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FLUKONAZOL ILE ONCEDEN KARSILASMANIN CANDIDA
ALBICANS SUSLARININ AMFOTERISIN B’YE
DUYARLILIGINA ETKISi*

Mine YUCESOY, M. Ali OKTEM, Neveivan SENTURKER GULDAS,
Nuran YULUG

OZET

Flukonazol ile 6nceden karsilagmig olmanin, Candida albicans suglaninin amfoterisin B’ye duyarlihgina
in-vitro etkisi aragtiribmuigtir. Aragtirmaya, flukonazol ve amfoterisin B’nin diigiik minimal inhibitér konsant-
rasyon degerleri saptanan ve biri standart sus (ATCC 90028) olmak {izere toplam 52 Candida albicans izo-
Jati alinmugtur. Oncelikle farkl flukonazol konsantrasyonlarinda ve defiisik zaman periyodlarinda inkiibasyo-
nun ATCC C.albicans sugunun amfoterisin B’ ye duyarlilhifina etkisi incelenmigtir. Onceden 20-50 pg/mi flu-
konazol ile 4, 6 ve 14 saat kargilasmanin, 4, 8 ve 24 saatte 2 pg/ml amfoterisin B’ye direncli bir popiilasyo-
na yol agtif1 belirlenmigtir, Bu 6n ¢aligmaya dayanarak, aragirmamizda 51 C.albicans Klinik izolat1 50 ug/ml
flukonazol ile 4 ve 14 saat siireyle inkiibe edilmistir. Flukonazol ile énceden karsilasmams izolatlarda, am-
foterisin B ile inkiibasyondan sonra hi¢ iireme gozlenmez iken; dort saat flukonazol ile inkiibe edildiginde
izolatlardan 7, 5 ve 3’{inde, swasiyla 4, 8 ve 24 saat sonra amfoterisin B’ye direngli hiicreler saptanmistr,
14 saat flukonazol ile &n inkiibasyondan sonra suglarin 6, 2 ve 1’inde degigen oranlarda amfoterisin B’ye s1-
rastyla 4, 8 ve 24 saat sonra direncli hiicreler izlenmigtir. Cahismarmz sonucunda, C.albicans suglaninin 6n-
ceden flukonazol ile kargilagmasinin, bu suglann yol aghf infeksiyonlarin amfoterisin B ile sagaltminda
tnemli klinik sonuclara yol acabilecegi diislintilmiigtiir.

Anshtar kelimeler: C.albicans, flukonazol, amfoterisin B

SUMMARY

The effect of fluconazele preexposure to the susceptibility of Candida albicans strains to ampho-
tericin B,

In this study, the in vitro effect of fluconazole preexposure to the suSceptibility of Candida albicans stra-
ins to amphotericin B was investigated. 52 isolates including one control strain (ATCC 90028) of C.albicans
with low minimal inhibitory concentration values for both fluconazole and amphotericin B were included.
First, the effect of different concentrations of fluconazole preexposure for various time periods on the sus-
ceptibility of the ATCC C.albicans strain to amphotericin B were searched. It was found out that 20-50 pg/ml
fluconazole exposure for 4, 6, 14 hours generated a subpopulation of cells that were resistant to 2 pg/ml amp-
hotericin B for 4, 8, 24 hours. After this preliminary study, 51 clinical isolates of C.albicans were investiga-
ted by using 50 pg/ml fluconazole preexposure for 4 and 14 hours. 7, 5 and 3 of these isolates which were
exposed to fluconazole for 4 hours had amphotericin B resistant cells after 4, 8 and 24 hours, respectively.
These strains showed no growth after amphotericin B incubation when they were not allowed to expose flu-
conazole. Various percentage of cells of 6, 2, 1 of 14 hour fluconazole preexposed strains were resistant to
amphotericin B after 4, 8 and 24 hours. In conclusion, we think that prior exposure of C.albicans strains to
fluconazole might have important clinical implications when treating the infections caised by these strains
with amphotericin B,
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GIRIS

