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Sistemik Klinik Orneklerden Uretilen Aspergillus Tirlerinin  Antifungal

Duyarliliklarinin Farkh Yontemlerle Arastiriimasi
OZET

Emine Korkmaz, Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakdltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim

Dali, basemine40@gmail.com

Aspergillus tarlerinin, bagisikhk sistemi baskilanmis kisilerde élimcul enfeksiyonlara
yol agmasi ve son yillarda antifungallere direng oraninin artmasi nedeniyle antifungal
duyarlilik testlerinin 6nemi artmistir. Calismamizda Aspergillus tirleri igin disk
difuizyon (DD) ve gradient difizyon (GD) yontemlerini, referans duyarlilik yontemi
olan sivi mikrodilisyon (SMD) ydéntemi ile karsilastirmayr amacladik. Ayrica
amfoterisin B (AMB), itrakonazol (iTZ), vorikonazol (VOR) ve kaspofungine (KAS)
karsi duyarlilik durumunu ve MIK degerlerini belirleyerek (lkemiz epidemiyolojik
verilerine katkida bulunmay! ve hastanemizde Ureyen Aspergillus turlerinde direng

oranlarini belirleyerek ampirik tedaviye yon vermeyi hedefledik.

Yontem: Calismada 62 A. fumigatus, 28 A. flavus ve 16 A. terreus izolati (toplam
106 Aspergillus izolati) yer aldi. Calismaya dahil edilen Aspergillus izolatlari,
geleneksel yontemler ve Matriks lliskili Lazer Dezorpsiyon lyonizasyon Ugus Zamani
Kitle Spektrometresi (MALDI-TOF MS) ile tanimlandi. Tum izolatlarin DD, GD ve
SMD yoéntemi ile AMB, VOR, ITZ ve KAS’a kargi duyarlliklar belirlendi. SMD
yonteminde RPMI 1640 sivi besiyeri, DD ve GD yonteminde saf Mueller Hinton agar
(MHA) kullanildi.

Bulgular: Calismamizda SMD yéntemi ile en diisiik MiIK/MEKgo degerleri VOR ve
KAS (sirasiyla 0.5 ug/ml ve 0.06 pg/ml) ile saptandi. AMB ve ITZ MiKgo degerleri ise
2 pg/ml olarak bulundu. Tur duzeyinde inceledigimizde, A. flavus ve A. terreus
izolatlarinin AMB MiKeo degerleri (sirasiyla 2 pg/ml ve 4 pg/ml), A. fumigatus
izolatlarindan (1 pg/ml) yiiksek saptandi. A. flavus ve A. terreus izolatlarinin iTZ
MiKeo degerleri 1 pg/ml olup, A. fumigatus izolatlarindan (2 pg/ml) daha disik
bulundu. Tum tirlerin ITZ MIK degerlerinin literatlrle kargilagtirdiriidiginda yillar

iginde artis gosterdigi saptandi.

GD yodntemini SMD yontemi ile karsilastirdigimizda +2 dilisyonda temel uyum
oranlari, AMB, VOR, iTZ ve KAS icin sirasi ile %91.6, %99.1, %100 ve %38.6 olarak
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saptandi. KAS ile temel uyum oranlari dusuk bulunmasina ragmen kategorik uyum

oranlari yuksek bulundu.

DD yoéntemi SMD yontem ile karsilastiriidiginda kategorik uyum oranlari AMB, VOR,
ITZ ve KAS igin sirasi ile %65.1, %99.1, %77.3 ve %100 olarak saptandi.

GD yoOntemini SMD yontemi ile karsilastiniidiginda tim tlrler bir arada
degerlendirildiginde kategorik uyum oranlari AMB, VOR, ITZ ve KAS igin sirasi ile
%79.2, %99.1, %87.8 ve %100 olarak saptandi. GD yontemi kategorik uyum oranlari,
DD ydénteminin AMB ve ITZ uyum oranlarindan yiiksek olup VOR ve KAS icin her iki

yontemde ayni bulunmusgtur.

Sonug: Saptanan yuksek temel ve kategorik uyum oranlarina gére GD yonteminin,
SMD yontemine iyi bir alternatif olabilecedini diisinmekteyiz. Ayrica GD yéntemi igin
kullandigimiz saf MHA, diger besiyerlerine gore daha ucuz ve kolay ulasilabilir

olmaslyla avantaj saglamaktadir.

CLSI M51-A DD yodntemini SMD yodntemiyle karsilastirdigimizda tim ilaglar igin
yiiksek uyum oranlari saptandi. Fakat AMB ve iTZ uyum sonuclari diger ilaglara gore
daha duslk saptanmistir. Bu sonuclara gore DD yontemi de SMD ydntemine bir
alternatif olarak dusUnilebilir fakat AMB ve ITZ sonuglari daha dikkatli

yorumlanmalidir.

Anahtar kelimeler: Aspergillus, antifungal duyarhlik, sivi mikrodilisyon, gradient

difuizyon testi, disk diflizyon, amfoterisin B, itrakonazol, vorikonazol, kaspofungin



Investigation of Antifungal Susceptibility of Aspergillus Species Isolated from

Systemic Clinical Specimens with Different Methods
ABSTRACT

The importance of antifungal susceptibility tests has increased due to the fact that
Aspergillus species cause fatal infections in immunocompromised individuals and the
resistance rate to antifungals has increased in recent years.In our study, we aimed to
compare the disc diffusion (DD) and gradient diffusion (GD) methods for Aspergillus
species with the broth microdilution (SMD) method, which is the reference
susceptibility method.In addition, we aimed to contribute to the epidemiological data
of our country by determining the susceptibility status and MIC values for
amphotericin B (AMB), itraconazole (ITZ), voriconazole (VOR) and caspofungin
(CAS) and to guide empirical treatment by determining the resistance rates in

Aspergillus species isolated in our hospital.

Method: Sixty-two A. fumigatus, 28 A. flavus and 16 A. terreus isolates (a total of
106 Aspergillus isolates) were included in the study. Aspergillus isolates included in
the study were identified by conventional methods and Matrix Associated Laser
Desorption lonization Time-of-Flight Mass Spectrometer (MALDI-TOF MS). The
susceptibilities of all isolates to AMB, VOR, ITZ and CAS were determined by
performing DD, GD and SMD methods. RPMI 1640 broth was used in the SMD
method, and nonsupplemented Mueller Hinton agar (MHA) was used in the DD and
GD methods.

Results: In our study, the lowest MIC/MECqo values were determined for VOR and
CAS (0.5 pg/ml and 0.06 pg/ml, respectively) with SMD method. AMB and ITZ MICgo
values were found to be 2 pg/ml. When we analyzed at the species level, A. flavus
and A. terreus isolates had higher AMB MICg values (2 pg/ml and 4 pg/mi,
respectively) than A. fumigatus isolates (1 pg/ml). ITZ MICoeo values of A. flavus and
A. terreus isolates were 1 pg/ml and were found lower than A. fumigatus isolates (2
pg/ml). It was determined that ITZ MIC values of all species have increased over the

years when compared with the literature.



When we compared the GD method with the SMD method, the essential agreement
rates at £2 dilution were found to be 91.6%, 99.1%, 100% and 38.6% for AMB, VOR,
ITZ, and CAS, respectively. Although essential agreement rates with CAS were low,

categorical agreement rates were high.

When the DD method was compared with the SMD method, categorical agreement
rates were found to be 65.1%, 99.1%, 77.3% and 100% for AMB, VOR, ITZ, and
CAS, respectively.

When the GD method was compared with the SMD method, the categorical
agreement rates were found to be 79.2%, 99.1%, 87.8% and 100% for AMB, VOR,
ITZ and CAS, respectively if all species were evaluated together. The categorical
agreement rates of the GD method were higher than the AMB and ITZ agreement
rates of the DD method while they were found to be the same in both methods for
VOR and CAS.

Conclusion: According to the high essential and categorical agreement rates, we
think that GD method may be a good alternative for SMD method. Furthermore,
nonsupplemented MHA which we used for GD method provides an advantage as it is
cheaper and easily accessible than other media.

When we compared CLSI M51-A DD method with SMD method, high agreement
rates were found for all drugs. However, AMB and ITZ agreement results were found
to be lower than other drugs. According to these results, DD method can also be
considered as an alternative to SMD method, but AMB and ITZ results should be

interpreted more carefully.

Keywords:Aspergillus, antifungal susceptibility, broth microdilution, gradient diffusion

test, disc diffusion, amphotericin B, itraconazole, voriconazole, caspofungin



GiRiS VE AMAC

Aspergillus turleri dunyada en fazla bulunan mantarlar arasinda olup mantar
enfeksiyonu olan hastalar arasinda en ylksek &lim oranina neden olan
patojenlerdendir (1). Aspergillus turleri, genellikle badisiklik sistemi baskilanmis
kisilerde hayati tehdit eden invaziv enfeksiyonlara, bagisiklik sistemi normal kigilerde
kronik enfeksiyonlara ve hipersensitivite reaksiyonlarina egilimli kisilerde ise alerjik
reaksiyonlara neden olabilen firsat¢i bir patojendir (2). Aspergillus enfeksiyonlarinin,
genellikle organ nakli veya kok hucre nakli gecgirmis kisiler gibi bagisiklik sistemi
baskilanmis kisilerde ortaya ¢ikan, en sik akcigerlerde olmak Uzere diger organlarda

da ciddi enfeksiyona neden olan formuna invaziv aspergillozis (IA) denmektedir (3,4).

Her yil 200.000'den fazla hastada iA gelismektedir (5). Bu hastalardan izole
edilen en yaygin tir A. fumigatus olup, A. flavus bu tirt takip etmektedir (6). Ayrica,
Aspergillus tirlerinin dogru bir sekilde tanimlanmasiyla insanlarda iA vakalarinda

raporlanan nadir turlerin sayisi artmaktadir (7).

IA vakalarinin tedavisinde ve profilaksisinde ilk secenek olarak triazol antifungal
ilaclar olan itrakonazol (ITZ), vorikonazol (VOR) ve posakonazol (PSZ) énerilmektedir
(8,9). Fakat son on yilda azole direngli A. fumigatus izolatlari saptanmaya baglamigtir
ve sayilari giderek artmaktadir. Azole direncli bu izolatlar, genellikle uzun sireli azol
tedavisi alan, bir ile otuz aylik tedaviden sonra edinilmis direnc gelistiren ve invazif
olmayan aspergillozlu hastalarda daha sik gorulmektedir. Bu direncli izolatlar,
multiazole direngli fenotip sergileyebilir ve altta yatan diren¢ mekanizmasi da siklikla
cyp51A genindeki nokta mutasyonlarini icerir (10). Bir baska direng modeli ise, daha
once azol tedavisi almayan akut aspergillozisli hastalarda saptanmistir. Bu
hastalarin, buyuk olasilikla c¢evresel kaynaklardan direngli izolatlar aldigi
dusunulmektedir. Bu direngli izolatlarin tarimda yaygin kullanilan azol antifungallere

bagl ortaya ciktigina dair veriler bulunmaktadir (11).

Antifungal duyarli suslardan direngli olanlari ayirmak igin ¢esitli antifungal
duyarlihk testleri gelistiriimigtir. Bunlar arasinda en c¢ok kullanilanlari, sivi
mikrodilisyon (SMD), disk difiizyon (DD) ve gradient diftizyon (GD) testleridir. Altin
standart olarak kabul edilen SMD ydntemi icin “Clinical and Laboratory Standarts
Institute” (CLSI) ve “European committee on Antimicrobial Susceptibility Testing”

(EUCAST)'In yayinladigi standartlar bulunmaktadir. Fakat yogun emek isteyen bir
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test oldugundan dolayi laboratuvarlarin gogu bu testi calismamaktadir. Bu nedenle,
yerel Minimal inhibitér Konsantrasyon (MiK) degerleri hakkindaki veriler de
yetersizdir. Ancak, saglik kuruluglari dénem doénem klinik érneklerden Uremis olan
Aspergillus izolatlari i¢in antifungal duyarlilik testi ¢calisarak kendi antifungal duyarlilik
profillerini belirlemelidir. Birgok arastirmaya ragmen antifungal duyarl suslardan
direngli olanlari ayirmak igin kolay ve wucuz bir in vitro duyarhlik ydntemi

gelisgtiriimemistir (12).

CLSI, 2010 yihinda dermatofit olmayan filamentéz mantarlarin DD ydntemi ile
antifungal duyarhlik testi icin bir standart (M51-A) yayinlamigtir. Bu belge, firsatgi
kuflerin triazollere, amfoterisin B (AMB) ve kaspofungine (KAS) duyarlihdinin test
edilmesi i¢in gerekli basamaklari agiklamaktadir (13). Ayrica son zamanlardaki bazi
calismalarda da SMD ve DD yodntemine bir alternatif olarak GD yodntemi
geligtiriimigtir. En yeni triazol ila¢ olan isavukonazol dahil olmak Uzere tim
onaylanmis antifungal ilaclar icin GD stripleri bulunmaktadir. Bu yodntemin
kullaniminin kolay olmasi disinda bir avantaji da MiK degerini belirleyerek antifungal

duyarlihgi 6lgcebilmesidir (14).

Bu calismada, Asperqgillus turlerinin duyarliliklarini belirlemede, DD ve GD
yontemlerini referans duyarlilik yéntemi olan SMD yontemi ile karsilastirmayi ve
arastirmamizda yer alan izolatlarin AMB, iTZ, VOR ve KAS’a kars! duyarlliklarini
belirlemeyi amacladik. Calismamiz verilerinin, Turkiye epidemiyolojik verilerine ve
hastanemizdeki Aspergillus enfeksiyonlarinin ampirik antifungal tedavisi segimine

katkida bulunacagini duginmekteyiz.

1. GENEL BILGILER

Hyalen kiflerin olusturdugu hastalik tablolari gesitlilik gosterir ve nasil bir klinik
tablonun gelisece@i konagin bagisiklik durumuna bagli olarak degisir. Enfeksiy6z
mantarlarin girisi solunum yolu, kontamine cerrahi aletler, intraokuler lensler,
protezler, rutin saglik bakimi ile iligkili diger kontamine materyaller yoluyla

gerceklesebilir (15).

Aspergillus turleri, yerytziinde yaygin olarak bulunan kiaf mantarlari olup dogal

yasam ortamlari toprak ve c¢uruyen bitki materyalleridir. Bu mantarlar, urettikleri
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enzimler sayesinde tum organik maddeleri ayristirarak kullanir ve saprofit olarak
yasarlar. Fakat uygun kosullar olustugunda bitki, hayvan ve insanlarda patojen hale
gecebilirler (16,17).

IA olgularinda mortalite %50’nin Uzerindedir. Ayrica kemik iligi nakli yapilan
hastalarda en uygun antifungal tedavi uygulansa bile mortalite oranlari daha da
yukselebilir (18,19). Altta yatan hastalik ve enfeksiyon bdlgesi ana prognostik
faktorler olsa da, son on yilda iA mortalitesinde azalma gdzlenmistir ve bu durum,
diger faktorlerin yani sira azol tedavisine baglanmistir (19-21). Fakat azol tedavisi ile
elde edilen bu sonug, Aspergillus tirlerinde ortaya g¢ikan azol direnci nedeniyle
kaybedilme tehdidi altindadir. Azol grubu, farkli aspergilloz klinik tablolari igin ilk
tedavi secenegi olarak oOnerilmektedir ve baska oral tedavi secenegi
bulunmamaktadir (21,22). AMB’nin lipid formulasyonlari ve ekinokandinleri de iceren
diger tedavi secgenekleri fataliteyi Onlemede azoller kadar etkili bulunmamistir
(18,19,22).

1.1. Aspergillus Cinsi Mantarlarin Genel Ozellikleri

Aspergillus cinsi mantarlar, Ascomycota filumunda, Evascomycetes sinifinda,
Eurotiales takiminda, Trichocomaceae ailesinde siniflandiriimistir. Uzun vyillardir
bilinen anamorf (eseysiz, aseksuel) sekli ile beraber son yillarda telemorf (eseyli,
seksuel) sekilleri de tanimlanmistir (15).

Hifler (filamentdz uzantilar) ve sporlar (aseksuel sporlar; konidiya, klamidospor
vb; seksuel sporlar; askospor) yardimiyla, asekstel ve seksuel olarak Ureyebilir.
Ancak seksuel ureme fazini laboratuvarda gostermek kolay degildir. Bundan dolayi
izolatlarin tanimlanmasi, besiyerlerinde Uretildikten sonra hif ve konidiyasi yardimiyla
yapilmaktadir (15,23,24).

Aspergillus fumigatus diinyada IA olgularinin cogundan sorumlu olan tiirddir.
Diger en sik gorilen patojen turler A. flavus ve A.niger’dir. A. terreus gittikge artan
oranda bildiriimektedir (15).

Aspergillus spp. enfeksiyonlarinin tir dizeyinde tanimlanmasi, tarlerin farkl
direnc paternleri nedeniyle klinik olarak énemli olabilmektedir. Cogu rutin laboratuvar,
kif mantarlarinin tanimlanmasi igin makroskopik ve mikroskopik morfolojik 6zellikleri
kullanmaktadir. Bu nedenle, c¢ogu klinik izolat tir kompleksi diizeyinde

tanimlanmaktadir (25).



1.2. Aspergillus Cinsi Mantarlarin Morfolojik Ozellikleri

Yaklasik 350 cesit tirden olusan Aspergillus cinsi diinyadaki en yaygin mantar
cinslerden biridir (26).

1.2.1. Mikroskobik yapi

Aspergilllus turlerinde, boélmeli (septali) hifler ve dallanma gdstermeyen
konidyoforlar bulunur. Konidyoforlar u¢ kisminda genigleyerek vezikil denen yuvarlak
bir kesecik halini alir. Vezikll ylzeyinin timd veya bir bolima siseye benzer bir
sterigmata ile ortulmagstur. Sterigmatalardan da yuvarlak, dizgun veya purizli
konidyumlar olugur. Konidyum yapici hucreler olan fiyalidler ya dogrudan vezikulin
Uzerinden (uniseriat) veya metulalarin tzerinden (biseriat) dogarlar ve altindaki sap
“stibe” denilen yapi, hicre ile birlikte konidyumlu basi olusturur (15,27,28).

Aspergillus tarlerinin mikroskobik gorinumu Sekil 1’de verilmistir.
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Sekil 1: Aspergillus turlerinde mikroskobik gériiniim (29)

1.2.2. Koloni gérinima

Koloni yuzeyleri baglangigta beyaz olup sonrasinda turlere gore sari, yesil,
kahverengi veya siyah gibi renklere donusebilmektedir. Koloni yluzeyi pamugumsu
veya kadifemsi gorinimde olabilir. Koloni tabani da beyaz, sari, kahverengi
olabilmektedir. Aspergilllus tirleri arasinda koloni gérinimleri yéntnden farkliliklar
vardir (30). Aspergillus fumigatus kolonileri, tipik olarak mavi-yesil renkte yogun

konidyoforlardan olusan slet benzeri bir ylizeye sahiptir (Sekil 2). Aspergillus flavus
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kolonileri, granuler, yassi yapida, genellikle radyal oluklar iceren ve ilk basta sari,
ancak zamanla parlak koyu sari-yesil renge dénen koloniler seklindedir (Sekil 3).
Aspergillus niger kolonilerinin yiizeyi siyah kenarlari beyaz renkte, yinlu yapida, arka
yuzl beyaz ile krem renktedir (Sekil 4). Aspergillus terreus kolonileri, tipik olarak suet
benzeri gorinumde, targin, deve tiuyu gibi kum-kahverengi renkte olup tersten
bakildiginda ise rengi saridan koyu kahverengiye doénusmektedir (Sekil 5) (29).
Tablo 1’de en sik goértlen Aspergillus tirlerinin makroskobik ve mikroskobik gériiniim
Ozellikleri verilmistir. Ayrica Sekil 2-5’de koloni gorunumleri ve konidial bas morfolojisi

gosterilmigtir.

Tablo 1: En sik gorulen Aspergillus tarlerinin tanimlanmasi (30)

Turler Patojenite Makroskopik Mikroskopik Mikroskopik
morfoloji morfoloji morfoloji
‘konidyofor’ ‘fiyalid’
A. fumigatus Aspergillozisin  en | Kadifemsi veya toz | Kisa (<300 um) Uniseriat, genellikle
yaygin nedeni seklinde, Duz yalnizca vezikdlin
ilk beyaz renkli, Ust Ucte ikisinde,
sonrasinda koyu konidyofor eksenine
yesil, gri renge paralel
donebilir
A. flavus Genellikle Kadifemsi, saridan | Degisen  uzunluk, | Uniseriat ve
kontaminant, fakat | yesile veya | Duzensiz, c¢ukurlu | biseriat, vezikilin
hastaliklarin nedeni | kahverengiye dikenli tumiind kaplar,
de olabilir; yaygin | donebilir her yéne yonelir
olarak aflatoksin ile
iligkili
A. niger Genellikle Yunld, ilk beyazdan | Uzun Biseriat, vezikilin
kontaminant olarak | sariya, sonra siyaha | Diiz tamamini kaplayan
bilinmesine ragmen, | doner radyal bag
ciddi hastaliklarda
etken olabilir
A. terreus Genellikle Genellikle Kisa (<250um) Biseriat, kolumnar
kontaminant, fakat | kadifemsi, tarcin | Dlz yapida
hastaliklara da | renginde
neden oldugu
bilinmektedir




Sekil 3: Aspergillus flavus (a) kultar, (b) konidyal bas morfolojisi (29)
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Sekil 5: Aspergillus niger (a) kdltir, Sekil 4: Aspergillus terreus (a) kultdr,
(b) konidyal bag morfolojisi (29) (b) konidyal bas morfolojisi (29)

1.3. Aspergillus Turlerinin Tanimlanan Virtlans Faktorleri

Aspergillus turlerinin hastalik olusturabilmesi igin, konak dokusuna tutunmasini,
dokuya penetrasyonunu kolaylastiran ve fagositik hiicreler gibi savunma elemanlarini
etkisiz hale getirmesini saglayan bazi 6zelliklere sahip olmasi gerekmektedir. Bunun
icin su ana kadar yapilmis olan ¢alismalarda, adezinler, pigment olusturma 6zelligi,
toksik molekiller ve ekstraseliler enzimler Aspergillus tlrlerinde olasi virtlans
faktorleri olarak bildiriimektedir (31).
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1.3.1. Adezinler

Aspergillus konidyumlari fibrinojen, laminin, kompleman, fibronektin, albimin,
immunoglobudlinler, kollajen ve surfaktan gibi konakta dolasimda veya bazal
membrana bagli halde bulunan ¢esitli proteinlere baglanirlar (32). Bu baglanma 6zgul
olmayan fizikokimya etkilesimler ve/veya 6zgul reseptor ligand tanima ile gergeklesir.
A. fumigatus konidyumlarinin en dis tabakasi, konidyumlara hidrofobik 6zellik
kazandiran rodlet tabakasi ile kapli melaninden olusur. Bu rodlet tabakasinda
bulunan hidrofobik proteinlerin  (hidrofobinler), bagisiklik sistemi tarafindan

konidyanin taninmasini maskeledigi saptanmigtir (31)

1.3.2. Toksinler

Aspergillus turleri aflatoksin, okratoksin A, fumagilin ve gliotoksin gibi toksik
ikincil metabolitler sentezlemektedir. Bu metabolitlerden Uzerinde en fazla durulani
gliotoksindir. Gliotoksin, akut toksisiteye neden olur. Ayrica makrofaj fagositozunu
inhibe edici, makrofaj DNA’siniI pargalayici ve makrofajlarin apopitozunu indikleyici
etkisi bulunmaktadir. T ve B hicrelerinin aktivasyonunu bloke eder. Bu etkileri ile
bagisiklik sistemini baskilar. A. fumigatus ile enfekte hayvan ve insanlarda saptanan
en dusik gliotoksin konsantrasyonu bile in vitro etkinlik gosterecek kadar yuksek
dlzeyde saptanmistir (31). Bir bagka dnemli metabolit, Aspergillus flavus, Aspergillus
parasiticus ve Aspergillus nomius kifleri tarafindan Uretilen aflatoksindir. Aflatoksin,
gida kaynakh enfeksiyonlara neden olmasi agisindan énemlidir (34,35). Kontamine
yemlerin yenmesi sonucu hayvanlarda hastaliklara neden olan aflatoksin, bu
hayvanlarin et, yumurta ve sitlerinin tlketilmesi sonucu insanlari enfekte
edebilmektedir. Aflatoksinle kontamine yemlerin tuketimi hayvan sagligini ve tGretimini
olumsuz etkilemektedir. Bu toksinler akut dlimlerden kronik hastaliklara kadar genig

hastalik yelpazesine neden olabilirler (36,37).

