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Antifungal direng

multifaktoryel 0zelliklere baglidir.
In VItro
molekiiler

klinik direng¢ olarak ayrilabilir



Gozlenen diren¢ sorunu

m Diren¢ mekanizmasi ¢alismalar U
m Tedavideki yaklasimlar diizenlenmesi
m Alternatif 1laclarin arayisi 1]
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m Standart antifungal duyarlilik
yontemlerinin onemi artmistir.
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yontemler

m Sivi ve agar bazli

yontemler 3

flow sitometri
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Disk difuzyon
yontemi

Antifungal
duyarlilikta molekiiler
yontemler

Fungisidal aktivite

Sonuc



Standart antlfungal duyarhhk testler 1c;1n

3 R
N 4

raporlar

1992 NCCLS (National Committee for Clinical
Laboratory Standards)/

CLSI (clinical and laboratory standard institute)

Food and Drug Administration (FDA) tarafindan
kulanilmak i¢in degerlendirilip ve taninmastir.

The European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing — EUCAST



CLSI (clmlcal and Iaboratory

standard institute)/EUCAST

M27-A3 04/28/2008
M38-A2 04/28/2008
M44-A2 08/28/2009
M44-S3 08/28/2009
M51-A 2010
M51-S1 2010

EUCAST-CLSI benzer raporlar belirlemekte ve yeni
revisyonlarla yaymlamaktadir.

revised2010-03-16
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Referans y ntemlere alternatif

olabilecek;

m Daha kolay,

m Tekrarlanabilir,

m  Kulanilabilirliligi yliksek

m Ucuzve

m Uygun yontemlerin arayisi halen devam

etmektedir.



En Slk kullamlan ticarl

yontemler'

Etest (AB Biodisk, sonla),

Integnal System Yeasts
antifungal disk (Liofilchem
Diagnostics, L’ Aquila, Italy),

m  Candifast (International
Microbio/Stago Group, Milona

Italy),

m  Fungitest (Bio-Rad SDP, Paris,
France),
Vitek 2 (bio merieux),
Mast goup antifungal disk,

Rosco Neosensitive disk test
(Neo-Sensitabs A/S Rosco
Diagnostica, Taastrup, Denmark),

BD Phonix (Diagnostic Systems
Circle Sparks,)

Yeastone (Trek Diagnosytic
system, Inc.,),

ATB fungus 2 (API-bio merieux,
Marcy Fransa),

Mycostandard (Institu Pastuer,
aris, Fransa),

Mycototal (Behring Diagnostic,
Rueil-Malmasion, Fransa),

ASTY colorimetric panel
(Kyokyuto Pharmaceutical
Indrustrial, Ltd. Japon),

Biomic®vision sistem



Candifast, Integnal System Yeasts, Fungitest
referans M27-A yOontemi ile uyumunun sinirh
oldugunu belirleyen arastirmalar yaninda
kullanmilabilirliginide savunan arastirmalar
vardir.

ATP Fungus, Mycostandard, Mycototal benzer
sitemlerdir ve referans M27-A yontemi ile

uyumunun sinirl oldugunu yayimlamislardir.
Davey KG, et al. J Clin Microbiol 1998:36:926-930.
Posteraro B, et al.Diagn Microbiol Infect Dis 2000;38:29-36.
Witthuhn F, J Clin Microbiol 1999;37:864-866.
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Alamar Blue kolorimetrik sistemlerden Sensititre Yeast

one Colorimetric antifungal panel referans sistemle %85
uyum elde edildigini bildiren ¢alismalar yaninda
H

C. neoformans ile bazi zorluklarin oldugu rapor
edilmektedir

ASTY colorimetric panel M27 referans yontemle
uyumlu oldugu bildirilmektedir.

