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KISA BILDIRi:
CANDIDA ALBICANS iZOLATLARINA KARSI AMFOTERISIN B ILE
FLUKONAZOL VE VORIKONAZOL KOMBINASYONLARININ
iN VITRO ETKIiNLiGi*

SHORT COMMUNICATION:
IN VITRO ACTIVITY OF AMPHOTERICIN B WITH FLUCONAZOLE OR
VORICONAZOLE COMBINATIONS AGAINST CANDIDA ALBICANS ISOLATES

Yasemin OZ', Filiz AKSIT', Nuri KIRAZ', Abdurrahman KIREMITCI"

OZET: Bu calismada, amfoterisin B (AMB) ile flukonazol (FLU) ve vorikonazol
(VOR) kombinasyonlarinin Candida albicans klinik izolatlarina karsi in vitro etkinliginin
“checkerboard” sivi mikrodilisyon ve E-test yontemleri ile arastinimasi amaclanmigtir.
Calismaya, kan, idrar, balgam ve yara Orneklerinden izole edilen toplam 30 C.albicans
susu alinmis ve AMB, FLU ve VOR’(in minimal inhibitér konsantrasyon (MiK) degerleri
sivi mikrodilisyon ve E-test yontemi ile arastinimistir. Test edilen tim suslar, her iki
yéntemle de bu antifungallere duyarli bulunmustur (AMB ve VOR MIK: <1 pg/ml; FLU
MIK: <8 pg/ml). Sivi mikrodiliisyon ve E-test yéntemi arasindaki uyum AMB icin %83,
FLU ve VOR igin %97 olarak saptanmistir. AMB+FLU ve AMB+VOR kombinasyonlarinin
etkinligi de hem “checkerboard” sivi mikrodilisyon (CSM) hem de E-test yontemleri ile
arastinlmigtir. Kombinasyon testlerinde etkilesim, fraksiyonel inhibisyon konsantrasyon
(FIK) indeksi kullanilarak belirlenmis ve ilag iliskileri, FiK indeksine gére sinerjistik, etkisiz
ve antagonistik olarak degerlendirilmistir. AMB+FLU kombinasyonunda CSM y&ntemi
ile bir sus (%3.3) icin sinerji saptanirken, antagonizma saptanmamis; buna karsin E-
test ile iki sus (%6.6) icin sinerji, dort sus (%13.3) icin ise antagonizma saptanmigtir.
Her iki ydntemle sinerjik etkinin gérildigu suslarin birbirinden farkl oldugu izlenmistir.
izolatlarin 23’Ginde (%76.6) bu kombinasyon her iki testle de etkisiz olarak sonug
vermistir. AMB+VOR kombinasyonunda ise, hem CSM hem de E-test yontemleri ile
suslarin ikisi (%6.6) icin sinerjik etki saptanmis, ancak yine bu suslarin birbirinden farkl
oldugu goértlmustir. AMB+VOR kombinasyonunda her iki ydntemle de antagonizmaya
rastlanmamig; izolatlarin 26 (%86.6) icin ise bu kombinasyon etkisiz bulunmustur.
CSM ve E-test sonugclarl arasindaki uyum %87 olarak hesaplanmistir. Sonuc olarak
calismamizda, AMB+azol kombinasyonlarinda belirgin bir sinerjik etki saptanmamakla
birlikte, antagonistik etkilesimin gérilmemesi de umut vericidir. Ancak invazif fungal
enfeksiyonlarin tedavisinde tartismali bir konu olan AMB ve azol etkilesimi ile ilgili olarak
cok merkezli, genis kapsamli, standardize edilmis yontemlerin kullanildigi, in vitro ve
klinik calismalara gereksinim vardir.

*Bu calisma “7. Antimikrobik Kemoterapi Giinleri’nde (13-15 Nisan 2006, istanbul) poster olarak
sunulmustur.
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Checkerboard.

