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ASPERGILLOZ ETKENLERINDE AZOL DIRENCININ
GRADIENT TEST VE AGAR PLAK YONTEMLERIYLE
ARASTIRILMASI

OZET

Amag: Invaziv fungal enfeksiyonlar 6zellikle immiin sistemi baskilanmis
hastalarda morbidite ve mortalite agisindan ciddi bir tehdittir. En sik izole edilen
etkenler Aspergillus cinsi mantarlar olup, tedavide ilk tercih azollere duyarlilik
azalmaktadir. Calismamizda, Aspergillus spp. tiirlerinde azol direncinin
belirlenmesinde agar plak tarama yOnteminin hizli, kolay ve pratik bir yontem

olarak kullaniminin arastirilmasi1 amaclanmaistir.

Yontemler: Calismamiz; cesitli klinik 6rneklerden tiretilen 125 Aspergillus
spp. izolatiyla yiritilmistir. Aspergillus spp. izolatlar1 konvansiyonel
yontemlerle tiir tanim1 yapilarak, gradient test ve agar plak tarama yontemiyle
azol direnci belirlenmistir. Direngli izolatlarda broth mikrodiliisyon yontemi
uygulanmig, cyp51A geninde CypA-L98H ve CypA-M220 mutasyonlar

arastirtlmistir.

Bulgular: Calismamizda 55 A.fumigatus(%44), 42 A.flavus(%33,6), 6
A.terreus(%5), 4 A.niger(%?3), 18 Aspergillus spp.(%14) tanimlanmistir. Gradient
test yontemiyle; A.fumigatus izolatlarindan 1’inde(%1,8) VOR, POS’e,
3’iinde(%5,45) ITR’e direng saptanmistir. A.terreus izolatlarindan 1’inde(%16,7)
VOR-MIK 1pg/ml, A.niger izolatlarindan 1’inde(%25) ITR-MIK 2pg/ml,
Aspergillus spp. izolatlarindan 1’inde(%5,6) ITR-MIK 4pg/ml, 2’sinde(%11)
VOR-MIK ve POS-MIK sirastyla 1,5pg/ml, >32ug/ml ve 0,5pg/ml, 8ug/ml

saptanmistir.

Agar plak yontemiyle; A.fumigatus izolatlarindan 1’inde(%1,8) VOR, ITR,
POS’e, A.terreus izolatlarindan 1’inde(%16,7) VOR’e, A.niger izolatlarindan
1’inde(%25) ITR’e, Aspergillus spp. izolatlarindan 2’sinde(%11) VOR, POS’e,
1’inde(%5,6) ITR’e direng saptanmistir. Duyarlilik ve oOzgiillik A. fumigatus
tiirlerinde VOR ve POS i¢in %100, ITR i¢in sirastyla %33,3 ve %100, 4. flavus
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tirlerinde ITR i¢in %100, A4. terreus tiirlerinde ITR ve POS i¢in %100

saptanmigtir.

Gradient test ve/veya agar plak tarama yontemiyle diren¢ saptanan 7 izolatta
broth mikrodiliisyon yontemiyle; 1 A.fumigatus ITR, VOR, POS’e direngli, 2
A.fumigatus ITR’e direngli, 1 A.terreus izolatinda ITR ve VOR MIK 1pg/ml ve
0,5ug/ml, 1 A.niger ITR MIK 4pg/ml, 2 Aspergillus spp. ITR, VOR, POS MIK
sirastyla 2pg/ml ve 8pg/ml, 8ug/ml ve >32pg/ml, 0,5ug/ml ve 4pg/ml
saptanmistir. Bu izolatlardan 5’inde CypA-L98H, 6’sinda CypA-M220
mutasyonlar1 belirlenmis, 1’inde mutasyon saptanmamistir. Diren¢ saptanmayan

1 izolatta CypA-L98H ve CypA-M220 mutasyonlar1 belirlenmistir.

Sonuglar: Aspergilloz tedavisinde hizl1 antifungal duyarhilik tarama
testlerine ihtiya¢ artmaktadir. Calismamizda agar plak yonteminin duyarlilig
A.fumigatus 1TR i¢in %33,3 saptanmis olsa da, diger tiirlerde ITR, VOR, POS
icin duyarhiligt ve ozgiilligii %100 belirlenmistir. A.fumigatus igin saptanan
diisgik duyarlilik degeri, agar plak ilag konsantrasyonlarinin EUCAST
rehberlerinin son diizenlemeleriyle uyumlu olarak giincellenmesi gerektigini
gostermistir. Calismamizda saptanan CypA-L98H ve CypA-M220 mutasyonlari,
tilkemizde azol direnciyle iliskili mutasyonlarin farkli bélgelerdeki dagilimlarinin
arastirtlmast  gerektigini  disiindiirmiistiir. Sonuc¢ olarak; azol direncinin
saptanmasi1 i¢in kolayca uygulanabilen agar plak yonteminin rutin kullanimda
hizli ve pratik bir yontem olmasi ile hem etkili tedavi stratejilerinin
belirlenmesine, hem de epidemiyolojik verilerin olusmasina katki saglayabilecegi

distniilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Aspergillus, agar plak, azol direnci, cyp51A, cypA-L98H,
cypA-M220.
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INVESTIGATION OF AZOL RESISTANCE IN
ASPERGILLOSIS CAUSED BY GRADIENT TEST AND AGAR
PLAQUE METHODS

ABSTRACT

Objective: Invasive fungal infections are a serious threat in terms of
morbidity and mortality, especially in immunocompromised patients. The most
frequently isolated agents are Aspergillus genus fungi, and sensitivity to azoles,
which are the first choice in treatment, decreases. In our study, we aimed to
investigate the use of the agar plate screening method as a fast, easy and practical

method in determining azole resistance in Aspergillus spp. species.

Methods: Our study; was conducted with 125 Aspergillus spp. isolates
produced from various clinical samples. Aspergillus spp. isolates were identified
by conventional methods and azole resistance was determined by gradient test
and agar plate screening method. Broth microdilution method was applied to
resistant isolates, and CypA-L98H and CypA-M220 mutations in the cypS1A

gene were investigated.

Results: In our study, 55 A. fumigatus complex (44%), 42 A. flavus
(33.6%), 6 A. terreus (5%), 4 A. niger (3%) and 18 Aspergillus spp. (14%) were
identified. With the gradient test method; resistance to VOR and POS was
detected in 1 (1.8%) of A.fumigatus isolates, and resistance to ITR was detected
in 3 (5.45%). In 1 of the A4.terreus isolates (16.7%), the VOR-MIC was 1ug/ml,
in 1 of the A.niger isolates (25%), the ITR-MIC was 2pg/ml, in 1 of the
Aspergillus spp. isolates (5.6%). ITR-MIC was 4ug/ml, in 2 cases (11%) VOR-
MIC and POS-MIC were found to be 1.5pg/ml, >32pg/ml and 0.5pug/ml, 8pg/ml

respectively.

With the agar plate method; 1 of the A.fumigatus isolates (1.8%) had VOR,
ITR, POS, 1 of the A.terreus isolates (16.7%) had VOR, 1 of the A.niger isolates
(25%) had ITR. Resistance to VOR and POS was detected in 2 Aspergillus spp.
isolates (11%), and resistance to ITR was detected in 1 (5.6%). Sensitivity and
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specificity were determined as 100% for VOR and POS in A. fumigatus species,
33.3% and 100% for ITR, respectively, 100% for ITR in A. flavus species, and
100% for ITR and POS in A. terreus species.

By broth microdilution method in 7 isolates in which resistance was
detected by gradient test and/or agar plate screening method; 1 A.fumigatus
resistant to ITR, VOR, POS, 2 A.fumigatus resistant to ITR, 1 A.terreus isolate
with ITR and VOR MICs of 1pg/ml and 0.5pg/ml, 1 A.niger ITR MIC of 4pg/ml,
2 Aspergillus spp. ITR, VOR, POS MICs were determined as 2pg/ml and 8pug/ml,
8ug/ml and >32pug/ml, 0.5ug/ml and 4pug/ml, respectively. CypA-L98H mutations
were detected in 5 of these isolates, CypA-M220 mutations were detected in 6,
and no mutation was detected in 1. CypA-L98H and CypA-M220 mutations were

detected in 1 isolate for which resistance was not detected.

Conclusion: The need for rapid antifungal susceptibility screening tests is
increasing in the treatment of aspergillosis. Although the sensitivity of the agar
plate method was determined to be 33.3% for 4.fumigatus ITR in our study, its
sensitivity and specificity were determined to be 100% for ITR, VOR, and POS in
other species. The low sensitivity value detected for A.fumigatus showed that agar
plate drug concentrations should be updated in accordance with the latest
regulations of EUCAST guidelines. The CypA-L98H and CypA-M220 mutations
detected in our study suggested that the distribution of azole resistance-related
mutations in different regions in our country should be investigated. In
conclusion; It is thought that the agar plate method, which can be easily applied
to detect azole resistance, is a fast and practical method in routine use and can
contribute to both the determination of effective treatment strategies and the

generation of epidemiological data.

Keywords: Aspergillus, agar plate, azole resistance, cypS1A, cypA-L98H, cypA-
M220.
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I. GIRIS

Mantarlar; organik materyalin bulundugu yeryiiziiniin her alaninda genis
yayilim gosteren Okaryotik organizmalardir. Mantar hiicreleri kitin, glukan ve
mannandan olusan sert bir hiicre duvarina sahip olmalar1 ve hiicre zarinda
ergosterol olmasi sebebiyle diger Okaryotik canlilardan ayrilirlar. Mantarlar
aleminde yer alan 6nemli bir tiir olarak tanimlanan Aspergillus tiirleri toprak,
yesil bitkiler, tahillar, ¢evrede Ozellikle havada, hastane ortamindaki insaat ve
onarim faaliyetlerinde, ayrica insaat alanlarinin kendisinde ortaya ¢ikan partikiil
maddelerde, dosemelerde, havalandirma sistemlerinde ve filtre edilmemis havada
bulunabilirler. Aspergillus’un bilinen 260°dan fazla tiiriinlin, yaklagik 40’1nin

insanda firsat¢1 infeksiyonlarin etkeni olarak bildirilmistir (Pasqualotto, 2010).

Aspergillus cinsinin tyeleri, aspergilloz olarak bilinen bir grup hastaliga
neden olur; hastaliklar invaziv infeksiyon, kolonizasyon, toksikoz veya alerji
seklinde karsimiza ¢iksa da genellikle firsat¢i infeksiyon etkeni olarak goriiliirler.
Bir kismi normal konakta hastalik yapabilmektedir. Deri ve deri-alt1 dokusu
infeksiyonlarinin sikligi genellikle mantarin c¢evresel ortamda bulunmasi ile
iligkiliyken, firsat¢1 infeksiyonlarin siklig1 (6zellikle immiin sistemi baskilanmig
hastalar i¢in), cevresel ortamda bulunmasinin yaninda konagin bagisiklik
durumuyla da yakindan ilgilidir. Hematoloji hastalari, kronik graniilomatoz
hastalig1 olanlar, kemoterapi veya radyoterapi alan hastalar, kistik fibréz, oto-
immun ve kemik iligi ve organ nakli olan hastalar invazif aspergilloz ac¢isindan
risk altinda olan hastalardir. Havadaki konidyumlarin solunum yollarindan
alinmasi ile invazif aspergillozun en fazla olugsma sebebidir. Hastalik kontrol
edilemediginde, merkezi sinir sistemi tutulumu olmak {izere tiim viicuda yayilir.
Aspergilloz; erken tanis1 ve tedavisi zor, yiiksek mortaliteye sahip tiim diinyada
en yaygin olan invazif kiif infeksiyonudur. Fungal etkenler arasinda Aspergillus
tiirlerine bagh infeksiyonlarin insidansinda zamanla artis gézlenmistir ve dnemi

giderek artmaktadir. Erken ve etkin antifungal tedaviye baslanmasinin



aspergillozun mortalite ve morbiditesi lizerinde olumlu yonde etkisi vardir

(Patterson vd., 2010; Denning, 1998).

Son yillarda antifungal tedavi biiylik degisim gostermektedir. Bir zamanlar
mantar hastaliklarinin tedavisinde kullaniomi zor ve toksik etkisi yiiksek
(Amfoterisin B ve 5-flusitozin gibi) ilaglar kullanilirken, giiniimiizde ise daha az
toksik etkinlik sergileyen sistemik etkili ilaglarin kullanimi s6z konusudur.
Aspergillus infeksiyonlarinin tedavisinde ilk akla gelen ve en sik kullanilan
antifungal ila¢ grubu ise azollerdir. Azoller, Aspergillus tiirlerine kars1 fungisidal
aktivite gosterirler. Aspergillus tiirleri azol grubu antifungallerden flukonazole

primer direncli olup, digerlerine kars1 kazanilmis direng gelistirebilir.

Aspergillus infeksiyonlarin tedavisinde kullanilabilecek antifungal ilaglarin
seciminde in vitro antifungal duyarlilik testlerinin yarar1 bilinmektedir. Bu
amacla, standart referans yontemler ile mikroorganizmanin {iremesini gerekli
diizeyde inhibe eden konsantrasyon belirlenmekte ve elde edilen MIK degeri tiire
0zgii duyarlilik sinir degerleri ile karsilastirilmaktadir (Perlin, 2015). Aspergillus
tirleri ile gelisen tiim invaziv infeksiyonlarda, etkene antifungal duyarlilik
testlerinin yapilmasi &nerilmektedir. Bu infeksiyonlarda MIK degeri belirlemek
i¢in Onerilen (EUCAST) altin standart referans yontem; broth mikrodiliisyon
testleridir (EUCAST, 2020; Espinel-Ingroff, 2003). Ayrica Aspergillus spp.
tirlerinde antifungal duyarlilik testi olarak; Gradient test (E-test) de
kullanilabilirken, yapilan calismalarda A. fumigatus izolatlarinda azol grubu
antifungallere direnci saptamak i¢in agar plak yontemi denenmistir (Guinea vd.,
2019). Aspergillus spp. tirlerinde azol direncinin taranmasina yonelik agar
diliisyon tarama yontemi de gelistirilmis, bir referans EUCAST yontemi olarak

kullanima girmistir (EUCAST E.DEF 10.1).

Firsatgr kiif mikozlarin en sik etkeni olan Aspergillus tiirlerinde, antifungal
ilaglara diren¢ mekanizmalarinin ve gelisim yollarinin arastirilmas: klinik
uygulamada biiyilk Oneme sahiptir. Aspergillus tiirlerindeki azol direnci;
yeterince aydinlatilamamisken, Aspergillus fumigatus kokenlerinde itrakonazol
direnci bildirilmistir. Bu konuya iliskin, itrakonazole diren¢ mekanizmalar
olarak; hem ilacin disar1 atiliminin artmasi, hem de hedef enzim olan 14a-
demetilaz enzimindeki degisimler gosterilmistir (Murray vd., 2010). Gen

dizilimleri dikkate alindiginda ise klinik izolatlarda Cyp51A bdlgesinde cesitli



nokta mutasyonlarin azol direncinden sorumlu oldugu gosterilmistir (Diaz-Guerra
vd., 2003; Mellado vd., 2004). Genler iizerinde meydana gelen mutasyonlar genel
olarak ITR direncine yol agarken, VOR ve POS icin MIK (mininal inhibitor
konsantrasyon) degerlerinin yiikselmesine neden olmustur (Diaz-Guerra vd.,
2003; Kuipers vd., 2011). Nokta mutasyonlarin daha énceden azol kullanmis olan
kisilerden izole edilen suslarda saptanmistir ve bunun uzun siire antifungal
kullanimu ile iliskili oldugu diisiintilmiistiir (Snelders, 2012; Bueid, 2012; Camps,
2013). A.fumigatus’ta azol direnci %0,6-28 oranlar1 arasinda bulunmustur

(Rivero-Menendez vd., 2016).

Aspergilloz infeksiyonlarinin tedavisinde, azol grubu antifungallerin ilk
olarak tercih edildigi Aspergillus tiirlerinin tiir diizeyinde tanimlanmasi ve
antifungal direncin saptanmasi; riskli hastalarin iyi degerlendirilmesinde, dogru
ve etkin tedavide faydali olacaktir. Giinlimiizde c¢esitli tiirler tarafindan
olusturulan ve giderek sayica artan Aspergillus infeksiyonlarinin tanimlanmasi ve
antifungal direncin saptanmasi; Aspergilloz gelisme riski yiliksek hastalarin
onceden belirlenerek profilaktik tedavi yaklasimlari uygulanmasi agisindan
onemlidir. Mevcut literatiir verileri incelendiginde, klinik orneklerden izole
edilen Aspergillus tiirlerinin antifungal duyarlilig1 ve direnci konusunda oldukca
sinirli sayida arastirma olmakla birlikte, ¢ogunun Aspergillus fumigatus’un
antifungal duyarlilifi ve direnci iizerine yogunlastigi goriilmiistiir. Bununla
birlikte yapilan calismalarda, Aspergillus fumigatus izolatlarinda azol grubu
antifungallere direnci saptamak i¢in agar plak yontemi denenmesine ragmen,
Aspergillus tirlerindeki ¢calismalar oldukca sinirhidir. Calismamizda; cesitli klinik
orneklerden tanimlanan Aspergillus tiirlerinin, antifungal diren¢ profillerinin
belirlenmesi ve azol grubu antifungallere direncin saptanmasinda, agar plak
yonteminin pratik, glivenilir ve kolay uygulanabilir bir yodntem olarak

kullanilabilmesinin degerlendirilmesi amag¢lanmistir.






II. GENEL BILGILER

A. Aspergillus Cinsi

1. Aspergillus Tiirlerinde Tarihsel Siire¢

Aspergillus tiirleri ilk defa 1729 yilinda italyan botanik¢i ve rahip olan Pier
Antonio Micheli, mikroskopta konidiyoforlarini gordiigii kiif mantarinin
goriintiisiinii, kilisede kutsal suyu serpmek i¢in kullanilan ucu topuzlu ¢ubuk olan
‘aspergillum’a benzettigi i¢in Aspergillus olarak adlandirmistir (Hedayati vd.,
2007). 1768°de von Haller Aspergillus cinsini dogrulamis ve 1832°de Aspergillus
ad1 onaylanmugtir. Tarihsel siire¢lerde bakildiginda, 1842 yilinda John Hughes
Bennett, Edinburgh’da ilk defa bir insanda bu mantar tiirline bagh gelisen
pulmoner aspergillozu tanimlamistir (Denning, 1998). 1953 yilinda aplastik
anemisi olan bir hastada Rankin, sistemik hastaliklarin etkeni olarak yaygin
aspergillozu bildirmistir. 1856 yilinda Virchow, Aspergillus tiirlerinin pulmoner
ve brongiyal hastaliklarda etken olabilecegini belirtmistir (Sugui, 2015).
Aspergillus tirlerinden invazif infeksiyonlarda en sik goriilen etken olan A4.
fumigatus 1se; ilk kez 1863 yilinda Fresenius tarafindan tanimlanmistir.
Aspergillus’n  cins olarak 1926 yilinda Thom ve Church tarafindan
siniflandirilirken, 1965'te  150'den fazla tiiriin taksonomide tanimlandigi
bilinmektedir. 1990 yilinda Samson ve Pitt DNA hibridizasyonu ile yaptigi
caligmalar ile; ince tabakali kromatografi gibi yeni teknolojileri ile tlirlerin daha
net ayrilmasini saglamislardir (Denning 1998; Bueid 2012). Aspergillus tiirlerinin
genetik varyasyonlarinin  izolasyonu ve karakterizasyonu ile molekiiler

biyolojideki geligsmeler ile yeni tiirler tanimlandikca taksonomiye yon verecektir.

2. Aspergillus Tiirlerinin Genomu ve Taksonomisi

Thom ve Church 1926 yilinda, bir monografta Aspergillus tiirlerine ait tiim
bilgileri toplamislardir. 1985 yilinda Gams ve arkadaslari, gruplar1 diizenleyip
resmi olarak 18 taksonomik boliime ayirmiglardir (Sugui, 2015; Gams vd., 1985).

Giliniimiizde, Aspergillaceae ailesinde 17 boliime ayrilmis yaklagik 260°dan fazla
5



Aspergillus tirti bulunmaktadir. Ascomycota’nin 7richocomaceae ailesinde
siniflandirilan  Aspergillus cinsi, dokuz farkli eseyli iireyen sekli olarak
adlandirilan teleomorf cins ile iligkisi oldugu bilinen eseysiz lireyen sekli olarak
adlandirilan anamorfik tiirler bulunmaktadir. Penicillium ve Paecilomyces
cinslerinin bazi teleomorf tiirleri de, 7richocomaceae ailesi igerisinde yer

almaktadir.

Aspergillus taksonomisi cins, alt-cins ve boliimlere ayrilmistir. Aspergillus
cinsi; Aspergillus, Fumigati, Terrei, Nidulantes, Candidi, , Circumdati, Warcupi
ve Ornati olmak tizere sekiz alt-cinsten olusmaktadir. Euascomycetes sinifinin bir
tiyesi olan Aspergillus’lar ascomycetes’ler ile uzaktan iliskilidirler. Tibbi 6nemi
olan ve insanda hastaliklara neden oldugu bilinen Aspergillus tiirleri baslica beg
boliimde (Fumigati, Flavi, Nigri, Terrei ve Nidulante) bulunmaktadir (Sugui vd.,
2014). Aspergillus tiirlerinden bazilar1 hastaliklar ile iligkilendirilmistir.
Aspergillus tiirleri arasinda insanlarda en sik hastalik olusturan, 1siya dayaniklilik
ozelligi ile A.fumigatus’ tur, 2.sirada A.flavus ve onlar1 A.terreus ve A.niger tiir
kompleksleri izler (Chen vd., 2015). Losemi, hematopoietik kok hiicre ve organ
transplantasyonu uygulanan hastalarinda invazif hastaliga neden olan en yaygin
tir A. fumigatus'tur. A. flavus, A. niger ve A. terreus sekonder etyolojik ajanlardir

(Sugui, 2015).

Son zamanlarda, Aspergillus cinsinin taksonomisi, genomik diziye dayali
yeni bilgiler birlestirilerek diizenlenmistir. Aspergillus cinsi kiiflerde olaganiistii
bir genom sekans c¢esitliligi vardir. Aspergillus genomlar1 sekanslandiginda,
boyutlarinin 28-40 Mb arasinda degistigi ve benzer oOzelliklere ve sekiz
kromozoma sahip olduklar1 goériilmiistiir (Gibbons ve Rokas, 2013). DNA sekans1
ve Beta-tubulin ve kalmodulin dizileri, internal transcribed spacer (ITS) ve large
subunit (LSU) gen boélgeleri kullanilarak yapilan filogenetik arastirmalar ile;
Aspergillus’lar tiir diizeyinde tanimlanmaktadir. Daha 6nce makroskopik veya
mikroskopik morfoloji ile Aspergillus olarak tamimlanan tiirlerin filogenetik
arastirmalarin sonucunda daha ileri taksonomik revizyona ihtiya¢ oldugunu kabul
etmiglerdir. Taksonomistler, eseyli ve eseysiz sekillerin tek bir ad altinda

toplanmasi olan ‘One Fungus — One Name’ prensibini kabul etmislerdir.



3. Klinik 6nemi olan Aspergillus Tiirlerinin Yapilar1 ve Ureme Ozellikleri
a. Aspergillus Tiirlerinin Genel Ureme Ozellikleri

Aspergillus cinsi i¢inde eseyli ve eseysiz ireyebilen tiirler olsa da,
Aspergillus tirlerinin % 64’linde eseyli lreme saptanmamistir. Aspergillus
tirlerinin eseyli tireme sekilleri ‘teleomort’, eseysiz iireme sekilleri ‘anamorf’
olarak adlandirilir. Aspergillus tiirlerinde n (haploid) sayida kromozoma sahip
eseysiz ¢ogalan hiicreler, uygun kosullarda bir baska haploid kromozomlu hiicre
ile karsilasirsa birlesebilir. Eseyli iiremedeki ilk asamada haploid kromozoma
sahip iki hiicrenin flizyonu olarak adlandirilan plazmogamidir. Daha sonra
cekirdekler mitotik olarak boliiniir ve ‘askojendz hifler’ (iki ¢ekirdekli hiicreler)
olusur. Askojen6z hiflerde bulunan iki haploid c¢ekirdegin birlesmesiyle
‘karyogami’ meydan gelir, mayoz bdliinme baslar. Mayoz sonrasi gerceklesen
mitoz ile askus olusur, her askusun igerisinde 8 adet askospor vardir. Askuslarin
cevresinde, kompleks yapida klaystotesyum olarak adlandirilan bir¢ok farkli
hiicreden olusmustur. Klaystotesyumlardaki sporlarin yayilmasi, askokarp
duvarimin yikimiyla askosporlarin etrafa dagilmasiyla gerceklesmektedir.
Askuslarin pargalanmasiyla askosporlar etrafa yayilarak eseysiz dongiiyl tekrar

baslatir (Erturan, 2006; Ozyaral, 2006).

Aspergillus cinsinde kisa siirede eseysiz iireme meydana gelir, ¢cok sayida
aseksiiel spor olusarak etrafa yayilir. Sporlarin canli olarak kalma siireleri nem
kaybi, yliksek metabolizma oran1 ve UV 15181 ile azalmaktadir. Eseyli lireme,
kompleks bir siirectir ve uzun siirede meydana gelir. Eseyli tiremede olusan
seksiiel sporlar ise uzun yillar boyunca uygunsuz sartlarda hayatta kalabilirler.
Aspergillus cinsinde spor olusumu 1s1k, sicaklik, hava ile temas, besin durumu

gibi kosullardan etkilenmektedir (Erturan, 2006).

Konidiyalar, vejetatif iireme ardindan baslar. Asekstiel gelisim, kalin
duvarli bir ayak hiicresinin gelismesi ile baslar, daha sonra konidiyofor ¢ikar.
Aspergillus tirlerinde konidiyofor ayak hiicresinden dik olarak ¢ikar ve yaklasik
4-5 pm capindadir. Konidiyoforun gelisimi tamamlandiginda, ucu siser ve
vezikiil olusur. Aspergillus tiirlerinin bazilarinda fiyalidler vezikiil iizerindedir,
bazilarinda ise ikincil bir sira olusturan metulalar tomurcuklanir ve fiyalidler

olusur. Vezikiilin yapisal gelisimi ve konidiyoforun yiiksekligi tiirlere gore



farklilik gosterir. Konidiyofor o6zellikleri, sterigmata diizeni, rengi, sekli,
biiyiikliikleri, vezikiil ve sporlarin mikroskobik goriiniimleri Aspergillus tiirleri
arasinda farklilik gosterir ve tanimlamada ¢ok 6nemlidir. Tanimlamada onemli
olan askus ve askosporlar, dis sartlara daha direngli yapilar olarak gelismesine
ragmen laboratuvar kosullarinda olusturulmalar1 zordur, sik goriilmezler (Erturan,

20006).
b. Aspergillus Tiirlerinde Mikroskobik Morfoloji

Aspergillus tiirleri, pratikte daha ¢ok anamorfun fenotipik 6zelliklerine gore
tanimlanmaktadir. Aspergillus tiirlerini makroskopik gorliniim tanimlamaya
yardimci olabilir fakat tiir diizeyinde tanimlama yapilabilmesi i¢in mikroskopik
olarak konidya ve hif yapilarinin hatta sporlarin da 6nemli yeri vardir. Tiim
Aspergillus tirlerinin ortak tanimlayict 6zelligi, sporlar1 tasiyan yapidir ve
tanimlamada 6nemli 6zellikleri arasinda; vezikiillerin sekil ve boyutu ile fiyalit ve
metulalarin diizenindeki degisiklikler vardir. Aspergillus hifleri; diizgiin, hyalen
ve septali yani bolmeli olup, 45°’lik ac1 ile dallanma oncesi ve sonrast hif
caplarinin ayni olmasi (dikotom dallanma) gibi bir 6zellik gosterir. Hiflerin
gelisimi sirasinda hifin bir boliimii genisler, hiicre duvari kalinlasir ve ‘T’ veya
‘L’ seklinde ‘foot cell’ (taban hiicreleri) olusur. Taban hiicresi ise genel olarak
septa yoktur ve tiirler arasinda farkli renk, uzunluk ve duvar dokusuna sahiptir.
Taban hiicre, Aspergillus tirlerinin Penicillium tiirlerinden ayrilmasinda en
onemli Ozelliktir. Eseysiz iiremede hiflerden bir tanesi konidya (eseysiz spor)
olusturmak iizere 0Ozelleserek konidyofor adini alir. Konidiyofor olarak
tanimlanan sap kismi, ya ayak hiicresi denilen 6zellesmis hifal hiicreden ya da
dogrudan vejetatif hiften kaynaklanmaktadir. Ana hife dik a¢1 olusturacak sekilde
uzayan ve konidiyofor olarak adlandirilan hiflerin ucu siskinleserek Aspergillus
tiirleri i¢in karakteristik olan vezikiilii olusturur (Chen vd., 2015). Konidiyofor,
konidiya veya sporlar1 tasiyan vezikiiliin sekli farkli tiirlerde kiireselden uzamis
sopa sekline (4.clavatus’ta) kadar degiskenlik gostermektedir (Pasqualotto,
2010). Vezikiil; yari-kiiresel, kiiresel, konik, oval, comak ve armut gibi sekillerde
olabilmektedir (Chen vd., 2015). Konidiyoforlar ve vezikiillerin yapisi; pigmentli
veya hiyalen, piiriizli veya pliriizsiiz olabilir ve bu oOzellikler tanimlamada
yardimc1 olmaktadir. Vezikiillerden fiyalidler (konidya olusturan hiicreler) olusur

ve fiyalidlerden tomurcuklanma ile konidyalar ¢ikar. Vezikiiliin fiyalitlerin



iiretimi i¢in genis bir yilizey alanina sahiptir (Pasqualotto, 2010). Fiyalitler,
vezikiillerden direkt, tek sirali olarak ‘uniseriat’, metula denilen ara hiicre
tabakasindan ¢ift sirali olarak ‘biseriat’ veya A.flavus’daki gibi her iki sekilde de
ortaya ¢ikabilmektedir (Chen vd., 2015). Aspergillus tirlerinde fiyalitler ¢ift sira
seklinde olusmus ise, i¢ siradakilere metula denir ve metulanin varligi1 veya
yoklugu identifikasyon i¢in 6nemli bir 6zelliktir (Pasqualotto, 2010). Tiire gore
degismek iizere, vezikiil ya tamamen (1s1nsal, radiyal) ya da kismen (siitunumsu)

konidyalar ile kaplanabilmektedir.

Vezikiiliin tizerinde direkt olusan veya konidiyofordan metula olarak bilinen
bir hiicre tabakasi ile ayrilan ve sise seklinde yapilar olan fiyalidler, birbirini
takip eden en gen¢ olanit tabanda olacak sekilde spor zincirleri Tiretirler.
Aspergillus tiirlerinde konidiyalar (aseksiiel sporlar) havada dagilmaya uygun,
kuru ve uzun zincirler seklinde bulunmaktadir. Elips seklinde veya kiiresel olan
konidiyalarin, bas kisminin rengi degisik renklerde ve piiriizsiizden belirgin
dikenliye kadar degisen ylizey yapilarinda bulunmaktadir. Aspergillus tiirlerinde
sporlarin rengi ve biiylikliikleri farkli olabilmektedir. Sporlarin rengi, bi¢imi ile
birlikte vezikiil, fiyalitler ve spor zincirleriyle olusan konidyal baslarin sekli gibi
tiim bu ozellikler fenotipik tanimlamada kullanilan 6nemli 6zelliklerdendir (Chen

vd., 2015; Pasqualotto, 2010).

vésicule

conidiophore

hyphe

Sekil 1. Aspergillus tiirlerinin vezikiil, fiyalid yapilar1 ve konidiyalarin dizilisi



e Telemorfik yapilar

Sadece belirli Aspergillus tirlerine 6zgii ve tanimlamada 6nemli olan diger
mikroskobik yapilar arasinda; klaystotesyumlar, alorokonidyumlar, hiille
hiicreleri ve sklerotyumlar vardir. Klaystotesya veya askokarp; Aspergillus
tiirlerinin teleomorflarinin olusturdugu eseyli iireme evresinde olusan yapilar,
genellikle kapalidir ve yuvarlak sekildedir. Mayoz ile eseyli askosporlar: iireten
askuslar1 barindirir. Olgunluk doneminde askus ve askosporlari serbest birakmak
icin klaystotesyumlarin duvarlari, ince yassi hiicre tabakasindan olugsmaktadir ve
patladiginda askuslar ¢evreye yayilir. 4.glaucus’da klaystotesyumlar sar1 renkte,
kiiciik ve tek hif lizerinde sade bir sekilde bulunurken, A.nidulans’in telemorfu
olan Emericella nidulans’da koyu mor renkte, yaklasik 150 pm c¢apinda ve
genellikle hiille hiicreleri ile ¢evrilidir. Askosporlar, klaystotesyum igerisindeki
askuslarda (askuslar genelde sekiz askospor igerir) mayoz ile meydana gelen
eseyli sporlardir. (Pasqualotto, 2010). Telemorf Aspergillus tiirlerinin
tanimlanmasinda, askomata ve askosporlarin duvar yapilari, sekli, rengi, boyutu
onemlidir (Chen vd., 2015). Aldrokonidyum; kendisini destekleyen hiicrenin
lizizi ile tretilen bir tiir konidyumdur. Taban1 genellikle kesik gibi goriiliir ve
lizize ugramis hiicre desteginin kalintilarini tasir. Bu kalintilar, tabaninda halka
seklindeki firfirlar1 olusturur. Hiille hiicrelerinin igerisinde kiigiik bosluk bulunan
bir cesit klamidiyospordur ve askosporu olan Aspergillus tiirleri tarafindan
klaystotesyumlar etrafinda cok sayida bulunur. Bu hiicrelerin kurumaya karsi
koruyucu bir tabaka oldugu bilinmesine ragmen, gercek islevleri belirsizdir. Bazi
Aspergillus tirlerinde klaystotesyumdan olusan sklerotia diye adlandirilan yapilar
vardir. Sklerotia; ¢evresinde esmer renkli kabugu olan yuvarlak, sert, sismis hifal
hiicrelerden olusan micel kiimeleridir. Makroskobik olarak klaystotesyuma
benzer, fakat i¢i sporsuz yapilardir. Olumsuz iireme kosullarinda tiirlerin canli
kalabilmelerini saglayan dayanikli yapilardir (Chen vd., 2015; Pasqualotto,
2010).

c. Aspergillus Tiirlerinde Koloni Morfolojisi

Kiiltiirlerde 48-72 saat gibi kisa siirede lireyen ve besiyerlerinde, tiirlere
gore degisen renklerde ve degisik yilizey oOrgiisiinde (pamugumsu, ylnimsii,
kadifemsi, tozlu, graniiler) koloniler olusturan Aspergillus tiirleri arasinda

morfolojik farkliliklar vardir. Kiiltiir i¢in kullanilan ¢ok cesitli plaklarinda tireme
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basladiginda makroskopik olarak koloninin rengi beyazdir ve konidyumlar
gelistikce pudramsi graniiler hale doniisiir ve bolgelenmeler goriilebilir. Koloni
olgunlastiginda yani konidyumlar olustugunda, kullanilan besiyerinin tiiriine ve
tireme sartlarina bagh olarak kiifler olusturdugu pigmente gore farkli tonlarda gri,
turuncu, sari, yesil, kahverengi ile siyah gibi c¢esitli renklerde koloniler
olustururlar. Koloninin yiizey rengi ile koloni tabaninin rengi birbirinden farkl
olabilir ve koloninin tersi kokenlerin ¢ogunda renksiz veya soluk sar1 renktedir.
Kolonilerin dis kenarlar1 genellikle keskin sinirli olmakla birlikte ince ve daginik,

tiim yiizeyi diizglin veya diizensiz, kabarik ve besiyerine batmis sekilde olabilir.

Bu goriiniim tiiriin adlandirilmasina yardimci olur (Murray vd., 2016; Sugui vd.;

2015; Snelders, 2012).

Sekil 2. Aspergillus tiirlerinin makroskopik goriiniimii (A: 4. fumigatus complex, B:
Aspergillus spp., C ve D: A. niger, E ve F: A. flavus, G ve H: A. terreus)
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Cizelge 1.

En sik goriilen Aspergillus tiirlerinin ayirt edici karakteristik 6zellikleri (Larone, 2011).

Tirler Patojenite Makroskopik morfoloji Konidyoforlarm Fiyalidlerin mikroskopik Konidyumlarin mikroskopik ~ Vezikiiliin Aspergillus tirlerinin
mikroskopik morfolojisi morfolojisi morfolojisi mikroskopik karakteristik 6zellikleri
morfolojisi

A. invazif pulmoner aspergilloz, Kadifemsi, pudrams1 veya  Konidyoforlar1 nispeten Fiyalidler uniseriat ve birbirine ~ Konidyumlarin dizilimi tek Vezikiilii 20-30 Termotoleran olmasi 15-45°C

fumigatus dissemine aspergilloz, alerjik toz seklinde, dnce beyaz kisadir. 300 pm’ye varan  yakindir. Sadece vezikiiliin Gist sirali stitun seklindedir. pum ¢apinda, ve iizerinde tireyebilme 6zelligi

complex bronkopulmoner aspergilloz, renkli, sonrasinda koyu uzunlukta ve 5-8 pm tigte ikisini kaplamaktadir ve Konidyumlar yuvarlagimsi kubbe ile diger yaygin Aspergillus
fungal siniizit ve mikotik yesil, gri renge donebilir ¢apindadir. Diizgiin, konidyofor eksenine paraleldir.  bazen elipsoidaldir. seklindedir. tirlerinden farklidir.
keratite neden olan ve taban rengi beyazdan piiriizsiiz, renksiz veya Piiriizsiiz veya hafif piriizli
aspergillozisin en yaygin bronza degiskenlik yesilimsidir. (dikensi ¢ikintilr) olarak
tiridr. gostermektedir. Koloni degisken olan konidyumlar,
zaman gegtikge koyu 2-3,5 pm gapinda sik1
griye doner. 50 °C {iirerse ayrilmayan zincirler
koloniler soluk sari- seklindedir.
lavanta renkte olur.

A. flavus Genellikle kontaminant, fakat Kadifemsi, pamuksu, Konidyoforlar uzundur. Uniseriat ve biseriat, vezikiilin ~ Konidyumlar yuvarlak veya Vezikiilii 25-45 Ureme genellikle 37°C°de

complex hastaliklarin nedeni de olabilir. rengi saridan yesile veya 400-800 um uzunlukta tiimiinii kaplar, her yone elipsoidal, 3-6 um capinda, um ¢apinda, artmaktadir. Kahverengi-siyah
invazif aspergilloza neden olan kahverengiye donebilir. ve 20 um genisliktedir. yonelebilir. Mikroskobik piirtiiklidiir. Konidyumlarin ~ yuvarlak veya sklerotya gelisebilir. Yaygin
en yaygin ikinci Aspergillus Koloninin kenarlar1 beyaz ~ Diizensiz, gukurlu incelemede yarim daire dizilimi; gevsek sekilde yuvarlagimsidir. olarak gii¢lii kanserojenler ve
tirtidiir. (pulmoner, sistemik, olabilir. Koloni arka dikenli, pirtiikli, goriintislii tim yiizey, gevsek 1sinsal tarzda olup zamanla hepatotoksinler grubundan olan
siniis, kulak infeksiyonlar1 vb.) yiizeyi sart ile koyu sari renksizdir. bir sekilde yayilirlar. stitun sekline (konidyofora aflatoksinleri tiretebilir.

renk arasinda Konidyoforlar olgunlagtiginda, paralel) ¢ift ya da tek sira Aflatoksinler, aflotoksikoz
degismektedir. Koloni ozellikle apekste yani dizilimli olabilmektedir. tablosu olugturur. Aflatoksin B
zaman gectikge zeytin-kiif vezikiiliin hemen altindaki alan ile karacigerde adenoma ve
yesili renkte olur. boyunca karakteristik olarak kansere sebep olabilir.

piriizlii veya dikenlidir.

A. niger Dogada her yerde bulunur. Yiinli, baslangigta beyaz Konidyoforlar uzundur. Biseriat, tiim vezikiiliin etrafini~ Konidyumlar 4-5 pm Vezikiili 30-75 Dis kulak infeksiyonlarinda
Genellikle kontaminant olarak olan kolonilerin yiizeyi 400-3000 pm uzunlukta kaplar (radiyal bas) ve iki ¢apinda yuvarlak ve kalin pm gapinda, diger tiirlere gore daha sik izole
bilinmesine ragmen, ciddi hizla siyaha doner. ve 15-20 pm siralidir. Metulalar fiyalidlerin duvarly, kahverengimsi siyah  yuvarlaktir. edilmektedir. Otomikozun sik
hastaliklarda etken olabilir. Kolonilerin kenarlart genisliktedir. Diizgiin iki kat1 uzunlugundadir. renktedir. Konidyumlar karsilagilan nedenidir.

Ayrica 6nceden var olan akciger ~ beyaz veya sari olabilir. yiizeylidir ve tepeye 1sinsal dizilimler
bosluklarinda sik goriilen Koloninin arka yiizeyi yakin kahverengi koyu gostermekte olup zamanla
aspergilloma (mantar topu) renksiz veya soluk sar1 renkli konidyalar siitun sekline (konidyofora
etkeni olabilir. Bazen akut ve renktedir. olabilir. paralel) donebilir.

kronik invazif pulmoner ve

dissemine hastaliga neden olur.

A. terreus Genellikle kontaminant, fakat Genellikle kadifemsi veya ~ Konidyoforlar, nispeten Ust yarist biseriat (kolumnar Konidyumlar 2-2,5 pm Vezikiil 10-16 Doku orneklerinde, hifin yan

complex ¢ok gesitli viicut bolgelerinde pudramsi, tar¢in renginde,  kisa 100-150 um (<300 yapida) fiyalidle kapli vezikiil capinda yuvarlak ya da pum ¢apinda, duvarlar1 boyunca tipik
infeksiyonlara da neden oldugu kahverengimsi koloniler pm) uzunlugunda ve 4,5-  bulunur. Hif boyunca kiiresel yuvarlagimsi, piiriizsiiz, kubbe seklinde aleurioconidia goriilebilir.
bilinmektedir. Alerjik olustururlar. Koloninin 6 um ¢apindadir. aksesuar konidyalar saptanir. diizgiin yuzeylidir. olup fiyalidler ise =~ Amphotericin B'ye dogal

bronkopulmoner aspergilloza
sebep olmaktadir.

arka ylizeyi sar1 veya
kahverengidir.