Gectigimiz on yil i¢erisinde, immun sistemi baskilanmis
hastalarda izlenen Candida albicans infeksiyonlarindala ar-
t1g dildzati cekmektedir (4). Bunun yaninda, dzellikle de mu-
kokutandz ve sistemik Candida infeksiyonlarimn sagaltimin-
da kullanilabilecek antifungal se¢eneller halen sinirh sayida-
dir. 20 yildan uzun siiredir safaltimda kullanilan amfoterisin
B gibi fungisidal poliyen bilegikler hala en etkili segenekler
olarak bilinmekte ise de, bu bilesiklerin toksik yan etkileri
kullammiarnm sinirfayan en dnemli faktdrdir (1,19). Bu ne-
denle flukonazol ve itrakonazol gibi azol bilegikleri kandidoz
sagaltiminda daha yaygin kullamm alam bulmustur. Ancak
bu grup ilaglann fungisidal etkiden cok fungistatik olmalar,
Candida krusei, Candida glabrata gibi bazi Candida tiirleri
{izerine etkisiz olmalart nedeni ile kullanum alanlar simrlan-
maktadir (2,3,8).

Flukonazol veya amfoterisin B ile monoterapide invaziv

kandidozlardaki mortalite oram yiiksek olarak slirmektedir,
Mortaliteyi diigiirebilmek amaciyla son yillarda sapaltinda
cesitli ilaglann kombinasyenlannmin kullanum giindeme gel-
migtir. Ancak teorik olarak ergosterole totunarak etld goste-
ren poliyen grubu antifungal ilaglarla, ergosterol sentezini in-
hibe ederek etki gdsteren azol grubu ilaglarin birlikte kulla-
niminin irrasyonel ve antagonistik oldugu diigtiniilmektedir
(16). Bunun yaninda amfoterisin B ve flukonazol kombinas-
yonu ile ilgili yapilan ¢esitli in-vitro ve in-vivo galigmalarda
antagonizm yaninda sinerii, aditif etki ve etkisizlik de saptan-
mustir (8-11),

Bu galigma, azol grubu bir antifungal olan flukonazol ile
tnceden karsilasan C.albicans susglanmmn, amfoterisin B'ye
olan in-vitro duyarliliklarinin degerlendirilmesi amaciyla
gergeklegtirilmigtir.

GEREC VE YONTEM

Candida suslari: Calismada gesitli klinik drneklerden
(15’1 kan, 147il idrar, 9’u balgam, 4’0 abse, 4’1l vajen, 3’ii
agiz, 1’1 6zofagus, 1°1 parasentez s1vist) soyutlanarak C.albi-
cans olarak tammlanmig 51 klinik izolat ve bir kontrol sugu
(C.albicans ATCC 90028} kullamulmistir.

Antifungal ajanlar: Antifungal ajan olarak azol grubu
antifungallerden flukonazol (Triflucan-Phizer Ltd.) ve poli-
ven grubu antifungallerden amfoterisin B (Fungizone-Bristol
Myers Squibb) kullamlnugir.

Puyarlik deneyleri: Klinik izolatlarin flukonazol ve
amfoterisin B igin minimal inhibitér konsantrasyon (MIK) de-
gerleri, NCCLS tarafindan @nerilen M27-A standartlarina uy-
gun otarak mikrodiliisyon ydntemi ile aragtirilmigtr (11). Flu-
konazol igin 0.5 pg/ml, amfoterisin B i¢in ise 0.25 pg/iml ve al-
tinda MIK degeri veren 51 sug ¢ahgmaya alinmugtir, Calbi-
cans ATCC 90028 sugunun amfoterisin B ve flukonazol igin
elde edilen MIK degerleri 0.25 ng/ml’ dis.

