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Candida tiirleri yliksek mortalite ve morbiditeyle iligkili kan dolasimi enfeksiyonlarina sebep olan ilk 10
etken arasindadir. Bircok yeni antifungal ilacin gelistiriimesine ragmen epidemiyolojik calismalar Candida
izolatlarindaki antifungal direncin ciddi bir problem haline gelmeye basladigini gostermistir. Antifungal
duyarliligi 6lcmek icin iki standart yontem vardir ve bu ¢alismada kandan elde edilen Candida izolatlarinin
amfoterisin B, flukonazol, itrakonazol, vorikonazol, posakonazol ve anidulofungin duyarliigini belirlemek
icin “Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)” ve “European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST)” sivi mikrodillisyon yontemlerinin karsilastinlmasi amaclanmistir.
Calismada 74 Candida albicans, 67 Candida parapsilosis, 30 Candida glabrata ve 18 Candida tropicalis
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Candida izolatlarinin Antifungal Duyarliliginin Belirlenmesinde
Klinik Laboratuvar Standartlar Enstitiist (CLSI) ve Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik Testleri
Komitesi (EUCAST) Sivi Mikrodilisyon Yontemlerinin Karsilastiriimasi

izolati kullanilmistir. Anidulofungin hari¢, minimum inhibitér konsantrasyon degerleri, CLSI yonteminde
24 ve 48 saat inkiibasyondan sonra, EUCAST yonteminde sadece 24 saat inklibasyondan sonra
belirlenmistir. Her iki ydntemle elde edilen MiK degerleri + 2 diliisyon sinirlari icerisinde ise uyumlu
olarak kabul edilmistir. Her antifungal icin yontemler arasindaki kategori uyumunda klinik sinir degerler
ve epidemiyolojik esik degerlerden yararlanilmistir. Yontemler arasindaki uyum (£ 2 dilisyonda) tir, ilag
ve inkiibasyon zamanina bagimli olarak bulunmustur. Yirmi dort saat inklibasyon sonunda amfoterisin
B, itrakonazol, posakonazol ve anidulofunginde iyi (> %90) kategorisinde uyum bulunurken, flukonazol
ve vorikonazolde, ozellikle nispeten daha yavas ureyen C.glabrata ve C.parapsilosis izolatlarinda daha
distk kategorisinde uyum (< %85) bulunmustur. Mikemmel kategori uyumu (%100) amfoterisin B/C.
parapsilosis, C.glabrata, C.tropicalis ve andilofungin/C.albicans, C.glabrata, C.tropicalis ile gorilirken en
kotu uyum, posakonazol ve C.albicans (24 saate %71.6; 48 saatte %73) arasinda saptanmistir. Tedavide
sik kullanilan ilaglar olan flukonazol ve anidulafungine her iki yontemle tespit edilen direng C.albicans
(sirastyla %1.3; %2.7), C.glabrata (sirasiyla 0%, %3.3) ve C.tropicalis’de (sirasiyla 0%, %5.6), in vitro
azalmis duyarliik C.parapsilosis ve flukonazolde (24 saatte %11.9; 48 saatte %17.9) gorulmustdr.
Flukonazol ve vorikonazol arasinda ¢apraz direng ti¢ C.parapsilosis izolatinda saptanmig ve bir C.albicans
izolatinda ise ¢ok ilaca direng (flukonazol, itrakonazol, posakonazol ve anidulafungin) tespit edilmistir.
Calisma sonucunda, her iki yontemin benzer oldugu ve laboratuvarlarin tercihine gore kullanilabilecegi
gozlenmistir. CLSI antifungal duyarlilik sonuglarinin 24 saat inkiibasyon sonunda degerlendirilebileceginin
ancak bazen, C.glabrata gibi yavas Ureyen tiirlerde 48 saat inklibasyon sonucunda degerlendirme
yapilmasi gerektiginin énemli oldugu saptanmustir.

Anahtar sézciikler: Candida tiirleri; antifungal duyarlilik; minimum inhibitér konsantrasyon.

ABSTRACT

Candida species are among the top 10 pathogens causing bloodstream infections associated with
high morbidity, mortality. In spite of the development of new antifungal drugs, epidemiological studies
have shown that resistance to antifungal drugs among Candida isolates is becoming a serious problem.
The aim of this study was to compare the antifungal broth microdilution methods of the Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) and European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) for amphotericin B, fluconazole, itraconazole, voriconazole, posaconazole and anidulafungin
susceptibility of Candida blood isolates. The study consisted of 74 Candida albicans, 67 Candida parapsilosis,
30 Candida glabrata, and 18 Candida tropicalis isolates. The minimum inhibitory concentrations were
determined after 24 and 48 hour of incubation with CLSI method and only 24 hour of incubation with
EUCAST method except anidulofungin. The MIC values obtained by both methods were considered to
be compatible within + 2 dilution limits. The categorical agreement between methods for each antifungal
agent was assessed using clinical break points and epidemiological cut-off values. The agreement (=
2 dilution) between the methods was found to be species, drug, and incubation time dependent.
After 24 hour incubation, good agreement category (> 90%) was detected between amphotericin B,
itraconazole, posaconazole and anidulofungin, but was lower category (< 85%) was determined with
fluconazole and voriconazole especially for relatively slow growing C.glabrata and C.parapsilosis isolates.
Excellent categorical agreement (100%) was observed for amfoterisin B/C.parapsilosis, C.glabrata,
C.tropicalis and anidulofungin/C.albicans, C.glabrata, C.tropicalis but least category was determined for
posaconazole and C.albicans (71.6% at 24 hour; 73% at 48 hour). In vitro resistance of therapeutically
used fluconazole and anidulafungin determined by both methods was rare among C.albicans (1.3%,
2.7% respectively), C.glabrata (0%, 3.3% respectively) and C.tropicalis (0%, 5.6% respectively) isolates
but, an increase of non-susceptible isolates were observed among C.parapsilosis (11.9% at 24 hour of
incubation; 17.9% at 48 hour of incubation) for fluconazole. There was also a cross resistance between
fluconazole and voriconazole for three C.parapsilosis isolates and one multidrug resistant (fluconazole,
itraconazole, posaconazole and anidulofungin) C.albicans isolate (fluconazole, itraconazole, posaconazole
and anidulofungin). As a result in this study, it was determined thatboth methods were similar and can
be used according to preference of laboratories. The CLSI antifungal susceptibility test results can be
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assessed at the end of 24 hour incubation, but sometimes it is important that the evaluation should be
performed as a result of 48 hour incubation in slow growing species such as C.glabrata.

