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OZET

Aspergillus enfeksiyonlari 6zellikle immun baskilanmis hastalarda
onemli mortalite ve morbidite nedeni olup, A. fumigatus hava yolu ile bulasan en
onemli enfeksiyon etkenidir. Azoller bu enfeksiyonlardan korunmada ve tedavide
en fazla tercih edilen ilaglardir. Ancak, A. fumigatus izolatlari arasinda artan
oranda azol direncine, ¢ok sayida Ulkede rastlaniimistir. Azollerin klinikte yaygin
kullanimi veya ¢evresel azol fungisitlere maruz kalma, kazanilmis azol direncinin
olasi sebeplerindendir. Azol direncinde en sik bildirilen mekanizma, ergosterol
sentezinde rol alan 14-a-demetilaz enzimini kodlayan cyp51A genindeki
mutasyonlardir. Bu c¢aligmada da, 1999-2012 vyillari arasinda gesitli klinik
orneklerden izole edilen A. fumigatus suslarinda azol direncinin sikhgi ve
dirence sebep olan cyp51A genindeki mutasyonlar arastirilmistir.

Arastirmaya, 419 hastadan izole edilen 746 A. fumigatus susu alindi.
Tam suslar 4mg/L itrakonazol (ITZ) iceren Sabouraud’'s dekstroz agara ekilerek
ITZ direnci agisindan tarandi. ITZ igceren agarda ureyen suglarin, ITZ'ye,
vorikonazole (VOR) ve amfoterisin B'ye (AMB) in vitro duyarliliklar “Clinical and
Laboratory Standards Institute” (CLSI M38A) referans metodu kullanilarak
degerlendirildi. PCR amplifikasyonu sonrasi, mutasyonlari belirlemek igin tim in
vitro azol direncli suslarin cyp51A gen ve promotor bdlgelerinin dizi analizi
yapildi.

Tarama testleri ile A. fumigatus suslarinda ITZ direnci %10,2 (76/746)
olarak bulundu. Direngli suglara 2000 yilindan sonra hemen hemen her yil (2005
harig) rastlandi ve en yiiksek direng orani (%24,6) 2007 yilinda gérildu. in-vitro
duyarhlik testleri ile tim suglar AMB’ye duyarh iken, ITZ ve VOR’e direncli
bulundu. cyp51A gen ve promotor bdlgenin dizi analizi ile suglarin %86,8’'inde
(66 izolat) TR34/L98H mutasyonu oldugu saptandi.

Bu calisma ile klinik izolatlar arasinda azol direncli A. fumigatus

suslarinin bulundugu ve bu suslardaki esas diren¢ mekanizmasinin zirai



fungisitlerle gapraz reaksiyon sonucu olustugu bilenen TR34/L98H mutasyonu
oldugu gosterildi. Bu calisma TR34/L98H mutasyonunun ulkemizde gosterildigi
ilk galisma olup, 2000 yilindan bu yana goértlmektedir. Bu nedenle, bu bulgunun

azol birlesikleri kullanirken akilda bulundurulmasi gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: Aspergillus fumigatus, azole direnci, cyp51A dizisi.



SUMMARY

Determination of Azole Resistance in Aspergillus fumigatus Strains

Isolated from Patient Samples

Aspergillus infections are an important cause of mortality and morbidity
especially in immunocompromised hosts, and Aspergillus fumigatus is one of
the most prevalent airborne fungal pathogens causing infection. Azoles are the
drugs of choice for prophylaxis and treatment of these infections. Recently, an
increasing frequency of azole resistant A. fumigatus isolates has been described
in different countries. Acquired resistance to azoles is possibly, due to
widespread clinical use of azoles or through exposure to azole fungicides in the
environment. The most commonly reported mechanism conferring azole
resistance is the mutation of cyp51A gene which encodes 14-a-demethylase,
the enzyme that has an important role in synthesis of ergosterol. In this study,
we investigated the frequency of azole resistance among A. fumigatus isolates
collected between 1999 and 2012 from clinical specimens and identified
mutations in the cyp51A gene.

Seven hundred and forty-six A. fumigatus isolates, collected from 419
patients were investigated. All isolates were screened for resistance to
itraconazole (ITZ) by subculturing on Sabouraud’s dextrose agar that contained
4 mg/L ITZ. For isolates that grew on ITZ containing agar, the in vitro activities of
amphotericin B (AMB), itraconazole and voriconazole (VOR) were determined
by using the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI-M38-A) reference
method. After PCR amplification, cyp51A gene and its promoter region of all in-
vitro azole resistant isolates were sequenced to determine the mutations.

ITZ resistance was found in 10.2% (76/746) of A. fumigatus isolates.

From the year 2000 onwards, patients were observed annually with an ITZ-



resistant isolate (except 2005), with a maximum prevalence (24.6%) in 2007.
According to in vitro susceptibility tests, AMB exhibited a good activity against all
of them where as ITZ and VOR were resistant. Sequence analysis of the
promoter region and cyp51A gene indicated the presence of TR34/L98H in
86.8% (66 isolates) of isolates.

This study revealed the presence of azole resistance in our clinical
isolates and the dominance of the TR34/L98H resistance mechanism supported
the environmental route of cross-resistance to certain agriculture azole
fungicides. This is the first study that shows TR34/L98H mutation in Turkey and
azole resistance has emerged since 2000. Thus, it is important to keep these

results in mind while using the azole compounds.

Key words: Aspergillus fumigatus, azole resistance, cyp51A sequence.



GiRiS

Mantarlar dogada yaygin olarak bulunan kemoheterotrof 6karyotik
canllardir. Eseyli ve eseysiz sporlari ile ¢godalan bu canlilar esas olarak
bitkilerde hastalik olusturur (1,2). Hava, su ve toprak florasinda bol miktarda
bulunan mantarlarla devamli karsilasiimakla beraber, bagigiklik sistemi
saglikli bireyler mortal ve morbit seyreden invazif fungal enfeksiyonlara (iFE)
kargl dogal savunma gosterir (3). Notropenik hastalar, yogun bakim hastalari,
malignitesi olanlar, solid organ veya kemik iligi alicilari gibi kritik hastalar IFE
acisindan risk altindadir (4). Candida turleri, Aspergillus turleri, Cryptococcus
neoformans ve Mucorales takimi mantarlar IFE’de en sik gériilen etkenlerdir.
Candida ve Aspergillus turleri tim fungal enfeksiyonlarin %90’ina yakin bir
kismini olusturur (5). Normal florada bulunan Candida tirleri daha c¢ok
endojen firsatgi enfeksiyonlara yol agarken, Aspergillus tirleri hava, toprak
ve kompost (gesitli bitki ve hayvan artiklarinin belirli bir metoda goére
curutulmesi ile olusan besin degeri yuksek gubre) yapisinda bol miktarda
bulunan sporlarin inhalasyonu ile hastaliklara yol agar. A. fumigatus, A.
flavus, A. terreus ve A. niger en sik karsimiza ¢ikan tarlerdir. Bunlar arasinda
A. fumigatus, solunum yolu ile bulasarak enfeksiyona sebep olan fungal

patojenler arasinda ilk sirada yer alir (5).

I. Aspergillus Turlerinin Morfolojik Yapisi

Dogada saprofitik olarak yaygin bulunan Aspergillus turleri, ilk kez
rahip ve botanik bilimci olan Pier Antonio Micheli tarafindan 1729 yilinda
“‘Nova Plantarum Genera” adlh kitapta tanimlanmistir (6,7). Bu isim,
Aspergillus turlerinin mikroskobik morfolojisinin “aspergere” denilen kutsal
suyu yagmur gibi dagitmaya (sprinkling) yarayan alete benzetiimesi
nedeniyle verilmigtir.

Aspergillus tirleri cok gesitli besiyerinde aerobik olarak 48-72 saatte

kuf morfolojisinde Ureyen mantarlardir. Cogu turtn kolonisi tozlu grantler bir



yapida olup, tire ve besiyerinin gesidine gore farkh farkli renklerde goralur

(8,9). Koyu yesil, fistik yesili, sari, siyah ve krem cesitli tlrlerin olusturdugu
koloni renkleridir (Sekil-1).

Sekil-1: Degisik Aspergillus turlerinin olusturdugu koloni morfolojileri. a: A.
fumigatus, b: A. flavus, c: A. niger, d: A. terreus.

Mikroskobik morfolojisi ise hifler ve sporlardan olugsmustur. Hifler
septali (b6lmeli) olup, 45 derece aci ile dikotom dallanma (dallanma éncesi
ve sonrasi hif g¢aplarinin ayni olmasi) gosterir. Eseysiz Ureme sirasinda
hiflerden bir tanesi konidya (eseysiz spor) olusturmak Uzere Ozelleserek
konidyofor adini alir. Uzayan konidyoforun u¢ kismi ture gore konik, kuresel
veya oval sekillerde genigsler ve vezikul olusur. Vezikillerden fiyalidler
(konidya olusturan hudcreler) meydana gelir ve fiyalidler blastik
(tomurcuklanma) sekilde konidyalari dogurur (Sekil-2). Bazi turlerde fiyalidler
metula adi verilen bir hicre tabakasindan sonra olugur ve bu sekilde olanlar

biseriate (iki sirali) adini alir (8,9).

Konidyospor

P biad = p——

Konidyofor

..........

