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iN VITRO ANTIFUNGAL DUYARLILIK TESTLERI:
STANDARDIZASYON VE KLIiNIiK ONEMIi

IN VITRO ANTIFUNGAL SUSCEPTIBILITY TESTS:
STANDARDIZATION AND CLINICAL SIGNIFICANCE

Beyza ENER

~ Ozet: Son 10-15 yildir mantar enfeksiyonlarinm insidansimdaki artis, etyolojik
etkenlerde direnc goriilmeye baglanmasi ve yeni antifungal ilaclarin kullanima girmesi
antifungal duyarhlik testlerine ilginin artmasina yol agmastir. Bu derlemenin amaci
NCCLS tarafindan gelistirilen referans antifungal duyarlibhk festinin
standardizasyonunu dzetlemek, farkh yontemleri tartismak ve antifungal duyarhik
testlerinin klinik 6nemi ve degeri haklunda bilgi vererek bundan sonraki asamalarda
izlenmesi gereken yollar haklunda fikirler olusturmaktadir.

Anahtar kelimeler: Antifungal duyarlthk testleri, standardizasyon.

Summary: Substahtiaiiy increased fungal infections over the past 10-15 years, the
emergence of resistance of availibility of new antifungal drugs have resulted in increased
attention to antifungal susceptibility tests. In this article, standardization of the reference
in vitro antifungal susceptibility test proposed by NCCLS, discussion of different methods
and clinical significance and value of antifungal susceptibility tests were reviewed.

Key words: Antifungal susceptibility rtests, standardization.
GIRIS

Son yillarda mantar enfeksiyonlarmn insidansinda dnemli artislar géritimektedir. Bu artig
dzellikle hematolojik maliniteli hastalarda, yasam stirelerinin uzamasi nedeniyle barizdir, Akut
fosemitt hastalarin otopsileri sonucu elde edilen verilere gore 1954-1958 villar: arasinda bu
hastalarda % 10 olan oran, 1959-1964 yillarinda % 30 civarina gikmustir'. Bunun Stesinde
genel olarak hastanelerde genis etkili antibiyotiklerin, yapay protezlerin daha fazla kutlanilmass,
uzun siiren operasyonlarm, kemik iligi ve solid organ transplantasyontarinin daha fazla yapitmas
insidanst artiran diger dnemli fakisrlerdir, CDC verilerine gére ABD'de 1980-1990 willan
arasinda tesbit edilen nozokomiyal patojenlerin % 7.9'unu mantarlar olugturmaktads,
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Mantar enfeksiyvonlarinm insidansinda géritlen bu belirgin artisla beraber, bu
enfeksiyonlara sebep olan mantar tiirlerinin cgesitlilifinde de degisiklikier olmaya
baslanustir. Endojen kaynakh olmasi nedenivie halen nozokomival fungal enfeksiyonlarda
% 72-79 oran ile ilk sirayr Candida tiirleri almakta”™ * ancak antifungal tedaviye daha zor
vanit verdigi bilinen C.tropicalis, C.lusitaniae, Ckrusei, C.glabrata, C.parapsilosis gibi
C.albicans dist tirlerle karsilasma oram hizla artmaktadn® ’. Bunun disinda gesitli
hastalarda ve tekrarlayan orofaringeal kandidoz ataklan nedeniyle sik olarak antifungal
tedavi alan HIV () hastalarda zamanla C.albicans suslarinda da direng goriilmeye
baglanmustir®'?, Candida torferi diginda onceleri patojen olarak tanimlamadigimiz
Aspergillus, Fusarium, Trichosporon, demetiaceous mantarlar gibi cinsler tedavide
olusturduklart problemler nedeni ile gittikge artan dneme sahip olmaya baglanuslardir.