Piiriizsiiz, diizgiin
yiizeyli ve renksizdir.

Konidyumlar konidyofora
paralel dizilimde yogun
stitunumsu sekilde olup, ¢ift
sira dizilim gostermektedir.

ist yarim tarafta
bulunur.

direngli olabilirler.




4. Aspergillus cinsi kiiflerin tammlanmasi
a. Aspergillus tiirlerinin tanimlanmasinda konvansiyonel yontemler

Aspergillozun laboratuvar tanisinda, uygun klinik 6rnekler alinmasindan
sonra direkt mikroskobik inceleme ile birlikte kiiltiirii yapilir. Ornekler % 10-
20’lik KOH (potasyum hidroksit) ile islem gordiikten sonra direkt olarak ortalama
yarim saat bekletildikten sonra incelenebilir. Direkt mikroskobi ile kiiltiir
sonucunun uyumu kaydedilir ve mikroskobik (40X) incelemede hif elemanlarinin
goriilmesi Onemlidir. Kalkoflor beyazi gibi mantar hiicre duvarma tutuban
floresan boyalar ile de mikroskobik inceleme yapilabilir. Mikroskobide
Aspergillus hifleri; hiyalen, bélmeli 45°’lik dar ag1 ile dallanan ve 3-6 um eninde
goriiliirler. Bu mikroskobik goriiniim genel olarak tiim hiyalen kiifler i¢in ortaktir,
sadece Aspergillus tiirlerine 6zgl degildir. Standart mikoloji besiyerinde yapilan
kiltiir ile, organizma izole edilir ve tiir diizeyinde tanimlama yapilir (Tiimbay,

2021: 335-362).

Izolatlarin tanimlanmasinda, makroskobik (petrideki koloninin yiizeyinin ve
tersinin pigmentlerin varligi, rengi, ¢api, dokusu) ve mikroskobik morfolojik
ozellikleri ve farkli sicakliklarda (termotolerans testi, 45°C’de) iiremesi gibi
Ozellikler onemlidir. Kiiltiir 6rnekleri kuru sporlarin ¢evreye dagilimini 6nlemek
icin biyogiivenlik kabinlerinde c¢alisilmalidir. Aspergillus tiirleri mikolojik
besiyerlerinden olan Sabouraud dekstroz agara (SDA) ve potato dekstroz agara
(PDA)’da iireyebilirler. Czapek-Dox agar ve glukozlu (%20-30) ya da glukozsuz
malt ekstrakt agar (%?2) gibi besiyerleride koloni yapist ve mikroskobik
ozellikleri karsilastirmak icin kullanilmaktadir. Pigment ve lireme orani gibi bazi
koloni ozellikleri besiyerinin igeriginden etkilenmektedir (Larone, 2011; Chen

vd., 2015).

Degerlenme i¢in mikolojik besiyerinde 25 ve 37°C’de yedi giinliik iireme
yeterli olsa da; teleomorflarin gelismesi icin inkiibasyon siiresini uzatmak
gerekmektedir. Ornegin askomata, hiill cell gibi yapilarin gelismesi tanimlamaya
yardimct olmaktadir (Larone, 2011; Chen vd., 2015). Ureme hizindaki

farkliliklar, tanimlanacak Aspergillus susu hakkinda bilgi vermektedir.

Ureyen koloniler ilk olarak makroskobik 6zelliklerine gore degerlendirilir.

Makroskobik olarak mavi-yesil renkte siiet benzeri yiizeye sahip koloniler A.
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fumigatus, perifer beyaz siyah renkte koloniler 4. niger, Once beyaz—sari
sonrasinda yesile donen koloniler 4. flavus, kum—kahverengi, tar¢in renginde siiet
benzeri yiizeye sahip koloniler A. ferreus gibi degerlendirilebilir ve mikroskobik
olarak inceleme asamasina gegilebilir (Larone, 2011). (Hata! Basvuru kaynagi

bulunamadai.).

Aspergillus spp. kolonilerinden preparat hazirlanirken selofan bant, lam
kiltiiri ve koparma gibi yontemler kullanilabilmektedir. Aspergillus spp.’nin
mikroskobik olarak incelenmesi i¢in genelde selofan bant yontemi kullanilir. Bu
yontemde; selofan bant koloninin yiizeyine nazikg¢e bastirilir, temiz bir lam
tizerineki bir damla laktofenol pamuk mavisinin {izerine kapatilir. Lam kiltiiri
yonteminde; SDA’dan kare seklinde bir parca kesilerek lam {izerine konur. igne
ile saf kiiltiirden alinarak besiyeri par¢asinin koselerine batirma yontemiyle ekim
yapilir, ilizerine lamel kapatilir ve petri kutusunun igerisine 1slak bir pamuk
birakilir. Lam kiiltlirii 2-3 hafta boyunca 25°C’de inkiibe edilir. Kif iiremesi
oldugunda, hif ve sporlar lamele yapisir, lamel alinir, {izerine laktofenol pamuk
mavisi damlatilmis lamin iizerine kapatilir ve mantar hif ve spor yapilar
bozulmadan incelenir. Koparma yonteminde ise; spatiil veya bistiiri yardimiyla
kiif kolonisinden dikkatlice alinir, iizerinde laktofenol pamuk mavisi olan lam
tizerine konur ve lamel kapatilir. Hazirlanan preparatlar mikroskop altinda
10X’lik objektif ile incelenir ve kiifiin genel yapisi degerlendirilir. Sonra
immersiyon ile 100X’lik objektif altinda konidiyofor yiizeyinin piirlizli veya
piriizsiiz olusu, sporlarin yiizeyindeki farkliliklar incelenir (Larone, 2011;
Pasqualotto, 2010). Laktofenol pamuk mavisi ile kiif kolonisi mikroskobik olarak
incelenmesinde sporlanmanin daha fazla oldugu zengin PDA besiyeri tercih

edilir.

Ureyen  koloniler ilk olarak  mikroskobik  &zelliklerine  gére
degerlendirilirken; vezikiiliin sekli ve biiyiikliigii, konidiyal yapilarin 1s1nsal veya
stitunumsu olusu, konidiyoforun uzunlugu ve yiizeyi, fiyalidlerin tek veya ¢ift
siralt olusu, konidiyal yiizey, sekil ve biiylikliik, klaystotesyum, hiille hiicreleri,
askospor gibi yapilara sahip olmasi veya olmamasi gibi kriterlere dikkat

edilmelidir (Tiimbay, 2021: 335-362; Larone, 2011).

Mikroskobik olarak bolmeli hiflere sahip olan, dallanmayan konidyofor

yapilar1 bulunan, konidyoforlarin ucunda vezikiil adli yapiyr bulunduran,
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vezikiilden fiyalid yapilar1 ¢ikan ve fiyalidlerin ucunda da yuvarlak yapih
konidya zincirlerine sahip koloniler Aspergillus spp. olarak degerlendirilir.
Konidyoforlar1 kisa, diiz olup konidyoforlardan ¢ikan fiyalidler tek sirali ve
vezikiilin Uist 2/3’tnl kapliyorsa izolat 4. fumigatus olarak degerlendirilir.
Konidyoforlar1 diizensiz, ¢ukurlu veya dikenli yapida olup konidyofordan ¢ikan
fiyalidleri tek veya iki sirali sekilde vezikiilin tamamini kapliyorsa izolat A.
flavus olarak degerlendirilir. Konidyoforlar1 kisa, diiz olup fiyalidleri iki sirali,
vezikiilii kolumnar sekilde kapliyorsa izolat A. terreus olarak degerlendirilir

(Larone, 2011).

Termotolerans testinde; Aspergillus spp. tirlerinden 6zellikle A. fumigatus
40°C’nin lzerindeki sicakliklarda iirer. Farkli sicaklik derecelerindeki iireme
ozelligi tiirlerin tanimlanmasina yardimci olur. Ornegin; 45°C’de {ireme gozlenen

izolatlar A.fumigatus kompleksi olarak degerlendirilir (Murray, 2007).

Aspergillus tiirleri ireme ortamlarindaki degisikliklere; tireme hizlarim1 ve
morfolojik 6zelliklerini degistirerek tepki verirler. Uretildikleri besiyerinin igerigi
ve miktari, ortamdaki nem ve 1sik degisimi morfolojilerini etkileyeceginden
tireme kosullarinin standart, identifikasyonu yapilacak kdkenin saf kiiltiir halinde

olmas1 gerekir. Farkli inkiibasyon 1silar1 ve farkli besiyerleri bu yiizden kullanilir.
b. Aspergillus tiirlerinin tammlanmasinda serolojik yontemler

Aspergillus tiirlerinin tanimlanmasinda galaktomannan antijen testi; (BDG)
1,3-B-D-glukan testi, lateral flow, antikor aranmasi ve diger biyolojik belirtegler
gibi serolojik yontemler kullanilmaktadir. Bunlardan tanimlamada en yaygin
olarak kullanilan test, galaktomannan antijen testidir. Aspergillus tiirlerinin hiicre
duvarinin yapisinda galaktomannan bulunmaktadir. Ozellikle nétropenik
hastalarda Aspergillus damar invazyonu yaptigi i¢in galaktomannan kolayca kana
salinir ve ndétrofiller kan dolasimina gecen galaktomannani temizleyemez.
Galaktomannan antijen testi; kan ve BAL gibi viicut sivilarinda caligilir.
Notropenik olmayan hastalarda, damar invazyonu olmadigindan galaktomannan
kandolasimina gecemedigi ya da notrofiller tarafindan temizlendigi i¢in kan
orneklerinde saptanma olasilig1 diisiiktiir. BAL 6rneklerinde ise galaktomannan

antijen testinin duyarlilig1 kiiltiirden daha yiiksektir (Tiimbay, 2021: 335-362).
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Ayrica 1,3-B-D-glukan, mantar hiicre duvari igin 6zel bir polisakkarit
bilesenidir ve invazif fungal infeksiyon tanisi alan hastalarin kan serumunda
tespit edilir. Aspergillus fungemilerinde, serumda 1,3-B-D-glukan yiikselir.
Invazif fungal infeksiyon erken tanis1 ve antifungal kemoterapi takibinde 1,3-p-
D-glukan kullanilabilir. Lateral flow ise, Aspergillus glikoproteinini saptamak
lizere gelistirilmis basit bir testtir. Antikor testleri ile, akciger aspergillozununun
kronik ve alerjik sekillerinin tanisinda O6nemlidir. IgG antikorlarinin diizeyi
kronik akciger aspergillozunda, IgE antikorlarinin diizeyi ise alerjik aspergillozda
ylkselir. Antikor yanit1 zayif olan immiin sistemi baskilanmis hastalarda antikor

testlerinin tanida ve tedavide etkisi sinirhidir (Tiimbay, 2021: 335-362).
c. Aspergillus tiirlerinin tanmimlanmasinda molekiiler yontemler

Aspergillus cinsi kiiflerin identifikasyonu i¢in konvansiyonel yontemler ve
molekiiler yontemler kullanilmaktadir. Invaziv mantar hastaliklarinin teshisinde
kiiltir ve mikroskobi altin standart olmaya devam ederken, bu yontemlerin
duyarliligt ve o6zgiilliigii sinirlidir. Konvansiyonel yontemler yogun emek ve
deneyim/uzmanlik gerektirmektedir. Kiiltiirlerde yavas lireme gozlenebilmektedir
veya sporlanmasinda sorunlar olabilmektedir. Ayrica benzer morfolojilere sahip
Aspergillus tiirlerinin, genetik olarak farkli identifikasyonu da miimkiindiir.
Aspergillus tiirlerinin tiir diizeyinde tam ve dogru identifikasyonu, antifungal
direncin dogru tespiti ve tanimlanmasi ile erken teshis ile hasta sonuglari i¢in
kritik Oneme sahiptir. Hedefe yonelik antifungal tedavinin baslanmasi ile
mortalite oran1 azalmaktadir. Ila¢ direncinin daha hizli tespiti i¢in daha hassas
sistemlere ihtiyac vardir. Molekiiler yontemler tanimlama siiresini kisaltmaktadir

ve ilag¢ direncine neden olan genomik degisiklikler belirlenebilmektedir.

Fenotipik yontemlerin yetersiz oldugu durumlarda kullanilmak iizere,
mantar DNA’sinin izole edilmesi ve tanimlanmasini igeren PCR (polimeraz zincir
reaksiyonu) temelli yontemler gelistirilmistir. Aspergillus tiirlerinin molekiiler
yontemler ile tanimlanmasinda, gen bolgelerinin dizi analizleri (ribozomal RNA,
ITS1 ve ITS2) yapilabilir. rRNA’nin D1-D2 (biiyiik alt birimleri) domainleri veya
B-tub (B-tubulin), rodA (rodlet A), aktin ve kalmodulin gibi protein kodlayan gen
bolgelerinin (iki protein 25 kodlama lokus) dizi analizleri yapilarak (multilokus
sekans dizileme) Aspergillus tirlerinin tanimlanmasinda, ¢esitli DNA hedefleri

olarak onerilir. Gerekli olan tanimlamaya gore, lokus se¢imi de farkli olabilir.
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Aspergillus cinsi i¢indeki tiirlerin tanimlanmasi ic¢in, hedef genler rDNA
tizerindeki 18S ve 26S/28S bolgeleri, 28S ribozomal subunitinin degisken D1/D2
gen pargalar ile birlikte IGS ve ITS1/ITS2 bolgeleri PCR (amplifikasyonu) ve
sekanslama ile tercih edilmektedir. Mitokondriyal DNA, mitokondriyal sitokrom
B, 5S rDNA ve RNA polimeraz B genleri de, tanimlamada hedef olarak

secilmektedir.

Klinik Laboratuvarlar Standartlar1 Enstitlisii (CLSI), mantarlarin DNA
hedef dizileme yoOntemleri ile tanimlanmasi i¢in degerlendirme rehberleri
(MM18-A) vardir (www.CLSI.org). Rehberlerde Aspergillus tiirlerinin ayrimi
i¢in; karsilastirmali sekans analizi ile B-tub ve alt cins ya da bdliim seviyesinde
tanimlamalar i¢in ITS1 ve ITS2 bolgeleri hedef olarak tavsiye edilmektedir
(Mikoloji Referans Laboratuvari, 2014; Pasqualotto, 2010). Cok hedefli gercek
zamanlt bir PCR testi olan Asper-Genius (PathoNostics) sistemi, Aspergillus

genomunda 28S rRNA’y1 hedef alan molekiiler testlerdendir.

Giliniimiizde Aspergillus tiirlerinin ¢ogu i¢in tam genom veya belli bir bolge
genom dizilerinin olmasi, tanimlamaya uygun DNA dizi tabanli ydntemlerin
gelistirilmesini  saglamistir (http://www.broad.mit.edu). Aspergillus tiirlerinin
molekiiler tanimlanmasinda karsilastirmali DNA dizilemenin tekrarlanabilirligi,
kullanim kolayligi, duyarlilik ve 6zgilliigii ile bu yontemin altin standart olarak

kabul edilmistir.

Veritabani i¢inde onceden identifiye edilmis dizilerle, elde edilen diziler
karsilastirilir. Aspergillus tanimlanmasinda en sik tercih edilen dizi veri tabani,
ABD Milli Tip Kiitliiphanesi tarafindan EMBL (Avrupa Molekiiler Biyoloji
Laboratuvari) ile birlikte muhafaza edilen GenBank’dir
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). GenBank; bilinmeyen dizileri bulmak
i¢in Basic Local Alignment Search Tool (BLASTn) algoritmasina gore, iki dizi
arasinda homoloji gosteren bolgeleri arastirmaktadir. BLAST, veritabanindaki
diziler ile elde ettigi dizilerin uyumlarina gore siralanmis skorlar ve ikili gruplar
halinde belirtmektedir. Aspergillus tirlerinin tanimlanmasinda, veri bankasinda
bulunan bir veya daha fazla Aspergillus tiirtine %99-100 gibi olduk¢a fazla bir
oranda gen benzerligi belirlenmesi ile saglanmaktadir. Dizi benzerligi %99 un
altinda oldugu durumlarda dizileme sonuglarinin degerlendirilmesinde sorunlar
olabilir. Daha fazla sayida yakin iliskili Aspergillus tirlerinin dizilerinin ve
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birden fazla bagimsiz lokusun belirlenip daha kapsamli filogenetik analizlerin
yapilmasi ile genotipler daha iyi degerlendirililir ve tiir diizeyinde tanimlama

yapilabilir (Pasqualotto, 2010).

PCR, Aspergillus spp. tilrlerini tespit etme yetenegine sahip olmasinin
yaninda PCR ayrica dogrudan klinik 6rneklerden triazol direnci ile iliskili bazi
mutasyonlar1 tanimlayabilmektedir (Donnelly vd., 2020). Bir PCR ayrica kiiltiir
negatif Orneklerde azol direncinin saptanmasinit saglayabilir. Calismamizin
yiiriitiilmesi sirasinda EORTC/MSGERC tanimlar1 giincellendi ve 2020 versiyonu
artitk mikolojik kriter olarak pozitif bir Aspergillus spp. PCR igermektedir
(Huygens, alber dunbar Jochem B Yapi1 vd. 2023). Yeni teshis teknikleri ile

tanimlar1 giincellenmistir.

5. Aspergillus cinsi kiiflerin viriilans faktorleri ve patogenez

Aspergillus cinsi patojen kiif mantarlarinin hastalik etkeni olabilmesi igin,
dokuya tutunmasini, dokuya girisini kolaylastiran ve savunma elemanlarinin
(fagositik hiicreler gibi) etkisiz hale getirebilmesi i¢in ¢esitli viriilans faktorleri
olmas1 gerekir. Mikozun patogenezini belirleyen viriilans faktdrler infeksiyon
siirecini uyarir. Aspergillus spp. tirlerinde belirlenen virlilans faktorleri pigment
olusturma 6zelligi, toksik molekiiller, sicaklik toleransi, kapsiil, dimorfizm, hiicre
duvar bilesikleri ve enzim iiretimidir. Viriilans faktorler ile mantarlar, konakta
canliligini stirdiiriir ve adezyon, kolonizasyon ile konagin bagisiklik sistemini

etkisizlestirmeye ¢alisir (Ghannoum vd., 1995).
a. Mantarla ilgili faktorler

Aspergillus tiirlerine ait konidyumlar solunum yolu ile viicudumuza
girdiginde; floraya yerlesen konidyumlara kars1 ya alerjik yanit olusur, ya viicut
igindeki hava bosluklarinda kolonizasyon, ya da derin dokulara invazyon olabilir.
Konidyumlar konak dokusuna girdiginde, solunum yollarindaki epitellere yapisir
ve hiicreleri 6zellikle de bagisiklik sisteminde rol alan fagositoz yapan hiicreleri
oldiiriir. Dokudaki kosullara uyum saglayarak gelismektedir. Solunum yolu
epiteline adezyon 0zelligi, fagositoz yapmayan hiicrelere invazyon yapabilmesi,
katalaz enzimi lretebilmesi ve damar endotel hiicrelerine invazyon yetenegi en
cok bilinen ve en ¢ok incelenen viriilans faktorleridir (Latgé, 1999; Denning,

1998). Aspergillus tiirlerinin virulansinin ¢ok faktorlii oldugu bildirilmektedir.
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Sicaklik tolerans1 ve gelisme hizi; 37°C’de gelisim gostermeyen bazi
Aspergillus tiirleri, patojen olan tiirleri olmayanlardan ayirt etmekte dnemlidir.
Uygun sicaklik ve nemde birakilan konidyumlarin hacmi ~4-8 kati siser. Hiicre
duvarinda bulunan hidrofobik protein Ortii yerini baska bir tabakaya birakir.
Logaritmik gelisme fazi1 basladiginda hif olusmaya (~24 saat) baslar, daha sonra
gelisme hizi ayni kalir. Gelisme hizinin A.fumigatus ve A.glaucus’da %30-40
daha fazladir, bunun sebebi hidrokortizon yogunlugu olarak gdosterilmistir
(Denning, 1998). Hizli iireme siiresi ve oksidatif strese dayaniklilik Aspergillus

tirleri i¢in viriilans faktorlerindendir.

Konidyum boyutu: Solunum yolu ile alindiginda 4spergillus konidyumlari
(2-5 um) akcigerdeki alveollere ulasabilecek kadar kiigiiktiir. Konidyumlar, kolay
bir sekilde dokuya geger. Hidrofobik protein tabakast hem konagin savunma
mekanizmalarina karst koymada hem de olagandisi atmosfer sartlarina
dayanabilmesinde etkilidir. Aspergillus tiirleri fibrinojeni ve laminini baglamasi
ile invazyon Oncesinde mantar elemanlarinin, konagin hava yollarina daha fazla
adezyonuna katki saglar (Latgé, 1999; Denning, 1998). Ornegin; A.fumigatus un
diger tiirlere gore nispeten daha kiigiik olan konidiya boyutu (2-3,5 pm ¢apinda)
alveollerin derinlerine erisimini saglamaktadir. Bunun aksine, A.niger’in
konidyumunun ¢ap1 4-5 pm oldugu ve bunun sonucu olarak daha diisiik virulansa
sahip oldugu diisiiniilmektedir. insanda firsat¢1 infeksiyon etkeni olarak en fazla
izole edilen tiir A.fumigatus ise konidyum c¢apinin kiigiik olup alveollerin
derinlerine kolay ulasabilmesinin yaninda daha iyi bir termotolerans (37°C ve
50°C arasinda iireyebilme) 6zelligi vardir ve diger Aspergillus tiirlerinden daha

direnclidir.

Aspergillus tiirlerinin konidyumlarinin yilizeyindeki karbonhidrat ve protein
molekiillerinden olan fibrinojen, temel membran glikoproteinlerinden laminin ve
ekstraselliilar matriks bileseninden fibronektin ve komplement baglari
konidyumun dis ve i¢ duvar tabakalariyla iliskilidir ve konak proteinlerine
spesifik olarak baglanirlar ve baglanmada etkili olan adhezinler; kollagen,
albiimin ve surfaktan gibi yiizey proteinleri vardir. Aspergillus konidyumlarinin
ylizeyinde glukanlar, galaktomannanlar, kitinler ve diger polisakkaritler bulunur.
Glukan ve galaktomannanlar yiiksek derecede immiinojenik olan molekiillerdir.

Aspergillus tirlerinin hifleri ve konidyumlari; immunoglobulinlere, akciger
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surfaktan A ve D, mannoz-baglayan lektine baglanir ve bu baglanmada
fizikokimyasal etkilesimleri ya da reseptor ligand tanima olur. Aspergillus
tiirlerindeki konidyumlarin dis tabakasinda hidrofobik Rod A proteini ve
dihidroksinaftalin (DHN) melaninden olusan rodlet tabakasi bulunur. Bu
tabakanin varligi ile, konidyumlar yiiksek sicakliga direnebilmekte ve konagin
bagisiklik sistemi tarafindan fark edilmesini Onlemektedir. Konidyumlar,
invazyondan Once solunum veya akciger epitelinin laminine ve fibrinojene
baglanirlar ve siserler. Alveoler makrofajlar i¢inde hifler olusur ve metabolik
olarak aktiflesirler. Konidyumlarin sismesi, koruyucu hidrofobik tabakanin ve
melaninin kaybina yol agarak immiinolojik yanita ve fagositoza neden olur.
Konidiyal hiicre duvar molekiilleri fagositoza diren¢ gosterir. Bagisiklik sistemi
baskilanmis olan hastalarda, makrofajlarin yaniti zayif veya gec¢ oldugu icin
sporlarin ¢imlenmesi engellenemez. Hifler, makrofajlarin hiicre zarini tahrip eder
ve akciger parenkimine gecerler. Konidiyalar1 igerisine alan epitel ve endotel
hiicrelerin, infeksiyon odagi olarak gorev yaptiklart diisiiniilmektedir (Reiss vd.,

2012; Timbay, 2021: 335-362).

Enzimler: Konagin dokusunda ilerleyebilmesi i¢in kiifiin bazi enzimlerinin
olmas1 gerekir. Aspergillus tiirlerinde, mannitol, katalaz ve siiperoksit dismutaz
gibi enzimler {retir ve bu enzimler mantar1 oksijen molekiiliiniin,
hidrojenperoksit, hidroksil radikallerlerinin ve fagositler tarafindan {iretilen
serbest radikallerinin tahribinden koruyabilirler. Aspergillus tiirlerinde bulunan
katalaz genleri organizmanin oksidatif strese duyarliligimi modifiye eder.
Aspergillus tiirlerinde bulunan akciger epitel hiicrelerine yapismay1 artiran g¢esitli
proteazlar, ribotoksin, fosfolipazlar, bir hemolizin ve diger toksinler de c¢esitli
viriilans faktorlerinden sayilmaktadir. Kronik graniilomatdz gibi hastaliklarda
notrofiller Aspergillus hiflerini yok edemezler. Akcigerin matriksinde kollajen ve
elastin oldugundan kollagenolitik ve elastogenolitik enzimler baglica roli

oynarlar (Reiss vd., 2012).

Pigmentler: Aspergillus tiirlerinin konidiyasinin hidrofobik proteinlerden
olusan dis tabakasinda yesil bir pigment tabakasi vardir. Aspergillus tiirlerinin
konidyasi1 igerisinde bulunan genlerde (melanin iiretimi i¢in kodlanan) goriilen
mutasyonlarda, konidyada azalmis kompleman aktivasyonu goriiliir ve fagositler

beyaz konidiyalara zarar verirler. Yesil konidyalardan daha ¢ok zarar verir.
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Pigmenti olmayan Aspergillus tiirleri, yesil konidyumlu olan kékenlerden daha az

patojen oldugu bildirilmistir (Reiss vd., 2012).

Toksik molekiiller: Aflatoksin, okratoksin A, fumagilin ve gliotoksin gibi
toksik ikincil metabolitler Aspergillus tirleri tarafindan iretilir ve bunlardan biri
immun sistem hiicreleri lizerinde immunsiipresif aktivite saglayan gliotoksindir
(Reiss vd., 2012). Gliotoksin molekiilii; akut olarak toksiktir, notrofil ve makrofaj
fagositozunu onler, B ile T lenfositlerinin hiicre aktivasyonunu engeller ve genis
Olclide bagisiklig1 baskilama o6zelligi gosterilmis olsa da patogenezde rolii
belirlenememistir (Latgé, 1999; Sutton, 1994). Ayrica melanin ve gliotoksin,
proteazlar gibi virulans ve toksin 6zellikleri olan serbest kalmasi ile, epiteliyal
hiicrelerin sillerinin hareketi bozulur ve epitel yap1 zarar goriir, ve bunun bir
sonucu olarak bunlarin biyofilm olusumuna yardimci oldugu goriiliir (Reiss vd.,
2012; Felton and Simmonds, 2014). Kemik iligi transplantasyonu yapilmis
hastalarin tedavisinde, bu 06zelliklerinden dolayisiyla gliotoksinin faydal
olabilecegi diisiiniilmektedir. Fumagillin de, bagisik yaniti, notrofil fonksiyonunu
ve anjiogenezi baskilar. Helvolik asit ise antifungal etkili olan elektrolittir. Insan
solunum epiteline ve makrofaj metabolizmasina etki ettigi bildirilmistir. Bir
baska onemli toksik metabolit ise A. flavus, A. nomius ve A. parasiticus gibi
tiirler tarafindan {iiretilen gida kaynakli infeksiyonlara sebep olan ve en 6nemli
mikotoksinlerden olan aflatoksindir. Aflatoksin B1, bilinen en giicli
kanserojendir ve hedef organ genellikle karacigerdir. Fungal toksik molekiiller
akut Oltimlerden kronik hastaliklara kadar genis hastalik yelpazesine sebep

olabilirler (Yentiir ve Er, 2012; Moéricz vd., 2007).
b. Konakla ilgili faktorler

Mantarlarin viriilans siklik orani, daha sik infeksiyon etkeni olan bakteri ve
viriislere gore genel olarak daha diisiiktiir. Mantar infeksiyonlarinin mortalitesinin
ylksek olmasi virlilanstan ziyade, konagin bagisik durumu ile aciklanabilir.
Mantarlarin ¢ogu firsatg1 patojen olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Bagisiklig
baskilanmis hastalarda aspergilloza yatkinligi arttiran genetik degisiklikler

tanimlanmistir.

Konak savunmasi: Aspergillus’lara kars1 ilk immunolojik savunmada

konidyumlar1 igeri alip yok eden alveoler makrofajlardir. Notrofiller, monositler
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ve makrofajlar tarafindan hifler yok edilir. Hifler ve sporlar komplementi baglar,
hifler biiyiik olduklarinda 6ldiirme islemi hiicre disinda gergeklesebilir. Bagisik
sistemi baskilanmig kisilerde bazi konidyumlar makrofaj ve nétrofillerden kagip,
sistemik infeksiyona neden olabilir. Makrofaj membraninin konidyumlari
adezyon ve fagositoz ile yakalayabilmesi i¢in mantar hiicre duvarinda bulunan
beta 1,3 glukan gereklidir. Fagositoz dncesinde veya sonrasinda ¢imlenme ve hife
doniisiim gerceklesir. Bagisiklig1 baskilanmis hastalarda, sporlarin ¢imlenmesini
engelleyemeyen makrofajlarin yanit1 zayif veya gectir. Hifler, makrofajlarin
hiicre zarini tahrip ederler ve kolaylikla akciger parenkimine gecerler (Tiimbay,
2021: 335-362). Dogal bagisiklik mekanizmasinin gorevi olarak nétrofiller,
Aspergillus hiicrelerini 6ldiirmeye calisir. Bundan sonra kazanilmis bagisiklik
mekanizmalarindan T hiicre yanit1 6zellikle invazif aspergilloz kronik oldugunda
onemlidir. Aspergillozda, noétropeni ve T  hiicreleri arasinda etkilesim
bulunmustur. Aspergilloz infeksiyonlarinda, direncin IL-2, IL12 ve gamma
interferon diizeyinin artmasiyla ilgili oldugu ortaya konmustur. Invazif
aspergillozda mortalitenin diisiik olmas1 ile yiiksek IFN-Y/IL-10 orani arasinda
iliski bulunmustur. Dendritik hiicreler koniyumlar1 fagosite eder ve T hiicrelere
sunar. Antikorlar, mantar infeksiyonlarindan korunmada ve direngte etkili
degildir, sadece mantar i¢in olusan antikorlar serumda saptanabilir. Aspergillozda
olusabilecek histolojik olarak, graniilomatéz yanittan, hiflerle karmasik halde
olan ciddi nekroza kadar farkli olabilmektedir. Kronik graniilomatéz ve AIDS
hastalarinda noétrofil fonksiyon bozukluklar1 veya nétropeni, invazif aspergilloz

olusmasi i¢in dnemli risk faktorleri arasindadir (Tiimbay, 2021: 87-98).

Kortikosteroidler veya sitokinler gibi bagisiklik baskilayict ilaclarin
varliginda; makrofajlarin Aspergillus tiirlerinin konidyumlarini, nétrofillerin ve
mononiikleer hiicrelerin de hifleri dldiirme etkinligini azalttigin1 ve aspergilloza
yakalanma riskini arttirdigi bildirilmektedir (Gottingen, 2000). Bu olumsuz etki
ya graniilosit koloni stimiile edici faktorle tedavi edilebilir, ya da makrofaj ile (in

vitro) azaltilabilir.

Etkene gore farkli patolojik hasar olustugu kesindir. Tutulan organ da
patolojik yaniti cesitlendirebilir. Aspergillus tiirlerinin gastro-intestinal sistem
tutulumunda iskemik nekroz, akut inflamasyon ve nadiren graniilom

olustururken, c¢ogunlukla anjiyo-invazyon da yaparlar. Aspergillus tiirlerinin
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olusturdugu pulmoner invazif infeksiyonlarda yaygin damar invazyonu,
trombomikotik vaskiiler okliizyon, hemorajik ve koagiilatif nekroz tipiktir.
Nétrofiller siklikla infeksiyon bélgesinde goriiliir. Invazif aspergilloz infeksiyonu
dokuda yayilir ve infarkt ve doku nekrozu gelisen damar invazyonunun gelismesi
en Onemli belirtecidir. Mantarin hiicre yiizeyi komponentlerinin, damar
duvarindaki bazal membrana, hiicre dis1 ve hiicresel yapilara baglandigi ve
invazyon gerceklesen arterin distalinde iskemi ve infarkta neden oldugu kabul
edilmektedir (Tiimbay, 2021: 87-98). Firsat¢1 patojen uygun konak kosullarinda
mantara ait virlilans faktorlerin esliginde bagisik yanit olusturacak ve patogenez

degiserek sekillenecektir.

- Inokulum, inkiibasyon siiresi: Invazif aspergilloz; bir konagin yeterli
sayida mantar elemani alindiginda saglam konaklarda hastaliga sebep olabilen
inokulum ile karsilagsmasina baghdir fakat hastaligin gelisme siiresi net degildir.
Akcigerlerde; mantarla karsilagsmada, akcigerlerin durumu ve bagisiklik sistemi
hastaligin siddetini ve seyrini belirlemektedir. Patojene 6zgii virulans faktorleri

ile konagin savunma mekanizmasi etkilidir.

6. Aspergillus tiirlerinin olusturdugu hastaliklar ve klinik 6nemi

Aspergillus tiirlerinin neden oldugu hastaliklar; sporlarin solunum yolundan
alinmas1 sonucunda asir1 duyarlilik veya invazyonla, travma sonucu deri, gozler
veya diger viicut bolgelerine direkt olarak, mikotoksinler ve diger metabolitlerin
sindirim yolundan alinmasiyla olusur. Hangi klinik seklin gelisecegi; konagin
bagisiklik sistemine, solunum sistemindeki yapisal anormalliklere ve genetik

faktorlere baglhdir.

Aspergillus tiirleri, bagisiklik sistemi baskilanmis konakta hayati tehdit
edebilen invaziv aspergilloz olabildigi gibi kronik pulmoner aspergilloz da
olabilirler ve tiim bu hastaliklar ‘aspergilloz’ olarak adlandirilmaktadir. Invazif
Aspergilloz infeksiyonlarinin biiylik cogunluguna A.fumigatus, A.niger, A.flavus
ya da A.terreus olmak iizere baslica 4 tiir sebep olmaktadir ve invazif pulmoner
aspergilloz ¢ogunlukla A. fumigatus tarafindan olusturulmaktadir (Pasqualotto,

2010).

Aspergillus tiirleri, Ozellikle immiin sistemi baskilanmis hastalar icin

firsat¢1 patojen mantarlar arasindadir. Hematoloji hastalari, kemik iligi ve organ
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nakli olan hastalar, kemoterapi veya radyoterapi alan hastalar, oto-immun, kistik
fibroz ve kronik graniilomat6z hastalar1 gibi 6zellikle nétropenik hastalar invazif
aspergilloz acisindan risk altinda olan hastalardir. Kortikosteroidlerin ytiksek
dozda kullanilmast veya immiinomodiilatér kullanimi ile KOAH (kronik
obstruktif akciger hastaligl) ve DM (diabetus mellitus) hastalarinda énemli risk
faktorlerindendir. IA (invazif aspergilloz), hava bulunabilen konidyumlarin
solunum yollarindan girmesiyle olusur ve kontrol altina alinamayan hastalik ilk
merkezi sinir sistemine daha sonra tiim viicuda yayilabilir. IA sadece immiin
sistemi baskilanmis hastalarda goriilse de, diger fomlar1 immiin sistemi normal
kisilerde goriilebilir. 1A, en tehlikeli seyredeni olup; erken ve etkin antifungal
tedaviye baslanmasinin aspergillozun mortalite ve morbiditesi {izerinde olumlu

yonde etkisi vardir (Patterson vd., 2010; Denning 1998).

Aspergillus tiirleri, nétropenisi olan veya transplantasyon sonrasi immiin
sistemi baskilanmis hastalarda akut fungal pnomoni ve siniis infeksiyonunun en
yaygin nedenleridir. Akut pulmoner aspergilloz; beyin, karaciger ve kemik dahil
olmak iizere bir¢cok bolgeye yayilimla her orgami tutabilir. Kronik pulmoner
aspergilloz, daha az bagisiklig1r baskilanmis hastalarda siire¢ ilerlediginde veya
onceden var olan bir akciger boslugunda fungus toplar1 (aspergilloma) gelisebilir.
Aspergilloma, aspergillozun invazif olmayan seklidir. Siniis aspergillomu;
akciger aspergillomu ile aynidir ve sinilis i¢inde yapisal veya fonksiyonel
anormalliklerin oldugu alanlarda gelisir. Mantar topu; Onceden var olan
kalinlasmis fibrotik duvarli akciger kavitesi i¢inde, ortak merkezli daireler
seklinde kiime olusturmus hif yumagindan olusmaktadir. Diyabet, alkol tiiketimi
kronik pulmoner aspergilloz hastaligina sebep olabilir (Kosmidis ve Denning,
2015). Aspergillus spp. tirleri astim ya da kistik fibrozis gibi kronik olan akciger

hastaliklarinda alerjik bronkopulmoner aspergilloz goriilebilir.

Alerjik bronkopulmoner aspergilloz ve alerjik Aspergillus siniiziti gibi
alerjik aspergilloz formlar1 genellikle yasami tehdit etmez. Buna karsilik, nadir
goriilen invaziv aspergilloz, ciddi bir infeksiyondur ve bagisikligi baskilanmig
hastalarda 6nemli mortalite nedenidir. Yapilan prospektif bir ¢alismada; invaziv
aspergillozlu kisilerde bir yillik hayatta kalma oranini, kat1 organ nakli alicilari
arasinda %59 ve kok hiicre nakli alicilar1 arasinda %10-%25 oldugunu

bulmuslardir (Kontoyiannis vd., 2010). Mikotik kornea infeksiyonunun, diinya
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capinda 6nemli bir nedeni Aspergillus keratitidir ve prognozu kotiidiir. Tarimda,
gliclii bir ¢evresel kanserojen ve hepatotoksik ajan olan aflatoksini Aspergillus
flavus retir. Kiltlirlerde yaygin olarak kontaminasyon olarak bulunan
Aspergillus spp., ¢evrede yaygindir (Davise, 2002). Son yillarda, yogun bakim
hastalarinda akciger aspergillozu goriilme siklig1 artmistir. Yogun bakim iinitesi
otopsi calismalarinin sistematik bir incelemesinde, aspergilloz, muhtemelen
Olime yol agan en yaygin dort tanidan biri olarak bulunmustur (Winters vd.,
2012). 2001-2006 yillar1 arasinda gergeklestirilen transplant alicilari arasinda
ileriye doniik siirveyans, invaziv aspergillozun kok hiicre transplant alicilarinda
en fazla goriilen fungal infeksiyon tirii oldugu ve kati organ transplant
alicilarinda ise en fazla ikinci fungal infeksiyon tiirii oldugunu belirlemislerdir

(Pappas vd., 2010).

Cizelge 2. Aspergillus tirlerinin neden oldugu hastaliklar
(mikrobiyoloji.thsk.saglik.gov.tr,Aspergilloz, 2018).

Saglikli konakta hastalik
Toksikoz veya mikotoksikoz
Alerjik (atopik hastalar veya kistik fibroz gibi) hastaliklar
Astim
Rinit
Siniizit
Ekstrensek (alerjik) alveolit
Asir1 duyarlilik pnémonisi
ABPA (alerjik bronkopulmoner aspergilloz)
Yiizeyel ya da non-invazif infeksiyonlar:
Deri infeksiyonu
Otomikoz
Siniizit
Saprofitik bronkopulmoner aspergilloz
Invazif infeksiyon
Doku tahribi ya da yabanci cisim ile baglantili infeksiyon
Keratit ve endoftalmit
Yanik yarasi infeksiyonu
Osteomiyelit
Prostetik kapak endokarditi
Damar greft infeksiyonu
Aspergilloma (mantar topu)
Ampiyem ya da plevral aspergilloz
Peritonit
Bagisiklik sistemi tahrip olmus konakta infeksiyon
Primer deri aspergillozu
Sino-orbital infeksiyon
Pulmoner aspergilloz:
Invazif trakeobronsit
Kronik nekrotizan pulmoner aspergilloz
Akut invazif pulmoner aspergilloz
Santral sinir sistemi aspergillozu
Invazif aspergilloz
Gastrointestinal infarkt
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7. Invazif Aspergilloz Tedavisinde Kullamilan Antifungal Ilaclar

Bir zamanlar mantar hastaliklarinin tedavisinde kullanimi  zor ve
nefrotoksik etkisi yiiksek olan Amfoterisin B ve S5-flusitozin gibi ilaglar
kullanilirken, son yillarda daha az toksik etkinlik sergileyen sistemik etkili
ilaglarin kullanilmasi ile antifungal tedavi biiyiilk degisim gostermistir. Mantar
infeksiyonlarinin tedavisinde segeneklerimiz sinirlidir. Dort ana antifungal ilag

grubu vardir: poliyenler, pirimidin analoglari, azoller ve ekinokandinler.

Aspergillus infeksiyonlarinin tedavisinde ilk tercih edilen ve en sik
kullanilan antifungal ila¢ grubu ise 1990’larin baslarinda onay almis azollerdir.
Azol simnifi antifungallerden olan triazollerin tiimii sistemik etkinlige sahiptir ve
bu grupta posakonazol, vorikonazol ve itrakonazol yer alir. Azol grubu
antifungallerin, Aspergilloz tedavisinde etkisi lanosteroliin ergosterole degisimi
ile Lanosterol 14- a demetilaz enzimi iizerinden engeller ve mantar hiicresindeki
membran sentezini inhibe eder. Etken organizmaya ve kullanilan azole bagh
olarak ergosterol sentezinin inhibisyonu, fungistatik (mantar hiicre iiremesinin
inhibisyonu) veya fungisidal (hiicre O6liimiiyle) sonuclanir. Azol grubu
antifungaller, Aspergillus tiirlerine kars1 fungisidal aktivite gdsterirler (Murray

vd., 2010; Ghannoum and Rice, 1999).

