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AMFOTERISIN-B VE FLUKONAZOLUN CANDIDA ALBICANS UZERINDEKI
POSTANTIFUNGAL ETKINLIiGi*

Aydan OZKUTUK, Sevin KIRDAR, Yavuz DOGAN

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, IZMIR

OZET

Amyjoterisin-B ve flukonazol sistemik kandidiyazis sagaltininda en sik kullanilan ilaglardw. Bu ajanlarn etkinligini arastiran
bircok calisma mevcuttur. Ancak antifungal ilaglarin etkinliginde ilacin farmakokinetik ozelliklerinin yaninda postantifungal
etkisinin de rolii vardwr. Ilaglarin gosterdigi postantifungal etki uygun doz araliklarimin belirlenmesinde onemli olabilir.
Bu ¢alismada dort klinik Candida albicans izolatina karst amfoterisin-B ve flukonazoliin postantifungal etkinligi arastirilnugtir.
Bu amagla logaritmik iireme fazina getirilmis olan suslar ilaglarin 1x-8x minimum inhibitor konsantrasyonlariyla 1.5 saat
siire ile karsilagtirilmigtir. Sonug olarak Candida albicans suslarina karsi flukonazoliin olgiilebilir bir postantifungal etkisi

goriilmezken, amfoterisin-B’nin 7.5 ile 20 saat arasi siiren postantifungal etkisi saptannugstir.

Anahtar sézciikler: amfoterisin-B, Candida albicans, flukonazol, postantifungal etki

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.

Keywords: amphotericin-B, Candida albicans, fluconazole, postantifungal effect

GIRIS

Candida albicans insan normal deri ve mukozalarinda bulunan
firsatc1 bir mantar tiiriidiir. Ozellikle bagisik yanit: baskilanmus
hasta gruplarinda ciddi invaziv infeksiyonlara yol agmaktadir.
Invaziv fungal infeksiyonlarin yiiksek morbidite ve mortaliteye
sahip olmalar1 nedeni ile antifungal ilaclar iizerinde yogun ¢alismalar
yapilmaktadir(®).

Antimikrobiyal ajanlarm etkinliginde farmakokinetik ve
farmakodinamik 6zelliklerinin 6nemi biiyliktiir. Antibiyotigin
minimum inhibitor konsantrasyon (MIK) degerinin iizerinde kaldig:
siire (T>MIK), zamana bagh konsantrasyon egrisinin altinda kalan
alanin (AUC) MIK degerine oran1 (AUC/MIK) ve ilacin serumdaki
maksimum konsantrasyon degerinin (Cmax) MiK degerine orani
(Cmax/MIK) ilaglarin etkinligini gostermede kullanilmaktadir.
AUC/MIK ve Cmax/MIK oranlart klinik ve bakteriyolojik etkinligi
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gostermede en iyi parametreler olarak ifade edilmektedir-1D,
Benzer durum antifungal ilaglar i¢in de gegerlidir.

Postantifungal etki (PAFE) antifungalin mantarla belirli
bir siire bir arada tutulmasinin ardindan ortamdan uzaklastiril-
masina ragmen iiremedeki baskilayici etkinin bir siire daha
devam etmesidir. Klinik olarak bir antifungal ilacin uygun doz
rejiminin belirlenmesinde MIK degeri yaninda bu etkinin de
degerlendirilmesinin sagaltim basarisini arttirabilecegi
belirtilmektedir(>:13). Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerde
postantibiyotik etkinin (PAE) incelendigi bircok ¢alisma
mevcuttur®14), Ancak Candida tiirleri iizerinde antifungallerin
postantifungal etkinligini (PAFE) gosteren calismalar az sayidadir.

Bu caligmamn amac1 invaziv mantar infeksiyonlarinda sik
kullanilan antifungal ajanlardan flukonazol ve amfoterisin-
B’nin postantifungal etkinliginin aragtirilmasidir.

GEREC VE YONTEM

Suglar

Flukonazolii test etmek icin iki duyarli (MiK: 0.25 ug/mL),
iki doza bagimli duyarli (MIK 16 ve 32 ug/mL) ve amfoterisin-
B icin de MIK degerleri 0.125 ug/mL, 0.25 ug/mL, 0.50 ug/mL,
1 ug/mL olan dort Candida albicans susu cahgmaya alinmgtir.

Antifungal ajanlar

Flukonazol (Pfizer, Tiirkiye)’tin 256 ug/mL, amfoterisin-
B (Pfizer, Tiirkiye)’nin 500 ug/mL olacak sekilde stok
soliisyonlarr, RPMI 1640 besiyeri kullanilarak (0.165 M
morfolinopropansulfonik asit ile tamponlanmig, L-glutaminli,
sodyum bikarbonatsiz, pH: 7) hazirlanmistir.