Bilindigi gibi fungal enfeksiyonlarin tedavisinde 1950'li yillarda kullanima giren
amfoterisin B'nin veri tartigmasizdir. Bilinen en toksik ilag olan amfoterisin B, her ne
kadar her mantar tiiriine etkili olmasa da uzunca bir siire alternatifsiz olarak kullan:mistir.
Ancak firsat¢i mantar enfeksiyonlarmin insidasindaki artiga paralel olarak son on yilda
sistemik aktivitesi olan yeni antifungal ajanlar da gelistirilmistir. Bugiin igin fungal
enfeksiyonlarda kullanilabilecek sistemik etkili lisansh 6 antifungal ajan bulunmaktadur.
Bunlar poliyen grubundan amfoterisin B, imidazollerden mikonazol ve ketokonazol,
triazollerden flukonazol ve itrakonazol ve primidin sentez inhibitorii olan flusitozindir''.

Yukanida bahsedildigi gibi, fungal patojenlerin giderek artan klinik problem olugturmalan,
direngli suslarm goriilmeye baglamast ve sistemik etkili antifungal ajanlarin sayisinm artmasi
in vitro antifungal duyarlilik testlerine ilginin artmasma neden.olmustur. In vitro antifungal
duyarlilik testleri, antibakteriyal duyarlilik testleri ile kargilagtinild:8inda standardizasyonu daha
tamamlanmamus, klinik dnemi ve yararhili@1 daha tam olarak bilinmeyen testlerdir. Bu derlemenin
amact bu konudaki gelismeleri ve standardizasyon galigmalarini dzetlemek ve bu testlerin
klinikte kuHanilabilirligini tartigarak gesitli dneriler olugturmaktadis.

iN VITRO ANTiFUNGAL DUYARLILIK TESTLERININ STANDARDIZASYONU

Makrodiliisyon Yontemi: Bilindigi gibi ¢karyotik mikroorganizmalar olan
mantarlarla duyarlidik gahsmalart yapmak bakterilere gore ¢ok daha zordur. Bunun, yavag
fireme hizi, dimorfizm gibi mikroorganizmanm kendisinden kaynaklanan, zor ¢dziinme,
151, pH ve 1gtktan etkilenme gibi antifungal ajanlardan kaynaklanan ve standart olmayan
gesitli test metodlarindan kaynaklanan birgok nedeni vardir. Bugiine kadar yapilan cesitli
calismalarda buyyonda diliisyon {(makrodiliisyon ve mikrodiliisyon), agarda diliisyon ve
diftizyon yontemleri {disk ve E testi gibi) gibi bakterilere uygulanan hemen hemen biitlin
yontemler mantariar igin de uygulanmistir. Ancak son 4-5 yila kadar bu yontemler
calisanlarin ve laboratuvartarin istegi ve imkantarina gore rastgele secilmis ve higbir
standardizasyon gozetilmemis, elde edilen sonuglar ise herhangi bir katk saglamamugtir.
Tii bu probleniferi ¢ozmek igin 1982 yilinda ABD'de bir komite kurulmus ve bu komite
ise bir anket caligmasi vaparak baglanmstir. 200 vataktan daha fazla yatak kapasitesi olan




MIKROBIYOLOJI BOLTENI 421

hastane laboratuvarlarina yapilan sorgulamada en fazia tercih edilen metodun
makrodiliisyon yontemi oldugu anlastlims ve bu yéntemin standardizasyonuna gidilmesine
karar verilmistir'”. Bu yontem aynt laboratuvarda birgok kez ve gesitli laboratuvarlarda
farkh kistler tarafindan denendiginde taboratuvar ici uyumus iyi oldugu laboratuvartar
aras1 uyumun ise kitii oldugu goriilmiis, ancak laboratuvarlar arasi sonuglar farkh da olsa