Sekil-2: Aspergillus tiurlerine 6zgu hif ve eseysiz Ureme ile gelisen spor
yaplilari.
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Aspergillus tlurlerinde eseysiz c¢ogalan hucreler haploid sayida
kromozoma sahiptir ve uygun kosullarda bir baska haploid kromozomlu hicre
ile karsilasirsa birlesebilir. Once plazmogami ve daha sonra karyogami
olusarak diploid yap1 meydana gelir. Mayotik bélinme sonrasi bir kese iginde
(askus) tekrar haploid yapidadaki sporlar (askospor; eseyli ireme sonucu
olusan spor) olusur ve kesenin acgilmasiyla bunlar etrafa dagilarak eseysiz
donguyl tekrar baslatir (2,8,9). Askus ve askosporlar dis kosullara daha
direncli ve tanimlamada 6nemli yapilar olmakla beraber, sik gorilmezler ve
laboratuvar kosullarinda olusturulmalari zordur. Bu nedenle laboratuvarlarda
morfolojik tanimlama, koloni yapisi ve hif ve eseysiz sporlarin mikroskobik
gorunumlerine gore yapilir. Sekil-3'de Aspergillus turlerinin eseysiz ve eseyli

ureme donguleri gorulmektedir.
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Sekil-3: Aspergillus turlerinde eseyli ve eseysiz yasam donguleri.



ll. Aspergillus Tarlerinin Taksonomisi

Aspergillus  turlerinin  teleomorflari  (eseyli Ureyen sekiller),
Ascomycota bolumi Euascomycetes sinifi Eurotiales takimi Trichocomaceae
ailesi iginde gesitli cinslerde yer almaktadir (Tablo-1). Ancak pratik yagsamda
askosporlari olugturmak kolay dedgildir ve ayrica, teleomorfik cins isimleri
hekimler tarafindan taninmayan ve bilinmeyen isimlerdir. Bu nedenle rutin
laboratuvarlarda yapay siniflandirma kullaniimaktadir. Bu siniflandirmaya
gore hyphomycetes sinifinda 184 Aspergillus tari bulunmaktadir (2).
Gunumuzde benzer morfolojik 6zellige sahip olan turler seksiyonlar altinda
toplanmistir. Tablo-1’de insanlarda hastalik yapan tdrlerin olusturdugu
seksiyonlar gorulmektedir. Ornegin, Fumigati seksiyonunda morfolojik olarak
birbiri ile gok benzer 33 farkli tir vardir. insanlarda en sik hastalik olusturan,
istya dayaniklilik (45-50°C’da Ureyebilme) 6zelligi gosteren A. fumigatus’dur.
Bununla beraber, A. lentilus ve Neosartorya fischerii tarafindan olusturulan
olgular da nadiren bildirilmigtir (10). Koloni morfolojisi ve mikroskobik
benzerlik nedeniyle ayni seksiyon i¢inde yer alan tarlerin kesin ayrimi igin
molekuler tanimlamaya gerek vardir. Parsiyel beta-tubulin veya kalmodulin

sekanslari Aspergillus turlerinin tanimlanmasinda en 6nemli bélgelerdir (11).

Tablo-1: Aspergillus tirlerinin biyolojik ve yapay siniflandiriimasi.

Biyolojik Siniflama Yapay Siniflama
Mantarlar alemi Mantarlar alemi
e Ascomycota bolimu e Hyphomycetes sinifi
e Euascomycetes sinifi e Fumigati seksiyonu
e Eurotiales takimi v Afumigatus
e Trichocomaceae ailesi v Neosartorya fischerii
4 Emericella cinsi v' Alentilus
v Eurotium cinsi e Flavi seksiyonu
v Fennellia cinsi v Aflavus
v Neosartorya cinsi e Nigri seksiyonu
v Petromyces cinsi v A niger
e Terrei seksiyonu
v A terreus
e Nidulantes seksiyonu
o A nidulans




lll. Aspergillus Turlerinin Olusturdugu Hastaliklar

Aspergillus turleri hafiften siddetliye degisebilen ve hatta hayat tehdit

edebilecek bulgularla giden genis bir hastalik spektrumu olusturabilir (12).

Tablo-2’'de Aspergillus turlerinin  olusturdugu hastaliklar 6zetlenmistir.

Bunlardan invazif aspergilloz (iA) harig, digerleri bagisiklik sistemi normal

kisilerde de gorilebilirken, iA sadece bagisikhg baskilanmis hastalarda

goriliir. Hastalk tablolari arasinda IA en tehlikelisi ve mortal ve morbit

seyredeni olup, siklikla Fumigati seksiyonu icindeki A. fumigatus tarafindan
olusturulur (13-15).

Tablo-2: Aspergillus turlerinin olusturdugu hastaliklar.

Toksik hastaliklar

>

Mikotoksinler (or. Aflatoksin)

Alerjik hastaliklar (Atopik kisiler ve Kistik fibroz gibi hastaligi olanlarda)

>
>

Allerjik sintzit

Allerjik bronkopulmoner aspergilloz (ABPA)

Kronik nekrotizan akciger aspergillozu (CNPA)

>

Yapisal akciger hastaligi olanlarda (6r. Bronsektazi)

Lokal enfeksiyonlar

>

Keratit, otit, protez, sant, yara ve cerrahi sonrasi gelisen

enfeksiyonlar

Aspergilloma (Mantar topu)

>
>

Akciger kavitelerinde

Sinuslerde

invazif aspergilloz (Bagisikligi baskilanmis hastalarda)

>
>
>

invazif pulmoner aspergilloz
invazif sinonazal aspergilloz

Yaygin (dissemine) aspergilloz




IV. invazif Aspergillozlarin Epidemiyolojisi

Aspergillus turlerine bagli enfeksiyonlar 1900’10 yillarin bagina kadar
oldukca nadirdir (16). Son Uuc¢-dort dekatta modern tiptaki ilerlemelere
(antibiyoterapi, radyoterapi ve sitotoksik kemoterapétikler, kemik iligi ve solid
organ transplantasyonlari ve gelismis yogun bakim kosullari) sekonder olarak
IA sikliginda artis olmustur. Duyarli hasta gruplarindaki en énemli risk
faktorleri derin ve uzamig noétropeni, kortikosteroid kullanimi ve genetik ve
yapisal bozukluklardir (17). Young ve ark. (18), 1953-1970 yillari arasinda
bagvuran 98 hastanin degerlendiriimesi ile iA’'un bir tedavi komplikasyonu
oldugunu ortaya koymustur. IA acisindan en riskli grubu hematolojik
malignitesi (%5-24) olanlarla, kemik iligi (%10) ve akciger nakli (%11-14)
yapilanlar olusturmaktadir (17,19). Kontonyiannis ve ark.’nin (20) yayinladigi
22 merkezden toplam 16.200 kok hucre alicisi hastayi iceren “Transplant-
Associated Infection Surveillance Network” (TRANSNET) calismasinda,
allojen graft alicilarinda IFE olasiiginin daha yiiksek oldugu (tim vakalarin
%78’l) gdsterilmistir. IFE icerisinde ise aspergillozlar %43'lik bir oranla ilk
sirayl almis ve A. fumigatus lider patojen olarak 6ne ¢ikmistir.

Solunum yollari ve akcigerler IA icin esas giris kapisini olusturmakta
ve hastalik cogunlukla ates, nefes darligi ve dksurikle baglamaktadir. Ancak
baslangic bulgularinin iA’a ézgii olmamasi erken tanida gecikmeye yol
agmakta ve mortalite %70’lere kadar gikabilmektedir (21). Tanidaki belirsizligi
azaltmak ve ortak bir yaklasim olusturmak amaciyla 2002’de bir kilavuz
yayinlanmis ve bu kilavuz 2008'de revize edilerek kapsami genigletilmistir
(22,23).

V. invazif Aspergilloz Tedavisinde Kullanilan Azol Grubu ilaglar

IA tedavisinde esas olan hastanin altta yatan olumsuz durumunu
duzeltmektir. Ayrica uygun olgularda, cerrahi midahale ve antifungal ajanlar
tedavinin 6nemli ayaklarini olusturur (6,7,24). Poliyenler (6r. Amfoterisin B),

ekinokandinler (6r. Kaspofungin) ve azoller IA tedavisinde kullanilabilen (¢



farkh grup antifungal ajandir. Poliyenler, hicre zari ergosteroliine baglanarak
kanallar olusturur ve bu kanallardan hucre i¢i molekillerin sizmasi ile
mantarlarin 6lumu meydana gelir. Ekinokandinler, 1,3-B-D-glukan sentaz
enzimini bloke edip, hicre duvari B-glukan sentezini bozarak etkili olan
antifungallerdir. Azoller ise hucre zari ergosterol sentezini bozarak etkili olur
ve hem parenteral hem de oral olarak kullanilabilen tek ilag grubu olmasi
agisindan daha fazla 6nem tasir (25-27).

Azol grubu antifungaller imidazoller ve triazoller olmak Uzere iki
gruba ayrilir. imidazoller toksik etkileri ve emilimindeki zorluklar nedeniyle
genellikle topikal kullanim igin uygundur (27,28). Triazoller (flukonazol,
itrakonazol, vorikonazol ve posakonazol) ise invazif enfeksiyonlarda kullanilir.
Vorikonazol iA tedavisinde ilk secenek olarak, pasokonazol ise proflaktik
olarak onay almis triazoldur (21,29-33).

V.A. Azollerin Etki Mekanizmasi

Azoller hiicre zari sentezini bozarak etkili olan antifungal ajanlardir.
Sekil-4’'de mantar hicre zari sentezinde yer alan basamaklar, bu
basamaklarda gorev alan enzimlerin sentezlenmesini saglayan genler (erg
genleri) ve sentezin degisik basamaklarinin kesilmesine sebep olan
antifungal ajanlar gorilmektedir (28).
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Sekil-4: Mantarlarda hicre zari sentezi. Azollerin etkili oldugu enzim sari
olarak taranmistir.



Sitokrom P450 ailesine bagli bir enzim olan “lanosterol 14-a-
demetilaz”, lanosterolin ergosterole donigumunde yer alir. Azoller lanosterol
14-a—demetilazi, enzimin ortasinda bulunan hem grubundaki azol halkasina
nitrojen gruplari ile baglanarak engeller ve béylece mantarlarda hlcre zari
olusumu bozulur. Hucre zari olusumunun bozulmasi ve toksik sterol
molekdllerinin (14-a-methyl-3,6-diol) birikmesi ise fungisitik etki ile sonuglanir.
Azol grubu antifungallerin mantar sitokrom P450 enzimlerine afiniteleri,
memeli sitokrom P450 enzimlerine afinitelerinden daha fazladir ve bu 6zelligi
dolayisiyla mantar hicre zarina yonelik etki gosterir (34,35).

V.B. Azollere Karsi Gelisen Direng

Direng, bir tirln suslarinin gogunda saptanan araliktan daha yuksek
bir konsantrasyonda uremenin engellenmesidir. Belirli bir mantara karsi
oncesinde bir ilag maruziyeti olmaksizin gelistiginde primer (intrensek)
direng, dnceden duyarli olan susun, belirli bir ajana maruziyeti sonrasi direng
kazanmasina ise sekonder (kazanilmig) diren¢c denir. Azoller en yaygin
kullanilan antifungal ajanlardir. Aspergillus turleri triazollerden flukonazole
intrensek direncli olup, digerlerine kargi kazanilmis direng gelistirebilir
(26,36).