Vorikonazol, suda ¢6ziinen genis spektrumlu ikinci jenerasyon bir
triazoldiir (sentetik flukonazol tiirevidir). Plazma proteinlerine ise; yaklasik
olarak %58 oraninda baglanir, diisiik molekiil agirliklidir. Vorikonazol;
Aspergillus tirli patojenlere karsi aktiviteye sahip genis spektrumlu yeni bir
triazoldiir. Invazif aspergilloz tedavisi i¢in primer endikasyonu vardir.
Aspergillus tiirlerinin neden oldugu beyin apseleri dahil olmak iizere, 6nemi son
yillarda giderek artan ve inat¢1 davranan patojenlere bagli enfeksiyonlarin
tedavisinde vorikonazol basarili bir sekilde kullanilmaktadir. Merkezi sinir
sistemine ve diger dokulara ¢ok yiiksek bir sekilde niifuz eden vorikonazoliin oral
ve intravendz formiilasyonlar1 vardir. Kiif benzeri mantarlara kars1 fungisidal etki
gosteren Vorikonazol’iin aspergillozun cesitli formlarinin tedavisindeki etkinligi
kanitlanmistir. Amfoterisin B’ye direncgli Aspergillus terreus gibi mantarlara
kars1, vorikonazol tercih edilmektedir. Vorikonazol genellikle iyi tolere edilir,
ancak hastalarin yaklasik tigte biri gecici gorme bozukluklar1 yasar ve karaciger

enzim bozukluklar1 gibi yan etkileri goriilebilir (Murray vd., 2010).
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Kapsiil veya ¢ozelti halinde oral yoldan uygulanabilen lipofilik bir triazol
olan itrakonazol, kiif benzeri mantarlara kars1 fungisidal aktivite spektrumuna
sahiptir. Itrakonazol, invazif aspergilloz tedavisinde ikinci segenektir. Dimorfik
mantarlar ile birlikte maya ve kiifler lizerinde genis bir antifungal etkinlige
sahiptir ve plazma proteinlerine baglanma 6zelligi vardir. Itrakonazoliin oral

emilimi diizensiz oldugu i¢in asit gastrik pH gerektirir (Murray vd., 2010).

Posakonazol, itrakonazoliin hidroksillenmis bir analogu oldugu i¢in yapisal
olarak itrakonazol ile benzerdir. Genis spektrumlu ikinci jenerasyon triazoldiir ve
ilag etkilesim profili genel olarak iyidir (Schiller, 2007). Posakonazol;
Aspergillus ve Mucormycetes dahil olmak tizere Candida, Cryptococcus, dimorfik
mantarlar ve filamentli mantarlara kars1 giiclii aktivite gosterir. Posakonazol,
maya benzeri mantarlara kars1 fungistatik aktiviteye sahiptir, mantar infeksiyonu
yoniinden yiiksek riskli hastalarda Aspergilloz tedavisinde profilaksi amaciyla
kullanilir (Murray vd., 2010). Hemato-onkolojik hastalarda profilaktik olarak
posakonazol kullanilmasinin, invazif aspergillozu diisiirdiigiinii ancak nadir
mantar infeksiyonlarinin ortaya c¢ikma olasiligini da arttirdigr bildirilmistir

(Lestrade vd., 2018).

Diistik toksisitesi olan birinci nesil bir triazol olan Flukonazol, ciddi yan
etkiler nadir olarak goriiliir ve yiiksek oral biyoyararlanimi ile yaygin olarak
kullanilmaktadir. Flukonazoliin Aspergillus tiirleri gibi firsat¢1 kiiflere karsi
etkinligi yoktur (Murray vd., 2010). Flukonazol Aspergillus tiirlerine primer
direnglidir. Imidazol siifi antifungallerinden olan Ketokonazol’iin Aspergillus

tiirlerine kars1 yararl klinik etkinligi cok az ya da hi¢ yoktur.

Ekinokandinler (mikafungin, anidulafungin, kaspofungin), mantar hiicre
duvari lizerinden glukan sentezi inhibisyonu yolu ile etki eden fungisidal aktivite
spektrumuna sahiptir. Invaziv aspergilloza karsi kombinasyon halinde veya tek
basina etkilidir. Fakat invaziv aspergillozun ilk tedavisinde kullanimi
onerilmemektedir. Ekinokandinler, dar bir etki spektrumuna sahip oldugu i¢in,

azoller ve amfoterisin B’ye gore daha az kullanilmaktadir (Patterson vd., 2016).

Antifungal duyarlilik testlerinde kullanilan Amfoterisin B ve lipit tiirevleri;
poliyen antifungal ilaglardandir. Antifungal ilaclardan poliyen grublari, fungal

membraninda steroller ile kompleks bir sekilde etkinlik gdsterirler. Major sterol

27



olan ergosterole baglanip, membranda porlar olusturup hiicre zarinin
gecirgenligini artirirlar ve porlardan hiicre i¢inde bulunan potasyum, seker,
magnezyum, bazi metabolitler hiicre disina ¢ikar ve hiicre lizisine yol acar (Ellis,
2002). Lipid formda Amfoterisin B’nin kullanimi, hayati tehdit eden sistemik
fungal infeksiyonlarin tedavisinde kullanilmaktadir. Aspergilloz tedavisinde
azollerin tolere edilemediginde Aspergillus infeksiyonlarinin baslangic ve
kurtarma tedavisinde kullanilabilir (Ghannoum and Rice, 1999). Uzun siireli
notropenisi olan hastalarda Amfoterisin B'nin aerosol formiilasyonlar1 profilaksi
i¢cin kullanilabilir. Amfoterisin B’nin 6zellikle nefrotoksisite olmak iizere, tedavi
sinirlayict yan etkileri vardir (Perfect, 2016; Osherov and Kontoyiannis, 2017).

Ekinokandinler ve Amfoterisin B sadece intraven6z kullanimla sinirlidir.

8. Invaziv Aspergilloz Tedavisinde Kullanilan Azol Grubu Antifungal Ilaclara

Direncg

Son yillarda, tiptaki gelismeler ile birlikte o6zellikle bagisiklik sistemi
baskilanmig hastalarda firsat¢1 patojenik mantar infeksiyonlarinda artis vardir ve
antifungal ilaglar daha yaygin kullanilmaya baslanmasi ile direncin gelismesi
artmistir. Azoller, cogu Aspergillus infeksiyonunun ilk basamak tedavisini
olusturur ve azol direnci aspergilloz tedavisiyle ilgili en o©Onemli klinik
endiselerden biridir. Biitiin Aspergillus tiirlerinin flukonazole karst primer
antifungal dirence sahipken, diger azol grubu antifungallere sekonder direnci s6z
konusudur. Antifungal diren¢ yoniinden dikkat ¢eken 6nemli bir konu olarak,
Aspergillus suslarinda kiiflere etkili azol grubu ilaglara kars1 gelisen sekonder
direnctir. Ayrica Aspergillus suslarinda sekonder azol direncinin gelismesinde;
ayni zamanda tarimda mabhsiilii fitopatojenik kiiflere bagli fungal hastaliklar1 ve
bozulmalar1 engellemek icin azol grubu fungisitlerin sik¢a kullanilmasinin da
etkili olabilecegi konuyu daha 6nemli bir noktaya getirmistir. Hem klinik ortamda
hem de ¢evrede artan azol grubu antifungal ilaglara direng, klinik ve tarimsal azol
ilaglarinin  Aspergillus tiirlerine karsi etkinligini tehdit etmektedir (Van der

Linden vd., 2016).

Direncin gelismesi konaga, ilaca ve mantar ile ilgili faktorlere baghdir
(Yicesoy, 2009). Antifungal ilaglar ile tedavi olmayan fungal infeksiyonlar
direnglidir. Mikrobiyolojik ve klinik olmak tiizere iki sekilde tarif edilen direng,
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kazanilmis direngtir. Etkenin antifungal ilaca karsi in vitro duyarliliginin
azalmas1 veya yok olmasina mikrobiyolojik diren¢ denir (Wild-type: direng
goriilmeyen izolat (WT), Non-wild type: diren¢ gelisen izolat). Baska
sebeplerden o6tiirli veya mikrobiyolojik direncten dolayr tedaviye yanitsizlik
durumuna klinik diren¢ denir. Klinik direngte izolat, antifungal ilacin giivenilir
dozda ulastifi serum ve doku diizeyinden yiiksek MIK (minimum inhibitdr

konsantrasyon) degerine sahip olmasidir (Beyza, 2015; Silley 2012).

Firsatct kiif mikozlarin en sik etkeni olan Aspergillus tiirlerinde, antifungal
ilaglara diren¢ mekanizmalarinin arastirilmasi 6nemli role sahiptir. Bakteriler;
antibakteriyel maddelere kars1 diren¢ mekanizmalarinda ilaglar1 yok edebilir veya
degistirebilir. Ayrica bir¢ok bakteriyel diren¢ geni hiicreden hiicreye aktarilir ve
yiiksek diizeyli ¢oklu ilag¢ direnci hizla ortaya ¢ikabilir ve yayilabilir. Mantarlarin
diren¢  kazanmalarinda, antifungal ilaglar1 yok edebildigine veya
degistirebildigine dair higbir delil yoktur. Antifungal diren¢ genleri hiicreden
hiicreye aktarilamaz. Mantarlarda antifungal direnc ise ya genellikle yavas gelisir
ya da primer direncli tiirlerin ortaya ¢ikmasini veya dnceden maruz kalinan bir
ilaca direngle sonuglanan hiicresel yapilarin veya islevlerin kademeli olarak
degismesini icerir (Murray vd., 2010). MIK degerleri tiim azollere direng
araliginda ise pan-azol direng, MIK degerleri birden fazla azole direng araliginda
ise multi-azol diren¢ vardir (Mayr ve Lass-Florl, 2011; Georgiadou ve
Kntoyiannis, 2012). Azol bilesenleri arasinda ¢apraz reaksiyon riski ise ytliksektir

(Howard, 2009).

Aspergillus tiirlerinde ilk kez 1997-98 yillarinda ABD’de uzun siire
itrakonazol tedavisi alan hastalarda azol direnci bildirilmistir. Danimarka,
Avusturya, Fransa, Almanya, Hollanda, Belgika, Ispanya, Norveg ve Tiirkiye gibi
Avrupa iilkelerinde azol direncinin siklig1 son yirmibes yilda artmis ve triazol
direncli A. fumigatus infeksiyonlarinin ortaya c¢ikmasina neden olmustur

(Denning vd., 1997; Nabili vd., 2016).

Son zamanlarda farkli iilkelerde immiin sistemi baskilanmis hastalarda
yasami tehdit eden pulmoner hastaliga neden olan Aspergillus tiirleri igerisinde en
yaygin tir olan A. fumigatus izolatlarinda kazanilmis azol direnci tespit
edilmistir. Azol direngli Aspergillus kdkenleri azol kullanmamis hastalarda, azol
kullanan hastalarda ve ¢evreden alinan drneklerde izole edilmistir (Snelders vd.,
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2008; Howard ve Arendup, 2011; Arendrup vd., 2010). A. fumigatus
infeksiyonlarinda diren¢ mekanizmasinin gelisimi ile ilgili olarak Hata! Basvuru
kayna@i bulunamadi.’te de belirtildigi gibi iki yol tanimlanmistir: Ya uzun siireli
azol tedavisi alan hastalarda gelisen tibbi yol ya da tarimda demetilasyon
inhibitorii (DMI) ajanlarin ve azol grubu fungisitlerin kullanimina bagli olusan
cevresel yoldur (Garcia-Rubio vd., 2017). Azol direnci hem A. fumigatus tir
kompleksine hem de diger bazi non- fumigatus Aspergillus tiir komplekslerine ait
suslarda cesitli iilkelerden, ¢ok degisen oranlarda azol direnci bildirilse de, ger¢cek

prevalans heniiz bilinmemektedir.

Environmental azole resistant
Aspergillus fumigatus

Azole resistant Azole resistant
A Aspergillus fumigatus Aspergillus fumigatus B
(G54, M220, G138, G448) (TR34/L98H, TR46/Y121F/T289A and TRS3)

\ Treatment failure /

Sekil 3. Aspergillus fumigatus’un azol direnci kazanma yollar1 A: Hasta yolu ile:
Azol duyarlt A. fumigatus ile infekte hasta ve azol tedavisinden sonra A.
fumigatus suslarinin Cyp51A nokta mutasyonlar1 se¢imi ile. B: Cevresel yol:
Daha 6nce tedaviyle azol direncli A. fumigatus ile infekte hastalarda azol direng
mekanizmalari birlesti. DMI: Demetilasyon inhibitorleri.

Aspergillus tiirlerinde antifungal ajanlardan azollere kars1 gelisen direncte;
cok ilaclt disa akim pompalar1 (Efluks pompalarinin aktivasyonunda artis), hedef
bolgedeki degisimler, gen mutasyonlari, genin ekspresyonunda artis (cypS1A’nin
asir1 ifadesi), membran permeabilitesininde azalma ve ila¢ hedeflerine erigimin
azalmasi dnemli mekanizmalardir. Ilacin hiicre iginde azalmasi ve transkripsiyon
etkenlerinde modifikasyonlar azollere karsi gelisen kazanilmis olan direngten
sorumludur (Shapiro vd., 2011). Aspergillus tiirlerindeki azol direnci; ilacin
hedefindeki enzimlerin miktar ve kalitesindeki bir degisiklige ya da ilacin hedef

bolgeye girisinin azalmasi gibi sebeplere bagli olabilir.
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Lanosterolden ergosterol olusumunda ©6nemli rol oynayan, azol grubu
antifungallerin hedef enzimi lanosterol 14a-demetilaz, Cyp51A geninden
kodlanan sitokrom P450 ailesinden bir enzimdir. Azol grubu antifungal ilaglar
lanosterol 140— demetilazin aktivitesi enzimin hem grubundaki azol halkasina
nitrojen gruplar1 ile baglanip engellenir, ergosterol sentezi yapilamaz ve hiicre
zar1 olusumu bozulur. Bunun sonucu olarak lanosterol ve 6ncesinde olan toksik
sterol bilesikleri ile fungisitik etki olusur. Bu durumun neticesinde; hiicre i¢inde
azol grubu ilacin daha yiiksek konsantrasyonlar1 gerekir. Hiicre i¢inde ¢ok fazla
olan ilact disar1 atan pompalar1 kodlayan genler fazla calisir ve azol grubu
antifungaller hiicre disina atilir. Aspergillus tirlerindeki azol direnci; yeterince
aydinlatilamamisken, A. fumigatus kokenlerinde nadir olarak itrakonazol direnci
bildirilmistir. itrakonazole diren¢ mekanizmalar1 olarak; hem ilacin disari
attllminin  artmasi, hem de hedef enzim olan 14a-demetilaz enzimindeki
degisimler gosterilmistir (Murray vd., 2010). Klinik izolatlarda Cyp51A
bolgesinde tanimlanmis c¢esitli nokta mutasyonlar hedef degisikligine sebep
olmaktadir. Nokta mutasyonlar da, azol direncine sebep olur (Diaz-Guerra vd.,
2003; Mellado vd., 2004). Mutasyonlar VOR ve POS i¢in mininal inhibitor
konsantrasyon (MIK) degerlerinin yiikselmesine ve ITR direncine sebep
olmaktadir (Diaz-Guerra vd., 2003; Kuipers vd., 2011). Nokta mutasyonlari, azol
kullanmis kisilerden izole edilen suslarda saptanmasi, bunun uzun siire antifungal
kullanimi ile ilgili oldugu disliniilmiistiir (Snelders 2012; Bueid 2012; Camps
2013).

aP450, 5, geninde Erg3 Mutasyonu Effluks pompasinin
degisiklik, mutasyon ve ve sentez degisikligi asir1 islenmesi
asir1 islenmesi

R

)lcm[‘un Degisimi

Triagol

o O;LO @00 Ergosterol 00 Ergosterol 000000 Ergosterol
> > >>>> = SRR = =k e e e
P4S0 y  Ergd P450 1 aom Mutasyon PA50 Erg3
O Erg3

Sekil 4. Azollere Direng Mekanizmalart (Cowen LE. Eukaryotic Cell 2008 7:747-
764).
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Azol direnci A.fumigatus'da en sik ilacin hedef enzimi olan 14 -a demetilazi
kodlayan Cyp51A°daki ¢esitli mutasyonlardir. Cyp51 proteinleri 4. fumigatus'ta,
Cyp51A veya Cyp51B olarak isimlendirilen iki gen ile kodlanmaktadir (Mellado
vd., 2001). Cyp51B, disa atim pompa genlerinin asir1 ekspresyonu ile hiicresel
gecirgenligini azaltir ve azol grubunun hiicre i¢inde birikmesini azaltir (Lockhart
vd., 2011; Cannon vd., 2009). Cesitli Cyp51B mutasyonlar1 bildirilse de, 4.

fumigatus izolatlarinin azol direncindeki rolii net degildir.

Direncin  gdsterilmesinde, mutasyonlarin ~ ve  polimorfizimlerin
gosterilmesinde genomun belirli bolgeleri dizilenmektedir. Gen mutasyonlari
dirence neden olmaktadir. Azollere direngte, cyp51A geninin promotor
bolgesindeki 34’aminoasitlik boliimiin ¢iftli kopya olmasinin rolii vardir.
TR34/L98H, diren¢ mekanizma olarak tanimlanmistir (Verweij vd., 2009). 1998
yilinda TR34/L98H nokta mutasyonu ilk defa, 2011 yilinda TR46/Y121F/T289A
mutasyonu ise ilk defa Hollanda’da bildirilmistir. TR34/L98H ve
TR46/Y121F/T289A olan A.fumigatus suslarinin azol kullanmamis hastalardan ve
cevreden izole edilmistir (Verweij vd., 2016). Bu mutasyonlarin gorildiigi
vakalar ¢ogunlukla vorikonazol direnci ile iligkilendirilmistir (Wiederhold vd.,
2015). A.fumigatus suslarinda TR34/L98H mutasyon orant 19 iilkeden 22
merkezin katildigi bir calismada azol direnci oran1 %48,9, TR46/Y11F/T289A
mutasyon orani ise %6,3 olarak bildirilmistir (Van der Linden vd., 2015).
Ulkemizde yapilan bir ¢alismada A.fumigatus’da azol direnci ile ilgili 66 susta
TR34/L98H mutasyonu (%86,8) bildirmistir (Ozmerdiven vd., 2015). Bir¢ok tek
niikleotid polimorfizmi CypS51A geninde en ¢ok bildirilen nokta kodon 98’de
bulunur ve bunu 54, 220, 138 ve 448. kodonlarindaki mutasyonlar takip eder.
Azol grubu antifungallere karst MiK degerlerinin ise yabanil tip izolatlarda daha
yiksek oldugu dikkat ¢ekmistir. Vahsi (yabanil) tip izolatlarda, mutasyon tespit
edildiginde azol direnci olusur ve bu kodonlar sicak noktalar (hot spot) olarak
isimlendirilir. Daha Once azol tedavisi alan hastalarda Cyp51A’nin sicak
noktalarinda, nokta mutasyonlar1 G54, G138, M220 ve G448’de ortaya ¢ikmistir.
Kodon 98 mutasyonlari, cyp51A ekspresyonunu arttiran, promotor bdlgesinde
ardisik tekrar TR34/L98H birlikte goriilmektedir. Degisiklikler, direncin ortaya
ctkmasini saglar (Verweij vd., 2009). Azol hedef enziminin yapisini G54 ve
M220 mutasyonlar1 etkiler (Barnel-Martinez vd., 2016).
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Cizelge 3. A.fumigatus’un cyp5S1A genindeki nokta mutasyonlarda gelisen
aminoasit degisiklikleri ve iliskili azol MiK degerleri (Wei vd., 2015).

Genotype Amino a'cid —N“(-: (ug/ml)
substitution Itraconazole Voriconazole Posaconazole

Hotspot

E >16.0 0.25 1
G54 R >16.0 0.12 0.5

w >16.0 0.25 4
G138 @ >16.0 8 >16.0

R 2 16 0.25

1 >16.0 1 0.5

K >16.0 2 >16.0
M220 R >16.0 2. 2

Vv >16.0 1 0.5
G448 S 0.5 8 0.25

Other mutations

N22D, S52T, Q88H, V101F, N125I, Q141H, H147Y, P216L, F219C,
M236K/T/V, A284T, S297T, P394L, Y431C, G434C, T440A, Y491H,
F4951, TR34/1.98H., TR46/Y121F/T289A

Cizelge 4. cyp51A genindeki nokta mutasyonlara bagli gelisen azol direngleri
(*:Hot spot mutasyonlari)

Genotip Fenotip

G54* ITR ve POS'e direngli, VOR'e duyarl

L98*, G448*, G138* Tim azollere direngli

M220* ITR ve POS'e direngli, VOR'e degisken duyarlilik
M236 ITR direngli, digerleri duyarl

P216, S297, G432 ITR ve POS'e direngli, VOR'e duyarl

Y431, G434, S52,Q141, Tiim azollere direncli

H147

T440, N22, P394, Y491 ITR'e direngli, digerleri i¢in duyarlilik belirlenmemis

cypS1A geninde bildirilen, A.fumigatus’un polimorfizm ve azol direnci
Cizelge 3 ve Cizelge 4’te gosterilmistir (Wei vd., 2015; Perlin, 2015; Verweij
vd., 2016; Howard ve Arendup, 2011; Lelievre vd., 2013). Promotor bolgesinde
olan 34 ve 46 bazlik tekrarlar (rastgele) ve ¢esitli aminoasit degisiklikleri azol
direncinde onemlidir. 98. konumdaki histidin ile 16sinin yer degistirir promotor
bolgede bulunan 34 baz ¢ift tekrar1 ile TR34/L98H mutasyonu olusur ve cyp51A
normal ekspresyondan 8 kat daha fazla eksprese olur. Genetik modifikasyon ve
Cyp51A’da olusan nokta mutasyonlar ile birlikte gelisen (aminoasit) aa
degisiklikleri direncin fenotipik olarak ortaya ¢ikmasina sebep olur (Lelievre vd.,

2013).

TR34/L98H mutasyonunu tasiyan izolatlar klinik ve cevresel azollere
direnglidir ve mutasyonlarin fenotipik o6zellikleri incelendiginde c¢oklu azol

direnci tespit edilmistir. izolatlarin antifungal duyarlilik sonuglaria gore, ITRye
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%99.6, VOR’e %92.4 ve POS’e %97.8 direncli bulunmustur. Ornegin; G54’de
goriilen mutasyon, ITR ve POS’e direngli, VOR’e duyarli suslarda tespit
edilirken, M220 mutasyonu ITR ve POS’e direncli, VOR’e degisken duyarlilik
degerleri tespit edilen izolatlarda bulunmustur (Stensvold vd., 2012; Howard ve

Arendup, 2011).

Promotor bolgede bulunan 46 baz ¢ift, tekrar her zaman Y121F ve T289A
degisiklikler ile beraber bulunur. Klinik ve c¢evresel izolatlarda
TR46/Y121F/T289A degisiminin saptanmasi bu mutasyonun uzun siireli VOR
tedavisi ile ya da gevresel azol fungisitlerinin kullanimi ile iliskilendirilmistir
(Alvarez-Moreno vd., 2017; Snelders vd., 2015; Ren vd., 2017).
TR46/Y121F/T289A degisikleri olan izolatlarin (CypS51A geninde) yiiksek
(>8mg/L) VOR MIiK leri tespit edilirken, POS ve ITR MIK degerleri, belirlenen
yabanil tip sinirlarindadir (Snelders vd., 2015). Hollanda'da, 3 kopya (TR46 3) ve
4 kopya (TR46 4) 46 baz ciftlik tekrara sahip olan yeni mutasyon (n=2) daha
tespit edilmistir (Zhang vd., 2017; Resendiz vd., 2018). Calismalarda promotor
bolgelerinde, baz1 ¢oklu azol direnci olan izolatlarda 53 bazlik tekrarlar tespit
edilse de, bu degisikliklerde herhangi bir aa degisikligi gézlenmemis ve cypS1A
ekspresyonunun bes kat arttig1 tespit edilmistir. Direng mekanizmasinin gelisimi
ile 1ilgili, 53 bazlik rastgele gorilen tekrarlarin etkinligi belirsizligini

korumaktadir (Alvarez-Moreno vd., 2017; Hodiamont vd., 2009).

9. Aspergillus spp. izolatlarinda Azol Direnci ve Epidemiyolojik Veriler

Aspergillus cinsi kiifler toprak, su, gidalar ve ¢evresel ortamlarda (hastane
ortaminda insaatta ortaya c¢ikan tozlarda, ddsemelerde, filtre edilmemis
havalandirma sistemlerinde vs.) bulunur ve olusturduklari sporlar havada kolayca
yayilmaktadir. Invazif olarak gériilen akciger aspergillozu esas olarak havadaki
sporlarin solunum yolu ile alinmas1 olusur ve genellikle firsat¢1 infeksiyon etkeni
olarak goriiliirler. Invazif aspergillozda en yiiksek mortalite oran1 aplastik anemi
ve kemik iligi nakli yapilan hastalar arasindadir. Tedavi edilmeyen invazif
pulmoner aspergilloz olgularinda, % 901 asan mortalite oranlar1 bildirilmektedir.
Losemi ve organ nakli alicilar1 gibi immiin sistemi baskilanmis hastalarda ise
agresif antifungal tedaviyi takiben bile, %50'lik 6liim oranlar1 bildirilmektedir

(Brown vd., 2012; Osherov ve Kontoyiannis, 2017). Hematolojik maligniteli
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hastalarda invazif aspergilloz ile iliskili mortalite oran1 %29 iken, sag kalim orani
giderek artmaktadir. 1990’Ih yillarda mortalite orant %95’in iizerindeyken;
2000’11 yillarin basinda mortalite oran1 %55-80 arasindadir (Lestrade vd., 2018).
Invazif aspergilloz insidansinin yogun bakim hastalarinda (ndtropeni olmayan),
% 7 gibi bir oran bildirilmistir (Gregg ve Kauffman, 2015; Meersseman vd.,
2004). Epidemiyolojik veriler Aspergillus tiirlerinde goriilen azol direnci
hakkinda, yiiksek riskli hasta gruplarinda profilaktik kullanimda, antifungal
tedavi se¢ciminde ve klinik uygulamada biiylik 6neme sahiptir. Azol direncinin ve

gelisim yollarinin daha net anlasilmasi i¢in arastirilmasi gerekmektedir.

1984 yilinda aspergilloz tedavisinde azol bilesenlerinin kullanilmaya
baslanmig ve ilk kullanilan oral ajan ITR’dir ve daha sonra VOR ile POS
kullanilmistir.  Aspergillus tirleri hakkinda yapilan ¢esitli epidemiyolojik
calismalarda Aspergillus tiirlerinden en sik rastlanan tiir olan A.fumigatus’ta azol
grubu antifungallerden olan ITR’e direng ilk defa 1997 yilinda tespit edilmistir
(Arikan-Akdagli, 2012; Denning vd., 1997; Oakley vd., 1997). Kazanilmis azol
direnci tekrarlanan itrakonazol tedavisi almis hastalarda ortaya c¢ikmistir
(Yicesoy, 2009). Cesitli calismalarda; A.fumigatus’ta azol direnci oranlar1 %0,6-
28 arasinda bulunmustur. (Rivero-Menendez vd., 2016). Bu bildirimlerden sonra
yapilan epidemiyolojik ¢alismalarda, 4. fumigatus kiiltiir kolleksiyonlarina ait
izolatlarda direngli izolar tespit edilmistir (Denning vd., 1997; Araujo vd., 2009;
Mortensen vd., 2011; Balajee vd., 2005; Rivero-Menendez vd., 2016, Nagano vd.,
2010; ). 1945- 1998 yillarn arasinda, Hollanda’da yapilan c¢alismada, 170 A4.
fumigatus klinik izolati ITR ve VOR’iin antifungal duyarlilik sonuglarina gore;
ITR MIK’i 3 izolatta >64 pg/ml olarak saptanmistir. Suslarda VOR direnci
saptanmamistir (Balajee, 2006). 1999 yili dncesinde Ingiltere’de, 4. fumigatus
klinik izolatlarda azol direnci saptanmamistir. 4. fumigatus’da azol direnci orani,
Ingiltere’de % 5, Hollanda’da % 6-12.8 olarak bildirilmistir (Howard vd., 2009;
Verweij vd., 2009). Hollanda’da, direngli izolatlarin ~>%90’inda TR34/L98H
mutasyonu vardir ve olgular cogunlukla invazif aspergilloz ve Invazif pulmoner
aspergilloz iken; Ingiltere’de yapilan calismalarda daha ©6nce azol grubu
antifungal kullanmis hastalarda, nokta mutasyonlar ile gelisen diren¢ olusumu
daha fazladir ve olgular ¢cogunlukla kronik aspergilloz, aspergilloma ve Alerjik

bronkopulmoner aspergilloz olarak bildirilmistir. Hasta profilleri ve direng

35



mekanizmalar1 degerlendirildiginde Ingiltere ve Hollanda’da tespit edilen azol

direncinde farkliliklar bulunmaktadir (Chowdhary vd., 2012; Snelders vd., 2009).

Aspergilloz’da azol direnci, Hollanda ve Ingiltere’den sonra Avusturya,
Danimarka, Fransa, Belgika, Italya, isve¢, Isvicre gibi ¢esitli Avrupa iilkelerinden
bildirilmistir. 20 iilkeden 23 merkez ile gergeklestirilen “SCARE NETWORK?”
calismasinda (Surveillance Collaboration on Aspergillus Resistance in Europe)
3249 A. fumigatus izolat1 analiz edilmis ve 40 izolatta ITR direnci saptanmistir.
Diren¢ mekanizmas1 TR34/L98H (n=22) olarak tespit edilmistir. Ulkemizden 27
klinik izolat Hacettepe Universitesi tarafindan gonderilmis fakat direng tespit
edilmemistir (Van Linden vd., 2011). Daha sonra yapilan c¢alismalarda ise;
A.fumigatus izolatt (n=2941) taranmis, 47 direncli izolat tespit edilmistir.
TR34/L98H %48.9’inde (n=23) ve TR46/Y121F/T289A %:6.3’linde (n=3)
mutasyonunu saptanmistir. Hollanda’ya ait olan izolatlarda TR46/Y121F/T289A
mutasyonu tespit edilmistir (Van der Linden vd., 2015).

1998 yilinda ilk defa ¢evre kaynakli oldugu bilinen TR34/L98H mutasyonu,
2011 yilinda ise ilk defa TR46/Y121F/T289A mutasyonu Hollanda’da rapor
edilmistir. Diren¢ genotipleri incelendiginde; azol tedavisi almamis hastalardan
izole edildigi bildirilmistir (CLSI, 2008; Garcia-Rubio vd., 2017). Azol grubu
antifungallerden VOR’l hedef alan bu direng, hizli bir yayilim gostermistir.
1999-2006 yillar1 arasinda direng oraninin %3-7 seviyelerinde oldugu, 2007
yilindan sonra artisin devam ettigi goriilmiistiir. 2009 yilinda direng oran1 % 5.3,
2010 yilinda ise direng oran1 % 8.3 olmustur. {1k kez ¢oklu azol direnci goriilmesi
ise 2004 yilinda gergeklesmistir (Kuipers vd., 2011; Van Linden vd., 2011).
Hollanda’da c¢evresel izolatlarinin % 12'si ve Danimarka’da ise cevresel
izolatlarinin % 8'inin TR34/L98H genotipinde oldugu tespit edilmistir (Snelders
vd., 2009; Mortensen vd., 2010). Cevre kaynakli olduklar1 diisliniilen,
TR34/L98H ve TR46/Y121F/T289A mutasyonlarinin saptandigi direngli suslar
Bati-Avrupa iilkelerine ve Asya-Pasifik bdlgesine aittir. Cevresel izolatlarda
goriilen azol direnci, belirlenmis odaklarda goriilmektedir. Bircok Avrupa
iilkesinden bildirildigi gibi mutasyonlar, Avrupa disindaki Cin, Iran ve Hindistan

gibi lilkelerden de bildirilmistir (CLSI, 2008; Garcia-Rubio vd., 2017).

2008-2009 yillar1 arasinda ilk defa Avrupa disindan ¢ogu izolatin Cin’e ait
oldugu 62 merkezli ARTEMIS c¢alismasinda, A. fumigatus izolatlarinda
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TR34/L98H mutasyonu incelenmis ve 497 A. fumigatus izolatinin % 5.8 (n=29)
itrakonazol direnci tespit edilmistir. Mutasyonlarin genetik olarak ortak bir atadan
geldigi ve daha sonra iilkeler arasinda go¢ edebilecegi var sayilmistir (Lockhart
vd., 2011). Cin’de yapilan ¢alismadan sonra Hindistan ve Iran’da da dirence
rastlanilmistir. Hindistan, ¢evresel A. fumigatus izolatlarinin % 7 ve toprak ve
hava orneklerinin ise % 5 oraninda TR34/L98H mutasyonu tagidigini bildirmistir.
Itrakonazol, vorikonazol, posakonazol ve tarimsal iiretimde yaygin olarak
kullanilan azol grubu fungisitlere (n=6) kars1 direng tespit edilmistir. Iran, cesitli
hastanelerin etrafindan topladigi 150 cevresel izolattan (toprak Ornegi), 41 A.
fumigatus izotinin 5 tanesinde itrakonazol ve vorikonazolde yiiksek MIK degeri
ve TR34/L98H mutasyonu tespit etmistir (Chowdhary vd., 2012; Chowdhary vd.,
2013; Seyedmousavi vd., 2013; Badali vd., 2013).

ABD'de, 2009 yilinda yapilan bir calismada 181 A. fumigatus izolatinin
sadece 1 tanesinde direng¢ goriilmiistiir (Baddley vd., 2009). 2011-2013 yillar1
arasinda ABD’de 22 merkezin katildigt 1026 klinik izolatin incelendigi bir
siirveyans ¢aligsmasinda, azol direnci ve TR34/L98H mutasyonu gdzlenmemistir
(Pham vd., 2014). Bu bulgular ABD’de azol diren¢ oraninin <%1 olmasi, azol
fungisitlerinin kullaniminin kontrollii ve az oldugu ile agiklanabilir. Hollanda'da
azol direnci bulunan A4. fumigatus izolatlarinda (n=15 hasta) cyp51A geninde
TR46/Y121F/T289A mutasyonu tespit edilmistir. Hastalarin bahgelerinden ve
evlerinden izole edilen A. fumigatus’larda da TR46/Y121F/T289A mutasyonu
tespit edilmistir (Van der Linden vd., 2013). Belgika'da, TR46/Y121F/T289A
mutasyonlar1 klinik ve c¢evresel A. fumigatus izolatlar1 tespit edilmistir

(Vermeulen vd., 2012).

Aspergillus tlirlerinde azol direncinin arastirildigi ¢alismalar, sadece
kiiltiirde tretilebilmis olan izolatlardir. Aspergillus tiirlerinin invazif aspergilloz
ve benzeri hastalik durumlarinda, hastalarin solunum orneklerinden izole edilme
ihtimali diisiik oldugu i¢in, diren¢ orani diisiik bulunuyor olabilir. Molekiiler
yontemler kullanilarak Aspergillus tlrlerinin saptanmasi ile gerg¢ek oranlara
ulasma olasilig1 artar (Leliévre vd., 2013). Ingiltere, 2011 yilinda ABPA'l1
hastalarin % 78,9'unda ve kronik pulmoner aspergillozlu hastalarin % 71,4'tinde
(balgam oreneklerinde) PCR yontemi ile Aspergillus DNA's1 tespit etmis ve

kiltiirde Aspergillus saptanma oranlari ise sirastyla % 0 ve % 16,7 olarak tespit
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edilmistir. Bu calisma ile, kiiltiirde Aspergillus tiremeyen Orneklerin 55,1'inde
PCR yontemi ile cyp51A geninde direng mutasyonlarini tagidig: tespit edilmistir
(Denning vd., 2011).

2017 yilinda Garcia- Rubio ve ark.’1, genelde 2010 ve sonrasi verilere
dayanarak yaptig1 derlemede, Tirkiye de yer almis ve c¢esitli iilkelerin klinik
A.fumigatus izolatlarinda azol direnci ve ilgili mekanizmalar1 Hata! Basvuru
kaynagi bulunamadi.’de 6zetlemislerdir (Garcia-Rubio vd., 2017). A.fumigatus
izolatlarinda azol direnci konusunda, iilkemizde sinirli sayida arastirma vardir
(Ozkiitik  vd., 2008; Oz vd., 2012; Giircan vd., 2010; Dikerel vd., 2012).
A.fumigatus izolatlar1 ile yapilan ¢alismalarda itrakonazol icin MIK araliklari
0,008-32 ng/ml olarak bildirilmistir ve ¢alismalarda incelenen izolat sayis1 (n=3-
55) diisiiktiir (Ozkiitiik vd., 2008; Oz vd., 2012). Bununla birlikte 2015 yilinda
tilkemizde 746 A.fumigatus susunun antifungal duyarliligini inceleyen ve 66
izolatta (% 86.8) ilk defa TR34/L98H mutasyonu tespit edilen bir ¢aligmada; [TR
direnci % 10.2 oraninda tespit edilmistir. Azol direnci tespit edilen 66 izolatin
MIK degerleri araliklari itrakonazol igin >16 pg/ml, vorikonazol i¢in 2-8 pg/ml
ve posakonazol igin 0,064-4 pg/ml olarak tespit edilmistir (Ozmerdiven vd.,
2015). Azol direnci belirlenen bolgelerdeki tarimsal alanlarda, yiiksek oranda
tibbi azoller ile ¢ok benzerlik bulunan molekiiler bir yapida olan azol fungisitleri
kullanilmaktadir. Bu azol fungisitlerinin ¢evrede bulunan Aspergillus suslarinda
azol direncine yol acgtiklar1 belirtilmektedir. Diinya ¢apinda kullanilan 25 ¢esitli
azol fungisitinden bes tanesinin (tebukonazol, propikonazol, epoksikonazol,
bromukonazol, difenokonazol) Aspergillus tiirlerinde en sik goriilen patojen olan
A.fumigatus’da tespit edilen TR34/L98H mutasyonu ile baglantili oldugu
bildirilmistir (Stensvold vd., 2012). Calismalar, A.fumigatus’taki direncin

tarimsal alanlarda azollerin kullanimiyla tetiklenebilecegini diisiindiirmektedir.
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Cizelge 5. Diinyanin farkl iilkelerinde klinik 4. fumigatus izolatlarinda
bildirilen cyp51A mutasyonlar ile iligkili azol direnci oranlari (*: Direncli
izolatlar arasinda diren¢ mekanizmalarinin yiizdesi: TR34/L98H and
TR46/Y121F/T289A)

Country No. isolates  Overall resistance rate (%) Resistance mechanisms®
TR, TR,
Europe
Belgium 192 57 545 9.1
Denmark 413 45 333 0
1162 26 57.0
France 118 0.85 0 0
125 4.6 16.6 0
85 8 556 0
Germany 527 32 353 0
119 5 66.7 16.7
27 30 714 285
Portugal 159 0 0 0
Spain 156 0.6 0 0
362 1.8 0
The Netherlands 170 1.7 - -
1912 1.7-6 94 0
209 19 100 0
2062 4.6 90.2 0
1315 6.8 74.6 20.6
105 20 62.0 143
2941 32 489 6.4
Turkey 746 10.2 86.8 0
UK 519 6.6 59 0
Asia
China 72 55 75 0
India 103 194 100 0
685 1.75 833 0
Iran 124 3.2 75 0
172 35 100 0
Japan 196 11.2 0 0
171 1:75 - -
Kuwait 16 125 100 0
Taiwan 40 5 - -
America
USA 181 0.55 - -~
220 9.1 10 10
Oceania
Australia 418 2.1 222 0
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10.  invaziv Aspergilloz Tedavisinde Kullanilan Antifungal Duyarhhk

Testleri

Firsat¢t Aspergillus infeksiyonlarinin daha fazla goriilmesi, tedavi icin
kullanilan antifungal ilaclara gelisen primer ya da sekonder direng ile
antifungallerin toksik etkilerinden dolay1 referans olan antifungal duyarlilik
testlerine ve standart test parametrelerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Antifungal

duyarlilik testleri gerekli goriildiigii durumlarda uygulanmalidir. Bunlar;

o Aspergillus tiirline karsi etkili olan antifungal ilag ile primer tedaviye
cevap alimamadigt durumlarda veya tedavi altinda gelisen

infeksiyonlarda,

e Seccilen ilaca karsi Aspergillus tiriiniin direngli veya daha az duyarli

oldugu bilindiginde,

e Alternatif yeni antifungal ilaclarin in vitro etki spektrumlarinin

arastirilmasinda,
e Epidemiyolojik siirveyans amagh ¢aligmalarda,

e In vitro sonuglara bakilarak in vivo sonuglar arasinda uyumun tespit

edilmesinde,
e Nadir ve yeni ortaya ¢ikan tiirlere ait suslarda,
e Antifungal ila¢ kullanmis olan olgulardan izole edilen suslarda.

Antifungal duyarlilik testlerinde; kullanilan test, etken olan organizma ve
antifungal ilaglar gibi bir¢ok faktdr etkiler. Organizmaya ait 6zelliklerden;
degisken iireme 06zelligi; mantarlarda iiremenin inkiibasyon 1sis1, besiyeri ve pH
sonuglar1 etkilemektedir. Ilaca ait 6zelliklerden; antifungal ilaglara ait suda
eriyebilme 06zelligi, kimyasal stabilite ve etki sekli gibi o6zellikler; kulanilan
tampon ve pH’ 1n ilag¢ aktivitesini etkileyebilmesi gibi 6zellikler de sonuglari
etkilemektedir. Sonuglar1 etkileyebilen diger onemli faktorler ise; inokulum
yogunlugu, testin inkiibasyon sicaklig1 ve siiresi, besiyerinin igerigi ve Ph’1, MIK
degerinin belirlenmesinde hangi yontemin kullanildig1 sonuglar1 etkiler. Bu
degisken parametrelerin ve bunlara bagl olusabilecek sorunlarin olusmamasi i¢in
antifungal duyarlilik testlerinde standardizasyon vardir. Bazi mantar tiirlerinin

yavag iremesi, ortamin pH’1, 1s1s1 ve besiyeri igerigi gibi mantarin ilireme
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formunu belirleyen etkenlerden dolay1 antifungal duyarlilik testlerin uygulanmasi

oldukc¢a zor ve karmasiktir (Sancak, 2009).

