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SIMGE VE KISALTMALAR

ATCC : American Type Culture Collection

AmAnNs: Aminoglikozid antibiyotikleri

CLSI : The Clinical and Laboratory Standards Institute

DBD: Doza Bagl Duyarli

EUCAST : European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
FIK : Fraksiyonel Inhibitor Konsantrasyonu

FIKI: Fraksiyonel Inhibitér Konsantrasyonu indeksi

FLZ: Flukonazol

GM: Gentamisin

MIK: Minimum Inhibitér Konsantrasyon

SDA: Sabouraud dekstroz agar



GIRIS VE AMAC

Kandidiazis, bagisiklik sistemi zayif insanlar i¢in onemli bir firsat¢1 patojen mantar
enfeksiyonudur. Candida albicans kandidiazisin en yaygin etiyolojik ajanidir (1). Son yillarda
kanser ve bagisiklik sistemini zayiflatan diger hastaliklardan dolay1 hastaneye yatan kisi
sayisinin artmasi, organ transplantasyon cerrahisindeki artig, antibiyotiklerin kullanimindaki
artis, yogun bakim tiinitelerinde kalan hasta sayisinin artmasi ve hastalara uygulanan girisimsel
islemler nedeniyle hastane kandida enfeksiyonlarinin insidansi artmistir (2,3). Kandida tiirleri,
hastane enfeksiyonu etkenleri arasinda iist siralardadir (4).

Mantar enfeksiyonu sikliginin ve buna bagli mortalite ve morbidite oranlarinin
yiikselmesine bagli olarak antifungal kullaniminin yayginlasmasi, diren¢li mantar suslarinin
ortaya ¢ikmasina neden olabilir.

Azol grubu bir antifungal olan flukonazol (FLZ), toksisitesinin ve maliyetinin diisiik
olmas1 nedeniyle C. albicans enfeksiyonlarinin 6nlenmesinde ve tedavisinde yaygin olarak
kullanilmistir ve hala kullanilmaktadir. Ancak, yaygin FLZ kullanimi, FLZ direnci veya azol
tiirevlerine ¢oklu ¢apraz direng insidansinin artmasina neden olmaktadir (5-8).Bu nedenle, yeni
antifungal ajanlarin gelistirilmesine yeni antifungal yaklasimlara ihtiya¢ duyulmaktadir.
Maalesef, yeni antifungal ila¢ gelistirme siireci olduk¢a uzun bir siiregtir. Siirecin uzunlugu ve
kisa siirede direng gelisimi gz oniine alindiginda yeni ila¢ molekiillerinin gelistirilmesinden
¢ok, var olan molekiillerin kombine sekilde kullanimlari ile ilaglarin tekrar tedaviye
kazandirilmasi giindemdedir. Kombinasyon calismalari igerisinde &zellikle antifungallerin,
antifungal olmayan molekiillerle kombinasyonuna odaklanilmaktadir.

Gentamisin, aminoglikozid grubunda yer alan ve protein sentezini inhibe ederek etki eden

antibakteriyel bir antibiyotiktir (9). Ayrica, gentamisinin (GM), Fusarium tiirlerine karsi
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antifungal etki gosterdigi de bildirilmistir (10). Bununla birlikte, GM’in azol grubu ilaglarla
birlikte kullanildiginda anti-kandidal aktivite gosterebildigi bildirilmistir (11).

Bu ¢alismada, flukonazoliin gentamisin ile kombine kullanilmasinin, flukonazole direngli
kandida izolatlarinin flukonazoliin MIK degeri iizerine etKisi saptanarak, flukonazol direncini
ortadan kaldiran ideal gentamisin konsantrasyonlarinin hesaplanmasi ve bdylece flukonazole
direngli kandida enfeksiyonlarinin tedavisi i¢in alternatif olabilecek bir flukonazol+antibiyotik
kombinasyonu belirlenmesi amaglanmistir. Bu amagla, Trakya Universitesi Saglik Arastirma ve
Uygulama Merkezi’nden temin edilen Candida izolatlarinda, gentamisin ve flukonazoliin

sinerjik etkilerinin arastirilmasi hedeflenmistir.



GENEL BIiLGILER

M.O. dordiincii yiizyllda Hippocrates’in agizdaki pamukcugu tanimlamas: ile
Candida’larla ilgili ¢alismalarin basladigi kabul edilmektedir (12). Rosen von Rosenstein
agizda olusan pamukcugun akcigerlere invaziv olarak yerlesebildigini 1771°de saptamistir,
Bernard Langenbeck ise1839°da tifolu bir hastanin agzindaki afttan mantari izole etmis ve bu
etkenin tifo ile iligkili oldugunu disiinmiistiir. Gruby 1842°de bu organizmanin Sporotrichum
tiri oldugunu bildirmistir. Berg tarafindan 1842’de deneysel olarak oral aft modeli
olusturularak bu konudaki ilk ve en 6nemli adim atilmistir. Frank ve Wilkinson 1849°da oral
lezyonun genital organlarda da olabilecegini gostermislerdir (12,13).

Robin tarafindan 1847°de mantarin Oidium albicans olarak siniflanmasi ile “albicans”
ismi ilk kez kullanilmistir. Roth Berkhout 1923°de eski Roma senatosunda giyilen beyaz ciippe
icin kullanilan Candida terimini 6nermistir (12).

Antibiyotiklerin kullaniminin biiyiik oranda yayginlastigi 1940’11 yillardan itibaren ise
Candida enfeksiyonlariin goriilme sikligi artmis, konu ile ilgili ¢aligmalar hiz kazanmustir
(12,13).

Kandidalar, Deuteromycota'da Blastomycetes smifinin Cryptococcales takiminda
Cryptococcaceae ailesinde yer almaktadir. Uremesi blastosporlar ile meydana gelir. Yalanct hif
yapan ve eseyli sekilleri Hemiascomycetes sinifinda bulunan bir grup maya formunda
mantardir. Eseyli ve eseysiz sporlar1 araciligi ile iirerler ve lireme sekilleri baz alinarak
smiflandirilirlar. Bugiin i¢in kabul edilmis 200 kadar tiiri bulunmaktadir (9,10). Bununla
birlikte az kism1 insanda hastaliga neden olabilir. Bilinen bu kandida tiirleri arasinda; C.

albicans, C. dubliniensis, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata, C. kefyr



(pseudotropicalis), C. lusitaniae, C. krusei, C. guillermondii, C. utilis, C. lipolytica, C. famata,
C. haemulonii, C. rugosa, C. auris sayilabilir (14).

Kandidalar 2,0- 7,0 x 3,0- 8,5 um boyutunda, tek hiicreli tomurcuklanarak (blastosporla)
cogalan, yalanci/gercek hifler olusturabilen mantarlardir. Kandidalar arasinda sadece C.
albicans, C. dubliniensis ve nadir olarak da C. tropicalis gercek hif olusturur. Hiflerin
goriiniimii ve bunlara blastokonidalarin baglanma sekli, Kandida tiirlerinin identifikasyonunda
onemlidir. Bu tiirler kat1 besiyerlerinde, oda sicakliginda veya 37°C’de 24 saat i¢inde genellikle
kirli beyaz veya krem rengi, nemli ya da kuru, diizgiin veya burusuk yiizeyli, mat ya da parlak,
eksi kokulu koloniler olusturur (15).

Kandidalar o6karyotik hiicrelerdir. Kandidalarin hiicre duvar yapisinin yaklasik olarak
%80-90 kadar1 karbohidrat, %6-25’1 protein, %1-7’si lipidlerden olusur. Karbohidratlar, -
glukan, mannan ve kitindir. B-glukan dallanmis B-1,3 ve -1,6 glukoz polimerlerinden, kitin ise
dallanmamis B-1,4 N-asetilglukozamin polimerlerinden olusur. Hiicre duvarinin en 6nemli
bileseni, ¢esitli yiizeylere tutunmayi saglayan mannoproteinlerdir. Maya formundan hif
formuna degisim sirasinda hiicre duvar yapisinda bulunan kitin igeri degisebilir (16).

Hiicre zan iki tabakali olup fosfolipid, sfingolipid, glikoprotein ve sterol igerir. Hiicre
membraninda bulunan sterol, membran lipitlerinin %20’sini olusturur. Kandidalarin hiicre
membraninda; fosfatidilkolin, fosfatidiletanolamin, fosfatidilserin ve fosfatidilinozitol gibi
fosfolipitler bulunur (15). Sterol igeriginde ergosterol ve zimosterol mevcuttur, bunlardan
ergosterol antifungal ilaglar i¢in Onemli bir hedeftir (17). Steroliin %95°’1 ergosterol

formundadir.