A. fumigatus, Aspergillus tlrleri arasinda kazanilmig direncin en fazla
goruldugu turdir ve bu durum global bir tehdit olusturmaktadir. Kazanilimis
direncin sorumlusu azol maruziyetidir. Azol maruziyeti iki yolla ortaya
cikabilir. Hasta kokenli maruziyet, uzun sire azol grubu antifungal kullanimi
sonucu ortaya cikar. Cevresel maruziyet ise demetilaz inhibitérleri (DMi)
olarak adlandirilan azol fungisitlerin tarimda kullaniimasina bagh gelisir.
Hasat Oncesi ve sonrasinda mahsullu fitopatojenik kiflere bagll mantar
hastaliklarindan ve bozulmalarindan  korumak igcin DMiler sik
kullaniimaktadir. Kullanilan bu DMi’ler toprakta ve suda uzun siire (bilinen
azollerin yari dmdurleri bir yilin Gzerinde) bozulmadan kalabilmektedir (37,38).
Bu sayede dogada bulunan ve fitopatojen kuf mantarlari ile ayni ekolojik
ortami kullanan A. fumigatus suslari diren¢ kazanabilmekte ve daha dnce hi¢
azol kullanmamis hastalar bile direkt direngli suglarla enfekte olabilmektedir

(39). Hastanelerde saksi topragindan, bitki yapraklarindan ve tohumlarindan



izole edilen A. fumigatus suslarinin hem tarimda kullanilan azol fungisitlere
hem de itrakonazol, vorikonazol ve posakonazole direngli oldugu goralmustar
(40-43).

V.C. Azollere Karsi Gelisen Direncin Mekanizmasi

ilacin  hedef bolgesindeki  degisimler, ilacin  hicre igi
konsantrasyonunun azalmasi ve transkripsiyon faktorlerindeki
modifikasyonlar kazanilmig direngten sorumlu ¢ temel mekanizmadir (26).

V.C.a. ilacin Hedef Bélgesindeki Degisimler

flacin hedef bélgesindeki (14-a-demetilaz enzimi) degisim, A.
fumigatus izolatlarinda kazanilmis ila¢ direncinin temel mekanizmasini
olusturur (44). A. fumigatus’da 14-a-demetilaz enzimini kodlayan cyp51A ve
cyp51B olmak utzere (Candida turlerinde erg11 adini alir) birbiri ile %63
benzerlikte iki homolog gen vardir. Bunlardan cyp51B genindeki mutasyonlar
dirence yol acmaz (45-46). Buna Kkarsilik, Kklinik izolatlarda Cyp51A
bdlgesinde gesitli nokta mutasyonlari tanimlanmis ve bu mutasyonlarin azol
direncinden sorumlu oldugu gosterilmistir (47,48). Tablo-3'de azol direncine
yol acan ve buglne kadar saptanmis Cyp51A bdlgesindeki nokta
mutasyonlara bagl gelisen amino asit degigiklikleri 6zetlenmistir. Tabloda da
goruldugu gibi mutasyonlarin  hepsi itrakonazol direncine yol agarken,
vorikonazol ve posakonazol icin mininal inhibitér konsantrasyon (MiK)
degerlerinin yukselmesine neden olmustur (47-61). Nokta mutasyonlarin
uzun sure antifungal kullanimi ile iligkili oldugu dugsunulmektedir ve daha ¢ok
onceden azol kullanmis olan kigilerden izole edilen suslarda saptanir
(6,7,24).



Tablo-3: Cyp51A bdlgesindeki nokta mutasyonlara bagli gelisen amino asit

degisiklikleri.

Degisen kodonlar Minimal inhibitér Konsantrasyon (ug/ml)
itrakonazol Vorikonazol Pasokonazol

Gbh4E >8 0,25-0,5 0,25-1

G54R >8 0,12-0,5 1

Gbh4V >8 0,25-1 Belirlenmedi

G54W >8 0,12-0,5 >8

G138C >8 4->8 1->8

P216L >8 1 1

M220I >8 1 0,5

M220K >8 1-2 1->8

M220R >8 2 2

M220T >8 0,5-1 0,25-0,5

M220V >8 1-2 0,5-1

Y431C >8 4 1

G432S >8 0,5 0,25

G434C >8 4 1

G448S >8 >8 0,5-1

cyp51A geninin promotor bolgesindeki 34, 46 ve 53 bazlik rastgele
tekrarlarin da (tandem repeat [TR]) azol direncinde 6nemli oldugu
saptanmistir. Bu tekrarlarin, cyp51A geninin asiri ekspresyonuna yol actigi
dusundlmektedir. Ancak, tek basina bu tekrarlar direngten sorumlu olmayip,
beraberinde aminoasit degisikliginin de olmasi gerekir. Promotor bdlgede
TR34 mutasyonu olan tum direngli suslarda L98H degisikligi de gozlenmis ve
mutasyon TR34/L98H olarak tanimlanmistir. Tek basina promotor bdlgede
veya tek basina 98. kodonda mutasyonun olmasi dirence yol agmamistir
(39,62). Benzer sekilde promotor boélgedeki TR46 mutasyonu her zaman
Y121F ve T289A degisikligi ile beraber dirence yol acmis ve
TRA46/Y121F/T289A olarak isim almigtir (61). Promotor bolgedeki 53 bazlik
tekrara her hangi bir aminoasit degisikligi eslik etmemistir. Ancak bu
mutasyona sahip suslardan transformasyon ile direng aktarimi
yapilamadigindan bunun gergek anlamda direngten sorumlu bir mutasyon
oldugu suphelidir (57). Tablo-4'de promotor bdlgedeki tekrarlarin dizileri
gorulmektedir. Promotor bdlgede TR’lerle beraber nokta mutasyonlari
gorulmesinin birden fazla azolde (multiazole resistant=MAR) dirence sebep
oldugu ve esas olarak tarimda kullanilan fungisitler ile g¢apraz reaksiyon

sonucu olugtugu dugunulmektedir (6,7,63).
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Tablo-4: cyp51A geninin promotor bélgesinde azol direncine yol acan rastgele tekrarlar.

WT CAGAGTTGTCTAGAATCACGCGGTCCGGATGTGTGCTGAGCCGAATGAAAGTTGCCTAATTA

TR34 CAGAGTTGTCTAGAATCACGCGGTCCGGATGTGTGCTGAGCCGAAT GAATCACGCGGTCCGGATGTGTGCTGAGCCGAAT GAAAGTTGCCTAATTA

TR46 CAGAGTTGICTAGAATCACGCGGTCCGGATGTGTGCTGAGCCGAATGAAAGTTG TCTAGAATCACGCGGTCCGGATGTGTGCTGAGCCGAATGAAAGTTG CCTAATTA

TR46 CAGAGTTGTCTAGAATCACGCGGTCCGGATGTGTGCTGAGCCGAATGAA AGTTGTCTAGAATCACGCGGTCCGGATGTGTGCTGAGCCGAATGAA AGTTGCCTAATTA

TR53 CAGAGTIGTCTAGAATCACGCGGTCCGGATGTGTGCTGAGCCGAATGAAAGTTGCCTAA TGTCTAGAATCACGCGGTCCGGATGTGTGCTGAGCCGAATGAAAGTTGCCTAATTA

WT: Wild-type; TR: Tandem repeat; Kirmizi ile yazilanlar tekrar bdlimleri.
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V.C.b. ilacin Hiicre igi Konsantrasyonunun Azalmasi

ilacin hiicre igi konsantrasyonunun azalmasi dirence neden olan bir
diger mekanizma olup, disa atim pompasinin (efflux pump) asiri ekspresyonu
veya ilacin hucre igine azalmis penetrasyonu ile iligkilidir. Candida
izolatlarinda azol direncinden sorumlu en Onemli mekanizma, diga atim
pompasi genlerinin (ATP binding cassette [ABC] genleri ve major facilitator
superfamily [MFS] genleri) asiri ekspresyonudur. A. fumigatus suslarinda da
disa atim pompasi genleri bol miktarda bulunur. Ancak, asiri ekspresyonuna
bagli azol direng mekanizmasi klinik izolatlarda nadiren tarif edilmistir ve digsa
atim pompasinin agiri ekspresyonunun direngte aktif rol oynadigi suphelidir
(50,64-67).

Hlcre icine penetrasyonunun azalmasi, ilacin hlcre igi
konsantrasyonunun azalmasinin bir diger nedenidir. Cok 6nemli olmayan bir
mekanizma olarak dusunulse de bir yayinda Ozellikle Uzerinde durulmaktadir
(68). Disa atim pompasi veya azalmis penetrasyon ile iligkili gelisen direng
daha cok laboratuvar suslarinda olusturulmakta, klinik suslar arasinda yaygin
olmadig1 dusunulmektedir.

V.C.c. Transkripsiyon Faktorlerindeki Modifikasyonlar

Transkripsiyon faktorlerindeki modifikasyonlar antifungal dirence yol
acabilecek bir baska mekanizmadir. C. albicans’da, dort transkripsiyon
faktorindeki (Tacl, Mrrl, Capl ve Upc2) modifikasyonlar ile artmis
antifungal direng arasindaki iliski goOsterilmigtir. Bunlardan Tacl, Mrrl ve
Capl'deki degisiklik digsa atim pompasini arttirarak etkili olurken, Upc2’'deki
degisiklik ergll (cyp51 geninin Candida turlerindeki kargilidi) geninin asiri
ekspresyonuna yol acarak direnci olusturur (69-74). Benzer direng
mekanizmasinin A. fumigatus suslarinda olup olmadigi kesin olarak

bilinmemektedir.
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VI. Azol Direncinin In-Vitro Saptanmasi

Aspergillus turlerinde azol direncinin in-vitro belirlenmesinde “Clinical
Laboratory Standards Institude” (CLSI) ve “European Committee for
Antibiotic  Susceptibility Testing” (EUCAST) tarafindan olusturulmus
mikrodilisyon yontemleri kullanilir (75,76). CLSI yonteminde Aspergillus
turleri icin antifungal ilaglarin duyarlilik sinirlari (break-point) hentiz kesinlik
kazanmamis ve epidemiyolojik cut-off dederleri belirlenmistir. Mikrodiliisyon
yontemi ile saptanan MiK'lerin epidemiyolojik dagihimina bakilarak,
cogunlugu (wild-type suslar) kapsayan en yuksek deger “epidemiyolojik cut-
off” olarak kabul edilir. “Epidemiyolojik cut-off’ lizerinde MIK degderine sahip
olanlar (non-wild-type suslar) ise direngli olarak kabul edilir (77,78). EUCAST
yonteminde ise Aspergillus turleri igin antifungal ilaglarin duyarlihk sinirlar
belirlenmis olup, yakin zamanda yayinlanmigtir (79). Tablo-5’de A. fumigatus
icin Uc triazolin CLSI ybntemine gbére epidemiyolojik cut-off; EUCAST

yontemine gore ise duyarlilik sinir degerleri gorilmektedir.