Calhgmada ilk olarak, farkl flukonazol konsantrasyonla-
1 ile gesitli stirelerde karsilagmanm, C.albicans ATCC 90028
susunun amfoterisin B'ye duyarlibfina etkist araghrbmugtir.
Bu amagla C.albicans ATCC 90028 sugu Sabouraud dekstroz
agarda (SDA) tretildikien sonra bu kiiltiirden alinan bir ko-
Toni 20 ml 100 mM fosfatla tamponlanmig (pH 7) maya nit-
rojen buyyonu (yeast nitrogen broth-Difeo) (YNB) igeren
tiipte siispanse edilmigtir. Daha sonra bu silispansiyondan
2'ser ml alinarak, flukonazol igermeyen ve 10, 20, 30, 40, 50
pg/mi flukonazol igeren 20 ml'lik YNB ortamlarna inokiile

edilmistiv, Bu tiipler 4, 6, 14 saat silre ile 30°C’de 200 rpm’de
calkalanarak inkiibe edilmigtir. Inkiibasyon siirelerinin so-
nunda her tiipten 20°ser i alinarak 2 pg/ml amfoterisin B
iceren 5’er ml'lik yeni YNB ortamlanna inokiile edilmigtir.
Bu siispansiyoniardan 30°C’de 200 rpm’de ¢alkalanarak ya-
pilan inkiibasyonda 4., 8. ve 24. saatlerde alinan 0.01 ml’lik
trneller, maya hiicrelerinin canlitk oranlarinin saptanmasi
amaciyla SDA plaklarina koloni sayimu yapiimak lizere stan-
dart yontemlerle ekilmigtie. SDA plakdar: 30°C’de 3 giin in-
kiibe edildikten sonra koloni sayimu yapilarak, 100 ile ¢arpil-
mig ve mililitredeki koloni olugturan inite (KOU) sayist be-
lirlenmistir (18). Bu iglem ile standart sugta amfoterisin B’ ye
direng kazandiran optimal flukonazol konsan trasyonlar ve
inkiibasyon siireleri belirlenmigtir.

Bu on ¢aligmadan sonra 51 C.albicans klmﬂ( izolat
SDA plaklarina ekilmis ve bir gece inkiibe edilmigtir. Daha
sonra bu suslardan birer koloni alinarak 20 ml YNB'de sits-
panse edilmigtir, Bu siispansiyondan 2’ser ml almarak, fluko-
nazol igermeyen ve 30 pg/ml flukonazol igeren 20 ml'lik
YNB orfamlanina eklenmistic. Bu YNB tiipleri 4 ve 14 saat
daha 6nce belirtilen gartiarda inkiibe edilmistir, ATCC sugu
ile flukonazolde 6 saal inkilbasyenda alinan senuglar
14 saatte alinanlara benzediginden 51 klinik izolatta 6 saatlik
flukonazol inkiibasyonu kullanilmamustir. Daha sonra amfo-
terisin B’ye maruz kalma ve 0.01 ml’de canlt hiicre sayunla-
11 yukanida belirtilen gekilde aynen yamlmagtir.

BULGULAR

Yapilan 6n ¢aligmada C.albicans ATCC 90028 susu, flu-
konazolle tnceden karsilagmaksizin 2 pg/ml amfoterisin B
igeren YNB igerisinde 24 saat inkiibe edildifinde, orlamda,
4, saatten itibaren 0.01 mI'de hi¢ canli maya hiicresinin kal-

madigi saptanmigtir, S0 pg/ml flukonazol ile 4, 6 veya 14 sa-
at inkitbe edilen siispansiyonlarda ise 2 pg/ml amfoterisin
B’de 24 saat sonra inokulumdakinden yaklagik 1 log altinda
canl: maya saptanmustir (Grafik 1),
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Grafik 1. Flukonazole maruz kalmayan ve 50 pg/ml flukonazole 4, 6 ve 14 saat maruz kalan C.albicans ATCC 90028
siispansiyonlarinda 2 pg/ml amfoterisin B ile 24 saat inkiibasyon sonundaki koloni sayum,

