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OZET

Hemokiiltiirlerden izole edilen kandidalarin flukonazol duyarhhklan ve flukonazol

ile siprofloksasin, levofloksasin ve doksisiklin etkilesiminin arastirilmasa.

Bu calismada kandan izole edilen kandida suslarinin invitro flukonazol duyarhilik
sonuglarinin degerlendirilmesi ve segilecek duyarli ve direngli kandidalarda flukonazol’iin
levofloksasin, siprofloksasin, doksisiklin ~ kombinasyonlar1 ile olusan invitro ilag

etkilesiminin arastirilmasi hedeflendi.

Calismamizda, Baskent Universitesi Hastanesi’nde ¢esitli iinitelerde yatan hastalardan
alman kan kiiltiirlerinden izole edilen 300 kandida susu kullanildi. Tiim suglar germ tiip
olusumu, misir-unlu Tween 80 besiyerindeki morfolojik goriintimleri, API 20C AUX
(Biomerieux, Fransa) kiti kullanilarak biyokimyasal 6zellikleri incelenerek tiplendirildi.
Tim suglarda flukonazol’iin standart toz formlar1 ile CLSI standartlarina uygun olarak
mikrodiliisyon (M27-A3) ydntemi ile antifungal duyarliliklar1 ¢alisildi. Ilag etkilesimleri
calismasina flukonazole direncli dort C. albicans, ki C. glabrata, iki C. tropicalis ve
duyarl dort C. albicans ve C. krusei, C. parapsilosis standart suglariyla birlikte toplam 14
sus dahil edildi. Suslarda, flukonazoliin siprofloksasin, levofloksasin ve doksisiklin ile
kombinasyonlarmnin invitro etkinligi, checkerboard mikrodiliisyon yontemi kullanilarak
calisildi. Ilag etkilesimlerinin sonuglari, flukonazol-doksisiklin etkilesimi FIK indeksle ve
hem flukonazol-doksisiklin hemde flukonazol-kinolon etkilesim isobolografik analiz

yontemleri ile degerlendirildi.

Calismamizda, levofloksasin ve siprofloksasinin kandidalar iizerinde antifungal etkisi
saptanmadi. Ancak doksisiklinin, duyarl kandida suslarinda direnclilere gore daha diisiik
MIK degerleri elde edildi. Flukonazol - siprofloksasin kombinasyonlarinda sinerji
saptanmadi. Levofloksasin ile kombinasyonlarda ise iki susta sinerji saptandi. Buna
karsilik bes susta siprofloksasin ile dort susta ise levofloksasin ile antagonizma goriildii.
Flukonazol- doksisiklin kombinasyonlarmmn FIK indeks sonuglarina gére; duyarl: bir susta
antagonizma elde edildi, diger suslarda ila¢ etkilesimi saptanmadi. Ancak isobolografik
analiz yontem ile degerlendirildiginde; suslarin yarisinda antagonizma ve bir susta sinerji
saptandi. Tiim kombinasyonlarda ilag etkilesimleri susa gore degiskenlik gosterdi.
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Sonu¢ olarak; bulgularimiz invivo ve invitro c¢alismalar ile desteklenirse kandida
enfeksiyonlarinda ilag etkilesimlerinin mekanizmasinin anlasilmasinda ve tedavide yeni

kombinasyon sec¢eneklerinin gelistirilmesinde yardime1 olacaktir.

Anahtar kelimeler; Candida spp, sinerji-antagonizma, FIK analizi, Isobolografik analiz,

flukonazol-antibiyotikler
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ABSTRACT

Fluconazole susceptibility of Candida species isolated from blood cultures and drug

interactions of ciprofloxacin, levofloxacin and doxycycline with fluconazole

In this study, it was aimed to evaluate the results of the invitro fluconazole susceptibility of
Candida strains isolated from blood culture and to investigate drug interactions on
fluconazole susceptible and resistance strains formed by the combination of levofloxacin,

ciprofloxacin, doxycycline with fluconazole.

In our study, 300 Candida strains isolated from blood cultures of patients hospitalized in
various units of Baskent University Hospital were used., germ tube formation,
morphologic appearance in Tween 80 corn-meal agar of all strains were tested and their
biochemical characteristics were examined using the API 20C AUX (bioMerieux, France)
kit. Antifungal susceptibility tests were performed by microdilution method according to
CLSI standards (M27-A3) with fluconazole standard powder for all strains. Total 14
candida strains including fluconazole resistance four C. albicans, two C. glabrata, two C.
tropicalis and fluconazole sensitive four C. albicans and reference strains of C. krusei and
C. parapsilosis, were included to drug interaction studies. Invitro efficacy of the
combination for fluconazole, with ciprofloxacin, levofloxacine and doxycycline were
assessed using checkerboard microdilution method and the result analysis by FIC index for
fluconazole-doxycycline and isobolographic methods for both fluconazole-doxycycline

and Fluconazole-quinolone.

In our study, we determined that ciprofloxacin and levofloxacine had no effect on candida
strains. MIC values of doxycycline were significantly higher in fluconazole resistance
strains than susceptible strains. No synergistic effect obtained from fluconazole-
ciprofloxacin combinations and only two from fluconazole-levofloxacin while antagonistic
effects were detected in five fluconazole-ciprofloxacin and four fluconazole-levofloxacin
combinations. antagonistic effect obtained from fluconazole-doxycycline combinations in

one fluconazole susceptible strain with FIC index analyze. On the other hand antagonistic



interactions were obtained from half of all strains and synergistic interaction was

determined in one strain with isobolographic analyze.

As a result, more invivo and invitro studies needed to support our findings to understand

mechanisms of drug interactions and to generate new combinations for antifungal therapy.

Key words; Candida spp, synergy-antagonisms, FIC analyze, Isobolographic analyze,

fluconazole-antibiotics
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1. GIRIS

Kandida tiirleri dogada yaygin olarak bulunan ve hastane kaynakli 6nemli enfeksiyonlara
yol acan etkenlerdir. Hastane enfeksiyonlarinda etken olan kandida tiirlerinin orani son
yirmi yilda belirgin artis gostermistir (1). Kandidemiler, nozokomiyal kan dolagimi
enfeksiyonlar1 i¢inde dordiincii, yogun bakim {initelerinde gelisen enfeksiyonlar icinde

ticlincii sirada yer almaktadirlar (2).

Kandidemilerde tedavi mortalite ve morbidite yoniinden 6nem kazanmakta flukonazol ilk
tercih olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Uzun siireli antifungal ila¢ tedavisi alan hastalarda
flukonazol duyarlilig1 azalmakta ayrica daha direncli olan albikans dis1 kandida enfeksiyon
oranlarinda artisa neden olmaktadir (3). Flukonazol diren¢ oranlarindaki bu artis, tedavi
rejimlerinin degismesine ve kombine ila¢ tedavisine olan gereksinimi arttirmaktadir. Son
yillarda antifungal-antifungal ila¢ kombinasyonlarmin yaninda, antifungaller ile farkli grup

antibakteriyel ilaglar arasindaki ila¢ etkilesimi gosterilmistir (4, 5, 6, 7).

Antimikrobiyal ilag etkilesiminin invitro olarak checkerboard yontemi ile arastirilmasi ve
sonuglarm fraksiyonel inhibitér konsantrasyon (FIK) indeks analiz yontemi ile
degerlendirilmesi arastirmacilar tarafindan yillardir kullanilmaktadir (8, 9, 10). FIK indeks
analiz yontemi, antifungal ilaglar ile kandidalar {izerinde etkisi olmayan farkli grup
antibakteriyel ilaclar arasindaki ila¢ etkilesiminin arastirilmasinda yeterli olmadigindan
aktif ve inaktif ila¢ arasindaki ilag etkilesiminin arastirilmasinda Loewe etkilesim teorisine

dayal1 isobolografik analiz yontemi tercih edilmektedir (6, 11, 12, 13).

Bu c¢alismanin amaci, kandan izole edilen kandida suslarinda en sik kullanilan antifungal
olan flukonazolun, invitro duyarlilik profilini degerlendirmek ayrica flukonazole direncli
ve duyarli suslarda, flukonazolun, kinolonlar ve doksisiklin kombinasyonlar1 ile olusan

etkilesimlerini gostermektir.

Elde edilen sonuclar, kandida enfeksiyonlar1 nedeniyle hastanede uzayan yatis siirelerinin
kisaltilmasinda ve 6zellikle tedavide sorun yaratan direngli suslarin elimine edilmesinde

yol gdsterici olacaktir.



2. GENEL BILGILER

Kandidalar 4-6 um capinda, tek hiicreli, tomurcuklanarak ¢ogalan gercek / yalanci hifler
olusturabilen, 80S ribozomlar1 olan 6karyot hiicre yapisinda fakiiltatif anaerop dogada ve
basta gastrointestinal sistem olmak {izere tiim mukozal yiizeylerde ve deride normal flora

elemani olarak bulunabilen mikroorganizmalardir (1).

Kandidalar 200’den fazla tiir icermektedir. Bunlardan C. albicans basta olmak iizere C.
guillermondii, C. krusei, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. lusitaniae, C. dubliniensis, C.
glabrata, C. kefyr, C. stellatoidea, C. rugosa gibi tiirlerin insanlarda patojen olduklari
bilinmektedir (1).

2.1. Kandida Enfeksiyonlar

Kandida enfeksiyonlar1 tiim diinyada yaygin goriilen basit, invaziv olmayan mukokutantz
kandidiyazdan sistemik invaziv kandidiyaza kadar degisen, endojen ve ekzojen kaynakli
firsatc1 enfeksiyonlardir. Endojen enfeksiyon Ozellikle hastalarin florasinda bulunan
kandidalardan kaynaklanmaktadir. Ekzojen enfeksiyondan ise, basta saglik personelinin
elleri olmak iizere, kontamine biyomateryaller ve sivilar, hastane ortaminda kullanilan
kataterler sorumlu tutulmaktadir (2, 14, 15). Santral venéz kataterlerin, periferik vendz
kataterlere gore daha yiliksek enfeksiyon riskine neden oldugu saptanmistir. Kandida
tiirlerinin biyolojik materyallerde biyofilm olusturmasi, stirekli enfeksiyon odagi olarak rol

oynamasina ve antifungal tedavinin etkisinden kurtulmasina neden olmaktadir (2, 15).

Mukokutanéz kandidiyazda C. albicans en oOnemli etken olup; oral kandidiyaz
(pamukguk), kandida Ozefajiti, vulvovajinit ve balanit, primer kutandéz kandidiyaz,

onikomikoz ve kronik mukokutandz kandidiyaz seklinde karsimiza ¢ikmaktadir.

Kandidemi basit olarak kanda kandidalarin bulunmasi olarak tanimlansa da klinikte, ates
(>38°C) , hipotermi (< 36°C), 16kositoz, 10kopeni, tagikardi, takipne, hipotansiyon (sistolik
kan basmci < 90 mmHg) ve oligiiri (< 20 mL/saat) bulgularindan en az biri olan olgularin
en az bir kan kiiltiirlinde kandida izole edilmesidir. Tam1 ve tedavisi zor %40 oraninda

mortaliteye sahip ciddi bir klinik tablodur (2).



Kandidemilerin %95-97’sinden C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis ve
C. krusei, %3-5’inden ise C. lusitaniae, C. guillermondii, C. rugosa gibi farklh tiirler
sorumlu tutulmaktadir. Ulkeler arasinda tiir dagilim yoniinden farklilik goriilmektedir
(14). Avrupa ilkelerinde ve Tiirkiye’de C. parapsilosis ve C. tropicalis, C. albicans’tan

sonra en sik kandidemi yapan tiirler arasinda yer almaktadir (15).

Kandidalarm kan dolasimma ulasmalar1 GIS mukozasindan, damar ici kataterler yoluyla,
pyelonefrit gibi lokalize enfeksiyon kaynagindan olmaktadir. Hem yogun bakim
iinitelerinde yatan hastalarda hem de nétropenik hastalarda kandidalari kan dolasimina en
fazla gecis yolunun gastrointestinal sistemden penetrasyonla oldugu kabul edilmektedir

(2). Tablo 2.1°de kandidemi gelisiminde rol oynayan baslica risk faktorleri 6zetlenmistir.

Tablo 2.1. Kandidemi gelismesinde rol alan risk faktorleri (2)

Eriskinde risk faktorleri Yenidoganda risk faktorleri

Genis spektrumlu antibiyotik kullanimi Diisiik gestasyonel yas

Santral venoz katater Gastrointestinal hastalik
Total parenteral nutrisyon Konjenital malformasyonlar
Mekanik ventilasyon Sok

Immiinosupresyon

2.2. Epidemiyoloji
Candida albicans 1990’11 yillardan once en sik kandidemi etkeni olmasina ragmen, son
yillarda albikans dis1 kandida tiirlerinde artis oldugu gosterilmistir. Bu artisin nedeni olarak

proflaktik ve ampirik olarak antifungallerin yaygin kullanimi gosterilmektedir (14, 15, 16).

Albikans dis1 kandidalarda ilk siralarda yer alan C. parapsilosis, ekzojen patojendir ve deri
iizerindeki kolonizasyon oranlarinin, mukozal yiizeylere gore daha fazla oldugu
gosterilmistir (14). Kataterler iizerinde biyofilm olusturarak tedaviye direng gelismesine
neden olmakta, hastanede yatan hastalar arasinda nozokomiyal yolla veya hastane
personelinin elleri ile tasinmaktadir (16). Bir diger etken olan C. glabrata suslarmin
onkoloji hastalarinda insidansinin arttig1 gosterilmistir (14). Sik goriilen diger albikans dis1
kandidalardan C. tropicalis ve C. krusei kan ve kemik iligi transplantasyonu yapilacak olan

hastalarda 6nemli enfektif patojenlerdir (14). Candida guillermondii hastanede yatan



hastalarda kolonize olan, flukonazol duyarhliklarinda goriilen azalma ile Onem

kazanmaktadir.

Yapilan bir¢ok ¢alismada, kandidemi etkenlerinin dagilimi ve insidansmin iilkeden tilkeye,

oo

ayni1 lilkede yillar arasinda hatta hastaneler arasinda degistigi bildirilmistir (15).

2.3. Tam

Kandidalar, normal cilt florasinda yer almalari nedeni ile bir¢cok 6rnekte bulunmalar1 tek
basma tan1 koydurucu olmamaktadir. Enfeksiyon kolonizasyon ayrimi i¢in mutlaka klinik
bulgularla beraber degerlendirilmelidir. Hemokiiltiirlerden izole edildiginde kesin
kandidemi tanist koyulamamakta, ayrica kandidemili hastalarda izolasyon sansi diisiik
olmaktadir. Kandida tanisinin hizli ve dogru bir sekilde koyulmasi i¢in ornekler uygun
kosullarda laboratuvara gonderilmeli ve saklanmalidir. Klinik 6rnekler aseptik kosullar
altinda ve antifungal tedavi Oncesinde alinmali en ge¢ 2 saat icinde laboratuvara

ulastirilmalidir (17).

2.3.1. Direkt Mikroskobi

Kandida siiphesi ile gonderilen hasta materyallerinden hazirlanan preparatlar lam lamel
arast incelenebilece§i gibi gram veya histolojik boyalar ile boyanabilmektedir.
Mikroskobik degerlendirme oncesi %10’luk potasyum hidroksit kullanilmasi, epitel
hiicrelerinin lizise ugramasi saglayarak, daha iyi tespit edilmesini saglar. Mikroskobik
inceleme ile psodohif yapilarinin goriilmesi 6zellikle mukokutanéz kandida

enfeksiyonlarinin tanisinda degerlidir (1).

2.3.2. izolasyon

Kandidalar, rutin laboratuvarlarda kullanilan kanli agar, MacConkey agar gibi
besiyerlerinde kolaylikla 24-48 saatte {ireyebilmektedirler. Maya kolonileri kiiltiir
plaklarinda beyaz-opak renkte nemli goriiniimdedir ve kendisine 6zel bir kokusu
ayrilmaktadir (18).

Klinik 6rneklerden kandida izolasyonunda kullanilan Sabouraud dekstroz agara (SDA),
bakterilerin ve hizl lireyen kiiflerin tiremesini baskilamak ve segici 6zellik saglamak i¢in

sikloheksimid, gentamisin ve kloramfenikol gibi antimikrobiyal ajanlar eklenebilmektedir

(18).



Yapilan caligmalarda kromojenik besiyerleri de kandidalarin izolasyonunda kullanilmaya
baslanmistir. En sik kullanilan CHROMagar besiyerinde kandida tiirlerinin koloni
morfolojileri ve rengine gore ayrilmaktadir. Bu besiyerinde C. albicans yesil, C. tropicalis
mavi, C. krusei toz pembe, C. glabrata mor renkte, C. parapsilosis ise parlak beyaz

koloniler olusturmaktadir (19).

