; VC, vorikonazol-kaspofungin)
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Sekil 4.6. VOR ve CAS’nin tek bagina ve kombinasyonda PAFE grafikleri
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Sekil 4.7. AMB ve CAS’nin tek basina ve kombinasyonda 30 C.krusei izolati igin

PAFE grafikleri
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Tablo 4.6. Antifungallerin tek basina ve kombinasyonda PAFE siireleri

Farkli MiK’ler igin PAFE siireleri (saat)

]

2. Tek bagina antifungaller Kombinasyon

e VOR AMB CAS VOR-CAS AMB-CAS

T4 1x 4x 1/4x  1x 4 1/4x  1x  4x 1/4x  1x 4 1/4x  1x  4x
1 16 42 >42 >42  >42  >42 >42  >42  >42 >42  >42  >42
2 18 >42 >42 30 42 >42 30 >42 >42 28  >42 >42
3 42 >42 >42 16 18 >42 >42  >42  >42 >42  >42  >42
4 18 >42 >42 >42  >42  >42 >42  >42  >42 >42  >42  >42
5 10 >40 >40 44 42 >44 18 18 >44 >40 >40 >40
6 18 >42 >42 >42  >42  >42 >42  >42  >42 >42  >42  >42
7 16 42 >42 >43  >43  >43 41 37 37 >42  >42  >42
8 42 >42 >42 >43  >43  >43 >43 43 >43 >42  >42  >42
9

42 >42 >42 >42  >42 >42 >42 16 42 >42  >42  >42

o
<

18 20 >44 >45 >45 >45 >45 >45 >45 >44  >44 >44

.
.

43 >43 >43 17 19  >41 >41  >41 >41 >43  >43 >43

[
[ 5]

40 42 >42 14 18 >42 >42  >42 >42 >42  >42  >42

o
w

42 >42 >42 18 >42 >42 >28 >28 >28 >42  >42  >42

[
£ S

42 >42 >42 >43  >43 >43 >43  >43 >43 >42  >42 >42

o
(V)]

16 >42 >42 22 16 >42 >34 >34 >34 18 >42 >42
43 >43 >43 33 >43 >43 >42  >42  >42 43 >43 >43

[
2

42 >42 34 42 >42 >42 >42  >42 >42 42 >42 >42

o
>}

26 >42 >42 >42  >42 >42 >42  >42 >42 >42 42 >42

o=
e

7 >43 >43 >42  >42  >42 34 >42 >42 >43  >43 >43

[
<

43 >43 43 >44 20 20 S44 >44 >44 >43 43 >43

N
)

43 >43 >43 43 >43 >43 >43 >43 43 >43 >43 >43
36 >42 >42 >44 >44 >44 44 >44 >44 42 492 >4
12 >40 >40 42 >42 >42 42 >42 >42 40 >40 >40
42 >4 4 41 41 >41 17 17 >4  >42 >42 >42
42 >42 42 42 42 42 42 >4 >42 42 >42 42
42 >42 >42 40 >40 >S40 40 >40 >S40 >42 42 >42
42 >42 >42 1216 >40  >40 >40 >40 36 >42 >42
32 >42 >42 >28 >28 28 >28 28 28 >42 42 >4
42 >42 >42 3410 >34 >34 >34 >34 >42 >42 >4
42 >42 >42 0 42 >42 >4 42 >4 >42 42 >42 >42
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PAFE calismalarinda VOR ile ilacin hi¢bir dozunda 6Slgiilebilir post antifungal
etki gozlenmedi, AMB ve CAS ile tiim konsantrasyonlar i¢in ve tiim izolatlarda
belirgin PAFE saptandi (Tablo 4.6). AMB’nin PAFE siiresi konsantrasyonla
iliskiliydi ve en uzun PAFE 4x MIK konsantrasyonlarinda saptandi. CAS ile de
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konsantrasyon iliskili PAFE gozlendi ve benzer sekilde en iyi sonuglar 4x MIK
konsantrasyonlarindan elde edildi. Ilaglarm kombinasyonlari, tek baslarina test
edildiklerinde saptanan PAFE siiresi tizerinde belirgin bir degisiklik olusturmadi.
Bununla birlikte, AMB-CAS kombinasyonunun 4x MIK konsantrasyonlarinda,
antifungallerin uzaklagtirllmasindan sonra etkileri tiim izolatlar i¢in >42 saat devam
etti ve genellikle VOR-CAS kombinasyonuna gore daha uzun PAFE siireleri elde
edildi (Tablo 4.7).

Tablo 4.7. Farkli MIK konsantrasyonlari i¢in genel PAFE sonuglart

PAFE siiresi (Kalici PAFE go6zlenen izolat sayis1)

Antifungaller (saat)
1/4x Ix 4x
AMB 7-43 (0) 20->43 (26) 30->44 (27)
CAS 12->45 (16) 10->45 (19) 20->45 (29)
VOR-CAS 17->45 (24) 16->45 (25) 37->45 (28)
AMB-CAS 18->44 (23) 42->44 (26) >42 (30)

Calismamizda antifungal kombinasyonlar1 degerlendirmek i¢in {i¢ farklh
yontem kullandik. Buna gore Etest (her iki yontem) ve time-kill kombinasyon testleri
arasinda VOR-CAS kombinasyonu i¢in 30 izolatin 20’sinde (%67) ve AMB-CAS
kombinasyonu i¢in 15’inde (%50) uyum saptadik. Etest yontemi ile AMB-CAS
kombinasyonunda iki izolat i¢in saptanan antagonizma time-kill testinde sinerjik
etkilesme ile sonuc¢landi. Bu iki izolat disinda hem Etest hem de disk difiizyon
yontemleri ile sinerjik ya da antagonistik etkilesmeler tespit edilemedi. Uyum sadece

etkisiz sonucglanan etkilesimlerde gozlendi.



Tablo 4.8. Etest ve time-kill kombinasyon sonuglarinin karsilagtirilmasi

68

VOR-CAS AMB-CAS
izolat no
Etest-1 Etest-2 Time-kill* Etest-1 Etest-2 Time-kill*
1 I I S I I S
2 I I I I I I
3 I I I I I S
4 | 1 I I | A
5 I I I I 1 |
6 I I S I | |
7 I I I I I |
8 I I I A I S
9 | 1 I I | 1
10 | 1 I I | 1
11 | | I I | |
12 | | S I | |
13 I I I I I S
14 I I I I I S
15 | 1 A I 1 A
16 I I I I 1 S
17 I I I I | |
18 I I S A | S
19 I I S I | |
20 I I S I I S
21 I 1 I I I 1
22 | | S I | S
23 I I I I | I
24 I I 1 1 I S
25 I I I I I I
26 I I I I 1 A
27 I I S I 1 |
28 I I I I I A
29 I I S I I S
30 I I I I | |

*1x MIK konsantrasyonunda ve 24 saatteki time-kill sonuglari. I, etkisiz (indifference); S, sinerji; A,

antagonizma.
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5. TARTISMA

Ozellikle immiin diiskiin konaklar igin sorun olusturan Candida
enfeksiyonlar1 uzamis hastanede kalig siiresi, yiliksek tedavi maliyeti ve anlaml
mortalite oranlariyla sonuglanmaktadir. Birgok hastanede C.glabrata ve C.krusei gibi
C.albicans dis1 Candida tiirlerinin sikliginda artis oldugu bildirilmektedir (113, 114).
C.krusei kolonizasyonu ya da enfeksiyonlarinda gézlenen artigtan profilaktik FLU
kullanimi sorumlu tutulmaktadir. Profilaktik FLU kullanimi yaygin Candida tiirlerini
baskilayarak, daha az patojen, dogal direngli ya da daha az duyarli Candida tiirlerinin
tiremesine neden olabilmektedir. FLU ve AMB gibi yaygin kullanilan antifungallere
dogal direncli ya da sonradan diren¢ gelistiren fungal patojenler s6z konusu
oldugunda tedavide ekinokandinler ve yeni azoller gibi alternatif antifungallerin
kullanim1  gereklidir (115). Bu ilaclarin etkinligi, biyoyararliligi ve doku
penetrasyonu ¢esitli kiif ve mayalar i¢in degerlendirilmistir (116).

