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ANTIFUNGAL DUYARLILIK TESTLERI

Sevtap ARIKAN

fmmiin yetmezligi olan olgu sayisinda ortaya ¢rkan artigla birlikte, bu olgularda geli-
sen firsatgt mantar infeksiyonlar: nemli bir morbidite ve mortalite nedeni olarak giinde-
me gelmistir {26).

Firsatgi mantar infeksiyonlarinin artii ile aym donemlerde, ilag endiistrisindekd gelis-
meletle birlikte, antifungal etkinligi olan yeni bilegikler ortaya gikmis ve bu konuda yaps-
lan in-vitro ve in-vivo caligmalar hiz kazanmmstir. Daha &nceleri sistemik mantar infeksi-
yonlarinda kullamiabilecek tek ilag amfoterisin B iken, daha sonralart imidazol grubundan
ketokonazol, triazol grubundan flukonazol ve itrakonazol bazi mantarlara bagli geligen sis-
temik infeksiyonlarda etkin bulunarak segenekler arasma katilmisor (8,24). Triazol gru-
bundan vorikonazol (9) ve ekinokandin grubu antifungatler (1,25) ile ilgili caligmalar da
devam etmektedir. Yeni gelistirilen antifungallerin, amfoterisin B’ye kiyasla toksik etkile-
rinin daha az olusn, antifungal tedavide yeni bir umut 111 olugturmugtur. Amfoterisin B
ve nistatin gibi eski ve bilinen, ancak toksik olan antifungallerin lipozomal formlarimn ge-
ligtirilmesi ise, antifungal etkinlik korunurken toksisitenin azalulabilmesini saglamug, boy-
lece lipozomal antifungaller de mantar infeksiyonlarimin tedavisinde énemli bir adim ol-
mugtur (4.6,15).

Biitiin bu gelismeler sirasinda antifungal duyarhilik testleri ile ilgili ¢aligmalar yapil-
maya baglanmig ve giiniimiize dek dnemli agsamalar kaydedilmigtir. Standart bir antifungal
duyarhlik testine gereksinim duyulma nedenleri §6yle dzetlenebilir:

1. Sistemik mantar infeksiyonlarindaki artig,

2. Antifungal tedavi segencklerindeki artig ve uygun segenegin belirienmesindeki zor-

luklar,

3. Infeksiyon etkeninin, iliskin antifungal ajana in-vitro duyarlilik paterni ile tedavi so-
nucu elde edilen klinik yamt arasindaki korelasyonun belirlenmesi ve boylece tipki
bakteriyel infeksiyonlardaki gibi in-vitro duyarlilik sonuglanina gore klinik basari-
min tahmin edilebilir hale gelmesi.

Bu nedenlerle, antifungal tedaviye 151k tutmasi ve bu konudaki sorunlarn ¢dziimlen-
mesi amagclanarak, sisternik infeksiyonlara yol acan maya ve kiif mantarlan i¢in standart
in-vitro duyarlilik yéntemleri gelistirilmistir. “National Committee for Clinical Laboratory
Standards” (NCCLS) tarafindan onerilen bu yontemler su anda nygulanmakla birlikte ba-
z1 sorunlar halen ¢ozitmlenememistir. '

Maya mantarlari i¢in 6nerilen referans antifungal duyarhihk testi

Ik kez 1982 yilinda NCCLS biinyesinde konuyla ilgili bir alt komite olugturulmug ve
antifungal duyarlihik testleri ile ilgili cok merkezli caligmalar yapilmaya baglanmigtir. Bu
calismalar sonucunda toplanan veriler dogrultusunda ilk kez 1992 yihinda Candida tiirleri
ve Cryptococcus neoformans izolatlan igin referans bir ydntem oOnerilmis (NCCLS-
M27P), 1992-1997 yillar: arasindaki siire igerisinde ise bu yontemle ilgili ¢aligmalar siir-
ditriilmiigtiir. Sonugta, elde edilen yeni verileri ve geligmeleri igeren NCCLS-M27T ve ni-
hayet 1997 yilinda NCCLS-M27A dékiimanlan hazirlanmgtir (18). Bu bilgiler cergevesin-
de, son Bnerilen yénteme iligkin test kogullan tablo 1°de sunulmugtur. Ancak, bu kosullar-
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la ilgii sorunlar mevecuttur ve bu sorunlarin ¢oziimlenebilmesine iliskin ¢aligmalar halen
devam etmektedir.