Aspergillus infeksiyonlarin tedavisinde kullanilabilecek antifungal ilaclarin
se¢giminde in vitro antifungal duyarlilik testlerinin yapilmasi tedavi se¢iminin
degerlendirilmesine katkis1 nedeniyle onemlidir. Aspergillus tiirleri ile gelisen
tiim invaziv infeksiyonlarda, etkene antifungal duyarlilik testlerinin yapilmasi
onerilmektedir. Ozellikle Aspergillus fumigatus suslarinda sekonder azol
direncinin saptandigi bolge veya iilkelerde azol grubu antifungal duyarlilik
testlerinin yapilmast ¢ok onemlidir. Bu amagla, standart referans yontemler ile
mikroorganizmanin iiremesini gerekli diizeyde inhibe eden konsantrasyon
belirlenmekte ve sonuclar MIK (minimum inhibitdr konsantrasyon, pg/ml)
degerleri ile yorumlanarak, tiirlere 6zgli olan duyarlilik sinir degerleri ile
karsilastirilmaktadir (Perlin vd., 2015). MIK, belli ilag konsantrasyonlardaki
tireme yogunluklarinin antifungal ila¢ bulunmayan {ireme kontrol ¢ukurundaki

kiyaslanmasi ile belirlenen bir degerdir.

Antifungal duyarlilik testlerinde, in vitro standardizasyonu saglayan CLSI
ve EUCAST referans yontemleri olmak {iizere iki ydntem kullanilmaktadir.
Aspergillus tirlerinin antifungal duyarlilifi icin; EUCAST ve CLSI M38-A2
kilavuzlarina gore duyarlilik testleri uygulanmaktadir. CLSI, kiif mantarlar1 i¢in
uygulanacak standart bir mikrodiliisyon ydntemi gelistirmistir. Yontemler ile
ilgili rehperler, yillar igerisinde gereken alanlarda revize edilerek bugiinkii seklini
almistir. CLSI, kiifler i¢in broth (sivi) mikrodiliisyon duyarlilik testleri
gelistirmistir. CLSI mikrodiliisyon rehperlerinin ardindan, European Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing-Antifungal Susceptibility Testing
Subcommittee (EUCAST-AFST) tarafindan kif mantarlar1 i¢in, CLSI
mikrodiliisyon yontemiyle kiyaslandiginda bazi modifikasyonlar i¢eren yontemler
gelistirmis ve rehperler yaymlanmistir. Bu infeksiyonlarda MIK degeri
belirlemek i¢in Onerilen EUCAST altin standart referans yontem; broth
mikrodiliisyon yoOntemleridir (The European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing, 2020; CLSI Document M38-A2, 2008; Arendrup vd.,
2015; Meletiadis vd., 2017; Ullmann vd.,2018; Patterson vd., 2016; Espinel-
Ingroff, 2003).
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a. Antifungal Duyarhlik Testlerinde Kullamilan Sivi Bazh Yontemler
e Referans CLSI mikrodiliisyon test yontemi:

Kiiflerde, referans olan yontem (CLSI M38-A2) sivi mikrodiliisyondur.
RPMI 1640 (L-glutaminli, sodyum bikarbonatsiz;, MOPS (3-‘N-morfolino’
propansiilfonik asit) ile tamponlanmis; pH=7) besiyeri olarak kullanilir. ilag stok
cozeltileri CLSI M38-A2 rehperlerinin Onerileri dogrultusunda hazirlanir.
35°C’de inkiibasyona birakilir ve siispansiyonda hiflerin yerine konidyalar
kullanilmalidir. Hifler ile hazirlanan homojen siispansiyonda tekrarlanabilen ve
tutarli olan sonuglarin elde edilebilmesi gligtir ve hifler ile hazirlanan
siispansiyonlarda elde edilen MIK degerlerinin konidya siispansiyonlarin
kullanilmasiyla elde edilen sonuglara gore 6nemli derece yiiksek oldugu bazi
arastirmalarda bildirilmistir. Konidiyal siispansiyon, 3-5 dakika agir partikiillerin
cokmesi icin bekletilir ve st kisimda bulunan siispansiyonda hifler ve
cimlenmemis konidyalar daha azdir ve daha homojendir, burada alinip
vortekslenir. CLSI rehberlerinde spektrofotometre ile siispansiyonun yogunlugu
530 nm olan inokulumun hazirlanmasi Onerilir. Stok olan inokulum
siispansiyonlar1 besiyeri ile 2x olacak sekilde yani 1:50 oraninda ayarlanir ve 0,4-
5x10* hiicre ml™"lik final inokulum yogunlugu olmalidir. ilacin diliisyonlar:
rehberlerde; tek kullanimlik, steril, mikrodiliisyon plaklarinda (96 kuyucuklu)
hazirlanip, dagitilir. 1:50’1lik konidya iceren siispansiyondan her kuyucuga 100 ul
birakilir. Mikrodiliisyon plaklar1 inkiibasyon sonrasinda Aspergillus spp. igin
oneriler dogrultusunda 48 saat sonra(liremenin az oldugu nadir durumlarda 72
saat) MIK degerleri degerlendirilir. Aspergillus spp. i¢in uygulanan triazol grubu
antifungaller icin testin okumasin MIK smir nokta kriteri iiremenin bittigi en
disiik ila¢ konsantrasyonudur. Amphotericin B, triazollere benzerdir.
Ekinokandin grubu antifungaller icin ise; sinir noktanin belirlenmesi ig¢in
minimum efektif konsantrasyon (MEK, pg/ml) degerinin 24 saatte mikroskobik
olarak incelenmesi gerekmektedir (Johnson and Cavling-Arendrup, 2015). Hasta
serumunda istenilen farmakolojik etkiyi elde etmek i¢in, ilacin gereken minimum
konsantrasyonu MEK olarak adlandirilir. MEK, makroskobik/mikroskobik olarak

morfolojide goriilen degisiklikleri saptamaya yonelik bir okuma degeridir.

CLSI, makrodiliisyon test yonteminini ilk baglarda tek referans yontem

kabul etmistir. Makrodiliisyon yontemi uygulamanin giicliigii ve cok fazla
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malzemeye ihtiya¢ duyulmasi gibi olumsuz yonleri bulunmaktadir.
Makrodiliisyon yonteminde, 35°C’de karistirilmadan tiipler bekletilir, liremesi
kontrol edilir ve broth mikrodiliisyon yénteminde oldugu gibi MIK degerleri
belirlenir. CLSI, makrodiliisyon yontemini kiifler i¢in Onermektedir c¢iinki
mikrodiliisyon testindeki gibi inokulum stok soliisyonlar1 ve ila¢ diliisyonlar
hazirlanir. Ayrica kiifler icin; sar1 renkten (tetrazolyum tuzlarinin) mor renge
(formazan tilirevlerine) parcalanmasi ile renk degisikligi olusmaktadir ve
mikroplak fotometre yardimi ile okunup metabolik aktivitenin 6l¢lilmesi islemine
dayali olan kolorimetrik mikrodiliisyon yontemidir (Sancak, 2009). CLSI daha
sonra referans yontem olarak broth mikrodiliisyon test yontemini kabul etmistir.
Bu yontemin, makrodiliisyon yontemine gore uygulanmasi daha ekonomik
mikroplaklarla calisilabilen, daha pratik, daha kisa siirede bir¢ok mantarin
antifungal duyarliligini tespit edebilmistir (Johnson, 2008). Kiifler i¢in makro ve
mikrodiliisyon yoOntemlerinde elde edilen sonuglar benzer olsa da broth

mikrodiliisyon yontemi daha kolay uygulanabilirligi ile avantajlidir (Sancak,

2009).

e Referans EUCAST mikrodiliisyon test yontemi:

Avrupa Antibiyotik Duyarlilik Testleri Komitesi ile iligkili Antifungal
Duyarlilik Testleri Altkomitesi tarafindan (Antifungal Susceptibility Testing
Subcommittee (AFST) of European Society of Clinical Microbiology and
Infectious Diseases (ESCMID)), CLSI’nin gelistirdigi standart mikrodiliisyon test
yonteminden sonra, mikrodiliisyon temelli fakat birka¢ farklilik igeren yeni bir

yontem gelistirilmistir (Wayne, 2009).

CLSI M38-A2 ile EUCAST E.Def 9.1 referans mikrodiliisyon test
yontemleri karsilastirildiginda, arasindaki farkliliklar Hata! Basvuru kaynagi

bulunamadi.’da verilmistir.
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Cizelge 6.  Aspergillus cinsi i¢in uygulanan antifungal duyarlilik testlerinde
CLSI ve EUCAST 1n rehberlerdeki onerileri arasindaki farkliliklar (Dereli ve
Kog; Lass-Florl, 2010).

YONTEM CLSI M38-A2 EUCAST E.Def 9.1

Besiyeri RPMI-1640 (L-glutaminli, RPMI-1640 (L-glutaminli,
bikarbonatsiz, glukoz: % bikarbonatsiz + glukoz: % 2)
0.2)

Inokulum 0,4-5x10* hiicre ml™! 1-2,5x10° hiicre ml™

yogunlugu

Inokulum Spektrofotometrik Hemositometrik

standardizasyonu

Mikrodiliisyon 96 U- tabanl 96 diiz tabanl

plagi

MIK okuma zaman: 48 saat 24-48 saat

MIK okuma Gorsel Gorsel

yontemi

In vitro direncin belirlenmesinde birincil olarak tercih edilmesi gereken
degerler, klinik diren¢ smir degerleridir. EUCAST rehberinde bulunan klinik

diren¢ sinir degerleri, klinikte tavsiye amacli gelistirilmistir (www.eucast.org).

[laglarin farmakolojik 6zelliklerinin ve klinik ortamda hasta sonuglar ile ilgili
veriler ile bu degerler tespit edilmistir (Wiederhold and Patterson, 2015). Klinik
diren¢ sinir degerlerinin bulunmadiginda, mantar tiirii ve antifungal ilac¢ i¢in
belirlenmis olan epidemiyolojik esik degerleri (ECOFF); ilgili susun o ilaca
diregle iligkili olas1 bir mutasyon igerip igermedigine iliskin bilgi saglar ve
tedavide klinik diren¢ sinir olan degeri degildir. Bir ilacin, belirli bir tiir i¢in
ECOFF’u genis olan bir panel WT (vahsi-tip) yani ilaca kars1 kazanilmis veya
mutasyona bagli direng tespit edilmeyen izolatin MiK dagilimidir ve genellikle
%95-97,5’si  WT popiilasyonunu olusturmaktadir. EUCAST kilavuzunda
antifungal ilaglar ic¢in; ‘klinik esik degerler’ ve vahsi-tip Aspergillus kokenleri
icin ECOFF ‘epidemiyolojik MIK esik degerleri’ belirlenmistir. Aspergillus’lerin
azollere direncli veya duyarli olarak degerlendirilmesi i¢in kullanilan EUCAST
rehberlerinin klinik sinir degerleri ve ECOFF degerleri bazen tutarli olmayabilir

(www.CLSI.org; Ener, 2015; Wiederhold and Patterson, 2015). Aspergillus

tiirlerinin MIK degerlerinin yorumu ile ilgili sorunlar vardir. Bu degerlerin
belirlenmesine ragmen, MIK degerleri ile tedaviye klinik yanit arasinda heniiz bir

iliski  kurulamamistir. Aspergillus tirlerine, kullanilan antifungal ilaca ve
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inkiibasyon zamanina bagli olarak CLSI ve EUCAST rehberlerindeki standartlar

arasindaki benzerlikler degisebilmektir.

Antifungal duyarlilik testleri i¢in; sonucglar1 gozle okunan mikrodiliisyon
temelli bir kolorimetrik bir yontem olan Sensititre Yeast YO10 gibi ticari kitler
de vardir. Sonuglart CLSI yonteminin sonuglar1 ile uyumludur. Sensititre
YeastOne, filamentdz mantarlarda kullanimi Onerilmemistir, ancak yararh

olabilecegini gdsteren az sayida ¢aligma vardir (Berkow vd., 2020).
b. Antifungal Duyarhlik Testlerinde Kullanilan Agar Bazh Yontemler

CLSI, mikrodiliisyon rehperlerinin gelistirilmesini izleyerek kiif mantarlar
i¢in CLSI disk diflizyon yiintemleri de gelistirmistir. CLSI M51-A1 ile; triazolleri
test etmek i¢in ucuz ve kullanimi kolay olan bir yontem olan disk difiizyon
yontemini yayinlamistir (CLSI Document M51-A, 2010). Referans broth
mikrodiliisyon test yontemi ile disk diffiizyon test sonuglar1 karsilastirilmis ve
genelde disk difflizyon testinde mikrodiliisyondan 24 saat dnce; S (duyarl), |
(doza bagh duyarli) ve R (direngli) gibi kalitatif sonuglar elde edilmektedir. Disk
diflizyon yonteminde; Miieller Hinton agar besiyeri (%2 glukoz ve 0.5 pg/ml

metilen mavisi ilave edilmis) kullanilmaktadir.

Standardizasyonun saglandigi mikrodiliisyon ve disk diffiizyon yontemleri
disinda E-test (gradient test) yontemi ve agar diliisyon yontemi gibi diger

alternatif yontemlerde antifungal duyarlilik testlerinde kullanilmaktadir.

E-test yonteminde; antifungal maddeler farkli konsantrasyonlarda in vitro
olarak mantarlarin duyarliligin1 kantitatif olarak belirleyen ince plastik stripler ile
calisilmaktadir. Antifungal ilacin stripten agara dogru difiize olmasi sonrasinda,
agarda bulunan kiif izolatinin biiylimesi engellenir. Plastik stribin uzantisi
boyunca kesintisiz bir gradyan ile antifungal konsantrasyonlar olusturmaktadir.
Antifungal test seridinde MIK degeri, elips seklindeki inhibisyon zonunun
sinirlarinin kesistigi ila¢c konsantrasyonu olarak belirlenmektedir. Azol grubu
antifungal iceren E-test stripleriyle yapilan antifungal testlerde Aspergillus
tiirlerinde elips seklindeki biiylime inhibisyonu zonunun i¢inde mikrokolonilerin
varligi okuma yaparken ihmal edilmektedir (Pasqualotto, 2010). Aspergillus
tiirlerinin antifungal duyarliliginin E-test yontemiyle belirlenmesinde; azol grubu

antifungaller icin standart yontemle korelasyonun yiiksek oldugu bildirilmesine
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ragmen, Amphotericin B i¢in 6nemli uyusmazliklarin bildirilmektedir. E-test
yontemi, kolay uygulabildigi i¢in avantaj saglamasi ile antifungallere karsi
direncin izlenmesinde daha fazla Ornegin degerlendirilir ve c¢ok merkezli
calismalarda yaygin olarak kullanilmaktadir (Pasqualotto, 2010; Johnson and
Cavling-Arendrup, 2015). E-test yontemi, kiif mantarlarinda alternatif bir yontem
olarak kullanilmaya baslanmistir. Yapilan ¢aligmalarda itrakonazol ve
vorikonazol gibi antifungaller i¢in referans yontemler karsilastirildiginda % 90 ve
tizerinde uyum saptanmistir (Pfaller vd., 2003; Espinel-Ingroff and Rezusta;
2002). Fakat GD testi ile ilgili yayinlanmis bir klavuz yoktur.

E-test azol grubu antifungal duyarlilik sonuglar1 CLSI referans yonteminin
sonuglar1 ile vorikonazolde miikemmel, posakonazol ve itrakonazolde ise %80-
100 uyum gostermektedir. Antifungal duyarlilik testleri primer tedaviye
yanitsizlik, tedavi altinda gelisen infeksiyonlar, uzun siireli azol grubu antifungal
kullanim1 ve tekrarlayan kiiltiir pozitiflikleri gibi durumlarda o6zellikle de

sekonder azol direncinin gelistigi A. fumigatus suslarinda biiyiik 6neme sahiptir.

Cizelge 7. EUCAST E.Def 7.3, E.Def 9.4 ve E.Def 11.0 prosediirlerini
kullanan Aspergillus spp. i¢in antifungal ECOFF'lar ve duyarliliklar (Version
3.0, 2022-01-18)

Tiirler Azol Grubu ECOFF (mg/L) CBP (mg/L) ATU
Antifungal WT < S< | R >
A. flavus ~ Voriconazole 2
Itraconazole 1 1 1 2
Posaconazole 0,5
A. Voriconazole 1 1 1 2
fumigatus  Itraconazole 1 1 1 2
Posaconazole 0,25 0,125 0,25 0,25
A. Voriconazole 1 1 1 2
nidulans  Itraconazole 1 1 1 2
Posaconazole 0,5
A. niger Voriconazole 2
Itraconazole 4
Posaconazole 0,5
A. terreus  Voriconazole 2
Itraconazole 0,5 1 1 2
Posaconazole 0,25 0,125 0,25 0,25

ECOFF: Epidemiyolojik Esik Deger, CBP: Klinik Sinir Deger, ATU: Teknik olarak
belirsiz alan
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Referans mikrodiliisyon ydntemleri, yogun 1is glici ve deneyim
gerektirmektedir. [n vitro antifungal duyarliligin saptanabilmesi icin baska
yontem arayislar1 ve calismalar1 olmustur. Agar bazli yontemler; agar diliisyon
yontemleri, disk difiizyon yontemi ve gradient test (E-test)’dir. Aspergillus
suslarinda azol direncinin taranmasina yonelik agar diliisyon tarama yontemi de
gelistirilmis, bir referans EUCAST yontemi olarak kullanima girmistir (EUCAST
E.DEF 10.2, 2022). Agar dillisyon yonteminde; azol grubu antifungaller arasinda
direnci arastirmaya yonelik azol igeren agar yontemidir. Ornegin: 4 mg/L
itrakonazol (erimis agara 10x ¢ift diliisyonlar1 halinde) katilir. Antifungal ilag
igeren plaklar, Aspergillus tiirlerinin siispansiyonu ile inokulasyonu saglanir.
Calismalarda;  Aspergillus  tlirlerinden  Ozellikle  Aspergillus  fumigatus
izolatlarinda, azol grubu antifungallere direncin arastirilmasinda agar plak

yontemi kullanilmistir (Buil vd., 2017; Arendrup vd., 2018; Guinea vd., 2018).
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III. GEREC VE YONTEM

A. Calisma Alam

Bu tez calismasi; Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji

Mikoloji Laboratuvari’nda 2015-2021 yillar1 arasinda ¢esitli klinik 6rneklerden

(apse, kornea apsesi, biopsi, doku ve solunum oOrnekleri) izole edilerek

Aspergillus spp. olarak tanimlanmis, -80°C’de saklanmis olan toplam 125 adet

Aspergillus izolat1 ile yiiriitiilmiistiir. Arastirmanin protokolii Istanbul Aydin

Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan 2022/66 sayili kararla

onaylanmistir (EK 1).

B. Calismanin Genel Plam

Klinik orneklerden izole edilmis olan Aspergillus spp. Ornekleri ile, tez

calismasina yonelik islemler asagidaki plan dogrultusunda gergeklestirilmistir.

1.

Calismamizda konvansiyonel yontemler ile Aspergillus spp. olarak

tanimlanmis olan izolatlarin tlir tanimlamasi yapilmistir.

Calismaya alinan tiim Aspergillus spp. izolatlar1 azol direnci i¢in

azol agar tarama testi ve gradient test ile incelenmistir.

. Azol grubu antifungallere kars1 direnc belirlenen izolatlara direnci

dogrulamak i¢in broth mikrodillisyon duyarlilik testi yapilmistir.

Azol direnci belirlenen Aspergillus spp. izolatlar molekiiler olarak

tiir diizeyinde tanimlamak i¢gin DNA dizi analizi yapilmistir.

Azol direnci ile ilgili en fazla baglantili olan cyp51A genindeki

mutasyonlar gercek zamanli PCR ile tespit edilmistir.
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C. Aspergillus spp. izolatlarimin Calismaya Dahil Edilme Kriterleri

Klinik materyalde mantarlar1 saptamak ve 6zelliklerini ortaya koymak i¢in;
%10’luk KOH (Potasyum hidroksit) ile direkt bakilarak mikroskobide 40x’de
inceleme, Giemsa ile boyanan preparatlar mikroskobide 100x’de inceleme ve
primer kiiltiir gibi asamalardan sonra Aspergillus spp. olarak tanimlanmis
izolatlar arasindan her hastadan bir izolat olacak sekilde klinik ac¢idan etken
oldugu diisiiniilen Aspergillus spp. izolatlar1 arasindan hastanin tekrarlayan
orneklerinde duyarlilig1 degismeyen izolatlar i¢in ilk izolat, hastanin tekrarlayan
orneklerinde direng gelisen izolatlar i¢in en direngli izolat secgilerek ¢aligmaya
dahil edilmistir. Klinik izolatlarin etken veya kolonizan ayiriminda; direkt ve
boyali mikroskopik incelemenin ve Kkiiltlirlerin pozitif olmasi (veya ardisik
orneklerde kiiltiirde iireme olmasi), hastalarin serum veya BAL orneklerinde
galaktomannan pozitifligi, radyolojik (akciger tomografisinde halo isareti gibi) ve
histopatolojik bulgular1 ve klinisyen goriisii ile degerlendirilerek yapilmistir
(Timbay, 2021: 335-362; S1§ ve Arikan, 2019; Patterson vd., 2016). Bu gibi
Olciitlerin disinda kalan ve kontaminasyon olarak degerlendirilen izolatlar

calismaya dahil edilmemistir.

D. Aspergillus spp. izolatlarinin Konvansiyonel Yéntemler fle Tanimlanmasi

Calismamizda konvansiyonel yontemler ile Aspergillus spp. olarak
tanimlanmis olan izolatlarin tlir tanimlamasi yapilmistir. Tiir seviyesinde
identifikasyon ic¢in organizmayi izole edebilmek amaciyla standart mikolojik

besiyerlerine kiiltiirii yapilmistir.

[zolatlarin makroskobik olarak tanimlanmasinda; SDA besiyerinde iireyen
Aspergillus spp. kolonileri morfolojik o6zellikleri ac¢idan degerlendirilmistir.
Mavi-yesil renkte sliet benzeri ylizeye sahip koloniler A. fumigatus olarak, perifer
beyaz siyah renkte koloniler 4. niger olarak, dnce beyaz—sar1 sonrasinda yesile
donen koloniler A. flavus olarak, kum—kahverengi, tar¢in renginde siiet benzeri

ylizeye sahip koloniler A. terreus olarak degerlendirilmistir.

Izolatlarin mikroskobik olarak tanimlanmasinda; PDA besiyerinde iireyen
koloninin 6zellikle perifer kismin1 da kapsayacak sekilde Lactophenol Cotton

Blue ile selofan bant yontemiyle mikroskobik goriinimii incelenmistir.
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Mikroskobik 6zelliklerine gore; bolmeli hiflere sahip olan, dallanmayan
konidyofor yapilar1 bulunan, konidyoforlarin ucunda vezikiil adli yapiy1
bulunduran, vezikiilden fiyalid yapilar1 ¢ikan ve fiyalidlerin ucunda da yuvarlak
yapili  konidya zincirlerine sahip koloniler Aspergillus spp. olarak
degerlendirilmistir. Mikroskobik olarak 40x goriiniimde; konidyoforlar1 kisa, diiz
olup konidyoforlardan c¢ikan fiyalidler tek sirali ve wvezikiiliin iist 2/3’{ini
kapliyorsa izolat A. fumigatus olarak degerlendirilmistir. Konidyoforlar
diizensiz, ¢ukurlu veya dikenli yapida olup konidyofordan ¢ikan fiyalidleri tek
veya iki sirali sekilde vezikiiliin tamamini kapliyorsa izolat 4. flavus olarak
degerlendirilmistir. Konidyoforlar1 kisa, diiz olup fiyalidleri iki sirali, vezikiilii

kolumnar sekilde kapliyorsa izolat A. terreus olarak degerlendirilmistir.
e Mantar Kiiltiirleri Icin Kullanilan Besiyerleri ve Hazirlamisi

Aspergillus spp. olarak tanimlanmis kiif kolonilerinin izolasyonunda; SDA
(Sabouraud Dekstroz Agar) besiyeri ve PDA (Potato Dekstroz Agar) besiyeri

kullanilmistir.

e Sabouraud Dextrose Agar Besiyeri

Mycological peptone 10g
Glucose 40 ¢
Agar I5¢

Besiyeri (Oxoid) iiretici firmasindan 500 g'lik kutuda hazir olarak
alinmistir. Toz halindeki igerikten (agar, dekstroz, hayvan dokusu peptik
sindirimi, kazeinin pankreatik sindirimi ) 65 gram tartilmis,1000 ml distile su
icerisinde 121°C’de otoklavda 15 dakika steril edilmistir. 50°C’ye kadar
sogutulduktan sonra besiyeri igerisine 25.6 mg/L gentamisin eklenmistir. pH ise
5.6 £ 0.2 olacak sekilde ayarlanmistir. 9 cm capli steril petri kutularina hazirlanan

besiyeri 20 ml olacak sekilde dagitilmistir.
e Potato Dextrose Agar (Difco )

Potato Starch (from infusion) 4 g Dextrose 20 g
Agar 15¢g

Besiyeri (Difco) iiretici firmadan 500 g'lik kutuda hazir olarak alinmistir.
Toz halindeki besiyeri igeriginden 39 gram tartilmis, 1000 ml distile su igerisinde
121°C’de otoklavda 15 dakika steril edilmistir. Besiyerinin pH’s1 5.6 + 0.2 olacak
sekilde ayarlanmistir ve 45-50°C’ye kadar sogutulmustur. 9 cm c¢apli steril petri
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kutularina hazirlanan besiyeri 20 ml olacak sekilde dagitilmistir. Tiim besiyerleri

kullanilana kadar 2-8°C’de, buzdolabinda saklanmuistir.

e Gliserollii s1vi Brucella besiyeri (Brucella broth)

Brucella Broth 28 ¢g
Gliserin 100 mL
Distile su 900 mL

Besiyeri  (Acumedia) tretici firmadan500 g'lik kutuda hazir olarak
alinmistir. Belirtilen prosediire gore 28 g toz besiyeri 900 mL distile suda
eritilmig, 100 mL gliserin eklenmis ve pH 7.5 + 0.2°e ayarlanmustir, 121°C’de 15
dakika otoklavlanmistir. 45°C’ye kadar sogutulduktan sonra steril ependorf
tiiplerine aktarilmistir. Kiltlirde iiretilen izolatlar saflastirildiktan sonra gliserol

igeren brucella broth besiyerinde -80 °C’de stoklara alinmistir.

Brucella broth besiyerinde -80 °C’de stoklanmis olan Aspergillus spp.
izolatlar1 Sabouraud dekstroz agara (SDA) ve potato dekstroz agara (PDA)
besiyerine ekimleri yapilmis, petriler 25° ve 35°C’de inkiibe edilmistir. 24, 48 ve
72 saat sonra iiremelerin kontrolii yapilmistir. Morfolojik olarak Aspergillus spp.
tiirlerine benzeyen tiim koloniler saf olarak izole ettikten sonra Aspergillus spp.
olarak tanimlamasi1 dogrulanmis ve calismaya dahil edilmistir.. izolatlarin
tanimlanmasinda, makroskobik ve mikroskobik morfolojik 6zellikleri ve 6zellikle
de 45°C’de (termotolerans testi) olmak iizere farkli sicakliklarda iireme 6zelligi
dikkate alinmistir. Koloni morfolojileri makroskobik olarak ve laktofenol pamuk
mavisi ile mikroskobik olarak incelenmistir. Aspergillus niger tirleri 24 saat
sonra izole edilirken, diger Aspergillus tirleri en erken 48 saat sonra izole

edilmistir ve lireme siireleri degerlendirilmistir.

E. Azol Direncinin Belirlenmesinde Kullanilan Antifungal Duyarhlik Testleri

Calismamizda, Aspergillus spp. olarak tanimlamasi yapilmis olan tiirlerin
azol grubuna (vorikonazol, itrakonazol ve posakonazol) duyarlilik testleri:
gradient test (E-test), agar tarama plak yontemi ve broth mikrodiliisyon ile
yapilmistir. Aspergillus spp. olarak izole edilen izolatlara antifungal duyarlilik
testinin uygulanmasinda, yeterli miktarda sporiilasyonun saglanmasi amaciyla
izolatlar SDA’larda 37°C’de 2-7 giin inkiibe edilmistir. Azol grubu antifungallere

kars1 gradient test veya agar plak yontemiyle diren¢ belirlenen izolatlara, broth
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mikrodiliisyon yontemiyle dogrulama amaciyla antifungal duyarlilik testleri

tekrar yapilmistir.

1. RPMI besiyerinin hazirlanmasi

Toz halindeki L-glutaminli RPMI 1640 (Sigma Chemical Co, St Louis, Mo,
USA) besiyerinden 8,4 gr alinmis ve 34,53 gr MOPS (3-N-morfolinopropan
siilfonik asit,Sigma Chemical Co, St Louis, MO, USA) tamponu ile 500 ml distile
suyun icerisinde tortu kalmayacak sekilde karistirilmistir. RPMI ve MOPS
besiyerlerinin homojenizasyonu saglandiktan sonra 1M NaOH ile besiyerinin
pH’1 7’e ayarlanmistir. Ayr1 bir yerde 15 gr Bacto agar (Oxoid) ve 20 gr D glukoz
(Oxo0id) 500 ml distile suyun igerisinde ¢Oziindiiriilmiistiir. Distile su ile son
hacim 1000 ml’ye tamamlanmis ve otoklavlanmigstir. Filtrasyon yontemi ile
besiyeri sterilize edilmis ve otoklavdan ¢ikan ¢ozeltiler 45°C’de karistirilmis ve

kullanilincaya kadar +4 °C’de saklanmistir (CLST Document M38-A2).

Gradient Test (E-test) icin RPMI besiyerinin hazirlanmasi: EUCAST
onerileri dogrultusunda hazirlanan RPMI (%2 glukozlu) besiyeri steril 90 mm

x15 mm caplt (~20-25 ml) petrilere (Gamma, Turkey) dagitilmistir.

Agar tarama plak yontemi icin RPMI besiyerinin hazirlanmasi:
EUCAST onerileri dogrultusunda hazirlanan RPMI 1640 (%2 glukozlu)
besiyerine, itrakonazol (4 mg/L), vorikonazol (2 mg/L), posakonazol (0.5 mg/L)
ilave edilmistir ve steril 35 mm x10 mm g¢apli (~4-5 ml) petrilere (Greiner,
Germany) dagitilmistir. Antifungal ilag igermeyen besiyerleri de hazirlanarak
kontrol plagi olarak kullanilmistir ve kullanilincaya kadar +4 °C’de saklanmistir

(Guinea vd., 2018; Build vd., 2017; Arendrup vd., 2018; www.eucast.org).

Mikrodiliisyon yontemi icin RPMI besiyerinin hazirlanmasi: CLSI M38-
A2 referans mikrodiliisyon yontemi kullanilarak antifungal duyarlilik testleri

hazirlanmis ve uygulanmistir.

Ila¢ cozeltileri: Antifungal ila¢ diliisyonlarinin hazirlanmasi icin VOR
(UK-109, 496; Vfend [Pfizer, Pharmaceuticals, New York ]), ITR i¢in (Sigma
Chemical Co, St Louis, MO, USA) ve POS i¢in (Sigma Chemical Co, St Louis,
MO, USA) saf etken maddeleri kullanilmistir. Antifungallerin 1600 pg/mL’lik
stoklart DMSO (dimetilsiilfoksid, Merck KGaA, Almanya) i¢inde c¢oziilerek

hazirlanmistir. Son konsantrasyonlari elde edilen ilaglar birer mililitrelik
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ependorflara dagitilarak deneyler yapilincaya kadar -80°C’de bekletilmistir.
Calisma zamani DMSO’nun etkisini azaltmak ve calisma konsantrasyonlarini
hazirlamak icin RPMI 1640 (L-glutaminli, sodyum bikarbonatsiz, Sigma
Chemical Co, St Louis, Mo, USA) besiyeri ile iki kat seri sulandirilmistir ve her
bir antifungal ilacin son konsantrasyonu 0,032-16 pg/mL araliginda olacak

sekilde U tabanli mikrodiliisyon plaklarina 100’er pL dagitilmigtir.

2. Antifungal duyarhlik testlerinin uygulanmasi

Gradient Test (E-test)’in uygulanmasi: SDA’dan saf kiiltiirleri elde edilen
izolatlardan, birka¢ koloni alinarak steril serum fizyolojik i¢inde homojen
siispansiyonu hazirlanmistir. Olusan siispansiyondaki agir partikiillerin ¢okmesi
icin 3-5 dk beklenmis ve iistteki homojen kisim baska bir steril tiipe aktarilarak
15 saniye vortekslenmistir. McFarland 0,5 bulanikliginda ayarlanan Aspergillus
spp. suspansiyon vortexlendikten sonra hazirlanmis olan RPMI 1640
besiyerlerine steril ekiivyonlar ile yayilmistir. E-test stripleri (ITC, VOR, POS;
Biomerieux, USA) besiyerine pens yardim ile yerlestirilmis ve besiyeri 37°C’de

24-48 saat inkiibasyona birakilmigtir (http://www.biomerieux-

usa.com/clinical/etest).

Agar tarama plak yonteminin uygulanmasi: ITR, VOR, POS ilave
edilmis ve antifungal ila¢ igermeyen (pozitif kontrol) RPMI 1640 (%2 glukozlu)
agar iceren dort kiiciik petrinin her birine 0.5 McFarland standardinda 25 pl
konidial kiif siispansiyonundan yayilmistir ve petriler 37°C'deki etiivde 48 saat

inkiibe edilmistir.

Mikrodiliisyon yonteminin uygulanmasi: Mikroplaklardaki her bir
kuyucuga 100 ul RPMI besiyeri konulmustur. Daha sonra ilk kuyucuklara 16
ng/ml’den baslayarak seyreltilen ilag siispansiyonlarindan 100 pl konulmus ve ilk
kuyucuklardan 100 pl alinip ikinci kuyucuklara konulmus, ikinci kuyucuktan 100
pl alinip tglincii kuyucuklara konulmus ve bu sekilde son iki kuyucuga kadar
devam edilerek en son alinan 100 pl disart atilmistir. Son olarak, sondan bir
onceki kuyucuk hari¢ her bir kuyucuga 0.5 McFarland, 10 pl kiif slispansiyonu
ilave edilmistir. Ila¢ ve kiif siispansiyonu icermeyen sondan bir énceki kuyucuk
besiyeri kontrol, ila¢ igermeyen son kuyucuk ise mikroorganizma kontrol

kuyucugu olarak kullanilmistir.
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3. Antifungal duyarhlik testlerinin degerlendirilmesi

Gradient Test (E-test)’in degerlendirilmesi: Duyarlilik testleri 35°C’de
24-48 saat inkiibasyonun ardindan degerlendirilmistir. Uremenin yavas oldugu
baz1 nadir Aspergillus spp. tirleri de 48 saat 35°C’de ve ilave olarak 48 saatte
25°C’de inkiibe edildikten sonra degerlendirilmistir. Olusan elips {izerinde
{iremenin inhibe oldugu MIK degerleri okunarak, Hata! Basvuru kaynag
bulunamadi.’de belirtilen revize edilmis EUCAST klinik smir degerleri
kullanilarak yorumlanmistir. Aspergillus spp. tiirlerinde azol MIC'leri gorsel

okuma ile belirlenmistir.

Gradient test yontemiyle yapilan antifungal duyarlilik testleri 4. fumigatus
complex, A. flavus ve A. niger igin 24. ve 48. saatte, Aspergillus spp. ve A.
terreus igin 48. saatte, liremenin yavas oldugu bazi nadir Aspergillus spp. tiirleri

i¢in 72 saatte degerlendirilmistir.

Agar tarama plak yonteminin degerlendirilmesi: Plaklar, 35°C’de 24 ve
48 saat inkiibasyon sonrasinda incelenmistir. Posakonazol, itrakonazol ve
vorikonazol iceren tarama plaklarindaki ve kontrol plagindaki liremeler var-yok
diye degerlendirilmistir. Itrakonazol ve vorikonazol ve posakonazol plaklarindaki
tiremeler, ilgili ilaca diren¢ olarak yorumlanmistir. Degerlendirmeler yapiliken;
gradient testin sonuglar1 ile agar tarama plak yOnteminin sonugclari

karsilastirilmistir.

Mikrodiliisyon yonteminin degerlendirilmesi: 35 °C’de inkiibe edilen
mikroplaklar, 24 ve 48 saatte degerlendirilmistir. Mikroorganizma kontroliinde
(son kuyucuk) iireme oldugu ve besiyeri kontroliinde (sondan bir Onceki
kuyucuk) iireme olmadig: tespit edildikten sonra, MIK degerleri CLSI M38-A2
mikrodiliisyon standart yontemi ile belirlenmistir. 48 saat sonunda antifungal
icermeyen kontrol kuyucugundaki iireme yogunlugu ile karsilastirildiginda, test
edilen kokenin (Posakonazol, itrakonazol ve vorikonazol i¢in) {iremesinin inhibe
oldugu kuyucuktaki bulaniklig1 belirgin azaltan en diisiik ilag konsantrasyonu
(gdzle goriilebilir biiyiimeyi engelleyen) MIK degeri olarak belirlenmistir. Daha
sonra her antifungal icin incelenen izolatlarda MIK50 ve MIK90 degerleri
hesaplanmigtir.  Izolatlarin  %50'sini  inhibe eden en diisiik antifungal

konsantrasyonu MIK50, %90'nin1 inhibe eden en diisiik konsantrasyon ise MIK90

55



olarak tanimlanmistir. Herhangi bir azol MIK degerinin diren¢ sinir degerinde
veya lizerinde bulunmasi durumunda, antifungal duyarlilik testi dogrulama

amaciyla tekrar edilmistir.

Antifungal duyarlilik testlerini kontrol amaciyla CLSI M38-A tarafindan
onerilen ve MIK araliklar bilinen Candida parapsilosis ATCC 22019 ve Candida
krusei ATCC 6258 kokenleri kontrol kdkenleri olarak kullanilmistir.

F. Azol Direnci Belirlenen Aspergillus spp. izolatlarinin DNA Dizi Analizi le

Tiir Diizeyinde Tanimlanmasi

Calismamizda azol direnci belirlenen klinik Aspergillus kokenleri tiir
diizeyinde tanmimlamak i¢in DNA dizi analizi yapilmistir. Deney akisinin

asamalar1 agsagidaki gibidir:
1. izolasyon
2. ITS primerleri ile PCR
3. Jel elektroforezi
4. Sanger ile Dizileme

e izolatlarin Tanimlanmasinda Kullamlan Materyaller
1. Kullanilan Ticari Kitler
1.1.1.  MicroLine Genomik DNA Ekstraksiyon (MicroLine, TR) kiti

1.1.2.  MicroLine Master Mix Ready to Load with 12.5 mM MgCl2, 5x
PCR Kiti (MicroLine, TR)

2. Kullanilan Kimyasal Malzemeler
2.1.1. ITSI-F (5’- TCCGTAGGTGAACCTGCGG -3’) primeri
2.1.2. ITS4-R (5’- TCCTCCGCTTATTGATATGC -3’) primeri
2.1.3. Agaroz (Biomax, Tiirkiye)
2.1.4. 10X Tris-borat (TBE) tamponu (Wisent Inc., Kanada)

2.1.5. SafeGel red stain jel boyasit 500 pl (GENAXXON bioscience,
Almanya)
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2.1.6. 6X DNA Loading Dye 1 mL (Yiikleme boyasi) (Thermo Fisher
Scientific Inc., ABD)

2.1.7. Canvax 100-1000 bp DNA Ladder (Canvax, UK)

3. Kullanilan Cihazlar
3.1.1. Vorteks karistiric1 (DigitMex Instruments Ltd, Cin)
3.1.2. Santrifiij (Andreas Hettich GmbH & Co., Almanya)
3.1.3. Is1 blogu (Benchmark Scientific, ABD)

3.1.4. 10 pl, 100 pl, 200 pl ve 1000 pl’lik otomatik pipetler (Corning,
ABD)

3.1.5. The SimpliAmp Thermal Cycler (Applied Biosystems, ABD)
PCR cihaz1

4. Cam ve Plastik Malzemeler
4.1.1. 2 ml plastik Eppendorf tiipleri (Axygen Scientific Inc., ABD)

4.1.2. 1,5 ml plastik mikrosantrifiij tiipleri (Axygen Scientific Inc.,
ABD)

4.1.3. 10 pl’lik steril pipet uglar1 (Microcult, Cin)
4.1.4. 20 ul’lik steril pipet uglart (Microcult, Cin)

4.1.5. 1000 pl’lik steril pipet uglar1 (Microcult, Cin)

1. DNA izolasyon Yontemi

Orneklerden DNA izolasyonu igin ticari MicroLine Genomik DNA
Ekstraksiyon (MicroLine, TR) kiti, iiretici firmanin talimatlar1 dogrultusuna
kullanilmistir. 8 Aspergillus spp. 6rnegi, SDA besiyerinden tek kullanimlik steril
0ze yardimi ile alinarak 2 ml eppendorflar igerisindeki 500 pl distile su igerisinde
cOzdiirtilmiistiir. Daha sonra tiip icerisine 400 pl Lizis Buffer ve 20 pl Proteinaz
K eklenerek 60 °C’de 30 dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasinda tiiplere,
400 pl Binding Buffer eklenerek 15 saniye vortekslenmistir. Tiip igerisindeki
karisimdan 800 pl spin kolonlarina aktarilmis ve 10,000 rpm’de 2 dakika boyunca
santrifiij edilmistir. Tiiplin dibindeki siv1 atilmis ve spin kolonlar1 yeni toplama

tiiplerine aktarilmistir. Spin kolonlara 500 pl Wash Buffer I eklenmis ve 10,000
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rpm’de 1 dakika boyunca santrifiijlenmistir. Tiip dibinde kalan sivi atilmig ve
spin kolonlar yeni toplama tiiplerine yerlestirmistir. 750 pl Wash Buffer II spin
kolonlarina eklenmis ve 10,000 rpm’de 1 dakika santrifiijlenmistir. Tipiin
dibinde kalan s1v1 atilmis ve bu adim tekrarlanmistir. Ikinci ytkamadan sonra spin
kolonlar1 3 dakika boyunca 10,000 rpm’de kalan alkoliin uzaklastirilmasi igin
tekrar santrifiijlenmistir. Spin kolonlar1 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine
transfer edilmis ve spin kolonlarin tam ortasina olmak kosulu ile 200 pl Eliisyon
Buffer eklenmis ve oda 1sisinda 1 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Spin
kolonlar1 10,000 rpm’de 1 dakika santrifiijlenmis ve tiipiin dibinde kalan ve DNA

igeren s1vi PCR yontemi i¢in hazirlanmak {izere saklanmistir.