Flukonazole maruz kalmamig C.albicans ATCC 90028
slispansiyonundan 2 pg/mi amfoterisin B ile inkiibasyonda 4,
8 ve 24. saatlerde hig¢ koloni olugmazken, 10 pg/m] flukona-
zole 4 saat marvz birakilan siispansiyonlarda, amfoterisin B
ile 4 ve 8 saat inkiibasyonlarda koloni sayis1 giderek azalomg;
24 saatlik inkiibasyonda canli maya kalmamugti. 20-50
ngiml flukonazole 4 saat maruz birakilan siispansiyonlarda

amfoterisin B’de inkiibasyonda ise siire arttikga (4, § ve 24
saat} canlt maya sayisi da artmiigtir (Grafik 2). Flukonazole
14 saat maruz birakilan siispansiyonlarda da sonraki amfote-
risin B ile inkiibasyonlarda olugan koloni sayis1 4, 8 ve 24 sa-
atlerde giderek artrmgtir (Grafik 3). Flukonazolde 6 saatlik
inkiibasyonda da 14 saatlik inkiibasyona benzer sonug alin-
nugtir,
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Grafik 2. Cegitli flukonazol konsantrasyonlan ile 4 saat inkiibe edilen C.albicans ATCC 90028 sugunun, 2 pg/ml
amfoterisin B ile inkiibasyon siiresine gére degisen canlilif.
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Grafik 3. Cesitli flukonazol konsantrasyonlari ile 14 saat tn inkiibe edilen C. albicans ATCC 90028 sugunun, 2 pg/mi
amfoterisin B ile inkiibasyon siiresine gore degisen canlilifi.

C.albicans ATCC 90028 sugu ile alinan bu sonuglara gé-
re 51 klinik izolat 50 pg/ml flukonazole 4 ve 14 saat maruz
birakitip, 2 ug/ml amfoterisin B ile 4, 8 ve 24 saat inkiibe
edildiginde; flukonazole 4 saat maruz birakilan suglarin am-
foterisin B ile inkiibasyonunda 4 saat sonra 7’sinde, 8 saat
sonra 5’inde, 24 saat sonra 3’{inde; flukonazole 14 saat ma-

ruz birakilan suglanin amfoterisin B ile inkiibasyonunda
4 saatte 6’sinda, 8 saat sonra 2’sinde, 24 saat sonra 1'inde
canh maya kali gorlilmiigtiir. Flukonazole maruz kalma-
mus suglarda ise amfoterisin B de inkitbasyonda 4.saatten iti-
baren canli maya kalmadi1 saptanmgtir (Tablo 1).

Tablo 1. 51 C.albicans klinik izolatinda 50 pg/ml flukonazole marnz kalma siiresine gbre 2 pg/ml amfoterisin B'de canlt

kalan sug sayisi,

50 pg/ml flukonazol ile temas
sliresi (saat)

2 pg/ml amfoterisin B’de canh kalan sug sayis:

(sug numaralar)

(KOU/m] araligy)
4 saat 8 saat 24 saat
0 (temas yok) ¢ 0 0
4 7 5 3
(5,8,11,19,28,37.49) (5,19,37,49,22) (5,37.49)
(200-600) (200-1000) (200-1200)
14 6 T2 1
(5,11,19,20,37,49) (5.37) (37
(200-2800) {600-1000) (600)
TARTISMA