Tablo-5: Aspergillus tirleri icin G¢ triazoliin epidemiyolojik cut-off ve duyarlilik

sinir degerleri.

Antifungal CLSI EUCAST

MiK (ug/ml) | WT NWT Duyarli | Orta duyarh | Direncli
trakonazol | <1 >1 <2 2 >2
Vorikonazol | =1 >1 <2 2 >2
Posakonazol | 0,5 >0,5 <0,5 0,5 >0,5

*MIK: Minimal inhibitér konsantrasyon; WT: Wild-type; NWT: Non-wild-type; CLSI: Clinical
Laboratory Standards Institude; EUCAST: European Committee for Antibiotic Susceptibility
Testing.

VII. Aspergillus fumigatus izolatlarinda Azol Direncinin Ortaya

Cikisi ve Epidemiyolojik Veriler

Azol direnci hakkindaki epidemiyolojik veriler amprik tedavi
seciminde, yuksek riskli hasta grubunda profilaktik kullanimda ve kanitlamis

tedavide onemlidir. Aspergillus tlrlerine bagh hastaliklarin tedavisinde azol
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bilesenlerinin kullanimi 1984 yilinda baslamis olup, ilk kullanilan oral ajan
itrakonazoldur (80,81). Daha sonra vorikonazol ve posakonazol kullanima
girmistir (32,33).

Azol direnci ilk kez 1997 yillinda, in-vitro itrakonazole direncli suslarla
gelisen U¢ aspergilloz olgusunun bildiriimesi ile gindeme gelmig ve in vitro
direncli olan suglar, in-vivo olarak deney hayvanlarinda da dogrulanmistir
(82-84). Bu bildirimlerden sonra konu Uzerine ilgi artmig olup, A. fumigatus
kaltar kolleksiyonlarindan yapilan c¢esitli epidemiyolojik ¢alismalarda,
doksanh yillarin sonlari ve 2000’li yillara ait izolatlarda direngli suslarla
kargilagiimistir (47,60,63,85-89). Hollanda'da yapilan bir ¢galismada, 1945-
1998 vyillari arasi klinik 6rneklerden elde edilen 170 A. fumigatus susunun
itrakonazol ve vorikonazol duyarliigina bakiimis ve itrakonazol MiK'i sadece
Uc susta yuksek (>64 pg/ml) olarak saptanmigtir. Suslarin higbirinde
vorikonazol direnci gozlenmemistir (90). Aynen Hollanda’da oldugu gibi,
ingiltere’de yapilan farki calismalarda da 1999 yili dncesinde, klinik
orneklerden elde edilen A. fumigatus suslarinda azol direnci gdzlenmemigtir.
Buna karsi, 1999-2006 yillari arasinda direng oraninin %3-7 seviyelerine
ciktigl, keskin artisin 2007 yilinda oldugu ve bu artisin 2008 ve 2009
yillarinda da devam ettigi saptanmistir. ilk kez MAR gorillmesi ise 2004
yilinda gerceklesmistir (56,60). Sekil-5'de, ingiltere’deki azol direncinin yillara

gOre artisi gorilmektedir.
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A. fumigatus’da azol direng sikhgi, genis kapsamh guncel
calismalarda ingiltere’de %5, Hollanda’da ise %6-12,8 olarak bulunmustur
(56,91). Ancak ingiltere ve Hollanda’da tespit edilen azol direncinde, direng
mekanizmasi ve hasta profilleri agisindan fark vardir. Tablo-6’da bu fark
Ozetlenmigtir.  Hollanda’da yapilan c¢alismalarda direngli  suslarin
cogunlugunda (yaklasik>%90) TR34/L98H mutasyonu saptanmis, suglarin
tek bir klondan kaynaklanmadigi ve c¢evreden gelen azol direncli izolatlarin
hastaliklara yol ac¢tigi bulunmustur. Tarimda 25'ten fazla azol grubu ilag
kullanildigi ve bunlardan medikal triazollere molekuler yapisi ¢ok benzeyen
propikonazol, bromukonazol, tebukonazol, epoksikonazol ve
difenoksikonazole karsi TR34/L98H mutasyonu ile direng gelistiren A.
fumigatus suslari oldugu bildirilmistir (38,92). ingiltere’de ise daha 6nce azol
tedavisi almis hastalarda, nokta mutasyonlarla gelisen direng olusumu daha

siktir.

Tablo-6: Hollanda ve ingiltere’de gériilen azol direncinin karsilastiriimasi.

Nijmegen/Hollanda Manchester/ingiltere
e Olgular gogunlukla iA e Kronik aspergilloz
v IPA, serbral IA gibi e Aspergilloma
e ABPA

e Hastalarin gogu daha 6nce azol Oncesinde azol kullanan

kullanmamis hastalar
e Esas direng mekanizmasi e Daha ¢ok nokta mutasyonlari
v' TR34/L98H v’ G448S
v’ M220....vs

IA: Invazif aspergilloz; IPA: Invazif pulmoner aspergilloz; ABPA: Alerjik bronkopulmoner
aspergilloz

Bu sorunun sadece Hollanda ve ingiltere’'ye ait olmadigi cesitli
Avrupa (lkelerini (Avusturya, Belcika, Danimarka, Fransa, italya, Hollanda,
isveg, lsvicre, ingiltere) kapsayan genis kapsamli bir c¢alisma ile
gosterilmigtir. Global bir galisma olan ve 20 tlkeden 23 merkezin katilimi ile
gerceklesen “SCARE NETWORK” cgalismasinda 3249 A. fumigatus susu
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taranmis ve 40 susta itrakonazol direnci saptanmistir. Bunlardan 22
tanesinde direng mekanizmasi TR34/L98H olarak bulunmustur. Bu ¢galismaya
Hacettepe Universitesinden 27 Klinik izolat gonderilmis, ancak higbirinde
diren¢ saptanmamisgtir (93).

Avrupa diginda A. fumigatus suslarinde TR34/L98H mutasyonu, ilk
kez ARTEMIS cgalismasinda Cin'den gelen izolatlarda gériilmistiir. Bu
calismada mutasyonun genetik olarak ortak bir atadan kaynaklandigi ve
sonrasinda Ulkeler arasi go¢ ettigi dusunulmustir (94). Daha sonra bu
dirence Hindistan ve iran’da da rastlanilimistir (92,95,96).

Cevre kaynakl oldugu bilinen TR34/L98H mutasyonundan bagka
ikinci bir gevre kaynakli oldugu tahmin edilen TR46/Y121F/T289A mutasyonu
daha yakin zamanda Hollanda’da tanimlanmigtir. Esas olarak vorikonazoli
hedef alan bu direng de hizli bir yayilim egilimi gostermis ve 2009°’da %5,3
iken, 2010’'da %8,3'e ulasmigtir. (61,97) Sekil-6'da c¢evre kaynakh azol
direnci igin buglne kadar belirlenmis odaklar gértulmektedir. Goéruldugu gibi
bu mutasyonlara, bircok Avrupa Ulkesinde ve Avrupa disinda iran, Hindistan

ve Cin'de rastlaniimistir.

P Ikeler
TR34/L98H klinik |;o|at " Hollanda (2007
TR34/L98H ¢evre izolati ispanya (2008)
TR46/Y121F/T289A Ingiltere (2009)

Danimarka (2010)
Cin (2011)
Belgika (2011)
Fransa (2012)
Hindistan (2012)
Almanya (2012)
Iran (2013)
Avusturya (2013)

italya (2013)

klinik izolat
TR46/Y121F/T289A
cevre izolati

CARCTIOTMOUO®R

Sekil-6: Cevre kaynakl azol direncinin dunyadaki dagilimi.
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Tuarkiye de bir tarim ulkesidir ve tarim ekonomimizde onemli bir yer
tutar. Bursa, Marmara Bolgesinde yer alan, birgok tGranun alinabildigi verimli
topraklara sahip bir sehirdir. Tarim ve koy isleri bakanhginin 2004, 2006,
2007 vyillarindaki tuketim istatistiklerine bakildiginda azol grubu zirai
fungisitler arasinda tebukonazolin tlkemizde ve bdlgemizde en ¢ok tuketilen
ajan oldugu gorulmektedir. Bugday ve diger tahillar, domates, turuncgiller,
UzOm, kayisi ve armut en sik kullanildigi tarim GrGnleridir (98). Ulkemizde ve
bdlgemizde A. fumigatus turlerinde direng ile ilgili genis kapsamli bir veri
yoktur. Merkezimizde 2007 yillinda Aspergillus tdrlerinin in vitro antifungal
duyarhihigina bakilan bir tez yapiimistir (99). Calisilan 136 A. fumigatus susu
arasinda yiiksek itrakonazol MIK degeri olanlar dikkati g¢ekmistir. Bu
calismada ise cgesitli klinik orneklerden izole edilen A. fumigatus suslari
arasinda azol diren¢ oraninin ve direng mekanizmasinin belirlenmesi ve
ulkemiz igin azol direnci ile ilgili ilk epidemiyolojik verilerin elde edilmesi

hedeflenmisgtir.
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GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu'ndan 04.12.2012 tarih ve 2012-25/19 sayili kararla alinan izin ve
Uludag Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Biriminden saglanan destek
(KUAP 2013/4) ile yapild1.