2. . PCR Protokolii

Aspergillus spp. ornekleri, ticari olarak hazir MicroLine Master Mix Ready
to Load with 12.5 mM MgCI2, 5x PCR Kiti (MicroLine, TR) kullanilarak PCR ile
incelemesi yapilmistir. PCR asamasinda {iretici firmanin talimatlar1 izlenerek
ITSI-F  (5’- TCCGTAGGTGAACCTGCGG -3’) ve ITS4-R (5°-
TCCTCCGCTTATTGATATGC -3’) primerleri (Sentromer DNA Technologies
LLC, USA) kullanilarak hedef gen bolgeleri amplifiye edilmistir. PCR
yonteminde kullanilacak biitiin primerler liyofilize halde iken iiretici firmanin
yonlendirmeleri ile uygun miktarlarda sulandirilmis ve kullanima hazir hale
getirilmistir. PCR reaksiyon karigimi iiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda
hazirlanmistir. Her Aspergillus spp. 6rnegi igin; 8 pl MicroLine Master Mix
Ready to Load (5x), 1 ul ITS1 Forward primeri, 1 pl ITS4 Reverse primeri ve 5
ul izole DNA, PCR reaksiyon tiipiinde karigtirilmis ve 5 pl su eklenerek
reaksiyon hacmi 20 pl’ye tamamlanmigtir. Daha sonra ticari kitte tavsiye edilen
PCR sartlarina gore PCR cihazi hazirlanarak 6rnekler cihaza yiiklenmistir. The
SimpliAmp Thermal Cycler (Applied Biosystems, ABD)cihazinda PCR kosullar1

su sekilde ayarlanmastir:
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Cizelge 8. Aspergillus spp. izolatlarinda PCR kosullar

Asama Sicaklik Siire

Baslangi¢ PCR aktivasyonu 95 °C 3 dakika

Dongiiler 94 °C 45 saniye 40 dongii
Denatiirasyon 57°C 1 dakika

Primer baglanmasi 72 °C 1 dakika

Uzama

Son uzama 72 °C 10 dakika

3. Jel Elektroforezi

Agaroz jeli hazirlamak i¢in Erlenmeyer flask icerisine 135 ml distile su
icerisine 15 ml TBE buffer ve 2 gr agaroz konulmustur. Karistmin homojen bir
hal almas1 i¢in mikrodalgada 5 dakika boyunca ¢ozdiiriilmiistiir. Sicaklik 50-
55°C’ye geldiginde 5 pl SafeGel red stain jel boyasi eklenmistir. Yatay
elektroforez aletinin kenarlar1 kapatilmis 6zel jel yatagina sizinti olmamasina
dikkat edilerek karisim dokiilmiigtiir. Cepleri olusturacak taraklar hazneye
yerlestirilmis ve jel oda sicakliginda donmaya birakilmistir. Donma gerceklesince
taraklar dikkatlice ¢ikartilmis ve jel, icinde 100 ml TBE buffer ve 900 ml distile
su kullanilarak  hazirlanan tamponun bulundugu elekroforez tankina
yerlestirilmistir. Jeldeki ceplerden ilk kuyucuga 2 pl olacak sekilde bant
uzunluklar1 bilinen ticari olarak hazir standart DNA ladder yiiklenmistir. Geri
kalan kuyucuklara parafilm iizerinde 1 pl yiikleme boyasi ile karistirilmis 5 pl
PCR DNA firiinleri yliklenmistir. Jel 40 dakika boyunca 120 V ve 150 mA akim
gecirilerek DNA fragmentleri yiiriitilmistiir. Bu siire sonunda UV 1s1k altinda

600 fg bant gozlenen ornekler pozitif olarak degerlendirilmistir.

4. Sanger Dizileme Protokolii

Dizilemesi yapilan PCR iiriinleri i¢in ilk olarak PCR Cleanup asamasi
gerceklestirilmistir. Bu asamada dizilemede kullanilan o6rneklerin, PCR
reaksiyonundan arta kalan primerlerden ve dNTP’lerden arindirilmasi
saglanmigtir. Bu amagla ADS Exo-Alp PCR Cleanup Mix kiti kullanilmstir.
Calisma ic¢in cleanup yapilan Ornekten 5 ul alinip yeni bir PCR tiipiine
aktarilmistir. Uzerine 2 ul ADS Exo-Alp PCR Cleanup Mix eklenmistir. Tiip
kapatilip vortekslenmistir. Ardindan termal cycler’a yerlestirilmistir. 37 °C’de 15
dakika, ardindan 80 °C’de 15 dakika inkiibe edilmistir. Bu asamanin ardindan

elde edilen iiriin sekans PCR’da kullanilmistir.
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Sekans PCR’inda ADS SupreDye™ Cycle Sequencing Kit ve ADS 5X
Sequencing Buffer kullanilmistir. Kit, kalip DNA ve primer haricinde sekans i¢in
gerekli olan malzemelerin tamamini igermektedir. Kalip DNA olarak Exo-Alp
reaksiyonundan gelen {riin kullanilmistir. Reaksiyonun igerigi asagida

belirtilmistir:

Cizelge 9. Aspergillus spp. izolatlarinda PCR ile amplifikasyonu i¢in
kullanilan bilesen miktarlar1

Bilesenler Miktarlar (ul)
SupreDye 1

ADS5X Sequencing Buffer 1.5

Primer (1 uM) 3.2

Distile Su 23

Template 2

Toplam hacim 10

PCR tiipii igerisinde reaksiyon karigimi hazirlandiktan sonra termal cycler’a

yerlestirilmistir. Sekans PCR’1 i¢in kullanilacak protokol asagida belirtilmistir:

Cizelge 10. Aspergillus spp. izolatlarinda PCR ile amplifikasyonu i¢in
kullanilan sicaklik dongiileri

Sicaklik Stire Dongii
96 °C 1 dk 1

96 °C 10s 30

50 °C 5s

60 °C 4 dk

4°C o0 -

Sekans PCR’1 bittiginde ornekler cihaza yiiklenmeden O©nce, cleanup
asamast gergeklestirilmistir. Sekans PCR reaksiyonundan kalan kontaminantlar
(florasan boyalar, tuzlar, dNTP, primer ve enzim) bu asamada temizlenmistir.
Calismamizda ADS Sequencing Reaction Cleaning Beads kullanilmistir. Calisma

basamaklari1 asagida belirtilmistir:
1. Yikama soliisyonu olarak %85 etanol hazirlanmistir.

2. Sekans PCR fiiriintinden 10 ul alinir, iizerine 10 ul 1x Manyetik boncuk

eklenmistir.

3. 45 ul yikama soliisyonu eklenmistir.
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4. Karnstirip 5 dakika oda sicakliginda birakilmistir.
5. Plate, manyetik rack lizerine yerlestirilip 2 dakika birakilmistir.

6. Plate, manyetik rack’ten ayrilmadan ters cevrilip sivi tamamen

uzaklastirilmistir.
7. 100 ul yikama soliisyonu eklenmistir.

8. Plate, manyetik rack’ten ayrilmadan ters cevrilip sivi tamamen

uzaklastirilmistir.
9. Yedi ve sekizinci basamaklar bir kez daha tekrarlanmistir.
10. 45-65 ul deionize su veya ADS eliisyon buffer eklenmistir.

11. Kanstirtlip 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

G. Cyp51A Genindeki Mutasyonlarin Belirlenmesi
Calismamizda azol direncinden en fazla sorumlu olan cyp51A genindeki
mutasyonlar1 saptamak amaciyla sirasiyla asagidaki uygulamalar yapilmistir.

e Cyp51A Genindeki Mutasyonlarin Belirlenmesinde Kullanilan
Materyaller

1. Kullanilan Ticari Kitler

1.1. MicroLine Genomik DNA Ekstraksiyon (MicroLine, TR) kiti

1.2. MicroLine qPCR SYBR Green Master Mix (2x) (MicroLine, TR) kiti
2. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

2.1. CypA-L98H-F (5’-AAAAAACCACAGTCTACCTGG-3’) primeri
2.2. CypA-L98H-R (5’-GGAATTGGGACAATCATACAC-3’) primeri
2.3. CypA-M220-F (5’-GCCAGGAAGTTCGTTCCAA-3’) primeri

2.4. CypA-M220-R (5’-CTGATTGATGATGTCAACGTA-3’) primeri

3. Kullanilan Cihazlar

3.1. Vorteks karistirict (DigitMex Instruments Ltd)

3.2. Santrifiij (Andreas Hettich GmbH & Co.)
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3.3. Ist blogu (Benchmark Scientific)
3.4.10 pl, 200 pl ve 1000 pl’lik otomatik pipetler (Corning)

3.5. Mic qPCR Cycler (Bio Molecular Systems, Australia) Real-Time PCR

cihazi
4. Cam ve Plastik Malzemeler
4.1. 2 ml plastik Eppendorf tiipleri (Axygen Scientific Inc.)
4.2. 1,5 ml plastik mikrosantrifiij tiipleri (Axygen Scientific Inc.)
4.3. 10 pl’lik steril pipet uglar1 (Axygen Scientific Inc.)
4.4. 20 ul’lik steril pipet uglar1 (Axygen Scientific Inc.)

4.5. 1000 pul’lik steril pipet uglar1 (Axygen Scientific Inc.)

1. PCR Protokolii

Aspergillus spp. 6rneginde, MicroLine qPCR SYBR Green Master Mix (2x)
(MicroLine, TR) ticari kiti kullanilmig ve ger¢cek zamanli PCR ile direng
genlerinin varligr incelenmistir. PCR asamasinda iiretici firmanin talimatlar

dogrultusunda;
e CypA-L98H-F (5-AAAAAACCACAGTCTACCTGG-3’) ve
e CypA-L98H-R (5’-GGAATTGGGACAATCATACAC-3),
e CypA-M220-F (5’-GCCAGGAAGTTCGTTCCAA-3’) ve
e CypA-M220-R (5’-CTGATTGATGATGTCAACGTA-3’)

primerleri (Sentromer DNA Technologies LLC, USA) kullanilarak hedef
gen bolgeleri amplifiye edilmistir. PCR yonteminde kullanilan biitiin primerler
liyofilize halde iken {iretici firmanin yonlendirmeleri ile uygun miktarlarda
sulandirilmis ve kullanima hazir hale getirilmistir. PCR yonteminin optimal
sonuglar vermesi i¢in MicroLine qPCR SYBR Green Master Mix (2x) kitinin
tiretici firmasinin talimatlar1 geregi her bir primerden 10 pl alinarak, 90 pl distile
su ile konsantrasyonlari ayarlanmistir. Her bir hedef gen bdélgesi i¢in 10 pl
MicroLine qPCR SYBR Green Master Mix (2x), 1 pl Forward primer ve 1 pl
Reverse primer, 3 ul niikkleaz igermeyen su ve 5 pl izole 6rnek DNA’s1 reaksiyon

tiplerine eklenerek Real-Time PCR reaksiyon karisimi hazirlanmistir. Her
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primer, tiim Ornekler i¢in bu sartlar1 tasiyacak sekilde hazirlanmistir. Mic qPCR
Cycler (Bio Molecular Systems, Australia) cihazinda PCR sartlar1 Hata! Bagvuru

kaynag1 bulunamadi.’deki gibi ayarlanmistir.

Cizelge 11. Aspergillus spp. i¢in uygulanan Mic qPCR Cycler cihazindaki PCR
kosullari

Asama Sicaklik Siire

Baglangi¢ PCR aktivasyonu 95 °C 3 dakika

Dongtiler 94 °C 45 saniye 40 dongl
Denatiirasyon

Primer baglanmasi 57°C 1 dakika

Uzama 72 °C 1 dakika

Son uzama 72 °C 10 dakika

Erime egrisi analizi 72 -95°C 0,3 °C araliklarla artista her 1

saniyede okuma

Cizelge 12. Aspergillus spp. izolatlarinda azol direncinin belirlenmesinde
kullanilan primerler

Primer Ad1 Primer Dizisi Cogalttign  Baglanma Amplikon
Gen Sicakligt  Uzunlugu
Bolgesi (Tm) (bg)

CypA-L98H-F 5-AAAAAACCACAGTCTACCTGG-3'  LY9SH 57°C 143

CypA-L98H-R 5'-GGAATTGGGACAATCATACAC-3'  LY9SH 57°C

CypA-M220-F 5'-GCCAGGAAGTTCGTTCCAA-3' M220 57°C 173

CypA-M220-R 5'-CTGATTGATGATGTCAACGTA-3' M220 57°C

Syber Green ile boyanan mutasyon bdlgesine sahip olan numuneler,
amplifikasyon egrisi ile olusan ct ve melt curve egrisiyle olusan grafiklere gore
pozitif olarak degerlendirilmistir. Hig¢bir 1s1ma olmayan numunelerde nokta

mutasyon saptanmadi diye degerlendirilmistir.

H. istatistik Analiz

Calismamizda azol grubu antifungallere direnci tespit edebilme agisindan
agar plak tarama yOnteminin gradient test yontemine gore duyarlilik ve 6zgilliik

degerleri asagidaki tabloya gore hesaplanmistir.
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Cizelge 13. Istatiksel parametrelerin hesaplanma ydntemi

Gradient test yontemi

Agar plak yontemi R S
R a b
S c d
Toplam atc b+d

Toplam
atb

c+d
atb+ctd

Duyarlilik: (a/a+c) x 100 ve Ozgiilliik: (d/b+d) x 100.
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IV.BULGULAR

A. Cahsmaya Dahil Edilen Aspergillus spp. izolatlarin Ozellikleri

Calismamiz; Cerrahpasa Tip Fakiltesi Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji
Mikoloji Laboratuvari’nda 2015-2021 yillar1 arasinda cgesitli klinik 6rneklerden
(apse, kornea apsesi, biopsi, doku ve solunum oOrnekleri) izole edilerek
Aspergillus spp. olarak tanimlanmis, -80°C’de saklanmis olan toplam 125 adet
Aspergillus spp. izolati ile yiritilmistiir. Calismaya alinan 125 izolattan 71’inin
(%56,8) erkek, 54’iliniin (%43,2) kadin hastaya ait oldugu belirlenmistir. Ayrica
izolatlarin 27 tanesinin ¢ocuk hastadan (%21,6), 98 tanesinin eriskin hastadan
(%78,4) izole edildigi saptanmis, hastalarin yaslarinin 3-82 arasinda olup yas
ortalamasinin 44 oldugu belirlenmistir. Aspergillus spp. olarak tanimlanmis olan
125 izolatin, %56,8’inin (71) solunum yolu (bronkoalveoler lavaj (BAL),
endotrakeal aspirasyon (ETA), balgam ve burun siniis igerigi gibi), %20’sinin
(25) doku, %13,6’sinin (17) apse, %5,6’sinin (7) kornea apsesi ve %4’iinlin (5)
diger orneklerden (bos, plevra gibi viicut sivilari, kateter vs.) izole edildigi
saptanmistir. Sekil 5’te calismaya dahil edilen Aspergillus spp. izolatlarinin

tiretildigi klinik 6rneklerin dagilimi verilmistir.

Aspergillus spp. olarak tanimlanan klinik izolatlarin dagilimi

= Doku = Apse = Kornea apsesi Diger = BAL = Balgam = ETA = Burun siniisicerigi

Sekil 5. Caligmaya dahil edilen Aspergillus spp. izolatlarinin iiretildigi klinik
orneklerin dagilimi
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B. Konvansiyonel Yontemler ile Tamimlanan Aspergillus spp. Tiirleri

Calismamizda Aspergillus spp. izolatlarinin PDA besiyerinde iireyen
kolonileri 6zellikle perifer kismin1 da kapsayacak sekilde mikroskobik olarak
degerlendirildiginde; bolmeli hiflere sahip olan, dallanmayan konidyofor yapilar
bulunan, konidyoforlarin ucunda vezikiil adli yapiyr bulunduran, vezikiilden
fiyalid yapilar1 ¢ikan ve fiyalidlerin ucunda da yuvarlak yapili konidya

zincirlerine sahip koloniler Aspergillus spp. olarak tanimlanmastir.

Calismamizda 125 izolattan 107 izolat (%85,6) konvansiyonel yontemler ile
tiir diizeyinde tanimlanmis olup, 18 (%14,4) izolat konvansiyonel yontemler ile
tiir diizeyinde tanimlanamayip Aspergillus spp. olarak tanmimlanmistir. Aspergillus
spp. izolatlarinin SDA besiyerinde iireyen kolonileri morfolojik o6zellikleri
acisindan makroskobik olarak ve PDA besiyerinde iireyen kolonileri mikroskobik
olarak degerlendirildiginde; kolonileri mavi-yesil renkte siiet benzeri yiizeye
sahip olanlar ve mikroskobik goriiniimlerinde konidyoforlar1 kisa, diiz olup
konidyoforlardan ¢ikan fiyalidler tek sirali ve vezikiiliin {ist 2/3’{inii kaplayacak
sekilde olanlar 55 (%44) adet olup A. fumigatus olarak tanimlanmistir. SDA
besiyerinde kolonileri Once beyaz—sar1 sonrasinda yesil renkte olanlar ve
mikroskobik goriintimlerinde konidyoforlar1 diizensiz, c¢ukurlu veya dikenli
yapida olup konidyofordan ¢ikan fiyalidleri tek veya iki sirali sekilde vezikiiliin
tamamini kaplayacak sekilde olanlar 42 (%33,6) adet olup 4. flavus olarak
tanimlanmistir. Makroskobik goriiniimlerinde kolonileri kum—kahverengi, tar¢in
renginde siliet benzeri ylizeye sahip olanlar ve mikroskobide konidyoforlar1 kisa,
diiz olup fiyalidleri iki sirali, vezikiili kolumnar sekilde kaplayanlar 6 (%4,8)
adet olup A. terreus olarak tanimlanmistir. SDA besiyerinde kolonileri
makroskobik olarak perifer beyaz siyah renkte olanlar ve mikroskobik olarak
konidyoforlar1 uzun, diizgiin, konidyumlar kahverengimsi siyah renkte ve tiim
vezikiiliin etrafin1 kaplayacak sekilde olanlar 4 (%3,2) adet olup A. niger olarak
tanimlanmistir (Hata! Basvuru kaynagi bulunamadi.). Sekil 6’da farkhi
Aspergillus spp. tiirlerinin SDA besiyerinde koloni goriiniimii gosterilmistir. Sekil
7’de calismamizda tanimlanmis olan ¢esitli Aspergillus spp. tiirlerinin

mikroskobik goriiniimleri laktofenol pamuk mavisi ile gdsterilmistir.
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Sekil 6. SDA besiyerinde farkl tipte Aspergillus spp. tiirlerinin koloni goriiniimii
(A: A. flavus, B: A. fumigatus, C: A. terreus, D: A. niger)

67



Sekil 7. Aspergillus spp. tiirlerinin Laktofenol pamuk mavisi (Lactophenol Cotton

Blue) ile mikroskobik goériiniimii (A: Aspergillus spp., B: A. niger, C:

A.fumigatus, D: A. flavus, Caligmadan, 40x)

Makroskobik ve mikroskobik morfolojik ozellikleri ile Aspergillus spp.
olarak tanimlanmis izolatlarin termotolerans testinde; 55 adet A.fumigatus
complex’de 45°C’de iireme gozlenmistir. 42 adet A. flavus ve 18 adet Aspergillus
spp. 45°C’de iireme gozlenmemistir. 6 adet 4. ferreus ve 4 adet A. niger’de genel
olarak 45°C’de ilireme gozlenmesine ragmen, bu tiirlerde farkli sicakliklarda
tireme Ozelligi degiskenlik gdstermigstir. 4. terreus olarak tanimlanan H64’de ve
A. niger olarak tanimlanan 3 izolatta (H29, H111 VE HI16) 45°C’de iireme
gozlenmis, diger 5 adet A. terreus ve 1 adet A. niger’de (H97) 45°C’de iireme

gozlenmemistir.

Calismamizda; 55 adet 4. fumigatus complex (%44), 42 adet 4. flavus
(%33,6), 6 adet A. terreus (%5), 4 adet A. niger (%3) ve 18 adet Aspergillus spp.

(%14) olmak iizere toplam 125 Aspergillus tirii tanimlanmistir. Calismaya

68



konvansiyonel yontemlerle tanimlanan Aspergillus spp. tiirlerinin dagilimi Sekil

8’de verilmistir.

Ureyen Aspergillus spp. sayisi

Aspergillus

niger; 4; 3%
Aspergillus = Aspergillus fumigatus
terreus; 6; 5% \ Aspergillus flavus

= Aspergillus terreus
Aspergillus flavus;

42; 34% m Aspergillus niger

m Aspergillus spp.

Sekil 8. Calismada konvansiyonel yontemlerle tanimlanan Aspergillus spp.
tiirlerinin dagilimi1

C. Aspergillus spp. izolatlarinda Antifungal Duyarhlik Testleri ile Saptanan
Azol Duyarhlik Sonuglar:

Aspergillus spp. olarak tanimlanmis olan izolatlarin azol grubuna
(vorikonazol, itrakonazol ve posakonazol) duyarlilik testleri gradient test (E-test)
ve agar plak yontemi ile yapilmistir. Azol grubu antifungallere kars1 gradient test
ve agar plak yontemiyle direng belirlenen izolatlara, dogrulama amaciyla broth
mikrodiliisyon yoOntemiyle antifungal duyarlilik testleri yapilmistir. Gradient
testte Aspergillus spp. i¢cin, EUCAST (EUCAST E.Def 7.3, E.Def 9.4 ve E.Def
11.0) prosediirlerini kullanan antifungal ECOFF'lar ve duyarliliklar klinik sinir
degerleri  kullanilarak  yorumlanmistir.  EUCAST  rehberlerinin  son
diizenlemelerinde (Version 3.0, 2022-01-18); A. fumigatus’un ITR ve VOR’e ait
direng¢ sinir degeri 2 pg/ml’den 1 pg/ml olarak revize edilmistir. A. flavus ve A.
terreus’un ITR’e ait diren¢ sinir degeri 2 pg/ml’den 1 pg/ml olarak revize

edilmistir.
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Aspergillus spp. izolatlarinin Gradient Test Yontemine Gore Duyarhihik

Sonuglar:

Calismamizda elde ettigimiz Gradient Test (E-test) sonuclarina gore;
calismaya dahil edilen 125 Aspergillus spp. izolatinda VOR, ITR, POS i¢in MIK
degerlerinin araligi, VOR; 0.023 - >32 pg/ml, ITR; 0.125 — 4 pg/ml, POS; 0.002
— 0.75 pg/ml olarak belirlenmis olup, 8 (% 6,4) izolatta VOR, ITR, POS i¢in
MIK degerleri yiiksek saptanmustir. izolatlarin gradient test ile belirlenen MIK
degerleri incelendiginde VOR i¢in; 122 izolatta <Ipg/ml (H64: 1 pg/ml), 1
izolatta 1-2 pg/ml araliginda (H23: 1,5 pg/ml), 2 izolatta >2 pg/ml (H3 ve H24),
ITR i¢in; 118 izolatta <lug/ml (6 izolat: 1 pg/ml), 4 izolatta 1-2 pg/ml araliginda,
3 izolatta >2 pg/ml, POS icin; 120 izolatta <0,125pg/ml, 2 izolatta 0,25pg/ml, 3
izolatta >0,25 pg/ml tespit edilmistir. Aspergillus spp. izolatlarina gradient test
yonteminin uygulandigi plaklar Sekil 9’da gosterilmistir. Gradient test yontemi

ile MIK degerleri direngli/yiiksek saptanan izolatlar Cizelge 14’te verilmistir.

Sekil 9. Aspergillus spp. izolatlarina uygulanan gradient test yontemi plaklar1 (A:
A.niger’de duyarli bulunan POS ve VOR, B: A. fumigatus’ta direngli bulunan ITR ve
VOR)
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Cizelge 14. Gradient test yontemi ile MiK degerleri direncli/yiiksek saptanan
izolatlar

E-TEST

Numune Numune Organizma VORICONAZOL ITRAKONAZOL POSACONAZOL

No Tiiri

H 17 Doku ASPERGILLUS 0,25 1,5 0,25
FUMIGATI
KOMP

H 24 Doku ASPERGILLUS >32 4 0.75
FUMIGATI
KOMP

H 72 ETA ASPERGILLUS 0,125 1,5 0.094
FUMIGATI
KOMP

H 64 Balgam  ASPERGILLUS 1 1 0,19
TERREUS

H 29 Doku ASPERGILLUS 0,38 2 0,012
NIGER

H3 Kornea  ASPERGILLUS >32 4 0,5

Apsesi SPP.

H 23 Doku ASPERGILLUS 1,5 0,75 8

SPP.

(ETA: Endotrakeal Aspirasyon)

Calismamizda konvansiyonel yoOntemler ile tanimlanmis olan 55 A.
fumigatus izolatinda VOR, ITZ ve POS icin gradient test yontemi ile belirlenen
MIK degerlerinin aralig1 incelendiginde; sirasiyla 0.032 - >32 ug/ml, 0.19 — 4
pg/ml ve <0.002 — 0.75 pg/ml oldugu gériilmiistiir. Izolatlarin gradient test ile
belirlenen MIK degerleri incelendiginde VOR igin; 54 izolatta <lug/ml, 1 izolatta
>2 ng/ml (H24: >32 pg/ml) tespit edilirken, 1-2 pg/ml araliginda MiK degerine
sahip izolat tespit edilmemistir. ITR i¢in; 52 izolatta <Ipg/ml (H8, H59, H86,
H90, H106: 1 pg/ml), 2 izolatta 1-2 pg/ml araliginda (H17 ve H72: 1,5 pg/ml), 1
izolatta >2 pg/ml (H24: 4 pg/ml) tespit edilmistir. POS icin; 53 izolatta
<0,125pg/ml, 1 izolatta 0,25 pg/ml (H17), 1 izolatta >0,25 (H24: 0,75 pg/ml)
tespit edilmistir. Izolatlarin gradient test ile belirlenen MIK degerleri EUCAST
rehberlerine gore degerlendirildiginde; 55 A. fumigatus izolatindan 1’inde (%1,8)
(H24) VOR’e direng, 3’iinde (%5,45) (H17, H24 ve H72) ITR’e direng, 1’inde
(%1,8) (H24) POS’e direng tespit edilmistir. 55 adet A. fumigatus izolatindan
ITR’e diren¢ saptanan H24 izolatinda VOR’e (>32 pg/ml) ve POS’e (0,75
ng/ml) de direng gozlenerek tiim azollere direngli oldugu belirlenmistir (Sekil 9).
ITR i¢in yiiksek MIK degeri tespit edilen 1 izolatta (H17) POS’e 0,25u/ml ile
simirda MIK degeri saptanmustir. Gradient test ile belirlenen MIK degerlerine

gore diger A. fumigatus izolatlarinin VOR, ITR ve POS’e duyarli oldugu tespit
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edilmistir. A. fumigatus izolatlarinin ¢alismada saptanan MIK degerleri Cizelge

18°de verilmistir.

Calismamizda konvansiyonel yontemler ile tanimlanmis olan 42 A. flavus
izolatinda VOR, ITZ ve POS igin gradient test ydntemi ile belirlenen MIK
degerlerinin aralig1 incelendiginde; sirasiyla 0.047 — 0.75 pg/ml, 0.125 — 1 pg/ml
ve <0.002 — 0.19 pg/ml oldugu goriilmiistiir. izolatlarin gradient test ile
belirlenen MIK degerleri incelendiginde VOR igin; 42 izolatta <lpg/ml, ITR igin;
42 izolatta <lpg/ml, POS icin; 41 izolatta <0,125pg/ml, 1 izolatta 0,25pg/ml
(H96) tespit edilmistir. Izolatlar gradient test ile belirlenen MIK degerleri
EUCAST rehberlerine gore degerlendirildiginde; 42 A. flavus izolatinda ITR igin
gradient test yontemi ile duyarli bulunmustur. 4. flavus izolatlarinin ¢alismada

saptanan MIK degerleri Cizelge 18’de verilmistir.

Calismamizda konvansiyonel yontemler ile tanimlanmis olan 6 A. terreus
izolatinda VOR, ITZ ve POS icin gradient test yontemi ile belirlenen MIiK
degerlerinin aralig1 incelendiginde; sirasiyla 0.023 — 1 pg/ml, 0.125 — 1 pg/ml ve
0.012 — 0.19 pg/ml oldugu goriilmiistiir. izolatlarin gradient test ile belirlenen
MIK degerleri incelendiginde VOR igin; 6 izolatta <Ipg/ml (H64: 1 pg/ml) tespit
edilirken, 1-2 pg/ml aralifinda ve >2 pg/ml MIK degerine sahip izolat tespit
edilememistir. ITR i¢in; 6 izolatta <lpg/ml (H64: 1 pg/ml) tespit edilirken, 1-2
ug/ml araliginda ve >2 pg/ml MIK degerine sahip izolat tespit edilememistir.
POS igin; 6 izolatta <0,125ug/ml tespit edilirken, >0,25 pg/ml MIiK degerine
sahip izolat tespit edilememistir. Izolatlar gradient test ile belirlenen MIK
degerleri EUCAST rehberlerine gore degerlendirildiginde; 6 A. terreus izolatinda
ITR ve POS icin gradient test yontemi ile duyarli bulunmustur. A. terreus

izolatlarinin ¢alismada saptanan MIK degerleri Cizelge 18’de verilmistir.

Calismamizda konvansiyonel yontemler ile tanimlanmis olan 4 A. niger
izolatinda VOR, ITZ ve POS igin gradient test ydntemi ile belirlenen MIK
degerlerinin aralig1 incelendiginde; sirasiyla 0.094 — 0.5 pg/ml, 0.5 — 2 ug/ml ve
0.012 — 0.19 pg/ml oldugu goriilmiistiir. 1zolatlarin gradient test ile belirlenen
MIK degerleri incelendiginde VOR icin; 4 izolatta <lpg/ml tespit edilirken, 1-2
pg/ml araliginda veya >2 pg/ml MIK degerine sahip izolat tespit edilememistir.
ITR i¢in; 3 izolatta <lpg/ml, 1 izolatta >2 pg/ml (H29: 2 pg/ml) tespit edilirken,
1-2 png/ml araliginda MIK degerine sahip izolat tespit edilememistir. POS icin; 4

72



izolatta <0,125pg/ml tespit edilirken, >0,25 pg/ml araliginda MIiK degerine sahip
izolat tespit edilememistir. A. niger izolatlarmin calismada saptanan MIK

degerleri Cizelge 18°de verilmistir.

Calismamizda konvansiyonel yontemler ile tir tanimi yapilamayan 18
Aspergillus spp. izolatinda VOR, ITZ ve POS i¢in gradient test yontemi ile
belirlenen MIK degerlerinin aralig1 incelendiginde; sirasiyla 0.032 — >32 pg/ml,
0.047 — 4 pg/ml ve <0.002 — 8 pg/ml oldugu goriilmiistiir. Izolatlarin gradient test
ile belirlenen MIK degerleri incelendiginde VOR igin; 16 izolatta <lpg/ml, 1
izolatta 1-2 pg/ml araliginda (H23:1,5 pg/ml), 1 izolatta >2 pg/ml (H3:>32
ng/ml) tespit edilmistir. ITR igin; 17 izolatta <lpg/ml, 1 izolatta >2 pg/ml (H3: 4
pg/ml) tespit edilirken, 1-2 pg/ml araliginda MIK degerine sahip izolat tespit
edilememistir. POS i¢in; 16 izolatta <0,125ug/ml, 2 izolatta >0,25 pg/ml (H3:0,5
ng/ml ve H23:8 pug/ml) tespit edilmistir. Aspergillus spp. izolatlarinin ¢alismada
saptanan MIK degerleri Cizelge 18’de verilmistir.

Calismamizda, A. fumigatus complex (n=55) tiirleri icin gradient test
yontemiyle 48. saatte; VOR, ITZ ve POS ile saptanan MIK50 degerleri sirasiyla
0.19 pg/ml, 0.5 pg/ml, 0.094 pg/ml olarak bulunmustur. VOR, ITZ ve POS ile
saptanan MIK90 degerleri ise sirasiyla 0.38 pg/ml, 1 pg/ml, 0.19 pg/ml olarak
bulunmustur. 4. fumigatus izolatlar1 igin, MIK50 ve MIK90 degerleri
karsilastirildiginda azol grubu antifungallerden &zellikle ITR karsi MIK
degerlerinde belirgin bir artis tespit edilmistir. 4. fumigatus izolatlarinin

calismada saptanan MIK50 ve MiK90 degerleri Cizelge 15°de verilmistir.

Calismamizda, A. flavus complex (n=42) tiirleri i¢in gradient test
yontemiyle 48. saatte; VOR, ITZ ve POS ile saptanan MIK50 degerleri sirasiyla
0.19 pg/ml, 0.38 pug/ml, 0.064 pg/ml olarak bulunmustur. VOR, ITZ ve POS ile
saptanan MIK90 degerleri ise sirasiyla 0.38 pg/ml, 0.75 pg/ml, 0.125 pg/ml
olarak bulunmustur. 4. flavus izolatlarinin ¢alismada saptanan MIK50 ve MIK90

degerleri Cizelge 15°de verilmistir.

Calismamizda, A. terreus (n=6) tiirleri i¢in gradient test yontemiyle 48.
saatte; VOR, ITZ ve POS ile saptanan MIK50 degerleri sirasiyla 0.064 pg/ml,
0.19 pg/ml, 0.032 pg/ml olarak bulunmustur. VOR, ITZ ve POS ile saptanan
MIK90 degerleri ise sirasiyla 0.125 pg/ml, 0.5 pg/ml, 0.064 pg/ml olarak
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bulunmustur. A. terreus izolatlarinin calismada saptanan MIKS50 ve MIK90

degerleri Cizelge 15°de verilmistir.

Calismamizda, A. niger (n=4) tiirleri i¢in gradient test yontemiyle 48.
saatte; VOR, ITZ ve POS ile saptanan MIK50 degerleri sirasiyla 0.5 pg/ml, 0.75
pg/ml, 0.19 pg/ml olarak bulunmustur. VOR, ITZ ve POS ile saptanan MIK90
degerleri ise sirastyla 0.5 pg/ml, 0.75 pg/ml, 0.19 pg/ml olarak bulunmustur. 4.
niger izolatlarinin ¢alismada saptanan MiK50 ve MiK90 degerleri Cizelge 15°de

verilmistir.

Calismamizda, Aspergillus spp. (n=18) tiirleri i¢in gradient test yontemiyle
48. saatte; VOR, ITZ ve POS ile saptanan MIK50 degerleri sirastyla 0.125 pg/ml,
0.5 pg/ml, 0.094 pg/ml olarak bulunmustur. VOR, ITZ ve POS ile saptanan
MIK90 degerleri ise sirasiyla 0.5 pg/ml, 0.75 pg/ml, 0.19 pg/ml olarak
bulunmustur. Aspergillus spp. izolatlarinin ¢calismada saptanan MIK50 ve MIK90

degerleri Cizelge 15°de verilmistir.

Cizelge 15. Calismada yer alan Aspergillus spp. izolatlarin antifungaller i¢in in-
vitro saptanan MIK50 ve MIK90 degerleri

Antifungal MIK aralig MIKS50 MIK90
(ug/mL) (ug/mL) (pg/mL)
Aspergillus fumigatus VOR 0,032 - >32 0,19 pg/ml 0,38 pg/ml
complex (n=55) ITR 0,19-4 0,5pug/ml 1 pg/ml
POS <0,002-0,75 0,094 pg/ml 0,19 pg/ml
Aspergillus flavus complex VOR 0,047 - 0,75 0,19 pg/ml 0,38 ng/ml
(n=42) ITR 0,125 -1 0,38 pg/ml 0,75 pg/ml
POS <0,002 - 0,19 0,064 pg/ml 0,125 pg/ml
Aspergillus terreus (n=6) VOR 0,023 -1 0,064 png/ml 0,125 pg/ml
ITR 0,125-1 0,19 pg/ml 0,5 pg/ml
POS 0,012 - 0,19 0,032 pg/ml 0,064 pg/ml
Aspergillus niger (n=4) VOR 0,094 - 0,5 0,5 pg/ml 0,5 pg/ml
ITR 0,5-2 0,75 pg/ml 0,75 pg/ml
POS 0,012 - 0,19 0,19 pg/ml 0,19 pg/ml
VOR 0,032 - >32 0,125 pg/ml 0,5 pg/ml
Aspergillus spp. (n=18) ITR 0,047 - 4 0,5ug/ml 0,75 pg/ml
POS <0,002 - 8 0,094 pg/ml 0,19 pg/ml

(*MIK: Minimal inhibitdr
Itrakonazol, POS: Posakonazol)

konsantrasyon, VOR: Vorikonazol, ITR:
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e Aspergillus spp. izolatlarimn Agar Plak Yontemine Gore

Duyarhlik Sonug¢lar:

Calismamizda elde ettigimiz azol grubu antifungaller i¢in agar plak tarama
yonteminin sonuglarina gore; calismaya dahil edilen 125 Aspergillus spp.
izolatinda VOR, ITR ve POS igeren tarama plaklarindaki tireme diren¢ olarak
belirlenmistir. Izolatlarin agar tarama yontemi ile belirlenen sonuglar
incelendiginde VOR i¢in; 121 izolatta azol grubu antifungallerin oldugu
petrilerde lireme gozlenmezken, 4 (% 3,2) izolatta azol grubu antifungallerin
oldugu petrilerde iireme gozlenmistir. ITR igin; 122 izolatta azol grubu
antifungallerin oldugu petrilerde tireme gozlenmezken, 3 (%2,4) izolatta azol
grubu antifungallerin oldugu petrilerde iireme gozlenmistir. POS i¢in; 122
izolatta azol grubu antifungallerin oldugu petrilerde iireme gozlenmezken, 3
(%2,4) izolatta azol grubu antifungallerin oldugu petrilerde iireme gozlenmistir.
Aspergillus spp. izolatlarina azol grubu antifungaller i¢in uygulanan agar plak
tarama yonteminin plaklart  Sekil 10°da gosterilmistir. Aspergillus spp.
izolatlarinda ggar plak tarama yontemi ile diren¢ belirlenen izolata (H3) ait
plaklar Sekil 11°de, pozitif kontrol plaklar1 Sekil 12°de gosterilmistir. Agar plak

tarama yOntemi ile direng saptanan izolatlar Cizelge 16’da verilmistir.

Sekil 10. Aspergillus spp. izolatlarina azol grubu antifungaller i¢in Uygulanan
Agar Plak Tarama Yontemi
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Pozitif Kontrol Vorikonazol Itrakonazol Posakonazol

Sekil 11. Aspergillus spp. 1zolatlarida Agar Plak Tarama Y éntemi ile Direng
Belirlenen Pozitif izolat (H3)

Sekil 12. Aspergillus spp. 1zolatlarma Uygulanan Agar Plak Tarama
Yonteminde Pozitif Kontrol Plaklari (4. fumigatus: gri renkte, A. flavus. yesil
renkte ve A. terreus: targin renginde)

Cizelge 16. Agar plak tarama yontemi ile direng saptanan izolatlar

AGAR PLAK

Numune Numune Organizma VORIKONAZOL ITRAKONAZOL POSAKONAZOL
No Tiirii

H?24 Doku ASPERGILLUS R R R
FUMIGATI
KOMP

H 64 Balgam  ASPERGILLUS R S S
TERREUS

H29 Doku ASPERGILLUS S R S
NIGER

H3 Kornea  ASPERGILLUS R R R

Apsesi SPP.

H23 Doku ASPERGILLUS R S R

SPP.

Calismamizda konvansiyonel yontemler ile tanimlanmig olan 55 A.

fumigatus izolatinda VOR, ITZ ve POS i¢in agar tarama ydnteminin sonuglari
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incelendiginde; 54 izolatta azol grubu antifungallerin oldugu petrilerde iireme
gozlenmezken, 1 izolatta (H24) azol grubu antifungallerin (VOR, ITR, POS)
oldugu petrilerde iireme gozlenmistir. Izolatlarin agar tarama y®énteminin
sonuglart degerlendirildiginde; 55 4. fumigatus izolatindan 1’inde (%1,8) (H24)
VOR, ITR ve POS’de diren¢ ile tiim azollere diren¢ saptanirken, 54’{iniin
(%98.,2) duyarli oldugu tespit edilmistir. A. fumigatus izolatlarinin c¢alismada

saptanan agar tarama yonteminin sonuglar1 Cizelge 18’de verilmistir.

(Calismamizda konvansiyonel yontemler ile tanimlanmis olan 42 A. flavus
izolatinda VOR, ITZ ve POS igin agar tarama ydnteminin sonuglari
incelendiginde; VOR, ITR ve POS icin; 42 izolatta azol grubu antifungallerin
oldugu petrilerde iireme gdzlenmemistir. Izolatlarin agar tarama yd&nteminin
sonuglart degerlendirildiginde; 42 A. flavus izolatinm VOR, ITR ve POS’e
duyarli oldugu tespit edilmistir. 4. flavus izolatlarinin ¢aligmada saptanan agar

tarama yOnteminin sonuglar1 Cizelge 18’de verilmistir.

(Calismamizda konvansiyonel yontemler ile tanimlanmis olan 6 A. terreus
izolatinda VOR, ITZ ve POS i¢in agar tarama yonteminin sonuglari
incelendiginde; VOR igin; 5 izolatta azol grubu antifungallerin oldugu petrilerde
ireme gozlenmezken, 1 izolatta (H64) azol grubu antifungallerin oldugu
petrilerde ilireme gozlenmistir. ITR ve POS igin; 6 izolatta azol grubu
antifungallerin oldugu petrilerde iireme gdzlenmemistir. Izolatlarin agar tarama
yonteminin sonuclar1 degerlendirildiginde; 6 A. terreus izolatindan 1’inde
(%16,7) (H64) VOR’e direng saptanirken, 5’inin (%83,3) duyarli oldugu tespit
edilmistir. Agar tarama yOnteminin sonuglar1 gére 6 A. ferreus izolatlarinin ITR
ve POS’e duyarli oldugu belirlenmistir. 4. terreus izolatlarinin g¢aligmada

saptanan agar tarama yonteminin sonuglar1 Cizelge 18’de verilmistir.