Keywords: Candida species; antifungal susceptibility; minimum inhibitory concentration.

GIRi$

invaziv mantar enfeksiyonlari siklikla agir seyirli, hizli ilerleyen, tanisi zor ve tedaviye
direncli hastaliklar olup en sik karsilasilan etkenler Candida ve Aspergillus turleridir. Gu-
nimuzde genis spektrumlu antibiyotiklerin ve immiinsupresif ilaclarin yaygin kullanimi,
sitotoksik tedaviye bagli uzun siiren nétropeniler, artan kateter kullanimi ve artan major
kardiyak ve abdominal cerrahi gibi girisimsel islemler nedeniyle Candida tiirleri firsatg
hastane enfeksiyonu etkenleri arasinda 6n siralarda yer almaktadirlar'. invaziv Candida
enfeksiyonlarinda erken tani ve tedavi mortalite ve morbiditenin azaltilmasi agisindan
onemlidir. Son yillarda tedavide kullanilabilecek farkl etki mekanizmalarina sahip yeni
antifungal ilaglarin gelistiriimesi ve artan antifungal diren¢ nedeniyle antifungal duyarlilik
testlerine olan gereksinim artmis ve gelistirilen yontemler sayesinde antifungal duyarlihk
testleri klinik laboratuvarlarda daha fazla kullanilmaya baglanmistir?3.

Antibakteriyel duyarllk testleri icin standart yontemler uzun yillardir uygulanmakla
birlikte, antifungal duyarlilik testlerinde standardizasyon nispeten daha yenidir. ilk kez
1982 yilinda “Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)” (6nceki adi ile Natio-
nal Committee for Clinical Laboratory Standards) tarafindan antifungal duyarllk testleri
icin bir alt komite kurulmasi ile stire¢c baslamistir. Uzun ve kompleks bir standardizasyon
stireci, cok merkezli calisma sonuglari ve konsensus dokiimanlarindan (1992'de M27-P;
1995'te M27-T; 1997'de M27-A; 2002'de M27-A2) sonra yeni antifungaller eklenerek
hazirlanan M27-A3 rehberi ve ek bilgi dokiimani, 2008 yillinda yayinlanmistir®>. Sivi di-
lisyon ydntemi ve 48 saat inkiibasyon sonunda minimum inhibitér konsantrasyon (MiK)
belirlenmesinin anlatildigi bu rehberde Candida turleri icin genel klinik sinir degerler bu-
lunmakla birlikte, tiire 6zgi klinik sinir degerleri bulunmamaktadir. Daha sonraki yillarda,
CLSI antifungal ¢alisma grubu ve cesitli arastirmacilar tarafindan antifungal duyarlilik
sonuglarinin daha erken (24 saat) degerlendirilme validasyonu, direnci daha iyi gosteren
epidemiyolojik esik ve tiire 6zgii klinik sinir degerlerinin olusmasi saglanmistir®. Bu gelis-
meler sonunda ek bilgi dokiimani (M27-54) 2012 yilinda yenilenmistir’.

Bir diger uluslararasi sivi mikrodilisyon yontemi ise “European Committee on An-
timicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)” tarafindan 2002 yilindan itibaren cesitli
versiyonlarla (2002'de Discussion document E.Dis. 7.1; 2008’de Definitive Document
E.Def 7.1; 2012'de Definitive Document E.Def 7.2) yenilenen ve daha ¢cok Avrupa’da
tercih edilen referans (E.Def 7.3) ydntemdir®. iki referans ydntem benzer olmakla birlikte,
besiyeri icerigi, inokilum miktari, inkiibasyon zamani ve degerlendirme agisindan baz
farkhliklar bulunmaktadir. EUCAST kilavuzu son yillarda antifungal duyarhlik sonuglarinin
daha erken ve daha objektif olarak degerlendiriimesi yoniinde degisiklikler yapmistir®.
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Ulkemizde uzunca bir siiredir antibiyotik duyarlilik testlerinde CLSI rehberi kullanil-
makla birlikte, Saglik Bakanhigi’nin da onerileri ile EUCAST rehberine gecis baslatiimistir.
Bu gecisin en 6nemli nedeni tilkemizin Avrupa Birligi'ne giris stireci ve EUCAST dokiiman-
larina lcretsiz olarak web sitesinden (www.eucast.org) ulasilabilmesidir. Antifungal du-
yarhlikla ilgili heniiz belirlenmis bir stire¢ olmamakla birlikte, kisa bir siire icinde EUCAST
rehberinde onerilen antifungal duyarlilik yonteminin kullaniminin artacagi beklenmek-
tedir. Bu calismada, hastanemizde kan orneklerinden elde edilen Candida izolatlarinin
antifungal ilaglara olan duyarlliklarinin CLSI ve EUCAST rehberlerine dayal yontemler ile
belirlenerek karsilastiriimasi ve her iki yontem ile elde edilen sonuglarin degerlendirilmesi
amaclanmustir.