VIRULANS FAKTORLERI
C. albicans, viriilans faktorleri ile konak diren¢ mekanizmalarina karsi koyabilir,

yaniltabilir, agir hasar verebilir veya bu mekanizmalari inaktive edebilir. C. albicans "m sahip
oldugu viriilans faktorleri sebep oldugu enfeksiyonun tipi, sathasi, enfeksiyon bolgesi ve konak

cevabinin dogasina gore degisebilir (18).



Tablo 1. Candida enfeksiyonlarinin olusumunda 6nemli olan konaga ait faktorler (18,19)

-Deri ve mukoza biitiinligi
-Epidermal proliferasyon
-Fagositoz ve fagositik oldiirme
mekanizmalari

-Lizozim

-Laktoferrin

-Dogal oldiirticii (NK) hiicreleri
-Kompleman sistemi

-T hiicre bagimli immunite

-Sitokinler

-Hiimoral immunite

Immiinsupresif tedavi

-Diistik dogum agirhigi
-Intravenoz kateter

-Mekanik ventilasyon

-Parenteral beslenme

-AIDS

-Diyabet

-Agir cerrahi girisimler
-Maligniteler

-Idrar sondas1

-Intravendz uyusturucu kullanimi
-Diger endokrinolojik ve hematolojik

Hastaliklar

-Genis spektrumlu antibiyotik kullanimi

Kandida tiirlerinin bir¢ok konakta yaygin enfeksiyona sebep olabilmesini sahip oldugu
viriilans faktorleri ile agiklamak miimkiin olabilir. Kandidoz gelisiminde, konagin bagisiklik
sisteminin zayiflamasinin etkisi olabildigi gibi etkenin viriilans faktorleri de 6nemli bir
faktordiir. En sik izole edilen tiir olan C. albicans’in, diger kandidalar ile karsilagtirildiginda
enfeksiyon etkeni olarak daha sik izole edilmesini, sadece konaga ait faktorlerle agiklamak
yeterli olmamaktadir. Bu durumda C. albicans’a ait viriilans faktorleri dikkat ¢ekmektedir. Bu
virilans faktorleri arasinda; morfolojik dimorfizm, fenotipik doniisim, cesitli adezyon
molekiilleri (aderans), enzimler ve dokuya invazyon, toksinler, biyofilm olusturma ve
sideroforlari kullanabilme yetenegi sayilabilir. C. albicans disindaki tiirlerde viriilans faktorleri

ile ilgili caligmalarin sayis1 da giderek artmaktadir (20,21).

Kandida Enfeksiyonlarimin Olusumunda Onemli Olan Etkene Ait Faktérler

a) Adezyon ve adezinler: Adezyon, mayanin konak ile iliski kurmasinda ilk
basamaktir. Maya hiicrelerinin konak hiicre yiizeyine tutunmasini saglayan lektin ve benzeri
ylizey proteinleri ve kompleman baglayan reseptorleri vardir. Candida albicans, aderansi en
yiiksek tlir olmakla birlikte, aym tiir igcinde adezyon yetenekleri farkli kdkenler bulunabilir.
maya hiicresinin konak hiicre ylizeyine tutunmasinda, konagin hormanal ve immiinolojik

kosullarinin yani1 sira, mantarin yiizey 6zelliklerinin de 6nemi vardir. Mannan da adezyonda rol
5



oynar. Antikor cevabi olusturur. C. albicans epitel hiicrelerine, endotel hiicrelerine, fibrin,
platelet matrikslerine, cam-teflon gibi polistren yiizeylere, notrofillere adezinleri yardimi ile
tutunur (22,23).

b) Dimorfizm: Maya formundan hif formuna gegis stirecidir. Cevre kosullar1 etkilidir.
Efgl, Cghl genleri tarafindan regiile edilen ve aktarilan bir 6zelliktir. C. albicans igin hif
formlarinin maya formlarina kiyasla daha invazif enfeksiyonlara sebep oldugu bilinmektedir

(22).

c) Fenotip degisimi: C. albicans kolonileri stres altinda iken kendiliginden morfolojik
degisim gosterirler (24). Beyaz koloni daha viriilandir. Beyaz koloniden opak koloni olusumu

viriilans1 azaltir. 102-10"* siklikta koloni degisimi olur (22,25).

d) Yiiksek molekiil agirhikh toksinler:

Glikoprotein yapisindaki toksinler: Mannoz, glukoz gibi glikoproteinlerdir. Hiicre
duvarinda bulunur ve bakteri endotoksinine benzerler. Pirojen etkilidir. Immun sistemi
baskilanmis hastalarda Gldiiriicii olabilirler. Karbonhidrat kismimnin toksik, protein kisminin
pirojen oldugu gosterilmistir (22).

Kanditoksin: Fareleri oldiiriicii, sitotoksik, farmakolojik, immiinolojik, enzimatik ve

enfeksiyonu artirici etkisi gosterilmistir (23).

e) Diisiik molekiil agirhikh toksinler: Oldiiriicii ve sok olusturucu etkili 6 farkl diisiik

molekdl agirlikli toksini vardir.

f) Enzimler:

Proteinaz: Proteinleri pargalar. sIgA’nin par¢alanmasina neden olup savunmayi onler,
bdylece adezyon, invazyon kolaylasir. Asit pH’da aktiflesir. 6 tipi vardir. Mukoza ve deri
enfeksiyonlarinda 1,2,3, sistemik enfeksiyonlarda 4,5,6 daha sik goriiliir (23).

Maya ve hifal formdaki kandida kokenlerinin %79’unda fosfolipaz aktivitesi saptanmistir
ozellikle membran fosfolipidlerini pargalayarak epitelyal hiicrelere tutunmada bu enzimlerin
rolii oldugu ve dolayisiyla viriilansa katkida bulunduklar belirtilmektedir (22).

Fosfolipaz, Lipofosfolipaz: Fosfolipidleri pargalar ve yayilmayi kolaylastirir.



g) Siderofor olusumu : Mannan hiicre duvarinda bulunur ve adezindir. Ayn1 zamanda
hemolotiktir ve eritrositleri eriterek demir salinimina neden olur. A¢iga ¢ikan demiri baglamak

icin mantar, demir baglayan siderofor olusturur (22).

h) Biyofilm olusumu: Bir bagska onemli viriilans faktorii, abiyotik (Kateterler, protezler)
veya biyotik (mukozal hiicre ylizeyleri) ortamlar lizerinde biyofilm olusturma kapasitesidir.

non- albicans’larda daha ¢ok goriilmesine ragmen katater enfeksiyonunda énemlidir (22).

1) Kitin: Mantara dayaniklilik saglar (23).

KANDIDA ENFEKSIYONLARI

Kandida tiirleri nazokomiyal kan dolasimi enfeksiyonlarima neden olan patojenler
arasinda dordiincii sirada yer almaktadir. Nazokomiyal enfeksiyonlara en sik neden olan
Kandida tiirii C.albicans tir. Tiim mantar enfeksiyonlari iginde Kandida tiirleri en sik izole
edilen tiirlerdir. Kandida tiirleri deri, gastrointestinal sistem ve iirogenital sistem florasinin
elemanidirlar. C. albicans en fazla olmak iizere C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis ve
C. krusei florada bulunan tiirlerdir. Kandida tiirlerine bagli gelisen invazif enfeksiyonlar
cogunlukla hastanin kendi florasinda kolonize olan Kandida tiirlerinden koken alir, yani
endojendir (24). Bu tiirlerin insanda neden oldugu enfeksiyon, Kandidiazis olarak isimlendirilir.

Kan kiltiirii pozitifliginden sonra uygun antifungal tedaviye baglamada gecikmenin
mortalite oranini artiran bir faktér oldugu bilinmektedir (26). Bu nedenle kandidemi
etkenlerinin antifungal duyarliliklarinin belirlenmesi uygun tedavi se¢ciminde ¢ok dnemlidir.

Kandida konakta yerlesip kolonizasyonunu gerceklestirmek i¢in siklikla epitelyal ve
endotelyal hiicrelere tutunmayi tercih eder ve salgiladigi ¢esitli enzimler sayesinde patojenite
gosterir (26).

Kandida tiirleri mukozada ve deride zararsiz olarak yasayan firsatgr mayalardir. Ancak
bu anatomik bdlgelerde flora bakterilerinin sayisinda bir azalma oldugunda C. albicans
cogalarak enfeksiyonlara yol agar. Bu tip lokal enfeksiyonlar, viicudun ¢ogu i¢ organlarinda
yaygin veya sistemik enfeksiyonlar olusturmak ic¢in organizmanin kan dolagimina karistigi
kaynak odak yeri olabilir (27).

Hiicresel bagisikligin bozulmasi, derinin nemli kalmasi, diabetes mellitus, genis
spektrumlu antibiyotiklerin kullanimi, kortikosteroid-immunsupressif ilaglar, sitotoksik

ilaglarin kullanimi, nétropeni, organ transplantasyonlari, kalp ve gastrointestinal sistem



ameliyatlari, ciddi yaniklar, katater uygulanmasi, damardan uyusturucu kullanimi kandida

enfeksiyonlarina zemin hazirlar (25).