2.3.3. Pigment uretimi

A. fumigatus sporlarinin hicre duvarinda bulunan dihidroksinaftalen (DHN)
melanin, yesil-koyu gri renk olugturur. Melanin, ultraviyole i1sinlarina, enzimatik lizise,
asiri 1s1 derecelerine ve infeksiyon sirasinda reaktif oksijen tlrevlerine karsi
koruyuculuk saglar (38).

Dihidroksinaftalen melanin biyosentezinde islev goren poliketid sentaz ve

sitalon dehidrataz enzimlerini kodlayan albl ve arpl genleri bulunmaktadir. Bu
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genlerin hasara ugratildigli bir calismada elde edilen beyaz renkli A. fumigatus
konidyumlarinin, komplemana daha kuvvetli baglandi§i ve duvarinin daha gegirgen
oldugu gdsterilmistir. Buna badli olarak A. fumigatus’'un yesil pigment Ureten
suslarinin Uretmeyen suslara gore daha patojen oldugu saptanmistir (39,40).

Buraya kadar bahsedilen virulans faktorlerinin varligi konusunda tartismalar
surmektedir. Aspergillus tirlerinin virilans faktorleri arasinda daha kesin kanitlara

sahip olan enzimlerdir.

1.3.3. Enzimler

Konak hlicre membranlari protein ve fosfolipidlerden olusmaktadir. Bu nedenle,
aspergilloz patogenezinde Aspergillus tirlerinin proteinaz ve fosfolipaz aktivitesine
sahip enzimleri Gzerinde dikkatle durulmaktadir.

insan pulmoner hiicre dizisinde, A. fumigatus tarafindan retilen proteinazlarin
proinflamatuvar sitokin salinimini indikledigi ve solunum yolu epitel hicrelerinin
ayrilmasina neden oldugu gosterilmistir (41).

Elastin, akciger dokusunun %28’ini olusturan major yapisal bilesenlerinden biri
oldugu icin, Aspergillus turlerinin elastinolitik aktiviteye sahip proteinazlarinin
(elastaz) akciger dokusuna invazyonda o6nem tasidigi bilinmektedir. Elastaz
aktivitesine sahip olan ve olmayan cevresel A. fumigatus izolatlari, bagdisiklik sistemi
baskin fare modellerinde invaziv pulmoner aspergilloz gelisimi agisindan
karsilastiriimisgtir. Elastaz aktivitesine sahip olmayan suslarin avirulan oldugu
saptanirken, elastaz Ureten suslarin, farelerde 48-96 saat icinde 6liime neden oldugu
ve akciger dokusunda hifal yapilar ve alveoler nekroz olusturdugu saptanmistir (32).

Bagka bir calismada elastaz aktivitesi, klinik 6rneklerden izole edilen Aspergillus
tirlerinde arastirilmis ve invaziv hastaliktan sorumlu olan tim suslarin elastaz
aktivitesine sahip oldugu gosterilirken, elastaz Ureten her susun invaziv hastalik
tablosundan sorumlu olmadigi ortaya konulmustur. Ayrica, elastaz aktivitesinin varhgi
tir dizeyinde de incelenmis ve A. fumigatus ve A. flavus izolatlarinin %90’indan
fazlasinin elastaz aktivitesine sahip oldugu saptanmistir (42).

Diger onemli virulans faktoru olarak kabul edilen enzimler, asit proteinaz ve
fosfolipazlardir. Asit proteinaz , akciger dokusuna kolonizasyonda ve/veya sivisal
bagisiklik ile ilgili faktorlerin etkisizlestiriimesinde rol oynarken, fosfolipidlerin
indirgenmesinde rol oynayan fosfolipaz, epitelyal hasara neden olmaktadir (31). Bu

nedenle Aspergillus turlerinde virtlans faktorlerinin arastiriimasi, hastaligin seyri
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acisindan prognostik degere de sahip olabilir.

1.4. Aspergillus Turlerinin Klinik Onemi

IA enfeksiyonlari, 6zellikle transplant alicilarinda ve hematolojik ya da diger
maligniteler nedeniyle kemoterapi alan hastalarda, yuksek morbidite ve mortalite
oranlariyla birliktelik gosterir (15).

Yuksek riskli hastalardan Aspergillus tirlerinin izole edilmesi sonrasi, bu
hastalardaki enfeksiyon varligi konagin durumuna bagh olarak, invaziv enfeksiyonla
birliktelik goOsterebilir. Aspergillus tarleri rutin olarak solunum vyolu, deri ve diger
orneklerden izole edilebildikleri icin klinik 6rneklerden izole edilen herhangi bir
Aspergillus tarinin patolojik 6neminin degerlendiriimesi, pozitif radyolojik veya
bilgisayarli tomografi bulgularinin varliginda bile zor olabilmektedir. Gergek pozitif
kulturlerin yalanci pozitif kultarlerden ayriminda klinik ve radyolojik bulgular yararhdir.
“‘European Organization for Research and Treatment of Cancer Mycoses Study
Group Criteria” (EORTC/MSG - Avrupa kanser arastirma ve tedavi 6rgutl ve mikoz
calisma grubu) tarafindan konsensus kararlari tanimlanmistir. Burada konak
faktorleri, klinik semptom ve bulgular, laboratuvar sonuglari degerlendirilerek hastalar
kanitlanmisg, yuksek olasilikli, disik olasilikl invaziv enfeksiyona sahip olanlar olarak
gruplanmistir. Fakat bu tanimlar, Kklinik ve epidemiyolojik arastirmalar igin
kullaniimakta olup gunluk tip pratiginde kullaniimalari gigctur (43).

Aspergillus tdrleri, konagin Ozelliklerine bagl olarak ¢ok farkli hastalik
tablolarina neden olabilir (15,22). Ana giris ve enfeksiyon bolgesi solunum yolu olsa
da, penetrasyon ve enfeksiyon icin diger odaklarda da enfeksiyon tarif edilmigtir.
Aspergillozun klinik belirtileri degiskenlik gosterir ve kolonizasyon ve invazyonun yeri
ile boyutuna goére U¢ ana kategoriye ayrilabilir. Bunlar, alerjik reaksiyonlar, kronik
pulmoner aspergilloz ve iIA'dur. IA, degisik organlarin da tutulabildigi, ancak temel
tutulumun akciger dokusu oldugu bir klinik tablodur. Aspergillus turleri ayrica - gozler,
kulaklar ve cilt gibi bolgelerde - sistemik bir enfeksiyona neden olmadan konakgiyi
kolonize edebilir, ancak bu tir vicut bdlgelerinde invaziv olmayan Aspergillus
raporlari ¢cok daha nadirdir (44). Tablo 2’de Aspergillus turlerinin olusturdugu
enfeksiyonlar siniflandirilip listelenmigstir (15).

14



Tablo 2: Aspergillus enfeksiyonlarinin siniflandiriimasi (15)

1. Saglkh konakta hastalik
A. Toksikoz ve Mikotoksikoz
a. Mikotoksinlerin alinmasi
b. Diger metabolitlerin alinmasi
B. Alerjik tablolar
Alerjik astim
. Alerjik rinit

a.
b
c. Alerjik sintizit
d. Ekstrensek alerjik alveolit
e. Asiri duyarhlik pnémonisi
f.  Alerjik bronkopulmoner aspergilloz
C. Yuzeysel ve invazif olmayan enfeksiyonlar
a. Deri enfeksiyonlari
b. Otomikoz
c. Sinuzit
d. Saprofitik bronkopulmoner aspergilloz
e. Trakeobronsit
D. Invazif enfeksiyon

a. Tek organ

b. Coklu organ ( yayilim gosteren )

2. Doku hasari veya yabanci cisim ile ilgili enfeksiyon
Keratit ve endoftalmit

Yanik yarasi enfeksiyonu

Osteomiyelit

Prostetik kapak endokarditi

Damar greft enfeksiyonu

Aspergilloma (mantar topu)

. Ampiyem veya plevral aspergilloz

r o mmoow»

Peritonit




3. Bagisiklik sistemi bozulmusg konakta enfeksiyon

A. Primer deri aspergillozu

B. Sino-orbital enfeksiyon

C. Pulmoner aspergilloz
a. Invazif trakeobronsit
b. Kronik nekrotizan pulmoner aspergilloz
c. Akut invazif pulmoner aspergilloz

D. Santral sinir sistemi aspergillozu

E. invazif (yayihm gdsteren) aspergilloz

F. Gastrointestinal infarkt (nadir)

1.5. Aspergillozis Tani

invaziv akciger aspergillozunun tanisini koymak zordur ve genellikle Klinik,
kaltdr, radyoloji ve direk antijen bulgularinin bir arada degerlendiriimesini gerektirir.
Mantar kalttrd icin balgam, bronkoalveolar lavaj (BAL) sivisi ve steril olmayan diger
alt solunum yolu érnekleri alinabilir; fakat bu boélgelerden izole edilen Aspergillus
turlerinin kontaminasyon ve kolonizasyonu yansitabilecekleri bilinmelidir. Aspergillus
turleri ile ilgili enfeksiyon kaniti en yuksek olan bulgular; biyopsi ile alinan akciger
dokusu gibi, normalde steril olan yerlerden organizmanin izole edilmesi ve hif
elemanlarinin dokuda histopatolojik olarak gdsterilmesi ile elde edilebilir (15). Kisaca
Aspergillus tdrlerinin laboratuvar tanisinda kullanilan yontemler tablo 3’de
gOsterilmigtir.

Ornekten kiifleri Urettikten sonra laboratuvarlarda tanimlama islemleri genel
olarak fenotipik 6zelliklere dayanmaktadir. Farkh ortam ve sicakliklarda biylime de
dahil makromorfolojik kriterlerin yani sira konidya sekli, sporlar, micel yapilari gibi
mikromorfolojik kriterleri de degerlendirmek icin yeterli blylme ve sportlasyon
gereklidir. Fakat bu geleneksel tanimlama yoOntemlerinin bazi dezavantajlari
bulunmaktadir. Bu dezavantajlar, sonug igin nispeten uzun bir zaman gerektirmesi,
kif izolatlarinin morfolojik dediskenligi nedeniyle, laboratuvar personelinde bireysel
uzmanhk gerektirmesi ve bazi kuf izolatlarinin karakteristik yapisal 6zelliklerini
laboratuvar kosullarinda gelistirmemesi seklinde aciklanabilir. Belirtilen bu

dezavantajlar tanimlamayi engeller veya yanlis tanimlamalara yol acgar (45).
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Tablo 3: Aspergillus turlerinin laboratuvar tanisinda temel yaklagimlar (46)

Test

Ornekler

Avantajlan

Dezavantajlar

Direk mikroskopi

Solunum yolu
ornegi

Duguk maliyetli

Duyarliligi diguk, yogun
emek isteyen bir test

Kualttr

Solunum yolu
ve doku ornegi

Duguk maliyetli
ileri testlere imkan
saglamakta

Duyarli degil

Histopatoloji Doku Ornegi Kanitlanmig tanitya imkan | Biyopsi dokusu gerekli
saglar
Galaktomannan(GM) | Serum, BAL Duyarli Antifungal tedavi
ornegi Ornekler kolay elde edilir | altindaki hastada

duyarlih@r dusuk

B-D-glukan(BDG) Serum 6rneg@i | Duyarli Ozgulluga disik
Ornekler kolay elde edilir
PZT (DNA varhgi)’ Herhangi bir Duyarli Yogun emek isteyen bir
ornek Herhangi bir 6rnege test
uygulanabilir Pahall

* PZT: Polimeraz zincir tepkimesi

1.5.1. Direk Mikroskopi

Aspergillozisin tanisi i¢in en basit yontemlerden birisidir. Aspergillus’lara ait hif
elemanlari ve hif morfolojileri, icinde kalkoflor beyazi veya blankofor P gibi floresan
bilesikler bulunan ya da bulunmayan rutin KOH preparatlar ile incelenebilir (15).
IA’nin tanisi igin blankofor P kullanilarak yapilan ¢alismada duyarlilik %88, 6zgulliik
%99 saptanmigtir. Ayni c¢alismada kultar igin duyarlilk %76 ve 06zgullik %99
saptanmis olup optik aydinlatici kullanildigida tanisal performansin yuksek oldugu
vurgulanmistir (22,47). Fikse dokularda ise gomori metenamin gimusleme ve
periyodik asit-Schiff (PAS) boyasi kullaniimaktadir. Aspergillus turlerinin teshisi igin
bu boyalara ek olarak gram boyasi veya KOH preparatlarindaki fenotipik 6zellikler,
kultir yoklugunda etken olabilecek mantarlar igin degerli bilgiler saglamaktadir. Bu
preparatlarda Aspergillus turleri genellikle hyalen, septumlu, dar agiyla dallanan hifleri
olan yapilar (dikotom) seklinde goérunurler. Fakat, hicbir mikroskobik bulgu patojeni
kesin olarak teghis edemez. Aspergillus turlerini diger filamentli mantarlardan ayirmak

igin kaltur veya kultar digi teknikle dogrulama gereklidir (22).
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1.5.2. Kultar

Genel olarak Aspergillus tdrleri sikloheksimit icermeyen rutin  mikoloji
besiyerlerinde kolayca izole edilebilirler. Aspergillus tirleri biyolojik bir tehlike
olusturmaz ancak kuru sporlarin ¢evreye yayillmasindan ve diger kulturlerin ¢capraz
kontaminasyonundan sakinmak icin genellikle biyolojik guvenlik kabininde isleme
alinmahdir (15).

IA tanisi icin en yaygin kullanilan ornekler, transtorasik perkiitan igne
aspirasyonu veya video yardimli torakoskopik biyopsi ile akciger dokusu ve brong
lavajlyikama oOrnekleridir (22). Aspergillus spp. birincil izolasyon ortami olan
Sabouraud dekstroz agar (SDA) da Uretildikten sonra konidyum ve pigment Uretimini
arttirmak ve tir tanimi icin patates dekstroz agar (PDA), malt ekstrakt agar, inhibitor
kuf agar veya benzer sekilde sporiilasyon saglayan agarlar kullanilabilir. izolasyon
ortamina antibakteriyel maddelerin eklenmesi, bakteriyel cogalmay: engelleyerek ve
alt kdltar ihtiyacini azaltarak tanimlama suresini kisaltmaya yardimci olur.
Besiyerlerinin 30°C yerine veya 30°C'ye ek olarak 35—-37°C'de ilk inklibasyonu bazi
Aspergillus turlerinin bliyumesini hizlandirabilir. Benzer sekilde, kultir ortaminin
gunluk olarak incelenmesi, mimkun olan en erken tespitin yapiimasini saglar (48,49).

insanlar icin patojen olan ana etkenlerin tiir diizeyinde identifikasyonu i¢in PDA
da Uretilen mantarin kiltiirel ve mikroskobik 6zellikleri incelenir. Ozgiin besiyerleri ve
inkibasyon kosullari, koloni rengi, ¢cap! gibi degiskenlik gosterme potansiyeli olan
Ozellikler de Aspergillus tdrlerinin tanimlanmasinda kullanilabilir. Mikroskobik
inceleme ise en iyi PDA besiyerinde yapilan lam kultartyle gercgeklestirilir. Lam
kultirinden laktofenol pamuk mavisi ile preparat hazirlanir ve ince mikroskobik

yapilar (konidyofor, vezikuller, metula, fiyalitler ve konidyumlar) incelenir (50).

1.5.3. Galaktomannan

Galaktomannan (GM), Aspergillus tirlerinin gogunun hicre duvarinda bulunan,
biyluyen hiflerden salinan ana polisakkarit bilesenidir (51). GM antijeni tesbiti igin
enzim badimli immunosorbent test (ELISA) gelistirilmistir. Bu test, GM antijeninin
galaktofuranosid yan zincirine yonelik bir fare monoklonal antikoru olan EBA-2
kullanan bir c¢ift sandvic enzim immunoassay (EIA) yonteminden olusur.
immunsupresif hastalarda GM antijen testi, IA’nin tanimlanmasinda kullanilan
EORTC/MSG kriterlerine dahil edilmigtir (15).
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Bagisikhigi baskilanmis hastalarda, mantar kolonizasyonunun infeksiyondan
ayirt edilmesi zor olmakla birlikte kolonizasyonun hizla infeksiyona donlUsebilecegi ve
vicuda yayllma egilimi gosterebilecegi igin risk altindaki hastalarin serum
orneklerinde haftada iki kez antijen aranmasi da Onerilmektedir. Bu tip hastalarda
antikor gelismesi zayif oldugundan, antikor belirlenmesi ile ilgili yontemlerin erken

tanida yararl olmadigi belirtiimektedir (52).

1.5.4. B-D-glukan testi

Aspergillus GM testi gibi, (1,3) B-D-glukan testi de, IA olasihginin tanimlanmasi
icin EORTC/MSG degerlendirmesine tani kriteri olarak eklenmistir (42). Bu antijen,
mantar hiicre duvarinin énemli bir bilesenidir ve IA’'ll hastalarin serumunda dlgiilebilir
(15).

Ancak, bu testin Aspergillus ile iligkili enfeksiyonlar ve diger mantarlarin neden
oldugu enfeksiyonlari ayirt edememesi - yani disuk pozitif prediktif degeri (PPV) (en
iyi durumda yaklasik %50) - A tanisinda testin dnemli bir sinirlamasidir. Herhangi bir
sistemik mantar enfeksiyonu igin testin duyarlihgi, 6zgullugu, PPV ve negatif prediktif
degeri (NPV) sirasiyla yaklasik %93, %77, %51 ve %98 olarak tanimlanmistir (53,54)

(1, 3) B-D-glukanin saptanmasi IA da dahil olmak Uizere invaziv mikoz teshisi
icin allojenik hematopoietik kdk hicre nakli (HKHT) ve hematolojik malignitesi olan
yiiksek riskli hastalarda Amerikan Gida ve lilag Dairesi (FDA) tarafindan
onaylanmistir. Bazi merkezler GM ile kombinasyon seklinde degerlendirmenin
gerekliligini savunurken digerleri GM testinin, (1,3) B-D-glukan testine tercih

edilmesini savunmuslardir (22).

1.5.5. Molekuler testler

Aspergillus DNA's1 klinik orneklerde, ya o6zellikle Aspergillus'u hedefleyen
nikleik asit amplifikasyon yontemleriyle ya da panfungal PZT testleri ve ardindan
turlerin tanimlanmasi igin DNA dizilimi ile saptanabilir. ilki daha iyi duyarlihga ve daha
hizli sonug siresine sahiptir (DNA dizilemesine gerek yoktur), ancak panfungal
yontemlerin daha genig bir tanimlama potansiyeli vardir. Her iki yontemde de
Aspergillus spp. dogrudan doku, kan, beyin omurilik sivisi (BOS) ve solunum
orneklerinde tanimlanabilmekle birlikte, calismalar arasinda performanslari genis
degiskenlik (%40-100 duyarhlik, %60-100 6zgullik) gostermektedir (55,56).

Molekuler yontemler tam olarak standardize edilememis, bu ylzden klinik
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kullanimi FDA tarafindan onaylanmamistir. “Infectious Diseases Society of America”
(IDSA, Amerika Enfeksiyon Hastaliklari Dernegi), tani i¢in PZT kullanilacaksa her
hastanin bireysel olarak degerlendiriimesini 6nermektedir (22).

Kdltirle dogrudan kargilastirma c¢alismalarinda, kan ve solunum yolu
orneklerinde PZT’nin kulture kiyasla daha duyarli oldugu gosterilmigtir (22).

BAL sivi orneklerinin PZT duyarlihiginin ve 6zgulligunun sirasiyla %67-100 ve
%55-95 oldugu 6ne surtlmektedir. Serum 6rnekleri i¢in ise duyarlilik ve 6zgullugu
sirasiyla %100 ve %65-92 olarak bildirilmigtir (57). BAL'daki duguk 6zgulluk, solunum
yollarinin siklikla Aspergillus spp. tarafindan kolonize olmasina ve PZT’nin
kolonizasyonu, enfeksiyondan ayirt edememesine veya farkli Aspergillus tarlerini
aylramamasina baglanabilir (58).

Kombine GM ve PZT testlerinin, hematolojik maligniteler ve HKHT olan
yetiskinlerde antifungal tedavi kullanimini azalttigi ve daha erken bir tani ve daha
disik IA insidansi ile iliskili oldugu gdsterilmistir (59,60).

Az sayida testin standartlastiriimis ve valide edilmis olmasi ve bu testlerin hasta
yonetimindeki rolinin tam olarak belirlenememesi nedeniyle Aspergillus PZT’nin

klinik uygulamada rutin kullanimi henuz 6nerilmemektedir (22).