Calismamizda konvansiyonel yontemler ile tanimlanmis olan 4 A. niger
izolatinda VOR, ITZ ve POS i¢in agar tarama yonteminin sonuglari
incelendiginde; VOR ve POS igin; 4 izolatta azol grubu antifungallerin oldugu
petrilerde iireme gézlenmemistir. ITR i¢in; 3 izolatta azol grubu antifungallerin
oldugu petrilerde {iireme gozlenmezken, 1 izolatta (H29) azol grubu
antifungallerin oldugu petrilerde iireme gdzlenmistir. Izolatlarin agar tarama
yonteminin sonuclar1 degerlendirildiginde; 4 A. niger izolatindan 1’inde (%25)
(H29) ITR’e direng saptanirken, 3’1 (%75) duyarli olarak tespit edilmistir. Agar
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tarama yOnteminin sonuglarina gore 4 A. niger izolatlarinin VOR ve POS’e
duyarli oldugu belirlenmistir. A. niger izolatlarinin ¢alismada saptanan agar

tarama yonteminin sonuglar1 Cizelge 18’de verilmistir.

Calismamizda konvansiyonel yontemler ile tir tanimi yapilamayan 18
Aspergillus spp. izolatinda VOR, ITZ ve POS i¢in agar tarama yonteminin
sonuglar1 incelendiginde; VOR icin; 16 izolatta azol grubu antifungallerin oldugu
petrilerde iireme go6zlenmezken, 2 izolatta (H3 ve H23) azol grubu
antifungallerin oldugu petrilerde iireme gozlenmistir. ITR i¢in; 17 izolatta azol
grubu antifungallerin oldugu petrilerde iireme gdzlenmezken, 1 izolatta (H3) azol
grubu antifungallerin oldugu petrilerde iireme gézlenmistir. POS igin; 16 izolatta
azol grubu antifungallerin oldugu petrilerde lireme gézlenmezken, 2 izolatta (H3
ve H23) azol grubu antifungallerin oldugu petrilerde lireme gozlenmistir.
Izolatlarin agar tarama ydnteminin sonuglar1 degerlendirildiginde; 18 Aspergillus
spp. izolatindan 2’sinin (%11) (H3 ve H23) VOR ve POS’e diren¢li oldugu
saptanirken, 16’sinin (%89) duyarli oldugu tespit edilmistir. 18 Aspergillus spp.
izolatindan 1’inin (%5,6) ITR’e diren¢li oldugu (H3) saptanirken, 17’sinin
(%94,4) duyarli oldugu tespit edilmistir. Calismada yer alan Aspergillus spp.
izolatlarindan H3 izolatinda VOR, ITR ve POS’e direng ile tiim azollere direng
saptanirken, H23 izolatinin VOR ve POS’e direngli, ITR’e ise duyarli oldugu
belirlenmistir. Aspergillus spp. izolatlarinin ¢aligmada saptanan agar tarama

yonteminin sonuglar1 Cizelge 18°de verilmistir.

e Aspergillus spp. Izolatlarinda Agar Plak ile Gradient Test

Yontemlerinin Duyarhlik Sonu¢larinin Karsilastirmasi

EUCAST’in A4. fumigatus kokenleri i¢in onerdigi agar plak yontemi, farkl
Aspergillus tirleri i¢in denenmis, hazirlanan VOR, ITR ve POS plaklarindaki
tiremeler, ilgili ilaca diren¢ olarak yorumlanmistir. Calismamizda agar plak
tarama yontemi ile lireme saptadigimiz 5 izolatin (H3, H23, H24, H29, H64)
gradient test ile saptanan MIK degerleri; VOR i¢in H64: 1 pg/ml, H23: 1,5
pg/ml, H3 ve H24: >32 pg/ml olarak, ITR i¢in H3 ve H24: 4 pg/ml, H29: 2
ug/ml olarak, POS icin H3: 0,5 pg/ml, H23: 8 ug/ml, ve H24: 0,75 pg/ml olarak

belirlenmistir.

78



Cizelge 17. Gradient test ve Agar plak yontemi ile diren¢ saptanan izolatlar

E-TEST AGAR PLAK
@) é Q Q 3 Q
= N N N N N N

° 5 < < < < < <

z = g 4 z 4 z z Z

© © £ ) IS <) S 5 S

= = = Q ~ @} X > X~

= = = = < |~ ) <

£ £ & & = 2 & 5 %

5 5 par o = =] o = ]

z z =} > = — -V > = == |-V
H17 Doku ASPERGILLUS FUMIGATI KOMP 0,25 1,5 0,25 S S S
H24  Doku ASPERGILLUS FUMIGATI KOMP >32 4 0.75 R R R
H72 ETA ASPERGILLUS FUMIGATI KOMP 0,125 1,5 0.094 S S S
H64  Balgam  ASPERGILLUS TERREUS 1 1 0,19 R S S
H29  Doku ASPERGILLUS NIGER 0,38 2 0,012 S R S
H3 Kornea  ASPERGILLUS SPP. >32 4 0,5 R R R

Apsesi
H23  Doku ASPERGILLUS SPP. 1,5 0,75 8 R S R

(ETA: Endotrakeal Aspirasyon)

Calismamizda yer alan Aspergillus tiirlerinin agar plak tarama yontemi ile
elde ettigimiz verilerini ve gradient test ile belirlenen MIK degerlerini EUCAST
sinir degerleri dikkate alinarak karsilastirdigimizda; ¢alismaya dahil edilen 55 A4.
fumigatus izolatinda VOR i¢in: agar plak tarama yontemi ile 54 izolat duyarli, 1
izolat (H24) direncli tespit edilmis, gradient test ile 54 izolat duyarli, 1 izolat
(H24) direngli belirlenmistir. ITR i¢in; agar plak tarama yontemi ile 54 izolat
duyarli, 1 izolat (H24) direngli tespit edilmis, gradient test ile 52 izolat duyarli, 3
izolat (H17, H72, H24) direncli belirlenmistir. POS i¢in; agar plak tarama
yontemi ile 54 izolat duyarli, 1 izolat (H24) direncli tespit edilmis, gradient test
ile 53 izolat duyarli, 1 izolat 0,25 pg/ml, 1 izolat (H24) direncli belirlenmistir.
Calismamizda elde ettigimiz sonuglar dogrultusunda agar plak tarama yonteminin
A. fumigatus tirlerinde duyarlilig: ve 6zgiilliigii VOR ve POS i¢in %100, ITR i¢in

ise sirastyla %33,3 ve %100 saptanmistir.

Calismamizda 42 A. flavus izolatinda agar plak tarama yontemi ile elde
edilen veriler gradient test ile karsilastirildiginda; agar plak tarama yontemi ile
VOR, ITR ve POS i¢in 42 izolatta azol grubu antifungallerin oldugu petrilerde
tireme gozlenmemis ve duyarli oldugu tespit edilmistir. VOR icin 42 izolatta
gradient test yontemi ile MIK degeri <1pg/ml, POS icin 41 izolatta <0,125pg/ml,
1 izolatta 0,25ug/ml (H96) tespit edilmistir. ITR ise 42 4. flavus izolatit EUCAST
sinir degerlere gore gradient test yontemi ile duyarli bulunmustur. Calismamizda
elde ettigimi sonucglar dogrultusunda uyguladigimiz agar plak tarama ydnteminin

A. flavus tiirlerinde ITR igin duyarlilig1 ve 6zgiilliigi %100 saptanmistir.
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Calismamizda 6 A. terreus izolatinin agar plak tarama yontemi ile elde
edilen veriler gradient test ile karsilastirildiginda; VOR icin: agar plak tarama
yontemi ile 5 izolat duyarli, 1 izolat (H64) direncli tespit edilmis, gradient test ile
6 izolatta MIK degeri <lug/ml (H64: 1 pg/ml) belirlenmistir. ITR ve POS igin;
agar plak tarama yOntemi ve gradient test yOntemi ile 6 izolat duyarh
bulunmustur. Calismamizda elde ettigimi sonuclar dogrultusunda uyguladigimiz
agar plak tarama yonteminin 4. terreus tiirlerinde ITR ve POS i¢in duyarlilig1 ve

ozgilligii %100 saptanmistir.

Calismamizda 4 A. niger izolatinda agar plak tarama yontemi ile elde edilen
veriler gradient test ile karsilastirildiginda; VOR i¢in agar plak tarama yontemi
ve gradient test yontemi ile 4 izolat duyarli bulunmustur. ITR i¢in agar plak
tarama yontemi ile 3 izolat duyarli 1 izolat (H29) direngli tespit edilirken,
gradient test yontemi ile 3 izolatta MIK degeri <lug/ml, 1 izolatta >2 pg/ml
(H29:2 pg/ml) saptanmigtir. POS icin agar plak tarama yontemi ile 4 izolat
duyarl tespit edilirken, gradient test ydntemi ile 4 izolatta MIK degeri
<0,125pg/ml belirlenmistir.

Calismamizda 18 Aspergillus spp. izolatinda agar plak tarama yontemi ile
elde edilen veriler gradient test ile karsilastirildiginda; VOR i¢in: agar plak
tarama yontemi ile 16 izolat duyarl, 2 izolat (H3 ve H23) direncli tespit
edilirken, gradient test yontemi ile MiK degeri 16 izolatta <1 pg/ml, 1 izolatta 1,5
ng/ml (H23) ve 1 izolatta >2 pg/ml (H3:>32 png/ml) saptanmistir. ITR i¢in; agar
plak tarama yontemi ile 17 izolat duyarli, 1 izolat (H3) direngli tespit edilirken,
gradient test yontemi ile MIK degeri 17 izolatta <lug/ml, 1 izolatta >2 pg/ml
(H3: 4 pg/ml) saptanmistir. POS i¢in; agar plak tarama yontemi ile 16 izolat
duyarl, 2 izolat (H3 ve H23) direngli tespit edilirken, gradient test yontemi ile
MIK degeri 16 izolatta <0,125ug/ml, 2 izolatta >0,25 pg/ml (H3:0,5 pg/ml ve
H23:8 pg/ml) saptanmistir. Cizelge 18’de ¢alismada yer alan tiim Aspergillus
spp. izolatlarin gradient test ve agar plak tarama ydntemine gore antifungal

duyarlilik sonuglar1 verilmistir.
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Cizelge 18. Aspergillus spp. izolatlarin gradient test ve agar plak tarama
yontemine gore antifungal duyarlilik sonuglari

Klinik Aspergillus spp. izolatlarinin dzellikleri AGAR PLAK E-TEST
Egm““e Numune Tarihi ~ Yast ¥§$une Organizma SERVIS VOR ITR POS VOR ITR POS
Kornea ASPERGILLUS -
HI 16.10.2015 4 et FLAVUS KOMP Goz Hast. Kornea S S S 0094 075 0,023
Kornea ASPERGILLUS .
H2 16.05.2017 49 e FUMIGATI KOMP Goz Hast. Kornea S S S 025 038 0,125
Kornea ASPERGILLUS .
H3 27.11.2017 82 ape PSEUDOGLAUCUS 007 Hast. Komea R R R >3 4 0,50
H4 13.06.2016 59 iggc‘;“ ASPERGILLUS SP Goz Hast. Kornea S S S 019 050 0,094
Kornea ASPERGILLUS .
H5 22.03.2019 43 e FLAVUS KOMP Goz Hast. Kornea S S S 025 038 0,064
H6 9.11.2021 79 ig:;:f‘ ASPERGILLUS SP Goz Hast. Kornea S S S 0125 0,094 0,047
Doku ASPERGILLUS )
HT7 18.06.2015 30 poreas: FLAVUS KOMP Goz Hast. Kornea S S S 019 025 0,047
Doku ASPERGILLUS
H8 22.08.2016 3 porgast FUMIGATI KOMP KBB S S S 025 1 0,19
Doku ASPERGILLUS .
H9 23.01.2017 43 e FUMIGATI KOMP Yogun Bakim S S S 025 038 0.125
Doku ASPERGILLUS
H10 10.05.2017 40 FUMIGATI KOMP KBB S S S 019 038 0,125
; Ortopedi ve
Doku ASPERGILLUS g
HI11 23.05.2017 75 - FUMIGATI KOMP g:;zlfimSiatolo_u S S S 0,25 0,50 0,094
Doku ASPERGILLUS
HI2 12.01.2018 69 pareas: FLAVUS KOMP KBB S S S 038 05 <0002
Doku ASPERGILLUS Ig Hast.
HI3 19.02.2018 54 et FLAVUS KOMP Endokrinoloji S S S 038 019 <0002
Servisi
Doku ASPERGILLUS
H14 2.04.2019 17 peast FLAVUS KOMP KBB S S S 0125 038 0,125
Doku ASPERGILLUS
HIS 3.05.2019 64 poreas: FLAVUS KOMP KBB S S S 025 038 0,064
Doku ASPERGILLUS
HI6 9.12.2019 75 Davomst FLAVUS KOMP KBB S S S 0094 019 0,032
Doku ASPERGILLUS i¢ Hast.
H17 14852020 ® Pargas1 FUMIGATI KOMP Hematoloji Servisi s e e 025 1y
Doku ASPERGILLUS N
HIS 10.07.2020 B poreas FLAVUS KOMP Hematoloji Servisi S S S 0047 019 0,012
Ortopedi ve
Doku ASPERGILLUS 3
H19 27.08.2020 55 Davens: FLAVUS KOMP Travmatoloji S S S 0094 025 0,064
Servisi
Doku ) Ortopedi ve
H20 22.10.2020 30 poes ASPERGILLUS SP Travmatoloji S S S 0064 0064 0,016
¢ Servisi
H2l  2.04.2021 55 DO ASPERGILLUS sp  LnfeksiyonHast. g g g 155 0125 0,004
Parcast Servisi
H22 17.08.2021 7 . ASPERGILLUS SP Plastik Cerrahi S S S 019 05 0125
Pargasi Servisi
Doku ASPERGILLUS
H23 7.03.2020 T pareas: PSEUDOGLAUCUS  D1s Sevk R S R 15 075 8
Doku ASPERGILLUS
H24 10.12.2019 3B | pareast FUMIGATI KOMP Dis Sevk R R R >32 4 0.75
H25 2.08.2021 69 113231;251 ASPERGILLUS SP KBB S S S 0064 0125 0,032
Doku ASPERGILLUS
H26 15.10.2021 2 poreast FLAVUS KOMP KBB S S S 019 038 0,125
Doku ASPERGILLUS
H27 19.06.2019 56 pareas: FLAVUS KOMP Dis Sevk S S S 0125 0125 0,094
H28 17.11.2021 48 PD;tZSI ASPERGILLUS SP KBB S S S 0125 0047 0,008
Doku ASPERGILLUS
H29 28.09.2021 5T Darcan: NIGER Dis Sevk S R S 038 2 0,012
Doku ASPERGILLUS
H30 18.11.2021 4 - FLAVUS KOMP KBB S S S 0047 050 0,125
Doku ASPERGILLUS
H31 11.06.2021 5 Paas FLAVUS KOMP KBB S S S 025 038 0,047
ASPERGILLUS Cocuk Hast.
H32 22.06.2015 17 Katater Ueu  proves v Gastoems. Servisi S S S 0125 038 0,012
ASPERGILLUS Beyin Cer. Yogun
H33 01.08.2017 18 Katater Ucu  proves oo B S S S 0094 025 0,016
ASPERGILLUS Enfeksiyon Hast.
H34 08.08.2018 36 Kan TERREUS Servic S S S 0023 019 0,032
ASPERGILLUS . .
H35 01.08.2019 28 BOS FUMIGATI KOMP Beyin Cer. Servisi S S S 0125 038 0,003
ASPERGILLUS _
H36 16.11.2016 33 Apse FLAVUS KOMP Yogun Bakim S S S 050 050 0,19
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Cizelge 18.(devami) Aspergillus spp. izolatlarin gradient test ve agar plak tarama
yontemine gore antifungal duyarlilik sonuglari

Klinik Aspergillus spp. izolatlarin &zellikleri
Numune Numune

E-TEST

Numune Tarihi Yast . .. Organizma SERVIS ITR POS VOR POS
No Tiirl
i¢ Hast.
ASPERGILLUS _—
H37 10.04.2017 49 Apse FLAVUS KOMP EndthnOIOJl 0,38 0,19
Servisi
ASPERGILLUS Cocuk Hast. <
H38 30.05.2017 S FUMIGATIKOMP  Enfeksiyon Servisi s 0,002
ASPERGILLUS . .
H39 02.10.2017 44 Apse FUMIGATI KOMP Beyin Cer. Servisi 0,094 0,003
ASPERGILLUS Gocuk Hast.
H40 Rlc2020 3 LiDsS FUMIGATiI KOMP Enfeksiyon Servisi 025 s
H41 16.09.2020 9  Apse ASPERGILLUS SP Gocuk Hast. 0,032 0,047
Enfeksiyon Servisi
H42 26.08.2021 20  Apse ASPERGILLUS SP Kadin Hast. Ve 0,38 0,125
Dogum Servisi
Kornea ASPERGILLUS .
H43 06.10.2021 29 beesi L ATURS TR Goz Hast. Kornea 0,38 0,094
H44 07.10.2021 35 Apse ASPERGILLUS SP Kadun Hast. Ve 0,19 0,016
Dogum Servisi
H45 22.10.2020 11 Apse ASPERGILLUS spp.  ocuk Hast. Yogun 0,125 0,125
Bakim Unitesi
ASPERGILLUS Plastik Cerrahi
H46 08.12.2017 48 Apse TERREUS Servisi 0,094 0,064
ASPERGILLUS f¢ Hast. Onkoloji
H47 07.11.2017 55  Apse FUMIGATL KOMP Sorvisi 0,125 0,032
ASPERGILLUS Ortopedi ve
H48 13.09.2017 51  Apse TERREUS Travmatoloji Servisi 0,032 0,016
ASPERGILLUS Cocuk Gogiis Hast.
H49 10.01.2020 9 Apse FUMIGAT! KOMP Gervisi 0,094 0,047
ASPERGILLUS I¢ Hast. Onkoloji
H50 14.02.2020 67  Apse FLAVUS KOMP Servisi 0,75 0,064
ASPERGILLUS
H51 31.01.2020 14 Apse FUMIGATI KOMP Dis Sevk 0,19 0,047
ASPERGILLUS Plastik Cerrahi
H52 26.05.2017 38  Apse FUMIGATI KOMP Servisi 0,25 0,19
ASPERGILLUS Gocuk Hast.
H53 72201 1@ Apse FUMIGATiI KOMP Enfeksiyon Servisi 025 <z
ASPERGILLUS e .
H54 13.04.2018 53 Plevra FUMIGATI KOMP Gogiis Hast. Servisi 0,125 0,094
ASPERGILLUS Gocuk Hast.
H55 3.12.2021 17 Balgam FUMIGATiI KOMP Enfeksiyon Servisi 028 Lo
ASPERGILLUS - .
H56 13.01.2017 62 Balgam FUMIGATI KOMP Gogiis Hast. Servisi 0.38 0.19
ASPERGILLUS . .
H57 17.01.2017 71 Balgam TERREUS Gogiis Hast. Servisi 0,064 0,047
ASPERGILLUS Cocuk Hast.
H58 EQU2020 8 B FLAVUS KOMP Enfeksiyon Servisi S8 128
ASPERGILLUS Cocuk Hast.
H59 06.07.2021 16  Balgam TR TRORTE Enfeksiyon Servisi 0,125 0,094
ASPERGILLUS Cocuk Hast.
H60 07.01.2019 20 g FUMIGATI KOMP  Enfeksiyon Servisi 028 0Ie
ASPERGILLUS f¢ Hast. Hematoloji
He61 22.06.2017 58  Balgam FORA AT TRORTE Sorvisi 0,125 0,094
ASPERGILLUS . .
H62 28.07.2021 25 Balgam FLAVUS KOMP Gogiis Hast. Servisi 0,19 0,047
ASPERGILLUS Cocuk Hast.
Ho3 16.01.2020 18 Balgam FUMIGATI KOMP  Enfeksiyon Servisi 0.25 0.19
ASPERGILLUS e .
H64 01.06.2021 76 Balgam TERREUS -Gogus Hast. Servisi 1 0,19
H65  7.02.2020 53 |'Balgam ASPERGILLUSsp 1105 Hematoloji 0,032 0,023
ASPERGILLUS Gocuk Hast.
H66 IR0 1l Balgam FUMIGATiI KOMP Enfeksiyon Servisi 05 01
ASPERGILLUS e .

H67 25.04.2019 53 BAL FUMIGATI KOMP Gogiis Hast. Servisi 0,125 0,094
ASPERGILLUS Gocuk Hast.

He68 S22 18 Balgam FUMIGATiI KOMP Enfeksiyon Servisi 0,19 0,125
ASPERGILLUS I¢ Hast. Hematoloji

H69 08.01.2020 46  BAL R TREIVTE Servisi 0,38 0,094
ASPERGILLUS I¢ Hast. Hematoloji

H70 22.11.2018 65 BAL L AU TR Servisi 0,19 0,016

H71 31.08.2021 80  BAL ASPERGILLUS SP Gogiis Hast. Servisi 0,50 0,19
ASPERGILLUS Beyin Cer. Yogun

H72 11.11.2016 38  ETA FUMIGATI KOMP Bakim 0,125 0,094

HT3 27.12.2017 45  ETA ADPIRGILILUR I¢ Hast. Hematoloji 0,25 0,094

FUMIGATI KOMP

Servisi

Cizelge 18.(devami) Aspergillus spp. izolatlarin gradient test ve agar plak tarama
yontemine gore antifungal duyarlilik sonuglari



Klinik Aspergillus spp. izolatlarinin dzellikleri
Numune Numune

No Numune Tarihi Yast Tiirti Organizma

H74  14.01.2019 54 ETA ?Sﬁgi%fgw
H75 31102017 67 ETA ?tsjixﬁléi%%osw
H76 19.02.2020 70 ETA ?Sf/ﬁléGAlTLjL;OSMP
H77 12.102021 68 ETA ?S;%%%tléli/{sp
H78 20022017 53 ETA ?Sf/ﬁgi%LngP
H79  26.10.2021 68 ETA ?S{EE?%LESMP
HS0  6.02.2019 76  PLEVRA ?EXE,%GSIE%)‘I{/ISP
HS1 8.11.2018 47 E‘;‘r’g e ?EXE,%GSIE%)‘I{/ISP
H82 12.10.2017 66 ng; Sinus ?Silf}ffsﬂigl{fp
H83 12.10.2016 66 BAL ?Silf}ffsﬂigl{fp
H84 16.12.2019 73 BAL ?S{EE?%LESMP
H8s 5.03.2015 54 BAL ?SEER‘;?J;LLUS
HS6  27.07.2015 54 BAL ?S{EE?%LESMP
H87 16.09.2015 32 BAL ?EXE,%GSTE%)‘I{/ISP
H88 04062018 64 BAL ?S;ﬁléi%lfgw
H89  30.01.2017 32 BAL ?S;ﬁléi%lfgw
H90 10.08.2017 35  BAL ?S;ﬁgi%lfgw
HO1 11.10.2017 41 BAL R
H92 13.10.2017 44  BAL ?Sﬁ%ﬁ?ﬁg{fp
H93  30.01.2018 44  BAL ?Sﬁgi%fgw
HO4  15.05.2018 66 BAL ?tsjixﬁléi%%osw
H5 13.06.2018 43 BAL ?Sf/ﬁléGAITLjL;OSMP
H96  22.06.2018 48 BAL ?S;%%%tléli/{sp
HY7  28.01.2019 21 BAL QESEEGTLLUS
HO8 8.03.2019 4 BAL ?S{EE?%LESMP
H99  7.082019 12 BAL ?EXE,%GSTE%)‘I{/ISP
HI00  31.10.2019 64 BAL ?SEE?%LIESMP
HIOI  20.12.2019 58 BAL ?S{EE?%LESMP
HI0Z 14022020 60 BAL ;\[SJ;EEGA%L;OSMP
HI03  30.12.2019 8 BAL ?S;ﬁgGAITLjL;gMP
HI04  7.07.2021 71 BAL ?EXE,%GSTE%)‘I{/ISP
HI0S  7.07.2021 4 BAL ?S{EE?%LESMP
HIO6  13.04.2021 10 BAL ?SEE?%LIESMP
HIO7  30.10.2020 73 BAL ?S;ﬁgi%lfgw
HI08  21.10.2020 12 BAL ?Silf}ffsﬂigl{fp
HI09  20.10.2020 72 BAL ?Silf}ffsﬂigl{fp
HIIO  1.09.2020 10 BAL ?Sﬁ%ﬁ?ﬁg{fp
HITl 21112019 80 BAL A

SERVIS

Enfeksiyon Hast.
Servisi

Yogun Bakim
Yogun Bakim
Yogun Bakim
Yogun Bakim
Yogun Bakim

Gogiis Hast. Servisi
f¢ Hast. Onkoloji
Servisi

I¢ Hast. Hematoloji
Servisi

I¢ Hast. Hematoloji
Servisi

i¢ Hast.
Endokrinoloji
Servisi

Gogiis Hast. Servisi
Gogiis Hast. Servisi
Gogiis Hast. Servisi
Gogiis Hast. Servisi
Gogiis Hast. Servisi
Gogiis Hast. Servisi

Gogiis Hast. Servisi
Enfeksiyon Hast.
Servisi

I¢ Hast. Hematoloji
Servisi

Enfeksiyon Hast.
Servisi

Gogiis Hast. Servisi
Gogiis Hast. Servisi
Gogiis Hast. Servisi

Gogiis Hast. Servisi
Cocuk Hast.
Hemato. Onk.

f¢ Hast. Onkoloji
Servisi

Gen. Cer.
Transplantasyon
Servisi

Gogiis Hast. Servisi

Cocuk Gogiis Hast.
Servisi

Gogiis Hast. Servisi

Cocuk Gogiis Hast.
Servisi

Cocuk Hast.
Enfeksiyon Servisi

Gogiis Hast. Servisi

Cocuk Gogiis Hast.
Servisi

Gogiis Hast. Servisi

Cocuk Gogiis Hast.
Servisi

Gogiis Hast. Servisi

AGAR PLAK
ITR POS VOR

VOR

S

S

S

S

S

S

S

S

0.032
0,125

0,25

0,125
0,25
0,125
0,094
0,125
0,19

0,032

0,125
0,125
0,064
0,125

0,50

E-TEST
ITR POS
038 0,023
0,19 0,032
038 0,094
0,50 0,064
1 0,19
075 0,094
05 0,064
038 0,125
0,50 0,064
0,50 0,19
05 0,125
0,125 0,012
1 0,004
1 0,064
075 0.19
05 0125
1 0.064
05 0,047
038 0,023
075 0.125
038 0,125
038 0,008
038 0,125
0,50 0,19
025 0,094
038 0,094
0,19 0,002
075 0,125
025 0,064
038 0,047
025 0,047
075 0,047
1 0,064
075 0,023
038 0,094
0,19 0,032
025 0,047
075 0,19

Cizelge 18.(devami) Aspergillus spp. izolatlarin gradient test ve agar plak tarama

yontemine gore antifungal duyarlilik sonuglari

Klinik Aspergillus spp. izolatlarinin dzellikleri

AGAR PLAK

E-TEST
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Egm““e Numune Tarihi  Yast ¥§$‘me Organizma SERVIS VOR ITR POS VOR ITR POS
HI12  01.11.2021 68 BAL ASPERGILLUS SP ggi“mcer' Yogun g S S 0047 15 0,032
HII3  25.102016 9 Balgam ?EXE,%GSIIIE%;I{/[SP gr?;;l:(s ;g;tsemsi S S 05 038 0125
HIl4  02.03.2017 62 Balgam ?Sf/ﬁ‘éi%LngP g:rfjik:iiyo“ Hast g g g 019 025 00064
HIIS  07.02.2018 15 Balgam ?EXE,%GSIIIE%;I{/[SP I%Z;‘gjo?ia“' S S S 0064 0125 0032
HII6  04.052018 37 Balgam ’QisggngLLUS Sgrfveik:iiy"“ Hast. g g s 05 075 019
HI17  19.06.2020 65 Balgam e Yogun Bakim S S S 0064 038 0016
HII8  19.062018 75  Balgam ?S;ﬁgi%fgw Yogun Bakim S S S 0125 038 0,094
HII9  01.02.2019 61  Balgam e Yogun Bakim S S S 025 038 019
HI20  27.08.2019 34  Balgam ?Lsis,%(glllzgifp g:fjlksf‘y onHast. g S S 019 0,19 0032
HI2I 25082020 75 Balgam ?Lsis,%(glllzgifp g;%t‘:] Hast. S S S 019 038 0064
HI22  19.08.2020 46  Balgam ASPERGILLUS SP ls)l;SVtI‘Skl Cerrahi S S S 0032 0,125 <0,002
HI23 06072021 13 Balgam ;\fif,%glgéﬁp ls‘?erﬁvi‘:f Onkoloji ¢ g g 0004 075 0047
HI24 16062021 66 ETA ASPERGILLUS SP geiﬁgloji Servisi S S 05 05 0125
HI25  05.11.2020 22 Balgam ?S;ﬁgGAjTLjL;gMP S;%Ll‘:l Hast. S S S 019 038 0064

(BAL: Bronkoalveoler Lavaj, ETA: Endotrakeal Aspirasyon, KOMP: Komplex, S: Duyarli, R: Direngli)

(VOR: Vorikonazol, ITR: Itrakonazol, POS: Posakonazol)

e Azol Grubu Antifungallere Direng¢ Saptanan Aspergillus spp.

izolatlarinin Broth Mikrodiliisyon Yontemine Gore Duyarhlik

Sonuclan
Calismamizda gradient test ve agar plak yoOntemiyle azol grubu
antifungallere diren¢ belirlenen izolatlara, dogrulama amaciyla broth

mikrodiliisyon yontemiyle antifungal duyarlilik testleri yapilmistir. Gradient test
ve agar plak yontemiyle azol grubu antifungallere direng¢ saptanan 7 izolat (H3,
H17, H23, H24, H29, H64, H72) ve duyarh saptanan 1 izolat (H106) duyarlilig
dogrulamak i¢in broth mikrodiliisyon yontemiyle calisilmistir. Calismamizda
broth mikrodiliisyon yontemiyle elde ettigimiz sonuglara gére MIK degerlerinin
araligi; VOR i¢in: 0.25 - >32 pg/ml, ITR igin: 1 — 16 pg/ml, POS i¢in: 0.064 — 4
pg/ml olarak belirlenmistir. Broth mikrodiliisyon ydntemiyle MIK degerleri;
VOR i¢in 3 izolatta <lpg/ml (H17, H29 ve H64:0,5 pg/ml) ve 3 izolatta >2
ng/ml (H23: 8 ng/ml, H3 ve H24: >32 pg/ml) olarak tespit edilmistir. ITR igin; 1
izolatta <lpg/ml (H64:1 pg/ml), 3 izolatta 1-2 pg/ml araliginda (H23, H17 ve
H72: 2 pg/ml) ve 3 izolatta >2 pg/ml (H24: 16 pg/ml, H3: 8 pg/ml ve H29: 4
ng/ml) olarak tespit edilmistir. POS i¢in; 1 izolatta <0,25ug/ml (H17:0,25 pg/ml),
3 izolatta >0,25 pg/ml (H3: 0,5 pg/ml, H24: 1 pg/ml ve H23: 4 pg/ml) olarak
tespit edilmistir. Duyarl1 saptanan 1 izolatta (H106) ise MIK degerleri VOR: 0,25
ug/ml, ITR: 1 pg/ml ve POS: 0,032 pg/ml olarak tespit edilmistir. Cizelge 19°da
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broth mikrodiliisyon yontemi, agar plak yontemi ve gradient test yontemi ile

direng belirlenen izolatlar verilmistir.

Cizelge 19. Azol grubu antifungallere diren¢li bulunan izolatlarin gradient test,
agar plak ve mikrodiliisyon yontemleri ile belirlenen antifungal duyarlilik
sonuglari

GRADIENT TEST . .
(E-TEST) AGARPLAK  MIKRODILUSYON
gzmunel;;};riniune Organizma VOR ITR POS VOR ITR POS VOR ITR POS

H 17 Doku A. fumigatus 0,25 1,5 0,25 S S S 0,5 2 0,25

H24  Doku A. fumigatus ~ >32 4 0.75 R R R >32 16 1
H72 ETA A. fumigatus 0,125 1,5 0.094 S S S 0,25 2 0,064

H106 BAL A. fumigatus 0,19 1 0,064 S S S 0,25 1 0,032

H 64 Balgam A. terreus 1 1 0,19 R S S 0,5 1 0,12

H29 Doku A niger 038 2 002 S R S 05 4 012

g3 Komea dspergillus 5 4 45 R OR R 532 8 05
Apsesi  spp.

H23  Doku f;}f”glllus 15 075 8 R S R 8 2 4

(VOR: Vorikonazol, ITR: Itrakonazol, POS: Posakonazol, ETA:
Endotrakeal Aspirasyon, BAL: Bronkoalveoler Lavaj)

Calismamizda konvansiyonel yontemler ile tanimlanmis olan, gradient test
ve/veya agar plak yontemiyle azol grubu antifungallere direng belirlenen 3 A.
fumigatus izolatinda VOR, ITZ ve POS i¢in broth mikrodiliisyon yontemi ile
belirlenen MIK degerleri; VOR i¢in H24:>32 pg/ml, ITR igin H24: 16 pg/ml,
H17 ve H72: 2 p/ml, POS i¢in H24: 1 pg/ml olup, EUCAST rehberlerine gore
degerlendirildiginde direng tespit edilmistir. Calismamizda konvansiyonel
yontemler ile tanimlanmis olan, gradient test ve agar plak yontemiyle azol grubu
antifungallere duyarli olarak belirlenen bir 4. fumigatus izolatinda (H106) broth
mikrodiliisyon yontemi ile saptanan MiK degerleri; VOR: 0,25 pg/ml, ITR: 1
pug/ml  ve POS: 0,032 pug/ml  olup, EUCAST rehberlerine gore
degerlendirildiginde duyarli olarak tespit edilmistir. 4. fumigatus izolatlarinin

calismada saptanan MIK degerleri Cizelge 19°da verilmistir.

Calismamizda konvansiyonel yontemler ile tanimlanmis olan ve agar plak
yontemiyle direng belirlenen bir 4. terreus izolatinda (H64) broth mikrodiliisyon
yontemi ile MIK degerleri VOR: 0,5 pg/ml, ITR: 4 pg/ml, POS: 0,12 pg/ml
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saptanmis olup EUCAST rehberlerine gore ITR ve POS’e duyarh olarak tespit
edilmistir. 4. terreus izolatinin ¢alismada saptanan MIK degerleri Cizelge 19°da

verilmistir.

Calismamizda konvansiyonel yontemler ile tanimlanmis olan ve agar plak
yontemiyle direng belirlenen 1 4. niger izolatinda (H29) broth mikrodiliisyon
yontemi ile MIK degerleri VOR igin 0,5 pg/ml, ITR igin 1 ug/ml, POS igin 0,064
ng/ml saptanmistir. 4. niger izolatinin ¢alismada saptanan MIK degerleri Cizelge

19°da verilmistir.

Calismamizda konvansiyonel yontemler ile tiir tanimi yapilamayan, agar
plak yontemiyle azol grubu antifungallere direng¢ belirlenen 2 Aspergillus spp.
izolatinda (H3 ve H23) broth mikrodiliisyon ydntemi ile MIK degerleri; VOR
icin; H3: >32 pug/ml ve H23:8 pg/ml, ITR i¢in; H3: 8 pg/ml ve H23: 2 pg/ml,
POS i¢in; H3: 0,5 ug/ml ve H23: 4 pg/ml olarak saptanmistir. Aspergillus spp.

izolatlarinin ¢alismada saptanan MIK degerleri Cizelge 19°da verilmistir.

e Aspergillus spp. izolatlarinda Gradient Test, Agar Plak ve Broth
Mikrodiliisyon Yontemlerinin Duyarhhk Sonuc¢larinin

Karsilastirmasi

Gradient test ve/veya agar plak tarama yontemi ile direngli bulunan izolatlar
broth mikrodilisyon yontemi ile karsilagtirilmistir. Calismamizda gradient test
ve/veya agar plak tarama yontemi ile direngli saptanan 7 izolat (H3, H17, H23,
H24, H29, H64, H72) ve duyarli saptanan 1 izolat (H106) azol gurubu
antifungallere duyarliligin dogrulamasi i¢in broth mikrodiliisyon yontemi ile
calistlmistir. A. fumigatus olarak tanimlanan H17 izolatinda: gradient test
yontemi ile ITR’e direng saptanip, agar plak tarama yontemi ile VOR, ITR ve
POS’a diren¢ saptanmazken, broth mikrodiliisyon yontemi ile ITR’e direng
saptanmustir. A. fumigatus olarak tanimlanan H24 izolatinda: gradient test
yontemi ile VOR ve ITR’e, agar plak tarama yontemi ile VOR, ITR ve POS’a
diren¢ saptanirken, broth mikrodiliisyon yontemi ile VOR ve ITR’e direng
saptanmistir. A. fumigatus olarak tanimlanan H72 izolatinda: gradient test
yontemi ile ITR’e diren¢ saptanip, agar plak tarama yontemi ile VOR, ITR ve
POS’a diren¢ saptanmazken, broth mikrodiliisyon yontemi ile ITR’e direng

saptanmistir. A. fumigatus olarak tanimlanan H106 izolat1 gradient test, agar plak
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tarama ve broth mikrodiliisyon yontemi ile VOR, ITR ve POS’e duyarh
saptanmistir. 4. terreus olarak tanimlanan H64 izolatinda: gradient test yontemi
ile VOR ve ITR icin MIK degeri 1 pg/ml (ITR: duyarli) saptanip, agar plak
tarama yontemi ile VOR’e diren¢ saptanirken, broth mikrodiliisyon yontemi ile
ITR i¢in MIK degeri 1 pg/ml(duyarl) saptanmistir. A. niger olarak tanimlanan
H29 izolatinda: gradient test yontemi ile ITR i¢in MIK degeri 2 pg/ml saptanip,
agar plak tarama yontemi ile ITR’e diren¢ saptanirken, broth mikrodiliisyon
yontemi ile ITR igin MIK degeri 4 pg/ml saptanmustir. Aspergillus sp. olarak
tanimlanan H3 izolatinda: gradient test yontemi ile MIK degerleri VOR igin >32
pg/ml, ITR icin 4 pug/ml saptanip, agar plak tarama yontemi ile VOR, ITR ve
POS’a direng saptanirken, broth mikrodiliisyon yontemi ile MIK degerleri VOR
icin >32 pg/ml, ITR i¢in 8 ug/ml saptanmistir. Aspergillus sp. olarak tanimlanan
H23 izolatinda: gradient test yontemi ile MIK degerleri VOR i¢in 1,5 pg/ml, POS
igin 8 pg/ml saptanip, agar plak tarama yontemi ile VOR ve POS’e direng
saptanirken, broth mikrodiliisyon yéntemi ile MiK degerleri VOR igin 8 pg/ml,
ITR i¢in 2 pg/ml, POS i¢in 4 pg/ml saptanmistir (Cizelge 19).

D. Azol Grubu Antifungallere Diren¢ Saptanan Aspergillus spp. izolatlarimn

DNA Dizi Analizi ile Tiir Diizeyinde Tanimlanmasi

Calismamizda 125 klinik Aspergillus spp. izolatindan azol grubu
antifungallere kars1 MIK degerlerinde artis belirlenen veya azol direnci saptanan
7 izolat (H3, H17, H23, H24, H29, H64, H72), duyarli saptanan 1 izolat (H106)
DNA dizi analizi ile tiir diizeyinde tanimlanmistir. Konvansiyonel yontemler ile
A. fumigatus olarak tanimlanarak diren¢ saptanan 3 izolat (H17, H24, H72) ve
duyarli saptanan 1 izolat (H106) DNA dizi analizi ile A. fumigatus olarak
tanimlanmistir. Konvansiyonel yontemler ile A. ferreus olarak tanimlanarak
direng saptanan veya MIK degerinde artis belirlenen 1 izolat (H64) A. terreus
olarak tanimlanmistir. Konvansiyonel yontemler ile A. niger olarak tanimlanarak
MIK degerinde artis belirlenen 1 izolat (H29) A. niger olarak tanimlanmistir.
Konvansiyonel yontemler ile Aspergillus spp. olarak tanimlanmis olan ve MIK
degerinde artis belirlenen 2 izolat (H3 veH23), dizi analizi ile kriptik tiirlerden 4.
pseudoglaucus olarak tanimlanmistir. Azol grubu antifungallere direngli bulunan

izolatlarda konvensiyonel ve molekiiler yontemler ile belirlenen Aspergillus
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tirleri Cizelge 20’de verilmistir. Azol grubu antifungallere direngli bulunan
izolatlarda DNA dizi analizi ile belirlenen Aspergillus tiirleri Cizelge 21 ve Sekil

13°de verilmistir.