Otomatize hemokiiltiir sistemlerinden olan BacT/ALERT3D (bioMerieux) veya BACTEC

9240 (Becton Dickinson) ayrica isolator gibi sistemler kandida izolasyonunda kullanilabilir

(1.

2.3.3. Tiplendirme

Kandidalarin tiplendirilmesinde ilk olarak hizli sonu¢ veren ve uygulamasi kolay olan
germ tiip testi yapilmaktadir. Bu test C. albicans’1n albikans dis1 kandidalardan ayrilmasini
saglamaktadir. C. albicans disinda C. stellatoidea ve C. dubliniensis’de germ tiip olusturan
kandida tiirlerindendir. Diger albikans dis1 kandidalardan ise C. tropicalis, C. kefyr, C.

krusei’de psddogerm tiip olusumu goriilebilmektedir (1).

Kandidalarin morfolojik yapilarini incelemek amaci ile misir unlu tween 80 besiyeri
kullanilmaktadir. Bu besiyeri kandidalarin blastokonidya, klamidospor ve yalanci hif

iretimini arttirmaktadir (18).

Biyokimyasal tanida karbonhidrat asimilasyon ve fermantasyon testleri kullanilmaktadir.
Karbonhidrat asimilasyon testinde, mayalarin oksijen varliginda tek karbon kaynagi olarak
cesitli karbonhidratlar1 kullanabilme 06zelligi, karbonhidrat fermantasyon testinde ise
mayalarin farkli karbonhidratlar1 fermente ederek gaz olusturup olusturmadiklari
arastirilmaktadir. Biyokimyasal tanida kullanilmak {izere ticari olarak piyasada ¢ok sayida
test bulunmaktadir. Bu testlerden en sik kullanilanlar API 20C AUX (BioMerieux, Franca),
API ID 32C (BioMerieux, Franca), Auxader (Sanofi Diagnostics Pasteur, France) ve Uni-
Yeast Tek (Remel Laboratories, Lenexa, Kan.) kitleridir (20).



2.3.4. Diger Tam Yontemleri
Kiiltiir ve biyokimyasal identifikasyon yontemlerinden baska serolojik ve molekiiler tani

yontemleri de kandida enfeksiyonlarinda kullanilmaktadir.

Serolojik Tam

Antikor arayan testler basarili sonu¢ vermemekte bu nedenle antijen testleri tercih
edilmektedir. Bu amagcla; mannan, D-arabinitol, enolaz ve B-D-glukan en ¢ok tercih
edilenlerdir. Manan antijeni, kandida hiicre duvarinda bulunmakta olup kandida
enfeksiyonlarinda kanda saptanabilmektedir. Fakat bu antijenin kandaki seviyelerinin hizla
diismesi nedeniyle bu testin sik olarak tekrarlanmasi gerekmektedir (21). Kandidalarin
hiicre duvarinda bulunan diger antijen 1-3 p-D-glukandir. Bu antijenin kanda
saptanabilmesi i¢in 2004 yilinda FDA tarafindan onaylanmis Fungitell testi piyasada ticari

olarak bulunmaktadir (1).

Molekiiler Tant

Candida albicans gen sekans1 2004 yilinda tanimlanmis (22) ve molekiiler tan1 yontemleri
hizla uygulanmaya baslamistir. Molekiiler tan1 yontemleri direkt klinik materyalden (kan,
serum, plasma, steril viicut sivilar1 ve doku ornekleri) kandidiyaz tanis1 koyulabilmesine
olanak saglarken pahali olmasi, standardizasyonun olmamasi nedeni ile rutin

laboratuvarlarda tercih edilmemektedir (17).

Molekiiler tanida kullanilan Real-time PCR, floresan ile igaretlenmis tiire spesifik problarin
kullanildig1 yeni bir yontemdir. Bu yontemin kisa siirede sonu¢ vermesi, kontaminasyon
riskinin az olmas1 ve tiir diizeyinde identifikasyon yapmasi gibi avantajlar1 bulunmaktadir

(23).

2.4. Antifungal flaclar
Kandida enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan 4 grup antifungal ila¢ tablo 2.2’de

Ozetlenmistir.



Tablo 2.2 Kandida enfeksiyonlarinda kullanilan antifungal ilaglar

Poliyen grubu antifungal ilaglar AmB
Ketokonazol
Azol tiirevi antifungaller Flukonazol
Itrakonazol
Vorikonazol
Posakonazol
Yeni azol antifungaller Ravukonazol
Isavukonazol
Albakonazol
Niikleik asit sentez inhibitorleri 5-fluorositozin
Hiicre duvarina etkili ajanlar Kaspofungin
(Ekinokandinler) Mikafungin
Anidulafungin

2.4.1. Azol Grubu Antifungaller: Flukonazol

Azoller, fungustatik etki gosteren antifungallerdir. Bu etkilerini, lanosterolden ergosterol
sentezinde rol alan bir enzim olan sitokrom P450’ye bagli 14a-demetilaz enzimini inhibe
ederek gostermektedirler (1). Kandida enfeksiyonlarinin proflaksi ve tedavisinde en sik

kullanilan azol flukonazoldiir.

Fungustatik etkisini sitoplazmik membran iizerinden gostermektedir. Candida albicans
tiirleri flukonazole duyarl iken, albikans dis1 kandidalarda flukonazol direng oranlar1 daha
yiiksektir. Albikans dis1 kandida tiirlerinden 6zellikle C. krusei, flukonazole dogal direngli
iken C. glabrata suslar1 flukonazole genellikle direncli veya doza bagli duyarhdir (24).

2.4.2. Flukonazol Diren¢ Mekanizmalar
Son yillarda flukonazolun tedavi ve proflakside yaygin olarak kullanimi direng gelismesine
neden olmaktadir. Yapilan ¢alismalarda flukonazol direncinin birden fazla mekanizma ile
meydana geldigi gosterilmistir (25). Bu mekanizmalar asagida maddeler halinde
Ozetlenmistir.
1. Sterol sentezinde rol alan 14a-demetilaz enziminin inhibe edilmesi ile kandidalarin
plazma membraninda biriken steroller membranin akiskanhi§min  ve

fonksiyonlarmin bozulmasma neden olmaktadir (25).

2. Sterol sentezinde rol alan 14a-demetilaz enzimini kodlayan ERGI11 genindeki

mutasyonlar, substrat ve inhibitoriin enzime baglanmasini etkilemektedir (25).



3. ERGI1 geninin asir1 ekspresyonu ile protein miktar1 artmakta ve flukonazolun

yetersiz kalmasina neden olmaktadir (25).

4. Membran transport protein genlerinden olan CDR1, CDR2, MDRI1 genlerinin asir1
ekspresyonu antifungal ilaclarin effliiksiinii artirmaktadir. Bu genlerin inaktive
olmas1 antifungallerin hiicre icinde birikmesine neden olmaktadir. CDRI1 gen
inaktivasyonu C. albicans’ larda ¢oklu ila¢ direncinden sorumlu iken, MDR1 gen
inaktivasyonu sadece flukonazol direncinde 6nemini korumaktadwr. CDR2 gen
mutasyonlarmin hiicre i¢i flukonazol birikimi {izerine olan etkisi gosterilememistir

(26).

5. Biyofilm olusumu, kandidalarda ila¢ penetrasyonunu azaltmakta ve ilacin matriks

disma atilmasina neden olmaktadir (27).

6. Kandida patogenezinde rol oynayan secreted aspartic protease (SAP), 10 liyeden
olusan SAP gen ailesi tarafindan kodlanmaktadir. SAP, C. albicans diginda
C. dubliniensis, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. lusitaniae tarafindan salgilanarak
konak doku invazyonu ve adezyonu sonucunda konagin hiicre ve molekiillerini

parcalayarak antimikrobiyallere diren¢ gelismesine neden olmaktadir (27).

2.4.3. Diger Antifungaller

Kandida tedavisinde en sik kullanilan ilaglardan Amfoterisin B (AmB), fungal membranda
yer alan en Onemli sterol olan ergosterole baglanarak fungusidal etki gostermektedir.
Ekinokandinler, fungal hiicre membraninda protein yapisinda bir makromolekiil olan ve
hiicre duvarmnin yapisal bitiinliigiinii saglayan B-1,3 D glukan sentezini inhibe ederek
fungusidal etki gosteren ilaglardir (29). Flusitozin, sentetik florlanmis pirimidin analogudur
ve mantar hiicrelerinde aktif metaboliti 5-florourasile doniigmektedir. 5-FU protein ve

DNA sentezini inhibe etmektedir (1).

2.5. Antifungal Duyarhhk Testleri

Invitro antifungal duyarlilik testleri, epidemiyolojik ¢alismalarda ve rutin mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda sik olarak kullanilmaktadir. Direng oranlarindaki artis, antifungal
duyarlilik testlerinin standardizasyon ¢aligmalarma olan gereksinimi arttirmistir (30).

National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) yeni ad1 ile Clinical and



Laboratory Standarts Institute (CLSI)’1n antifungal duyarlilik alt komitesi 1982 yilindan
beri kandidalarda standardizasyon ¢alismalarmi siirdiirmektedir (28). Ik olarak 1992
yilinda M27, daha sonra sirast ile 1995°de M27-T, 1997’ de M27-A, 2002’de M27-A2 ve
son olarak 2009 yilinda M27-A3 antifungal duyarlilik test kriterleri yaymlanmistir (31, 32,
33, 34, 28). CLSI tarafindan mayalarm antifungal duyarhliklarinin arastirilmasi i¢in
onerilen referans yontemde kandidalarda azol grubu ilaglar, ekinokandinler ve flusitozin
icin direng smir degerleri belirlenmis, amfoterisin B (AmB) i¢inse heniiz saptanmamustir

(34).

2.5.1. Diliisyon Yontemleri
CLSI M27-A3 kriterlerine gore, mikrodiliisyon ve makrodiliisyon yOntemlerinin
standardizasyonu en son halini almistir. Stvi mikrodiliisyon yontemi, antifungal duyarlilik

testleri icinde en yaygin kullanilan yontem haline gelmistir. (28).

2.5.2. Difiizyon Yontemi

Tiim diinyada antibakteriyel duyarlilik testleri i¢in en sik kullanilan yontem disk diflizyon
yontemidir. CLSI M44-A kriterlerine gore standart disk diflizyon yonteminde flukonazol
(25png) ve vorikonazol (Ipg) diskleri kullanilarak kandidalarda da bu yOntem
gelistirilmistir. Kandida izolatlarinin flukonazol i¢in disk diflizyon yOntemi ile sinir
degerleri; duyarl suslarda >19 mm, orta duyarlilarda=15-18 mm, direncli suslarda ise <14

mm olarak belirlenmistir (28).

2.5.3. E Test:

Etest seritleri, tizerinde dengeli bir sekilde giderek artan konsantrasyonda antifungal ilag
icermektedir. Bu antifungal duyarlilik yontemi, difiizyon temeline dayanmaktadir. AmB,
flukonazol, 5- flusitozin, ketokonazol, itrakonazol, vorikonazol ve kaspofungin i¢in Etest
seritleri ticari olarak bulunmaktadir. Yapilan caligmalarda standart mikrodiliisyon yontemi

ile karsilastirildiginda Etest yontemi ile elde edilen sonuglar benzer bulunmustur (35, 36).

2.6. Kandida Enfeksiyonlarinda ila¢ Etkilesimleri

Invaziv kandidiyazda hizli ve etkili tedavi ihtiyaci her gecen giin artis gdstermektedir.
Kandida enfeksiyonlarinda 6zellikle invaziv formlarinda 6zellikle biyofilm olusumu gibi
nedenlerden dolayr bazen monoterapiler basarili olamamaktadrr (37). Ilag

kombinasyonlarmin énemli avantajlar1 arasinda sinerjistik etkinin olusmasi, ilaglarin etki



spektrumlariin artmasi ve diren¢ oranlarindaki azalma yer almaktadir. Antagonistik
etkinin saptanmasi, toksik etki ve maliyetin artmas1 kombine ilag tedavilerinin kullanimini

kisitlamaktadir (10, 38).

Kombine kullanim igin Invitro ilag etkilesimlerinin arastirilmasinda sinerji, antagonist veya
aditif etki saptanabilmektedir (8). Sinerji; ilaclarin kombinasyonlarda tek baglarina
olusturduklar1 etkilerin toplamindan daha fazla etki olusturmasi olarak tanimlanmaktadir.
Antagonizma; ilaglarin kombinasyonlarda tek baslarina olusan etkilerinin toplamindan
daha az etki olusturmalaridir. Aditif etkilesim ise kombinasyonlarda tek basina

kullanildiklarinda elde edilen etkilerinin toplaminin saptanmasidir (8).

Rastlantisal olarak bazi1 antibiyotikler ile antifungal ilaglarin birlikte kullanilmasi
kandidalarda antifungal etkiyi arttirdig1 klinik calismalar ile gbzlenmistir. Antifungallerin,
antifungaller ve antibiyotiklerle kombine etkilerinin arastirilmasi kandidalarda artan direng

oranlar1 nedeniyle 6nem kazanmaktadir (38).

2.6.1. Antifungal - Antifungal flac Etkilesimi
Antifungallerin kandidalarda farkli hedefleri etkileyerek antifungal etki géstermektedirler
(30). Kombine edildiklerinde klinik sonuglarmmin yiiz gildiiricii olmasi1 nedeniyle ¢ok

sayida invitro ¢aligma yapilmaktadir.

Kandida enfeksiyonlarinda en sik kullanilan antifungal ajanlardan olan, azoller ve AmB’
nin invitro ortamda kombinasyon etkileri arastirildiginda antagonistik etki elde edilmistir.
Antagonistik etkiden, azollerin ergosterol sentezini azaltmasi ve AmB’nin ergosterole

baglanamamasi sorumlu tutulmaktadir (39, 40).

Son yillarda artan diren¢ nedeniyle 6zellikle flukonazole direngli kandida izolatlarina
fungusidal etkili ekinokandin grubu yeni antifungaller gelistirilmistir. Ekinokandinler,
hepatik sitokrom enzimlerini kullanmamalar1 nedeniyle flukonazol ile antagonistik etki
gostermezler (29). Kaspofunginin AmB ile kombine etkisi kandan izole edilen C.
parapsilosis klinik izolatlarinda invivo ve invitro olarak arastirilmis ve sinerji saptanmistir.
Kaspofungin hiicre duvar sentezini inhibe ederek AmB’nin hiicre membranindan gecisini

arttrmaktadir (42).
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Ekinokandinlerden mikafunginin kandan izole edilen C. albicans ve albikans dis1 kandida
suslarinda flukonazol ile kombine etkileri arastirilmig, Oncelikle ila¢ etkilesimi
saptanmazken C. albicans ve C. tropicalis’de Ozellikle aditif etki gOrilmiistiir (44).
Mikafunginin; flukonazol, vorikonazol, AmB ve flusitozin ile kombinasyonunda, C.

glabrata suslarinda azoller ile sinerjistik saptanmamuistir (45).

Kandida enfeksiyonlarinda kullanilan ajanlarla etkilesim gdsteren bir diger antifungal olan
terbinafin aslinda dermatofit enfeksiyon tedavisi i¢in gelistirilmistir. Bir c¢alismada
flukonazole direncli C. albicans suslarinda; terbinafinin, AmB ile kombinasyonlarinda,
azollere gore daha yiiksek oranlarda sinerjistik etki saptanmistir (41). Kaspofungin
terbinafin kombinasyonlari, C. albicans, C. kefyr, C. krusei suslarinda invitro arastirilmais;
C. albicans ve C. keyfr suslarinda sinerjistik etki saptanirken, C. dubliniensis’de ilag

etkilesimi saptanmamuistir (43).

2.6.2. Antifungal ve Diger ila¢ Etkilesimleri

Kandida enfeksiyonlarinin tedavisinde en sik kullanilan azol grubu antifungaller sitokrom
P450 iizerinde ergosterol sentez inhibisyonu yapmaktadirlar. Calismalarda sitokrom P450
enzim araciligi ile metabolize edilen ilaglarin, azollerle kombinasyonlarinda toksik
etkilerinin arttig1 gosterilmistir. Bir ¢alismada itrakonazol, ketokonazol ve posakonazoliin

midazolam ile kombinasyonlarinda midazolamin toksik etkilerinde artis saptanmaistir (46).

Yiicesoy ve arkadaslar1 (48), flukonazol-nonsteroid antiinflamatuarlar1 kombine ettikleri
calismada sinerjistik etki saptamislardir.

