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OZET

Yapilan calismalarda, kinolonlarin antifungal ilaglarin etkinligini artirdiklari ya da aralarinda herhangi
bir etkilesim bulunmadigini bildiren celiskili sonuclar alinmistir. Bu calismada, Candida suslarinin tek bas-
larina moksifloksasin (MOX)’e ve MOX + amfoterisin B (AmB) kombinasyonuna karsi in vitro duyarlilikla-
rinin arastirlmasi amaclanmistir. Calismaya, 10 Candida albicans, 4 Candida glabrata, 2 Candida parapsi-
losis, 1 Candida tropicalis, 1 Candida pelliculosa ve 1 Candida sake olmak tzere 19 klinik Candida izolati
ile C.albicans ATCC 90028 standart susu olmak Uzere toplam 20 sus dahil edilmistir. MOX ve AmB kom-
binasyonunun in vitro etkinligi, “Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)” onerilerine uygun
olarak sivi mikrodillisyon ve dama tahtasi (checkerboard) yontemleri kullanilarak degerlendirilmistir. Ca-
lismamizda, Candida turlerinin MOX i¢in minimum inhibitér konsantrasyonu (MIK) degerleri > 400
pg/ml olarak bulunmus ve MOX’un tek basina Candida tirleri Gzerine antifungal etki gostermedigi sap-
tanmistir. AmB MIK degerleri ise, 11 klinik sus icin T pg/ml; 8 klinik sus ile standart sus icin ise < 0.5 pg/ml
olarak tespit edilmistir. AmB ile MOX kombinasyonunda, AmB MIK degerleri biitiin suslar icin 1-4 dils-
yon arasinda azalma gostermis, AmB’nin MOX ile kombine edildiginde inhibitor etkisinin arttigi belirlen-
mistir. Hesaplanan fraksiyonel inhibitér konsantrasyonu (FIK) indeksi, AmB ve MOX kombinasyonunun,
suslarin %90 (18/20; timii klinik suslar)’i Gizerinde sinerjistik etki (FIK < 0.5), %10 (2/20; 1'i klinik, 1’i
standart sus) tizerinde ise “indifferent” etki (FiK= 1) gosterdigini ortaya koymustur. Kombinasyon testi-
nin 48. saatinde bile antagonizma goriilmemistir. Sonug olarak, bulgularimizin daha fazla tir ve sayida
izolati iceren in vitro ve in vivo calismalar ile desteklenmesi durumunda, Candida tirleri tarafindan olus-
turulan enfeksiyonlarin tedavisinde yararli olabilecek yeni kombinasyon secenekleri saglayabilecegi diisu-
ndlmdastar.

Anahtar sézciikler: Amfoterisin B, moksifloksasin, sinerji, antifungal, dama tahtasi, FiK.
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Moksifloksasin ve Amfoterisin B Kombinasyonunun Candida Tiirleri Uzerine in Vitro Sinerjistik Etkisi

ABSTRACT

Contradictory results such as synergy or indifferent effect, have been reported about the interacti-
ons between quinolones and antifungal drugs in different studies. The aim of this study was to investi-
gate the in vitro susceptibilities of Candida spp. to moxifloxacin (MOX) alone and MOX + amphotericin
B (AmB) combination. A total of 20 strains were included to the study, of which 19 were clinical isolates
(10 Candida albicans, 4 Candida glabrata, 2 Candida parapsilosis, 1 Candida tropicalis, 1 Candida pellicu-
losa ve 1 Candida sake) and 1 was a standard strain (C.albicans ATCC 90028). In vitro susceptibilities of
the strains to MOX with AmB were investigated by broth microdilution method according to the recom-
mendations of the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), and in vitro interaction of these
drugs were determined by a chequerboard titration method. Minimal inhibitory concentration (MIC) va-
lues of Candida spp. for MOX were found > 400 ug/ml indicating that MOX, by itself has no antifungal
activity. AmB MIC values were found 1 ug/mlin 11 of the clinical isolates, and < 0.5 pg/ml in the other
8 clinical isolates and 1 standard strain. The inhibitor activity of AmB was slightly enhanced when com-
bined with MOX, there being a decrease of 1-4 fold dilutions in the AmB MICs against all isolates tes-
ted. Synergistic effect between MOX and AmB, defined as a fractional inhibitory concentration (FIC) in-
dex as < 0.5, was observed in 90% (18/20; all were clinical isolates) of the strains, whereas indifferent
effect (FIC= 1) was detected in 10% (2/20; 1 was clinical and 1 was standard strain) of the strains. An-
tagonistic effect was not observed for this combination even at 48" hours. It was concluded that these
preliminary results should be confirmed by large-scaled in vitro and in vivo studies to evaluate MOX +
AmB combination as a therapeutic option for the treatment of Candida infections.