Espinel-Ingroff A, et al.J Clin Microbiol 1999; 37:591-595.
Lopez-Jodra O, et al. J. Antimicrob Chemother 2000 ;45:645-9
C 0000600000

5 Qian Q, et al. J. Mycol. Med. 1999;9:181-184.
’ Pfaller,MA, et al. J Clin Microbiol 1998; 36:2609—2612
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NeoSensitabs disk testi calisilmasinda
flukonazol, vorikonazol icin M44-A disk testine
gore uyum oldugu ve bu uyumun 1trakonazol ve
kaspofungin disk i¢in uygulanabilecegi

Amfoterisin B 1¢in daha fazla ¢alisma gerektigi

uyumun diisiik oldugu bildirilmektedir.
Espinel-Ingroff A, et al.J Clin Microbiol. 2007; 45: 858-864.



Referans y

kullanimi i¢in modifikasyonlar

m Mikrodilusyonlu yontemlerde spektrofotometre ile
sonuc¢lar1 degerlendirilmesinde daha kullanish oldugu

m Cryptococcus neoformans, i¢in bu durumunun daha 1iyi
oldugu

m MOPS tamponunun molaritesinin diistiriilmesi C.
albicans suslarininda direnci belirlemede 6nemli oldugu

m Inkiibasyonun 24 saat kisaltilmasi ve pH 1n azaltilmasi

Candida turler1 i¢in uygulanabilir oldugu
Anaissie E J, et al. Antimicrob Agents Chemother 1996;40:2387-2391.
Tornatore MA, et al.J Clin Microbiol 1997;35:1473-1476.
Marr K A, et al. Antimicrob Agents Chemother 1999; 43:1383-1386
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Referans yontemlerin potansiyel

kullanimi 1¢in modifikasyonlar

m  Metabolik aktiviteyi tetrazolium salt XTT ve
menadione eklenerek spektrofotometrik olarak
Olgtilmesinin uygun oldugunu gostermislerdir

m C. albicans suslarininda kars1 antifungal
duyarlilik sonuclarini fluresans boyama ile
modifiye edildigi referans yonteme gore

duyarliliginin %92.8 oldugunu bildirmislerdir.
Antachopoulos C, J. Antimicrob Chemother 2007;59, 230-7.
Liao RS, et al. Antimicrob Agents Chemother 2002; 46:3236—42
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I\/Iayalarda flow sitometr
yonteminin kullanima:

Fre
o
P -\.:'.'.. s

m C. albicans suslarinin amfoterisin B ve
flukonazol duyarlilig1 flow sitometrik antifungal
duyarlilik testi 1le referans yonteme gore uyum
sirastyla % 96 ve 93; oldugu

m amfoterisin B nin direncini belirlenmesinin
ozellikle kullanilabilecegini bildirmektedir.

Gokahmetoglu S, Ko¢ AN, Mycoses 2003;46:307-311.
Favel A, et al.J. Antimicrob. Chemother. 1999:43:227-232.



I\/Iayalarda flow sitometri.
boyalarin kullanima:

m flow sitometri yontemi ile referans yontemler
arasin %96 to 99 arasinda uyum oldugu ve 2 ile
4 saat arasinda sonug alinabildigini
gosterilmistir.
Gren L J, et al. Antimicrob Agents Chemother 1999;43:830-835.

Wenisch C, et al. J Clin Microbiol 1996:; 35:5-10.
Chaturvedi V, et al.J Clin Microbiol 2004:42:2249-2251.
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yontemler
m NcoSensitabs disk testi ve E test calismalari

bildirilmektedir.
Espinel-Ingroff A, et al.J Clin Microbiol 2007; 45: 858-864.