Azollerden; flukonazol, itrakonazol ve vorikonazoliin amiodoron ile kombinasyonlarinda
sinerjistik etki saptanmistir. Bu etki amiodoronun ergosterol sentezini engellemesi ve

kandidalarda apoptozise neden olmasi olarak gdsterilmistir (49).
Yapilan bir caligmada biyofilm olusturan albikans dis1 kandidalardan C. parapsilosis, C.

krusei, C. glabrata suslarinda rifampisin-AmB kombinasyonlarinin etkisini arastirilmis ve

bu kombinasyonlarin, kandidalarda biyofilm olusumunu azalttigini saptanmistir (49).
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Antifungal-Kinolon Etkilegimi

Kinolonlar nalidiksik asitin sentetik analogu, genis spektrumlu antibakteriyel etkili
ajanlardir. Florokinolonlar, DNA giraz enziminin gyrA kismina baglanarak etki gosterirler
ve antifungal aktiviteleri yoktur. Ancak fungal topoizomeraz 1 ve topoizomeraz II

enzimlerine baglanarak fungal DNA replikasyonunu bozdugu gosterilmistir (51, 52).

Antifungaller ile beraber kullanildiklarinda antifungal etkinligi artirabilecekleri one
stiriilmiis ve bunun nedeni olarak, flurokinolonlarin ATP bagimli efflux pompas1 araciligi

ile antifungallerin hiicre i¢i konsantrasyonunu arttirmasi oldugu belirtilmistir (4).

Diger bir calismada azol direngli suslarda ofloksasin tek basina antifungal etki
gostermezken, ofloksasin+flukonazol kombinasyonu ile sinerjistik etki saptanmis, ayni
calismada ofloksasin+flukonazol kombinasyonunun invivo ortamda etkisi arastirildiginda
farelerin yasam siirelerinin uzamadig1 ancak bobrek ve dalaklarinda kandida sayilarmin

azaldig1 saptanmustir (51).

Stergiopoulou ve arkadaslar1 (6); Siprofloksasin (S)+Flukonazol (F), S+AmB ve S+CAS
kombinasyonlarmin duyarli kandida izolatlarinda etkilerini arastirmis siprofloksasinin tek
basina antifungal etkisini saptamamislardr. Bu c¢alismada ilag etkilesimi,
kombinasyonlardaki ila¢ konsantrasyonlarna gore farklilik gostermistir. Baska bir
calismada, siprofloksasin, trovafloksasin ile AmB ve flukonazol kombine edildiginde,

hastalarin yasam stirelerinin arttig1 gosterilmistir (7).

Antifungal-Tetrasiklin Etkilegimi

Tetrasiklinler bakterilerin 30S ribozomal alt birimine baglanip, tRNA’nin ribozomun A
bolgesine baglanarak protein sentezini inhibe ederek bakteriyostatik etki gdstermektedir
(1). Arastirmacilar tarafindan kandidalar tizerindeki antifungal+tetrasiklin kombinasyon
etkilerinin arastirildigi ¢alismalar yapilmaktadir. TetrasiklintAmB kombinasyonlarinin C.
albicans susunun AmB duyarliligini 32 kat arttrmasindan efliikks pompasindaki ekspresyon
inhibisyonu sorumlu tutulmustur (7). Muhamed El-Azizi (50), Doksisiklin (D)+AmB
kombinasyonlarinin, albikans dis1 kandidalarda AmB’nin antifungal etkisini arttirdigina,

ayni zamanda biyofilm olusumunu azalttigini saptamaistir.
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2.7. ilac Etkilesimlerinde Arastirma Yéntemleri

Ayn1 veya farkli grup antibiyotikler arasinda ila¢ etkilesimlerinin arastirilmasinda birden
fazla yontem bulunmaktadir. Ilag etkilesimlerinin arastirilmasinda en sik checkerboard
yontemi kullanilmaktadir. Bir diger yOntem minumum fungusidal konsantrasyon

degerlerini 6lgen time-kill yontemidir (36).

Checkerboard yontemi ile elde edilen verilerin fraksiyonel inhibitdr konsantrasyon (FIK)
indeksleri hesaplanmaktadir. FIK indeks degerlerinin hesaplanmasi uzun yillardir en sik
kullanilan yol olmustur. FIK modelinde, 1= (MiK kombinasyondaki A ilact / MIK tek
basna A ilac1) + (MIK kombinasyondaki B ilac1 / MiK tek basma B ilac1) esitligi dogru
oldugunda indiferans sdz konusudur yani etkilesim yoktur. FIK 0.5 ve daha az oldugunda
sinerjistik etki, 4’ten biiyilk oldugunda ise antagonistik etki olarak degerlendirilmektedir
(38). FIK indeksini hesaplamak icin kombinasyonda kullanilan her iki ajanmn MIK
degerlerine gereksinim oldugundan, antifungal ilaglar ve antifungal aktivitesi olmayan
ilaglar arasindaki ila¢ etkilesiminin arastirilmasinda, yeni analitik yontemlere olan ihtiyag
artmustir. Son yillarda FIK indeks hesaplama yontemine alternatif olarak isobolografik

analiz yontemi gelistirilmistir (8).

Isobolografik analizlerin ilag etkilesimlerinde kullanilmasi ilk olarak Loewe tarafindan
1927 yilinda gelistirilen etkilesim yok teorisine dayanarak gerceklestirilmistir (8, 10, 11,
13). Onceleri iki ilacin birlikte kullanildiginda olusan artan veya azalan etki dogrusal
isobologramlar ile degerlendirilmistir. Daha sonra bu etkilesimin dogrusal isobologramlar
ile gosterilmesinin yanlis sonuglara neden olabilecegi anlagilmis ve dogrusal olmayan
isobologramlar kullanilmaya baslanmustir (4, 6, 12). Isobolografik analiz y&nteminin
temeli, kombine ilaclarla olusan konsantrasyon-etki regresyon egrilerinin, ilaglarin tek
baslarma etkilerinden elde teorik kombinasyon egrileri ile kiyaslamasma dayali analizdir
(12). Bu yontem, antimikrobiyal ajanlarin etkilesiminin arastirilmasinda kullanildiginda
checkerboard plaklarmin sonuclari esas alinmakta, analizlerin yapilmasimni bir¢ok istatistik
yazilim programu ile desteklemektedir. Bu yontem ile hem iki aktif ilacin hem de ilaglardan
sadece birinin aktif oldugu kombinasyonlarda ila¢ etkilesim analizleri yapilabilmektedir

(6, 12).
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3. GEREC ve YONTEM

Bu c¢alisma Baskent Universitesi Tip ve Saglik Bilimleri Arastirma Kurulu tarafindan
11.03.2009 tarihinde onaylanmis (Proje no: KA 09/60) ve Baskent Universitesi Arastirma

fonunca desteklenmistir.

3.1. Maya izolatlan

Projede 300 kandida susu kullanildi. Tiim suslar Baskent Universitesi T1p Fakiiltesi Ankara
ve Adana hastanelerinin ¢esitli {linitelerinde yatan hastalarin hemokiiltiirlerinden izole
edildi. Identifiye edilen suslar calisilincaya kadar %0.25 gliserollii Brucella buyyon
besiyerinde -86°C’de saklandi.

3.2. Tiplendirme
Tiim suslar germ tiip olusumu, misir-unlu tween 80’deki mikroskobik morfolojilerine ve

API 20C AUX kitinde karbonhidratlara etkilerine bakilarak tiplendirildi.

3.2.1. Germ Tiip Testi

Tim suglara germ tiip testi kutu 3.1°de verildigi sekilde uygulandi. Mikroskobik
incelemenin sonucunda, ana hiicreden orijin alan ve baslangic noktasinda bogumlanma
yapmaksizin filament seklinde uzant: yapan olusumlar izlendi. Bu olusumlar germ tiip
pozitif olarak degerlendirildi. Germ tiip pozitif olan maya kolonileri Candida

albicans/dubliniensis olarak tiplendirildi.

Kutu 3.1. Germ tiip test yontemi

Gerekli Malzemeler

SDA’da iiremis saf maya kiiltiirleri
Insan serumu

Lam, lamel

Oze

Etiiv

Isik mikroskobu

Deneyin Yapilmasi

AN N N N NN

v" Saf maya kolonisinden 0.5 ml insan serumu iginde
siispansiyon hazirlandi.

v' 35°C’de 3 saat inkiibe edildi.

v" Lam — lamel arasi preperat hazirlandi.
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3.2.2. Misir Unlu Tween 80 Agarda Mikroskobik Morfoloji incelenmesi
Tim suslar misir unlu Tween 80 agardaki morfolojik yapilarina gore tiplendirildi. Testin

yapilist kutu 3.2.de verildi.

Kutu 3.2. Misir Unlu Tween 80 besiyerinin hazirlanmasi ve ekim yontemi

Formiil:
Misir unu (Sigma) 40gr
Agar 20gr
Tween 80 10ml
Distile su 1000ml

Besiyerinin Hazirlanmasi:

Misir unu tartildi.

Distile su iginde eritildi.

Su banyosunda 65°C’de 1 saat bekletildi.
Kagit filtre yardimu ile siiziildii.

pH 6.6+/- 6.8 ayarlandi.

Agar ve Tween 80 eklendi.

Otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edildi.
Ekim Yontemi

AN N N N NN

v Saf maya kolonilerinden musir unlu besiyerine birbirine paralel olacak
sekilde 3 cizgi ekimi yapildi.
Lamel alevden gegcirilerek steril edildi ve sogutuldu.

v' ki alana yerlestirildi.

V' Plaklarmn etrafi parafin ile kapatildi.

Plaklar oda isisinda 72 saat inkiibe edildikten sonra 1tk mikroskobundaki morfolojik
goriinlimlerine gore degerlendirildi. Misir-unlu Tween 80 kiiltiir plaklarindaki pasajlar
yalanci hif, gercek hif yapilari, klamidaspor olusumu, blastokonidyum yapilar1 agisindan
incelendi. Sekil 3.1, 3.2, 3.3, 3.4’de kandidalarin 10’luk objektifdeki mikroskobik

goriintiileri verildi.

Sekil 3.1. C. albicans susunun, misir-unlu Tween 80 kiiltiir plaklarinda mikroskobik goriinimii
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Sekil 3.2. C. glabrata susunun, misir-unlu Tween 80 kiiltiir plaklarinda mikroskobik goriiniimii

3.2.3. Biyokimyasal Tiplendirme

Albikans dis1 kandidalarin morfolojik yapilarinin incelenmesinden sonra API 20C AUX
kiti ile karbonhidratlara etkisine bakildi. API 20C AUX kiti 19’u karbonhidrat asimilasyon
testleri ve biri tireme kontrol olmak tizere 20 mikrokuyucuktan olugsmaktadir. Test edilen
karbonhidratlar: glukoz, gliserol, 2-keto-D-glukonat, L-arabinoz, D-ksiloz, adonitol,
ksilitol, galaktoz, inozitol, sorbitol, a-metil-D-glukosid, N-asetil-D-glukozamin, selobiyoz,

laktoz, maltoz, siikroz, trehaloz, melibiyoz ve rafinozdur (20).

Taze maya kolonisinden serum fizyolojik i¢inde McFarland 2 olacak sekilde maya
siispansiyonu hazirlandi. Maya siispansiyonu kitin igindeki ampiillerde hazir olarak
bulunan sivilara 100’erpl aktarildi. Daha sonra apilerdeki mikrokuyucuklara dagitildi ve
35°C etiivde 48 saat inkiibe edildikten sonra kitin prosediiriine uygun olarak okundu. Zayif

iireme gosteren suglarin inkiibasyonlar1 bir giin daha uzatildiktan sonra degerlendirildi.
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3.3. Flukonazol Duyarhhk Testleri

Flukonazol duyarhliklar1 mikrodiliisyon yontemi ile CLSI’in M27-A3 kriterlerine uygun
olarak invitro olarak yapildi. C. krusei ATCC 6258 ve C. parapsilosis ATCC 22019 suslar1
kalite kontrol amaciyla her teste dahil edildi (28).

3.3.1. Besiyeri
Mikrodiliisyon yontemi ile duyarliik c¢alismadan o6nce MOPS (0.165 M
morfolinpropananasulfonik asit, Sigma) ile tamponlanmis (pH: 7.0) L-glutamin igeren

RPMI 1640 (Sigma) besiyeri hazirland1 (28) (kutu 3.3.).

Kutu 3.3. RPMI 1640 besiyerinin hazirlanmasi

Formiil

RPMI 1640 tozu 10,4 ¢
MOPS buffer 345¢g
Distile su 1000 mL
pH 7,0 +/- 0,1

Besiyerinin Hazirlanmasz:

RPMI tartild1 ve 900ml steril distile suda eritildi.

MOPS 34,5 gr tartilarak eklendi ve eritildi

Karisimin pH’1 10 molar NaOH ile pH 7.0’a ayarlandi.

Toplam hacim steril distile su ile 1000mI’ye tamamlandi.

Cap1 0,2um olan membran filtreden (marka) siiziilerek steril edildi.

AN N NN

Not: Sivi RPMI + 4°C’de en fazla 3 ay saklandi.

3.3.2. Flukonazol’iin Stok Soliisyonu
Stok soliisyonlarin hazirlanmasinda, flukonazol’iin (Pfizer) standart toz formlar1 kullanildi.
Flukonazol stok soliisyonu 2560 mg/L. konsantrasyonunda steril distile suda hazirlandi ve

-86°C’de testler yapilincaya kadar saklandi.

3.3.3. Maya Siispansiyonu
Acilan suglar iki kere pasajlandi. Saf maya kolonilerinden PhoenixSpec (BD, France)
cthaz1 kullanilarak serum fizyolojik ile 0,5 MacFarland bulanikliginda siispansiyonlar

hazirland1.
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3.3.4. Plaklarin Hazirlanmasi

Besiyeri olarak MOPS ile tamponlanmis RPMI 1640 kullanildi. Stok soliisyonlar1 ilk
kuyucukta 64 mg/L olacak sekilde RPMI ile sulandirildi ve standart protokole uygun
olarak 96 cukurlu U tabanl steril mikroplaklarda (TPP, Isvigre) birinci siituna 100’er pl
dagitildi. Flukonazol’lin ¢ift kat seri diliisyonlar1 yapildi. Her swradaki 12. kuyucuklar
iireme kontrol olarak birakildi. Maya siispansiyonlar1 tiim kuyucuklara 100°er pl dagitildi.
Oncelikle flukonazol konsantrasyonlar1 64 — 0,06 mg/L olarak ayarlandi. Direng saptanan
suslarmn MIK degerlerini gorebilmek igin flukonazol konsantrasyonu 256 mg/L’ye

¢ikarilarak tekrar ¢alisildi.

3.3.5. Sonuclarin Degerlendirilmesi

Plaklar 37°C 48 saat inkiibe edildi ve sonuglar gorsel olarak degerlendirildi. Standartlara
gdre iiremenin %50 olarak azaldig1 kuyucuktaki flukonazol konsantrasyonu MiK degeri
olarak kabul edildi. Suslarin flukonazol direnglerine CLSI standartlarinda belirlenen sinir
degerlere gore karar verildi. Kandidalarda flukonazol i¢in MIK degerleri <8 mg/L ise

duyarl, 16-32 mg/L arasinda doza bagh duyarli, >64 mg/L ise direngli kabul edildi.

3.4. Flukonazol ile fla¢ Etkilesimlerinin Checkerboard Yontemi ile Arastirilmasi

Direncli 8, duyarli 4 sus rastgele secilip C. krusei, C. parapsilosis standart suslar1 dahil
edilerek toplam 14 susta c¢alisildi. Bu suslarda; flukonazoliin kinolon grubu
antibiyotiklerden siprofloksasin ve levofloksasin, tetrasiklinlerden ise doksisiklin ile

etkilesimi standart checkerboard yontemi modifiye edilerek arastirildi (8, 10).

3.4.1 Stok Soliisyonlar

Flukonazol’tin duyarlilik c¢alismasi i¢in hazirlanan stok c¢ozeltileri  kullanildi.
Siprofloksasin (Fako, 3585), doksisiklinin (Sigma, K0598) standart toz formlar1 steril
distile su ile sulandmrilarak stok c¢ozeltileri swras1i ile 2560 mg/L, 16000 mg/L
konsantrasyonlarinda hazirlandi. Levofloksasinin (BD, France) standart toz formlar1 0,1
mol/L NaOH ile ¢6ziindiikten sonra steril distile su ile sulandirilarak stok ¢ozeltisi 5120
mg/L konsantrasyonunda hazirlandi. Stok soliisyonlar -86°C’de testler yapilincaya kadar

sakland..
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3.4.2. Maya siispansiyonlar

Acilan suglar iki kere pasajlandi. Saf maya kolonilerinden serum fizyolojik ile
siispansiyonlar1 hazirlandi. Bu siispansiyonlar ELx800 (Bio-Tek Instruments, INC) cihazi
kullanilarak 530nm’de okutuldu ve %80 OD degeri olacak sekilde ayarlandi. Bu sekilde
hazirlanan siispansiyonlar plaklarda son inokuliim konsantrasyonu 5x10*-2,5x10° CFU/ml

olacak sekilde RPMI 1640 besiyeri ile sulandirildi.

