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OZET

Son yillarda, antifungal duyarhlik testleri, invaziv mikozlarin artan
insidansi nedeniyle gittikge daha fazla énem kazanmaya baslamistir. Bu
calismada da, 222 Aspergillus susunun (136 A fumigatus, 56 A flavus, 20 A
niger ve 10 A terreus), Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
referans mikrodilisyon ve E test ydntemleriyle amfoterisin B, ketokonazol,
itrakonazol ve vorikonazol aktivitesi degerlendirildi. Kaspofungin etkinligine
ise sadece E test ile bakildi. 35°C’de, 24 ve 48 saatlik inkibasyonlar
sonunda her iki ydntemle de; MIK araliklari, MiKsy, MiKgy ve geometrik
ortalamalar belirlendi. Yontemler arasindaki % uyum, +1 ve +2 dilisyonlarda
hesaplandi. Mikrodilisyon yénteminde, en etkili ilag vorikonazol olarak
bulundu ve izolatlarin %90’dan fazlasi <1 pg/ml MiK degerleriyle inhibe oldu.
Bunu itrakonazol, amfoterisin B ve ketakonazol takip etti. E test yénteminde
ise kaspofungin MiK degerleri, vorikonazolden daha iyi idi ve tiim suslar <0,5
pug/ml MiK degerleriyle inhibe oldu. Vorikonazol ve kaspofunginin, tim
Aspergillus tarlerine etkinligi ¢ok iyi bulundu, fakat amfoterisin B’nin,
aktivitesinin, A flavus ve A terreus'da disik oldugu gorildi. Iki yéntem
arasindaki % uyumun, +1 ve +2 dilisyonlarda her iki inkiibasyon siresinde
de, en yuksek vorikonazolde oldugu saptandi (sirasiyla % 83-97 ve %82-96).
Bu calismaya goére, yeni antifungal ajanlar, Aspergillus tirlerine kargi
amfoterisin B'den daha etkin goértlmistir ve E test ydnteminin, filament6z
mantarlarin  duyarliigini  test etmede uygun bir alternatif oldugu
g6rilmektedir.

Anahtar kelimeler: Aspergillus, antifungal duyarhlik, mikrodilisyon, E test



SUMMARY

IN-VITRO DETECTION OF ANTIFUNGAL SUSCEPTIBILITY of ASPERGILLUS
SPP ISOLATES from LOWER RESPIRATORY TRACT SPECIMENS
by MICRODILUTION AND E TEST METHODS

Antifungal susceptibility tests have gained greater importance in recent
years due to increasing incidence of invasive mycoses. This study evaluated
the activities of amphotericin B, ketoconazole, itraconazole, and voriconazole
by Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) reference microdilution
and E test methods against 222 Aspergillus species (136 A fumigatus, 56 A
flavus, 20 A niger and 10 A terreus). Caspofungin activity was evaluated only
by E test method. MIC ranges, MICsy, MICgp and geometric means were
determined for both of the methods after 24 and 48 hours of incubations at
35°C. The percent agreements between methods were calculated within +1
and +2 dilutions. Among the drugs, voriconazole was most active, inhibiting
more than 90% of isolates at <1 pg/ml, followed by itraconazole,
amphotericin B and ketoconazole by CLSI M38-A method. By E test method
the MIC values of caspofungin were found better than voriconazole and all of
the isolates were inhibited <0,5 pg/ml MIC values. The activity of voriconazol
and caspofungin to all Aspergillus species were found excellent but
amphotericin B showed decreased activity against A flavus and A terreus.
The agreements within £1and +2 dilutions between methods for voriconazole
were found highest at both incubation times (83-97% and 82-96%
respectively). According to this study, the new antifungal agents have seen
better than amphotericin B against Aspergillus species and the E test
appears to be a suitable alternative procedure for testing the susceptibility of
filamentous fungi.

Key words:Aspergillus, antifungal susceptibility, microdilution, E test



GIRIS

Aspergillus tirleri dogada; toprak, glbre, curlyen bitkiler, depolanmis
hububat ve saman U(zerinde yaygin olarak bulunan saprofitik kif
mantarlaridir. Nem orani yiksek ilkbahar ve sonbahar aylarinda sayilarn artis
gosterir. Sporlari insanlar tarafindan alinarak solunum yollarinda hastalik
olusturmaksizin kolonize olabilir. Atopik kisilerde alerjik hastaliklara neden
olabilirken, bagisikh@r baskilanmis kisilerde ciddi invaziv enfeksiyonlara yol
acabilmektedir (1-4).

1980’lerden sonra, kanserli ve otoimmun hastaligi olanlarda yaygin
kullanilan kemoterapétik ajanlar ve kortikosteroidler hastalarin yasam
sUresini uzatmigtir. Bunun yani sira kemik iligi ve solid organ
transplantasyonlari  yayginlasmis ve bagisikhd baskilanmis hasta
popllasyonundaki bu artig, invaziv mantar enfeksiyonlarinin daha sik
gérilmesine yol acmistir. Gelisen enfeksiyonlarin mortalitesinin  yUksek

seyretmesi de dikkatleri kiif mantarlari Gzerine gekmigtir (4-8).

Amerika Birlesik Devletleri (ABD) hastanelerinde, National Nosocomial
Infections Surveillance (NNIS) verilerine gbére nozokomiyal mantar
enfeksiyonlarinin gorilme sikligi 1980’lerde %0.2 iken, 1990’larda %0.38’e
yUkselmistir. Bu enfeksiyonlarin buydk bir kismini (%80’ini) invaziv kandidoz
olusturmakta, ikinci siklikta gorilen mantar enfeksiyonlarn ise Aspergillus
tarleri ile gelismektedir. Genellikle gérilme sikligi %1.3 iken, kemik iligi
transplantasyon Uniteleri gibi 6zel birimlerde daha ylksek oranlarda
saptanmaktadir (6-9). ABD’de her yil ortalama 8.000-10.000 invaziv
aspergilloz olgusunun gorildigu ve bu olgular icin yaklasik 550-650 milyon $



harcama yapildigi bildirilmektedir (10,11). Dasbach ve ark (11), 1976’da
yayinlanan verilerle kiyasladiklarinda, 1996’da invaziv aspergillozda yaklasik

sekiz kat artig oldugunu raporlamiglardir.

Bugln, c¢ok sayida Aspergillus turi (Raper ve Fennelin
siniflandirmasinda 700 civarinda Aspergillus tirl) tanimlanmakla birlikte,
insanlar icin patojen oldugu kabul edilenlerin sayisi sinirlidir (1-4,12). Ciddi
aspergillozlarin  buydk c¢ogunlugundan (%80-90) Aspergillus fumigatus
sorumludur. Bunun yaninda A flavus, A niger ve A terreus izole edilen diger
Aspergillus tirleridir ve olgularin ¢ok biytk kisminda bu dért tir etkendir.
Diger tiurlere ise hastalik etkeni olarak nadiren rastlanmaktadir (1-4,6,7).
Tablo-1’de hastalik etkeni olarak karsimiza ¢ikabilen Aspergillus tarleri

gorulmektedir (2).

Tablo-1: Enfeksiyon etkeni olabilen Aspergillus tarleri

e A fumigatus e A versicolor

e A flavus e A glaucus

e A niger e A sydowii

e Aterreus e A candidus

e A nidulans e A restrictus

e Aoryzae e A amstelodami
e Austus e A clavatus

Aspergillus Tiirlerinin Genel Ozellikleri

Aspergillusiar, hem anamorf (eseysiz, asekslel) hem de telemorf
(eseyli, seksuel) sekilleri tanimlanmis kif mantarlaridir. Hifler (filament6z
uzantilar) ve sporlar (asekslUel sporlar; konidiya, klamidospor vb; seksuel
sporlar; askospor) yardimiyla, asekstiel ve sekslel olarak Ureyebilir. Ancak

sekslel Greme fazini laboratuvarda gdstermek kolay olmadigindan birgok



kafin tanimlanmasi, besiyerlerinde Uretildikten sonra hif ve konidiyasi

yardimiyla yapiimaktadir (1,2,13).

Kdflerin  tir dldzeyinde tanimlanmasinda morfolojik kriterler ¢ok
6nemlidir. Aspergillus turleri icin Sabouraud Dekstroz Agar (SDA), Standart
Czapek-Dox agar, %20-30 glukoz eklenmis Czapek-Dox agar ve %2 Malt
Extract agar gibi besiyerleri uygundur. Aspergillusiar, termotoleran
mikroorganizmalardir ve insanda patojen olan turler 37°C’de Ureyebilir. Bu
besiyerlerinde Urediginde, koloni morfolojileri ve mikroskopik 6zellikleri
degerlendirilerek identifikasyon yapilir (1,2,13).

Tdr ve Ureme sartlarina bagli olarak, Aspergillus kolonileri siyah,
kahverengi, sari, kirmizi, yesil veya diger renklerde olabilir. Koloni kenarlari
6nemli bir 6zellik olup, yogun ve keskince, ince ve yaygin, dizgin ve
kesintisiz, dizensiz loplu, batik veya kalkik; koloni yUzeyi ise kadifemsi,

yunimsu veya granalli olabilir (Sekil-1) (2,12,13).

Sekil-1: Aspergillus turlerinin koloni gérinamleri (14)



AseksUel tanimlamada (anamorfik yapi) ilk degerlendirme konidiyanin
olusumuna goére yapilmaktadir. Konidiya; tek hicreli bdlmesiz, dizgin ya da
Uzeri desenli, sekilli (partdkla, tayld, dikensi, vb), seffaf ya da renkli aseksuel
ureme evresinde Uremeyi saglayan vyapidir. Konidiyofor (=fertil hif),
Aspergillus bagsini tasiyan 06zellesmis hiftir. Aspergillus’larin  konidiyoforu
dizenli bir yapilanma igerisindedir. Bu konidiyoforlar apikalde genigleyerek
dizgln veya dizensiz, hiyalin veya pigmentli vezikdl olusturur. Vezikil
Uzerinde konidiya doguran yapilara fiyalid denir ve fiyalidler direk vezikdl
Uzerinde bulunabildikleri gibi (tek sirali/uniseriat) metula (fiyalid tasiyan
hicre) denen yapilar tGzerinde de bulunabilirler (gift sirali/biseriat). Fiyalidlerin
ucunda yuvarlak, oval, pigmentli konidiya zincirleri olusur. Mikroskopik
Ozelliklerin tanimlanmasinda, vezikillerin sekil ve boyutu yaninda fiyalid ve
metulalarin dizeni de 6nemlidir. Bu yapilar kolumnar veya radyal dizilim
gosterebilirler (2,13) (sekil-2).

Vezikiil

- -FFF'-F
Konidiyofor

IJ L'I__ Ayak hiicresi ti

Sekil-2: Aspergilluslarda mikroskopik gériinim(15)

Eseyli tanimlamada (teleomorfik yapi) ise, 6zel bir hif yapisi Uzerinde,
icinde askosporlarin olustugu askus keseleri 6nemlidir. A nidulans tirinde
askosporlar kirmizi-kahve veya mor-menekse renklerindedir. Cogu tdrde
askus iginde 8 spor bulunur (2,13) (Sekil-3).



