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Candida enfeksiyonu etkenleri icinde Candida albicans en sik izole edilen tirdir. Ancak, son yillarda
albicans-disi Candida tirlerinin izolasyon orani artmistir. Pek cok merkezde Candida glabrata siklikla izole
edilen albicans-disi Candida turleri arasindadir. Flukonazol duyarlihiginin azalmis olmasi ve diger azollere
karsi capraz diren¢ gostermesi nedeniyle C.glabrata enfeksiyonlarinin tedavisi zordur. Bu ¢alismanin amaci,
klinik C.glabrata izolatlarinin flukonazol ve vorikonazole in vitro duyarlilik profilinin sivi mikrodiliisyon ve
disk diftizyon yontemleriyle saptanmasi ve sonuglarin énceki ve yeni tiire 6zgii CLSI (Clinical and Laboratory
Standards Institute) direnc sinir degerlerine gore degerlendirilmesidir. Calismaya, klinik 6rneklerden izole
edilen 70 C.glabrata susu alinmis ve izolatlarin tir diizeyinde tanimlanmasi, misir unlu Tween 80 agardaki
morfolojik goriinim ve ID32C (BioMérieux, Fransa) kullanilarak elde edilen asimilasyon profillerine gére
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yapilmustir. Sivi mikrodiliisyon ve disk difiizyon yontemleri, sirasiyla, CLSI M27-A3 ve M44-A2 kilavuzuna
uygun olacak sekilde uygulanmistir. Sonuclar, CLSI M27-A3 ve M44-A2 kilavuzuna ve yeni tiire 6zgi CLSI
direng sinir degeri dnerilerine gére degerlendirilmistir. Onceki ve yeni CLSI direnc sinir degerlerine gére
sivi mikrodiliisyon yéntemi ile duyarlilik sonuglari saptandiginda, vorikonazoliin C.glabrata izolatlarinda in
vitro olarak, flukonazolden daha etkin oldugu tespit edilmistir. Disk diflizyon yonteminde 6nceki ve yeni
direng sinir degerleri ile elde edilen duyarlilik kategorileri, mikrodillisyon yontemi esas alinarak her iki ilag
icin de karsilastirildiginda, ¢ok biliyiik hata saptanmamustir. Yeni onerilen tiire 6zgti direng sinir degerlerinde
flukonazol icin “duyarli” kategorisi olmadigindan, énceki degerlendirmede duyarl bulunan izolatlar, yeni
sinir degerlere gore doza bagl duyarli olarak degerlendirilmistir. Vorikonazol icin ise heniiz yeni tiire 6zgi
direng sinir degerleri bulunmadigindan, degerlendirme yapilamamistir. Disk diflizyon yontemi 24. saat
sonuglari mikrodillisyon yontemi ile nceki ve yeni CLSI direng sinir degerleriyle karsilastiriimis, flukonazol
ve vorikonazol icin sirasiyla dnceki direng sinir degerleri ile %80 ve %92.8; yeni direng sinir degerleri ile
ise %87.1 ve %94.2 oraninda uyum tespit edilmistir. Yeni diren¢ sinir degerleri ile elde edilen ve 6nceki
degerlere oranla daha yiiksek bulunan uyum oranlari, disk diflizyon yénteminin, C.glabrata izolatlarinda
flukonazol ve vorikonazol icin in vitro duyarliigin belirlenmesinde genelde givenilir bir alternatif yontem
oldugunu distindirmistdr.

Anahtar sézciikler: Candida glabrata; flukonazol; vorikonazol; in vitro duyarlilik; mikrodiliisyon; disk
difiizyon; CLSI M27-A3; CLSI M44-A2.

ABSTRACT

Candida albicans is the most frequently isolated species as the causative agent of Candida infections.
However, in recent years, the isolation rate of non-albicans Candida species have increased. In many
centers, Candida glabrata is one of the commonly isolated non-albicans species of C.glabrata infections
which are difficult-to-treat due to decreased susceptibility to fluconazole and cross-resistance to
other azoles. The aims of this study were to determine the in vitro susceptibility profiles of clinical
C.glabrata isolates against fluconazole and voriconazole by microdilution and disk diffusion methods
and to evaluate the results with both the previous (CLSI) and current species-specific CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute) clinical breakpoints. A total of 70 C.glabrata strains isolated from clinical
samples were included in the study. The identification of the isolates was performed by morphologic
examination on cornmeal Tween 80 agar and assimilation profiles obtained by using ID32C (BioMérieux,
France). Broth microdilution and disk diffusion methods were performed according to CLSI M27-A3
and CLSI M44-A2 documents, respectively. The results were evaluated according to CLSI M27-A3 and
M44-A2 documents and new vs. species-specific CLSI breakpoints. By using both previous and new CLSI
breakpoints, broth microdilution test results showed that voriconazole has greater in vitro activity than
fluconazole against C.glabrata isolates. For the two drugs tested, very major error was not observed
with disk diffusion method when microdilution method was considered as the reference method. Since
“susceptible” category no more exists for fluconazole vs. C.glabrata, the isolates that were interpreted
as susceptible by previous breakpoints were evaluated as susceptible-dose dependent by current CLSI
breakpoints. Since species-specific breakpoints remain yet undetermined for voriconazole, comparative
analysis was not possible for this agent. The results obtained at 24 hours by disk diffusion method were
evaluated by using both previous and current CLSI breakpoints and the agreement rates for fluconazole
and voriconazole were 80% and 92.8% with previous CLSI breakpoint, 87.1% and 94.2% with new
breakpoints, respectively. The high agreement rates between the two methods obtained by the new
breakpoints in particular suggest that disk diffusion appears as a reliable alternative method in general for
in vitro susceptibility testing of fluconazole and voriconazole against C.glabrata isolates.