1.5.6. Matriks Destekli Lazer Desorpsiyon / [yonizasyon Kiitle Spektrometresi

Son on yil boyunca matriks destekli lazer desorpsiyon / iyonizasyon kutle
spektrometresi (MALDI-TOF MS), bircok mikroorganizmanin hizli ve dogru
tanimlanmasini saglamistir. MALDI-TOF MS ilk olarak bakterilerin tanimlanmasi igin
kullanilmis olup daha sonra mayalar i¢in uyarlanmistir. Son zamanlarda da, yéntemin
filamentli mantarlarin  tanimlamasina basgarli  bir gekilde uyarlanabilecegi
goOsterilmigtir.  Yeterli referans spektrum katuphanesi olusturuimus ve rutin
laboratuvarlar icin kullanima sunulmustur (61-63).

Mikroorganizmalarin tanimlamasi igin MALDI-TOF MS, baglangigta iyonizasyon
adimini ve kitle/ydk oranina (m/z) dayali olarak molekullerin ayrilmasini icerir. Bu
analiz, genellikle x ve y ekseni Uzerindeki her iyonize molekilin m/z ve nispi
yogunlugunu gosteren bir grafikte 6zetlenen bir kiitle spektrumuyla sonuglanir (64).
ilk olarak organik matrikse gémulii mikroorganizmalara, bir nitrojen lazeri uygulanir.
Mikroorganizmalarin molekulleri lazer isini ile 1sitihp buharlastirilarak yuzeyden
ayristirihr. Gaz halindeki iyonize molekuller, daha sonra bir elektrik alani boyunca

hizlandirilir ve daha sonra m/z oraniyla orantili bir hizda bir vakum tlpu iginde go¢
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eder. Vakum tupunun ucundaki bir dedektdr, iyonize go¢ eden molekulleri algilar ve
"ugus zamanini" ve zaman igindeki miktarini 6lger. Bu ham spektrum daha sonra 6n
islemden gegcirilir ve bilinen referans spektrumlarinin veri tabani ile karsilastirilir.
Ornek spektrumunun referans spektrumla benzerligine dayanarak,
mikroorganizmanin en iyi eslesen referans spektrumun ayni cins, tir veya alt
turlerine ait oldugu belirlenir (65).

Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda mantarlarin rutin tanimlanmasi igin dort
farkli MALDI-TOF MS platformu ticarilestiriimistir. Bunlar; Andromas (Andromas SAS,
Paris, Fransa), Axima@Saramis (Shimadzu/AnagnosTec, Duisburg, Almanya),
Bruker Biotyper (Bruker Daltonics, Bremen, Almanya) ve Vitek MS (BioMérieux,
Marcyl'Etoile, Fransa) sistemleridir. Biotyper yazilimi, O ile 3 arasinda degdisen
logaritmik skor degerleri verir; tir veya cins duzeyindeki tanimlamalar igin sirasiyla
>2 ve >1,7 skorlar onerilir. Vitek yazilimi igin tir dizeyinde tanimlamalarda >%60
skor Onerilir. (66).

Numune hazirlama, 6n islemler ve tanimlama algoritmalari ile ilgili farkhliklara
ragmen, tim bu sistemler kiflerin tanimlanmasinda guvenilir araclar olarak
gorinmektedir. Genel olarak, MALDI-TOF MS kuf tanimlama performansi tatmin
edici olup dogru tanimlama oranlarinin %72.0 ile %98.8 arasinda degistigi
bildiriimektedir (65).

ITS, kalmodulin, B tubulin bdlgeleri sekans analizi ile tanimlanmis 381
Aspergillus izolati ile vyapilan c¢alismada Bruker Biotyper MALDI-TOF MS

platformunun %89 oraninda tur dizeyinde dogru tanimlama yaptig1 saptanmistir.

1.6. Aspergillus Enfeksiyonunda Tedavi

Bagisiklik sistemi baskilanmis bir hastadaki IA tedavisi ile bagisiklik sistemi
normal olan bireylerde gorulen allerjik veya saprofitik tutulum durumlarindaki tedavi
yaklagimlari birbirinden oldukga farklidir. Bagisiklik sistemi baskilanmig bir hastada,
antibiyotik tedavisine yanit vermeyen direncli ates olmasi iA’dan siphe edimesi
gereken bir durumdur. Bu hastalarda, hastaligin ilerleyisi oldukga hizli oldugu icin
zaman kaybetmeden ampirik antifungal tedaviye baslanmalidir (67). Ctnkul tedavinin
basarisi ne kadar erken basladidi ile yakindan iligkilidir. iTZ, PSZ, isavukonazol ve
VOR gibi triazol antifungaller, KAS, anidilofungin ve mikafungin gibi ekinokandinler ve
lipozomal AMB, IA tedavisinde Kklinik kullanima sunulan ajanlardir. Tedavide

kullanilan antifungaller tablo 4’de verilmis ve bu ilaglarin hedefleri sekil 6’da sematize
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edilmigtir. A. terreus klinik olarak AMB’ye dogal direnglidir, ancak diger Aspergillus
turleri de direncg gelistirebilmektedir (68,69).

Tablo 4: Aspergillozis tedavisinde kullanilan antifungal ilaglarin siniflandiriimasi
(18,70,71)

Sinif ilag Etki Verilis yolu Endikasyon
mekanizmasi
Vorikonazol
AMB-deoksikolat | Ergosterol tzerine icin  alternatif
AMB lipid | etkilidirler, bir secenek
Polyenler kompleks sitoplazmik  zarin | intravendz olarak invaziv
Lipozomal AMB yapisal Aspergillozis
AMB kolloidal bGtlinlGgunu primer tedavisi
dispersiyon bozarlar / kurtarma
tedavisi
Kronik
itrakonazol intravendz/oral | Aspergillozis
tedavisi /
kurtarma
tedavisi
invaziv
Vorikonazol Sitokrom p450 intravendz/oral | Aspergillozis
Triazoller araciligi ile primer tedavisi
lanosterolin C-14 / kurtarma
demetilizasyonunu tedavisi
inhibe ederler invazif fungal
Posakonazol Oral enfeksiyonlarin
tedavisi /
kurtarma
tedavisi
invaziv
isavukonazol intravendz/oral | Aspergillozis
primer tedavisi
(1,3)-B-D glukan
sentetazin
Kaspofungin yarismasiz Kurtarma
Ekinokandinler | Anidulafungin inhibisyonu ile intravendz tedavisi
Mikafungin hiicre duvar
biyosentezini
engellerler
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Mannoproteinler

B-(1-6)-glukan

B-(1-3)-alukan

Kitin

Hlicre membraninda

fosfolipid tabaka

Ergosterol F} 0 B-(1-3)-glukan sentaz
-. -

Polyenler . .

Ekinokandinler
Ergosterol
Azoller sentez yolu ——
Fluoropirimidinler
L Skualen
~ DNA/RNA
Alilaminler —

Sekil 6: Sistemik antifungal ajanlarin hedefleri (72)

1.6.1. Klasik Amfoterisin B

AMB vyaklasik 60 yildir kullaniimaktadir. Streptomyces nodosus tarafindan
Uretilen bir polyendir. Fungus membran ve oligomerlerinde ergosterole baglanarak,
iyon kanallarinin agilmasina, potasyum ve diger hucre i¢ci molekullerin kaybina neden
olarak fungisidal etki gosterir (73). AMB'nin ikinci bir etki mekanizmasi, hicre zarinin
lipoperoksidasyonuna bagli bir dizi oksidatif reaksiyon yoluyla hicrenin oksidatif
hasarini icerir. intravendz (IV) kullanim icin, AMB, deoksikolat ile ¢éziilmiistir. AMB,
cogu Aspergillus turine karsi in vitro ve in vivo aktiviteye sahiptir. 1V uygulamayi
takiben, AMB agirlikh olarak retikuiloendotelyal dokulara (karaciger, dalak, kemik iligi
ve akciger) ve bobreklere dagilmadan 6nce yuksek oranda proteine baglanir (22).
Plazmadan temizlenmesi yavastir, yari omru 24-48 saattir ve terminal yari dmru 15
gundur. BOS'ta c¢ogunlukla saptanamayan konsantrasyonlara sahipken, AMB
deoksikolat (D-AMB), kan-beyin bariyeri bozulmugssa enfekte beyin dokusuna
gecmesi sayesinde santral sinir sisteminin bazi mantar enfeksiyonlarinin tedavisinde

etkilidir. inflzyonla iligkili olarak uygulama yerinde sertlik, ates, titreme ve halsizlik
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gorulebilir. Ayrica D-AMB ile nefrotoksisite, azotemi, idrarda potasyum ve
magnezyum kaybi, renal tubuler asidoz ve bozulmusg idrar konsantrasyon yetenegi
gibi yan etkiler de gorulebilir (74). D-AMB’nin surekli inflzyon yoluyla verilmesi ve
AMB'nin lipid formulasyonlarinin uygulanmasi ile tolere edilebilme orani artar (75).
Aspergillus, Cryptococcus, Blastomyces, Candida, Histoplasma ve Zygomyces de
dahil olmak Uzere ¢ogu fungal patojenlere karsi etkilidir. Ancak Candida lusitaniae,
Scedosporium prolificans ve Aspergillus terreus AMB'ye karsi dogal direnclidir (76).

Artik daha etkili ve daha az toksik ajanlar bulundugu icin D-AMB’nin, IA tedavisinde

rolt azalmigtir (77).

1.6.2. Amfoterisin B Lipid Formiilasyonlari

Klasik AMB’ye ek olarak 3 farkli lipid formulasyonu gelistirilmistir. Bunlar AMB
lipid kompleks, AMB kolesterol stilfat, lipozomal AMB’dir. Avantajlari ginluk dozun
arttirilabilmesi, retiklloendotelyal sistemde daha iyi dagihm gdstermesi ve daha az
toksik etki gorilmesidir. Lipozomal AMB’nin farkh dozlarda uygulandigi ¢ok merkezli
bir ¢calismada, AMB’nin doz iligkili nefrotoksisitesi ve infizyon iligkili toksisitesi

g6zlenmemigtir (78).

1.6.3. Antifungal Trizoller

Antifungal triazoller bir izobutil ¢ekirdegine bagh bir triazol halkasi iceren (6rn,
VOR, ravukonazol ve izavukonazol) veya lipofilik kompleks fonksiyonel aromatik
zincirli asimetrik karbon atomu iceren (6rn., iTZ ve PSZ) sentetik bilesiklerdir. Bu iki
anti-Aspergillus triazol sinifi, farmakolojileri ve direng¢ mekanizmalari agisindan
farklihk gosterir (74).

Antifungal triazoller, fungal sitokrom P450'ye bagimli lanosterol 14-a-demetilazi
inhibe ederek ergosterol biyosentezini hedefler. Enzimin inhibe olmasi, hicre zari
fonksiyonunu degistirir ve htcre 6lumu veya hucre buyumesi ile replikasyonunun
inhibisyonuyla sonugclanir. Triazoller ayrica, fungal solunum zincirinin sitokrom
P450'ye bagimli enzimlerini de inhibe eder. Genellikle tim yaygin Aspergillus tirleri,
bu anti-Aspergillus triazollerine karsi in vivo ve in vitro duyarli bulunmustur. Fakat,
flukanozol Aspergillus turlerine karsi etkili bulunmamigtir (74,79). Ayrica son
zamanlarda A. fumigatus’un bazi izolatlarina karsi iTZ icin direng saptanmis olup

direng oranlarinin gittikge arttigr gézlemlenmistir (74).
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1.6.3.1. ltrakonazol

iTZ, Aspergillus spp., Candida spp., dermatofitler, Histoplasma spp.,
Paracoccidioides brasiliensis, Sporothrix schenckii, Fonsecaea spp., Cladosporium
spp., Blastomyces dermatitidis ve gesitli diger mantar turlerine kargi in vitro etkili bir
triazol antifungaldir. Etkisini 14-a-demetilaz inhibisyonu yoluyla gosterir. Aspergillus
tiirlerine karsi iTZ’nin in vitro aktivitesi oldukca benzerdir. Fakat son zamanlarda
yapilan galismalarda, azole duyarli hastalardan elde edilen izolatlar da dahil, giderek
artan kazanilmis direng bildirilmistir (74,80).

Alerjik bronkopulmoner aspergilloz ve allerjik aspergilloz sinizitinin tedavisinde
iTZ ilk secenek olmakla birlikte kronik kaviter pulmoner aspergilloz tedavisinde ise
alternatif segeneklerdendir. IA’nin preemptif ve ampirik antifungal tedavi alternatifleri

arasinda onerilmektedir (22,74).

1.6.3.2. Vorikonazol

IA’h hastalarin tedavisi icin lisans verilen antifungal ilaglarin sayisi giin gectikge
artmaktadir. Son zamanlara kadar polyenler IA tedavisi igin ‘altin standart’ olarak
kabul edilmekteyken, klinik arastirmalar bir triazol olan VOR’un Ustin bir etkinlik
sergiledigini gostermis ve klinisyenleri ilk basamak tedavi olarak VOR kullanmaya
tesvik etmigtir (15).

VOR, genigletiimis spektrumlu ikinci jenerasyon flukanozolun sentetik bir
turevidir. Maya ve kuf mantarlarina karsi genis in vitro aktiviteye sahiptir. Mayalarin
cogunluguna karsi fungistatik aktivite gosterirken, bazi flamentdéz mantarlara karsi ise
fungisidal aktivite g0Osterir. Hem intravendz (iv) hem oral yolla verilebilir ve
biyoyararlanimi oldukga iyidir (81).

Oral veya iv VOR uygulamasindan sonra bildirilen en sik yan etkiler, gorsel
bozukluklar, hepatik anormallikler ve cilt reaksiyonlaridir. Gérme bozukluklari (artmis
IsIk algisi, bulanik gérme, fotofobi veya renkli gérmedeki degisiklikler) genellikle hafif
ve orta siddettedir (82).

1.6.3.3. Posakonazol
PSZ, akut miyeloid l6semi, miyelodisplastik sendrom ve graft versus host
hastaligi gelisen kemik iligi transplantasyonu yapilan hastalarda IA icin profilakside

onaylanmis olup ayrica invaziv fungal enfeksiyonlarda alternatif tedavi segenegi
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olarak da onay almistir. PSZ’nin sadece oral formu bulunmaktadir (22).
Kronik kaviter akciger aspergillozisi olan hastalarda, progresif akciger fonksiyon
kaybi varsa alti ay antifungal tedavi alinmasi savunulmustur. Bunlar arasinda oral

ITZ, VOR veya liciincii segenek olarak PSZ énerilmistir (22).

1.6.3.4. Isavukonazol
Yeni bir triazol ajani olan isavukonazol, oral veya iv bir formilasyon olarak 6n
ilag seklinde uygulanir (71). FDA tarafindan IA ve mukormikoz tedavisinde onay
almigtir (83). SECURE, caligmalarinda IA tedavisinde isavukonazol'iin, VOR kadar
etkili oldugunu ayni zamanda ilag iligkili yan etkilerin daha az ortaya ¢iktigi ve daha
iyi bir glvenlik profili oldugunu saptamistir (84). ‘The European Conference on
Infections in Leukemia’ (ECIL 6) rehberi de IA’nin birinci basamak tedavisinde VOR

veya isavukonazol kullanimini 6nermektedir (85).

1.6.4. Ekinokandinler

Ekinokandinler, bir cok patojenik mantarin hucre duvarinda bulunan (1,3)-3-D
glukan sentetazin non-kompetatif inhibitérleri seklinde hareket ederek hicre duvar
sentezini engellerler. Farkli etki mekanizmalari nedeniyle, ekinokandinler, su anda
mevcut olan standart antifungal ajanlarla kombinasyon rejimlerinde kullanim
potansiyeline sahiptir. Mevcut tim ekinokandinler sadece IV uygulama igin uygundur.
Gunde bir kez uygulanirlar, 10-15 saatlik yari 6mure sahip olmalariyla birlikte dozla
orantili plazma farmakokinetigi sergilerler. KAS ve mikafungin karaciger tarafindan
metabolize edilir ve yavas yavas idrar ve diskiyla atilir. Anidulafungin, plazmada
enzimatik olmayan bir sekilde yavas yavas bozunur ve daha sonra hepatik olarak
atilir. Arastirilan dozlarda, tum ekinokandinler genellikle iyi tolere edilir (8).

KAS, diger onaylanmig tedavilere direngli veya toleranssiz olan muhtemel veya
kanitlanmis Al hastalarda endikedir. Mikafungin ve anidulafungin, Aspergillus
tiirlerine kargi aktiviteye sahiptir, ancak IA icin onaylanmamiglardir ve bu ilaglar igin
optimal dozlar saptanmamigtir. Anidulafungin deneysel pulmoner aspergillozda etkin
olmasina ragmen, IA tedavisinde kullanimini aciklayan az calisma bulunmaktadir
(8,22).

Ekinokandinler, daha az hepatotoksisite ve nefrotoksisite géstermesi ve ilag ilag

etkilesiminin nadir gérulmesi nedeniyle daha iyi bir guvenlik profiline sahiptir (86).
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1.7. Antifungallere Diren¢ Geligimi

Mikrobiyologlar ve klinisyenler, hala in vitro antifungal duyarhlik test sonuclarini
yorumlamada zorluk yasamaktadirlar. MiK degerleri her zaman antifungal tedaviye
yanitla iligkili bulunmamistir. in vivo ve in vitro veriler arasinda uyumsuzluk
bulunmakta olup, in vitro duyarli suslarin neden oldugu enfeksiyonlarin %90'Inda
uygun tedaviye yanit alindidi, buna karsin in vitro direngli suslarin neden oldugu
enfeksiyonlarin %60'Inda tedaviye yanit alindigini savunan 90-60 kural gosterilmigtir.
Bu kural, in vivo ve in vitro verilerin uyumsuz olduguna isaret etmez; sadece MiK
degderlerinin klinik sonucu yalnizca belirli bir dereceye kadar etkiledigi gergegini
vurgular (87,88).

Aspergillus fumigatus, insanlarda enfeksiyona neden olan en yaygin tir olup
yabani tip izolatlar, piyasadaki tim kuf aktif azollere ve ekinokandinlere duyarldir.
Fakat, A. fumigatus tur kompleksi, morfolojik olarak birbirinden veya A. fumigatus'tan
ayirt edilemeyen 30'dan fazla kardes turu icerir. Bunlarin birgodu insanlardan alinan
izolatlardir ve bir veya daha fazla antifungale dogal olarak direncli olduklari
gOsterilmigtir. A. terreus'ta dogal AMB direnci uzun vyillardir bilinmekle birlikte A.
flavus ve diger daha az yaygin turlerin de AMB duyarliigi azalmistir. Ayrica, bu nadir
Aspergillus turlerinin bir kismi ayni zamanda azollere ve ekinokandinlere de
direnclidir. Bu nedenle, klinik olarak onemli izolatlar igin dikkatli tir tanimlamasi
zorunludur (87,89).

1.7.1. Polyenlere direng

Polyenlere karsi direngc mekanizmalari, membran sterollerindeki degisiklikleri,
oksidatif hasara kargi savunma mekanizmalarini, ergosterol biyosentez genlerindeki
hatalari, hicre zarinin yag asidi bilesimi gibi faktorleri ve sterol/fosfolipid oranindaki
degisiklikleri icerir. Plazma zarinin sterol icerigindeki degisiklikler farkh sekillerde
meydana gelir. Polyen baglayici sterollerin bazilar veya tumu, polyenleri daha az
baglayan fekosterol veya episterol gibi sterol ara urtnleri ile yer degistirebilir.
Ergosterol biyosentetik yolundaki veya ERG genlerindeki genetik dedgisikliklerin,
polyenlere ve azollere duyarhligi azalttig1 gosterilmistir (90).

Aspergillus terreus’da AMB direnci, daha ¢cok AMB’nin hucre igine gegisinin
azalmasina ve bu turlerin AMB’nin oksidatif hasarina karsi daha fazla koruma
saglamasina baglanmistir. Ergosterol igeriginin direngte minor rol oynadigi

bulunmusgtur (91).
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1.7.2. Azol Direnci

Azoller, c¢ogu Aspergillus enfeksiyonunun ilk basamak tedavisini
olusturdugundan, azol direnci, aspergilloz tedavisiyle ilgili, en ©6nemli Kklinik
endiselerdendir. Ayni zamanda bu ilaglar, tarimda da hasat 6ncesi ve sonrasinda
mahsull fitopatojenik kuflere bagli mantar hastaliklarindan ve bozulmalarindan
korumak icin sikga kullaniimaktadir. Hem klinik ortamda hem de cevrede artan
direng, klinik ve tarimsal azol ilaglarinin Aspergillus turlerine karsi etkinligini tehdit
etmektedir (92).

Aspergillus turlerinde azol direnci ilk kez 1997-98 yillarinda ABD de uzun strel
ITZ tedavisi alan hastalarda bildirilmistir. Azol direncinin sikli§i son on yilda artmis ve
Avrupa Ulkelerinde (6rnegin Avusturya, Belgika, Danimarka, Fransa, Almanya,
Hollanda, Norveg, ispanya ve Tirkiye) triazol direngli A. fumigatus enfeksiyonlarinin
ortaya ¢ikmasina neden olmustur (93,94).

A. fumigatus enfeksiyonlarinda diren¢ mekanizmasinin gelisimi igin iki yol
tanimlanmistir. Uzun sireli azol tedavisi alan hastalarda gelisen tibbi yol ve tarimda
demetilasyon inhibitori (DMI) ajanlarin kullanimina bagh olusan c¢evresel yoldur
(Sekil 7) (95).

A. fumigatus izolatlarinda c¢esitli direng sonuclari yayinlanmistir. Bunlar
genotipik olarak incelendiginde dirence, ilacin hedef enzimi olan 14-a demetilazi
kodlayan cyp51A genindeki nokta mutasyonlarin (L98H) neden oldugu gdsterilmigtir.
Ayrica genin promotor bdlgesindeki 34 aminoasitlik bolimun ¢ift kopya olusunun da
roli bulunmaktadir. Bu direng mekanizmasi, ‘TR34/L98H’ olarak adlandiriimistir (96).
Son zamanlarda TR34/L98H mutasyonuna ek olarak TR46/Y121F/ T289A
mutasyonunun da dirence neden oldugu saptanmigtir. Bu mutasyonlarin goruldigu

vakalar ¢ogunlukla VOR direnci ile iligkilendirilmistir (97).
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Sekil 7: A. fumigatus’un azol direnci kazanma yollari

A: hasta lizerinden; hastaya azol duyarli A. fumigatus izolatinin bulagsmasi sonrasinda
hastanin tedavi sirasinda cyp51A nokta mutasyonu gelisimi sonucu direngli izolati edinmesi
B: ¢evre Uzerinden; hasta ¢evreden direncli A. fumigatus suslarini alir ve bu suslar kombine

diren¢c mekanizmasi igerir (95).

