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ÖZET

 Cerageninler, antimikrobiyal peptitlere benzer aktivite gösteren, yeni bir grup katyonik steroid antimikrobiyal molekül-
lerdir. Bu çalışmada kan kültürlerinden izole edilmiş Candida albicans suşlarına karşı katyonik steroid antibiyotiklerden olan 
CSA-8, CSA-13, CSA-44, CSA-131 ve CSA-138’in in vitro antifungal duyarlılıklarının belirlenmesi amaçlanmıştır. MİK ve 
MBK değerleri CLSI kurallarına uygun olarak mikrodilüsyon yöntemi ile belirlenmiştir. Duyarlılık test sonuçlarına göre MİK 
değerleri 0.125-128 µg/ml arasında değişmektedir. CSA-8, CSA-13, CSA-44, CSA-131 ve CSA-138 için MİK50 değerleri 
sırasıyla 0.5 µg/ml, 1 µg/ml, 1 µg/ml, 2 µg/ml ve 8 µg/ml’dir. MFK değerleri ise MİK değerlerine eşit yada iki katıdır.
 Çalışmamızın sonuçlarına göre, CSA-131 ve CSA-138 C.albicans infeksiyonlarının tedavisinde kullanılabilecek iyi 
birer aday moleküldür. İleriki çalışmalarda bu moleküllerin güvenilirlik, etkinlik ve farmakokinetik parametrelerinin belirlen-
mesi gerekmektedir.
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SUMMARY

Investigation of the Antifungal Activities of the Cationic Steroid Antibiotic CSA-8, CSA-13, CSA-44, CSA-131 
and CSA-138 Against Candida albicans Isolated from Blood Cultures

 The ceragenins, designed to mimic the activities of antimicrobial peptides, are a new class of antimicrobial agent. In this 
study, in vitro antifungal activities of the novel cationic steroid molecules CSA-8, CSA-13, CSA-44, CSA-131 and CSA-138, 
were assessed against Candida albicans strains isolated from blood cultures. MICs and MBCs were determined by microdilu-
tion technique according to CLSI guidelines. Susceptibility testing demonstrated that the MICs were ranging 0.125-128 µg/
ml. The MIC50 values of CSA-8, CSA-13, CSA-44, CSA-131 and CSA-138 were 0.5 µg/ml, 1 µg/ml, 1 µg/ml, 2 µg/ml and 8 
µg/ml, respectively. The MFCs were equal to or two-fold greater than those of the MICs. 
 According to our results, cationic steroid antibiotics especially, CSA-131 and CSA-138 appear to be good candidates 
in the treatment of C.albicans infections. Future studies should be performed to correlate its safety, efficacy and pharmacoki-
netic parameters of these molecules.
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GİRİŞ

 Candida türleri, sağlıklı kişilerin vücut flo-
rasında kommensal olarak bulunan maya türle-
ridir. Ancak, özellikle immün sistemi baskılan-