Simdilerde, farkli etki mekanizmalarina sahip yeni antifungallerin
gelistirilmesi antifungal kombinasyon tedavilerine olan ilgiyi arttirmigtir. Sinirh
klinik bilgiye ragmen, o6zellikle kiif enfeksiyonlarinin yiiksek mortalitesi, mevcut
antifungallerin nispeten smirli etkinligi gibi nedenlerle tedavisi zor fungal
enfeksiyonlarda polyen, genis spektrumlu azoller ve ekinokandinleri iceren
kombinasyonlarin kullanimi1 giindeme gelmektedir (83).

Antifungal kombinasyonlarin etkinligini degerlendiren bir¢ok c¢alisma
bulunmakla birlikte, klinik hasta izolatlarmi1 iceren testler nadirdir. Ilag
etkilesimlerini degerlendiren bu testler, 6zellikle yeni ilaglarin yiiksek maliyeti ve
muhtemel antagonistik etkilesimleri diisiiniildiigiinde, kombinasyon tedavisinin
seciminde yardimci olabilir (6). Bu amagla genellikle 96 kuyucuklu mikroplaklarin
kullanildig1 checkerboard (dama tahtasi) mikrodiliisyon yontemi tercih edilmektedir.
Daha az siklikla time-kill testi ve Etest yontemlerini kullanan c¢aligmalar da
bulunmaktadir. Bahsi gecen yontemlerin her birinin kendine gore avantajlar1 ve
dezavantajlart bulunmaktadir (117, 118). Literatiirde, antifungal kombinasyonlarin
degerlendirildigi cok merkezli ¢calismalar sinirli sayida bulunmaktadir ve heniiz bu
amagla standardize edilmis ve onerilen bir yontem bulunmamaktadir.

Invaziv Candida enfeksiyonlarinda etken spektrumu zamanla degisiklik

gostermekte ve ozellikle FLU e direngli tiirlerin sikligi artmaktadir. C.krusei dogal
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FLU direnci nedeniyle 6zellikle FLU profilaksisi alan hastalar i¢in sorun olusturan
bir Candida tiiriidiir. Bu nedenle ¢alismamizda klinik C.krusei izolatlarinin VOR,
AMB ve CAS’e duyarliligini, tek basina ve ikili kombinasyonlarinda degerlendirdik.

BMD testi ile VOR igin izolatlarm MIK degerleri 0.25-0.50 pg/ml
arasindayd1, MiKs, ve MiKg, degerleri 0.50 pg/ml, MFK ise 1.0-16.0 pg/ml arasinda
degisti. MFK degerleri MIK degerlerine gore oldukca yiiksekti. Bu muhtemelen
VOR’iin Candida’lar tizerinde fungustatik etki gostermesinden kaynaklanmaktaydi.
Buna gore calismaya alinan C.krusei izolatlarinin timii VOR’e duyarli olarak
saptandi. AMB igin referans BMD testi ile MiK sonuglar1 1.0-2.0 pg/ml, MiKs, ve
MiKo, degerleri sirasiyla 1.0 ug/ml ve 2.0 pug/ml seklinde tespit edildi. AMB
mayalar {lizerine genellikle fungusidal etki gosterdiginden MFK degerleri genellikle
MiK’e esit ya da 2-4 kat fazlaydi. AMB icin kesinlesmis MIK sinir degerleri
bulunmamakla birlikte, yaygin kullanilan sinir degerlere gore izolatlarimizin %50’si
AMB’ye duyarliydi. CAS i¢in BMD testi MIK sonuglar1 0.25-1.0 pg/ml, MiKs, ve
MiKy sirastyla 0.5 ve 1.0 pg/ml arasinda gergeklesti. CAS MFK degerleri de
genellikle MIK degerlerine yakindi. Bunun muhtemel nedeni, ekinokandinlerin
Candida hiicre duvar1 sentezini engelleyerek baslangicta olusturduklart fungustatik
etkinin ardindan hiicre 6liimiine neden olmalariydi.

Klinik kiif ve maya izolatlarin1 iceren biiylik bir mantar grubu i¢in azoller ve
AMB’nin etkinliginin degerlendirildigi bir ¢alismada MiKsy ve MiKg, degerleri, tiim
mayalar i¢in VOR ile 0.031-0.5 pg/ml, AMB ile 1.0-1.0 pg/ml ve 189 C.krusei
izolat1 i¢cin VOR ile 0.25-0.50 ve AMB ile 1.0-2.0 pg/ml rapor edilmistir (119).
Fothergill ve ark. (100) C.krusei izolatlar1 icin MIKso ve MiKy, degerlerini AMB ile
0.25-0.50 pg/ml, CAS ile 0.25-0.25 pg/ml ve VOR ile 0.5-1.0 pg/ml
bildirmektedirler. Kandan izole edilmis 20 C.krusei izolatina karsi ekinokandinlerin
etkinligini degerlendirdikleri ¢alismalarinda Canton ve ark. (120), CAS i¢in MIK
araligim 0.5-2 pg/ml, MiKs, ve MiKg, degerlerini 1 ve 2 pg/ml, MFK araligini ise 1-
64 pg/ml olarak rapor etmektedirler. Baska bir ¢aligmalarinda da C.krusei ATCC
6258 standart susu icin VOR MIK araligim 0,12-1 pg/ml, AMB MIK araligini 1-4
pg/ml ve CAS MIK araligmi 0.25-1 pg/ml olarak bildirmektedirler (99). Yakin
zamanda yayinlanmis bir calismada da 109 C.krusei izolat1 icin VOR MIK aralig1
<0,008-2 pg/ml, MiKsy ve MiKy, degerlerinin sirastyla 0.25-0.50 pg/ml oldugu ve
VOR direncinin sadece bir izolatta saptandigi; AMB MIK aralig1 0.5-2 pg/ml, MiKs,
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ve MiKyy degerleri 1 ve 2 ug/ml; CAS MIK aralig1 <0.008-0.5 pg/ml, MIKs ve
MiKy, degerleri 0.12 ve 0.25 pg/ml olarak bildirilmektedir (121).

Bu raporlara gore ¢aligmamizda mikrodiliisyon yontemi ile elde ettigimiz
sonuglarin literatiirle uyumlu oldugu, VOR ve CAS’in C.krusei izolatlarina karsi in
vitro sartlarda oldukca etkili oldugu sOylenebilir. Ancak AMB i¢in elde edilen
yilksek MIK degerleri dikkat cekicidir. AMB siddetli sistemik fungal
enfeksiyonlarda hala en sik kullanilan antifungal ajan olmakla birlikte, bizim
calismamizda da gozlenen azalmis duyarlilik, yakin zamanda bu antifungalin
kullanimini sinirlayict 6nemli bir sorun olarak goriinmektedir.

