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OZET

Son yillarda patojen maya ve kiiflerin yol ac¢tig1 fungal infeksiyonlar, bagisiklig
baskilanmis bireylerde yiiksek derecede morbidite ve mortaliteye yol agmaktadir. Bu
infeksiyonlar yayilict ve yiizeyel infeksiyonlar1 kapsar. En sik etkenler Candida ve
Aspergillus tiirleridir. Kullanilan ilaclarin dar spektrumlu olusu, toksisitesi, tolere
edilebilme giicliigii ve diren¢li suslarin ortaya ¢ikmasi nedeniyle tedavi genellikle
zordur. Ozellikle tek ilac tedavisine cevap vermeyen hastalarda ya da direncli suslarin

varliginda kombinasyon tedavisi diisiiniilebilir.

Mantarlarin insan hiicresinden farkli olarak hiicre duvar yapisi bulunmaktadir.
Son yillarda giindeme gelen ekinokandin grubu antifungaller hiicre duvar sentezi
tizerine etkilidirler. Bu grupta yer alan kaspofungin, klinik kullanima yeni giren bir
antifungaldir. Polien ve triazol grubu antifungal ilaglar ise etki mekanizmalar1 farkl
olmakla beraber ergosterol yapi iizerinden -ekilidirler. Ekinokandin simifindaki
antifungallerin duyarhilik testleri i¢in standart bir metod hala gelistirilememistir ve
antifungal kombinasyonlan ile ilgili in vitro test yontemlerine yoOnelik ayrintili

calismalara ihtiya¢ bulunmaktadir.

Bu ¢alismada, C. glabrata suslarinin in vitro duyarliligin1 saptamada kullanilan
broth mikrodiliisyon ve E-test yOntemleri arasindaki uyum kaspofungin i¢in %90,
amfoterisin B i¢in %86, flukonazol i¢in %92, vorikonazol i¢in %84 ve itrakonazol igin
%58 olarak bulunmustur. Ayrica flukonazol ve itrakonazole direngli izolatlarin
timiiniin  kaspofungine duyarli oldugu goriilmiistiir. Aragtirmamizda kaspofungin’in
(CAS); vorikonazol (VORI), flukonazol (FLU), itrakonazol (ITRA) ve amfoterisin B
(AmB) ile ikili kombinasyonlarinin C. glabrata izolatlarina kars1 in vitro aktiviteleri
de degerlendirilmistir. ilag etkilesimleri E-test (iki farkli yontemle), disk difiizyon ve
time-kill metodlar1 kullanilarak  g¢aligilmistir.  Calisilan kombinasyonlar ig¢inde
CAS+AmB ve CAS+VORI’nin umut verici oldugu goriilmiistiir. Kullanilan yontemler
icinde E-testin kullanimi kolaydir ve antifungal kombinasyon testleri i¢in kabul
edilebilir oldugu diisiiniilmektedir. Elde ettigimiz sonuclarin antifungal tedavide faydali

olacagim diistinmekteyiz.



SUMMARY

In recent years, fungal infections by reason of pathogenic yeast and molds lead to
higher mortality and morbidity in immunsupressed patients. These infections are both
superficial and invasive. Mostly seen-ones are species of Candida and Aspergillus.
The treatment of them are generally difficult on account of occurrence of resistance
agents, difficulty of being tolerability, toxicity, being broad spectrum of drugs used.
Combination therapy can be specifically advised in the existence of resistant agents or

patients whom one-drug treatment is negative.

Currently a class of antifungals known as Echinocandin is effective on the cell
wall synthesis. One of these antifungal is Caspofungin, which has been started to use
in clinics recently. Antifungal drugs named polien and triazoles are efficient on
ergosterol structure though these drugs have different effects. A method has not been
developed for the susceptibility test of the antifungals from class of echinocandin and

detailed studies are needed for in vitro test methods related to antifungal combination.

In this study, broth microdilution and E-test methods are used to determine in
vitro susceptibility of Candida glabrata strains. Agreement between two methods is
90% for caspofungin (CAS), %92 for fluconazole (FLU), 86% for amphotericin B
(AmB), 84% for voriconazole (VORI), 58% itraconazole (ITRA). However, all

fluconazole and itraconazole-resistant isolates were inhibited by caspofungin.

In this research, dual combinations of caspofungin with vorikonazol, itrakonazol,
flukonazol and amphotericin B were evaluated against C. glabrata isolates. Time-kill,
E-test and disk diffusion method were used to evaluate drug interactions of
combinations CAS+AmB, CAS+VORI, CAS+ITRA, CAS+FLU, CAS+AmB and
CAS+VORI are seen efficient within combination studied. The method of E-test is the
easest among methods and it is acceptable for the antifungal combination test. We think

that results obtained will be beneficial in the antifungal therapy.
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1. GIRIS

Mantarlar sag, deri ve tirnakta hastalik olusturarak ilk caglardan beri hekimlerin
dikkatini ¢ekmistir. Candida’larin tarihgesi MO 4. yy’da Hipokrat’a kadar dayanmakla
birlikte, bundan yillar sonra, 1839°da Langenbeck tarafindan bir hastanin agzindaki
pamukcuk lezyonundan yapilan kazint1 6rneginde mantarin gozlemlenmesi ile kesfedilmistir.
Pamukg¢ugun etkeni olarak mantarin tarifi ise 1842°’de Gruby tarafindan yapilmis ve bu tip
mikolojisinin baslangict olmustur. Robin 1843’de pamukcuk etkeni mantarin sistemik
infeksiyona neden oldugunu goézlemis ve bu mantar1 ilk kez Oidium albicans olarak
adlandirmis, basitge iiretmeyi de basarmustir. 1890°da Zopf tarafindan onerilen Monilia
albicans ismi ile birlikte yillar i¢cinde, ayni mantar i¢in 100’i agkin isim kullanilmigtir. 1923
yilinda Berkhout tarafindan onerilen Candida albicans 1954’te kabul edilmistir. 1940’I1
yillarda antibiyotiklerin yaygin kullanimu ile birlikte Candida infeksiyonlarmin sikliginda da
belirgin bir artig goriilmiistiir (Edwards, 2000; Segal and Elad, 1998).

Candida tiirleri insanlarin normal kommensalleri olarak ciltte, solunum ve sindirim
sisteminde, kadin genital sisteminde yaygin olarak bulunurlar. Normal flora iiyesi iken
Candida’lar, immiin sistemin herhangi bir nedenle baskilandig1r durumlarda dokulara invaze
olarak hayati tehdit eden infeksiyonlara neden olabilmektedirler. Cok sayida Candida tiri
bulunmasina ragmen, infeksiyon etkeni olarak insandan en sik izole edilenler; Candida
albicans (en sik), Candida glabrata, Candida guilliermondii, Candida krusei, Candida
parapsilosis, Candida tropicalis, Candida kefyr, Candida lusitaniae ve Candida dubliniensis’

tir (Hazen and Howell, 2003).

C. albicans disindaki Candida tirlerinin son on yildaki artan insidansinin, genis
spektrumlu antibiyotik, steroid ve antikarsinojen ilaclarin yaygin kullanimi, immiinstipresif
hasta gruplarmin artmasi (6zellikle AIDS’li hasta insidensindeki artis), organ
transplantasyonlari, protez cihazlarimin implantasyonu, kateterizasyon ve fazla flukonazol

kullanimu ile iligkili oldugu belirtilmistir (Canuto and Rodero, 2002).

Mantar infeksiyonu sikliginin artisi ile birlikte patojen mantar tiirlerinin spektrumu ve
direng paternleri de degismektedir. Sinirli sayidaki antifungal ilaglarin yogun kullanimi

nedeniyle antifungal ilaglara diren¢ gelismesi ve fungal infeksiyonlarin énemli bir saglik



sorunu haline gelmesi, daha genis spektrumlu ve farkli hedefleri etkileyen yeni ilaglara ve
tedavi rejimlerine ihtiyag dogurmustur. Bu gozlemler sonucunda, hem direnc¢li suslarin
saptanmast hem de yeni antifungallerin klinik kullanim 0&ncesi degerlendirilmesinde

antifungal duyarlhlik testlerinin 6nemi artmistir.

Ciddi mantar infeksiyonlarmin tedavisinde antifungal ilaglarin kombine kullanilmasi
bazi durumlarda umut veren bir yaklagim olabilir. Antifungal kombinasyonlarin kullanim
maya hiicrelerinin 6liim hizinmi arttirabilir. Boylece tedavi siiresi kisalir, ilaca direng gelisimi
Onlenir ve etki spektrumu genisler. Ayrica kombine edilen ilaglarin dozlar azaltilacagindan,
muhtemel yan etkiler de azalacaktir. Ancak bu yaklagimla maliyet ¢ok yiikselecek,
antagonistik ila¢c etkilesimi ve toksisite ortaya ¢ikabileceginden, herhangi bir
kombinasyonunun  etkinligini, klinik kullanimi1 Oncesinde, in vitro ortamda dikkatlice

degerlendirmek 6nemlidir.

Biz calismamizda ekinokandin sinifindan yeni bir antifungal olan kaspofungin’in
vorikonazol ve flukonazol ile kombinasyonlarinin azole duyarli yada doza bagimli duyarl
ya da direngli C. glabrata suslar1 {lizerine in vitro etkisini 4 farkli metotla degerlendirmeyi
amagladik. Bu degerlendirmeyi yaparken de in vitro metotlardan Time-kill (zaman-6lim
egrisi), E-test (iki farkli yontemle) ve disk difiizyon metodundan elde ettigimiz sonuglari

karsilastirmay1 planladik.



GENEL BIiLGIiLER
2.1. Candida’larin Genel Ozellikleri

Mantarlar 6karyot, klorofilsiz ve absorbsiyonla beslenen canlilardir. Cogu dogada saprofit
olarak bulunur. Firsat¢1 mantar infeksiyonlarinin en sik karsilagilan nedenleri olan Candida
tiirleri, Deuteromycota (Fungi Imperfecti) i¢inde, Cryptococcaceae ailesinde yer alan maya
seklindeki mantarlardir. Bu cins 200’den fazla tiir igermektedir (Forbes, et al., 2002; Hazen

and Howell, 2003).

Candida tirleri tek hiicreli, hiicre duvarlarinda kitin veya selliiloz igeren, okaryotik
mikroorganizmalardir (Segal and Elad, 1998). Tomurcuklanarak (blastospor) veya ikiye
boliinerek ¢ogalirlar.  Blastokonidiyumlar ana hiicreden ayrilmadan uzayarak 5-10 pm
boyutlarinda yalanci hif (pseudohypha), bazen de gercek hif olusturabilirler (Murray, et. al.,
2002). Kandidalar i¢inde en sik karsilasilan tiir olan Candida albicans, misir unlu jeloz gibi
besince fakir bir ortamda iyi yedek besin depolayan, ger¢ek ya da yalanci bir hifin ucunda
veya yannda bulunan, tek hiicreli, kalin duvarli, genis oval yapili klamidospor olusturur.
Diger sik goriilen Candida tiirlerinde klamidospor olusumu nadirdir. C. albicans’in hiicreleri
serumda 37 °C’de bekletildiginde, iki saatte ¢imlenme borusu (germ tiip) olustururlar. C.

dubliniensis’de germ tiip ve klamidospor olusturabilir. (Kwan Chung and Bennet, 1992).

Gram boyama ile tim Candida tiirleri gram olumlu boyanir. Maya elemanlarinin
ornekler icinde aranmasinda Potassium Hydroxide-Calcofluor White Fluorescent boyamasi

kullanilir (Hazen and Howell, 2003; Tiimbay, 1999).

Mayalarin 37 °C’de iireyebilmeleri énemli &zelliklerindendir. Ozellikle patojen olan
tirler 25-37 °C’de, saprofitler ise daha diisiik sicaklikta iireyebilirler (Warren and Hazen,
1999). Mayalarin iireyebilmesi icin besiyeri ortaminda glukoz, amonyum tuzu, fosfat, biotin
ve serbest metallerin (Fe, Zn, Ca gibi) bulunmasi, ortam pH’sinin 2-8 arasinda olmasi
yeterlidir.  Candida tiirleri kemoheterotrofturlar, organik bir azot ve karbon kaynagina
gereksinimleri vardir. Besinlerini absorbsiyon yolu ile bulunduklar1 ortamdan kolayca
saglayabilmeleri i¢in ortamin nispi nem oranmnin % 95-100 arasinda olmas1 gereklidir

(Warren and Hazen, 1999).



Candida tiirlerinin ¢ogu yaygin kullanilan mikolojik ve bakteriyolojik besiyerlerinde iyi
tirerler. Sabouraud-dekstroz agar (SDA) gibi mikolojik besiyerlerinde 37 °C’de 2-3 gilinde
beyaz ya da krem renkli, yumusak kivamli, genellikle S koloni morfolojisinde ve tipik maya
kokulu koloniler olustururlar (Kwan Chung and Bennet, 1992; Merz and Roberts, 2003;
Topgu ve Cerikcioglu, 2002). Bu organizmalar invaziv olmayan yiizeyel infeksiyonlardan,
derin dokular1 tutan infeksiyonlara kadar genis bir hastalik spektrumuna sahiptir. Her tiirlii
cevrede bulunabilen Candida tiirleri, insan ve hayvanlarin normal florasinda da yer
almaktadir.  Ozellikle genis spektrumlu antibiyotiklerin kullanimi, intravaskiiler alet
kullanimindaki ve immiinsiipresif hastalarin populasyonundaki artiglar sebebiyle, hem hastane
disindaki hem de nozokomiyal Candida infeksiyonlarinin siklig1 giderek artmaktadir (Warren

and Hazen, 1999).
2.2. Tibbi Bakimdan Onemli Baz1 Candida’larin Ozellikleri

Candida albicans: En sik kandidoz nedeni olan Candida tiiriidiir. Viicudun her yerinde
akut, subakut ve kronik infeksiyon yapabilir. Maya-hif doniisiimii gostermesi ve bazi
hidrolitik enzimleri {iretmesi nedeniyle virulansi en yiiksek tiirdiir. Candida albicans,
antijenik yapilarina gore A ve B olmak iizere iki serotipe ayrilmistir. Son yillarda yapilan
molekiiler calismalarla C. stellatoidea, C. langeronii (klamidospor negatif) ve C. claussenii
(germ tiip negatif) gibi tiirlerin Candida albicans’in sinonimleri oldugu gosterilmistir (Yiicel

ve Kantarcioglu, 1999).

SDA’da krem renginde, yumusak kivamli, S tipi diizgiin koloniler olusturur. Kanlh
agar ve EMB (eosin methylene blue) agar plaklarinda yildiz seklinde ayaksi cikintilar
olusturabilir. Tween 80 musirunlu agarda yalanci hif, bazen de gergek hif, etraflarinda
kiimeler yapan blastosporlar ve bu hifler iizerinde klamidosporlar gézlenir. Serumda germ
tiip olusturmas: ve misir unlu Tween 80 agarda klamidospor olusumu Candida albicans’in

karakteristik 6zelligidir (Yiicel ve Kantarcioglu, 1999, Pujol, et al., 1997).

C. glabrata: Son yillara dek C. glabrata, insan mukozal dokularinda nispeten patojenik
olmayan yaygin bir fungal organizma olarak kabul edilmistir. Ancak, C. glabrata’nin yol
actig1 mukozal ve sistemik infeksiyonlarin giderek Onemli bir artis gosterdigi goriilmektedir.
Diger Candida tiirlerinin yol a¢tig1 infeksiyonlarda ¢ok etkili olan azol tedavisine, C. glabrata
dogal bir direng gostermektedir. Bu mekanizma tam olarak aydinlatilamamis olmakla

beraber, azollerin fungal plazma zarinin sterol kompozisyonunu degistirdigi ve hiicreye



antifungal ajanin aliminin azaldig diisiiniilmektedir (Fidel, et al., 1999). Onceleri Torulopsis
glabrata olarak bilinen C. glabrata dimorfik olmayan blastokonidiyal morfolojisi ve haploid
genoma sahip olmasi ile diger Candida tiirleri ile farklilik gosterir. C. glabrata son yillarda
siklikla nozokomiyal kaynakli sistemik ya da yiizeyel kandidal infeksiyonlara yol agan

organizma olarak ikinci sirada yer almaktadir (Forbes et al., 2002; Gumbo, et al., 1999).

C. albicans dis1 Candida’lar arasinda en sik kandidemi nedenidir. Tim viicut
bolgelerinde infeksiyona neden olabilmekle birlikte, 6zellikle idrar yolu infeksiyonlari,
yenidogan fungemileri ve immiindiigskiin konak infeksiyonlarinin énemli patojenlerindendir.
Ayrica diger Candida tiirlerine gore flukonazol ve amfoterisin B duyarliligi -dogal olarak-

daha azdir ve ciddi komplikasyonlarla daha ¢ok iligkilidir (Pfaller, et al., 2003).

SDA besiyerinde krem renginde, yumusak krem gibi veya tereyag kivaminda diizgiin S
tipi koloniler olusturur, gercek ya da yalanci hif olusturmaz. Kiiciik, oval, tek tomurcuklu
mayalardir (Sekil 2. 2. 1.) Chromagar besiyerinde ise kolonileri pembe-mor arasinda goriiliir.
37 °C fzerinde pseudohif iiretmeyen tek Candida tiridiir. Blastokonidyalar1 1-4pm olup,
C. albicans blastokonidyalarindan belirgin bicimde daha kiigiiktiir (4-6 um) (Fidel, et al.,
1999).

C. glabrata’nin virulans faktorleri ve konak¢1 savunma mekanizmalari hakkinda ¢ok az
bilgi bulunmaktadir. Hif tiretmemesi virulansinin C. albicans’a gore daha diisiikk olmasina
katkida bulunabilir. Adherens, proteinaz iiretimi ve fenotipik degisimi hakkinda ise veriler

cok azdir (Fidel, et al., 1999).



Sekil 2. 2. 1. C. glabrata’nin mikroskobik morfolojisi

Candida dubliniensis: Candida albicans ile fenotipik olarak yakindan iligkilidir.
Saglam ve HIV infeksiyonlu kisilerden izole edilmesi nedeniyle C. dubliniensis’in normal
agiz florasmin tyesi oldugu ve oOzellikle bagisiklik sistemi bozuklugu olanlarda agiz
lezyonlarina yol actig1 diisiiniilmektedir. Koloni morfolojisi ve mikroskopik goriiniimii C.
albicans ile aymdir ancak, C. dubliniensis 45 °C’de iireyemez ve klamidosporlar1 ¢ok daha
bol, ikili, G¢lii hatta kiimeler veya salkimlar halindedir. Ayrica C. dubliniensis‘in ksiloz
kullanim1 ve B glukozidaz aktivitesi yoktur. Ayrimlarinda molekiiler ¢alismalarin yararh

olacag bildirilmektedir (Larone, 1995; Sutton, et al., 1998).

Candida guilliermondii: Tim viicut bolgelerinde infeksiyona neden olabilir. SDA’da
diizgiin yiizeyli, S tipi, nemli gériiniimde, krem- sar1 renkli, yaslandik¢a pembelesen koloniler
olusturur. Misirunlu Tween 80 agarda yalanci hiflerin ¢evresinde kii¢lik blastospor kiimeleri

olusturur, yalanci hifler kisa ve az sayidadir (Larone, 1995; Sutton, et al., 1998).

Candida kefyr (pseudotropicalis): Krem renginde, yumusak kivamli, S tipi koloniler
olusturur. Misirunlu Tween 80 agarda yalanci hifler ve bunun etrafinda uzun, genellikle

hiften ayrilip birbirine paralel dizilim gosteren blastokonidiyumlar goézlenir. Bu goriiniim



irmakta ylizen kiitiiklere benzetilebilir. Viicudun her yerinde akut, subakut ve kronik

infeksiyona neden olabilir (Tiimbay, 1999).

Candida krusei: Azol grubu antifungallere dogal olarak diregli olmasi nedeniyle
flukonazol profilaksisi alan immiindiiskiin hastalarda 6nemli etkendir. Sabouraud dextrose
agarda yassi, kuru goriinlimlii, mat, krem renginde diizensiz kenarli koloniler olusturur.
Misirunlu Tween 80 agarda uzamis, dallanan yalanci hifler, bu hiflerin septalarinda agaca

benzer dizilim gosteren blastokonidiumlar olusturur (Forbes, et al., 2002; Timbay, 1999).

Candida lusitaniae: insanlarda nadiren patojen olmakla birlikte, genellikle ciddi ve fatal
seyirli bir infeksiyona neden olur. C. [usitaniae’nin amfoterisin B’ye direngli olma ihtimali
yiiksektir. S tipi, yumusak kivamli, parlak koloniler olusturur. Az sayida yalanci hif, bazen
de gergek hif ve kisa zincirler olugturan uzun blastokonidiumlar gozlenebilir (Fromtling, et

al., 2003).

Candida parapsilosis: Kateter iligkili infeksiyonlarda ve kandidemilerde Onemli
etkenlerden biridir. Yumusak kivamli, krem renginde, bazen dantela seklinde koloniler
olusturur. Misirunu Tween 80 agarda yalanci hif boyunca tek tek veya bazen kiigiik
kiimeler halinde blastokonidiyumlar bulunur. En 6nemli mikroskopik 6zelligi arada iri

hiflerin (dev hiicreler) bulunmasidir (Tiimbay, 1999; Fromtling, et al., 2003).

Candida tropicalis: Ozellikle hematolojik malignensili hastalarda  &nemli
etkenlerdendir. Genellikle diizgiin yiizeyli, bazen mat, piiriizlii, yumusak kivamli koloniler
olusturur. Mikroskopik olarak yalanci ve gergek hifler ve hif boyunca daginik, tek tek,
bazen de kii¢iik kiimeler olusturmus blastokonidiyumlar bulunur.  Candida tropicalis bazen
yalanci1 hif uclarinda klamidospora benzer, ancak ince duvarli ve daha iri hiicreler olusturabilir

(Timbay, 1999; Fromtling, et al., 2003; Sutton, et al., 1998).
2.3. Candida Hiicresinin Ince Yapisi

Hiicre sitoplazmasi: Okaryotik hiicreler olduklarindan membranla cevrili bir ¢ekirdek
icerirler.  Cekirdek i¢inde bir ¢ekirdekcik ile lineer kromozomlar bulunur.  Sitoplazma
mitokondri (anaerobik mantarlarda bulunmaz), Golgi aygiti, vakuoller, birkag ¢esit vezikiil ve
80-S ribozomlar gibi organelleri igerir. Ayrica sitoplazmada hiicre iskeleti komponentleri de
bulunur. Bunlar, membran hareketinde rol oynayan mikrotiibiiller, sitoplazmik akigkanliktan

sorumlu aktin ve aktinle birlikte organellerin hareketini saglayan miyozindir. Hiicre iskeleti,



hiicre membran1 ve hiicre duvan ile baglantili, turgor basincina karsi koyan dinamik bir

sistemdir (Lehmann, 1998).

Hiicre membrani: Membran, 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 fosfolipitler de bulundurur. Hiicre
membran1 biiylik miktarda sterol icerir, membran lipitlerinin %22’sini steroller olusturur.
Sterollerin % 95°1 ergosterol formundadir ve bir¢ok antifungal ajan ergosteroliin farkli sentez

basamaklarinda etkilidir (Lehmann, 1998).

Hiicre duvari ve antijenik yapi: Hiicre duvari, hiicreye seklini veren, osmotik basinca
kars1 hiicreyi koruyan ve molekiillerin transferinde rolii olan sert bir yapidir.  Candida hiicre
duvari, antijenik belirtegleri bulundurur ve konak hiicrelere tutunmayi saglar. Candida hiicre
duvarinin en temel bilesenlerini karbonhidratlar (% 80-90); mannan ya da mannoproteinler, [3-
glukanlar ve kitinden olugmaktadir. [-glukanlar ve kitin duvarin yapisal bilesenleridir ve 3-
glukanlar duvar agirliginin % 47-60’1n1 olusturur. Kitin daha az miktarda (% 0. 6-9) fakat
onemli bir yapisal bilesendir. Mannoproteinler ise yapisal polimerler i¢indeki hiicre duvarinin
sekilsiz kisminin  esas elemanidir ve hiicre duvar karbonhidratlarinin %40’1n1 olusturur.
Candida hiicre duvarindaki ana antijenik yap1 olan mannanin yapisal farkliligina gére A ve B
olarak iki serotipe ayrilir. Hiicre duvarimin diger bilesenleri proteinler (% 5-15) ve lipidlerdir

(% 2-5) (Lehmann, 1998; Goodway, 1995).
2. 4. Candida infeksiyonlariin Epidemiyolojisi

Candida’lar dogada oldukg¢a genis bir yayilim gosterirler. Memeli ve kuslarin
sindirim sisteminde, ya da insanlarin mukokutanéz membranlarinda normal flora iiyesi olarak
yer aldiklar1 gibi toprak ya da bitkiler iizerinde de canliliklarini siirdiirebilirler.  Insan
infeksiyonlar1 ¢ogunlukla endojen floradan kaynaklanir. ~ Nadiren insandan insana bulas da
s6z konusu olabilir (vajinal kandidozlu anneden bebegine dogum sirasinda bulagsma ya da
yatan hastalar arasinda nozokomiyal gecis). Saglikli insanda, sindirim sistemi boslugu, iist
solunum sistemi, alt genitoiiriner sistem ve cilt florasinda Candida’lar yaygin olarak
bulunurlar. Hastanede yatan hastalarda kolonizasyonun, saglikli kisilere gére daha fazla
oldugu saptanmistir.  Kandidozlar i¢in en sik giris yolu gastrointestinal sistemdir (Edwards,

2000; Forbes, et al., 2002).



