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OZET

Ideal olarak, in vitro duyarlilik testleri; 1) iki ya da daha fazla antifungal ajanlarm aktivitelerinin giivenilir Glciisiinii
saglar, 2) in vivo aktivite ile iliskilidir ve muhtemelen tedavinin sonucunu tahmin eder, 3) normalde duyarl organizmalar ara-
sinda direng gelisiminin izlenmesini saglar, 4) yeni kesfedilen arastirilan ajanlarin terapotik potansiyelini tahmin eder. Antifungal
duyarlilik testlerinde de CLSI (Clinical and Laboratory Standard Institute) ve EUCAST (The European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing) referans yontemleri gelistirilmis ve antifungal duyarlilik verileri ortaya ¢ikmugtir. Bu calig-
malarda, in vitro testlerin klinisyen ve hastalar icin faydali olabilecegi ortaya ¢ikmistir. Bununla birlikte, antifungal ajanlarin in
vitro klinik korelasyonu ¢alismalarinmin devam etmesi gerekmektedir.

Bu sunumda, antifungal duyarhlik testleri, in vitro referans yontemleri ve mantarlarin neden oldugu infeksiyonlarin
tedavisinde klinik onemi gozden gegirilmistir.

Anahtar sozciikler: antifungal duyarhilik testi, CLSI standart, EUCAST standart
SUMMARY
Antifungal Susceptibility Tests and Clinical Significance

Ideally, in vitro susceptibility tests 1) provide a reliable measure of the relative activities of two or more antifungal
agents, 2) correlate with in vivo activity and predict the likely outcome of therapy, 3) provide a means with which to monitor
the development of resistance among a normally susceptible population of organisms, and 4) predict the therapeutic potential
of newly discovered investigational agents. In vitro antifungal susceptibility tests were developed for treatment of infections
caused by the fungus. The development of the Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI) and The European Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) reference methods have improved in vitro antifungal susceptibility data.
There is emerging evidence, however, that in vitro testing will be useful to the clinician and patients. Nevertheless clinical
correlation of in vitro activity of antifungal agents should be required ongoing study.

In this presentation, the importance of in vitro antifungal susceptibility tests in the treatment of infections caused by
fungi will be reviwed.

Keywords: antifungal susceptibility test, CLSI standard, EUCAST standard

Mantar infeksiyonlarinin sikhigimnin ve
Oneminin artmas: antifungallerin siklikla kulla-
nilmasina neden olmaktadir. Tedavideki yakla-
simlarin diizenlenmesinde, alternatif ilaclarin
arayisinda ve gozlenen direng sorunu nedeniyle
standart antifungal duyarlilik yontemlerinin
Oonemi artmistir. Glintimiizde antifungal duyar-
lilik testleri, yeni gelistirilen ilaglarin in vitro etki
spektrumunu belirlemek direng oranlarina ilis-
kin epidemiyolojik veriler elde etmek ve anti-
fungallerle klinik izolatlarin in vitro duyarlilik-
larini inceleyerek klinik yanita iliskin dngdriide

bulunmak i¢in kullanilmaktadir®®. Antifungal
duyarlik testi i¢in arastirma amagli ve/veya
rutin kullanilan ydntemler Tablo 1’de 6zetlen-
mistir. Bu testlerin gelistirilmesi ve standardi-
zasyonu klinik mikoloji alaninda ¢ok &nemli
olmustur. Bu amagcla 1992’den bugiine eski ad1y-
la NCCLS (National Committee for Clinical
Laboratory Standards) yeni adiyla CLSI (Clinical
and Laboratory Standard Institute) hem maya
hem de kiiflerde standart yontemleri tanimla-
mak icin raporlar yaymlamiglardir. Bunlar Food
and Drug Administration (FDA) tarafindan
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Tablo 1. Antifungal duyarlik testi i¢in kullanilan yontemler™®.

