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OZET

Bu calismanin amaci, terbinafin ve flukonazoliin yalniz basina ve kombinasyon halinde 31 klinik Candida albicans
kdkeni (zerine in vitro etkinligini saptamak idi. Deney kékenlerinin MIC araliklari ve %50 ve %90'ini baskilayan MIC
degerleri (MIG;g ve MICyq sirasiyla) mikrodiliisyon ydntemi ile terbinafin igin 0.25->8 ug/ml ve 8 ile >64 ug/mi; flukonazo.
icin 0.25->64 ug/ml ve 16 ile 64 ug/ml bulundu. ki antifungal madde arasindaki iliski dama tahtasi yéntemiyle saptand,
18 kéken (%58) icin aditif ve 13 (%42) koken icin sinerjikti. iki ilacin kombinasyonunda antagonistik etki saptanmadi.
Bu bulgular cesaret verici olmakla birlikte, sonuglarin in vitro ve in vivo uyumunun kontrollu klinik calismalarla arastiriimasi
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 (MIC s and MICggs, respectively) of terbinafine were 0.25->8ug/mi
and 8->64 ug/ml; of fluconazole were 0.25->64 ug/ml and 16-64 ug/ml. With checkerboard method the combination ol
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 clinica
studies.

GIRIS siklikla kullanilmaktadir. Ancak FLZ, diger azol tirevleri

Son yillarda, bagisikigi baskilanmis hastalarda cesitli  gibi yalnizca fungistatiktir (2, 3). Ayrica, FLZ’e direngli

Candida turleri ile olusan derine yerlesmis infeksiyonlarin
insidensi artmaktadir ve tim olgularin >%75’i Candida
albicans ile olusmaktadir (1). Flukonazol (FLZ); agizdan
cok iyi kullanim, stabil parenteral formulasyon, polyenler-
den ¢ok daha az toksik olmak gibi bircok ustunliklere
sahip olarak sistemik Candidainfeksiyonlarinin tedavisinde
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C. albicans'in daha sik karsilagildigi AIDS’li ve kanserli
hastalar basta olmak Uzere tedavide basarisizliklar art-
maktadir (4- 6) ve bir azole direng, ekseri bir bagka azole
capraz direncle de ilgilidir (7, 8). Bagisikhigi ciddi sekilde
baskilanmis olgulardaki derin kandidozun tedavisindeki
basarisizlik insidensinin artmasi nedeniyle, yeni daha
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etkili maddeler ve/veya kullaniimakta olan antifungal
maddelerin etkinligini artiracak kombinasyonlar gelitiril-
mesine gereksinim duyulmaktadir. Kombinasyonlar, iste-
nilen antifungal etkinlige ulastirabilir.

Allilamin bir antimikotik olan terbinafin (TBF), dermatofit-
ler dahil hifli mantarlara ve C. parapsilosis gibi bazi maya-
lara fungisid etkili, oral ve topikal kullanilabilen bir ilagtir.
Candida albicans'a karg! yalnizca fungistatik etki goster-
mektedir (9-13). Ylksek basarisizlik orani nedeniyle,
yaniti artirabilme girisimi olarak antifungal maddeleri
kombinasyon halinde kullanmaya buyUk ilgi olusmaktadir.
Terbinafin ayri bir antifungal ilag grubuna dahil oldugun-
dan, TBF'in diger gruplardan antifungal ilaglarla kombinas-
yonu bir tedavi olanagi olabilir. Bugtine kadar C. albicans
kdékenleri karsisinda FLZ ve TBF kombinasyonunun etkin-
ligi konusunda ¢ok az veri yayinlanmistir (4, 14).

Bu calismanin amaci, TBF ve FLZ’lin C. albicansin klinik
kdkenleri karsisinda in vitro etkilesimini aragtirmaktir.

GEREC VE YONTEM

Kokenler: Bu calismada klinik olarak infeksiyon etkeni
kabul edilen 31 C. albicanskdkeni kullanildi. Tim kdékenler
derin mikoz kuskulu hastalarin klinik érneklerinden (balgam,
BAL, idrar) ayrldi. Kékenlerin tir diizeyinde tanimi morfo-
loji ve biyokimya ydntemleri ile yapildi ve kékenler kulla-
nilincaya kadar egri Sabouraud-dekstroz-agar (SDA)
besiyerinde +4° C'de slrduriildi. Deneyden énce her kdken
iki kez SDA besiyeri plaklarina subkultir yapildi ve 35° C'de
48 saat inkube edildi. Candida albicans ATCC 90028
antifungallere duyarliligin belirlendigi mikrodilGisyon deney-
lerinde ve C. krusei ATCC 6258 kombinasyon deney-
lerinde kontrol organizmalar olarak kullanildi (14-18).