2.5. Candida infeksiyonlarinin Patogenezi
Konagin rolii

Candida’lar konakta kommensal olarak bulunan, kolonizasyon veya infeksiyon gibi
konak hasarma neden olan firsat¢gt maya mantaridir. C. albicans insanlarin deri/mukoza
yiizeylerinde normal kommensal yapinin bir {iyesi olarak, albicans dis1 Candida’ lar ise gegici
olarak bulunabilirler. Insanlarin cogunda yasamlar1 boyunca kandidoza kars1 dogal bir direng
vardir.  Candida’ya karst ortaya konulan diren¢ konagin dogal savunma yapilart ve

kazanilmis 6zgiil immiinitenin birlikteligi ile saglanir (Fidel, et al., 1999).

Candida’larin viriilans faktorleri

Candidalar sahip oldugu bazi 6zellikler ile konagin savunma sistemini yenerek hastalik
olusturmaya c¢alisir. Virulans faktorleri denilen bu o6zellikler, konak hiicre membraninin
biitiinliiglinii ve islevini bozarak, hiicre 6liimii ile konak dokuya invazyonu saglar. Bu
faktorler baslica, adherens, dimorfizm, toksin ve enzim iiretimi, fenotip degisimi ve hiicre

ylizey bilesimi olarak ele alinabilir (Fidel, et al., 1999; Yiicel ve Kantarcioglu, 2000).
Adherens (yapisma)

Yapigma, hiicrelerin yiizey o6zellikleri ile iligkilidir ve mukokutanéz kandidozun bu
yapisma ile basladig1 kabul edilmektedir. Candida'larin mukoza epitel ve endotel hiicrelerine
yapismasi kolonizasyonun da ilk asamasidir. Candida’larin hiicre ylizeyi, konak ve mantar
arasindaki temasin ilk noktasidir ve antijenlerin kaynagi olmasi nedeniyle immiinolojik konak
yanitinin  diizenlenmesi ve adezyonda kritik rol oynar. Dis hiicre duvar1 tabakasi
mannoproteinler, 3-1,3 ve B-1,6 bagl glukan ve kitin igermekte ve bu tabaka Candida’larin
konak ylizeyine yapismasi ve ardindan kolonizasyonunda énemli rol oynamaktadir (Munro, et

al., 2004).

Diger yandan C. albicans kokenlerinin genelde belirli agar besiyerlerinde 25 °C'de
boyut, bicim ve rengi kolayca ayirt edilebilen, beyaz ve opak olarak tanimlanan iki fenotip
arasinda geri donilisiim gosterebildikleri bilinmektedir. Big¢imce daha yuvarlak olan beyaz
hiicrelerin agiz epitel hiicrelerine uzun veya fasulye bicimli ve daha hidrofobik olan opak

hiicrelerden daha iyi baglanabildikleri de bildirilmistir (Munro, et al., 2004).
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Dimorfizm

C. albicans kiiltirde tomurcuklanan oval maya hiicreleri (blastokonidiler) ve uzun
mayamst hiicrelerden olusan psddohifler veya nadir de olsa gercek bolmeli hifler halinde
gelisebilen dimorfik bir mayadir. Candida tiirleri icerisinde miselyum iireterek cogalabildigi
bilinen tek tiir C. albicans'dir. C. albicans’in morfogenezini diizenleyen pek ¢ok faktor
vardir. En 6nemlisi, in vitro olarak da gosterilen mukoza ¢evresel faktorleri 37-40 °C 1s1, asit
pH, ortamda serum olmamasi) mantarin maya formunda kalmasini saglarken, kan dolasimina
benzer ortam (37 °C 1s1, nétral pH, ve ortamda serum varlig) hife doniistimii indiiklemektedir.
Bunun disinda morfogenezi etkileyen genetik faktorler de vardir (Felk, et al.,2002; Oh, et al.,
2001).

Hifin maya hiicresine gore dokuya daha kolay penetre olmasi, fagositik hiicrelerce
sindiriminin daha zor olmasi ve infekte lezyonlarda C. albicans’in genellikle hifli seklinin
gozlemlenmesi nedeniyle patojen morfotipin hif formu oldugu disiiniilmiistir. Yine de
infeksiyon gelistirebilme bakimindan her iki seklin farkli oldugu gosterilememis ve bu
mantarin patojenligi agisindan her iki seklin de 6nemli oldugu sonucuna varilmistir (Felk, et

al., 2002; Oh, et al, 2001).

Toksinler

C. albicans’in maya fazinda endotoksin yapisinda maddeler ve hemolizin iretimi
gosterilmistir.  C. albicans toksinleri yiiksek molekiil agirlikli ve diisiik molekiil agirlikli

olarak iki grupta incelenir (Fidel, et al., 1999).

Yiiksek molekiil agirlikli toksinleri, glikoprotein toksinler ve kanditoksindir. C.
albicans glikoproteinlerinden 6zellikle mannoproteinler, toksik gorevleri yaninda adezyonda
da rol oynarlar. Mantar hiicre duvarinda bulunurlar ve toksik etki i¢in hem protein hem de
sekerleri gereklidir. Ancak etkin rolii mannan istlenir. Kanditoksin ise virulan bir C.

albicans sugundan elde edilmis yiiksek molekiil agirlikli toksindir (Fidel, et al., 1999).

Diistik molekiil agirlikli toksinleri, sok olusturan ve/veya 6liimciil etkinlikle yakindan
iligkili alt1 farkli toksin saptanmis ve bunlardan sadece E substansi denilenin &zellikleri

belirlenmistir.
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Toksinlerin patogenezdeki roliinii arastiran ¢alismalar glikoproteinlerin ve kanditoksinin
virulans faktorii olarak roliinii dogrulamistir. Sistemik kandidiyazli hastalardan elde edilen
verilerin gram negatif sepsisi ile benzer olmasi da toksinlerin Candida infeksiyonlarinda

onemli rol oynadigin1 kanitlamistir (Fidel, et al., 1999).

Enzimler

Mantarlar konagin hiicre zarlarinda islev bozukluguna sebep olarak dokuda
ilerlemelerine (invazyona) yardimci olan enzimler olusturma yetenegine sahiptirler. Zarlar
lipid ve proteinlerden yapilmis olduklarindan bu biyokimyasal maddeler enzimlerin hedefini
olustururlar. Patojen mantarlar tarafindan tiretilen boyle enzimler hemen hemen yalnizca C.
albicans'la ilgili olarak bildirilmistir. Bu mantarin salgiladig1 ve patogenezle ilgisi oldugu
disiiniilen enzimler iki ana grupta toplanmaktadir; (i) peptid baglarmi hidrolizleyen
proteinazlar, (ii) fosfogliseridleri hidrolizleyen fosfolipazlar ile lizofosfogliseridleri
hidrolizleyen lizofosfolipazlar. Candida albicans, hiicre dig1 {i¢ onemli hidrolitik enzim
tiretir; salgisal aspartil proteinazlar (Sap), fosfolipaz B ve lipazlar. Bu enzimler konak hiicre

zarlarindaki protein ve lipitleri hedeflerler (Yiicel ve Kantarcioglu, 2000).

C. albicans ve baska bazi Candida'lar tek nitrojen kaynagi olarak protein iceren
besiyerlerinde iirediklerinde proteinaz salgilarlar. Yiiksek proteolitik etkinlige sahip C.
albicans kokenlerinin in vivo proteinaz salgilayarak farelerde daha yiiksek oranda 6liim

ve/veya kolonilesmeye sebep olduklar1 gosterilmistir.

Fosfolipazlar, gliserofosfolipitlerin bir veya daha fazla ester bagini hidrolize ederler.
Bu enzimler etkiledikleri baglara gére A, B, C ve D olarak smiflandirilmiglardir. Candida
tiirlerindeki en aktif tip fosfolipaz B’dir ve hem hidrolaz hem de transacilaz aktivitelerine
sahiptir. Candida tiirlerinde, kommensal olanlara gore patojen olanlarda daha fazla fosfolipaz

liretimi saptanmustir.

Cesitli hidrolitik enzimlerin yanisira, bircok patojen Candida tiiriiniin hemolizin de
trettigi saptanmistir. Hem alfa hem de beta hemoliz, hem hifal hem de blastokonidiya
formunda go6zlenmis, ancak virulansa katkisi tam olarak anlasilamamistir (Yicel ve
Kantarcioglu, 2000). Konak hiicrelerine invazyon ve konak fagositlerinden kagis sirasinda
salgisal hidrolazlar ve salgisal aspartik proteinazlar C. albicans’m hifal hiicrelerinin

invazyonu i¢in gerekli olabilir (Felk, et al., 2002).
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Fenotip degisimi

C. albicans’1n farkli ¢cevrelere maya-hif doniisiimii, nokta mutasyon ve siklikla fenotip
degisimi gibi birka¢c mekanizma ile uyum sagladigi gosterilmekle birlikte, g¢evresel
degisikliklere hizli adaptasyon kapasitesini C. albicans’a bu degisimin sagladigi

diisiiniilmektedir (Yang, 2003; Vargas, et al., 2004).

C. albicans, yiksek siklikla diizgiin, piirtikli, yildiz, ¢izgili, sapka, diizensiz, tiiysi
kolonileri igeren yedi farkli koloni fenotipi arasinda veya opak ve beyaz renk arasinda
degisebilir. Opak koloni hiicrelerinin cildi kolonize etme yetenegi daha fazla iken, beyaz
koloni hiicrelerine gore virulansi daha azdir. Fenotip degisiminin mekanizmasi ve virulansa
katkis1 tam olarak agiklanamamis olmakla birlikte, antifungal ilaglara direng, konak savunma
mekanizmalarindan kagis, farkli yiizeylere yapisma ve degisen ¢evreye uyumu saglayan bir

mekanizma olabilecegi diisiiniilmektedir ( Kiraz et. al., 2000; Cetinkaya ve Kiraz, 2005).
2. 6. Candida infeksiyonlar:

Kandidozis ya da kandidiyazis, Candida cinsi mikroorganizmalar tarafindan olusturulan
infeksiyonlar i¢in kullanilan bir tanimlamadir. Candida infeksiyonlar1 baslica ii¢ grupta
incelenebilir; mukoza infeksiyonlari, cilt infeksiyonlar1 ve derin organlar1 igeren sistemik

Candida infeksiyonlari.

2.6.1. Mukoza infeksiyonlar:

Pamukcuk: Oral Candida infeksiyonlar1 oldukca yaygindir. Pamukguk, dil ve diger
ag1z ici ylizeylerde krem gibi beyaz yamalarla karakterize, oral kandidiyazin spesifik bir
formudur, agrilidir ve kaldirildiginda kanayabilir. Bu yamalar aslinda, dokiilen epitel
hiicreleri, 16kositler, bakteriler, keratin, nekrotik doku ve yiyecek artiklarindan olusan yalanci
membranlardir. En ¢ok siit emen bebeklerde, kanserli hastalarda, AIDS’li hastalarda, inhale

steroit kullananlarda goriiliir (Hazen and Howell, 2003).

Candida ozofajiti: Genellikle hematopoetik veya lenfatik sistem kanserlerinin tedavisi
sirasinda ve AIDS’li hastalarda goriiliir.  Yiizeyel infeksiyondan derin invaziv infeksiyona
kadar degisen formlarla karsilasilabilir ve genel olarak yiizeyel infeksiyon AIDS hastalarinda,
derin infeksiyon ise ndtropenik hastalarda goriiliir. Hastalarda yutma gii¢liigii, agrili yutma ve

retrosternal goglis agrist gibi diger infeksiyoz ve infeksiyoz olmayan 06zofajitlerden
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ayirdedilemeyen semptomlar goriiliir. Oral infeksiyondan direkt yayilimla ya da genellikle
pamukg¢uk olmaksizin ortaya ¢ikar. Endoskopide pamukcuk benzeri beyaz yamalar goriiliir

(Hazen and Howell, 2003).

Sindirim kanah kandidiyazi: Kanserli hastalarda yaygin olarak goriilen bir klinik
durumdur. En sik goriilen lezyonlari, tabaninda Candida’lar1 bulunduran tek veya multipl
ilserasyonlardir. Daha az oranda kronik mide iilseri, perforasyon ve malign mide iilseri ile
birlikte Candida infeksiyonu goriiliir. Ince ve kalin barsaklar1 da tutabilir. Endoskopik
incelemede, duodenumda diger lezyonlardaki gibi, beyaz plaklar goriilebilir ve duodenum ve

jejunumda mukozal katlantilarda kalinlasma saptanabilir (Hazen and Howell, 2003).

Candida vaginiti: Hem normal hem de hiicresel immiin yetmezlikli kadinlar1 etkileyen
yaygin bir fungal infeksiyondur (Goodway, 1995). Tim kadmlarin yaklasik %751
hayatlarinda bir kez Candida vajiniti episodu gegirirler ve bunlarin da %85-90’inda C.
albicans etkendir. Ikinci siklikta C. glabrata goriilmekte olup, antifungal sagaltima gosterdigi
diren¢ nedeniyle dikkatli olunmalidir. Bu yaygin infeksiyon en sik kontrolsiiz diyabet,
antibiyotik tedavisi, gebelik, hormon replasman tedavisi, immiinsiipressif tedavi durumlarinda
goriiliir. Semptomatik vajinal kandidiyazda kasinti, yanma hissi, kesilmis siit benzeri akinti
gibi yakinmalar ve vajinal ve vulvar eritem ve 6dem gibi bulgular vardir (Vargas, et al.,

2004).

2. 6. 2. Cilt infeksiyonlari

Cilt kandidiyaz1 immiindiiskiin konaklarda oldugu gibi normal insanlarda da goriilebilir.
Normal konaklarda infeksiyonun olusumu i¢in risk faktorleri nemli veya kapali alanlar, yanik,
radyasyon uygulanan alanlardir. Yaygin olarak koltuk alti, inguinal bélge, perine, meme alt1

deri ve parmak aralarindaki alanlarda goriiliir (Maenza and Merz, 1998).

Yaygin cilt kandidiyazi, tiim viicutta yaygin erupsiyonla karakterize, nadir goriilen bir

cilt infeksiyonudur .

Intertrigo, inguinal bolge, meme alt1 gibi 1lik, nemli ve kapal bolgelerde vezikiiller ve
pistiillerle baslayan ve genisleyip riiptiire olarak maserasyon ve fistiil gelisen, cilt

kandidiyazinin bir varyantidir (Edwards, 2000).



14

Diaper dokiintiisii, bebeklerde perianal bolgeden baslayip bezle temas eden tiim
perineye yayilan, muhtemelen gastrointestinal orijinli oldugu diisliniilen bebek bezi

dermatitidir (Hazen and Howell, 2003).

Onikomikoz ve paronisi, en sik nedenlerinden biri Candida’dir. Onikomikoz,
tirnakta renk degisikligi ve sekil bozuklugu ile ortaya cikar, birlikte paronisi olabilir.
Candida onikomikozu genel olarak ii¢ sekilde goriiliir; 1) Paronisi olarak baglayan infeksiyon,
Candida onikomikozisinin en yaygin tipidir, ii) Kronik mukokiitandz kandidiyazli hastalar
ikinci tip i¢in risk tasirlar.  Onikomikoz vakalarinin %1’inden azinda goriilen Candida
graniilomaya benzer, iii) Candida onikolizis, son donem tirnak hastaligini tanimlar (Elewski,
1998). Paronisi tirnak yataginin agrili ve eritemli iltihabi hastaligidir ve hem paronisi hem de

onikomikoz elleri uzun siire suda kalan kisilerde goriiliir (Maenza and Merz, 1998).

Kronik mukokutanéz kandidiyaz, siklikla yasamin ilk ii¢ yilinda goriilmektedir. T
hiicre anormalligi olan hastalarda goriilen, cilt, mukozalar, sa¢ ve tirnaklarin Candida
infeksiyonlarinin heterojen bir grubunu tanimlar. Hastalarin ¢ogu infant ya da ¢ocukluk cagi
grubudur. T lenfosit fonksiyon bozukluguna ilaveten, bazen B lenfosit, graniilosit veya
kompleman bozuklugu da goriilebilir. Bazi Orneklerde multipl endokrin anomaliler,
tekrarlayan viral ve bakteriyel pulmoner veya siniis infeksiyonlart ile iliskili oldugu

bulunmustur (Maenza and Merz, 1998).

2. 6. 3. Sistemik candida infeksiyonlari

Dissemine Kandidiyaz ve Kandidemi: Toplum kaynakli bir infeksiyon olarak
kandidemi ¢ok yaygin olmamakla birlikte, siklikla nozokomiyal bir komplikasyon olarak
ortaya cikar (Goodway, 1995). 1995-1996 yillarinda ABD’de yapilan bir calismada
nozokomiyal infeksiyonlarda kandan izole edilen mikroorganizmalar arasinda Candida tiirleri
dordiincii sirada bulunmus ve giderek oraninin arttii saptanmistir.  Son yillarda antifungal
direng ve Oliim oranlarindaki artisla birlikte C. albicans dis1 tiirlerin goriilme siklig1 da
artmistir.  (Elewski, 1998). Kandidemi gelisimi agisindan risk tasiyan hasta grubu, yanik
hastalari, cerrahi hastalari, onkoloji hastalar1 ve transplant hastalaridir. Bu hastalarda risk
faktorleri ise, santral vendz kateter, parenteral beslenme, genis spektrumlu antibakteriyel

kullanim1 ve yogun kemoterapi ve immiinosiipresif rejimlerdir.
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Dissemine kandidiyazda en sik tutulan organlar bdobrek, beyin, miyokard ve gozdiir.
Diger organlar daha az siklikla tutulur. Dissemine kandidiyazda kan kiiltiirli pozitiflik orani
cok diisiik (yaklasik %40) ve bulgular1 da nonspesifik oldugundan antemortem tani orani ¢ok
diisiiktiir (%15-40) (Goodway, 1995).

Santral Sinir Sistemi Kandidiyazi: Candida ile olusan santral sinir sistemi
infeksiyonu nadirdir ve genellikle dissemine kandidiyazin bir komplikasyonu olarak ortaya
cikar. Diger risk faktorleri, cerrahi, lomber ponksiyon, ventrikiiloperitoneal sant ve nadiren
bakteriyel menenjitin komplikasyonu olarak goriilebilir. En sik goriilen sekli menenjit
olmakla birlikte mikotik anevrizma ve beyin apseleri de goriilebilir. ~ Semptom ve bulgular,
klasik menenjite gore daha silik ve kronik seyreder. Tedavi edilmezse mortalitesi yiiksektir

(Edwards, 2000).

Solunum Sistemi Kandidiyazi: Candida nedenli pnomoni iki sekilde olur; 1)
endobronsiyal yerlesim sonucu gelisen lokal veya diffiiz bronkopnémoni, olduk¢a nadir bir
olaydir, ii) hematojen kaynakli, yaygin, ince nodiillii infiltratlar, erken donemde konjestif kalp
yetmezliginden ayirt etmek giictiir. Diger formlar1 daha nadirdir. Ayrica, bronsiyal

infeksiyon, larenjit, epiglottite de neden olabilir (Edwards, 2000).

Kardiyak Kandidiyaz: Candida’lar perikard, miyokard ve endokardda infeksiyon
yapabilirler ve fungal endokarditlerin en sik nedenidirler. Endokardit i¢in altta yatan risk
faktorlerinin artmasi ile, hastaligin goriilme sikligi da artmistir.  Bu risk faktorleri; kalp
cerrahisi, protez kalp kapaklari, santral vendz kateterler intravendz ila¢ kullanimi, bakteriyel

endokardit ve kalp kapagi yapisal bozuklugudur (Edwards, 2000).

Uriner Sistem Infeksiyonlari: Candida tiirleri alt iiriner sistemde kolonize olabilir ve
alt ya da {ist iiriner sistemde infeksiyona neden olabilir. Uretral kandidiyaz hem kadinlarda
hem de erkeklerde goriilebilir. Semptomlar bakteriyel infeksiyonlarla aynidir.  Ust iiriner
sistem infeksiyonlar1 ya primer olarak alt {iriner sistemden asendan yolla ya da sekonder
olarak hematojen yayilimla gergeklesir. Candida iiriner infeksiyonlar1 en sik {iriner kateterli
hastalarda goriiliir.  Ayrica diyabet, genis spektrumlu antibiyotik ya da immiinosiipressif

ajanlarin kullanimi da infeksiyon i¢in risk olusturabilir (Edwards, 2000).

Okiiler infeksiyonlar: C. albicans endojen oftalmitlerin en sik nedenlerindendir.

Bundan bagka eksojen oftalmit, keratit gibi infeksiyonlara da neden olabilir.  Genellikle
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sistemik bir hastalik varliginda (diyabet, immiinsiipresyon) ortaya ¢ikar, kandidemi, cerrahi,
lokal steroit ya da antibakteriyel ajan kullanimi, g6z anomalileri ve intravendz kateterler

infeksiyona zemin hazirlayan risk faktorleridir (Asmundsdottir, et al., 2002).

Hepatosplenik Kandidiyaz: Akut lokemi i¢in tedavi alan hastalar ya da uzun siire
notropenik kalan kemik iligi transplant alicilarinda goriilen yaygin Candida infeksiyonunun
bir sendromudur. Hastalarda multipl karaciger ve dalak apseleri mevcuttur. Morbidite ve

mortalitesi yliksektir (Goodway, 1995).

Kemik ve Yumusak Doku infeksiyonlari: Oldukga nadir goriilen infeksiyonlardir ve

genellikle kandideminin ge¢ komplikasyonudur.  Tani ve tedavi giictiir (Edwards, 2000).
2.7. Candida Infeksiyonlarinda Tam

Candida infekiyonlarmin tanisi klinik bulgular ve laboratuar sonuglarinin birlikte
degerlendirilmesine baglidir. Kandidozlarin laboratuar tanisinda a. klinik 6rneklerin direk
mikroskobik incelenmesi, b. Kan, viicut sivilari, dokular veya diger bolgelerden alinan
orneklerden Candida tiirlerinin soyutlanmasi c¢. Candida tiiriniin belirlenmesi d. Doku
orneklerinde Candida benzeri mikroorganizma saptandiginda bunun dogrulanmasi
gerekmektedir. Tamidaki ilk asamada oOncelikle infeksiyonu temsil edecek dogru Ornek

alimmalidir ( Richardson and Warnock, 1997).

Direkt mikroskopik inceleme; Deri ve mukoza kandidozlarinin tanisinda Candida
infeksiyonarinin tanisi1 genellikle direkt mikroskopik incelemede mikroorganizmalarin
varliginin gosterilmesi ile yapilir.  Bu tiir 6rneklerin %10-30 potasyum hidroksit ile 1slak
preparasyonu ya da Gram, metilen mavisi veya kalkoflor beyazi ile boyanarak incelenmesinde
tomurcuklanan maya hiicreleri, hif ya da yalanci hiflerin goriilmesi tanida degerlidir
(Goodway, 1995; Richardson and Carlson, 2002). BOS, idrar, balgam, bronkoalveoler lavaj
gibi s1v1 orneklerde maya hiicreleri yogun olmayacagindan, santrifiij isleminden sonra Gram
boyanarak incelenmesi, kiiltiirde lireme olmadan kisa siirede taniya varilabilmesi agisindan
¢ok onemlidir. (Richardson and Warnock, 1997; Kwon-Chung and Bennet, 1992; Yildiran,
1999).

Kiiltiir; Etkenin izolasyonunun ve gerektiginde antifungal duyarlilik testlerinin
yapilabilmesi kiiltiiriin avantajlaridir. Yiizeyel infeksiyonlarin mikroskopik incelemesinde

mikroorganizmanin goriilmesinin ardindan kiiltiir pozitifligi taniy1 kesinlestirir (Hazen and
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Howell, 2003). Kandidiyazlarin invaziv formlarinin tanisinda da kiiltiir 6nemli rol oynar.
Ancak solunum veya sindirim sisteminden elde edilen pozitif bir kiiltiir kolonizasyon da
olabileceginden, balgam ya da gaita 6rneginden izolasyon tek basina tani i¢in yeterli degildir.
Bu nedenle steril alan 6rnekleri (biyopsi ya da bronkoskopik érnekler) elde edilmeli ve klinik
bulgularla birlikte degerlendirilmelidir (Richardson and Warnock, 1997; Richardson and
Carlson, 2002).

