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ÖZET

Amfoterisin-B ve flukonazol sistemik kandidiyazis sa�altımında en sık kullanılan ilaçlardır. Bu ajanların etkinli�ini ara�tıran

birçok çalı�ma mevcuttur. Ancak antifungal ilaçların etkinli�inde ilacın farmakokinetik özelliklerinin yanında postantifungal

etkisinin de rolü vardır. �laçların gösterdi�i postantifungal etki uygun doz aralıklarının belirlenmesinde önemli olabilir.

Bu çalı�mada dört klinik Candida albicans izolatına kar�ı amfoterisin-B ve flukonazolün postantifungal etkinli�i ara�tırılmı�tır.

Bu amaçla logaritmik üreme fazına getirilmi� olan su�lar ilaçların 1x-8x minimum inhibitör konsantrasyonlarıyla 1.5 saat

süre ile kar�ıla�tırılmı�tır. Sonuç olarak Candida albicans su�larına kar�ı flukonazolün ölçülebilir bir postantifungal etkisi

görülmezken, amfoterisin-B’nin 7.5 ile 20 saat arası süren postantifungal etkisi saptanmı�tır.
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SUMMARY

Postantifungal Effects of Amphotericin-B and Fluconazole against Candida albicans

Amphotericin-B and fluconazole are most commonly used drugs in the treatment of systemic candidiasis. Several in

vitro procedures have been used to assess to effectiveness of these antifungal agents. However the efficacy of antifungal

agents may not only depend on their pharmacokinetic properties but it also depends on the postantifungal effect (PAFE)

of these agents. PAFE may  be important for determining the reliable dosing intervals.

In this study, the PAFE of amphotericin-B and fluconazole was evaluated against four clinical isolates of Candida

albicans. Strains in logarithmic growth phase were exposured to the antifungal agents for 1.5 hour in concentrations from

1 to 8 times of the MIC. Fluconazole displayed no measurable postantifungal effect but amphotericin-B displayed a prolonged

PAFE from 7.5 to 20 hours against Candida albicans isolates.
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G�R��

Candidaalbicans insannormal deri ve mukozalarında bulunan
fırsatçı bir mantar türüdür. Özellikle ba�ı�ık yanıtı baskılanmı�
hasta gruplarında ciddi invaziv infeksiyonlara yol açmaktadır.
�nvaziv fungal infeksiyonların yüksek morbidite ve mortaliteye
sahipolmaları nedeni ile antifungal ilaçlarüzerinde yo�unçalı�malar
yapılmaktadır(6).

Antimikrobiyal ajanların etkinli�inde farmakokinetik ve
farmakodinamik özelliklerinin önemi büyüktür. Antibiyoti�in
minimum inhibitör konsantrasyon (M�K) de�erinin üzerinde kaldı�ı
süre (T>M�K), zamana ba�lı konsantrasyon e�risinin altında kalan
alanın (AUC) M�K de�erine oranı (AUC/M�K) ve ilacın serumdaki
maksimum konsantrasyon de�erinin (Cmax) M�K de�erine oranı
(Cmax/M�K) ilaçların etkinli�ini göstermede kullanılmaktadır.
AUC/M�K ve Cmax/M�K oranları klinik ve bakteriyolojik etkinli�i



göstermede en iyi parametreler olarak ifade edilmektedir(3,11).
Benzer durum antifungal ilaçlar için de geçerlidir.

Postantifungal etki (PAFE) antifungalin mantarla belirli
bir süre bir arada tutulmasının ardından ortamdan uzakla�tırıl-
masına ra�men üremedeki baskılayıcı etkinin bir süre daha
devam etmesidir. Klinik olarak bir antifungal ilacın uygun doz
rejiminin belirlenmesinde M�K de�eri yanında bu etkinin de
de�erlendirilmesinin sa�altım ba�arısını arttırabilece�i
belirtilmektedir(5,13). Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerde
postantibiyotik etkinin (PAE) incelendi�i birçok çalı�ma
mevcuttur(8,14). Ancak Candida türleri üzerinde antifungallerin
postantifungal etkinli�ini (PAFE) gösteren çalı�malar az sayıdadır.