1.7.3. Ekinokandinlere direng

Genel olarak ekinokandinlere direng daha ¢ok Candida turlerinde bildirilmistir.
FKS genlerinin sicak nokta bdlgelerindeki mutasyonlarinin Candida ttrlerine direng
kazandirdidi belirtiimigtir (98). Bu mutasyonlar, hedef enzim olan glukan sentazda
amino asitlerin yer degistirmelerine neden olur ve bu sekilde ilacin baglanma afinitesi
degisir. Bu durum da ilag direnci ve klinik basarisizlik ile sonuglanir. FKS sicak nokta
bdlgelerindeki mutasyonlar, tim ekinokandin sinifi ilaglara ¢apraz direng kazandirir
(99).

Aspergillus enfeksiyonlarinin tedavisinde ekinokandinlerin sinirli  kullanimi
nedeniyle, A. fumigatus’da ekinokandin direncinin mekanizmalari hakkinda ¢ok az
sey bilinmektedir. Yakin zamanda, kronik pulmoner aspergillozlu bir hastadan izole
edilen ilk ekinokandin direncli A. fumigatus Klinik olgusu bildirilmis olup izolatin, fksl

geninin  korunmug sicak nokta bolgesinde, Candida direncinde gdrulenle
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karsilastirilabilir bir mutasyon oldugu gosterilmigtir. Ekinokandin tedavisi basarisiz
olan kronik pulmoner aspergillozlu hastalarda, fksl geninde mutasyon icermeyen
izolatlar saptanmig, bu da vyeni bir diren¢ mekanizmasinin olabilecegini
disundurmustir. Bu yeni direng mekanizmasi, KAS’a maruz kalma sirasinda
hlcrelerde olusan ve ayrica in vitro olarak ekinokandinlere kargi doza bagli bir
duyarsizlik gosteren degistiriimis bir glukan sentaz formudur. Aspergillus tdrlerinin
Uuremesi sirasinda KAS’a maruz kalma, plazma membraninda degistiriimis bir lipid
bilesimini indUklemis ve bu da glukan sentazin mikrogevresinde onu ilaca duyarsiz
hale getiren bir degisiklige neden olmustur. Bu direng mekanizmasi, lipid
biyosentezini degistiren hiicresel sinyal gibi hareket eden mitokondriyal reaktif oksijen
turlerinin (ROS) dretimini iceren hicrelerde KAS’In hedef digi bir etkisi olarak
tanimlanmistir (100).

Ozetle, ekinokandin direncinin hem fksl mutasyonuna bagimli hem de fks1
mutasyonundan bagimsiz mekanizmalari Aspergillus enfeksiyonlarinin  klinik

basarisizliina yol acabilir (100).

1.8. Antifungal Duyarhhk Testleri

Sistemik mantar enfeksiyonlarinin insidansinin artmasiyla antifungal ajanlarin
sayisi da artmistir. Buna bagli antifungal tedavi secimine yol gosteren laboratuvar
uygulamalari daha da 6nem kazanmaya baglamistir.

Standart gelistirme kuruluglari antifungal duyarliik testi olarak standardize
edilmis U¢ ydontem tanimlamistir: sivi dilisyon, DD ve azol grubu i¢in agar tarama
testi. Yaygin olarak kullanilan diger yontemler arasinda ise GD ve hizli otomatik
cihazlar yer alir.

CLSI, nondermatofit kufler i¢in inokulum yogunlugu, inkibasyon sicakligi ve
siiresi, besiyeri icerigi ve MIK tayini gibi kriterleri belirlemistir. 2002 yilinda M38-A
klavuzunda kif mantarlarinin antifungal ilaglara duyarliliklarini belirlemek icin SMD
yontemi tanimlanmigtir. 2008 yilinda glncellenen M38-A2 belgesinde, kuf izolatlar
icin kalite kontrol (KK) verileri ve ekinokandin test klavuzu eklenmigtir (12). 2010

yihinda da M51-A klavuzunda DD yontemi tanimlanmistir (13).

1.8.1. Sivi Mikrodillisyon Yéntemi
Hem CLSI hem EUCAST SMD yontemi igin standartlara sahiptir. Bu protokoller
mayalar icin uygulanan protokollerle benzerlik gostermekle birlikte, bazi degisiklikler
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bulunmaktadir.

CLSI M38-A2 klavuzunda, invaziv hastaliga neden olan kufler icin AMB,
triazoller ve ekinokandinler icin SMD test prosediri agiklanmaktadir. Canli konidya
ve sporangiyosporlardan 0.4-5 x 10* KOU/mL araliginda sivi RPMI 1640 besiyeri (L-
glutaminli, bikarbonatsiz, fenol kirmizili, MOPS tamponlu) ile inokulum hazirlanir.
inokulum tiirbiditesi spektrofotometrede 530 nm de, Aspergillus spp., Paecilomyces
lilacinus, Paecilomyces variotii, Exophiala dermatitidis ve Sporothrix Schenckii icin
0.09-0.13, Fusarium spp., Scedosporium apiospermum, Ochroconis gallopava,
Cladophialophora bantiana, Rhizopus oryzae ve diger Zygomycetous turleri igin
0.15-0.17, Bipolaris spp. ve Alternaria spp. 0.25-0.3 olarak belirlenmistir. ilag
dilisyonlari, test konsantrasyonlarinin (AMB ve azoller, 0.03 ila 16 pg/mL ve
ekinokandinler, 0.015 ila 8 pg/mL) iki kati olacak sekilde dilisyon basamaklari
izlenerek hazirlanir. U tabanli mikroplaklar kullanilir. Hazirlanan tim SMD plaklari
35°C’de inkube edilir, inkibasyon sireleri de ilag ve tlrlere gore degiskenlik
gbstererek 16 ile 72 saat sonrasinda incelenir. Kiiflere karsi AMB, iTZ, PSZ,
ravukonazol ve VOR igin MIK degeri, tam tireme inhibisyonu (%100) gosteren
gorilebilir herhangi bir buyimeyi dnleyen en dusuk ilag konsantrasyonudur. KAS icin
de minimal efektif konsantrasyon (MEK) degeri tanimlanmistir. MEK degeri ilagsiz
kontroldeki hifal dreme ile karsilastirildiginda kiguk, yuvarlak, siki mikrokolonilerin

oldugu en dusuk ilag konsantrasyonudur (12,101). (Tablo 5)
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Tablo 5: CLSI M38-A2 klavuzuna gore filament6z mantarlar icin SMD yodntemi ile

antifungal duyarhlik testi (12,101)

Parametreler

Tanimlamalar

Konidyal blytme igin besiyeri

Patates dextroz agar, 35° C (7 gun veya lyi
sporulasyon gorilene kadar)

inokulum morfolojisi

Konidya veya sporangiyospor

Stok inokulum igin dnerilen OD araligi

Aspergillus  spp, Paecilomyces  spp,
Rhizopus oryzae ve diger zygomycetes
turleri, 0.09-0.13;

Fusarium ve Scedosporium boydii, 0.15-
0.17; Alternaria spp ve Bipolaris spp,0.3

Test inokulumu (iki katr)

0.4x10%-5x10* KOU/ml veya stok sollisyonun
1:50 diltsyonu (S. boydii, 1:25)

Test ortami

RPMI 1640; pH 7.0 £ 0.1

Format

Mikrodilisyon degerlendirme; toplam volim,
200 pl

ilag dilisyon aralg!

AMB ve triazoller, 0.03-16
ekinokandinler, 0.015-8.0 pug/mi

pg/mi;

MiK inkiibasyon kosullari: AMB ve triazoller

Rhizopus oryzae ve diger Mukorales ailesi=>»
24 saat; Alternaria spp, Aspergillus spp,
Bipolaris spp, Exophilia spp, Exserohilum
spp, Fusarium spp, Paecilomyces lilacinus,
Trichoderma longibrachiatum, Sporothrix
schenckii ve Wangiella dermatitis=>» 48 saat;
Cladophialophora  bantiana, = Ochroconis
gallopava, Scedosporium  boydii  ve
Scedosporium prolificans = 72 saat, 35°C

MEK inkiibasyon kosullari: ekinokandinler

Aspergillus  spp, Fusarium spp. ve
Paecilomyces spp., 21-26 saat;
Scedosporium spp., 46-72 saat veya ilk gin
kuyucukta 35°C de yeterince Ureme olmasi

MiK gorsel degerlendirme: AMB ve triazoller

Herhangi goranar bldyimeyi onleyen ilag
konsantrasyonu

MEK goérsel degerlendirme; ekinokandinler

flagsiz  kontroldeki  hifal Greme ile
kargilastirildiginda kuguk, yuvarlak, siki
mikrokolonilerin  oldugu en disuk ilag

konsantrasyonu

Kalite kontrol izolatlari

Paecilomyces varioti  ATCC MYA-3630,
Candida parapsilosis ATCC® 22019,
Candida krusei ATCC® 6258
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EUCAST E def. 9.3.2 en son 2020 yilinda guncellenen klavuz olup CLSI klavuzu ile
arada bazi farkhliklar dikkat gekmektedir. Bu farkliliklar Tablo 6’da 6zetlenmistir.

Tablo 6: CLSI M38-A2 klavuzu ile EUCAST E.Def 9.3.2 klavuzunun karsilastiriimasi
(12,102)

Ozellik CLSI M38-A2 EUCAST E.Def 9.3.2

Uygulanacak turler Konidyum  olusturan  kif | Konidyum  olusturan  kUf
mantarlari mantarlari

inokulum 0.4-5 x 10*KOU/ml 1-2.5 x 10°KOU/ml

inokulum standardizasyonu Spektrofotometrik Hemositometrik

Besiyeri RPMI 1640 (%0.2 glukoz | RPMI 1640 (%2 glukoz
icerir) icerir)

Mikrodilisyon plagi U tabanli Dz tabanli

Sicakhk 35°C 35°C

inkiibasyon siiresi 48 saat 24-48 saat

Sinir deger Azol ve polyenler igin Greme | Azol ve polyenler igin Ureme
olmayan  kuyucuk MiK, | oimayan  kuyucuk  MiIK,
ekinokandinler icin MEK ekinokandinler igin MEK

CLSI tarafindan referans SMD yontemi standart olarak kabul edilmis olsa da
bu ybntem, rutindeki laboratuvarlarda kullanimi zor, yogun is gucu ve tecrube
gerektirdigi icin daha kolay uygulanabilecek ydntemler Uzerinde arastirmalar
yapilmaktadir. Bu amacgla DD, GD, agar dilisyon, kolorimetrik mikrodilisyon, c¢esitli

ticari sistemler, flow sitometri gibi uygulamalar denenmektedir (12,103).

1.8.2. Disk Diflizyon

DD yontemi, duyarllik testine yonelik en eski yaklasimlardan biridir ve birgok
klinik laboratuvarda, 0Ozellikle kaynadin sinirli oldugu ortamlarda yaygin olarak
kullaniimaktadir. DD testi ucuz, tekrarlanabilir ve yorumlanmasi kolaydir (104).

DD yontemi, sabit bir antifungal ila¢ konsantrasyonu igeren ticari olarak
hazirlanmis ka@it disklerin kullanimini igerir. inhibisyon bélgesi olarak adlandirilan
disk ¢evresinde Uretilen klirensin gapl, ilacin agar ortamindan diftizyon hizi ve izolatin
bu ilaca duyarlilh@i ile ilgilidir. Zon ¢aplari, belirli bir mantar-antifungal kombinasyonu
igin MiK degerleriyle iliskilendirildiginde, yorumlanarak kategorilere cevrilebilirler.

CLSI Antifungal Duyarlihk Testi Alt Komitesi, flamentli mantarlari AMB, KAS,
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iTZ, PSZ ve VOR ile test etmek icin bir DD yéntemi gelistirmistir (13). Klinik esik
degerleri belirlenmemistir fakat, zon caplari ile MiK ve MEK degerleri karsilastirilarak
gegcici epidemiyolojik sinir degerler (ECV) belirlenmigtir . ECV'ler, vahsi tip dagihm ile
karsilastirildiginda, test edilen ajana karsi duyarliligi azalmis olan izolatlari saptamak
igin kullanihr. ECV’ler klinik esik degerler olarak degil, daha ¢cok kazanilmis direng
mekanizmalarina sahip olmasi muhtemel izolatlar1 tespit etmek icin kullanilir. DD
yonteminin énemli bir avantaji, SMD yontemi ile 24 ila 72 saatte saptanabilecek
sonuglarin, bu yontem kullanilarak genellikle 16 ila 48 saatlik inklibasyon sonrasinda
kalitatif olarak belirlenebilmesidir (13,105).

Onceki calismalarda % 2 glikoz veya % 0.5 metilen mavisi boya eklenmis
MHA oénerilirken su an ¢ogu kif tiriinin daha iyi buylimesini destekledigi, antifungal
aktiviteye mudahale etmedigi ve ulasilabilirliginin kolay olmasi nedeniyle saf MHA

Onerilmektedir (13).

1.8.3. Gradient Difiizyon Yontemi

SMD ve DD yéntemine alternatif olarak kullanilan bu yontemde, GD seritlerinin
kullanilmaktadir. Bunlar, 6nceden tanimlanmis, kurutulmus bir antifungal ilag
gradienti iceren ince plastik veya nitrosellloz seritlerdir. Cesitli konsantrasyonlarda
antimikrobiyal emdirilerek kalibre edilmis bu plastik stripler, mikroorganizmanin
inokule edildigi agarli besiyerine yerlestirilerek, 24 ile 48 saat boyunca inkiibe edilir.
Bu sirada antifungal ilag, agar i¢ine yayilir. Test, elips seklindeki mantar buylimesinin
serit ile kesistigi noktay! isaretlemek icin inhibisyon bolgesi kullanilarak okunur ve bir
MiK degeri gésterir. En yeni triazol ila¢ olan isavukonazol dahil tiim onayli antifungal
ilaclar igin seritler mevcuttur. Kullanim kolayhgina ek olarak, GD seritlerinin DD’a
g6re sahip oldugu bir avantaj, bir MiK degeri verecek sekilde antifungal duyarlihg
Olcebilme yetenegidir (14).

GD yontemi, kuf mantarlarinda alternatif bir yéntem olarak kullaniimaya
baslamistir. Basit bir sekilde yapilmasi buyuk avantaj saglarken pahali olmasi rutin
labotuvarlarin ulasilabilirligini kisitlamaktadir. GD ydntemi igin farkli arastirmacilar
farkli besiyerleri ile calismalar yapmistir. Bunlardan bazilari; RPMI 1640 agar,
casitone agar ve %2 glikozlu MHA ile saf MHA'dir. Bunlar arasinda, referans SMD
yontemi ile en iyi korelasyonu RPMI 1640 agar gostermistir (106—108).

Yapilan galigmalarda AMB, iTZ, VOR gibi antifungaller icin referans yontemler
karsilastirildiginda % 90 ve Uzerinde uyum saptanmistir (109,110). Fakat GD testi ile
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ilgili yayinlanmig bir klavuz yoktur.

1.8.4. Diger Yontemler
1.8.4.1. Aspergillus Azol Direnci i¢cin Agar Tarama Yontemi

EUCAST, yakin zamanda, dort oyuklu bir agar tarama plakasi (E.DEF 10.1)
kullanarak Aspergillus izolatlarinda azol direncinin belirlenmesi igin bir standart
gelistirmistir. Test, iTZ (4 g/ml), VOR (2 g/ml) ve PSZ (0.5 g/ml) iceren oyuklara sahip
bir RPMI 1640 agar plakasi ve ilagsiz bir oyuktan olusur. Aspergillus konidyalari
plakaya izole edilir ve 48 saat izlenir. Duyarli saptanan izolatlar bu sekilde rapor
edilebilir, ancak buyime kontrolinin yaninda herhangi bir kuyudaki Greme, direncin

mevcut olabileceginin gostergesidir ve SMD yodntemi ile dogrulanmahidir (111,112).

1.8.4.2. Kolorimetrik Sivi Mikrodilisyon Panelleri

Sensititre  YeastOne kolorimetrik antifungal panel (Thermofisher, Amerika
Birlesik Devletleri), ticari olarak hazirlanmis bir SMD plakasidir. Diger SMD formlari
gibi, YeastOne paneli de tanimlanmig ortamda antifungal ilacin seri seyreltilerini
iceren 96 kuyulu bir mikroplakadan olugur. Bu kuyular kolorimetrik buyime
gOstergesi resazurin icerir. Bu nedenle mantar biyiimesi ve MiK belirlenmesi, belirli
bir blyime miktarindan ziyade kuyudaki renk degisikligine dayanir. Mikroplaklarin,
oda sicakliginda yaklasik 24 ay raf dmrine sahip olmasi ve ayri ayri paketlenmesi
nedeniyle testin seyrek yapildigi bir klinik laboratuvarda kullanimi icin idealdir.
Sensititre YeastOne, filament6z mantarlarla kullaniimak Uzere tasarlanmamis veya

onerilmemistir, ancak yararli olabilecegini gésteren birkac ¢alisma vardir (14).

1.8.4.3. Akig Sitometrisi

Akis  sitometrisi, antifungal duyarlihk testinde kullaniimak Uzere
degerlendiriimis mevcut bir teknolojidir. Antifungal ilacin seri bir sekilde seyreltiimesi
ve mantar hicrelerinin floresan bir boya ile boyanmasinin ardindan, bir akis
sitometresi kullanilarak hicrelerin floresanlar 6lgulir. Boyama icin propidyum iyoddr,
akridin turuncusu ve etidyum bromdir gibi gesitli florokrom boyalar kullaniimaktadir.
Bu yontem, referans antifungal duyarllik testleriyle kargilastirildiginda , Candida spp.
ve bircok farkli tir ve birden fazla antifungal ila¢ igin umut verici verilerle
sonuclanmigtir. Fakat birka¢ saat iginde sonug alinmasi blyuk bir avantaj olmasina

ragmen, yogun emek ve yuksek teknisyen tecrubesi gerektirmesi ayni zamanda
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kaynaga ulagimin zor olmasi nedeniyle pratik bir yontem degildir. Bu nedenle rutin

kullanimdan ziyade arastirma amagli kullanilan bir yontemdir (14).

1.8.4.4. Matriks Destekli Lazer Desorpsiyon / lyonizasyon Kiitle
Spektrometresi

MALDI-TOF MS, bakteri ve mantarlarin tanimlanmasinda klinik mikrobiyoloji
laboratuvarinda 6nemli bir yere sahiptir (113). Bu teknoloji, antifungal duyarlilik
testlerini uygulamak igin de arastiriimistir. Genel olarak, bir izolat bir antifungal ilag
konsantrasyonuna maruz birakilir. Ardindan MALDI-TOF MS ile analiz edilir ve
ilagsiz bir kontrole kiyasla proteomdaki herhangi bir degisiklik, antifungal kaynakli
hasarin bir géstergesi olarak yorumlanir (114).

Bu yontemi arastiran bir calismada, Candida albicans, flukonazolin seri
seyreltileri ile test edilmistir. Bu ¢alismada, kutle spektrum profilinde 6nemli bir
degisiklige neden olan en duslik ilag konsantrasyonu olan ve minimum profil
degisiklik konsantrasyonu olarak adlandirilan degerin, CLSI tarafindan saptanan MiK
degerleri ile iyi korelasyon gosterdigi bulunmustur (115).

Duyarlilik testinde kullaniimak tGzere MALDI-TOF MS gelistirmenin potansiyel

avantajl, gbrsel okumada var olan 6znelligin ortadan kaldiriimasidir (14).

2. GEREC VE YONTEMLER

Calismada, 2006-2018 vyillari arasinda Dokuz Eylil Universite Hastanesi
Merkez Laboratuvari, Mikoloji birimine gonderilen solunum yolu 6érnekleri (balgam,
trakeal sekret, bronslavaj, BAL) ile yara, doku, plevral ve peritoneal sivi gibi sistemik
orneklerden izole edilen ve etken olarak kabul edilen, stoklanmis 62 A. fumigatus, 28

A. flavus ve 16 A. terreus izolati olmak Uzere toplam 106 adet sus yer aldi.

Daha once rutin iglemler sirasinda tanimlanmis olan Aspergillus izolatlar
arastirmamiz oncesinde tekrar tanimlandi. Bu amagla tim suslarin tanimlanmasinda
konvansiyonel yontemler ve MALDI-TOF MS yontemi kullanildi. Suslarin tamaminda
CLSI M38-A2’de oOnerilen standart SMD yontemi, CLSI M51-A’da Onerilen DD
yontemi ve Ureticinin talimatlarina gére GD yontemiyle AMB, iTZ, VOR ve KAS’e

karsi antifungal duyarlilik arastirildi.
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Belirtilen duyarliik yontemleri uygulanirken arastirmada yer alan izolatlarla
birlikte KK susu olarak, CLSI M38-A2 de o6nerilen C. parapsilosis ATCC 22019, C.
krusei ATCC 6258 ile C. albicans ATCC 90028 c¢alisildi. CLSI M38-A2 de 6nerilen KK

izolatlarinin MIK araliklari Tablo 7’de verilmistir.

Tablo 7: CLSI M38-A2 referans yontemine gére KK izolatlarinin MiK araliklari (12)

Standart suslar Antifungal ilag MIK arahg (24 | MIK arahg (48
saat) saat)
Candida parapsilosis | AMB 0.25-2.0 0.5-4.0
ATCC® 22019 iTZ 0.06-0.5 0.12-0.5
VOR 0.016-0.12 0.03-0.25
KAS 0.25-1.0 0.5-4.0
Candida krusei | AMB 0.5-2.0 1.0-4.0
ATCC® 6258 14 0.12-1.0 0.25-1.0
VOR 0.06-0.5 0.12-1.0
KAS 0.12-1.0 0.25-1.0

2.1. izolatlarin tanimlanmasi

2.1.1. Geleneksel yontemler
izolatlar ilk stoklardan SDA besiyerine (Liofilchem, italya) pasajlanarak
canlandirildi. SDA’'da saf olarak izole ettigimiz kiif kolonileri calismaya alindi. Ureyen
kolonilerin ilk olarak makroskobik 6zellikleri degerlendirildi. Daha sonra Ureyen
koloniden PDA’ya lam kultirid vyapilarak koloninin pigmentasyon gelisimi ve

mikroskobik gériinimu incelendi.