3.4.3. Plaklarin Hazirlanmasi

Besiyeri olarak duyarlilik testlerinde oldugu gibi MOPS ile tamponlanmis RPMI 1640
besiyeri kullanildi. Calismaya baslamadan once stok ilag c¢ozeltileri direngli ve duyarh
suslar icin farkli konsantrasyonlarda olacak sekilde bu besiyeri ile sulandirildi. Standart
protokole wuygun olarak hazirlanan ilag sulandirimlart 96 kuyucuklu U tabanli
mikroplaklarda kombine edildi. Hazirlanan kombinasyonlar 3.1, 3.2, 3.3, 3.4, 3.5, 3.6.n0’lu

tablolarda verildi.
Al kuyucugu tireme kontrol, H12 kuyucugu ise sterilite kontrol olarak birakildi. Plaklar

parafinlenip 37°C etiivde 48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan OD degerleri
ELx800 spektrofotometre cihazinda 405 nm’de okutuldu.
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Tablo 3.1. Duyarli suslarda plaklardaki tiim kuyucuklarda Flukonazol ve Siprofloksasin
konsantrasyonlari

Al A2 A3 A4 AS A6 A7 A8 A9 Al0 All Al2
UK S 0,03 S0,06 S0,125 50,25 S0,5 S1 S2 S4 S8 S16 S32

Bl B2 B3 B4 BS B6 B7 B8 B9 B10 Bl1 B12
F0,06 F0,06+ F0,06+ F0,06+ F0,06+ F0,06+ F0,06+ F0,06+ F0,06+ F0,06+ F0,06+ F0,06+
S 0,03 S0,06 S0,125 50,25 S0,5 S1 S2 S4 S8 S16 S32

Cl C2 c3 C4 (O} C6 C7 C8 C9 C10 Cl1 Cl12
F0,125 F0,12+ F0,12+ FO0,12+ FO0,12+ FO0,12+ F0,12+ FO0,12+ F0,12+ FO0,12+ FO0,12+ FO0,12+
S 0,03 S0,06 S0,125 50,25 S0,5 S1 S2 S4 S8 S16 S32

DI D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 DI1 D12
F0,25 F0,25+ F0,25+ F0,25+ F0,25+ F0,25+ F0,25+ F0,25+ F0,25+ F0,25+ F0,25+ F0,25+
S 0,03 S0,06 S0,125 50,25 SO0,5 S1 S2 S4 S8 S16 S32

El E2 E3 E4 ES E6 E7 ES8 E9 E10 Ell El2
F0,5 F0,5+ FO0,5+ FO0,5+ FO,5+ FO0,5+ FO0,5+ FO,5+ FO0,5+ FO,5+ FO,5+ FO,5+
S 0,03 S0,06 S0,125 50,25 S0,5 S1 S2 S4 S8 S16 S32

Fl1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12
Fl1 F1+ F1+ F1+ F1+ F1+ F1+ F1+ F1+ F1+ F1+ F1+
S 0,03 S0,06 S0,125 50,25 S0,5 S1 S2 S4 S8 S16 S32

Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 G9 Gl10 Gl1 Gl12
F2 F2+ F2+ F2+ F2+ F2+ F2+ F2+ F2+ F2+ F2+ F2+
S 0,03 S0,06 S0,125 50,25 S0,5 S1 S2 S4 S8 S16 S32

HI H2 H3 H4 HS H6 H7 H8 H9  HIO HIl HI2
F4 FA+ F4+ F4+ F4+ F4+ F4+ F4+ F4+ F4+  F4+  SK
$0,03 S0,06 S0,125 S0,25 S0,5 Sl S2 S4 S8 S16

F: Flukonazol S: Siprofloksasin UK: Ureme kontrol SK: Sterilite kontrol
Tim kuyucuklardaki antibiyotik konsantrasyonlarinin birimi mg/L’dir. F0,06=0,06 mg/L flukonazol, S
0,03=0,03 mg/L siprofloksasin igermektedir.
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Tablo 3.2. Duyarli suslarda plaklardaki tiim kuyucuklarda Flukonazol ve Levofloksasin konsantrasyonlari

Al A2 A3 A4 AS A6 A7 A8 A9 Al0 All Al2
UK L0,03 L0,06 L0,125 L0,25 LO,5 Ll L2 L4 L8 L16 L32

Bl B2 B3 B4 BS B6 B7 B8 B9 B10 Bl1 B12
F0,06 F0,06+ F0,06+ F0,06+ F0,06+ F0,06+ F0,06+ F0,06+ F0,06+ F0,06+ F0,06+ F0,06+
L0,03 L0,06 L0,125 L0,25 LO,5 Ll L2 L4 L8 L16 L32

Cl C2 c3 C4 (O} C6 C7 C8 C9 C10 Cl1 Cl12
F0,125 F0,12+ F0,12+ FO0,12+ FO0,12+ FO0,12+ F0,12+ FO0,12+ F0,12+ FO0,12+ FO0,12+ FO0,12+
L0,03 L0,06 L0,125 L0,25 LO,5 Ll L2 L4 L8 L16 L32

DI D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 DI1 D12
F0,25 F0,25+ F0,25+ F0,25+ F0,25+ F0,25+ F0,25+ F0,25+ F0,25+ F0,25+ F0,25+ F0,25+
L0,03 L0,06 L0,125 L0,25 LO,5 Ll L2 L4 L8 L16 L32

El E2 E3 E4 ES E6 E7 ES8 E9 E10 Ell El2
F0,5 F0,5+ FO0,5+ FO0,5+ FO0,5+ FO0,5+ FO0,5+ FO,5+ FO0,5+ FO,5+ FO,5+ FO,5+
L0,03 L0,06 L0,125 L0,25 LO,5 Ll L2 L4 L8 L16 L32

Fl1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12
Fl1 F1+ F1+ F1+ F1+ F1+ F1+ F1+ F1+ F1+ F1+ F1+
L,03 L0,06 Lo0,125 L0,25 LO,5 Ll L2 L4 L8 L16 L32

Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 G9 Gl10 Gl1 Gl12
F2 F2+ F2+ F2+ F2+ F2+ F2+ F2+ F2+ F2+ F2+ F2+
L0,03 L0,06 L0,125 L0,25 LO,5 Ll L2 L4 L8 L16 L32

H1 H2 H3 H4 H5 He6 H7 HS8 H9 H10 H11 H12
F4 F4+ F4+ F4+ F4+ F4+ F4+ F4+ F4+ F4+ F4+ SK
L0,03 L0,06 L0,125 L0,25 LO,5 Ll L2 L4 L8 L16

F: Flukonazol L: Levofloksasin UK: Ureme kontrol SK: Sterilite kontrol
Tim kuyucuklardaki antibiyotik konsantrasyonlarmin birimi mg/L’dir. F0,06=0,06 mg/L flukonazol,
L0,03=0,03 mg/L levofloksasin icermektedir.
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Tablo 3.3. Duyarli suslarda plaklardaki tiim kuyucuklarda Flukonazol ve Doksisiklin konsantrasyonlari

Al A2 A3 A4 AS A6 A7 A8 A9 Al0 All Al2
UK D0,03 D0,06 DO0,125 D0,25 DO0,5 Dl D2 D4 D8 D16 D32

Bl B2 B3 B4 BS B6 B7 B8 B9 B10 Bl1 B12
F0,06 F0,06+ F0,06+ F0,06+ F0,06+ F0,06+ F0,06+ F0,06+ F0,06+ F0,06+ F0,06+ F0,06+
D0,03 D0,06 DO0,125 D0,25 DO0,5 DI D2 D4 D8 D16 D32

Cl C2 c3 C4 (O} C6 C7 C8 C9 C10 Cl1 Cl12
F0,125 F0,12+ F0,12+ FO0,12+ FO0,12+ FO0,12+ F0,12+ FO0,12+ F0,12+ FO0,12+ FO0,12+ FO0,12+
D0,03 D0,06 DO0,125 D0,25 DO0,5 Dl D2 D4 D8 D16 D32

DI D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 DI1 D12
F0,25 F0,25+ F0,25+ F0,25+ F0,25+ F0,25+ F0,25+ F0,25+ F0,25+ F0,25+ F0,25+ F0,25+
D0,03 D0,06 DO0,125 D0,25 DO0,5 DI D2 D4 D8 D16 D32

El E2 E3 E4 ES E6 E7 ES8 E9 E10 Ell El2
F0,5 F0,5+ FO0,5+ FO0,5+ FO0,5+ FO0,5+ FO0,5+ FO,5+ FO0,5+ FO,5+ FO,5+ FO,5+
D0,03 D0,06 DO0,125 D0,25 DO0,5 DI D2 D4 D8 D16 D32

Fl1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12
Fl1 F1+ F1+ F1+ F1+ F1+ F1+ F1+ F1+ F1+ F1+ F1+
D0,03 D0,06 DO0,125 D0,25 DO0,5 DI D2 D4 D8 D16 D32

Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 G9 Gl10 Gl1 Gl12
F2 F2+ F2+ F2+ F2+ F2+ F2+ F2+ F2+ F2+ F2+ F2+
D0,03 D0,06 DO0,125 D0,25 DO0,5 DI D2 D4 D8 D16 D32

H1 H2 H3 H4 H5 He6 H7 HS8 H9 H10 H11 H12
F4 F4+ F4+ F4+ F4+ F4+ F4+ F4+ F4+ F4+ F4+ SK
D0,03 D0,06 DO0,125 D0,25 DO0,5 DI D2 D4 D8 D16

F: Flukonazol D: Doksisiklin UK: Ureme kontrol SK: Sterilite kontrol
Tim kuyucuklardaki antibiyotik konsantrasyonlarmin birimi mg/L’dir. F0,06=0,06 mg/L flukonazol,
D0,03=0,03 mg/L doksisiklin icermektedir.
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Tablo 3.4. Direngli suslarda plaklardaki tiim kuyucuklarda Flukonazol ve Siprofloksasin konsantrasyonlari

Al A2 A3 A4 AS A6 A7 A8 A9 Al0 All Al2
UK S 0,06 S0,125 S0,5 S1 S2 S4 S8 S16 S32 S64 S128

Bl B2 B3 B4 BS B6 B7 BS B9 BI0O BIl  BI2
F4 F4+ F4+ F4+ F4+ F4+ F4+ F4+ F4+  Fa4+  F4+  Fa+
S0,06 S0,125 S0,5  SI S2 sS4 S8 SI6 832 S64  SI28

Cl C2 c3 C4 (O} C6 C7 C8 C9 C10 Cl1 Cl12
F8 F8+ F8+ F8+ F8+ F8+ F8+ F8+ F8+ F8+ F8+ F8+
S 0,06 S0,125 S0,5 S1 S2 S4 S8 S16 S32 S64 S128

DI D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 DI1 D12
Fl16 Fl6+ Fl6+ Fle+ Fl6+ Fle+ Fl6+ Flée+ Fl6+ Flée+ Fl6+ Flo+
S 0,06 S0,125 S0,5 S1 S2 S4 S8 S16 S32 S64 S128

El E2 E3 E4 ES E6 E7 ES8 E9 E10 Ell El2
F32 F32+ F32+ F32+ F32+ F32+ F32+ F32+ F32+ F32+ F32+ F32+
S 0,06 S0,125 S0,5 S1 S2 S4 S8 S16 S32 S64 S128

Fl1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12
Fo4 F64+ F64+ Fo64+ Fo64+ Fo4+ Fo64+ Fo64+ Fo4+ Fo64+ Fo64+  Fo4+
S 0,06 S0,125 S0,5 S1 S2 S4 S8 S16 S32 S64 S128

Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 G9 Gl10 Gl1 Gl12
F128 F128+ F128+ F128+ F128+ F128+ FI128+ F128+ F128+ F128+ F128+ FI128+
S 0,06 S0,125 S0,5 S1 S2 S4 S8 S16 S32 S64 S128

H1 H2 H3 H4 H5 He6 H7 HS8 H9 H10 H11 H12
F256  F256+ F256+ F256+ F256+ F256+ F256+ F256+ F256+ F256+ F256+ SK
S 0,06 S0,125 S0,5 S1 S2 S4 S8 S16 S32 S64

F: Flukonazol S: Siprofloksasin UK: Ureme kontrol SK: Sterilite kontrol
Tim kuyucuklardaki antibiyotik konsantrasyonlarmin birimi mg/L’dir. F4=4 mg/L flukonazol, S0,06=0,06

mg/L siprofloksasin i¢cermektedir.
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Tablo 3.5. Direngli suslarda plaklardaki tiim kuyucuklarda Flukonazol ve Levofloksasin konsantrasyonlari

Al A2 A3 A4 AS A6 A7 A8 A9 Al0 All Al2
UK L0,06 LO,125 LO,5 LI L2 L4 L8 L16 L32 Lo64 L128

Bl B2 B3 B4 BS B6 B7 BS B9 BI0O BIl  BI2
F4 F4+ F4+ F4+ F4+ F4+ F4+ F4+ F4+  Fa4+  F4+  Fa+
L0,06 L0,125 10,5 LI L2 L4 L8 L16 L32 L64 LI28

Cl C2 c3 C4 (O} C6 C7 C8 C9 C10 Cl1 Cl12
F8 F8+ F8+ F8+ F8+ F8+ F8+ F8+ F8+ F8+ F8+ F8+
L0,06 L0125 LO,5 LI L2 L4 L8 L16 L32 L64 L128

DI D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 DI1 D12
Fl16 Fl6+ Fl6+ Fle+ Fl6+ Fle+ Flo+ Flée+ Fl6+ Flée+ Fl6+ Flo+
L0,06 LO,125 LO,5 LI L2 L4 L8 L16 L32 Lo64 L128

El E2 E3 E4 ES E6 E7 ES8 E9 E10 Ell El2
F32 F32+ F32+ F32+ F32+ F32+ F32+ F32+ F32+ F32+ F32+ F32+
L0,06 LO,125 LO,5 LI L2 L4 L8 L16 L32 L64 L128

Fl1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12
Fo4 F64+ Fo64+ Fo64+ Fo64+ Fo4+ Fo64+ Fo64+ Fo4+ Fo64+ Fo4+  Fo4+
L0,06 LO,125 LO,5 LI L2 L4 L8 L16 L32 Lo64 L128

Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 G9 Gl10 Gl1 Gl12
F128 F128+ F128+ F128+ F128+ F128+ FI128+ F128+ F128+ F128+ F128+ FI128+
L0,06 LO,125 LO,5 LI L2 L4 L8 L16 L32 Lo64 L128

H1 H2 H3 H4 H5 He6 H7 HS8 H9 H10 H11 H12
F256  F256+ F256+ F256+ F256+ F256+ F256+ F256+ F256+ F256+ F256+ SK
L0,06 LO,125 LO,5 LI L2 L4 L8 L16 L32 Lo64

F: Flukonazol L: Levofloksasin UK: Ureme kontrol SK: Sterilite kontrol
Tim kuyucuklardaki antibiyotik konsantrasyonlarmin birimi mg/L’dir. F4=4 mg/L flukonazol, L0,06=0,06

mg/L levofloksasin icermektedir.
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Tablo 3.6. Direngli Duyarli suslarda plaklardaki tim kuyucuklarda Flukonazol ve Doksisiklin
konsantrasyonlari

Al A2 A3 A4 AS A6 A7 A8 A9 Al0 All Al2
UK D0,5 Dl D2 D4 D8 D16 D32 D64 D128 D256 D512

Bl B2 B3 B4 BS B6 B7 B8 B9 B10 Bl1 B12
F4 F4+ F4+ F4+ F4+ F4+ F4+ F4+ F4+ F4+ F4+ F4+
D0,5 Dl D2 D4 D8 D16 D32 D64 D128 D256 D512

Cl C2 c3 C4 (O)) C6 C7 C8 C9 C10 Cl1 Cl12
F8 F8+ F8+ F8+ F8+ F8+ F8+ F8+ F8+ F8+ F8+ F8+
D0,5 Dl D2 D4 D8 D16 D32 D64 D128 D256 D512

DI D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 DI1 D12
Fl16 Fl6+ Fl6+ Fle+ Fl6+ Fle+ Flo+ Flée+ Fl6+ Floe+ Fl6+ Flo+
D0,5 Dl D2 D4 D8 D16 D32 D64 D128 D256 D512

El E2 E3 E4 ES E6 E7 ES8 E9 E10 Ell El2
F32 F32+ F32+ F32+ F32+ F32+ F32+ F32+ F32+ F32+ F32+ F32+
D0,5 Dl D2 D4 D8 D16 D32 D64 D128 D256 D512

Fl1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12
Fo4 F64+ Fo64+ Fo64+ Fo64+ Fo4+ Fo64+ Fo64+ Fo4+ Fo64+ Fo64+  Fo4+
D0,5 Dl D2 D4 D8 D16 D32 D64 D128 D256 D512

Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 G9 Gl10 Gl1 Gl12
F128 F128+ F128+ FI128+ F128+ F128+ FI128+ F128+ F128+ F128+ F128+ FI128+
D0,5 Dl D2 D4 D8 D16 D32 D64 D128 D256 D512

H1 H2 H3 H4 H5 He6 H7 HS8 H9 H10 H11 H12
F256  F256+ F256+ F256+ F256+ F256+ F256+ F256+ F256+ F256+ F256+ SK
D0,5 Dl D2 D4 D8 D16 D32 D64 D128 D256

F: Flukonazol D: Doksisiklin UK: Ureme kontrol SK: Sterilite kontrol
Tim kuyucuklardaki antibiyotik konsantrasyonlarmnin birimi mg/L’dir. F4=4 mg/L flukonazol, D0,5=0,5
mg/L doksisiklin icermektedir.
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3.5. Sonuclarin Degerlendirmesi

Plaklar 37°C’de 48 saat inkiibe edildikten sonra ELx800 spektrofotometre cihazinda
405nm de okutuldu. Flukonazol ve doksisiklin kombinasyonlarmin, hem Y FIK (toplam
FiK) indeksleri hem de interaksiyon indeks degerleri hesaplandi. Diger kombinasyonlarin

ise sadece interaksiyon indeks degerleri hesaplandi.