Bu çalı�manın amacı invaziv mantar infeksiyonlarında sık
kullanılan antifungal ajanlardan flukonazol ve amfoterisin-
B’nin postantifungal etkinli�inin ara�tırılmasıdır.

GEREÇ VE YÖNTEM

Su�lar
Flukonazolü test etmek için iki duyarlı (M�K: 0.25 μg/mL),

iki doza ba�ımlı duyarlı (M�K 16 ve 32 μg/mL) ve amfoterisin-
B için de M�K de�erleri 0.125 μg/mL, 0.25 μg/mL, 0.50 μg/mL,
1 μg/mL olan dört Candida albicans su�u çalı�maya alınmı�tır.

Antifungal ajanlar
Flukonazol (Pfizer, Türkiye)’ün 256 μg/mL, amfoterisin-

B (Pfizer, Türkiye)’nin 500 μg/mL olacak �ekilde stok
solüsyonları, RPMI 1640 besiyeri kullanılarak (0.165 M
morfolinopropansulfonik asit ile tamponlanmı�, L-glutaminli,
sodyum bikarbonatsız, pH: 7) hazırlanmı�tır.

PAFE Yöntemi
Mantarın üreme kineti�inin takibi için Shu ve ark.(13)’nın

önerdi�i spektrofotometrik olarak optik dansite ölçümü temeline
dayanan bir yöntem uygulanmı�tır. Çalı�maya alınan su�ların
Sabouraud dekstroz agar (SDA)’da 24 saatlik kültürlerinden
birkaç koloni 15 ml sıvı besiyerinde süspanse edilerek 37ºC’de
6-8 saat inkübe edilmi�tir. Daha sonra tüplerden ikinci bir sıvı
besiyerine 150 μL aktarılarak aynı ko�ullarda 16 saat daha
inkübe edilerek su�lar logaritmik üreme fazına getirilmi�tir.
Maya süspansiyonlarının bulanıklıkları spektrofotometre ile
520 nm’de 1.5 olacak �ekilde fosfat tamponunda (PBS) dilüe

edilmi�tir. Flukonazol ve amfoterisin-B’nin stok solüsyonlarından
her bir su�un M�K de�erlerinin 1, 2, 4 ve 8 katı
konsantrasyonlarda olacak �ekilde ilaç konsantrasyonları
hazırlanmı�tır. �ki mL RPMI 1640 / ilaç içeren tüpler ile ilaç
içermeyen kontrol tüpleri üzerine maya süspansiyonlarından
0.5’er mL eklenmi�tir. Tüm tüpler 1.5 saat 37ºC’de 200 rpm’de
çalkalanarak inkübe edilmi�tir. �laçları uzakla�tırmak amacıyla
tüpler steril serum fizyolojik ile 3000 g’de 10 dakika süreyle
santrifüjlenerek iki kez yıkanmı�tır. Santrifüj sonrasında maya
hücre peletleri 2.5 mL steril PBS ile yeniden süspanse edilerek
0.5 McFarland bulanıklı�ına (106 hücre/mL) ayarlanmı�tır.
Önceden her bir kuyucu�una 150 μL RPMI 1640 da�ıtılmı�
düz tabanlı plaklara hücre süspansiyonlarından 100’er μL
pipetlenmi�tir. Plaklar 37ºC’de 200 rpm hızda çalkalanarak
inkübe edilmi�tir. 24 saat boyunca her saat ba�ında 595 nm’de
spektrofotometrik olarak optik dansiteleri ölçülmü�tür. Her bir
su� (1x, 2x, 4x, 8x M�K) her bir plakta 4’er kez olmak üzere
iki kez denenmi�tir.