Makrodilusyon

Mikrodilusyon

Kolorimetrik mikrodiliisyon
Spektrofotometrik mikrodiltisyon
Agar makrodiltisyon

Agar diftizyon

Disk

E test

kulanilmak igin degerlendirilip taninmuistir.
Bunlardan ‘M27-A3 Reference Method for
Broth Dilution Antifungal Susceptibility
Testing of Yeasts; Approved Standard
04/28/2008" mayalarin antifungal ilaglara
duyarliliklarini belirlemek igin gelistirilmis
mikrodilusyon yontemidir®. Maya mantarla-
rinin antifungal ilaglara duyarliliklarini belir-
lemek icin kullanilmak tizere standart edilmis
olan mikrodilusyon ydnteminin son versiyo-
nu M27-A3 dokiimanidir. Bu son versiyonun

onceki dokiimanlara gore en 6nemli Onerisi
flukonazol minimum inhibitor konsantrasyon
(MiK, pg/ml) degerlerinin 24 saatte okunabi-
lecegi onerisidir. Ancak, bu oneriyle birlikte,
Candida glabrata suslari ile ilgili uyar1 ve fluko-
nazol MIK degeri < 32 ug/ml olan C.glabrata
suglarinda flukonazolun maksimum dozda
kullanilma gerektigi dikkate sunulmustur;
‘M38-A2 Reference Method for Broth Dilution
Antifungal  Susceptibility = Testing  of
Filamentous Fungi; Approved Standard
04/28/2008 ise kiif mantarlarinin antifungal
ilaglara duyarhliklarini belirlemek igin gelisti-
rilmis mikrodiliisyon yontemidir®. Dermatofit
grubu kiif mantarlar1 icin de standart test
parametreleri belirlenmis ve dokiimana dahil
edilmistir (Tablo 2). M38-A2 dokiimaninda
ayrica, minimum efektif konsantrasyon (MEK,
pg/ml) tanimi ve kullaniminin 6nemi de vur-
gulanmustir.

Tablo 2. Maya ve kiiflerde kullanilan CLSI (Clinical and Laboratory Standard Institute) standart yontemlerinin ozelikleri®*51219,

CLSI M27-A3 CLSI M38-A2 CLSI M44-A CLSI M51-A
Uygulama alan1  Candida ve Kiif mantarlar: Candida Zygomycetes,A flavus, A.fumi-
Cryptococcus gatus, A.niger, Aspergillus spp.,

Alternaria, Bipolaris, Fusarium,
Paecilomyces, Pboydii, S.prolifi-
cans

Inokiilum 0.5-2.5x10° CFU/ml 0.4-5x10* CFU/ml

(Spektrofotometrik) (Spektrofotometrik)
0.5 McFarland

Besiyeri RPMI 1640 (MOPS, RPMI 1640 (MOPS,
pH 7.0£0.1) pH 7.0+0.1)

Yontem Mikrodilusyon Mikrodilusyon

Degerlendirme Gorsel Gorsel

Is1 35°C 35°C

Inkiibasyon siiresi 24-48 saat 46-50 saat

Smur deger

(C. neoformans 72 saat)

Amfoterisin B igin

iireme olmayan kuyu-

Azol ve polienler igin
tireme olmayan kuyu-
cuk, azoller, ekinokan- cuk MIK, ekinokandin-

dinler igin > % 50 inhi- ler i¢in MEK

bisyon

1x10°-5x10° CFU/ml
(Spektrofotometrik)
0.5 McFarland

Mueller-Hilton agar+% 2
dektroz+0.6 pg metilen
mavisi

Disk diftizyon

Gorsel

35°C

20-24 saat

Zon ¢apin icindeki
kiigiik kolonileri g6z
arda edip biiyiik koloni-
lerden zon olgtiliir

0.4-5x10° CFU/ml
(Spektrofotometrik)
0.5 McFarland

Mueller-Hilton agar+% 2
dekstroz+0.6 ug metilen mavisi
(pH: 7.2-7.4)

Disk diftizyon
Gorsel
35°C

16-24 saat. (Zygomycetes), 24
(A. flavus, A. fumigatus, A.
niger), 48 (diger Aspergillus
spp.), 48-72 (Alternaria,
Bipolaris, Fusarium,
Paecilomyces, P. boydii,

S. prolificans)

Triazol ve ekinokandin i¢in zon
capin igindeki kiigiik kolonileri
g6z arda edip biiytik koloniler-
den zon olgtltr. Amfoterisin B
i¢in kiigtik koloniler direnci gos-
terir.
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Bunlardan maya-mikrodilusyon ve kiif-
mikrodiliisyon yontemi dékumanlari 2008 y1lin-
da, Candida-disk diftizyon yontemi dokiimani
ise 2009 yilinda giincellenmistir. M44-A2 Method
for Antifungal Disk Diffusion Susceptibility
Testing of Yeasts; Approved Guideline-
08/28/2009" Candida tiirlerinin flukonazole ve
vorikonazole duyarlhiligini belirlemek igin kulla-
nilabilecek bir disk difiizyon yontemidir®. Bu
yontemin kullanimu ile ilgili 6zellikler Tablo
2’de Ozetlenmistir.