3.5.1. FIK indeks Analizi
YFIK indeks degerleri hesaplanmadan once, flukonazol ve doksisiklinin ayr1 ayr1 FIK
degerleri hesapland1 ve bu degerler toplandi. FIK indeks degerlerinin hesaplanmasinda

kullanilan formiiller asagida verildi (52).

Flukonazol’iin kombinasyondaki MIK degeri
FIKF =

Flukonazol’iin tek basina MIK degeri

Doksisiklin’in kombinasyondaki MIK degeri
FIKD =

Doksisiklin’in tek basina MIK degeri

SFIK = FIK F + FIK D

Sonuglar YFIK <0,5 = Sinerjistik etki, 0,5< YFIK <4=etkilesim yok, YFIK > 4
=Antagonistik etki seklinde degerlendirildi.

Kinolonlarin inaktif ila¢ olmasi nedeni ile FIK indeksleri hesaplanamadi Ancak MIiK
degerlerinde iki diliisyon fazla fark olmasmin, sinerji veya antagonizma lehine oldugu

diistiniildi.

3.5.2 isobolografik Analiz
Oncelikle plaklarm OD degerleri esas alinarak, tiim kombinasyonlarin yiizde iireme

degerleri asagidaki formiil ile hesaplandi.

) OD degeri — SK kuyucugunun OD degeri
% Ureme = X 100
UK kuyucugunun OD degeri — SK Kuyucugunun OD degeri
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Yapilan bu checkerboard analiz sonuglari, GraphPad Prism 5.0 yazilimi kullanilarak

agirliga baglh olmayan, dogrusal olmayan regresyon analizi ile degerlendirildi (8,12).

Regresyon Analizi

Regresyon analizi ile konsantrasyon-etki egrileri, Emax modelinde tek basina ilag ve
kombine ilaclarin sabit oranlarinda elde edildi. Tek basma ilaglarin egrileri, checkerboard
plaklarmm birinci satir ve birinci siitundaki degerlerin girilmesi ile saptandi Ilag
etkilesimleri ise sabit oranlardaki ilag konsantrasyonlariin toplami ve buna karsilik gelen
yiizde tireme degerleri kullamilarak arastirildi. Analiz sonucunda R* degerleri >0,8 ve %95

giivenlik araliginda olanlar hesaplamaya dahil edildi

Suslarin EC50 (%50 inhibisyon saglayan ila¢ konsantrasyonunu gostermektedir) degerleri,
regresyon analiz egrilerinden elde edildi. ECsy degerlerinin hesaplanmasmda ilag

konsantrasyonlarina logaritmik transformasyon uygulandu.

Interaksiyon Analizleri
Isobolografik ilag etkilesimi analizlerinde temel olarak “Loewe additivity” teorisi
kullanild1. ilaglar arasinda etkilesim olmadigr mantig1 savunulan bu teoriye gore asagida
verilen esitlikten temel alindi;

Cr N C,
ECy, . EC

1=

Formiildeki Cr ve Cs kombinasyondaki flukonazol ve siprofloksasin konsantrasyonlarini
gostermektedir. ECsor ve ECsos ise isoeffektif konsantrasyonlar olup regresyon
analizinden elde edildi.

Interaksiyon indeks analizinde temel nokta, isoeffektif teorik additive total konsantrasyon
(ECsotue) ile kombinasyon egrilerinden regresyon analizi sonucu elde edilen ECsgmix

degerlerinin karsilastirilmasidir (10,11,12).

Oncelikle kombinasyonlardaki Py degerleri asagidaki formiil ile hesapland.
P.=EC./EC,,,

ECsorue  hesaplamast icin, Oncelikle ilaglarin  kombinasyonlardaki konsantrasyon

toplamlar1 ve tek basma flukonazol konsantrasyonu kullanildi. Doksisiklinlerin kandidalar
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iizerinde antifungal etkilerinin olmas1 nedeniyle bu deger hesaplanirken, asagidaki formiil
kullanildi.

ECSO,F
P+ PD)X (ECSO,F /ECSO,D ))

ECSO,THE = ((

Kinolonlar i¢in ise direkt antifungal etkinin olmayisi, ECsy degerinin hesaplanamayacak
kadar yiiksek olmasi nedeniyle ECsonur degerinin hesaplanmasi i¢in asagidaki formiil

kullanildz.
EC

50,F
ECSO,THE = p
F
Interaksiyon indeks sonucglari, ECsomix’in ECso e degerlerine oranlanmasi ile asagidaki

formiil kullanilarak hesaplandi.

E CSO,MIX
E CSO,THE

I =

3.6. Istatiksel Analiz

Her susun F-S, F-L, F-D kombinasyonlarindaki interaksiyon degerindeki sapmalar
Wilcoxon sirali isaret testi ile degerlendirildi. Istatistiksel olarak anlamli bulunan
interaksiyon indekslerindeki 1 degerinden biiyiik yonde olan sapmalar sonucu flukonazol
ve kombine edildigi ilaglar arasinda antagonizma olduguna, 1 degerinden kii¢liik yonde
sapmalar sonucu ise sinerji olduguna karar verildi. Istatiksel olarak anlamsiz olan sapmalar
ise etkilesim olmadigini gosterdi. Tiim istatistiksel analizlerde p<0.05 diizeyi istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi.

Duyarlhilik sonuglarinin tiirlere gére dagilim ki-kare (%) testi ve ardindan iki oran z testi ile
analiz edildi. Tiirlere iliskin MIK degerlerinin dagilimi Shapiro-Wilk testi ile incelendi.
S6z konusu degiskenin normal dagilim gostermedigi belirlendiginden iki gruba iliskin
MIK ortalamalar1 Mann-Whitney U testi ile karsilastirildi. Sonuglar Ortalama + standart
sapma (X + S.), Ortanca deger (M), en kiiciik ve en biiyiik degerler olarak ifade edildi.

S6z konusu istatistiksel degerlendirmeler SPSS 17.0 ve MINITAB 15.0 istatistik

yazilimlar1 ile gergeklestirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Kandida izolatlan
Toplam 300 kandida susu BUTF Ankara ve Adana hastanesinin cesitli iinitelerinde yatan
kandidemili hastalardan izole edildi. Aymi hastalardan bir aydan kisa siirede kandida

iiremesi saptanmissa ve bu kandidalar ayni tiirden ise ¢alismaya dahil edilmedi.

4.1.1. Tiir Diizeyinde Dagihim

Kandidalarin tiir diizeyinde dagilimi sekil 4.1°de verildi. Calismaya dahil edilen tiim
kandidalarin, 206’sin1 olusturan C. albicans (%69) ensik izole edilen tiir oldu.

C. albicans’dan sonra tiim suslarin 30’unu C. parapsilosis (%10), 25’ini1 C. glabrata (%8)
tiirleri olusturdu.

Tiir Dagihim

30— 2% 1%1% (o,

6%
8%

10%

69%

OC. albicans B C. parapsilosis O C. glabrata
OC. ropicalis B C. guillermondi O C. famata
B C. krusei O C. humicola B C. pelluculosa

Sekil 4.1. Kandidalarda tiir dagilim1

4.2. Flukonazol Duyarhhk Sonuclar

Antifungal duyarhlik testleri, 48 saatlik inkiibasyonun sonunda degerlendirildi. Gozle
goriilebilir azalmanmn oldugu kuyucuk MIK degeri olarak alind1 ve tiim degerlendirmeler
en az iki gdz tarafindan yapildi ve sonuglar kaydedildi. Suslarm MiKsy ve MiKg degerleri
albikans ve albikans dis1 tiirlerde ayr1 ayr1 hesaplandi (Tablo 4.1)
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Tablo 4.1. Kandida tiirlerinin MiKs, ve MiKo, dagilimi

Tiir (n) MIK50 MIiK90 MiK Ortalama | MiK Arahgi(mg/L)
Tiim kandidalar(300) 1 32 1,57 0,125-256
C. albicans (206) 1 4 3,36 0,125-256
Albikans dis1 kandida (94) 2 32 3,71 0,25-256
C. parapsilosis (30) 2 8 0,25-32
C. glabrata (25) 8 64 0,25-128
C. tropicalis (17) 1 64 0,25-64
C. guillermondi (9) 0,5-2
C. famata (6) 1-16

C. krusei (4) 0,25-64
C. humicola (2) 0,5-4
C. pelluculosa (1) 64

Tiim ¢alismalara eklenen standart suslarm MIK degerleri, C. parapsilosis ve C. krusei

standart susunda CLSI kriterlerinde belirtilen referans degerleri araliginda saptandi.

Suslarin konsantrasyonlara gdére MIK dagilimlari, albikans ve albikans dis1 kandida tiirleri

ayrilarak sekil 4.2.de verildi. Albikanslarda esas dagilim Img/L’ de goriiliirken, albikans

dis1 kandidalarda 1 mg/L ve 2 mg/L’ de en yliksek dagilim gortldii.

60 -
50 -
40 A
30 -
20 -
10 A

Sus Sayis1

MiK Dagilimi

0,06 0,12 0,25 0,5 1 2 4 8 16

Flukonazol MiK Degerleri

32 64

O albikans(n)
W albikans disi(n)

128 256

Sekil 4.2. Albikans ve albikans dis1 kandidalarin konsantrasyonlarma gére MIK dagilimi

Suslarin MIiK degerleri CLSI kriterlerine gore degerlendirildiginde <8 mg/L ise duyarls,

16-32 mg/L ise doza bagli duyarli, >64 mg/L ise direncli kabul edildi. Bu degerlendirmeler

sonucunda, 300 susun 17°si doza bagli duyarli, 16’s1 ise diren¢li olarak saptandi.

Flukonazol duyarliliklarinin tiirlere gore dagilimi tablo 4.2.°de verildi. Albikanslarin

(%93), albikans dis1 tiirlere (%81) gore istatistiksel anlamli sekilde daha duyarli oldugu
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goriildii. Albikans dis1 kandidalarda direng; C.

pelluculosa suglarinda saptandi.

Tablo 4.2. Duyarlilik sonuglarinin tiirlere gére dagilimi

glabrata, C. tropicalis, C. krusei, C.

Tiir Duy (%) DBD (%) Dir (%) Toplam
C. albicans 191(93)* 7(3) 8(4) 206
Albikans dis1 kandida 76(81) 10(11) 8(8) 94
C. parapsilosis 27(90) 3(10) (4] 30
C. glabrata 16(64) 6(24) 3(12) 25
C. tropicalis 14(82) (4] 3(18) 17
C. guillermondi 9(100) (4] (4] 9
C. famata 5(83) 1(17) (4] 6
C. krusei 3(75) (4] 1(25) 4
C. humicola 2(100) (4] (4] 2
C. pelluculosa (4] (4] 1(100) 1
Tiim Kandidalar 267(89) 17(5,6) 16(5,4) 300

Duy: Duyarh
*p<0,01

DBD: Doza Bagli Duyarli  Dir: Direngli

4.3. Checkerboard Sonuc¢larinin Degerlendirilmesi

Spektrofotometrik olarak elde edilen checkerboard plaklarmin sonuglar: iki farkli yontem
ile analiz edildi. Flukonazol-doksisiklin etkilesimi i¢in, hem FIK analizi hem de
isobolografik yontem kullanilmasina karsin, kinolonlarin sonu¢ degerlendirilmesi esas

olarak isobolografik analiz ile yapildi.

4.3.1. FiK indeks Analizi

Calismaya alinan 16 susun doksisiklin MiK’lerine bakildiginda flukonazole duyarli
suslarda 0,5-2 mg/L saptanirken, direngli suslarda bu oranin 64-128 mg/L degerlerine
ciktig1 goriildi. Sus sayisit ¢ok az oldugu igin istatiksel degerlendirme yapilamadi. Bu
nedenle direngli suslarin analizlerinde doksisiklin konsantrasyonu 512 mg/L’den , duyarl
suslarda ise 32 mg/L’ den baslatild1.

Her bir kombinasyonda ayri hesaplanan FIK degerlerinin ortalamasi alinarak, FIK
indeksleri hesap edildi. Calismaya alinan suslarm flukonazol ve doksisiklin MiK degerleri
ve FIK indeksleri tablo 4.3.’de verildi. FIK indeks analizlerine gore 41 no’lu duyarl susta
antagonizm saptand1 (Y FIK>4), diger suslarda etkilesim goriildii. YFiK degerlerinde

belirgin bir etkilesim gorilmemesine karsilik, yliksek doksisiklin konsantrasyonlarinin
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bulundugu kombinasyonlarda antagonizma goriildii. Ancak anlamli sonu¢ bulunamadi.

Tiim suslarin MIK degerleri ve Y FIK indeks analiz sonuglari tablo 4.3.’de verildi.

Flukonazol’iin kinolonlarla kombinasyonlarinda, kinolonlarin etkisiz ajan olmasi nedeniyle
FiK indeks analizi kullanilamadi. Ancak kombinasyonlarda hi¢bir susda bir diliisyondan

fazla MiK degisikligi saptanmadi.

Tablo 4.3. Duyarli ve direncli suslarda FIK indeks analiz sonuglar1

Sus no(tiir) F MiK(mg/L) D MiK(mg/L) > FiK mg/L Sonug

Duyarh

11(C.albicans) 0,5 0,5 1,74 Etkilesim Yok
41(C.albicans) 1 1 4,93 Antagonizma
98(C.albicans) 2 2 1,36 Etkilesim Yok
102(C.albicans) 1 2 2,36 Etkilesim Yok
C.parapsilosis 4 2 1,36 Etkilesim Yok
Direncli

272(C.albicans) 128 128 1,11 Etkilesim Yok
270(C.albicans) 128 128 1,86 Etkilesim Yok
273(C.albicans) 64 64 2,27 Etkilesim Yok
230(C.albicans) 256 64 1,98 Etkilesim Yok
292(C.glabrata) 128 128 1,39 Etkilesim Yok
227(C.glabrata) 64 64 2,14 Etkilesim Yok
110(C.tropicalis) 64 64 2,17 Etkilesim Yok
268(C.tropicalis) 64 64 2,22 Etkilesim Yok
C.krusei 64 64 2,04 Etkilesim Yok

F: Flukonazol = D: Doksisiklin
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4.3.2 isobolografik Analiz

Suslarin checkerboard analiz sonuglar1 yiizde tiireme degerleri GraphPad yazilim
programina girildikten sonra elde edilen regresyon egrilerden ECsy degerleri hesaplandi.
Buna gore direncli suslarda flukonazol’tin kombinasyonlardaki ECsy degerlerinin
ortancalar1 ve araliklari, siprofloksasin ile kombinasyonlarinda 33,09 (5,4-69,8) mg/L,
levofloksasin ile kombinasyonlarinda 33,49 (9,3-81,8) mg/L, doksisiklin ile
kombinasyonlarinda 49,48 (36-54,8) mg/L olarak belirlendi. Duyarli duslarda ise
siprofloksasin, levofloksasin ve doksisiklin kombinasyonlarinda EC50 degerleri sirasi ile;
0,18 (0,12-0,9), 0,24 (0,07-0,8) ve 0,5 (0,2-1,2) mg/L idi. Antifungal etkinligi saptanan

doksisiklinin ECso e degerleri, kinolonlarda farkli bir formiil ile hesaplandi.