Antifungal maddeler: Flukonazal (Pfizer) ve TBF (No-
vartis) Uretici firmalar tarafindan, analitik diizeyde toz ola-
rak saglandi. Stok ¢ozeltiler yapildi ve kullanilincaya kadar
—70° C’'de saklandi.

Deney besiyerleri: %2 glukoz katiimig, L-glutamin iceren
sodyum bikarbonatsiz RPMI 1640 besiyeri (Sigma) 0.165
M morfolinopropanesulfonik asit (MOPS) ile pH 7.0’a
tamponlanilarak kullanildi.

Antifungal duyarliik deneyleri: ~ Minimum inhibitér kon-
santrasyon (MIC) degerleri NCCLS referans M27-A mikro-
dilisyon metoduna (15) dayandirilarak belirlendi. Stok
¢Ozeltiler steril distile suda (FLZ) veya %5 Tween 80 iceren
dimetil silfoksitte (TBF) hazirlandi. Sonraki seyreltmeler
deney besiyeri ile yapildi. Her antifungal maddenin seri
olarak iki kati seyreltmeleri M27-A belgesinde belirlendigi
sekilde yapildi. Antifungal maddelerin son yogunluklari
TBF icin 0.03-128 mg/ml ve FLZ igin 0.125-64 nmg/ml idi.
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inokulum stispansiyonu mantarlan steril tuzlu suda (%0.85)
asinti yaparak hazirlandi. Sonug inokulum yogunlugu
0.5-2.5x10% CFU/ml idi. Herbir mikrodiliisyon kuyucugu-
na 100 m maya asintisi eklendi. Ureme kontrol kuyucugu
100 ni steril ilagsiz besiyeri iceriyordu ve 100 ni iki kat
seyreltilmis inokulum ¢ozeltisi ile inokule edildi; her deney
serisine bir besiyeri kontrolu eklendi. Mikropleytler 35° C'de
inklibe edildi. Okuma, bir okuma aynasi yardimiyla yapildi
ve ilk 24 saatten sonra ilagsiz kontrol kuyucugunda Ureme
g6zlemlendigi zaman MIC dénim noktalari, her anti-
fungal maddenin yalniz basina denendiginde mantarin
Uremesini baskilayan en dusuk yogunlugu (Uremeyi %50
oraninda inhibe eden deger MIC-2) olarak belirlendi.

ilaglarin birbirleri ile etkilesimleri NCCLS énerilerine daya-
nan bir dama tahtasi (checkerboard) mikrodillisyon yénte-
mi ile belirlendi. Sonu¢ antifungal yogunluklari TBF igin
0.125-64 ng/ml ve FLZ igin 0.125-64 ng/ml idi. Kombinas-
yonda MIC degeri, bulanikligi Greme kontrolunun bulanik-
higina kiyasla <%50 daha az olan konsantrasyon degeri
olarak degerlendirildi (16). Bu seyreltme araliginin altinda
ve Ustlinde olan sonuclar da deg@erlendirmeye katild.
Daha &nceki ¢calismalarda (14, 16, 19, 20) yapildig gibi,
bu araliktan daha yiiksek MIC’ler (TBF icin >64 ng/ml ve
FLZ igin >64 ng/ml) bir sonraki en yiksek yogunluga dénus-
thruldi (sirasiyla 128 ve 128 ng/ml) ve araligin daha altin-
da kalan sonuclar (TBF ve FLZ icin <0.125 ng/ml) degis-
tirlmeden birakildi. ilag etkilesimleri; fractional inhibitory
concentration (FIC) indeksi esaslarina gére (21) sinerjik,
aditf (additive) veya antagonistik olarak siniflandirildi.
FIC indeksi; iki ilacin FIC degerlerinin toplanmasi ile
bulundu. FIC sdyle belirlendi; her ilacin kombinasyonda
kullanildigi zamanki MIC’i tek basina kullanildigindaki
MIC’ine béliindi. ilag etkilesimleri; FIC indeksi <0.50 ise
sinerjik, FIC indeksi >0.50-<2.0 arasindaysa "additive" ve
>2.0 ise antagonistik olarak belirlendi. Her iki antifungal
maddenin minimum fungisidal yogunluklari (MFC) bes
kdéken karsisinda tek basina ve kombinasyon halinde
saptandi. MFC belirlenmesi ic¢in, inkibasyon siresi
sonunda kuyucuklardan 0.1 ml érnek alindi, sonra SDA
plaklara yayihp 35° C’de 72 saat bekletilerek hiicrelerin
canliigr kontrol edildi. MFC, mantar kolonisi gelismeyen
en disuk ilag yogunlugu olarak belirlendi.