Kifler i¢in disk diftizyon yodnteminin
parametrelerinin standart edilmis olmasi ve zon
cap1 olarak epidemiyolojik “cut off” degerleri-
nin ve bunlara karsilik gelen MIK ya da MEK
degerlerinin belirlenmesine katkilar1 nedeniyle
onem tagimaktadir. Dermatofit dist kiifler igin
gelistirilen disk diflizyon yontemi ise ilk kez
2009 yilinda onerilmis (M51-P) olup, ¢ok yeni
olarak 2010 yilinda onaylanmis son seklini
almigtir®.

‘M51-A Method for Antifungal Disk
Diffusion Susceptibility Testing of Nonderma-
tophyte Filamentous Fungi; Approved Guideline
05/25/2010" dermatofit dis1 kiif mantarlarinin
antifungal ilaglara duyarliigini belirlemek icin
standart edilmis olan bir disk difiizyon yonte-
midir®. Bu yontemle ile bilgiler Tablo 2’de
tanumlanmugtir.

CLSI Mb51-A dokiimanini kullanarak
Espinel-Ingroff ve ark." kontrol suglarinin sira-
styla; Poariotii ATCC MYA-3630, amfoterisin B
(15 - 24 mm), itrakonazol (20 - 31 mm) ve posa-
konazol (33 - 43 mm); A.fumigatus ATCC MYA-
3626, amfoterisin B (18 - 25 mm), itrakonazol
(11- 21 mm), posakonazol (28 - 35 mm) ve vori-
konazol (25 - 33 mm); ve C.krusei, amfoterisin B
(18 - 27 mm), itrakonazol (18 - 26 mm), posako-
nazol (28 - 38 mm) ve vorikonazol (29 - 39 mm)
disk sinirlarini belirlemislerdir. Bu yeni 6neriler,
CLSI antifungal duyarlilik testlerinin kullanila-
bilirligini kolaylastirmakta, belirsizlikleri azalt-
makta ve duyarlilik testi sonuglarinin yorum-
lanmasina katki saglamaktadir.

Antifungal duyarlilik testleri igin 1997
yilinda “The European Society of Clinical Micro-
biology and Infectious Diseases” (ESCMID),
“The European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing” (EUCAST)’i olusturmus-
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tur. 2002 yilinda EUCAST yeniden yapilandiril-
mis ve bugiinkii seklini almistir. CLSI ile ulusal
duyarhilik sonuglarini paylasan {ilkelerden anti-
fungal duyarlilik sonuglar1 toplanmaktadir®2.
EUCAST 2005 yilinda CLSI antimikrobiyal
duyarlilik alt komitesi CLSI-AST ile bilgi payla-
sim1 karari almistir. EUCAST antifungal kulla-
nim politikalari, surveyans veya infeksiyon
kontrolu ile ilgilenmeyi amaglamaz. EUCAST in
ve alt komitesi ‘Antifungal Susceptibility Testing
(EUCAST-AFST)'nin kurulus amaci Fransa,
Almanya, Norveg, isvec;, Hollanda ve ingilte-
re’den temsilcilerin katilimi ile antifungal duyar-
lilik testleri icin standart yontemleri geligtirmek-
tir®3?. EUCAST tarafindan bu giine kadar iki
antifungal duyarlilik testi standart edilmistir.
Bir tanesi EUCAST-E.DEE7.1 mayalar icin sivi
mikrodilusyon testi, digeri de EUCAST-E.
DEF9.1 kiifler i¢in sivi mikrodiliisyon testidir.
EUCAST-AFST sinur degerlerin elde edildigi test
kosullarim1 su sekilde Ozetlemektedir; RPMI
1640 besiyeri, % 2 glukoz eklemesi, pH 7.0
MOPS ile tamponlanma (MOPS 0.165 M), maya-
lar icin 35-37°C’de 24 saat inkiibasyon, kiifler
i¢in 35-37°C’de 48 saat inkiibasyon, 10° CFU/ml
inokulum, mayalar igin spektrofotometrik, kiif-
ler i¢in gorsel okuma 6nerilir®'#?%. Her iki yon-
temin calismada benzer olan yonleri; RPMI 1640
besiyeri kullanmalari, 35-37°C inkiibasyon, MIK
sinir degerleri belirlerken kontrole gore % 50
tremeye gore degerlendirilmesidir. Farkli yon-
leri; inokulum sayis1 0.5-2.5x10° CFU/ml [CLSI]
iken 5-2.5x10° CFU/ml [EUCAST], besiyerinde-
ki glikoz konsantrasyonlar:t % 0.2 [CLSI] ve
% 2.0 [EUCAST]), inkiibasyon stireleri 24 ve 48
saat [CLSI] iken 24 saat [EUCAST]), mikropleyt
farki U tabanhi [CLSI] iken diiz tabanli
[EUCAST]), end-point okuma gozle okurken
[CLSI] spektrofotometre [EUCAST]) ile okuma
yapimaktadir. Calismalarda uyum yiizde 95
olarak bildirilmektedir®183.