Kiiltiir i¢in 6rnekler SDA besiyerine inokiile edilerek oda sicakliginda (22-26 °C) ve 37
°C’de inkiibe edilir. 24-48 saatte maya kolonileri belirgin hale gelir. Dissemine kandidiyaz
ve kandidemi diisiiniildiigiinde mutlaka kan kiiltiirii yapilmalidir. Ancak bu durumda kan
kiiltiirii pozitifligi ¢cok diisiik oldugundan (~%40) birka¢ kez tekrarlanmalidir (Yiicel and
Kantarcioglu, 1999). Pozitiflik oranini ve iireme hizimi arttirmak icin lizis santrifligasyon
teknikleri ve BACTEC 9240, BacT/Alert, ESP ve Vital gibi silirekli monitorizasyon yapan

otomatize sistemler gelistirilmistir (Goodway, 1995).

Cesitli testlerle kiiltiirde iireyen tiiriin identifikasyonu yapilabilir. Serumda 37 °C’de 2-3
saatte germ tiip olusumu C. albicans’in identifikasyonunda kullanilan hizli bir testtir
(Goodway, 1995). Misirunu Tween 80 agara ekim yapilarak hif, yalanci hif, klamidospor
olusumu, blastokonidiyumlarin biiyiliklik ve dizilimleri incelenir. Klamidospor iiretimi, C.
albicans ve C. dubliniensis i¢in tanisaldir (Pujol, et al., 1997). Candida’larin lireaz aktivitesi,
karbonhidrat fermentasyon ve asimilasyon Ozellikleri ve kromojenik enzimatik
reaksiyonlarin1 iceren biyokimyasal testler zor ve zaman alict olmakla birlikte bu
reaksiyonlart igeren cesitli hizli ticari idantifikasyon sistemleri gelistirilmistir (Goodway,

1995).

Serolojik yontemler; Invaziv Candida infeksiyonlarmin erken tanisi, nonspesifik
klinik semptom ve bulgular nedeniyle olduk¢a zordur. Ayrica siklikla negatif sonuglanan ya
da cok gec pozitiflesen kan kiiltlirii gibi geleneksel mikrobiyolojik yontemler hastaligin
tanisinda ¢ogu zaman yetersiz kalmaktadir. (Cooke, et al., 2002). Bu nedenle Candida
infeksiyonlarinin hizli tanisina yonelik birkag serolojik test gelistirilmistir. Bunlar Candida
tiirlerinin enolaz, glukan ve mannan antijenlerini hedefleyen ELISA, lateks agliitinasyon, dot
immiinobinding assay gibi serolojik testlerdir. Gastrointestinal sistem ve diger bdlgelerin
kolonizasyonunun saglikli bireylerde antikor yanit1 olusturmasi ve immiindiiskiin hastalarda

saptanabilir antikor yanitinin zayiflig1 nedeniyle antikor saptamaya yonelik testler yetersiz
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olabilmektedir. Fungus spesifik bir metabolit olan D-arabinitol de tanida yararli olabilir

(Sendid, et al., 2003).

Molekiiler tam yontemleri; Kandidozlarla ilgili son bes yil igerisinde yapilmis
molekiiler ve genetik arastirmalar incelendiginde ¢alismalarin dort temel alanda yogunlastigi
goriilmektedir. ~ Bu alanlar etken mantarin klinik 6rnekte varliginin cins/tiir diizeyinde
identifikasyonu, epidemiyolojik amagli genotiplendirme, viriilans ve antifungal duyarlilik
kiyaslamalaridir. invaziv Candida infeksiyonlarinin zamaninda ve etkili tanisi icin daha hizls,
daha duyarli ve daha 6zgiil testlere gereksinim vardir. Bu amagla DNA saptanmasina dayali
yontemler gelistirilmistir. Giiniimiizde fungal infeksiyonlarin tanisina yonelik kitler sadece
birka¢ etkene yoneliktir ve bunlar da esas olarak kiiltiir ortamindaki mikroorganizmanin

tanimlanmasinda etkilidir (Sigmundsdottir, et al., 2000).
2. 8. Candida Infeksiyonlarimin Tedavisi

Mantarlar bakterilerden farkli olarak Skaryot hiicre yapisindadirlar. Bagska bir deyisle
insan hiicresine benzerlik gosterirler. Okaryot yapidaki mantar hiicresine etkili, ancak insan
hiicresine etki gostermeyen kimyasal maddelerin bulunmasi oldukg¢a giictiir. Bununla birlikte
son yirmi y1l i¢inde antifungal tedavi alaninda yogun calismalar yapilmaktadir. Insan hiicre
zarinda temel sterol yapi1 kolesterol iken, mantar hiicresinde bu yapinin karsilig1 ergosteroldiir.
Giliniimiizde kullanilan antifungal ilaclarin biiyiik bir kisminin hedefi bu yapidir (Sekil 2. 8.
1.). Polyen ve triazol grubu antifungal ilaglar etki mekanizmalar1 farkli olmakla bereber

ergosterol yapi lizerinden etkilidirler (Mukherjee, et al., 2005).



19

Candida infeksiyonlarinda kullanilan ilaglar Cizelge 2.8.1.de verilmistir.

Cizelge 2.8.1. Sistemik kullanim i¢in mevcut antifungal ajanlar (Arikan and Rex, 2003).

Antifungal ajan grubu Aktif madde Mekanizma
Polyenler AmfoterisinB(AmB) Fungal hiicre membraninin
Nistatin esas sterolii olan ergosterole

baglanarak fungal hiicrelerin
Oliimiine neden olurlar

Azoller Imidazoller;Ketokonazol, Lanosterolden ergosterol
Triazoller,Flukonazol(FLU), | sentezini  inhibe ederek
ftrakonazol(IT) mantar hiicresinin tiremesini
Vorikonazol(VORI) durdururlar
Posakonazol

Antimetabolitler Flusitozin(5FC) Pirimidin  metabolizmasini

ve boylece fungal DNA,
RNA ve protein sentezini
bozarak etkili olur

Alilaminler Terbinafin(TRB) Ergosterol biyosentezini
Naftifin inhibe ederek etkili olurlar

Ekinokandinler Cilofungin Glukan sentezini inhibe
Anidulafungin ederek fungal hiicre duvari
Kaspofungin(CAS) sentezini durdururlar
Mikafungin

Diger Griseofulvin Fungal mitozun inhibisyonu

yoluyla etkili olur

Bunlarin disinda yeni gelistirilmekte olan antifungal ajanlar; nistatinin lipozomal formu,

ravukonazol gibi yeni triazoller, sordarinler ve azasordinlerin deriveleridir.

Giiniimiizde tek antifungal ajanlar icin duyarlhiliklari tespit eden ve MIK (Minimal
Inhibisyon Konsantrasyon) tespitine dayanan metodlar genis bicimde ortaya konmustur.
MIK, agar ya da broth diliisyon ile yapilan bir duyarlilik testinde "mikroorganizmanin
tiremesini 6nleyen en diisiik ila¢ konsantrasyonu" olarak tanimlanir.  Azol grubu antifungal
ajanlarm MIK degerlerinin belirlenmesinde %80 fungal iireme inhibisyonu, amfoterisin B i¢in
ise tam inhibisyon degerleri dikkate alinmaktadir (NCCLS/CLSI, M27-A2), (National
Committee for Clinical Laboratory Standards / Clinical and Laboratory Standards Institute).

Kaspofungin: Mantarlarin insan hiicresinden farkli olarak hiicre duvar yapisi
bulunmaktadir. B(1,3) D-glukan ¢esitli fungal tiirlerde bulunan 6nemli bir hiicre duvar
yapisal komponentidir.  Memeliler bu komponenti igermediklerinden bu bilesenin fungal

hiicrelere karsi secici olarak aktif oldugu anlasilmaktadir (Kurtz, et al, 1994). Son yillarda
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giindeme gelen ekinokandin grubu antifungaller hiicre duvar sentezi {lizerine etkilidirler. Bu
grupta yer alan kaspofungin, klinik kullanima yeni giren bir antifungaldir (Bru and Herbrecht,
2003). Kaspofungin, Glarea lozoyensis adl1 fungusun bir fermentasyon liriiniinden {iretilen
yar1 sentetik ve suda ¢ozilinebilen bir lipopeptittir. (1,3) D-glukan sentetaz enziminin non-
kompetetiv inhibisyonu yoluyla fungal hiicre duvarinin B(1,3) D-glukan sentezini bloklar.
Boylece flireyen hiicrelerin duvarinda glukan yer alamamasma bagli olarak ozmotik
dayaniklilikta bozulma olmakta ve mantar hiicresi 6lmektedir. B(1,3) D-glukanin zincirleri
hiicre duvarina mekanik bir gii¢ veren kat1 ve ii¢ boyutlu bir matrix formundadir. B(1,3) D-
glukan sentazin inhibisyonu hem fungistatik hem de fungisidal etki {iretir. Fungistatik etki
hiicre duvariin bitiinligii degistirdiginden duvar yapisinin mekanik giiciinii kaybetmesine
yikimina yol acar. Bu etki mekanizmasi hiicre membran iizerine ya da DNA ve protein

sentezi lizerine etki eden diger antifungal siniflarindan farklidir.

Kaspofungin azol direngli Candida’lar da dahil olmak ftizere Candida tiirlerine,
Aspergillus tirlerine, Fusarium tiirleri, Zygomycetes tiirleri, dematiyas6z mantarlar ve
Pneumocystis carinii’ye kars1 da etkindir (Bru and Herbrecht, 2003). Oral biyoyararlanimi
cok diisiik oldugundan ve parenteral uygulanmas: gerekir. Ortalama MIK degeri 32 pg/ml
olan Cryptococcus neoformans’a karsi etkili degildir. B(1,3) D-glukana sahip tiim funguslara
teorik olarak etkindir. Bununla beraber in vitro antifungal duyarlilik testleri kaspofunginin
dahil oldugu ekinokandinler igin standardize edilmemistir. MIK igin sinir degerler
tanimlanmamis ve in vitro verilerle klinik etkinlik arasindaki arasindaki korelasyon heniiz

bilinmemektedir (Bru and Herbrecht, 2003).

Amfoterisin B: Streptomyces nodosus tarafindan {iretilen, bir hidrofilik polihidroksil
zinciri ve bir lipofilik polyen hidrokarbon zincirine sahip amfoterik bir bilesiktir. ~ Suda
eriyebilirligi kotiidiir. Amfoterisin B ve lipit formiilasyonlar: sistemik fungal infeksiyonlarin
tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ticari olarak bulunan parenteral formiilasyonu
amfoterisin B deoksikolattir. Cok etkili bir antifungal ila¢ olmasina ragmen terapdtik
araliginin dar olmasi klinik kullanimini sinirlamaktadir.  Bu nedenle lipit formiilasyonlart
gelistirilmistir; amfoterisin B lipit kompleks, amfoterisin B kolloidal dispersiyon ve lipozomal
amfoterisin B. Bu ii¢ formiilasyonun bobrekteki konsantrasyonlar1 nefrotoksik amfoterisin B

deoksikolattan daha diisiiktiir (Stevens and Bennet, 2000).

Amfoterisin B ve diger polyenler primer olarak fungal hiicre membraninin sterolii olan

ergosterole baglanarak etki gosterirler. Bu baglanma sonucunda membran gegirgenligi artar
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ve bunu hiicre i¢i potasyum, magnezyum, sekerler ve metabolitlerin kaybi takip eder.
Sonugta hiicre canliligin1 kaybeder. Amfoterisin B’ye bagli oksidatif hasarin da antifungal
aktiviteye katkida bulundugu diisliniilmektedir. Lipit formiilasyonlar1 da ayn1 mekanizma ile

etki gosterirler (Stevens and Bennet, 2000).

Amfoterisin B invaziv kandidiyaz, kriptokokkoz, aspergilloz, blastomikoz,
histoplazmoz, koksidioidomikoz, sporotrikoz, parakoksidioidomikozda ve antibakteriyel
ajanlarla tedaviye direngli febril ndtropenik hastalarda ampirik olarak yaygin kullanilir.
Lipit amfoterisin B formiilasyonlar1 kolay tolere edilebilirlikleri ve infeksiyon alanina daha
fazla yayilmalar1 nedeniyle in vivo yiiksek etkinlige sahiptirler. Bunlar esas olarak renal
fonksiyonu bozuk ya da amfoterisin B deoksikolati tolere edemeyen hastalarda endikedir. En
onemli yan etkisi nefrotoksisitedir. Lipit formiilasyonlarinda, basta nefrotoksisite olmak

lizere yan etkileri 6nemli oranda azalmistir (Stevens and Bennet, 2000).

Flukonazol: Azol antifungallerin gelisimi son 20 yilda hizli bir artis gostermistir.
Flukonazol, o6zellikle kandidiyaz tedavisinde, yaygin olarak kullanilan, azol halkasi ii¢
nitrojen igeren triazoller grubunda yer alir. Suda eriyebilir bir bilesiktir ve gastrointestinal
kanaldan iyi absorbe edilir, hem oral hem de parenteral preparatlart mevcuttur. Azol grubu
antifungaller, lanosterolden ergosterol sentezinde rol oynayan sitokrom P-450 ailesinden 14o.-
demetilazin inhibisyonu yoluyla etki gosterirler. Memeli dokusundaki sitokrom P-450
enzimine gore fungal sitokrom P450 enzimine daha fazla afinite gostermesi gilivenlik profiline
katkida bulunur. Flukonazoliin klinik etkinligi ve giivenilirligi, hem yiizeyel hem de sistemik

infeksiyonlarin tedavisinde yaygin kullanimu ile sonuglanmistir (Sheehan, et. al., 1999).

Flukonazol, ketokonazol ve itrakonazole gdre nispeten daha kiigiik ve suda eriyebilen

bir molekiildiir ve hizla yiiksek bir oranda absorbe olur (Dismukes, 2000).

Flukonazol ¢ogu Candida tirii ve C. neoformans’a kars1 etkilidir.  Candida tiirleri
arasinda C. krusei flukonazole dogal direnclidir ve baz1 C. glabrata izolatlar1 ise doza bagh
duyarhidir. Kandidiyaz, kriptokokkoz ve koksidioidomikoz tedavisinde tercih edilir. Yan
etkileri oldukca nadirdir, anjiyoddem, trombositopeni ve alopesi goriilebilir.  Aspergilloz

tedavisinde kullanilmaz. (Sheehan, et. al., 1999).
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Flukonazoliin tedavi ve profilakside yaygin sekilde kullanimi, diren¢ gelisebilcegi
endiselerini dogurmustur. Nitekim uzun siireli diisiik doz flukonazol tedavisi alan AIDS ve

kanser hastalarinda flukonazole direng gelistigi belirlenmistir (Sheehan, et. al., 1999).

Vorikonazol: Diger azollerle ayn1 etki mekanizmasina sahip olduk¢a potent ve genis
spektrumlu bir antifungaldir. Fungal 14-a-demetilaza kars1 artmis etkinligi ve yiikseltilmis
antifungal aktivitesi bulunan ii¢iincii jenerasyon bir azol tiirevidir ve akut invaziv aspergilloz
ve diger ciddi fungal infeksiyonlarin tedavisinde kullanilmak {izere gelistirilmistir.
Aspergillus  fumigatus, Aspergillus tirleri, Pseudoallescheria boydii, Fusarium tlrleri,
Trichosporon tiirleri, Candida (flukonazole direngli olanlar dahil) tiirleri, Cryptococcus
neoformans ve endemik mikozlara in vitro etkinligi bildirilmistir. Zygomycetes’lere etkinligi
ise minimaldir. Hem mayalar hemde filament6z ve dimorfik mantarlar olmak iizere genis
bir etki spektrumuna sahiptir.  Oral biyoyararlanimi %80’den fazla oldugundan hem oral
tablet hem de intravendz formiilasyonlart bulunur.  Toksisitesi, ¢ogunlukla ila¢ zirve kan
seviyesine ulastiginda olusan gecici okiiler semptomlarla sinirlidir (Stevens and Bennet,

2000).

trakonazol: Oldukca genis bir antifungal etki spektrumuna sahip bir azoldiir.  Etki
mekanizmasi diger azol grubu ilaglarla aymidir.  Yapisal olarak ketokonazole benzer, suda
erimez ve beyin omurilik sivisina gecisi yoktur. Etki spektrumu flukonazole gore daha
genistir.  Itrakonazol Candida tiitleri, C. neoformans, Trichosporon tiirleri, Aspergillus
tiirleri, dematiyasoz kiif mantarlar1 ve dimorfik mantarlara kars etkilidir (Stevens and Bennet,

2000).

Arastirmamizda kullanilan antifungallerin yapisal formiilleri Sekil 2. 8. 2. de verilmistir.
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Sekil 2. 8. 2. Calismamizda kullanilan antifungal ajanlarin yapisal formiilleri. a. CAS,

b. AmB, c¢. ITRA, d. FLU ve e. VORI (Ghannoum and Rice, 1999).
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2. 9. Antifungal Duyarhlik Testleri

Antimikrobiyal —duyarlilik testleri, ¢esitli mikroorganizmalara bagli gelisen
infeksiyonlarin tedavisini yonlendirmek, yeni gelistirilen ilaglarin in vitro aktivite
spektrumlarin1 saptamak ve diren¢ oranlar1 konusunda epidemiyolojik veriler elde etmek
amactyla uygulanan in vitro testlerdir. Antimikrobiyal testi sonuclar1 ile esas ulagilmak
istenen hedef, infeksiyonun tedavisi i¢in kullanilan ilacin klinik basar1 saglayabilme oranini
onceden tahmin edebilmektir. Giliniimiizde mayalar i¢in kullanilan antifungal duyarlilik

testleri Cizelge 2. 9. 1.de verilmistir (Espinel-Ingroff and Pfaller, 2003).

Mantarlar i¢in standart antifungal duyarlilik testlerinin gelistirilmesi i¢in ilk ¢aligsmalar
1982 yilinda NCCLS/CLSI tarafindan baglatilmistir ve M27-A referanslari gelistirilmigtir. Bu
dokiimanlar Candida tiirleri ve ii¢ antifungal ilac icin degerlendirme MIK sinir degerlerini

tanimlar .

Cizelge 2. 9. 1. Mayalar icin kullanilan antifungal duyarlilik testleri

Test yontemi MIK saptama yollar

Broth mikro ve makro dillisyon Gorsel olarak degerlendirilir

Kolorimetrik mikrodiliisyon Renk degisikligi gorsel olarak

degerlendirilir

Spektrofotometrik mikrodiliisyon Spektrofotometre ile MiK saptanmasi

Agar diliisyon Gorsel degerlendirilir

Agar difiizyon Zon gap1 gorsel olarak degerlendirilir
- Disk Inhibisyon zonu gorsel degerlendirilir
- Antifungal strip

2.9.1. Broth mikro ve makrodiliisyon

Yapilan ¢alismalarin bir sonucu olarak 1997 yilinda, Candida spp. ve C. neoformans
gibi maya mantarlarinin broth makrodiliisyon ve mikrodiliisyon ile test edilmeleri icin
NCCLS/CLSI M27-A2 dokiimanlart olusturulmustur. Referans yontem baslangicta
makrodiliisyon olarak tanimlanmig fakat bu mikrodiliisyon yontemi ile genigletilmistir.
Mikrodiliisyon yontemi daha kullanishi olmasi nedeniyle tercih edilen ve yaygin olarak
kullanilan bir yontemdir. Bu testlerle MIK sonuglar1 elde edilir ve bazi ilaglar igin
mikrodiliisyon yontemi ile elde edilen sonuglarin laboratuvarlar arast uyum orani,
makrodiliisyon ile elde edilen sonuglara gore daha yiiksektir (Espinel-Ingroff and Pfaller,
2003).
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Bu testler icin besiyeri olarak MOPS [3-(N-morpholino) propanesulfonic acid] ile
tamponlanmis RPMI 1640 broth Onerilir. Tiipte(makrodiliisyon) ya da pleytte
(mikrodiliisyon) seri iki kat azalan ilag¢ diliisyonlar1 hazirlanir ve test edilecek maya
siispansiyonu ile inokiile edilir. 37 °C’de 48 saat inkiibasyonun ardindan sonuglar

degerlendirilir (NCCLS/CLSI, 2002).
2.9.2. E-test

Azalan diliisyonlarla antifungal ajanin emdirildigi plastik bir stripin, test edilecek
mikroorganizmanin yayildig1 agar plagi yilizeyine yerlestirilmesi ve antifungalin besiyerine
diffiize olmasina dayanan bir testtir. Agar ylizeyinde iireme inhibisyon zonu ile antifungal
emdirilmis seritin kesistigi noktadan MIK saptanabilir. Bu test igin de Onerilen besiyeri
MOPS ile tamponlanmis RPMI 1640 kati besiyeridir. ~ Amfoterisin B, ketokonazol,
flukonazol, itrakonazol ve flusitozin  E-test stripleri ticari olarak mevcuttur. Kaspofungin
E-test yalniz arastirma amacglh kullanilmaktadir. Yakin zamanda vorikonazole Candida
tiirlerinin duyarliligi da bu yontemle test edilmistir. Bu test ile yapilan ¢alismalar, bu testin
sonuclar1 ile referans yontemlerin (broth diliisyon) sonuglari arasinda iyi bir uyum
gostermistir. Broth diliisyon yontemlerine gore oldukca kolay uygulanabilir olmasina karsin

maliyeti yliksektir (Rex, et al., 2001; Espinel-Ingroff and Pfaller, 2003).
2.9.3. Kombinasyon testleri

Antimikrobiyal kombinasyonlar siklikla septisemik ya da ciddi hastalifi  bulunan
hastalarda ampirik olarak genis spektrumlu etkiyi saglamak i¢in tercih edilir. Daha az
siklikla da, antimikrobiyallerin 6nerilen dozlarima direngli bir patojen saptandiinda ve tek
ilagla tedaviye cevap almamadiginda giindeme gelir. ilaglarin kombine edilerek tedavide
kullanilmas1 tedavi siiresini kisaltabilir ve direng gelisimini dnleyebilir. Ancak maliyet ve
toksik etkiler artacagindan kombinasyon tedavisinin etkinligi énceden degerlendirilmelidir

(Te Dorsthorst, et al., 2002).

Antibiyotikler, bazen patojen mikroorganizmalarin in vivo ortamda ila¢ direncli
suslarinin ortaya ¢ikmasim1i Onlemek ya da geciktirmek i¢in kombine edilir.  Farkh
mekanizmalarla direng gelistiren mikroorganizmalara kars1 iki ya da daha fazla ilacin aym
anda kullanimi ile tiimiine birden direng gelistirecek kolonilerin ortaya ¢ikma ihtimali teorik

olarak oldukca diisiiktiir. Bazi antimikrobiyallerin kullanimini ciddi oranda sinirlayan,
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anlaml doz-iliskili toksik etkileri mevcuttur. Bu yilizden, basarili bir klinik sonug elde etmek
icin tedaviye yeni bir ajanin eklenmesi ile toksik oldugu bilinen ilacin dozunda azaltma

yapilabilir (Eliopoulus and Moellering, 2000).

Polimikrobiyal infeksiyon siiphesi ya da saptanmasi da antimikrobiyal
kombinasyonlarin kullanimi i¢in diger bir gerekcedir. Bazi polimikrobiyal infeksiyonlarda
birka¢ patojenin herbirine kars1 etkili birka¢ antimikrobiyal kullanmak gerekebilir.
Kombinasyon tedavisinin amaclar1 daha etkili ve genis bir spektrum saglamak, tek ilag
tedavisinde kullanilan ilaglardan daha giiclii bir etki olusturmak, giivenilirligi arttirmak, ilacin
tolere edilmesini kolaylastirmak ve direncli mikroorganizmalarin sayisini azaltmak olmalidir

(Eliopoulus and Moellering, 2000).
2.9.4. Invitro antimikrobiyal iliskilerin saptanmasi (Antifungal sinerji)

Sinerji kelimesi ‘birlikte ¢aligmak’ anlamina gelen iki yunanca kelimeden gelmektedir.
Bilindigi gibi antifungal ajanlarin farkli konsantrasyonlarda kombine olarak kullanilmalar
sinerji ya da antagonizma ile sonuglanan durumlara yol agabilir. Sinerji pozitif bir iligkidir
ve ilaglar ayr1 olarak test edildiklerinde elde edilen etkilerinin toplamindan daha biiyiik bir
etkinlik olustururlar. ~ Antagonizma negatif bir iliskidir ve ilaglar ayr1 olarak test
edildiklerinde olusan etkilerinin toplamindan belirgin sekilde daha diisiik etkinlik elde edilir.
Aditivite ise, iki ilacin kombinasyonunda olusturduklar1 etkinin ayr1 ayrn etkileri toplamina
esit oldugu durumdur. iki ilacin kombinasyonundan elde edilen sonug, bunlardan en etkin
olan ilacin sonucundan farksiz olmadiginda etkisiz durumdan (otonomi, indifference)

bahsedilir (Eliopoulus and Moellering, 2000, Johnson, et al., 2004).