Etest yontemi ile C.krusei izolatlarmim VOR MIK degerleri 0.094-0.5 pg/ml
arasinda elde edildi. izolatlarin tamami icin Etest ydntemi ile elde edilen MIiK
degerleri, referans BMD yontemi ile elde edilen MIK degerlerinin +2 diliisyon
araliginda yer aldi1 ve bu antifungal i¢in Etest ile BMD arasindaki uyum orani %100
hesaplandi. AMB icin de Etest ve BMD arasinda %100 uyum elde edildi ve AMB
Etest MIK leri 0.5-2.0 pg/ml tespit edildi. Oysa CAS igin %83 oraninda (30 izolatin
25’inde) uyum tespit edildi ve genellikle Etest MIK’leri (0.047-0.50 pg/ml) daha
diisiik olma egilimindeydi.

Etest ile elde ettigimiz sonuclar, daha 6nce yaymlanmis benzer ¢alismalarin
sonuglartyla uyumluydu. Maxwell ve ark. (122) sik karsilasilmayan Candida tiirleri
icin VOR ve FLU duyarliligin1 degerlendirmede Etestin kullanighligini aragtirmislar
ve C.krusei (n=118) ve VOR i¢in Etest ve BMD arasinda %99 oraninda uyum tespit
etmislerdir. Farkli tiirleri igeren 212 Candida izolat1 ve 7 antifungal igin Etest ve
ticari bir duyarlilik sisteminin referans BMD ile karsilastirildigi bir yayinda biitiin
izolatlar ve antifungaller i¢in Etest ile referans yontem arasinda >%92 uyum,
C.krusei ve VOR, AMB, CAS igin %100 uyum rapor edilmistir (97). Fleck ve ark.
(123) Candida’larin 5 antifungal ajana duyarliligini Etest ve referans mikrodiliisyon
yontemi ile degerlendirmisler, Etest yontemiyle C.krusei izolatlar i¢in VOR, AMB,
CAS MIK araliklarini ile sirasiyla 0.25-4, 0.25-2, 0.5-2 pg/ml saptamislar ve tiim
Candida tiirlerinin bu antifungallere duyarliligini belirlemede iki yontem arasinda
strastyla %89, 96, 98 uyum oranlari bildirmislerdir. Bu iki yontem i¢in Negri ve ark.
(106) AMB ile %83 uyum bildirmekteyken, Dannaoui ve ark. (124) referans yontem
olarak EUCAST standartlarin1 kullandiklar1 ¢alismalarinda AMB ile %75, VOR ile

%87 uyum rapor etmektedirler.
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Etest ve referans mikrodiliisyon yontemi arasindaki uyum mantarin tiird,
inkiibasyon siiresi gibi degiskenlere bagli olarak ¢alismalar arasinda farklilik
gosterebilmekle birlikte, genellikle kabul edilebilir sinirlarin {izerindedir (92).
Etestin son derece pratik ve uygulamasinin kolay olmasi, birgok farkli mantar tiirii
icin kullanilabilmesi, mevcut antifungallerin ¢ogu igin ticari olarak bulunmasi, MiK
degerlerini referans yontemle oldukca yiiksek uyumlulukla saptayabilmesi gibi
avantajlar1 oldugundan, antifungal duyarlilig1 degerlendirmede kullanish bir yontem
oldugunu, bu nedenle referans BMD testine giivenilir bir alternatif olabilecegini
diisiinmekteyiz.

Antifungal duyarlii@i degerlendirmede referans yontem sivi diliisyon
(mikro/makro) testleridir. Ayrica ticari olarak gelistirilmis Etestlerle de oldukga
uyumlu sonuglar elde edildigi bildirilmektedir. Bunun yaninda, CLSI tarafindan
antifungal duyarliligi degerlendirmek icin yakin zamanda disk difiizyon testi
gelistirilmis ve FLU ve VOR i¢in standardize edilmistir (95). Nispeten ucuz, pratik
ve tiim mikrobiyoloji laboratuvarlarinda kolaylikla uygulanabilir olmasi bu yontemin
en Onemli avantajlaridir. Calismamizda disk diflizyon yontemi ile izolatlarin
tamaminda zon ¢aplart VOR ile >18 mm, AMB ile >18 mm ve caspofungin i¢in >25
mm tespit edilmistir. Bu durumda VOR ve CAS’e izolatlarin tamami duyarl idi,
AMB i¢in ise izolatlarin higbirisi i¢in diren¢ gézlenmedi.

Disk diflizyon testinin giivenilirligini degerlendiren bir¢cok calismada
genellikle referans yontemle yiliksek uyum oranlar1 bildirilmektedir. Pfaller ve ark.
(125) 54 katilimc1 merkezle yiiriittiikkleri calismalarinda VOR ig¢in disk difiizyon testi
ile referans yontem arasinda genel olarak % 94 — 99 ve C.krusei izolatlar1 igin % 89 —
99 oraninda uyum saptadiklarini bildirmektedirler. Bagka bir ¢alismalarinda ise 91
merkezden 14 farkli Candida tiiriinii igeren toplam 8702 izolattan olusan
caligmalarinda VOR i¢in %99 uyum bildirmislerdir (126). Daha kiigiik izolat grubu
iceren bir ¢alismada ise Candida genusu igindeki tiirlerden bagimsiz olarak disk
difiizyon ve referans test arasindaki uyum %95 olarak bildirilmistir (127).

CAS ve AMB ile disk diflizyon testini igeren ¢alismalar oldukg¢a sinirlidir.
Milici ve ark. (128) CAS i¢in disk difilizyon ve referans BMD arasindaki genel uyum
oranin1 %77 olarak bildirmis olmakla birlikte, bu karsilastirmada 2 pg CAS igeren
diskler kullanilmis ve zon ¢aplar1 >12 mm ise duyarli, <I1 mm ise direngli kabul

edilmistir. Espinel-Ingroff ve ark. (107), toplam 110 Candida spp. ve Cryptococcus
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neoformans izolatinin 5 antifungal ajana duyarliligin1 degerlendirmek igin ticari bir
sistem, disk difiizyon ve referans yontemi karsilastirmiglar ve referans yontemle disk
difiizyon arasindaki uyumu VOR i¢in %96, CAS i¢in % 97-100, AMB i¢in %100
oraninda bildirmislerdir. Ancak bu calismada CAS ve AMB i¢in MIK <1 pg/ml (disk
zon ¢aplar1 CAS i¢in >14 mm, AMB i¢in >15 mm) ise duyarli ve MiK >2 ug/ml (her
iki ila¢ icin de disk zon ¢aplar1 <13 mm) ise direng¢li kriterleri kullanilarak
degerlendirme yapilmistir. Negri ve ark. (106) 100 pg’lik AMB diskleri ile 70
Candida izolat1 i¢in %100 uyum bildirmektedirler.

CAS ve AMB disk difiizyon testi i¢in kesin sinir degerler bulunmamakla
birlikte, verilen ¢alismalarda kullanilmis sinir degerlere gore bizim izolatlarimiz bu
iki antifungale duyarlidir. Bu sonuglar bahsedilen ¢aligmalarin sonuglar ile
benzerdir. Antifungal duyarlilig1 belirlemede disk difiizyon testi i¢in VOR ve FLU
disinda diger antifungaller i¢in heniiz standardizasyon olusturulamamistir. Simdilik,
VOR ve FLU ig¢in kullanilan disk difiizyon testinin diger antifungaller i¢in de
standardize edildiginde olduk¢a yaygin kullanim alan1 bulacagini diisiinmekteyiz.