mış kişilerde, infeksiyon oluşumu için uygun 
ortam bularak patojen olabilirler ve klinik ola-
rak ciddi veya hayatı tehdit edici infeksiyonla-
ra yol açabilirler. Tanı ve tedaviye yönelik 
yapılan invazif girişimlerin artışı, geniş spekt-
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rumlu antibiyotiklerin kullanımı, organ nakilleri 
veya başka nedenlerle sık başvurulan güçlü 
immünsüpresif tedavilerin yaygınlaşması, 
malign hastalıklar nedeni ile verilen anti-kanser 
ilaçların neden olduğu kemik iliği baskılanması 
ve nötropeni gibi faktörler, ciddi fungal infeksi-
yonların sıklığını arttırmaktadır(1-3,20). Kandidemi, 
Candida’ların bir veya birden fazla kan kültürün-
den izole edilmeleri olarak tanımlanmakta olup, 
tanı ve tedavisi zor ve oldukça yüksek mortali-
teye sahip ciddi bir klinik tablodur ve genellikle 
sepsis ve organ disfonksiyonu bulguları ile bir-
likte gözlenmektedir(1). Kan kültürlerinde sapta-
nan Candida türleri incelendiğinde Candida albi-
cans en sık saptanan etken olmakla birlikte bazı 
antifungallere dirençli olabilen albicans dışı 
Candida türlerinin de sıklığı azımsanmayacak 
düzeydedir(3,11).
 Günümüzde özellikle C.albicans’ın etken 
olduğu mantar hastalıklarının sıklığının giderek 
artması ve ampirik antifungal kullanımının yay-
gınlaşması, dirençli suşların ortaya çıkmasına ve 
direnç oranlarının artmasına neden olmakta-
dır(23). Bu nedenle uygun ve etkin antifungal 
tedavinin seçimi önem kazanmaktadır. Dirençli 
suşlarla infekte olan hastalarda gelişen tedavi 
edilmesi güç kronik infeksiyonlar, araştırmacıları 
alternatif antimikrobik etkili ajanların ve tedavi 
rejimlerinin arayışına yöneltmiştir. Bu ajanların 
arasında en fazla dikkat çeken ve gelecek vaat 
eden gruplardan biri antimikrobik etkili katyonik 
peptitlerdir(12,26). Bu maddeler, Gram pozitif ve 
Gram negatif bakteriler başta olmak üzere man-
tarlar, zarflı virüsler gibi bazı virüslerin de içinde 
bulunduğu geniş bir etki spektrumuna 
sahiptir(9,12,16). Fakat tüm bu özelliklerinin yanı 
sıra bu ajanlarla tedavi sırasında bazı problemler-
le karşılaşılmaktadır. Büyük bir kısmı proteazla-
rın substratı olduğundan, dolaşımdaki yarılanma 
ömürleri kısadır(26). Aynı zamanda bunların kar-
maşık yapıda ve boyutta olmaları sentez ve saf-
laştırılma işlemlerini zorlaştırmaktadır.
 Son yıllarda yapılan araştırmalarda, doğal 
antimikrobiyal peptitlerden yeni analogların 
türetilmesi üzerinde çalışmalar devam etmekte-
dir(25). Bu analoglar genellikle basitleştirilmiş 
aminoasit sekanslarının kullanılması ile oluştu-
rulmaktadır. “Ceragenin” adı verilen kolik asi-
din bir seri katyonik türevleri oluşturulmuş ve 

de bunların antimikrobiyal özellikte oldukları 
saptanmıştır. Cerageninler, katyonik ve amfifilik 
özelliğe sahip olmaları ile LL-37 ve magainin 
gibi katyonik antimikrobiyal peptitlere benzer-
lik göstermektedir(17). Ancak cerageninler ile 
antimikrobik etkili katyonik peptitler arasında 
göze çarpan bazı farklılıklar vardır ki ceragenin 
grubunu tercih edilebilir kılmaktadır. Cerage-
ninlerin hidrofobik kısımlarının lipid yapıda 
olması, bu molekülün daha dengeli bir şekilde 
membranın içine yerleşmesini sağlarken aynı 
zamanda proteolitik enzimlere olan direncini de 
arttırmaktadır(21). Bu konuda yapılan çalışmala-
rın sonucunda cerageninlerin geniş bir antimik-
robiyal etkiye sahip olduğu saptanmıştır. 
Bunlardan CSA-13 (Cationic Steroid Antibiotic) 
en sık kullanılan ve Gram pozitiflere, Pseudomo-
nas aeruginosa’nın da içinde bulunduğu Gram 
negatif bakterilere ve virüslere karşı etkili olan 
bir moleküldür(4-6,13,14). Başta CSA-13 molekülü 
olmak üzere cerageninler bakterilere karşı etki-
lerini antimikrobiyal peptitlere benzer bir şekil-
de yani dış membran geçirgenliğini arttırarak ve 
aynı zamanda sitoplazmik membran depolari-
zasyonunu etkileyerek göstermektedir(8). Fakat 
bu moleküllerin antifungal etkilerininin incelen-
diği çalışma henüz bulunmamaktadır. Bu neden-
le biz de bu grup moleküllerin antifungal etkin-
liklerinin antibakteriyel etki mekanizmasına 
benzer bir şekilde olabileceğini düşünerek çalış-
mamızı planladık. Çalışmamızda Grup Florence 
Nightingale Hastaneleri, onkoloji ve yoğun 
bakım ünitelerindeki hastaların kan kültürlerin-
den izole 24 adet C.albicans ve C.albicans ATCC 
90028 standart suşuna karşı katyonik steroid 
antibiyotiklerden olan CSA-8, CSA-13, CSA-44, 
CSA-131 ve CSA-138’in ve kliniklerde yaygın 
kullanılan antifungallerden olan amfoterisin-
B’nin in vitro antifungal duyarlılıklarının sap-
tanması amaçlanmıştır.

