Ara§t1rma ANKEM Derg 2014;28(4):129-133
doi:10.5222 /ankem.2014.129
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OZET

Bir kiif mantari olan Aspergillus dogada yaygin olarak bulunan saprofit bir mikroorganizmadir. Onceleri nadir infek-
siyon etkeniyken son yillarda sik Qoriilmekte ve onemli Olgiide mortaliteye neden olmaktadir. Aspergillus infeksiyonlarmin
tamisi, giivenilir ve kolay uygulanabilir tani testlerinin olmamasi nedeniyle genellikle gecikerek konur. Oysa klinikte iyi sonug-
larm alinabilmesi icin tanmin erken konulmasi ve etkin tedavinin baslanmasi gerekir. Etkin tedavinin yapilabilmesi icin de
antifungal duyarlilik deneylerinin yapilip yorumlanmasi gerekmektedir. Bu ¢alismada, hastanemizde izole edilmis Aspergillus
izolatlarimin tiir dagilimi ve E-test ile elde edilen antifungal duyarlilik sonuglari degerlendirilmistir. Toplam 26 izolatin 21'i
(% 81) Aspergillus fumigatus, besi (% 19) Aspergillus niger olarak tanimlanmstir. Antifungal duyarlilik testi igin E-test
yontemi kullanilmis ve minimal inhibitor konsantrasyon (MIK) araliklar: amfoterisin B igin 0.004-2 ug/ml, kaspofungin icin
0.004-1ug/ml ve vorikonazol igin 0.016-0.64 ug/ml arasmda bulunmustur. Test edilen ii¢ antifungal arasinda vorikonazol ve
kaspofungin MIK diizeylerinin amfoterisin B'ye gire daha diisiik oldugu gozlenmistir. Sonug olarak amfoterisin B'nin toksik
etkileri de g0z Oniine alinirsa vorikonazol ve kaspofungin klinisyenin kullanabilecegi alternatif antifungaller olabilirler.

Anahtar sozciikler: antifungal duyarlilik, Aspergillus spp., E-test, tiir dagilimi
SUMMARY
Antifungal Susceptibility of Aspergillus Species Isolated from Patients Diagnosed with Invasive Aspergillosis

Aspergillus, a mould commonly found in nature, is a saprophytic microorganism. While it used to be a rare infectious
agent, in recent years it is more frequent and causes significant mortality. Generally, Aspergillus infections cannot be diagno-
sed early due to the lack of reliable and easy diagnostic tests. However, early diagnosis and initiation of an effective treatment
is required in order to get good clinical outcomes. Antifungal susceptibility tests should be performed and interpreted for an
effective treatment. The present study evaluated species distribution of Aspergillus isolates which were isolated in our hospital
and their antifungal susceptibility results obtained by E-test. Of the total 26 isolates, 21 (81 %) were identified as Aspergillus
fumigatus and five (19 %) were identified as Aspergillus niger. E-test method was used for antifungal susceptibility testing
and the minimum inhibitory concentrations (MIC) were 0.004-2 ug/ml for amphotericin B, 0.004-1ug/ml for caspofungin and
0.016-0.64 ug/ml for voriconazole. Among three antifungals tested, the MIC levels obtained for voriconazole and caspofungin
were lower compared to amphotericin B. In conclusion, given the toxic effects of amphotericin B, voriconazole and caspofungin
may be alternative antifungals that can be used by the clinicians.
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GIRIS farkli ortamlarda yasayabilir ve konidyumlar

havada uzun siire asili kalabilir. Infeksiyon,

Aspergillus tiirleri dogada yaygin olarak konidyalarin havadan solunum yolu ile alinma-
bulunurlar. Bu kiif mantar1 ¢ok farkli cevre st sonucunda olusur®. Solunumla alinan konid-
kosullara uyum saglar, degisik sicakliklarda, yumlar, 6zellikle bagisiklik sistemi baskilanmig
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hastalarda ciddi infeksiyonlara yol agarlar.
Aspergillus tiirlerinin olusturdugu infeksiyonlar
maligniteli hastalarda 1990’'l1 yillardan beri en
sik goriilen invazif kiif infeksiyonlaridir ve
Aspergillus fumigatus ile Aspergillus flavus bu
infeksiyonlara en sik neden olan tiirlerdir®.
Antifungal kullanimi sirasinda kiiltiirde tireyen
Aspergillus cinsinin tiir diizeyinde tanimlanmast
amfoterisin B’ye dogal direncli Aspergillus terre-
us ve Aspergillus nidulans gibi tiirlerin ayirt edi-
lebilmesi i¢in son derece 6nemlidir®. Son
donemlerde A.fumigatus tiirlerinde CYP51A
nokta mutasyonuna bagl olarak gelisen itrako-
nazol yada ¢oklu azol direncinde dramatik artis,
tiir tanisiyla birlikte antifungal duyarhliklarinin
belirlenmesinin 6nemini artirmigtir®®.
Antifungal duyarlilik testleri i¢in Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) tara-
findan Onerilen referans yontem mikro ya da
makro sivi diliisyon testidir®. Bunun yaninda
disk difiizyon ve E-test gibi difiizyon testleri de
klinik  laboratuvarlarda kullanilmaktadair.
Ozellikle E-test yontemi, tekrarlanabilirliginin
yliksek olmasi ve ilaglar i¢in bir minimal inhibi-
tor konsantrasyon (MIK) degerinin saptanabil-
mesi nedeniyle oldukca kullamishdir. Referans
yontem olan sivi mikrodiliisyon ile E-test yonte-
mini karsilagtiran ve % 90-100'nin {izerinde
uyum bildiren ¢alismalar bulunmaktadir(#),
Bu calismada, Erciyes Universitesi Tip
Fakdiltesi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda klinik
orneklerden izole edilmis Aspergillus izolatlarmn
vorikonazol, amfoterisin B ve kaspofungin duyar-
hiliklariin E-test yontemi kullanarak belirlenmesi,
bu degerlerin birbiriyle karsilastirilmasi ve etkin
antifungal ajanin tespit edilmesi amaglanmistir.