Antifungal duyarliligi degerlendirmede time-kill testleri ile elde edilen veriler,
fungusidal etkinin hiz1 ve genisligi, farmakodinamik 6zellikler (konsantrasyonla etki
ve post antifungal etki arasindaki iligki), birlikte verilen ilaglar arasindaki sinerji ya
da antagonizma hakkinda Oonemli bilgiler saglamaktadir. Bu bilgiler antifungal
ajanlar ile onlarin mantarlar tizerindeki etkileri arasinda bulunan dinamik iliskinin
anlasilmasimni kolaylastirmaktadir. Bu yiizden time-kill testleri antimikrobiyallerin
etkilerini degerlendirmede vazgecilmez araglar olmuslardir (101). Diger duyarhlik
test yoOntemleri ile sadece bir zaman noktasindaki duyarlilik sonuglari
goriilebilmekteyken, time-kill testleri ile ilaglarin zaman igindeki davranislar
saptanabilmektedir. Ancak time-kill testleri olduk¢a zahmetli ve zaman alici
testlerdir. Bu nedenle rutin kullanimlari1 s6z konusu degildir.

Calismamizda ii¢ antifungal ajanin, ii¢ farkli konsantrasyonda (1/4x MIK, 1x
MIK, 4x MIK) farmakodinamik etkilerini time-kill testleri ile 30 klinik C.krusei
izolatina kars1 degerlendirdik. VOR konsantrasyonla iliskili olmaksizin biitiin
izolatlara kars1 fungustatik aktivite sergiledi. Ila¢ konsantrasyonundaki degisiklik
mikroorganizma sayisinda farkedilebilir bir degisiklik olusturmadi. Oysa AMB ve
CAS tamamen doz iliskili etki sergiledi. AMB 1/4x MIK ve Ix MIK

konsantrasyonlarinda fungustatik, 4x MIK konsantrasyonunda fungusidal aktivite



74

gosterdi. CAS ise ilk 8 saatte tiim konsantrasyonlarinda hizli bir 6ldiirme etkisi
gostererek, 1/4x MIK’de fungustatik, 1 ve 4x MiK’de fungusidal etki ortaya koydu.

Azollerin hem C.albicans hem de diger Candida tiirleri igin
konsantrasyondan bagimsiz gosterdigi fungustatik etki daha dnceki ¢alismalarla da
desteklenmektedir (109, 129). Ancak Canton ve ark. (130) VOR ile posakonazolii
C.krusei izolatlar1 igin degerlendirdikleri ¢alismalarinda, bu ilaglarin konsantrasyon
bagimli etkiye sahip oldugunu, koloni sayisindaki azalmanin >0,5 mg/l VOR
konsantrasyonlarinda basladigini, koloni sayisindaki %90°lik bir azalmanin 32 mg/1
VOR ile basarilabildigini ve %99’luk o6ldiirme hizina hi¢ ulasilamadigimni
bildirmektedirler. Bizim sonuglarimiza gére VOR fungal liremeyi engellemekle
birlikte, belirgin fungal 6liime neden olmanustir. Ancak biz MIK iizerinde sadece 4
katlik konsantrasyonda (4x MIK) calistik. Konsantrasyon iliskili etkiyi ve belirgin
Oldiirme hizin1 saptayamamis olmamiz nispeten diisik VOR konsantrasyonu ile
calismis olmamizdan kaynaklaniyor olabilir.

Bizim sonuglarimiza benzer sekilde Canton ve ark. (120), C.krusei
izolatlarinda CAS ile birlikte ii¢ ekinokandin icin de ilk 6 saatlik donemde
konsantrasyon iliskisiz hizli bir fungusidal aktivitenin ardindan konsantrasyonla
iliskili olarak o©ldiirme hizinda yavaslama ya da tekrar ilireme gozlendigini
bildirmektedirler. Bu sonuglarla uyumlu olarak, calismamizda CAS’in 1/4x MIK
konsantrasyonlarinda izolatlarin %70’inde (n=21) baslangictaki hizli fungusidal
etkinin ardindan tekrar iireme goézlendi. C.albicans, C.parapsilosis ve C.glabrata
izolatlarina CAS’in etkinliginin degerlendirildigi baska bir ¢alismada, MIK’in
tizerindeki konsantrasyonlarda antifungalin fungal hiicre sayisinda anlaml
azalmalara neden oldugu, ancak bu azalmalarin fungusidal etki boyutuna ulagmadigi
ve CAS’in test durumlarina ve izolatlara bagl olarak fungusidal ya da fungustatik
aktivite sergileyebildigi vurgulanmaktadir (131).

Genellikle CAS ile ilgili MIK ve iizerindeki konsantrasyonlarda hizli
fungusidal etkiden s6z eden yayinlarin yaninda, Barchiesi ve ark. (132),
C.glabrata’ya kars1 1/2-4x MIK konsantrasyonlarinda fungusidal bir aktivite tespit
etmediklerini bildirmektedirler. Calismalarda, CAS ve degisik Candida tiirleri ile
saptanan sonuglar arasinda farkliliklar oldugu gozlendi. Biitiin ¢alismalar i¢in ortak
ozellik, baslangicta (ilk 6-8 saatte) gozlenen yiiksek fungal 61diirme hiz1 ve ardindan

gbzlenen konsantrasyon iligkili etkiydi. Bu nedenle, CAS’in etkenin tiiriine, izolata,
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test durumlarina gore fungustatik ya da fungusidal etki gosterebildigi, ilacin dozunun
artis1 ile aktivitesinin arttirilabilecegi ve hizli etki gostermesinin ilaca énemli bir
istiinliik saglayabilecegi diisiiniildii.

Canton ve ark. (133) tarafindan 7 Candida tiiriniin hem standart hem de
klinik izolatlarma karst AMB’nin  06ldiirme kinetikleri ayrintili  olarak
degerlendirilmistir. C.albicans ve C.dubliniensis icin 2x MIK konsantrasyonlarinda
cok hizli (2-4 saat) fungusidal aktivite gzlenirken, C.parapsilosis icin 4x MIK ile 48
saatte, C.glabrata icin 4x MIK ile 24 saatte fungusidal etkiye ulasilabildigi
bildirilmektedir. Bu ¢alismada en diisiik 6ldiirme hiz1 C.tropicalis ve C.krusei igin
elde edilmistir. AMB, C.tropicalis ve C.krusei’ye karsi diisiik bir fungusidal
aktiviteye sahipti ve bu etkinin elde edilebilmesi i¢in AMB’nin 4x MIK
konsantrasyonu ile 40-48 saatlik bir siire gerekliydi. Ancak C.krusei referans izolati
icin AMB’nin 4x MIK konsantrasyonu ile sadece 13 saatte fungusidal etkinin
gozlendigi bildirilmekteydi.