Loewe ve Bliss modeli olarak tanimlanan kalitatif tanimlamalar genis bir kabul
gormesine ve kolaylikla uygulanabilmesine ragmen, sinerji igin yapilan kantitatif
tanimlamalar pek iyi standardize edilememistir. Siklikla sinerji, test edilen izolatlarin sadece
kiiciik bir kisminda tespit edilmistir. Bu yilizden laboratuarlarda antifungal sinerjinin
taranmasinda kullanilan in vifro metotlarin giivenilirligi olduk¢a onemlidir (Greco et. al.,

1995).
Antifungal sinerji i¢in Onerilen birka¢ mekanizma vardir:

1. Iki antifungal ile ayn1 biyokimyasal yolun farkli safhalarmin inhibisyonu bir etkilesim

cesididir.
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2. Bir antifungal ilacin hiicre duvar1 ya da membranina yonelik aktivitesinin sonucu olarak,
diger ajanin penetrasyonundaki artis olasidir.

3. Farkli fungal hiicre hedeflerinin es zamanli inhibisyonu sinerjistik bir etki yaratir.
Ornegin hiicre duvari ve membranin ayni anda hedef alinmas1 gibi hedefler de
olasidur.

4. Bir fungisidal ilacin gii¢lii baslangi¢c aktivitesi fungal yiikii azaltmak i¢indir ve bu da
sonraki ajanin daha iyi ¢aligmasina neden olarak gecis tedavisi ya da takviye olarak

kullanilir (Johnson, et al., 2004).
Belirli antifungal ajanlar arasindaki antagonizma mekanizmasi ise su yollarla olabilir:

1. Ayni hedefe yonelik direk antifungal etki diger antifungal ajanin yeteneginde azalmaya ya
da hedefinde degismeye yol acabilir.

2. Bir antifungal ila¢ tarafindan hiicre yiizeyine adsorbsiyon diger ajanin hedef sahaya
baglanmasini engelleyebilir.

3. Bir antifungal ilaca maruz kalan hedefteki modifikasyon, diger antifungalin etkileri i¢in

patojeni daha az duyarl kilabilir (Johnson, et al., 2004).

Antimikrobiyal kombinasyonlarin kantitatif sonug¢larin1  tanimlamada kullanilan
deneysel yontem ve kriterlerin cesitlili§ine ragmen, sinerjizm ve antagonizmayi kalitatif
olarak tanimlamada genel bir uyum vardir. Bu amagcla siklikla, iki boyutlu, iki ilag broth
mikrodiliisyon dama tahtasi (checkerboard) yontemi kullanilir. Broth makrodiliisyon, agar
diliisyon veya disk diflizyon gibi yontemler de kullanilabilir. 'Yo6ntemler NCCLS/CLSI broth
dilisyon yontemlerine uygundur ve sabit bir siirede kombinasyondaki spesifik
konsantrasyonlarin inhibitor veya fungusidal aktivitesini degerlendirir. In vitro etkilesimler

matematiksel olarak hesaplanir (Mukherjee, et al., 2005).

Arastirmacilar yillarca antifungal ajanlar arasindaki etkilesimleri farkli anlamlarda FIK
(Fraksiyonel Inhibitér Konsantrasyon) indeks kullanarak smiflandirmislardir.  Bu farkli
anlamlar bazen farkli sonuglara ve farkli yorumlara neden olmustur.  Son zamanlarda
yorumlardaki birliktelik i¢in FIK indeksinin 0.5’den kiigiik olmas1 sinerji, 4’den biiyiik olmas1
antagonizma ve 0.5 ile 4 arasinda olmasi etkilesim yok seklinde degerlendirilir. Aditivite ve
indiferans sinerjik olmamasina ragmen kombinasyondaki ilaglar arasinda zararh bir etkilesim

olmadigin1 belirtir (Johnson, et al., 2004).



28

Kombinasyon testleri rutin degerlendirme i¢in 6nerilmez. Ancak, etkilesimi bilinmeyen
iki ilacin degerlendirilmesinde (yeni bir ilagta oldugu gibi), ila¢ direnci gelistiginde ya da

tedavideki sorunlar nedeniyle sonuglarda giivensizlik oldugunda kullanilabilir.

Antifungal kombinasyon tedavisi oldukc¢a yenidir. Bu tedavi iki ya da daha fazla
antifungalin uygun tedavi dozlarinda es zamanli olarak kullanilmasidir. Arastirmalar
kombinasyon tedavisinin hem etkililigi artirdigim1 hem de toksisiteyi azalttigim
gostermektedir. Invaziv mikozlu, dzellikle de aspergilloz ve kandidozlu hastalarda antifungal
kombinasyon rejimlerinin rutin olarak kullanimin1 destekleyen ¢ok az veri bulunmaktadir.
Bununla beraber, ekinokandinler gibi yeni antifungal ajanlarin bulunmasi mikozlarin
tedavisinde sinerjistik etki yaratan antifungal kombinasyon ¢aligmalarmma olan ilgiyi

artirmistir (Mukherjee, et al., 2005).

Antimikrobiyal kombinasyonlarin etkinligini degerlendirmede kullanilan laboratuvar

yontemlert;
2.9.5. Checkerboard (chessboard, dama tahtasi)

In vitro ortamda antimikrobiyal kombinasyonlar1 degerlendirmede en sik kullanilan
yontemdir. Ilaglarin farkli kombinasyonlarinin varliginda fungal hiicrelerin iireme inhibisyon
oranlarinin belirlenmesini saglar.  Test edilen mikroorganizmalar icin ilaglarin MIiK
degerlerinin alt ve istiindeki ¢ogul dillisyonlar1 ile yapilan bir model oldugundan

“checkerboard” (dama tahtas1) ad1 kullanilmistir (Mukherjee, et al., 2004).

Testin anlagilmas1 olduk¢a kolaydir, sonuglar1 degerlendirmek icin kullanilan
matematiksel iglemler basittir ve ticari mikrodiliisyon sistemleri ile klinik laboratuvarlarda
kolaylikla uygulanabilir. Ancak bu yontemde kombinasyonlarin farmakodinamik 6zellikleri
hakkinda bilgi edinilemez.  Amfoterisin B kombinasyonlarinda gézlenen MIK kiimelenmesi
duyarhiliklarin belirlenmesinde karisikliga yol acabilir. Bu testte elde edilen sonuglar
gorecelidir, ila¢ kombinasyonunun etkisinin gercek Ol¢ilimiinii vermez (Mukherjee, et al.,

2005).

Her bir antimikrobiyalin MIK degerinin 4-5 kat alt1 ve {izerindeki iki katlik diliisyonlar
kullanilir. Checkerboard sisteminde "x" ekseni tek bagina A ilacinin diliie edilmis ayni
miktarlarini iceren kuyucuklarin bulundugu siralari, "y" ekseni ise B ilacinin diliie edilmis

ayn1 miktarlarim icerir. Her iki eksende de ilk siralar sadece bir ilac1 igerir ve ayni1 ilacin MiK
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degerini gosterir.  Sonugta sistemdeki her bir kare test edilen iki ilacin tek bir
kombinasyonunu igerir. Sonugclar, test edilen mikroorganizmaya gore degismekle birlikte, 24-
48 saatlik inkiibasyonun ardindan gorsel ya da spektrofotometrik olarak degerlendirilir.
Uremenin inhibe edildigi her kombinasyon igin FIK indeks hesaplanir (Te Dorsthorst, et al.,

2002).

Checkerboard broth diliisyon testleri tiipte (makrobroth diliisyon) ya da mikroplakta
(mikrobroth diliisyon) yapilabilir ve diliisyonlar i¢in mantarlarda RPMI 1640 besiyeri tercih
edilmektedir . Dama tahtasi kombinasyon testi agar diliisyon sisteminde kullanilmak iizere
diizenlenebilir. Bu yontem sinirl sayidaki antibiyotik kombinasyonlarina karsi ¢ok sayida
susun test edilmesi gerektiginde avantajli olabilir. Ayrica ayn1 diliisyon semasi kullanilarak,
bir patojene karsi {i¢ ilag kombinasyonunu c¢aligsmak i¢in {i¢ boyutlu bir sistem olusturmak da

miimkiin olabilir (Te Dorsthorst, et al., 2002).
2. 9. 6. Time-kill curve (Zaman-6liim egrisi)

Sadece inhibisyon sonuglart veren dama tahtasi yonteminin aksine test edilen
kombinasyonun mikrobisidal aktivitesini 6lger. Bu nedenle bakterisidal tedavinin istendigi
klinik durumlar i¢in uygun bir yontemdir. Bir avantaji da, sadece bir kez degerlendirilen
dama tahtasi yontemine gore, antimikrobiyal etkilesimin zaman i¢indeki dinamik davranigini
ortaya koymasidir. Ancak bu yontemde tekrarlayan koloni saymmi igin gerekli islemler
olduk¢a yorucudur. Bu nedenle herhangi bir izolat ile test edilebilen ila¢ kombinasyon ve
dilisyon sayilar1 belirgin oranda simirlanir. Bu yontemin bir dezavantaji da mantar
hiicrelerinin bir araya gelme egilimidir ve bu durumda inhibisyonu saptamak zordur.
Benzer sekilde kiiflerde de koloniyi saymada filamentasyon isi zorlastirir (Mukherjee, et al.,

2005; Eliopoulus and Moellering, 2000).

Bu yontemde standart hiicre siispansiyonu farkli zaman araliklari igin ilag
kombinasyonlarinin farkli konsantrasyonlarina maruz birakilir. Belirli zaman araliklarinda
besiyerine pasaj yapilarak inkiibasyona birakilir. Her zaman araligi i¢in canli kalan hiicreler
hesaplanabilir ve test edilen her ila¢ konsantrasyonu i¢in 6ldiirme-zaman egrisi elde edilebilir.
Koloni sayimlar1 tespit edildiginde sonuglari gérmek igin en kolay yol semilogaritmik bir
kagitta degerlerin isaretlenmesidir. Bu kagitta zaman i¢in apsis, ordinat i¢in de logaritmik

Olcek kullanilir.  Aritmetik kagit kullanilirsa ordinat {izerinde 10’un katlar1 arasinda koloni
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sayimlar1 logaritmik olarak belirtilir (Mukherjee, et al., 2005; Eliopoulus and Moellering,
2000).

Sonuglar yalniz basina ¢ok aktif tek ilacla karsilagtirildiginda kombinasyonun etkilerine
bakilarak alinir. Sinerji, kombinasyon ile 24 saatteki 6ldiirmede ¢ok aktif ilacin tek basina
kullanilmasma gore 100 ya da daha fazla katlik bir artis gdstermesi olarak tanimlanir.
Antagonizma ¢ok aktif tek ilagla karsilastirildiginda kombinasyonda 100 ya da daha fazla bir
azalma olarak tanimlanir. Additivite (ya da indifference) ¢ok aktif tek ilacla
karsilastirildiginda kombinasyonda 24 saatteki oldiirmede 10 kattan daha az bir degisme
olarak tanimlanir (azalma ya da artma) (Mukherjee et al., 2005; Eliopoulus and Moellering,

2000).
2.9.7. Difiizyon yontemi

Bir test mikroorganizmasinin yayildig1 agar plaklarina antimikrobiyallerin diflizyonuna
dayanan kalitatif bir yontemdir. Onemli bir avantaji ticari olarak hazir, antimikrobiyal
emdirilmis disk ya da kagit seritlerin ve agar plaklarin kullanilabilmesidir. Diger 6nemli
avantaj1 bu yontemin laboratuvarda kolaylikla yapilabilmesidir (Espinel-Ingroff and Pfaller,

2003).

Disk difiizyon yontemi; iki ila¢ arasindaki iliskiyi degerlendirmek ig¢in test edilen
mikroorganizmanin yayildig1 plaga A ve B ilaglari iceren diskler yerlestirilir. Diskler arasi
mesafe degisebilmekle birlikte, genellikle tek baslarina test edildiklerinde ilaglarin elde edilen
inhibisyon zonlarinin yarigaplart toplamina esit ya da daha biiyiik olmalidir. Sinerjistik
etkilesmede iki ilacin inhibisyon zonlarinin birlestigi alanda kdpriilesme ya da genisleme,
antagonistik kombinasyonda ise iki ilacin inhibisyon zonlarmin birlesme yeri yakinindaki

alanda inhibisyon zonlarinda kesilme goézlenir (Eliopoulus and Moellering, 2000).

Kagit serit yontemi; antimikrobiyal emdirilmis kagit seritler test edilecek
mikroorganizmanin yayildig1 agar plagi lizerine birbirine dik agilarla yerlestirilir. ~ Aditiv ya
da etkisiz kombinasyonlarda kagit seritlerin birlesme alaninda eski inhibisyon zonlarina gore
genisleme goriilmez.  Sinerjistik kombinasyonlarda inhibisyonda genisleme goriiliir.
Antagonistik kombinasyonda ise kagit seritlerin birlesme alaninda eski inhibisyon zonlarina

gore azalma saptanir (Eliopoulus and Moellering, 2000).



31

White ve arkadaglarinin, sinerjik etkiyi saptamak i¢in zaman-6liim egrisi, dama tahtasi
ve E-test yontemlerini kasilastirdiklar1 bir calismada E-test seritlerini, her birinin tek basina
MIK degerinin oldugu alanda cakisacak sekilde 90°lik ac1 ile, bakteri yayilmus agar plagi
tizerine yerlestirmiglerdir. Bu c¢alismanin sonucu olarak E-test yontemi ile yapilan sinerji
testlerinin diger in vitro testlere alternatif olarak goriildiigi ileri siiriilmiistiir (White, et al.,

1996).

E-test mikobakteriler ve aerob gram negatif basillere karsi ilag kombinasyonlarini test
etmek icin basariyla kullanilmistir. Lewis ve arkadaslar1 yine {i¢ sinerji testini karsilastirmak
amac1 ile yaptiklar1 ¢alismada maya siispansiyonu yayilmis olan agar plagina antifungal
seritlerden birini yerlestirip ilacin diffiize olmas1 i¢in 1 saat bekledikten sonra birinci seridi
kaldirip ayn1 alana diger seridi yerlestirmislerdir. Caligma sonunda ii¢ yontem iginde E-testin
kullanimda en basit ve antifungal kombinasyonlarin testi i¢in kabul edilebilir oldugu
sonucuna varmislardir. Eger E-test yontemi antifungal kombinasyonlar test etmek icin
standardize edilebilirse, mikrobiyoloji laboratuarlar1 i¢in ideal bir test yontemi olacaktir

(Lewis, et al., 1998).
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3. YONTEM VE GERECLER

3. 1. Cahsmada Kullanilan Mikroorganizmalar, Besiyerleri ve Antifungal Maddelerin

Hazirlanmasi
3.1.1. Cahsmada kullanilan mikroorganizmalar

Calismaya Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji
Anabilim Dali laboratuvarinda kan, idrar, balgam, yara yeri gibi klinik orneklerden izole
edilen ve stok kiiltiirlerden almman 50 C. glabrata susu dahil edilmistir.
Mikroorganizmalarin stok kiiltiirlerinin stirekliligini saglamak i¢in SDA kat1 besiyeri ortanu
kullanilmig ve kiiltiirler kullanilmak iizere +4 °C’de muhafaza edilmislerdir. Caligmamizda

kalite kontrol izolat1 olarak Candida parapsilosis ATCC 22019 referans susu kullanilmistir.
3.1.2. Cahsmada kullanilan besiyerleri

Calismada kullanilacak suslarin  aktivasyonu icin SDA besiyeri; Time-Kill
calismalarinda belirli zaman araliklarinda alinacak pasajlar i¢in Patates dekstroz agar (PDA)
besiyeri; Broth Mikrodiliisyon testleri, Time- Kill, E-test ve ti¢lii disk difiizyon yontemleri
icin de MOPS ile tamponlanmis RPMI 1640 broth ve. MOPS’lu RPMI 1640 agar besiyerleri

ve Metilen Mavisi igeren Miieller Hinton besiyeri kullanild.

SDA besiyeri; toz halindeki 47g Sabouraud 2% glucose agar (Fluka) 1000 ml distile
suda ¢oOziindiiriilecek ve 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize edilerek hazirlanmistir.

Besiyeri 55°C’ye sogutulup Petri kaplarina dagitildu.

PDA besiyeri; toz halindeki 39g Potato dextrose agar (Fluka) 1000 ml distile suda
¢oziindiiriilerek ve 121 °C’de 15 dakika otoklavda sterilize edildi. Besiyeri 55°C’ye
sogutulup Petri kaplarina dagitildi.

RPMI 1640 besiyeri; 10.4 g toz RPMI 1640 besiyeri 900 ml distile suda ¢oziindiiriildii
ve son konsantrasyon 0.165 mol/l olacak sekilde 34.53 g MOPS (3-[N-morpholino]
propanesulfonic acid) tamponu ilave edildi. Imol/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 (NCCLS/CLSI).
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RPMI 1640 agar besiyeri;

aynt miktarlardaki RPMI 1640 ve MOPS ile 20 g glukoz 500 ml distile suda
coziindiiriilerek benmaride 60 °C’de bekletildi. Ayri bir balonda 15 g agar 500 ml distile suda
hazirlanarak 121 °C’de 15 dakika siire ile otoklavda sterilize edildi. Her iki siv1 esit sicakliga

ulagtiginda RPMI 1640 besiyeri filtrasyonla sterilize edilmis ve agarla birlestirilerek Petri
kaplarina dagitilmistir (NCCLS/CLSI).

Mueller-Hinton Agar besiyeri; toz halindeki 38g Mueller-Hinton agar (Fluka) 1000
ml distile suda ¢oziindiiriilerek hazirlanmistir. 20 mL distile suda 0,1 g metilen mavisi
eritilerek ve hafifce ¢alkalanarak isitildi. Agar siispansiyonun her litresine bu soliisyonun
100uL’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. 1.3. Kullamlan antifungal maddeler:

Flukonazol ve vorikonazol (Pfizer), itrakonazol (Jansen-Cilag), amfoterisin B (Sigma),
kaspofungin (Merck) E-test stripleri (AB Biodisk, Solna, Sweden) saglandi.  Flukonazol
5120 pg/ml olacak sekilde tartilarak steril distile suda, vorikonazol, itrakonazol ve amfoterisin
B 1600ug/ml olacak sekilde tartilarak dimethyl sulfoxide (DMSO) i¢inde ¢oziindiiriilerek stok
soliisyonlar hazirlandi. Her birinde 1 ml olacak sekilde ependorf tiiplerine dagitilarak
kullanilincaya kadar —70°C’de saklandi. Kaspofungin (Merck) saf toz olarak alinarak 1600
ug/ml lik bir stok soliisyon hazirlanmak tizere steril distile suda ¢oziindiiriildi ve -70°C’de

saklandi.
3.2. lzolatlarin Antifungal Duyarhihklarinin Belirlenmesi
3.2.1. Antifungal ajanlarin hazirlanmasi;

E-test ve mikrodiliisyon yontemleri kullanilarak test izolatlarna kars1 her antifungal ajanin MiK
(Minimal Inhibitér Konsantrasyon) degeri saptanmustir. Flukonazol i¢in breakpoint degerleri (<8:
duyarli, 16-32: doza bagl duyarli, >64: direncli) ve itrakonazol i¢in de (<0,125: duyarli, 0,25-0,5:
doza bagl duyarli, >1: direngli) olarak NCCLS/CLSI tarafindan standardize edilmis olmakla

birlikte amfoterisin B, vorikonazol ve ekinokandinler i¢in heniiz standardize edilmemistir.
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Daha 6nceden hazirlanmis olan stok antifungal soliisyonlardan NCCLS/CLSI 6nerileri

dogrultusunda antifungaller i¢in hazirlanan diliisyonlar Cizelge 3.2.1.1.°de verilmistir.

(NCCLS/CLSIL, M27-A2).

Cizelge 3. 2. 1. 1. Antifungal ilaglar i¢in hazirlanan mikrodiliisyon test konsantrasyonlari

Antifungal | Mikrodiliisyon test konsantrasyonlari (pg/ml)

ajanlar

AmB 0. 0313 [0.0625 |0.125]0. 25]0.5|1 |2 4 8 16
VORI 0. 0313 ]0.0625 |0.125 (0. 25|0.5 |1 2 4 8 16
CAS 0. 0625 |0. 125 0. 25]0. 5 |1 2 |4 8 16 |32 |64
FLU 0. 0625 |0. 125 |0. 25]0. 5 |1 2 |4 8 16 |32 |64
ITRA 0. 0625 ]0. 125 0. 25]0. 5 |1 2 |4 8 16

Suda ¢oziinebilir antifungallerin (FLU ve CAS) iki katlik konsantrasyonlarinmi elde
etmek amaciyla, her antifungal i¢in ayri bir spora ikiger sira test tiipii yerlestirildi. RPMI-
1640 broth ile sirayla ilk tiiplerde 1/8, 1/4, 1/8 ve 1/8’lik diliisyonlar1 yapildi. Daha sonra
antifungallerin ’2’lik diliisyonlar1 yapilarak ara konsantrasyonlar elde edildi (640pg/ml’den-
0,0625ug/ml’ye kadar). Final konsantrasyonuna erismek i¢in yapilan 1/5’lik diliisyonlarla da

son konsantrasyonlarin iki kat1 elde edilmistir.

Suda ¢oziinemeyen antifungallerden VORI, ITRA ve AmB i¢in ise, 1600 png/ml’lik stok
soliisyondan ilk tiiplerde DMSO ile ilk tiiplerde '2’lik diliisyonlar yapilarak ara
konsantrasyonlar elde edildi. 1/100’lik final konsantrasyonuna erismek igin RPMI 1640
broth ile 1/50’lik diliisyonlar yapildi. Brot mikrodiliisyon duyarlilik testlerinde antifungal
ilaglarin hazirlanmasinda izlenen adimlar asagidaki semada verilmistir (NCCLS/CLSI,

M27/A2).
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Cizelge 3.2.1.2. Brot mikrodiliisyon duyarlilik testlerinde suda ¢6ziinebilir antifungal ilaglar

icin hazirlanan diliisyonlar (NCCLS/CLSI, M27/A2).

A | Konsantrasyon | Kay- | Hacim) | Besiye- | Ara konsantrasyon | Final Log
D | pg/ml nak (mL)+ | ri(mL) | pg/ml konsantras- | 2
I yon 1:10
M (ug/ml)
1 5120 Stok ImL 7 640 pg/ml 64 6
2 640 1. 1,0 1,0 320 32 5
adim
3 640 1. 1,0 3,0 160 16 4
adim
4 160 3. 1,0 1,0 80 8 3
adim
5 160 3. 0,5 1,5 40 4 2
adim
6 160 3. 0,5 3,5 20 2 1
adim
7 20 6. 1,0 1,0 10 1 0
adim
8 20 6. 0,5 1,5 5 0,5 -1
adim
9 20 6. 0,5 3,5 2,5 0,25 -2
adim
10 2,5 9. 1,0 1,0 1,25 0,125 -3
adim
11 2,5 9. 0,5 1,5 0,625 0,0625 -4
adim
12 2,5 9. 0,5 3,5 0,3125 0,03125 -5
adim

Cizelge 3.2.1.3. Brot mikrodiliisyon duyarlilik testlerinde suda ¢oziinemeyen antifungal

ilaglar i¢in hazirlanan dilisyonlar (NCCLS/CLSI, M27/A2).

Adim | Konsantrasyon | Kaynak | Hacim+ | Coziiclii= | Ara Final Log2
pg/ml (mL) DMSO | konsantrasyon= | konsantrasyon
(mL) ug/ml 1:100 (pg/ml)
1 1,600 Stok 1,600 pg/ml 16 4
2 1,600 Stok 0,5 0,5 800 8,0 3
3 1,600 Stok 0,5 1,5 400 4,0 2
4 1,600 Stok 0,5 3,5 200 2,0 1
5 200 4. adim 0,5 0,5 100 1,0 0
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Cizelge 3.2.1.3. devam ediyor.