Kandida Enfeksiyonlari
o Yiizeyel kandidoz
Oral kandidoz
Genital kandidoz
Deri kandidozu
Onikomikoz
Kronik mukokiitan6z kandidoz
e Sistemik kandidoz

¢ Kronik mukokutandz kandidoz (23).

ANTIFUNGAL AJANLAR
Antifungal ajanlar sentetik veya antibiyotik maddelerdir. Mantar infeksiyonlarina karsi

etkili ajanlardir. Bakterilerin tersine hem insan hem de mantar hiicreleri 6karyotik hiicreler
oldugundan segici toksisite i¢in hedef bakterilere gére daha azdir. Bu nedenle insan hiicrelerine
zarar vermeden mantar hiicrelerine etki edecek uygun ilag tasarimini bulmak zordur ve fungal

enfeksiyonlarin tedavisi igin ¢ok daha az sayida ajan vardir (23).

Antifungal ilaclarin Etki Mekanizmalarina Gore Siiflandiriimasi

¢+ Ergesterol biyosentezini inhibe edenler (Polienler, azoller, alilaminler).

X/
L X4

Nukleus boliinmesini etkileyenler (Griseofulvin).
% Niikleik asit sentezini inhibe edenler (Flusitozin).
¢+ Hiicre Duvarina etki edenler (Ekinokandinler, polioksinler, pradimisinler).

¢+ Protein sentezini inhibe edenler (Sordarinler).

Azoller

Sentetik antifungal ajanlardir. Genis bir etki spektrumuna sahip, poliyenlere kiyasla daha
az toksik ilaclardir ancak fungusit etkili degillerdir. Ergosterol biyosentezini bozarak hiicre
membraninin yapisin1 bozarlar. Imidazol ve triazoller, sitokrom P-450 14-a-demitilaz enzimini
inhibe ederek etki gosterirler. Fungal hiicre membrani; sentezi, lanosteroliin ergosterole

donlistimiinii igeren ¢ok basamakli bir prosestir. Bu enzim lanosteroliin ergosterole



dontstiirilmesinde gorev yapar. BoOylece ergosterol biyosentezi engellenmis olur. Ayni
zamanda insanda da steroid sentezini engeller (28).

Flukonazol, diger azoller gibi sitokrom P-450 14-a-demitilaz enzimini inhibe ederek
etki gosterir. Memelilerdeki demetilaz aktivitesi flukonazoliin etkisine, mantarlarinkinden daha
az duyarlidir (28).

Hem oral hem de parenteral kullanilabilir. Agizdan alindiginda ¢ok kisa siirede emilir.
Oral dozun yaklasik %801 idrarla atildigindan idrar yolu infeksiyonlari igin giiclii bir antifungal
etkinlik gosterir (28). C. krusei ve C. glabrata dogal direnglidir. Sik ve profilaktik
kullanildigindan direng orani artmustir (28).

14-a demetilaz enziminde degisiklik olmasi, 14-a demetilazin sentezinin artmasi, sterol
biyosentez yolunun degistirilmesi ya da aktif efluks pompalari ile ilacin disar1 atilmasi ile direng

geligebilir.

ANTIFUNGAL DUYARLILIK TESTLERI
Diliisyon Yontemleri

Siv1 diliisyon

Makrodiliisyon: CLSI tarafindan belirlenen M27-A3 standartlar1 igerisinde Candida
tiirleri icin Onerilen referans yontemdir. Bu yontemde besiyeri olarak son konsantrasyonu
0.165mol/L olacak sekildle MOPS ile oda isisinda tamponlanan L-glutaminli, sodyum
bikarbonatsiz ve pH indikatorii olarak fenol kirmizisi iceren RPMI 1640 sentetik besiyeri
kullanilmaktadir (29).

Mikrodiliisyon: Bu yontemde; U tabanli 96 ¢ukurlu mikrodiliisyon plaklari, RPMI 1640
besiyeri, iki kat konsantrasyonda ilag ve maya siispansiyonlart kullanilir (29). CLSI, 24. ve 48.
Saatte gdzle ve azoller icin spektrofotometrik olarak degerlendirme 6nermektedir. Buna gore
azoller i¢in gozle okumada iireme kontrole gore bulanikligin belirgin olarak azaldig:
kuyucuktaki konsantrasyon ve de spektrofotometrik olarak iiremeye goére bulanikligin %50
oraninda azaldig1 kuyucuktaki deger MIK degeri olarak kabul edilmektedir (30). Flukonazol
icin 64 pg/ml ve iizerindeki MIK degeri saptanan izolatlar direncli (R), 16-32 pg/ml arasindaki
MIK degerleri doza bagimli duyarli (DBD) ve 8ug/ml ve alt1 ise duyarli (D) olarak kabul
edilmektedir (31).



Agar diliisyon

Antimikrobiyal madde ig¢eren ¢ozeltilerin uygun diliisyonlar1, 45-50°C’ye sogutulmus
kati1 besiyerine eklenir ve iyice karistirildiktan sonra besiyerinin kalinligi 3-4mm olacak sekilde
petri plaklarmna dokiiliir. Agar diliisyonda 5-8mm bir alan i¢in damlatilan inokulumda 10*
CFU/mL bakteri olmast istenir. En diisiik konsantrasyondan baslanarak farklh
konsantrasyonlarda antibiyotik iceren plaklara inokiilasyon yapilir. Inokiilasyon damlalar
kuruduktan sonra plaklar ters cevrilerek inkiibasyona kaldirilir. Inkiibasyon siiresi sonunda

plaklarda iiremeyi inhibe eden en diisiik ila¢ konsantrasyonu MiK olarak bildirilir (29).

Difiizyon Yontemleri

Disk difiizyon
Kat1 besiyerine inokiile edilen mikroorganizmalarin besiyerinin yiizeyine konulan
disklerden yayilan antimikrobiyal madde ile birlikte {iremeleri esasina dayanir. Maddenin

etkinligi liremenin engellendigi zon ¢aplariyla belirlenir. McFarland 0,5 yogunlugu kullanilir

(23).

Kuyucuk difiizyon

Kuyucuk diflizyon yonteminde esas, besiyerinin yiizeyine agilan standart captaki
kuyucuklara konulan etken maddenin degisik sulandirimdaki ¢ozeltilerinin kati1 besiyerine
diflizyonu ve kat1 besiyeri yiizeyine inokiile edilmis mikroorganizmalarin liremelerine olan

etkisinin arastirilmasidir (23).

Oluk yontemi

Kat1 besiyerine acilan uzunca bir oluk i¢ine antimikrobiyal madde ¢6zeltisi konur. Bu
yontem, agilan oluga farkli noktalardan degecek sekilde ¢esitli mikroorganizmalarin 6ze ile
cizilerek ekilmesi esasina dayanir. Oluktan diflize olan antimikrobiyal maddenin, ¢izilen
mikroorganizmanin liremesine etkisi saptanir. Diger iki yontemden farki tek antimikrobiyal

madde ve ¢ok sayida mikroorganizma kullanilmasidir (23).

E test
Gittikge artan konsantrasyonlarda antibiyotik igeren seritlerle yapilir. Inkiibasyon
sonunda olusan elips seklinde inhibisyon zonunun stribi kesti§i nokta MIK olarak

degerlendirilir. Kantitatif sonug verir (23,32).
10



Molekiiler Yontemler
Antifungallere diren¢ gelisiminin artmasi nedeniyle, tedavide kombine antifungallerin

kullanilmas1 ya da direnci inhibe eden bilesiklerin eklenmesi yontemleri tercih edilmeye

baglanmustir (33).

Kombinasyon Testleri
Kombine bilesiklerin antimikrobiyal duyarliliklarinin saptanmasinda ise sinerji testleri

uygulanir. Dama tahtasi testi ve Time-Kill yontemleri siklikla kullanilan sinerji testleridir (34).

Dama tahtasi testi

Farkli ilaglar ve konsantrasyonlart 96 kuyucuklu plak ftizerinde karsilagtirilarak
kombinasyon etkinlikleri test edilir. [lag kombinasyonlari ile elde edilen MiK degerleriyle tek
baslarina olan MIK degerleri oranlanir ve fraksiyonel inhibitor konsantrasyonu (FiK) elde
edilir. Ardindan kombinasyondaki ilaclarin FIK degerleri toplanip ve FIK indeksi (FiKI)
hesaplanir. Her antimikrobiyal maddenin FIK degeri, iireme goriilmeyen kuyudaki en diisiik
antimikrobiyal madde konsantrasyonunun, o maddenin tek basia ayni susa kars1 saptanan MIK

degerine boliinmesi ile elde edilir (34).

