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GIRIS

« Antifungal duyarlilik test calismalarinda
artis var.

- |deal yéntem nedir?
+ Esik degerleri tanimlanmisg
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UYGULANMAKTA OLAN
YONTEMLER

Sivi dilusyon
Disk difuzyon
E-test
Agar dilusyon
Hazir paneller
— Sensititre Yeast One (TREK Diagnostic Systems, ABD)
— ASTY (Kyokuto Inc., Japonya)
— ATB Fungus 3 (Bio Me'rieux, Fransa)
— VITEK 2 (Bio Me’'rieux, ABD)
— Neo-sensitabs (Rosco Diagnostica, Danimarka)
Deneysel
— MTT/XTT redoks olcumleri

— “Flow cytometry”
— Ergosterol duzey olcumu
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MEVCUT STANDARTLAR

MAYALAR KUFLER
YONTEM "¢ 51 [EUCAST| cLsI | EUCAST
S|VI M27-A3 E.DEF.7.1 M38-A2 E.DEF.9.1
DILUSYON | (1995-2008) (2008) (2002-2008) (2008)
DISK M44-A2 YOK M51-A YOK
DIFUZYON | (2004-2009) (2010)

CLSI . Clinical and Laboratory Standards Institute

EUCAST : The European Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing/
Subcommittee on Antifungal Susceptibility Testing (AFST)
European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases (ESCMID)
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MAYA SIVI DILUSYON

M27 A3 (CLSI) E.DEF.7.1 (EUCAST)

Candida spp. ve Cryptococcus neoformans | Fermentatif mayalar

Makrodilusyon/mikrodiltisyon Mikrodilusyon

RPMI- %0,2 Glukoz/ U tabanh mikroplak RPMI- %2 Glukoz/ Duz tabanh mikroplak
0.5-2.5x103 CFU/m| 0.5-2.5x10° CFU/ml

35°C 35+2°C

Gorsel okuma 530 nm de spektrofotometrik okuma

Candida spp. 24 saat- Ekinokandinler Candida spp. 24 saat

24/48 saat-AMB, FLC, FLU
48 h diger triazoller

C.neoformans 72 saat

AMB, FLC, AZOLLER, KANDINLER AMB, FLC, AZOLLER, KANDINLER

Kirilma noktasi: AMB %100 Kirilma noktasi: AMB >%90
digerleri >%50 digerleri 2%50
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ESIK DEGERLER (pg/ml)

M27 S3 (CLSI) E.DEF.7.1 (EUCAST)
Candida spp. Candida spp.
S S-DD R S S-DD R

Flukonazol <8 16-32 >64 <2 4 >8
ltrakonazol <0,12 | 0,25-0,5 >1
Vorikonazol & <1 2 >4 <0,125 >0,125*
Flusitozin <4 8-16** >32
Kandinler <27

* C.albicans, C.parapsilosis ve C.tropicalis disindaki Candida turleri igin yeterli bilgi birikimi yoktur.
Duyarhlik sinirinin tzerinde MIK degeri ¢ikan izolatlarda tekrarlanan testte ayni sonug alinmasi durumunda
direncli olarak rapor verilebilir.

** “Intermediate” olarak ifade edilir

*** Ekinokandinler (CAS, ANF, MYC) icin “direncli” kategorisi yoktur. >2 ug/ml “Duyarli degil” olarak ifade edilir.
&: POS icin de uygulanmaktadir

CLSI: C.glabrata igin FLU <32 ug/ml S-DD olarak ele alinmaldir. 6/42



Kandinler/Candida Esik

Degerleri

FKS1 mutasyonuna ragmen MIK <2 ug/ml !!.

Anidulafungin C.albicans, C.tropicalis, C.krusei |>0.5
Kaspofungin C.parapsilosis >4
Mikafungin

Anidulafungin >0.5
Kaspofungin C.glabrata

Mikafungin >0.12

Pfaller MA ve ark. J Clin Microbiol 2010, 48:1592-1599.

Pfaller MA ve ark. Testing TCSfA (2010c) Clinical breakpoints for the echinocandins and
Candida revisited: integration of molecular, clinical, and microbiological data to arrive
at species-specific interpretive criteria. Drug Resist Updat (In press).
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VURGULANACAK NOKTALAR

- AMB
— Esik degerler ?
— MIK araligi dar. Antibiotic medium-3’de lot
farkhhklar: !,

» Esik degerler sadece Candida turleri icindir.
« Candida turleri/FLU icin 24 saat sonucu.

