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IN-VITRO ANTIFUNGAL DUYARLILIK TESTLERI -

Beyza ENER

In vitro antifungal susceptibility tests.

Pafojen mantarlara karg: gegitli antifungal ajanlanin in-vitro etkinlifiini gtivenilir bir sekilde
dlgmek glintimiizde istenilen testler haline gelmistir. Bunun nedenleri su sekilde dzetlenebilir:

i- Fungal infeksiyonlar dnemli klinik problemler olugtermaktadir. Son 10 yilda fun-
gal infeksiyonlann (bzellikle mayalarla olan) insidansimn artisy; yeni ve daha etkili antibakteri-
yel ajanlarm artarak kullanilmasina, AIDS pandemisine, terapotik olarak immunsuprese hale gel-
mig hasta sayisimin artmasima, KIT ve solid organ transplantasyonlarmm daha fazla yaptimasina
ve onkoloji hastalarina baglanmaktadir. Geligmis tedavi protokolleri sonucu bu hasta popiilas-
yonlari daha uzun siire yagayabilmekte ve hayau tehdit eden mantar infeksiyonlarina duyarh hale
gelmektedirler.

2- Fungal infeksiyonlarm tedavisinde secilebilecek sistemik etkili antifungal ajanla-
in sayist artmmgtir, 19504 yilfarda bulunan amfoterisin B uzunca siire tek bagma kullamlan an-
titungal ajan olmugtur. Her ne kadar her mantar infeksiyommda etkili olmasa ve toksik dzelligi
de olsa, uzunca siire bir alternatifi tiretilememigtir. Ancak firsatgr mantar infeksiyonlarinin insi-
dansindaki artiga paralel olarak son dekatta sistemik aktivitesi olan yeni antifungal ajanlar da ge-
ligtirilmigtir, Bugiin igin sistemik fungal infeksiyonlarda kuflanilabilecek lisanslt 6 antifungal
ajan bulunmaktadir. Bunlar polien grubundan amfoterisin B, imidazollerden mikonazol ve keto-
konazol, triazollerden flukonazol ve itrakonazol ve primidin sentez inhibitérii olan flusitozin-
dir(7).

3- Antifungal ajanlara kargi direng gérillmeye baglanmugtir. Fungal infeksiyonlardaki
artiga paralel olarak amtifungal ilag kullamminda da artma olmugtur. Ancak antifungal ilaglarm
artan oranda kullanilmasi infeksiyona sebep olan organizmalarda degigiklige yol agmustir. Yeni
antifungallerden triazollerin giindeme gelmesi ile tzellikle Candida infeksiyon paternlerinde
degisiklik olusmugtur. Mayalar arasinda primer ve sekonder olarak dirence rastlanmaktadir.
Direngli tiirler genellikle non-albicans Candida tiirleri arasinda bulunmaktadir. Ozellikle
C.parapsilosis, Clusitaniae, C krusei, C glabrata gibi maya tirlerinde direng vardir. Daha sik
rastlamian ve daha viriilan olan C.albicans'da da HIV pozitif hastalarda dirence rastlanmak-
tadir(1,18). Candida tiirlerine ek olarak; Fusarium tiitleri, Trichosporon beigelii, Zygomycetes-
ler, Dematioceous mantarlar ve difier non-patojenik mantarlar bazi hastalarda onemh problemler
olugturan yeni fungal patojenler olarak belirflenmektedir(2).

Tiim bu nedenlere bagh olarak in-vitro antifungal ajanlara karsa duyarlilik festlerine olan il-
gi artrmstir ve linik tani laboratuvarlanna antifungal tedavi segimi ve tedavinin monitdrizasyo-
nunda daha fazla rol ve sorumluluk yiiklenmektedir. Ancak in-vitro ant;fungal duyarlilik testle-
rinde tam bir standardizasyonun saglanamams olmast ve in-vivo korelasyonun iyi olmamast ne-
deni ile bu testlerin klinik deBeri tartigmalidir, Antifungal duyarhhk testlerinde karsilagilan prob-
lemler gu bagliklar altinda toplanabilir{16): .

I- Okaryotik mikroorganizma olan mantarlara bagli nedenler (yavag iireme hizi, dimor-
fizm.., vb).
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2- Antifungal ajanlara bagh nedenler (¢oziintrliik, stabilite, genig konsanirasyon aralikla-
rinda kismi inhibisyon... vb).

3- ‘Kullanilan metodlara bagl nedenler (inokulum bilyikliigii, besiyeri, pH, inkiibasyon
siiresi, inkiibasyon 1s151... vb). '