6 200 4. adim 0,5 1,5 50 0,5 -1
7 200 4. adim 0,5 3,5 25 0,25 -2
8 25 7. adim 0,5 0,5 12,5 0,125 -3
9 25 7. adim 0,5 1,5 6,25 0,0625 -4
10 25 7. adim 0,5 3,5 3,13 0,0313 -5

3. 2. 2. Maya siispansiyonlarinin hazirlanmasi

Test Oncesi tiim suslar SDA besiyerine pasajlanip, 35 °C’de inkiibe edildi, 24 saatlik
taze kiiltlirden 1 mm caplh yaklasik bes koloni alinarak 5 ml steril % 0.85 NaCl icinde
siispansiyon hazirlandi.  Bu siispansiyon yaklasik 15 saniye vortekslendikten sonra
spektrofotometrik olarak 0.5 McFarland bulanikliga ayarlandi.Bu islemle stok maya
siispansiyonu her mililitrede 1-5x10° hiicre i¢ermektedir. Calisma siispansiyonunun iki
katinin elde edilmesi icin, stok maya siispansiyonu RPMI 1640 broth ile 6nce 1/50 ve
ardindan 1/20 oranlarinda seyreltilerek sonugta 1-5x10° hiicre/m!’lik maya siispansiyonu elde

edildi (NCCLS/CLSI, M27-A2).
3.2.3. inokiilasyon, inkiibasyon ve degerlendirme

Broth mikrodiliisyon testi ic¢in steril, U tabanli, 96 kuyucuklu mikroplaklar kullanildi.
Mikroplaklar, antifungal isimleri ve diliisyonlari, sus numaralari ile isaretlenmis, steril plastik pipet
uclar1 ve tek kanall1 pipetorler kullanilarak, her bir siituna bir ilag konsantrasyonu olacak sekilde
100’er pl dagitildi. 11k siituna, iireme kontrol kuyucugu olarak kullanilmak iizere, ilag igermeyen
besiyeri dagitildi, ardindan her bir siraya bir sus gelecek sekilde mikroorganizma
siispansiyonundan 100’er pul  eklenmistir.  Bu islem sonucunda hem ilag hem de maya
konsantrasyonlart %2 oraninda seyreltilerek ¢alisma konsantrasyonuna ulasildi.  Mikroplaklarin
lizeri steril parafilm ile kapatildi ve 35 °C’de 48 saatlik inkiibasyonun ardindan MIK degerleri
gorsel olarak degerlendirildi. Vorikonazol, itrakonazol, flukonazol ve kaspofungin i¢in {ireme
kontrol kuyucuguna gore iiremede %80’lik; Amfoterisin B icin %100’ liikk azalmanin oldugu

kuyucuk MIK degeri olarak kabul edildi (NCCLS/ CLSI, M27-A2).
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3.2.4. E-test

SDA’daki 24 saatlik taze maya kiiltiiriinden 3-4 koloni alinarak 5 ml %0. 85’lik NaCl
icinde 0.5 McFarland bulaniklik olusturacak sekilde maya siispansiyonu hazirlandi.
Siispansiyon 15 mm c¢apli RPMI 1640 agar plaklarina steril pamuklu ekiivyonla yayildi.
Plaklarin kurumasi i¢in yaklasik 15 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra antifungal
seritler yerlestirildi. Tiim plaklar 35 °C’de 48 saat inkiibe edildikten sonra , E-test MIK
degerleri belirlendi (Bkz. Sekil 3.2.4.1.) (Lewis, et al., 2002; Maxwell, et al., 2003).

Sekil 3. 2. 4. 1. 150 mm agar plakta E-test seridi

3. 3. Antifungal Kombinasyon Calismalar:

3.3.1. E-Test metodu-1

E-test ile duyarlilik testinde oldugu gibi 0. 5 McFarland bulaniklikta maya siispansiyonu
15 mm c¢apli RPMI 1640 agar plaklarina hiicreler tek sira diisecek sekilde yayildi. CAS’e ait
E-test seriti agar {izerine yerlestirilmis, 1 saat sonra bu serit kaldirilip onlarin izleri iizerine

kombine etkisi degerlendirilecek diger ilag stribi yerlestirildi. 35 °C’de 48 saat
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inkiibasyondan sonra MIK degerleri okundu (Sekil 3.3.1.1.). Antifungal ilaglarin tek
baslarma saptanan MIiK degerlerine gére kombinasyonda > 3 diliisyon azalma sinerji, > 3
diliisyon artig antagonizma ve < 2 dillisyon azalmasi etkisiz olarak tanimlandi. Ayrica diger
yontemlerle karsilastirmay:r kolaylastirmak igin E-test MIK’lerinden fraksiyonel inhibitor

konsantrasyon indeksi hesaplandi (Lewis, et al., 2002; Maxwell, et al., 2003).

A+B ilac

A ilac Bilac

() (2]

Sekil 3. 3. 1. 1. Antifungal kombinasyonda E-test 1 metodu. (a) A ilacina ait E-test
stribi agar lizerine yerlestirilir ve 1 saat sonra kaldirilir.  (b) Birinci ilacin izi iizerine B
ilacinin stribi konur. (c) A ve B ilaglarina ait ilave E-testlerde yerlestirilir. 24-48 saat
inkiibasyondan sonra MiK degerleri belirlenir.

FiK indeksi; ilacin kombinasyondaki MIK degerinin tek basina test edildiginde saptanan
MIK degerine béliinmesi ile elde edilen her bir ilacin FiK’lerinin toplanmasi ile (FIK indeks

= FIK A + FiK B) elde edildi (White, et al., 1996).
3.3.2. E-Test metodu-2

Hazirlanan inokiiliim yukarida anlatilan sekilde agar plaklari iizerine yayildiktan sonra
E-test stripleri agar iizerine gapraz bir pozisyonda, ve nispi MiK kombinasyonlarindaki
Olcekler arasinda 90° lik bir ac1 olacak sekilde yerlestirildi. 24-48 saat inkiibasyondan sonra
inhibisyon zonlar1 E-test tarafindan MIK tespiti i¢in tanimlanan sekilde okundu (Bkz. Sekil
3.3.2. 1).

Ilag iligkileri FIK indeksine dayanilarak sinerjistik, etkisiz ve antagonistik olarak

siniflandirilmistir (White, et al., 1996).
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Yilkzek konzantrasyon

B' nin il dederi

Yilkzek konzantrasyon -

| B

Lol L | Dilglk konsantrasyon

/ ).&. ve B' nin kombinasyondaki

A run ik, dederi = Wik dederi

Dizik konsartrasyon

Sekil 3. 3. 2. 1. E-test 2 sinerji metodunda stripleri yerlestirme diyagrami

3. 3. 3. Time-Kkill testi

Broth mikrodiliisyon yontemi ile saptanmis olan MIK degerleri dikkate alinarak, RPMI
1640 broth ve stok ilag¢ soliisyonlar1 ile amfoterisin B, flukonazol, kaspofungin, itrakonazol

ve vorikonazol i¢in antifungal soliisyonlar1 hazirlanmistir.

Teste baslamadan Once izolatlarin iki kere PDA’ya pasajlar1 yapilmistir. 24-48 saatlik
inkiibasyondan sonra plaktan 3-5 koloni alinarak yaklasik 9 ml steril suya alinmistir.
Fungal siispansiyonun bulaniklii spektrofotometrik olarak 0,5 McFarland standardina gore
ayarlanmigtir.  Standardize maya siispansiyonunun Iml si, 9ml’lik iireme besiyeri (RPMI
1640+MOPS) ve o6nceden belirlenmis konsantrasyonlarda antifungalleri igeren steril tiiplere
eklendi. Ilaclar tek baslarina ve kombinasyonda 1xMIK olacak sekilde hazirlandi. Boylece
fungal siispansiyon 1:10 oraminda diliie edilmis ve baslangi¢ inokiiliimii yaklasik 1-5x10°
CFU/ml olacak sekilde ayarlandi.  Tiiplerden biri ila¢ igermeyen kontrol grubu olarak
calisildi.  Test soliisyonlar1 35 °C de 24 saat orbital bir karistiricida inkiibe edildi. Ornekler
onceden tespit edilen zaman araliklarinda (0, 2, 6, 24. saatlerde) steril suda seri diliisyonlara
alinarak koloni sayimlarmin tespiti i¢in PDA’ya 50 pl lik kisimlar halinde inokiile edildi.
Tim plaklar 35 °C de 48 saat inkiibe edildi ve her zaman aralig1 i¢in koloni sayimlar1 yapildi.

Tespit sinirimiz 50 CFU/ml olarak belirlendi ( Klepser, et al., 1997).



40

Sonuglarin degerlendirilmesinde her mililitredeki koloni sayisi1 baglangi¢ inokiiliimiiyle
karsilagtirildiginda % <99.9 oldugunda fungisidal aktivite oldugu kabul edildi. Kombinasyon
ile 24 saatte belirlenen koloni sayisinda, ¢ok aktif tek ajanla karsilagtirildiginda >100-kat
azalma (sinerji) ya da artma (antagonizma) olup olmadigina bakildi. Eger 100 kattan daha
az bir degisme olmussa, etkilesim "etkisiz" olarak tanimlandi. Tiim testler iki kez tekrarlandi.

(Klepser, et al., 1997; Barchiesi, et al., 2005).
3.3.4. Disk difiizyon testi

Ilag iceren disklerin hazirlanmasi: Testten dnce Whatman no 1 kagitlar1 kullanilarak
6,3 mm c¢apinda diskler hazirlandi ve Petri kabi igerisinde Pastdr firminda steril edildi.
Kaspofungin i¢in: Her mililitresi 100 pg ilag igeren bir soliisyon hazirlandi ve bu soliisyondan
25 ul alinarak disklere emdirildi. Boylece final konsantrasyonu 2,5 pg/disk olarak ayarlandi
(Lozano-Chiu, et al., 1999).

Calismamizda diger antifungal disklerin hazirlanisinda Amfoterisin B 10 pg,
itrakonazol 8 pg, flukonazol 25 pg, vorikonazol 1,0 pug olacak sekilde hazirlandi (Online:
www. mycology. org). Test izolatlar1 spektrofotometrik olarak 0,5 McFarland’a
ayarlandiktan sonra %2 glukoz ve 0,5 pg/ul metilen mavisi iceren Mueller-Hinton Agar
plaklarina yayildi. Plaklar en az 20 dk kurumaya birakildi.  Daha sonra iki ilag¢ arasindaki
iliskiyi degerlendirmek icin, kaspofungin iceren disk ile kombine etkisi calisilacak diger ilaci
iceren disk karsilikli yerlestirildi. Aradaki 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 ilacin kombinasyonunu iceren bir disk yerlestirildi.  Plaklar 24-48 saat
inkiibasyona birakildi.  Diskler aras1 mesafe degisebilmekle birlikte, sinerjistik etkilesmede
iki ilacin inhibisyon zonlarmin birlestigi alanda kopriilesme ya da genisleme, antagonistik
kombinasyonda ise iki ilacin inhibisyon zonlarinin birlesme yeri yakinindaki alanda
inhibisyon zonlarinda kesilme olup olmadigina bakildi (NCCLS/CLSI, M44-A, Lozano-Chiu,
et al., 1999; Eliopoulus and Moellering, 2000).
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4. BULGULAR

4.1. C. glabrata Izolatlarmin Bes Antifungal Ajana Karsi in vitro Etkilerinin

Belirlenmesi

Calismamizda yer alan 50 C. glabrata izolatina karsi, test edilen bes antifungal ajanin
(amfoterisin B, flukonazol, kaspofungin, itrakonazol ve vorikonazol) broth mikrodiliisyon ve
E-test yontemi ile saptanan duyarlilik MiK sonuglar1 Cizelge 4.1.1°de gosterilmistir.  Bu
sonuglara gdre broth mikrodiliisyon testlerinde MIK degerleri amfoterisin B i¢in 0,125-0,5
ug/ml, flukonazol i¢in 8 - >64 ug/ml, vorikonazol i¢in 0,125 — 4 pg/ml, kaspofungin i¢in
0,125 — 2 pg/ml ve itrakonazol i¢in 0,25 — 4 pg/ml arasinda degismistir.

E-test yontemi ile elde edilen MIK degerleri ise amfoterisin B igin 0,002-0,25 pg/ml,
flukonazol i¢in 6- >256 ug/ml, vorikonazol i¢in 0,38- 4 pg/ml, kaspofungin i¢in 0,125- 1,5

ug/ml ve itrakonazol i¢in 0,125-32 pg/ml olarak bulunmustur.

C. glabrata izolatlarimin, E-test yontemi ile ¢alisilmasinda flukonazol, itrakonazol ve
vorikonazol icin elde edilen MiK noktalarinda keskin smirlar olmamasi, biiyiik koloniden
kiiciik koloniye gegis ve inhibisyon elipsinin i¢inde veya MIK noktasinda iireme
yogunlugunda azalma gibi durumlar nedeni ile degerlendirilme asamasinda zorluklar
yasanmigtir. Izolatlarin  antifungallere karst  aktivitelerinin  degerlendirilmesinde
NCCLS/CLSI kriterleri ve daha d6nceden yapilmis olan arastirmalar 1518inda asagida verilen

MIK sinir degerleri esas alinmstir:

¢ Flukonazol: Direngli, > 64 ng/ml
Doza bagh duyarli, 16-32 pg/ml
Duyarli, < 8ug/ml

e itrakonazol: Direngli, > 1 pg/ml
Doza bagl duyarli, 0,25-0,5ng/ml
Duyarls, <0,125 pg/ml

e Vorikonazol: Direngli, > 8 pg/ml
Doza bagl duyarli 2-4 pg/ml

Duyarli, <1 pg/ml



42

Cizelge 4. 1. 1. C.glabrata’nin klinik izolatlarina kars1t AmB, VORI, ITRA,CAS, FLU ’iin
E-test ve Broth mikrodiliisyon (BMD) testleri sonucunda gosterdikleri MIK degerleri (pg/ml).

Izolat | AmB | AmB | CAS CAS | VORI | VORI | FLU FLU ITRA | ITRA
No BMD | E-test | BMD | E-test | BMD | E-test | BMD | E-test BMD | E-test
1 0,25 0,012 |1 0,5 0,125 ] 0,5 0,38 32 32 0,5 1,5
2 0,5 0,19 1 0,125 1 0,125 | 0,5 32 32 0,5 3

3 0,125 | 0,047 | 0,5 0,125 1025 |0,75 |8 48 1 6

4 0,5 0,19 |0,5 0,38 025 |1 »64 48 1 16

5 0,125 1 0,125 | 0,5 0,25 0,5 1 16 32 0,5 8

6 0,125 1 0,064 | 0,25 0,25 2 2 »64 > 256 0,5 1,5
7 0,125 1 0,094 | 0,25 0,38 2 1,5 »64 » 256 0,25 32
8 0,125 |1 0,032 | 0,25 | 0,5 0,25 |0,38 |»64 96 0,5 3

9 0,5 038 |1 025 |1 0,75 |»64 128 0,25 | 0,75
10 0,125 1 0,032 | 0,25 0,38 1 1,5 32 16 0,5 32
11 0,25 0,125 | 1 0,38 0,5 0,5 16 16 0,5 4
12 0,25 0,125 |2 0,38 |2 3 32 128 0,25 |4

13 0,25 (0,19 10,25 |038 |1 1,5 »64 »256 0,25 1

14 0,25 0,19 0,25 0,38 1 1 »64 »256 1 4

15 0,25 0,064 | 1 0,5 1 1,5 8 16 0.5 6

16 0,25 0,25 0,25 0,38 1 1,5 16 48 0,25 1

17 0,125 | 0,094 | 0,5 0,75 1 3 »32 16 0,25 1,5
18 0,125 10,094 | 0,25 | 0,5 2 2 »64 6 0,25 1,5
19 0,25 0,125 | 0,25 0,38 1 1 »64 48 0,5 0,5
20 0,25 0,094 | 0,5 0,38 4 3 »64 24 4 0,75
21 0,25 0,094 | 0,5 1 2 4 »64 32 4 0,50
22 0,125 10,125 | 1 0,5 1 2 32 24 4 1,5
23 0,125 | 0,125 | 0,5 0,5 2 3 32 48 4 0,19
24 0,125 1 0,094 | 0,5 0,5 1 3 32 24 4 1

25 0,5 0,25 0,25 0,38 1 3 32 32 0,5 1

26 0,125 | 0,047 | 0,5 0,75 |2 2 32 32 1 0,50
27 0,125 | 0,064 | 0,25 | 0,25 1 2 32 64 2 3

28 0,125 | 0,064 | 0,5 0,5 1 4 32 32 0,25 1,5
29 0,125 1 0,012 | 0,5 1 0,5 1,5 32 16 1 0,75
30 0,125 10,125 | 0,25 0,25 1 2 32 96 0,5 0,50
31 025 (025 10,25 |038 |2 2 32 32 025 |2

32 0,25 0,125 | 0,25 1,5 2 2 32 32 1 3

33 0,25 0,19 0,25 0,38 1 1,5 32 32 0,5 1

34 0,25 0,19 0,25 0,25 1 1,5 16 96 0,5 1

35 0,125 1 0,023 | 0,25 0,25 2 2 16 16 2 1
36 0,5 0,047 1 0,25 0,25 |0,5 1,5 16 32 1 0,25
37 025 (025 10,25 [038 |025 |1,5 32 48 4 8

38 0,125 1 0,047 | 0,25 0,19 0,25 2 32 24 0,5 0,125
39 0,125 1 0,094 | 0,25 0,38 0,25 2 32 48 4 4

40 0,125 | 0,064 | 0,125 | 0,25 | 025 |2 32 48 4 0,50
41 0,25 (0,19 |0,5 0,19 025 |8 32 32 1 0,50
42 0,125 | 0,002 | 0,5 1,5 0,125 | 2 32 48 4 0,50
43 0,25 0,125 |1 0,38 0,125 |3 32 48 0,25 0,38
44 0,25 0,25 0,5 0,38 0,25 3 16 24 0,25 0,38
45 0,125 | 0,064 | 0,5 0,25 [0.25 |0,75 16 48 0,25 | 0,19
46 0,125 | 0,016 | 1 0,75 (025 |1 32 » 256 0,5 3

47 0,125 10,094 | 1 0,5 0,25 0,75 32 24 0,5 1

48 0,125 1 0,032 | 0,125 | 0,5 0,5 1 32 32 0,5 3
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Cizelge 4.1.1. devam ediyor.
49 0,125 1 0,047 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,75 | 16 48 0,5 1,5
50 0,125 10,047 | 1 0,5 0,25 |1 32 48 0,25

Broth mikrodiliisyon testi ile E-test arasindaki uyum degerlendirildiginde AmB,
VORI, CAS ve FLU antifungalleri i¢in oldukga iyi uyum gozlenmistir. iki test arasindaki
uyumun degerlendirilmesinde, referans test broth mikrodiliisyon MiK’lerinin +2 katlik
diliisyonu igindeki degerler uyumlu kabul edilmistir. E-test MIK sonuglarina gore izolatlarin,
amfoterisin B i¢in 43’1 (%86), flukonazol i¢in 46°s1 (%92), vorikonazol icin 42’si (%84),
kaspofungin i¢in 45’1 (%90) ve itrakonazol i¢cin de 29’u (%58)i broth mikrodiliisyon testi ile

elde edilen MIK degerlerinin +2 diliisyonu i¢inde yer almis ve tutarli kabul edilmistir.

Broth mikrodiliisyon testi sonuglar1 esas alinarak flukonazole karsi izolatlarin 11’inin
direngli, 37’sinin doza baghh duyarli ve 2’sinin de duyarli bulundugu gorilmistir.
Itrakonazole karsi izolatlarin 19’u direngli, 31’i doza bagli duyarli olarak saptanmistir.
Vorikonazole kars1 da izolatlarin 39’u duyarli, 11’1 doza bagl duyarli olarak belirlenmistir.
Amfoterisin B i¢in belirlenmis standart bir duyarlilik degeri bulunmamakla birlikte, tiim
suslar igin her iki yontemle de MIK degerleri 1pg/ml’nin altinda bulunmustur.  Iki test ile
elde edilen sonuclar karsilastirildiginda, amfoterisin B igin E-test ile elde edilen MIK
degerleri broth mikrodiliisyon sonuglarina gére genel olarak daha diisiik olarak bulunmustur.
Kaspofungin i¢in de belirlenmis bir standart duyarlilik degeri bulunmamakla birlikte, tiim
suslar icin her iki yontemle de MIK degerleri 2 pg/ml’nin altinda bulunmustur. Ayrica
flukonazole ve itrakonazole direngli izolatlarin tiimiiniin kaspofungin tarafindan inhibe
edildigi belirlenmistir. Cizelge 4.1.2°de bes antifungalin iki farkli yontem ile gosterdigi

antifungal aktiviteler arasindaki uyum gdsterilmistir.
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Cizelge 4.1.2. E-test ve broth mikrodiliisyon yontemi ile 50 C. glabrata izolatina kars1
amfoterisin B, flukonazol, kaspofungin, itrakonazol ve vorikonazoliin antifungal aktiviteleri

pg/ml).

Antifungal ajan Yontem MIK arahg % uyum

Amfoterisin B BMD* 0.25-2pg/ml 86
ET 0,0020-25ug/ml,

Flukonazol BMD 4 - >64 pg/ml 92
ET 6->256ug/ml

Vorikonazol BMD 4 - >64 ng/ml 84
ET 0,38- 4 ug/mi,

Kaspofungin BMD 0,125 — 2ug/ml 90
ET 0,125- 1,5 ug/ml

Itrakonazol BMD 0,125 — 2ug/ml 58
ET 0,125-32 pg/ml

a; broth mikrodiliisyon, b; E-test

4. 2. C.glabrata izolatlarmin CAS+VORI, CAS+FLU, CAS+ITRA ve CAS+AmB

Kombinasyonlarindaki Etkilerinin in vitro Olarak Belirlenmesi
4.2.1. E-test 1 yontemi ile antifungal kombinasyon calismasi sonuclari

Arastirmamzda E-test-1 kombinasyonundan elde edilen sonuglar ve belirlenen FiK
indeks degerleri Cizelge 4.2.1.1, 4.2.1.2, 4.2.1.3 ve 4.2.1.4°de sirasiyla verilmistir. Elde edilen
sonuclara gore CAS+AmB kombinasyonunda, izolatlarin 20’si (%40) sinerji, 29°u (%58)’1
indifference (I) etki gostermis, 1’1 (%2) antagonistik etki gostermistir.. CAS+VORI
kombinasyonunda izolatlarin 7’si (% 14) sinerji, 41’1 (%82) indifference (1), 2’si de (% 4)
antagonistik etki (A) gostermistir. CAS+FLU kombinasyonunda izolatlarin tamami (%100)
antagonistik etki (A) gostermistir. CAS+ITRA kombinasyonunun ise 13’4 (%26)

indifference, 37’si (%74)’1i de antagonistik etki gdstermistir, sinerjiye rastlanmamaistir.
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Cizelge 4.2.1.1. CAS+AmB kombinasyonunun E-test 1 yontemine gore sonuglari

Izolat | E-Test1 | Degerlendirme | izolat | E-Test1 | Degerlendirme
No | CAS+AmB P No | CAS+AmB | FIK indeks®
FiK indeks®
1 0,012 1,1 26 0,016 0,36
2 0,19 2,52 27 0,003 0,06
3 0,125 3,66 28 0,016 0,28
4 0,25 1,97 29 0,002 0,17
5 0,19 2,28 30 0,002 0,02
6 0,047 0,92 31 0,064 0,42
7 0,047 0,62 32 0,064 0,55
8 0,004 0,13 33 0,008 0,06
9 0,125 0,83 34 0,064 0,59
10 0,016 0,54 35 0,047 2,23
11 0,016 0,17 36 0,004 0,1
12 0,125 1,33 37 0,064 0,42
13 0,125 0,99 38 0,064 1,7
14 0,064 0,51 39 0,064 0,85
15 0,047 0,83 40 0,032 0,63
16 0,064 0,42 41 0,032 0,34
17 0,047 0,56 42 0,016 8,01
18 0,094 1,19 43 0,064 0,68
19 0,032 0,34 44 0,125 0,83
20 0,032 0,42 45 0,064 1,26
21 0,023 0,27 46 0,047 3
22 0,047 0,47 47 0,094 1,19
23 0,047 0,47 48 0,047 1,56
24 0,002 0,03 49 0,125 3,66
25 0,012 0,08 50 0,094 2,19

a FIK indeks=FIK CAS+ FIK AmB; FiK= ilacin kombinasyondaki MIK degeri/tek basina MiK degeri
b FIK indeks< 0.5; sinerji, 0.5<FIK indeks<4; etkisiz, 4< FiK indeks; antagonizma (Mukherjee, et al., 2005).

¢ Etkisiz, d sinerji, e antagonizma



Cizelge 4.2.1.2. CAS+VORI kombinasyonunun E-test 1 yontemine gore sonuglari.

izolat | E-Test1 De.ger.lendirme Izolat E-Test 1 De.ger.lendirme
No | CAS+VORI | FIK INDEKS No | CAS+VORI | FIK INDEKS
1 0,38 4,04 26 0,125 0,23
2 0,38 3,8 27 0,75 3,38
3 0,38 3,55 28 0,50 1,13
4 0,50 1,82 29 0,19 0,32
5 0,38 1,9 30 0,19 0,86
6 0,38 1,71 31 0,19 0,6
7 0,19 0,63 32 0,38 0,44
8 0,094 0,44 33 0,38 1,25
9 1,0 5,33 34 0,19 0,89
10 0,75 2,47 35 0,19 0,86
11 0,25 1,16 36 0,38 1,77
12 0,75 2,22 37 1,0 3,3
13 0,75 2,47 38 0,50 2,88
14 0,50 1,82 39 0,38 1,19
15 0,50 1,33 40 0,19 0,86
16 1,0 3,3 41 0,25 1,35
17 0,38 0,63 42 0,25 0,29
18 0,38 0,95 43 0,38 1,13
19 0,125 0,45 44 0,50 1,48
20 0,38 1,13 45 0,38 2,03
21 1,0 1,25 46 0,25 0,58
22 0,50 1,25 47 0,38 1,27
23 0,125 0,29 48 0,38 1,14
24 0,75 1,75 49 0,38 3,55
25 0,50 1,48 50 0,38 1,14
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a FIK indeks=FIK CAS+ FIK AmB; FiK= ilacin kombinasyondaki MiK degeri/tek basina MIK degeri
b FIK indeks< 0.5; sinerji, 0.5<FIK indeks<4; etkisiz, 4< FiK indeks; antagonizma (Mukherjee, et al., 2005).