* “Trailing” durumunda 24 saat sonucu.

— EUCAST yontemi
— E-test kullaniimasi
— Spektrofotometrik okuma ergosterol olcumu

— pH<5.0 olan besiyer] 8/42



KUF SIVI DILUSYON

M38 A2 (CLSI)

E.DEF.9.1 (EUCAST)

Aspergillus spp., Fusarium spp., Rhizopus spp.,
Pseudallescheria boydii, Sporothrix schenkii’ nin
migelyal formu, dermatofitler *

Konidya olusturan kufler

Makrodilusyon/mikrodilusyon

Mikrodilusyon

RPMI- %0,2 Glukoz/ U tabanli mikroplak

RPMI- %2 Glukoz/ Duz tabanli

0.2-2.5x10* CFU/mIl (530 nm spektrofotometrik) **

1-2.5x10° CFU/mI (Hemositometrik)

35 °C (Alternaria spp. ve dermatofitler 30 °C)

352°C

Gorsel okuma

Gorsel okuma

Rhizopus spp. 24 h Mucorales 24 h

Aspergillus, Fusarium, S.schenkii 48 h*** Digerleri 48 h

Scedosporium spp. 72 h¥**

Dermatofitler 4 gun

Kirilma noktasi: %50-100 Kirilma noktasi: %100
Ekinokandinler MEKI!!!! Ekinokandinler MEK!!!!

* Dimorfikler, dermatofitler/ekinokandinler, diger kiifler/siklopiroks-terbinafin-griseofulvin
degerlendiriimemistir. ** Dermatofitler icin hemositometrik ve 1-3x103 CFU/ml. 9/42
*** Ekinokandinler i¢in lireme goriilir goriilmez, genelde 24 h daha kisa siireler uygulanir.




M38-A2 Kirilma Noktalari

« AMB: %100

« ITC, VOR, POS, RAV : %80

 KET, FLU, FLC: %50 (dermatofit %80)

« Siklopiroks, griseofulvin, terbinafin: %80
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Ekinokandinler ve MEK

 Makroskobik: Mikrokoloniler ve granuler ureme
 Mikroskobik: Kisa, kunt, siskin, cok dallanan hifler

Kaspofungin/Aspergillus

11/42
Kurtz et al. Antimicrob Agents Chemother. 1994;38(7):1480-1489.



KUFLERDE ESIK DEGERLER

HENUZ TANIMLANMAMISTIR

- VAHSI TiP OLARAK ADLANDIRILABILEN |
POPULASYONUN EN AZ %95’INi KAPSAYAN ESiK
MiK DEGERIDIR.
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DISK DIFUZYON

MAYALAR (CLSI, M44 A2)
Candida spp.

KUFLER (CLSI, M51 A)

Muller Hinton agar plaklari

+%2 glukoz ve 0.5 pg/ml metilen mavisi

Muller Hinton agar plaklari

0,5 McFarland standardi
(1-5 x 10% CFU/ml)

OD 530: 0,09-0,30
(0,4-5,5 x 10° CFU/mI)

35°C
Diger Candida spp. 24 h

C.parapsilosis, C.krusei ve C.glabrata:

genellikle 48 h

35°C

Zygomycetes 16-24 h
A.fumigatus, A.flavus, A.niger 24 h
Diger kufler 24-72h

FLU (25 pg), VOR (1 pg), CAS (5 ug)
POS (5ug) icin sadece kalite kontrol

AMB (10 pg), ITC (10 pg), VOR (1 pg),
CAS (5 pg), POS (5 pg)

Zon sinirindaki mikrokoloniler ve
zon icindeki iri koloniler gozardi edilir

Azoller icin zonu asan hifler, CAS
icin zon ici mikrokoloniler dikkate
alinmaz.
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CLSI-M44 DISK DIFUZYON
Candida spp. esik degerleri (mm)

M-4452
S S-DD R

FLU 219 | 15-18 <14
VOR |217| 14-16 <13
CAS |211 -

C.krusel kokenleri FLU’a intrensek direncli olarak kabul edilirler
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VURGULANACAK NOKTALAR

« Candida turleri icin standardize edilmistir

* FLU disk duyarlilik sonucu VOR ve
muhtemelen POS ve RAV icin belirtectir.