Time-Kill testi

Dama tahtas1 tekniginde yalniz inhibisyon verileri elde edildigi halde Time-Kill
(oldiirme egrisi teknigi) ile, denenen kombinasyonun bakterisidal aktivitesi Ol¢iilebilir. Bu
nedenle bakterisidal amagh tedavi takipleri i¢in tercih edilir. Ayrica dama tahtasi yonteminde
16-20 saat sonunda tek Ol¢lim yapildigi halde, bu yontemde zamanla birlikte degisen etki
dinamik olarak gosterilebilmektedir (34)

11



GEREC VE YONTEM

MIKROORGANIZMALAR

Calismamizda CLSI M27-A3 (2015) ve Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik Testleri
Komitesi (EuropeanCommittee on AntimicrobialSusceptibilityTesting - EUCAST) tarafindan
onerilen kalite kontrol suslar1 olarak; Candida albicans Amerikan Tip Kiiltir Koleksiyonu
(American Type Culture Collection-ATCC) 10231 ve Trakya Universitesi Saglik Arastirma ve
Uygulama Merkezi’ne gonderilen ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilmis 50 Candida spp.
izolatr kullanilmistir. C. albicans olduklari germ tiip testi ile dogrulanan 33 izolat boncuklu

kriyoviallerde stoklanarak, -80°C’de saklanmustir.

GERECLER
Calismada Kullanilan Kimyasal ve Sarf Malzemeler
o Gentamisin (Sigma)
o RPMI (Sigma)
o SDA (Merck)
o SLM (Merck)
o MOPS (Sigma)

o Flukonazol (Sigma)

Cahsmada Kullamlan Cihazlar
o 96 kuyucuklumikroplate (Lpltaliana Spa)

o Boncuklu Bakteri Saklama Tiipii (Or- Bak)
12



o Cok kanalli otomatik mikropipetler(Eppendorf)
. Densitometre Cihazi (Biosan)

. Derin Dondurucu (Argelik)

. Etiiv (Redlinebybinder)

. Manyetik Karistirict (VELP)

o Milipor filtre (Milipore®)

o Otoklav (DaihanScientificMaxterile 47 It)

o Pipet ucu (Axygen)

o Tek kanalli otomatik mikropipetler (Eppendorf)
o Terazi (Ohaus)

o Vortex (VELP)

YONTEM

Germ Tiip Testi

C. albicans'in tanisinda kullanilan hizli bir testtir. C. albicans’larin %95-97’sinde
olumludur. Germ tiip preparatinin mikroskobik incelenmesinde, C. albicans’in olusturdugu
kisa hiflerin bas tarafinin, blaskonidiyum ile germ tiipiin kesistigi yerde bogumlanma
olusmadig goriiliir (Sekil 1).

Germ Tiip Testinin Yapilist:

1. Oze ile saf koloniye hafif¢e dokunularak maya hiicresi almur.

2. Inokulum insan serumunda,0.5 ml siispanse edilir.

3. 37 °C de 3 saat inkiibe edilir.

4. Serum kiiltiirtinden bir damla alinarak lam iizerine konulur ve tizeri lamelle kapatilir.
Mikroskopta once kiigiik biiylitme, daha sonra immersiyon objektifi ile germ tiip olusumu

acisindan incelenir (23).
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Sekil 1. Candida albicans'in germ tiip olusumu (35)

Mikrodiliisyon Yontemi

Gentamisin ve Flukonazoliin stok soliisyonlar1 distile su icerisinde ¢oziilerek
hazirlanmistir. Calismada RPMI, SDA ve SLM besiyerleri kullanilmigtir (CLSI M27-A3
(2015). RPMI besiyeri MOPS ile tamponlanarak hazirlandiktan sonra milipor filtre ile
stiziilerek steril edilmistir. SDA ve SLMbesiyerleriise 121°C’de 15 dakika otoklavlanaraksteril
edilmistir. Antimikrobiyal duyarlilik testi; CLSI M27-A3 6nerileri dogrultusunda yapilmustir.
SDA plaklarinda iiretilmis olan maya kolonilerinden SLM besiyerlerine pasaj yapilip sivi
besiyerleri 35°C’de 24-48 saat inkiibe edilmis ve kiiltlirlin bulanikligi, 0.5McFarland
standardina uygun bulanikliga ulasincaya kadar iizerine sivi besiyeri eklenerek ayarlanmistir.
Maya stispansiyonu McFarland0.5 yogunlugunda ayarlandiktan 6nce 1:50 sonra 1:20 oraninda
diliie edilerek 2,5x10° CFU/mL yogunlugunda kullamlmistir.

Mikroplaklarin tiim kuyucuklarina 100 pL MOPS ile pH7’ye tamponlanmis olan L-
glutamin eklenmis, sodyum bikarbonatsiz RPMI 1640 siv1 besiyeri eklenmistir. Daha sonra stok
soliisyonlart hazirlanan flukonazol ve gentamisin mikrodiliisyon plaklarmin ilk siradaki
kuyucuklaria 100 pL hacimde eklenerek, stok soliisyondaki madde konsantrasyonu ¢ift katli
olarak sulandirilmistir.

Cok kanalli mikropipet kullanilarak ¢ift katli diliisyona devam edilip mikrodiliisyon
plaklarinin takip eden kuyucuklarinda da madde konsantrasyonu her defasinda yar1 yariya
azaltilmistir. Sonug olarak mikroplarda gentamisin ve flukonazoliin 512, 256, 128, 64, 32, 16,
8,4,2,1,0.5,0.25 pg/mL konsantrasyonlari elde edilmistir.

Diliisyon islemi tamamlandiktan sonra, mikrodiliisyon plagindaki her kuyucuga,
hazirlanan inokulum siispansiyonlarindan 10pL inokiilasyon yapilmistir. Her mikrodiliisyon

plaginda sadece besiyeri ve mikroorganizma igeren, sadece besiyeri igeren kontrol kuyucuklari
14



eklenmistir. Ayrica ¢oziicii olarak kullanilan distile suyunda antimikrobiyal etkileri kontrol
edilmistir. Maya inokiile edilmis mikrodiliisyon plaklar1 35°C’de 24-48 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda MIK, mikroorganizmanin mikrodiliisyon
kuyucuklarindaki iiremesini %50 ve tamamen inhibe eden kuyucuklar degerlendirilmis en
diisik madde konsantrasyonu olarak saptanmistir. Bdoylece izolatlarin gentamisine ve

flukonazole olan duyarliliklar1 ve MIK degerleri belirlenmistir.

Dama Tahtas1 Yontemi
Flukonazol ve gentamisinin birlikte etkisininin belirlenmesi i¢in dama tahtasi testi yapilmustir.

Doksan alti kuyucuklu, U tabanli mikroplaklarda gerceklestirilecek olan dama tahtasi
yonteminde; mikroplaklarin soldan saga ilk 10 kuyucuguna flukonazol seri sulandirimlari, bir
baska mikroplagin yukaridan asagi ilk 8 kuyucuguna ise gentamisinin seri sulandirimlari
dagitilacak ve bu iki plagim icerikleri baska bir mikroplakta birlestirilmistir ( Sekil 3). Ilaglarin
kombinasyondan elde edilen MIK degerleriyle tek baslarina olan MIK degerleri oranlanir ve
fraksiyonel inhibitor konsantrasyonu (FIK) bulunur. Ardindan kombinasyondaki ilaglarin FIK
degerleri toplanir ve fraksiyonel inhibitor konsantrasyonu indeksi (FIKI) hesaplanir. (Sekil 2).
Dama tahtas1 yontemi uygulanarak flukonazol ve gentamisin konsantrasyon oranlarinin farkl
bircok kombinasyonu denenmistir. Birlikte etkili olduklar1 en uygun konsantrasyon

kombinasyonu tespit edilmistir (34,36).

FIK A = MiKAxombinasyon/ MIKA

FIK B = MiKBkombinasyo/MIKB

FiK indeksi = FIK A + FIK B

FiK indeksi < 0,5 ise sinerjik etki
0,5 <FIK indeksi <4 ise aditif etki
FiK indeksi > 4 ise antagonistik etki

Sekil 2. Fraksiyonel inhibitor Konsantrasyon (FiK) ve raksiyonel inhibitor konsantrasyonu
indeksi (FIKI) Degerlerinin Hesaplanmasi

Sinerjik Etki; Iki ilag birbirinin etkilerini giiglendirir.
Aditif Etki; {laclarin etkisi tek tek kullanildiklarinda gdzlenen etkilerin toplamina esittir.