Keywords: Candida glabrata; fluconazole; voriconazole; in vitro susceptibility; microdilution; disk diffusion;
CLSI M27-A3; CLSI M44-A2.
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GiRis

Firsatcl mikoz etkenleri arasinda Candida, bircok merkezde birinci sirada yer almakta-
dir. invazif Candida enfeksiyonlarinin yaklasik %95'i C.albicans, C.glabrata, C.parapsilosis,
C.tropicalis ve C.krusei'ye bagl olarak gelismektedir'. Giiniimiizde 6zellikle immiin sis-
temi baskilanmig olgulardan izole edilen albicans-disi Candida tirlerinde artis oldugu
bircok merkezden rapor edilmektedir. Enfeksiyon bolgesine gore degisiklik gostermek-
le birlikte C.glabrata, farkli merkezlerde C.albicans’tan sonra ikinci veya lctincu siklikta
kandidiyaz etkeni olarak izole edilmektedir? Amerika Birlesik Devletleri (ABD)'nde yapi-
lan bir calismada 1992-2001 yillan arasinda invazif kandidiyaz etkeni olarak izole edilen
suslar icinde C.glabrata’nin orani %18 iken, 2001-2007 yillari arasinda bu oran %25’e
cikmistir3, Ulkemizden bildirilmis Candida enfeksiyon ve kolonizasyon olgularinda cesitli
merkezlerden farkli oranlar (%37-65) bildirilmekle beraber, genellikle C.albicans birinci
sirada yer almaktadir. C.glabrata ise, C.albicans'tan sonra ilk dort sirada yer almaktadir ve
izolasyon sikligi %8.8 ile %14 arasinda degismektedir*’. Flukonazol, 1990 yilindan beri
sistemik Candida enfeksiyonlarinin tedavisinde kullaniimaktadir. Candida glabrata, fluko-
nazole dogal direnc ya da duyarliigin azaldigi gézlenen bir Candida tiiriidiir?,

“Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)”, 2008 yilinda Candida turlerinin
antifungal ilaglara in vitro duyarlliginin saptanmasi amaciyla direng sinir degerlerini ice-
ren, onceki dokiimana gore revize edilmis olan CLSI M27-A3 sivi mikrodiliisyon refe-
rans yontemi dokiimanini yayinlamistir®, 2012 yilinda ise, Candida tiirlerinin antifungal
ilaclara in vitro duyarlih@inin saptanmasinda 6ncekilerden farkl olarak tiire 6zgi olarak
belirlenmis olan yeni CLSI klinik direng sinir degeri 6nerileri bildirilmistir. Bu kilavuzda
C.glabrata izolatlarinda flukonazol icin belirlenmis yeni tiire 6zgi klinik direng sinir de-
gerleri mevcuttur. C.glabrata ve vorikonazol icin ise, klinik direng sinir degerleri heniiz
saptanmamis olup, epidemiyolojik esik degerler belirlenmistir®'"

Bu calismada, cesitli klinik 6rneklerden izole edilen C.glabrata izolatlarinin flukonazol
ve vorikonazole in vitro duyarlliklarinin mikrodiliisyon ve disk diflizyon yontemleriyle
saptanmasi amaclanmistir. Mikrodiltisyon (MD) ve disk diftizyon (DD) yontemi sonuglari,
CLSI onceki direng sinir degerleri ve yeni tiire 6zgu direng sinir degerleri kullanilarak de-
gerlendirilmistir. Bu sonuclar cercevesinde, ilk olarak C.glabrata izolatlarinda, flukonazol
ve vorikonazol icin MD ve DD yoéntemleri arasindaki uyum degerlendirilmistir. CLSI'in
onceki direng sinir degerleri ile elde edilen sonuglar yeni direng sinir degerleri ile sapta-
nan sonuglar ile karsilastirmali olarak incelenip, duyarlilik kategorilerinde saptanan fark-
lihklar da belirlenmistir.