* suglarm duyarliiik-direnclilik siurlan degismedigi igin yontemin standardize edilebilecegine
karar verilmistir'> '?, Yaklasik 10 yil siiren ve birgok parametrenin denendigi ¢alismalar
sonucunda 1992 yilinda NCCLS tarafindan referans bir yontem agiklanmistir'®. Kesin
olarak bilinmesi gereken, bu referans yéntemin yalmzeca Candida tiirleri ve Cryptococcus
neoformans icin standardize edildigi, bifazik ya da kif mantarlart igin uygun olmadifit
ayrica in vitro sonuglaria hastanin tedaviye yanit arasinda kesin bir korelasyonun
bulunmadi@idir. Ancak bu ydntem, laboratuvar i¢i ya da laboratuvarlar arasinda daha
dnceden gorillen uyumsuz sonuglarin ¢ok aza indirilmesi ile standardizasyonda biiytik
agama kaydedilmesini saglanustir. Bundan sonraki asama, yontemi diger mantar tiirlerine
de uyarlayabilmek ve daha 6nemlisi hastanin tedaviye yaniti hakkinda ydnteme dayanarak
fikir yiritebilecek duruma gelmektir. Referans yontemde kullamilan antiungal ‘ajantar
amfoterisin B, flusitozin, ketokonazol ve flukonazoldiir. Besiyeri olarak 0.165 M MOPS
{morphelinopropanesutfonic asid) ile tamponianmis pH'st 7.0 olan RPMI sentetik besiyeri
dnerilir. inokulum miktare spektrofotometrik olarak ayarlamir ve 530 nm'de McFarfand
0.5 tiipiiniin verdigi gecirgentikle aym gegirgenligi veren maya siispansiyonunun 1/2000
kez sulandiriimas ile elde edilen yaklagik 0.5 x 107 - 1.5 x 10°/mlI'lik yogunluk kullanil.
inkiibasyon tsist olarak 35 °C, inkitbasyon siiresi olarak ise Candida tiirleri igin 48 saat
C.neoformans i¢in 72 saat dnerilmektedir. MIK (minimal inhibitor konsantrasyon) degeri
olarak amfoterisin B igin Uiremenin olmadig: en diisiik konsantrasyon, flusitozin ve azoller
icin ise iiremenin % 80 inhibe oldugu en diisiik konsantrasyonun alinmasi uygun
hujunmustur. Fiusitozin ve azol grubu antifungallerde goriilen kismi inhibisyon nedeniyle
bazi laboratuvarlar tiremenin tamamen kesildigi bazi laboratuvarlar ise tiremenin azaldig:
konsantrasyonlart MIK degeri olarak aldiklart igin ¢ok farkl: sonuglar ortaya ¢ikimig, sorun
ancak bu sekilde ¢ozitlebilmistir'”,

Referans ydntem kullantlarak cok merkezli (13 merkez) yapilan genis bir ¢alismada
laboratuvarlar arast uyum % 85 olarak bulunmugtur'S,

Mikrodilitsyon Yéntemi . Referans yontem bilyiik olgiide in vitro standardizasyonu
saglasa da oldukga zaman alici, fazla malzeme kullanimina neden olan ve dolayis: ile
daha pahali ve rutin laboratuvar hizmetleri iginde uygulamasi zor olan bir yéntemdir. Bu
nedenie 1992 yilindan sonra ilgi mikrodiliisyon ybntemine olmis ve galismalarin cogu
mikrodiliisyon yénteminin standardizasyonu tzerine yogunlagmistir, Prensip olarak
mikrodililsyon ydntem referans yontemle aynidir ve daha az miktariarla ¢alisilan bir
uyarlamasediy. Mikrodiliisyon vonteminde de referans yonteme benzer sekilde karsilasilan -
en dnemli sorun MIK degerlerini tesbit etmededir. Ozellikle vine azol grubu antifungal
ilaglarda bu zorluk oldukea belirgindir. Yapilan ¢esitli cahismalarda MiI§ degerini okumak
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icin vizitel, spektrofotometrik ve kolorimetrik olmak iizere farkli yollar denenmistir! "
' Vizitel okumada kuyucuklardaki bulanikhgm kontrol kuyusundaki bulanikliga gore
azalmas gozle degerlendirilerek MIK tayin edilir. Bunun i i¢in bir skorlama gelistir Hmigtir.
Skorlamaya gore +4; bulaniklikta hig azalmama. +3; bulaniklikta hafif bir azalma, +2;
bulaniklikta belirgin azalma, +1; bulantklikta ok azalma ve 0; optik olarak berrak
antamina gelmektedir. Buna gire MIK degeri amfoterisin B icin 0, flusitozin ve azoller
igin ise genellikle +2 deZeri olarak ahnmaktadir. Bu yontem kullantlarak yaptian oldukca
genis ¢apli bir cahismada (273 sus), sonugiar:ﬁ 48. saatte deZerlendirilmesi sonunda
referans yontemle flukonazol igin % 92, itrakonazol igin % 85.7, flusitozin igin % 98.3
ve amfoterisin B igin % 96.4'lik uyum elde edilmistit’®. Tarafinizdan yiiriitiilen bir
¢alismada ise bu uyum hem flukonazol hem de amfoterisin B igin benzer sekilde % 89.7
olarak bulunmustur (yayinlanmamis veri).