* Direncli izolatlar mikrodilusyon ile
dogrulanmalidir.

* 24 h sonuclari mikrodilusyon MIK degerleri
ve klinik basari ile daha uyumliudur.
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CLSI-M51 DISK DIFUZYON

Esik degerleri (mm)

KUFLER (M-51A)

S I R
AMB >15 13-14 <12
TRIAZOLLAR
>17 14-16 <13
CAS

AMB testi sadece zigomicetler icin onerilir.
ITC’nin zigomicgetlerde testi onerilmez
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ETEST
RPMI+Glukoz+MOPS

— RPMI 1640 (L-glutamin’li) 8.4 g

450 ml dH,O-Fitrasyon
— MOPS tamponu 345g7 >
— Bacto agar 15.0 g 7 450 ml dH,O-Otoklav
— D- Glucose 20.0g
— 1M NaOH 80 — 90 mL
— Deiyonize su ad
1000 mL 45°C’ de birlestir

pH 7.0 ayarla (1 N NaOH)
1000 ml tamamla
Petriye dok (4-5 mm)

« AM3, Casitone agar, YNB ve MHA-GMB
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ETEST-MAYA YONTEM

« SDA kulturu

 SF ile inokulum ayarla
— Candida turleri: 0.5 McFarland
— C.neoformans: 1 McFarland

« RPMI+%2 glukoz+MOPS (Kuru)

* Torba icinde, 35 °C’de inkubasyon
— Candida turleri 24-48 h
— C.neoformans 48-72 h
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ETEST-KUF YONTEM

SDA/PDA 3-7 gunluk yatik kultur
SF ile (Aspergillus icin + %1 Tween 20) suspansiyon
Steril tupe aktar, 15 dk partikuller coksun

Inokulum ayarla
— Aspergillus spp. 0.5 McFarland
— Fusarium ve Rhizopus spp. 0.5-1 McFarland

RPMI+%2 glukoz+MOPS (Taze plaklar kurutulmalh)
Torba icinde, 35 °C’de inkubasyon

— Aspergillus ve Rhizopus turleri 18-24 h

— Fusarium spp. 24-48 h , sonra oda isisinda ilave 24-48 h
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ETEST OKUMA
OLCUTLERI




* 06100
Inhibisyon

* Tum uremeler
dikkate alinir

‘ o ) 22/42
Zon ici iri koloniler Zon i¢i kuguk koloniler



Flusitozin

* %90 inhibisyon

« Silik uremeler
Ve
mikrokoloniler
gozardi edilir
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ETEST-ESIK DEGERLER

MAYALAR ICIN;

S S-DD I R
AMB <1~ -
ANI, CAS <2 - -
FLU <8** 16-32 >64
ITC <0.125 0.25-0.5 >1
VOR <1 2 - >4
FLC <4 - 8-16 >32

*>1 ise olasi direncli ** C.krusel harig¢
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MAYALARDA ETEST UYUM

DEGERLENDIRMELERI (<2 diliisyon)

% Uyumluluk degerleri AMB FLC FLU ITC VOR | CAS| ANF
Dannaoui E ve ark. Clin EUCAST 75 90 - 71 87 _ _
Microbiol Infect 2010
Negri M k.J Clin Lab - - - -
Analysis 2000 CLS| 83 o4 63
Pfaller MA ve ark. J Cli
e e | cLs 02| 932
Espinel Ingrof A ve ark. CLSI - _ _ _ _ _ 54_82a
Antimicrob Agents
Chemother 2010 88-100b
Claudino AL K. - - - - -
Phaaltjrn:ggie 20\/068ar CLSI 100 96’6
Mat FE k.C - - - - -
p m‘;g“bolfﬁ 200‘;‘* ark. tan CLSI 100 100 67-100 | 45-90 | 88-100
C C
a:C.parapsilosis, C.guilliermondii; b: C.albicans, C.glabrata, C.krusei, C.tropicalis
c: ITC ve FLU icin dusuk degerler C.glabrata ve C.tropicalis’ de gozlenmistir. 27/42




KUFLERDE ETEST

Aspergillus/vorikonazol 28/42



KUFLERDE ETEST UYUM
DEGERLENDIRMELERI

Arastirma Detaylar % Not
Martos Al ve ark. CLSI, Aspergillus, 82.4-100 | A.niger ve A.glaucus
Med Mycol 2010 CAS, ANF, MCF harig