Mayalar 1¢cin  Etest yontemi

m E test stripler amfoterisin B, kaspofungin, flusitozin
flukonazol, itrakonazol, vorikonazol ve psokonazol
i¢in ticari stripler vardir.

m flukonazol, itrakonazol ve flusitozin icin FDA
onay1 alinmastir.

m  Endpoint belirleme bazi suslarda zor olmakla
birlikte bir cok Candida susu icin standart
yontemlerle uyumlu oldugu kabul edilmektedir




Mayalar 1¢cin  Etest yontemi

m Candida tropicalis, Candida glabrata ve C.
neoformans suslarinda bu uyumun diisiik oldugu

m Besiyeri olarak en 1yi performasyon RPMI
besiyerine % 2 glikoz eklemekle

m Amfoterisin B potansiyel direnci en 1yi Etest ile
belirlenebildigi kabul edilmektedir
Peyron Fet al. J Clin Microbiol 2001;39:339-342.
Wanger A, et al. Antimicrob Agents Chemother 1995;39:2520
Clancy C J, et al. Antimicrob Agents Chemother 1999;43:1289-90.



Mayalar 1¢cin  Etest yontemi

m (Candida suslarinin amfoterisin B, ketokonazol,
itrakonazol ve flukonazol duyarlilig1 Etest
antifungal duyarhilik testi ile referans yonteme
gore uyum sirasiyla % 93.1,% 85.2, % 82.3
oldugu gostermislerdir.

Ko¢ AN et al. Mycoses 2000;43:293-7.
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Anidulafungin Etest ve CLSI

m Candida parapsilosis ve C. guilliermondii (%
54.4 ve 82.4 uyum iyi olmadigi

m C. albicans, C. glabrata, C. krusel, ve C.
tropicalis (% 87.9 ve 100) iy1 uyum oldugu
bildiriimektedir.

Espinel-Ingroff A, et al. Antimicrob Agents Chemother. 2010;54:1347-50



Mayalar 1¢cin  Etest yontemi

m | ce ve ark Candida tiirlerine
kars1 flukonazol ve
vorikonazol duyarliligini % 2
glikozlu ve Miiller-Hinton
besiyer1 kullanilarak Etest ve
disk diflizyon yontemi ile
belirlenmesi referans yonteme
gore (M27-A) yuksek
uyumlukluk gosterdigi ve
yontemin pratik oldugunu
vurgulamislardir.

Lee. S. C.. et al. Microbiol Immunol Infect

2009;42: 148-153..
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Kifler 1 1c;m agar az a tematlf
yontemler

m Mayalar gib1 kiifler
icinde agar baz
alternatif yontemler;
agar dilusyon, bazi
antifungaller 1¢in disk
difuzyon ve Etest ve
yar1 kat1 besiyeri
yontemleridir.




Khan ve ark. maya, kif ve dermatiflere kars1 agar
dilusyon yontemini kullanarak yaptiklari
duyarlilik testinin referans yonteme gore kolay

kullanilabilir yontem olarak tespit etmislerdir.
Khan S,et al. Indian J Medical Microbiol 2006;24:171-176.



dilusyon yontem:

m Imhof ve ark. Cesitli Aspergillus tiirleri
icin kasfofungin duyarlilik ¢calismasinda
agar dilusyon yonteminin kullanilmasinin
basit, tekrarlanabilir ve dogru giivenilir
sonuclar alinabildigi vurgulanarak klinik

laboratuarlar uygun olabilecegi
bildirilmektedir.,

Imhof A, et al.J Clin Microbiol 2003;41:5683-8.
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Kiif mantarlart iin Ftes
I‘}/I’fintemi:

38-2A yontemini karsilastirilmasinda;

triazolerin uyumu ( »%90) Amfoterisin B den
(>%80) daha 1y1 oldugu,

Amfoterisin B ve itrakonazol uyumun ytiksek
oldugu,

MIK sonuclarnin klinikal iliskisi vurgulanmasi

gerektigl belirtilmektedir
Cartledge JD, et al.J Antimicrob Chemother 1997;40:117-119.
Pfaller, M. A., et al.J Clin Microbiol 2000;38:3359-3361.
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Posaconazole Etest-CLSI

m Aspergillus fumigatus % 80 ve 84 uyum

oldugunu bildirilmektedir.