Mikrodiliisyon yonteminin daha kolay olmasi ve daha az malzeme kullamlarak
yapilmas: tistiinliikleri yanisira 24 saatte sonug alinabilinecegi diigiinitlmtis ve bu amagla
MIK degerlendirilmesi yapilirken spektrofotometrik ya da kolorimetrik okuma gibi veni
alternatifier giindeme gelmistir. Spektrofotometrik okumada kontrol kuyusuna gore
bulanikligin amfoterisin B icin % 99, flukonazol i¢in % 50-70 oranmda azaldig kuyular
MIK olarak alinmaktadir. Yapilan bir ¢alismada, RPMI besiyerindeki glukoz
konsantrasyonunun % 2'ye gikariimasi, inokulum miktarmin da 10%ml olmas: durumunda
spekirofotometre ile 24. saatte okuma yapilabildigi ve referans yontem ile % 97.7'lik
uyumlu sonuglar elde edildigi gosterilmistir'®. Kolorimetrik ydntemde ise ortama bir
oksidasyon rediksiyon indikatori konmakta ve olusan renk degisimi ile tiremenin olmadig
kuyucuk bulunmaktadir. Bu prensibi temel alarak yapilan ¢alismalarda oksidasyon
reditksivon indikatorii olarak alamar mavisi denen bir madde sisteme eklenmistir.
Baglangi¢ta mavi olan bu madde {ireme oldugu zaman pembeye doniismektedir, Dolayis
ile renk degisikliklerini takip ederek MIK degZerini bulmak kolaylagmaktadir. Kolorimetrik
yiintem denenerek yapilan genis ¢aph bir ¢calismada (134 sus) 24. saatte okumada referans
yontemle % 83.1'lik uyum elde edilmis ve bu uyum 48. saatte okumadan daha yiiksek
bulunmugtur®'. Ayrica kolorimetrik yontemin cok merkezli olarak denendigi bir catismada
laboratuvarlar arasi uyumun da olduk¢a iyi oldugu gosterilmistir'®. Benzer sekilde .
tilkemizde yapilan bir ¢alismada alamar mavisi yerine bir tetrazolyum tuzu olan MTT
boyas: indikator olarak kullanilmis ve bu sekilde galigtlan mikrodiliisyon yonteminin
referans yontemle 24. saatte 48, saatten daha iyi olarak % 88.9 oraninda uyumlu sonuglar
verdigi saptanmister™?,

Diger Yontemler : Tim bu ¢alismalann digmda antifungal duyarlilg: Slemeye yonelik
disk difuzyon, ¢esitli firmalar tarafindan iiretilen bazi ticari kitfer, flow sitometrenin ya
da otomatize kan kiiltiir sistemlerinin kullantdig; gesitli yontemler vardu™ . Ancak tiim
bu yontemler ¢ok dar kapsamlt ve kontrolsiiz olarak ¢ahsild:g: icin herhanm bir yorum
yapmak ya da sonuca gitmek olanaksizdir.
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iN VITRO ANTIFUNGAL DUYARLILIK TESTLERININ
KLINIK ONEMIi VE YARARLILIG!

Bilindigi gibi antimikrobik duyarlilik testlerinin amaci hastaya uygulanacak olan
tedavide yol gosterici olmasi ve tedavi sonueu hakkinda yorum yapabilmesidir. Bu amaca
antibakteriyal duyarhilik testlerinde biyiik 6l¢lide ulasiimasina ragmen yukarida da
bahsedildigi gibi antitfungal duyarlilik testlerinde heniiz in vitro in vivo uyum tam degildir.
Bu uyumu saglayabilmek ve bu asamadaki bir standardizasyonla ne &lciide varar
saglanabilecegi asagida Ozetlenmistir. .