GEREC ve YONTEM
Klinik izolatlar

Calismaya, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Mikoloji Laboratuvarinda cesitli klinik
orneklerden (44 idrar, 8 solunum yolu, 6 vajinal striintl, 4 kan, 4 kateter ve birer adet
olmak lzere ply, apse, biyopsi materyali ve BOS 6rnegi) izole edilen 70 C.glabrata izolati
alindi. Tir dizeyinde tanimlama, koloni morfolojisi, misir unlu Tween 80 besiyerindeki
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morfolojik goriinim ve ID32C (BioMérieux, Fransa) ile saptanan asimilasyon profili de-
erlendirilerek yapildi'2.

Antifungal Duyarlilik Testleri

C.glabrata suslarinin flukonazol (Pfizer, ABD) ve vorikonazole (Pfizer, ABD) in vitro
duyarliliklari, CLSI tarafindan énerilen MD (M27-A3) yéntemiyle caligildi®. C.krusei ATCC
6258 ve C.parapsilosis ATCC 22019 suslari, kalite kontroli amaciyla her teste dahil edildi.
DD testleri ise, flukonazol ve vorikonazol icin CLSI DD (M44-A2) yontemi parametreleri
kullanilarak gerceklestirildi. Bu amacla flukonazol (25 pg, BD Diagnostics, ABD) ve vori-
konazol (1 pg, BD Diagnostics, ABD) diskleri kullanildi'3.

Sonuclarin Degerlendirilmesi

Minimum inhibitér konsantrasyon (MIK) degerleri CLSI énerilerine gore 35°C’de 24
ve 48 saatlik inkibasyonu takiben iki arastirmaci tarafindan gorsel olarak degerlendi-
rildi. Her iki ilag icin de, Greme kontrol cukuruna gore Gremeyi %50 azaltan en duslk
konsantrasyon, MiK-2 degeri olarak kabul edildi. CLSI'nin &nceki énerileri géz 6niine
alinarak, C.glabrata izolatlarinin flukonazol ve vorikonazole direnc oranlari saptandi® DD
(M44-A2) yéntemi ile inhibisyon zon ¢aplarinin 6lciimii, 24 ve 48 saat inkiibasyon stire-
leri sonunda, 6nceki CLSI direng sinir degerlerine gére belirlendi (Tablo I)'314,

Mikrodiliisyon ve DD test sonuclari yeni, tiire 6zgi CLSI onerilerine gore de degerlen-
dirildi. MD test sonuglari flukonazol icin yeni tiire 6zgu direng sinir degerleri g6z 6niine
alinarak, vorikonazol icin antifungal duyarllik profilleri ise, yeni tire 6zgl direng sinir
degerlerinin heniiz kesinlik kazanmamig olmasi nedeniyle, sadece belirlenmis epidemi-
yolojik sinir degerleri kullanilarak degerlendirildi'®'!. DD testleri ise, yeni tiire 6zgii zon
cap! onerileri gdz éniine alinarak yorumlandi (Tablo 1)'>'6. MD ve DD yéntemleri ile
flukonazol ve vorikonazol icin dnceki ve yeni 6nerilen direng sinir degerleri ile elde edilen
sonuclar, duyarllik kategorilerindeki degisimlerle karsilastirilarak incelendi.

BULGULAR

CLSI M27-A3 kilavuzunda onerilen 6nceki direng sinir degerlerine gére MD yonte-
mi ile 24 saat inkiibasyon sonunda C.glabrata izolatlarinin %94.3’l flukonazole duyarli,
9%5.7'si DBD saptanirken, izolatlarin timii vorikonazole duyarli olarak saptanmistir. Ote
yandan, 48 saat inkiibasyon sonunda C.glabrata suslarinin %80’i flukonazole duyarl,

Tablo I. Flukonazol ve vorikonazol icin 6nerilen eski ve yeni direng sinir degerleri®'%71:13-16
Flukonazol Vorikonazol
H DBD D H DBD D WT NWT
Mikrodilisyon  Eski <8 1632 =64 <1 2 >4 -
(ug/mi) Yeni - <32 >64 - - - <05  >05
Disk diftizyon Eski >19 1518 <14 >17 14-16 <13 -
(mm) Yeni - 215 <14 - - - >16 <16

H: Duyarli; DBD: Doza bagl duyarli; D: Direncli; WT: “Wild-type”; NWT: “Non-wild-type”.
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%15.7'si DBD, %4.3’U direncli; vorikonazol icin ise izolatlarin %98.6'si duyarli, %1.4'G
DBD olarak saptanmistir. Flukonazol icin 48 saat inklibasyon sonunda elde edilen sonug-
lar, 24 saat inkiibasyon sonunda elde edilen sonuclar ile karsilastirldiginda, 48 saatte
duyarli suslarin oraninda azalma saptanmistir.