Antagonistik Etki; [laclarin etkisi tek tek kullanildiklarinda gdzlenen etkilerinden daha
diistiktiir (34,36).
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Sekil 3. Flukonazol ve Gentamisinin farkl konsantrasyonlarinin bulundugu 96
kuyucuklu mikroplakta iiremis C.albicans izolat.
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BULGULAR

MIiKRODILUSYON YONTEMI SONUCLARI

Mikrodiliisyon yéntemi ile yapilan duyarlilik testi sonucunda elde edilen MiK degerleri
EUCAST ve CLSI smir degerleri dikkate almarak incelenmis ve MiK sonuglar1 Tablo 2’de
verilmistir. EUCAST onerileri dogrultusunda incelendiginde 33 C. albicans izolatinin 14

tanesinin flukonazole direngli oldugu, tespit edilmistir.

Tablo 2. C. albicans’m EUCAST ve CLSI ya gore Flukonazol MiK sinir degerleri ve
duyarh ve direncli izolat sayilar: (29,37)

EUCAST CLSI
MIK simir degeri Izolat Sayist | MIK smir degeri Izolat
(ug/mL) (ng/mL) Sayisi
Duyarli Direngli S R Duyarli | Direngli | S R
(S) (R) () (R)
Flukonazol | <2 >4 20 14 <8 > 64 23 11
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Gentamisin’in etkisi arastirllmis ve gentamisinin C. albicans izolatlar1 tizerinde
antimikrobiyal bir etkisi g6zlemlenmemistir. C. albicans izolatlarinin flukonazole ve

gentamisine duyarlilik sonuglar1 Tablo 3’de verilmistir.

Tablo 3. C. albicans izolatlarinin flukonazol ve gentamisin duyarhlik sonuclari

Izolat No: . .
Minimum Inhibitér Konsantrasyonu (MIK) (ng/mL)
Flukonazol Gentamisin
1 <0,25 >512
2 <0,25 >512
3 256 >512
4 <0,25 >512
5 <0,25 >512
7 <0,25 >512
8 128 >512
9 32 >512
10 512 >512
11 <0,25 >512
13 <0,25 >512
15 <0,25 >512
16 <0,25 >512
17 128 >512
18 <0,25 >512
20 32 >512
21 <0,25 >512
22 <0,25 >512
23 32 >512
27 <0,25 >512
28 64 >512
29 64 >512
30 64 >512
31 <0,25 >512
48 8 >512
49 128 >512
51 64 >512
53 <0,25 >512
56 <0,25 >512
59 <0,25 >512
61 <0,25 >512
63 128 >512
64 <0,25 >512
C.albicans >512
ATCC10231 1
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Fraksiyonel Inhibitér Konsantrasyonu (FIK) degerleri Sekil 1’e gére hesaplanmis ve
izolatlar igin flukonazol ve gentamisin kombinasyonunun MIK degerleri Tablo 4-14° de

verilmistir.

FiK G = MiKGkombinasyon/MIKG
FiK F = MiKFkombinasyon/MiKF

FiK indeksi = FIK G+ FIK F

FIK indeksi < 0,5 ISE SINERJIK ETKI
0,5 < FIK indeksi< 4 ISE ADITIF ETKI
FiK indeksi > 4 ISE ANTAGONISTIK
ETKI
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Tablo 4. 49 Numarah izolat icin gentamisin ve flukonazol kombinasyonunun MiK degerleri

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A | 0/0 512/0 256/0 128/0 64/0 32/0 16/0 8/0 4/0 2/0 1/0 0,5/0
B | 0/512 512/512 | 256/512 | 128/512 | 64/512 | 32/512 | 16/512 | 8/512 | 4/512 | 2/512 | 1/512 | 0,5/512
C | 0/256 512/256 | 256/256 | 128/256 | 64/256 | 32/256 | 16/256 | 8/256 | 4/256 | 2/256 | 1/256 | 0,5/256
D | 0/128 512/128 | 256/128 | 128/128 | 64/128 | 32/128 | 16/128 | 8/128 | 4/128 | 2/128 | 1/128 | 0,5/128

E | 0/64 512/64 | 256/64 | 128/64 | 64/64 | 32/64 | 16/64 | 8/64 | 4/64 | 2/64 | 1/64 | 0,5/64
F | 0/32 512/32 | 256/32 | 128/32 | 64/32 |32/32 |16/32 |8/32 |4/32 |2/32 |1/32 | 0,5/32
G | 0/16 512/16 | 256/16 | 128/16 |64/16 |32/16 |16/16 |8/16 |4/16 |2/16 | 1/16 | 0,5/16
H [ 0/8 512/8 256/8 128/8 64/8 32/8 16/8 8/8 4/8 2/8 1/8 0,5/8

Uremenin %100 oldugu

kuyucuklar

Uremenin %50 azaldig

kuyucuklar

FiK gen = MIK emkombinasyon/MIK em
FiK rLz = MIK rLzkombinasyon/MIK rLz

FIK =512/1024+64/128= 1 <4 Aditif Etki

FiK om = MiK emkombinasyon/MIK em
FIK rLz = MIK rLzkombinasyon/MIK rLz
FIK =256/1024+64/128= 0,75 <4 Aditif Etki

Aditif etkinin goriildugi Sinerjik etkinin goriildiigi
kuyucuklar kuyucuklar

FiK em = MIK emkombinasyon/MIK cm
FiK rLz = MIK rLzkombinasyon/MIK rLz
FIK =128/1024+64/128= 0.625<4 Aditif Etki

FiK om = MIK emkombinasyon/MIK em
FIK rLz = MIK rLzkombinasyon/MIK rLz
FIK =32/1024+64/128= 0,53125<4 Aditif Etki
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Tablo 5. 8 Numaral izolat i¢in gentamisin ve flukonazol kombinasyonunun MiK degerleri

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A | 0/0 512/0 256/0 128/0 64/0 32/0 16/0 8/0 4/0 2/0 1/0 0,5/0
B | 0/512 512/512 | 256/512 | 128/512 | 64/512 | 32/512 | 16/512 | 8/512 | 4/512 | 2/512 | 1/512 | 0,5/512
C | 0/256 512/256 | 256/256 | 128/256 | 64/256 | 32/256 | 16/256 | 8/256 | 4/256 | 2/256 | 1/256 | 0,5/256
D | 0/128 512/128 | 256/128 | 128/128 | 64/128 | 32/128 | 16/128 | 8/128 | 4/128 | 2/128 | 1/128 | 0,5/128

E | 0/64 512/64 | 256/64 | 128/64 | 64/64 | 32/64 | 16/64 | 8/64 |4/64 | 2/64 | 1/64 | 0,5/64
F | 0/32 512/32 | 256/32 | 128/32 | 64/32 |32/32 |16/32 | 8/32 |4/32 |2/32 |1/32 | 0,5/32
G | 0/16 512/16 | 256/16 | 128/16 |64/16 |32/16 |16/16 |8/16 |4/16 |2/16 | 1/16 | 0,5/16
H | 0/8 512/8 256/8 128/8 64/8 32/8 16/8 8/8 4/8 2/8 1/8 0,5/8

FiK om = MIK emkombinasyon/MIK em
FiK rLz = MIK FLzkombinasyon/MIK FLz

FIKI =512/1024+64/128=1 <4 Aditif Etki FiKi

FiK em = MIK smkombinasyon/MIK em
FiK rLz = MIK rLzkombinasyon/MIK fLz
FIKI =128/1024+64/128= 0,625 <4 Aditif Etki
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FiK om = MIK emkombinasyon/MIK em
FiK rLz = MIK rLzkombinasyon/MIK Lz
=256/1024+64/128= 0,75 <4 Aditif Etki




Tablo 6. 17 Numaral izolat i¢in gentamisin ve flukonazol kombinasyonunun MIK degerleri

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A | 0/0 512/0 256/0 128/0 64/0 32/0 16/0 8/0 4/0 2/0 1/0 0,5/0

B | 0/512 512/512 | 256/512 | 128/512 | 64/512 | 32/512 | 16/512 | 8/512 | 4/512 | 2/512 | 1/512 | 0,5/512

C | 0/256 512/256 | 256/256 | 128/256 | 64/256 | 32/256 | 16/256 | 8/256 | 4/256 | 2/256 | 1/256 | 0,5/256

D | 0/128 512/128 | 256/128 | 128/128 | 64/128 | 32/128 | 16/128 | 8/128 | 4/128 | 2/128 | 1/128 | 0,5/128

E | 0/64 512/64 | 256/64 | 128/64 | 64/64 | 32/64 | 16/64 | 8/64 | 4/64 | 2/64 | 1/64 | 0,5/64

F | 0/32 512/32 | 256/32 | 128/32 | 64/32 |32/32 |16/32 |8/32 |4/32 |2/32 |1/32 | 0,5/32

G | 0/16 512/16 | 256/16 | 128/16 |64/16 |32/16 |16/16 |8/16 |4/16 |2/16 | 1/16 | 0,5/16

H | 0/8 512/8 256/8 128/8 64/8 32/8 16/8 8/8 4/8 2/8 1/8 0,5/8
FiK om = MIK emkombinasyon/MIK em FIK em = MIK emkombinasyon/MIK em