Sekil-3: Farkh formlardaki askosporlar (lstte yandan, altta énden
g6rinima)(13)

Tablo-2'de tibbi 6nemi olan dort Aspergillus tirinin koloni ve

mikroskobik morfolojileri 6zetlenmistir (12).

Aspergillus Turlerinin Virillans Faktorleri

Aspergillus’'un canli dokuya yayillmasinda konak faktérlerinin yanisira
virllans faktérleri de rol oynayabilir. Aspergillus tirlerinin salgiladigi gesitli
proteazlar konagin bariyer yapisini bozarak dokuda mantarin yayilimasina
yardim eder. A fumigatus elastinolitik aktivite gdsteren iki elastaz (serin
proteaz ve metalloproteaz) salgilar. A fumigatus konidiyumlari insan
fibrinojeni ve lamininine baglanir. Bu baglanma konidiyumun aderensini
saglarken proteaz Uretimi hifin konakgi hlcreye invazyonuna yardimci olur.
Germinasyona ugrayan konidiyum ve hif, nétrofil ve Grtnleri tarafindan
olduralmeye hazirdir. Ancak konidiyum cevre sartlari karsisinda yasamaya
adapte olursa nétrofil savunmasina kargi koyabilir. Mantar ile primer iligkiyi
cogunlukla pulmoner makrofajlar kurmakta, noétrofiller savunmanin ikinci
sirasinda yer almaktadir. Konidiyumun dis yUzeyindeki hidrofobik protein
mikrofibrilleri (hidrofobin) mantarin havada dagilmasini ve kimyasal sindirime

direng gostererek fagositozdan korunmasini saglamaktadir (2).



Tablo-2: Tibbi 6nemi olan Aspergillus turlerinin 6zellikleri

Tarler Fiyalid dizilimi Koloni 6zellikleri Mikroskopik dzellikleri
Tek Gift Konidiyofor Vezik{l Konidiyum
sirall sirali
A fumigatus  + Koyu yesil 300-500 pm 20-30 um capta Kiresel, 2-3.5 pm
Grimsi kahve uzunlukta Lobut bigimli Esit capli
Beyaz bordurle Renksiz Fiyalid ucunda zincir seklinde Glnes Isini gorinim
sinirli Dlzgin duvarli dizilim
A flavus + + Sari 400-800 um uzunlukta  25-45 uym ¢apta Kiresel, elipsoid
Sarimsi-yesil Renksiz, diizgiin Kiresel Dlzgiin ylzeyli
olmayan ceperli Zincir seklinde dizilim
A niger + Siyah 400-3000 pm uzunlukta 30-75 um g¢apta Sferik, 3-5 um
Sari borddrle sinirli Renksiz, aglk Kiresel Dlzgiin olmayan yluzeyli
Siyah graniler ylizey kahverengi Acik kahverengi Kalin duvarli, Siyah renkte
Vezikul Gzerine y1gin
halinde coker
A terreus + Taba rengi 100-250 um uzunlukta  25-45 pym capta Sferik, 2-2.5 pm

Turuncu kahve
Koloni merkezinden
perifere radyal oluklu

Renksiz
Dlzgiin duvarli

Kiglk kiresel

Dlzgiin yuzeyli
Uzun zincirler yapar




Aspergillus'un katalazi, kronik grantlomatéz hastalikta roll olan
virllans faktéradar. Makrofaj fagositozunu, T hicre aktivasyonunu ve
proliferasyonunu inhibe eden gliotoksin, A fumigatus'ta gd&sterilen bir
virilans faktoridir. Okaryotik ribozomun fosfodiester baglarini  ayiran
sitotoksin ise invaziv ve alerjik aspergilloz patogenezinde 6nemli rol
oynamaktadir. Aflatoksin, A flavus ve A parasiticus’'un olusturdugu bir
mikotoksindir ve aflatoksinin insan aspergillozunda virtlans faktéri olduguna
dair bir kanit yoktur (2).

Aspergillus Tirlerinin Olusturdugu Hastaliklar

Aspergilloz; Aspergilluslara karsi gelisen alerjik reaksiyonlardan,
yuzeyel enfeksiyon ya da dokulara yayilmasiyla olusan invaziv hastaliklara
kadar degisen Klinik tablolari tanimlar (2,3). Tablo-3’de Aspergillus tirleri ile

gelisen belli bash hastaliklar 6zetlenmigtir (12).

Aspergillus hastaliklari yas, cinsiyet ve 1irk farklihdr gdstermez.
Hastadan hastaya bulagma nadir olup esas kaynak cevredir. Hastane icinde
veya yakininda insaat calismalarinin bulunmasi nétropenik hastalarda
nozokomiyal aspergillozun gortlmesinin  6nemli bir nedenidir (2,4).
Konidiyumlar genellikle solunum yoluyla alinmakla birlikte deri ve kornea da
giris yolu olabilir. Enfeksiyon gelisiminde belirleyici faktér, mantar ile temasin
yogunlugu yani sira Kigilerin bagisikhk durumudur (2). Bagisikligi
baskilanmig ve 6zellikle nétropenik kigilerde, antifungal tedavi gerektiren akut
invaziv aspergilloz gelisme riski oldukga yiksektir. invaziv enfeksiyon tuttugu
organla/organlarla uyumlu belirti ve bulgular verir (3,16,17).



Tablo 3: Aspergillus tlrleri ile gelisen klinik tablolar

[-Saghkli konakta
A-Toksikoz mikotoksikoz
-mikotoksin alinmasi
-diger metabolitlerin alinmasi
B-Alerjik manifestasyonlar
-alerjik astma
-alerjik rinit
-alerjik sindzit
-ekstrensek alerjik alveolit
-hipersensivite pndmonisi
-alerjik bronkopulmoner aspergilloz (ABPA)
C-Ylzeyel enfeksiyonlar
-kitan6z enfeksiyon
-otomikoz
-sinzit
-trakeobronsit
D-invaziv enfeksiyonlar
-tek organ tutulumu
-cogul organ tutulumu

[I-Doku hasari ve yabanci cismin eslik ettigi enfeksiyonlar
A-Keratit ve endoftalmit
B-Yanik yara enfeksiyonlari
C-Osteomiyelit
D-Prostetik kapak endokarditi
E-Vaskuler greft enfeksiyonu
F-Aspergilloma
G-Ampiyem ve plevra aspergillozu
H-Peritonit

[lI- Bagisikligi baskilanmig hastalarda enfeksiyon

A-Primer kitan6z aspergilloz

B-Sino-orbital enfeksiyon

C-Pulmoner aspergilloz
-invaziv trakeobronsit
-kronik nekrotizan pulmoner aspergilloz
-akut invaziv pulmoner aspergilloz

D-Santral sinir sistemi aspergillozu

E-invaziv dissemine aspergilloz




Aspergillus sporlarinin solunum yolunu kullanmalarina bagh olarak, en
stk kargllasilan invaziv aspergilloz tablosu, invaziv pulmoner
aspergillozdur (IPA). IPA, genellikle bagisikiigi baskilanmislarda, ézellikle
de nétropenik olan kemik iligi alicilarinda, I6semili ve lenfomali hastalarda
gorular. A fumigatus ve A flavus sikhkla goérilen iki tir olmakla birlikte, A
terreus ve A niger'de etken olarak kargimiza ¢ikabilir (3,12,17).

IPA’nin semptomlari ézgll degildir. ilerleyici kuru 6kslrik, solunum
zorlugu, pléretik yan agrisi ve ates en sik goérllen belirtileridir. Ates, bazi
hastalarda, 6zellikle de yiksek doz steroid alanlarda gértlmeyebilir. Bunlarin
yaninda hemoptizi, plevral efflzyon ve pnémotoraks karsilasilabilen diger
bulgulardir. Radyolojik olarak ¢ekilen grafiler tamamen normal olabildigi gibi,
tek veya birden fazla noddller, kaviteler veya alveoler konsolidasyonlar
saptanabilir. Bilgisayarli tomografide nodiler lezyonlarin etrafinda “halo
belirtisi”’nin  bulunmasi karakteristiktir ve invaziv aspergillozun erken
bulgusudur (ilk hafta). Ancak nadir gortlen bu bulgu Zygomycetes, Fusarium
gibi diger angioinvaziv organizmalarla da saptanabilir. Laboratuvar bulgulari
nonspesifiktir (3,12,17). Galaktomannan antijeninin serumda saptanmasi,
tanida son yillarda glindeme gelmistir ve yaygin kullaniimaya baglanmigtir.
Ancak bu testin duyarliligi, nétropenik olmayan ve antifungal tedavi altindaki
hastalarda dOsuktar ve bazi kosullarda yalanci pozitif sonuclarla da
karsilasilabilir (18,19).

IPA bazi durumlarda (genellikle nétropeniden ciktiktan sonra)
kroniklesebilir ya da ilerleyerek dissemine aspergilloz tablosu gelisir.
Dissemine aspergilloz olgularinda en sik tutulan bdlge santral sinir sistemidir
(3,12,17).

Paranazal sinis aspergillozu, IPA'dan sonra ikinci siklikta gorilen
invaziv aspergilloz tablosudur. Tedavi edilmez ise bu tablo da dissemine
enfeksiyona sebep olabilir (3,12,17).



Aspergillus turlerinin  olusturdugu ve Tablo-3'de belirtilen diger
hastaliklarin morbidite ve mortalite agisindan Onemleri daha azdir ve

bircogunda sistemik antifungal tedavi gerekli degildir.

Sistemik Etkili Antifungal ilaclar

invaziv aspergillozun, ¢ogunlukla bag@isikigi baskilanmis hasta
popllasyonunda ortaya c¢ikmasi, yidksek morbidite ve mortaliteyle
seyretmesi, tedavisinde kullanilan antifungal segeneklerinin azligi ve konakla
ilgili bircok faktére bagl olarak yagsanan zorluklar yeni ilaglarin gelistiriimesi
yénindeki ¢calismalara hiz kazandirmigtir.

1959’da sistemik kullanima giren amfoterisin B, yaklasik 40 vyil
boyunca invaziv mikozlarin tedavisinde tek aktér olarak rol almistir.
Amfoterisin B, mantar hicre duvarinda bulunan ergosterole irreversibl
baglanarak etki eden poliyen grubu bir antifungal ajandir. Bu baglanmayla
membran gecirgenligi bozulur ve intraselliler potasyum, magnezyum, seker
ve metabolitlerin disari sizmasi sonucu hicre 6lim0U gerceklesir. Lipid

formdalleri de ayni mekanizmayla etki eder (20-22).