Cizelge 20. Azol grubu antifungallere diren¢li bulunan izolatlarda
konvensiyonel ve molekiiler yontemler ile belirlenen Aspergillus tiirleri

Numune Numune Konvensiyonel Yontemler ~ Molekiiler Yontemler Ile
No Tiri Ile Tanimlama Tanimlama

H 17 Doku A. fumigatus A. fumigatus
H 24 Doku A. fumigatus A. fumigatus

H 72 ETA A. fumigatus A. fumigatus
H 106 BAL A. fumigatus A. fumigatus
H 64 Balgam A. terreus A. terreus
H?29 Doku A. niger A. niger

H3 Kornea Aspergillus spp. A. pseudoglaucus
Apsesi
H?23 Doku Aspergillus spp. A. pseudoglaucus

(ETA: Endotrakeal Aspirasyon, BAL: Bronkoalveoler Lavaj)

Cizelge 21. Azol grubu antifungallere diren¢li bulunan izolatlarda DNA dizi
analizi ile belirlenen Aspergillus tiirleri

Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download ~ Select columns ¥ Show | 100v | @
select all 100 sequences selected GenBank Graphics Distance free of results ~ MSA Viewer
Description Sclentific Name | = | Totel |Guery | E Par. * | Aoc. Ac
= — Score Score Cover wvalue Ident Len cession
- v - - - -

Aspergillus fumigatus isolate PM8 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed space... Aspergillus fumig... 156 156 100% 6e-34 100.00% 1156 OR378792.1
Aspergillus fumigatus isolate bai_ITS4 small subunit ribosomal RNA gene,_partial sequence; internal transcribed s... Aspergillus fumig... 156 156 100% 6e-34 100.00% 562 ON738578.1
Aspergillus fumigatus isolate bai_ITS1 internal transc: er 1, partial sequence; 5.85 ribosomal RNA gene ... Aspergillus fumig... 156 156 100% 6Ge-34 100.00% 564 ON738577.1
Aspergillus fumigatus isolate FICR4 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spa... Aspergillus fumig 156 156 100% 6e-34 100.00% 587 OR142615.1
Aspergillus fumigatus PW4000 genes for 185 rRNA, ITS1, 5,85 rRNA, ITS2 285 rRNA partial and complete seq... Aspergillus fumig 156 156 100% Ge-34 100.00% 558 LC772256.1
Aspergillus fumigatus PW1358 genes for 185 rRNA, ITS1, 5.85 (RNA, ITS2, 28S rRNA, partial and complete seq... Aspergillus fumig... 156 156 100% 6Ge-34 100.00% 558 LC772246.1
Aspergillus fumigatus isolate AGPt_ITS4 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed... Aspergillus fumig... 156 156 100% 6e-34 100.00% 560 OR144129.1
Aspergillus fumigatus isolate AGPt_ITS1 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.85 ribosomal RNA gen... Aspergillus fumig... 156 156 100% 6e-34 100.00% 550 OR144128.1
Aspergillus udagawae isolate BF32-93 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed s. .. Aspergillus udag 156 156 100% 6Ge-34 100.00% 581 OR143378.1
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Sekil 13. Azol grubu antifungallere direngli bulunan izolatlarda DNA dizi
analizi ile belirlenen Aspergillus tiirleri

Sekil 14. Aspergillus spp. olarak tanimlanan izolatlarin PCR goriintiisti
E. Cyp51A Genindeki Mutasyonlarin Belirlenmesi

Calismamizda azol grubu antifungallere kars: yiiksek MIK degeri belirlenen
veya azol direnci saptanan 7 izolatta (H3, H17, H23, H24, H29, H64, H72) ve
duyarl saptanan 1 izolatta (H106) Aspergillus spp. tirlerinde azol direnci ile en
sik iliskilendirilen Cyp51A gen bolgesi mutasyon acisindan arastirilmistir.
cyp5S1A genindeki CypA-L98H nokta mutasyonu 6 izolatta (H17, H23, H24, H29,
H72 ve H106) ve CypA-M220 nokta mutasyonu 7 izolatta (H3, H17, H23, H24,
H29, H72 ve H106) tespit edilmistir (Cizelge 22). A.terreus olarak tanimlanan ve
VOR’e kars1 yiiksek MIK degeri belirlenen 1 izolatta (H64) CypS51A gen
bolgesinde CypA-L98H ve CypA-M220 mutasyonlar1 tespit edilmemistir. Sekil
15’te H24’1in, L98-H syber green goriintiisii Cycling analizi, Sekil 16’da H23’iin
L98-H melt analizi, Sekil 17°de tiim izolatlarin L98-H Demeti-Syber Green
Cycling analizi ve Sekil 18’de tiim izolatlarin L98-H melt analizi goriintiisii
verilmistir. Sekil 19°da H24’tin M220 syber green Cycling analizi, Sekil 20°de

H24’iin M220 melt analizi goriintiisii, Sekil 21°de tiim izolatalarin M220 Goriintii
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Demeti-syber green Cycling analizi ve Sekil 22°de tiim izolatlarin M220 melt

analizi goriintiileri verilmistir.
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Sekil 15. L98-H 24 nolu hasta-syber green goriintiisii (Cycling Analizi)
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Sekil 16. L98-H 23 Nolu Hasta-Melt Analizi
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Normalised Fluorescence
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Sekil 17. L98-Tiim Goriintii Demeti-Syber Green (Cycling Analizi)
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Sekil 18. L98-Tiim Hasta Melt Analizi Gorlintiisii
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Sekil 19. M220-H 24 nolu hasta-syber green (Cycling Analizi)
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Sekil 20. M220-H 24. Hasta Melt Analizi Goriintiisii
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Sekil 22. M220-Tiim Hasta Melt Analizi Goriintiileri
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Cizelge 22. Aspergillus spp. izolatlarinda tespit edilen Cyp51A mutasyonlari

((;::R?ESI%NT TEST  \GAR PLAK MIKRODILUSYON CypA-L98SH CypA-M220
gxm““e ?;l.‘;‘l.‘i““e Organizma VOR ITR POS VOR ITR POS VOR ITR POS Cq Efficiency Efﬁ"iency Tm Cq  Efficiency Efﬁde“"y Tm
H17  Doku A fumigams 025 15 025 S S S 05 2 025 2889 0,96 0,999 8536 29,58 1,04 0099652 86,37
H24  Doku A fumigams >32 4 075 R R R >32 16 1 29,2 0,86 099992 842 3029 083 0099918 86,38

H72 ETA A. fumigatus 0,125 1,5  0.094 S S S 0,25 2 0,064 27,08 0,96 0,99938 85,2 28,94 1,01 0,99482 86,23

H 106 BAL A. fumigatus 0,19 1 0,064 S S S 0,25 1 0,032 30,7 0,58 0,99772 85,39 31,91 0,52 0,99553 86,38
H 64 Balgam  A. terreus 1 1 0,19 R S S 0,5 1 0,12 - - - - - - - -
H29 Doku A. niger 038 2 0,012 S R S 0,5 4 0,12 37 0,8 0,9987 84,88 38,2 0,71 0,99905 86,4
H3 Komea 4. >32 4 05 R R R >32 8 05 - - - - 37,5 0,9 0,99989 87,27
apsesli pseudoglaucus
H 23 Doku o~ L5 075 8 R S R 8 2 4 29,3 0,95 0,99717 86,75 36,72 0,35 0,99995 87,33
pseudoglaucus

(ETA: Endotrakeal Aspirasyon, BAL: Bronkoalveoler Lavaj, S: Duyarli, R: Direncli)



Calismamizda A. fumigatus izolatlarindan ITR’e diren¢ belirlenmis olan
H17 ve H72 izolat1 ile pan-azol direngli olan H24 izolatinda CypA-L98H ve
CypA-M220 mutasyonlar1 saptanmustir. 4. fumigatus izolatlarindan azollere
duyarli olup ITR igin MIK degeri 1 pg/ml olan H106 izolatinda CypA-L98H ve
CypA-M220 mutasyonlar1 saptanmistir. 4. terreus olarak tanimlanan ve ITR’e
duyarli olup, VOR MIK degeri 1 pg/ml olan H64 izolatinda CypA-L98H ve
CypA-M220 mutasyonlar1 tespit edilmemistir. A.niger olarak tanimlanan ve ITR
icin MIK degeri 4 pg/ml olan H29 izolatinda CypA-L98H ve CypA-M220
mutasyonlar1 saptanmistir. 4. pseudoglaucus olarak tanimlanan ve VOR igin
MIK degeri >32 pg/ml, ITR i¢in MIK degeri 4 ug/ml olan H3 izolatinda CypA-
M220 mutasyonu tespit edilip, CypA-L98H mutasyonu tespit edilmemistir. A.
pseudoglaucus olarak tanimlanan ve VOR icin MIK degeri 8 pug/ml, ITR igin
MIK degeri 2 pg/ml, POS icin MIK degeri 4 pg/ml olan H23 izolatinda CypA-
L98H ve CypA-M220 mutasyonlar1 saptanmistir.

e Azol Grubu Antifungallere Diren¢ Saptanan Aspergillus spp.

izolatlarimin Klinik Tamsi ve Antifungal Kullanimi

Calismamizda 125 klinik Aspergillus spp. izolatindan 7 izolatta (H3, H17,
H23, H24, H29, H64, H72) azol grubu antifungallere kars:t MIK degerlerinde artis
veya azol direnci saptanmistir. Direng saptanan 7 izolatin ve DNA dizi analizi ile
tir tanimlamasi1 yapilan H106 izolatinin klinik tan1 ve antifungal kullanimi

Cizelge 23’de verilmistir.

Cizelge 23. Azol grubu antifungallere diren¢li bulunan Aspergillus spp.
izolatlarinin klinik tan1 ve antifungal kullanimi

Numune Numune Organizma Yas Tam Antifungal Izole
No Tiirii Kullanimi Edildigi Y1l
H17 Doku A. fumigatus 49 IPA ve akut lenfoblastik + 2020
16semi-malinite
H?24 Doku A. fumigatus 33 IPA ve kronik siniizit + 2019
H72 ETA A. fumigatus 38 Akut lenfoblastik 16semi ve - 2016
organ-doku nakli
H 106 BAL A. fumigatus 10 Kistik fibrozis ve Covid-19 - 2021
H 64 Balgam A. terreus 76 IPA ve intersitisyel akciger + 2021
hastalig1
H29 Doku A. niger 57 IPA + 2021
H3 Kornea A. 82 Keratit - 2017
Apsesi pseudoglaucus
H?23 Doku A. 71 iPA + 2020
pseudoglaucus

(ETA: Endotrakeal Aspirasyon, BAL: Bronkoalveoler Lavaj, iPA: Invaziv

Pulmoner Aspergilloz)
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Konvensiyonel ve molekiiler yontemlerle A. fumigatus olarak tanimlanan,
gradient test ile ITR’e diren¢ saptanan H17 izolati, doku o6rneginden izole
edilmistir. 49 yasindaki hastanin IPA ve akut lenfoblastik 16semi-malinite tanis

vardir ve uzun siireli antifungal kullanimi1 mevcuttur.

Konvensiyonel ve molekiiler yontemlerle A. fumigatus olarak tanimlanan,
tiim azol grubu antifungallere diren¢ saptanan H24 izolat1 doku 6rneginden izole
edilmistir. 33 yasindaki hastanin IPA ve kronik siniizit tanis1 vardir ve uzun siireli

antifungal kullanim1 mevcuttur.

Konvensiyonel ve molekiiler yontemlerle 4. fumigatus olarak tanimlanan,
gradient test ile ITR’e diren¢ saptanan H72 izolati, ETA Orneginden izole
edilmistir. 38 yasindaki hastanin akut lenfoblastik l6semi ve organ-doku nakli

Oykiisli vardir ve uzun siireli antifungal kullanim1 mevcut degildir.

Konvensiyonel ve molekiiler yontemlerle A. fumigatus olarak tanimlanan
ve azol grubu antifungallere duyarli saptanan H106 izolati, BAL 6rneginden izole
edilmistir. 10 yasindaki hastanin kistik fibrozis ve Covid-19 tanis1 vardir ve uzun

stireli antifungal kullanim1 mevcut degildir.

Konvensiyonel ve molekiiler yontemlerle 4. terreus olarak tanimlanan ve
agar plak yontemi ile VOR’e direng¢ saptanan H64 izolati, balgam 6rneginden
(tekrarlayan balgam Orneklerinden izole edilmistir, tekrarlayan Orneklerin
hepsinde VOR’de direng tespit edilmistir) izole edilmistir. 76 yasindaki hastanin
IPA ve intersitisyel akciger hastalign tanisi vardir ve uzun siireli antifungal

kullanimi mevcuttur.

Konvensiyonel ve molekiiler yontemlerle A. niger olarak tanimlanan ve
agar plak yontemi ile ITR’e diren¢ saptanan H29 izolati, doku 6rneginden izole
edilmistir. 57 yasindaki hastanin IPA tanis1 vardir ve uzun siireli antifungal

kullanimi mevcuttur.

Konvensiyonel yontemler ile Aspergillus spp., molekiiler yontemlerle A.
pseudoglaucus olarak tanimlanan, VOR, ITR ve POS’e diren¢ saptanan H3
izolat1, kornea absesinden izole edilmistir. 82 yasindaki hastanin keratit tanisi

vardir ve daha once antifungal kullanimi1 mevcut degildir.

Konvensiyonel yontemler ile Aspergillus spp., molekiiler yontemlerle A.

pseudoglaucus olarak tanimlanan, VOR ve POS’de diren¢ saptanan H23 izolati,
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doku drneginden izole edilmistir. 71 yasindaki hastanin IPA tanisi vardir ve uzun

siireli antifungal kullanim1 mevcuttur.

Calismamizda direng saptanan izolatlarin kliniklere gore dagilim ve altta
yatan hastalik bilgilerinde; 14 hastanin yogun bakim {iinitelerinden, 8 hastanin
cerrahi servislerinden, 18 hastanin i¢ hastaliklar1 servisinden, 21 hastanin
enfeksiyon servisinden, 27 hastanin gogiis hastaliklar1 servisinden, 8 hastanin goz
hastaliklarinin kornea biriminden, 11 hastanin KBB servisinden ve 17 hastanin
hematoloji/onkoloji servislerinden geldikleri belirlenmistir. 5 hasta ise dis sevk

ile gelmistir (Cizelge 19).
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V. TARTISMA

Giliniimiizde artarak kiiresel bir halk sagligi sorunu haline gelen fungal
patojenler ve bunlarin sebep oldugu hastaliklar Diinya Saglik Orgiitii tarafindan
oncelikli bir sorun olarak nitelendirilmis ve buna iliskin Oncelikli patojenler
listesi yayinlanmis ve kritik Oncelikli tehdit listesinde A.fumigatus yer almistir
(WHO,2022). Ayrica ABD Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezleri fungal
patojenleri igeren bulasici hastalik Oncelik tehdit listesine; azol direncli
A.fumigatus'u  Oncelik  tehdit izleme listelerine eklemistir  (https://

www.cdc.gov/fungal/diseases/aspergillosis/antifungal-resistant.html, 2021).

Aspergilloz, bagisikligr baskilanmis hastalarda en sik goriilen kif
enfeksiyonudur ve Onemli morbidite ve mortalite nedenidir. Azol grubu
antifungaller, hayati tehdit eden bu hastaligin tedavisi i¢in ilk olarak tercih
edilmektedir. 4. fumigatus'ta azol direnci giderek daha fazla rapor edilmektedir.
Diren¢ oranlarindaki artis ile direncli bir izolat ile enfekte hastalarda koti
terapotik sonuglar olusturmaktadir. Bu durumu destekler nitelikte 2023 yilinda
invaziv aspergillozda PCR tabanli Aspergillus ve azol direnci tespitinin klinik
etkisinin arastirildig1r prospektif cok merkezli bir ¢alismada, triazol direncli 4.
fumigatus'un neden oldugu invaziv aspergilloz, yiiksek bir 6lim oram ile
iligkilendirilmistir. Direncin erken zamanda tespitinin, uygun tedavinin daha
erken baslatilmasina katki saglayacagi onerilmistir (Huygens vd., 2023). Invaziv
aspergillozda vorikonazol direnci ve mortalitenin arastirildigi ¢ok merkezli
retrospektif bir ¢alismada; vorikonazole direngli IA'un (invaziv aspergillozun)
mortalitesinin, vorikonazole duyarli [A'un kiyasla %21 daha yiiksek oldugu
bildirilmistir. Uygun antifungal tedavide gecikmenin, %23 daha yiiksek mortalite
ile iliskili oldugu bulunmustur. Azole direngli IA'un olan hastalar, azole duyarli
[A'a kiyasla %20'in iizerinde bir fazla mortalite ile karakterize edilmistir. Uygun

antifungal tedaviye erken gecis, dirence atfedilen mortaliteyi azaltmaktadir

(Lestrade vd., 2019).

99



Invaziv aspergillozun kiiresel saglik tehdidi haline gelmesi, antifungal
direncin hizla artmasi1 ve bir¢cok ortamda kaliteli teshis ve tedaviye sinirli erisim
sorunu ile ortaya c¢ikmaktadir (Brown vd., 2012; Denning, 2022). Invaziv
aspergillozun, teshisi zordur ve bu nedenle hasta Ozelliklerini, klinik ve
radyolojik bulgular1 kullanarak ¢ok boyutlu bir yaklasimi ve bunlara ilaveten
aspergillozdan etkilenen popiilasyonlarin genisletilmesini gerektirir. Bu baglamda
Avrupa Kanser Arastirma ve Tedavi Orgiitii Bulagici Hastaliklar Grubu ve
Mikozlar Calisma Grubu (EORTC/MSG), se¢ilmis popiilasyonlarda aspergillozu
tanimlamak i¢in konakgi faktorlere, klinik ozelliklere ve mikolojik kanitlara
glivenilmesi gerektiginin altin1 ¢izmis, klinik c¢alismalar, epidemiyolojik
calismalar ve tanisal testlerin degerlendirilmesi i¢in bu analizlerin gerekliligini
ortaya koymustur (Donnelly vd., 2020). Klinik c¢alismalarda aspergilloz riski
tastyan yeni gruplar siirekli olarak belirlense de, azol kullanmamis hastalarda ve
ozellikle kanser hastalar1, kistik fibrozlu hastalar ve YBU'dekiler gibi yiiksek
riskli hastalarda azol direnci taramasi Onerilir ve antifungal profilaksi
aspergillozu onleyebilir (WHO,2022). Profilaktik ve tedavi amacli azol grubu
antifungallerin kullaniminda dikkatli olunmasi ve gerekli durumlarda in vitro
duyarlilik testleri ile direncin arastirilmasi gerekmektedir. Aspergillus
enfeksiyonu siiphesiyle, antifungal tedaviye klinik materyal alimindan Once
baslanmas: kiiltiirden etkenin izolasyon oranin1 diislirebilir ve etkenin
tiretilemediginde diren¢ belirlenemeyeceginden dolayi, laboratuvar ve klinisyen
arasindaki iletisim Aspergillus tiirlerinin izole edilmesini saglar ve uygun
tedavinin belirlenmesinde yol gosterici olacaktir. Hastaneye ait direng profili de
ancak bu kosullar altinda belirlenebilir. Laboratuvarlar izolatlarini sistematik
olarak test etmediginde diren¢ prevalansini dogru tahmin etmek zor olmaktadir.
Buna bagli olarak klinik mikoloji laboratuvarlarinda, potansiyel azol direncine
sahip Aspergillus izolatlarinin tespiti i¢in kullanim1 kolay tarama prosediirlerinin
gelistirilmesine ihtiya¢ vardir. Yapilan bu tez ¢alismasinda, insan sagligi i¢in
giderek artan bir tehdit olusturan Aspergillus spp. tirlerinde direng gelisimini ve
antifungal duyarlilik testlerinde gradient test ile agar plak yontemi karsilastirarak
pratik ve kolay uygulanabilir bir tarama sistemi ile diren¢ belirlenmesi

degerlendirilmistir.
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Wang ve ark., invaziv aspergillozlu hastalarda; hastanin yasinin ve akciger
hastaliklarinin, klinik risk faktorleri arasinda yiiksek oranda iliskili oldugunu
bulmustur. IA'lu hastalarda en duyarl1 yas 61 ile 80 arasinda ve yas ortalamasi 58
olarak bulmustur. Genel olarak, IA insidansinin, 80 yasin iizerindeki hastalar
disinda yasla birlikte arttig1 bildirilmistir. Calismamiz; 2015-2021 yillar1 arasinda
cesitli klinik 6rneklerden (apse, kornea apsesi, biopsi, doku ve solunum 6rnekleri)
izole edilen 125 Aspergillus spp. izolatindan 71’inin (%56,8) erkek, 54’{iniin
(%43,2) kadin hastaya ait oldugu belirlenmistir. Ayrica izolatlarin 27 tanesinin
cocuk hastadan (%21,6), 98 tanesinin erigkin hastadan (%78.,4) izole edildigi
saptanmig, hastalarin yaslarinin 3-82 arasinda olup yas ortalamasinin 44 oldugu
belirlenmistir. Wang ve ark.inin g¢alismasinda, erkek/kadin cinsiyet orami 1,9
(102/54) iken, calisjmamizda erkek/kadin cinsiyet orant ise 1,3 (71/54)
bulunmustur. Kadin hastalar toplam c¢alismanin %43,2’sini, erkek hastalar ise

%356,8’sin1 olusturmustur (Wang vd., 2022).

Aspergillozlu hastalardan firetilen tiirlerden 4. fumigatus tipik olarak en
yaygin olamidir. Diger yaygin tiirler arasinda A. flavus, A. terreus ve A. niger
bulunur. Wang ve ark.inin calismasinda, Aspergillus tirlerinin dagilimi A.
Sfumigatus %56,41, A. flavus %20,51, A. niger %15,38, A. terreus %1,92 ve A.
versicolor %1.92 seklinde bildirilmistir (Wang vd., 2022). 19 iilkeden yapilan
cok merkezli bir aragtirmaya gore, 2941 A. fumigatus kompleks izolatlar1 arasinda
azol direncinin genel prevalansi %3,2 bildirilmistir. Bununla birlikte, azole
direncli izolatlarin %21,7'ye varan oran1 A. fumigatus olarak degil, 4. lentulus, A.
thermomutatus ve A. udagawae gibi kriptik tiirler olarak tanimlanmistir (Van der

Linden vd., 2015).

ABD ve Kanada'da kat1 organ nakli alicilart ve hematopoietik kok hiicre
nakli gecirenlerde yapilan 6 yillik siirveyans c¢aligmasinda, Fumigati béliimiiniin
tiyeleri arasinda %93,9'unun A. fumigatus ve %2,7 A. lentulus ve %2,0 A.
udagawae dahil olmak tizere diger tiirler oldugu bildirilmistir (Balajee vd., 2009).
ABD’de A. fumigati bolumiindeki izolatlarin tiir dagilimimi ve duyarlilik
profillerinin degerlendirildigi diger bir calismada, 2138 izolatta en yaygin olarak

A. fumigatus (%96,91) olarak bulunmustur (Badali vd., 2022).

Diinyanin ¢ogu yerinde A. fumigatus, aspergillozun baslica ajani olarak
tanimlansa da yakin zamanda Asya ve Afrika'daki iklim kosullarina uyum
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saglayabildigi i¢cin 4. flavus'un tropikal bdlgelerde 6nde gelen IA ajani olma
potansiyeline sahip oldugu sonucuna varilmistir (Rudramurthy vd., 2019). Yakin
tarihli bir sistematik inceleme ve meta-analiz calismasina gore, 4. flavus Iran'daki
IA hastalarindan izole edilen en yaygin tiir olarak belirlenmistir (Tavakoli vd.,
2019). A. flavus, Orta Dogu bdlgesinde genis yayilim godstermeyen mantar

enfeksiyonlarinin 6nde gelen nedeni olarak bildirilmistir (Hedayati vd., 2018).

Aspergilloz vakalarindaki diinya c¢apindaki artis g6z Oniine alindiginda,
hastaliga neden olan ajan1 tiir diizeyinde belirlemek, antifungal duyarlilik
paternindeki farkliliklardan dolay1 da 6nemlidir. Arastirmalarda son zamanlarda
kriptik/nadir Aspergillus tirleri tanimlanmistir (Guegan vd., 2021; Pfaller vd.,
2021; Nargesi vd., 2022; Badiee vd., 2022). Aspergillus kriptik tiirlerinin 1A
gelisimindeki klinik 6nemi hakkinda artan bir farkindalik vardir. Kriptik goriilen
tirler, yanlis tanimlama nedeniyle ihmal edilebildigi i¢in epidemiyolojik
dagilimlar1 ve antifungal duyarliliklar1 hakkinda simirli bilgi vardir. Kriptik
tiirlerden bazilarinin su anda mevcut olan antifungallere duyarliliginin azaldig:
bildirildiginden, bu bulgular klinik olarak anlamli olabilir (Goncalves vd., 2016;
Perlin vd., 2017; Ullmann vd., 2018; Arikan-Akdagli vd., 2018). Calismamizda;
55 adet A. fumigatus complex (%44), 42 adet 4. flavus (%33.,6), 6 adet A. terreus
(%5), 4 adet A. niger (%3) ve 18 adet Aspergillus spp. (%14) olmak lizere toplam
125 Aspergillus tiiri tanimlanmistir. Bu izolatlardan diren¢ saptanan ve
konvansiyonel yontemler ile 4. fumigatus, A. terreus, A. niger olarak tanimlanan
izolatlar DNA dizi analizi ile de aym sekilde tanimlanmistir. Ayrica
calismamizda konvansiyonel yontemler ile Aspergillus spp. olarak tanimlanmis
olan ve MIK degerinde artis belirlenen izolatlar ise (H3 veH23) dizi analizi ile

kriptik tiirlerden 4. pseudoglaucus olarak tanimlanmistir.

Solunum yolu Orneklerinde Aspergillus tiirlerinin  izolasyonu ve
mikroskobik incelemede hiflerin goriilmesi; hematolojik maligniteli ve
notropenik hastalar ile organ nakil alicilar1 gibi invazif aspergilloz riski yiiksek
olan hasta grubunda aspergilloz tanisini dogrulamaktadir (Risum vd., 2020; Hsu
vd., 2022; Dagenais and Keller, 2009; Tiimbay, 2021: 335-362; S1g ve Arikan,
2019; Patterson vd., 2016). Solunum yolu 6rneklerinden izole edilen Aspergillus
tiirlerinin tiir diizeyinde tanimlanmasi1 epidemiyolojik olarak da anlamli olarak

degerlendirilmektedir. Ornegin; solunum yolu o6rneklerinde A. fumigatus, A.
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flavus ve A. terreus tiirleri etken olma orani istatistiksel olarak daha belirgin
olarak bildirilmesine ragmen, 4. niger invazif aspergilloz etkeni olarak nadiren
sorumlu tutulmaktadir (Dagenais and Keller, 2009; S1g ve Arikan, 2019; Risum
vd., 2020; Hsu vd., 2022; Timbay, 2021: 335-362). Calismamizda; Aspergillus
spp. olarak tanimlanmis olan 125 izolatin, %56,8’inin (71) solunum yolu
(bronkoalveoler lavaj (BAL), endotrakeal aspirasyon (ETA), balgam ve burun
siniis igerigi gibi), %20’sinin (25) doku, %13,6’sinin (17) apse, %5,6’sinin (7)
kornea apsesi ve %4’liniin (5) diger drneklerden (bos, plevra gibi viicut sivilari,
kateter vs.) izole edildigi saptanmustir. A. fumigatus izolatlarinda azol direncini
tespit etmek i¢in basta solunum yollar1 (BAL, ETA, balgam ve burun siniis icerigi
gibi) Ornekleri olmak iizere c¢esitli klinik (kornea apsesi, apse, doku gibi)
orneklerden izole edilmistir. izolatlarin ¢ogu %56,8 gibi yiiksek bir oranda
solunum yollar1 6rneklerine ait olmasi, Aspergillus spp. tirlerinin hava yolu ile
bulasan bir etken olmas1 nedeniyle dogaldir. Enfeksiyonun ana bulas yolu, fungal
konidilerin solunmasi yoluyla solunum yoludur. Aspergillus tiirlerinin
digerlerinin sporlarina goére A.fumigatus sporlar1 havada fazla sayida
bulunabilmekte ve az bir hava akiminda dahi kolaylikla havaya sacgilmakta ve
yayilmaktadir. 2-3 pm olan spor caplar1 ile bunlar alt hava yollarina kolayca
ulasir. Bu nedenle iireyen Aspergillus spp. tiirlerinden en yaygin tanimlanan tiir
A.fumigatus’tur (Dagenais and Keller, 2009). Solunum yolunda siklikla iireyen
kiifler ozellikle de hava yolu orneklerinde %16 ila %56,7'sinde bulunan A.
fumigatus ile kolonize olmaktadir (Pihet ve ark., 2009). Calismamizda; A.
Sfumigatus %60 ile solunum sistemi i¢in ana enfeksiydz ajan olarak bulunmus,
bunu % 19.26 ile 4. flavus ve %14.07 ile A. niger ve A. terreus %?2,22 degerleri

ile izlemistir.

2020 yilinda 1083 o6rnek ile yiiriitiilen bir calismada 6rneklerin biiytlik
cogunlugunun burun/siniis (1609/1820) ve kulak Ornekleri (182/1820) dahil
olmak iizere hava yollarindan kaynaklandigi, azole direngli 4. fumigatus
izolatlarinin prevalansinin ist solunum yollarindan alinan orneklerde, trakeal
aspirat ve alt solunum yolu Orneklerinden daha yiiksek oldugu belirlenmistir
(Risum vd., 2020). 2022 yilinda Tayvan’da yapilan bir diger ¢aligmada ise; A.
fumigatus olarak tanimlanan 113 izolat balgam ( n = 58), brons lavaji ( n = 39),

yara ( n = 10), derin doku ( n = 4) ve kornea ( n = 2) gibi klinik 6rneklerden izole
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edilirken, ¢alisilan 6rneklerin ¢ogunlugunu solunum yolu 6rnekleri olusturmustur

(Hsu vd., 2022).

Yapilan calismalarda, Aspergillus izolatlarinin ¢ogu (n=135, %86.54), derin
alt solunum yollarindan alinan balgam (n=123, %78.85) ve BAL (n=12, %7.69)
dahil olmak tizere solunum Orneklerinden elde edilmistir. Ancak, solunum disi
sistemlerde, A. fumigatus dis1 Aspergillus tiirleri %66 oraninda baskin olarak
bildirilmistir (Wang vd., 2022). Calismamizda ise, solunum dis1 sistemlerde, 4.
Sfumigatus dis1 Aspergillus tirleri Wang ve ark.’nin calismasi ile benzer bir

sekilde %65 oraninda bulunmustur.

A. fumigatus izolatlar1 ile yapilan cesitli ¢alismalarda en yiiksek direng
oran1 ITR’de goriilmiistiir. Aspergilloz infeksiyonlarinda azol grubu antifungaller
tedavinin temelidir. Aspergillus'da ilk azol direnci, 1997 yilinda ITR tedavisi alan
hastalardan bildirilmistir (Denning vd., 1997; Chryssanthou, 1997; Verweij vd.,
2016; Arikan-Akdagli, 2012). Azole direngli izolatlarin baslica yayginhigi,
Birlesik Krallik'ta en yliksek yayginlik ile Avrupa iilkelerinde bildirilmistir.
Asya'da Tayvan, Japonya, Cin ve Hindistan'da daha diisiik azol direnci oranlari
bildirilmistir. Bu iilkelerde bildirilen direng oranlarinin ¢ogu %10'un altindadir.

(Rivero-Menendez vd., 2016; Garcia-Rubio vd., 2017; Hsu vd., 2022).

Birlesik Krallik’ta 2009 yilinda yapilan bir calismada, 4. fumigatus (n=519)
koleksiyon kokeninin 34’linde (%6.5) ITR direnci saptanmistir, 22 izolat VOR’a
ve 25 izolat POS’a karsi capraz direng gostermistir (Howard vd, 2009).
Danimarka'da 4. fumigatus ile kolonize olmus hastalardan izole edilen 133
izolatin % 4.5 (6 izolatin) azollere diren¢ oranina sahip oldugu saptanmistir

(Arendrup vd., 2010).

Almanya’da 2010 - 2013 yillar1 arasinda, hastalarin solunum 6rneklerinden
izole edilen 573 A. fumigatus izolat1 azol direnci agisindan taranmis ve 6 izolatta
yliksek diizey ITR direnci oldugunu ve azollere diren¢ oranint %S5,2 olarak

bildirilmistir (Bader vd., 2013).

Hollanda’da 7 farkli merkezin katildig1 bir ¢alismada 2007 - 2009 yillar
arasinda farkl tiirlere ait 2062 klinik Aspergillus izolatinin ITR direnci igin

tarandig1 calismada, 1792 A. fumigatus izolatinda ITR diren¢ prevalansit %5.3
olarak bildirilmistir (Van der Linden, 2011). Hollanda’da 2010-2013 yillar1
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arasinda ise; izole edilen 952 A. fumigatus izolatinin 364’linde (%38.2) azol

direnci saptanmistir (Van Ingen, 2015).

Fransa’da 2010- 2011 yillar1 arasinda, hastalarin %4.6'sinin (6/131 hasta)
azol direng orani ve TR34/L98H mutasyonu saptanmistir (Chowdhary vd., 2015).
Fransa’da yapilan bir bagka calismada ise ITZ direng prevalanst %8 olarak

bildirilmistir (Garczewska vd., 2016).

Danimarka'da 2018-2020 yillar1 arasindaki iki yillik veriler ile 4. fumigatus
kolonize ve enfekte hastalarda azole direngli A. fumigatus izolatlarinin
prevalansinin ve direncinin belirlendigi calismada, azole direngli izolatlarin
oranmni %6,5 (119/1820) olarak bildirmistir. Izolatlarin %35,9'unda (108/1820)
itrakonazol direnci ve %35,6'sinda (102/1820) vorikonazol direnci bulunmustur
(Risum vd.,2020). Ulkemizde yapilan bir calismada Dogan ve ark.lar1 klinik 4.
fumigatus izolatlarinda azol direncini degerlendirdigi calismasinda 11 izolatta

(%2.3) itrakonazole direng bildirilmistir (Dogan vd., 2020).

ABD'den klinik orneklerde 2.138 A. fumigatus izolat1 tiir dagilimi ve
antifungal duyarliliklar1 agisindan degerlendirilmis, A. fumigatus'ta azol direnci
oran1 %3,05 ile %4,07 arasinda degistigi ve bunun oldukc¢a diisiik oldugu
bildirilmistir (Badali vd., 2022).

Wang ve ark.1; Aspergillus tiirlerinde azole direng oranim1 %5,79 (6/121) ve
A. fumigatus'ta %4,11 (3/73) olarak bildirilmistir (Wang vd., 2022). Cin'den
bildirilen klinik 4. fumigatus izolatlarinda azol direng¢ oran1 % 3,6'dir (4/111) (Su
vd., 2021). Wu ve ark.lar1, 2020'de Tayvan'da (2011-2018 yillarinda), (19/375)
klinik izolatlarin azol diren¢ oranini %5,1 olarak bildirmistir. (Wu vd., 2020).
Tayvan'daki 2022 yilinda 4. fumigatus'un azole direnc¢li suslarda cypS51A'daki
mutasyonlar tespit edilmistir. Azole direngli izolatlarin genel prevalanst %1,77

bulunmustur (2/113)(Hsu vd., 2022).

7 Afrika tlkesinden 2000 ve 2021 yillar1 arasinda 1686 g¢evresel ve 46
klinik Ornekten olusan triazole direngli 4. fumigatus iceren caligsmalarinda,
cevresel ve klinik ortamlarda sirasiyla %17,1 (66/387) ve %1,3 (5/387) ITR,
VOR ve POS direngli oldugu bildirilmistir. Test edilen izolatlar, yiiksek
MIC'lerle birlikte ITC, VRC ve POS'a c¢oklu triazol direnci gdstermistir (Amona
vd.,2022).
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Denardi ve ark. (Denardi vd., 2018), ITR direngli A. fumigatus izolatlariyla
yaptiklar1 c¢alismada, azoller i¢in gradient test yontemiyle broth mikrodiliisyon
yontemini karsilastirmiglardir. 4. fumigatus 1TR’e direngli suslarda broth
mikrodiliisyonu ve E-test yontemlerinin sonuglar1 karsilastirildiginda antifungal
duyarlilik sonuglar1 yiliksek derecede uyumluluk gosterdigi bildirilmistir. 4.
fumigatus izolatlarinin MIK &zellikleri broth mikrodiliisyon ve E-test arasindaki
uyum yilizdesi, VOR i¢in %100, ITR icin %93,3 uyum oranlariyla, azoller
arasinda onemli Olgiide yiliksek bulunmustur (Denardi vd., 2018). ITR ve POS
i¢cin sonuglar daha ¢ok inkiibasyon siiresine bagli; A. fumigatus igin ITR 24 saatte
(%90,3) ve POS 48 saatte (%95,2) daha iyi uyum gosterdigi bildirilmistir
(Denardi vd., 2018). Calismanin sonugclari, E-test'in azoller acisindan A.fumigatus
icin giivenilir ve tekrarlanabilir bir duyarlilik testi oldugunu ve burada elde edilen
EUCAST broth mikrodiliisyon bulgulariyla uyumlu olarak ITR direncinin tespit
edilebildigini dogrulamistir (Denardi vd., 2018). Pfaller ve ark. CLSI broth
mikrodiliisyon ile E-test arasindaki uyumu 376 Aspergillus izolat1 ile
degerlendirmis ve VOR ve ITR i¢in her iki yontem arasinda sirasiyla %97,6 ve
%95,8 uyum tespit etmislerdir (Pfaller vd., 2003). Lamoth ve Alexander ise 74 4.
fumigatus izolat1 igeren 290 klinik kiif 6rnegini degerlendirdigi c¢alismasinda,
VOR ve POS i¢in her iki yontem arasindaki uyumu VOR ve POS i¢in sirasiyla
%95 ve %89 uyum gosterdigini bildirmistir (Lamoth and Alexander, 2015). 2021
yilinda iilkemizden Korkmaz, klinik Aspergillus izolatlarinin antifungal
duyarliliklarin1 gradient test yontemi ve broth mikrodiliisyon yontemi ile
karsilastirdig1 ¢alismasinda, uyum oranlarint VOR ve ITR ig¢in sirasi ile %99.1 ve
%87.8 olarak saptamistir. Sonug¢ olarak Korkmaz, saptanan yiiksek temel ve
kategorik uyum oranlarina gore gradient test yonteminin, broth mikrodiliisyon

yOntemine iyi bir alternatif olabilecegini bildirmistir (Korkmaz, 2021).

Asya ve Bati1 Pasifik Bolgesi'nden Aspergillus tiirleri de dahil olmak iizere
farkli firsat¢1 filamentli mantar patojenlerine karst CLSI yontemi ile belirlenen
azollerin in vitro aktivitesini, SENTRY Antifungal Gézetim Programinin 2011-
2019 yillar1 arasinda broth mikrodiliisyon yontemi ile elde ettigi verilerde, ITR
MICS50/90 degerlerini A. fumigatus, A. flavus ve A. terreus igin 0.5/1 pg/ml ve A.
niger i¢in 1/2 pg/ml olarak tespit etmislerdir. A. fumigatus, A. flavus, A. terreus
ve A. niger NWT izolatlarinin (ECV'lerin iizerindeki MiK'ler) genel siklig1 ITR
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i¢in sirastyla %2.1, %0, 0 ve %2.2 olarak bulunmustur (Pfaller vd., 2021). 2010-
2017 yillar1 arasinda Avrupa, Kuzey Amerika, Latin Amerika ve Asya-Pasifik’ten
1775 izolatin1 analiz eden baska bir biiyiikk Olcekli ¢alismada A. fumigatus, A.
flavus, A. terreus ve A. niger i¢in broth mikrodiliisyon yontemi ile benzer MIC
50/90 sonuglar1 bildirilmistir (Pfaller vd., 2021). Ayrica 4. fumigatus'an NWT
izolatlarinin genel bir sikligin1t ITR i¢in %0,9 olarak bildirilmistir. Ayrica
Avrupa, diger bolgelerle (%0,0-0,7) karsilastirildiginda ITR i¢in en yiiksek NWT
oranlarini (%1,7) sergilemistir (Nargesi vd., 2022).

Jorgensen ve ark.nin 2019 yilinda yapilan c¢aligsmasinda VOR igin A4.
fumigatus, A. flavus, A. terreus, A. niger, A.nidulans ve Aspergillus spp.
izolatlar1 i¢in broth mikrodiliisyon ydntemiyle MIK50 degerlerini sirasiyla 0.5
pg/ml, 1 pg/ml, 0.5/1 pg/ml, 1 pg/ml, 0.25/0.5 pg/ml ve 0.25/8 pg/ml olarak, ITR
i¢in sirastyla 0.25 pg/ml, 0,25 pg/ml, <0.125/0.25 pg/ml, 1 pg/ml, <0.125/0.5
pg/ml ve <0.125/>16 pg/ml olarak, POS igin sirasiyla 0.125 pg/ml, 0,125 ug/ml,
0.06 pg/ml, 0.25 pg/ml, 0.06/0.5 pg/ml ve 0.06/>4 pg/ml olarak bildirilmistir
(Jorgensen vd., 2019).

Iran'dan yakin zamanda broth mikrodiliisyon ydntemi ile yapilan bir baska
calismada ise; A. fumigatus ve A. niger igin ITR'nin MIC/MIC 50/90 degerleri
4/>8 ng mL -1 (her biri) ve Aspergillus spp. i¢cin 0.5/1 pg/ml olarak bildirilmistir
(Badiee vd., 2022).

Calismamizda gradient test (E-test) yontemi ile 125 Aspergillus spp.
izolatindan 8 (% 6.,4) izolatta VOR, ITR, POS icin MIK degerleri yiiksek
saptanmistir. Tiir diizeyinde inceledigimizde ise; 55 A. fumigatus izolatindan
I’inde (%1,8) VOR’e direng, 3’linde (%5,45) ITR’e direng, 1’inde (%1,8) POS’e
diren¢ saptanmis olup, bu izolatlardan 1’inin (%1,8) tiim azollere direngli oldugu
belirlenmistir. Ayrica 6 A. terreus izolatindan 1’inde (%16,7) VOR 1 pg/ml, 4 4.
niger izolatindan 1’inde (%25) ITR 2 ug/ml, 18 Aspergillus spp. izolatindan
I’inde (%5,6) VOR 1,5 pg/ml, 1 ‘inde (%5,6) >32 pg/ml, ITR 1’inde (%5,6) 4
ug/ml, POS ise 2 izolatta (%11) 0,5 pg/ml ve 8 pg/ml olarak tespit edilmistir.
Azol grubu antifungallere direng en sik A. fumigatus’ta tespit edilmis ve ITR’de
tespit edilen azol direng oran1t VOR ve POS’e gore daha fazladir. A. fumigatus
icin ITR’de %5,45’1lik direng orani ve kriptik tiirlerde tespit edilen diren¢ orani
calismalar ile benzer sekilde tespit edilmistir.
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Calismamizda gradient test yontemiyle 48. saat ITR A. fumigatus, A. flavus,
A. terreus, A.niger ve Aspergillus spp. izolatlar1 igin MiK90 degerlerini sirasiyla
1 pg/ml, 0.75 pg/ml, 0.5 pg/ml, 0,75 pg/ml ve 0,75 pg/ml olarak bulunmustur.
Ulkemizde yapilan galismalarda ise; Korkmaz 2021 yilinda Aspergillus tiirleri
i¢in broth mikrodiliisyon yontemiyle 48. saat ITR 4. fumigatus, A. flavus ve A.
terreus izolatlar1 icin MIK90 degerlerini sirasiyla 2 pg/ml, 1 pg/ml ve 1 pg/ml
olarak bulmustur (Korkmaz, 2021). 4. fumigatus, A. flavus ve A. terreus izolatlar1
icin 2007 yilindaki ¢alismasinda Efe’nin yaptigi calismada broth mikrodiliisyon
yontemiyle ITR MIK90 degerlerini sirasiyla 1 pg/ml, 1 pg/ml ve 0.25 pg/ml
olarak (Efe, 2007); 2002 yilinda yaptiklar1 ¢alismada Espinel-Ingroff ve ark. ise
ITR MIK90 degerlerini ayn1 sirayla 0.5 pg/ml, 0.25 pg/ml ve 0.25 pug/ml olarak
bulmustur (Espinel-Ingroff vd., 2002). Yapilan calismalarda tim Aspergillus
tiirlerinde ITR’iin MiK90 degerlerinde yiikseklik bildirilmis olup, ¢alismamizda
da ITR i¢in MIK degerlerinde yiikseklik literatiirde yapilan calisamalar ile

benzerdir.