Disk diflizyon yontemi ile 24 ve 48 saat inkiibasyon sonunda elde edilen sonuclar
incelendiginde, flukonazol ve vorikonazol icin siirenin 48 saate uzatiimasi ile izolatlarin
flukonazolde duyarl kategorisinden %15.7 oraninda DBD kategorisine ve %1.4 oranin-
da direncli kategorisine; vorikonazolde ise duyarli kategorisinden %2.8 oraninda DBD
kategorisine ve %8.5 oraninda direncli kategorisine gectigi saptanmistir. Sonug olarak,
flukonazol icin 48 saat inkiibasyon sonunda elde edilen sonuclar, 24 saat inkiibasyon
sonunda elde edilen sonuclar ile karsilastirldiginda, 48 saatte duyarli suslarin oraninda
azalma saptanmistir. Onceki CLSI direnc sinir degerlerine gore elde edilen sonuglar Tablo
[I'de 6zetlenmistir.

Onceki CLSI sinir degerleri ile elde edilen MD ve DD sonuglarinin kategori uyumu
karsilastinldiginda; 24 ve 48 saat inklibasyon siiresi sonunda uyum oranlarinin fluko-
nazol icin sirasiyla %80 ve %64.3, vorikonazol icin sirasiyla %92.8 ve %81.4 oldugu
saptanmistir. Onceki CLSI degerlerine gére, MD ile elde edilen duyarlilik kategorileri esas
alinarak flukonazol DD test sonuclart MD sonuglari ile karsilastinldiginda, 24 saatte 6 izo-
lat (%8.5) icin buyUlk hata ve 8 izolat (%11.4) icin kiiclik hata; 48 saatte 3 izolat (%4.3)
icin buytk, 22 izolat (%35.7) icin ise klcik hata saptanmistir. Vorikonazol sonuclari icin
benzer bir karsilastirma yapildiginda, 24 saatte 5 izolat (%7.1) icin buyik hata; 48 saatte
10 izolat icin (%14.3) blylk, 3 izolat icin (%4.3) ise kiiclik hata belirlenmistir. Bu karsi-
lastirmada, flukonazol ve vorikonazol duyarlilik sonuglarinda hicbir izolat icin cok buytik
hata saptanmamustir.

Sonuclar, CLSI tarafindan yeni onerilen tiire 6zgu direng sinir de§erlerine gore de
degerlendirilmis ve yontemler karsilastinimisti. MD yontemi ile 24 saatte C.glabrata

Tablo II. Onceki CLSI degerleri kullanilarak mikrodiliisyon ve disk difiizyon yontemleri ile flukonazol ve
vorikonazol icin elde edilen duyarlilik sonuglari (%) (n= 70)
FLUKONAZOL (24 saat) VORIKONAZOL (24 saat)
Disk difiizyon Disk difiizyon
H DBD D H DBD D
Mikrodiliisyon | H 80 5.7 8.6 | Mikrodiliisyon | H 92.8 - 7.1
DBD 1.4 - 4.3 DBD - - -
D - - - D - - -
FLUKONAZOL (48 saat) VORIKONAZOL (48 saat)
Disk difiizyon Disk difiizyon
H DBD D H DBD D
Mikrodiliisyon | H 60 15.7 4.3 | Mikrodiliisyon | H 81.4 2.9 14.3
DBD 8.6 - 7.1 DBD - - 1.4
D 4.3 D - - -
H: Duyarli; DBD: Doza bagh duyarli; D: Direngli.
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izolatlarinin timu flukonazole DBD olarak saptanirken, direncli izolat saptanmamistir.
C.glabrata izolatlari 48 saatte ise %95.7 oraninda flukonazole DBD olarak saptanirken,
%4.3 oraninda direncli olarak saptanmustir. 48 saatte direncli saptanan bu izolatlarin MiK
degerleri 24 saatte sinirda 32 pg/ml olup, DBD olarak degerlendirilmistir. inkiibasyon sii-
resinin 48 saate uzatilmasi ile bu izolatlarin duyarllik kategorisi direncli olarak degismistir.
Vorikonazol i¢in ise, mikrodillisyon yontemi ile 24 ve 48. saatte C.glabrata izolatlarinin
timi “wild-type” olarak saptanmistir. DD yontemi ile de suslarin 24 saatte %5.7’si, 48
saatte ise %14.2'si “non-wild-type” olarak bulunmustur. CLSI'nin yeni 6nerilerine gore
DD yontemi sonuglari degerlendirildiginde; flukonazol icin, 24 saatte C.glabrata izolatla-
rinin %87.1'i DBD ve %12.9u direncli olarak, 48 saatte ise %94.3'U DBD ve %5.7’si di-
rencli olarak saptanmistir. Vorikonazol icin MD ve DD yontemlerinde elde edilen sonuclar
epidemiyolojik sinir degerleri kullanilarak karsilastirildiginda, 24 saatte %94.2 oraninda
uyum saptanmustir (Tablo 11l). MD ve DD yontemleri 6nceki CLSI direng sinir degerleri ile
karsilastinldiginda, her iki ilag icin de cok buyiik hata saptanmamustir. Cok buyik hataya
neden olmamakla beraber her iki ilacla da yontemler arasinda buyik ve kiiclik hatalar
tespit edilmistir. Bu hatali sonuclar flukonazolde vorikonazole gére daha yiiksek oranda
belirlenmistir. Onceki CLSI énerilerine gére 24 ve 48 saat inkiibasyon siiresi sonunda
elde edilen sonuclar degerlendirildiginde, her iki ilac icin de yontemler arasi uyumsuzluk
orani, 48 saat inklibasyon siresi sonunda daha ylksek oranda tespit edilmistir.