2.1.1.1. Makroskobik 6zellikler
Makroskobik olarak mavi-yesil renkte suet benzeri ylzeye sahip koloniler
Aspergillus fumigatus lehine, 6nce beyaz—sari sonrasinda yesile dénen koloniler
Aspergillus flavus lehine, kum—kahverengi, targin renginde suet benzeri yizeye sahip

koloniler Aspergillus terreus lehine yorumlandi (30).

2.1.1.2. Mikroskobik 6zellikler
Mikroskobik olarak bolmeli hiflere sahip olan, dallanmayan konidyofor yapilar

bulunan, konidyoforlarin ucunda vezikul adli yapiyr bulunduran, vezikilden fiyalid
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yapilar g¢ikan ve fiyalidlerin ucunda da yuvarlak yapili konidya zincirlerine sahip
koloniler Aspergillus spp. olarak degerlendirildi (30).

Konidyoforlari kisa, diz olup konidyoforlardan ¢ikan fiyalidler tek siral ve

vezikulun Gst 2/3’Un0 kapliyorsa izolat A. fumigatus olarak degerlendirildi (30).

Konidyoforlari dizensiz, gukurlu veya dikenli yapida olup konidyofordan ¢ikan
fiyalidleri tek veya iki sirali sekilde vezikulin tamamini kapliyorsa izolat A. flavus
olarak degerlendirildi (30).

Konidyoforlar kisa, duz olup fiyalidleri iki sirali, vezikuli kolumnar sekilde

kapliyorsa izolat A. terreus olarak degerlendirildi (30).

2.1.1.3. 45°C’de Ureme Testi
Aspergillus izolatlari SDA’ya ekilerek 45° C’de inkibe edildi. 45°C’de Ureyen

koloniler A. fumigatus lehine degerlendirildi.

2.1.2. MALDI-TOF MS
Konvansiyonel yontemlerle tanimlanan Aspergillus izolatlari MALDI-TOF MS

yontemiyle de asagidaki basamaklar uygulanarak tanimlandi.

2.1.2.1. Hedef plakasina 6rnek uygulama

Plakta ureyen kolonilerde sporlarin hif yapilar ile birlestigi yerden kurdan
yardimiyla ¢izgi seklinde surulerek koloniler alindi. Secilen koloniler ince bir tabaka
halinde hedef plakasina surtldi ve ardindan 6rnegin Uzerine hazirlamis oldugumuz
%70Q’lik formik asit ¢ozeltisinden 1 yL damlatildi. Oda sicakhginda kurumasi beklenip,
1 pl matriks c¢ozeltisi damlatildi. Matriks ¢6zeltisinin oda sicakhdinda kurumasi
beklendi. Hazirlanan hedef plakasi analiz icin MALDI-TOF MS cihazina (Bruker
MALDI BIOTYPER, Almanya) yuklendi.

2.1.2.2. Degerlendirme

Cihaza vyuklenen hedef plakasi okutulduktan sonra skoru =2.0 olan
tanimlamalar kesin, =21.7 olasi tani olarak degerlendirildi. Daha asagida saptanan

skorlar geleneksel yontemlerle desteklenerek tanimlandi.
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2.2. Antifungal Duyarlilik Yontemleri
Calismada yer alan tum izolatlarin antifungal duyarliliklari G¢ ydntemle

arastirildi.

2.2.1. Sivi Mikrodilisyon Yo6ntemi
2.2.1.1. Besiyerinin hazirlanmasi

CLSI M38-A2 referans yonteminde onerilen sentetik besiyeri olan L-glutamin
ve fenol kirmizisi igeren, sodyum bikarbonat icermeyen RPMI 1640 (Cegrogen
biotech, Almanya), son konsantrasyonu 0.165 mol/l olacak sekilde morfolinopropan
sulfonik asit (MOPS; Sigma Aldrich, Almanya) ile tamponlanarak hazirlandi.
Besiyerinin pH'1 1M NaOH ile 7 olacak sekilde ayarlandi. Besiyeri filtre edilerek steril
hale getirildi (12).

2.2.1.2. Antifungal ila¢ dilisyonlarinin hazirlanmasi
AMB (Fluka, Isvigre), ITZ (Carbosynth, ingiltere), VOR (Carbosynth, ingiltere) ve
KAS (Sigma, Cin Halk Cumhuriyeti) toz formunda ilgili firmalardan temin edildi. CLSI
M38-A2 rehberinde 6nerilen sekilde tiim ilaglarin diliisyonlari hazirlandi. AMB, iTZ ve
VOR’un stok solUsyonlari dimetilstlfoksid (DMSO; Supelco Emplura, Japonya)
¢cozeltisinde, KAS distile suda ¢ozdurulerek hazirlandi.
llaglarin stok soliisyonu icin eklenecek DMSO ve distile su miktari CLSI M38-A2
rehberinde dnerilen asagidaki formulle hesaplandi.
Hacim = Agirlik (mg) x potens (ug/mg) / konsantrasyon (ug/ml)
250 mg AMB stok solisyonu i¢in 29.3 ml DMSO,
100 mg VOR stok solisyonu i¢in 15.31 ml DMSO,
250 mg iTZ stok soliisyonu icin 38.3 ml DMSO,
5 mg KAS stok soltsyonu i¢in 1.50 ml DMSO kullanildi.
llag stok konsantrasyon sollisyonlari AMB, VOR, ITZ igin, 6400 pg/ml, KAS igin
3200 pg/ml olarak hazirlandi. Daha sonra DMSO’nun etkisini azaltmak ve c¢alisma
konsantrasyonlarini hazirlamak igin ilaglarin son seyreltmeleri RPMI 1640 ile 1/100
sulandirilarak yapildi. Son konsantrasyonlari elde edilen ilaglar birer mililitrelik
ependorflara dagitilarak -20°C’ye kaldirldi (12).
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2.2.1.3. Kif siispansiyonunun hazirlanmasi

CLSI M38-A2 belgesinde SMD yontemi icin, yaklasik 0,4x10% ile 5x10* KOU
araliginda canli konidyal veya sporanjiyospor inokilasyon konsantrasyonlarinin
hazirlanmasi gerektigi belirtimektedir.

Stoklanan suslar SDA’a pasajlanarak canlandirildi. Canlandirilan suslarin
konidyum ve sporanjiospor olusumunu indiklemek igin tipte PDA’da (Oxoid,
ingiltere) 35°C'de yedi giin boyunca veya iyi sporiilasyon elde edilene kadar inkiibe
edildi. Daha sonra PDA’daki kolonilerin Gzerine yaklasik 1 ml steril %0,85 serum
fizyolojik eklendi ve pastor pipetiyle yavasca karistirilarak geri cekildi. Konidya ve
hifal fragmanlardan olusan suspansiyon hazirlandi. Adir partikillerin gokmesi icin 3-5
dakika beklendikten sonra Ustteki homojen slUspansiyon steril bir tipe aktarildi.
TapUn kapag! kapatildi ve homojen olacak sekilde karistirildi. Sonra bu karisimin
absorbansi spektrofotometride (Jasco V730, Amerika Birlesik Devletleri) 530 nm
dalga boyunda 0,09-0,13 optik dansitede olacak sekilde ayarlandi. Bu stispansiyon
hem SMD ydntemi hem de diger yontemler igin kullanildi (12).

2.2.1.4. Mikroplaklara inokulasyon
2.2.1.4.1. RPMI 1640 Besiyerinin Mikroplaklara Dagitiimasi
ilk olarak RPMI 1640 besiyeri, mikroplaklardaki (Citoteks, Cin Halk
Cumbhuriyeti) tim kuyucuklara 100’er uyl dagitildi. Her yatay siraya bir sus bir

antifungal ¢alismasi yapilacak sekilde duzenlendi.

2.2.1.4.2. Antifungal llaglarin Mikroplaklarda Seri Sulandirimi
AMB, iTZ ve VRZ 0.0313-16 pg/ml, KAS ise 0.015-8 ug/ml konsantrasyon
araliginda c¢alisildi. Bu amagla, calisma konsantrasyonu hazirlanmis olan
antifungaller, steril 96 kuyucuklu mikroplaklara, birden onuncu kuyucuga kadar seri
dilisyon yapilacak sekilde dagitildi. On birinci kuyucuga (Ureme kontroll) sadece kuf

inokule edilirken, on ikinci kuyucuk besiyeri kontrolt olarak degerlendirildi (12).

2.2.1.4.3. Aspergillus inokiilasyonlarinin Dagitiimasi
Spektrofotometride 0,09-0,13 optik dansitede ayarlanan sispansiyonlar, sivi
RPMI 1640 besiyeri ile 1/50 oraninda sulandirildi (0.8x10% -1x10° KOU/ml) . Olusan

bu 1/50 dilusyonluk karisim, onceden hazirlamis oldugumuz, igcinde 2 kat seri
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dilusyon seklinde antifungal dagitiimis mikroplaklara, her kuyucuga 100 ul gelecek
sekilde eklendi (son inokulum miktari 0.4x104-5x10* KOU/mI) (12).

2.2.1.4.4. Mikroplaklarin Inkiibasyonu
Mikroplaklar 35°C’lik etivde 24-48 saat inkibe edildi (12).

2.2.1.5. Testin analizi

Mikroplaklar, hem 24 hem de 48 saatlik inkibasyon sonunda gorsel olarak
degerlendirildi ve sonuclar kaydedildi. CLSI M38-A2 belgesinde onerildigi sekilde
AMB, VOR ve iTZ, 46-50 saat, KAS ise 21-26 saat sonra degerlendirildi (12).

AMB, ITZ ve VOR ile MiK degerleri ve KAS ile MEK degeri belirlendi. AMB,
ITZ ve VOR ilaglari igin Gireme kontroliine gére %100 inhibisyon (g6zle gorilebilir
biyiimeyi engelleyen) saglayan en disik ila¢g konsantrasyonu MIK degeri olarak
belirlendi. KAS igin ireme kontroldeki yogun hifal Gremeye gore kiguk yuvarlak hifal
uremenin oldugu ilk kuyucuk MEK degeri olarak belirlendi (12).

SMD calismasinda KK izolatlarinin MiK degerleri tim ilaglar icin CLSI M38-A2
belgesinde belirtilen araliklarda saptandi (116).

2.2.2. lzolatlarin GD Yéntemi ile Antifungal Duyarliliklarinin Saptanmasi

Aspergillus tiirlerinin, AMB (Liofilchem, lItalya), ITZ (Liofilchem, italya), VOR
(Liofilchem, italya) ve KAS (Liofilchem, italya) ilaclarina karsi duyarhliklari GD
yontemi ile GD stripleri kullanilarak arastirildi. Striplerin her ilac icin konsantrasyon
gradyani 0.004 ile 32 ug/ml arasinda bulunmaktadir. Stripler, testin yapilacagi gune
kadar -20° C’de saklandi. GD, CLSI M51-A’nin DD igin dnerdigi yontem referans
alinarak gergeklestirildi (107). Besiyeri olarak saf MHA (Liofilchem, italya) kullanild.
SMD yoénteminde anlatildigi sekilde 530 nm dalga boyunda 0,09-0,13 optik dansitede
olacak sekilde hazirlanan seyreltimemis inokulum sdspansiyonlarina steril
ekuvyonlar batirldi. EkGvyon birka¢ kez donduruldi ve sivi seviyesinin Uzerinde
tipln i¢c duvarina sikica bastirilarak ekivyondaki fazla sivi giderildi. EkGvyon saf
MHA plaginin kurumus yuzeyine 3 kez her seferinde 60° dondurtlerek tim agar
yuzeyine esit gelecek sekilde yayildi ve Uzerine GD stripleri yerlestirildi. Plaklar ters
cevrilerek 35°C'de 48 saat’e kadar inkibe edildi. Plaklarin 24 ve 48 saatlik
inkiibasyonu sonrasinda MiK ve MEK degerleri okundu. inkiibasyondan sonra elips

seklindeki Greme inhibisyon zonunun, striple kesistigi en disiik konsantrasyon, MiK
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dedgeri olarak belirlendi. Sonuglar okunurken Uretici firmanin temin ettigi
doékimanlardan da yararlanildi (13,107).

GD yontemi, Udreticinin onerilerine goére ve CLSI M51-A belgesinde disk
difizyon yontemi icin verilen degerlendirme kosullarina gore degerlendirildi. Triazoller
test edilirken, hafif “trailing” (striklenme) veya inhibisyon bdlgesine uzanan hif
elemanlar g6z ardi edildi ancak AMB icin inhibisyon bélgesine uzanan hif elemanlari
dikkate alindi. Ayrica KAS icinde iyi tanimlanmis inhibisyon elipsinin igindeki
mikrokoloniler géz ardi edildi. GD MIK son noktalari, her iki yontemle MIK
karsilastirmalarint  kolaylagstirmak icin CLSI M38-A2 SMD yoOntemindeki
konsantrasyon araliklariyla eslesen en yakin Ust dilisyona yukseltildi (13).

KK izolatlarinda GD yéntemi MIK degerleri, tim ilaclar icin CLSI M38-A2

dokumaninda SMD yontemi igin belirlenen araliklarda saptandi.

2.2.3. lzolatlarin Disk Difiizyon Yéntemi ile Antifungal Duyarliliklarinin
Saptanmasi

Disk difizyon yontemi, CLSI M51-A standardina gore ve saf MHA (Liofilchem,
italya) kullanilarak gerceklestirildi. Bu amagla, AMB (10 mikrogram) (Bioanalyse,
Turkiye), iTZ (10 mikrogram) (Bioanalyse, Tiirkiye), VOR (1 mikrogram) (Bioanalyse,
Tarkiye) ve KAS (5 mikrogram) (Bioanalyse, Turkiye) ila¢ diskleri kullanildi. Diskler,
testin yapilacagi gune kadar -20°C de saklandi. SMD ydnteminde anlatildigi sekilde,
530 nm dalga boyunda 0,09-0,13 optik dansitede olacak sekilde hazirlanan
seyreltiimemis inokulum sutspansiyonlarina steril ekiivyonlar batirildi. Eklivyon birkag
kez donduruldi ve sivi seviyesinin Uzerinde tUpun i¢ duvarina sikica bastirilarak
ekuvyondaki fazla sivi giderildi. EkUvyon saf MHA plaginin kurumus yuzeyine 3 kez
her seferinde 60° dondirtlerek tim agar ylzeyine esit gelecek sekilde yayildi ve
Uzerine diskler yerlestirildi. 90 mm’lik plaga 2 disk yerlestirildi. KK izolatlari da ayni
islemlerden gecirildi (13). Sekil 12'de A. flavus icin iTZ ve VOR disklerinin kullanildig
24. ve 48 saatteki zon gaplari gorilmektedir.

Plaklar 35 ° C'de inklibe edilerek 24 ve 48 saat sonra yansiyan i1sikta siyah bir
arka zeminde okundu. Disklerin inhibitor zon c¢aplari, bliyumenin belirgin olarak
azaldigi (%80) yerdeki gegis noktasindan olg¢uldu. Triazoller test edilirken CLSI M51-
A’da 6nerildigi gibi hafif “trailing” (striiklenme) veya inhibisyon bolgesine uzanan hif

elemanlart g6z ardi edildi. Ancak AMB icin inhibisyon bdlgesine uzanan hif

42



elemanlari da dahil edildi. Ayrica KAS iginde iyi tanimlanmig inhibisyon bodlgesi

icindeki mikrokoloniler géz ardi edildi (13).

Tam ilaclarda KK suglarinin zon ¢aplari beklenen deger araliginda bulundu
(117).

2.3. Sonuglarin Degerlendirilmesi

SMD ve GD yénteminde MIK ve MEK degerleri, DD yonteminde zon caplari
24. ve 48. saatlerde iki farkh kisi tarafindan kor bir sekilde okundu.

GD yonteminde 24. ve 48. saatte okunan MiK ve MEK degerleri, SMD ydntemi
ile 24. ve 48. saatte okunan degerler ile karsilastirildi. GD testi surekli bir
konsantrasyon gradientine sahip oldugundan, iki kat seyreltmeler arasindaki
MIK/MEK degerleri, karsilastirma icin referans ydntemin bir sonraki (st
konsantrasyona yuvarlanmistir (10, 22).

Calismamizda DD ydnteminin performansini belirlemek i¢in Espinell-Ingroff ve
ark.’nin (118) DD yontemini degerlendirmek igin kullandigi ve CLSI M38-A2’de de
atifta bulunulan esik degerler kullaniimigtir. Espinel-Ingroff ve ark. (118) tarafindan
kif mantarlari icin, MIK ve MEK degerlerinin dagilim grafikleri ve her bir antifungal
ajana karsihik gelen disk zon c¢api sonuglari degerlendirilerek, gegici zon capil
kategorileri ve MIK/MEK esik degerleri atanmistir. MIK/MEK esik degerleri; AMB,
VOR, ITZ ve KAS igin duyarli (MIK veya MEK <1 ug/mL), doza bagiml duyarh (MiK
veya MEK: 2 pug/mL) ve direncli (MiK veya MEK > 4 pg/mL) olarak belirlenmistir. Zon
caplari ise triazoller ve KAS igin 217 mm ve AMB igin 215 mm duyarh, triazoller ve
KAS igin 14-16 mm ve AMB icin 13-14 mm doza badiml duyarli, triazoller ve KAS
igin <13 mm ve AMB igin <12 mm direncli olarak siniflandiriimistir.

Biz de calismamizda bu gecici esik degerlerini, her ilacin zon g¢api ve MiK
degerleri arasindaki kategorik uyumu belirlemek igin kullandik. izolat DD ydntemiyle
direncli, ancak SMD yo6nteminde duyarl oldugunda blyuk hata olarak kabul edildi.
SMD yonteminde sonucu direngli olan izolatlarin, DD sonucu duyarli oldugunda, ¢ok
blyuk hata olarak kabul edildi. Kiguk hatalar, duyarli ve doza bagimlh duyarl veya
doza bagimli duyarh ve direncli arasinda kaymalar oldugunda kabul edildi.

GD ve SMD yéntemi igin MIK araliklari, MiKso, MiKeo degerleri ve geometrik
ortalamalari belirlendi. Her iki ydontem arasindaki temel uyuma =1 ve +2 dilusyonda
bakilarak uyumlu olan suslarin sayisi yuzde olarak belirlendi. Ayrica bu iki yontem
kategorik uyum agisindan da karsilastirildi.
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3. BULGULAR

Calismamiza toplam 106 Aspergillus susu (62 A. fumigatus, 28 A. flavus, 16 A.
terreus) dahil edildi. Bu suslar, siklik sirasina gére brong lavaj/bronkoalveolar lavaj,
balgam, trakeal sekret, yara, doku, plevra, kornea, diger aspirat ve kulak
orneklerinden izole edilmis olan suslardan olusmaktaydi.

Aspergillus Gremesi saptanmis olan Ornekler igerisinde, kontaminasyon
olasiligi ekarte edilmis olan érneklere ait izolatlar, galismaya dahil edildi. Tablo 8'de

orneklerin sayisi ve oranlari verilmigtir.

Tablo 8: Calismaya dahil edilen 6rneklerin turl, sayisi ve oranlari

Sayi Yuzde

Ornek tiirii Balgam 27 25,5
Trakeal sekret 23 21,7

Brons lavaj/bronkoalveolar lavaj 28 26,4

Plevra 4 3.8

Doku 8 7.5

Yara 10 9,4

Diger aspirat 2 19

Kornea 3 2,8

Kulak 1 0,9

Toplam 106 100,0

Calismamizda bulunan 106 susun tanimlamasi geleneksel yontemler ve
MALDI-TOF MS yontemi ile yapildi. Biri hari¢ tim izolatlar geleneksel yéntemler ile
tanimlandigi sekilde MALDI-TOF MS yontemi ile de ayni isimle tanimlandi. Tablo
9'da izolatlarin MALDI-TOF MS yontemi ile tanimlanma skorlari ve sayilari verilmistir.
Geleneksel yontemler ile A. flavus olarak tanimlanan bir izolat, MALDI-TOF MS

yontemi ile A. tamarii olarak tanimlandi. Bu nedenle bu izolat galismadan cikarildi.
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Tablo 9: Aspergillus turlerinin MALDI-TOF MS yontemi ile tanimlanma skorlari

ve sayilari
sayl ylzde
Tanimlanma skoru | 2,0 ve Uzeri 57 53,8
1,7-2,0 32 30,2
15-17 16 15,1
1,5 ve alti 1 0,9
Toplam 106 100,0

Calismaya alinan 106 susun, CLSI referans SMD yontemi (M38-A2), GD ve
DD yo6ntemi (CLSI M51-A) ile AMB, ITZ, VOR ve KAS igin in vitro duyarliliklarina
bakildi. Degerlendirmeler tim yontemlerde 24. ve 48. saatlerde yapildi. SMD y6ntemi
ile 24. ve 48. saatte tUm okumalar yapilabilirken, DD ve GD yontemi ile A. terreus
izolatlarinin 24. saat Gremeleri zayif oldugu igin bu tirin 24. saat yerine 27-28. saatte
degerlendirmeleri yapildi. CLSI M51-A da A. terreus icin 48. saat okumasi
Onerilmektedir.

Sekil 8'de SMD ydntemi ile calismamiza ait bir mikroplak resmi érnek olarak
verilmistir. Sekil 9 ve 10’da sirasiyla A. fumigatus ve A. flavus’un GD ydntemiyle 24.
ve 48. saat goruntusu gorulmektedir. Sekil 11°de A. flavus izolatlarinin DD yontemiyle

24. ve 48. saat goruntusi gorilmektedir.
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Sekil 8: SMD yontemi ile antifungal duyarlihdin belirlenmesi (A. flavus; AMB;
48. saat gorinimu, en alt satirdaki kuyucuklarda KK izolatinin ve diger satirlarda

calisma izolatlarinin 48. saat goruntuleri gorilmektedir.)

Sekil 9: A. fumigatus GD yontemiyle antifungal duyarlihdin belirlenmesi (solda

24. saat, sagda 48. saat goérunimu)
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Sekil 10: A. flavus, GD yodntemi ile antifungal duyarlihdin belirlenmesi (solda

24. saat, sagda 48. saat gérinimu)

Sekil 11: DD ydéntemiyle antifungal duyarlihdin belirlenmesi (A. flavus; solda
24. saat, sagda 48. saat gérunumu)
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Tablo 10: Aspergillus turlerinin SMD ve GD ydntemi ile 24. ve 48. saatte elde
edilen MIK/MEK araliklari, MiK/MEKSso, MiK/MEKgo degerleri ve G.O’lari

TOR ANTIFUNGAL MiKRODi.LUSYON TESTi E TEST .