Bugiin igin in-vitro antifungal duyarliliklar test etmek amac ile kullamlan metodlar anti-
bakteriyel duyarhlik fest metodlarindan drneklenerek alinmugtir. Buyyonda diliisyon (makro ve
mikro), jeloz dilisyon ve jeloz difiizyon (disk ve E testi) metodlan kullamlan metodlardir(7).
Ayrica hizh bir gekilde antifungal aktiviteyi Slgmeyi planlayan flow sitometrinin ve otomatize
kan kiiltiir sistemlerinin kollaniddig galigmalar da vardir(10,11). Son birkag yila kadar bu degigik
metodlar rastgele olarak laboratuvarlar tarafindan uygulanmis ve standardize olmamig ySntemle-
re bagl olarak cldukga farklt sonuglar ahnmigtir(9), Bu zorluklar: ¢dzmek igin 1982 yilinda
Amerika Birlegik Devletleri'nde bir komite kurulmug ve geniy kapsamh ortak galigmalarla stan-
dart metodoloji olusturuimaya ¢ahgiimustir. Komite ige bir anket yaparak baglamis ve en gok ter-
cih edilen metodun makrodiliisyon yontemi oldugu anlagilmgiir(4). Bunun tizerine makrodiliis-
yon yontemi standardize edilmeye ¢algilmiy ve birgok parametrenin kontrol edildigi 10 yilbik
cok sayrda galigma sonunda NCCLS tarafindan referans bir metod yayinlanmistir(12). Referans
makrodiliisyon metodu dncelikle Candida tiitleri ve Cryptococcus neaformans gibi maya gru-
bu mantarlarm in-vitro duyarhiliim lgmek amaci ile standardize edilmistiv ve dimorfik ve fila-
mentdz mantarlar igin uygun degildir, Dimotfik ve filamentz mantarlar igin daha fazla caligma-
ya ihtiyag vardir. Aynca referans metod sonuglar ile hastamn tedaviye cevabi arasmnda tam bir
korelasyon olmayip ileri gahigmalar gerekmektedir. Referans metod, son konsantrasyon aralifiim
amfoterisin B igin 0.03-16 pg/ml, flusitozin i¢in 0.125-64 ng/mi, ketokenazol i¢in 0.03-16 pg/ml
ve flukonazo! igin 0.125-64 pg/ml olarak belirlemigtir. RPMI 1640 sentetik besiyerinin (0.165
MOPS ile tamponlanmas, pH: 7.0) kullamimasimn en iyi sonucu verdigi saptanmugtir. En dnemli
asamalardan biri olan inokulum miktarmsn belirlenmesinin.spekirefotometrik olarak yapimasi
ve 530 nm'de McFarland 0.5 tipiiniin verdigi ge¢irgenlikle aym deferi veren inokulum miktari
17100 ve 1/20 kez sulandintarak standart 0.5x10%-2.5x10%/m11ik miktar hazirlanmas: dnerilmis-
tir. ftag diliisyonlarindan 0.1 ml, maya sitspansiyonundan 0.9 mi konularak hazirlanan tiplerin
35°C'da 48 saat inkithe edilmesi ve MIC (minimal inhibitér konsantrasyon) degeri olarak amfo-
terisin B igin iremenin olmadif en digiik konsantrasyon, flusitozin ve azol antifungaller igin
% 80 inhibisyonun oldugu en digiik konsantrasyonun ahinmasmm uygun oldugu bulunmugtur.
Flusitozin ve azol gibi antifungal ajanlarda genis konsantrasyon araliklarinda kismi inhibisyon
oldupu icin MIC1 belirlemede laboratuvarlarda gegitli zorluklasla kargilagilmaktadir. Baz1 labora-
tuvarlar firemenin azaldig:, baz laboratuvarlar ise éremenin tamamen kesildift en diigiik
konsantrasyonu MIC olarak aldidkdart igin MIC degerlerinde bilytik farkhiiklar olmaktadir(15).
Bu sorunu dnlemek igin NCCLS tarafindan % 80 inhibisyonun oldugu en diigitk konsantrasyo-
nun alinmasi Snerilmigtir. Standart yéntem kullaniarak gok merkezli (13 merkez) yapilan genig
bir calismada laboratuvarlar arasi uyum % 83 olarak bulunmuglur(8). Ancak referans yOntem
olarak onerilen makrodiliisyon yontemi oldukga zaman alici, fazla malzeme harcayan, klinik la-
boratuvarlara-yiik bindiren ve rutin kullamma ¢ok uygun olmayan bir ydntem olduju igin refe-
rans ydntemin baz modifikasyoniarla mikrodiliisyon olarak yapilmasina yOnelik caligmalar ol-
mugtur. Makro ve mikrodiliisyon yontemleri kargilagtintdigida gesitli galigmalarda % 80'in tize-
rinde uyum elde edilmigtir(3,5,6). Bu ¢aligmalara gore NCCLS stgndartlan kullamlarak uygula-
nan mikrodiliisyon yatemi kolay bir alternatif olugturmugtur. Antifungal duyariihk testlerinde
en biiylik problem zellikle azol grubu antifungalierde goriilen yukarda anlatildig gibi kasmi
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inhibisyondur. Kismi inhibisyon nedeni ile MIC deerlerini okumakta sorun yaganmaktadir. Bu-
nu kolaylagtirmak amac ile daha ileri bir asama olarak mikrodiliisyon ydntemine bir oksidasyon
rediiksiyon sistemi eklenmis ve boylece sistemdeki indikatsr aracihf ile elugan renk degisimle-
rinden sonuglann daha kolay okundugu gézlenmigtir, Bu metodla difer metod arasinda uyum,
yapilan gegitli galtgmalara gire % 80-% 96 civarninda bulunmug ve bu yOntemin de rahatlskla kul-
lamlabilecegi anlagilmigtir(13,14,17), 7

Umut verici olsa da antifungal duyarlilik testleri heniiz daha aragtirma agamasindadir ve ru-
tin olarak kullamlmamalidir. Her ne kadar uzun siireli tedavilerde bu yintemler kullantarak yiik-
selen MIC degerleri ve klinik yamtsizlik elde edilmigse de bu sonuglar yeterli olmayip bu konu-
da daha fazla gahigmaya ihtiyag vardir. Antifungal tedavide dnemli olan difer parametreler (doz,
veriliy sifresi, verilis yolu, hastanin altta yatan hastalif1, CDy say1s1) de degerlendirilerek dogru
Idinik korelasyonun zaman igerisinde saflanacaf ve rutin uygulamaya gegilebilecefii umulmak-
tadr.
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