I. Galigma Suslar

Bu calismada, Uludag Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma
Merkezi (SUAM) Mikrobiyoloji Laboratuvarina 1999-2012 tarihleri arasinda
gonderilen hasta 6rneklerinden izole edilen ve -80°C’da saklanmis olan «A.
fumigatus kompleks» suslari, azol direnci agisindan taranmak Uzere
kullanildi. Suslar, en az iki kez Saboraud’s dextrose agara (SDA; HiMedia
Laboratories, Mumbai/Hindistan) pasajlanarak canlandirildi. Canlandirilan ve
safligindan emin olunan tum suslarin yiksek sicaklikta Greme yetenegine
(termotolerans testi: 50°C’da 48 saat inkiibasyon) bakildi. Béylece Fumigati

kompleksi icindeki A. fumigatus suslarinin ayrilmasi saglandi (56).

ll. Azol Direncinin Belirlenmesi icin Tarama Testi

Canlandirilan ve A. fumigatus olarak degerlendirilen suslar 4 mg/L
itrakonazol (Janssen Pharmaceutica, N.V./Belcika) iceren SDA besiyerinde
35°C’da 48 saat inkiibe edildi ve bu ortamda Ureyen suslar azol direngli kabul
edilerek ileri incelemeye alindi (97,100). Prof Dr Paul E. Verweijden
(Radboud University Nijmegen Medical Center) temin ettigimiz itrakonazole
duyarli (VO 89-25) ve itrakonazole direncli (VO 89-27) birer sus da her

taramada kontrol amaciyla kullanildi.
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lll. In Vitro Antifungal Duyarlilik Testleri

Tarama testi ile azol direnci saptanan suslarin itrakonazol,
vorikonazol (Pfizer Inc, NY/ABD), amfoterisin B (Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Taufkirchen/Almanya) ve Ulkemiz ve bolgemizde sik kullanilan zirai
bir azol fungisit olan tebukonazol (Bayer Pharma AG, Leverkusen/Almanya)
duyarhliklarina CLSI M38-A mikrodilisyon standardi ile bakildi (75).
Antifungallerin ham maddeleri ilgili firmalardan temin edildi. Stok solusyonlari
(1600 pg/ml) CLSI M38-A dokumanina gore dimetilsulfoksid (DMSO;
Merck&Co Inc, NJ/ABD) ile hazirlandi ve steril tuplere konularak
mikrodilisyon plaklarina dagitilana kadar -80°C’da bekletildi. Calisma
zamani RPMI 1640 (L-glutamin ve sodyum bikarbonatsiz; Sigma-Aldrich
Chemie GmbH) besiyeri ile sulandirimlari yapilarak, son konstantrasyonu
0,064-32 pug/ml olacak sekilde 0,1 ml mikrodilisyon plaklarina dagitildi.

Tarama testi ile azol direnci saptanan suslar egri patates dekstroz
agarda (PDA; Oxoid Ltd, Hampshire/ingiltere) 35°C’da yedi giin inkiibe edildi.
Daha sonra PDA’daki kolonilerin tzerine yaklasik 1 ml steril serum fizyolojik
ve bir damla tween 20 (Merck&Co Inc) eklendi ve bir pastor pipetiyle yavasca
karigtinilarak bir sispansiyon hazirlandi. Olugan bu suspansiyon steril bir
tipe alindi. Agir partikillerin ¢cokmesi icin 3-5 dk beklendikten sonra Ustteki
homojen kisim baska bir steril tipe aktarilarak 15 sn vortekslendi. Sonra bu
karisimin absorbansi 530 nm'de 0,09-0,11 (yaklasik 0,4-5X10° CFU/ml)
olacak sekilde spektrofotometrik (BD PhoenixSpec; Becton-Dickinson and
Company Sparks, MD/ABD) olarak ayarlandi. RPMI 1640 besiyeri ile 1/50
sulandirildiktan sonra iki kat konsantrasyonda antifungal igceren
mikrodilisyon kuyucuklarina 0,1 ml dagitildi. Suglarin eklenmesi ile antifungal
ila¢ dilisyonlarinin son konsantrasyonu 0,032-16 pg/ml oldu. Mikroplaklar
sarsmadan etlve Kkaldirilarak 35°C’da 48 saat inkibe edildi. Kontrol
kuyucuguna gore uremenin %100 inhibe oldugu kuyucuktaki konsantrasyon,
amfoterisin B, itrakonazol, vorikonazol ve tebukonazol igin MiK degeri olarak
belirlendi (75). itrakonazol ve vorikonazol MiK>1 ug/ml olanlar NWT olarak
degerlendirilerek direncli kabul edildi (77,78). Tebukonazol i¢cin epidemiyolojik
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cut-off ve sinir degerleri bilinmediginden, yapilan galismalara gére, MiK>2
pg/ml olan suglar direngli olarak kabul edildi (38). Kalite kontrol amaciyla
CLSI M38-A tarafindan onerilen C. parapsilosis ATCC 22019 ve C. krusei
ATCC 6258 suslari her calismada kullanildi.

IV. Azol Direng Mekanizmasinin Belirlenmesi

A. fumigatus suslarinda azol direncinden en fazla sorumlu olan
cyp51A genindeki mutasyonlari saptamak amaciyla dizi analizi yapildi.

IV.A. Direncli Suglardan DNA Ekstraksiyonu

SDA besiyerinde 37°C’'da 48 saat inkibe edilerek dretilen direncli
suslardan, bir 6ze dolusu alarak 15 ml GYEP besiyerine (%2 glikoz, %0,3
yeast extract, %1 pepton) aktarildi. Bu sivi besiyerinde 37°C'da 48 saat
tutuldu ve yuzeyde olugsan kuf migelleri 0,5 mm c¢apli zirkonyum oksit
boncuklarla manyetik karistiricida (Bullet Blender Storm; Next Advance Inc,
NY/ABD) 2 dk muamele edilerek parcalandi ve homojenize edildi (7,47). DNA
ekstraksiyonu spin kolon prensibiyle calisan ticari bir kitle (Gene Matrix
Plant&Fungi; EURx Ltd, Gdansk/Polonya) kitin g¢alisma presibine uygun
olarak yapildi. Fiziksel olarak pargalanan suslarin Gzerine kitin icinde bulunan
eritici tampon (lysis buffer) eklenerek hicre duvari hasara ugratildi. Daha
sonra proteinaz K ile DNA’y1 saran protein yapilari sindirildi. Optimize
tampon solusyonlari ve etanolli ortamda yapilan santrifij igslemi ile DNA'nin
spin kolona tutunmasi saglandi ve istenmeyen UrlUnler toplama kaplarina
suiziilerek uzaklastirildi. iki ylkama asamasiyla kalan diger (Grinler
uzaklastirilirken, elisyon basamagiyla kolon filtresindeki DNA elde edildi.
Elde edilen DNA'nin kalitesi spektrofotometrik (Maestrogen Inc, Las Vegas
NV/ABD) olarak kontrol edildi ve galisilincaya kadar -20°C’da sakland..

IV.B. Promotor Bdlge ve Genin Cogaltiimasi

Azol antifungallerin hedef proteini olan lanosterol 14 alfa demetilazi
kodlayan cyp51A genindeki nokta mutasyonlari saptayabilmek igin direncli
suglarin bu gen bolgesi “polimerase chain reaction” (PCR) yodntemi ile
cogaltildi. Gen bdlgesi uzun (ekzon 1548, intron 71 “base-pair” [bp])
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oldugundan dizi analizinin daha rahat yapilabilmesi igin bollnerek u¢ gift
primer kullanildi. Ayrica ¢oklu direngcte onemli rol oynayan TRlerin
saptanmasi amaciyla promotor bdlge icin de ayri bir ¢ift primer secildi
(45,47,54). Gen ve promotor bolgesi ve kullanilan primerler Sekil-7 ve Tablo-

7’de gOsterilmigtir.

GAGAGACTTTGACACAGTCCGCGACAGAGGCCTCCCCCCTATAAGTCGAGTGCAGGACTG
GCTGATCAAACTATGCTCATGCACTGTCTTCTCCTACATAACAGAATACTGGGCAGCGGG
CTGGAGATACTATGGCTTTCATATGTTGCTCAGCGGCAGCATTCTGAAACACGTGCGTAG
CAAGGGAGAAGGAAAGAAGCACTCTGAATAATTTACACTGTTCTCCTCTAGAAAAAACTC
ATGAGTGAATAATCGCAGCACCACTCCAGAGTTGTCTAGAATCACGCGGTCCGGATGTGT
GCTGAGCCGAATGAAAGTTGCCTAATTACTAAGGTGTAGTTCCAGCATACCATACACCCT
AACTCATACTACGGTAGGTAGATCTACTTACCTATGAACCTATATTGGTAGGTAGGTGAA
TATAAAATACAGCATGGAACATGTTTTTCATTAGCTGGTCTCTCATTCGTCCTTGTCCTA
GGCCTTAAGGAATCCAGTATATGAAATAATCCCTCTTATCCATTTTCCTCTTATTCTTTT
TCATTTCCCTCATCACTGCAACTCTAATCCTCGGGCTCACCCTCCCTGTGTCTCCTCGAA
CTTACGGCCTACATGGCCGTTGCGGTGCTGACGGCAATCTTG
CTCAATGTTGTTTATCAATTATTCTTTCGGCTTTGGAACCGAACAGAACCGCCAATGGTC
TTTCATTGGGTCCCATATCTGGGTAGTACCATCAGTTACGGGATTGATCCCTACAAGTTC
TTCTTTGCGTGCAGAGAAAAGGCAAGTTTCAAGATTGTAGTTTGACATTCATTCCTGGGC
GCATTGCTGAGTATTGCTTTCTTAACTGGCAGTATGGCGATATCTTCACTTTTATACTGT
TGGGTCAAAAAACCACAGTCTACCTGGGCGTTCAGGGAAACGAGTTTATTCTCAACGGCA
AGCTCAAGGATGTCAATGCGGAAGAGGTCTATAGTCCATTGACGACCCCCGTTTTCGGAT
CGGACGTGGTGTATGATTGTCCCAATTCCAAGCTGATGGAGCAGAAAAAGTTCATCAAGT
ACGGCTTGACTCAGTCTGCGTTAGAGTCTCATGTGCCACTTATTGAGAAGGAGGTTTTGG
ACTATCTGCGCGATTCACCGAACTTTCAAGGCTCGTCCGGCCGGGTGGACATCTCTGCGG
CAATGGCTGAGATTACCATTTTTACCGCTGCTCGAGCCCTCCAAGGCCAGGAAGTTCGTT
CCAAACTCACGGCTGAGTTCGCTGACCTCTATCATGACCTGGACAAGGGCTTTACTCCCA
TCAATTTTATGCTACCGTGGGCCCCATTGCCGCATAACAAGAAGCGAGATGCTGCTCATG
CGCGCATGAGGTCAATCTACGTTGACATCATCACTCAGCGCCGTCTTGACGGTGAGAAGG
ACTCTCAGAAATCAGACATGATATGGAACCTGATGAACTGCACATACAAAAACGGCCAGC
AAGTGCCTGATAAAGAGATTGCGCACATGATGATAACCCTGTTGATGGCTGGTCAGCATT
CGTCTTCGTCCATCAGCGCCTGGATTATGCTGAGACTGGCCTCACAGCCAAAAGTCCTCG
AAGAGCTGTATCAGGAACAGCTGGCCAATCTTGGCCCCGCCGGGCCAGACGGCAGTCTTC
CAAGGATCTTGACAAACTTCCCTTCCATCAACATGTTATTCGTGAAA
CCTTGCGGATTCACTCCTCTATTCACTCTATCATGCGCAAGGTGAAAAGCCCCTTGCCCG
TTCCCGGGACCCCTTACATGATTCCTCCCGGTCGCGTGCTCCTTGCTTCACCTGGAGTGA
CAGCCCTCAGCGACGAACACTTCCCCAATGCTGGGTGCTGGGATCCCCATCGCTGGGAGA
ACCAGGCTACTAAGGAGCAGGAGAACGACAAGGTTGTCGACTACGGTTACGGCGCCGTCT
CCAAGGGCACGTCAAGTCCCTATCTTCCGTTTGGTGCTGGCCGACACCGCTGCATCGGCG
AGAAATTCGCTTATGTCAACCTTGGTGTGATTCTGGCGACCATTGTGCGCCACCTGCGAC
TTTTCAACGTGGATGGAAAGAAAGGAGTCCCTGAAACTGACTATTCATCCCTCTTTTCGG
GCCCCATGAAGCCAAGCATCATCGGCTGGGAGAAGCGGTCGAAAAACACATCCAAGTGAG
ACTGTTGTAACCATCGAGGACTTCAAAGGATTTGGTGTGATCGGAATAGGTGTATTATAC