Bizim calismamizda da AMB’nin 4x MIK altindaki konsantrasyonlarinda 48
saatlik takip siiresi boyunca fungusidal etki saptanmadi; 1/4x MIK
konsantrasyonlarinda  belirgin bir oldiirme etkisi gozlenmezken, 1x MIK
konsantrasyonlarinda gozlenen 6ldiirme hiz1 hicbir izolat i¢in fungusidal etki sinirina
ulasamadi. 4xMIK konsantrasyonunda ise izolatlarin 9’unda ilk 8 saatte, 16’sinda 24
saatte ve 5’inde 48 saatte fungusidal aktivite saptandi. Canton ve ark. (133)’nin
bildirdiginden farkli olarak biz, izolatlarin %83 ilinde ilk 24 saatte fungusidal etkiyi
gozledik. Bu calismada, kan kiiltiirlerinden izole edilmis 5 C.krusei ile ¢alisilmusti,
oysa biz farkli kaynaklardan elde edilmis 30 izolati degerlendirdik. AMB’nin
farmakodinamigini degerlendiren benzer galismalarda da farkli Candida tiirleri igin
fungusidal etkinin >4x MIK konsantrasyonlarinda saptandigi bilgisi bizim
sonuglarimizi desteklemektedir (109, 129). Sonug¢ olarak AMB tiir iligkili olarak
yiiksek konsantrasyonlarda yavas bir fungusidal aktivite sergilemekte ve etkisi
izolatlar arasinda farklilik gosterebilmektedir.

Calismamizda yer alan {i¢ antifungalin PAFE’lerini degerlendiren simirh
sayida yaymn bulunmaktadir. Bu tiir degerlendirmeler ilaglarin 6zellikle doz
araliklarinin  belirlenmesinde 6nem tagimaktadir. Ekinokandinlerin antifungal
etkilerinin degerlendirildigi ilk ¢aligmada AMB ile CAS’in konsantrasyon iliskili
uzun PAFE sergiledikleri bildirilmektedir (90). Her ii¢ antifungalin de yer aldigi
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baska bir farmakodinamik degerlendirmede, nadir kan kiiltiirii izolatlarinda VOR i¢in
oOlgiilebilir bir PAFE saptanmazken, CAS sadece bir C.lusitaniae izolat1 i¢in doz
iliskisiz PAFE ve AMB tiim izolatlar i¢in anlamli bir doz iliskili PAFE sergilemistir
(109). Chryssanthou ve ark. (134) otomatize sistemle {i¢ farkli Candida standart
susuna karst AMB ile belirgin konsantrasyon iligkili artis gosteren PAFE
bildirmektedirler. Clancy ve ark. (131)’nin ¢alismalarinda ise CAS’nin 4 ve 16x MIK
konsantrasyonlarinda, 24 saat boyunca devam eden belirgin PAFE saptanmis ve bu
sonuglarin sistemik kandidozun bir hayvan modelinde CAS icin elde edilen
sonuclarla uyumlu oldugu bildirilmistir (135).

Bizim PAFE c¢alismamizin sonuglar1 genel olarak bu ¢alismalarla uyumluydu.
C.krusei izolatlarina karst VOR ile ilacin test edilen {i¢ konsantrasyonu igin de
herhangi bir PAFE saptanmadi. Genellikle VOR’{in tiim konsantrasyonlarinda ilagsiz
kontrol ile benzer bir lireme egrisi elde edildi. Oysa hem AMB hem de CAS ile
konsantrasyon iliskili ve uzun siireli PAFE saptandi. AMB’nin 1/4x MIK
konsantrasyonunda ilacin uzaklastirilmas: sonrasinda koloni sayisinda belirgin bir
azalma izlenmemekle birlikte, 1log;o’luk artisin olusmasi i¢in 7-43 saat gerekti. 1x
MIK ve 4x MIK konsantrasyonlarinda PAFE daha belirgindi ve izolatlarin sirastyla
26 ve 27’sinde bu etki takip siiresince kaliciydi. CAS daha belirgin ve daha uzun
stireli bir PAFE sergiledi. Genel olarak bizim sonuglarimiz literatiirde bildirilenlere
gore her iki ilag i¢in de daha uzundu. Ancak bu tiir calismalarda genellikle az sayida
izolat caligmaya alinmakta ve 24 saatlik takip yapilmaktadir. Bizim sonuglarimizdaki
farkliligin izolat sayimizin fazla olmasindan ve takip sliremizin uzun olmasindan
kaynaklandigini diistiniiyoruz. Ayrica, bilgilerimize gore C.krusei izolatlarini ve bu
antifungalleri igeren benzer bagka bir rapor olmadigindan sonuglarimiz birebir
karsilagtiritlamamugtir.

Bu bulgularin klinik 6nemi kesin olmamakla birlikte, kiiciik total
miktarlardaki AMB ve CAS ile fungusidal etkinin saglanabilmesi icin kisa intervalli
boliinmiis dozlar yerine, uzun intervallerle yiiksek dozlarin uygulanmasinin daha
yararli olacag diisiincesindeyiz.

Direngli fungal tiirlerin sikligindaki artigla birlikte, mevcut antifungal
bilesiklerdeki artig, yeni antifungallerin kombine kullanimi gibi, daha iyi tedavi
stratejilerinin gelistirilmesine yonelik ¢alismalara ilgiyi artirmistir. Ornegin, fungal

hiicre duvar1 esas bileseni 1,3-B-D-glukan sentezini inhibe ederek etki gosteren



77

ekinokandinler antifungal kombinasyon ig¢in ilave bir hedef saglamaktadir.
Ekinokandinlerle fungal hiicre duvari sentezinin inhibisyonu, teorik olarak diger bir
antifungalin hiicreye penetrasyonunu arttirabilir. Bu nedenle ekinokandinlerle
kombinasyon ¢aligmalari iimit verici goriinmektedir (118).

Referans C.krusei izolat: ile 8 farkli laboratuvarda AMB, VOR, CAS ve
posakonazoliin ikili kombinasyonlarinin checkerboard yontemi ile degerlendirildigi
calismada, biitiin kombinasyonlarda elde edilen MIK’lerin ilaglarin tek basina
degerlendirildiginde elde edilen MiK’lerden daha diisiik oldugu, fraksiyonel inhibitor
konsantrasyon indekslerine gore tiim kombinasyonlar arasindaki iliskinin etkisizlik
oldugu ve antagonizmanin goriilmedigi bildirilmektedir (6). Roling ve ark. (108) 4
Candida tirii ve Cryptococcus neoformans’a karsi 2 ekinokandinle FLU
kombinasyonunu time-kill yontemi ile degerlendirmis ve ekinokandin-azol
kombinasyonunun antagonistik sonu¢lanmadigini ve gelecekte klinik calismalar igin
timit verici oldugunu bildirmislerdir.

FLU direngli 3 C.glabrata izolatina karsi CAS-VOR kombinasyonunun
degerlendirildigi baska bir c¢alismada bu kombinasyonun ciddi C.glabrata
enfeksiyonlarinin tedavisinde etkili olabilecegi vurgulanmaktadir (136). Aspergillus
fumigatus ile enfekte edilmis deney hayvanlarinda VOR-CAS kombinasyonu ile
tedavinin belirgin bir sinerjik etkilesim ortaya koymamakla birlikte, ilaclarin tek
basina etkilerine gore biraz daha etkili oldugu bildirilmektedir (137). Graybill ve
ark. (138) CAS ile FLU kombinasyonunun etkinligini in vivo hayvan deneyi ile
degerlendirdikleri c¢alismalarinda, bobrek fungal yiikiinde ilaglarin tek basina
sagladiklarindan daha fazla bir azalma saglanmadigini bildirmektedirler.