ARALIK MIKso | MIKgo | G.O* ARALIK MIKso | MIKso | G.O*
24.saat | 0.12-0.5 0.25 0.5 0.25 0.06-0.5 0.12 0.5 0.13
Amfoterisin B | 48.saat | 0.25-1 0.5 1 0.54 0.12-2 0.5 1 0.46
24.saat | 0.06-1 0.12 0.25 0.12 0.06-0.5 0.12 0.25 0.15

Vorikonazol 48.saat [0.12-2 0.12 0.25 0.18 0.12-1 0.25 0.25 0.2
24.saat | 0.25-4 1 1 0.73 0.5-2 1 2 1.06
A. itrakonazol 48.saat | 0.5-8 1 2 1.16 1-8 2 2 1.87
fumigatus 24.saat | 0.015-0.06 0.03 0.06 0.02 0.12-0.50 |0.25 0.5 0.25
(n=62) Kaspofungin | 48.saat |0.015-0.5 0.03 0.25 0.04 0.12-1 0.25 0.5 0.34
24.saat | 0.5-2 1 2 0.92 0.5-2 1 2 1.07
Amfoterisin B | 48.saat 14 2 2 1.64 1-32 4 32 5.51
24.saat | 0.03-0.5 0.12 0.25 0.12 0.06-0.25 |0.12 0.25 0.11
Vorikonazol 48.saat | 0.12-05 0.25 0.5 0.22 0.06-0.5 0.12 0.5 0.15
24.saat | 0.12-0.5 0.25 0.25 0.21 0.12-0.5 0.5 1 0.46
itrakonazol 48.saat | 0.25-1 0.25 1 0.35 0.5-1 1 1 0.72
A. flavus 24.saat | 0.015-0.06 0.03 0.03 0.02 0.015-0.06 | 0.12 0.5 0.14
(n=28) Kaspofungin | 48.saat |0.015-0.6 0.03 0.06 0.02 0.06-0.5 0.25 0.5 0.22
24.saat | 0.25-2 1 2 0.7 0.5-2 1 2 0.91

Amfoterisin B | 48.saat | 0.5-4 2 4 191 1-32 4 16 4

24.saat | 0.06-0.5 0.12 0.25 0.13 0.06-0.25 |0.25 0.25 0.19
Vorikonazol 48.saat |0.12-0.5 0.5 0.5 0.33 0.12-0.5 0.25 0.5 0.21
24.saat | 0.12-0.5 0.25 0.5 0.28 0.25-1 0.5 1 0.59
itrakonazol 48.saat |0.25-1 0.5 1 0.56 0.5-1 1 1 0.84
A. terreus 24.saat | 0.015-0.06 0.015 |0.03 0.02 0.015-0.12 | 0.06 0.12 0.04
(n=16) Kaspofungin | 48.saat |0.015-0.12 0.03 0.03 0.04 0.03-0.12 |0.06 0.12 0.07

24.saat | 0.12-2 0.25 1 0.41 0.06-2 0.25 2 0.3
Amfoterisin B | 48.saat | 0.25-4 1 2 0.88 0.12-32 1 4 0.78
24.saat | 0.03-1 0.12 0.25 0.12 0.06-0.5 0.12 0.25 1.23
Vorikonazol 48.saat |[0.12-2 0.25 0.5 0.21 0.06-1 0.25 0.25 1.29
24.saat [ 0.12-4 0.5 1 0.46 0.12-2 1 1 0.14
itrakonazol 48.saat |0.25-8 1 2 0.76 0.5-8 1 2 0.16
Toplam 24.saat | 0.02-0.06 0.03 0.06 0.024 |0.015-0.5 |0.12 0.5 0.19
(n=106) Kaspofungin | 48.saat |0.015-0.5 0.03 0.06 0.036 |0.03-1 0.25 0.5 0.24

*G.0: Geometrik ortalama, KAS icin MEK degerleri verilmistir.
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Tablo 10’da goérildigi gibi, SMD yéntemi ile MIKIMEKso, MIK/MEKgo ve G.O
degerlerine goére, tim Aspergillus turlerinde en dusuk MEK degerleri KAS ile
saptandi. GD yontemi ile, A. fumigatus ve A. flavus izolatlar icin en disik MiK

degerleri VOR ile saptanirken, A. terreus izolatlari i¢cin KAS ile saptandi.

Inklibasyon sirelerine gére MiKeo degerleri karsilastirildiginda, GD
yonteminde A. flavus ve A. terreus izolatlari icin AMB’nin 24. ve 48. saatte okunan
degerleri ve A. terreus izolatlari igcin SMD yonteminde VOR'un 24. ve 48. saatte
okunan degerleri arasinda >+2 dilisyon artis saptandi. Her iki ydontemde de diger
ilaclarda boyle bir fark saptanmamig olup, 24. ve 48. saatteki sonuglari arasindaki

yukselme en fazla 1 diliisyon ile sinirli kalmistir (Tablo 10).

Her iki inkibasyon siuresinde SMD ve GD yontemi verileri dikkate alindiginda
A. fumigatus igin AMB MIK degerleri duisiik (<1 pg/ml) saptanirken bu izolatlara karsi
AMB’nin etkin kullanilabilece@i 6n goruldi. Fakat A. flavus ve A. terreus izolatlari igin
AMB MIK degerleri yiksek (=1 pg/ml) saptandi. iTZ de ise AMB’nin aksine A.
fumigatus icin MIK degerleri yiiksek (=1 pg/ml) saptanirken, A. flavus ve A. terreus
izolatlari igin daha dusuk (<1 pg/ml) bulundu. KAS ve VOR icin de tum Aspergillus
tiirlerinde MIK/MEK degerleri diisiik (€1 pg/ml) saptandi (VOR MiK degeri 2 pg/ml
bulunan bir A. fumigatus izolati harig) (Tablo 10).
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Tablo 11: SMD ve GD yontemlerinin 24. ve 48. saatlerdeki temel uyum oranlari

TUR ANTIFUNGAL SMD-GD (saat) +1 uyum (%) | +2 uyum (%)

24-24 75.9 95.2

48-48 66.1 92
Amfoterisin B 48-24 12.9 72.6
24-24 93.5 98.4
48-48 96.8 100
Vorikonazol 48-24 95.2 98.4
24-24 95.2 100
48-48 96.8 100
itrakonazol 48-24 96.8 100
24-24 0 15.8
48-48 14.5 33.2

A. fumigatus (n=62) Kaspofungin 24-48 0 8

24-24 96.4 100

48-48 57.2 84
Amfoterisin B 48-24 85.7 100
24-24 92.8 100
48-48 89.2 96.4
Vorikonazol 48-24 82.2 92.9
24-24 71.4 100
48-48 75 100
itrakonazol 48-24 100 100
24-24 7.2 50.1
48-48 10.7 214
A. flavus (n=28) Kaspofungin 24-48 7.2 21.5
24-24 93.7 100
48-48 81.1 93.7
Amfoterisin B 48-24 74.9 93.7
24-24 93.7 100
48-48 87.5 100
Vorikonazol 48-24 81.2 100
24-24 74.9 100
48-48 100 100
itrakonazol 48-24 100 100
24-24 68.7 100
48-48 75.1 87.5
A. terreus (n=16) Kaspofungin 24-48 31.4 87.5
24-24 84.2 97.2
48-48 79.3 91.6
Amfoterisin B 48-24 46.3 83.1
24-24 93.5 99.1
48-48 93.6 99.1
Vorikonazol 48-24 88.8 97.2
24-24 86.8 100
48-48 91.5 100
itrakonazol 48-24 98.2 100
24-24 12.2 38.6
48-48 22.5 38.4
Toplam (n=106) Kaspofungin 24-48 6.6 23.6
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Tablo 11'de Aspergillus izolatlari icin SMD ve GD yodntemlerinin 24-24 saat,
48-48 saat ve AMB, ITZ ve VOR icin 48-24 saat, KAS icin ise 24-48 saat
sonuglarinin, £1 ve +2 dilisyondaki temel uyum oranlari verilmigtir. SMD ydntemi
CLSI M38-A2 belgesinde onerilen saatlerde, GD yontemi de 24. ve 48. saatte
degerlendirildiginde iki yontem arasinda +2 dilisyonda uyum %15.8-100 arasinda
bulunurken, en iyi sonug ITZ (%100) ile alindi. AMB ve VOR icin de (>%90) cok iyi
uyum elde edildi. Fakat KAS ile temel uyum oranlari dusik (%38.6) saptandi. Buna
ragmen KAS icin kategorik uyuma bakildiginda uyum oraninin %100 oldugu
gorilmektedir.

AMB ve VOR ile en yiuksek temel uyum oranlari, SMD ve GD yo6ntemlerinin
her ikisi de 24. saatte okundugunda elde edildi. Ancak CLSI M38-A2 de SMD
yontemi icin AMB ve triazollerin 48. saatte okunmasi 6nerilmektedir. Buna gére SMD
yonteminde AMB 48. saatte okundugunda, en yiksek temel uyum GD y6nteminde A.
fumigatus ve A. terreus izolatlarinin 48. saatte okunmasiyla, A. flavus izolatlarinin ise
24. saatte okunmasiyla saptandi. Tum Aspergillus tdrleri icin VOR ile en yiuksek
temel uyum, GD ydntemi 48. saatte okundugunda saptandi. GD ydnteminin iTZ igin
temel uyum oranlari, hem 24 hem de 48. saatte okundugunda ayni saptandi (*2
dilisyonda her iki zaman diliminde de %100 uyum bulundu). KAS ile genel olarak
oranlar dusuk olmakla birlikte en yidksek uyum, iki yontem de 24. saatte
okundugunda saptandi (Tablo 11).

Sekil 12de A. fumigatus icin SMD yénteminde elde edilen MIK/MEK
degerlerinin dagihmi goérilmektedir. Calismamizda en distk MEK degerleri KAS ile
alinirken en ylksek MIK degerleri ise iTZ ile alindi. AMB hari¢ tiim ilaglarda GD
yontemi ile gére daha genis MiK araliklari saptandi (Sekil 13).
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Sekil 12: SMD ydntemi sonuglarina gére A. fumigatus MIK/MEK dagilimi (48.
saat)

GD yontemiyle A. fumigatus izolatlari icin MIK/IMEK degerlerinin dagilimi Sekil
13'de verilmistir. Burada en diisiik MiK degerleri VOR ile saptanirken, AMB ve KAS
icin de VOR’a yakin MIK/MEK degerleri saptandi. En yiksek MIK degerleri ise ITZ ile

saptandi.
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Sekil 13: GD yéntemi sonuglarina gére A. fumigatus MiIK/MEK dagilimi (48.
saat)
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A. flavus izolatlari icin SMD yénteminde elde edilen MIK/MEK degerlerinin
dagihmi Sekil 14’de verilmistir. En disik MEK degerleri KAS ile alinmis olup en
yiiksek MIK degerleri ise AMB ile alindi. GD yéntemi ile karsilastirildiginda iTZ hari¢
MiK araliklari daha genis bulundu (Sekil 15).
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Sekil 14: SMD yéntemi sonugclarina gére A. flavus MiK/MEK dagilimi (48. saat)

A. flavus icin GD yontemi ile 48. saatte elde edilen MIK/MEK degerlerinin
dagihmi Sekil 15'de verilmistir. Burada en diisiik MiK/MEK degerleri VOR ve KAS ile
saptanmis olup en ylksek MiK degerleri SMD yoéntemindeki gibi AMB ile saptandi.
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Sekil 15: GD yéntemi sonuglarina gére A. flavus MiIK/IMEK dagilimi (48. saat)
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A. terreus izolatlari icin SMD yénteminde elde edilen MIK/MEK degerlerinin
dagihmi Sekil 16’da verilmistir. En dlisik MEK degerleri diger turlerde de oldugu gibi
KAS ile saptandi. En yiiksek MiK degerleri, A. flavus izolatlarinda oldugu gibi AMB ile

saptandi.
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Sekil 16: SMD yéntemi sonugclarina gére A. terreus MIK/IMEK dagilimi (48.
saat)

A. terreus icin GD yontemi ile 48. saatte MiK degerlerinin dagilimi Sekil 17’de
verilmigtir. En dugsik MEK degerleri SMD yonteminde saptandidi gibi KAS ile
saptandi. En yiiksek MIK degerleri de SMD yénteminde saptandi§i gibi AMB ile

saptandi.
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Sekil 17: GD yéntemi sonuglarina gére A. terreus MiIK/IMEK dagilimi (48. saat)

Kaf mantarlar igin her ne kadar standart esik degerleri bulunmasa da, bazi
galismalarda, AMB, VOR, ITZ ve KAS igin MIK<1 ug/ml, duyarlilik siniri olarak
belirtiimektedir (12,118). Bu nedenle tiim suslarda dért ilacin MIK degerleri <1 pg/ml
olanlarin yizdesi SMD ve GD yontemleri icin hesaplanarak Tablo 12'de verilmistir.
Tabloda gériildigi gibi  her iki yontemle de MIK/MEK degerleri en disiik saptanan
ilaclar VOR ve KAS’dir. SMD yontemiyle A. fumigatus izolatlarinin tamaminda AMB
MiK<1 pg/ml saptanirken, A. flavus ve A. terreus izolatlarinin gogunda AMB MiK
degerleri yiiksek (21 pg/ml) saptandi. VOR ve iTZ MIK degerleri A. flavus ve A.
terreus izolatlarinin tiimiinde MiK<1 saptanirken, A. fumigatus izolatlari icin VOR ile
bir sus MiK:2 pg/ml olarak, iTZ ile 16 sus MiK=1 pg/ml saptandi. Tim Aspergillus
turleri icin KAS MEK degerleri <1 pg/ml saptandi.
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Tablo 12: Aspergillus tiirlerinde SMD ve GD yéntemi ile MIK/MEK <1

saptananlarin sayi ve yuzdesi

SMD %SMD GD %GD GD % GD
TOR ANTIFUNGAL MIK/MEK | (48. SAAT) | (48.SAAT) |(24.SAAT) | (24.SAAT) | (48. SAAT) | (48.SAAT)
Amfoterisin B MiKk<1 62 100 62 100 60 96.8
A Vorikonazol Mik<1 61 98.4 62 100 62 100
fumigatus | itrakonazol MiKk<1 46 74.2 52 83.9 9 14.5
(n=62) | Kaspofungin MEK<1 62 100 62 100 62 100
Amfoterisin B MiKk<1 10 35.7 19 67.9 2 7.1
Vorikonazol Mik<1 28 100 28 100 28 100
A. flavus itrakonazol MiKk<1 28 100 28 100 28 100
(n=28) | Kaspofungin MEK<1 28 100 28 100 28 100
Amfoterisin B MiKk<1 5 313 13 81.3 1 6.3
Vorikonazol MiK<1 16 100 16 100 16 100
A. terreus | itrakonazol Mik<1 16 100 16 100 16 100
(n=16) | Kaspofungin MEK<1 16 100 16 100 16 100
Amfoterisin B Mik<1 77 72.6 94 88.7 63 59.4
Vorikonazol Mik<1 105 99.1 106 100 106 100
Toplam | itrakonazol MiK<1 90 84.9 96 90.6 53 50
(n=106) | Kaspofungin MEK<1 106 100 106 100 106 100

Kiaf mantarlarinin duyarlilik testleri icin esik degerler belirlenmemistir. Ancak
Espinell-Ingroff ve ark. (118), 2007 yilinda yaptiklari ¢alismada, DD ydnteminin
AMB, ITZ, VOR, KAS ve PSZ icin performansini degerlendirmek amaciyla bazi esik
degerler atamistir. Biz de calismamizda, yontemler arasi karsilastirma yapabilmek
icin bu gecici esik degerleri kullandik. Tum yéntemlerle aldigimiz sonuclarimizi da bu

esik degerlere gore duyarli, direncli ve doza bagimh duyarl olarak sinifladik.

Tam Aspergillus turleri SMD ve DD yonteminde CLSI belgelerinde 6nerilen
saatlerde yapilan degerlendirmelere gore duyarli, direngli, orta duyarh olarak Tablo
13’de siniflandinimistir. Her iki yéntemle, tim tirler VOR (bir izolat hari¢) ve KAS’a
duyarli bulundu (SMD yoénteminde bir A. fumigatus izolati VOR ile doza bagimh
duyarl bulundu). A. fumigatus izolatlarinin hepsi SMD yontemi ile AMB’ye duyarli
saptanirken, DD yontemiyle doza bagimli duyarli saptanan bir sus disinda, digerleri
AMB’ye duyarl bulundu. Tim A. flavus ve A. terreus izolatlari DD yontemiyle AMB'’ye
direngli saptanirken, SMD yoOntemiyle A. flavus izolatlarindan iki izolat direncli, 16
izolat doza bagiml duyarli, 10 izolat ise duyarl olarak saptandi. A. terreus izolatlari

icin ise bes izolat direngli, alti izolat doza bagimli duyarli, bes izolat duyarli olarak
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saptandi. Bu iki yontem arasindaki kategorik uyum yuzdeleri tablo 15’de verilmigtir.
Hem DD hem de SMD yéntemiyle A. fumigatus izolatlarinin 46’s1 iTZ’ye duyarli, 14’0
doza bagimli duyarli ve ikisi direncli olarak saptandi. A. flavus izolatlar, A.
fumigatus’a gore ITZ'ye daha duyarli bulundu (SMD: %100, DD: %92). A. terreus
izolatlarinin tumi SMD yénteminde ITZ'ye duyarli saptanirken, DD ydénteminde dokuz

izolat duyarh, alti izolat doza bagimli duyarli ve bir izolat direncli bulundu.

GD yonteminde, duyarliik sonuglarinin kaginci saatte de@erlendirilecegine
dair bir standart bulunmamaktadir. Bu nedenle SMD ydntemiyle Onerilen
degerlendirme saatleri (AMB, VOR, ITZ 48. saat, KAS 24. saat) sonuglari ile GD
yonteminin hem 24. hem de 48. saat sonuglari karsilastirildi. Her iki yontemin
kategorik degerlendirme verileri Tablo 14’'te 6zetlenmistir. Bu tabloya gore A. flavus
ve A. terreus izolatlarinin timd, her iki ydntemle tim saatlerde, VOR, ITZ ve KAS’a
duyarl saptandi. GD yontemi 24. saatte degerlendirildiginde A. fumigatus izolatlarinin
tumii VOR ve KAS’a duyarli saptanirken, ITZ’'ye 10 izolat doza bagimli duyarli,
digerleri ise duyarli bulundu. GD yodntemi 24. saatte degerlendirildiginde, diger
yontemlerde oldugu gibi bu yontemde de A. flavus ve A. terreus izolatlarinin, A.
fumigatus izolatlarina gore AMB’ye karsi duyarliigi daha disuk saptandi (GD 24.
saatte; A. fumigatus icin %100, A. flavus igin %67.9, A. terreus icgin %6.3).
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Tablo 13: Tum Aspergillus turlerinin SMD ve DD yontemi duyarlilik sonuglari

YORUMLANAN KATEGORI (%)

TUR ANTIFUNGAL TEST S | R
SMD 48 sa 100
Amfoterisin B DD 24 sa 98.4 1.6
SMD 48 sa 98.4 1.6
Vorikonazol DD 24 sa 100
SMD 48 sa 74.2 22.6 3.2
itrakonazol DD 24 sa 74.2 22.6 3.2
SMD 24 sa 100
A. fumigatus (n=62) Kaspofungin DD 24 sa 100
SMD 48 sa 35.7 57.1 7.1
Amfoterisin B DD 24 sa 100
SMD 48 sa 100
Vorikonazol DD 24 sa 100
SMD 48 sa 100
itrakonazol DD 24 sa 92.9 7.1
SMD 24 sa 100
A. flavus (n=28) Kaspofungin DD 24 sa 100
SMD 48 sa 31.3 37.5 31.3
Amfoterisin B DD 48 sa 100
SMD 48 sa 100
Vorikonazol DD 48 sa 100
SMD 48 sa 100
itrakonazol DD 48 sa 56.3 37.5 6.3
SMD 24 sa 100
A. terreus (n=16) Kaspofungin DD 48 sa 100
SMD 48 sa 72.6 20.8 6.6
Amfoterisin B DD 24 sa-48 sa 57.5 0.9 41.5
SMD 48 sa 99.1 0.9
Vorikonazol DD 24 sa-48 sa 100
SMD 48 sa 89.9 13.2 1.9
itrakonazol DD 24 sa-48 sa 76.4 20.8 2.8
SMD 24 sa 100
Toplam (n=106) Kaspofungin DD 24 sa-48 sa 100
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Tablo 14: Tum Aspergillus turlerinin SMD ve GD yontemi duyarlilik sonuglari

YORUMLANAN KATEGORI (%)

TUR ANTIFUNGAL TEST S I R
SMD 48 sa 100
GD 24 sa 100
Amfoterisin B GD 48 sa 96.8 3.2
SMD 48 sa 98.4 1.6
GD 24 sa 100
Vorikonazol GD 48 sa 100
SMD 48 sa 74.2 22.6 3.2
GD 24 sa 83.9 16.1
itrakonazol GD 48 sa 14.5 82.3 3.2
SMD 24 sa 100
GD 24 sa 100
A. fumigatus (n=62) Kaspofungin GD 48 sa 100
SMD 48 sa 35.7 57.1 7.1
GD 24 sa 67.9 32.1
Amfoterisin B GD 48 sa 7.1 25 67.9
SMD 48 sa 100
GD 24 sa 100
Vorikonazol GD 48 sa 100
SMD 48 sa 100
GD 24 sa 100
itrakonazol GD 48 sa 100
SMD 24 sa 100
GD 24 sa 100
A. flavus (n=28) Kaspofungin GD 48 sa 100
SMD 48 sa 31.3 37.5 31
GD 24 sa 6.3 37.5 56.3
Amfoterisin B GD 48 sa 6.3 37.5 56.3
SMD 48 sa 100
GD 24 sa 100
Vorikonazol GD 48 sa 100
SMD 48 sa 100
GD 24 sa 100
itrakonazol GD 48 sa 100
SMD 24 sa 100
GD 24 sa 100
A. terreus (n=16) Kaspofungin GD 48 sa 100
SMD 48 sa 72.6 20.8 6.6
GD 24 sa 88.7 11.3
Amfoterisin B GD 48 sa 59.2 14.2 26.4
SMD 48 sa 99.1 0.9
GD 24 sa 100
Vorikonazol GD 48 sa 100
SMD 48 sa 84.9 13.2 1.9
GD 24 sa 90.6 9.4
itrakonazol GD 48 sa 50 48.1 1.9
SMD 24 sa 100
GD 24 sa 100
Toplam (n=106) Kaspofungin GD 48 sa 100

59




DD yonteminin SMD yontemiyle karsilastirilarak AMB, VOR, ITZ ve KAS igin
farkli saatlerdeki kategorik uyumu ve kicik hata, bliyuk hata ile ¢cok bilyuk hata
oranlari Tablo 15te verilmistir. Asagida ki ydntem arasinda vyapilan
degerlendirmeler, SMD yo6ntemi igin CLSI M38-A2 belgesinde ve DD ydntemi igin
CLSI M51-A belgesinde oOnerilen saatlere gore yapildi. Tum turler igin iki yontem
arasinda en iyi uyum VOR ve KAS ilaglari ile saptandi (%99.1 ve %100). En dusuk
uyum AMB ile bulundu (%65.1). iTZ ile %77.3 uyum saptandi.