Flukonazol ve Doksisiklin Etkilesimi

Duyarli  suslardan 102 no’li  susun F+D  konsantrasyonlarmi iceren tiim
kombinasyonlarinda interaksiyon indeks degerleri 1’in altinda 41 ve C. parapsilosis’te ise
I’in iizerinde saptandi. Duyarl suslarin flukonazol-doksisiklin interaksiyon indeksleri ise

tablo 4.4.’de verildi.

Tablo 4.4. Duyarli suglarda sabit konsantrasyonlarda Flukonazol ve Doksisiklin kombinasyonunun
interaksiyon indeksleri

Sabit oranlardaki interaksiyon degerleri (Pr)

1/4 1/2 11 1/0,5 1/0,25 1/0,12 1/0,06 1/0,03 1/0,01

Sus no 02) (0,33) (0,5 (0,66) (0,80) (0,889 (0,96) (0,98) (0,99)
98 2,77 134 1,05 1,03 1,10 1,56 1,09 003 0,63
102 0,14 0,13 013 0,19 014 011 011 0,11 0,11
11 00 0,03 000 07 1,0l 0 094 003 1,60
41 LI9 134 120 1,75 123 207 233 163 328

C.parapsilosis 1,10 1,46 1,19 1,43 1,12 0,87 1,03 1,05 1,05

Direncli suslarim  besinde, F+D konsantrasyonlarini igeren tiim kombinasyonlarda
interaksiyon indeks degerleri 1’in {lizerinde saptandi. Direngli suslarin flukonazol-

doksisiklin interaksiyon indeksleri ise tablo 4.5.’de verildi.
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Tablo 4.5. Direngli suslarda sabit konsantrasyonlarda Flukonazol ve Doksisiklin kombinasyonunun
interaksiyon indeksleri

Sabit oranlardaki interaksiyon degerleri (Pr)

8 14 12 11 105 1025 1/0,12
Sus no 0,11) (02) (0,33) (0,5 (0,66) (0,80) (0,88)
110 185 1,59 1,69 130 167 1,16 1,17
272 1,86 1,57 166 143 1,00 082 075
227 203 1,90 1,65 149 1,58 140 1,28
273 236 2,60 3,03 2,11 1,55 127 1,19
268 2,62 2,60 1,69 122 09 121 1,09
230 2,12 2,19 1,59 128 141 140 1,52
270 1,86 1,57 166 143 1,00 082 075
292 1,64 1,64 1,56 1,71 125 1,02 1,08
C.krusei 2,16 1,44 1,59 1,11 096 094 1,07

Tiim suslarin flukonazol ve doksisiklin interaksiyon indekslerinin istatiksel degerlendirme

sonucunda elde edilen veriler tablo 4.6’da verildi. Direngli suslarin besinde, duyarl

suslarin birinde antagonizma goriildii. Direncli suslarda sinerji elde edilmezken, duyarh

suslardan bir tanesinde sinerji saptandi.

Tablo 4.6. Test edilen suslarda Flukonazol-Doksisiklin kombinasyonlarinin etkilesim sonuglari

Sus no I degeri p degeri Sonu¢
98 1.098 0.1797 Etkilesim Yok

102 0.1323 <0.01 Sinerji
11 0.03484 0.1797 Etkilesim Yok
41 1.633 <0.01 Antagonizma
C.parapsilosis 1.100 <0.05 Antagonizma
110 1.599 <0.05 Antagonizma
272 1.436 0.4531 Etkilesim Yok
227 1.589 <0.05 Antagonizma
273 2.118 <0.05 Antagonizma
268 1.221 0.1250 Etkilesim Yok
230 1.529 <0.05 Antagonizma
270 1.976 0.4531 Etkilesim Yok
292 1.569 <0.05 Antagonizma
C.krusei 1.112 0.4531 Etkilesim Yok
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Flukonazol ve Kinolon Etkilesimi

Kandidalar i¢in inaktif olan kinolonlarn, flukonazol ile etkilesimleri kombinasyonlarda
isoefektif teorik aditif total konsantrasyon ile karsilastirilarak elde edildi. Duyarl suslarin
flukonazol-siprofloksasin interaksiyon indeksleri ise tablo 4.7.’de verildi. Duyarli suslarda
sinerji saptanamamasina ragmen Ozellikle 98 ve 102 no’lu suslarda siprofloksasinin diistik

oranlarinda interaksiyon indekslerinin birin altina indigi gortldii.

Tablo 4.7. Duyarli suslarda sabit konsantrasyonlarda Flukonazol ve Siprofloksasin kombinasyonunun
interaksiyon indeksleri

Sabit oranlardaki interaksiyon degerleri (Pg)

/32  1/16 1/8 1/4 1/2 11 1/0,5

Sus no 0,03) (0,05 (0,11) (0,2) (0,33) (0,5 (0,66)
98 135 1,64 035 038 037 144 0

102 137 12 091 0,12 096 052 0,7
11 1,45 134 1,13 1,03 142 124 1,16
41 333 HD 124 131 095 124 1,32

C.parapsilosis 0,43 43 1,42 2,1 1,43 0,69 1,21

HD: Hesaplanamaz deger

Tablo 4.8.’de direngli suslarin flukonazol-siprofloksasin isobolografik analiz sonucunda
elde edilen interaksiyon indeksleri, sabit oranlarindaki kombinasyonlara gore verildi.
Siprofloksasinin kombinasyonlardaki konsantrasyon oranina gore degerlendirildiginde

diisiik veya yiiksek oranlarda belirgin bir fark goriilmedi.
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Tablo 4.8. Direngli suslarda sabit konsantrasyonlarda Flukonazol ve Siprofloksasin kombinasyonunun
interaksiyon indeksleri

Sabit oranlardaki interaksiyon indeks degerleri (Pg)

1/2 11 1/0,5 1/0,25 1/0,12 1/0,06 1/0,03 1/0,01 1/0,005

Sus no 0,33) (0,5 (0,66) (0,80) (0,88) (0,94) (0,96) (0,98) (0,99)
110 HD 1,04 1,07 105 1,02 11 1,05 1,13 1,09
272 HD 1,04 1,06 1,06 085 1,06 1 1,05 1,08
227 212 1,74 1,7 154 1,72 1,66 1,85 1,78 1,66
273 2,38 2,08 2,08 2,15 2 197 026 0,68 32
268 HD 1,14 1 1LI3 093 003 065 076 145
230 081 129 1 L1s 1, 1,31 1,31 137 1,88
270 095 06 08 127 1,02 063 053 088 0,63
292 1,64 127 129 1,88 144 1,08 131 128 1,18
C.krusei 1,59 076 089 094 013 071 005 123 109

HD: Hesaplanamaz deger

Tim suslarin flukonazol ve siprofloksasin interaksiyon indekslerinin istatiksel
degerlendirme sonucunda elde edilen veriler tablo 4.9°da verilmistir. Direngli suslarin

dordiinde, duyarli suslarin birinde antagonizma goriildii. Higbir susda sinerji saptanmadi.

Tablo 4.9. Test edilen suslarda Flukonazol-Siprofloksasin kombinasyonlarmin etkilesim sonuglari

Sus no I degeri p degeri Sonu¢
98 0,37 1 Etkilesim yok
102 0,9 0,45 Etkilesim yok
11 1,23 <0,05 Antagonizma
41 1,27 0,21 Etkilesim yok
C.parapsilosis 1,42 0,45 Etkilesim yok
110 1,06 <0,01 Antagonizma
272 1,05 0,28 Etkilesim yok
227 1,72 <0,01 Antagonizma
273 2,07 0,17 Etkilesim yok
268 0,96 1 Etkilesim yok
230 1,28 <0,01 Antagonizma
270 0,84 0,17 Etkilesim yok
292 1,29 <0,01 Antagonizma
C.krusei 0,88 0,5 Etkilesim yok
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Duyarli suslarin Flukonazol-levoflosasin kombinasyonlarindaki I degerlerine bakildiginda

konsantrasyon oranlarina gore fark goriilmedi (Tablo 4.10).

Tablo 4.10. Duyarli suslarda sabit konsantrasyonlarda Flukonazol ve Levofloksasin kombinasyonunun
interaksiyon indeksleri

Sabit oranlardaki interaksiyon degerleri (Pg)

1/32  1/16 1/8 1/4 1/2 11 1/0,5

Sus no 0,03) (0,05) (0,11) (02) (0,33) (0,5 (0,66)
98 061 04 003 089 HD 066 083
102 0 1,03 055 24 07 00l 3,14
11 1,58 1,53 1,52 1,59 1,57 1,58 1,61
41 629 078 085 12 071 0,78 1,34

C.parapsilosis 0,36 0,7 0,98 1,13 1,31 1,09 0,87

HD: Hesaplanamaz deger

Direngli suslarin flikonazol, levofloksasin kombinasyonlarinda sabit oranlardaki I degerleri
tablo 4.11°de verildi. Levofloksasinin kombinasyonlardaki oranina gore bakildiginda

belirgin bir fark gériilmedi.

Tablo 4.11. Direngli suslarda sabit konsantrasyonlarda Flukonazol ve Levofloksasin kombinasyonunun
interaksiyon indeksleri

Sabit oranlardaki kombinasyonlarda interaksiyon degerleri (Pg)

1/2 11 1/0,5 1/0,25 1/0,12 1/0,06 1/0,03 1/0,01 1/0,005

Sus no 0,33) (0,5 (0,66) (0,80) (0,88) (0,94) (0,96) (0,98) (0,99)
110 1,02 1,3 1,05 1,05 094 09 0096 1 093
272 025 072 7,05 081 076 081 077 083 084
227 0,55 0,79 081 061 067 058 072 063 063
273 069 093 1,03 078 08 095 122 1,00 132
268 062 1,12 1,1 124 107 1,12 1,08 133 1,85
230 031 1,05 HD 081 1,03 095 098 092 098
270 125 1,73 358 933 08 142 133 149 1,93
292 1,08 1,17 124 1,00 1,07 128 1,1 11 1,33
C.krusei 127 13 143 144 141 153 138 147 174

HD: Hesaplanamaz deger
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Flukonazol-levofloksasin etkilesim sonuglar1 tablo 4.12.°de verildi. Direngli suslarin

ikisinde sinerji goriildii. Antagonizma ise 3 direngli, 1 duyarl susda saptandi.

Tablo 4.12. Test edilen suslarda Flukonazol-Levofloksasin kombinasyonlarinin etkilesim sonuglari

Sus no I degeri p degeri Sonug
98 0,65 0,12 Etkilesim yok
102 0,7 1 Etkilesim yok
11 1,5 <0,05 Antagonizma
41 0,84 1 Etkilesim yok
C.parapsilosis 1 0,97 Etkilesim yok
110 1 1 Etkilesim yok

272 0,8 <0,05 Sinerji

227 0,63 <0,01 Sinerji
273 0,95 1 Etkilesim yok
268 1,12 <0,05 Antagonizma
230 0,96 0,28 Etkilesim yok
270 1,49 <0,05 Antagonizma
292 1,1 <0,01 Antagonizma
C.krusei 1,43 0 Etkilesim yok

Yapilan analizlerin ortak etkilesim sonuglar1 tablo 4.12°de verildi. Buna gore iki susta hem
siprofloksasin hem de levofloksasin ile antagonizma saptandi. FIK indeks ile antogonizma
saptanan bir susta isobolografik analizlede antogonizma saptandi ancak etkilesimin

goriilmedigi 6 susta antogonizma bir susta ise sinerji goriildii.
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Tablo 4.13. Yapilan tiim analiz sonuglarmin suslara gore dagilimi

SFIK Isobolografik Isobolografik Isobolografik
Sus no(tiir) ]

Indeks F-D Analiz F-D Analiz F-S Analiz F-L
Duyarh
11(C.albicans) Etkilesim Yok Etkilesim Yok Antagonizma Antagonizma
41(C.albicans) Antagonizma Antagonizma Etkilesim Yok Etkilesim Yok
98(C.albicans) Etkilesim Yok Etkilesim Yok Etkilesim Yok Etkilesim Yok
102(C.albicans) Etkilesim Yok Sinerji Etkilesim Yok Etkilesim Yok
C.parapsilosis Etkilesim Yok Antagonizma Etkilesim Yok Etkilesim Yok
Direncli
272(C.albicans) Etkilesim Yok Etkilesim Yok Etkilesim Yok Sinerji
270(C.albicans) Etkilesim Yok Etkilesim Yok Etkilesim Yok Antagonizma
273(C.albicans) Etkilesim Yok Antagonizma Etkilesim Yok Etkilesim Yok
230(C.albicans) Etkilesim Yok Antagonizma Antagonizma Etkilesim Yok
292(C.glabrata) Etkilesim Yok Antagonizma Antagonizma Antagonizma
227(C.glabrata) Etkilesim Yok Antagonizma Antagonizma Sinerji
110(C.tropicalis) Etkilesim Yok Antagonizma Antagonizma Etkilesim Yok
268(C.tropicalis) Etkilesim Yok Etkilesim Yok Etkilesim Yok Antagonizma
C.krusei Etkilesim Yok Etkilesim Yok Etkilesim Yok Etkilesim Yok
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5. TARTISMA

Kandidalar normal florada bulunabilen ve firsat¢i mantar enfeksiyonlar: i¢inde ilk siray1
alan maya mantarlaridir. Candida tiirleri hayati tehdit etmeyen lokal mukokiitandz
enfeksiyonlarin yani sira bir¢ok organi tutabilen invaziv enfeksiyonlara da neden olabilir.
Candida cinsi mayalar ABD’de kan dolasimi enfeksiyonlarindan dordiincii sirada en sik
izole edilen mikroorganizmalardir. Son yillarda yapilan calismalarda bazi merkezlerde
ticilincii en sik etken olarak karsimiza ¢ikmaktadir (1). Kandideminin klinik belirtileri hafif
bir atesten ciddi, bakteriyel enfeksiyonlardan ayirt edilemeyen agir sepsise kadar degisen
sekilde olabilir. Kandidemi tanisinda “altin standart” kan kiiltiiriinde kandidanin
iremesidir. Kan kiiltiirlinde kandida tespiti kolonizasyon olabilecegi gibi invaziv
enfeksiyonu da gosterebilir. Artik hemokiiltiirlerde kandida iiremesi kolonizasyon
enfeksiyon ayrimi yapmadan mutlaka tedavi endikasyonu olarak goriilmekte ve yliksek

risk grubuna proflaksi 6nerilmektedir (52).

Yapilan bircok calismada kandidemilerin iilkeden iilkeye, ayni iilkede yillar arasinda ve
hastaneler arasinda gerek insidansinin gerek ise etken spektrumunun degistigi bildirilmistir
(2,14,15). Ulkemizde yapilmis ¢esitli calismalarda kandidemi sikligmm yillar i¢inde artis
gosterdigi ve kandidemi goriilme sikligmin 5.6-22/10.000 olarak saptandigi goriilmiistiir
(8, 53, 54).

Calismamizda {iniversitemize bagl iki ayri merkezden (Ankara-Adana) hemokiiltiirde
ireyen 300 kandida izolat1 dahil edilmistir. Duyarlilik profili arastirilacagi igin ayni
hastadan iireyen suslar ancak farkli yatis zamanlarinda veya farkl tiirlerde oldugu zaman
calismaya dahil edilmistir. Tiim hastalarm klinik verilerine ulagilamamis ve epidemiyolojik

bilgileri verilememistir.

Kandidemiler tiir diizeyinde degerlendirildiginde C. albicans hemokiiltiirden ensik izole
edilen kandida tiirtidiir. Fakat albikans dis1 kandidalarin C. albicans’larin daha fazla
oranda saptandig1 ¢alismalarda yapilmistir. Nace ve arkadaglar1 (55) tarafindan ABD’de
yapilan dort merkezli calismada 81 kandida izolatinin %66.7 sinin albikans dis1 kandidalar

tarafindan olustugu saptanmustir.
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Calismamizda, kandidemili hastalardan izole edilen kandidalardan 300’1 tiir diizeyinde

identifiye edilmistir. C.albicans %69 orani ile birinci sirada yer almstir.

Tim iilkelerde kan kiiltiirlerinden izole edilen kandida tiirlerinde C. albicans’dan sonra
ikinci ve tiglincii sirada yer alan kandidalar bolgeler arasinda farklilik gostermektedir.
Ozellikle 1990’1 yillardan sonra yapilan calismalarda kandidemilerde albikans dis1
kandida tiirlerinin oranmin arttig1 goriilmektedir (56). Flukonazol profilaksisinin yaygin

kullanilmasinin albikans dis1 kandida tiirlerinin artisina neden oldugu diisiiniilmektedir.

Insanda hastalik yapan albikans disi kandida tiirleri 17°den fazla olmakla birlikte
kandidemilerin biiylik kismindan sorumlu 6zellikle dort tir vardw: C. glabrata, C.
parapsilosis, C. tropicalis ve C. krusei. Albikans dis1 kandida tiirlerinin goriilme sikligi,
yas, cografi bolge, altta yatan hastalik, enfeksiyon bdlgesi gibi bir ¢ok faktdrlerden
etkilenmektedir. Bu tiirlerin artan siklikta enfeksiyon etkeni olarak saptanmasi, hem
epidemiyolojik verilerin degismesi hem de tedavi agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir (56,

14).