Amfoterisin B olduk¢a genis spektrumlu bir antifungal ajandir.
Candida, Cryptococcus neoformans, Aspergillus spp, Mucor spp,
Blastomyces dermatitidis, Coccidioides immitis, Histoplasma capsulatum,
Paracoccidioides brasiliensis ve bazi protozoon enfeksiyonlarinda etkilidir
(21,28). Ancak Candida guilliermondli, Candida lusitaniae, Candida krusei ve
Aspergillus terreus gibi bazi turler, amfoterisin B’ye karsi diren¢ veya azalmis
duyarhlik gbésterebilir. Trichosporon, Fusarium, Pseudallescheria boydii ve
Sporothrix schenckii izolatlarinin da amfoterisin B’ye kargi duyarhliklari
degiskendir (21). Amfoterisin B kullaniimakta olan antifungaller icinde en etkili
ajan olmasina karsin, invaziv mantar enfeksiyonlarinin tedavisinde (doku

dagilimi iyi olmadigi ve yan etkileri fazla oldugu icin) basari orani istenilen



dizeyde degildir. Nefrotoksisite, ates, hipokalemi gibi ciddi yan etkileri lipid
formalerinin gelistiriimesiyle azaltilmigtir (20,21).

5-Fluorositozin (Flusitozin=5-FC), ilk olarak antineoplastik bir ajan
olarak Uretilen, daha sonra antifungal etkisi oldugu da anlasilan bir ntkleozid
analogudur. Pirimidin metabolizmasini bozarak antifungal aktivite gosterir. 5-
FC fungal hicreye girigini takiben permeaz enziminin yardimiyla 5-
fluorourasil'e (5-FU) dontsar ve fosforillenerek ribontkleik asit (RNA) ile
birlesir. Bu birlesme protein sentezinin inhibisyonuyla sonuclanir. Diger
taraftan, 5-FU’in 5-fluorodeoksilridin monofosfata dénisimd; timidilat
sentazin inhibisyonuna ve fungal deoksiribontkleik asit (DNA) sentezinin
bozulmasina sebep olur. 5-FC’in dar bir etki spektrumu vardir. Candida
tarleri, C neoformans ve kromoblastomikoza sebep olan dematiaceous (koyu
renk pigmentli) mantarlara etkilidir. Monoterapi sirasinda direng
gelisebildiginden amfoterisin B ile kombine kullanilir (21-24).

Azoller fungistatik etkili ajanlar olup, sitokrom p450 araciligiyla
lanosteroliin C-14 demetilasyonunu inhibe eder ve hiicre zarinda farkli sterol
birikimine ve ergosterol konsantrasyonunda azalmaya neden olurlar. Sonucta
hicre membran sentezi yapilamaz (21,22).

Bu grupta imidazol ve triazoller bulunur. ilk (retilen ve topikal etkili
olan imidazol tirevleri benzimidazol, klotrimazol ve ekonazolden sonra, 1978
yilinda sistemik etkili mikonazol kullanima girmistir. Sistemik kandidozlar ve
bazi refrakter kriptokok menenijit olgularinda etkili oldugu gérilmesine
ragmen, ciddi yan etkileri nedeniyle kullanimdan kaldinimigtir. 1981 yilinda
Food and Drug Administration (FDA) tarafindan kullanimi onaylanan
ketokonazol ise, sistemik fungal enfeksiyonlarin tedavisinde gliinimuzde de
kullanilan tek imidazoldur (25). H capsulatum, C immitis, B dermatitidis, P
brasiliensis ve P boydilye kargi aktivitesi iyidir. Candida spp ve C
neoformans’a karsi da etkili olmakla birlikte, bunlara karsi etkisi klinikte

kullanimda olan triazollerle (flukonazol ve itrakonazol) karsilastirildiginda



sinirlidir. Aspergillus spp, Fusarium spp ve Zygomycetes grubu mantarlar ise
ketokonazole direnclidir (21). Toksisite potansiyeli, 06zellikle de
hepatotoksisite, gastrik toksisite, testosteron, kortizol gibi hormonlarin
dizeylerinde dusme gibi endokrinolojik yan etkiler ve daha az toksik
alternatiflerinin  olmasi nedeniyle ginimuizde ketokonazol, nadiren
kullaniimaktadir (22,25).

Azol halkasinda iki azot iceren imidazollerden sonra, daha genis
spektrumlu, yan etkileri daha az olan ve azol halkasinda ¢ azot igeren
triazoller gelistirilmistir. 1990’da ilk kullanima giren triazol flukonazoldur (25).
Flukonazol yaygin olarak kandidozlarin tedavisinde kullanilir. Cogu Candida
trlerine ve C neoformans’a etkilidir. C krusei flukonazole intrensek olarak
direnglidir. C glabrata izolatlarinin bazilan doz bagimli olarak flukonazole
duyarlilik g0sterirken, %15 kadari gercek diren¢ gosterebilir. Uzun sire
flukonazol profilaksisi ya da tedavisi alan mukokutanéz kandidozlu
hastalardan izole edilen C albicans suslarinda da, flukonazol direnci
gorulebilir. Ancak sistemik enfeksiyonlarda flukonazole direngli C albicans
oldukca nadirdir. Flukonazolin B dermatitidise etkisi sinirhidir ve
histoplazmoz tedavisinde kullanildiginda da direng gelisebilir. Kiflere ise

pratik olarak etkisi yoktur (21).

1992°'de flukonazole gbre daha genis spektrumlu ikinci triazol,
itrakonazol kullanima girmistir (24,25). Flukonazole direncli C krusei ve C
glabrata izolatlar da dahil Candida turlerine, C neoformans, Aspergillus spp,
dermatofitler, P boydii, Paecilomyces spp, C immitis, H capsulatum, B
dermatitidis, P brasiliensis, Penicillium marneffei ve S schenckiiye karsi
etkilidir. Itrakonazol zigomikoz etkenlerine ve Scopulariopsis spp’ye karsi
etkisiz ve Fusarium turlerine karsgi da sinirli etkinlige sahiptir (21). Bu ilag
flukonazole gére daha genis bir etki spektrumuna sahip olsa da oral

alindiginda biyoyararliliginin az olmasi kullanimini kisittamaktadir.



Flukonazol ve itrakonazol ile tatmin edici yanitlara ulasilamamasi
Uzerine, yapilan caligmalar sonunda ikinci jenerasyon triazoller; vorikonazol,
ravukonazol ve posakonazol gelistirilmigtir. 2002 yilinda FDA tarafindan
onaylanan vorikonazol, flukonazolun ikinci kusak sentetik derivesidir.
Flukonazole bir metil grubunun ilavesiyle 14-a-sterol demetilaza afinitesi
artmig, bu sayede Aspergillus icin fungisitik aktivite saglanmistir.
Flukonazolle kiyaslandiginda vorikonazoliin yaptigi inhibisyon daha gagludir
ve doz bagimlidir (26,27,28).

Vorikonazolin etki spektrumu genistir. Hem Candida spp, C
neoformans gibi mayalara fungistatik olarak, hem de Aspergillus spp,
Penicillium marneffei, Scedosporium spp, Fusarium spp ve Paecilomyces
gibi kiflere fungisitik etkilidir. Zygomyceteslere ise etkisi kisithdir. ilag
etkilesimleri ve yan etkileri agisindan ideal bir azol degildir. Vorikonazol alan
hastalarda inflzyonla iligkili olarak hipokalemi ve dozla iligkili gecici gorsel
bozukluklar yaninda inflizyondan bagimsiz gérme halusinasyonlari da rapor
edilmigtir (25,27,28).

Posakonazol, itrakonazolin hidroksillenmis  derivesidir.  Etki
spektrumu genistir. Zygomycetes'ler ve bazi koyu pigmentli kif mantarlarini
da iceren firsatci ve endemik fungal patojenlere karsi etkilidir. in vitro olarak
Aspergillus tarlerine oldukga etkili olup, Candida turlerine de flukonazolle
karsilastirildiginda en az 8 kat daha fazla etkili oldugu saptanmistir. Hayvan
calismalarinda, posakonazoliin amfoterisin B, flukonazol ve itrakonazol ile
karsilastinldiginda c¢cok daha etkili oldugu g0sterilmistir (25,28). Ayrica
posakonazol sitokrom p450 3A4°0 selektif olarak inhibe ettiginden, diger yeni
triazol tlrevleri gibi sitokrom p450 enzim aktivitesini inhibe etmez ve ilag
etkilesimleri daha azdir (29).

Ravukonazol yine flukonazoliin bir derivesidir. Ozellikle de C krusei

ve C neoformans’ a kargl olmak Uzere flukonazol ve itrakonazolden daha



genis bir etki spektrumuna sahiptir. in vitro olarak Fusarium tirlerine etkili
degildir. Sadece oral formu vardir (25,28).

Hucre zarina etkili olan poliyen ve azol grubu antifungaller disinda son
yillarda, hiicre duvarn sentezini inhibe eden ilaglara ybénelik calismalar hiz
kazanmigtir. Mantar hicre duvari glukan sentez inhibitbrlerinin
gelistiriimesiyle, antifungal kemoterapide 6énemli bir ilerleme saglanmigtir.
Bilinen (1,3)-B-D glukan sentaz inhibitorleri; asidik terpenoidler,

papulokandinler ve ekinokandinlerdir (30).

Ekinokandinler genig etki spektrumlu lipopeptidlerdir. Glukan sentezini
inhibe ederek mantar hicre duvari sentezini engellerler. Sistemik
kullaniminda ciddi yan etkilere sebep olan ilk ekinokandin silofungindir.
Birkag yil sonra ise yan etkisi az yeni ekinokandinler; kaspofungin,
anidulafungin ve mikafungin geligtiriimigtir. Kaspofungin bu nonkompetetif
inhibitérlerin ilkidir ve pnémokandin Bg'in semisentetik bir derivesidir.
Kaspofungin, erigskinde invaziv kandidoz, orofaringeal ve 6zefagus kandidozu
ve refrakter veya diger tedavilere (amfoterisin B, lipid formlarn ve/veya
itrakonazol) yanitsiz hastalarda invaziv aspergilloz tedavisi igin FDA onayi
almistir. Ekinokandinler, Candida ve Aspergillus tirlerine karsi genelde etkili
olmakla birlikte, C parapsilosis, C guilliermondii ve Trichosporon spp’ye karsi
sinirh aktivite goésterirler. C neoformans ve Fusarium spp’ye karsi da
aktivitesi pratik olarak yok veya oldukga sinirlidir (21,28,30).

Yeni ekinokandin tirevlerinden mikofungin ve anidulafunginin Candida
ve Aspergillus tirleri ile azol direngli Candida turlerine etkili oldugu
gosterilmistir. Ancak bu ilaglarla ilgili klinik ¢aligmalar halen devam etmektedir
(28).



Antifungal Duyarlilik Testleri

Bagisikh@r baskilanmis hastalarda invaziv mantar enfeksiyonlarin
insidansinda artma; uygun tedavilere ragmen bu enfeksiyonlarin
mortalitesinin yiksek seyretmesi; farkli mantar tirlerinde antifungal direncinin
olmasi ve yeni antifungal ilaclarin kesfi antifungal duyarlilik testlerine ihtiyaci
arttirmis ve bu ihtiyacin bakterilerdeki kadar buytk oldugu anlasiimistir (31-
33).