Araujo R, Espinel-Ingroff A. Antimicrob Agents Chemother.
2009;53:4921-3.



ﬂer 1(;111 SIVI ¢
altematlf yontemler

m  The Sensititre YeastOne
antifungal panel testler
dermatofitler icin
calisilmis referans
yontemlere gore
uyumun; amfoterisin B
(%81.6) ve itrakonazol
i¢cin (%87.7) daha
yuksek, flukonazol (
%67.3) ve ketokonazol
icin (%69.4) diisiik
oldugu bildirilmektedir.

Yamaguchi H, et al. J Infect
Chemother 2002;8:374-377.




Aspergillus suslarina
kars1 vorikonazol ve
itrakonazol 1¢in alamar
blue ile kolorimetrik
yOntemin rutin i¢in
alternatif kullanilabilecek
yontem oldugunu rapor
edilmastir.

Pujol 1, et al. J Clin Microbiol
2002;46: 2618-262.



kullamml:

m  Ramani ve ark. A.
fumigatus suslarina
kars1 amfoterisin B,
Itrakonazol ve
vorikonazol
aktivetesini 4 saat
gibi kisa sturede
belirlenebilecegini

rapor etmislerdir.

Lass-Florl C, et al. Antimicrob Agents
Chemother 2001; 45:124-8.

Ramani R et al Antimicrob Aaents

4
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tuketiminin belirlenmesi

m Aspergillus fumigatus

m amfoterisin B, itrakonazol, vorikonazol ve
posakonazol

m oksiyen tiikketiminin belirlenmesi biyolojik
oksijen belirleyiciler tarafinda ol¢tilmiis ve
uyumlu (%87) ve 4-8 saatte sonuc

alinabiliyor.
Araujo R. Et al. Journal of Antimicrobial Chemotherapy 2008; 62: 1277-80



Antifungal duyarhilikta
molekiiler yontemlerin yeri



molekiiler yontemler

m  Antifungal direncte
potansiyel mekanizmalari
arastirmak icin
mantarlarin tanisinda ve
Identifikasyonunda
kullanilan molekiiler
yontemlerin bir gogunu
kullanilmaktadir.




Molekiiler yontemler kullanilarak;

Amfoterisin B direnci olan C. albicans suslarinda
ERG?2 ve ERG3 genlerinde defekt oldugu ve bunun

sonucunda ergosterol yapiminda azalma oldugu
rapor edilmistir

Loeffler J K, J Clin Microbiol 2000; 38: 586-90



Azollerin

m Hedefi olan 14 alfa demetilaz (14DM) enzimini
kodlayan gen ERG11 genidir.

m Genellikle gelisen direng mekanizmalar1 bu

enzimle ilgilidir.
Shen YZ, et al. Zhonghua Nei Ke Za Zhi. 2010;49:245-9.
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Molekiiler yontemler kullanilarak

m C. albicans, Saccharomyces cerevisiae ve C. glabrata,
Aspergillus fumigatus da azol direnci ile iliskili ERG11
de nokta mutasyon, asir1 ekspresyon, gen amlifikasyon
ve mikotik rekombinasyon i¢eren c¢esitli degisiklik
gosterilmistir

Chen J, J Antimicrob Chemother 2005;55:31-7
Lo HJ, Antimicrob Agents Chemother 2005;49:1213-5
[liades P, Antimicrob Agents Chemother 2005;49:741-8

MacPherson S Antimicrob Agents Chemother 2005;49:1745-52
Kim TH, et al. Folia Microbiol (Praha) 2010;55:301-4



Molekuler yontemler:

A. fumigatus suslarindaki triazol direnci
belirlemek 1¢1n 1la¢ hedefi olan yerde
Cyp51A genetik degisikler1 belirleyen
real-time PCR kullanilmasi kolay hizl1 (iki
saat) oldugu gosterilmistir

Garcia-Effron G, et al. J Clin Microbiol. 2008:; 46:1200-1206.
Klaassen CH, et al.J Antimicrob Chemother. 2010;65:901-5.
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or
CDR2 6zgli primerler kullanarak

Flukonazole resistant Candida albicans klinik
1zolatlarin 1la¢ reffluks kolaylastiran genin kodunun
yuksek diizeyde transkripsiyon gosterilmistir

Flukonazole resistant Candida suslarinin ( C.
glabrata) quantitative RT-PCR kullanarak ERG11,

CDR1 ve CDR2 over eskpresyonlarinin oldugu gosterilmistir.