GEREC ve YONTEM

Calismada kan orneklerinden elde edilen ve ¢imlenme borusu, misir unu-tween 80
besiyerindeki morfoloji ve API ID32 C (bioMerieux Marcy |’Etoile, Fransa) ile Candida al-
bicans (n= 74), Candida parapsilosis (n= 67), Candida glabrata (n= 30), Candida tropicalis
(n=18) olarak tanimlanan 189 Candida izolat kullanildi. Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’na ait stoklarda -80°C’de saklanan izolatlar, Sabouraud
Dekstroz agara (SDA) iki kez pasajlanarak canlandirildi ve saf kiltiir elde edildi. Ayrica,
C.parapsilosis ATCC 22019 ve C.krusei ATCC 6258 suslari kalite kontrolii icin her deneyde
kullanildi.

Calisma izolatlari ve kalite kontrol suglarinin flukonazol (Sigma Aldrich, St Louis, MO,
ABD), vorikonazol (Pfizer Central Research, New York, NY, ABD), itrakonazol (Sigma Ald-
rich, ABD), posakonazol (Sigma Aldrich, ABD), amfoterisin B (Amresco, OH, ABD) ve ani-
dulafungine (Pfizer Central Research, ABD) in vitro duyarhliklar CLSI M27-A3 ve EUCAST
EDef 7.3 rehberlerinde 6nerilen sivi mikrodiliisyon yéntemleri ile belirlendi*®.

CLSI onerilerine gore; antifungal ilaglar, %0.2 glikoz iceren RPMI 1640 besiyerinde
sulandirilarak U tabanli mikrodiliisyon plaklarina uygun konsantrasyonda dagitildi. ino-
kiilum siispansiyonu son konsantrasyonu 0.5 x 10%-2.5 x 10° hiicre/ml olacak sekilde
ayarlandi ve degisik konsantrasyonlarda antifungal bulunan mikrodiliisyon kuyucuklarina
dagitildi. Plaklar 35°C’de inkiibe edildi. Anidulafungin haric diger ilaclarin plaklari gorsel
olarak 24 ve 48 saat sonra degerlendirildi. Anidulafungin plaklari 24 saat sonra sadece
gorsel degerlendirildi. Amfoterisin B icin kontrol kuyucuguna gore Giremenin tam inhibe
edildigi kuyucuk, diger ilaclar icin ise iremenin belirgin azaldigi kuyucuk MIK olarak
belirlendi?.

EUCAST onerilerine gore, CLSI onerilerinden farkli olarak diiz tabanh mikrodiltisyon
plaklari, %2 glikoz iceren RPMI 1640 besiyeri ve daha yiiksek inokiilum (0.5 x 10%-2.5 x
103 hiicre/ml) icerecek sekilde hazirlandi. Plaklar 35°C’de inkiibe edildi ve MiK degerleri
24 saat sonra 530 nm absorbansta spektrofotometrik olarak belirlendi. Amfoterisin B icin
kontrol kuyucuguna gore Gremenin %100 inhibe oldugu kuyucuk, diger ilaclar icin ise
%50 azaldig kuyucuk MiK olarak belirlendi®.
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Her iki yontemle elde edilen MIK degerleri + 2 diliisyon sinirlari icerisinde ise, uyumlu
olarak kabul edildi ve iki yontem arasinda uyum orani yiizde olarak hesaplandi. Kategori
uyumunun belirlenmesinde, her iki yontem icin kendi klinik sinir degerleri oldugu zaman
klinik sinir degerlerinden, olmadigi zaman her iki yontemin kendi epidemiyolojik esik de-
gerlerinden (Tablo ) yararlanildi®8. CLSI ve EUCAST &nerileri ile belirlenen MiK degerleri <
esik/duyarh klinik sinir degerlerde veya > esik/> direncli klinik sinir degerlerde ise uyumlu
kategori bulgusu olarak kabul edildi. CLSI énerileri ile belirlenen MiK > esik/> direncli klinik
sinir deger iken, EUCAST 6nerileri ile belirlenen MIK < esik/duyarli klinik sinir deger ise cok
biiyiik hata; CLSI &nerileri ile belirlenen MK < esik/duyarli klinik sinir deger iken, EUCAST
onerileri ile belirlenen MiK > esik/> direncli klinik sinir degerde ise biiyiik hata olarak de-
gerlendirildi. CLSI onerileri dogrultusunda gerceklestirilen yontem ile doza bagl duyarli/
orta duyarli olan suglar, EUCAST onerileri ile yapilan yontem ile duyarl ya da direncgli oldu-
gu zaman kiiclik hata olarak kabul edildi.