Araujo J, Espinel CLSI, A.fumigatus, 92 24 saat
Ingrof . POS 90 48 saat

Antimicrobial Agents
Chemother 2009
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ETEST AVANTAJ

Kontaminasyon kolay fark edilir (Dilusyon)
AMB icin MIK araligi daha genis

Inokuliim diizeyi degiskenliklerine tolerans
gosterir

MIK, mikroorganizma ureme hizlarindan
etkilenmez

15 dilusyonluk skalasi vardir
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PIYASA BILGISI (2010)

* 30’luk ambalaj: 270 Euro

* 100°'luk ambalaj: 780 Euro putge 258 T

MEVCUT ANTIFUNGAL SERITLER
Amphotericin B AP {0.002-32 pg/ml}
Anidulafungin AND {0.002-32 pg/ml}
Caspofungin CS {0.002-32 yg/ml}
Fluconazole FL {0.016-256 pg/mli}
Flucytosine FC {0.002-32 ug/ml}
Itraconazole IT {0.002-32 pug/ml}
Ketoconazole KE {0.002-32 pg/ml}
Posaconazole POS {0.002-32 pug/ml}
Voriconazole VO {0.002-32 ug/ml}
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KOMBINASYON TESTLERI

& =
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Fraksiyonel Inhibitor Konsantrasyon (FIK)

Indeksi
S FiKi= MIK A -kombinasyon N MIK B-kombinasyon
MIK A MiK B
S FiKI: 0.5 sinerji
>0.5-4.0 fark yok
> 4.0 antagonizma

* Her bir ila¢ kendi kriterlerine gore once tek olarak okunur

- Kombinasyon MIK degerinin okunmasi farkhliklar gosterir

« Meletiadis J ve ark. Antimicrobial Agents Chemother 2010, 54(2):602.
FiKI: <0.5 sinerji ; >0.5-2.0 fark yok ; >2.0 Antagonizma

* Fothergill AW ve ark. Infect Dis Clin N Am 2006, 20:699.
FiKi: <0.5 sinerji ; >0.5-1.0 fark yok ; >1.0 Antagonizma



FIKI HESAPLAMA YONTEMLERI
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ETEST KOMBINASYON TESTI

MiK B

28]
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EIE
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T

MiK A

Yontem 1

>

35 0C-48 saat

R

/\ MiK B(Kombi)

\ MiK A (Kombi)
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ETEST KOMBINASYON TESTI

Sadece FL icin MiK degeri
Kombinasyonda FL icin MiK degeri

FiKj="0.125 8 -0.66
2 038 T 24

YORUM: FARK YOK

Sadece CS icin MiK degeri

Kombinasyonda CS icin MIK degeri

Kiraz N, ve ark. Antimicrob Agents Chemother. 2010 37,42



ETEST KOMBINASYON TESTI

Yontem 2




ETEST KOMBINASYON TESTI

Alternatif Degerlendirme Yontemi

Additif etki 2 diliisyon MIK azalmasi
Fark yok <2 diliisyon MIK azalmasi

Lewis RE ve ark. J Antimicrob Chemother 2002: 49:345-51.
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SONUC OLARAK

« Antifungal duyarhlik testleri rutin degil
endikasyon dahilinde kullaniimali
— Epidemiyolojik nedenler
— Steril vucut bolgelerinden izole edilen kokenler
— Ampirik tedavi protokolleri hazirlanmasi
— Tedaviye yanitsizlik
— Ayni etkenle tekrarlayan enfeksiyon
— Nadir kokenler
— Direnc olasiligi yuksek durumlar (FLU-C.glabrata)
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« Etken mutlaka tur duzeyinde tanimlanmalidir

 Bilinen direnclerde rutin test gerekli degildir.

— AMB - A.terreus
— FLU - C.krusel

* Test sonuclari kiyaslanirken yontem
farkliliklar dikkate alinmalidir.
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KONAK

MANTAR ILAC

 Diisuik MIK # Klinik Basar
* 90/60 kurali unutulmamal®
 Konaga ve ilaca bagl faktorler daha onemlidir

* Rex, J.H., Pfaller, M.A., 2002. Clin Infect Dis 35: 982-989. 42/42



