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ÖZET

Bu çal›flman›n amac›,  terbinafin ve flukonazolün yaln›z bafl›na ve kombinasyon halinde 31 klinik Candida albicans

kökeni üzerine in vitro etkinli¤ini saptamak idi. Deney kökenlerinin MIC aral›klar› ve %50 ve %90’›n› bask›layan MIC

de¤erleri (MIC50 ve MIC90 s›ras›yla) mikrodilüsyon yöntemi ile terbinafin için 0.25->8 g/ml ve 8 ile >64 g/ml; flukonazol

için 0.25->64 g/ml ve 16 ile 64 g/ml bulundu. ‹ki antifungal madde aras›ndaki iliflki dama tahtas› yöntemiyle saptand›;

18 köken (%58) için aditif ve 13 (%42) köken için sinerjikti. ‹ki ilac›n kombinasyonunda antagonistik etki saptanmad›.

Bu bulgular cesaret verici olmakla birlikte, sonuçlar›n in vitro ve in vivo uyumunun kontrollu klinik çal›flmalarla araflt›r›lmas›

gereklidir. 

SUMMARY

In the present study, the in vitro activity and interaction of terbinafine in combination with fluconazole were

investigated against 31 clinical isolates of Candida albicans. With microdilution method the MIC ranges and MICs

required to inhibit 50 and 90% of the test isolates (MIC50s and MIC90s, respectively) of terbinafine were 0.25->8 g/ml

and 8->64 g/ml; of fluconazole were 0.25->64 g/ml and 16-64 g/ml. With checkerboard method the combination of

these two antifungals were additive for 18 (58%) and synergistic for 13 (42%) isolates. Antagonism was not observed.

These findings are encouraging, however, in vitro and in vivo correlation should be investigated in controlled clinical

studies.   

G‹R‹fi

Son y›llarda, ba¤›fl›kl›¤› bask›lanm›fl hastalarda çeflitli

Candida türleri ile oluflan derine yerleflmifl infeksiyonlar›n

insidensi artmaktad›r ve tüm olgular›n >%75’i Candida

albicans ile oluflmaktad›r (1). Flukonazol (FLZ); a¤›zdan

çok iyi kullan›m, stabil parenteral formülasyon, polyenler-

den çok daha az toksik olmak gibi birçok üstünlüklere

sahip olarak sistemik Candida infeksiyonlar›n›n tedavisinde

s›kl›kla kullan›lmaktad›r. Ancak FLZ, di¤er azol türevleri

gibi  yaln›zca  fungistatiktir  (2, 3). Ayr›ca, FLZ’e dirençli

C. albicans’›n daha s›k karfl›lafl›ld›¤› AIDS’li ve kanserli

hastalar baflta olmak üzere tedavide baflar›s›zl›klar art-

maktad›r (4- 6) ve bir azole direnç, ekseri bir baflka azole

çapraz dirençle de ilgilidir (7, 8). Ba¤›fl›kl›¤› ciddi flekilde

bask›lanm›fl olgulardaki derin kandidozun tedavisindeki

baflar›s›zl›k insidensinin artmas› nedeniyle, yeni daha 
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‹nokulum süspansiyonu mantarlar› steril tuzlu suda (%0.85)

as›nt› yaparak haz›rland›. Sonuç inokulum yo¤unlu¤u

0.5-2.5x103 CFU/ml idi. Herbir mikrodilüsyon kuyucu¤u-

na 100 µl maya as›nt›s› eklendi. Üreme kontrol kuyucu¤u

100 µl steril ilaçs›z besiyeri içeriyordu ve 100 µl iki kat›

seyreltilmifl inokulum çözeltisi ile inoküle edildi; her deney

serisine bir besiyeri kontrolu eklendi. Mikropleytler 35° C’de

inkübe edildi. Okuma, bir okuma aynas› yard›m›yla yap›ld›

ve ilk 24 saatten sonra ilaçs›z kontrol kuyucu¤unda üreme

gözlemlendi¤i zaman MIC dönüm noktalar›, her anti-

fungal maddenin yaln›z bafl›na denendi¤inde mantar›n

üremesini bask›layan en düflük yo¤unlu¤u (üremeyi %50

oran›nda inhibe eden de¤er MIC-2) olarak belirlendi.