Orta Asyada ve Amerika’da yapilan ¢alismalarda, C. parapsilosis albikanstan sonra ikinci
etken olarak izole edilmistir. Avrupa’da yapilan bazi ¢aligsmalarda ise C. glabrata ikinci, C.
parapsilosis tiglincii sirada yer almistir. Brezilya’da ve diger bazi Avrupa iilkelerinde ise C.
tropicalis ikinci siklikta etken olarak saptanmustir (16, 57, 58, 59, 60). Ulkemizde yapilan
calismalarda hemokiiltiirlerden izole edilen albikans dis1 kandida tiirleri oranlar1 %35-68
arasinda degismekte ve C. parapsilosis en sik albikans dis1 tiir olarak karsimiza
¢ikmaktadir (53, 61). Izmir’den gelen iki ¢alisma, C. tropicalis’in ikinci sirada kandidemi
etkeni olarak saptanmasi ile diger calismalardan farklilik gostermistir. C. glabrata, genel
olarak kandidemi etkeni olarak degisen oranlarda goriilirken, Kayseri’de yapilan bir

calismada albikans dis1 tlirlerde birinci sirada yer almistir (53).

Bizim ¢aliygmamizda albikans dis1 kandida siklig1 %31 orani ile albikanslara gére daha
diisiik oranda saptanmustir. Albikans dis1 kandidalardan C. parapsilosis (%10) ikinci, C.
glabrata (%8) uglincii, C. tropicalis (%6) dordiincli etken olarak saptanmistir. Diger
etkenler ise sirasi ile C. guillermondi (%3), C. famata (%?2), C. krusei (%1), C. humicola
(%0.6), C. pelluculosa (%0.3) dan olugsmaktadir. Bu oranlar 6zellikle iilkemiz verileri ile

uyum gostermektedir.
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Yapilan ¢alismalarda invaziv kandidiyaza baglh mortalitenin, tedavinin uygunsuzlugu ile
iliskili olarak arttig1 gosterilmistir. Kandidemi tedavisinde antifungal duyarlilik testlerinin
yeri giderek artan bir éneme sahiptir. CLSI’nin antifungal testler alt komitesi, sistemik
kullanilan flukonazol, itrakonazol, vorikonazol, flusitozin ve kaspofungin olmak iizere 5
antifungal i¢in duyarlilik-direnglilik sinirin1 belirlemis ve mikrodiliisyon ve disk difiizyon
testlerini Candida tiirleri i¢in standardize etmistir. Flukonazol, 1990 yilinda klinik
uygulamaya girdiginden beri kandidiyazda olduk¢a yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.
Oral ve intravendz preparatlarinin olmasi ve yan etkilerinin az olmasi, fiyatmin fazla
olmamas1 ile avantajli bir ilagtir. Ancak flukonazolun C. krusei kokenlerine ve C.
glabrata’larin bir kismina etkinligi yoktur. Infectious Diseases Society of America (IDSA)
tarafindan Onerilen kandida tedavi rehberinde; kandidemi durumunda daha az kritik veya
flukonazol kullanim 6ykiisii olmayan hastalarin tedavisinde flukonazol ilk segenek olarak
yerini korumaktadir. 1990’larin basindan itibaren HIV ile enfekte hastalarin tekrarlayan
orofaringeal kandidiyaz tedavisinde basta ABD olmak {iizere hastaligm sik goriildiigi
iilkelerde, flukonazoliin kullanimmnm artis1 ile kandida tiirlerinde azollere azalmig
duyarhilik ve direng gelisimi s6z konusu olmustur. Antifungal ilaclarin fazla kullanimi
dogal direngli kandida tiirlerinin se¢ilmesine yol agtig1 gibi daha dnce duyarli olan tiirlerde

genetik mutasyona bagl dirence neden olmaktadir (52, 62, 57).

Calismamizda, tiim kandida suslarmm flukonazol MiK degerleri mikrodiliisyon ydntemi
ile aragtirilmustir. Onerilen direng sinir degerlerine gdre her sus icin duyarlilik profilleri

belirlenmistir.

Kandidalarda antifungal duyarlilik profillerinin degerlendirildigi ¢ok sayida calisma
yapilmaktadir. Flukanozol duyarlhiligi tizerine 1990°lh yillarda yapilan bir calismada
suslarin %4.2’s1 doza bagl duyarl iken, sadece bir C. glabrata susunda flukonazole direng
saptanmis diger tiirlerde dirence rastlanmamistir (60). Direng oranlarmi diisiik bulundugu
bir ¢alismada, 1995-2003 yillar1 arasinda hemokiiltiirlerden izole edilen kandidalarin
flukonazol duyarliliklar1 mikrodiliisyon yontemi ile calisilmis ve suslarin %0.2’s1
flukonazole direngli iken, %1.9’unun doza bagl duyarli oldugu saptanmistir (57). Buna
karsilik 2000’11 yillarin basinda yapilan bir ¢alismada kandidemili hastalardan izole edilen
kandidalarda flukonazol diren¢ orani %3.7, doza baglh duyarl sus orani %5.9 oraninda

saptanmistir (59).
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Yapilan bir calismada C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis suslarinda yillar i¢cinde
direng gelisimi degisiklik gostermezken, C. glabrata suslarmida flukonazol direnci 2004-

2006 yillarinda %36 oraninda arttig1 saptanmistir (16).

Bizim c¢alismamizda kullanilan 300 susun 17°si (%5.6) doza bagh duyarh iken, 16’s1
(%5.4) direngli olarak saptanmistir. Duyarlilik sonuglari tiir diizeyinde incelendiginde
C.albicans’larm  %93’i flukonazole duyarli iken, %3’ doza bagli duyarli ve %41
direngli olarak saptanmistir. Albikans dis1 kandidalarin %81°1 flukonazole duyarli, %11°1
doza bagli duyarli iken, %8’inin diren¢li oldugu goriilmiistiir. Albikans dis1 tiirlerde
flukonazol duyarliliginin albikanslara gore istatiksel olarak anlamli sekilde daha diisiik
oldugu goriilmiistiir (p<0,05). Albikans dis1 kandidalarda flukonazol duyarlilik sonuglari
tir diizeyinde incelendiginde; doza bagli duyarli suslar siras1 ile C. glabrata, C.
parapsilosis ve C. famata, direngli suslar1 ise C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei, C.
pelluculosa, seklinde yer almistir. Sus sayilar1 yetersiz oldugu i¢in istatiksel degerlendirme

yapilamamaistir.

Tiirkiye’de yapilan ¢alismalarda kandidalarin antifungal duyarhlik sonuglar1 arasinda
bolgesel farklilik gozlenmektedir. Ulkemizde Erzurum bdlgesinden yapilmis bir calismada,
kan kiiltiirtinden izole edilmis kandida suslarmin %6°’s1 flukonazole direngli, %10’u ise
doza bagl duyarl olarak saptanmistir. Direncli suslardan sadece bir tanesini C. albicans,
digerlerini C. krusei suslar1 olusturmustur (63). Yapilan diger ¢alismalarda da kandan izole
edilen kandida tiirlerinden sadece C. krusei suslarinda flukonazole direng saptanmistir (64,

65).

Calismamiza dahil edilen C. albicans suslarinda flukonazol direnci iilkemiz verilerine gore
daha yiiksek bulunmustur. Bunda hasta popililasyonunda proflaktik flukonazol tedavisi
goren Ozellikle transplantasyon hastalarinin fazla olmasinin etken oldugu diisiiniilmiistiir.

Ancak tiim hastalarin verilerine ulasilamadigi i¢in kesin degerlendirme yapilamamuistir.

C. krusei’nin flukonazole intrinsik direngli olmasi nedeniyle duyarlilik sonucuna
bakilmaksizin bu suslarda flukonazol, tedavi secenegi olarak degerlendirilmemektedir (61).
Ancak invitro kosullarda calismamiza dahil olan dort C. krusei susunun {i¢ii duyarl

goziikmektedir.
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Direng gelisimi goriilmese bile yillar icinde flukonazol MIK degerlerinde artis oldugu
bilinmektedir. Bunu saptamak icin literatiirde MIK degerlerinin kiyaslandig1 ¢cok sayida
calisma yapilmustir (59,66). 1990’11 yillarda yapilan bir calismada (60) albikanslarm MiK
araliklar1 0,125-32 mg/L iken, 2000’li yillarda diger ¢aligmada (67) 0,125-128 mg/L
araliginda oldugu saptanmistir. Baska bir calismada tiim kandida tiirlerinde flukonazol
MIK araliklar1 0,25-64 mg/L olarak saptanirken, MiKsy ve MiKoy degerleri sirasi ile 0,5
mg/L, 16 mg/L degerlerinde oldugu belirlenmistir (59).

Calismamiza dahil edilen kandidalarm MIK araliklar1 0,125-256 mg/L MiKs, ve MiKyy
degerleri siras1 ile 1 ve 32 mg/L, olarak belirlenmistir. Ayrica albikans ve albikans dis1
suslarm MIK ortalamalar1 kiyaslanmis, albikanslarim MIK ortalamas: 3,36 mg/L iken,
albikans dis1 kandidalarda 3,71 mg/L olarak belirlenmis ve istatiksel olarak anlamli

farklilik goriilmemistir.

Ulkemizde Kalkanci ve arkadaslar1 (68) tarafindan yapilan bir ¢alismada C. albicans
suslarinda MiKs, - MiKg, degerleri 4 ve 16 mg/L olarak saptanmis, bizim sonuglarimiz ile

bir diliisyon fark bulunmustur.

Kandidemili hastalara hasta profili acisindan bakildiginda, bir ¢ogunun antifungal
tedavinin yani swra antibakteriyel tedavi aldigi bilinmektedir. Antibiyotik kullanimi ayni
zamanda kandidemi gelisim agisindan onemli bir risk faktoriidiir. Ancak son yillarda
yapilan ¢alismalarda bazi antibiyotiklerin kandida enfeksiyonlarinda iyilesme siirecini ve

basarisini etkiledigi klinik olarak goriilmektedir.

Kinolonlar antifungal aktivitesi olmayan, bakteriyel DNA giraz (topoizomeraz II) ve
topoizomeraz [V iizerinden etkileyerek DNA replikasyonu, rekombinasyonu ve
transkripsiyonunu engelleyerek bakteri Olimiine sebep olan genis spektrumlu
antibiyotiklerdir. Patojen mantarlarda topoizomeraz I ve II’ nin yiiksek oranlarda
bulundugu gosterilmistir. Yapilan invivo ¢alismalarda kinolonlarin antifungallerin etkisini
artirdig1 one siirilmiistiir (69, 70, 71). Sasaki ve ark (50) invivo kosullarda flukonazol-
ofloksasin kombinasyonlarinin farelerin yasam siirelerini uzatmadigi fakat bobrek ve
dalaktaki kandida sayilarinda azalmaya neden oldugu goéstermislerdir. Kinolon grubu
antibiyotik olan DU-6859 (sitafloksasin) ile flukonazol kombinasyonlarmin arastirildigi bir

calismada, saptanan sinerjistik etkinin; DU 6859’un fungal membrandan gecerek
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intraseliiler konsantrasyonlarmin artmasi veya fungal topoizomeraz II’ nin inhibe olmasi
ile agiklanmistir (69). Shen ve arkadaslar1 (51) kinolonlarin tipl ve tipll topoizomeraz
enzimleri {izerindeki antifungal etkilerini gdstermislerdir. Bu ¢alismada, sinerjistik etki
mekanizmasinin agiklanmasinda ilk hipotez siprofloksasinin fungal DNA replikasyonunu
inhibe etmesi olarak ac¢iklanmistir (6). Diger hipotez ise antifungallerin fungal membran
permeabilitesini degistirmesi ve siprofloksasinin hiicre i¢i konsantrasyonunu arttirmasi

olarak gosterilmistir ( 6 ).

Calismamizda flukonazol duyarli ve direngli suslarda kinolonlardan siprofloksasin ve
levofloksasin’in kandidalar iizerindeki tek baslarma etkisi de arastirilmis siprofloksasin ve
levofloksasin’nin kandidalar iizerinde antifungal etkisi goriilmememistir. Bu nedenle FIK
analizi yapilmadan Checkerboard yontemi ile elde edilen sonuglar isobolografik analiz

yontemi ile GraphPad prism 5.0 yazilim programi kullanarak degerlendirilmistir.

Siprofloksasin etkilesimine bakildiginda flukonazole duyarli suslardan sadece bir C.
albicans susunda F-S kombinasyonlarinda antagonistik etki elde edilirken, diger suslarda
ilag etkilesimi saptanmamistir. Direngli suslardaki F-S kombinasyonlarinda sinerjistik etki
saptanmamis, dort susta ise antogonizma tespit edilmistir. Antogonizma saptanan bu dort
sustan biri C. tropicalis biri C. albicans diger ikiside C. glabrata’dir. Ilging olan ¢alismaya
dahil edilen her iki C. glabrata susunda da antogonizma goriilmesidir. Sus sayilar1 yetersiz
oldugu i¢in tiir farklarina gore istatiksel degerlendirme yapilmamistir. Ancak bu suslardan

biri siprofloksasinin aksine levofloksasin ile sinerjistik etkilesim gdstermistir.

Suslarin ~ F-L  kombinasyonlarina  bakildiginda flukonazole duyarli suslardan
siprofloksasinle antogonizma gosteren C. albicans susu levofloksasin’le de antogonizma
gostermis ve diger suslarda etkilesim saptanmamistir. Ancak direngli suslarda
siprofloksasinle antagonizma gosteren bir C. glabrata susu ve siprofloksasinle etkilesim
gostermeyen bir C. albicans susunda sinerji goriilmiistiir. Antagonistik etki ise C.
tropicalis, bir C. albicans ve diger C. glabrata susunda saptanmistir. Diger direngli
suslarda ise ila¢ etkilesimi goriillmemistir.

Calismamizda elde edilen veriler flukonazol ve kinolon kombinasyonlarindaki ilag

etkilesimi, kombinasyonlardaki antibiyotik konsantrasyonlarina gore farklilik géstermistir.
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Stergiopoulou ve arkadaslarinin (6) yaptiklar1 bir ¢alismada, siprofloksasin ve flukonazol
kombinasyonlarmin sinerjistik etkilerini checkerboard yontemi ile arastirmislar. Elde
edilen sonuclar1 bizim c¢aligmamizda oldugu gibi isobolografik analiz ydntemlerini
kullanarak degerlendirmislerdir. Kinolonlarin tek basma etkisi olmadig i¢in FIK indeks
ile ilag etkilesimi saptanamayacagini ancak bir diliisyondan fazla MiK degisimi olmadigini
belirten arastiricilar, isobolografik analiz yontemi ile flukonazol ve siprofloksasin
konsantrasyon bagimli oldugunu belirtmislerdir. Arastiricilar ti¢ duyarl kandida susundan
birinde sinerji birinde antagonizma ve birinde de etkilesim olmadigini belirlemislerdir.
Bizim calismamizda da flukonazol siprofloksasin etkilesimi susa bagli goriilmiis ancak

sinerji saptanmamistir.

Ayni ¢alismada flukonazol disinda AmB ve kaspofungin ile de siprofloksasin kombine
edilmistir. Siprofloksasinin diisiik konsantrasyonlari ile birlikte AmB kombinasyonlarinda
sinerjistik etki olusurken, siprofloksasinin yiiksek konsantrasyonlarinda ise AmB’nin
antifungal aktivitesinin azalmasi nedeniyle antagonistik etki saptanmistir (4). Kaspofungin

kinolon etkisi ise susa bagli bulunmustur.

Petrou ve Rogers (72) ketakonazol, mikanozol ve itrakonazol ile siprofloksasin ve diger
kinolonlar1 FIK analizi ile karsilastirmislar; 4 kattan fazla MIK diisiisiinii sinerji olarak
kabul etmislerdir. Arastiricilar diisiik kinolon seviyelerinde sinerji saptarken yiiksek
konsantrasyonlarda antagonizma tespit etmislerdir. Ancak calismalarinda flukonazol yer

almamustir.

Calismamizda o©zellikle duyarli suslarda siprofloksasin diisiik konsantrasyonlarinda
interaksiyon degerleri sinerji lehine olsa da istatiksel anlam elde edilemedigi icin
degerlendirilmemistir. Ayrica calismamizda FIK analizi agisindan degerlendirme
yapilmamasma karsilik hi¢cbir susta 4 kat diliisyon farki goriilmemistir. Bu verimiz

Stergiopoulou ve arkadaglarmnin (6) yaptiklari ¢alisma ile uyumlu bulunmustur.