PAFE’nin de�erlendirilmesi: PAFE süreleri, PAFE = T-C
formülü kullanılarak hesaplanmı�tır. T, ilaçla kar�ıla�mı� maya
hücrelerinin relatif optik dansitelerinin ilaç uzakla�tırıldıktan
sonra 0.05 absorbans düzeyine ula�ması için geçen süreyi
göstermektedir. C ise ilaç içermeyen kontrol maya hücrelerinin
optik dansitelerinin aynı absorbans düzeyine ula�ması için
geçen süre olarak tanımlanmaktadır.

BULGULAR

Amfoterisin-B’nin 1x, 2x, 4x ve 8x M�K’larında zamana
ba�lı üreme çizelgesinde 0.05 optik de�ere ula�tı�ı süre olan
T ve amfoterisin-B içermeyen kontrol su�larının aynı optik
de�ere ula�tı�ı C süreleri saptanarak, postantifungal etki süresi
hesaplanmı�tır.

Amfoterisin-B’nin 7.5 ile 20 saat arasında de�i�en
sürelerde postantifungal etkinli�i devam etmi�tir. C.albicans

su�larının postantifungal etkinlik süreleri tabloda ve bir su�un
amfoterisin-B’nin farklı konsantrasyonlarındaki üreme e�risi
grafikde gösterilmi�tir.

Amfoterisin-B’nin postantifungal etkinli�inin konsan-
trasyon artı�ı ile paralel olarak artı� gösterdi�i saptanmı�tır.
Flukonazolün ise C.albicans su�ları üzerinde aynı konsan-
trasyonlarda postantifungal etkinli�i görülmemi�tir.
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Konsantrasyon  C.albicans 1 C.albicans 2 C.albicans 3 C.albicans 4 Ortalama

AmB 1xM�K 0.54±0.07 3.48±0.07 9.11±0.06 16.25±0.03 7.34
AmB 2xM�K 4.66±0.36 7.23±0.15 14.71±0.09 19.45±0.02 11.51
AmB 4xM�K 7.74±0.14 18.72±0.10 15.88±0.02 20.98±0.12 15.83
AmB 8xM�K 16.35±0.28 19.31±0.07 19.86±0.16 21.54±0.29 19.26
Ortalama 7.32 12.1 14.89 19.55

Tablo: Amfoterisin B’nin C.albicans su�larına in-vitro PAFE süreleri (saat).



Grafik: Bir su�un AmB’nin farklı konsantrasyonlarındaki üreme e�risi.

TARTI�MA

Antifungal ilaçların farmakodinami�i ilaç konsantras-
yonları ile zaman ve antimikrobiyal etkinlik arasındaki ili�kileri
incelemektedir. Antifungal ilaçların dinami�ini inceleyen time-
kill çalı�malar antifungalin hangi dozda ve sıklıkta verilmesi
ile ilgili önemli ipuçları vermektedir(1,9). �nvaziv fungal
infeksiyonların ba�arılı sa�altımı için yeni antifungal ilaç
geli�tirme çalı�maları yanında mevcut antifungallerden de
daha etkili olarak nasıl yararlanılabilece�i önemli ara�tırma
konularıdır. Uygun dozun belirlenmesinde sıklıkla kullanılan
de�erlendirme ölçütü ilacın M�K de�erinin belirlenmesidir.
M�K de�eri yanında incelenmesi önerilen di�er bir faktör de
postantibiyotik etkidir. Bakteriler üzerinde yapılan çe�itli
çalı�malar sonrasında yöntem mantarlara adapte edilmi�tir.
Postantifungal etkinin  klinik anlamı; seçilen antimikrobiyal
ajanın yan etki olu�umuna yol açmadan etkinli�ini
gösterebildi�i doz aralıklarının ayarlanabilmesini
sa�lamasıdır(13) .