‹laçlar›n birbirleri ile etkileflimleri NCCLS önerilerine daya-

nan bir dama tahtas› (checkerboard) mikrodilüsyon yönte-

mi ile belirlendi. Sonuç antifungal yo¤unluklar› TBF için

0.125-64 µg/ml ve FLZ için 0.125-64 µg/ml idi. Kombinas-

yonda MIC de¤eri, bulan›kl›¤› üreme kontrolunun bulan›k-

l›¤›na k›yasla ≤%50 daha az olan konsantrasyon de¤eri

olarak de¤erlendirildi (16). Bu seyreltme aral›¤›n›n alt›nda

ve üstünde olan sonuçlar da de¤erlendirmeye kat›ld›.

Daha önceki çal›flmalarda (14, 16, 19, 20) yap›ld›¤› gibi,

bu aral›ktan daha yüksek MIC’ler (TBF için >64 µg/ml ve

FLZ için >64 µg/ml) bir sonraki en yüksek yo¤unlu¤a dönüfl-

türüldü (s›ras›yla 128 ve 128 µg/ml) ve aral›¤›n daha alt›n-

da kalan sonuçlar (TBF ve FLZ için ≤0.125 µg/ml) de¤ifl-

tirilmeden b›rak›ld›. ‹laç etkileflimleri; fractional inhibitory

concentration (FIC) indeksi esaslar›na göre (21) sinerjik,

aditf (additive) veya antagonistik olarak s›n›fland›r›ld›.

FIC indeksi; iki ilac›n FIC de¤erlerinin toplanmas› ile

bulundu. FIC flöyle belirlendi; her ilac›n kombinasyonda

kullan›ld›¤› zamanki MIC’i tek bafl›na kullan›ld›¤›ndaki

MIC’ine bölündü. ‹laç etkileflimleri; FIC indeksi ≤0.50 ise

sinerjik, FIC indeksi >0.50-≤2.0 aras›ndaysa "additive" ve

>2.0 ise antagonistik olarak belirlendi. Her iki antifungal

maddenin minimum fungisidal yo¤unluklar› (MFC) befl

köken karfl›s›nda tek bafl›na ve kombinasyon halinde

saptand›. MFC belirlenmesi için, inkübasyon süresi

sonunda kuyucuklardan 0.1 ml örnek al›nd›, sonra SDA

plaklara yay›l›p 35° C’de 72 saat bekletilerek hücrelerin

canl›l›¤› kontrol edildi. MFC, mantar kolonisi geliflmeyen

en düflük ilaç yo¤unlu¤u olarak belirlendi.

BULGULAR

Kontrol kökenlerinin mikrodilüsyon yöntemi ile bulunan

MIC’leri; C. krusei ATCC 6258 karfl›s›nda TBF ve FLZ

için s›ras›yla >8 ve 64 µg/ml ve C. albicans ATCC 90028

için 1 ve 0.5 µg/ml aras›nda idi. TBF ve FLZ’ün kontrol

kökenleri ve 31 C. albicans kökeni karfl›s›nda yaln›z bafl›na

ve kombinasyondaki MIC’leri Tablo 1’de sunulmufltur.

Deney kökenlerinin MIC aral›klar› ve %50 ve %90’›n›

etkili maddeler ve/veya kullan›lmakta olan antifungal

maddelerin etkinli¤ini art›racak kombinasyonlar gelifltiril-

mesine gereksinim duyulmaktad›r. Kombinasyonlar, iste-

nilen antifungal etkinli¤e ulaflt›rabilir.

Allilamin bir antimikotik olan terbinafin (TBF), dermatofit-

ler dahil hifli mantarlara ve C. parapsilosis gibi baz› maya-

lara fungisid etkili, oral ve topikal kullan›labilen bir ilaçt›r.

Candida albicans’a karfl› yaln›zca fungistatik etki göster-

mektedir (9-13). Yüksek baflar›s›zl›k oran› nedeniyle,

yan›t› art›rabilme giriflimi olarak antifungal maddeleri

kombinasyon halinde kullanmaya büyük ilgi oluflmaktad›r.

Terbinafin ayr› bir antifungal ilaç grubuna dahil oldu¤un-

dan, TBF’in di¤er gruplardan antifungal ilaçlarla kombinas-

yonu bir tedavi olana¤› olabilir. Bugüne kadar C. albicans

kökenleri karfl›s›nda FLZ ve TBF kombinasyonunun etkin-

li¤i konusunda çok az veri yay›nlanm›flt›r (4, 14). 

Bu çal›flman›n amac›, TBF ve FLZ’ün C. albicans’›n klinik

kökenleri karfl›s›nda in vitro etkileflimini araflt›rmakt›r.