GEREÇ VE YÖNTEM

Mantar suşları
 Çalışmamızda 2012 ve 2013 yıllarında 
Grup Florence Nightingale Hastaneleri onkoloji 
ve yoğun bakım ünitelerindeki hastaların kan 
kültürlerinden izole edilen 24 adet C.albicans suşu 
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kullanılmıştır. Suşların tanımı VITEK 2 Compact 
otomatize sistem (BioMerieux, Fransa) ve API 20 
C AUX (BioMerieux, Fransa) uygulanarak yapıl-
mıştır. Deney koşullarının standardizasyonu için 
C.albicans ATCC 90028 standart suşu kullanılmıştır.

Antimikrobiyal ajanlar
 Katyonik steroid antibiyotik moleküller, 
CSA-8, CSA-13, CSA-44, CSA-131 ve CSA-138, 
kolik asit “scaffold-yapılandırma” tekniği kulla-
nılarak sentezlenmiştir (Şekil)(10). Çalışmada kul-
lanılan amfoterisin-B, Bristol-Myers Squibb fir-
ması tarafından temin edilmiştir. Antimikrobik 
maddeler steril distile suda çözündürüldükten 
sonra stok çözeltileri 1024 µg/ml konsantras-
yonda hazırlanmış ve -80°C’de saklanmıştır. 
Dondurulmuş antimikrobik ajanlar altı ay için-
de kullanılmıştır.

Besiyerleri
 Roswell Park Memorial Institute-1640 
(RPMI-1640, morfolinopropansülfonik asit 
(MOPS) içinde tamponlanmış, Sigma) besiyeri 
minimum inhibitör konsantrasyon (MİK) değer-
lerinin belirlenmesinde ve Sabouraud Dextrose 
Agar (SDA, Merck) minimum fungisidal kon-
santrasyon (MFK) değerlerinin ve mantar sayı-
larının belirlenmesinde kullanılmıştır.

MİK ve MFK değerlerinin belirlenmesi 
 MİK değerlerinin belirlenmesinde Clinical 
and Laboratory Standards Institute (CLSI) tara-
fından önerilen mikrodilüsyon yöntemleri 
kullanılmıştır(7). Antimikrobik maddelerin çift kat 
seri dilüsyonları 128-0.125 µg/ml aralığında deği-
şen konsantrasyonlarda RPMI-1640’ta hazırlan-