Sekil-7:  cyp51A geni ve promotor bdolgesi (Accession number:
AFUA_4G06890). Gri olarak yazilan nukleotitler promotor bdlgeye, kirmizi
olarak yazilan nukleotitler gene ait olup, gen igindeki gri bdlge introndur. Gri
olarak taranmis primerler promotor bolgeyi, yesil olarak taranmis olan
primerler birinci bolgeyi (1093bp), mavi olarak taranmig primerler ikinci
bdlgeyi (720bp), sari olarak taranmis primerler ise tUguncu bolgeyi (553bp)
¢ogaltmak icin kullanilimistir.

21



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=search&db=nucleotide&doptcmdl=genbank&term=AF338659%5baccn%5d

Tablo-7: Promotor ve gen bolgesini ¢gogaltmak icin kullanilan primer ciftleri ve
baglanma (annealing) sicakliklari.

Baglanma (annealing) Primerler®

sicakhgi
Promotor bélge | 53°C Fp -5-GGAGATACTATGGCTTTCAT-3’

Rp | -5-GTATGCTGGAACTACACCT-3

cyp51A 57°C F1 | -5-ATGGTGCCGATGCTATGG-3’
1.bolge R1 | -5-TACTGGAGCGGAGGAAGA-3’
cyp51A 53°C F2 | -5"-GATAAAGAGATTGCGCACAT-3’
2.holge R2 | -5"-ACAGTCTCACTTGGATGTG-3"
cyp51A 50°C F3 | -5"-CTGCGTTAGAGTCTCATGT-3
3.bélge R3 | -5"-TGGCCAGCTGTTCCTGAT-3

F: Forward primer; R: Reverse primer

IV.B.a. PCR Protokoli

Her bir sus icin PCR karnigimi; 5 pl GoTaqg Flexi buffer (Promega
Corporation, Madison WI/ABD), 1,9 ul MgCl, (25 mM) (Promega
Corporation), 1,25 ul deoksintkleozit trifosfat (10 mM) (ANTP; Thermo Fisher
Scientific Inc, Pittsburgh PA/ABD), 1,25er mikrolitre forward ve reverse
primerler (Integrated DNA Technologies Inc, Coralville lowa/USA), 0,25 pl
GoTaq DNA polymerase (5 u/pl) (Promega Corporation) ve 3 pul ektrakte
DNA ile hazirlandi ve toplam hacim distile su ile 25 pl'ye tamamlandi.
Amplifikasyon termal dongu cihazinda (Esco Technologies Inc, Hatboro
PA/ABD) yapildi. Cihaz, ilk denatiirasyon icin 95°C‘da bes dakikaya; daha
sonra 40 siklus boyunca 94°C‘da 30 saniyeye, Tablo-7’de belirtilen baglanma
sicakliklarinda 45 saniyeye ve 72°C’da iki dakikaya; son uzama igin ise
72°C’da yedi dakikaya ayarlandi (101).

IV.B.b. PCR Urlinlerinin Goriintiilenmesi

Cogaltilmis gen bolgesi drunleri, ethidyum-bromid iceren %?2’lik
agaroz (Lonza-Rockland Inc, Rockland ME/ABD) jel elektroforez ile (Bio-Rad
Laboratories Inc, Berkeley California/ABD) 120 V'da 30 dakika yurttulerek,
molekuler ladder (Biobasic Inc, Markham/Kanada) yardimi ile degerlendirildi
(45). Promotor bdlgenin degerlendiriimesinde ise iki yontem kullanildi. Hem

ethidyum-bromid iceren %2’lik agaroz jel elektroforezle incelendi; hem de
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heterodubleks analizi (HDA) ile 600 V'da 16 saat yuratildukten ve gumuas
boyamadan sonra degerlendirildi (102,103).

IV.C. Promotor Bdlge ve Genin Dizi Analizi

DNA dizi analizi icin Sangerman yontemi presibi ile ¢alisan ticari
kapiller kanalli otomatik dizi analiz kiti (Dye Terminator Cycle Sequencing
[DTCS] Quick Start Kiti; Beckman-Coulter Inc, Brea CA/ABD) kullanildi (104).
Dizi analizi 6ncesi PCR Urlnlerinin saflastiriimasi yapildi.

IV.C.a. PCR Uriinlerinin Saflastiriimasi

Kolon bazli bir saflastirma sistemi olan Omega E.Z.N.A.® Cycle Pure
Kiti (CP: Omega Bio-Tek, Norcross GA/ABD) kullanilarak PCR urunlerinin
primerlerden, enzimlerden, tuzlardan ve DNA’nin safligini bozan diger
drinlerden ayrilmasi saglandi (105). Bu amagla CP tampon sollisyonuyla
karigtirlan PCR Grand spin kolondan gegirilerek DNA’nin filtreye tutunmasi
ve yilkama basamaklari ile fenol ve kloroform gibi toksik organik maddelerden
ayristirlmasi saglandi. Son basamak olan eliisyon basamagi ile saflastiriimis
DNA elde edildi. Elde edilen saf DNA tekrar ethidyum-bromid iceren %2’lik
agaroz jel elektroforezde 120 V'da 30 dakika ydrutulerek bantlarin kalitesi
kontrol edildi ve dizi reaksiyonuna alincaya kadar -20°C'da muhafaza edildi.

IV.C.b. Dizi Reaksiyonu

DNA dizi analizi icin Tablo-8'de belirtilen karisim, soguk blok
tzerinde 0,2 ml'lik PCR tuplerinde hazirlandi. Sekans reaksiyonu 96°C’da (¢
dakika ve takiben 30 siklus boyunca 96°C’da 20 saniye, 50°C’da 20 saniye
ve 60°C'da dort dakika olacak sekilde Esco termal dongu cihazinda

gerceklestirildi.

Tablo-8: Dizi reaksiyonu karigimi.

Reaktifler Miktar
DTCS Quick Start Master Mix (Beckman-Coulter) 8 ul
Saflastirilmig PCR Urlni 2 pl
dH-0O 9 ul
Tek yonlu (F veya R)? Primer (10pmol/ul) 0,5 ul

%F: Forward; R: Reverse.
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IV.C.c. Alkol Coktirme

Dizi reaksiyonu tamamlanan her bir Grin Uzerine, reaksiyonu
sonlandirmak amaciyla 2 pl sodyum asetat, 2 pl sodyum etilendiamin
tetraasetik asit (EDTA), 1 ul glikojen eklendi ve 60 pl %95’lik soguk etanol ile
karigtinlarak +4°C’da 14.000xg'de 15 dakika santriflj edildi. Cokeltiye
dokunmadan supernatant uzaklastirildi. Daha sonra ¢okelti 200 pl %70'lik
soguk etanolle iki kez (14.000xg'de bes dakika) daha yikandi. Cokelti, 37°C
etlve konularak kurumaya birakildi ve alkolin tamamen uzaklasmasi
saglandi.

IV.C.d. Uriiniin Dizi Analiz Cihazina Yiiklenmesi ve Yorumu

Kuruyan pellet tGzerine 40 pl kitin icinden ¢ikan yukleme sollisyonu
eklendi ve 96 kuyucuklu plaklara aktarimi yapildi. Her bir kuyucuk mineral
yag ile kapatildiktan sonra plak, DNA dizi analizi cihazina (Beckman Coulter
CEQS8000XL) yerlestirildi ve cihazin bagl bulundugu bilgisayar aracilig ile
sonuclar pikler seklinde géruntilendi (Sekil-8).

T Anahzed Data pRER Arekzed Deta

Sekil-8: DNA dizi analiz cihazindan alinan bir géruntu.

Ayrica, belirlenen dizilerdeki mutasyonlar saptamak igin web tabanl
bir program ile (Bioedit Sequence alignment editor) “ClustalW Analiz” yapildi
(106).
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BULGULAR

I. Azol Direngli Suglarin Belirlenmesi ve Epidemiyolojik Veriler

Bu calismada, 1999-2012 yillari arasinda gesitli klinik drneklerden
izole edilen, morfolojik olarak ve sicakliga dayaniklilik testi ile A. fumigatus
olarak degerlendirilen 746 sus, azol direnci agisindan tarandi. Taranan
suslardan 76 tanesi (%10,2) 4 mg/L itrakonazol iceren besiyerinde Ureyerek
itrakonazol direncli olarak kabul edildi. Tablo-9'da itrakonazol direnci
agisindan taranan ve direncgli bulunan suslarin 6érneklere gére dagilimi
gorulmekte olup, direngli sus ¢ikmasi agisindan oérnekler arasinda anlamh bir
fark bulunmadi (ki-kare testi; p>0,05).

Tablo-9: itrakonazol direnci agisindan taranan suslarin 6érneklere gére

dagilimi.