Ik kez 1982 yilinda Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) (eski
adiyla NCCLS) tarafindan antifungal duyarlilik testleri ile ilgili bir alt komite
kurulmus ve mantarlarda antifungal duyarlilik testleri ve standardizasyonuyla
ilgili galismalar yapilmaya baslanmistir. Bu konuda yapilan 6n arastirmalar
sonucunda en sik test edilen tirlerin C albicans ve diger mayalar oldugu ve
en yaygin kullanilan ilaglarin da amfoterisin B, ketokonazol ve 5-FC
oldugunun goértlmesi Uzerine 6ncelikle mayalarla ilgili testlerin gelistiriimesine
odaklaniimistir (32,34,35). Bu konuda yapilan gok merkezli ve birgok ¢calisma
sonucunda belirlenen test prosedirleri ilk olarak 1992°de M27-P ddkimani
olarak yayinlanmig, 1995 ve 1997’de iki kez revize edilerek onaylanmis,
2002'de M27-A; referansi olarak son halini almistir (31,35,36). Bu referansta;
inokulumun hazirlanmasi ve buyukligu, test besiyeri, inklbasyon isisi, suresi
ve amfoterisin B, 5-FC, ketokonazol, flukonazol, itrakonazol ve yeni triazoller
icin  minimum inhibitér konsantrasyon (MiK) degerinin belirlenmesiyle
(endpoint degerleri) ilgili konular anlatilmigtir. Baslangigta bu referans
yéntem, bir makrodilisyon yéntemiyken, sonra, daha kolay uygulanabilmesi
nedeniyle mikrodilisyon formati gelistirilmistir (31).

M27-A’daki referans yontemin Aspergillus spp, S schenckii, R
arrhizus, P boydii, Fusarium spp gibi filamentéz mantarlara direkt
adaptasyonuyla, tekrarlanabilir sonuglarin ortaya c¢iktigi ve ¢ok merkezli
yapilan birgok arastirmalar sonucunda laboratuvarlar arasi uyumun da

oldukca iyi oldugu gdsterilmistir (31,37). inokulum hazirlama yéntemleri,



inokulum buyUkIGginin secimi, okuma zamani ve MiK degerinin belirlenmesi

gibi konular bu calismalarda dederlendirimis ve standardizasyon
saglanmistir. Konidiya olusturan kdf mantarlar icin standart yontem 1998
yilinda M38-P doékimani ile kullanima sunulmustur. Daha sonra revize
edilerek 2002 yillinda son halini almistir (M38-A) (38). Tablo-4'de bu

referansda yer alan yéntem &6zetlenmistir (39).

Tablo-4: Filament6z mantarlarin duyarlilik testleri icin en son Onerilenler.

Parametre

Tanimlama

Konidiyal Greme igin besiyeri

inokulum morfolojisi

Optik dansite
(530 nm absorbans)

inokulum konsantrasyonu (final)

Test besiyeri

Format
ilag konsantrasyonu

inkiibasyon siiresi

MIK degerini belirleme (gorsel)

Patates dekstroz agar

Aspergillus turleri icin 35°C’de 7 glin
inkibasyon

Fusarium spp i¢in 6nce 35°C’de 48-72
sa, sonra 7.giine kadar 25-28°C’de
inkibasyon

Konidiya veya sporangiospor
Aspergillus turleri ve S schenckiiigin
0,09-0,11

R arrhizus, Fusarium ve P boydiiigin
0,15-0,17

0,4x10% - 5x10 kob/ml

RPMI 1640, pH 7,0£0,1 (MOPS ile
tamponlu)

Mikrodilisyon

0,03-16 pg/mi

R arrhizus igin 24 sa,

Aspergillus spp, Fusarium spp ve diger
kifler igin 48 sa

P boydiiigin 72 sa

Ureme kontroliine gére berrak olmasi

Klflerde uygulanan referans antifungal duyarlilik testinde, mayalarda

uygulanandan bazi farklar mevcuttur. Bu farklar Tablo-5’de dzetlenmistir (31).



Tablo-5: Mayalar ve kUfler icin énerilen referans yéntemlerdeki farklar

Ozellik CLSI M27-A2 CLSI M38-A
(2002) (2002)
Form Maya Konidiyum veya sporangiospor
olusturan mantarlar
inokulum 0,5x10%-2,5x10% kob/ml  0,4x10*-5x10" kob/ml
inokulum Spektrofotometrik, Spektrofotometrik (530 nm)

standardizasyonu

Besiyeri

Format

inklibasyon isisi

inklibasyon siiresi

MIK* degerini
belirleme

0,5 McFarland

RPMI 1640
(MOPS tamponlu)

Makrodillsyon,
Mikrodilisyon

35°C

Candida spp igin 48 sa
C neoformansicin 72 sa

Gorsel

AmB: MiK-0
5-FC: MiK-1
Azoller: MiK-2

Aspergillus spp ve S schenckii
igin; 0,09-0,11 absorbans

R arrhizus, Fusariumve P
boydiiigin; 0,15-0,17
absorbans

RPMI 1640
(MOPS tamponlu)

Mikrodilisyon

35°C

R arrhizus igin 24 sa,
Aspergillus spp, Fusarium spp
ve diger kifler icin 48 sa

P boydiiicin 72 sa

Gorsel _
AmB ve triazoller: MIK-0

* MiK-0: Optik olarak temiz veya tiremenin olmamasi,
MIK-1: Hafif Gireme veya kontrol kuyucugunun %25'i kadar ireme olmasi,
MiK-2: Uremede belirgin azalma veya kontrol kuyucugunun %50’si kadar iireme olmasi,
MiK-3: Uremede hafif azalma veya kontrol kuyucugunun %75’i kadar Gireme olmasi,
MiK-4: Uremede azalma yok



Diger Antifungal Duyarlilik Testleri

CLSI tarafindan referans mikrodilisyon ydéntemi bir standart olarak
belirlenmis olsa da bu yéntem, rutin laboratuvarlarda kullanimi zor ve yogun
is gucune gereksinim gdsteren bir ydntemdir. Bunun yaninda elde edilen
sonuglarin dogru okunmasi ve de@erlendirilebilmesi de 06zel deneyim
gerektirir. Bu nedenle referans mikrodilisyon ydnteminin gelistiriimesini
takiben, uygulanmasi ve sonuglarinin degerlendirilebilmesi agisindan daha
kolay olan yoéntemlerle ilgili arastirmalar 6nem kazanmigtir (33,39). Bu
amagla kolorimetrik mikrodilisyon, E test, disk difiizyon, agar dilisyon, c¢esitli
ticari sistemler ve flow sitometre gibi farkli uygulamalar denenmektedir (33,
35,39).

Kolorimetrik mikrodillisyon ydntemi

Standart mikrodilisyon y®&nteminde kismi inhibisyon nedeni ile
azollerde yagsanan MiK degerlerinin zor belirlenmesi sorununu agmak amaci
ile bazi modifikasyonlar gelistirilmistir. Alamar mavisi, MTT [3-(4,5-dimethyl-
2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide] ve XTT(2,3-bis(2-methoxy-
4-nitro-5-sulfophenyl)-5-[(phenylamino)carbonyl]-2H-tetrazolium  hydroxide)
gibi tetrazolyum tuzlari kolorimetrik indikatér olarak dilisyon sistemlerine
eklendiginde MiK degerlerinin okunmasinda kolaylik saglanmis ve indikatérli
sistemler referans yontemler ile uyumlu sonuglar vermistir (40,41).
Kolorimetrik mikrodilisyon ydntemleri hem maya hem de kif mantarlarinda
kullanilabilir. Cesitli ¢calismalar sonunda bunlardan bir tanesi gtvenilir hale
getirilmigtir (Sensititre Colorimetric Antifungal Panel; Trek Diagnostic
System). Henlz (lkemizde bulunmayan bu ticari kitin, ileride rutin

laboratuvarlar i¢in kolay bir alternatif olacagi distntlmektedir (31,35,42).



E test Yontemi

E test, antimikrobiyal duyarlilik testi igin ticari olarak piyasada bulunan
tescilli bir agar diftzyon ydéntemidir. Bu yéntemde, c¢esitli konsantrasyonlarda
antimikrobiyal emdirilerek kalibre edilmig plastik stripler, mikroorganizmanin
ekildigi agarl besiyerine yerlestirilerek MIK degerleri belirlenir. MiK, E test
stripleri etrafindaki Ureme inhibisyon zonunun striple kesisme noktasidir.
Kolay ve pratik bir test olmakla birlikte pahalidir. Ticari olarak antifungal
stripler de bulunmaktadir ve E test ydontemi hem maya hem de kif mantarlari
icin alternatif bir ydntem olarak kullaniimaya basglanmigstir. Ancak, 6zellikle kif
mantarlarinda hem Uremenin uniform olmamasi hem de siklikla tiylenme
olmasi degerlendirmede zorluk yaratabilir. Yine de standart teknikler ve
deneyimlerle, E test ve referans ybntem arasinda iyi korelasyonlar elde
edilmistir (31,39,43-47).

Son yillarda E test 6zellikle amfoterisin B duyarliigini élgmede daha
fazla deger kazanmistir. Referans yontem ile galisildiginda, amfoterisin B
oldukca dar MIK araligi olusturmakta ve hem maya hem de kif mantarlari
icin direncli suslar ayirmak mimkiin olamamaktadir. Oysa E test ile MiK
araliklari geniglemis ve suslar arasindaki duyarliik farklar daha rahat
g6zlemlenir hale gelmigtir (43,44). E test ydonteminde de besiyeri olarak
RPMI-1640 6nerilmekle beraber, amfoterisin B icin antibiyotik medium-3’l
(AM-3) 6nerenler de vardir (31,39,48).

Disk Diftizyon
Disk difuzyon testleri rutin laboratuvarlar i¢cin uygun ve ekonomik

testlerdir. Ancak antifungal duyarlihk testleri arasinda yeri sinirhdir.
Flukonazol/vorikonazol-mayalar icin, referans mikro ve makro dilisyon
yontemleri ile iyi korelasyon tespit edilmis ve CLSI tarafindan referans disk
diftzyon yoéntemi geligtirilmistir (CLSI M-44) (49). Kuf mantarlar igin ise

henlz bir standardizasyon saglanmamigtir (31,32).



Agar Dilisyon
Agar dilisyon yéntemi eski yillarda siklikla kullaniimakla beraber broth

dilisyon ybéntemlerinin standardize edilmesi ile degerini yitirmistir.
GUnimizde sadece dermatofitlerin antifungal duyarhlik c¢alismasinda
kullanim alani bulmaktadir (31,39).

Diger Ticari Sistemler

Antifungal duyarlihk testlerinin daha pratiklesmesi amaci ile cesitli
ticari kitler gelistiriimistir. Ancak bunlarin standart yéntem ile korelasyonu ¢ok
k6t ya da sinirhidir. Bu nedenle yukarida bahsettigimiz Sensititre sistemi
disinda ticari kitlere ilgi gésterilmemelidir (31).