¢ Etkisiz, d sinerji, e antagonizma



47

Cizelge 4.2.1.3. CAS+FLU kombinasyonunun E-test | yontemine gdre sonuglari.

Izolat | E-Test 1 Degerlendirme Izolat | E-Test 1 Degerlendirme
No CAS+FLU | FIK INDEKS | No CAS+FLU | FIK INDEKS
1 8 64,25 26 12 16,38
2 8 64,25 27 32 128,5
3 6 48,13 28 8 16,25
4 8 21,22 29 12 12,75
5 8 32,25 30 12 48,13
6 6 24,02 31 8 21,3
7 16 42,17 32 12 8,38
8 8 16,08 33 16 42,61
9 16 64,13 34 8 32,08
10 12 32,33 35 12 48,75
11 24 64,66 36 24 96,75
12 12 31,67 37 12 31,83
13 24 63,25 38 8 42 .44
14 12 31,63 39 12 31,83
15 12 24,75 40 24 96,5
16 12 31,83 41 12 63,53
17 24 33,5 42 32 22
18 16 34,67 43 12 31,83
19 8 21,22 44 16 42,77
20 8 21,39 45 8 32,17
21 12 12,38 46 12 16,05
22 8 16,33 47 12 24,5
23 8 16,17 48 24 48,75
24 32 65,33 49 6 48,13
25 16 42,61 50 8 16,17

a FIK indeks=FIK CAS+ FIK AmB; FiK= ilacin kombinasyondaki MIK degeri/tek basina MiK degeri
b FIK indeks< 0.5; sinerji, 0.5<FIK indeks<4; etkisiz, 4< FiK indeks; antagonizma (Mukherjee, et al., 2005).

c Etkisiz, d sinerji, e antagonizma



Cizelge 4.2.1.4. CAS+ITRA kombinasyonunun E-test 1 yontemine gore sonuglari
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izolat E-Test 1 Degerlendirme Izolat | E-Test 1 Degerlendirme
No CAS+HITRA FIK INDEKS No CAS+ITRA | FIK INDEKS
1 0,75 6,5 26 2 6,67
2 1,0 8,33 27 2 8,67
3 0,75 6,13 28 1,5 4
4 0,75 2,02 29 4 9,33
5 1,0 4,13 30 2 12
6 0,50 2,33 31 1,5 4.7
7 1,5 3,99 32 0,75 0,75
8 0,75 1,75 33 1,0 3,63
9 2 10,67 34 1,5 7,5
10 2 5,33 35 6 30
11 1,0 2,88 36 1,5 12
12 2 5,76 37 2 5,51
13 2 7,26 38 2 26,53
14 2 5,76 39 1,5 4,32
15 1,5 3,25 40 0,75 4.5
16 2 7,26 41 4 29,05
17 2 4 42 3 8
18 2 5,33 43 1,5 7,89
19 1,5 6,95 44 1,5 7,89
20 1,5 5,95 45 1,0 9,26
21 1,0 3 46 1,0 1,67
22 2 5,33 47 0,75 2,25
2 1,0 7,26 48 8 18,67
24 4 12 49 0,75 6,5
25 2 7,26 50 1,0 2,17

a FIK indeks=FIK CAS+ FIK AmB; FiK= ilacin kombinasyondaki MiK degeri/tek basina MIK degeri

b FIK indeks< 0.5; sinerji, 0.5<FIK indeks<4; etkisiz, 4< FiK indeks; antagonizma (Mukherjee, et al., 2005).

¢ Etkisiz, d sinerjji,

e antagonizma
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Sekil 4.2.1.1.’de C. glabrata-26 izolatinin E-test-1 metoduna goére kaspofunginle dort farkli

antifungalin kombinasyonu sonucunda olusturdugu MIK degerleri goriilmektedir.

-l

Sekil 4.2.1.1. E-test 1 metoduna gore kaspofunginin dort farkli antifungalle
in vitro aktivitesinin degerlendirilmesi

4.2.2. E-test-2 yontemi ile antifungal kombinasyon ¢alismasi sonuclari

Arastirmanmizda E-test-2 kombinasyonundan elde edilen sonuglar ve belirlenen FiK
indeks degerleri Cizelge 4.2.2.1, 4.2.2.2,4.2.2.3 ve 4.2.2.4°de sirasiyla verilmistir. Elde edilen
sonuclara gére CAS+AmB kombinasyonunda, izolatlarin 6’s1 (%12) sinerji, 41’1 (%82)
indifference ve 3’0 (%6) antagonizma seklinde tayin edilmistir. CAS+VORI
kombinasyonunun 16’s1 (%32) sinerji, 34’1 (%68) indifference etki gostermistir. CAS+FLU
kombinasyonunun 1’i (%2) sinerji, 36’s1 (%70) indifference etki ve 13’4 (%26) de
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antagonistik etki belirirken, CAS+ITRA kombinasyonunda suslarin tamami (%100)

indiference etkigdstermistir.

Ci.zelge 4.2.2.1. CAS+AmB kombinasyonunu.n E-test-2 yontemine gore sonuglari.
Izolat | E-Test 2 D.egerlendirme Izolat | E-Test 2 D.egerlendirme
No Kom. CAS- | FIKINDEKS | No Kom.CAS- FIK INDEKS

Kom. AmB Kom.AmB

1 0,064-0,08 7,18 26 0,38-0,023 1

2 0,064-0,094 1,01 27 0,125-0,047 1,23
3 0,25-0,016 2,34 28 0,125-0,032 0,75
4 0,19-0,125 1,16 29 0,50-0,006 1

5 0,125-0,094 1,25 30 0,023-0,002 0,11
6 0,094-0,023 0,74 31 0,125-0,125 0,83
7 0,125-0,047 0,83 32 0,25-0,064 0,68
8 0,38-0,023 1,48 33 0,125-0,094 0,82
9 0,094-0,19 0,88 34 0,064-0,023 0,38
10 0,25-0,016 1,16 35 0,064-0,094 4,34
11 0,125-0,047 0,7 36 0,064-0,094 2,26
12 0,125-0,032 0,58 37 0,19-0,19 1,26
13 0,094-0,047 0,49 38 0,125-0,032 1,34
14 0,125-0,064 0,67 39 0,032-0,064 0,77
15 0,25-0,023 0,86 40 0,125-0,047 1,23
16 0,125-0,125 0,83 41 0,094-0,094 0,99
17 0,38-0,047 1,01 42 0,25-0,016 8,17
18 0,19-0,047 0,88 43 0,125-0,023 0,51
19 0,125-0,032 0,58 44 0,125-0,094 0,7
20 0,125-0,023 0,57 45 0,19-0,016 1,01
21 0,125-0,023 0,37 46 0,50-0,012 1,42
22 0,19-0,064 0,89 47 0,25-0,064 1,18
23 0,125-0,023 0,43 48 0,25-0,016 1

24 0,125-0,012 0,38 49 0,094-0,032 1,43
25 0,125-0,125 0,83 50 0,25-0,032 1,18

a FIK indeks=FIK CAS+ FIK AmB; FiK= ilacin kombinasyondaki MIK degeri-tek basina MIK degeri

b FIK indeks< 0.5; sinerji, 0.5<FIK indeks<4; etkisiz, 4< FiK indeks; antagonizma (Mukherjee, et al., 2005).
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Cizelge 4.2.2.2. CAS+VORI kombinasyonunun E-test-2 yontemine gore sonuglari.

Izolat E-Test 2 Degerlendirme Izolat E-Test 2 Degerlendirme
No Kom. CAS- | FIK INDEKS No Kom.CAS- FIK INDEKS
Kom. VORI Kom.VORI
1 0,094-0,25 1,41 26 0,125-0,50 0,42
2 0,047-0,25 0,88 27 0,094-1,0 0,88
3 0,047-0,50 1,04 28 0,032-0,75 0,25
4 0,094-0,50 0,75 29 0,19-0,50 0,52
5 0,25-0,19 1,19 30 0,047-0,38 0,38
6 0,047-0,50 0,44 31 0,047-0,50 0,37
7 0,25-1,0 1,32 32 0,19-0,50 0,38
8 0,047-0,25 0,75 33 0,094-1,0 0,91
9 0,125-2 3,17 34 0,023-0,25 0,26
10 0,125-0,75 0,83 35 0,064-1,0 0,76
11 0,25-0,38 1,42 36 0,047-0,75 0,69
12 0,125-2 1 37 0,094-1,0 0,91
13 0,094-0,50 0,58 38 0,047-1,0 0,75
14 0,125-0,50 0,83 39 0,064-0,75 0,54
15 1,0-0,25 2,17 40 0,094-1,0 0,88
16 0,125-0,75 0,83 41 0,047-2 0,5
17 0,125-0,50 0,33 42 0,19-0,50 0,38
18 0,064-0,75 0,5 43 0,047-0,75 0,37
19 0,125-0,50 0,83 44 0,047-0,50 0,29
20 0,047-1,0 0,46 45 0,47-0,19 2,13
21 0,047-0,38 0,14 46 0,19-0,38 0,63
22 0,094-0,38 0,38 47 0,25-0,25 0,83
23 0,47-0,19 1 48 0,125-0,50 0,75
24 0,094-1,0 0,52 49 0,032-0,50 0,92
25 0,125-1,0 0,66 50 0,064-0,50 0,63

a FIK indeks=FIK CAS+ FIK AmB; FiK= ilacin kombinasyondaki MIK degeri/tek basina MiK degeri

b FIK indeks< 0.5; sinerji, 0.5<FIK indeks<4; etkisiz, 4< FiK indeks; antagonizma (Mukherjee, et al., 2005).

¢ Etkisiz, d sinerjj,

e antagonizma
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Cizelge 4.2.2.3. CAS+FLU kombinasyonunun E-test-2 yontemine gore sonuglari

Izolat E-Test 2 De.ger.lendirme Izolat E-Test 2 De.ger.lendirme
No Kom. CAS- | FIK INDEKS No | Kom.CAS- | FIKINDEKS
Kom. FLU Kom. FLU

1 0,12532 2 26 0,50-128 4,67
2 0.047-32 1,38 27 0,25-64 2

3 0,125-48 2 28 0,5-32 2

4 0,25-128 3,32 29 0,25-64 4,25
5 0,25-32 2 30 0,25-96 2

6 0,19-28 0,87 31 0,25-192 6,66
7 0,38-256 2 32 0,25-128 4,17
8 0,125-12 0,38 33 0,25-48 2,16
9 0,25-128 2 34 0,19-128 2,09
10 0,125-12 1,08 35 0,19-192 12,76
11 0,38-16 2 36 0,125-128 4,5
12 0,38-128 2 37 0,19-128 3,17
13 0,38->256 2 38 0,094-48 2,49
14 0,19-128 1 39 0,094-128 2,91
15 0,125-16 1,25 40 0,19-96 2,76
16 0,19-128 3,17 41 0,19-32 2
17 0,25-96 6,33 42 0,38-32 0,92
18 0,25-128 21,83 43 0,125-128 3
19 0,25-192 4,66 44 0,125-128 5,66
20 0,25-24 1,66 45 0,094-24 0,88
21 0,50-128 4,5 46 0,25-64 0,58
22 0,25-128 5,83 47 0,25-12 1
23 0,5-48 2 48 0,5-32 2
24 0,19-128 5,71 49 0,125-48 2
25 0,25-48 2,16 50 0,19-16 0,71

a FIK indeks=FIK CAS+ FIK AmB; FiK= ilacin kombinasyondaki MIK degeri/tek basina MiK degeri

b FIK indeks< 0.5; sinerji, 0.5<FIK indeks<4; etkisiz, 4< FiK indeks; antagonizma (Mukherjee, et al., 2005).

¢ Etkisiz, d sinerjj,

e antagonizma
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Cizelge 4.2.2.4. CAS+ITRA kombinasyonunun E-test-2 yontemine gore sonuglari.

Izolat E-Test 2 Dqger.lendirme Izolat E-Test 2 De.ger.lendirme
No Kom.CAS | FIK INDEKS No Kom.CAS FIK INDEKS
Kom.ITRA Kom.ITRA
1 0,125-1 1,67 26 0,50-0,50 1,67
2 0,125-2 1,67 27 0,25-2 1,67
3 0,125-4 1,67 28 0,25-1,5 1,5
4 0,25-8 1,16 29 0,5-0,75 1,5
5 0,25-4 1,5 30 0,25-0,50 2
6 0,38-1 2,19 31 0,38-1 1,5
7 0,38-16 1,5 32 0,38-2 0,92
8 0,38-3 1,76 33 0,25-1 1,66
9 0,25-0,50 1,67 34 0,25-1 2
10 0,38-16 1,5 35 0,25-0,5 1,5
11 0,38-2 1,5 36 0,25-0,25 2
12 0,25-2 1,16 37 0,25-6 1,41
13 0,38-0,75 1,75 38 0,19-0,125 2
14 0,38-2 1,5 39 0,38-2 1,5
15 0,38-4 1,43 40 0,19-0,50 1,76
16 0,38-1 2 41 0,19-0,50 2
17 0,38-1 1,17 42 0,38-0,50 1,25
18 0,38-1 1,43 43 0,38-0,38 2
19 0,25-0,38 1,42 44 0,25-0,38 1,66
20 0,25-0,50 1,32 45 0,25-0,19 2
21 0,75-0,50 1,75 46 0,38-2 1,17
22 0,25-2 1,83 47 0,5-1 2
23 0,38-0,19 1,76 48 0,38-3 1,76
24 0,25-0,5 1 49 0,125-1,5 2
25 0,25-1 1,66 50 0,38-4 1,43

a FIK indeks=FIK CAS+ FIK AmB; FiK= ilacin kombinasyondaki MIK degeri/tek basina MiK degeri

b FIK indeks< 0.5; sinerji, 0.5<FIK indeks<4; etkisiz, 4< FiK indeks; antagonizma (Mukherjee, et al., 2005).

¢ Etkisiz, d sinerjj,

e antagonizma
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Sekil 4.2.2.1°de E-test-2 metoduna gore kaspofungin dort farkli antifungalle

kombinasyonu goriilmektedir.

(c) CAS+FLU (d) CAS+AmB

Sekil 4.2.1.2. E-test 2 metoduna gore kaspofunginin diger antifungallerle kombinasyonu
a. CASHITRA b. CAS+VORI c. CAS+AmB d. CAS+FLU

4. 2. 3. Disk difiizyon yontemi ile antifungal kombinasyon calismasi sonuglari

Kaspofunginin 4 farkli kombinasyonunun disk diflizyon yontemi ile in vitro etkilerini
degerlendirmede ilk asamada fakli antifungalleri igeren diskler hazirlanarak izolatlarin her
birinin tek baslarina olusturduklari zon ¢aplar1 belirlenmistir (Sekil 4.2.3.1.). Bir sonraki

asamada ise antifungallerin kaspofungin ile kombine kullanimda olusturduklar1 zon ¢aplari
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belirlenmistir. Arastirmamizda kombinasyon testinde elde edilen zon caplari, ilaglarin tek
basina gosterdigi zon ¢aplarindan genel olarak daha biiyiik bulunmustur (Tablo 4.2.3.1.).
Kombine kullanimda en kuvvetli antifungal aktiviteyi CAS+AmB ve CAS+VORI, en diisiik
antifungal aktiviteyi ise CAS+ITRA gostermistir. Zon caplart Ol¢iiliitken AmB ve CAS igin
%100’lik inhibisyon, diger antifungaller icin ise %80 inhibisyon esas alinmistir. Zon

kenarindaki ya da i¢indeki mikrokoloniler dikkate alinmamustir.

Sekil 4.2.3.1. a. C.glabrata-30 izolatinin CAS,AmB
ve ITRA antifungallerine kars1 in vitro etkilerinin
disk difiizyon testi ile gosterilmesi.
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Sekil 4.2.3.1.b C. glabrata-27 izolatinin CAS’in dort farkli antifungalle
kombinasyonunun disk difiizyon yontemi ile gosterilmesi

Cizelge 4.2.3.1. C. glabrata’nin 50 izolatina kars1 CAS, FLU, ITRA, VORI ve AmB’nin in
vitro aktivitelerinin tek baslarina ve kombine kullanimda disk difiizyon yontemi ile olusturdugu
zon ¢aplar1 (mm).

Izolat | CAS | FLU | VORI | ITRA | AmB | CAS+ | CAS+ | CAS+ CAS+
no FLU VORI | ITRA AmB
1 25 25 26 17 7 30 41 28 48
2 26 20 27 12 24 30 36 27 32
3 23 23 24 8 20 31 28 30 31
4 33 30 30 7 20 30 37 29 30
5 28 21 20 9 20 32 35 28 31
6 26 33 35 13 26 29 41 29 36
7 25 21 25 9 24 29 41 25 29
8 27 20 22 8 24 30 33 28 31
9 21 17 20 13 13 30 37 29 30
10 88 21 21 8 18 30 34 28 32
11 18 30 30 9 7 31 33 27 30
12 25 30 25 11 11 30 36 30 29
13 23 28 30 16 23 30 42 29 27
14 21 30 27 10 23 35 42 30 31
15 23 31 30 8. 25 30 36 28 36
16 26 21 30 9 22 30 33 29 28
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Cizelge 4.2.3.1. devam ediyor.
17 23 20 30 16 25 31 51 28 40
18 23 21 31 17 23 31 47 28 32
19 25 20 25 17 21 30 40 29 27
20 21 21 23 14 24 30 35 27 28
21 31 18 25 10 30 27 31 26 30
22 23 17 20 17 21 26 33 28 30
23 21 25 30 29 25 29 40 33 31
24 23 20 21 17 24 30 34 27 32
25 26 21 25 18 22 31 41 25 28
26 23 23 23 24 29 31 49 25 30
27 23 30 30 12 25 30 43 26 29
28 26 20 20 25 25 30 42 28 30
29 27 25 25 28 26 34 42 30 29
30 24 23 23 12 23 35 38 25 28
31 22 21 22 19 19 40 50 26 30
32 25 21 22 17 23 31 43 28 29
33 25 20 20 17 23 32 51 27 25
34 25 26 26 19 25 35 51 27 31
35 23 27 27 23 27 32 42 30 27
36 25 20 20 26 25 29 41 27 28
37 27 21 21 21 27 33 41 28 29
38 25 17 17 20 22 36 50 39 30
39 27 26 26 22 21 42 52 25 28
40 22 20 20 19 23 36 46 28 29
41 22 23 23 25 24 32 39 30 28
42 24 20 20 25 25 36 45 23 29
43 25 25 25 23 23 38 46 25 26
44 24 22 22 20 22 35 50 20 29
45 24 25 25 21 23 28 52 25 8
46 24 21 21 21 25 40 45 27 30
47 27 21 22 23 24 40 50 27 29
48 29 21 22 20 24 35 42 27 29
49 23 20 20 18 22 40 50 29 30
50 23 30 30 19 24 41 45 30 30

Antifungallerin tek baslarina olusturduklar1 zon caplarina karsihk gelen MIK

degerlerinin belirlenmesinde asagidaki tablodan yararlanilmustir.
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Cizelge 4.2.3.2. Antifungallerin disk difizyon metoduna gore olusturduklari zon gaplari ve
MIK degerleri (Online: www.mycology.org).

Antifungal Zon capi MIK
AmfoterisinB (10ng)
Duyarl >15 mm. <1 mg-ml.
Ortaderecede 10-14 mm. 2 mg-ml.
Direngli Zon yok >4mg-ml.
Itrakonazol (8 ng)
Duyarlt >16 mm. <0.125 mg-ml.
Ortaderecede 10-15 mm. 0.25-0.5 mg-ml.
Direngli <9 mm. >1 mg-ml.
Flukonazol (25
%i) arls >22 mm. <8.0 mg-ml.
Y 15-21 mm. 16-32 mg-ml.

Orta derecede

. . <14 mm. >64 mg-ml.
Direngli
Vorikonazol (1 pg)
Duyarl >14 mm <1.0 mg-ml.

Arastirmamizda c¢alisilan izolatlarin tiimii VORI’e duyarli olarak bulumustur. AmB’ye
3 (%60) izolat orta derecede duyarli, diger 47 (%94) izolat duyarli olarak bulunmustur.
Izolatlarin 9 (%18)’u ITRA’e direngli, 9 (%18)’u orta derecede duyarli ve 32 (%64)’si de
duyarli olarak bulunmustur. FLU’e ise izolatlarin 29(%58)’u orta derecede duyarli, 21(%42)’1
ise duyarlt olarak bulunmustur. Kaspofungin i¢in ise heniiz bir standardizasyon
gelistirilmemis olmakla beraber calismamizda kaspofungin kuvvetli bir antifungal etki

gostermistir.

Daha sonra iki ilag arasindaki iliskiyi degerlendirmek i¢in test edilen izolatin yayildig:
plaga A ve B ilaglarini birlikte iceren diskler yerlestirilmis ve aradaki mesafe ilaglarin tek
baslarina test edildiklerinde elde edilen inhibisyon zonlarinin yarigaplar1 toplami kadar olacak
sekilde ayarlanmistir (r). Plagin alt kismina da aralarinda bu mesafenin yaris1 kadar uzaklikta
olan iki disk yerlestirilmistir (1/2). Degerlendirmede diskler arasi mesafe degisebilmekle
birlikte, sinerjistik etkilesmede iki ilacin inhibisyon zonlarinin birlestigi alanda kdpriilesme ya
da genisleme, antagonistik kombinasyonda ise iki ilacin inhibisyon zonlarinin birlesme yeri

yakinindaki alanda inhibisyon zonlarinda kesilme olup olmadigina bakilmistir.


http://www.mycology.org/
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Elde edilen sonuglara gore, diskler arasi mesafe (r) kadar alindiginda, CAS+AmB
kombinasyonunda 4 (%8) izolat sinerji, 46 (%92) izolat indifference etki gostermis;
CAS+VORI kombinasyonunda izolatlarin 11°1 (%22) sinerji, 39’u (%78) ise indifference etki
gostermistir. CAS+FLU kombinasyonunda ise 10 (%20) izolat sinerji, 40 (%80) izolat ise
indifference etki gostermistir. CAS+ITRA kombinasyonu i¢in izolatlarin 8’1 (%16) sinerji,
42’si (%84) ise indifference olarak bulunmustur. Diskler arasi mesafe ( 1/2) kadar
alindiginda ise CAS+AmB kombinasyonunda 8 (%16) izolat indifference, 42 (%84) izolat

sinerjik etki gosterirken, diger tiim kombinasyonlar sinerji ile sonuglanmistir.

Cizelge 4.2.3.3°de CAS’in, C. glabrata izolatlarina karst1 VORI, ITRA, AmB ve FLU
ile kombinasyonundaki in vitro etkileri gosterilmistir. Kombinasyonda diskler arasi

mesafeler sirasiyla once (r) ve sonra (r/2) olarak alinmustir.

Cizelge 4.2.3.3. CAS’in, C. glabrata’nin 50 izolatina karsi VORI, ITRA, AmB ve FLU ile
kombinasyonundaki in vitro aktivitelerinin disk diflizyon yontemi ile karsilagtirilmasi.

Izolat | CAS+ CAS+ | CAS+ | CAS+ | CAS+ CAS+ CAS+ | CAS+
no VORI ITRA | AmB FLU VORI ITRA AmB FLU
(r) (r) (r) (r) (r/2) (r/2) x2) | (/2)

1 @ Q) @ @ ) ) ) S
2 @ ) Q) @ (&) S) ) )
3 @ () @ @ ) ) () )
4 @ S) Q) @ (&) ) S) S)
5 @ ) @ @ &) () () ()
6 @ ) @ @ ) ) (S) S)
7 @ @ @ @ &) ®) @ )
8 @ Q) @ @ ) () @ S
9 @ @ S) @ (&) S) ) )
10 @ ) @ (S) (S) &) &) &)
11 Q) &) (&) @ (S) &) S &)
12 @ @ ®) @ &) ) &) ()
13 @ S) @ @ &) S) S) S)
14 @ @ @ @ &) &) @ ()
15 @ @ @ @ ) &) @ )
16 S) @ @ &) (S (&) &) S)
17 @ @ @ &) &) &) @ ()
18 @ @ @ ) S) S) @ )
19 () @ @ (S (S ) @ ()
20 @ @ @ @ &) ) @ )
21 Q) @ @ ) &) ) &) )
22 @ @ @ @ ) (©) () )
23 @ Q) @ @ &) S) S) S)
24 @ @ d @ &) () &) )
25 @ @ @ @ ) ) ) S)
26 @ @) @ @ ) ®) ®) )
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Cizelge 4.2.3.3. devam ediyor.