ABSTRACT: The aim of this study was to investigate the in vitro interaction of
amphotericin B in combination with fluconazole or voriconazole against Candida albicans
clinical isolates by using a broth microdilution checkerboard assay and E-test. A total of
30 C.albicans strains isolated from blood, urine, sputum and pus samples were included
to the study and the minimum inhibitory concentrations (MICs) of amphotericin B (AMB),
fluconazole (FLU) and voriconazole (VOR) were determined by broth microdilution
method and E-test. All strains tested for susceptibility were interpreted as susceptible
by both methods (FLU MICs <8 ug/ml, VOR and AMB MICs <1 pg/ml). The rates of
MIC agreement between two methods were as follows: AMB, 83%; FLU, 97%; VOR, 97%.
AMB+FLU and AMB+VOR combinations were tested by checkerboard broth microdilution
and E-test methods. The combination test results were determined by using the fractional
inhibitory concentration (FIC) index as synergistic, indifferent or antagonistic. AMB+FLU
combination tested by checkerboard broth microdilution revealed synergy in one strain
(8.3%) and antagonism in none, while the same combination tested by E-test revealed
synergy in two (6.6%) and antagonism in four (13.3%) strains. The strains which exhibited
synergy were different from eachother in two assays. This combination led to indifferent
results in 23 (76.6%) of the strains. On the other hand AMB+VOR combination yielded
synergistic results in two (6.6%) strains by both of the methods, however, these two
strains were again different from eachother. No antagonism was detected by AMB+VOR
combination while the combination was indifferent in 26 (86.6%) of the strains. Agreement
between the checkerboard and E-test results was 87%. Although significant synergy was
not detected in AMB+azole combinations, it was yet hopeful to obtain no antagonism.
However, multi-center, large-scale, well standardized in-vitro and clinical studies about
AMB and azole interaction which is a matter of debate, are necessary.

Key words: amphotericin B, fluconazole, voriconazole, combination, Etest,
chequerboard.

GIRIS

Yuksek morbidite ve mortalite oranlarina sahip olan sistemik Candida
enfeksiyonlarinin gértlme sikliginda son yillarda ciddi artis gériimektedir. Bu
enfeksiyonlarda etken olan tlrlerin zamanla degisiklik gdstermesine karsin, hala
en sik gorulen tir C.albicans’tir'. Antifungal ilaglarin yogun kullanimi nedeniyle
direncin ortaya cikmasi, daha genis spektrumlu ve farkl hedefleri etkileyen
yeni antifungal ilaglara ihtiyag dogurmustur. Buna kargin antifungal ilaglarin
halen sinirli sayida olmasi ve mevcut antifungallerin spektrumlarinin darligi,
tedavide bu ilaglarin bir arada kullanimini giindeme getirmistir. Kombinasyon
tedavisinin amaglari; daha genis bir spektrum saglamak, monoterapide elde
edilenden daha gucli bir etki olusturmak, guvenilirligi artirmak, ilacin tolere
edilmesini kolaylastirmak ve direncli mikroorganizmalarin gelisimini azaltmaktir.
in vitro antimikrobiyal iliskilerin saptanmasinda standardize edilmis bir yéntem
bulunmamakla birlikte, “checkerboard”, “time-kill”, E-test ve disk difizyon
yéntemleri kullaniimaktadir?4. Calismamizda, C.albicans Klinik izolatlarinda
amfoterisin B ile flukonazol ve vorikonazol kombinasyonlarinin in vitro antifungal
etkinliklerinin arastinimasi amaclanmistir.
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GEREC ve YONTEM

Calismaya cesitli klinik 6érneklerden (kan, idrar, balgam, yara) izole
edilen 30 C.albicans susu alindi ve suslar germ tUp testi, misir unlu-Tween
80 agarda kultir ve karbonhidrat asimilasyon testleri (APl 20C, bioMérieux)
ile tanimlandi. Amfoterisin B (AMB), flukonazol (FLU) ve vorikonazol (VOR)’Un
minimal inhibitér konsantrasyon (MiK) degerleri, sivi mikrodiliisyon ve E-test (AB
Biodisk, isveg) yéntemleriyle 6nerildigi sekilde belirlendi®®. iki test arasindaki
uyumun degerlendiriimesinde, sivi mikrodilisyon yontemi referans alindi. E-test
ile saptanan MiK degerleri, sivi mikrodiliisyon ile elde edilen degderlere gére
+2 dilisyon iginde yer almigsa uyumlu olarak kabul edildis.

AMB+FLU ve AMB+VOR kombinasyonlarinin etkinligi, hem “checkerboard”
sivi mikrodilisyon (CSM) hem de E-test yéntemleri ile arastirildi. CSM testinde
AMB’nin 0.03-2 pg/ml, FLU’tn 0.03-32 pug/ml ve VOR’UN 0.004-4 ug/ml arasindaki
dilusyonlarn mikroplaklardaki son konsantrasyonun dért kati olacak sekilde
hazirlandi. 96 kuyucuklu mikroplaklara X eksenine tek basina A ilacinin ve Y
eksenine tek bagina B ilacinin diliisyonlarindan 50’ser ul dagitildi. 1-5x103 CFU/ml
(mikroplaktaki son inokulimdn iki kat) hucre iceren maya stspansiyonu tim
kuyucuklara 100’er ul dagitildi. Bu sekilde inokulim konsantrasyonu 1:2 ve ilag
konsantrasyonlari 1:4 oraninda seyreltilerek test konsantrasyonlarina ulasiimis
oldu (50 ul ilag A + 50 ul ilag B + 100 pl maya suspansiyonu). Paneldeki son
sira ve ilk situn calisilan ilaglarin MIK degerlerini gésterirken, A12 kuyucugu
sterilite kontrol, H1 Greme kontrol kuyucugu olarak kullanildi. Mikroplaklarin
Uzeri steril parafilm ile kapatilarak 35°C’de inkibe edildi ve sonuclar 48 saat
sonra gorsel olarak degerlendirildi. Ureme kontrol kuyucuguna gére bulaniklikta
%80’den fazla azalmanin oldugu ilk konsantrasyon kombinasyonun MiK degeri
olarak kabul edildi. Gorsel degerlendirmeyi dogrulamak amaciyla, segilmis
kuyucuklardan agar plaklarina pasajlar yapilarak koloni sayilar belirlendi.