2002 yilindan sonra sinir degerlerin duyar-
I1 “S” ve direngli “R” olarak bildirilmesi karari
alinmistir. Epidemiyolojik “cut off” degeri veya
“tiire 6zel mikrobiyolojik sinir deger” terimleri
gelistirilmistir.

Pfaller ve ark.®), CLSI ve EUCAST anti-
fungal duyarhilik testlerinin karsilastirdiklari
calismada, epidemiyolojik “cut off” degeri (ug/



ml) flukonazol, posakonazol ve vorikonazol i¢in
sirasiyla: C.albicans igin 0.12, 0.06 ve 0.03; C.glab-
rata igin 32, 2 ve 0.5; C.parapsilosis igin 2, 0.25 ve
0.12; C.tropicalis igin 2, 0.12 ve 0.06; C.krusei igin
64, 0.5 ve 0.5 olarak belirlemislerdir. Ayni ¢alis-
mada EUCAST ve CLSI antifungal duyarhilik
testlerinin karsilagtirdiklarinda sonuglarin flu-
konazol, posakonazol ve vorikonazol icin sira-
styla her tiir i¢in; C.albicans % 98.9, % 93.6 ve
% 98.6; C.glabrata igin % 96.0, % 98.9 ve % 93.7;
C.parapsilosis igin % 90.8, % 98.1 ve % 98.1;
C.tropicalis igin % 99.2, % 99.2 ve % 96.8; C.krusei
% 97.1, % 97.1 ve % 97.1 yiiksek uyumu goster-
mislerdir. Ayni arastirmaciin benzer bir calis-
masinda her iki yontemi Candida tiirlerine fluko-
nazol icin karsilastirarak epidemiyolojik “cut
off” degeri (ECV) belirlemislerdir. Her iki yon-
temde benzer ECV’ler elde ederek (C.albicans
i¢in 0.5-1 ng/ml; C.parapsilosis ve C.tropicalis igin
2 pg/ml; C.glabrata i¢in 32 png/ml ve C.krusei igin
64-128 ng/ml) her iki testin uyumlulugunun
% 95 olarak rapor etmislerdir. Bu calismanin
sonucunda Candida tirleri igin flukonazolun
sinir degeri; C.albicans, C.parapsilosis, C.tropicalis
icin S <2 pg/ml; SDD 4 pg/ml; R 28 pg/ml ve
C.glabrata i¢in SDD <32 png/ml; R 264 ng/ml ola-
rak belirlenmistir®®.