BULGULAR

Tablo Il'de iki yontem arasinda 24 ve 48. saatlerde elde edilen toplam uyum oranlari gos-
terilmistir. Tabloda da gorildugu gibi 24. saatte en disiik uyum orani (< %85) flukonazol ve
vorikonazol icin gozlenmistir. Amfoterisin B, itrakonazol, posakonazol ve anidulafungin icin
24. saat uyum oranlari > %90 olarak bulunmustur. Amfoterisin B ve itrakonazol hari¢, hem
24 hem de 48 saatlik inklibasyon sonunda uyumsuz izolatlarin cogunda EUCAST onerileri ile
elde edilen MiK degerleri, CLSI 6nerileri ile uygulanan yéntemle bulunan MiK degerlerinden
daha yuksek saptanmugtir.

Tablo lll'te tiirlerin antifungal ilaglara karsi her iki yéntemle saptanan MiK araligji, mod ve-
rileri ve iki yontem arasindaki esas ve kategori uyumlari verilmistir. En iyi esas uyum (%100)
24. saatte amfoterisin B/C.tropicalis ve anidulafungin/C.glabrata ve C.tropicalis icin gozlen-
mistir. En koth uyum ise C.glabrata’'nin 24. saatte elde edilen flukonazol ve vorikonazol so-
nuclarinda tespit edilmistir. Genel olarak 24. saatte gozlenen uyum oranlari daha iyi olmakla
birlikte, C.glabrata ve C.parapsilosis izolatlari icin flukonazol ve vorikonazol acisindan 48.
saatte daha yulksek uyum saptanmistir. Kategori uyum degerlendirmesine gore, amfoterisin
B ve anidulafunginin (g tiirde %100 uyum gosterdigi saptanmistir. En koti (< %80) uyum
ise C.albicans izolatlarinda posakonazol icin gozlenmistir (Tablo III).

CLSI 6nerisine gore uygulanan yontem ile amfoterisin B direnci hicbir izolatta gézlenmez-
ken; EUCAST onerilerine gore uygulanan yontem ile direngli olan bir C.albicans izolati (non
wild type; NWT) haric, diger tiim izolatlarda diren¢ saptanmamistir. Flukonazolde doza bagli
duyarlilik (24 saat)/direng (48 saat) C.albicans'da CLSI ile bir, EUCAST ile iki izolatta saptan-
mig ve iki yontemle de direncli olarak saptanan izolat itrakonazol, posakonazol ve anidula-
fungine de direncli olarak tespit edilmistir. C.glabrata ve C.tropicalis izolatlarinda flukonazol
direnci goriilmezken, flukonazole en fazla azalmis duyarlilik (doza bagl duyarli ve direncli)
hem CLSI (24. saatte 8/67, %11.9; 48. saatte 12/67, %17.9) hem de EUCAST (19/67,
%28.4) ile C.parapsilosis izolatlarinda gortlmustir. Anidulafungine azalmis duyarllik (orta
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Tablo I. CLSI ve EUCAST Onerilerine Gére Gergeklestirilen Yontemlere Gore Antifungal ilaglarin Candida Tiirleri fgin Belirlenmis
Epidemiyolojik Esik ve Klinik Sinir Degerleri

Epidemiyoljik esik

Antifungal deger (ug/ml) Klinik Sinir Degerler (ug/ml)
izolatlar ilaglar Yontem ~ WT' non WT! s! SDD! I R!
C.albicans Amfoterisin B CLSI <2 >2
EUCAST <1 >1 <1 >1
Flukonazol CLSI <0.5 >0.5 <2 4 >8
EUCAST <1 >1 <2 4 >8
itrakonazol CLSI <0.125 >0.125 <0.125 0.25-0.5 >1
EUCAST <0.064 > 0.064 <0.064 > 0.064
Vorikonazol CLSI <0.032 >0.032 <0.125 0.25-0.5 | >1
EUCAST <0.125 >0.125 <0.125 >0.125
Posakonazol CLSI <0.064 > 0.064
EUCAST <0.064 > 0.064 <0.064 > 0.064
Anidulafungin CLSI <0.125 >0.032 <0.25 0.5 >1
EUCAST <0.032 >0.032 <0.032 >0.032
C.parapsilosis Amfoterisin B CLSI <2 >2
EUCAST <1 >1 <1 >1
Flukonazol CLSI <2 >2 <2 4 >8
EUCAST <2 >2 <2 4 >8
itrakonazol CLSI <0.5 >0.5
EUCAST <0.125 >0.125 <0.125 >0.125
Vorikonazol CLSI <0.125 >0.125 <0.125 0.25-0.5 | 21
EUCAST <0.125 >0.125 <0.125 >0.125
Posakonazol CLSI <0.25 >0.25
EUCAST <0.064 > 0.064 <0.064 > 0.064
Anidulafungin CLSI <4 >4 <2 4 >8
EUCAST |<4 >4 <0.0022 > 42
C.glabrata Amfoterisin B CLSI <2 >2
EUCAST <1 >1 <1 >1
Flukonazol CLSI <32 >32 <32 >32
EUCAST <32 > 32 <0.0023 >323
itrakonazol CLSI <2 >2
EUCAST <2 >2
Vorikonazol CLSI <0.5 >0.5
EUCAST <1 >1
Posakonazol CLSI <2 >2
EUCAST <1 >1
Anidulafungin CLSI <0.25 >0.25 <0.125 0.25 >0.5
EUCAST <0.064 > 0.064 <0.064 > 0.064
C.tropicalis Amfoterisin B CLSI <2 >2
EUCAST <1 >1 <1 >1
Flukonazol CLSI <2 >2 <2 4 >8
EUCAST <2 >2 <2 4 >8
itrakonazol CLSI <0.5 >0.5
EUCAST <0.125 >0.125 <0.125 >0.125
Vorikonazol CLSI <0.064 > 0.064 <0.125 0.25-0.5 | =1
EUCAST <0.125 >0.125 <0.125 >0.125
Posakonazol CLSI <0.125 >0.125
EUCAST <0.064 > 0.064 <0.064 > 0.064
Anidulafungin CLSI <0.125 >0.125 <0.25 0.5 21
EUCAST <0.064 > 0.064 <0.064 > 0.064