Stergiopoulou ve arkadaslariin yaptiklar1 baska bir calismada (4), Candida albicans ve
Aspergillus fumigatus’ta antifungal ilaclar (AmB, kaspofungin ve flukonazol) ile
siprofloksasin, levofloksasin ve moksifloksasin arasindaki ila¢ etkilesimini isobolografik
yontem arastirmiglardir. Arastiricilar flukonazol ile siprofloksasin arasinda etkilesim

bulmazken, levofloksasin ve moksifloksasin ile antagonistik etkilesim saptamugslardir.
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C.albicans  suglarinda  flukonazoliin  moksifloksasin  ile = kombinasyonlarinda,
siprofloksasine gore ile daha yiiksek interaksiyon degerleri saptamis ve daha antagonistik
oldugunu 6ne siirmiiglerdir (4). Bu ¢aligmada, bizim ¢alismamizdan farkli olarak sadece
flukonazole duyarl: suslarda ilag kombinasyonlarinin etkisi arastirilmis ve sadece albikans
tiirleri test edilmistir. Bizim ¢alismamizda ise duyarl suslarin yaninda flukonazol direngli
suslarda da ilag kombinasyonlarinin ilag etkilesimi arastirilmistir. Her ne kadar direngli
suslarda antogonizma daha ¢ok saptandiysa da istatiksel anlam elde edilememis ve

etkilesimin susa bagli oldugu gézlenmistir.

Ulkemizde yapilan bir ¢alismada, moksifloksasin ve AmB kombinasyonlarinm etkisi
arastirilmis. Tiim suslar antifungale duyarli iken moksifloksasin MIK degerleri >400 mg/L
olarak bulunmustur. Suslarin FiK indeksleri hesaplanmis ve iki susda ilag¢ etkilesimi

saptanmazken, digerlerinde sinerjistik etki elde edilmistir (73).

Arastirmacilar tarafindan kinolonlarin fagosite edilmis kandidalar {izerindeki etki
mekanizmalarini incelemek amaciyla da ¢alismalar yapilmaktadir. Sasaki ve arkadaslari
(50) flukonazol direngli suslarda flukonazol-ofloksasin kombinasyonlarindaki ilag
etkilesimini invivo ve invitro olarak arastirmislar. Invitro ¢alismada kombinasyonlarda
sinerjistik etki saptanmamus olup kandidalarin ofloksasin MiK degerleri >128 mg/L olarak
belirlenmis bizim c¢aligmamizdakine benzerlik gostermistir. Sonug olarak arastiricilar
invivo ve invitro c¢aligmalardaki farkli sonuglarin mekanizmalarini tam olarak
aciklayamamalarina karsilik kinolonlarin fagosite edilmis kandidalar iizerindeki inhibe

edici etkisininin daha fazla oldugunu belitmislerdir.

Antifungallerle ila¢ etkilesimi gosteren bir diger ajan ise tetrasiklinlerdir. Tetrasiklinler
bakterilerin 30S ribozomlarna baglanmakta olup okaryot hiicreler iizerinde etkisinin
olmamasi1 beklenebilir. Antifungal ilaglar ve tetrasiklinler arasindaki ilag etkilesimlerinin

arastirildig1 calismalar az sayida olup, etki mekanizmalar1 tam olarak agiklanamamuistir.

Calismamiza dahil edilen bes duyarli susun doksisiklin MiK degerleri 0,5-2 mg/L arasinda
degisirken, diren¢li dokuz kandida izolatinda ise bu oran 64-128 mg/L arasinda
saptanmustir. Doksisiklin MiK degerlerinin flukonazol direngli suslarda ¢ok daha yiiksek

diizeyde saptandiginin goriilmesine karsilik istatitiksel anlam elde edilememistir.
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Tetrasiklinlerin kandidalar iizerindeki etkisinin arastirildig: bir ¢alismada 30pg minosiklin
diskleri kullanilmistir. Tiim kandida tiirleri iizerinde ayni inhibitor etki olusmamistir.
Minosiklin yliksek konsantrasyonlarinda C. albicans suslarinda inhibitor etki saptanirken,
C. tropicalis, C. guillermondi, C. parapsilosis suslarinda ise inhibitor etkisinin daha az
oldugu goriilmistiir (74). Bu calismada suslarin flukonazol duyarliklari ile ilgili bilgi
bulunmamaktadir. Baska bir ¢alimadada kandida biyofilmleri iizerinde ise doksisiklinin

cok yiiksek konsantrasyonlarinin (512-2048 mg/1) etkili olabilecegi bildirilmistir (5).

Calismamizda flukonazol- doksisiklin kombinasyonlarinda ilac etkilesimi hem FIK indeksi
hemde isobolografik analiz yontemi ile degerlendirilmistir. FIK indeks sonuglarina gore 41
numarali flukonazol duyarli C. albicans susunda antagonistik etki saptanirken; diger
suslarda yapilan kombinasyonlarda ilag¢ etkilesimi saptanmamustir. Isobolografik yontem
ile de bu susta antogonizma goriilmiistiir. Bunun disinda etkilesim saptanmayan bir duyarl
C. albicansta sinerji, C. parapsilosis standart susunda ise antagonizma goriilmiistiir.
Direncli suslarim ise dordiinde antagonizma saptanirken diger suslarda etkilesim
goriilmemistir. Antagonizma saptanan bu suslarin ikisini ¢alismaya dahil edilen iki C.

glabrata susu digerlerini ise C. albicans tiirleri olusturmaktadir.

Yapilan bir calismada C.albicans biyofilm hiicreleri lizerinde flukonazol ve AmB ile
doksisiklin arasindaki ilag etkilesimi etkisi arastirilmistir. Bu ¢alismada kombinasyonlarda
her bir grup arasindaki ilag etkilesimi bizim ¢alismamizda oldugu gibi GraphPad prism 5.0
yazilim programi ile degerlendirilmistir (5). Doksisiklinin yiiksek konsantrasyonlar: ile
flukonazoliin biyofilmler iizerinde sinerjistik etki gosterdigi (256 mg/L) ve gerekli
flukonazol dozunun diistiigiinii belirlenmistir. Arastimacilar ayrica doksiklin dozunun 128
mg/L nin altma diistiigii durumlarda benzer etkinin gorilmedigini saptamislardir (5).
Bizim calismamizda hem planktonik hiicrelerde calisilmis hemde bu kadar yiliksek

konsantrasyonlara ¢ikilmamustir.
Oliver ve ark yaptiklar1 ¢alismada 300 mg/L’ye kadar tetrasiklin dozlarm ile flukonazol

etkilesimini arastirmislar ve calismamizla uygun sekilde flukonazol direncinin arttigini

gozlemlemislerdir (75).
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Yapilan ¢alismalarda sadece flukonazol ile degil AmB ile de doksisiklin kombinasyonu
arastirilmistir.  Yiksek doz doksisiklinin biyofilmlere etkili AmB konsantrasyonunu

disiirdiigiinii géstermislerdir.

Miceli ve arkadaslar1 (5), C. albicans suslarinda doksisiklinin 512 mg/L. konsantrasyonu
ile AmB’nin antifungal aktivitesinin %30-35 oraninda arttigin1 ve sinerjistik etki
olustugunu saptamislar. Baska bir calismada C. parapsilosis, C. krusei ve C. glabrata
tiirlerinde AmB-doksisiklin kombinasyonlarinin etkinligi arastirilmis. Doksisiklin 8mg/L
konsantrasyonlarinda kullanildiginda tiim suslarda sinerjistik etki elde edilmistir (49). Her
iki calismada elde edilen sonucglara gore albikanslarda yiiksek doz doksisiklin etkili iken
albikans dis1 kandidalarda bu antibiyotigin diisiik konsantrasyonlarmin sinerjistik etki
olusturdugu goriilmiistiir. Calismamizda doksisiklinin AmB etkilesimine bakilmamais

ayrica sayilar ¢ok az oldugu icin tiirler arasinda fark degerlendirilmesi yapilamamaistir.

Bir¢ok bakteriyel veya fungal enfeksiyonlarda klinik gozlemler bazi ilag
kombinasyonlarmm tedavi basarisin1 etkiledigini gdstermektedir. Ila¢ etkilesimlerinin
arastirilmasida en siklik ile checkerboard analizi ile FIK indeks hesaplanmasi veya time-
kill deneyleri uygulanmaktadir. Bu yontemlerin her ikisi de MIK degeri bilinen suslar
arasinda yani iki aktif ilagta ve tek bir iireme inhibisyonu {izerinden yapilmaktadir. Ilag
etkilesimlerinde isobolografik analizin kullanilmasi farmakodinamik etkilesimi gormek
icin yillardir farkh ila¢ gruplarinda uygulanmaktadir. Bu analiz yontemi antifungal
ajanlarda azollerin ve polyenlerin etkilesiminde chckerboard plaklari iizerinden kullanilmis
ve sonuglar daha duyarli bulunmustur. Bu yontem tek bir kuyucuktaki iireme temeline
dayanan FIK analizine gére tiim kuyucuklardaki {iremeyi degerlendiren konsantrasyon

inhibisyon egrilerinden hesaplama yaptigi i¢in daha hassastir.

Bu yontemin dogru sonu¢ vermesi i¢in checkerboard plaklari ¢ok dikkatli hazirlanmali ve
tim kuyucuklarda iireme ylizdeleri hesaplanmalidir. Birden fazla kuyucukta sapma
goriilmesi sonuglar1 etkilemektedir. Bu nedenle suslarin bazen tekrar tekrar ¢aligiimasi
gerekmektedir. Sonuclarin gilivenirligi i¢in en az i¢ tekrardaki sonuglarin ortalamasinin

almmas1 gerekmektedir. Buda rutin uygulama ile bagdasmayacaktir.

Ancak tek ilacin aktif oldugu durumlarda, FIK indeks satndartlar1 uyumsuz kalmakta

dolayis1 ile isobografik yontem ilk tercih olarak goziikmektedir. Suslarin ECsy degerleri ile

49



MIK sonuglarmnin karsilastiriimasi flukonazol gibi MiK degerinin %50 inhibisyon temeline
dayandig1 kandidalarda yol gosterici olmaktadir. Calismamiza dahil edilen tiim suslarin

isobologramlardan elde edilen ECs, degerleri ile MIK degerleri yakin bulunmustur.

Regresyon analizlerinin bir¢ok istatistik programinda yapilabiliyor olmasi yontemin bir
baska artisidir. Ancak bu yontemin antimikrobiyal ajanlar i¢in standardize edilmesine ve
sinerji antagonizma simirlarinin, hatta aditif etki olasiligininda hesaplanabilir hale gelmesi

icin invivo ve invitro ¢alismalar ile desteklenerek calisilmasima gerek vardir.
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SONUC

Bu ¢alismada, hemokiiltiirlerden izole edilen kandida suslar1 tiplendirilmis ve flukonazol
duyarhliklar mikrodiliisyon yontemi ile calisilmistir. Flukonazole direngli ve duyarl olan
toplam 12 izolat ve 2 standart susta flukonazol; levofloksasin, siprofloksasin ve doksisiklin
ile kombine edilmistir. Flukonazol ile kombine edilen antibiyotiklerin hem tek baglarina
hem de kombinasyonlardaki etkileri invitro olarak arastirilmistir. Sonuglar FIK indeksi ve
isobolografik analiz yontemleri ile degerlendirilmistir. Bu ¢aligmada elde edilen

bulgularimiz;

1. Tim suslarm tiir diizeyinde dagilimi incelendiginde, C. albicans en sik izole edilen
tir olmustur. C. albicans’dan sonra C. parasilosis ve C. glabrata’nin
hemokiiltiirlerden izole edilen kandidalar arasinda ilk iki swada yer aldigi
gosterilmistir.

2. Flukonazol duyarlilik test sonuglarma gore, albikanslarin MIiK degerleri, albikans
dis1 kandidalara gore istatiksel anlamli sekilde daha diisiik bulunmustur. Flukonazol
direnci tiim kandidalarin %5.4’linde saptanmis ve %35.6’smin doza bagli duyarli
oldugu gorilmiistiir. Flukonazol direncinin ve doza bagl duyarliligin daha yiiksek
bulundugu albikans dis1 kandidalarda (toplam %18) 6zellikle C. glabrata suslar1 bu
orani yiikseltmistir.

3. Antibiyotiklerin tek basina kandidalar lizerinde etkisi incelendiginde, doksisiklinde
0,5-128 mg/L arasinda MIK aralig1 saptanmus, siprofloksasin ve levofloksasinin ise
tek basma etkin olmadiklar1 goriilmiistiir. Flukonazole duyarli suslarin doksisiklin
MIK degerleri (0,5-2 mg/L), direncli suslara (64-128 mg/L) gore belirgin sekilde
daha diisiik bulunmustur.

4. Flukonazol ve doksisiklin kombinasyonlarinda FIK indeks analizi sonucuna gore,
duyarli suslardan bir tanesinde antagonistik etki saptanmustir. Isobolografik analiz
yontemi ile de ayni susta antagonistik etki goriilmiistir.

5. Flukonazol ve doksisiklin kombinasyonlarinda interaksiyon indeks analizi
sonucuna gore direngli ve duyarh suslarda etkilesim farki goriilmemis suslarin

yaklasik yarisinda antagonizma saptanirken bir susta sinerji saptanmistir.
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6. Siprofloksasin ile flukonazol kombinasyonlarmin duyarli suslardan sadece bir
tanesinde direngli suglardan ise dort tanesinde antagonistik etki tespit edilmistir.
Beklenenin aksine hicbir susta sinerji gériillmemistir.

7. Levofloksasin ile flukonazol kombinasyolarindan elde edilen isobolografik analiz
sonuglarina gore, duyarli ve direngli suslar arasinda fark goriilmemistir. iki susta
sinerji saptanirken suslarin yaklasik 1/3’inde antagonizma goriilmiistiir. Suslardan
bir tanesinde sinerji elde edilmistir.

8. Az sayida sus dahil edildigi i¢in tiir diizeyinde anlam bakilmamis ancak ¢alismaya
dahil edilen iki C. glabrata susunun ikisinde de hem doksisiklin hemde
siprofloksasin ile antagonizma birinde levofloksasin ile antagonizma goriiliirken
digerinde sinerji  goOriilmiistiir. Sonu¢ olarak; flukonazol ve kinolon
kombinasyonlarindaki ~ ila¢  etkilesimi ~ kombinasyonlardaki  antibiyotik
konsantrasyonlarma gore farklilik gostermistir.

9. Antifungallerin ilag etkilesiminde kullanilan isobolografik analiz yonteminin FIK
analizine gore daha hassas oldugu ancak pratik uygulama zorluklarinin bulundugu
goriilmiistiir. Yinede bu yontem aktif ve aktif olmayan ajanlarin kombinasyonunda

alternatifsizdir.

Firsat¢1 mantarlardan olan kandidalarin 6zellikle immiinsiiprese hastalarda yaptigi
enfeksiyonlar bakteriyel enfeksiyonlarla birlikte goriilmekte veya hastalar ¢ogu zaman
antifungal ajanla birlikte antibiyotikte kullanmaktadirlar. Klinik olarak antifungaller ile
bazi antibiyotiklerin kombine kullaniminin tedavi basarismi arttirdigi bildirilmektedir.
Ancak klinik olarak elde edilen sonucglarin invitro c¢alismalar ile desteklenmesi

gerekmektedir.

Calismamiz; en ¢ok kullanilan antifungal olan flukonazol ile antibiyotik etkilesiminin
genellikle antagonizma lehine ve antibiyotik konsantrasyonuna bagli oldugunu
gostermektedir. Bu nedenle bulgularimiz; 6zellikle kinolon kullanimi ile antifungal
etkinligin artmasini, kinolonlarin kandidalar lizerine direkt etkisinden ¢ok makrofajlar

iizerine gosterdigi etki gibi ikincil nedenlere bagli oldugunu diisiindiirmektedir.
Klinik calismalar hastanede yatan immiinosiiprese hastalarin tedavisinde antifungallerin

kinolonlar ve tetrasiklinler ile birlikte kullanimi ile sinerjistik etki varmis gibi goziiksede

bizim ¢aligmamizda invitro ortamda antagonistik etki saptandi.
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Calismamizda elde ettigimiz sonuglar, invivo ve invitro ortamda antifungal ilaclar ve
antibiyotikler arasinda uyumsuzluk oldugunu gostermektedir. Bu konuda daha fazla sayida

calismaya gereksinim duyulmaktadir.

Kombinasyonlardaki etki mekanizmalarmin belirlenmesi, dogru ilaglarin bir arada
kullanilmasini saglayacak, bu da enfeksiyonlarin daha kisa stirede tedavi edilmesinde, daha
az toksik etkilerin olugsmasinda ve hastanede yatis siirelerinin kisalmasinda yardimci

olacaktir.
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