Tablo 1. Maya mantarlari igin Snerilen antifungal duyarl:lik testi (18).

Yontem Mikrodiliisyon

Besiveri L-glutaminti, sodyum bikarbonatsiz RPMI-1640
Inokulum miktar 0.5x103-2.5x103 efu/mL
Inkisbasyon sicaklifit a5°C
Inkiibasyon siiresi 48 saat (Candida)
72 saat (C. neoformans)
MIC degeri Okuma: Viziiel

Amfoterisin B: Hig iireme goriilmeyen (berrak) en diisiik konsant-
rasyon {Skor “0™)

Azoller ve 5-flusitozin: Ureme kontrol ¢ukuruna gére bulamklig
belirgin (~% 50) azaltan en dilsiik konsantrasyon (Skor “2™)

Sorunlar

1. Yontem. Mikrodiliisyon yonteminden daha pratik bir yontem gelistirilebilir mi?

Maya mantarlarmin antifungal duyarlilik testleri i¢in bugiine dek degisik yontemler
denenmigtit. Bunlar igerisinde makroditisyon, mikrodiliisyon, kolorimetrik mikrodiliis-
yon, disk difiizyon ve E-test sayilabilir (3,7,11,13,21). Calismalar makrodiliisyon yontemi
ile baglamus, daha sonra bu yéntemin pratik uygulamadan uzak olmas: nedeniyle difier
ybntem arayiglart devam etmigtir. Yapilan ¢aligmalarda mikrodiliisyon yonteminin makro-
diliisyon ydntemiyle uyumlu sonuclar verdiginin goriilmesi iizerine M27A dékiimaninda
mikrodiliisyon metodolojisi dnerilmigtir. Ancak, mikrodiliisyon yénteminin de makrodi-
liisyon yonteminden daha az olmakla birlikte, benzef olumsuz 6zellikleri bulunmakiadir.,

E-test antifungal duyarlihk i¢in giivenilir ve pratik bir yontemdir (11). Ancak, yonte-
min maliyeti gok yiiksektir ve referans yontem olarak kullamlmakian uzaktir, Disk difiiz-
yon ydntemi ise bu ydntemler igerisinde en pratik olamdir ve bu y6ntemin standardizasyo-
nuna iligkin ¢alismalar devam etmektedir (7).

2. Inkiibasyon siiresi. 48 saatten daha kisa siirede giivenilir sonuglar elde edilebilir mi?

Su anda meveut olan M27A dokiimamnda Candida tiirleri icin 48 saat, C. neoformans
igin ise 72 saat inkiibasyon sonunda MIC degerlerinin saptanmas: Snerilmektedir. Inkiibas-
yon stiresinin bu denli uzun olusu hem klinik uygulamadaki yararlilig: azaltmakta, hem de
kontaminasyon riskini artirmaktadir. Bu nedenlerle, MIC sonuglarinin daha kisa siirede
saptanabilmesine iliskin ¢alismalar devam etmektedir. Bu konuda deney hayvanlarinda ya-
pilan bir ¢alismada, flukonazol igin 24 saatte saptanan MIC degerinin 48 saatte saptanana
oranla klinik sonuglarla korelasyonunun daha yiiksek oldugu gosterilmistir (23).

3. Azol grubu antifungaller. MIC sonuglarinin okunmasindaki zorluklar,

Amfoterisin B igin yapilan duyarhilik testlerinde MIC degeri kolaylikla okunabilirken,
azol grubu antifungaller icin bu degerin okunmas: amfoterisin B igin oldugu kadar pratik
ve kolay olmamaktadir (18).

4. Amfoterisin B duyarlilik testleri. Direngli suglari saptayabilen ve klinik cevabi yan-
silan bir yontem gelistirmek miimkiin mii?

NCCLS M27A ybntemi ile hemen tiim izolatlarda amfoterisin B i¢in benzer MIC de-
gerleri elde edilmekte, dolayisiyla bu dar MIC sinir degerleri cergevesinde direngli suslan
ayirdetmek miimkiin olmamaktadir. Bu konuda yapilan bazi ¢aligmalarda, standart RPMI
besiyeri yerine “Antibiotic Medium 3” besiyerinin kullaniimasinin direngli suglan ayirdet-
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mede yararh olabilecegi bildirilmig olmakla birlikte, bu besiyeri ile clde edilen sonuglar ¢e-
ligkilidir ve amfoterisin B igin heniiz direngli suglari ayirabilen standart bir ydntemin mev-
cut oldugunu sdylemek zordur (16,17,20,22).