Invaziv Aspergillus enfeksiyonlarinin tedavilerine y®dnelik yaymlarin
derlendigi bir analizde AMB-CAS kombinasyonu i¢in 3 ¢alismada sinerji ve 1
caligmada etkisizlik, VOR-CAS kombinasyonu i¢in 1 ¢alismada etkisiz etkilesimin
gozlendigi bildirilmektedir (139). Dannaoui ve ark. (140) da Aspergillus tiirleri i¢in
ikili ve tglii antifungal kombinasyonlar1 checkerboard ve agar diflizyon yontemleri
ile degerlendirmisler, CAS’in AMB ya da VOR ile kombinasyonunun biitiin izolatlar
icin aditif etkilesme gosterdigini ve antagonizma gozlenmedigini rapor etmislerdir.
Klinik Trichosporon asahii izolatlarina kargi bu kombinasyonlarin checkerboard

yontemi ile degerlendirilmesinde &zellikle AMB-CAS kombinasyonu ile yiiksek
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oranda (%89) sinerji, VOR-CAS kombinasyonu ile %17 sinerji gozlendigi ve
antagonistik etkilesme saptanmadig bildirilmektedir (141).

Barchiesi ve ark. (142) AMB-CAS kombinasyonunun C.parapsilosis
izolatlarma kars1 etkinligini checkerboard, disk difiizyon, time-kill yStemlerini ve bir
in vivo hayvan deneyini kullanarak degerlendirmislerdir. Ug izolat ile yapilan
checkerboard yonteminde inhibitér konsantrasyon degerlerinde anlamli azalmalar
olmakla birlikte, fraksiyonel inhibitdr konsantrasyon indekslerine gore %100 etkisiz
iligki saptanmis, antagonizma gozlenmemistir. Disk difiizyon yoOntemi ile
kombinasyonda, 24 saatte genel olarak her bir ilacin tek basina test edildiklerinde
saptanan en genis zon ¢apindan daha genis zonlar elde edilememistir. Ancak 48
saatlik inkiibasyonda bazi konsantrasyonlarinda kombinasyonla daha iyi sonuglar
alindig1 bildirilmektedir. Bir izolatla yapilan time-kill testinde fungusidal etkiye
higbir sekilde ulasitlamamis olmakla birlikte, 1x MIK konsantrasyonlarindaki
kombinasyonla en etkin ilagla saglanandan daha yiiksek bir etki gozlendigi
bildirilmistir. Bu ¢alismada in vivo testlerde de benzer sonuglar elde edilmistir.

Hossain ve ark. (143) AMB-CAS kombinasyonunun in vivo ve in vitro
etkinligini azol direngli C.albicans izolatlarina karsi degerlendirmisler, in vitro
checkerboard diliisyon yontemi ile etkisiz iliski saptandig halde, bu kombinasyonun
in vivo bobrekteki fungal sayiyr anlamli sekilde azaltan tek yaklasim oldugunu
bildirmiglerdir. C.glabrata ile olusturulmus deneysel kandidemi modellerinde de,
CAS ya da mikafungin ile AMB kombinasyonunun organ sterilizasyonunu saglayan
tek tedavi yaklasimi oldugu vurgulanmaktadir (132, 144). Ekinokandin grubu bir
antifungal olan mikafungin ile AMB kombinasyonunu checkerboard diliisyon
yontemi ile 145 klinik Candida izolati i¢in degerlendirildigi baska bir in vitro
calismada, {iremede kalic1 azalmanin gozlendigi konsantrasyonun MiK olarak kabul
edilmesi durumunda %50 oraninda sinerjik etkilesme gozlendigi ve antagonizma
saptanmadig bildirilmektedir (112).

Bizim daha once C.glabrata izolatlarina karsi antifungal kombinasyonlari
degerlendirdigimiz benzer bir c¢alismamizda time-kill yontemi ile AMB-CAS
kombinasyonunda c¢aligmaya alman 50 izolatin %46’sinda sinerjik etkilesme
saptamig ve antagonizma gozlememistik (145). Ayni izolatlar ile benzer baska bir
calismamizda da VOR-CAS kombinasyonu i¢in %16 sinerji, %82 etkisizlik ve %2
antagonizma tespit ettik (146).
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In vitro fungal iireme {izerine kombinasyonlarin etkilerinin, kombinasyonda
kullanilan ilaglarin konsantrasyonu ve kombinasyondaki oranina, test edilen fungal
tirlere, c¢aligmadaki izolat sayisina, kullanilan farkli yontemlere gore degisiklik
gosterebilecegi  bildirilmektedir (5). Gergekten, simdiye kadar bahsedilen
kombinasyon c¢aligmalar1 arasinda, ayni ¢alismadaki farkli yontemlerin sonuglari
arasinda bile farkliliklar oldugu goriilmektedir. Ancak anilan ¢aligmalarin birlestigi
ortak nokta, bunlarin hi¢birisinde VOR-CAS ya da AMB-CAS kombinasyonlar1 igin
belirgin antagonistik etkilesmenin goriilmemis olmasidir.

Calismamizda kombinasyonlari {i¢ farkli konsantrasyon i¢in degerlendirdik.
Her iki kombinasyon i¢in de siklikla saptadigimiz etkilesme sekli etkisizlik oldu.
Antagonizma oraninin oldukga diisiik oldugu gézlendi. VOR-CAS kombinasyonunda
1/4x MIK konsantrasyonunda 24 ve 48. saatlerde yiiksek oranda gdzlenen sinerji ve
etkisizlik ilgi ¢ekiciydi. Ilaglarin diisiik dozlarda kombinasyonuyla yiiksek in vitro
yanit alinmasi, gelecek klinik ¢aligsmalar agisindan {imit verici bir bulgu olabilir. Bu
sayede tek basina bir ilacin yiliksek dozda kullanilmasi yerine ¢ok daha diisiik
dozlarda iki ilacin kombine kullanilmasi ile toksik yan etkilerin azaltilmasi, tolere
edilebilirligin arttirilmas1 sdzkonusu olabilir. Aksine bu kombinasyonda 4x MIK
konsantrasyonunda sinerjik etkilesme daha az olustu.

AMB-CAS kombinasyonunda ise time-kill yontemiyle 4x MIK
konsantrasyonlarinda ilk 4-8 saatte gozlenen hizli fungusidal etki, hizli klinik yanitin
amaglandigr ciddi enfeksiyonlar i¢in onemli bir sonug¢ olabilir. Bu hizli fungusidal
etki ayn1 zamanda ilk 4-8 saatlerde yiiksek bir sinerjik etkilesmenin de olusmasina
yol acti. Bu kombinasyon icin en iyi sonuclar 4x MIK konsantrasyonlarinda elde
edildi, 1/4x MIK konsantrasyonlari icin yiiksek oranlarda etkisiz tipte bir etkilesime
ragmen sinerji gozlenmedi.

VOR-CAS kombinasyonunda tek basina CAS’e gore PAFE siireleri, time-kill
sonuglart ile uyumlu olarak, 1/4x MiK icin daha belirgin uzadi. En uzun PAFE siiresi
4x MIK konsantrasyonda goriilmekle birlikte, tek basma CAS ile elde edilen
sonuglara bir {istiinliigii gozlenmedi. AMB-CAS kombinasyonunda 4x MIK
konsantrasyonlarinda time-kill testinde gbzlenen hizli fungusidal etki nispeten daha
yavas bir sekilde burada da gozlendi. izolatlarin tamaminda bu konsantrasyondaki
kombinasyonda >42 saat stiren PAFE tespit edildi. Bu etki iki ilagla tek basina elde

edilenden belirgin oranda daha hizli ve daha uzun siireliydi. Ancak 1/4 ve 1x MIK
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konsantrasyonlarindaki kombinasyonlarin PAFE siireleri, ilaclarin tek baglarina
ortaya koyduklarindan daha farkli degildi. VOR-CAS kombinasyonu igin 1/4x MIK
ve AMB-CAS kombinasyonu igin de 4x MIK konsantrasyonlar1 daha iimit verici
sonugclar ortaya ¢ikarmistir.