Calismamizda, CLSI MD yontemiyle 6nceki direng sinir degerleriyle elde edilen du-
yarlilik sonuglar, yeni direng sinir degerleriyle elde edilenlerle karsilastirimistir. Yeni kri-
terlerde, flukonazol ve C.glabrata icin duyarl kategorisinin kaldiriimis olmasi nedeniyle,
onceki diren¢ sinir degerlerine gore duyarli olan tim izolatlar yeni tlire 6zgu direng sinir
degerlerine gére, DBD olarak degerlendirilmistir. Onceki direng sinir degerlerine gére 48
saat sonunda DBD olan izolatlar, yeni tiire 6zgu direng sinir degerleri ile de DBD olarak
degerlendirilmistir. Onceki direnc sinir degerlerine gére direncli olan 3 (%4.8) izolat, yeni
tlre 6zgu direng sinir degerleri ile degerlendirildiginde de direncli olarak saptanmustir.

CLSI DD yontemiyle 6nceki direng sinir degerleriyle elde edilen duyarlilik sonuglari,
yeni direng sinir degerleriyle elde edilenlerle karsilastirildiginda; nceki direng sinir deger-
leri ile duyarli olan izolatlar, kriterlerdeki degisiklige uygun olarak yeni tlire 6zgl direng
sinir degerlerine gore DBD olarak siniflandiriimis, DBD ve direncli olan izolatlar icinse
kategori degisikliginin gorilmedigi tespit edilmistir (Tablo V).

Tablo . Yeni CLSI degerleri kullanilarak mikrodiltisyon ve disk diftizyon yéntemleri ile flukonazol ve
vorikonazol icin elde edilen sonuclarin yeni 6nerilen duyarlilik kategorilerine gére karsilastiriimasi
(24 saat) (n=70)

FLUKONAZOL (24 saat) VORIKONAZOL (24 saat)
Disk difiizyon Disk difiizyon
DBD D WT NWT
Mikrodiliisyon | DBD 61 (%87.1) | 9 (%12.8) | Mikrodiliisyon | WT 66 (%94.3) | 4 (%5.7)
D 0 0 NWT 0 0

DBD: Doza bagh duyarl; D: Direncli; WT: “Wild-type”; NWT: “Non-wild type (direngle iliskili mutasyon icerme
olasiligr olan).
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Flukonazol sonuclari yeni onerilen CLSI direng sinir degerleri dogrultusunda saptan-
diginda MD ile DD yontemleri arasindaki uyumun, dnceden onerilen CLSI direng sinir
degerlerine gore daha yiiksek oldugu sonucuna varilmistir. Yeni onerilen CLSI direng
sinir degerlerine gore 24 saat inkiibasyon suresi sonunda elde edilen sonuclar degerlen-
dirildiginde, yontemler arasi uyumun vorikonazolde daha yliksek oranda oldugu tespit
edilmistir.