Standart C.albicans ATCC 90028 sugu ile yapilan &n ¢a-
ligmantn sonuglari, maya hiicrelerinin flukonazolle énceden
kargilagmalarimn, 2 pg/mi amfoterisin B’den korunmalarim
sagladifini gbstermektedir (Grafik 1). Flukonazolle dnceden
inkiibe edilmig C.albicans ATCC 90028 susu, en yitksek can-
lilik oramina 24 saatlik amfoterisin B inkiibasyonlart sonun-
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da ulagmaktadir (Grafik 2 ve 3). Bunun nedeni fenotipik ola-
rak amfoterisin B’ye direng kazanmig maya hiicrelerinin da-
ha geg liremeye baglamas: olabilir. Bu durumun ¢aligmadaki
tek istisnasi 4 saatlik 10 pg/mi flukonazol inkiibasyonu yapi-
lan hiicrelerdir (Grafik 2). Bu gruptaki hiicrelerin amfoterisin
B-igeren ortamda zaman icinde giderek azalmas: ve canlihik-



larint 24. saatin sonunda tamamen yitirmesinin nedeni bu fe-
notipik direncin gelismesi igin gerekli flukonazol miktar ve
sliresinin yetersiz kalmas: olarak aciklanabilir,

C.albicans AI'CC 90028 sugu ile yapilan 6n ¢aligma, ma-
ya hilcrelerinin flukonazol ile dnceden karsilagmalarinim am-
foterisin B’nin maya tizerindeki oldiiriicli etkinliginde bir
azalmaya yol agtifim gdstermistir. Bu etkinlik, 50 pg/ml’lik
flukonazol konsantrasyonunda en yliksek diizeyde saptanmmig
ve yine flukonazolle 6n inkiibasyon siiresi uzadik¢a amfote-
risin B inkiibasyonuna direng gdsteren maya hiicrelerinin sa-
yist artrmstir, Sonuglarimiz, Vasquez ve ark. (18) mn bulgu-
lart ile paralel dogrultudadir. Bu durum, 6zellikle hastalarm
flukonazole iyi yanit vermedigi durumlarda ilacin amfoteri-
sin B’ye degistirildigi olgular i¢in Snem tagimalktadir,

Klinik izolatlar iizerinde yaptifimiz ¢ahsmada ise fluko-
nazol ile énceden karsilagma, izolatlarin bazilarinda da am-
foterisin B’ye direncli hiicreler ortaya ¢ikmasina yol agmustir
(Tablo 1). Vazquez ve ark. (18)’ mn caligmasinda ise; 14 saat
50 pg/ml flukonazole maruz birakalan ve daha sonra 24 saat
2 ug/ml amfoterisin B bulunan ortamda inkiibe edilen 93
C.albicans susundan 2’sinin canli kalabildifi saptanrmsgtir.
Ayni calismada C.parapsilosis ve C.tropicalis suglarinda
canl kalan sus saytlarinin gok daha yiiksek oldugu belirlen-
migtir (18). Bizim bulgularimiz, bu ¢alisma sonuglanna para-
leldir. ‘

Vasquez ve ark. (18), in-vitro olarak flukonazol ile karg-
lagmanin C.albicans suglaninda amfoterisin B’ye kars1 tole-
ransa yol agmasinin, in-vitro kosullarda kolayca saptandigi
halde popiilasyondaki hiicrelerin ¢cok azina etki etmesi nede-
ni ile in-vivo olarak nemsiz olabilecegini ya da hastanin im-
mun yetmezlik durumuna bagli olarak Snem tagiyabilecegini
bildirmistir. Bizce in-vitro kogullarda saptanan ve klinik agi-
dan 6nemli olabilecek bu bulgulann, in-vivo aragtumalarda
da incelenmesi ve buna gore sagaltim uygulamasina gegilme-
si uygun olacaktir.