Kombinasyon ¢alismalarimizin sonuglart genel olarak literatiirle uyumludur.
Buna gére CAS’in VOR ve AMB ile kombinasyonlar1 C.krusei nedenli enfeksiyonlar
icin in vitro etkili gériinmektedir. Simdilik tek ilag tedavisi seklinde uygulanan VOR,
AMB ve CAS bu Candida tiirline in vitro etkili bulunmakla birlikte, bu ilaglarin
kombinasyonunu igeren tedavi yaklasimlari, siddetli sistemik enfeksiyonu bulunan
immiindiiskiin hastalar, endokarditli hastalar ya da uygun antifungal tedaviye ragmen
tekrarlayan enfeksiyonu bulunan hastalar gibi 6zel klinik durumlar i¢in goz 6niinde
bulundurulabilir. Bu ilaglar arasindaki olumlu etkilesmenin mekanizmasi tam olarak
aydinlatilmis olmamakla birlikte yaygin gorilis, ekinokandinlerin hiicre duvari
sentezini inhibe etmesinin ardindan, VOR ve AMB gibi ondan farkli bir etki
mekanizmasina sahip ilacin hiicreye penetrasyonunun artmasidir (92, 142).

Antifungal duyarliligi degerlendirmek icin standardize edilmis yOntemler
(CLSI M27-A2 ve CLSI M44-A) bulunmasina ragmen, antifungal kombinasyonlarin
etkinligini degerlendiren yontemlerle ilgili standartlar heniiz olugturulmamistir. Bu
amagla en sik kullanilan yontem checkerboard mikrodiliisyon yontemi olmakla
birlikte, kombinasyonun dinamikleri hakkinda bilgi vermesi agisindan time-Kkill
testleri daha yararlidir. En iyi yOntemi saptamak ic¢in yapilmis az sayida
karsilastirmali calisma bulunmaktadir. Bu yontemlere son zamanlarda E-test yontemi
eklenmistir.

Gram negatif bakteri ve mikobakterilere karsi ilag kombinasyonlarinin
etkinligini  degerlendirmek icin Etest yOnteminin basartyla kullanildigi
bildirilmektedir (147, 148). Ancak daha yakin zamanda yapilan bir baska raporda
imipenem direngli Acinetobacter baumannii izolatlarina kars1 minosiklin ve kolistin
kombinasyon ¢alismasinda Etest ve time-Kill yontemi uyumsuz bulunmustur (149).

Mantar tiirlerine kars1 ilag kombinasyonlarmin etkinligini belirlemek
amaciyla Etest ve disk difiizyon yontemini degerlendiren calisma sayisi ¢ok
sinirhdir. Lewis ve ark. (102) Candida tiirlerine kars1 antifungal kombinasyonlarin
etkinligini degerlendirmek icin Etest, checkerboard diliisyon ve time-Kkill

yontemlerini  karsilagtirmiglardir.  Arastirmacilar  antifungal ~ kombinasyonu
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degerlendirmede Etest ile time-kill arasindaki uyumun iyi oldugunu ancak
checkerboard yonteminin, &zellikle RPMI besiyerinin kullanildigr ¢alismalarda
AMB aktivitesindeki degisiklikleri saptamada duyarliligmin koti oldugunu ve
dikkatli degerlendirilmesi gerektigini vurgulamaktadirlar. Ernst ve ark. (150) da
Etestin mikrodilisyona gore time-kill testiyle daha uyumlu sonuglar verdigini
bildirmektedirler.

AMB-CAS kombinasyonunun 3 in vitro ve bir in vivo yOntemle
degerlendirildigi caligsmalarinda Barchiesi ve ark. (142), checkerboard diliisyon
testinin aksine, disk diflizyon testinin time-kill ve in vivo testlerle benzer sonuglar
verdigini bildirmektedirler.

Daha once C.glabrata izolatlart ile yaptigimiz c¢alsmamizda AMB-CAS
kombinasyonunda birinci ve ikinci Etest yontemleri ile time-kill arasindaki uyum
sirastyla %88 ve %52 bulunmustu (145). Disk difiizyon testleri ile kombinasyonlari
degerlendirmede  bildirilmis  herhangi  bir kriter bulunmamakla birlikte,
kombinasyonda elde edilen zon ¢aplarinin higbirisi, tek basina ilaclarin olusturdugu
zonlardan daha kiiciik degildi. CAS ile azol antifungallerin kombinasyonlarinin
degerlendirildigi baska bir ¢alismamizda da Etest ile time-kill yontemi arasindaki
uyum %66-86 arasinda gergeklesmisti (146).

Simdiki ¢alismamizda VOR-CAS kombinasyonu ic¢in 30 izolatin 20’sinde
(%67) ve AMB-CAS kombinasyonu i¢in 15’inde (%50) Etestin her iki yontemi ile
time-kill arasinda uyum saptadik. Etestin her iki yontemi ile kombinasyonda,
ilaglarin tek basina saptanan MIK degerlerine gore fark edilebilir bir degisiklik
saptanmadi. Bu nedenle Etestin sinerjik ve antagonistik etkilesimleri saptamada
yetersiz kaldigimi diisiinmekteyiz. Disk diflizyon yontemi de kombinasyonlari
degerlendirmede cok etkili bulunmadi. Disk difiizyon testleri ile kombinasyon
sonuglarinin yorumlanmasina yonelik herhangi bir kriter bulunmamakla birlikte,
time-kill yontemi ile sinerji ya da antagonizma saptanan izolatlar i¢in disk difiizyon
testi zon ¢aplarinda fark edilebilir bir artis ya da azalma gézlenmedi.

Son yillarda profilaktik FLU kullanimimin artmasi ile birlikte, C.krusei ve
C.glabrata gibi FLU direngli ya da daha az duyarli Candida tiirlerine bagh
enfeksiyonlarda artis gozlenmektedir. Dar spektrumlu, toksisitesi yiiksek ve tolere
edilebilirligi disiik, smirli sayidaki antifungal tedavi segenekleri, invaziv

enfeksiyonlarin  tedavisinde ilag  kombinasyonunu giindeme  getirmistir.
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Calismamizda degerlendirdigimiz her iki kombinasyon ile limit veren sonuglar elde
ettik. Ancak bunlar in vitro sonuglardir ve bunlarin in vivo klinik testlerle de
dogrulanmas1 gerekmektedir. Ayrica elde edilen sonuglarin susa gore degisebilecegi
g6z ard1 edilmemelidir.

Kombinasyonlarin etkinligini degerlendirmede Etest pratik bir yontemdir.
Ancak biz nispeten diisiik uyum oranlar tespit ettik. Disk difiizyon testlerinde ise
yorumlama agsamasi ile ilgili sikintilar bulunmaktadir. Her iki yontem ig¢in
standardizasyonun saglanmasi amaciyla ileri c¢alismalarin gerekli oldugunu
diisiinmekteyiz. Kombinasyon testlerinde ilaglarin zaman i¢indeki hareketlerini takip
etmesi, ilag etkilerinin hizin1 ve genisligini géstermesi bakimindan time-Kill testleri
daha kullanigh gibi goriinmektedir. Ancak bu testlerin olduk¢a zahmetli ve zaman
alic1 oldugu unutulmamalidir.