Flow Sitometri

Flow sitometri antifungal duyarlilik testleri igin uygun bir yéntem olarak
tanimlanmig ve esas olarak Candida spp’ye odaklanmis caligmalarda
mayalar igin gelistirilmigtir. Flow sitometri ydnteminde, DNA’ya baglanan vital
boyalar yardimiyla 6li ve canli hlcreler birbirinden ayrilabilmektedir.
Floresanh boyalar antifungal ajana bagli olarak membran hasari varliginda
hiicre icine girebilmektedir. Yapilmis bazi ¢alismalarda amfoterisin B ve azol
tirevlerinin  fungisidal konsantrasyonlarinin 1-9 saat iginde degerlen-
dirilebildigi, hatta MiK degerlerinin de saptanabildigi belirtilmistir. Son
calismalar, flow sitometri tekniklerinin referans yéntemle belirgin korelasyon
gOsterdigini ortaya koymustur. Bir calisma, flow sitometrinin &6zellikle
amfoterisin B direncinin saptanmasi igin faydali olabilecegdini ifade etmektedir
(31,35,50,51).

Antifungal Duyarhlik Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Son dekadda hizla gelismesine ve uygun bir klinik ara¢ haline

gelmesine ragmen in vitro antifungal duyarlihk testlerinde heniz istenilen

noktaya gelinmemistir. Uzerinde durulmasi gereken &nemli bir konu da in



vitro duyarlilik testlerinin in vivo sonuglarla korele olmasidir. Verilen
antifungal tedavi (slresi, dozu, yan etkileri), konak faktorleri (altta yatan
hastalik, immunite durumu ve diger risk faktorleri), ilacin farmakokinetik
Ozellikleri, hastanin tedaviye uyumu gibi faktorler de Kklinik yanitin
belilenmesinde 6nemli olmaktadir (31,39). Dolayisiyla in vitro duyarllik,
klinik yaniti etkileyen faktérlerden sadece biridir. GlinimUze kadar yapilmig
olan in vivo-in vitro korelasyon calismalari en ¢ok Candida enfeksiyonlari ile
olup, 5-FC, flukonazol, itrakonazol ve vorikonazol icin break-point degerleri
belirlenmistir (52,53) Kuf mantarlarinda ise bu konuyla ilgili sinirli veriler
olmakla birlikte, calismalar in vitro sonugclar ile klinik yanit arasinda bir
korelasyon oldugunu distndirmektedir (33,54,55). Ancak heniiz break-point
degerleri belirlenmemistir.

GUnumuUzde antifungal duyarllik testlerinin yapilmasi rutin olarak
Onerilmemektedir (31-33). Ancak tedaviye yanit alinamayan ve tekrarlayan
mukokitandz kandidozlardan (AIDS’li ve kronik mukokitandz kandidozlu
hastalar) izole edilen ve bazi C albicans digi kandidemi izolatlari icin rutin
uygulama yapilabilir. Antifungal duyarlilik testleri esas olarak (hem maya hem
de kdf mantarlari i¢in) her merkezin periyodik olarak (yillik) yapmasi gereken
testlerdir. BOylece merkezlerin ve bdlgelerin epidemiyolojik verileri ve direng
paternleri hakkinda bilgi edinilebilir ve klinik uygulamalar bu bilgiler 1si1ginda

yonlendirilir.

Bu calismada, Uludag Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma
Merkezi (SUAM) Mikoloji laboratuvarinda alt solunum yolu drnekleri ve doku
biyopsi materyallerinden izole edilen, Aspergillus suslarinda CLSI referans
mikrodilisyon ve E test ydntemleriyle in vitro antifungal duyarhihdinin

belirlenmesi ve bu iki ydntem arasindaki uyumun arastiriimasi amaglanmistir.



GEREG VE YONTEM

Aspergillus Suslari

Calismaya, Uludag Universitesi SUAM Mikoloji laboratuvarinda alt
solunum yolu 6rnekleri ve doku biyopsi érneklerinden izole edilen ve etken
olarak kabul edilen 222 Aspergillus susu alindi. Antifungal duyarlilik testleri,
136 A fumigatus, 56 A flavus, 20 A niger, 10 A terreus susu ile CLSI 38-A
tarafindan 6nerilen kalite kontrol suslarinda (C parapsilosis ATCC 22019 ve
C krusei ATCC 6258) calisildi. Kalite kontrol suslarinda beklenen MiK
degerleri Tablo 6’da gdsterilmistir (38).

Tablo-6: CLSI M38-A referans ydntemine gére standart suslarin

MiK araliklari
Antifungal Standart suslar
C krusei ATCC 6258 C parapsilosis ATCC 22019
Amfoterisin B 1,0-4,0 pg/mi 0,5-4,0 ug/ml
itrakonazol 0,25-1,0 pug/ml 0,12-0,5 pg/ml
Vorikonazol 0,12-1,0 pg/ml 0,03-0,25 pg/ml
Ketokonazol 0,25-1,0 pg/ml 0,06-0,5 pg/ml

Suslarin tamaminda CLSI M38-A’nin énerdigi standart mikrodiliisyon
testi ile amfoterisin B, ketokonazol, itrakonazol ve vorikonazole karsi
antifungal duyarliik arastinidi. Ayni suglarda eszamanl olarak, E test
ybntemiyle amfoterisin B, itrakonazol ve vorikonazol duyarliliklar ¢ahsildi.
Ketakonazol stripleri yeterli olmadigindan E test ydntemiyle susglarin yalnizca
117’sinde duyarlihda bakilabildi. Kaspofungin duyarliligina ise ham maddesi
bulunamadigindan sadece E test ile bakildi.



CLSI M38-A Referans Mikrodiliisyon Yontemi

Antifungal stok sollisyonlarinin hazirlanmasi

Calismada kullanilan tim antifungal ilaglarin ham maddeleri, ilgili
firmalardan temin edildi. Stok soltsyonlari (1600 pg/ml), CLSI M38-A
dékimanina gére dimetilsilfoksid (DMSO; Merck) ile hazirlandi ve steril
tiplere birer mililitre koyularak mikrodilisyon plaklarina dagitilana kadar -
80°C’de bekletildi (38).

Antifungal ilac dilisyonlarinin hazirlanmasi

ilag dilisyonlari, CLSI M38-A referans yontemi esas alinarak, g¢alisilan
tim antifungaller icin 0,064-32 pg/ml arahdinda Tablo-7’de gdsterildigi
sekilde hazirlandi (38). Tablo-7’de de goéruldagla gibi antifungaller 6nce
DMSO ile sulandirilarak ara dilisyonlar elde edildi. Daha sonra DMSO’nun
etkisini azaltmak amaciyla RPMI 1640 ile 1/50 sulandirim yapilarak son
konsantrasyonlar hazirlandi. Son konsantrasyonu hazirlanan seri dillisyon
thplerindeki antifungaller, dnceden steril edilmis 96 kuyucuklu mikroplaklara,
her yatay siraya bir sus ¢alismasi yapilabilecek (birinci siradaki kuyucuklara
birinci thpteki antifungal sollisyonu, ikinci siradaki kuyucuklara ikinci tlpteki
antifungal sollsyonu.....v.s gelecek sekilde) ve her kuyucukta 100 ul olacak
sekilde dagitildi. Onbirinci kuyucuklar bos birakildi. Onikinci kuyucuklara ise,
kontrol olarak kullaniimak Uzere, RPMI-1640 besiyeri ile 1/50 dilie edilen
DMSO, 100 pul olarak eklendi. Bu sekilde hazirlanan mikroplaklar
kullanilincaya kadar -80°C’de saklandi.



Tablo-7: CLSI M38-A referansina gére ilag dilisyonlarinin hazirlanmasi

Ara RPMI ile son
Tip no | Konsantrasyon | Kaynak | Volim (ml)+DMSO (ml) | konsantrasyon | konsantrasyon
(ug/ml) (ug/ml) (ug/ml)
1. tip 1600 Stok 1600 32
2. tip 1600 Stok 0,5 0,5 800 16
3. tip 1600 Stok 0,5 1,5 400 8
4. tip 1600 Stok 0,5 3,5 200 4
5. tip 200 4. tip 0,5 0,5 100 2
6. tip 200 4. tip 0,5 1,5 50 1
7. tp 200 4. tip 0,5 3,5 25 0,5
8. tip 25 7. tlp 0,5 0,5 12,5 0,25
9. tip 25 7. tlp 0,5 1,5 6,25 0,125
10.t0p | 25 7. tlp 0,5 3,5 3,13 0,0625

Besiyerinin Hazirlanmasi

CLSI M38-A referans ydnteminde 6nerilen sentetik besiyeri L-glutamin
ve fenol kirmizisi iceren, sodyum bikarbonat icermeyen RPMI 1640 (Sigma),
son konsantrasyonu 0.165 mol/l olacak sekilde 3-(N-morpholino)
propanesulfonic acid (MOPS; Sigma) ile tamponlanarak hazirlandi.
Besiyerinin pH’1 (oda sicakliginda 6.9-7.1) 1M NaOH ile ayarlandi (38).

Kif Slispansiyonunun Hazirlanmasi

Stok suslar safiindan emin olana kadar SDA’a pasajlanarak
canlandirildi. Canlandinlan suslar egri patates dekstroz agarda (PDA)
35°C’de 7 gln inklbe edildi. Daha sonra PDA’daki kolonilerin (zerine
yaklasik 1 ml steril %0,85 serum fizyolojik eklendi ve bir pastér pipetiyle
yavasca karistirilarak bir sispansiyon hazirlandi. Olusan bu slspansiyon
steril bir tipe alindi. Agir partiktllerin ¢ékmesi i¢in 3-5 dk beklendikten sonra
ustteki homojen kisim bagka bir steril tipe aktarilarak 15 sn vortekslendi.
Sonra bu karigimin absorbansi 530 nm’de 0,09-0,11 (yaklasik 0,4-5X10°
CFU/ml) olacak sekilde spektrofotometrik olarak ayarlandi. Daha sonra bu
stspansiyonlarin sivi RPMI 1640 besiyeri iginde 1:50 dilisyonu (yaklasik
0,8X10%-1X10°) hazirlandi. Olusan bu 1:50 diliisyonluk karisimdan énceden

hazirlamis oldugumuz, icinde 2 kat seri dilisyon seklinde antifungal



dagitilmig mikroplaklara, her kuyucuga 100 pl gelecek sekilde eklendi (son
inokulum miktari 0,4X10*5X10%. Antifungal ilac dilisyonlari da 0,03-16
pg/ml olarak dizenlendi. Mikroplaklar sarsmadan etlive kaldirilarak 35°C’de
inkiibe edildi (38). (Sekil 4)

Sekil-4: CLSI M38-A referans mikrodillisyon yéntemiyle antifungal
duyarhhgin belirlenmesi (48. saat gérinimu)

Her izolatin inokulum kantitasyonu igin; absorbans ayari yapildiktan
sonra sivi RPMI 1640 besiyeri ile 1:100’l0k dilisyonu hazirlandi ve buradan
0,01 ml (10 pl) alinarak SDA besiyerine koloni sayimi ekimi yapildi. Bitin
calisma boyunca koloni sayisi beklenen araliklarda oldu ve spektrofotometrik
ayarin kontrollin saglandi.