Key words: Amfotericin B, moxifloxacin, synergy, antifungal, checkerboard, FIC.

GiRis

Florokinolonlar, DNA giraz (topoizomeraz Il) enzimini inhibe etmek suretiyle DNA
replikasyonunu ve transkripsiyonunu bozarak bakteri hiicresini éldiriirler’. DNA topo-
izomerazlar hem prokaryot hem de okaryot mikroorganizmalarda bulunan enzimlerdir.
Bu nedenle mantarlar Uzerine etkili olabilecekleri 6ngoriilerek, bazi in vitro calismalar
yuritulmastir. Bu cahismalarda, florokinolonlarin mantarlarda yiiksek miktarda bulunan
topoizomeraz | ve Il enzimleri tzerine etkileri sonucu olusan bir antifungal etki goste-
rilmistir?3.

Mantar enfeksiyonlari gelismesi acisindan risk altindaki hastalar ayni zamanda bakte-
ri enfeksiyonlari agisindan da risk altindadir. Bu grupta yer alan hastalarda antibakteriyel
ilaclar ve antifungal ilaglar genellikle birlikte kullaniimaktadir. Bu nedenle florokinolonla-
rin antifungal ilaclar ile birlikte kullanilma olasihgr ylksektir. Florokinolonlar tek baslarina
antifungal etkili degildir ve mantar enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilmazlar'. Ancak,
antifungal ilaclar ile birlikte kullanildiklarinda olusabilecek etkilesimin sinerjik mi yoksa
antagonistik mi oldugu 6nemlidir. Bu calismada, Candida klinik izolatlarinin tek baglari-
na moksifloksasin (MOX)’e ve MOX + amfoterisin B (AmB) kombinasyonuna karsi in vit-
ro duyarhliklarinin arastinlmasi amacglanmugtir.
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GEREC ve YONTEM

Calismaya, 10 Candida albicans, 4 Candida glabrata, 2 Candida parapsilosis, 1 Candi-
da tropicalis, 1 Candida pelliculosa ve 1 Candida sake olmak tzere 19 klinik Candida izo-
lati ile 1 referans sus (C.albicans ATCC 90028) dahil edildi. Tim suslarin MOX icin mini-
mum inhibitdr konsantrasyonu (MIK) degerleri mikrodiliisyon yontemi ile “Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI)” M27-A3 6nerilerine gore belirlendi*. Ayni suslarin
ayrica AmB icin in vitro duyarlliklari da tespit edildi. MiK degerleri her iki ilag icin de 24
ve 48. saatlerde belirlendi.

Her iki ilacin etkilesimini gostermek amaci ile dama tahtasi (checkerboard) mikrodi-
lisyon yéntemi uygulandi®. Hem mikrodiliisyon hem de dama tahtasi yénteminde ayni
ilaclarin sulandirimlari kullanildi. Doksan alti kuyucuklu, U tabanli mikroplaklarda gercek-
lestirilen dama tahtasi yonteminde; mikroplaklarin soldan saga ilk 10 kuyucuguna
AmB’nin seri sulandinmlari, yukaridan asagi ilk 8 kuyucuguna ise MOX'un seri sulandi-
nmlar dagitildi. ila¢ sulandinm araligi AmB icin 0.03-16 pg/ml; MOX igin 400-3.13
pg/ml arasinda diizenlendi. Her iki ilag icin de, kontrol kuyucuguna gére Gremenin tam
inhibe oldugu ilk kuyucuk MiK degeri olarak kabul edildi.

Kombinasyon testinin degerlendiriimesi fraksiyonel inhibitor konsantrasyonu (FiK) in-
deksine gére yapildi®’. FiK igin su formiil kullanildi: Fik= (MIK, + MIK,/MIK,) + (MIK, +
MIK,/MIKy). FIK indeksi < 0.5 ise, yani iki ilag bir arada iken bulunan MIK degeri, tek ba-
sina oldugunda bulunan degerden daha az veya esit ise sinerjistik; > 0.5-4 arasinda ise
“indifferent” ve > 4 ise antagonistik olarak kabul edildi®®.