T WT: Vahsi tip (Wild type), non WT: Vahsi tip olmayan, S: Duyarli, SSD: Doza bagh duyarl, I: Orta direngli, R: Direngli.

2 EUCAST onerilerine gére C parapsilosis'te anidulofungin icin duyarlilik sinin < 0.002 olup, < 4 pg/ml olan suslarin orta duyarl olarak kabul
edilmesi dnerilmektedir.

3 EUCAST onerilerine gére C.glabrata’nin flukonazol icin duyarlilik siniri < 0.002 olup, < 32 pg/ml olan suslarin doza bagh duyarli olarak kabul
edilmesi 6nerilmektedir.
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Tablo II. iki Yontem Arasinda Elde Edilen Toplam Uyum Oranlari ve Iki Yontemle Elde Edilen MiK
Degerlerinin Toplam Olarak Karsilastirimasi

% Uyum Uyumsuz izolat sayisi

EUCAST MIK > CLSI MiK EUCAST MIK < CLSI MiK

Antifungal ilaglar 24 saat 48 saat 24 saat 48 saat 24 saat 48 saat
Amfoterisin B 91.5 80.9 - - 16 36
Flukonazol 79.9 81.5 35 28 3 7
itrakonazol 93.1 89.5 4 2 9 19
Vorikonazol 83.1 90.5 30 16 2

Posakonazol 92.6 92.1 9 9 5

Anidulafungin 91.5 12 4

duyarl ve direncli) C.tropicalis izolatlarinda %5.6, C.glabrata izolatlarinda %3.3, C.albicans
izolatlarinda %2.7 olarak hem CLSI hem de EUCAST onerileri ile uygulanan yontem ile sap-
tanmustir. C.parapsilosis izolatlarinin ikisi EUCAST yontemi ile anidulofungine direncli tespit
edilmesine ragmen, CLSI yontemi ile duyarli bulunmustur (Tablo Il).

Tablo IV'te her iki ydntemle azalmis duyarlilik (doza bagh duyarli/orta duyarl ve direncli)
saptanan izolatlarin sayi ve yuzdeleri gosterilmistir. Buna gore; amfoterisin B'ye iki yon-
temle de direncli olarak saptanan herhangi bir izolat bulunmamistir. Flukonazol direncli
C.albicans izolatinin itrakonazol, posakonazol ve anidulafungine de direngli oldugu gértil-
mustir. Vorikonazole direncli olan izolat ile anidulafungine direncli olan diger izolatin farkl
oldugu gozlenmistir. Flukonazole direncli C.parapsilosis izolatlarinin; CLSI yontemine gore
24. saat inklibasyonu ile bir tanesi (1/1), CLSI yontemine gore 48. saat inkiibasyonu ile ti¢
tanesi (3/5) vorikonazole de direncli bulunmustur. CLSI ydntemine gore, 48. saatte voriko-
nazole direncli diger iki izolat ile posakonazole direncli izolatin farkli oldugu saptanmistir.
CLSI yontemine gore, 48. saatte C.glabrata izolatlarindan birer tanesinde itrakonazol, vo-
rikonazol ve anidulafungine diren¢ saptanmakla birlikte, bu izolatlarin ayni olmadigi tespit
edilmistir. C.tropicalis izolatlarinda ise CLSI yontemine gore hem 24. hem de 48. saatte
saptanan vorikonazol ve posakonazole direncli izolatlarin ayni oldugu gézlenmistir.

Tablo V'te CLSI ve EUCAST yontemleriyle calismamizda saptanan hata oranlar gosteril-
mistir. Cok buiyiik hata, yalniz C.albicans izolatlarinin posakonazol duyarliligi icin saptan-
mis, diger ilaclar ve tiirlerde cok blyiik hata tespit edilmemistir. Bliyiik hatalarin cogun-
lugu C.parapsilosis ve C.tropicalis izolatlarinin azol grubu ilaclarda gozlenen sonuglarinda
gorilmiustdr.
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Tablo IIl. Tiirlerin Antifungal ilaglara Karsi Her ki Yontemle Saptanan MiK Araligi ve Mod Verileri ve iki Yontem Arasinda Esas ve
Kategori Uyumlar