Degerlendirme

Mikroplaklar, 24 ve 48 saatlik inkibasyonu takiben gorsel olarak
degerlendirildi. Kontrol kuyucuguna gbére dremenin %100 inhibe oldugu
kuyucuktaki konsantrasyon, amfoterisin B, itrakonazol, vorikonazol i¢in MiK
degeri (MIK-0) olarak belirlendi. Ketakonazol igin ise kontrol kuyucuguna



gore %50 azalmanin oldugu kuyucuk (MiK-2) MiK degeri olarak alindi. Her
calismaya ATCC kalite kontrol suslari da dahil edildi (38).

E Test Yontemi

Antifungal stripler:

E test stripleri Uretici firmadan (AB BIODISK Solna/isveg) temin edildi.
Kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi.

Besiyeri
E test icin %2 agar ve %2 glukoz ilaveli RPMI 1640 (Sigma) besiyeri

kullanildi  (pH=6,9-7,1). MOPS tamponlu olarak dretici firma O&nerileri
dogrultusunda hazirlanan besiyerleri, capt 9 mm olan steril petrilere 25’er ml
dagitildi (43,44).

Yontem

Spektrofotometrik olarak absorbansi 530 nm’de 0,09-0,11 olacak
sekilde ayarlanan kif suspansiyonlari, steril bir eklvyonla RPMI 1640 agar
besiyeri yluzeyine homojen bir sekilde yayildi. Yaklagik 15 dk kurumasi
beklendikten sonra Uzerine E test stripleri, bir petri kutusuna iki strip olacak
sekilde yerlestirildi. 35°C’de 24 ve 48 saatlik inkilbbasyon sonrasi MiK
degderleri okundu (43,44).

Degerlendirme

inklibasyon sonrasi elips seklindeki tireme inhibisyon zonunun striple
kesistigi en dusik konsantrasyon MIK degeri olarak belirlendi. E test
sonuglarint okurken Uretici firmanin temin ettigi dékimanlardan yararlanildi
(Sekil-5).



Sekil-5: E test yontemiyle antifungal duyarliliginin belirlenmesi (48 sa
goranimu)

Calismanin Analizi

Hem 24 hem de 48. saatte okunan MiK verileri, her iki ydntem igin MIK
araligl, MiKso ve MiKg olarak degerlendirildi. MiK araligi disinda kalan veriler
(off-scale) de degerlendirmeye alindi. Kiglk taraftaki MIK araligi disi
degerler aynen birakildi; blylk taraftaki MiK aralig: disi degerler ise bir (ist
diliisyon degerine cevrildi (44,45). Ayrica amfoterisin B'de oldugu gibi, MiK
araliklari dar oldugu durumlarda duyarlihd yorumlamada geometrik
ortalamanin daha iyi sonu¢ vermesi nedeniyle geometrik ortalamalar da
hesaplandi (44,45). Her iki yéntem arasindaki uyuma +1 ve +2 dilusyonda
bakilarak uyumlu olan suslarin sayisi yiizde olarak belirlendi. in vitro
antifungal duyarlilik testlerinde kif mantarlari igin break-point degerleri belli
olmadigindan, suslarin duyarliigi hakkinda yorum vyapilmadi. Sadece

belirlenen degerler ve literatirdeki veriler kullanilarak kargilagtirma yapildi.



BULGULAR

Calismada 194 hastaya ait toplam 222 Aspergillus susunun (136 A
fumigatus, 56 A flavus, 20 A niger, 10 A terreus), CLSI referans
mikrodilisyon yontemi (M38-A) ve E test yontemi ile amfoterisin B,
itrakonazol, vorikonazol ve ketokonazol in vitro duyarlligina bakildi. Ayrica
suslarin kaspofungin duyarhligina sadece E test ile bakildi. Degerlendirmeler
24. ve 48. saatlerde yapildi. Mikrodilisyon yodntemi ile 24. saatte tim
okumalar yapilabilirken, E test yontemi ile 11 sus iyi Ureyemedi (% 4,9) ve
24.saat okumasi yapilamadi. Bu suslarin bes tanesi (%3.7) A fumigatus, U¢
tanesi (%5,4) A flavus, iki tanesi (%20) A terreus, bir tanesi (%10) A niger idi.

Tablo-8'de; suslarin 24. saatte, hem mikrodilisyon hem de E test
yontemi ile elde edilen MiK araliklari, MiKsy, MiKgy ve geometrik ortalamalari
goriilmektedir. Tim suslar dikkate alindiginda; MiKsg, MiKgy ve geometrik
ortalamalara gére en iyi sonuglar mikrodilisyonda vorikonazol ile alinmigtir
ve >0,5 pg/ml MiKgy degeri saptanmamistir. E test ile ise kaspofungin,
vorikonazolden daha diisiik degerler vermis ve tiim suslarda en yiiksek MiK
degeri 0,25 pg/ml olarak tespit edilmistir. itrakonazol sonuclari ise,
vorikonazole yakin bulunmustur. Her iki ydntemde en yiiksek MiK degerleri

ketokonazol ile alinmistir.

iki ydbntem arasinda karsilastirma yapildiginda beklendigi gibi, E test
ile daha genis MIK araliklari elde edilmistir (6zellikle amfoterisin B ile).
Yoéntemler arasinda =1 dillisyonda uyum %62-83 arasinda bulunmus olup, en
lyi sonug¢ vorikonazol ile alhnmistir. +2 dilisyonda ise amfoterisin B,
ketokonazol ve vorikonazol igin >%90 ¢ok iyi uyumlar elde edilmistir. Yalniz



itrakonazol ile uyum daha distk (%75) kalmistir. Bunun nedeni itrakonazol
ile bazi suglarda (7 A fumigatus, 3 A flavus, 2 A niger) mikrodilisyon ile
alinan yiksek MIK (24 pg/ml) degerleridir. Bu suslarin E test sonuglari ise

disuk (<0,5 pg/ml) bulunmustur.



Tablo-8: Aspergillus suglarinda mikrodilisyon ve E test yéntemleriyle saptanan duyarlilik sonuclari (24. sa)

Tar Antifungal Minimum inhibitér Konsantrasyon (MiK)
Mikrodillisyon Testi E Test
) ) : . %Uyum
Aralik Mleo MlKgo GO1 Aralik Mleo M|Kgo G.0 i‘; 2y i23

A fumigatus

(n=136) Amfoterisin B 0,5-2 1 1 0,92 <0,032-8 0,5 1 0,51 73 93
Vorikonazol 0,125-0,5 0,125 0,25 0,18 0,064-0,5 0,25 0,25 0,20 93 100
itrakonazol 0,064-16 0,5 1 0,44 0,032-2 0,5 1 0,39 75 86
Ketokonazol 0,5-8 2 4 2,20 0,5-8 4 8 3,57 81 100
Kaspofungin4 <0,032-0,125 0,032 0,064 0,04

A flavus

(n=56) Amfoterisin B 1-16 2 2 1,67 0,125-32 2 4 1,78 81 89
Vorikonazol 0,125-1 0,5 0,5 0,34 0,064-0,5 0,125 0,25 0,17 69 97
itrakonazol 0,064-16 0,25 1 0,43 <0,032-0,5 0,064 0,25 0,06 26 40
Ketokonazol 0,064-2 0,5 1 0,61 0,25-1 0,5 0,5 0,50 89 100
Kaspofungin <0,032-0,032  <0,032 <0,032 0,03

A niger

(n=20) Amfoterisin B 0,5-2 1 1 0,83 0,064-0,5 0,5 0,5 0,35 74 84
Vorikonazol 0,125-1 0,5 0,5 0,35 0,032-0,5 0,25 0,5 0,19 63 84
itrakonazol 0,125-16 1 4 1,00 0,032-4 1 2 0,63 67 83
Ketokonazol 0,5-4 2 4 2,07 1-4 2 4 1,74 80 100
Kaspofungin <0,032-0,064 <0,032 0,032 0,03

A terreus

(n=10) Amfoterisin B 1-2 1 2 1,41 0,032-32 0,5 4 1,00 33 50
Vorikonazol 0,125-0,5 0,125 0,25 0,18 <0,032-0,5 0,25 0,5 0,25 67 83
itrakonazol <0,032-0,5 0,125 0,25 0,15 <0,032-0,25 0,064 0,125 0,11 57 75
Ketokonazol 0,25-0,5 0,25 0,5 0,35 <0,032-2 1 2 1,40 33 67
Kaspofungin 0,032-0,25 0,032 0,25 0,06

Toplam

(n=222) Amfoterisin B 0,5-16 1 2 1,06 <0,032-32 0,5 2 0,66 74 90
Vorikonazol 0,125-1 0,25 0,5 0,24 <0,032-0,5 0,25 0,5 0,19 83 97
itrakonazol <0,032-16 0,5 1 0,46 <0,032-4 0,25 1 0,26 62 75
Ketokonazol 0,064-8 2 4 1,50 <0,032-8 4 8 2,25 80 98
Kaspofungin <0,032-0,25 0,032 0,064 0,04

'G.0. Geometrik ortalama
241 diltisyonda iki test arasinda % uyum
®+2 diltisyonda iki test arasinda % uyum
4Kaspofungin mikrodillisyon testi ile calisilamadi



Tablo-9'da 48. saat MIK araliklari, MiKsy, MiKgy ve geometrik
ortalamalar her iki yontem icin gorilmektedir. Degerler toplam olarak
incelendiginde, mikrodilisyonla, ketokonazol hari¢ diger ilaclarda 48. saatte
okunan degerler, 24. saatte okunan degerlerden biraz ylkselmis olmakla
beraber belirgin fark saptanmamistir. E test yénteminde ise, amfoterisin B ve
ketokonazol MiK degerleri 48. saatte fazlaca ylkseldigi géze carpmaktadir.