FiK Lz = MIK FLzkombinasyon/MIK FLz FiK rLz = MIK rLzkombinasyon/MIK iz

FIKI =16/1024+512/256= 2,0156<4 Aditif Etki FIKI =8/1024+512/256= 2,0078<4 Aditif Etki
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Tablo 7. 20 Numarah izolat icin gentamisin ve flukonazol kombinasyonunun MiK degerleri
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A | 0/0 512/0 256/0 128/0 64/0 32/0 16/0 8/0 4/0 2/0 1/0 0,5/0

B | 0/512 512/512 | 256/512 | 128/512 | 64/512 | 32/512 | 16/512 | 8/512 | 4/512 | 2/512 | 1/512 | 0,5/512

C | 0/256 512/256 | 256/256 | 128/256 | 64/256 | 32/256 | 16/256 | 8/256 | 4/256 | 2/256 | 1/256 | 0,5/256

D | 0/128 512/128 | 256/128 | 128/128 | 64/128 | 32/128 | 16/128 | 8/128 | 4/128 | 2/128 | 1/128 | 0,5/128

E | 0/64 512/64 | 256/64 | 128/64 | 64/64 | 32/64 | 16/64 | 8/64 | 4/64 | 2/64 | 1/64 | 0,5/64

F | 0/32 512/32 | 256/32 | 128/32 | 64/32 |32/32 |16/32 |8/32 |4/32 |2/32 |1/32 | 0,5/32

G | 0/16 512/16 | 256/16 | 128/16 |64/16 |32/16 |16/16 |8/16 |4/16 |2/16 | 1/16 | 0,5/16

H | 0/8 512/8 256/8 128/8 64/8 32/8 16/8 8/8 4/8 2/8 1/8 0,5/8

FiK em = MIK smkombinasyon/MIK em FIK em = MIK 6Mkombinasyon/MIK cm

FiK Lz = MIK FLzkombinasyon/MIK FLz FIK FLz = MIK rLzkombinasyon/MIK FLz

FIKI =256/1024+16/32= 0,75 <4 Aditif Etki FIKI =32/1024+32/32= 1,03125 <4 Aditif Etki

FIK em = MiK emkombinasyon/MIiK em FIK em = MiK emkombinasyon/MIK em

FiK rLz = MIK rLzkombinasyon/MIK FLz FiK rLz = MIK rLzkombinasyon/MIK Lz

FIKI =128/1024+32/32= 1,125 <4 Aditif Etki FIKI =16/1024+32/32= 1,015625 <4 Aditif Etki
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Tablo 8. 23 Numaral izolat i¢cin gentamisin ve flukonazol kombinasyonunun MIiK degerleri
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A | 0/0 512/0 256/0 128/0 64/0 32/0 16/0 8/0 4/0 2/0 1/0 0,5/0

B | 0/512 512/512 | 256/512 | 128/512 | 64/512 | 32/512 | 16/512 | 8/512 | 4/512 | 2/512 | 1/512 | 0,5/512

C | 0/256 512/256 | 256/256 | 128/256 | 64/256 | 32/256 | 16/256 | 8/256 | 4/256 | 2/256 | 1/256 | 0,5/256

D | 0/128 512/128 | 256/128 | 128/128 | 64/128 | 32/128 | 16/128 | 8/128 | 4/128 | 2/128 | 1/128 | 0,5/128

E | 0/64 512/64 | 256/64 | 128/64 | 64/64 | 32/64 | 16/64 | 8/64 | 4/64 | 2/64 | 1/64 | 0,5/64

F | 0/32 512/32 | 256/32 | 128/32 | 64/32 |32/32 |16/32 |8/32 |4/32 |2/32 |1/32 |0,5/32

G | 0/16 512/16 | 256/16 | 128/16 |64/16 |32/16 |16/16 |8/16 |4/16 |2/16 | 1/16 | 0,5/16

H | 0/8 512/8 256/8 128/8 64/8 32/8 16/8 8/8 4/8 2/8 1/8 0,5/8
FiK om = MIK emkombinasyon/MIK em FiK em = MIK emkombinasyon/MIK em
FiK rLz = MIK rLzkombinasyon/MIK FLz FiK rLz = MIK rLzkombinasyon/MIK FLz
FIKI =128/1024+8/16= 0.625 <4 Aditif FIKI =64/1024+16/16= 1,0625<4 Aditif Etki
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Tablo 9. 29 numarali izolat i¢cin gentamisin ve flukonazol kombinasyonunun MIiK degerleri
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A | 0/0 512/0 256/0 128/0 64/0 32/0 16/0 8/0 4/0 2/0 1/0 0,5/0

B | 0/512 512/512 | 256/512 | 128/512 | 64/512 | 32/512 | 16/512 | 8/512 | 4/512 | 2/512 | 1/512 | 0,5/512

C | 0/256 512/256 | 256/256 | 128/256 | 64/256 | 32/256 | 16/256 | 8/256 | 4/256 | 2/256 | 1/256 | 0,5/256

D | 0/128 512/128 | 256/128 | 128/128 | 64/128 | 32/128 | 16/128 | 8/128 | 4/128 | 2/128 | 1/128 | 0,5/128

E | 0/64 512/64 | 256/64 | 128/64 | 64/64 | 32/64 | 16/64 | 8/64 |4/64 | 2/64 | 1/64 | 0,5/64

F | 0/32 512/32 | 256/32 | 128/32 | 64/32 |32/32 |16/32 [8/32 |4/32 |2/32 |1/32 | 0,5/32

G | 0/16 512/16 | 256/16 | 128/16 |64/16 |32/16 |16/16 |8/16 |4/16 |2/16 | 1/16 | 0,5/16

H | 0/8 512/8 256/8 128/8 64/8 32/8 16/8 8/8 4/8 2/8 1/8 0,5/8
FIK em = MiK emkombinasyon/MIK em FIK em = MiK emkombinasyon/MIK em
FIK Lz = MIK FLzkombinasyon/MIK FLz FIK Lz = MIK FLzkombinasyon/MIK Fiz
FIKI =256/1024+16/32= 0,75 <4 Aditif Etki FIKI =8/1024+32/32= 1,0078125 <4 Aditif Etki
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Tablo 70. 30 Numaral izolat icin gentamisin ve flukonazol kombinasyonunun MiK degerleri
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A | 0/0 512/0 256/0 128/0 64/0 32/0 16/0 8/0 4/0 2/0 1/0 0,5/0

B | 0/512 512/512 | 256/512 | 128/512 | 64/512 | 32/512 | 16/512 | 8/512 | 4/512 | 2/512 | 1/512 | 0,5/512

C | 0/256 512/256 | 256/256 | 128/256 | 64/256 | 32/256 | 16/256 | 8/256 | 4/256 | 2/256 | 1/256 | 0,5/256

D | 0/128 512/128 | 256/128 | 128/128 | 64/128 | 32/128 | 16/128 | 8/128 | 4/128 | 2/128 | 1/128 | 0,5/128

E | 0/64 512/64 | 256/64 | 128/64 | 64/64 | 32/64 | 16/64 | 8/64 | 4/64 | 2/64 | 1/64 | 0,5/64

F | 0/32 512/32 | 256/32 | 128/32 | 64/32 |32/32 |16/32 |8/32 |4/32 |2/32 |1/32 | 0,5/32

G | 0/16 512/16 | 256/16 | 128/16 |64/16 |32/16 |16/16 |8/16 |4/16 |2/16 | 1/16 | 0,5/16

H | 0/8 512/8 256/8 128/8 64/8 32/8 16/8 8/8 4/8 2/8 1/8 0,5/8
IkJur;er:eunkllr; :/0100 oldugu Eur;umcinkllr;:/oso azaldig1 ﬁf;ﬁxlzﬁrrnn gorildiigii ﬁlijr;euriid(ki:;l:inin gorildiigii

FiK om = MIK emkombinasyon/MIK em FiIK gen = MIK gen kombinasyon/MIK gen

FiK rLz = MIK rLzkombinasyon/MIK FLz FIK rLz = MIK rLzkombinasyon/MIK rLz

FIKi =8/1024+16/64= 0,25781< 4 sinerjik Etki FIKI =16/1024+16/64= 0,26562 < 4 sinerjik Etki
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Tablo 11. 28 Numaral izolat icin gentamisin veflukonazol kombinasyonunun MIiK degerleri
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A [ 0/0 512/0 256/0 128/0 64/0 32/0 16/0 8/0 4/0 2/0 1/0 0,5/0