TARTISMA

Antifungal duyarlilik testlerinde, ABD’de CLSI ve Avrupa’da EUCAST (European Con-
federation of Antifungal Susceptibility Testing) komiteleri tarafindan gelistirilen in vitro
metodolojiler, mevcut olan referans yontemlerdir. Gelistirilen ve standardize edilen bu
yontemler, oncelikle makrodillisyon ve daha sonra mikrodiliisyon, disk diflizyon yontem-
leri olup, bunlardan maya mantarlari icin olanlar CLSI M27-A3, M27-S4, EUCAST E. Def
7.2 ve CLSI M44-A2 kilavuzlarinda yayinlanmistir®® 1317 Bugiin Candida tiirleri icin yeni,
tiire 6zgii direnc sinir degerleri belirlenmis olup kabul gérmiis durumdadir® 10161819 By
calismada da, klinik 6rneklerden izole edilen C.glabrata izolatlarinin flukonazol ve voriko-
nazol icin in vitro duyarlilk profilleri dnceki ve yeni CLSI direng sinir degerleri kullanilarak
degerlendirilmistir. Calismamizda 6nceki ve yeni CLSI direng sinir degerlerine gore fluko-
nazol ve vorikonazol duyarlilik sonuclari incelendiginde, 24 ve 48 saat inklibasyon siiresi
sonunda, vorikonazoliin, flukonazol ile karsilastirldiginda, C.glabrata izolatlarina in vitro
olarak daha etkin oldugu gériilmektedir. Azevedo ve arkadaslan®® ile Quindos ve arka-
daslari?! da, calismamiza benzer olarak yaptiklari arastirmada, vorikonazoliin flukonazole
gore, C.glabrata izolatlarina in vitro daha etkin oldugunu saptamislardir. Cekin ve arka-
daslar® ise, C.glabrata izolatlarinda, vorikonazoliin flukonazolden daha aktif oldugunu ve
direnc oraninin vorikonazolde daha distik saptandigini bildirmislerdir.

Mikrodiltisyon yontemi ile 24 ve 48 saat inklibasyon siiresi sonunda elde edilen sonug-
lar 6nceki CLSI 6nerilerine gore degerlendirildiginde, 6zellikle flukonazol icin 48 saatte
duyarlilik sonuclarinda kategori degisikligi oldugu gorilmdustir. Mikrodilisyon (MD) ve

Tablo IV. Onceki ve yeni CLSI direng sinir degerlerine gére flukonazol mikrodiliisyon ve disk difiizyon test
sonuclari (%) (n= 70)

MIiKRODILUSYON (24 saat) DiSK DIFUZYON (24 saat)
Onceki CLSI Onceki CLSI
H DBD D H DBD D
Yeni CLSI DBD | 94.3 5.7 - Yeni CLSI DBD | 81.4 5.7 -
D - - - D - - 12.9
MiKRODILUSYON (48 saat) DiSK DiIFUZYON (48 saat)
Onceki CLSI Onceki CLSI
H DBD D H DBD D
Yeni CLSI DBD | 80 15.7 - Yeni CLSI DBD | 68.6 15.7 -
D - - 43 D - - 15.7

H: Duyarli; DBD: Doza bagh duyarli; D: Direncli.
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disk diflizyon (DD) yontemleri ile 6nceki CLSI sinir degeri 6nerilerine gore yontemler
arasi karsilastirma yapildiginda ise, her iki ilag icin de ¢ok buyiik hata saptanmamis, ancak
yine her iki ilag icin buyik ve kicuk hatalar tespit edilmistir. Bu hatal sonuclar, flukona-
zolde vorikonazole gére daha yiiksek oranda belirlenmistir. Onceki CLSI 6nerilerine gére
24 ve 48 saat inklibasyon suresi sonunda elde edilen sonuglar degerlendirildiginde, her
iki ilag icin de yontemler arasi uyumsuzluk orani, 48 saat inkiibasyon suresi sonunda 24
saattekine kiyasla daha yiiksek oranda saptanmistir. Matar ve arkadaslarinin?? calismasin-
da, 400 Candida (39 C.glabrata) izolatinda flukonazol ve vorikonazoliin in vitro duyarlilik
profilini belirlemede DD ve MD yontemleri karsilastinlmistir. Flukonazol icin 24 ve 48
saatte DD yontemi ile duyarli olarak bulunan izolatlarin > %96’st MD ile de duyarli veya
doza bagl duyarli (DBD) bulunmus; yontemler arasinda buyik ve kiguk hatalarin yani
sira 24 (%3.8) ve 48 (%2.5) saatte cok biiyiik hata tespit edilmistir?2. Bizim calismamizda
ise cok buyuk hata saptanmamistir.