BULGULAR

Calismamizda, Candida tirlerinin MOX i¢cin MIK degerleri > 400 ug/ml olarak bulun-
mustur. Bu doz, ilacin in vivo kullanim dozunun tzerinde oldugundan, MOX’un tek ba-
sina Candida turleri tGzerine etkisiz oldugu saptanmigtir. AmB MIK degerleri ise, 11 klinik
sus icin 1 pg/ml, 5 sus icin 0.5 pg/ml, 2 sus icin 0.25 pg/ml ve 1 sug icin 0.125 pg/ml
olarak belirlenirken, C.albicans ATCC 90028 standart susunun AmB MIK degeri 0.125
pug/ml olarak tespit edilmistir.

Dama tahtasi yontemi sonuclarina gére; MOX eklenmesi ile AmB MIK degerleri, test
edilen suslara gore degismekle birlikte, 1-4 dillisyon arasinda; MOX MIK degerleri ise
1-3 diliisyon arasinda azalmistir (50-200 pg/ml). Suslarin AmB ve MOX MIK degerle-
ri, kombinasyondaki MIK degerleri ve FiK indeksleri Tablo I'de gosterilmistir.

Caligilan suslarin 18’inde (klinik suslar) FiK < 0.5 ve 2'sinde (biri klinik, biri standart
sus) FIK= 1 olarak bulunmus; dolayisiyla AmB ve MOX kombinasyonunun, suslarin %90
(18/20)"1 Gizerinde sinerjistik etki, %10 (2/20)'u lizerinde ise “indifferent” etki gosterdi-
gi izlenmistir.
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Tablo I. Tim Suslarin Amfoterisin B ve Moksifloksasin MIK Degerleri ile FIK indeksleri

Kombinasyondaki

MIK degerleri (ug/ml) MIK degerleri (ug/ml)
Sus AmB MOX AmB MOX FiK Sonug
Candida albicans 1 400 0.5 200 <0.5 S
Candida albicans 1 400 0.25 200 <0.5 S
Candida albicans 1 400 0.125 100 <0.5 S
Candida albicans 1 400 0.125 100 <0.5 S
Candida albicans 1 400 0.06 200 <0.5 S
Candida albicans 1 400 0.03 100 <0.5 S
Candida albicans 1 400 0.06 50 <0.5 S
Candida glabrata 1 400 0.125 200 <0.5 S
Candida parapsilosis 1 400 0.25 100 <05 S
Candida tropicalis 1 400 0.25 100 <0.5 S
Candida sake 1 400 0.125 100 <0.5 S
Candida albicans 0.5 400 0.125 200 0.5 S
Candida albicans 0.5 400 0.5 200 1 |
Candida glabrata 0.5 400 0.125 100 <0.5 S
Candida parapsilosis 0.5 400 0.06 100 <05 S
Candida pelliculosa 0.5 400 0.25 100 0.5 S
Candida glabrata 0.25 400 0.03 50 <0.5 S
Candida glabrata 0.25 400 0.06 100 <0.5 S
Candida albicans 0.125 400 0.125 200 1 |
ATCC 0.125 400 0.03 100 <05 S

MIK: Minimum inhibitér konsantrasyonu, FIK: Fraksiyonel inhibitdr konsantrasyonu, AmB: Amfoterisin B, MOX: Mok-
sifloksasin, S: Sinerji, I: Indifference.

TARTISMA

Kinolonlarin antifungal etkinlikleri ile ilgili cesitli in vivo ve in vitro arastirmalar,
1990’1 yillardan itibaren yapilmaktadir. Bu calismalarin bazilarinda kinolonlarin antifun-
gal ilaclarin etkinligini artirdiklar'®'", bazilarinda iki ilag arasinda etkilesim bulunmadi-
§1'%; bazilarinda ise florokinolonlarin tek basina antifungal etkinliklerinin oldugu'? bil-
dirilmistir. Vitale ve arkadaslari'* Exophiala spinifera suslari ile yaptiklari in vitro calisma-
da, AmB ile siprofloksasin ve itrakonazol ile siprofloksasin arasinda sinerjistik etki oldu-
gunu gostermislerdir'. Diger calismalarda da in vivo modellerde florokinolonlar ile an-
tifungal etkinin arttigi bildirilmektedir'%'215_ Ancak bazi in vitro calismalarda florokino-
lonlar ile AmB arasinda sinerjistik aktivite bulunamamistir. Ornegin; Stergiopolou ve ar-
kadaslari'®, sinerjistik aktivite degerlendiriimesinde dama tahtasi yénteminde elde edi-

68 MiKROBIYOLOJi BULTENI




Yalgin B, Kalkanci A, Giirelik F, Fidan |, Kustimur S, Ozdek S.