Ornek grubu Taranan sus sayisi | Direngli sus sayisi (%)
Solunum yolu 6rnekeleri® | 664 66 (9,9)

Biyopsi drnekleri® 28 5(17,9)

Aseptik kosullarda alinan | 27 3(11,1)

ornekler®

Diger 6rnekler® 27 2 (7,4)

TOPLAM 746 76 (10,2)

®Balgam, TAS ve bronkoskopi ile alinan &rnekler; ®Burun, damak ve akciger biyopsi
ornekleri; “Apse ve steril viicut sivilarindan alinan érnekler; ‘Burun, kulak, konjuktiva, yara,
dren surintl érnekleri.

itrakonazol direnci acisindan taranan 746 sus 419 hastaya ait olup,
direng oranlarinin yillara goére dagilimi Tablo-10’da gérulmektedir. Goraldugu
gibi 1999 ve 2005 yillarinda direngli susa rastlanmadi. Sadece iki susun
incelendigi 2001 yili hari¢ tutuldugunda, en fazla direngli sus 2007 yilinda
saptandi ve 2004, 2005, 2008, 2010, 2011 ve 2012 yillarindaki direng
oranlarina gore anlamli olarak yuksek bulundu (ki-kare testi; p<0,05).
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Laboratuvar kayitlarindan yaptigimiz incelemede, 2001 yilinda sadece iki

hastanin 6rnedinde A. fumigatus’un Uredigi gorildu ve bu iki hastanin bir

tanesinde direncli sus saptaninca %50 gibi ¢ok ylksek bir diren¢ orani elde

edildi. Bu yildaki Aspergillus Gremelerinin gcogu diger turlere aitti.

Tablo-10: Azol direncinin yillara gore dagilimi.

Yillar Calisilan sus Direngli Sus Calisilan hasta | Diren¢ saptanan hasta
sayisl sayisi (%) sayisl sayisi (%)
1999 9 Yok 5 Yok
2000 9 1(11,1) 5 1(20)
2001 2 1 (50) 2 1 (50)
2002 22 5(22,7) 11 4 (36,4)
2003 52 11 (21,1) 29 9 (31)
2004 62 2 (3,2 37 2(54)
2005 60 Yok 30 Yok
2006 94 17 (18,1) 44 12 (27,3)
2007 61 15 (24,6) 30 10 (33,3)
2008 74 34 41 2(4)9
2009 77 10 (13) 50 10 (20)
2010 71 5() 39 5(12,8)
2011 83 5 (6) 48 5(10,4)
2012 70 1(1,4) 48 1(2,1)
Toplam | 746 76 (10,2) 419 62 (14,8)

Direngli sus ve direncli hastalarin yillar igindeki yizde dagilimi Sekil-

9'da gorulmektedir. Sekilde de goéruldugu gibi 2001 yilindan sonra hasta

orneklerinden izole edilen sus sayilari giderek artmistir. Direngli suslarin

gorulmesi ise yillar iginde dalgalanma gostermis ve 2001, 2007 ve 2009

yillarinda pikler olugturmustur.

100
20 | == Hasta sayisi A
) \/.’.\/ N\

| A
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Sekil-9: Direngli sus ve direngli hastalarin yillara goére yuzde dagilimi.
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Calisilan ve direng saptanan suslarin kliniklere gore dagilimi Tablo-
11'de gorulmektedir. Tabloda da goéruldigu gibi en fazla direng, Nefroloji
Klinigi'nde tespit edildi; bunu Enfeksiyon ve Cocuk Sagligi ve Hastaliklari
Klinikleri izledi. Cocuk Saglhgi ve Hastaliklar’rndan gelen 22 hastaya ait 35
ornegin 21 tanesinin, cocuk hematoloji-onkoloji hastalarindan izole edildigi ve
direng tespit edilen dort hastanin ikisinin yine cocuk hemotoloji-onkoloji
hastasi oldugu goruldl. Direngli sus goértilme oranlari agisindan klinikler

arasinda anlamli bir fark bulunmadi (ki-kare testi; p>0,05).

Tablo-11: Caligilan ve direng saptanan suglarin kliniklere gore dagilimi.

Calisilan sus | Direngli sus Calisilan hasta | Direncgli hasta
Klinik sayisl sayisi (%) sayisl sayisi (%)
Gogus Hst 278 29 (10,4) 143 22 (15,4)
Hematoloji 211 16 (7,6) 109 13 (11,9)
Onkoloji 59 3(5,1) 36 3(8,3)
Nefroloji 46 11 (23,9) 23 8 (34,8)
CSH?* 35 5(14,3) 22 4(18,2)
Reanimasyon 24 2(8,3) 18 2(11,1)
Romotoloji 16 1(6,25) 9 1(11,1)
Enfeksiyon 11 3(27,3) 10 3 (30)
Digerleri 66 6 (9,1) 49 6 (12,2)
TOPLAM 746 76 (10,2) 419 62 (14,8)

4CSH: Cocuk Sagligi ve Hastaliklari

Azol direnci saptanan 62 hastanin 35 tanesinde (%56,4) birden fazla
izolat calisilmasina ragmen sadece iki tanesinde tim izolatlar direngli
bulundu. Bu hastalardan bir tanesi pulmoner emboli tanisi ile Gdégdus
Hastaliklari Klinigi'nde yatan bir hasta olup, balgamindan izole edilen G¢ susu
da itrakonazol ve vorikonazole direncliydi. Hematoloji Klinigi'nde takip edilen
akut myeloid l6semi (AML) tanili diger bir hastanin ise, iki trakeal aspirat
orneginden izole edilen iki susunda da direng goruldu. Birden fazla izolati
calisilan kalan 33 hastada ise, hem duyarli hem de direngli suglar beraber

vardi.
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Tarama testleri ile itrakonazol direngli saptanan 76 susun itrakonazol,
vorikonazol ve amfoterisin B duyarliliklari Tablo-12'de gorulmektedir. Tabloda
da goruldigi gibi tim suslarin MiK degerleri, hem itrakonazol hem de
vorikonazol icin epidemiyolojik cut-off degerlerinin ¢ok Uzerinde bulundu.
Amfoterisin B ise, tim suslara epidemiyolojik cut-off sinirlar iginde etkili

goralda.

Tablo-12: itrakonazol, vorikonazol ve amfoterisin B in-vitro duyarlilik

sonuglart.

MIK araligi (ug/ml) | MiKso (ug/ml) | MiKgo (ug/ml)
itrakonazol >16 >16 >16
Vorikonazol 2-8 8 8
Amfoterisin B 0,5-2 0,5 1

MIK: Minimal inhibitér konsantrasyon

II. Azol Direncine Yol Agan cyp51A Mutasyonlari

Bu cgalismada, azol diren¢g mekanizmasini belirlemek igin cyp51A

genindeki olasi mutasyonlar dizi analizi ile belirlendi. Direngte TR’ler
acisindan o6nemli olan promotor bolgenin agaroz jel elektroforez ve HDA
goruantuleri Sekil-10’da gorulmektedir. Gerek agaroz jelde gerekse HDA'da
suslar arasinda yurime farki saptandi. Direngli 76 susun 66 tanesinden elde
edilen promotor bodlge PCR urunu daha yavas yurudu ve daha agir oldugu
dugunuldu. Kalan 10 tanesi ise daha hizl yuruyerek ileri bir noktada bantlar

olusturdu (Sekil-10).

Sekil-10: cyp51A promotor bdlge PCR urinlerinin agaroz jel (a) ve HDA (b)
gorantuleri. Oklar daha hizh yurtyen bantlari vurgulamaktadir.
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Agaroz jel ve HDA'da yavas yuriyen 66 promotor bodlge PCR
artiniintin hepsinde 34 bp’lik tekrarlarin oldugu dizi sonrasi yapilan ClustalwW

analizi ile goruldu (Sekil-11).

CGGATGETGTGCT GAGCCGRATGAR AG-TTGCCTA
........................ T A CGE T GG A TG G TG TGAGCCGAR TGRS . v v v v e v -
........................ T oA CGE T GG AT T TG TGEGCCGRALETERAS t v v v v e v w -
........................ TG CGE T GG A TG TG TG TGEGCCGREETEAL . v v v v v v -
........................ TG CGE T GG A TG TG TG TGEGCCGREETEAL . v v v v v v -
........................ TG CGE T GG A TG TG TG TGEGCCGREETEAL . v v v v v v -
........................ T A CGE T GG A TG G TG TGAGCCGAR TGRS . v v v v e v -
........................ T A CGE T GG A TG G TG TGAGCCGAR TGRS . v v v v e v -
........................ T A CGE T GG A TG G TG TGAGCCGAR TGRS . v v v v e v -
........................ psisicisicieyysial clcrauy cuN e elaMN E Pl cTade] cFour i cF
........................ TG CGE T GG A TG TG TG TGEGCCGREETEAL . v v v v v v -
........................ TG CGE T GG A TG TG TG TGEGCCGREETEAL . v v v v v v -
........................ TG CGE T GG A TG TG TG TGEGCCGREETEAL . v v v v v v -
........................ T A CGE T GG A TG G TG TGAGCCGAR TGRS . v v v v e v -
........................ T A CGE T GG A TG G TG TGAGCCGAR TGRS . v v v v e v -
TCACGCGETCCEGEATG TG TGCTGREAGCCGRRE TGRS - @ v v v v v .

Sekil-11: Clustalw analizi sonucu gorilen tekrar bolgeleri (TR34). En Ust
sirada tekrarin olmadigi kontrol susu (VO89-25) bulunmaktadir.

Cyp51A geni uzun bir gen oldugundan basarili bir dizi analizi
yapabilmek icin gen bdlgesi ug¢ cift primer kullanilarak U¢ parga seklinde PCR
ile cogaltildi (Sekil-7). Cogaltilan Urlnlerin agaroz jelde yuruttilmesi ile Gg
kisim icin de uygun yerlerde (1093bp, 720bp, 553bp) bantlar elde edildi.
Birbirini kapsayacak sekilde c¢ogaltiimig bu PCR UrlUnlerinin dizileri, gen
bankasindan indirdigimiz AFUA_4G06890 nolu sus ve Dr Paul Verweij'den
temin ettigimiz direncli ve duyarli suslarin cyp51A gen bdlgeleri ile
kargilastirildi (ClustalW analiz). TR34 pozitif olan 66 susun hepsinin 364.
nikleotitinde nokta mutasyon (t364a) saptandi ve 98. kodonda I6sin yerine

histidin degisimi oldugu anlasildi (Sekil-12).
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Sekil-12: L98H mutasyonu. Mutasyonun oldugu yer siyah olarak
gOsterilmektedir.
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Bu sonucla, azol direngli suslarimizin %86,8’'inde (66/76) tarimda
kullanilan azol fungisitlerin neden oldugu TR34/L98H mutasyonu tespit edildi.
Direncgli suslarimizda esas mekanizmanin TR34/L98H olarak belirlenmesi
Uzerine, Ulkemiz ve bdlgemizde sik kullanilan azol bir zirai fungusit olan
tebukonazol duyarlihigina da bakildi. TR34/L98H mutasyonu olan 66 sugun
tebukonozol MiK degerleri biri hari¢c >16 pg/ml olarak bulundu. Bir susun MiK
degeri ise yine yuksek olup, 4ug/ml olarak saptandi.