MiK (ug/ml) Kategoriye gore izolat sayisi (%)
Esas
Antifungal Uyum R/non Kategori
Tirler ilaglar Yontem  Arahk Mod (%) S/WT! sDD/12 WT3 uyumu
Amfoterisin B CLSI 24 0.25-1 1 87.8 74 (100) - - 98.6
CLSI48  0.5-2 1 75.7 74 (100) - - 98.6
EUCAST  0.06-2 0.5 73(98.6) - 1(1.3)
Flukonazol CLSI24  <0.125-4 0.25 95.9 73 (98.6) 1(1.3) - 98.6
CLSI 48  <0.125-8 0.25 90.5 73(98.6) - 1(1.3) 98.6
S ) EUCAST  <0.125-16 <0.125 72(97.3) - 2(2.7)
N Itrakonazol CLSI24  <0.03-0.25 0.06 98.6 73(98.6) - 1(1.3) 100
g CLSI48  <0.03-0.25 < 0.125 973 71(95.9) - 3(4.1) 97.3
g EUCAST  <0.03-0.125 < 0.03 73(98.6) - 1(1.3)
3 Vorikonazol CLSI24  <0.03-0.25 < 0.03 95.9 71(95.9) 3(4) - 97.3
Y CLSI 48  <0.03-0.25 <0.03 94.6 71 (95.9) 3(4) - 97.3
EUCAST <0.03->16 <0.03 73(98.6) - 1(1.3)
Posakonazol CLSI24  <0.03-2 0.06 91.9 53(71.6) - 21(28.4) 71.6
CLSI48  <0.03-2 0.06 90.5 52(70.3) - 22(29.2) 73
EUCAST <0.03->16 <0.03 70 (94.6) - 4(5.4)
Anidulafungin  CLSI24  <0.015-0.5 <0.015 94 72(97.3)  2(2.7) - 100
EUCAST  <0.015-1 <0.015 72(97.3) - 2(2.7)
Amfoterisin B CLSI 24 0.25-2 0.5 94 67 (100) - - 100
CLSI 48  0.25-2 1 83.6 67 (100) - - 100
EUCAST  0.06-1 0.5 67 (100) - -
Flukonazol CLSI24  <0.125-32 0.5 85.1 59 (88.1) 1(1.5) 7(10.4) 836
CLSI 48  0.25-64 0.5 88.1 55(82.1) 5(7.5) 7(10.4) 895
< ) EUCAST  0.25-64 0.5 48 (71.6)  4(6) 15(22.4)
© Itrakonazol CLSI 24 <0.03-0.5 0.125 92.5 67 (100) - - 95.5
2 CLSI 48  0.06-0.5 0.125 79.1 67 (100) - - 95.5
% EUCAST <0.03-0.25 <0.03 64 (95.5) - 3 (4.5)
g Vorikonazol CLSI24  <0.03-0.5 <0.03 95.5 65 (97) 2(3) - 86.6
S CLSI48  <0.03-1 <0.03 97 60 (89.5) 5(7.5) 1(1.5) 94
EUCAST  <0.03-2 <0.03 57 (85.1) - 10 (14.9)
Posakonazol CLSI 24 <0.03-0.5 0.06 98.5 66 (98.5) - 1(1.5) 83.6
CLSI48  <0.03-1 0.06 92.5 65 (97) - 2(3) 82.1
EUCAST <0.03-0.25 <0.03 55(82.1) - 12(17.9)
Anidulafungin  CLSI 24 0.03-2 0.5 80.6 67 (100) - - 97
EUCAST  <0.015-8 1 - 65197 2(3)
Amfoterisin B CLSI 24 0.5-1 1 920 30 (100) - - 100
CLSI 48  0.5-2 1 80 30 (100) - - 100
EUCAST  0.125-1 0.25 30 (100) - -
Flukonazol CLSI24  0.5-32 1 20 - 30 (100)° - 100
CLSI48  0.5-32 1 333 - 30 (100)° - 100
EUCAST  2-32 16 - 30 (100)° -
itrakonazol CLSI24  0.06-1 0.25 86.7 30 (100) - - 90
) CLSI48  0.06-16 0.25 93.3 29 (96.7) - 1(3.3) 93.3
\§ EUCAST  <0.03-16 0.5 27 (90) - 3(10)
kS Vorikonazol CLSI24  <0.03-0.5 <0.03 20 30 (100) - - 90
% CLSI48  <0.03-0.1 0.125 63.3 29 (96.7) - 1(3.3) 93.3
e EUCAST  0.06-8 0.25 27 (90) - 3(10)
Posakonazol CLSI24  0.06-05 0.25/0.25 80 30 (100) - - 90
CLSI 48  0.06-1 0.25 90 30 (100) - - 90
EUCAST  <0.03-4 1 27 (90) - 3(10)
Anidulafungin  CLSI 24 0.03-0.5 0.06 100 29 (96.7) - 1(3.3) 100
EUCAST  <0.015-1 <0.015 29 (96.7) - 1(3.3)
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Tablo IV. Her iki Yontemle (EUCAST Ve CLSI 24/EUCAST ve CLSI 48) Azalmis Duyarlihgi (Doza Bagh
Duyarli/Orta Duyarl ve Direngli) Olan Izolatlarin Sayi ve Yiizdesi

Amfoterisin B Flukonazol itrakonazol Vorikonazol Posakonazol  Anidulofungin
CLSI  CLSI CLSI  CLSI CLSI CLSI  CLSI  CLSI CLSI  CLSI CLSI
24s 48s 24s 48s 24s 48s 24s 48 s 24s 48 s 24s
C.albicans - - 1 1 1 1 1 1 2 3 2
13 (a3 a3 (13 (03 013 @7 @ 2.7)
C.parapsilosis - - 8 12 - - 1 5 1 1 -
119 (7.9 (1.5) (7.5 (1.5) (1.5
C.glabrata - - - 1 - 1 - - 1
3.3) 3.3) 3.3)
C.tropicalis - - - - - - 1 2 1 2 1
(5.6) (11.1) (5.6) (11.1) (5.6)
TARTISMA