Calismamizda gradient test yontemiyle 48. saat VOR A. fumigatus, A.
flavus, A. terreus, A.niger ve Aspergillus spp. izolatlar1 icin MIK90 degerlerini
sirastyla 0.38 pg/ml, 0.38 ug/ml, 0.125 pg/ml, 0.5 pg/ml ve 0.5 ug/ml olarak
bulunurken, gradient test yontemiyle 48. saat POS 4. fumigatus, A. flavus, A.
terreus, A.niger ve Aspergillus spp. izolatlar1 i¢gin MIK90 degerlerini sirasiyla
0.19 pg/ml, 0.125 pg/ml, 0.064 pg/ml, 0.19 pg/ml ve 0.19 pg/ml olarak
bulunmustur. VOR ve POS i¢in MIK90 degerleri normal simirlar igerisinde

saptanmisgtir.

Tir diizeyinde inceledigimizde, A. fumigatus izolatlar1 i¢in calismamizda
VOR MIK90 degeri 0.38 pg/ml saptanirken, 2021 yilinda Korkmaz’in
calismasinda 0.25 pg/ml bulunmustur. A. fumigatus igin iilkemizde yapilan
calismalarda broth mikrodiliisyon yontemiyle 48. saatte; VOR, ITZ ve POS ile
saptanan MIK50 degerleri sirasiyla 0.5 pg/ml, 0.25 pg/ml ve 0.125 pg/ml olarak
bulunmustur. Bizim ¢alismamizda da VOR, ITZ ve POS i¢in saptanan sirasiyla
MIK50 degerleri 0.19 pg/ml, 0.5 pg/ml, 0.094 pg/ml ve sirasiyla MIK90
degerleri 0.38 pg/ml, 1 pg/ml, 0.19 pg/ml olarak bulunmustur. Erdem’in
calismasinda VOR, ITZ ve POS broth mikrodiliisyon yontemiyle ile saptanan
sirastyla MIK90 degerleri 1 pg/ml, 0,5 pg/ml ve 0.125 pg/ml olarak bulunmustur.
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Bizim ¢alismamizda A. fumigatus i¢in azol grubu antifungallerden en yiiksek
MIK degerine ITR’de rastlanirken, Erdem’in ¢alismasinda VOR’de rastlanmustir
(Erdem, 2018). Ozmerdiven ise ¢alismalarinda 4. fumigatus icin VOR ve ITR
broth mikrodiliisyon yéntemiyle ile saptanan sirasiyla MiK50 degerlerini 8 pg/ml
ve >16 ng/ml olarak; MIK90 degerlerini ise sirasiyla 8 pg/ml ve >16 pg/ml
olarak bulmus olup, bu MiK50 ve MiK90 degerleri bizim ¢alismamizdan oldukca
yiiksektir (Ozmerdiven, 2014). Ozmerdiven ve ark. tarafindan 2015 yilinda
Bursa’dan bildirilen bir caligmada klinik 4. fumigatus izolatlarinda %10.2
oraninda ITR direnci bildirilmis ve ITR direngli suslar, VOR de direngli
bulunmustur. Tibbi azollerde diren¢li bulunan izolatlar, zirai azollerde de yiiksek
MIK degerleri saptanmis ve zirai azollerin direncli A. fumigatus izolatlarinin

yayilmasinda dnemli rolii olabilecegini belirtmislerdir (Ozmerdiven vd., 2015).

A. fumigatus klinik izolatlarinda azol direncinin erken tespitini saglayacak
stratejiler onemlidir. Azole direngli A. fumigatus ile enfekte olmus hastalardaki
6liim oranlari, azol'e duyarl izolatlarla enfekte olmus kisilere gére dnemli l¢iide
daha yiiksektir (Lestrade vd.,2018; Lestrade vd., 2019). Aspergillus spp. gibi kiif
tiirlerinde antifungal duyarlilik i¢in CLST (M38-A2) ve EUCAST (E.Def 9.4), cok
merkezli calismalar sonucunda referans broth mikrodiliisyon yOntemini
gelistirmis olmasina ragmen, bu yontemin zahmetli olmasi, ¢cok zaman almasi ve
tecriibe istemesi nedeniyle basit, hizli, uygun maliyetli duyarlilik ydntemlerine
ihtiya¢ duyulmustur (Arendrup vd., 2017; Guinea vd.; 2018). Antifungal direng
tespiti ve MIK degerlerinin belirlenebilmesi i¢in gradient test (e-test) yontemi
gelistirilmis ve pek ¢ok calisma yapilmis olmasina ragmen gradient test yontemi
ile ilgili onaylanan standart bir klavuz bulunmadigindan, antifungal duyarlilik
testinin dogrulama i¢in tekrarlanmasi gerekmektedir (Arendrup vd., 2017; Guinea
vd.; 2018). EUCAST, ortak bir ¢alisma ile A. fumigatus’ta azol grubu antifungal
ajanlar ic¢in; 48 saatte sonu¢ veren ve klinik mikoloji laboratuvarlarinda
uygulanmas1 daha kolay olan ve uygun maliyet saglayan agar plak yOontemini
onermistir (EUCAST, E.Def 10.1). Bu standart yontem, rutin klinik mikoloji
laboratuvarlarinda ITR, VOR veya POS direncli 4. fumigatus izolatlarinin
fenotipik tespiti i¢in tasarlanmistir (EUCAST, E.Def 10.1). Guinea ve ark.nin,
dort kuyucuklu azol iceren agar plakalar1 kullanilarak A. fumigatus izolatlarinda

azol direncinin (ITR 4 mg/L), (VOR 2 mg/L), (POS 0,5 mg/L) saptanmasina
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yonelik E.Def 10.1 tarama prosediiriine iliskin ¢alismasinda; klinik 4. fumigatus
izolatlarinda azol direncinin saptanmasinda bu kullanimi kolay tarama prosediirii
ile mikrobiyoloji laboratuvarinin giinlik rutininde hizli sonuca olanak
saglayacagi ve daha erken uygun tedaviyi kolaylastiracagi bildirilmistir (Guinea
vd.; 2018). Ayrica Cyp51A geninde G54, N284, M220 ve V101F (G54E/R/V/W,
G54R+N284K, M220I/K/T/V, M220I+V101F) mutasyonlarini barindiran direngli
A. fumigatus suslar1 saptamak icin agar tarama yonteminin genel duyarliligi ve
ozgilliigii, TR34/L98H ve TR46/Y121F/T289A CYP51A mutasyonlar: sirasiyla
%99 (%97-%100 araligi) ve %99 (%95-%100) bulunmustur (Arendrup vd.,
2017).

Aspergillus tiirlerinde azol igeren agar plak yonteminin uygulanmasi, azol
direncinin kolay ve giivenilir bir sekilde rutin olarak tespit edilmesini saglamistir.
Yapilan ¢aligmalarda verilerin ¢ogu Aspergillus tirlerinden A. fumigatus ile
sinirlidir. Genel Aspergillus tiirleri ve direng gelisimi {izerine veriler ise ¢ok
azdir. Agar plak kullanimi ilk olarak Van der Linden ve digerleri tarafindan
Onerilmistir ve o zamandan beri g¢esitli ¢evresel ve klinik caligmalarda
kullanilmistir (Van der Linden vd., 2015; Chowdhary vd., 2015; Mortensen vd.,
2010).

EUCAST E.Def 9.4 prosediirlerinde; azol grubu antifungaller i¢in teknik
belirsizlik alanina (ATU) diisen MIC'lere yorumu su sekilde yapilmistir: ITR ve
VOR (MIC=2 pg/ml), POS (MIC=0,25 pg/ml) izolat ayn1 zamanda itrakonazole
direngli ise) yeni bir yorum getirilmistir. Prosediirlerdeki bu yeni yoruma gore; 4.
fumigatus'un vahsi tip popiilasyonlar1 i¢in ITR, VOR i¢in epidemiyolojik esik
deger<l pg/ml olarak belirlenmistir. 4. fumigatus izolatlarinda azol direncinin
taranmas1 i¢in kesin belge olarak 2018'de yayinlanan EUCAST E.DEF 10.1
standart yontemi, tiim Aspergillus spp. izolatlarina azol direncini taramak ig¢in
kullanilmistir ve A. fumigatus izolatlarindaki gibi giivenilir sonuclar elde
edilmistir (EUCAST E.Def 9.4 ve 10.1). Bizim ¢alismamizda, test prensibi olarak
ITR (4 mg/L), VOR (2 mg/L) ve POS (0,5 mg/L) ile desteklenmis agarlar ve
ilagsi1z agar kontrol kuyucugu igceren plaklar kullanilmis ve genel Aspergillus spp.

tiirlerine uygulanmastir.

Berkow ve ark.nin antifungal duyarlilik testlerini giincel yaklasimlar

degerlendirdigi calismasinda, azole diren¢li Aspergillus taramasi i¢in basit bir
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agar biiylime testinin bulunmasi, duyarlilik testlerinin daha yaygin hale gelmesine
olanak saglayacagini belirtmektedir (Berkow vd., 2020). Calismamizda agar plak
tarama yonteminde ise 125 Aspergillus spp. izolatindan 4 (% 3,2) izolatta VOR’e,
3 (%2,4) izolatta ITR’e ve 3 (%2,4) izolatta POS’e direng saptanmistir. Tir
diizeyinde inceledigimizde ise; 55 A. fumigatus izolatindan 1’inde (%1,8) VOR,
ITR ve POS’e direng ile tiim azollere direng saptanirken, 6 4. terreus izolatindan
I’inde (%16,7) VOR’e direng, 4 A. niger izolatinda 1’inde (%25) ITR’e direng,
18 Aspergillus spp. izolatindan 2’sinde (%11) VOR’e ve POS’e, 1’inde (%5,6)
ITR’e direng belirlenmistir. (EUCAST 10.1).

Calismamizda EUCAST’in 4. fumigatus’ta azol grubu antifungal ajanlar
icin Onerdigi agar plak yontemini genel Aspergillus spp. tiirlerine uygulayarak
elde ettigimiz sonug¢larimizi gradient test ile karsilastirdigimizda; agar plak
tarama yontemi ile VOR, ITR ve POS’e direngli saptanan 1 A. fumigatus izolati
gradient test ile de direngli tespit edilmis, agar plak tarama yoOnteminin A4.
fumigatus tirlerinde duyarliligi ve o6zgiilligi VOR ve POS i¢in %100
saptanmistir. Gradient test yontemi ile ayrica 2 A. fumigatus izolatinda daha
ITR’e direng saptanirken, bu izolatlarda agar plak tarama yontemi ile direng tespit
edilmemis, agar plak tarama yonteminin A. fumigatus tiirlerinde ITR igin
duyarhilig1 ve 6zgiilliigii sirasiyla %33,3 ve %100 saptanmistir. 4. flavus izolatlar1
agar plak tarama yontemi ile VOR, ITR ve POS duyarl: saptanirken, gradient test
yontemi ile 1 izolatta POS 0,25 pg/ml tespit edilmis, agar plak tarama yonteminin
A. flavus tiirlerinde ITR i¢in duyarliligi ve 6zgiilliigii %100 saptanmistir. A.
terreus 1izolatlarindan 1’1 agar plak tarama yontemi ile VOR’e direncli
saptanirken, bu izolatta gradient test ile MIK degeri 1 pg/ml olarak tespit
edilmistir. Ayrica agar plak tarama yontemi ile ITR ve POS duyarli saptanirken,
gradient test yontemi ile duyarh tespit edilmis, agar plak tarama yonteminin 4.
terreus tirlerinde ITR ve POS i¢in duyarliligi ve 6zgiilligii %100 saptanmigtir. 4.
niger izolatlarindan 1’1 agar plak tarama yodntemi ile ITR’e direngli saptanirken
gradient test yontemi ile MIK degeri 2 pg/ml) saptanmustir. Aspergillus spp.
izolatlarindan 2’si agar plak tarama yontemi ile VOR’e direngli tespit edilirken,
gradient test yontemi ile MIK degeri 1,5 pg/ml ve >32 pg/ml) saptanmistir. ITR e
agar plak tarama yontemi ile 1 izolat direngli tespit edilirken, gradient test

yontemi ile MIK degeri 4 pg/ml saptanmistir. POS’e agar plak tarama yontemi ile
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2 izolat direncli tespit edilirken, gradient test ydntemi ile MIK degerleri 0,5
pg/ml ve 8 pg/ml saptanmistir. Calismamizda gradient test ydntemi ile
Aspergillus spp. i¢cin, EUCAST (EUCAST E.Def 7.3, E.Def 9.4 ve E.Def 11.0)
prosediirlerini kullanan antifungal ECOFF'lar ve duyarlhiliklar klinik simir
degerleri  kullanilarak  yorumlanmistir.  EUCAST  rehberlerinin  son
diizenlemelerinde (Version 3.0, 2022-01-18); A. fumigatus’un ITR ve VOR’e ait
diren¢ sinir degeri 2 pg/ml’den 1 pg/ml olarak revize edilmistir. A. flavus ve A.
terreus’un ITR’e ait diren¢ sinir degeri 2 pg/ml’den 1 pg/ml olarak revize
edilmistir. A. fumigatus icin tasarlanan agar plak yontemin, tim Aspergillus
tiirlerine uyguladigimizda yiiksek MIK degerleri olan izolatlar1 belirleyebildigi,
ancak EUCAST rehberlerinin son diizenlemelerine (Version 3.0, 2022-01-18)
gore gradient test diren¢ sinirlart bildirilen izolatlarda sinir degerlerin
gilincellenmis olmasina ragmen agar plak tarama yonteminde (EUCAST 10.1)
glincellenme olmamasi nedeniyle uyumsuzluklar saptanmistir. Agar plak tarama
yonteminin VOR, ITR VE POS i¢in ilag hazirlama konsantrasyonlarinin
EUCAST 10.2 rehberindeki direng sinir degerlerine gore giincellendiginde daha
uygulanabilir oldugu belirlenmistir. Ayn1 zamanda agar plak tarama ydnteminin
MIK degerlerinin belirlenememesi ve Kkalitatif sonu¢ vermemesi gibi

dezavantajlar1 vardir.

Ispanya'da Serrano-Lobo ve ark.nin yaptigi c¢alismada, klinik 4.
fumigatus ve kriptik tiir izolatlarinda agar tarama yontemi ile ITR’e 9%39,2,
VOR’e %54,5 ve POS’e %41,3 direng bildirilmistir. Aragtirmacilar agar tarama
yonteminin duyarhilbik ve 0Ozgiillik degerlerini sirasiyla %100 ve %93,3
saptayarak, azole duyarli ve azol direncli klinik A. fumigatus izolatlarin1 ayirt
etmek i¢in uygun bir tarama yontemi oldugu sonucuna varmislardir. Azol igeren
agar plakalar, 4. fumigatus’ta direncin taranmasi i¢in kullanigli ve giivenilir bir
ara¢ olarak bulunmus, ancak kriptik tiirlere karsi performansi ¢ok daha diisiik

oldugu bildirilmistir (Serrano-Lobo vd., 2021).

Arendrup ve ark. calismalarinda, azole duyarli olmayan izolatlar i¢in E.Def
9.3.1 belgesine gore referans mikro broth diliisyon testi ile dogrulamanin 6nemini
belirtmistir (Arendrup vd., 2015). Agar plak ile direncin saptanmasi durumunda
dogrulama i¢in referans MIC testi yapilmalidir (Ullmann vd., 2018).
Calismamizda Aspergillus izolatlari; ITR, VOR ve POS’e kars1 in vitro antifungal
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duyarlilig1 agar plak ve gradient test yontemlerinde, 24. ve 48. saatte yapilan
okumalar kaydedilmistir. Agar plak ve gradient test yontemleri ile direncli
bulunan kokenlere kontrol i¢in CLSI M38-A2 klavuzundaki Onerileri
dogrultusunda broth mikrodiliisyon yontemi calisilmistir. Calismamizda gradient
test ve/veya agar plak tarama yontemi ile direncli bulunan 7 izolattan A.
fumigatus olarak tanimlanan 3 izolatin; 2‘si agar plak tarama yontemi ile duyarh
saptanirken, broth mikrodiliisyon yontemi ITR’e direncli, 1’1 agar plak tarama
yontemi ile VOR, ITR ve POS’a direncli saptanirken, broth mikrodillisyon
yontemi ile VOR ve ITR’e direncli saptanmustir. Izolatlardan A. terreus olarak
tanimlanan 1 izolat agar plak tarama yontemi ile VOR’e direngli saptanirken,
broth mikrodiliisyon yontemi ile duyarli saptanmistir. 4. niger olarak tanimlanan
1 izolat agar plak tarama yontemi ile ITR’e direngli saptanirken, broth
mikrodiliisyon ydntemi ile ITR i¢in MIK degeri 4 pg/ml saptanmustir. Aspergillus
spp. olarak tanimlanan 2 izolattan 1’1 agar plak tarama yontemi ile VOR, ITR ve
POS’a direngli saptanirken, broth mikrodiliisyon yéntemi ile MiK degerleri VOR
icin >32 pg/ml, ITR icin 8 pg/ml, 1’1 agar plak tarama yontemi ile VOR ve
POS’e direngli saptanirken, broth mikrodiliisyon yontemi ile MiK degerleri VOR
icin 8 pg/ml, ITR i¢in 2 pg/ml, POS icin 4 pg/ml saptanmistir. 1zolatlardan A.
fumigatus olarak tanimlanan 1 izolat agar plak tarama yontemi ile duyarh
saptanirken, broth mikrodiliisyon yontemi ile de duyarli saptanmistir.
Calismamizda agar plak tarama yontemi ile elde ettigimiz veriler broth ile
mikrodiliisyon yontemi verileri ile bazi izolatlar i¢cin uyumluluk gdsterirken,
bazilarinda uyumsuzluk mevcuttur. Ozellikle agar plak tarama ydntemi ile duyarl
saptanan izolatlarin broth mikrodiliisyon yontemi ile direngli saptanmasi, ayrica
agar plak tarama yontemi ile direngli saptanan izolatlarin broth mikrodiliisyon
yontemi ile duyarli saptanmasi da s6z konusudur. Bu sonuglardaki uyumsuzlugun
sebebinin ise Aspergillus spp. tiirlerinde MIK smir degerlerinin EUCAST
rehberlerinin son diizenlemelerinde (Version 3.0, 2022-01-18) giincellenmesine
ragmen agar plak yontemi i¢in degisiklik yapilmamasina bagli oldugu ve bu
yontemle dogru sonuclar elde edebilmek ic¢in giincel sinir degerler ile uyumlu
agar plak tarama yonteminin VOR, ITR VE POS i¢in ilag hazirlama

konsantrasyonlarinin giincellenmesi gerektigi diigiiniilmiistiir.

113



Jorgensen ve ark.nin 2019 yilinda yapilan calismasinda, 4. fumigatus
izolatlar1 i¢in, ITR (4 mg/litre), VOR (1 mg/litre) ve POS (0,5 mg/litre) ile
desteklenmis RPMI %1640-2 glukoz agar igeren dort kuyucuklu bir plaka
kullanilarak EUCAST E.Def 10.1'e gore azol direnci acisindan tarandigi
calismasinda, 4. fumigatus izolatlarimin 30/322'si (%9,3) direngli olarak
siniflandirilirken, 10/322'si (%3,1) yabani olmayan tip olarak ve ii¢ (%15) A.
fumigatus 1zolat1 itrakonazole karsi ¢apraz direngli olarak (MIC >16 pg/ml)
siniflandirilmistir. Bu izolatlardan ikisinde Cyp51A degisiklikleri ve ayni
zamanda POS ve VOR (MIC sirasiyla >4 mg/litre ve 2 mg/litre) veya yalnizca
POS (M220K; MIC >4 mg/litre) kars1 ¢apraz direng saptanmistir. MIK degerleri
>2 mg/litre olan 10 A. fumigatus izolatinin tiimii ITR, POS ve VOR direngli ve bu
izolatlarin sekizinde (%80) Cyp5S1A degisiklikleri saptanmistir (Jorgensen
vd.,2019).

Azollere direng, CYP51A geninde nokta mutasyonlar1 ve belirli kodonlarda
(6rn. G54E, G138, G448S ve M220K vd.) amino asit degisiklikleri ile gelisebilir.
CYP51A icindeki nokta mutasyonlarina ek olarak, bu izolatlar ayrica CYP51A
geninin promotor bolgelerinde ekspresyon artigsina neden olan tekrarlara sahiptir
(6rn. TR 34 /L98H, TR 46 /Y121F/T289A, TR34 3 /L98H, TR 46 3
/Y121F/M1721/T289A/G448S). Antarktika hari¢ yedi kitanin tamamindan, A.
fumigatus'ta spesifik molekiiler mekanizmalar TR 34 /L98H veya TR 46
/Y121F/T289A'ya bagl azol direnci rapor edilmistir (Van der Linden, 2011;
Bader vd., 2013; Vermeulen vd., 2013; Ozmerdiven vd., 2015; Rivero-Menendez
vd., 2016; Garcia-Rubio vd.,2017; Wu vd., 2020; Hsu vd., 2022; Wang vd., 2022;
Ener vd., 2022).

2007 yilinda Hollanda’da, daha once hi¢ azol tedavisi almamis hastalar
dahil 9 hastanin 13 izolatiyla yapilmis ve bunlarin 12’sinde baskin direng
mekanizmasinin TR34/L98H oldugu bildirilmistir (Verweij vd., 2007). 2009
yilinda yapilan ¢alismada, azol direncli izolatlarda TR34/L98H ve digerlerinde
hedef enzimde yapisal degisikliklere yol acan 4 tanesi yeni olmak tizere 18 farkli
aminoasit degisikligi saptanmistir (Howard vd, 2009). Hollanda’da 2010-2013
yillar1 arasinda ise; izole edilen 952 A. fumigatus izolatinin 225’inin (%62)
TR34/L98H, 98’inin (%27) ise TR46/Y121F/T289A mutasyonuna sahip oldugu,
39 (%10.5) izolatin cyp51A geninde direnci agiklayacak higbir mutasyon
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tastmadigi, diger 2 izolatin ise cypS1A geninin direngle iliskili diger mutasyonlari
tasidigr gosterilmistir (Van Ingen, 2015). Belgika ve Hollanda’da, 2014 yilinda
ilk defa panazol direngli suslarda TR46/Y121F/T289A mutasyonu saptanmistir
(Vermeulen vd., 2012; Van der Linden vd., 2013).

Danimarka'da 4. fumigatus ile kolonize olmus hastalardan izole edilen 133
izolatin  cyp51A  geninin TR/L98H, TR/L98H/S297T/F4951, M220K,
M220I/VIOIF ve Y431C mutasyonlarimi tasidiklari saptanmistir. Azol grubu
antifungallere diren¢li bu 6 izolata sahip hastalarin tamaminin oncesinde azol
kullanim 6ykiisii oldugu belirtilmistir (Arendrup vd., 2010). Danimarka'da, azol
kullanmamis hastalardan izole edilen 4. fumigatus TR 46 /Y121F/T289A ve TR
34 /L98H mutasyonunun klinik numunelerden ilk tespiti 2014 yilinda yapilmistir
(Astvad vd., 2014).

Almanya’da 2010 - 2013 yillar1 arasinda yapilan bir ¢alismada 4. fumigatus
izolatlarimin TR34/L98H mutasyonunu tasidigi saptanmistir. Direngli sus

saptanan hastalarin %52,9’unda cyp51A geninde mutasyon saptamiglardir (Bader

vd., 2013).

Fransa’da 2010- 2011 yillar1 arasinda yapilan bir ¢aligmada ise, hastalarin
%4.6's1n1in (6/131 hasta) azol direngli izolatlarla kolonize oldugu ve TR34/L98H
mutasyonu tasidigir saptanmistir (Chowdhary vd., 2015). Fransa’da yapilan bir
baska calismada ise ITZ direng prevalanst %8 olarak bildirilmistir (Garczewska

vd., 2016).

ABD'den klinik orneklerde 2.138 A. fumigatus izolat1 tiir dagilimi ve
antifungal duyarliliklar1 agisindan degerlendirilmis CYP51A geninde azol direnci
ile iligkili amino asit degisikliklerine yol agan mutasyonlar, direng¢li veya vahsi
tip olmayan izolatlarin %75,3"'tinde bulunmustur. Cok sayida izolatta mutasyonlar
belirlenmesine ragmen promotor bolgesinde tandem tekrarlar tespit edilmemistir

(Badali vd., 2022).

Wang ve ark.1; azole direngli A. fumigatus'ta cyp51A geninin li¢ mutant
lokusu TR46/Y121F/T289A olarak tanimlanmistir (Wang vd., 2022). Cin'den
bildirilen A. fumigatus izolatlarinda azol direncinde TR 34 /L98H/S297T/F495I,
baskin diren¢ mekanizmasi olarak bildirilmistir ve bunu TR 34 /L98H takip

etmistir. Cogunlukla bir cyp51A tek nokta mutasyonu barindiran TR aracili
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olmayan TRAF izolatlari, TR aracili direngli izolatlardan daha fazla genetik
cesitlilik gdstermistir (Su vd., 2021). Tayvan'daki 2022 yilinda 4. fumigatus'un
azole direngli suslarinda, cypS1A'da TR 34 /L98H ve TR 34 /L98H/S297T/F4951
mutasyonlar1 belirlenmistir. VOR orta derecede duyarli bir sus ise, kodlama
bolgelerinde nokta mutasyonlart nedeniyle bes amino asit ikamesi
(FA6Y/M172V/N248T/D255E/E427K) bulunmus ve ii¢ susta ii¢ farkli mutasyon
paterni tespit edilmistir (Hsu vd., 2022).

Afrika'da TR 34 /L98H, TR 46 /Y121F/T289A, GS54E,
F46Y/M172V/E427K ve M172V olmak lizere bes farkli cyp 51A mutasyonu
bildirilmistir. TR 34/ L98H, TR 46 ile Afrika izolatlar1 /Y121F/T289A ve G54E
mutasyonlart1 yakindan iliskiliydi ve iki kiimeden birinde (kiime-B)
gruplandirilabilirken, cyp 51A -M172V mutasyonu c¢ogu cyp 51A-WT susu
(kiime-A) ile kiimelenmistir. Molekiiler epidemiyolojideki bu benzerlikler, uzak
bolgelerden direng 6zellikleri tasiyan izolatlarin olasi1 gdgiinii akla getirmektedir.
TR 34 /L98 mutasyonunu barindiran tiim Afrika TRAF izolatlar1 ITR’e direncli
bulunmustur. TR 34 /L98H, Afrika'daki klinik hastalarda bulunan tek direncli
mekanizma olarak bildirilmigtir. Cyp51A genindeki bes mutasyon, Afrika'da

diren¢li mekanizma olarak rapor edilmistir (Amona vd.,2022).

Iran'da ITR direngli A. fumigatus'un farkli klinik izolatlarinda, genomik
degisikliklerin tam bir haritasini elde etmek icin cypS1A, cyp51B, CdrlB, AtrR,
Hmgl, HapE ve FfmA genlerindeki mutasyonu tam genom dizileme (WGS)
teknigi ile degerlendirmisler ve bu gen lokuslarinda farkli isimsiz mutasyonlar
bulmuslardir. ITR MIK degeri 16 pg mL -1'in iizerinde olan A. niger, A.
tubingensis, A. welwitschiae ve A. terreus suslarinda cypS1A ve cyp51B genleri
polimorfizm olusturabilmektedir. Iran'dan gelen ilk rapor olan bu calismada
ayrica Aspergillus izolatlarin1 incelemek i¢in cyp51 olmayan gen lokuslarini
mutasyonlar acisindan degerlendirmis ve farkli izolatlarda ¢ok sayida mutasyon

gozlemlemistir (Nargesi vd., 2022).

Ulkemizdeki c¢alismalar incelendiginde, Ozmerdiven ve ark. tarafindan
1999-2012 yillar1 arasinda Bursa’dan bildirilen bir calismada A4. fumigatus
izolatlarinda %10.2 oraninda itrakonazol direnci bildirilmis ve direngli izolatlarin
%86.8’inde TR34/L98H mutasyonu saptamistir. Itrakonazol direngli suslar,

vorikonazole de direngli bulunmustur (Ozmerdiven vd., 2015). Dogan ve ark.lari
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klinik ve c¢evresel A. fumigatus izolatlarinda azol direncinin fenotipik ve
genotipik olarak degerlendirdigi ¢alismasinda, 11 izolatta (%2.3) itrakonazole
diren¢ bildirirken, cyp51A geninde mutasyon saptanmamiglardir (Dogan vd.,
2020). Ener ve arka ise, 2022 yilinda cevresel Orneklerde A. fumigatus
izolatlarinda %1,3 ve klinik 6rneklerde (n=392) ise %3,3 oraninda direng ve
cypS1A geninde %47,4 TR34/L98H mutasyonu tespit etmislerdir (Ener vd.,
2022).

(Calismamizda azollere diren¢ saptanan izolatlarda CYP51A geninde azol
direnci ile iliskili aminoasit degisikliklerine yol acan nokta mutasyonlar
arastirilmis ve cypS1A genindeki CypA-L98H nokta mutasyonu 6 izolatta ve
CypA-M220  nokta  mutasyonu 7  izolatta  tespit  edilmistir  (
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). A. fumigatus, A.niger ve A. pseudoglaucus olarak tanimlanan (H23)
izolatlarda, CypA-L98H ve CypA-M220 mutasyonlarinin her ikisi de tespit
edilmistir. 4. pseudoglaucus olarak tanimlanan ve VOR icin MIK degeri >32
ug/ml, ITR igin MIK degeri 4 pg/ml olan H3 izolatinda CypA-M220 mutasyonu
tespit edilip, CypA-L98H mutasyonu tespit edilmemistir. A. terreus olarak
tanimlanan ve ITR e duyarli olup MiK degeri 1 ug/ml olan H64 izolatinda CypA-
LI98H ve CypA-M220 mutasyonlar: tespit edilmemistir.

Arendrup ve ark.lar1 ¢alismalarinda CYP51A gen dizilimi ile direngli 4.
fumigatus izolatlarin1 saptamak i¢in ITR (4 mg/L), VOR (2 mg/L) ve POS (0.5
mg/L) iceren 4 kuyucuklu azol i¢eren agar plakalar kullanmis ve azol agar tarama
yonteminin genel duyarliligi ve 6zgilliigli, TR34/L98H ve TR46/Y121F/T289A
CYP51A mutasyonlarini tastyan izolatlarda %99 olarak bulunmustur. ITR igeren
agar, G54, M220 ve TR 34 /L98H mutantlarini tanimlamistir. Buna kargilik, VOR
igeren agar, %9 TR 34 /L98H, %76 M220 ve hemen hemen tiim G54 mutantlar1
(%97) tanmimlanamamistir(Arendrup vd., 2017).

Spiess ve ark.1 ¢alismasinda; klinik drneklerden cyp51A geninde dogrudan
azol direncini tespit ettikleri c¢alismasinda, bir A. fumigatus izolatinda TR
degisikligiyle birlikte L98H mutasyonu, azole direngli bir izolatta ise M220T
degisikligi tespit edilmistir (Spiess vd., 2012). Garcia-Rubio ve ark.
calismalarinda, VOR ve POS’de gériilen yiiksek MIK degerinde ve ITR
direncinde M220 mutasyonu belirlemistir (Garcia-Rubio vd., 2017). Garcia-
Effron ve ark. A. fumigatus'ta triazol antifungal direncinin tespit edildigi
calismasinda, L98H mutasyonunun tek basina azol direncine aracilik etmedigini
ancak TR degisikligi ile kombinasyon halinde anlamli oldugunu bildirmislerdir
(Garcia-Effron G, vd., 2008). Calismamizda A. fumigatus izolatlarinda Cyp51A
gen bolgesinde CypA-LI98H ve CypA-M220 mutasyonlari tespit edilmistir.

A. terreus izolatlarinda (n=26) azol diren¢ mekanizmasi iizerine genis
kapsamli bir ¢aligmada; cypS1A geni T650C, A649G, G1030A ve A956G amino
asit dizilerinde degisiklikler tespit edilmistir (Zoran vd., 2018). A. terreus
izolatinda (n=12) yapilan bir ¢calismada da, D344N'deki ikameler iki izolatta ve
M2171 bir izolatta ve iki A. terreus izolati arasinda sadece AR2 izolati, cyp51A
ve cyp51B genlerinde nokta mutasyonu bildirilmistir (Rivero-Menendez vd.,

2019). Calismamizda agar plak yontemi ile VOR’de agar plakta iireme tespit
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edilen 4. terreus izolatinda CypA-L98H ve CypA-M220 mutasyonlar1 tespit

edilmemistir.

A. niger ile ilgili 2022 yilinda Nargesi ve ark.’nin tim genomun analizini
yaptiklar1 calismalarinda ise, cyp51A ve cyp51B genlerinde tespit edilen 15
sessiz mutasyon disinda, cypS1A ve cyp51B genlerinde sirasiyla 3 ve 2
degistirme mutasyonu tespit edilmistir. Ek olarak, cyp51B geninde mutasyon
bulunmamasina ragmen A. tubingensis'te (ATl ve AT2 izolatlar1) cyp51B
geninde sirastyla 20 ve 21 sessiz mutasyon saptamislardir (Nargesi vd., 2022). 4.
niger izolatlarinda yapilan bir ¢alismada, bir smiftaki cyp51A geninde
mutasyonla iligkili azol direnci bildirmezken, diger sinifin 4. niger izolatlarinda
alti degistirme mutasyonu meydana geldigi bildirilmistir ve gen mutasyonlari
lizerine yapilan calismada, ilgili kusaklarda celiskiler gostermistir (Howard vd.,
2011). Calismamizda MIK degerlerinde artis belirlenen A. niger izolatinda CypA-
LI98H ve CypA-M220 mutasyonlar1 tespit edilmistir.

(Calismalarda, kriptik tiirlerin sadece klinik vakalarda yayilmadigini, ayni
zamanda genomik kompozisyonlarinda azol direncine yol agan nokta
mutasyonlarinin yiiksek oranda oldugunu bildirilmektedir (Nargesi vd., 2022).
Bizim c¢alismamizda da kriptik tiirlerden 4. pseudoglaucus izolatinin birinde
CypA-L98H ve CypA-M220 mutasyonlari tespit edilmis, birinde ise CypA-M220

mutasyonu tespit edilmesine ragmen CypA-L98H mutasyonu tespit edilmemistir.

TR34/L98H degisimi ile ortaya ¢ikan direngte, hedef modifikasyonu ve
buna bagh ilag enzim etkilesimi bozulmasinin yani sira, promotor bolgedeki 34
baz c¢iftlik bolgenin ¢ift kopya olusu rol oynamaktadir (Verweij vd.,2009).
Cyp51A geninde azol direnci ile iligkili bilinen nokta mutasyonlardan M220,
ilacin enzime baglanma bdlgesi gibi ilag enzim iligkisinin 6nemli oldugu
bolgelerde meydana gelmektedir. Bu bdlgelerde mutasyon olustugunda azol
grubu antifungaller lanosterol demetilaz enzimiyle etkilesememekte; bu durum
hastanin klinigine izole ITR, POS veya VOR direnci ya da tim azollere kars1
panazol direnci olarak yansiyabilmektedir (Hagiwara vd., 2016). Calismamizda
A. fumigatus izolatlarinda tespit edilen M220 mutasyonu, Tiirkiye'den bildirilen

ilk nokta mutasyondur.
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Yeni diren¢ mekanizmalar1 ortaya ¢ikmaya devam etmektedir ve azollerin
aspergilloz tedavisindeki roliinii tehlikeye atarak klinik sonuglari dogrudan
etkilemektedir (Wang vd., 2022). Tiirkiye'ye ait bu konu ile ilgili epidemiyolojik
veriler sinirli sayidadir. Azole direng siirveyans programlari azdir ve iilkemizde
ve diinya genelinde azole direngli vakalarin yayginligina iliskin veriler A.
fumigatus ile c¢ok smirhidir. Aspergillus tiirlerine ait verilere ihtiya¢ vardir.
Aspergilloz prevalansi cografi olarak degisken olmasi ile bu konuda dagilimi
belirlemek i¢in her cografi bolgeden verilere ihtiya¢ duyulmasi bizi bu konuda

antifungal duyarlilik ve direng ¢aligmaya yonlendirmistir.

Ulkemizde kiif {iremeleri takip edilen hastalarin klinik érneklerinden izole
edilen Aspergillus izolatlarinda pan-azole direncli izolat ve ITR direncli suslarin
varliginin belirlenmis olmasi 6nemli bir endise konusudur. Tedaviye cevap
alinamadig1 durumlarda antifungal duyarlilik testi ¢aligilmasi ¢ok 6nemli olmakla
birlikte azol grubu antifungallere karsi direncin belirlenmesi i¢in daha pratik,
maliyeti diisiik ve uygulamasi kolay diren¢ tarama yontemi kullanilmasina ihtiyag

vardir.
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VI.SONUC VE ONERILER

Aspergilloz gliniimiizde farkli risk gruplarinda artan sikliklarda goriilmeye
baslayan ve yiiksek mortalite ile seyreden enfeksiyonlardir. Aspergilloz
vakalarindaki diinya ¢apindaki artis géz oniine alindiginda, hastalifa neden olan
ajani tiir diizeyinde belirlemek, hem tanisal zorluklar1 hem de yiliksek mortalite
oranlar1 nedeniyle 6nem tasimaktadir. Bu ¢alismada Aspergillus spp. izolatlarinda
tir dagilimi belirlenmis ve literatiir ile uyumlu olarak A4. fumigatus suslarinin
baskin oldugu goriilmiistiir. 4. fumigatus suslarinda azol direnci son zamanlarda,
tedavi basarisizliginin bir nedeni olarak giderek daha fazla bildirilmektedir.
Aspergillus spp. tiirlerinde ila¢g direncinin ortaya c¢ikmasi, kiiresel halk sagligi

sorunudur ve klinik pratikte endise verici bir konudur.

Aspergilloz enfeksiyonu agisindan yliksek risk tasiyan ve uzun siireli tedavi
gerektiren hastalar icin azoller tedavinin temelidir. Yiksek riskli gruplarda
antifungal profilaksi aspergillozu Onleyebilir. Azole direngli aspergilloz
enfeksiyonlarinda uygun tedavi ic¢in in vitro antifungal duyarlilik testleri ile
direncin belirlenmesi gerekir. Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda azole
direncli Aspergillus spp. vakalarin hizli tespiti i¢in rutin olarak direng¢ taramasinin
yapilmast Onerilmektedir. Klinik Aspergillus spp. izolatlarinda azol direncinin
saptanmasina yonelik kullanimi kolay tarama prosediirii, mikrobiyoloji
laboratuvarinin giinliik rutininde hizli test yapilmasi ile erken zamanda uygun

tedavi kolaylastiracaktir.

Calistigimiz iki antifungal duyarlilik yontemi agar plak (EUCAST 10.1) ve
gradient test yontemini karsilastirdigimizda uyumlu bulunmustur, ancak agar plak
ila¢ konsantrasyonlarinin EUCAST rehberlerinin son diizenlemelerinde (Version
3.0, 2022-01-18) rehberi ile uyumlu olarak giincellenmesi gerekmektedir.
Boylelikle Aspergillus spp. tirleri i¢in kullanilan agar plak yontemi, rutin
kullanimda  hizli, pratik ve giivenilir olarak klinik  mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda kolayca uygulanabilir. Azol direncinin giivenilir bir sekilde

saptanmas1 ve hastanin daha erken uygun tedaviden fayda saglamasinin yaninda
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daha fazla laboratuvar azol direncini tarayacagindan, daha fazla direng
saptanabilir ve Ozellikle taramanin yaygin olmadigi alanlarda, azol direncinin

epidemiyolojisi lizerinde etkileri olacaktir.

Sonug¢ olarak, calismamizda elde ettigimiz sonuglara gore azol grubu
antifungallere direng oran1 %5,6 saptanmistir ve Aspergillus spp. izolatlarinda
azol direnci ile en sik iligkilendirilmis olan CypS51A gen bolgesinde CypA-L98H
ve CypA-M220 mutasyonlar1 tespit edilmistir. Bu veriler dogrultusunda
tilkemizde Aspergillus spp. tiirleride azol direncinin kazanilmasiyla ilgili
olabilecek cypS51A°’da goriilen mutasyonlarin tespiti ile farkli bolgeler arasindaki
dagilimlarin belirlenebilecegi diisliniilmiistiir. Ayrica invaziv enfeksiyon etkeni
olan Aspergillus spp. izolatlarinda azol direncinin gozlenmesi, aktif siirveyans
calismalarinin gerekliligine isaret etmis, Aspergillus spp. tiirlerinde azol grubu
antifungallerin siirekli siirveyans g¢aligsmalari, hizli duyarlilik testinin 6nemini
gostermis ve agar plak tarama yOnteminin azol direncinin belirlenmesinde

uygulanabilecegini diislindiirmiistiir.
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Ek.1: izin Yzismalari
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Bilgilerinize sunanm.

Girisimsel Ol Klinik Arastirmalar

ik Kurulu Bagkani

www.aydinedu.tr | 444 1 428
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