Referans yontemlere alternatif olabilecek
daha kolay, tekrarlanabilir, kulanilabilirliligi
yliksek ucuz ve uygun yontemlerin arayisi halen
devam etmektedir. Bunlar i¢inde en sik kullani-
lan ticari yontemler; Etest (AB Biodisk, Sonla,
Sweden), Integnal system yeasts antifungal disk
(Liofilchem Diagnostics, L’Aquila, Italy), Candi-
fast (International Microbio/ Stago Group,
Milona Italy), Fungitest (Bio-Rad SDP, Paris,
France), Vitek 2 (bioMerieux), Mast goup anti-
fungal disk, Rosco neosensitive disk test (Neo-
Sensitabs user’s guide; A/S Rosco Diagnostica,
Taastrup, Denmark), BD Phonix (Diagnostic
Systems Circle Sparks, MD USA), yeastone
(Trek Diagnosytic system, Inc.), ATB fungus 2
(API-bioMerieux, Marcy I’Etoile, Fransa),
Mycostandard (Institu Pastuer, Paris, Fransa),
Mycototal (Behring Diagnostic, Rueil-Malma-
ion, Fransa), ASTY colorimetric panel (Kyokyuto
Pharmaceutical Indrustrial, Ltd. Tokyo, Japon),
Biomic® vision sistem ve yaninda arastirmacila-
rin standart yontemleri modifiye ettigi veya
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yeni yontemler ile calismalar litaratiirlerde
goriilmektedir. Ticari yOntemler arasinda
Candifast, Integnal System Yeasts, Fungitest
referans M27-A yontemi ile uyumunun sinrh
oldugunu belirleyen arastirmalar yaninda®’*)
kullanilabilirligini de savunan arastirmalar var-
dir. Bunun yaninda ATP Fungus, Mycostandard,
Mycototal benzer sitemlerdir ve referans M27-A
yontemi ile uyumunun smirli oldugunu yaymn-
lanmistir™. Ticari sistemler iginde alamar Blue
kolorimetrik sistemler de vardir. Bunlardan
Sensititre Yeast one Colorimetric antifungal
panel (Trek Diagnosytic system, Inc.) referans
sistemle % 85 uyum elde edildigini bildiren
calismalar® yaninda C.neoformans ile bazi zor-
luklarin oldugu rapor edilmektedir®. ASTY
colorimetric panel (Kyokyuto Pharmaceutical
Indrustrial, Ltd. Tokyo, Japon) M27 referans
yontemle uyumlu oldugu bildirilmektedir®.
NeoSensitabs disk testi calisiilmasinda flukona-
zol, vorikonazol i¢cin CLSI method M44-A disk
testine gére uyum oldugu ve bu uymun itrako-
nazol ve kaspofungin disk igin uygulanabilecegi
fakat amfoterisin B i¢in daha fazla calisma
gerektigi uyumun diisiik oldugu bildirilmekte-
dir®.

Son yillarda Vitek 2 antifungal duyarhilik
testi ile calismalar artmistir®*). Peterson ve ark.
@) Candida spp. kars1 kaspofungin, mikafungin
ve posakonazole duyarliligini Vitek 2 ve CLSI
27-A3 ile kargilagtirmalart sonucunda sirasiyla;
% 99.8, % 98.2 ve % 98.1 uyum bulmuslardir.
Benzer olarak bagka bir ¢alismada CLSI 27-A2
ile Candida spp., C.neoformans ve Geotrichum capi-
tatum suslarma kars1 amfoterisin B, flukonazol
ve vorikonazollun duyarliligini Vitek 2 ve CLSI
27-A2 ile kargilagtirmalart sonucunda sirasiyla;
% 99.5, % 92 ve % 98.2 olarak uyum bulmuslar-
dur®.

Etest (AB Biodisk, Solna, Sweden) agar
baz dayali plastik striplerden antimikrobiyal
ajanlarin gradient konsantrasyonlarinda diftize
oldugu antibiyotik duyarlilik testidir. Etest strip-
ler amfoterisin B, kaspofungin, flusitozin, fluko-
nazol, itrakonazol, vorikonazol ve posakonazol
icin ticari stripler vardir. Bununla beraber sade-
ce flukonazol, itrakonazol ve flusitozin i¢in FDA
onay1 alinmistir. Endpoint belirleme bazi suslar-
da zor olmakla birlikte bir¢cok Candida susu igin