Aspergillus tdrlerini ayri ayri degerlendirdigimizde, A. fumigatus izolatlari icin
DD ile SMD yo6ntemi arasinda, AMB (%98.4), VOR (%98.4), KAS (%100) ilaglari igin
yiiksek uyum oranlari bulundu. ITZ icin uyum oranlari (%66.2) ise diger ilaglara gére
daha dislk bulundu. ki yéntem arasinda AMB ve VOR icin kiiciik hata %1.6
saptanmis olup, ITZ icin %32.2 kiicuk, %1.6 oraninda ¢ok biilyiik hata saptandi.

A. flavus izolatlari icin ITZ (%92.9), VOR (%100), KAS (%100) ilaglarinda DD
ve SMD yontemi arasindaki kategorik uyum yuksek saptandi. AMB icin ise uyum

orani dusuk (%7) olup hata orani ytksek (%36’sI ¢ok buylk hata) bulundu.

A. terreus izolatlari igin VOR ve KAS ile kategorik uyum orani %100 bulundu.
iTZ ve AMB ile uyum daha diisik (sirasiyla %56.3 ve %31.3) bulundu. Cok biiyiik
hata iki ilag icin de saptanmadi. ITZ ile %37.5 kiigiik, %6.3 biiyiik hata saptanirken,
AMB ile %37.5 kiguk, %31.3 blyuk hata saptandi.
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Tablo 15 : Tam Aspergillus turlerinin DD ydnteminin SMD yontemiyle kategorik

uyum ve hata oranlari

HATA (%)
TUR ANTIFUNGAL SMD-DD (saat) KOCUK BUYUK COK BUYUK | UYUM (%)

24-24 1.6 98.4

48-48 14.5 435 41.9

Amfoterisin B 48-24 1.6 98.4

24-24 100

48-48 1.6 98.4

Vorikonazol 48-24 1.6 98.4

24-24 22.6 1.6 75.8

48-48 36.1 11.3 51.6

itrakonazol 48-24 32.2 1.6 66.2

24-24 100

48-48 100

A. fumigatus (n=62) Kaspofungin 48-24 100
24-24 10.7 89.3 0

48-48 57.1 35.7 7.1

Amfoterisin B 48-24 57.1 36 7.1

24-24 100

48-48 100

Vorikonazol 48-24 100

24-24 7.1 92.9

48-48 21.4 78.6

itrakonazol 48-24 7.1 92.9

24-24 100

48-48 100

A. flavus (n=28) Kaspofungin 48-24 100
24-24 25 50 25

48-48 37.5 31.3 31.3

Amfoterisin B 48-24 37.5 31.3 31.3

24-24 100

48-48 100

Vorikonazol 48-24 100

24-24 6.3 93.8

48-48 37.5 6.3 56.3

itrakonazol 48-24 37.5 6.3 56.3

24-24 100

48-48 100

A. terreus (n=16) Kaspofungin 48-24 100

24-24 7.5 31.1 61.3

48-48 29.3 39.6 31.1

Amfoterisin B 48-24 23.6 11.3 65.1

24-24 100

48-48 0.9 99.1

Vorikonazol 48-24 0.9 99.1

24-24 16 0.9 83

48-48 33 7.5 59.4

itrakonazol 48-24 21.7 0.9 77.3

24-24 100

48-48 100

Toplam (n=106) Kaspofungin 48-24 100
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GD yoénteminin SMD yéntemiyle karsilastirilarak AMB, VOR ve iTZ igin 24-24,
48-48 ve 48-24. saatlerdeki; KAS ile 24-24, 48-48, 24-48. saatlerdeki kategorik
uyumu ve kicuk hata, buylk hata, ¢ok blyuk hata oranlari Tablo 16’da verilmigtir.
Asagida yapilan degerlendirmelerde SMD yontemi icin CLSI M38-A2 de Onerilen
saatlerdeki, GD yontemi igin tum ilaglarin 24. saatteki sonuclar dikkate alindi. Tum
turler icin iki ydontem arasinda uyum degerlendirildiginde, en yiksek kategorik uyum
oranlari, DD y6nteminde oldugu gibi VOR ve KAS (%99.1-%100) ile saptandi. AMB
ve ITZ ile uyum oranlari (sirasiyla %79.2 ve %87.8), VOR ve KAS’a gére digik
olmakla birlikte DD yontemindeki uyum oranlarina goére (sirasiyla %65.1 ve %77.3)
daha yuksek bulundu. Tum ilaclar icin en iyi kategorik uyum zamani, DD yénteminde
bulundugu gibi SMD yo6nteminin 48. saatte, GD yonteminin 24. saatte okundugu

zaman olarak belirlendi.

Tam tarler icin ayri ayr degerlendirdigimizde, A. fumigatus izolatlari icin iki
yontem arasinda AMB, VOR, KAS ile yuksek uyum oranlar (sirasiyla %100, %98.4,
%100) bulundu. Diger ilaclar ile karsilastirildiginda iTZ ile uyum gérece olarak daha
disuk (%79.1) saptanmis olup, %19.3 kicuk hata, %1.6 cok buylk hata orani
belirlendi (Tablo 16).

A. flavus izolatlari icin, GD yontemiyle AMB hari¢ tum ilaclar icin kategorik
uyum %100 olarak saptandi. AMB ile uyum, DD y6nteminden (%7.1) daha ylksek
olmakla birlikte diger ilaglara gore dusuk (%57.1) bulundu.

A. terreus izolatlari icin. A. flavus izolatlarinda saptandidi gibi AMB hari¢ diger
tim ilaglarda uyum %100 saptanirken AMB’de uyum DD yénteminde saptanan deger
ile ayni (%31.3) bulundu. Fakat DD yonteminden (%31.3 buyuk hata, %37.5 kuguk
hata) farkh olarak hi¢ buylk veya ¢ok buyluk hata saptanmamis sadece klguk hata
(%62.6) saptanmistir. SMD ve GD yontemlerinin her ikisi de 24. saatte okundugunda

A. terreus izolatlarinda, AMB i¢in uyum %93.7 olarak saptanmigtir.
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Tablo 16: Tum Aspergillus turlerinin GD yonteminin SMD ydntemiyle kategorik

uyum oranlari

HATA
TUR ANTIFUNGAL SMD-GD (saat) | KUCUK BUYUK COK BUYUK UYUM (%)

24-24 100
48-48 3.2 96.8

Amfoterisin B 48-24 100

24-24 100
48-48 1.6 98.4
Vorikonazol 48-24 1.6 98.4
24-24 19.4 80.6

48-48 62.9 37.2

itrakonazol 48-24 19.3 1.6 79.1

24-24 100

48-48 100

A. fumigatus (n=62) Kaspofungin 48-24 100
24-24 35.7 64.3
48-48 67.9 14.3 17.8

Amfoterisin B 48-24 39.3 3.6 57.1

24-24 100

48-48 100

Vorikonazol 48-24 100

24-24 100

48-48 100

itrakonazol 48-24 100

24-24 100

48-48 100

A. flavus (n=28) Kaspofungin 48-24 100
24-24 6.3 93.7
48-48 62.4 37.6

Amfoterisin B 48-24 62.6 31.3

24-24 100

48-48 100

Vorikonazol 48-24 100

24-24 100

48-48 100

itrakonazol 48-24 100

24-24 100

48-48 100

A. terreus (n=16) Kaspofungin 48-24 100
24-24 10.4 89.6

48-48 29.2 3.8 67

Amfoterisin B 48-24 16 3.8 79.2

24-24 100

48-48 0.9 99.1

Vorikonazol 48-24 0.9 99.1
24-24 11.3 88.7

48-48 36.7 63.3
itrakonazol 48-24 11.2 0.9 87.8

24-24 100

48-48 100

Toplam (n=106) Kaspofungin 48-24 100
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4. TARTISMA

Son zamanlarda artan, hasta bakim teknolojileri ve tedavilerindeki yenilikler,
bagisiklik sistemini baskilayan ilaglarin kullanim alanlarinin geniglemesi, hastalarin,
ciddi maya ve kuf enfeksiyonlarina duyarhliginin hizla artmasiyla sonuglanmistir.
Yaygin ve nadir saptanan kuf turlerine kargi ortaya ¢ikan direncin yayginhgi ve direng
mekanizmalari hala arastiriimaktadir. Bu diren¢ oranlarinin artmasi nedeniyle kiflere
kargi yapilan antifungal duyarliik testi, kuf enfeksiyonlarinin tedavileri igin

kullanilacak antifungal ajanlarin segiminde yol gosterici olmaktadir (101,119).

Cok merkezli calismalar sonucunda CLSI, kif trleri igin referans sivi mikro-
makrodilisyon yéntemi gelistirmistir (M38-A2) (12). Bu yontemin zahmetli olmasi, ¢ok
zaman almasi ve tecrlbe istemesi nedeniyle basit, hizli, uygun maliyetli duyarlilik
yontemleri arastirlmaya baglanmistir. CLSI 2010 yilinda, ortak bir calisma ile
dermatofit disindaki filamentli mantarlara karsi kullanilan bes antifungal ajan igin
(AMB, VOR, ITZ, KAS ve PSZ) DD yéntemini énermistir (M51-A). Bu yéntem, hem
SMD yontemine gore 8 ile 24 saat 6nce sonu¢ vermekte, hem de Klinik
laboratuvarlarda rahat¢a ulagilabilecek saf MHA kullanilarak daha uygun maliyet
saglamaktadir (13). DD yénteminin dezavantaji, MIK/MEK degerlerinin
belirlenememesi ve kalitatif sonu¢ vermesidir. Bunun icin GD ydntemi gelistiriimis ve
pek cok calisma yapilmistir. Fakat gunimuzde GD ydntemi igin onaylanan standart

bir klavuz bulunmamaktadir.

Calismamizda 106 Aspergillus izolatinin (62 A. fumigatus, 28 A. flavus ve 16
A. terreus), AMB, iTZ, VOR ve KAS’e karsi in vitro antifungal duyarligi SMD, GD ve
DD yontemi ile arastinldi. Tum ydntemlerle 24. ve 48. saatte yapilan okumalar
kaydedildi. SMD ve DD yoOntemi, CLSI M38-A2 ve CLSI M51-A klavuzundaki
Onerilere gore c¢alisildi. GD ydnteminde standart bir klavuz bulunmadigi igin, CLSI
M51-A’da DD yontemi icin onerilen saf MHA kullanilarak ve Ureticinin 6nerileri de
dikkate alinarak calisildi.

SMD yontemi ile tiim izolatlar i¢cin 24. saat sonuglari gok rahat okunabildi. VOR
ve ITZ igin okunan 24. ve 48. Saat MiKgeo degerleri arasinda +1 diliisyondan daha az
fark bulundu. VOR ile bazi izolatlarda 24. ve 48. saat sonuglari arasinda +2 dillisyon
fark olsa da her iki zaman diliminde elde edilen VOR MIK degerleri <1 pg/ml

oldugundan, literatiirdeki calismalarin énerdigi gibi bizim verilerimiz de iTZ ve VOR
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sonuglarinin daha erken sonu¢ vermek adina 24. saatte de degerlendirmelerinin
yapilabilecedini desteklemektedir (107,120).

Calismamizda SMD yoéntemiyle AMB’nin 24. ve 48. saatte okunan MiKso
degerleri arasindaki fark +1 diliisyon icinde kalsa da, A. flavus ve A. terreus izolatlari
icin AMB MIK degerleri 48. saatte genellikle yiiksek (A. flavus MiKoo: 2 pg/ml, A.
terreus MiKeo: 4 pg/ml) bulunmustur. Aslinda net esik degerler olmasa da bu
sonuclarda saptanan AMB MiK degerleri, duyarlihgin degistigi esik degerlere denk

geldigi icin, triazoller icin yaptigimiz dneriyi AMB igin yapamiyoruz.

Calismamizda SMD ydntemiyle 48. saatte AMB ile en diisiik MIK degerleri
(AMB MiKeo: 1 pg/ml) A. fumigatus izolatlarinda saptandi (Tablo 10). Farkl
calismalarda A. fumigatus izolatlari igin 48. saat MiKeo degerleri 2-4 ug/ml arahi§inda
saptanmig olup bizim izolatlarimiza goére daha yuksek bulunmustur (110,120,121).
Calismamizda A. flavus ve A. terreus izolatlarinin SMD yodntemiyle 48. saat AMB
MiKso degerleri sirasiyla 2 pg/ml ve 4 pg/ml olup, A. fumigatus izolatlarina (MiKeo: 1
pHg/ml) gore daha ylksek saptanmistir. Literatirde de bizim ¢alismamiza benzer
sekilde, ayni ydntem ve saatlerde A. flavus ve A. terreus izolatlarinda AMB MiKgo
degerleri sirasiyla 2 pug/ml ve 24 ug/ml olarak saptanmistir (110,120,121). A. terreus
icin AMB direnci beklenen bir durum iken, A. flavus icin de son zamanlarda AMB MiK
degerlerinin yliksek saptandigi yayinlar bulunmaktadir (110,120,122). Fakat standart
esik degerleri olmadigi icin bu yuksekligin direnci gosterip gdstermedigi konusunda

net bilgi yoktur.

Calismamizda, referans SMD ydntemiyle 48. saatte VOR MiKgo degerleri 0.5
Mg/ml saptanmis olup literattirdeki verilerle benzer (0.5-2 pg/ml) bulunmustur. Tur
diizeyinde inceledigimizde, A. fumigatus izolatlari icin calismamizda VOR MiKgo
degeri 0.25 pg/ml saptanirken diger ¢alismalarda VOR MiKgo degerleri 1-2 pg/ml
arasinda bulunmustur. A. flavus ve A. terreus i¢in VOR MiKoo degerlerimiz (iki tir igin
de 0.5 pg/ml) literatirle (iki tdr icin de 0.5-1 pg/ml) benzer bulunmustur
(112,124,125).

Calismamizda, Aspergillus tirleri icin SMD yéntemiyle 48. saat ITZ MiKgo
degeri 2 pg/ml bulunurken, farklh c¢alismalarda daha dusik (0.25-1 pg/ml)
saptanmigtir .TUr dlzeyinde baktigimizda, ¢alismamizda A. fumigatus, A. flavus ve

A. terreus izolatlar icin MiKeo degerleri sirasiyla 2 pg/ml, 1 pg/ml ve 1 pg/ml olarak
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belirlendi. Espinel-Ingroff ve ark.’in (110) 2002 yilinda yaptiklari calismada iTZ MiKgo
degerleri ayni sirayla 0.5 pg/ml, 0.25 pg/ml ve 0.25 pg/ml, Sirin Efe ve ark.’in (120)
2007 yihindaki calismasinda sirasiyla 1 pg/ml, 1 pg/ml ve 0.25 pg/ml olarak
saptanmigtir. Bu sonuglara baktigimizda, tum Aspergillus tirleri igin ITZ MIK

degerlerinin yillar i¢cinde arttigi sdylenebilir.

Calismamizda, SMD yontemiyle 24. saatte KAS MEKgo degerleri A. fumigatus
izolatlarinda, 0.06 pg/ml, A. flavus ve A. terreus izolatlarinda 0.03 pg/ml olarak
saptandi. Lamoth ve ark.’in (121) calismasinda, KAS MEKoo degerleri A. fumigatus,
A. flavus ve A. terreus izolatlar i¢in sirasiyla 0.06 pg/ml, 0.015 pg/ml, 0.03 pg/ml

olarak saptanmis olup ¢alismamiza yakin degerler bulunmustur.

Tum ilaglar ve tum Aspergillus turleri dikkate alindiginda calismamizda da
onceki calismalara benzer sekilde SMD yonteminde en dusuk MEK degerleri KAS ile
saptanmistir (Sekil 12-17) (121,123,124).

Aspergillus turleri icin Ulkemizde yapilan galismalarda SMD yontemiyle 48.
saatte, AMB, VOR ve ITZ ile saptanan MiKso degerleri sirasiyla 0.25-2 pg/ml, 0.25-
0.5 pg/ml, 0.25-1 ug/ml araliklarinda bulunmustur. Bizim c¢alismamizda da ayni
kosullarda AMB, VOR ve ITZ igin saptanan MiKso degerleri sirasiyla 1 pg/ml, 0.25
pg/ml ve 1 ug/ml olarak bulunmus olup Onceki calismalarda saptanan araliklar
icindedir (120,124,125).

A. fumigatus izolatlari icin SMD ydntemiyle 24. saatte, calismamizda saptanan
KAS MEK degerleri (MEKso: 0.03), Gurcan ve ark.'in (124) ¢alismasinda saptadiklari
KAS MEK degerlerine (MEKSso: 0.06) yakin bulunmustur.

Tam Aspergillus tirleri icin GD yontemiyle 24. saatte, c¢alismamizda
saptadigimiz KAS MEK deger araliklari (0.015-0.5 pg/ml), Ulkemizde yapilan diger
calismalardan (Sirin Efe ve ark. <0,032-0,25, Direkel ve ark. <0.006-0.12 ug/ml)
daha genis bulunmustur (120,126). Ayrica c¢alismamizda saptanan KAS MEKgo
degeri de (0.5 ug/ml), Sirin Efe ve ark’in (120) ¢alismasina gore (0.064 pg/ml) daha
yuksek bulunmustur. Bunun nedeni GD ydntemini okumadaki zorluklar ve kullanilan

besiyeri farkhliklari olabilir.

GD yontemi icin su ana kadar farkh c¢alismalarda pek c¢ok farkli besiyeri
kullaniimigtir. Espinel-Ingroff ve ark. (110) tarafindan Aspergillus turleri icin, SMD ve
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GD yoéntemi ile dért ilacin (AMB, ITZ, VOR ve PSZ) duyarliliklari karsilastiriimis ve
GD yontemi icin %2 dekstrozlu RPMI1640 agar kullaniimistir. Bu calismada, %2
dekstrozlu RPMI1640 agar 24. saatte bes tirden dordinin dremesini desteklemistir.
A. terreus izolatlarinin 24. saatte Uremesini desteklememistir (110). Bizim
calismamizda GD yonteminde kullandigimiz saf MHA, 24. saatte A. fumigatus ve A.
flavus izolatlarinin Gremesini desteklerken, bazi A. terreus izolatlarinin sonuglari 24.

saatte degerlendirilemeyip, 27. ve 28. saatlerde tekrar degerlendirilmigtir.

Calismamizda GD ydnteminin (24. saat sonuglari) SMD yontemiyle (48. saat
sonuglarr) en iyi temel uyum oranlari, iTZ ile +1 ve +2 diliisyonlarda sirasiyla %98.2
ve %100 olarak elde edildi. Her iki yontem 48. saatte degerlendirildiginde ise en iyi
temel uyum oranlari, VOR ile £1 ve +2 dilisyonlarda sirasiyla %93.6 ve %99.1 olarak

bulundu.

Calismamizda GD yontemi SMD yontemi (bu degerlendirmeler SMD
yonteminin AMB, VOR, ITZ icin 48. saat sonuclari, KAS icin 24. saat sonuclari ile
karsilastirilarak yapilmigtir) ile karsilastirildiginda, AMB ile £2 dilisyonda temel uyum
oranlari, tim izolatlar icin, en yiksek GD y6nteminin 48. saatte okundugu zamanda
%91.6 olarak saptandi (Tablo 11). Espinel-Ingroff ve ark. (110), AMB ile %2
dilisyonda en iyi temel uyum oranini, bizim calismamizdan farkli olarak GD
yontemini 24. saatte okuduklarinda %91.7 olarak saptamislardir. Calismamizda VOR
icin GD yoOntemiyle 24. ve 48. saatte degerlendirdigimiz temel uyum oranlari (%97.2
ve %99.1), iki zaman diliminde de Espinel-Ingroff ve ark.’nin uyum oranlarindan
(%93.8 ve %96.3) daha yiiksek bulunmustur. ITZ icin, bizim calismamizda 24. ve 48.
saatlerde (%100 ve %2100), Espinel-Ingroff ve ark.’nin (110) yaptigi calismadaki
uyum oranlarindan (%91.8 ve %82.2) daha yuksek uyum oranlari bulundu. Szekely
ve ark. (127), 10 farkh cins ve tlrde filamentéz mantar ile yaptiklari calismada GD
yontemi icin %2 glikozlu RPMI1640 agar kullanmislardir. Bu ¢alismada, GD yontemi
48. saat sonuglarini, SMD ydntemiyle karsilastirdiklarinda +1 ve +2 dilisyondaki
uyumlart AMB icin sirasiyla %54 ve %71, iTZ icin %69 ve %88 olarak bulmuslardir.
Bizim galismamizda her iki ilag ve dilisyon i¢cin uyum daha yuksek (AMB: %79.3 ve
91.6, ITZ: %91.5 ve 100) saptandi. Lamoth ve ark. (121) da GD yénteminde besiyeri
olarak %2 glikozlu RPMI1640 agar kullanmislardir. Bu ¢alismada, A. fumigatus ve A.
flavus izolatlari icin AMB ve VOR ile saptanan temel uyum oranlari, bizim ¢alismamiz

ile saptanan temel uyum oranlarina yakin (>%90) bulunmustur. Ayni ¢calismada, A.
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terreus izolatlan i¢cin AMB ilacinda uyum %216, bizim galismamizda ise %93.7
bulunmustur. Ayrica bu ¢alismada, A. fumigatus ve A. flavus izolatlari icin KAS uyum
oranlari sirasiyla %96 ve %100 olarak saptanirken, bizim ¢alismamizda ise bu tirler
icin KAS uyum oranlari sirasiyla %15.8 ve % 50.1 olarak belirlendi. Lamoth ve
ark.’nin (121) SMD yontemi ile 24. saatte A. fumigatus, A. flavus ve A. terreus tirleri
icin elde ettigi KAS MEKgo de@erleri (sirasiyla 0.06 pg/ml, 0.015 pg/ml ve 0.06 pg/ml)
ayni tarler igin calismamizda SMD ydntemiyle elde edilen degerlere (0.06 pg/mi, 0.03
pg/ml ve 0.03 pg/ml) yakin bulunmustur. Fakat Lamoth ve ark.’larinin (121) GD
yontemi ile A. fumigatus, A. flavus ve A. terreus ic¢in saptadigi MEKoo degerleri
(sirasiyla 0.06 pg/ml, 0.015 pg/ml, 0.06 pg/ml) caismamizda GD yontemi ile elde
ettigimiz MEKgo degerlerinden (sirasiyla 0.5 pg/ml, 0.5 pg/ml, 0.12 pg/ml) disuk
bulunmustur. Bu durum c¢alismamizda GD yontemi ile elde ettigimiz KAS MEK90

degerlerinin SMD ile elde ettigimizden bir miktar yuksek oldugunu vurgulamaktadir.