GEREC VE YONTEM

Ocak 2010-Aralik 2011 tarihleri arasinda
Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Laboratuvari’'na gonderilen 26 hastadan izole
edilen 26 Aspergillus spp. ¢alismaya alinmis ve
bu hastalar Avrupa Kanser Arastirma ve Tedavi
Organizasyonu ve Mikoz Calisma Grubu
(EORTC/MSG) kriterlerine gore kesin ya da
yliksek olasilikli invazif aspergilloz olarak
smiflandirilmistir®. Klinik bulgularla birlikte
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radyolojik olarak akcigerde infiltrasyon veya
mantar topu goriiniimii olan, aspergilloz igin risk
faktorlerinden en az birine sahip olan ve alt solu-
num yolu &rneklerinde Aspergillus spp. lireyen
hastalarda, mantar dis1 herhangi bir infeksiyon
kanit1 olmadiginda ya da normalde steril olan
viicut bolgelerinde klinik ve radyolojik olarak
infeksiyon bulgusu ve steril islemlerle alman
orneklerde Aspergillus spp. liremesi oldugunda,
olgu aspergilloz olarak tanimlanmistir®.

Mikrobiyolojik tani

Aspergillus turlerinin tanimlanmas: igin
hem makroskopik hem de mikroskopik 6zellik-
ler incelenmistir. Sabouraud Dekstroz Agar’da
(SDA) tireyen koloniler konidyum iiretimini ve
pigment iiretimini arttirmak igin patates dekst-
roz agar (PDA) besiyerine, tiir tanimi igin ise
Czapek-Dox Agar’a ekilmistir. Ureyen tiirlerin
herbirinin koloni rengi, morfolojisi, tireme hiz1
ve 25°C, 35°C ve 44°C’de tireme 6zellikleri kayat
edilmistir. Mikroskopik incelemede ise laktofe-
nol pamuk mavisi ile preparat hazirlanmis ve
konidya bi¢imi, rengi, sterigmata sayisi, vezikiil
sekli, konidyoforlarin yapisi, hiille hiicrelerinin
varlig1 ve sekli dikkate alinmigstir@,

Antifungal duyarlilik

Tanimlanan Aspergillus izolatlarmin amfo-
terisin B, vorikonazol ve kaspofungin duyarli-
liklar1 E-test (AB Biodisk, Isvec) yontemi ile
tiretici firmanin 6nerileri dogrultusunda arasti-
rilmistir. Uygun sporulasyon igin Aspergillus
izolatlar1 PDA’ya ekilmis ve bir hafta siireyle
bekletilmistir. Inokulasyon icin steril fizyolojik
tuzlu suda 106 spor/ml konsantrasyonda siis-
pansiyon hazirlanmistir. Bu stispansiyon % 2
glukoz ve % 1.5 agar iceren RPMI 1640 (Sigma,
USA) besiyerine esit yogunlukta dagitilmigtir.
Amfoterisin B, vorikonazol ve kaspofungin
E-test seritleri plaklara konulmustur. Plaklar 48
saat inkiibasyondan sonra okunmustur.
Antifungal duyarlilik test sonuglarinin deger-
lendirilmesinde kaspofungin ve vorikonazol
icin belirgin iireme inhibisyonunun gézlendigi
elips ile E-test stribinin kesistigi, amfoterisin B
i¢in ise iremenin tamamen engellendigi elips ile
seridin kesistigi nokta MIK degeri olarak
degerlendirilmistir®>19),



Invazif aspergilloz tamili hastalarda izole edilen Aspergillus tiirlerinin antifungal duyarliliklar:

BULGULAR

Toplam 26 hastanin 8’inin (% 31) kadin,
18inin (% 69) erkek oldugu goriilmiistiir.
Hastalarin altistnin (% 23) hematoloji-onkoloji
servislerinde, besinin (% 19) gogiis hastaliklar
servisinde ve kalaninin infeksiyon, i¢ hastalikla-
11, g6z, kulak-burun-bogaz ve pediatri servisleri
ile yogun bakim iinitelerinde yatmakta oldukla-
r1 saptanmustir. Cesitli klinik 6rneklerden (12
doku, 11 bronkoalveoler lavaj ve {i¢ balgam)
izole edilen toplam 26 izolatin 21'i (% 81) A.fumi-
gatus, besi (% 19) Aspergillus niger olarak tanim-
lanmistir. EORTC/MSG kriterlerine gore hasta-
larin 12’si kesin, 14’ yiiksek olasilikli invazif
aspergilloz olarak smiflandirilmustir. A.fumiga-
tus vorikonazol ve kaspofungin E-test MiK,-
MIK,, degerleri amfoterisin B E-test MiK, -MIK,
degerlerine gore daha diisiik bulunmustur. A.
niger izolatinin say1sinin az olmasi nedeniyle sade-
ce MIK aralig1 hesaplannustir. A.niger igin kaspo-
fungin ve vorikonazol MIK araligi, amfoterisin B
MIK arahgmna gore daha diisiik bulunmustur.
Aspergillus izolatlar i¢in saptanan amfoterisin B,
vorikonazol ve kaspofungin MIK araliklar ile
MiKSO-MiK90 degerleri Tablo’da gosterilmistir.

Tablo. Aspergillus tiirlerinin MIK aralig, MI'KH, ve Mngo deger-
leri (ug/mi).

Antifungal Suslar (say1) MIK araligi MiK50 MH(90
Amfoterisin B A.fumigatus (21)  0.004-2 0.25 0.5
Aniger (5) 0.125-0.5 -+ -
Vorikonazol A fumigatus (21)  0.016-0.32 0125 025
Aniger (5) 0.016-0.64 -
Kaspofungin ~ A.fumigatus (21)  0.004-1 0.032  0.064
Aniger (5) 0.004-0.125 -

* Sayr az oldugundan hesaplanmanugtur.

TARTISMA

Invazif kiif infeksiyonlarimin en sik nedeni
Aspergillus cinsinde yer alan mantarlardir®.
Bunlar invazif infeksiyonlardan alerjik send-
romlara kadar degisen klinik tablolara neden
olmaktadir™'?. Cesitlilik gosteren bu klinik tab-
lolarda etken olarak A.fumigatus ilk sirada yer
almaktadir®. Epidemiyolojik ¢alismalarda non-
fumigatus tiirlere bagh infeksiyonlarin sikligin-
da da artis bildirilmektedir. Amerika’da bir
kanser merkezinde nétropenik hasta grubunda
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antifungal ilaglara direncli non-fumigatus ttirle-
rin A.fumigatus tiirlerine gore daha sik goriildii-
gl rapor edilmistir®. Cok merkezli bir ¢alisma-
da invazif aspergillozda etken olan tiirlerin sik-
Lig1 arastirilmis; A.fumigatus % 54.2, A.flavus
% 7.4, A.niger % 6.5 ve A.terreus % 3.2 olarak
bildirilmistir®. Diinyada goriilen bu tir dagili-
mu tilkemiz iginde gecerlidir. Yapilan bir calis-
mada, firsatg1 mantar infeksiyonu 6n tanusi ile
solunum yolu ornekleri incelenen 85 hastanin
22’'sinde Aspergillus cinsi kiif mantarlarinin izole
edildigi ve bu orneklerden siklik sirasi ile
A.fumigatus, A.flavus ve A.niger tiirlerinin izole
edildigi rapor edilmistir®. Oz ve ark.1” calig-
malarinda toplam 110 Aspergillus izolatinin %
60" min A.fumigatus, % 21'inin A.niger ve % 9"unun
da A.flavus oldugunu bildirmislerdir. Ocak 2010-
Aralik 2011 tarihleri arasindaki solunum yolu
ornekleri ve dokular igeren ¢alismamizda da
toplam 26 izolatin 21'i (% 81) A.fumigatus, besi
(% 19) A.niger olarak tanimlanmuistir.

Aspergillus tiirlerine baglh klinik tablolarda
artis ve yeni antifungal ilaclarin kesfi epidemi-
yolojik incelemelerin ve antifungal duyarhilik
testlerinin 6nemini artirmigtir. Ayrica bu hasta-
larda bildirilen yiiksek mortalite oranlar1 da
tedavinde uygun antifungal se¢iminin dnemini
artirmaktadir®. PATH Alliance® (The Prospecti-
ve Antifungal Therapy Alliance) ¢alismasinda
25 Kuzey Amerika merkezinin verilerinde sag-
kalim orani % 66.3 olarak bildirilmistir®.