1. Karsilasilan énemli sorunfardan birisi antifungal ilaglarin duyarlilik va da
diren¢lilik sinirlarmin (break point) tam eolarak belirlenememis olmasidir. Bazi klasik
kitaplarda ve yaymnlarda bu nokta ile ilgi bilgiler olsa da genellikle verilen degerler gok
sayida susla yapilan ¢alismalardan elde edilen MIK araliklart olup kesin yorum
vaptlamamaktads®. Klasik amfoterisin B'nin bilinen yan etkileri nedeni ile vitksek dozlarda
kullanilamamas: ve uygulanabilen maksimum dozda ulasilan en yiiksek kan seviyesinin
2 pg/ml olmasi nedeniyle hemen hemen ¢ou kaynakta direng simrt olarak > 2 yg/ml
degeri alinmaktadir. Ancak bilindigi gibi son yillarda kullanima giren amfoterisin B'nin
lipid formiilleri ile gok daha yilksek dozlara ¢gikilabilmekte ve klasik kullanimda direngli .
olabilen bir sus duyarlt hale gelebilmektedir. Benzer sorun flukonazo! icin de gecerlidir,
Birgok calismada direng sinir1 olarak 8-20 pg/m! gibi farkli degerler alinmaktadir® 2628
Oysa 1600 mg/giin dozuna kadar gikilabildiginden bahsedilen flukonazoltin etkisiz oldugu
birgok durumda yitksek dozda etkili olunabilmektedir®.

2. Yukanda agiklanan, diren¢lilik sininnda yaganan bu problem nedeniyié rutin olarak
laboratuvarlarin antifungal duyarlihk testlerini uygulamalart dogru degildir. Ancak
sinirlandiniinug hasta gruplarinda (hematolojik maliniteli hastalar, hemodiyaliz hastalar,
venidoZanlar gibi) klinik uyumu takip ederek ve referans yontem kullaniarak planianan
gailsmaiarda agikhk ofan bu noktada ilerlemeler elde edilecegine inamimaktadir. Ulkemizde
bugline kadar yapilan basili ¢calismalarda (ulasilabildigi élgiide) referans yéntemin
kullansldigr sadece iki ¢alismaya rastlanildi. Bunlardan bir tanesi yukarida bahsedildigi
gibi yontem karstlastirilmasina yonelik bir ¢alisma olup®, digerinde ise izole edilen suslarin
hasta grubu ve kaynaklari hakkinda bilgi bulunmamakta idi®,

3. Son yillarda 6nem kazanan mikrodiliisyon ydnteminin illkemizde de vaygmn
* kullamilmas: igin ¢ok sayida kékenle ¢ok merkezl vapilacak galismalara ihtiyac vardir.
Kanimizea itlkemiz kogullarmda ancak bu tiir calismalarla mikrodilisyon yontemi hakkinda
detaylh bilgi edinilecektir.

4. Mikrobiyoloji {aboratuvarlarinda mikoloji bolimlerinin artik muttaka klinik dnemi
olan suslarda tiir tayinini rutin olarak yapmasi gerekmektedir. Gerek tilkemizdeki caligmalar
gerek diinya literatiirlerinden elde edilen verilere gire antifungal tedavide farklr tiirlerin
tedaviye yanit1 farkh olmakta, drmegin C.albicans bircok antifungale duyarls iken C krusei,
C.glabrata, C.topicalis gibi tirlerde dogatl ya da kazamlmis direng buiun?bilmektedir*’ 30,
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Dolayist ile in vitro duvarlilik sonucu ne olursa olsun eger herhangi bir ilaca kars: dogal
direng oldudunu bildigimiz bir sugla enfeksiyon olusmussa vakit kaybetmeden ilacs
degistirmeyi planlamamiz gerelkmektedir.
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