Pfaller ve ark. (128), Aspergillus tiirleri igin GD ydéntemini SMD yontemiyle, ITZ
ve VOR ilaglari icin karsilastirdiklarinda, her iki yontem de 48. saatte okundugunda
temel uyum oranlarini sirasiyla % 95.8 ve %97,6 olarak saptamiglardir. Bizim
calismamizda da ayni kosullarda elde ettigimiz uyum oranlari (sirasiyla %100 ve
%99.1) benzer bulundu.

Denardi ve ark. (123), ITZ direngli A. fumigatus izolatlariyla yaptiklari
calismada, azoller ve ekinokandinler igcin GD yodntemiyle SMD ydntemini
karsilastirmiglardir. Calismamizdan farkli olarak, SMD y6ntemi, EUCAST kurallarina
gore cahsilmis ve GD yontemi icin %2 glukoz eklenmis RPMI 1640 agar
kullanilmistir. VOR, ITZ ve KAS icin temel uyum oranlari (sirasiyla %100, %93.3,
%46,6) bizim calismamizdaki A. fumigatus izolatlarinin ayni ilaglarla, temel uyum
oranlarina (sirasiyla %100, %100, %15.8) yakin (KAS hari¢) saptanmistir. KAS icin
temel uyum oraninin bizim ¢alismamizda oldugu gibi bu ¢calismada da dusuk oldugu
g6ze carpmaktadir. Belirtilen galismada, KAS igin her iki yontemle saptanan MEKgo
degerleri (GD yontemiyle 24.saatte 0.5 ug/ml, SMD yontemiyle 24. saatte 0.06 pg/ml)

bizim galismamizla ayni bulunmustur.

Fuller ve ark.’nin (129), SMD ve GD yontemini KAS igin karsilastiran
calismasinda, temel uyum oranlari A. fumigatus, A. flavus ve A. terreus igin sirasiyla

%11, %23 ve %67 olarak bulunmustur. Bu oranlar, bizim galismamizda saptadigimiz
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oranlardan (sirasiyla %15.8, %50.1, %100) ¢cok daha dusuktur. Belirtilen ¢alismada,
Aspergillus izolatlarinda KAS MEKgo degerleri SMD yontemiyle GD ydntemine gore
daha yuksek bulunurken calismamizda bu durum tam tersi sekilde gerceklesmistir.
Espinel-Ingroffun (130) calismasinda, SMD ve GD yontemi arasinda +2 dilisyonda
KAS temel uyum yuzdeleri A. fumigatus, A. flavus ve A. terreus izolatlari igin sirasiyla
%80, %38 ve %69.2 bulunmustur. Bu sonuglar bizim sonuglarimizla (sirasiyla %15.8,
%50.1 ve %100) ortismemektedir. Bu calismada bulunan KAS MEKoeo dederleri de
bizim galigmamizla farklilik gostermektedir. Literattrdeki bu veriler, Aspergillus turleri
icin yapilan KAS duyarlihk testinde farkli yontemler arasinda uyumun vyeterli

olmadigini dusundurmektedir.

Martos ve ark.in (131) calismasinda, SMD ve GD yontemiyle 24. saatte +2
dilisyonda KAS temel uyum oranlari, A. fumigatus, A. flavus ve A. terreus izolatlari
igin sirasiyla %90.4, %83.3, %82.4 olarak bulunmus olup, A. terreus izolatlari hari¢
uyum bizim ¢alismamizdan daha ylksek saptanmistir. Bu galismada, tim tarler igin
SMD yontemiyle saptadiklari KAS MEK degerlerinin geometrik ortalamalari ise bizim

degerlerimize yakindir.

KAS MEK degerleri icin, literatirdeki calismalarin kendi aralarinda ve
calismamiz ile arasindaki uyumsuzluklarinin nedeni, hem SMD hem de GD
yonteminin sonu¢ degerlendirme zorluklari (mikrokoloniler ayirtedebilme), kisiler arasi
degerlendirme farkhliklari ve GD yodntemi igin kullanilan besiyeri farkliliklar
olabilecegini distinmekteyiz. Calismamizda, SMD ve GD yontemleri arasindaki KAS
icin temel uyum oranlari disuk bulunsa da, tim tdrler igin, her iki yéntemle KAS MEK
degerleri genellikle <1 pg/ml saptandigi i¢cin bu durum SMD ve GD ydntemi

arasindaki kategorik uyumu etkilememistir.

Ulkemizde yapilan iki ayr calismada, Sirin Efe ve ark. (120) ile Ozkitik ve
ark. (125) farkli Aspergillus tdrleri icin, SMD yéntemi ile besiyeri olarak %2 glukoz
ilaveli RPMI1640 agar kullandiklari GD yodntemini karsilagtirmislardir. Sirin Efe ve
ark.’in  (120) vyaptiklari c¢alismada, her iki yontem sonuglari 48. saatte
degerlendirildiginde +2 diliisyonda temel uyum oranlari, AMB, VOR ve ITZ icin
siraslyla %75, %96 ve %86 olarak saptanmistir. Ozkiitik ve ark.'in (125) yaptig
calismada iki yontem arasinda ayni degerlendirme saatlerinde +2 diliisyonda temel
uyum oranlari, AMB, VOR ve ITZ icin sirasiyla %69, %81 ve %72 olarak
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saptanmigtir.  Bizim c¢alismamizda da her iki ydntem ayni saatlerde
degerlendirildiginde +2 dilisyonda temel uyum oranlari, tim ilaclar icin iki calismaya
gore daha yiiksek (AMB, VOR ve ITZ igin sirasiyla %91.6, %99.1 ve %2100)

bulunmustur.

SMD ve GD yontemleriyle 48. saatte elde ettigimiz uyum oranlarini tir
dizeyinde literatir ile karsilastirdigimizda, Sirin Efe ve ark.in (120) yaptigi
calismada, A. fumigatus izolatlari igin, +2 dilisyonda temel uyum oranlari AMB, VOR
ve iTZ ile sirasiyla %71, %99 ve %88 olarak saptanirken, bizim ¢alismamizda ayni
ilaglar icin £2 dilusyonda temel uyum oranlari (sirasiyla %92, %100 ve %100) daha
yuksek saptandi. A. flavus izolatlari icin Sirin Efe ve ark.’nin (120) g¢alismasinda, +2
dilisyonda temel uyum oranlari AMB ile %48, VOR ile %91, ITZ ile %84 olarak
saptanirken bizim calismamizda #2 dilisyonda uyum oranlari ayni ilaglar igin
sirasiyla %84 (AMB sonuglari GD yontemiyle 24. Saatte okundugunda %100), %96.4
ve %100 olarak saptandi. A. terreus izolatlari igin ayni ¢calismada, AMB, VOR ve iTZ
icin sirasiyla %50, %100 ve %90 uyumlu bulunurken, bizim ¢alismamizda bu ilaglar
icin sirasiyla %93.7, %100 ve %100 uyumlu bulundu. Belirtilen bu ¢alismaya gore,
bizim calismamizda iki yontem arasinda basta AMB olmak Uzere, tim turler ve
ilaglarda daha yiksek uyum elde edildi (120). Sirin Efe ve ark. (120), tur diizeyinde iki
yontem arasindaki en iyi uyumu, A. fumigatus izolatlar igin saptarken, biz

calismamizda tir dizeyinde en iyi uyumu, A. terreus izolatlari ile saptadik.

Bu sonuclara gore, Aspergillus tirleri icin GD yonteminde saf MHA kullanarak,
diger besiyerlerine benzer hatta bazi ilaglar icin ¢ok daha uyumlu (KAS temel uyum
oranlari hari¢) sonuclar elde ettik (120,121,125). Saf MHA, ayni zamanda tum rutin
laboratuvarlarda bulunan ucuz ve kolay ulasilabilir bir besiyeri olmasiyla ve diger

kullanilan besiyerlerine gbre daha kolay hazirlanmasiyla avantaj saglamaktadir.

Calismamizda SMD yéntemiyle 48. saat AMB MiK degerleri, A. fumigatus
izolatlarinin timunde <1 pg/ml saptanirken, A. flavus ve A. terreus izolatlarinin
siraslyla %64.3 ve %68.7’sinde MIK degerleri >1 pg/ml saptandi. Farkli ¢calismalarda
da, bizim ¢alismamiza benzer sekilde SMD ydntemiyle 48. saat AMB MiK degerleri
A. fumigatus izolatlari igin daha duguk (<1 pg/ml), A. flavus ve A. terreus izolatlari i¢in
daha yuksek (>1 pg/ml) saptanmigtir (112,124,125).
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Calismamizda A. fumigatus izolatlarinin biri (MIK:2 pg/ml) hari¢ tim
Aspergillus izolatlarinda SMD yodntemiyle 48. saat, GD yoOntemiyle 24. saatte
degerlendirildiginde VOR MIK degerleri <1 pg/ml olarak saptanmistir. Bu sonuglar
literattirle benzerlik gostermektedir (Tablo 12) (112,124,125).

Calismamizda SMD yoéntemiyle 48. saatte ITZ MIK degerleri, tim tiirler bir
arada degerlendirildiginde %84.9’'unda <1 pg/ml saptandi. A. flavus ve A. terreus
izolatlarinin  timiinde iTZ MIK degerleri <1 ug/ml saptanirken, A. fumigatus
izolatlarinin  %26’sinda >1 pg/ml bulundu. $irin Efe ve ark.’nin (120) yaptigi
galismada SMD yontemiyle 48. saatte, tim tiirlerin %91.4’Gniin ITZ MIK degerleri <1
pg/ml  olarak saptanmis olup bizim c¢alismamizin sonuglari ile benzerlik
gOstermektedir. Calismamiz ve literatlr verilerine baktigimizda, A. fumigatus
izolatlarinda ITZ MIiK degerlerinin yiikselme egiliminde oldugunu soyleyebiliriz
(110,120).

Calismamizda tim Aspergillus turlerinde hem SMD hem GD ydntemiyle 24.
saatte KAS MEK degerleri <1 ug/ml saptandi. Literatirdeki diger ¢alismalarda da
genellikle KAS MEK<1 pg/ml bulunmustur (121,123,124,130,131).

Tablo 15de SMD vyontemi ve DD yoOnteminin duyarliik sonuglari
karsilastiriimistir. Yontemler arasinda kategorik uyum, kicik hata, blytk hata ve ¢ok
blylk hata oranlari karsilastirilirken, Espinell-Ingroff ve ark.in (118) Aspergillus
turleri ile birlikte gesitli kif mantarlarini dahil ettigi calismalarindaki esik degerler
kullanilmigtir. Fakat bu esik degerler CLSI veya bagka bir kurulus tarafindan
onaylanmamistir. Prashant Gupta ve ark.in (107) SMD, DD ve GD yontemlerini
karsilastirdiklari calismada, A. fumigatus, A. flavus ve A. terreus turleri calismaya

dahil edilmis ve esik deger olarak da tim ilaglarin tirlere gére ECV’leri kullaniimistir.

Bizim calismamizda ve bahsedecegimiz diger galismalarda tum Aspergillus
turleri icin, DD yonteminin SMD yontemiyle kategorik uyum oranlari, CLSI M38-A2 ve
CLSI M51-A da onerilen inkiibasyon zamanlarinda degerlendirilen sonuglara goére
karsilastinimistir. Calismamizda, tim Aspergillus turleri bir arada degerlendirilerek
SMD ve DD yodnteminin kategorik uyum oranlari karsilastirildiginda, Espinell-Ingroff
ve ark.'in (118) (%96) ve Gupta ve ark.'in (107) (%100) sonuglarina benzer sekilde
en yuksek kategorik uyum orani KAS (%100) ile saptandi. Ayrica, calismamizda
VOR ile uyum %99.1 (Espinell-Ingroff ve ark. %86, Gupta ve ark. %93.8), ITZ ile
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uyum %77.3 (Espinel-Ingroff ve ark %83) bulundu. Calismamizda tum ilaglar
arasinda en dustuk uyum AMB ile %65.1 (Espinell ve ark.%73, Gupta ve ark. %87.5)
olarak saptandi (107,118). Genel olarak tim ilaglar igin iki yontem arasindaki
kategorik uyum verileri, diger calismalara benzerlik gostermektedir. Calismamizda tur
duzeyinde AMB ile kategorik uyuma baktigimizda A. fumigatus izolatlari igin %98.4
saptanirken, A. flavus ve A. terreus izolatlarinda (sirasiyla %7.1 ve %31.1) daha
disuk bulunmustur. Gupta ve ark.’nin (107) yaptidi calismada AMB ile A. fumigatus
ve A. flavus izolatlarinda %75, A. terreus izolatlarinda %100 kategorik uyum
bulunmustur. Calismamizda A. flavus ve A. terreus izolatlarinda AMB i¢in uyum
oranlarinin diisiik olmasinin nedeninin, bu suslar icin saptanan MiK degerlerinin esik

degerlere yakin bulunmasindan kaynaklanabilecegini disinmekteyiz.

Literatirde, SMD ve DD ydntemlerini kategorik uyum agisindan tir dizeyinde
karsilastiran az sayidaki arastirmada, farkli esik degerlerinin kullaniimasi ve farkl
cinsteki kaf mantarlarinin sonuglarinin birlikte verilmesi nedeniyle ¢calismamizda A.
flavus ve A. terreus icin saptanan disik uyum oranlari hakkinda tam bir yorum
yapamiyoruz (107,118). Bu nedenle her iki ydntem arasindaki uyumu incelemek igin
daha fazla sayida izolat ile yapilacak c¢alismalara gereksinim bulunmaktadir. Bu

calismalara gore esik degerler de tekrardan gozden gecirilebilir.

Calismamizda, GD yodnteminin SMD yoOntemi ile tir diizeyinde kategorik
uyumu (SMD yontemi CLSI M38-A2 klavuzunda 0Onerilen saatlerde, GD yontemi 24.
saatte okundugunda) tim ilaglar icin en iyi A. fumigatus izolatlarinda (AMB %100,
VOR %98.4, ITZ %79.1, KAS %100) saptandi. A. flavus izolatlari igin kategorik uyum
AMB, VOR, ITZ ve KAS ile sirasiyla %57.1, %100, %100 %100 olarak belirlendi. A.
terreus izolatlari icin kategorik uyum AMB icin %31.3, VOR, ITZ ve KAS icin %100
saptandi. Gupta ve ark.in (107) yaptigi calismada her iki yontem 48. saatte
degerlendirildiginde, A. fumigatus ve A. terreus izolatlar igin AMB, VOR ve KAS ile
%2100, A. flavus izolatlari icin AMB ve VOR ile %75, KAS ile %100 kategorik uyum
saptanmigtir. Bu galismada saptanan uyum oranlarinin bizim ¢alismamizdan yuksek
olmasinin nedeni, bu calismada doza bagimh duyarli kategorisinin bulunmamasi
olabilir (107). Literatirde, SMD ve GD ydntemi arasindaki kategorik uyumu
karsilastiran bagka c¢alisma bulamadigimiz icin sonuglarimizi tek bir g¢alisma ile

karsilastirabildik.
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Calismamizda GD yodnteminin SMD yoOntemiyle, kategorik uyum verilerine
baktigimizda, DD yodntemindeki gibi diger ilaclara gore AMB ile daha disik uyum
(%79.2) saptandi. AMB ile tir dizeyinde kategorik uyum oranlari
degerlendirildiginde, A. fumigatus (%100) izolatlarinda daha yuksek uyum, A. flavus
(%57.1) ve A. terreus (%31.3) izolatlarinda ise daha dusik uyum bulundu. Bu
durumun, A. flavus ve A. terreus izolatlarinin cogunda AMB MiK degerlerinin her iki
yontemle de ‘1-2 pug/ml’ arasinda bulunmasindan kaynaklanabilecegini
dusunmekteyiz. Bu izolatlarin SMD ve GD yontemleri ile £1 (A. flavus %85.7, A.
terreus %81.1) ve +2 dilusyon temel uyum oranlarinin (A. flavus %100, A. terreus
%93.7) yuksek bulunmasi bu distncemizi desteklemektedir. Ayrica, iki yontem
arasinda AMB’de buylk veya cok buyik hata degil daha ¢ok kig¢lk hata oraninin

bulunmasi da (%3.8) gorusumuzu destekleyen bagka bir noktadir.

DD ve GD yoéntemini, SMD yontemi ile karsilastirdigimizda, kategorik uyum
oranlari, GD yontemi ile DD ybntemine gore daha yuksek elde edildi. Bu sonu¢ GD

yonteminde saf MHA kullanilabilecedi goértusuni desteklemektedir.

GD yontemini SMD yontemi ile karsilastirdigimizda, en iyi kategorik uyum,
referans SMD yontemi sonuglari CLSI M38-A2 klavuzunda Onerilen saatlerde
degerlendirildiginde, tim Aspergillus tdrleri icin (A. terreus/AMB hari¢) GD ydntemi
24. saatte okundugunda saptandi. A. terreus izolatlari i¢in ise AMB icin en iyi uyum,
her iki yontem 24. saat okundugunda elde edildi. Bu nedenle MHA kullanilarak
uygulanan GD ydnteminin 24. saatte degerlendiriimesinin daha uygun oldugu

dusunulebilir.

A. terreus izolatlar icin CLSI M51-A’da DD yodntemiyle tim ilaglar igin
sonuglarin 48. saatte okunmasi Onerilmektedir. Bizim g¢alismamizda DD ve GD
yontemlerinin SMD yontemi ile kategorik uyum oranlarinin 24. saat (bazi izolatlar 27.
saatte degerlendirilebilmig) ve 48. saat sonuglari benzer bulunmustur. Bu nedenle
sonuglarin daha erken verilebilmesi igin diger turlerde Onerildigi gibi A. terreus

izolatlarinin da 24. saatte degerlendirilmesi dusunulebilir.
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5. SONUC

Aspergillus turleri icin SMD yontemiyle 24. ve 48. saatte degerlendirdigimiz
VOR ve ITZ MiKgo degerleri arasinda +1 dilisyondan daha az fark bulundu. VOR ile
bazi izolatlarda 24. ve 48. saat sonuglari arasinda =2 diliisyon fark olsa da her iki
zaman diliminde elde edilen MIK degerleri <1 pg/ml olarak belirlendi. Literatirdeki
calismalara benzer sekilde bizim verilerimiz de, ITZ ve VOR MIK degerlerinin, daha
erken sonuc¢ verebilmek adina 24. saatte de degerlendirmelerinin yapilabilecegini

desteklemektedir.

Calismamizda referans SMD yontemi ile en diisiik MIK/MEK degerleri, KAS ile
alindi. Bunu VOR izlemektedir. AMB ve ITZ MIK sonuglari tirler arasinda farklilk
gostermekle birlikte, A. fumigatus izolatlarinda, AMB MIK degerleri, A. flavus ve A.
terreus izolatlarina gore daha dusuk bulunmustur. A. terreus izolatlar icin AMB
direnci bilinirken son zamanlarda farkh g¢alismalarda A. flavus izolatlar icin de AMB
MiK degerleri yilksek saptanmaya baslamistir. Saptanan MiK degerlerinin in vivo
yansimasini tahmin etmek icin ileri calismalar gereklidir. ITZ MIK degerleri ise, A.
fumigatus izolatlari i¢in yuksek bulunurken, A. flavus ve A. terreus izolatlari igin daha
dusuk saptanmigstir. Literatlrdeki verilerle karsilastirildiginda tim Aspergillus turleri

icin ITZ MiK degerlerinin yillar icinde yiikselmeye basladigi sdylenebilir.

GD yontemi SMD yontemiyle karsilastinildiginda, kategorik ve temel uyum
oranlarinin yuksek bulunmasi, GD ydnteminin antifungal duyarlligi belirlemek icin
kullanilabilecegini gostermektedir. GD yonteminin, kantitatif sonu¢ vermesi, uygulama
kolayligi ve kisa zamanda sonuglanmasi gibi nedenlerle SMD yontemine iyi bir
alternatif olacagini disinmekteyiz. Ayrica GD yontemi i¢in kullandigimiz saf MHA'nin
diger besiyerlerine goére daha ucuz ve kolay ulasilabilir olmasi ve kolay hazirlanmasi
nedeniyle avantaj saglayacagini diusunmekteyiz. Bu konuyu tam olarak aydinlatmak
icin saf MHA ile RPMI 1640 agarin GD yonteminde kullanimlarini kargilagtiran daha
kapsamli ¢calismalara gerek duyulmaktadir.

DD yoéntemi ile SMD yéntemi arasinda, her iki yontem icin onerilen saatlerde
VOR ve KAS icin yiiksek kategorik uyum oranlari bulunurken, AMB ve ITZ icin daha
dusuk kategorik uyum oranlari saptandi. Literatirde bu iki yontemi karsilastiran fazla
sayida arastirma olmadigi igin c¢alismamizda saptanan duslik uyum oranlari

hakkinda tam bir yorum yapamiyoruz. Bu nedenle her iki yontem arasindaki uyumu
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incelemek icin daha fazla sayida izolat ile yapilacak calismalara gereksinim

bulunmaktadir.

DD ve GD yontemlerini, SMD yontemi ile karsilastirdigimizda, tim Aspergillus
turleri icin en iyi kategorik uyumu, SMD yontemi CLSI M38-A2 klavuzunda 6nerilen
saatlerde okundugunda, diger iki yontem ise 24. saatte degerlendirildiginde saptadik
(GD yontemi A. terreus izolatlari/AMB harig). A. terreus izolatlarinda AMB igin en iyi
kategorik uyum, SMD ve GD yontemlerinin her ikisi de 24. saatte degerlendirildiginde
elde edildi.

Antifungal duyarlilik testleri icin standart esik degerler mevcut olmadigindan, in
vitro sonuglarin klinik 6nemi hentz belirlenmemistir. Bu nedenle in vitro sonuclar ile

klinik uyumu arastiran ¢calismalara gereksinim bulunmaktadir.
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