standart yontemlerle uyumlu oldugu kabul
edilmektedir®. Kog ve ark.® Candida suslari-
nin amfoterisin B, ketokonazol, itrakonazol ve
flukonazol duyarlilig: Etest antifungal duyarli-
lik testi ile referans yonteme gore uyum sirasiy-
la % 93.1, % 85.2, % 82.3 oldugunu gostermis-
lerdir. Aspergillus tiirlerini iceren tibbi &nemi
olan kiiflerle yapilan ¢alismada amfoterisin B
ve itrakonazol duyarliliklarinin karsilastirilma-
sinda Etest yonteminin referans yontemine
gore uyumun yiiksek oldugu bildirilmekte-
dir®?. Candida tiirlerine kars1 ekinokandin CLSI
ve EUOCAST ve Etest yontemlerinin karsilasti-
rildig1 galismalarda her ii¢ yontemin de ¢ok
uyumlu oldugu bildirilmektedir®”. Ayrica anti-
fungallere kars1 mikroorganizmalarin direngle-
rini belirlemek i¢in ve diren¢ mekanizmalarini
ortaya ¢ikarmak igin molekiiller yontemlerden
yararlanilmaktadir®.

Fungisidal aktivite ve klinik onemi

CLSI ¢alismalart laboratuvarlarda MFC ve
time-kill calismalari ile fungisidal aktiviteyi giive-
nilir bir sekilde yapilabilecegini gostermistir.
Aspergillus tiirlerine kars: fungusidal aktiviteyi
mikrodiliisyon kolorimetrik yontemle yapan bir
¢alismada fungusidal aktivitenin antifungal ajan-
lara gore farkli olabilecegini bildirerek bu yonte-
min kiiltlir kulanilarak yapilan yontemlere gore
hizli ve % 91-100 oraninda uyumlu oldugu bildi-
rilmektedir®. Hastalarin tedavilerinde MFC
sonuglarinin giivenle kullanmak i¢in bu prose-
diirlerin standart olumasina ihtiyag vardir. Bu
yontemlerin standart olmasi igin invivo ve invit-
ro sonugclar parelel olmalidir. Kiiflerin neden
oldugu infeksiyonlarda invitro sonuglar ile invi-
vo sonuglarin karsilastirildig: birkag ¢alisma var-
dir®. A.fumigatus, Fusarium spp. ve S.prolificans
icin amfoterisin B ile klinik yetersizlik MIK>0.8
pg/ml ile iliskili oldugu?; amfoterisin B ve itra-
konazolin aspergilloz tedavisinde klinik yetersiz-
ligi sirastyla MIK>0.8 pg/ml ve MIK>2 pg/ml ile
benzer oldugu bildirilmektedir®.

Invitro antifungal duyarlilik testi ile invi-
vo korelasyon c¢alismalarinda Candida infeksi-
yonlarinda antifungal duyarlilik testi dnemi
belirlenmistir®. Litaratiirde 1988-2005 tarihler
arasinda 11 ¢alisgmanin degerlendirildigi 2011’de
sunulan akut 16semili hastalarin antifungal teda-

274

vi raporunda Candida infeksiyonlarinda anti-
fungal duyarlilik testi yapilmasi gerektigini,
bunun yaninda kiifler icin ¢alismalarin devam
edildigini ve kiiflerin tiir diizeyinde identifikas-
yon yapilmas: gerekdigi bildirilmektedir®?.

Sonug olarak; antifungal duyarlilik testi,
1982’den bu zamana kadar biiyiik gelismeler
gostermistir. Klinik mikrobiyoloji laboratuvarla-
rinda bu yontemlerin daha fazla uygulanabil-
mesi ve kullanilmasi i¢in kabul edilebilir modi-
fikasyonlari da vardir. Bununla beraber mantar
hastaliklarinin tedavilerinde duyarlilik testleri
ile ilgili sorunlar tam anlamiyla yanitlanmamis-
tir. Bunlar; maya ve kiiflerin yeni antifungallar
ile caligmalarinin sonuglari; nadir karsilasilan
maya ve kiiflerin sonuglar;; antifungal kombi-
nasyonlari ve bunlarin organizma {izerindeki
sonuglaridir. Bundan dolay: bunlar ile iligkili
calismalar devam etmeli, sonuclar1 degerlendi-
rilmeli ve literatiire sunulmalidir.
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