Aspergillus tiirlerine bagh infeksiyonlarin
sagaltimmda temelde poliyenler, azoller ve eki-
nokandinler kullanilmaktadir®. Bu ilaglardan
vorikonazol invazif aspergilloz hastaliginin hem
primer hemde kurtarma tedavisinde kullanilan
monotriazolik bir ilagtir. Cok merkezli bir ¢alis-
mada 388 Aspergillus izolatinda antifungal
duyarhilik E-test yontemiyle calisilmis ve
A.fumigatus, A.flavus ve A.terreus vorikonazol
MiK,, degerleri itrakonazol ve amfoterisin B
MIK,, degerine gore daha diigiik bulunmustur.
Ayrica A.flavus ve A.terreus tlirlerinde iki azoliin
etkin oldugu, A.niger tiirlerinde amfoterisin B
MiK50 ve MiK90 degerlerinin vorikonazol MiK,
ve MIK,, degerlerine gore daha diisiik oldugu
tespit edilmistir?. Oz ve ark.®” klinik 6rnekler-
den tanumladiklar1 Aspergillus izolatlarinin amfo-
terisin B, itrakonazol ve vorikonazol duyarliligi-
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n1 degerlendirmisler ve en etkili antifungalin
vorikonazol oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica
calismalarinda, A.flavus izolatlarina karg: amfo-
terisin B ve vorikonazol i¢in A.fumigatus izolat-
larindan daha yiiksek MIK degerleri elde edildi-
gini bildirmislerdir. Arikan ve ark.)) 82 Asper-
gillus turtinde in vitro etkinligi en yiiksek olan
antifungalin vorikonazol oldugunu bunu sira-
styla posakonazol, itrakonazol ve amfoterisin
B'nin takip ettigini bildirmislerdir.

Ekinokandinler, (1-3)-beta—D-glukan sen-
tezini inhibe eden antifungallerdir®. Ekinokan-
dinlerden kaspofungin tedaviye direngli invazif
aspergilloz hastaliginin tedavisinde endikedir.
Mikafungin ve anidulafungin de Aspergillus tiir-
lerine kars etkilidir ancak etkin doz hentiz belli
olmadig: icin tedavide onay almamislardir®.
Farkli antifungallerle yapilan karsilagtirmali bir
calismada A.fumigatus, A.flavus, A.nidulans, A.niger
ve A.terreus tiirlerinde kaspofunginin etkinligi-
nin iyi oldugu vorikonazol, itrakonazol, posako-
nazol gibi azollerin in vitro aktivitelerinin gele-
neksel amfoterisin B'ye gore daha iyi oldugu
saptanmugtir@?,

Amfoterisin B, klinik agidan anlamli maya
ve kiiflere karsi aktivite gosteren ve bir¢ok inva-
zif fungal infeksiyonunun tedavisi igin onay
almus bir ajandir®®. Phaller ve ark.® amfoterisin
B ve dort azol grubu antifungal ile yaptiklar
calismada, izolatlarin % 91’inin vorikanozol ve
% 89’unun amfoterisin B MIK degerinin <1 ug/
ml'nin altinda oldugunu belirlemislerdir.
Bundan dolay1 vorikanozolun amfoterisin B'ye
gore daha etkin oldugunu bildirmislerdir. Bir
diger ¢alismada 372 Aspergillus izolatimin %
93’tinde kaspofungin ve % 89'unda amfoterisin
B MIK degerlerinin <1 ug/ml’nin altinda oldu-
gu bildirilmistir®.

Bizim calismamizda izolatlarin antifungal
duyarliliklar: incelendiginde, A.fumigatus icin
vorikonazol ve kaspofungin MiK_-MIK deger-
lerinin amfoterisin B MiK,  MIK, degerlerine
gore, A.niger icinse vorikonazol ve kaspofungin
MIK araliklarinin, amfoterisin B MIK araliga
gore daha diisiik olduklar: saptanmustir.

Sonug olarak; iilkemizden ve diinyadan
elde edilen verilere paralel olarak A.fumigatus en
sik izole edilen tiir olmustur. A.fumigatus ve
A.niger izolatlar1 i¢in vorikonazol ve kaspofun-
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ginin amfoterisin B'ye gore daha diisitk MIK
araliklarina sahip olduklar1 goriilmiis ve daha
etkili olabilecekleri sonucuna varilmistir.
Bununla birlikte ampirik tedavi protokollerinin
olusturulmasina katki saglamak icin farkl: tiirle-
ri ve antifungalleri de igeren ve miimkiinse refe-
rans yontem ile yapilan ¢aligmalara gereksinim
vardir.
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