Flukenazoliin amfoterisin B ile kombinasyonu ile ilgili
yapilan gesitli caligmalarda antagonizm yanmda sinerjizm ve
etiisizlik de saptanmgtir (5,6, 12-15). Scheven ve ark.
(14,15) min yaptiklan caligmalarda itrakonazol, ketokonazol
ve mikonazol gibi lipofilik azollerin Candida suglari igin da-
ha sonra uygulanan amfoterisin B'nin fungisidal aktivitesini
azalttiff1, ancak flukonazol ile dnceden kargilagmanin belir-
gin bir antagonistik etki gdstermedipi saptanmigtir. Aragtiri-
cilar, bu durumu tlukonazoliin hidrofilik §zelligine baglaya-
rak, mayanin sitozolik béliimlerinin lipofilik azollerin biiyiik
miktarlarim absorbe edebildigini, ancak flukonazoliin benzer

miktarlarini absorbe edemedifini ve bu nedenle flukonazole
baglh postantibiyotik antagonizmanin olmayabilecegini, ayr-
ca flukonazoliin postantibiyotik etkisinin de kisa olabilecefi-
ni belirtmiglerdir. Sonuglanimiz bu ¢aligma sonuclarn ile geli-
sir gbztikmekle birlikie, Scheven ve Scheven (14)’in flukona-
zol ile 24-48 saat gibi daha uzun inkiibasyon siireleri kullan-
mis olmalan bu sonuca yol agmig olabilir.

Flukonazol ve amfoterisin B etkinlifi arasinda teorik
olarak antagonistik bir iligki oldugu diigiiniilmektedir (16).
Bunun nedeni azollerin mantarlar iizerine olan etkinliginin P-
450-bagimh lanosterol C14 demetilaz sistemini bloke ederek
membrandaki ergosterol diizeyini diigliriirken, amfoterisin
B’nin hiicre membranindaki ergosterol ile etkilesime girerek
membran ATPaz’ 11 geri doniiglimsiiz olarak inhibe etmesidir
{7). Bu konuda bir dier alternatif olarak da flukonazolle in-
kiibe edilen hiicrelerin efluks pompalarim aktive etmig olabi-
lecegi ve bunun sonucunda direkt veya indirekt olarak hiicre
membranindaki amfoterisin B afinitesinde azalmaya yol ag-
mig olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Azollerle karsilagma sonu-
cu C.albicans’da olusan adaptasyonun en az 3 giin boyunca
stabil oldugu gdzlenmistir (18). Bu duram da sagaltim agi-
sindan dnemli olabilir.

Bu konu ile ilgili gesitli in-vivo aragtirmalar da yapiloug
ve farkli sonuglar elde edilmistir. Lewis ve ark. (9) nin dina-
mik bir in-vitro infeksiyon modeli {izerinde yaptikiari gahg-
mada, flukonazol ve amfoterisin B’ nin peg pese verilmesinin
amfoterisin B’nin fungisidal aktivitesinde bir azalmaya yol
actif ve sadece flukonazol verilmig gibi fungistatik etkili ol-
dugu belirlenmigtir. Sanati ve ark. (13) mn tavsanlarda C.al-
bicans ile olugturdugu endokardit modeli iizerindeki aragtir-
masinda, flukonazol ile amfoterisin B kombinasyonunun an-
tagonizmaya yol agmadify, ancak amfoterisin B'nin antifun-
gal aktivitesine de bir sinerjik etki yapmadigi sonucuna varil-
rrugtir. Fareler tizerinde flukonazole duyark ve orta duyarls
suglarin neden oldugu C.albicans’a bagh sistemik infeksiyon
modelinde ise kombinasyonun antagonistik oldugu, ancak
yiiksek flukonazol direncinin s6z konusu oldugu suglarin ne-
den oldugu tablolarda ise aditif bir etki gosterdigi belirtilmig-
tir. Bunun sonucu olarak flukonazoliin ¢zellikle antifungal
ajanlara duyarl suslarin etken oldugu infeksiyonlarin sagal-
timunda dikkatli kullanilmas: gerektigi vargulanmgtir (10).

Calismamizda, C.albicans suglarmun flukonazol ile in-vit-
ro olarak Onceden kargilagmas: sonucu ortaya ¢ikan bulgular,
bu suglarin yol actif1 infeksiyonlarin amfoterisin B ile sagalti-
munda 6nemli klinik sorunlarla karsilagilabilecegini diigiindiir-
mektedir. -
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