5. MIC sonuglarinin yorumlanmasinda kuilanilacak direng sintr deferleri.

Candida tirlerinin flukonazol, itrakonazol ve flusitozine in-vitro duyarhlifinin belir-
lenmesinde kullanilacak direng sinir deferleri NCCLS tarafindan belirlenmigtir. Ancak
amfoterisin B icin heniiz bu degerlerin saptanabilmesi miimkiin olmamgtr (18).

6. In-vitro duyarlihik testi sonucu klinik yamiti ne kadar yansitabiliyor?

Antifungal duyariilik testlerinin ortaya ¢ikigimn esas nedeni, klinik yami yansitabilen
bir yontem gelistirebilme ¢abasidir. NCCLS tarafindan yéntemin standardize edilmesini
takiben klinik yamt ne derece yansitabildigini aragtiran hayvan deneyleri ve klinik ¢ahg-
malar yapilmgtir ve halen devam etmektedir (2,12).

Sisternik mantar infeksiyonlan: genellikle immiin yetmezlikli hastalarda gelismekte ve
mantar infeksiyonunun prognozu, verilen antifungal tedavi ve sugun in-vitro duyarlihk pa-
terni kadar, altta yatan hastaliin gidigine de bagl olarak deigmektedir. Sonug olarak, bu
denli ¢ok faktore bagl olan klinik yamta in-vitro duyarhlik paterninin etkisinin ne oldugu-
nun saptanmasi zordur. Bu konuda yapilan bir ¢aligmada flukonazol ile tedavi edilen olgu-
larin tedaviye verdikleri yamum, infekte eden susun duyarlilik paterni ile intili oldugu go-
riilmiistiir (2). Bu konuyla ilgili halen bir ¢ok ¢alisma yiirtitiilmektedir.

Kiif mantarlari icin 6nerilen referans antifungal duyarkhk testi

Maya mantarlar: igin referans NCCLS yOnteminin &nerilmesini takiben, bu y&ntem
esas almarak kiif mantarlan i¢in de standart bir yontem geligtirme gabalan baglamigtir
(5,10,14). Yapilan gok merkezli ¢aligmalarn takiben, Kasim 1998°de Aspergillus, Fusarium
ve Rhizopus tiirleri, Pseudallescheria boydii ve Sporothrix schenckii’nin migelyal formu
igin NCCLS tarafindan ilk duyarhhk testi tnerisi yaymlanmigtir (19). Bu dokiimanda 6ne-
rilen test kogullan tablo 2'de tzetlenmigtir. Bundan sonra elde edilecek veriler dogrultu-
sunda, yontemle ilgili gerekli degisikliklerin yapilmass amaglanmaktadhr.

Tablo 2. Kiif mantarlar: i¢in 8nerilen antifungal duyarhihik testi (19).

Yontem Mikrodiliisyon

Besiyeri L-glutaminli, sodyom bikarbonatstz RPMI-1640
Inckulum miktar 0.4x10+.5x104 cfu/mL

Inkitbasyon sicaklifit 3seC

Inkiibasyon sitresi 24 saat (Rhizopus) :

48 saat (Aspergillus, Fusarium, S. schenckii)
72 saat (P. boydii)
MIC degeri Okuma: Viziiel
Amfoterisin B: Hig iireme griilmeyen (berrak) en diigitk konsantras-
yon (Skor “0”)
Azoller ve 5-flusitozin: Ureme kontrol gukuruna gére bulamkligr belir-
gin (% 50 ve daha fazla) azaltan cn diigiik konsantrasyon (Skor 27 veya alt)

Sorunlar

Kiif mantarlari i¢in mayalara oranla heniiz ¢ok daha kisa bir yol katedilmistir. MIC di-
reng sinir degerleri ve duyarlilik testi ile klinik yamit arasindaki korelasyon basta olmak
itzere bir ¢ok soru henilz yanit bulamamstir (19).
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Sonug

Antifungal duyarlilik testleri heniiz gekillenen giincel bir konudur. Bu testlerin klinik

orneklerden izole edilen suglarin hepsine rutin olarak uygulanmas: 6nerilmemektedir. Tes-
tin uygulanmas; karari klinik-laboratuvar igbirligi ile verilmeli ve secici davramimalidir
(19). Yiiriitiilmekte olan in-vitro ve in-vivo galigmalardan elde edilecek sonuglar, bu testle-
rin gelistiriimesine olanak saglayacaktir,
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