PAFE Yontemi

Mantarin iireme kinetiginin takibi i¢in Shu ve ark.(13)’nin
onerdigi spektrofotometrik olarak optik dansite 6l¢iimii temeline
dayanan bir yontem uygulanmigtir. Calismaya alman suglarin
Sabouraud dekstroz agar (SDA)’da 24 saatlik kiilttirlerinden
birkag koloni 15 ml s1v1 besiyerinde siispanse edilerek 37°C’de
6-8 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra tiiplerden ikinci bir sivi
besiyerine 150 uL aktarilarak ayni kosullarda 16 saat daha
inkiibe edilerek suglar logaritmik tireme fazina getirilmistir.
Maya siispansiyonlarinin bulanikliklar1 spektrofotometre ile
520 nm’de 1.5 olacak sekilde fosfat tamponunda (PBS) diliie

Tablo: Amfoterisin B’nin C.albicans suslarina in-vitro PAFE siireleri (saat).

edilmistir. Flukonazol ve amfoterisin-B’nin stok soliisyonlarmdan
her bir susun MIiK degerlerinin 1, 2, 4 ve 8 kati
konsantrasyonlarda olacak sekilde ila¢ konsantrasyonlari
hazirlanmugtir. ki mL RPMI 1640 / ilag igeren tiipler ile ilag
icermeyen kontrol tiipleri {izerine maya siispansiyonlarindan
0.5’er mL eklenmistir. Ttim tiipler 1.5 saat 37°C’de 200 rpm’de
calkalanarak inkiibe edilmistir. {laclar1 uzaklagtirmak amacryla
tiipler steril serum fizyolojik ile 3000 g’de 10 dakika siireyle
santrifiijlenerek iki kez yikanmugtir. Santrifiij sonrasinda maya
hiicre peletleri 2.5 mL steril PBS ile yeniden siispanse edilerek
0.5 McFarland bulanikligina (10 hiicre/mL) ayarlanmustir.
Onceden her bir kuyucuguna 150 uL. RPMI 1640 dagitilmig
diiz tabanli plaklara hiicre siispansiyonlarindan 100’er uLL
pipetlenmigtir. Plaklar 37°C’de 200 rpm hizda calkalanarak
inkiibe edilmistir. 24 saat boyunca her saat baginda 595 nm’de
spektrofotometrik olarak optik dansiteleri 6l¢tilmiistiir. Her bir
sus (1x, 2x, 4x, 8x MIK) her bir plakta 4’er kez olmak iizere
iki kez denenmigtir.

PAFE’nin degerlendirilmesi: PAFE siireleri, PAFE = T-C
formiilii kullanilarak hesaplanmustir. T, ilacla karsilasmis maya
hiicrelerinin relatif optik dansitelerinin ila¢ uzaklastirildiktan
sonra 0.05 absorbans diizeyine ulagmasi i¢in gegen siireyi
gostermektedir. C ise ilag¢ icermeyen kontrol maya hiicrelerinin
optik dansitelerinin ayni absorbans diizeyine ulagmasi i¢in
gecen siire olarak tammlanmaktadir.

BULGULAR

Amfoterisin-B’nin 1x, 2x, 4x ve 8x MiK’larinda zamana
bagl iireme ¢izelgesinde 0.05 optik degere ulastigi siire olan
T ve amfoterisin-B icermeyen kontrol suglarinin ayni optik
degere ulagtig1 C siireleri saptanarak, postantifungal etki siiresi
hesaplanmaigtir.

Amfoterisin-B’nin 7.5 ile 20 saat arasinda degisen
stirelerde postantifungal etkinligi devam etmistir. C.albicans
suglarmin postantifungal etkinlik siireleri tabloda ve bir susun
amfoterisin-B’nin farkli konsantrasyonlarindaki tireme egrisi
grafikde gosterilmisgtir.

Amfoterisin-B ’nin postantifungal etkinliginin konsan-
trasyon artig1 ile paralel olarak artig gosterdigi saptanmustir.
Flukonazoliin ise C.albicans suslar1 iizerinde ayn1 konsan-
trasyonlarda postantifungal etkinligi goriilmemisgtir.

Konsantrasyon C.albicans 1 C.albicans 2 C.albicans 3 C.albicans 4 Ortalama
AmB 1xMIK 0.54+0.07 3.48+0.07 9.11+0.06 16.25+0.03 7.34
AmB 2xMIK 4.66+0.36 7.23+0.15 14.71+0.09 19.45+0.02 11.51
AmB 4xMIK 7.74+0.14 18.72+0.10 15.88+0.02 20.98+0.12 15.83
AmB 8xMIK 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
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Grafik: Bir susun AmB’nin farkli konsantrasyonlarindaki iireme egrisi.
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Antifungal ilaglarin farmakodinamigi ila¢ konsantras-
yonlari ile zaman ve antimikrobiyal etkinlik arasidaki iligkileri
incelemektedir. Antifungal ilag¢larin dinamigini inceleyen time-
kill ¢caligmalar antifungalin hangi dozda ve siklikta verilmesi
ile ilgili 6nemli ipuclar1 vermektedir(!-9). invaziv fungal
infeksiyonlarin basarili sagaltimi i¢in yeni antifungal ilag
geligtirme caligmalar1 yaninda mevcut antifungallerden de
daha etkili olarak nasil yararlanilabilecegi dnemli arastirma
konularidir. Uygun dozun belirlenmesinde siklikla kullanilan
degerlendirme 6lgiitii ilacin MIK degerinin belirlenmesidir.
MIK degeri yaninda incelenmesi 6nerilen diger bir faktor de
postantibiyotik etkidir. Bakteriler tizerinde yapilan ¢esitli
caligmalar sonrasinda yontem mantarlara adapte edilmigtir.
Postantifungal etkinin klinik anlami; secilen antimikrobiyal
ajanin yan etki olusumuna yol agmadan etkinligini
gosterebildigi doz araliklarinin ayarlanabilmesini
saglamasidir(13)