Antifungal direng gelisimini takip edebilmek icin ulusal ve/veya uluslararasi stirveyans
calismalarinin yani sira bolgesel merkezlerin antifungal duyarllik durumunu bilmek am-
pirik tedaviye yol géstermek acisindan énemlidir®. CLSI ve EUCAST rehberleri antifungal
direng gelisimini takipte kabul edilen iki referans yontemdir*®. Bu calismada Uludag Uni-
versitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali stoklarinda bulunan Candida izo-
latlarinin in vitro duyarliligi CLSI ve EUCAST yontemleri kullanilarak degerlendirilmistir.

Genel olarak her iki yontem arasindaki esas ve kategori uyumu 24. saatte daha iyi
bulunmustur ve bu durum CLSI yonteminin son yillarda yapilan 24. saat validasyonu ile
uyumlu olarak gézlenmistir®. Ozellikle, C.albicans ve C.tropicalis gibi hizli ireyen tiirlerde
24 saatlik inkiibasyonun yeterli oldugu ve calismamizda da C.albicans ve C.tropicalis izo-
latlar acisindan 24. saatte iki yontem arasi uyum sorunu olmadigi saptanmistir. Ancak,
yavas Ureyen C.glabrata izolatlari ve bazi C.parapsilosis izolatlarinda iki yontem arasindaki
uyum ozellikle flukonazol ve vorikonazol icin 24. saatte diisik bulunmustur. Bu gibi du-
rumlarda inkiibasyonu 48. saate uzatmanin yararl olabilecegi dustinilmustir. Uyumsuz
izolatlarin cogunlukla EUCAST yéntemiyle saptanan MiK'leri daha yiiksek bulunmustur.
Bu olasilikla iki yontem arasindaki farkliliktan 6zellikle inokilum farkliigindan kaynaklan-
maktadir'®.

Kategori uyumunda en dustik seviye C.albicans izolatlarinin posakonazol duyarlilik
sonuclarinda gozlenmistir. Lipofilik 6zelligi nedeniyle, bu ilacin ¢éziinlrliglinin dusik
olmasi ve bu nedenle iki yontemin karsilastirlmasinda zorluk olustugu bagka calismalarda
da bildirilmistir. Benzer durum, itrakonazol duyarhlik sonuglari icin vurgulanmis olsa da,
bu calismada itrakonazol kategorik uyumu agisindan sorun tespit edilmemistir''12,

Flukonazol ve ekinokandinler kandidemi ve invaziv kandidozlarda ilk sirada tercih edi-
len ilaclardir'>'. Bu calismada kandidemi olgularindan en sik izole edilen dért tiire ait
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Tablo V. ICLSI ve EUCAST Yontemlerindeki Hata Oranlari

Tiirler Antifungal ilaclar Cok Biyuk Hata Biyuk Hata Kiicuk Hata
C.albicans (74) Amfoterisin B (24 s) - 1(1.3) -
Amfoterisin B (48 s) - 1(1.3) -
Flukonazol (24 s) - 1(1.3) 1(.3)
Flukonazol (48 s) - 1(1.3) -
itrakonazol (24 s) - - 1(1.3)
itrakonazol (48 s) - - 3 (4)
Vorikonazol (24 s) - - 3(4)
Vorikonazol (48 s) - - 3(4)
Posakonazol (24 s) 19 (25.7) 1(1.3) -
Posakonazol (48 s) 19 (25.7) - -
Anidulofungin (24 s) - 2(2.7)
C.parapsilosis (67) | Amfoterisin B (24 s) - - -
Amfoterisin B (48 s) - - -
Flukonazol (24 s) - 7 (10.4) 1(.3)
Flukonazol (48 s) - 7 (10.4) 1(1.3)
itrakonazol (24 s) - 3 (4) -
itrakonazol (48 s) - 3(4) -
Vorikonazol (24 s) - 9(13.4) 2(3)
Vorikonazol (48 s) - 4 (6) 6 (8.9)
Posakonazol (24 s) - 11 (16.4) -
Posakonazol (48 s) - 10 (14.9) -
Anidulofungin (24 s) - 2(3) -
C.glabrata (30) Amfoterisin B (24 s) - - -
Amfoterisin B (48 s) - - -
Flukonazol (24 s) - - -
Flukonazol (48 s) - - -
itrakonazol (24 s) - 1(3.3) -
itrakonazol (48 s) - 3(10) -
Vorikonazol (24 s) - 1@3.3) -
Vorikonazol (48 s) - 3(10) -
Posakonazol (24 s) - - -
Posakonazol (48 s) - 3(10) -
Anidulofungin (24 s) - - -
C.tropicalis (18) Amfoterisin B (24 s) - - -
Amfoterisin B (48 s) - - -
Flukonazol (24 s) - - -
Flukonazol (48 s) - - -
itrakonazol (24 s) - 2(11.1) -
itrakonazol (48 s) - 2(11.1) -
Vorikonazol (24 s) - 1@3.3) 1(3.3)
Vorikonazol (48 s) - - 2(11.1)
Posakonazol (24 s) - 3(16.7) -
Posakonazol (48 s) - 3(16.7) -
Anidulofungin (24 s) - - 1(3.3)
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izolatlarda anidulofungin direnci yiiksek bulunmamustir. Ozellikle Amerika Birlesik Dev-
letleri ve Avrupa Ulkelerinde %10’lara varan ve giderek artma egiliminde olan C.glabrata
izolatlarinda gorilen ekinokandin direnci bu ¢alismada 6nemli bir sorun olarak saptan-
mamistir'>1¢, Ulkemizde kan kiiltiirlerinden C.glabrata izolasyonu diger iilkelere gére
daha azdir'’-?', Bu acidan izolasyonun diisiik olmasi ile direncin diisiik olmasinin paralel
oldugu dustnulebilir. Ancak, zaman icinde izolasyonun ve direncin de artabilecegi unu-
tulmamalidir. Merkezimizde farkli iki donemde yapilan kandidemi siirveyans calismala-
rinda her ne kadar C.glabrata izolasyon oranlari diisiik olsa da yakin zamani kapsayan
ikinci calismada izolasyonda anlamli artis oldugu saptanmigtir?2-23,