B | 0/512 512/512 | 256/512 | 128/512 | 64/512 | 32/512 | 16/512 | 8/512 | 4/512 | 2/512 | 1/512 | 0,5/512
C | 0/256 512/256 | 256/256 | 128/256 | 64/256 | 32/256 | 16/256 | 8/256 | 4/256 | 2/256 | 1/256 | 0,5/256
D | 0/128 512/128 | 256/128 | 128/128 | 64/128 | 32/128 | 16/128 | 8/128 | 4/128 | 2/128 | 1/128 | 0,5/128
E | 0/64 512/64 | 256/64 | 128/64 | 64/64 | 32/64 | 16/64 | 8/64 | 4/64 | 2/64 | 1/64 | 0,5/64
F | 0/32 512/32 | 256/32 | 128/32 | 64/32 |32/32 | 16/32 |8/32 |4/32 |2/32 |1/32 |0,5/32
G | 0/16 512/16 | 256/16 | 128/16 | 64/16 |32/16 | 16/16 |8/16 |4/16 |2/16 |1/16 | 0,5/16
H | 0/8 512/8 256/8 128/8 64/8 32/8 16/8 8/8 4/8 2/8 1/8 0,5/8

FiK em = MIK smkombinasyon/MIK em
FiK rLz = MIK rLzkombinasyon/MIK fLz

FIKI =256/1024+8/32= 0,5 <4 sinerjik Etki

FiK em = MIK smkombinasyon/MIK em

FiK rLz = MIK rLzkombinasyon/MIK rLz

FIKI
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Tablo 12. 9 Numarah izolat icin gentamisin ve flukonazol kombinasyonunun MiK degerleri

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A | 0/0 512/0 256/0 128/0 64/0 32/0 16/0 8/0 4/0 2/0 1/0 0,5/0

B | 0/512 512/512 | 256/512 | 128/512 | 64/512 | 32/512 | 16/512 | 8/512 | 4/512 | 2/512 | 1/512 | 0,5/512

C | 0/256 512/256 | 256/256 | 128/256 | 64/256 | 32/256 | 16/256 | 8/256 | 4/256 | 2/256 | 1/256 | 0,5/256

D | 0/128 512/128 | 256/128 | 128/128 | 64/128 | 32/128 | 16/128 | 8/128 | 4/128 | 2/128 | 1/128 | 0,5/128

E | 0/64 512/64 | 256/64 | 128/64 | 64/64 | 32/64 | 16/64 | 8/64 | 4/64 | 2/64 | 1/64 | 0,5/64

F | 0/32 512/32 | 256/32 | 128/32 | 64/32 |32/32 |16/32 |8/32 |4/32 |2/32 |1/32 | 0,5/32

G | 0/16 512/16 | 256/16 | 128/16 |64/16 |32/16 |16/16 |8/16 |4/16 |2/16 | 1/16 | 0,5/16

H | 0/8 512/8 256/8 128/8 64/8 32/8 16/8 8/8 4/8 2/8 1/8 0,5/8
FiK om = MIK emkombinasyon/MIK em FiK om = MIK emkombinasyon/MIK em
FiK rLz = MIK rLzkombinasyon/MIK rLz FiK rLz = MIK rLzkombinasyon/MIK FLz
FIKi =8/1024+32/32= 1,00781 <4 Aditif Etki FIKI =16/1024+32/32= 31,01562<4 Aditif Etki
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Tablo 13. 63 Numarah izolat icin gentamisin ve flukonazol kombinasyonunun MiK degerleri

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A | 0/0 512/0 256/0 128/0 64/0 32/0 16/0 8/0 4/0 2/0 1/0 0,5/0

B | 0/512 512/512 | 256/512 | 128/512 | 64/512 | 32/512 | 16/512 | 8/512 | 4/512 | 2/512 | 1/512 | 0,5/512

C | 0/256 512/256 | 256/256 | 128/256 | 64/256 | 32/256 | 16/256 | 8/256 | 4/256 | 2/256 | 1/256 | 0,5/256

D | 0/128 512/128 | 256/128 | 128/128 | 64/128 | 32/128 | 16/128 | 8/128 | 4/128 | 2/128 | 1/128 | 0,5/128

E | 0/64 512/64 | 256/64 | 128/64 | 64/64 | 32/64 | 16/64 | 8/64 | 4/64 | 2/64 | 1/64 | 0,5/64

F | 0/32 512/32 | 256/32 | 128/32 | 64/32 |32/32 |16/32 |8/32 |4/32 |2/32 |1/32 | 0,5/32

G | 0/16 512/16 | 256/16 | 128/16 | 64/16 |32/16 | 16/16 |8/16 |4/16 |2/16 | 1/16 | 0,5/16

H | 0/8 512/8 256/8 128/8 64/8 32/8 16/8 8/8 4/8 2/8 1/8 0,5/8

FiK em = MIK smkombinasyon/MIK em
FiK rLz = MIK rLzkombinasyon/MIK rLz

FIKI =512/1024+256/256= 1,5<4 Aditif Etki

29



Tablo 14. 48 numarah izolat icin gentamisin ve flukonazol kombinasyonunun MiK degerleri

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A | 0/0 512/0 256/0 128/0 64/0 32/0 16/0 8/0 4/0 2/0 1/0 0,5/0

B | 0/512 512/512 | 256/512 | 128/512 | 64/512 | 32/512 | 16/512 | 8/512 | 4/512 | 2/512 | 1/512 | 0,5/512

C | 0/256 512/256 | 256/256 | 128/256 | 64/256 | 32/256 | 16/256 | 8/256 | 4/256 | 2/256 | 1/256 | 0,5/256

D | 0/128 512/128 | 256/128 | 128/128 | 64/128 | 32/128 | 16/128 | 8/128 | 4/128 | 2/128 | 1/128 | 0,5/128

E | 0/64 512/64 | 256/64 | 128/64 | 64/64 | 32/64 | 16/64 | 8/64 | 4/64 | 2/64 | 1/64 | 0,5/64

F | 0/32 512/32 | 256/32 | 128/32 | 64/32 |32/32 |16/32 |8/32 |4/32 |2/32 |1/32 | 0,5/32

G | 0/16 512/16 | 256/16 | 128/16 |64/16 |32/16 |16/16 |8/16 |4/16 |2/16 |1/16 | 0,5/16

H | 0/8 512/8 256/8 128/8 64/8 32/8 16/8 8/8 4/8 2/8 1/8 0,5/8
FiK om = MIK GMkombinasyon/MiK GM FIK om = MIK GMkombinasyon/MiK GM
FIK iz = MIK rzkombinasyon/MIK fiz FiK r .z = MIK ¢ zkombinasyon/MiK 7
FIKI =8/1024+4/8= 0,5078125<4 Aditif Etki FIKI =16/1024+4/8= 0,515625<4 Aditif Etki
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Calismaya dahil edilen flukonazole direngli 14 izolata dama tahtasi yontemi

uygulanarak flukonazol ve gentamisin konsantrasyon oranlarinin farkli birgok kombinasyonu

denenmis olup flukonazol ve gentamisinin MIK degerleri, dama tahtas: sonuglar1 , FiK

degerleri ve etkilesim tiirii Tablo 15 te verilmistir. Bu sonuglara gore 2 adet sinerjik etki 11 adet

aditif etki tespit edilmistir.

Tablo 85. FLZ ve GM’nin MiK degerleri, Dama Tahtasi Sonuclari, FIKI degerleri ve
etkilesim tiirii

Izolat FLZ MiK GM MIK  Kombinasyon FIKI Etkilesim
numarasi (ng/mL) (ng/mL) FLZ/GM tiiri
konsantrasyonu
3 512 1024 512/8 1,0078125 aditif
8 128 1024 64/128 0,625 aditif
9 32 1024 32/8 1,00781 aditif
17 256 1024 512/8 2,0078 aditif
20 32 1024 32/16 1,015625 aditif
23 16 1024 16/64 1,0625 aditif
28 32 1024 8/256 0,5 sinerjik
29 32 1024 32/8 1,0078125 aditif
30 64 1024 16/8 0,25781 sinerjik
48 8 1024 4/8 0,5078125 aditif
49 128 1024 64/32 0,53125 aditif
ol 128 1024 128/8 1,0078125 aditif
63 256 1024 256/512 1,5 aditif

31



TARTISMA

Bagisiklik sistemi zayif hastalar1 tehdit eden kandidiyazis, son zamanlarda artis
gostermektedir. Bununla birlikte, piyasadaki antifungal ilag¢larin sayisi, mevcut antibakteriyel
ilaclarin sayisina kiyasla sinirlidir. Bu durum ayni zamanda direngli mantarlarin neden oldugu
enfeksiyonlarin artmasindan dolay1 yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesini gerekli kilar.
Kombine ilag tedavisi bu sorunu ¢6zmeye yonelik kullanilan en yaygin ve etkili stratejilerden
biridir (1).