E-test ile kombinasyon deneyinde; 0.5 McFarland bulanikida ayarlanmig
maya suspansiyonu ve 150 mm capli, MOPS ile tamponlanmis %2 glukoz iceren
RPMI 1640 besiyeri (pH: 7.0) kullanildi. FLU ve VOR E-test seritleri agar tzerine
yerlestirildi, 1 saat sonra bu seritler kaldirlip onlarin izleri Gzerine AMB seritleri
yerlestirildi; 35°C’de 48 saat inkiibasyondan sonra MIK degerleri belirlendi’®.

ilag iliskileri, FIK (fraksiyonel inhibisyon konsantrasyon) indeksine gére
sinerjistik, etkisiz ve antagonistik olarak siniflandinidi. FiK indeksi; ilacin
kombinasyondaki MIK degerinin, tek basina test edildiginde saptanan MiK
degerine béliinmesi ile elde edilen her bir ilacin FiK degerlerinin toplanmasi ile
elde edildi (FIK indeks=FiK A+FiK B). FiK indeksi <0.5 ise sinerjistik; >0.5- <4
ise etkisiz (indifferent) ve >4 ise antagonistik olarak degerlendirildiz"-°.

BULGULAR

Calismada, AMB, FLU ve VOR igin sivi mikrodilisyon ve E-test yontemleri
ile saptanan MIK degerleri ile iki yontemin sonugclar arasindaki uyum Tablo I'de
gorulmektedir.
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Tablo I. E-Test ve Sivi Mikrodiliisyon Yéntemi ile 30 C.albicans izolatina
Karsi Amfoterisin B, Flukonazol ve Vorikonazollin Antifungal Aktiviteleri

Antifungal Yéntem MK Aralig (ug/ml) Uyum (%)
Amfoterisin B Mikrgﬂiﬁfy"” 09'01126%9'255 83
oo W g
- - B

AMB+FLU ve AMB+VOR kombinasyonlari icin CSM ve E-test yontemleriyle
alinan sonuglar Tablo II'de verilmigtir. Gerek AMB+FLU gerekse AMB+VOR
kombinasyonlarinda, her iki yontemle sinerjik etkinin gortldiiga suslarin
birbirinden farkll oldugu gérilmustr.

Tablo Il. Amfoterisin B (AMB) ile Flukonazol (FLU) ve
Vorikonazol (VOR) Kombinasyon Testlerinin Sonuglari

AMB+FLU Sayi (%) AMB+VOR Sayi (%)
Yéntem Sinerji Etkisiz Antagonizma Sinerji Etkisiz Antagonizma
CSM 1 (3.3) 29 (96.6) - 2 (6.6) 28 (93.3) -

Etest 2 (6.6) 24 (80.1) 4 (133) 2 (6.6) 28 (93.3) -
CSM: “Checkerboard” sivi mikrodiliisyon.

CSM plaklarindan, segilen bazi dilisyonlardaki tim kuyucuklardan
agar plaklarina pasaj yapiimasi sonunda elde edilen koloni sayilari, gérsel
degerlendirme sonugclariyla uyumlu bulunmustur.

TARTISMA

Mantar enfeksiyonlarinin sikigindaki artis, beraberinde tedavi ve direng
sorununu gindeme getirmis, bu durum kombinasyon tedavilerinin etkinliginin
arastinimasina yonelik calismalan tetiklemistir2. Calismamizda, amfoterisin B
(AMB), flukonazol (FLU) ve vorikonazol (VOR)’Un tek basina ve kombine olarak
30 C.albicans klinik izolatina karsi etkinliginin in vitro olarak degerlendiriimesi
amaclanmis ve sivi mikrodiliisyon ve E-test ydntemleri ile saptanan MiK degerleri,
FLU icin CLSI tarafindan belirlenen duyarlilik sinir degerinin altinda yer almistir
(MK <8 ug/ml). AMB ve VOR icin heniiz kesinlesmis MK direnc sinir degerleri
bulunmamakla birlikte, en gok kabul géren duyarlilik sinir degerlerine gére tim
izolatlar her iki ydntemle de duyarli bulunmustur (MIK degerleri <1 pg/mi)s.