Mikrodiliisyon yéntemi verilerine toplamda baktigimizda (MiKsg, MiKgo
ve geometrik ortalama) yine en iyi sonug vorikonazol ile alinmigtir (Tablo-9 ve
Sekil-6). Sekil-6'da da goérildigii gibi sola en yakin olan MIK araligi
vorikonazoldedir. itrakonazolde de diigiik MIK degerleri cogunlukta olmakla
beraber (MiKsy ve MiKgo vorikonazol ile ayni) yiksek degerler (geometrik
ortalamayi yikseltmekte) ile birlikte genig bir araliga dagdiimistir. Amfoterisin
B MiK arali§i beklendigi izere dardir, ancak vorikonazolden daha ylksekiir.
Sekil-6’da da gériildigi gibi en yiksek MiK degerleri 24. saate oldugu gibi

ketakonazol ile alinmistir.
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Sekil-6: CLSI referans mikrodilisyon yontemine go0re Aspergillus
suslarinda MIK dagihmlari (48. sa)



Tablo-9:Aspergillus suglarinda mikrodilisyon ve E test ydntemleriyle saptanan duyarlilik sonuglari(48. sa)

Minimum inhibitér Konsantrasyon (MiK)

Tar Antifungal
Mikrodilisyon Testi E Test
Y%Uyum
Aralik MiKso MiKgo GO1 Aralk MiKso MiKgo G.0O i12 i23
A fumigatus
umg. Amfoterisin B 0,5-4 1 2 1,30 0,125-32 2 8 2,79 63 71
(n=136)
Vorikonazol 0,125-1 0,25 0,5 0,24 0,032-1 0,25 0,5 0,25 91 99
itrakonazol 0,125-16 0,5 1 0,49 0,25-4 1 2 0,88 63 88
Ketokonazol 1-16 4 8 3,90 4->32 8 16 10,97 48 89
Kaspofungin4 <0,032-0,125 0,064 0,125 0,07
A flavus
vu Amfoterisin B 1-16 2 2 2,02 0,064->32 16 32 11,75 11 48
(n=56)
Vorikonazol 0,125-2 1 1 0,71 0,064-1 0,25 1 0,30 68 91
itrakonazol 0,125-16 0,5 1 0,55 <0,032-4 0,5 2 0,48 59 84
Ketokonazol 0,25-4 2 2 1,35 0,5-8 2 4 1,80 96 100
Kaspofungin <0,032-0,125 0,032 0,064 0,04
Ani
moer Amfoterisin B 0,5-2 1 1 087 054 1 2 141 95 95
(n=20)
Vorikonazol 0,5-1 0,5 1 0,71 0,125-1 0,25 1 0,33 60 90
itrakonazol 0,5-16 1 4 1,41 0,064-16 2 4 2,07 50 80
Ketokonazol 2-8 2 8 3,25 4-16 8 8 7,13 50 100
Kaspofungin <0,032-0,125 0,064 0,064 0,05
A terreus .
(n=10) Amfoterisin B 2-16 2 8 3,48 2->32 16 32 13,93 40 50
Vorikonazol 0,125-0,5 0,25 0,5 0,27 0,125-0,5 0,25 0,5 0,31 90 100
itrakonazol 0,064-0,5 0,25 0,5 0,20 0,032-0,5 0,125 0,5 0,14 70 90
Ketokonazol 0,25-2 0,5 1 0,57 0,125-4 2 4 1,32 60 100
Kaspofungin 0,032-0,5 0,125 0,5 0,14
Toplam -
Amfoterisin B 0,5-16 2 2 1,46 0,064->32 4 16 4,05 52 75
(n=222)
Vorikonazol 0,125-2 0,5 1 0,35 0,032-1 0,25 0,5 0,27 82 96
itrakonazol 0,064-16 0,5 1 0,54 <0,032-16 1 2 0,75 61 86
Ketokonazol 0,25-16 4 8 2,69 0,125->32 8 16 6,46 59 92
Kaspofungin <0,032-0,5 0,064 0,125 0,06

'G.O. Geometrik ortalama

2 +1 dilisyonda iki test arasinda % uyum
8 +2 diltisyonda iki test arasinda % uyum
4Kaspofungin mikrodillisyon testi ile calisilamadi



Sekil-7’de E test yoénteminde elde edilen MIK degerlerinin dagilimi
g6ralmektedir. En iyi sonuglar kaspofungin ile alinmigtir. Sekil-6 ile
kargilagtirilacak olursa vorikonazol haric tim ilaclarda mikrodilisyon
yontemine gére daha genis MIK araliklari gérilmistir. En yiksek MiK

degderleri yine ketokonazol ile alinmistir.
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Sekil-7: E test yontemine gére Aspergillus suglarinda MiK dagihimlari (48 sa)

Sekil-8'de Amfoterisin  B’nin her iki ydntemle elde edilen MIK
degerlerinin  dagilimi goértlmektedir. Burada, mikrodilisyon ydnteminde
beklendigi gibi, degerlerin dar bir MIK araliginda toplandigi, E test
yonteminde ise daha genis ve yilksek MIK araligi elde edildigi goriilmektedir.
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Sekil-8: Aspergillus turlerinde CLSI referans mikrodilisyon ve E test
yontemiyle Amfoterisin B MIK dagilimi (48. sa)

Sekil 9 ve 10’da ise itrakonazol ve vorikonazollin her iki yontemle
elde edilen MiK degerlerinin dagilimi gérilmektedir. Sekillerde de goruldigi



gibi, her iki ydntemle de MIK dagihmlari birbirine paraleldir. Vorikonazolde

aralik daha darken, itrakonazolde daha genigtir.
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Sekil-9: Aspergillus tlrlerinde CLSI referans mikrodilisyon ve E test
yontemiyle Itrakonazol duyarliligi MIK dagilimi (48. sa)
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Sekil-10: Aspergillus tlrlerinde CLSI referans mikrodilisyon ve E test
yontemiyle Vorikonazol duyarliligi MIK dagilimi (48. sa)

Sekil-11’de  ketokonazoliin her iki yodntemle elde edilen MIK

degerlerinin dagihmi go6rtlmektedir. Burada da mikrodilisyon ydntemiyle

ketokonazoliin  MIK araliginin sol tarafa daha yakin oldugu, E test

ybnteminde ise daha ylksek veriler nedeniyle biraz daha saga kaydigi

gbrulmektedir.
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Sekil-11: Aspergillus trlerinde CLSI referans mikrodillisyon ve E test
yontemiyle Ketokonazol duyarhligi MIK dagilimi (48. sa)

Amfoterisin B ve ketokonazolde 48. saatte E test ile alinan yliksek MiK
degerleri nedeniyle iki yontem arasinda +1 dilisyondaki uyum 24. saatten
daha disik bulunmustur (Tablo-8 ve 9). Vorikonazol ve itrakonazolde bdyle
bir sorun olmadigindan 24. ve 48. saatlerde elde edilen uyumlar birbirine
yakindir.

Her iki inkGibasyon suresi ve hem mikrodilisyon, hem de E test verileri
dikkate alindiginda amfoterisin B, sirasiyla A niger ve A fumigatusa en etkili
bulunmustur. 24. saatte bu ilag icin en kétl sonuglar A flavus ile alinirken, 48.
saatte A terreus'da daha yiksek MIK degerleri saptanmistir. Benzer sekilde
her iki inkGlbasyon suresi ve yontemle de itrakonazol A niger'e; ketokonazol
ise A fumigatus’a en az etkili bulunmustur. Bu iki ilacin, amfoterisin B’nin
yiksek MiK degerleri verdigi A flavus ve A terreus'da iyi oldugu dikkati geken
bir bulgu olmustur. Vorikonazolun ise, her iki inkilbasyon ve y6ntemde tim
trlerde benzer sonuglar olusturdugu gérilmastir (Tablo-8 ve 9). Yalnizca E
test ile calisilan kaspofunginin MiK degerleri ise, vorikonazolden de daha
disudktir.

Her ne kadar kif mantarlari icin break-point degerleri belli degilse de,
calismalarin ¢ogunda, hem amfoterisin B, hem de itrakonazol ve yeni

triazoller icin <1 pg/ml MIK degerleri, duyarlilik siniri olarak belirtiimektedir



(54,58). Bu nedenle tiim suslarda dért ilacin MiK degerleri <1 pg/ml olanlarin
ylzdesi hesaplanarak Tablo-10’da sunulmustur. Géraldagu gibi yine en iyi

ilac %99,5 ile vorikonazol ve ikinci etkin ila¢ da itrakonazoldlr

Tablo-10: Aspergillus turlerinde mikrodilusyon ve E test yontemiyle saptanan
MIK <1 olanlarin ylzdesi (48 saat verileri degerlendirilmigtir)

Antifungal Mikrodilisyon Testi E test
Amfoterisin B MIK <1 %46,4 %18,92
itrakonazol MiK <1 %91,44 %75,22
Ketokonazol MIK <1 %15,32 %8,55

Vorikonazol MIK <1 %99,55 %100




TARTISMA ve SONUG

TOm dinyada, bagisikhgr baskilanmis hasta popullasyonundaki artisa
paralel olarak invaziv mantar enfeksiyonlarinin énemi de giderek artmistir.
Mantar enfeksiyonlarinin blyldk bir kismindan Candida tirleri sorumlu
olmakla beraber, Aspergillus, Fusarium ve Zygomycetes turleri gibi hiyalen
yapida filamentéz mantarlarin sebep oldugu invaziv enfeksiyonlar da son
yillarda siklasmistir  (4-9). KiOf mantarlariyla gelisen bu invaziv
enfeksiyonlarin, hem etken hem de konaga bagl (bagisikhdi baskilanmis,
Ozellikle notropenik) bircok faktér nedeniyle tedavisi zordur ve bu

enfeksiyonlarin morbidite ve mortalitesi yiksek seyretmektedir.

Ciddi aspergillozlarin buyiuk c¢ogunlugundan (%80-90) A fumigatus
sorumludur. Bunun yaninda, A flavus, A niger ve A terreus izole edilebilen
diger tarlerdir. Amfoterisin B; uzun sdre invaziv mantar enfeksiyonlarinin
tedavisinde tek ajan olarak kalmis olmakla birlikte, son zamanlarda
gelistirilen vorikonazol, posakonazol, ravukonazol gibi triazoller; kaspofungin,
mikafungin, anidulafungin gibi ekinokandinler antifungal tedaviye yenilikler
getirmis ve tedavi seceneklerini arttirmigtir. Ayrica tedavi sirasinda
gelisebilen direncli A fumigatus suslarinin bildiriimesi (54,56,57) ve A terreus
gibi intrensek direnc¢li nadir suglarin da etken olarak daha sik ortaya
cikabilmesi, isin boyutunu genigletmis ve in vitro antifungal duyarliik

testlerine duyulan gereksinim artmistir (31-33).

CLSI tarafindan 1998’de gelistirilen ve 2002 yilinda revize edilen M38-
A referans mikrodilisyon ydntemi bu ihtiyaci blylk oranda karsilamakla

birlikte, bu ydéntemin zaman alici ve zahmetli bir yéntem olmasi, alternatif



antifungal duyarhlik testleri arayisini dogurmustur. Bu konuda 6ne c¢ikan
ybntemlerden bir tanesi, kolay ve pratik bir test olan E test yontemidir. E test
yonteminde MIK araliklari, referans yénteme gére daha genis olarak elde
edilmekte ve referans yéntemle ¢ok dar MIK araliyi veren amfoterisin B igin
bir avantaj olusturmaktadir. Son yillarda yapilan genig katihml c¢alismalar
sonunda, maya ve kif mantarlarinin amfoterisin B duyarliliginda artik E testin
kullaniimasi fikri glindeme gelmistir (44).

Galismamizda 222 Aspergillus susunun, amfoterisin B, ketokonazol,
itrakonazol ve vorikonazole karsi in vitro antifungal duyarliigi mikrodilisyon
ve E test yontemleri ile arastinldi. Kaspofungin duyarliligina ise ham maddesi
bulunamadigindan sadece E test ile bakildi. Referans yéntem ve birgok
calismaya goére E test ydonteminde sonucglarin 48. saatte dederlendiriimesi
Onerilmekle beraber, bu calismada 24. saat degerlendirmesi de yapildi. Daha
kisa zamanda dogru sonuclara ulasabilmek her zaman istenen bir hedef

oldugundan bu calismada karsilastirma amaciyla 24. saat sonuclari okundu.