C.glabrata turlerindeki flukonazol direnci 6nemli bir diger konudur. Bircok calisma-
da ylksek direncten bahsedilmesine ragmen, bu calismada C.parapsilosis hari¢ bitiin
diger tiirlerde flukonazol direnci yiiksek seviyede bulunmamistir?*25. Bu durum yine,
C.glabrata’'nin kan kiltiirlerinden ¢ok fazla izole edilmemesi ile iliskili olabilir. C.parapsilosis
en fazla saglhk calisanlarinin ellerinde bulunmakta ve kateteri olan kritik hastalarda 6nem
tasimaktadir?®. Flukonazol, C.parapsilosis tiirlerine iyi etki eden bir antifungaldir ve genel-
likle bu etkene karsi yiiksek direng bildirilmemistir. Bununla birlikte, Brezilya ve ispanya’da
yapilan bazi calismalar, bizim calismamiza benzer sekilde C.parapsilosis izolatlarinda sap-
tanan flukonazol direncini bildirmistir?6-2”. C.parapsilosis izolatlarinin nozokomiyal enfek-
siyona yol agmalari nedeniyle, direncli izolatlar arasindaki klonal iliskiyi saptamak epide-
miyolojik agidan 6nemli olmaktadir.

Literaturde, azol grubu ilaclar arasindaki capraz direncten ve diger bitin antifungalle-
re de direng gelismesi ile olusan panfungal direncli izolatlarin saptandigi yayinlar bulun-
maktadir?®2°, Bu calismada da, C.parapsilosis izolatlarinin bir kisminda capraz olarak vo-
rikonazole de diren¢ oldugu gorilmustir. Bunun disinda bir C.albicans izolatinda ¢oklu
antifungal direnc (flukonazol, itrakonazol, posakonazol ve anidulafungin) saptanmustir.

CLSI ve EUCAST yontemleri antifungal duyarlilikta referans olarak kabul edilen iki
yontemdir ve son yillarda CLSI, klinik sinir degerleri distirerek ve 24 saatlik inkiibasyo-
nu valide ederek iki ydntemin uyumunu arttirmaya calismistir®. C.albicans, C.tropicalis,
C.parapsilosis turlerinde flukonazol ile tamamen, vorikonazol ile kismen [direng siniri iki
yontemde fakhdir (CLSI > 1 pg/ml; EUCAST > 0.25 pg/ml)] bu uyumu saglamstir. Bu iki
referans yontemin uluslararasi 6nemi nedeniyle uyumu artirma cabalarinin diger ilaclar
ve tiirler icin de devam etmesi 6nemlidir3%3'.

Tek merkezli olmasi, izolat sayisinin nispeten azligi ve direncli izolatlarda diren¢ ana-
lizlerinin yapilamamasi bu calismanin en onemli eksiklikleridir. Ancak, kandidemilerde
en sik izole edilen dort tur ile cahsilmistir ve lokal veri olarak hem hastanemize hem de
Ulkemize bu konuda katki saglayacagi disiinilmektedir.

Bu calismada, CLSI ve EUCAST rehberlerine gore degerlendirilen antifungal duyarlilik
sonuglarinin 24 saatlik inkiibasyon sonunda genellikle uyumlu oldugu, CLSI rehberine
gore uygulanan yontemle 24 saat inkiibasyonla, C.parapsilosis ve C.glabrata gibi daha
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yavas Ureyen tirlerde 6zellikle vorikonazol ve flukonazol antifungalleri icin bazen yeterli
sonu¢ alinamadigi ve inkiibasyonun uzatilmasi gerektigi, flukonazol ve ekinokandin di-
renci agisindan sikintil bir tiir olan C.glabrata’da su an icin 6nemli bir sorun olmadigi, en
onemli sorunun C.parapsilosis izolatlarinda tespit edilen flukonazol direncinin tespitinde
yasandigi belirlenmistir.

Merkezler iki referans yontemden kendileri icin uygun olani secerek antifungal du-
yarlilik cahsabilir. Ancak sonuclari dogru okumak ve yorumlamak icin ¢aba sarf edilmeli-
dir. Direncli bir izolat ile karsilasildiginda farkl bir yontemle tekrar test edilerek direncin
dogrulanmasi ve diren¢ mekanizmasinin arastiriimasi konunun aydinlatiimasi acisindan
onemlidir.
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