27 @ @ @ @ () ) ) (S)
28 (S) @ @ ) ©) ) ) )
29 (S) Q) Q) Q) S) (S) (S) (S)
30 @ @ @ ) ) () S) (S)
31 (S) Q) Q) S) ) ) ) (S)
32 @ @ @ @ () S () (S)
33 @ @ @ @ ) (S) ) (S)
34 @ @ @ @ () S () (S)
35 @ @ @ @ ) (S) S) (S)
36 (S) Q) Q) Q) ) (S) S) (S)
37 @ @ @ @ ) (S) S) )
38 Q) @ (S) Q) ) S) ) (S)
39 (&) @ @ ) ) ) ) S)
40 () @ @ Q) () S) ) )
41 (S) @ @ @ (©) S) ) (S)
42 @ @ @ @ () S) S) )
43 Q) Q) @) Q) ) (S) (S) (S)
44 ) @ @ @ ) ) ) )
45 @ @ Q) @ ) S) ) (S)
46 (S) @ @ @ (©) (S) ) (S)
47 @ @ @ @ S) (S) (S) (S)
48 @) Q) @) Q) ) (S) S) (S)
49 @ @ @ @ (©) S) S) )
30 @ @ @ Q) ) S) S) (S)

Sekil 4.2.3.2. C. glabrata-49 no’lu

izolatinin disk diflizyon yontemi ile
CAS+AmB’ye kars1 in vitro aktivitesi.

4
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4.2.4. Time-kill yontemi ile antifungal kombinasyon ¢calismasi sonuclari

Time-kill calismalarinda ilaclar tek basma ve kombinasyonda 1x MIK degerinde
calisilmigtir.  Koloni sayis1 0, 2, 6 ve 24. saatlerde tespit edilmistir. Baslangigtaki inokiilim
ile karsilagtirildiginda, her ml’de < %99,9 bir CFU sayisina ulasilmas1 fungisidal aktivite
olarak kabul edilmistir. Time-kill metodunda kaspofungin ile amfoterisin B
kombinasyonlarinin higbiri antagonizma gostermemistir. Sekil 4.2.4.1°te C. glabrata-11
izolatinin CAS+AmB kombinasyonu ile etkilerinin zaman Olim egrisi sonuglar
goriilmektedir. Buna gore en aktif tek antimikrobiyal ajanin (AmB) etkisiyle kombinasyonun
etkisi karsilastirildiginda 10 kattan daha az bir degisim goriilmektedir. Bu etkilesim de
indifference olarak tanimlanmistir. indifference etki gosteren kombinasyonlarin higbiri log-

1,5’Tuk bir azalmadan daha fazlasini gostermemislerdir.

Log10 CF Wl
i
6 ______.-‘l' Kantral
Ty | N
AP

2 Kom
I:I 1 1 1 T

] 2 ol B 24

Zaman [s=st])

Sekil 4.2.4.1. C. glabrata -10 izolatinin CAS+AmB kombinasyonu ile etkilerinin
Time kill metodu ile etkisi

Arastirmamizda CAS+AmB kombinasyonunda izolatlarin 23’1 (%46) sinerji, 27°si (%54)
indifference etki gostermistir. CAS+VORI kombinasyonunda izolatlarin 8’1 (%16) sinerji,
41’1 (%82)  indifference etki ve 1’1 (%2) antagonizma gostermistir. CAS+FLU
kombinasyonunda izolatlarin 7’si (%14) sinerji, 31’1 (%62) indifference etki, 12’si (%24)
antagonizma gostermistir. CAS+ITRA kombinasyonunda da izolatlarin 41°i indifference

(%82), 9’u (%18) antagonizma gostermistir (Cizelge 4.2.4.2, Sekil 4.2.4.2.).
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50klnk O glabrate zolhtmm tme-kill
kombinasyonu sonuglar.

1zolat sayist

@ =ineri

m Antagonizma

o
L

Olindifference

C+ A C+Y o CH C+F

antifungal kembinasyonlar

Sekil 4.2.4.2. Klinik C. glabrata izolatlarinin Time-Kill kombinasyon testi
sonuclarina gore karsilastirilmasi, (I), indifference etki; (A), antagonizma; (S),sinetji

Cizelge 4.2.4.2. C.glabrata izolatlarinin Time-Kill kombinasyonu sonuglari.(I), indifference
etki; (A), antagonizma; (S),sinerji.

izolat | CAS+VORI CAS+AmB CAS+FLU CAS+ITRA
No | Degerlendirme | Degerlendirme | Degerlendirme | Degerlendirme
1 I I I |
2 I | | |
3 I I I |
4 I I I |
5 I I I I
6 I I I |
7 I I I |
8 S S S I
9 A S S I
10 I I I |
11 | S S I
12 I S S I
13 I I I |
14 I | | |
15 I I I |
16 | S I A
17 I I A A
18 | I A |
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Cizelge 4.2.4.2. devam ediyor.
19 S
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50

— ===~ = n|— | |—|—|—|—|—]—= === |~~~ |~~~ |—|n|—|—]—
=l e e i | i il ninitninitninitntnltnnltn|tn|n

Sekil 4.2.4.3°de C. glabrata-11 izolatinin Time-Kill sonuglar1 verilmistir. 1. siitunda 0, 2,
6, 24. saatlerde kontroliin liremesi ile ikinci siitunda tek basina CAS, {igiincii slitunda tek
basina AmB ve dordiincii siitunda CAS+AmB’nin kombine kullaniminin zamana gore etkisi
goriilmektedir. Calisma sonucunda plaklarda birka¢ yerden Imm’lik alanlar segilerek koloni
sayimlar1 yapilmis ve tiim plaktaki koloni sayilar1 hesaplanmis ve logaritmik olarak grafige

dokilmistiir.



Sekil 4.2.4.3. C. glabrata-10 no’lu izolatin CAS+AmB kombinasyonu sonuglari.

Cizelge 4.2.4.3.’de Kaspofunginin C. glabrata izolatlarina kars1 FLU, ITRA, AmB ve

VORI ile kombinasyonlarinin time-kill, disk difiizyon ve E test yontemi sonuglari

goriilmektedir

64



65

Cizelge 4.2.4.3. Kaspofunginin C. glabrata izolatlarina karst FLU, ITRA, AmB ve
VORI ile kombinasyonlarinin time-kill, disk difiizyon ve E test yontemi sonuglari

CAS+AP Sinerji Etkisiz Antagonizma
E test | 20 29 1
E test 2 6 41 3
Disk difiizyon 4 46 -
Time kill 23 27 -
CAS+VORI Sinerji Etkisiz Antagonizma
E test 1 7 41 2
E test 2 16 34 -
Disk difiizyon 11 39 -
Time kill 8 41 1
CAS+FLU Sinerji Etkisiz Antagonizma
E test | - - 50
E test 2 1 36 13
Disk diflizyon 10 40 -
Time kill 7 31 12
CAS+ITRA Sinerji Etkisiz Antagonizma
E test 1 - 13 37
E test 2 - 50 -
Disk difiizyon 8 42 -
Time kill - 41 9
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5. SONUCLAR VE TARTISMA

Yeni antifungal ilaglarin gelismesi, profilakside daha agresif yaklagimlar1 kolaylastirmis
ve fungal infeksiyonlarin tedavisinde endise duyulan direngli organizmalarin ortaya ¢ikigina
neden olmustur (Canuto and Rodero, 2002). Son yillarda yapilan arastirmalar, fungemilerde
C. albicans izolatlarinin sikligmmin sabit kaldigim1 ve azol duyarliliginda bir farklilik
olmadigin1 gosterirken, azollere duyarliligi azalmis direngli mantarlarda, oOzellikle de
flukonazole direngli Candida tiirlerine bagli infeksiyonlarda Onemli bir artis oldugunu

dogrulamaktadir ( Maenza, et al., 1998).

C. glabrata son yillarda yiizeyel ve derin infeksiyonlarda 6nemli rol oynayan bir
patojen durumuna gelmistir. C. glabrata’nin yol actigi sistemik infeksiyonlar yiiksek bir
mortalite ile karakterizedir ve bu tiirlin azol grubu ilaglara, 6zellikle de flukonazole karsi
azalan duyarliligi olmasi1 tedavisini zorlagtirmaktadir. Yeni bir ekinokandin bilesigi olan
kaspofungin, Candida tiirlerine karsi potansiyel bir fungisidal etki gdostermekte ve AmB

deoksikolattan daha iyi tolere edilmektedir (Barchiesi, et al., 2005).

Kaspofungin, bir fungal hiicre duvar1 komponenti olan B (1,3) D-glukan {izerine
etkilidir. Polyen ya da azol grubu ilaglar ise dogrudan ya da dolayli olarak hiicre membrani
tizerine etkilidirler. Arastirmamizda kaspofungin temel antifungal olarak alinmis, farklh
hedefleri iceren ilaglarin kombine kullanimlarinin C. glabrata’ya karsi azalmis bir toksisite

de gostererek etkili olabilecegi diisliniilmiistiir.

Arastirmamizda ilk olarak 50 klinik C. glabrata izolatinin  broth mikrodiliisyon ve E-

test yontemleriyle antifungal duyarliliklar1 saptanmus, iki test arasindaki uyum belirlenmistir.

C. glabrata  suslarimin duyarliligini saptamada broth mikrodiliisyon ve E-test
yontemleri arasindaki uyum amfoterisin B i¢in %86, flukonazol i¢in %92, vorikonazol i¢in
%84, itrakonazol i¢in %58 ve kaspofungin i¢in %90 olarak hesaplanmistir. Yine
aragtirmamizda flukonazol ve itrakonazole direncli izolatlarin tiimi kaspofungine duyarlt
olarak bulunmustur. Kaspofungin E-test heniiz sadece aragtirma amacl olarak kullanilmakta
olup, calismamizda broth mikrodiliisyon testleri ile iyi bir korelasyon gostermistir. Bu

nedenle duyarlilik testlerinde kullanilabilecegini diistinmekteyiz.

Yiicesoy ve arkadaglar1 77 C. albicans izolat1 ile yaptiklar1 ¢alismada 24 ve 48 saatlik

inkiibasyonlarda, gorsel ve spektrofotometrik olarak degerlendirdikleri mikrodiliisyon
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yontemini E-test yontemi ile karsilastirmiglardir. 48 saatlik inkiibasyon ve gorsel
degerlendirme kriterlerine gore flukonazol i¢in %80.0 ve amfoterisin B i¢in %93.5 uyum

saptamiglardir (Yiicesoy, vd., 2001).

Beth ve arkadaslarinin 944 Candida izolat1 ile ilgili yaptiklar1 bir ¢alismada ¢aligilan
229 C. glabrata izolatinin flukonazol ve itrakonazol duyarliliklar: aragtirilmis ve 48 saatlik
inkiibasyonda MIK aralig1 flukonazol i¢in 1->64pg-ml, itrakonazol i¢in 0.06->8ug-ml olarak
bildirmislerdir (Beth, et al., 2002).

Sewell ve arkadaslarinin 41 Candida tiirii ile yaptiklar1 ¢alismada mikrodiliisyon ve E-
test yontemleri ile elde edilen MIK aralig: flukonazol igin sirastyla 2.0-128ug-ml ve 0.12-
>256ug-ml seklinde bulunmustur (Sewell, et al., 1994).

Cheng ve arkadaslar1 1996-1994 yillar1 arasinda kandidemiye yol acan Candida
tiirlerinin antifungal duyarliliklar1 ve dagilimlarini arastirmiglardir.  Kandan izole edilen 383
Candida tiiriinde, 20 C. glabrata tiiriiniin amfoterisin B MIK degeri 0,5-2 pg-ml olarak
bulunmus, flukonazol MiK degeri ise 2-128pg-ml degeri arasinda bulunmustur (Cheng, et al,
2004).

Pfaller ve arkadaslarinin 726 Candida tirii ile yaptiklar: bir arastirmada E-test metodu
ile kaspofungin duyarliliklar1 arastirilmis, sonucglar broth mikrodiliisyon duyarliliklar ile
karsilastirilmistir. E-test MIK degerlerinin bazi suslarda daha diisiik oldugu belirtilmekle
beraber kaspofungin duyarhiliklarinin saptanmasinda E-test kullaniminin faydali olabilecegi
agiklanmustir. Calismada E-test, RPMI-1640 ve Antibiotic Medium-3 besiyerleri
kullanilarak karsilastirmali c¢alisilmis, RPMI-1640 ile elde edilen sonuclar referans broth
mikrodiliisyon MiK’leriyle miikemmel bir uyum gostermistir (Pfaller, et. al., 2001).

Yine Pfaller ve arkadaglarinin 312 Candida izolatina kars1 vorikonazol duyarliliklarinin
broth mikrodiliisyon ve 3 farkli besiyeri kullanilarak E-test yontemi ile arastirildigi bir
calismada 55 C. glabrata izolatin referans broth mikrodiliisyon MIK araligi 0.015-8.0 ug-
ml olarak tespit edilmistir. E-test yontemi RPMI-1640, Antibiotic Medium-3 ve Casitone
Agar besiyerleri kullanilarak calisilmis, sonuglar referans broth mikrodiliisyon yontemi ile
karsilastirildiginda RPMI-1640 (%91), CAS (%87), AM-3 (%58) uyum gostermistir (Pfaller,
et al., 2000).
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Chryssanthou ve Manuel Cuenca-Estrella 102 Candida tiirii ve Saccharomyces
cerevisiae Ornegi kullanarak vorikonazol ve kaspofungin duyarliliklarimi E-test ve broth
mikrodiliisyon yontemleri ile belirlemis,iki test arasinda vorikonazol i¢in %100, kaspofungin

icin %89 uyum belirlemislerdir (Chryssanthou and Cuenca-Estrella, 2002).

Maxwell ve arkadaslar1 kandan nadiren izole edilen 279 Candida susu igin flukonazol
ve vorikonazol MIK degerlerini saptamada E-test yontemini degerlendirdikleri
calismalarinda, E-test ve mikrodiliisyon yontemleri arasindaki uyumu suslarin biiyiik
kisminda flukonazol i¢in > %97 ve vorikonazol i¢in > %99 olarak bildirmiglerdir(Maxwell et
al.,2003). Barry ve arkadaslar1 495 sik izole edilen Candida susunun flukonazole duyarlilik
testlerinde E-test ve broth mikodiliisyon yontemi arasinda %96 tutarlilik saptamigslardir

(Barry, et al., 2002).

Pfaller ve arkadaslari, 601 invaziv C. glabrata izolatinin antifungal duyarliliklar1 ve
cografik lokasyonlar: ile 1ilgili yaptiklar1 bir ¢alismada, izolatlarin %90’1 CAS’e duyarli
bulunmus ve MIK degerleri ortalama 0,12 pug pg/ml seklinde goriilmiistiir.  Caligilan tiim
cografik bolgelerde en aktif ajanlar kaspofungin ve flusitozin olarak saptanmistir. Calismada
flukonazole direngli 46 izolatin timii kaspofungine karst duyarli bulunmus ve bu izolatlar
posakonazol, ravukonazol ve vorikonazole degisebilen oranlarda direng gdostermislerdir

(Pfaller, et al., 2004).

Maxwell ve arkadaslar1  Cryptococcus neoformans izolatlarimi kullandiklar1 bir
calismada iki test arasindaki uyumu vorikonazol i¢in %94 ve amfoterisin B icin %99
bildirmislerdir (Maxwell, et al., 2003). Ko¢ ve arkadaslar1 broth mikrodiliisyon ve E-test
yontemini karsilagtirmak i¢in amfoterisin B, flukonazol, itrakonazol ve ketokonazol gibi dort
antifungal ajan ile yaptiklar1 ¢aligmalarinda testler arasi uyumu amfoterisin B i¢in %93.1 ve

flukonazol i¢in %79.4 bulmuslardir (Kog, et al., 2000).

Kronvall and Karlsson, 114 klinik Candida izolatinin flukonazol ve vorikonazol
duyarliliklar ile ilgili yaptiklar1 arastirmada E-test ve disk difiizyon metodlarini kullanmaslar,
tiim suslarin vorikonazole duyarli olduklarini ve C. glabrata ve C. krusei haricindeki ¢ogu
izolatinda flukonazole duyarli olduklarini bulmuslardir. 19 C. glabrata izolatinin flukonazol
duyarhiliklart 2-32pg/ml arasinda, vorikonazol duyarliliklart ise 0,125-2pg/ml arasinda
bulunmustur (Kronvall and Karlsson, 2001).
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7837 Candida drnegi ile yapilan bir ¢calismada izolatlarin 351’inin  (flukonazol MIK>
64ug/ml) direncli oldugu saptanmis ve bu sayinin toplam izolat sayisinin %4’iinii olusturdugu
belirtilmistir. Flukonazole direngli izolatlarin tiimii kaspofungin tarafindan inhibe edilmistir
(Pfaller, et al., 2003). Bizim c¢aligmamizda da flukonazole direngli izolatlarin tiimiiniin

kaspofungin tarafindan inhibe edildigi goriilmiistiir.

Pfaller ve arkadaslar1 402 maya izolatinin flukonazol duyarliligin1 broth mikrodiliisyon
metod ve E-test ile arastirmiglardir. Calismada ti¢ farkli besiyeri kullanilmig; E-test metodu
icin RPG (RPMI-1640) ve CAS (Casitone Agar) besiyerleri referans metodla iyi bir
korelasyon gostermis, MHA (Mueller Hinton Agar) besiyeri ise daha zayif sonuglar vermistir

(Pfaller, et al., 1998).

159 klinik ve 12 referans maya izolati ile yapilan bir ¢alismada C. glabrata izolatlarinin
flukonazol duyarhliklar1 2-16pg/ml oranlarinda, itrakonazol duyarliliklar1 ise 0,06-2 pg/ml
arasinda degismistir (Nenoff, et al., 1999).

Calismamiza alman C. glabrata suslarmin MIK degeri araliklari sirasiyla broth
mikrodiliisyon testlerinde MIK degerleri amfoterisin B igin 0.125-0,5 ng/ml, flukonazol igin 8
- >64 ug/ml, vorikonazol i¢in 0,125—4 pg/ml , kaspofungin i¢in 0,125-2pg-ml ve itrakonazol
icin 0,254 pg/ml arasinda degismistir. E-test yontemi ile elde edilen MIK degerleri ise
amfoterisin B i¢in 0,002-0,25 pg-ml, flukonazol igin 6- >256 pg/ml, vorikonazol i¢in 0,38- 4
ug/ml, kaspofungin i¢in 0,125- 1,5 pg/ml ve itrakonazol i¢in 0,125-32 pg/ml olarak

saptanmistir.

1994-1998 yillar1 arasinda Isveg’te yapilan bir ¢alismada 233 kan drneginden alinan
Candida izolatlarinda antifungal duyarlilik arastirilmigtir.  NCCLS/CLSI ve E test metodlari
arasindaki uyum Amfoterisin B, flusitozin ve flukonazol i¢in oldukga iyi sonuglar verirken,

itrakonazol uyumu % 66 olarak bulunmustur (Chryssanthou, 2001).

Yukarida verilen ¢alismalarin tiimii ile bizim ¢alismamizin sonuglar1 arasinda benzerlik
mevcuttur ve her iki test arasindaki tutarlilik oranlar1 oldukga yiiksek olarak bulunmustur.
Bu sonuglarin 1s1ginda, uygulamasi kolay ve pratik bir yontem olan E-test yonteminin,
antifungal duyarliligin saptanmasinda broth mikrodiliisyon yontemine alternatif olabilecegini

diisiinmekteyiz.
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Antifungal duyarlili§i saptamada standardize edilmis yontemler bulunmasina ragmen,
antifungal kombinasyonlarin etkinligini degerlendirmedeki yontemler hala yetersizdir.
Antifungal kombinasyonlari test etmek i¢in en sik kullanilan iki yontem checkerboard ve
time-kill testleridir. En iyi yontemi saptamak i¢in yapilmis az sayida karsilastirmali ¢alisma
mevcuttur . Bu yontemlere son zamanlarda E-test yontemi eklenmistir. Kombinasyon tedavisi
ile ilgili yaymnlanan sonuglar genellikle iki ilag kombinasyonuna odaklanmustir. /n vitro ilag
etkilesimini gosteren c¢alismalar, ilaglarin in vivo etkilerini yansitmayabilir. Ciinkii bu

calismalar, tek bir zaman noktasinda ve sabit ila¢ konsantrasyonlarinda yapilmaktadir.

Son yillarda invaziv infeksiyonlarin tedavisi i¢in kombinasyon tedavisi sikg¢a
kullanilmaktadir. Ancak konuyla ilgili in vitro ¢alismalar, hayvan deneyleri ve klinik
caligsmalar olduke¢a siirlidir. Klinik denemelerden alinan sonuglar, kombinasyon tedavisinin
coklu diren¢li mantarlarin yol a¢tif1 invaziv infeksiyonlar i¢in monoterapiye bir alternatif
olabilecegini desteklemektedir. Ozellikle de monoterapiye olumsuz cevap veren hastalarda
daha etkili olmaktadir. Tiim bu sebeplerden dolayr bu konuda ayrintili ¢alismalara ihtiyag

bulunmaktadir.

Kombinasyon tedavisinin tek ilagla tedavi ile (monoterapi) karsilastirildigi klinik
denemelere bakildiginda, sinirli sayida kombinasyonlarin bulundugu goriilmektedir. Bu
calismalarda kombinasyon tedavisi monoterapi ile karsilastirildiginda ya benzer sonuglar
alinmis ya da daha etkili sonuglar elde edilmistir. Kriptokokkal menenjit hari¢ olmak iizere,
uygulanan kombinasyonlarin hig¢birinin tek ilagla tedaviye gore agikga istiin olmadigi

saptanmistir.

Canton ve arkadaslar1 20 Candida izolatina kars1 flukonazol ya da vorikonazoliin
terbinafinle kombinasyonundaki in vitro etkilerini checkerboard, time-kill, ve E-test
metodlarim1 kullanarak ¢alismislardir. Sinerjizm C. albicans, C. glabrata, ve C. tropicalis
izolatlarinda sinerjizm ve indifference C. krusei izolatlarinda indifference etkilesim
goriilmiistiir. Metodlar aras1 korelasyon giizel olarak bulunmustur. ilag etkilesimlerini tespit

etmede E-test uygun bir metod olarak dnerilmistir (Canton, et al., 2005).

Mukherjee ve arkadaslart kombinasyon ¢alismalart sonuglarindaki farkliliklarin, farkl
sayida sus kullanimi, farkli test metodlari, sus farkliliklart ya da kullanilan ilag

konsantrasyonlarindan ileri gelebilecegini belirtmislerdir (Mukherjee, et al., 2005).
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Kandinler, 1,3 B-D glukan sentezini ve muhtemelen 1,6- B -D glukan sentezini bozmak
suretiyle hiicre duvarini inhibe ederler ve azollerin ya da AmB’nin aktivitesini, hiicre
membranina ge¢is derecelerini ya da oranlarini artirmak yoluyla zenginlestirirler. Hossain ve
arkadaslari, FLU terapisine basarisiz cevap veren bir hastadan izole edilen azol-direngli bir

susa karst CAS+AmB nin in vitro etkisini degerlendirmislerdir (Hossain, et al., 2003).

Dannaoui ve arkadaslar1 4. fumigatus ve A. terreus’a karst CAS, AmB, VORI, 5FC nin
ticlii kombinasyonlarini checkerboard teknigi kullanilarak ¢aligmiglardir. CAS’in ya AmB ya
da VORI ile kombinasyonlar1 tiim izolatlar i¢in additive olup antagonizma gézlenmemistir.
CAS+5FC kombinasyonu 12 A. fumigatus izolatimin 7’sinde sinerjistik ve 5 izolat i¢in
additive olup ve antagonizma gdzlenmemistir. VORI+5FC kombinasyonu ise izolatlarin
%93’tne karsi antagonistiktir. CAS+ SFC+ AmB ¢ogunlukla sinerjistik olup,
CAS+5FC+VORI 12 izolatin 8’inde sinerjistik ve 4 izolatta additive etki gostermistir. Her
icli kombinasyonlar i¢in kompleks etkilesimler bazi izolatlar i¢in saptanmis ve CAS ve
VORTI’iin bazi konsantrasyonlari i¢in sinerji ve antagonizma yayimlanmistir (Dannaoui, et al.,

2004).