Sonug olarak, VOR, AMB ve CAS C.krusei izolatlarina kars1 in vitro etkili
antifungallerdir. VOR, konsantrasyondan bagimsiz fungustatik etki gdosterirken,
AMB ve CAS doz iliskili fungusidal etki sergilemektedir. CAS’in VOR ile
kombinasyonu, dzellikle MIK altindaki konsantrasyonlarda, AMB ile kombinasyonu
MIK iizerindeki konsantrasyonlarda {imit verici sonuglar sergilemistir. Bu sayede tek
basina bir ilacin yiiksek dozda kullanilmasi yerine ¢cok daha diisiik dozlarda iki ilacin
kombine kullanilmas1 ile toksik yan etkilerin azaltilmasi, tolere edilebilirligin
arttirllmasi1 s6z konusu olabilir. Ayrica bu kombinasyonlar, sistemik enfeksiyonu
bulunan siddetli immiindiiskiin hastalar, endokarditli hastalar ya da uygun antifungal
tedaviye ragmen tekrarlayan enfeksiyonu bulunan hastalar icin alternatif tedavi
secenekleri sunabilir. Ancak bunlar in vitro gézlemlerdir. Farkh tiirleri ve ¢oklu doz
rejimlerini iceren ilave laboratuvar ve klinik ¢aligmalara ihtiya¢g oldugunu

diisiinmekteyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismaya 30 klinik C.krusei izolat1 alinmig ve tiim izolatlarin referans BMD
yontemi (CLSI M27-A2) ile minimal inhibitér konsantrasyon degerleri
belirlenmistir. Her bir ilag i¢in elde edilen MIiK degerlerinin 1/4, 1 ve 4 katlik
konsantrasyonlari ile hem ilaglarin tek basina hem de ikili kombinasyonlar1 ile tim
izolatlara kars1 time-kill ve PAFE deneyleri uygulanmistir. Bunun yaninda Etest ve
disk difiizyon yontemleri ile de duyarlilik ve kombinasyon deneyleri yapilarak
sonugclar karsilastirilmistir.

e VOR, AMB ve CAS in vitro sartlarda referans yontemle tiim C.krusei izolatlarina
kars1 etkili bulunmustur. Izolatlarm MIK degerleri VOR igin 0.25-0.50 pg/ml,
AMB i¢in 1.0-2.0 pg/ml, CAS ig¢in 0.25-1.0 pg/ml arasinda gerceklesmistir.

e Etest yontemiyle duyarlilik testlerinde VOR MIK degerleri 0.094-0.5 pg/ml
arasindaydi ve Etest ile BMD arasindaki uyum orani %100 kabul bulundu. AMB
icin de Etest ve BMD arasinda %100 uyum saptandi ve AMB Etest MiKleri 0.5-
2.0 pg/ml tespit edildi. CAS icin Etest MiK’leri 0.047-0.50 pug/ml arasindaydi ve
referans yontemle %83 oraninda uyum tespit edildi.

e Disk diflizyon yontemi ile duyarlilik testlerinde tiim izolatlarda zon ¢aplar1t VOR
ile >18 mm, AMB ile >18 mm ve CAS ile >25 mm tespit edilmistir. Bu durumda
VOR ve CAS’e izolatlarin tamami1 duyarh idi, AMB i¢in ise izolatlarin higbirisi
icin direng¢ gozlenmedi.

e CAS ve AMB disk diflizyon testi icin kesin duyarhilik sinir degerleri
bulunmamaktadir. VOR i¢in disk diflizyon yontemi ile referans yontem arasindaki
kategorik uyum orani %100 olarak gerceklesti.

o Time-kill duyarlilik testlerinde VOR konsantrasyonla iliskili olmaksizin biitiin
izolatlara kars1 fungustatik aktivite gosterirken, AMB ve CAS tamamen doz
iligkili etki sergiledi. AMB ile 1/4x MIK ve 1x MIK konsantrasyonlarinda
fungustatik, 4x MIK konsantrasyonunda fungusidal aktivite gézlendi. CAS ise ilk
8 saatte tiim konsantrasyonlar icin hizli bir o6ldiirme etkisi gostererek, 1/4x
MIK’de fungustatik, 1 ve 4x MiK’de fungusidal etki ortaya koydu.

e VOR ile ilacin ii¢ konsantrasyonu i¢in de herhangi bir PAFE saptanmadi. Oysa
hem AMB hem de CAS ile konsantrasyon iligkili ve uzun siireli PAFE saptandi.
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AMB’nin 1/4x MIK konsantrasyonunda koloni sayisinda belirgin bir azalma
izlenmemekle birlikte, 1log;o’luk artisin olusmasi icin 7-43 saat gerekti. 1x MIK
ve 4x MIK konsantrasyonlarinda PAFE daha uzundu ve sirasiyla izolatlarin 26 ve
27’sinde bu etki takip siiresince kalictydi. CAS daha belirgin ve daha uzun siireli
bir PAFE sergiledi.

Time-kill yontemi ile kombinasyon ¢aligmalarinda en sik goriilen etkilesme sekli
her iki kombinasyon i¢in de etkisizlik oldu.

VOR-CAS kombinasyonunda, antifungallerin 1/4x MIK konsantrasyonlarinda 48.
saatte sinerji oran1 %67 bulundu. Bu kombinasyon icin en diisiik siklikta gbzlenen
etkilesme sekli antagonizma oldu ve en fazla 4x MIK konsantrasyonunda ve 24.
saatte gézlendi (%13).

AMB-CAS kombinasyonunda ilag konsantrasyonlarinin artis1 ile daha iyi sonuglar
elde edildi. En iyi sonuglar 4x MIK konsantrasyonundaki kombinasyonlarda ve
etkilesmenin ilk 4-8 saatlik doneminde gdzlendi. 4x MIK konsantrasyonlarinda
AMB-CAS kombinasyonu ile izolatlarin 20’si i¢in (%67) ilk 4 saatte ve 18’1 i¢in
(%60) 8. saatte sinerjik etkilesme saptandi. Bu kombinasyon i¢in de en az
gozlenen etkilesme sekli antagonizma idi. En yliksek antagonizma orani (%13) 1x
MiK konsantrasyonunun 24. saatinde gdzlendi.

VOR ile ilacin higbir dozunda saptanabilir post antifungal etki gozlenmedi, AMB
ve CAS ile tiim izolatlar i¢in belirgin konsantrasyon iliskili PAFE saptandi.
Ilaglarin kombinasyonlar1 ile tek baslarma elde edilen PAFE’den belirgin
farkliliklar gozlenmemekle birlikte, AMB-CAS kombinasyonu ile VOR-CAS
kombinasyonuna gore daha yiiksek PAFE siireleri saptandi.

Etestin her iki yontemi ile time-kill arasinda VOR-CAS kombinasyonu i¢in %67
ve AMB-CAS kombinasyonu i¢in %50 uyum saptandi.

Disk diflizyon testleri ile kombinasyon sonuglarinin yorumlanmasina yonelik
herhangi bir kriter bulunmamakla birlikte, time kill yontemi ile sinerji ya da
antagonizma saptanan izolatlar i¢in disk diflizyon testi zon caplarinda fark

edilebilir bir degisiklik gozlenmedi.
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