len sonuglari hem FiK indeksi hem de regresyon analizi ile incelemislerdir. FiK indeksi
hesaplandiginda AmB ve siprofloksasin, flukonazol ve siprofloksasin, kaspofungin ve
siprofloksasin arasinda sinerjistik bir aktivite goézlenmezken; ayni sonuclar regresyon
analizi ile bir kere daha degerlendirildiginde siprofloksasin ile butlin antifungal ilaclar
arasinda belirgin bir sinerji oldugu gésterilmistir'®. Ayni arastirmacilar bir sonraki calis-
malarinda siprofloksasin ile birlikte MOX ve levofloksasinin AmB, flukonazol, vorikona-
zol ve kaspofungin ile etkilesimini incelemigsler ve kombinasyon testi sonuclarina regres-
yon analizi yapildiginda, her lg¢ kinolonun da antifungal etkiyi artirdigini dogrulamis-
lardir'”. Sasaki ve arkadaslari'? flukonazole direncli C.albicans suslari ile yaptiklari calis-
mada, ofloksasin ile flukonazoliin kombine edilmesinin in vitro olarak sinerjistik etkili ol-
madigini, ancak ayni kombinasyonun farelerde dalak ve bobreklerde mantar yikini
azalttigini gostermislerdir. Ozdek ve arkadaslarinin'® in vitro duyarlilik calismasinda ise,
g0z enfeksiyonu etkeni olarak izole edilen Candida tirlerine karsi MOX ve gatifloksasi-
nin tek baslarina antifungal etkili oldugu bulunmustur. Bazi arastiricilar da, MOX’un
Candida enfeksiyonlarinda immiinomodiilator etki gésterdigini ifade etmektedir'®1?,
Shalit ve arkadaslari'®, C.albicans indiiksiyonu ile bronkopnémoni gelistirilen farelerde
MOX, pnémoninin siddetini, kilo kaybini ve mortaliteyi azalttigini ve sitokin Gretimini
sinirlandirdigini gostermislerdir.

Bizim yaptigimiz in vitro calismada, MOX'un tek basina Candida tiirleri Gzerinde an-
tifungal etkisi olmadigi, ancak AmB ile kombine edildigi zaman AmB MiK degerlerini 1-
4 dilusyon arasinda azalttigi gosterilmistir. Her iki ilacin kombinasyonu durumunda MOX
MIK degerleri de 1-3 diliisyon arasinda azalmistir. Bu azaltma, 6zellikle AmB MiK deger-
leri 1 pg/ml olan suslar icin anlamlidir. Aslinda AmB ile yapilan in vitro duyarlilik test so-
nuglarinin in vivo elde edilen sonuglarla korelasyonunun olmadigi belirtimektedir?®. An-
cak in vitro olarak uygulanan kombinasyon testleriyle elde edilen sonuclar icin boyle bir
uyumsuzluk rapor edilmemistir. Yaptigimiz bu calisma ile AmB ve MOX'un bir arada kul-
laniminin antagonistik etki olusturmadigi, test edilen suslarin %90'inda sinerjistik etki el-
de edildigi gosterilmistir. Bu sonugclarin elbette ki klinik arastirmalar ile desteklenmesi ge-
reklidir. Konu ile ilgili yapilacak olan klinik calismalar, her iki ilacin bir arada kullanilabil-
mesi ve bu kombinasyonun, doza bagl yan etkileri olan AmB’nin dozunun azaltiimasi-
na katkida bulunabilmesi konusunda aciklayici bilgiler saglayacaktir.

Calismamizda elde edilen sonuclar, sug sayilarinin az olmasi nedeniyle her bir Candi-
da turd icin ayri ayri tartisilmamis; ancak cok sayida dilisyonun denenmesi nedeniyle
suslar AmB MIK degerlerinin 1 ug/ml (11 klinik sus) ve < 1 ug/ml (8 klinik, 1 kontrol sus)
olmasina gore gruplanarak irdelenmistir.

AmB ve MOX'un arasindaki etkilesim mekanizmalari arasinda; mantar hiicresinin ge-
cirgenliginin artmasi, hticre icinde 6lculebilir miktarda kinolon diizeyine ulasiimasi veya
AmB ile MOX'un hiicre icindeki etkilesimleri yer aliyor olabilir. Calismamizin bulgulari,
ileride gerek daha fazla sayida ve tiirde izolati iceren in vitro, gerekse in vivo caligmalar
ile desteklenebildigi takdirde, Candida turleri tarafindan olusturulan enfeksiyonlarin te-
davisinde yararli olabilecek yeni kombinasyon secenekleri saglanabilir.
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