Azol grubu antifungallerden olan flukonazol, Candida albicans enfeksiyonlarinin
onlenmesinde ve tedavisinde, maliyetinin diisiik olmas1 ve toksiSitesinin az olmasi nedeni ile
oldukga sik kullanilmistir ve kullanilmaktadir (38). Ancak, yaygin flukonazol kullanimi,
flukonazol direnci veya g¢oklu azol tiirevlerine ¢apraz direng insidansinin artmasina neden
olmustur. Diger gruplara ait antifungal ilaglar mevcuttur ancak hala smirl sayidadir ve bu
nedenle toksisite, bakim maliyeti ve direng klinikte ciddi problem olmaya devam etmektedir.
(2).

Calismamiza dahil edilen 33 adet C.albicans izolatinin 14’niin ( %42) flukonazole
direngli oldugu tespit edilmistir. Flukonazol direnci tespit edilen C.albicans izolatlar1 {izerinde
ayrica gentamisinin etkisi arastirilmis ve herhangi bir etki gézlenmemistir. Ancak gentamisin
ve flukonazol birlikte kullanildiginda aditif ve sinerjik etkiler gézlemlenmistir. Bu ¢alismanin
sonunda 14 izolattan 2 tanesinde sinerjik etki 11 tanesinde aditif etki tespit edilmistir. Ilaglarin,
calismaya alinan izolatlar tizerine herhangi bir antagonistik etkisi saptanmamustir.

Antifungal ilag kesfi ve gelisimi antibakteriyel ilaglara nazaran daha yavastir. Antifungal

ilaglara kars1 gelisen direng¢ nedeni ile antifungallerin etkinligi azalir (39). Bu nedenle
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kullanilmakta olan ilaglarin bagka molekiiller ile kombine kullanimlari, yeni ilag kesfine kiyasla
daha gergekgi bir yontem oldugu diisiiniilmektedir.

Liu ve arkadaslar1 (2016) direncli C. albicans’lar {izerine flukonazol ve kalsiyum kanal
blokorlerinin sinerjik etkilerini arastirmislardir (1). Yapilan g¢alisma bizim ¢alismamiz ile
benzerlik gdstermektedir. Tek basina kalsiyum kanal blokérlerinin MiK degerleri > 512 pg /
mL olarak tespit edilmistir ve antifungal etkisi olmadig1 belirtilmistir. Ancak iki ilag beraber
kullanildiginda sinerjik etki gézlemlemislerdir.

Lu ve arkadaglar1 (2018) azol direnci olan kandidalar iizerine gentamisinin sinerjik
etkisini arastirmislardir. Bu ¢alismada kullanilan tiim suslara kars: gentamisin'in MiK'leri > 512
pug / mL olarak tespit edilmistir (11). Bizim ¢alismamizda da ¢alismaya dahil edilen tiim
izolatlarin gentamisin MIiK degerleri > 512 pg / mL olarak belirlenmistir. Bu sonuglar
gentamisinin herhangibir antifungal etkisi olmadigin1 gostermektedir. Ancak, gentamisin ile
flukonazol kombinasyon halinde kullanildiginda C. albicans (28 ve 30) izolatlar tizerinde
sinerjik etkileri oldugu ( FIK26=0,5 ve FiK30=0,25781) gdzlemlenmistir, GM anlamli derecede
direngli C. albicans'in flukonazoliin duyarliligin arttirmstir.

Kantarcioglu ve Yiicel’in yapmis olduklart c¢alismada Terbinafin ve flukonazol
kombinasyonunun klinik C. albicans izolatlar1 iizerine in vitro sartlarda denenmistir. ki ilacin
etkinlikleri karsilastirildiginda tek baslarina gdstermis olduklari etkinlige kiyasla birlikte
gostermis olduklari etkide bir artis gozlemlenmistir (40). Bizim ¢alismamizda da gentamisin ve
flukonazolun tek basina etkinliklerine oranla beraber kullanildiklarinda bir artis saptanmaistir.
Bu iki ilag, C. albicans karsisinda birbirinin in vitro aktivitesini artirmaktadir diyebiliriz.

Bu calisma invitro sartlarda antifungal ve antimikrobiyal ajanlarin birlikte
kullanilmasiin olumlu sonuglar gosterecegini 6n goérmektedir. Bununla birlikte, Amerikan
Saglik Sistemi Eczacilar Birligi, minimum inhibitdr konsantrasyon (MIK) ve diger in vitro
duyarlilik test sonuglarinin, azollere klinik yanitin bir gostergesi olmadigini savunmaktadir
(41). Flukonazoliin ve diger azollerin in vitro ortam pH's1, besiyerinin igerigi, mantarin spor,
maya veya micel doneminde olmasi, inkiibasyon siiresi ve inokulum biiyiikliigii gibi
faktorlerden dolay:r in vitro etki diizeyinin, diger azollerde oldugu gibi, in vivo etkisiyle
paralellik gostermeyebilecegini bildirmislerdir. Buna dayanarak in vitro sartlarda yapilan

calismalarin in vivo olarak da desteklenmesi 6nerilmektedir.
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SONUC

Bu c¢alismada, flukonazole direngli Candida albicans izolatlarinda, gentamisinin
flukonazoliin etkinligi iizerine etkisinin belirlenerek, flukonazole duyarliligi artiracak uygun
gentamisin konsantrasyonlar1 hesaplanmis ve alternatif olabilecek gentamisin + flukonazol
kombinasyonlar1 belirlenmistir. Direncli mantar enfeksiyonlarina karsi tedavide alternatif
olarak ¢oklu ila¢ kombinasyonlarinin kullanilmasinin uygun olabilecegine dair 6nemli bulgular
elde edilmistir. Bu bulgular cesaret verici olmakla beraber ¢ok daha fazla izolat ile ¢alismanin
tekrar edildikten sonra sonuglarin in vivo ve in vitro uyumunun klinik olarak arastirilmasi
gerekmektedir. Flukonazole direngli olan ve gentamisin ile MIK degeri azalan izolatlarda

direncin kaynaginin arastirilmasi i¢in molekiiler ¢aligmalarin yapilmasi dnerilmektedir.
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OZET

Giincel ¢alismalar antifungal ilag¢ kesfi ve gelisimi antibakteriyel ilaglara nazaran daha
yavas oldugunu gostermektedir. Antifungal ilaglara karsi gelisen diren¢ antifungallerin
etkinliginin azalmasina katkida bulunmaktadir. Bu nedenle kullanilmakta olan ilaglarin baska
molekiiller ile kombine kullanimlari, yeni ilag kesfine kiyasla daha gergekei bir yontem oldugu
diisiiniilmektedir. Bu c¢alismada, flukonazoliin gentamisin ile kombine kullanilmasinin,
flukonazole direncli kandida izolatlarinin flukonazoliin MiK degeri iizerine etkisi saptanarak,
flukonazol direncini ortadan kaldiran ideal gentamisin konsantrasyonlarinin hesaplanmasi ve
boylece flukonazole direngli kandida enfeksiyonlarinin tedavisi igin alternatif olabilecek bir
flukonazol+antibiyotik kombinasyonu belirlenmesi amaglanmistir. Calismamiza dahil edilen
33 adet C.albicans izolatinin 14’niin ( %42) flukonazole direngli oldugu tespit edilmistir.
Flukonazol direngli C.albicans izolatlar1 {izerinde gentamisinin tek basina etkili olmadigi
gozlenmemistir. Ancak gentamisin ve flukonazol birlikte kullanildiginda aditif ve sinerjik
etkiler gézlemlenmistir. Bu ¢alismanin sonunda 14 6rnekten 2 tanesinde sinerjik etki, 11
tanesinde aditif etki tespit edilmistir. Ilaclarin, calismaya alinan izolatlar iizerine herhangi bir

antagonistik etkisi saptanmamustir.

Anahtar kelimeler: flukonazol, gentamisin, dama tahtas1 yontemi, Candida spp.
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INVESTIGATION OF THE EFFECT OF GENTAMICIN TO
FLUCONAZOLE IN FLUCONAZOLE RESISTANT ISOLATES OF
CANDIDA SPP.

SUMMARY
Recent studies show that antifungal drug discovery and development is slower than

antibacterial drugs. Resistance to antifungal drugs contributes to the decrease in the
effectiveness of antifungals. Therefore, the combined use of drugs in use with other molecules
is considered to be a more realistic method than the discovery of new drugs. In this study, the
effect of the combined use of fluconazole with gentamicin on the MIC value of fluconazole
resistant candida isolates of fluconazole was determined, and an ideal combination of
fluconazole for the treatment of fluconazole-resistant candida infections was determined. Of
the 33 C.albicans isolates included in our study, 14 (42%) were found to be resistant to
fluconazole. Gentamicin alone was not observed on fluconazole-resistant C.albicans isolates.
However, when gentamicin and fluconazole were used together, additive and synergistic effects
were observed. At the end of this study, synergistic effect was detected in 2 of 14 samples and
additive effect in 11 of them. No antagonistic effect of the drugs on the study isolates was
detected.

Keywords: fluconazole, gentamicin, checker board assay, Candida spp.
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