Ghannoum ve arkadaglari, checkerboard teknigi kullanilarak farkli filament6z
funguslara karst VORI ile AmB, AB, FLU, MICAF (Mikafungin), RAVU (ravukonazol) ya
da CAS’in kombine etkilerini arastirmislardir. Caligilan tiirler 4. fumigatus, A. terreus, P.
boydii, S. prolificans, ve Acremonium tiirlerini igerir. S. prolificans harig tiim izolatlar VORI
ve RAVU’e duyarl, tiim izolatlar FLU, MICAF ve CAS’e diren¢li bulunmustur. AmB ve
AB ye ise duyarlhiliklar1 degisiklik gostermektedir. VORI+CAS kombinasyonlar1 %33,3
additiv ve %66,6 indifferent, oysa VORI+AmB %20 additive ve %80 indifferent
bulunmustur. Hem VORI+MICAF hem de VORI+RAVU kombinasyonlar1 %13 additive ve
%87 additiv bulunmustur. VORI+FLU ve VORI+AB kombinasyonlar1 %100 indifferenttir.
Tiim VORI kombinasyonlarinin %14,5’u additiv ve %85,5’1 indifferent olarak bulunmustur

(Ghannoum, et al., 1995).

Perea ve arkadaslari, invaziv aspergillozlu hastalardan elde edilen 48 Aspergillus
izolatinda CAS ve VORI arasindaki etkilesimi aragtirmak i¢in NCCLS-CLSI broth
mikrodiliisyon metodunu kullanmislardir. Sonuglarda %87,5 sinerji, %4,2 additive ya da
%8,3 subadditive goriiliirken antagonizmaya rastlanmamistir. Manavathu ve arkadaglari, 4.

fumigatus’a karst CAS+VORI, CAS+ITRA, CAS+POSA, CAS+RAVU’nun etkisini in vitro
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olarak arastirmiglardir. CAS+VORI ya da CAS+RAVU indifference; CAS+ITRA ve
CAS+POSA kombinasyonlari ise sinerji gostermistir (Perea, et al., 2002).

Kontoyiannis ve arkadaslari, Aspergillus tlirlerine karst calcineurin inhibitorleri ile
kaspofungin kombinasyonunun etkisini disk difiizyon metodu ile arastirmiglardir. Tim
izolatlarda kaspofunginin calcineurin-TOR inhibitorleri ile artan bir  etkisi oldugunu

gostermislerdir (Kontoyiannis, et al., 2003).

Arikan ve arkadaslari, 14 Aspergillus ve 6 Fusarium tiiriine karsit CAS ve AmB yi tek
basina ve kombine olarak calismislardir. Aspergillus icin 24-48 saatte, %14 sinerji,%50
additive, %36 indifferent sonuglar bulundu. Fusarium tiirleri ig¢in ise 24 saatte %50 sinerji,
%17 additiv,%33 indifferent sonuglar bulunmus, antagonizmaya ise rastlanmamstir. C.
neoformans 1ile ilgili daha oOnceki bir calismaya benzer sekilde Arikan ve arkadaslari
Aspergillus’a karst CAS+AmB’ nin artan bir etkisi oldugunu saptamis, CAS’in fungal hiicre
duvarini tahrip ettigini ve AmB ile de hiicre zarmma penetrasyonun arttifini saptamiglardir

(Arikan and Rex, 2003).

CAS, C. neoformans’a kars1 tek basina kullanildiginda in vitroda higbir aktiviteye sahip
degildir. Ancak Franzot ve Casadevall, CAS’in AmB ya da FLU ile kombine edildiginde
Cryptococcus neoformans’a etkili oldugunu  gostermislerdir. Bu arastirmada 18 C.
neoformans susu  checkerboard metoduna dayanan in vitro kombinasyon testi ile
incelenmistir. AmB (0,03 den 1,0 pg/ml) ve CAS (8den 16 pg/ml) kombinasyonu her iki
ilacin MIK inde ortalama 8 kat azalma gostermistir. CAS+AmB kombinasyonlar test edilen
tim suslara karst %100 sinerji goOstermistir. FLU (0,24 den 4 pg/ml) ve CAS
kombinasyonunda %22 sinerji, %50 additive ve %28 indifferent etki gézlenmis ve her bir
ilactn MIK’inde iki kath azalmayla sonu¢lanmistir. CAS+FLU kombinasyonunda hig

antagonizma gozlenmemistir (Franzot, et al., 1997).

Roling ve arkadaslari, iki C. neoformans izolatina kars1 diisiik dozda CAS+FLU ve ¢ok
daha diisiik dozda CAS+FLU kombinasyonunun etkisini degerlendirmek i¢in time-kill
metodunu kullanmislardir. Ortalama CFU verileri (her mm de logl0 CFU) fungal iiremenin
farklt zaman noktalarinda ¢izilmis ve baslangi¢ inokiilimiinden CFU’da a>31og10(%99,9)
azalma oldugunda fungisidal olarak tanimlanmistir. Fungistatik aktivite tiremede < %99,9
olacak kadar azalma olarak tanimlanmistir. Bu kombinasyonlarin her ikisinde de etkilesimler

infifference olarak sonuglanmigtir (Roling, et al., 2002).
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Pankey ve arkadaslar1 ¢oklu direngli Pseudomonas aeruginosa’ya karsi ilaglarin
kombine kullaniminin sinerjistik etki yaratabilecegini belirterek yaptiklar1 arastirmada E-test
ve time-kill testlerini kullanmiglardir. Izolatlarin  %42’sinde sinerjiye rastlanmus,
antagonizma goriilmemistir. Diger izolatlar ise indifferent olarak belirmistir. E-test ile time-

kill metodlar1 arasinda %65 uyum bulunmustur (Pankey and Ashcraft, 2005).

Lewis ve arkadaslar1, Candida tiirlerine kars1 antifungal kombinasyonlarin etkilesimini
degerlendirmek igin checkerboard, time-kill ve E-test yontemlerini karsilastirmiglar ve E-test
ile time-kill yontemleri arasinda, checkerboard yonteminin aksine olduk¢a uyumlu sonuglar
elde etmislerdir. Ayni ¢alismada checkerboard yontemi ile %33 oraninda sinerji elde edilirken
antagonizma saptanmanmustir. Ancak E-test yontemi ile %17 oraninda antagonizma

saptanmasina karsin sinerji gézlenmemistir (Lewis, et al., 1998).

Kontoyiannis ve arkadaslar, Aspergillus fumigatus izolatlarina karst amfoterisin
B+itrakonazol kombinasyonunun antagonistik etkilesimini E-test ve agar diliisyon yontemi ile

basariyla gostermislerdir (Kontoyiannis, et al., 2000).

In vitro deneyler genellikle belirli bir zamanda ve belirli ila¢ konsantrasyonlarini test
ettiklerinden ilacin viicuttaki hareketini yansitmayabilirler. Bu nedenle in vitro test sonuglari,
in vivo testlerle de dogrulanmalidir. Louei ve arkadaslar1 sistemik kandidiyazli fare
modellerinde AmB+FLU kombinasyonunun etkinligini degerlendirmek i¢in C. albicans’n bir
FLU-duyarli, iki orta diizeyde FLU-direncgli ve bir yiiksek diizeyde FLU-direncli suglarim
kullanmiglardir. FLU-duyarli ve orta diizeyde FLU-direngli suglar icin FLU+AmB
kombinasyonu antagonistik bulunurken, yiiksek diizeyde FLU-direngli sus icin bu
kombinasyonda antagonizma saptamamislardir. Sanati ve arkadaslar1 kombinasyon
tedavisinin maya hiicrelerinin yok edilme hizini artirdigini, Louei ve arkadaslari ise bu
kombinasyonun in vivo ortamda antagonistik etkilesim gosterdiklerini bildirmislerdir. Bu
celigkili sonuglar nedeniyle ampirik antifungal tedavide, 6zellikle her iki ilaca da duyarh
suslarin tedavisinde, bu iki ilacin kombinasyonunda dikkatli olunmalidir (Louei, et al., 2001;

Sanati, et al., 1997).

Klepser ve arkadaslar1 vorikonazoliin in vitro farmakodinamik 6zelliklerini bir time-kill
calismasi ile degerlendirmislerdir. C. albicans ve C. neoformans igin, konsantrasyon-etki
iligkileri flukonazole benzer bulunmustur. Ayni1 ¢alismada vorikonazol, fungustatik etki ve

konsantrasyondan bagimsiz farmakodinamik 6zellikler sergilemistir (Klepser, et al., 2000)
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C. glabrata 1izolatlarina kars1 vorikonazoliin diger 1ii¢ antifungal ajanla
kombinasyonunun karsilastirildigi calismada Barchiesi ve arkadaglar1 dort ajanmi tek baslarina
ve ikili kombinasyonlarinda checkerboard broth mikrodiliisyon yontemi ile test etmislerdir.
Sinerji, VOR+TRB kombinasyonunun %75’inde, VOR+AmB kombinasyonunun %10’unda
ve VOR+5FC kombinasyonunun %5’inde gozlenmistir. Kombinasyonlarin hicbirinde
antagonistik etkilesme saptanmamistir. Vorikonazoliin terbinafin, amfoterisin B ve 5-
florositozin ile kombinasyonunda sirasi ile izolatlarin %25, 90 ve 95’inde ilag¢ etkilesimi
saptanmamustir(etkisiz). Ayni arastirmacilar bu sonuglara dayanarak, patojen mayalara karsi,
ergosterol sentezinde farkli bir adimi1 hedefleyen ya da farkl: etki yollarina sahip olan ajanlarla
kombinasyonun, vorikonazoliin in vitro aktivitesini arttirabilecegini ileri siirmiiglerdir

(Barchiesi, et al., 2004).

Barchiesi ve arkadaslart C. glabrata’ya karst kaspofungin ve amfoterisin B
kombinasyonunun etkilerini time-kill metodu ile calismislardir. Calismada ilaclar tek
baslarina ve kombinasyonda 1xMIK oraninda ¢alisiimislardir. CFU miktarlar1 0,2,6 ve 24.
saatlerde belirlenmistir. /n vitro deneyler indifference bir etki gosterirken bir fare kandidemi
modelinde organ sterilizasyonu ile sonuglanan terapatik bir yaklasim sergilenmistir.
Calismada bir sus kullanilmasina ragmen, alinan sonuglar bu tedavisi zor fungal patojenin
olusturdugu infeksiyonlarda CAS+AmB kombinasyonunun faydali bir yaklagim olabilecegini

gostermistir (Barchiesi, et al., 2005).

Roling ve arkadaslar1 Candida ve Cryptococcus tiirlerine karst FLU, CAS ve ANIDU
(anidulafungin)’in tek baslarina ve kombinasyonda olusturduklari etkileri time-kill metodu ile
calismiglardir. Flukonazoliin kaspofungin ya da anidulafungin ile kombinasyonlar
indifference olarak belirlenmistir. Azol ve ekinokandin kombinasyonlar1 antagonistik etki
yaratmadigindan, bu ajanlarla kombinasyonun gelecek caligmalarda umut verici olabilecegi

belirtilmistir (Roling, et al., 2001).

Klepser ve arkadaslar1 antifungal time-kill egrisi calismalarima E-testin etkisini
arastirdiklar1 bir calismada Candida tiirlerine kars1 antifungal carryover, c¢alkalama ve
baslangic inokiilimiiniin etkili oldugunu belirlemisler ve standardize metodlarin

gelistirilmesi gerektigini agiklamiglardir (Klepser, et al., 1998).

Orhan ve arkadaslar1 checkerboard ve E-test metodlarini kullanarak kandan izole edilen

16 Brucella melitensis izolatina karsi gesitli antimikrobiyal kombinasyonlarinin etkisini
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arastirmiglardir. Her iki metotta farkli durumlar ve endpointler kullanilmasina ragmen
sonuclarin siklikla uyum gosterdigi belirlenmistir (Orhan, et al., 2005). Calismada kullanilan

E-test sinerji metodu bizim ¢alismamizda da kullanilmistir. (E-test-2).

Dannaoui ve arkadaslar1 4. fumigatus ve A. terreus’a karsi ¢esitli antifungallerin ikili ve
ticlii kombinasyonlarinin etkisini checkerboard ve agar difiizyon testleri ile ¢alismislardir. 35
izolatin izolatlarda additive etki gdzlenmis ve antagonizmaya rastlanmamustir. Izolatlarin
%62’sinde CAS+5FC sinerjistik etki gostermistir. VORI+5FC ise hig sinerji gdstermemis ve
izolatlarin ~ %93’linde  antagonizma  goézlenmistir. ~CAS+FLU+AmB  sinerjistik,
CAS+FLU+VORI ise c¢ogunlukla sinerji gdstermistir. Bazi izolatlarda sinerji ya da
antagonizma CAS ve VORI'nin konsantrasyonuna bagli olarak degisiklik gdstermistir

(Dannaoui, et.al., 2004).

White ve arkadaglarinin sinerjik etkiyi saptamak i¢in zaman-6ldiirme, dama tahtasi ve
E-test yontemlerini kasilastirdiklar bir ¢alismada E-test seritlerini, her birinin tek basina MiK
degerinin oldugu alanda ¢akisacak sekilde 90° lik ag1 ile, bakteri yayilmis agar plag: iizerine
yerlestirmiglerdir. Bu caligmanin sonucu olarak E-test yontemi ile yapilan sinerji testlerinin

diger in vitro testlere alternatif olarak goriildiigii ileri siiriilmiistiir (White, et al., 1996).

E-test mikobakteriler ve aerob gram negatif basillere karsi ilag kombinasyonlarini test
etmek i¢in basariyla kullanilmistir. Lewis ve arkadaslar1 yine {i¢ sinerji testini karsilastirmak
amaci ile yaptiklar1 ¢alismada maya siispansiyonu yayilmis olan agar plagina antifungal
seritlerden birini yerlestirip ilacin diffiize olmas1 igin 1 saat bekledikten sonra birinci seridi
kaldirip ayni1 alana diger seridi yerlestirmislerdir. Calisma sonunda {i¢ yontem i¢inde E-testin
kullanimda en basit ve antifungal kombinasyonlarin testi i¢in kabul edilebilir oldugu

sonucuna varmiglardir (Lewis, et al., 1998).

Arastirmamizda iki farkli disk diflizyon metodu kullanilmis olup, bunlardan birinde
diskler belli bir mesafede karsilikli yerlestirilerek calisilmistir. ilk olarak ilaglarm tek
baslarina olusturduklar1 inhibisyon zonlarinin yarigaplari toplami alinarak diskler aras1 mesafe
ayarlanmigtir. Bu etkilesimde belirgin bir indifference etki gozlenirken, sinerjiye de
rastlanmig, antagonizma belirlenmemistir. Bu mesafeninde yaris1 alindiginda sinerjik

etkilesim belirgin olarak gozlenmistir.
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Disk diflizyon yonteminin diger bir modifikasyonu olarak ¢alismamizda ilaglarin tek
baslarina olusturduklar1 zon ¢aplariyla, tek bir diskteki kombinasyonlarinin olusturdugu zon
caplar1 karsilastirilmustir. iki ilacin birlikte gosterdigi inhibisyon zonlari, ilacin tek basina
gosterdigi zon capindan daha biiyiikk olmasina ragmen, bu metotta sinerjistik ya da
indifference etkilesimi ayirt etmede zorluk yasanmistir. Bununla beraber, bu teknigin
hazirlanmas1 ve uygulanmasi olduk¢a kolay olup, antimikrobiyal etkilesim hakkinda sadece

kalitatif bilgi vermektedir.

Calismamizda iki farkli E-test kombinasyonu sonuglar1 karsilastirildiginda benzerlikler
goriilmesine ragmen bazi suslardaki farkliliklar dikkatleri gekmektedir. Metodlardan birinde
E-test stripleri eszamanli kullanilmig, digerinde ise once kaspofungine maruz birakilmig ve
sonradan ikinci strip konulmustur. Etki mekanizmalar1 tam  bilinmemekle beraber,

farkliliklarin ilaglarin verilis zamaniyla ilgili olabilecegini diisiinmekteyiz.

Ernst ve arkadaslar1 broth mikrodiliisyon, E-test ve time-kill ¢aligmalarini kullanarak,
11 C. lusitaniae izolatina kars1 amfoterisin B, flukonazol, 5-florositozin ve vorikonazoliin tek
basina ve kombine olarak antifungal aktivitelerini ¢alismislardir. Amfoterisin B, test edilen
cogu izolata kars1 fungusidal aktivite gosterirken, flukonazol, vorikonazol ve 5-florositozin
baslica fungustatik aktivite sergilemislerdir. Amfoterisin B-direncli suslar icin (MiK > 3ug-
ml), tek basmma amfoterisin B ile karsilastirlldiginda, AmB+5FC kombinasyonunda
fungusidal son noktaya erismek icin daha kisa silire yeterli olmustur. Diger
kombinasyonlarda, tek basina ajanlarin aktivitelerine gore artig saptanmamistir.  Amfoterisin
B uygulamasi Oncesinde izolatlarin azol antifungallere maruz birakilmasi amfoterisin B
aktivitesinde azalma ile sonug¢lanmustir. Aym calismada E-test ile elde edilen MIK
degerlerinin, broth mikrodiliisyon yontemi ile elde edilen sonuglara gore, o6ldiirme orani ile
daha iyi bir uyum gosterdigini saptamuslar ve amfoterisin B’nin MiK degerini elde etmek igin

E-testin daha uygun olabilecegini ileri stirmiislerdir (Ernst, et al. , 1998).

Genel olarak, simdiye kadar yapilan kombinasyon ¢aligmalarina bakildiginda Candida,
Aspergillus ve Cryptococcus neoformans izolatlarina karst amfoterisin B ve kaspofungin

kombinasyonlar sinerjik ve indifference etki gdsterirken, antagonizmaya rastlanmamustir.

Kaspofungin ile azol grubu ilaglarin kombinasyonlarina bakildiginda ise, ilag
etkilesimlerinin susa bagimli oldugu ve bu yiizden tahmin edilemeyecegi sdylenebilir. Time-

kill metodunun kullanildig1 bir ¢alismada Candida ve Cryptococcus neoformans tiirlerine
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karst kaspofungin ve flukonazol etkilesim gostermezken, baska bir c¢alismada ayni
kombinasyonlar sinerji ile sonu¢lanmistir (Roling, et al., 2002; Franzot and Casadewall,

1997).

Antifungal duyarhlik testleri ile ilgili olarak standardize edilmis metodlar bulunmasina
ragmen, antifungallerin kombinasyondaki aktivitelerini tayin etmede tam bir standardizasyona
gidilememistir.  Antifungal kombinasyon g¢aligmalarinda en siklikla kullanilan metodlar,
checkerboard ve time-kill metodlaridir. En iyi metodu belirlemek i¢in yapilmis ¢ok az sayida
karsilagtirmali calisma bulunmaktadir. Ve bu konuda yapilan arastirmalarda time-kill

metodundan elde edilen sonuglarin daha degerli oldugu belirtilmektedir.

Arastirmamizda time-kill testi sonuclari incelendiginde CAS+AmB antagonizma
gostermemis, en umut verici olan kombinasyon olarak belirlenmistir. CAS+VORI
kombinasyonu da etkili sonuglar vermis, ancak bir susta antagonizmaya rastlanmistir.
CASHITRA ve CAS+FLU kombinasyonlarinda sinerji ve antagonizma az sayida susta
gozlenmis, indifference etki daha belirgin olarak gozlenmistir.  Konu ile ilgili arastirma
sonuclarmin tiimii bizim sonuglarimizla benzesmekle birlikte sonuglar arasindaki celiskilerin,
calisilan suglarin farkliligl, degerlendirme yontemleri, yorumlama kriterleri, degerlendiricinin
bilgi ve tecriibesi, testler i¢in standardize edilmis bir yontemin bulunmamasi gibi faktorlere

bagl oldugu diisiincesindeyiz.

Kaspofunginin polyen ya da azol grubu antifungallerle sinerjik ya da additive etki
gosterme mekanizmalarinin nasil oldugu halen tam olarak aydinlatilamamistir. Muhtemelen
kaspofungin B(1,3) D-glukan inhibisyonu ile fungal hiicre membranina zarar vermekte bu da

ikinci antifungalin hiicre membranina ulagmasini kolaylagtirmaktadir.

Dikkat edilmesi gereken bir nokta da antifungal ila¢ — ilag etkilesimlerinin susa spesifik
olmasindan dolayi, verilen bir tiirdeki tiim iiyelere uymasi i¢in bir kombinasyonu se¢menin
miimkiin olamayacagidir.  Bu, her belirli klinik sus i¢in optimal kombinasyonun testini
gerekli kilar.  Acik bicimde bu, zarar ve maliyetle ilgili olarak biiyiik yiik getirir ve rutin

olarak yiiriitilemez (Mukherjee, et al., 2005).

Kombinasyon testlerinde ilaclarin hareketlerini takip etmesi agisindan, time-kill testleri
kullanigh gibi goriinmekle birlikte, olduk¢a zahmetli ve zaman alicidir. Checkerboard testleri

ilac etkilerini karsilagtirmak i¢in en fazla tercih edilen testlerdir. Nispeten uygulamasi pratik
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ve degerlendirmesi kolaydir. Ilag etkilesimlerini hesaplamak icin kullanilan yontemleri de
basittir.  Ancak amfoterisin B’yi igeren kombinasyon calismalarinda duyarhliktaki kiigiik
farklarin ayrismasina engel olan MIK kiimelesmesi goriilebilir.  E-test yontemi bunlar
arasinda en pratik olanidir ve hem ilaglarin duyarliligini hem de kombinasyondaki etkilesimi
saptamada oldukca etkilidir. Bu yontem antifungal duyarlilik ve kombinasyon testlerinde
broth mikrodiliisyon yontemine alternatif olabilir. Bunun yani sira testler arasinda gézlenen
genis varyasyonlar siklikla suslarin farkliligindan, ilag konsantrasyonlarindan, metod
degerlendirmesinden, yorumlama kriterinden ya da kilavuzlarin birlik olmasi gerekliliginden

ileri gelir (Mukherjee, et al. , 2005).

Arastirmamizda iki farklt E-test metodu kullanilmis olup, bunlardan biri daha 6nce
antibakteriyellere karsi calisilan, striplerin 90°lik aciyla es zamanl yerlestirilmesi esasina
dayanan metottur (E-test-2). Calismamizda polyen, azol ve ekinokandin grubu 3 farkli ilag
kullanilmig olup, bunlarin besiyerinde farkli bir difiizyon karakteristigi gostermis olmasi
miimkiindiir. Bunun sonucu olarak da antifungaller birbirine benzemeyen elips modelleri
gbstermis olabilirler.  Ayrica, E-test i¢in MIK &lciimiinde kullanilan gelisim endpointleri
farkli antifungal ajanlar i¢in ayriliklar gostermektedir. ~ Bu yiizden, E-test-2 metoduyla
sonuglar1 yorumlamanin daha zor oldugunu diisiinmekteyiz. Time-kill metodu standart metot
olarak alindiginda, E-test-1, E-test-2 ve disk diflizyon metodundan elde edilen sonuglar
karsilagtirildiginda, CAS+FLU ve CAS+ITRA kombinasyonu sonuglar1 daha zayif bir uyum
gosterirken, CAS+AmB ve CAS+VORI kombinasyonlari i¢in elde edilen sonuglar biiytlik

Olctlide benzerlik gostermistir.

Son yillarda Candida glabrata’nin yol agtig1 firsat¢1 infeksiyonlarin artisi ile birlikte,
bu infeksiyonlardan 6liim oraninda da bir artis goriilmektedir. Dar spektrumlu, toksisitesi
yiiksek ve tolere edilebilirligi diisiik tedavi seg¢enekleri, invaziv infeksiyonlarin tedavisinde
ilag kombinasyonunu gerekli kilmaktadir.  Klinikte, tek ilagla tedaviye cevap vermeyen
hastalarda ve antifungale diren¢ gelismesi durumunda kombinasyon tedavisi glindeme
gelmektedir.  Arastirmamizda kaspofunginin vorikonazol, itrakonazol, amfoterisin B ve
flukonazol ile kombinasyonlari sinerjizmden indifference etkiye ve bazi kombinasyonlarda da
antagonizmaya dogru degisen oranlarda sonuclar géstermistir ve alinan sonuglarin kullanilan
metottan bliylikk Olgiide etkilendigi saptanmustir. Kaspofungin ile amfoterisin B
antifungallerinin kombinasyonunda belirgin bir sinerjik ve indifference etki saptanmakla

birlikte, antagonistik etkilesimin goriilmemesi ya da c¢ok az goriilmesinin {imit verici



79

oldugunu diisiinmekteyiz. Yine kaspofungin ile vorikonazol kombinasyonunda da paralel
sonuclar alinmis, antagonizmaya c¢ok az rastlanmistir. Burada antifungal ilag etkilesimlerinin
susa bagl oldugu da unutulmamalidir.  Ayrica bu kombinasyon yaklasimlarinin hayvan
modelleri tizerindeki sonuglarmin da c¢alisilmast ¢ok faydali olacaktir. Sonug olarak,
tedaviye cevapsiz ya da direngli Candida suslar1 ile olusmus infeksiyonlarin tedavisinde
kombinasyon tedavisi limit vaadetmektedir. Ancak ¢ok merkezli, genis kapsamli, in vitro ve
klinik caligmalara, standardize edilmis in vifro yoOntemlere ve yorumlama kriterlerine

gereksinim oldugunu diisiinmekteyiz.
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