Mikrodilisyon sonugclari 24. saatte gayet rahat okunabildi ve 48. saat
degerlendirmesinin ketakonazol hari¢ diger ilaglarda ¢ok farkh olmadigi, en
fazla bir dilisyon ylikseldigi saptand. itrakonazol ve vorikonazol sonuglarina
bakildiginda; tim tarlerde (A niger-itrakonazol hari¢) bu bir dilisyonluk
yikselme MiKgy degerlerinin <1pg/ml olmasini degistirmedi. Itrakonazol ve
yeni triazollerin (vorikonazol, posakonazol, ravukonazol) MiK degerlerinin
<1pyg/ml olmasi, her ne kadar break-point degerleri belirli olmasa da
duyarliigr goésterdigi bildirilmektedir (10,45,58). Dolayisiyla triazoller igin
bizim c¢alismamiza gbére 24. saatte okumanin vyapilabilecegi yanhs
olmayacaktir. Bir imidazol olan ketokonazolde ise, 48. saat geometrik
ortalamalarn iki kata yakin artis gdstermistir. Ancak triazollerin gindeme
gelmesi ile bu ilag degerini kaybetmis ve gunimlzde aspergillozlarda
kullanimi ¢ok az olan bir ila¢ haline gelmistir (22,25). Bu nedenle bu
bulgunun g6z ardi edilebilecegi sonucuna varilmigtir. Her ne kadar

amfoterisin B verileri de 48. saatte cok fazla degismese de, MiK araliklari ve



MiKgo degerlerinde 2, 4, 16 pg/ml gibi yiksek rakamlarla karsilasiimistir. Bu
degerler, amfoterisin B MIK verilerinin de triazoller gibi <1pg/ml olmasinin
daha fazla tercih edilmesi nedeniyle digtundurict degerlerdir (59). Bununla
beraber tablo-8 ve 9 incelendiginde esas problemin A terreus’da oldugu
gorulmektedir. Bilindigi gibi A terreus zaten amfoterisin B'ye direncli bir tGrdir
(60). Ancak A flavus'da da MIK araliklarinda literatiirle cok uyusmayan, 16
ug/mrlik MiK degerleri saptanmistir. Belki de bizim A flavus suslarimizda bir
direnc problemi vardir. Ancak bunu dogrulamak, ya iyi bir klinik korelasyon ya

da in vivo hayvan deneyleri ile mimkandur.

Yirmidérdincl saat degerlendirmesinde, mikrodillisyon sonuglari
gayet rahat okunabilirken, E test yontemi ile 11 susun (% 4,9) iyi Greyemedigi
saptandi. Bu suslarin bes tanesi (%3.7) A fumigatus, U¢ tanesi (%5,4) A
flavus, iki tanesi (%20) A terreus, bir tanesi (%10) A niger idi. Gérlldigu gibi
% 20 oranla en zor Ureme A terreus’da yasandi ve bu tlrln; literatirle de
uyumlu olarak 24. saatte, agar bazl besiyerlerinde (%2 glikoz eklenmesine
ragmen) zor Uredigi sonucuna varildi (43). Bunun 6tesinde amfoterisin B ve
ketokonazol E test verilerinin 48. saatte 24. saate gbre ¢ok fazla yukseldigi
dikkati ¢cekti ve bu yikselme nedeniyle mikrodiliisyonla olan uyum oranlari da
bu ilaclar icin 24. saate gbre distl. Bu bulgu da 24. saatte de okumanin
yararl olacagl sonucunu destekledi. itrakonazol ve vorikonazolde bdyle bir

sorun yasanmadi (Tablo-8 ve 9).

Tablo-8 ve 9 da goérildigu gibi, tim ilaglar ve tim suslar dikkate
alindiginda énceki calismalara benzer sekilde mikrodilisyon ydnteminde
vorikonazol ile en iyi sonuglar alinirken, E test ybntemiyle vorikonazol
duyarliliklari, kaspofunginden sonra ikinci sirada yer almistir (43,45).

Amfoterisin B’nin en etkili oldugu tir A nigerdir. Her iki ydntem ve her
iki inkllbasyon slrelerinde de, MiKs, degerleri <1pg/ml kalmis ve geometrik
ortalamalar da diger turlerden disik olarak tespit edilmistir. En yUksek

degerler ise A flavus ve A terreus ile alinmistir. A terreus’da yuksek degerler



alinmasi dogal kargilanirken, yukarida da bahsedildigi gibi A flavus'daki
yUkseklik literatirden biraz farkhdir ve bu ylUkseklik 48. saatte E test ile daha
belirgin olarak gbéze carpmistir (43). Ancak amfoterisin B break point
degderleri bilinemediginden ve in vivo-in vitro korelasyon hakkinda yeterli bilgi
olmadigindan bu degerleri yorumlamak zordur. Sadece karsilastirmali olarak
ylksek oldugu sdylenehbilir.

Ketokonazol ve itrakonazol ise, kismen amfoterisin B’nin tersi etkide
gérilmekte olup, en iyi sonuglar A flavus ve A terreus’da alinmigtir.
itrakonazol A nigere, ketokonazol ise A fumigatus'a en az etkili olmustur. Bu
bulgular her iki inkiibasyon suresi ve her iki ydntemde de degismeden sabit
kalmis ve literatirle uyumlu bulunmustur (44,58). Vorikonazolin ise etkinligi
tim tarlerde birbirine yakin ve iyidir. Vorikonazolin itrakonazol gibi tire goére
belirli bir yatkinhk géstermemesi, belki de flukonazolin bir tirevi olmasindan
kaynaklanabilir. Eger calisilsaydi itrakonazolin tlrevi olan posakonazolln,

itrakonazol benzeri tar etkinligi olusturabilecegi akla yatkin bir agiklamadir.

Kaspofungin duyarlihigina bu calismada maalesef yalniz E test ile
bakilabilmis ve bu nedenle yontemlerin kiyaslamasi yapilamamigtir. Bununla
beraber E test ile 48. saatte bile tim degerler <0,5 pg/ml altinda kalmistir.
Sadece iki A terreus susu 48. saatte 0,5 pg/ml MiK degeri vermistir. Ancak
mikrodilisyon calisilmadigi i¢in ve E test ydntemi standart yontem olmadig:
icin “en etkili ilag kaspofungin”dir yorumunu yapmak kanimizca dogru
olmayacaktir.

iki test arasindaki uyumlar degerlendirildiginde inkiibasyon siiresiyle
degismeksizin, +1 ve *2 dilisyonlarda en iyi uyumlar tim suslarda
vorikonazol ile alinmistir. Yirmidérdincl ve 48. saatlerde ve =+1/£2
dilisyonlarda sirasiyla %83-97 ve %82-96’lik uyumlar elde edilmis ve bu
oranlarin literattirle benzer oldugu saptanmistir (43). Diger antifungallerde ise
her iki dilisyonda da uyumlar 48. saatte amfoterisin B ve ketokonazolde

diserken itrakonazolde +1 dilisyonda ayni kalmis (%61), £2 dilisyonda ise



%86’ya cikmistir (Tablo-8 ve 9). Yukarida da aciklandigi gibi amfoterisin B ve
ketokonazol E test verilerinin 48. saatte fazla yUkselmesi, uyumun
azalmasinin nedenidir. Bununla beraber +2 dilisyonda uyumlarin kabul
edilebilir dizeye ciktigi saptanmis ve 06zellikle ketokonazolde %100’lUk
sonuglar elde edilmistir. Zaten literatlrlerin ¢ogunda da *2 dilisyondaki
uyumlar kullaniimaktadir (43-46).

Tar duzeyinde iki ydontem arasindaki uyumlar incelendiginde ise, en iyi

verilerin A fumigatusda alindig1 gértlmektedir.

iki yontem arasindaki uyum ne olursa olsun, burada en énemli nokta E
testin, duyarlilik paterninin ilaglar ve tirler arasinda referans mikrodiliisyon
yonteminden farkli olmamasidir. MiK araliklari, MiKsy, MiKgy ve geometrik
ortalamalarda fark olsa da, mikrodilisyon sonuclari ile de ayni yorumlari
yapmak mumkuinddr. Yeni bir yontemin yetersizliginden ancak break-point
degderleri belli oldugu zaman bahsedilebilir. Su an icin break-point degerleri
belli olmadigindan ve E test ve mikrodilisyon ydntemi ile ayni yorumlar
yapilabildiginden, bu calismaya gére de (literatirde oldugu gibi) E testin iyi
bir alternatif oldugu sonucu ¢ikarilabilir (43-47).

SONUC

1- Her ne kadar in vitro antifungal duyarlihk sonuglarinin 48. saatte okunmasi
Onerilse de, bizim verilerimize gére 24. saatte de okumanin yapilmas yararli
olacaktir. Sadece E test ydnteminde bazi suslarin Greme zorlugu gdsterecegi

unutulmamalidir.

2- Bu calismaya gore, referans mikrodilisyon yénteminde en iyi sonuglar
vorikonazol ile alinmistir ve vorikonazollin Aspergillus tlrleri arasinda bir
ayrimi yoktur. Tirlerin %90'nindan fazlasi < 1 pg/ml MiK degeri ile inhibe

olmustur.



3- Kaspofungin E test yéntemi ile vorikonazolden daha diisiik MiK degerleri
vermis olmakla beraber, referans mikrodilisyon yéntemi calisiimadigindan
tam yorum yapmak dogru degildir. Kaspofunginin de vorikonazol gibi tlr
ayrimi yoktur.

4- Vorikonazol ve kaspofungin gibi yeni antifungallerle karsilastinidiginda,
klasik ilacimiz amfoterisin B’nin MiK degerleri daha yiiksek bulunmustur. Bu
yukseklik A flavus ve A terreusda belirgindir. A terreus nadir etken oldugu ve
zaten amfoterisin B’ye direngli kabul edildiginden, A flavusdaki yUkseklik
bizce daha 6énemlidir. Bununla beraber bu direncin in vivo yansimasini

tahmin etmek su asamada mimkuin degildir.

5- Vorikonazolden daha eski bir triazol olan itrakonazolin sonuglari
vorikonazole yakindir ve vorikonazole bir alternatif olabilir. Ancak bu ilacin
kotl farmakokinetigi kullanimini kisitlamakta ve klinik kullanimda ilag yetersiz
kalmaktadir. Hendz Ulkemizde bulunmayan intra-ven6z formu getirilirse,

kanimizca invaziv aspergilloz tedavisinde bu ila¢ da bir se¢cenek olacaktir.

6- E test verileri her ne kadar mikrodillisyondan biraz farkli olsa da, yukarida-
ki yorumlari aynen E test ile de yapmak mumkin olacagindan mikrodilisyona

daha kolay ancak daha pahali bir alternatifdir.
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