Calismamizda, C.albicans suslarinin duyarliligini saptamada sivi
mikrodilisyon ve E-test yontemleri arasindaki uyum AMB i¢in %83, FLU icin %97
ve VOR igin %97 olarak bulunmustur. Yapilan bazi calismalarda bu yéntemler
arasindaki uyum %96-99 olarak bildiriimektedir®'2. Ko¢ ve arkadaslarinin®
calismasinda ise, sivi mikrodilisyon ve E-test yontemini karsilastirmak icin
dért antifungal ajan kullanilmis ve testler arasi uyum AMB icin %93.1, FLU
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icin %79.4 olarak bulunmustur. Tim bu veriler, E-test ydnteminin gerek
ilaglara karsi duyarliigin saptanmasinda gerekse kombinasyon etkilesimlerinin
arastinimasinda, sivi mikrodilisyon yéntemine alternatif olabilecek etkin ve
pratik bir ydontem oldugunu distundirmektedir>4#9.

in vitro antifungal duyarlii§i saptamada standardize edilmis yéntemler
bulunmasina ragmen, antifungal kombinasyonlarin etkinligini degerlendirmede
kullanilan ydntemler hala yetersizdir. Bu amacla en sik kullanilan iki yéntem
“checkerboard” ve “time-kill” testleri olup, bunlara son zamanlarda E test
yéntemi de eklenmistir2”8. Ancak birgcok arastirici “checkerboard” yéntemini tercih
etmektedir ve 1998-2002 yillari arasinda yayinlanmig ilag etkilesim calismalarinin
%75’inde “checkerboard” yontemi kullanilmistir’®. Lewis ve arkadaslar’, antifungal
kombinasyonlarin etkilesimini degerlendirmek icin her ¢ yontemi karsilastirmiglar
ve E-test ile “time-kill” yontemleri arasinda, “checkerboard” ydnteminin aksine
oldukca uyumlu sonuclar elde etmiglerdir. Bizim calismamizda ise bu arastiricilarin
aksine, checkerboard ve E-test ydntemleri arasinda, hem AMB+FLU (%76.6) hem
de AMB+VOR kombinasyonunda (%86.6) oldukga uyumlu sonugclar elde edilmistir.
Ancak sinerji ve antagonizma saptanan suslar iki yontemde de tamamen farklidir.
Yéntemler ayn ayn karsilastinldiginda sonuclanimizin Lewis ve arkadaslarinin?
sonugclar ile genel olarak paralel oldugu, farkliliklarin ise, az sayida izolatin test
edilmis olmasindan ve C.glabrata, C.krusei ve flukonazole direncli C. albicans gibi
direncli suslarin kullanimamasindan kaynaklanmis olabilece@i disunulmustar.

Fungal enfeksiyonlarin tedavisinde AMB ve azol etkilesimi hala tartismali bir
konu olup, in vitro caligmalarda bu kombinasyonlarin antagonistik etkilesiminden,
belirgin sinerjiye kadar degisen oldukga farkli sonuglar elde edilmistir'+2. Bu
celigkili sonuglar; galisilan suslarnin farklihgina, degerlendirme ydntemlerine,
ilaglarin uygulanma sekline (uygulama sirasindaki farklilik, es zamanl uygulama
gibi), yorumlama kriterlerine, degerlendirenin bilgi ve tecriibesine ve standardize
edilmis bir ydntemin bulunmamasina bagl olabilecegi gibi, AMB ve azollerin ayni
biyokimyasal hedefi etkilemelerinden de kaynaklaniyor olabilir*#2'. Calismamiza
gobre, AMB+azol kombinasyonunda belirgin bir sinerjik etki saptanmamakla
birlikte, antagonistik etkilesmenin gérilmemesi de umut vericidir. Yeni gelistiriimis
bir antifungal olan VOR ile kombinasyonda ise sonuclar daha iyi gérinmektedir.
Ancak antifungal ilag etkilesmelerinin susa gére degisebilecegi ve in vitro
calismalarin ilaglarin in vivo etkilerini yansitmayabilecedi de unutulmamalidir®48,
Sonug olarak galismamizda, en az antagonistik etkinin géraldigu AMB+VOR
kombinasyonunun, tedaviye yanit alinamayan ya da direncli Candida suslari ile
olusan enfeksiyonlarin tedavisinde Uimit vaat edebilecegi dislnulmekle beraber,
bu konuda ¢ok merkezli, genis kapsaml, standardize edilmis ydntemlerin
kullanildigl, in vitro ve klinik gcalismalara gereksinim vardir.
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