GEREÇ VE YÖNTEM

Kökenler:  Bu çal›flmada klinik olarak infeksiyon etkeni

kabul edilen 31 C. albicans kökeni kullan›ld›. Tüm kökenler

derin mikoz kuflkulu hastalar›n klinik örneklerinden (balgam,

BAL, idrar) ayr›ld›. Kökenlerin tür düzeyinde tan›m› morfo-

loji ve biyokimya yöntemleri ile yap›ld› ve kökenler kulla-

n›l›ncaya kadar e¤ri Sabouraud-dekstroz-agar (SDA)

besiyerinde +4° C’de sürdürüldü. Deneyden önce her köken

iki kez SDA besiyeri plaklar›na subkültür yap›ld› ve 35° C’de

48 saat inkübe edildi. Candida albicans ATCC 90028

antifungallere duyarl›l›¤›n belirlendi¤i mikrodilüsyon deney-

lerinde ve C. krusei ATCC 6258 kombinasyon deney-

lerinde kontrol organizmalar olarak kullan›ld› (14-18). 

Antifungal maddeler:  Flukonazal (Pfizer) ve TBF (No-

vartis) üretici firmalar taraf›ndan, analitik düzeyde toz ola-

rak sa¤land›. Stok çözeltiler yap›ld› ve kullan›l›ncaya kadar

–70° C’de sakland›. 

Deney besiyerleri:  %2 glukoz kat›lm›fl, L-glutamin içeren

sodyum bikarbonats›z RPMI 1640 besiyeri (Sigma) 0.165

M morfolinopropanesulfonik asit (MOPS) ile pH 7.0’a

tamponlan›larak kullan›ld›.

Antifungal duyarl›l›k deneyleri:  Minimum inhibitör kon-

santrasyon (MIC) de¤erleri NCCLS referans M27-A mikro-

dilüsyon metoduna (15) dayand›r›larak belirlendi. Stok

çözeltiler steril distile suda (FLZ) veya %5 Tween 80 içeren

dimetil sülfoksitte (TBF) haz›rland›. Sonraki seyreltmeler

deney besiyeri ile yap›ld›. Her antifungal maddenin seri

olarak iki kat› seyreltmeleri M27-A belgesinde belirlendi¤i

flekilde yap›ld›. Antifungal maddelerin son yo¤unluklar›

TBF için 0.03-128 µg/ml ve FLZ için 0.125-64 µg/ml idi. 
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TARTIfiMA

Ergosterol, mantar hücre zar›n›n bafll›ca sterolü olup,

hücrenin çeflitli fonksiyonlar›na kat›l›r ve tüm mantarlar›n

canl›l›¤›nda temel bir görev üstlenir. Ergosterolün biyo-

sentezini durduran çeflitli antifungal bileflikler keflfedil-

mifltir, bunlar›n en önemlileri skualen epoksidaz›n bask›-

lanmas› ve C14 demetilasyonunun bask›lanmas›d›r. Azol

antifungaller, ergosterol biyosentezinde görevli bir enzim

olan lanesterol demetilaz ile etkileflime girerek ergosterol

biyosentezini bask›lar (22).

bask›layan MIC de¤erleri (MIC50 ve MIC90 s›ras›yla)

TBF için 0.25->8 µg/ml ve 8 ile >64 µg/ml; FLZ için 0.25-

>64 µg/ml ve 16 ile 64 µg/ml idi. ‹ki antifungal madde

aras›ndaki iliflki; 18 köken (%58) için aditif ve 13 (%42)

köken için sinerjikti. ‹ki ilac›n kombinasyonunda antagonis-

tik etki elde edilmedi. TBF ve FLZ kombinasyonu C. krusei

ATCC 6258 için aditif idi. FIC indeksi 0.75 bulundu.

Kombinasyon halinde her iki ilac›n da MIC de¤erlerinin

tek bafl›na saptanan MIC de¤erlerine göre daha düflük

oldu¤u saptand›. 