mıştır. MİK değerlerini saptamak için polistiren 
mikroplağın 1 numaralı kolonu dışında kalan 
tüm kuyularına 50’şer µl RPMI-1640 tatbik edil-
miş, sonra 1 ve 2 numaralı kolonlara antimikro-
bik maddelerin RPMI-1640’da hazırlanmış, iste-
nilen son konsantrasyonunun iki katı konsantras-
yondaki çözeltilerinden 50’şer μl ilave edildikten 
sonra, pipetör yardımıyla 2 numaralı kolondan 
11 numaralı kolona kadar bir seri dilüsyon yapıl-
mıştır. Bundan sonra mikroplağın A sırasındaki 
12 numaralı kuyusu dışında kalan tüm kuyuları-
na, son konsantrasyonu 0,5x103 - 2,5x103 cfu/ml 
olacak şekilde hazırlanan mantar süspansiyo-
nundan 50’şer μl ilave edilerek 1-11 numaralı 
kuyularda antimikrobik moleküllerin istenilen 
son konsantrasyonlarına ulaşılmıştır. Deneyde 
kullanılan besiyerinin konulduğu A sırasındaki 
12 numaralı kuyu steriliteyi, mikroplaktaki diğer 
12 numaralı kuyular ise denenen suşların üreme-
sini kontrol etmek amacıyla kullanılmıştır. Ekim 
yapılan mikroplakların üzeri steril bir kapakla 
kapatılarak, buharlaşmayı önlemek amacıyla 
naylon bir kılıfın içine yerleştirildikten sonra 
37°C’de 48 saat inkübe edilmiştir. Ertesi gün üre-
menin yani bulanıklığın görülmediği en düşük 
antibiyotik konsantrasyonu MİK değeri olarak 
kabul edilmiştir.
 MFK değerlerinin belirlenmesi amacıyla 
inkübasyon süresinin sonunda üreme görülme-
yen tüm kuyucuklardan iki kere 10’ar μl örnek 
alınarak Petri kutularındaki SDA besiyerlerinin 
yüzeyine tatbik edilmiş ve 37°C’de iki gece inkü-
be edilmiştir. İnkübasyonun sonucunda oluşan 
koloniler sayılmış, başlangıç inokulumunun % 
99.9’unu öldüren en düşük antibiyotik konsant-
rasyonu MFK değeri olarak belirlenmiştir(22).

Şekil. Katyonik steroid moleküllerden olan CSA-8, CSA-13, CSA-44, CSA-131 ve CSA-138’in moleküler yapıları.
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BULGULAR

 Çalışmamızda kullanılan antimikrobik 
maddelerin C.albicans suşlarına karşı mikrodi-
lüsyon yöntemi ile belirlenen MİK ve MFK ile 
ilgili değerler Tablo’da verilmiştir. C.albicans 
suşlarına karşı denenen katyonik steroid antibi-
yotikler MİK değerlerine göre sıralandığında en 
etkili olanlar CSA-131>CSA-138>CSA-13>CSA-
44 ve >CSA-8 olarak belirlenmiştir. Tartım bazın-
da aynı suşlara karşı en etkili molekül 0.5μg/
ml’lik MİK50 değerleriyle CSA-131 iken, en yük-
sek MİK değerlerine sahip molekül CSA-8 ola-
rak bulunmuştur. MFK değerleri ise CSA-8 ve 
CSA-44 hariç MİK değerlerine eşit ya da iki katı-
olarak bulunmuştur. C.albicans ATCC 90028’e 
karşı CSA-8, CSA-13, CSA-44, CSA-131, CSA-
138 ve amfoterisin-B için MİK değerleri sırasıyla 
16 µg/ml, 1 µg/ml, 1 µg/ml, 2 µg/ml, 2 µg/ml 
ve 1 µg/ml’dir.

TARTIŞMA

 Katyonik steroid antibiyotiklerden olan 
CSA-8 ve CSA-13 in vitro duyarlılık çalışmala-
rında sıklıkla kullanılan moleküllerdendir. 
Yapılan çalışmalarda CSA-8 daha çok Gram 
pozitif bakterilere karşı etkiliyken, CSA-13 bir-
çok mikroorganizmaya karşı etkinlik göster-
mektedir. CSA-13 vankomisin dirençli 
Staphylococcus aureus(6), çoklu ilaç dirençli P.
aeruginosa(5), Helicobacter pylori(19) ve Streptococcus 
mutans ile Porphyromonas sp.(14) gibi periodonto-
patik bakteriler karşısında antimikrobiyal etkin-
lik göstermektedir. Ayrıca, CSA-13 vaccinia 
virüsü(13) ve Trypanosoma cruzi(18) karşısında da 
etkindir. Hayvanlar üzerinde yapılan çalışma-
larda CSA-13’ün düşük toksisite göstermesi, bu 
bileşiğin insan tedavisindeki olası uygulamasını 
desteklemektedir(24). Yakın zamanda yapılan ve 
içinde bizim grubumuzunda olduğu birçok 
çalışmada CSA-13 molekülünün tek başına ve 
kombine halde kullanımının S.aureus, P.aerugi-
nosa gibi çeşitli klinik suşlar üzerinde sinerjistik 
etkide olduğu da saptanmıştır(4-6). Fakat bu 
moleküllerin antifungal etkilerininin in vitro 
veya in vivo olarak incelendiği çalışma bulun-
mamaktadır. Bu çalışma ile, şekilde kimyasal 