PAFE’nin belirlenmesi icin degisik yontemler
uygulanabilmektedir. Kantitatif koloni sayimi ile,
spektrofotometrik olarak ya da BacT/Alert ticari sistemleri
ile PAFE saptanabilmektedir(27-10.13) Koloni sayim1 yontemi
zahmetli ve fazla malzeme harcanmasina yol agmakla birlikte
kantitatif olarak net degerlendirme yapilabilmektedir.
Spektrofotometrik yontemler ise daha kolay ve ekonomik
olmaktadir.

PAFE’nin degerlendirilmesinde kullanilan besiyeri, 1s1
ve ilacin konsantrasyonuna gore farkli sonuglar
almabilmektedir. Amfoterisin-B’nin PAFE’si bu kogullara
bagli olarak cesitli ¢aligmalarda 0.5-12 saat arasinda
degisebilmektedir(27-13). Caligmamizda amfoterisin-B’nin
7.5 ile 20 saat aras1 PAFEsi saptanmigtir. RPMI-1640 besiyeri
ile Sabouraud dekstroz buyyonu (SAB) arasinda poliyen
antifungal ilaclarin denenmesinde anlamli olarak farkli sonuglar
elde edilmistir. SAB ile elde edilen PAFE degerleri daha
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yiiksek olmakta, bunun yamnda NCCLS duyarlilik testlerinde
RPMI-1640 besiyerini énermektedir(12:13), Calismamizda
RPMI-1640 besiyeri kullanilmistir.

Amfoterisin-B ile yapilan ¢aligmalarda MIK degerinin
1-20 kati arasinda deg8isen (1x, 4x, 8x, 10x, 20x)
konsantrasyonlarda degerlendirilmelerin yapildig:
goriilmektedir(204). Calismamizda 1x-8x konsantrasyonlarda
calisilmis ve amfoterisin-B’nin konsantrasyonuna bagli olarak
PAFE’in arttig1 gozlenmistir. Inkiibasyon 1sis1 olarak literatiirde
22, 35 ve 37°C 1silarda yapilan ¢aligmalarda en yiiksek PAFE
degerlerinin 37°C’de goriildiigii bildirilmektedir(7).
Caligmamizda inkiibasyon 1s1s1 olarak 37°C secilmistir.

Amfoterisin-B’nin PAFE siirecinde suslarin MiK degerleri
ile etki siiresi arasinda bir iligki g6zlenmemistir.

Calismada flukonazol i¢in 6lgiilebilir bir PAFE siiresi
saptanmamustir. Azol grubu ilaclar konsantrasyondan bagimsiz
fungistatik ilaclardir. PAFE nin goriilmeyisinin nedeni, ilacin
yikamalarla uzaklagtirlmasmin ardindan hizli reversibl fungal
metabolizma ile kiiltiirlerin kendini onararak iiremelerini
hizlandirmalar1 olabilir. Flukonazoliin postantifungal
etkinliginin degerlendirilmesinde konsantrasyon ya da zamana
bagli bir degisiklik goriilmemistir.

Flukonazoliin postantifungal etkinliginin goriilmemis
olmasi bu ajanlarin kullanildig: infeksiyonlarda suprainhibitor
konsantrasyonlarda kisa aralarla verilme gerekliligini ortaya
koymaktadir. Ote yandan amfoterisin-B’nin konsantrasyona
bagli olarak fungisid aktivitesinin artmasi ve uzun siireli
PAFE’sinden dolay1, ilacin kandaki diizeyi MIK degerinin
altina diigse dahi tiremenin bir siire engellenecegi diisiiniilebilir.
Bu durum daha yiiksek dozlarin uzun araliklarla verilebilmesine
olanak taniyacaktir. Ancak kesin sonuglar in-vivo ¢alismalarla
da desteklenmelidir.

Sonug olarak antifungal sagaltimda ilaclarin MiK degerleri
yaninda postantifungal etkisinin de bilinmesinin ideal doz
rejimlerinin diizenlenmesine ve uygun bir sagaltim planinin

olusturulmasina yardimc: olacag: diisiiniilmektedir.
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