Tablo 1.  Terbinafin (TBF) ve flukonazal (FLZ)’ün tek bafllar›na ve kombinasyon halinde C. albicans kökenlerine etkisi (MIC) ve

etkileflim durumu (FIC indeksi)

                                                                                  MIC’ler (mg/ml)                                                                         Etkileflim

        Köken no                               Tek bafl›na                                           Kombinasyon                                TBF /FLZ             Tipi

TBF FLZ TBF FLZ FIC indeksi

1 >8 >64 8 64 1 aditif

2 2 0.25 0.25 0.125 0.62 aditif

3 1 0.5 0.125 0.25 0.75 aditif

4 >8 64 4 16 0.5 sinerjik

5 8 0.25 2 0.125 0.75 aditif

6 4 32 1 8 0.5 sinerjik

7 2 16 0.25 4 0.37 sinerjik

8 4 32 1 16 0.75 aditif

9 8 8 2 2 0.5 sinerjik

10 >8 >64 8 64 1 aditif

11 >8 2 4 0.5 0.5 sinerjik

12 4 16 1 2 0.37 sinerjik

13 0.25 >64 0.125 64 1 aditif

14 4 0.5 1 0.125 0.75 aditif

15 4 8 0.5 2 0.37 aditif

16 1 32 0.25 8 0.5 sinerjik

17 0.5 16 0.25 4 0.75 aditif

18 2 16 0.5 4 0.5 sinerjik

19 4 64 1 32 0.75 aditif

20 >8 64 8 16 0.75 aditif

21 8 16 2 2 0.37 sinerjik

22 0.25 2 0.125 0.25 0.62 aditif

23 >8 4 4 2 0.75 aditif

24 0.25 16 0.125 4 0.37 sinerjik

25 0.5 32 0.125 8 0.75 aditif

26 4 64 1 32 0.75 aditif

27 8 16 1 4 0.37 sinerjik

28 4 16 2 2 0.62 aditif

29 4 32 1 4 0.37 sinerjik

30 2 64 0.25 32 0.62 aditif

31 1 8 0.125 2 0.37 sinerjik

C. krusei ATCC 6258 >8 64 8 16 0.75 aditif
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kombinasyonunun, flukonazole dirençli C. albicans köken-

lerine in vivo etkili olabilece¤ine iliflkin deliller de bildiril-

mifltir (26).

Bizim sonuçlar›m›z da daha önceki bildirilenlere (7, 14)

benzer bulunmufltur. Terbinafin ve FLZ kombinasyonu-

nun klinik C. albicans kökenleri karfl›s›ndaki in vitro etkin-

li¤inde tek bafllar›na gösterdikleri etkinli¤e oranla bir art›fl

gözlemledik. Bu iki ilaç, C. albicans karfl›s›nda birbirinin

in vitro aktivitesini art›rd›.

Sonuç olarak, bulgular da daha önceki bildirimleri do¤ru-

layarak, TBF ve FLZ kombinasyonun C. albicans köken-

leri karfl›s›nda etkili oldu¤unu gösterdi. Bu sonuçlar cesa-

ret verici olmakla birlikte, sonuçlar›n in vitro ve in vivo

uyumunun klinik olarak araflt›r›lmas› gereklidir. Bu bulgu

özellikle flukonazole dirençli ve/veya terbinafin MIC de¤er-

lerinin yüksek oldu¤u C. albicans sufllar›na ba¤l› geliflen

infeksiyonlar›n tedavisinde önem tafl›yabilir. 

Terbinafin, sentetik antifungallerden allilamin s›n›f› içinde-

dir ve kimyaca ve etki mekanizmas›yla klinikte kullan›l-

makta olan di¤er sistemik antimikotiklerden farkl›d›r (10).

Karakteristik bir etki mekanizmas›na sahip olan TBF,

ergosterol biyosentezini, skualen 2,3-epoksidaz›n dönüflü-

münü bask›layarak engeller. Skualen epoksidaz enzimi-

nin aktivitesi TBF taraf›ndan bloke edilir ve sonuçta

skualen birikerek ergosterolün özürlü üretimine yol açar.

Azoller; lanesterolün α-demetilaza metilasyonunu bask›-

layarak mantar›n ergosterol biyosentezini bundan bir

sonraki aflamada durdururlar (23). Allilaminlerin etkisiyle

hücrede skualen birikir ve bu da özürlü ergosterol üre-

timine yol açar (23, 24). TBF ve azollerin, mantar›n ayn›

ergosterol biyosentezi yolunu farkl› aflamalarda bask›la-

mas› bu sinerjizmin olas› destekleyici sebebi olmal›d›r.

Terbinafin ve di¤er triazollerin, söz gelimi ITZ (7, 14) ve

vorikonazolün (25) C. albicans karfl›s›ndaki in vitro siner-

jistik ve aditif etkileflimi de bildirilmifltir. Ayr›ca, TBF ve FLZ
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