TR34/L98H mutasyonu saptanmayan 10 susta azol direncinde
onemli oldugu bilinen G54, G138, M220, Y431 ve G448 nokta
mutasyonlarindan higbirine rastlanmadi. Hepsinde, azol direnciyle iligkili
kabul edilmeyen V172M, T248N ve E255D degisimleri vardi ve dort tanesi,
TR34/L98H mutasyonuna sahip suslardan farkli olarak tebukonazole duyarli
(MIK degerleri <0,032 pg/ml) bulundu. Bu suslar 10 farkli hastanin solunum
yollari o6rneklerinden izole edilmigti ve hastalarin sekiz tanesinde, direng

gostermeyen ve/veya TR34/L98H mutasyonu olan suslar da vardi.

30



TARTISMA ve SONUG

Bu ¢alismada A. fumigatus suslari arasinda azol direncinin yayginhgi
ve diren¢ mekanizmasi irdelenmistir. Bildigimiz kadariyla azol direng
mekanizmasi ile ilgili Ulkemizde yapilan ilk ¢calismadir. Son yillarda, basta
Avrupa Ulkeleri olmak (izere iran, Hindistan ve Cin’den MAR suslarinin hizla
arttiginin bildiriimesi, tlkemize ait bu konu ile ilgili epidemiyolojik verilerin
olmamasi ve daha Once bolumumuizde yapilan bir tez c¢alismasinda
itrakonazole direngli suslarin gbzlenmesi bizi bdyle bir galisma yapmaya
yonlendirmistir (56,93,94,96,99,100,107-109).

Calismamizda 1999-2012 yillari arasinda cgesitli klinik érneklerden
izole edilen A. fumigatus suslarinda azol direncine bakilmigtir.
Laboratuvarimizda, direkt mikroskobik incelemesi pozitif olan Orneklerdeki
uremelerle ayni hastaya ait birden fazla érnekteki veya birden fazla ekim
plagindaki Uremelerin kontaminasyon olmadigi kabul edilmekte ve
saklamaya alinmaktadir (110). Ancak c¢alisma suslarinin kesin olarak
enfeksiyon etkeni oldugunu soylemek de dogru olmayip, kolonize olan
suslarin da bulunabilecegi vurgulanmalidir. Bununla beraber bu galismanin
amaci enfeksiyon etkeni suslari belirlemek olmayip, klinik 6rneklerde
kolonize ya da etken olarak bulunan A. fumigatus suslarinda azol direng
oranini ve mekanizmasini belirlemektir.

A. fumigatus, Fumagati seksiyonunda yer alan bir tarddr. A.
fumigatus ile seksiyon igindeki diger turleri mikroskobik ve makroskobik
morfoloji ile ayirt etmek mimkidn degildir. Bu g¢alismada kesin ayrim igin
gerekli olan molekuler tanimlama yapiimamigstir. Ancak A. fumigatus isiya
dayanikli bir tirdir ve yiksek sicakliklarda (45-50°C) dreme Ozelligini
surdurdr. Seksiyon icinde yer alan ve nadiren hasta drneklerinden uretilen A.
lentulus ve A. udagawae suslari bu sicakliklarda tUreyemez. Dolayisiyla,
literatlrin de destekledigi gibi termotolerans testinin klinik izolatlar icinde A.

fumigatus’u ayirmada yeterli oldugu dastunutlmustur (56,108).
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A. fumigatus izolatlari arasinda MAR gériilmesi, iA'nin azoller ile
profilaksi ve tedavisinin ayarlanmasinda onemli sorunlar olusturabilir. Ancak,
MAR suslarinin yayginligi hakkinda bilgiler kisithdir. Bunun en 6nemli nedeni
aspergilloz olgularinda kualtariin duyarliiginin disuk olmasi ve ayrica kuf
mantarlari i¢in kullanilan in vitro-antifungal duyarlilik yontemlerinin zor olup,
ge¢ sonu¢ vermesidir (111). Dolayisyla rutin laboratuvarlar ¢ok sik duyarlilik
testleri yapmazlar ve bu da direncle ilgili epidemiyolojik verileri kisitlar. Bu
calismada itrakonazol direnci agisindan taradigimiz 746 A. fumigatus susu
arasinda %10,2 oraninda direng saptanmistir. itrakonazol direncli suslarin
hepsi vorikonazole de direnclidir. Bu olduk¢a yuksek bir orandir ve ¢ok
saylda susla (sus sayisi>100) yapilan ¢alismalardaki (Hollanda’da %6-14,8;
ingiltere’de %7-28) direng oranlarina benzerlik gosterir (56,60,100). ik azol
direncli olgular 1997 yilinda yayinlanmigtir ve doksanl yillarin sonundan
itibaren gorulmeye basladigi belirtilir (82,111). Bu calismada da ilk azol
direncli susa 2000 yilinda rastlaniimig, 2005 yili hari¢ diger batin yillarda
gorulmus ve en yuksek orana 2007 yillinda ulasiimigtir. Sekil-9'da goéruldagu
gibi, 1999°dan 2012’ye dogru laboratuvarimizda A. fumigatus izolasyonu
duzenli artis gostermesine ragmen, direngli sus saptanmasi dalgalanmalar
gOstermigtir. Degisik yillarda (2001, 2007 ve 2009) artis egdilimi olmakla
beraber 2009'dan sonra tekrar bir disus gortulmektedir. Genis kapsamli
epidemiyolojik ¢alismalar direncin yillar igindeki artis egiliminden bahseder ve
saptadigimiz bu dalgalanma celigkili gibi gorilmektedir (56,60,100). Ancak
calismamizda, direngli suslarin  %86,8’inde TR34/L98H mutasyonu
bulunmustur. Tarimda kullanilan azol fungisitlere bagh olarak olustugu kabul
edilen bu mutasyon, suslarin ¢gevre kaynakh oldugunu gdsterir ve Kkisiler
rastgele siklikta bu suslarla kolonize ya da enfekte olabilir (38,95).
TR34/L98H mutasyonuna sahip bdtin suslarimizin, Gida, Tarim ve
Hayvancilik Bakanligi Bursa il Midirligi'nden aldigimiz bilgilere gore
Ulkemizde sik kullanilan zirai bir azol fungisit olan tebukonazole direncli
bulunmasi, gevre kaynakl bulasi desteklemektedir (98).

Calismamizda direngli suslar, degisik kliniklerden gelen 6rneklerde

saptanmistir. En fazla direncli susa Nefroloji Klinigi'nden gelen érneklerde
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rastlaniimakla beraber, aradaki fark anlamli bulunmamistir. Hematolojik
maligniteli hastalarda goriilen iA ve daha ¢ok konjenital veya yapisal akciger
bozuklugu olan hastalarda gorilen aspergilloma veya kronik nekrotizan
aspergilloz gibi enfeksiyonlarda azol kullanimi 6zellikle yaygindir (12,14,15).
Proflaktik veya tedavi amacl uzun sure azol kullanmig kisilerde gelisen
direng, cevre kaynakl direncten farkhidir. Calismamizda c¢evre kaynakh
dirence sahip suslar ¢cogunlukta oldugundan, rastgele dagilm nedeniyle,
Klinikler arasinda anlamli fark cikmamistir.

Bu calismada TR34/L98H mutasyonu saptanmayan 10 susta,
onceden azol kullanimiyla iligkili olan G54, G138, M220, Y431 ve G448 gibi
nokta mutasyonlara da rastlanmamistir (7,24,51,53,57,58). A. fumigatus
izolatlarinda azol direncinden sorumlu en Onemli mekanizmanin cyp51A
genindeki mutasyonlar oldugu soOylense de, yakin zamanda yapilan bir
calismada, suslarin %43’de cyp51A mutasyonu disina bir mekanizmanin
direngten sorumlu oldugu bildirilmistir (60). Bu c¢alismada da suslarin
%13,2’sinde (10/76) farkli bir mekanizma ile (disa atim pompasi veya
traskripsiyon faktorleri ile ilgili direng) direng gelisimi olmus olabilir ve yeni
calismalarla bunun belirlenmesi gerekir.

Calismamizda azol direnci agisindan taradigimiz A. fumigatus suslari
basta solunum yollari olmak Uzere degisik orneklerden izole edilmigtir.
Solunum yollari 6rneklerinin fazla olmasi, A. fumigatus’un hava yolu ile
bulasan bir etken olmasi nedeniyle dogaldir (5,13,15,17). Bununla beraber,
dirence butin 6rneklerden izole edilen suglarda rastlaniimig ve en yuksek
oranda direng, biyopsi 6rneklerinden izole edilen suglarda bulunmustur. Her
ne kadar diren¢ oranlari 6rnekler arasinda anlamli olarak farkli bulunmasa
da, biyopsi 6rneklerinde direncin yuksek olmasinin klinik dnemi buyuktir ve
invazif enfeksiyonlarda direngli susla her zaman karsilasabilecegimiz akilda
tutulmalidir.

Bu calismada azol direncli suslara sahip 62 hastanin %56,4'Unde
birden fazla izolat galisiimis ve ¢ogunda direngli suglarla beraber duyarl
suslarin da oldugu saptanmigtir. Bu bulgu literatlir ile uyumlu olarak bir

33



hastanin hem direngli, hem de duyarli suslari ayni anda bulundurabilecegi
bilgisini destekler (91,111).

Sonug olarak, bu galisma ile klinik izolatlarimiz arasinda azol direncli
A. fumigatus suslarinin  bulundugu ve bu suslardaki esas direng
mekanizmasinin zirai fungisitlerle ¢gapraz reaksiyon sonucu olustugu bilenen
TR34/L98H mutasyonu oldugu gosterilmigtir. Bu g¢alisma TR34/L98H
mutasyonunun Ulkemizde gosterildigi ilk ¢alismadir ve her ne kadar artig
egilimi gostermese de 2000 yilindan sonra hemen hemen her vyil
gorulmustur. Bu nedenle profilaktik ve tedavi amagh azol birlesiklerinin
kullaniminda dikkatli olunmasi; etkeni Uretmek icin klinik ve laboratuvar
olarak iyi bir igbirligi ile caba gdsteriimesi ve gerekli durumlarda in vitro

duyarlilik testleri ile direncin aranmasi gerekir.
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