Orasch ve arkadaglari'® yaptiklari calismada, mikrodiliisyon yéntemi ile CLSI 6nceki
ve yeni direng sinir degerlerini kullanarak 191 C.glabrata izolatinin flukonazole in vitro
duyarliigini saptamislardir. Onceki direnc sinir degerlerine gére izolatlarin 99'u (%51.8)
duyarli, 76's1 (%39.8) DBD, 16'si (%8.4) direncli olarak tanimlanmis; ancak, yeni 6neri-
len tiire 6zgu direng sinir degerlerinde flukonazol icin duyarli kategorisi olmadigi icin 191
izolatin tamami duyarl olmayan (direncli veya doza bagl) izolat olarak degerlendirilmis-
tir'®. Bu arastiricilar ayrica, C.albicans, C.tropicalis, C.parapsilosis ve C.glabrata’dan olusan
toplam 989 izolatta flukonazol, vorikonazol ve kaspofunginin in vitro duyarhliklarint MD
yontemi ile, onceki ve yeni direng sinir degerleri ile kargilastirmislar; tim izolatlarda ve
tiim ilaclarda yeni direnc sinir degerleri ile daha diisiik duyarlilik oranlari saptamiglardir'®,
Calismamizda da, benzer olarak, C.glabrata izolatlarinda flukonazol icin CLSI yeni direng
sinir degerlerini kullanarak hem MD, hem de DD yontemiyle 6nceki direng sinir degerle-
riyle elde edilenlere kiyasla daha distik duyarlilik oranlari saptanmistir. Her iki yontemle
de, flukonazol CLSI yeni diren¢ sinir degerleri ile C.glabrata izolatlari sadece DBD ya
da direngli olarak siniflandirildidi ve duyarli kategorisi olmadig icin, flukonazole duyarli
C.glabrata izolati kavrami artik gecerli degildir. Bugtiin C.glabrata icin MD y6nteminde,
sadece flukonazol, kaspofungin, mikafungin ve anidulafungin icin yeni CLSI direng sinir
degerleri mevcuttur. Amfoterisin B, flusitozin, itrakonazol, posakonazol ve vorikonazol
icinse in vitro duyarllik sonuclari ile klinik sonuclar arasindaki korelasyonu kesin belirle-
yebilecek yeterli veri olmadigindan, klinik diren¢ sinir degerleri hentiz saptanmamistir.
Adi gecen bu ilaclar icin, epidemiyolojik esik degerler belirlenmistir. Epidemiyolojik esik
degerler ile izolatlar sadece “wild-type” veya “non-wild type” olarak siniflandirilabilmek-
tedir. DD yonteminde de C.glabrata izolatlari icin, klinik direng sinir degerleri flukonazol
icin mevcut olup, vorikonazol icin heniiz sadece epidemiyolojik esik deger olarak kullani-
labilecek inhibisyon zon capi degerleri 6nerilmistir' 1521,

Sonug olarak calismamizda, C.glabrata suslarinda flukonazol ve vorikonazol duyarli-
hginin saptanmasinda kullanilan disk difiizyon yonteminin, mikrodiliisyon yontemi ile
genelde kabul edilebilir oranda uyum gosterdigi saptanmistir. Calismamiz 6zellikle, bu
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yontemler arasindaki uyumun, yeni, tiire 6zgu direnc sinir degerleri ile daha yiiksek oran-
lara ulastiginin gosterilmis olmasi agcisindan 6nem tasimaktadir. Rutin uygulamada daha
kolay uygulanan bir yontem olan disk diflizyon yonteminin ¢ok biylk hataya neden
olmadan sonug verebilecegi belirlenmistir.

KAYNAKLAR

1.

10.

11.

12.
13.

14.

15.

16.

17.

Yoo JI, Kim HS, Choi CW, Yoo JS, Yu JY, Lee YS. Proteomic analysis of intracellular and membrane proteins
from voriconazole-resistant Candida glabrata. Osong Public Health Res Perspect 2013; 4(6): 293-300.

Eschenauer GA, Carver PL, Lin SW, et al. Fluconazole versus an echinocandin for Candida glabrata fungaemia:
a retrospective cohort study. | Antimicrob Chemother 2013; 68(4): 922-6.

Pfaller MA, Messer SA, Hollis R], et al. Variation in susceptibility of bloodstream isolates of Candida glabrata
to fluconazole according to patient age and geographic location in the United States in 2001 to 2007./| Clin
Microbiol 2009; 47(10): 3185-90.

Comert F, Kilah C, Aktas E, et al. Identification of Candida species isolated from patients in intensive care
unit and in vitro susceptibility to fluconazole for a 3-year period. Mycoses 2007; 50(1): 52-7.

Cekin Y, Pekintiirk N, Cekin AH, et al. Evaluation of species distribution and antifungal resistance of Candida
isolates from hospitalized patients. ] Clin Anal Med 2015; 6(1): 8-11.

Erdem F, Tuncer Ertem G, Oral B ve ark. Candida tiirlerine bagl nozokomiyal enfeksiyonlarin epidemiyolojik
ve mikrobiyolojik agcidan degerlendirilmesi. Mikrobiyol Bul 2012; 46(4): 637-48.