PAFE’nin belirlenmesi için de�i�ik yöntemler
uygulanabilmektedir. Kantitatif koloni sayımı ile,
spektrofotometrik olarak ya da BacT/Alert ticari sistemleri
ile PAFE saptanabilmektedir(2,7,10,13). Koloni sayımı yöntemi
zahmetli ve fazla malzeme harcanmasına yol açmakla birlikte
kantitatif olarak net de�erlendirme yapılabilmektedir.
Spektrofotometrik yöntemler ise daha kolay ve ekonomik
olmaktadır.

PAFE’nin de�erlendirilmesinde kullanılan besiyeri, ısı
ve ilacın konsantrasyonuna göre farklı sonuçlar
alınabilmektedir. Amfoterisin-B’nin PAFE’si bu ko�ullara
ba�lı olarak çe�itli çalı�malarda 0.5-12 saat arasında
de�i�ebilmektedir(2,7,13). Çalı�mamızda amfoterisin-B’nin
7.5 ile 20 saat arası PAFE’si saptanmı�tır. RPMI-1640 besiyeri
ile Sabouraud dekstroz buyyonu (SAB) arasında poliyen
antifungal ilaçların denenmesinde anlamlı olarak farklı sonuçlar
elde edilmi�tir. SAB ile elde edilen PAFE de�erleri daha

yüksek olmakta, bunun yanında NCCLS duyarlılık testlerinde
RPMI-1640 besiyerini önermektedir(12,13). Çalı�mamızda
RPMI-1640 besiyeri kullanılmı�tır.

Amfoterisin-B ile yapılan çalı�malarda M�K de�erinin
1-20 katı arasında de�i�en (1x, 4x, 8x, 10x, 20x)
konsantrasyonlarda de�erlendirilmelerin yapıldı�ı
görülmektedir(2,6,4). Çalı�mamızda 1x-8x konsantrasyonlarda
çalı�ılmı� ve amfoterisin-B’nin konsantrasyonuna ba�lı olarak
PAFE’in arttı�ı gözlenmi�tir. �nkübasyon ısısı olarak literatürde
22, 35 ve 37ºC ısılarda yapılan çalı�malarda en yüksek PAFE
de�erlerinin 37ºC’de görüldü�ü bildirilmektedir(7).
Çalı�mamızda inkübasyon ısısı olarak 37ºC seçilmi�tir.

Amfoterisin-B’nin PAFE sürecinde su�ların M�K de�erleri
ile etki süresi arasında bir ili�ki gözlenmemi�tir.

Çalı�mada flukonazol için ölçülebilir bir PAFE süresi
saptanmamı�tır. Azol grubu ilaçlar konsantrasyondan ba�ımsız
fungistatik ilaçlardır. PAFE’nin görülmeyi�inin nedeni, ilacın
yıkamalarla uzakla�tırılmasının ardından hızlı reversibl fungal
metabolizma ile kültürlerin kendini onararak üremelerini
hızlandırmaları olabilir. Flukonazolün postantifungal
etkinli�inin de�erlendirilmesinde konsantrasyon ya da zamana
ba�lı bir de�i�iklik görülmemi�tir.

Flukonazolün postantifungal etkinli�inin görülmemi�
olması bu ajanların kullanıldı�ı infeksiyonlarda suprainhibitör
konsantrasyonlarda kısa aralarla verilme gereklili�ini ortaya
koymaktadır. Öte yandan amfoterisin-B’nin konsantrasyona
ba�lı olarak fungisid aktivitesinin artması ve uzun süreli
PAFE’sinden dolayı, ilacın kandaki düzeyi M�K de�erinin
altına dü�se dahi üremenin bir süre engellenece�i dü�ünülebilir.
Bu durum daha yüksek dozların uzun aralıklarla verilebilmesine
olanak tanıyacaktır. Ancak kesin sonuçlar in-vivo çalı�malarla
da desteklenmelidir.

Sonuç olarak antifungal sa�altımda ilaçların M�K de�erleri
yanında postantifungal etkisinin de bilinmesinin ideal doz
rejimlerinin düzenlenmesine ve uygun bir sa�altım planının
olu�turulmasına yardımcı olaca�ı dü�ünülmektedir.
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