yapıları görülen ve CSA-8, CSA-13, CSA-44, 
CSA-131 ve CSA-138 olarak isimlendirilen beş 
farklı katyonik steroid antibiyotik molekülünün 
antifungal etkinliğinin saptanması ve birbirle-
riyle karşılaştırılması amaçlanmıştır. Tablo’daki 
MİK değerleri dikkate alındığında en etkili 
molekül CSA-131 iken, CSA-8 bu moleküller 
arasında en yüksek MİK değerlerine sahiptir. 
Farklı kimyasal yapıdaki cerageninlerin antifun-
gal aktivitelerinin karşılaştırılmalı olarak değer-
lendirildiği bu çalışmamızda, CSA-131’in C12, 
CSA-138’in C13 ve CSA-13’ün C8 karbonların-
daki uzun hidrofobik yapıdaki zincirler bu 
moleküllerin antifungal aktivitelerini arttırmak-
tadır. Bu çalışmada, CSA-8’in en düşük aktivite-
ye sahip olmasının nedeni hidrofobik yan zincir-
den yoksun olması yani diğer bileşiklere göre 
daha hidrofilik olmasıdır. C8 konumunda hidro-
fobik yan zincire sahip olan CSA-44’ün, CSA-
8’den sonra yüksek MİK değerlerine sahip olma-
sının sebebi ise, yapısında eter bağlarından 
ziyade ester bağları olmasıdır. Sonuç olarak, 
katyonik steroid antibiyotiklerin sahip olduğu 
uzun hidrofobik zincir yapısı, bu moleküllerin 
daha kuvvetli bir şekilde mantar membranın-
dan geçişine sağlayarak, güçlü bir şekilde akti-
vitelerini göstermelerine neden olmaktadır. 
 Günümüzde ülkemizde ve dünyada yay-
gın olarak kullanılan amfoterisin-B’nin 1950’li 
yıllarda keşfiyle ve ardından kliniklerde kulla-
nılmasıyla birlikte antifungal tedavide yeni bir 
dönem başlamıştır. Amfoterisin-B’nin güçlü 
antifungal etkinliğine karşın, ciddi toksik etkile-
rinin olması, lipit taşıyıcılarla birlikte farklı for-
mülasyonlarda uygulanmasını beraberinde 
getirmiştir ve günümüzde mantar infeksiyonla-
rının tedavisinde kullanılan standart antifungal-
ler arasında yerini almıştır(15). Çalışmamızda 
mikrodilüsyon yöntemi ile elde ettiğimiz sonuç-
lara göre en etkili moleküllerden olan CSA-131 
ve CSA-138’in MİK ve MFK değerlerinin, 
amfoterisin-B’nin MİK ve MFK değerleriyle kar-
şılaştırılabilir düzeyde olduğu saptanmıştır 
(Tablo).
 Çalışmamızın sonuçları göz önüne alındı-
ğında, CSA-131 ve CSA-138 başta olmak üzere 
çalışılan diğer katyonik steroid moleküllerden 
olan CSA-8, CSA-13 ve CSA-44’ün de geniş anti-
bakteriyel etkinliklerinin yanı sıra antifungal 
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etkinliklerinin de olduğu belirlenmiştir. 
Çalışmamızın bundan sonraki aşamasında in 
vitro koşullarda elde edilen bulgularımızın in 
vivo koşullarda yapılan deneylerle desteklen-
mesi ve farmakokinetik ve farmakodinamik 
özelliklerinin belirlenmesi planlanmaktadır.
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