Adiloglu AK, Sirin MC, Cicioglu-Aridogan B ve ark. Cesitli klinik 6rneklerden izole edilen Candida kokenlerinin
identifikasyonu ve antifungal duyarliliklarinin arastirlmasi. ADU Tip Fak Derg 2004; 5(3): 33-6.

Clinical and Laboratory Standards Institute. Reference method for broth dilution antifungal susceptibility
testing of yeasts. Approved Standard, 3™ ed. CLSI Document M27-A3, 2008. CLSI, Wayne, PA.

Clinical and Laboratory Standards Institute. Reference method for broth dilution antifungal susceptibility
testing of yeasts. 4" Informational Supplement. CLSI Document M27-S4, 2012. CLSI, Wayne, PA.

Pfaller MA, Messer SA, Woosley LN, Jones RN, Castanheira M. Echinocandin and triazole antifungal
susceptibility profiles for clinical opportunistic yeast and mold isolates collected from 2010 to 2011:
application of new CLSI clinical breakpoints and epidemiological cutoff values for characterization of
geographic and temporal trends of antifungal resistance. ] Clin Microbiol 2013 ;51(8):2571-81.

Pfaller MA, Diekema DJ. Progress in antifungal susceptibility testing of Candida spp. by use of Clinical and
Laboratory Standards Institute broth microdilution methods, 2010 to 2012. | Clin Microbiol 2012; 50(9):
2846-56.

Ellepola AN, Morrison |C. Laboratory diagnosis of invasive candidiasis. | Microbiol 2005; 43 Spec No: 65-84.

Clinical and Laboratory Standards Institute. Method for antifungal disk diffusion susceptibility testing of
yeasts. Approved Guideline, 2" ed. CLSI Document M44-A2, 2009. CLSI, Wayne, PA.

Clinical and Laboratory Standards Institute. Zone diameter interpretive standards, corresponding minimal
inhibitory concentration (MIC) interpretive breakpoints, and quality control limits for antifungal disk diffusion
susceptibility testing of yeasts. Informational Supplement. CLSI Document M44-S3, 2007. CLSI, Wayne, PA.

Pfaller MA, Andes D, Diekema D], et al. Wild-type MIC distributions, epidemiological cutoff values and
species-specific clinical breakpoints for fluconazole and Candida: time for harmonization of CLSI and
EUCAST broth microdilution methods. Drug Resist Updat 2010; 13(6): 180-95.

Pfaller MA, Andes D, Arendrup MC, et al. Clinical breakpoints for voriconazole and Candida spp. revisited:
review of microbiologic, molecular, pharmacodynamic, and clinical data as they pertain to the development
of species-specific interpretive criteria. Diagn Microbiol Infect Dis 2011; 70(3): 330-43.

Arendrup MC, Cuenca-Estrella M, Lass-Florl C, et al. EUCAST technical note on the EUCAST definitive
document EDef 7.2: Method for the determination of broth dilution minimum inhibitory concentrations of
antifungal agents for yeasts EDef 7.2 (EUCAST-AFST). Clin Microbiol Infect 2012; 18(7): 246-7.

436 MIiKROBIYOLOJi BULTENI



18.

19.

20.

21.

22.

Hazirolan G, Saribas Z, Arikan Akdagh S.

Orasch C, Marchetti O, Garbino J, et al. Candida species distribution and antifungal susceptibility testing
according to European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing and new vs. old Clinical and
Laboratory Standards Institute clinical breakpoints: a 6-year prospective candidaemia survey from the
fungal infection network of Switzerland. Clin Microbiol Infect 2014; 20(7): 698-705.

Wang H, Xiao M, Chen SC, et al. In vitro susceptibilities of yeast species to fluconazole and voriconazole as
determined by the 2010 National China Hospital Invasive Fungal Surveillance Net (CHIF-NET) Study. ] Clin
Microbiol 2012; 50(12): 3952-9.

Azevedo AC, Bizerra FC, Matta DA, et al. In vitro susceptibility of a large collection of Candida strains against
fluconazole and voriconazole by using the CLSI disk diffusion assay. Mycopathologia 2011; 171(6): 411-6.

Quindés G, Sanchez-Vargas LO, Villar-Vidal M, Eraso E, Alkorta M. Activities of fluconazole and voriconazole
against bloodstream isolates of Candida glabrata and Candida krusei: a 14-year study in a Spanish tertiary
medical centre. Int | Antimicrob Agents 2008; 31(3): 266-71.

Matar M|, Ostrosky-Zeichner L, Paetznick VL, Rodriguez |R, Chen E, Rex JH. Correlation between E-test, disk
diffusion, and microdilution methods for antifungal susceptibility testing of fluconazole and voriconazole.
Antimicrob Agents Chemother 2003; 47(5): 1647-51.

MIKROBIYOLOJi BULTENI 437