Harry JB. Antimicrob Agents Chemother 2005;49:2785-2792
Shen YZ, et al. Zhonghua Nei Ke Za Zhi. 2010;49:245-9.



PCR Ve taklblnde arbltrarlly prlmed-
PCR (AP-PCR)
m Candida tiirlerinin identifiye edildigi ve azol direncgli
ve duyarli Candida albicans suslarinin molekiiler

farkliliklarinin pratik kolay ve giivenilir sekilde
tanimlandigim bildirmektedirler

Cirak MY. Mem Inst Oswaldo Cruz. 2003; 98:1027-32



Ekinokandinlerin

m Molekiile calismalarla kasfafungin direncinde FKS1
ve FKS2 gendeki mutasyonlarin roliiniin onemli

oldugunu bildirmektedirler.
Katiyar SK et al. Antimicrob Agents Chemother. 2009;53:1772-8
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Ekinokandinlerin

C. albicans ve C. glabrata kasfofungin direncini
southern ve northern hibridizasyon ve spesifik problar
ve RFLP kullanarak FKS1 ve FKS2 mutasyonu,

alleller1 ve genlerin diz1 analizini tanimlanmastir.

Douglas CM, Antimicrob Agents Chemother 1997; 41:2471-2479.
Katiyar S, Antimicrob Agents Chemother 2006; 50:2892-2894.



Fungisidal aktivite:

m CLSI calismalar1 laboratuarlarda MFC ve time-
kill g¢aligmalar1 giivenilir yapilmasini gerektigini
bildirmigtir. Aspergillus tiirlerine kars: fungisal
aktivitey1r mikrodilusyon kolorimetrik yontemle
yapan bir ¢alismada fungisal aktivitenin
antifungal ajanlara gore farkli olabilecegini
bildirerek bu yontemin kiiltiir kulanilarak yapilan
yonteme gore hizli ve % 91- 100 oraninda

uyumlu oldugu bildirilmektedir
Meletiadis J, et al. Antimicrob Agents Chemother 2007; 3329-37.
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Fungisidal aktivite:

m Hastalarin tedavilerinde MFC sonuclarinin
degerlerlendirmedeki giivenirliligi i¢in bu
prosediirlerin standart olmasina ihtiyag¢ vardir.
Bu yontemlerin standart olmasi 1¢in invivo ve
invitro sonuclarin korelasyonunu i¢ermelidir.



Sonuc¢ olarak;

Antifungal duyarlilik testi, 1982 den bu zamana
kadar biiyilik gelismeler gostermistir.

Klinik mikrobiyoloji laboratuarlarinda bu
yontemlerin daha fazla uygulanabilmesi ve
kullanilmasi icin kabul edilebilir
modifikasyonlar1 da vardir.

Mantar hastaliklarinin tedavilerinde duyarlilik
testler1 1le 1lgili sorunlar tam anlamyla
yamitlanmamustir.



Sonuc¢ olarak;

m  Yanitlanmay1 bekleyen sorular:

1-maya ve kiiflerin yeni antifungallar ile
calismalarinin sonuclari;

2-nadir karsilasilan maya kiiflerin sonuclari;

3-antifungal kombinasyonlar1 ve bunlarin
organizma lizerindeki sonug¢lar

Bu calismalar devam etmeli, sonuclari
degerlendirilmeli ve literatiire sunulmalidir.