BULGULAR

Kontrol kékenlerinin mikrodilisyon yéntemi ile bulunan
MIC’leri; C. krusei ATCC 6258 karsisinda TBF ve FLZ
icin sirasiyla >8 ve 64 ng/ml ve C. albicans ATCC 90028
icin 1 ve 0.5 nmg/ml arasinda idi. TBF ve FLZ’lUn kontrol
kokenleri ve 31 C. albicans kdkeni karsisinda yalniz basine
ve kombinasyondaki MIC’leri Tablo 1’de sunulmustur.
Deney kokenlerinin MIC araliklari ve %50 ve %90'ini
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Tablo 1. Terbinafin (TBF) ve flukonazal (FLZ)'Gn tek baslarina ve kombinasyon halinde C. albicans kékenlerine etkisi (MIC) ve

etkilesim durumu (FIC indeksi)

MIC’ler (mg/ml) Etkilesim
Koken no Tek basina 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 0.5 1 0.125 0.75 aditif
15 8 0.5 2 0.37 aditif
16 32 0.25 8 0.5 sinerjik
17 0.5 16 0.25 4 0.75 aditif
18 16 0.5 4 0.5 sinerjik
19 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
baskilayan MIC degerleri (MICsy ve MICqy, sirasiyla) TARTISMA

TBF i¢in 0.25->8 nmg/ml ve 8 ile >64 ng/ml; FLZ icin 0.25-
>64 mg/ml ve 16 ile 64 ng/ml idi. Iki antifungal madde
arasindaki iliski; 18 koken (%58) icin aditif ve 13 (%42)
koken icin sinerjikti. iki ilacin kombinasyonunda antagonis-
tik etki elde edilmedi. TBF ve FLZ kombinasyonu C. krusei
ATCC 6258 icin aditif idi. FIC indeksi 0.75 bulundu.
Kombinasyon halinde her iki ilacin da MIC degerlerinin
tek basina saptanan MIC degerlerine gére daha dusik
oldugu saptandi.
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Ergosterol, mantar hiicre zarinin baglica steroli olup,
hucrenin cesitli fonksiyonlarina katilir ve tim mantarlarin
canliliginda temel bir gérev Ustlenir. Ergosterolin biyo-
sentezini durduran cesitli antifungal bilesikler kesfedil-
mistir, bunlarin en énemlileri skualen epoksidazin baski-
lanmasi ve Cq4 demetilasyonunun baskilanmasidir. Azo
antifungaller, ergosterol biyosentezinde goérevli bir enzim
olan lanesterol demetilaz ile etkilesime girerek ergosterol
biyosentezini baskilar (22).
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Terbinafin, sentetik antifungallerden allilamin sinifi iginde-
dir ve kimyaca ve etki mekanizmasiyla klinikte kullanil-
makta olan diger sistemik antimikotiklerden farklidir (10).
Karakteristik bir etki mekanizmasina sahip olan TBF,
ergosterol biyosentezini, skualen 2,3-epoksidazin dénusu-
mini baskilayarak engeller. Skualen epoksidaz enzimi-
nin aktivitesi TBF tarafindan bloke edilir ve sonugta
skualen birikerek ergosteroliin dzurli tretimine yol acar.
Azoller; lanesterolin a-demetilaza metilasyonunu baski-
layarak mantarin ergosterol biyosentezini bundan bir
sonraki asamada durdururlar (23). Allilaminlerin etkisiyle
hiicrede skualen birikir ve bu da &zUrli ergosterol (re-
timine yol agar (23, 24). TBF ve azollerin, mantarin ayni
ergosterol biyosentezi yolunu farkli agsamalarda baskila-
masi bu sinerjizmin olasi destekleyici sebebi olmalidir.

Terbinafin ve diger triazollerin, séz gelimi ITZ (7, 14) ve
vorikonazoliin (25) C. albicans karsisindaki in vitro siner-
jistik ve aditif etkilesimi de bildirilmistir. Ayrica, TBF veFLZ
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