EUCAST TANIMLAYICI DOKUMANI EDef 9.2

Konidia Olusturan Kiifler icin Antifungal Ilaglarin Sivi Diliisyonla Minimum

Inhibitor Konsantrasyonlarini Belirleme Yontemi
Yayin Tarihi: Temmuz 2014
Ceviri Tarihi: Aralik 2014

Arendrup MC, Cuenca-Estrella M, Lass-Florl C, Hope W, Howard SJ and the Subcommittee
on Antifungal Susceptibility Testing (AFST) of the ESCMID European Committee for
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)

*EUCAST-AFST: MC Arendrupl (Chairman, Denmark), SJ Howard4 (Scientific Secretary,
UK), WW Hope4 (Steering Committee, UK), C Lass-FlorI3 (Steering Committee, Austria), M
Cuenca-Estrella2 (Steering Committee, Spain), S Arikan-Akdagli5 (Turkey), F Barchiesi6
(Italy), J Bille7 (Switzerland), E Chryssanthou8 (Sweden), P Gaustad9 (Norway), AH Groll10
(Germany), P Hamalll (Czech Republic), H Jarvl2 (Estonia), N. Klimkol3 (Russia), P.
Koukila-Kahkola (Finland)14, K. Lagroul5, O. Lortholary16 (France), T. Matos (Slovenia)l7,
CB Moorel8 (UK), A. Schmalreck 19, A Velegraki20 (Greece), P Verweij21 (The
Netherlands).

1 Unit of Mycology building 43/117, Dept Microbiological Surveillance and Research, Statens
Serum Institut, @restads Boulevard 5, DK-2300 Copenhagen, Denmark, Email maca@ssi.dk
2 Mycology Reference Laboratory, National Center for Microbiology, Instituto de Salud
Carlos III, Majadahonda, Spain,

3 Division of Hygiene and Microbiology, Innsbruck Medical University, Innsbruck, Austria,

4 Antimicrobial Pharmacodynamics and Therapeutics, Department of Molecular and Clinical
Pharmacology, University of Liverpool, Liverpool, United Kingdom,

5 Hacettepe University Medical School, Department of Medical Microbiology, Mycology
Laboratory, Ankara, Turkey,

6 Clinica Malattie Infettive, Universita Politecnica delle Marche, Ancona, Italy,

7 University Hospital, Lausanne, Switzerland,

8 Dept Clinical Microbiology, Karolinska University Hospital, Stockholm, Sweden,

9 Dept. Clinical Microbiology, Rikshospitalet, Oslo, Norway,

10 Infectious Disease Research Program, Center for Bone Marrow Transplantation and
Department of Pediatric Hematology/Oncology, University Children's Hospital Muenster,
Germany, EUCAST E.DEF 9.2 July 2014 Antifungal MIC method for conidia forming moulds
Page 2 of 24



11 Dept. of Microbiology, Faculty of Medicine, Palacky University Olomouc & University
Hospital Olomouc, Czech Republic,

12 Tartu University Hospital, Tartu, Estonia,

13 Dept. of Clinical Mycology, Nord-West Medical University 1/28 Santiago de Cuba str.
Saint Petersburg, Russia,

14 Mycology Unit, HUSLAB, Helsinki University Central Hospital, Helsinki, Finland,

15 Dept. of Microbiology & Immunology, KU Leuven, Leuven and National Reference Center
for Mycosis, UZ Leuven, Leuven, Belgium,

16 Centre National de Référence Mycoses Invasives et Antifongiques, Unité de Mycologie
Moléculaire, Institut Pasteur, Paris, France,

17 Institute of Microbiology and Immunology, Medical Mycology Department, Medical
Faculty, University of Ljubljana, Ljubljan, Slovenia,

18 The University of Manchester, Manchester Academic Health Science Centre, NIHR
Translational Research Facility in Respiratory Medicine and Mycology Reference Centre,
University Hospital of South Manchester NHS Foundation Trust, Manchester, UK,

19 MBS—NMicrobiology, P.O. Box 101247, 80086 Munich, Germany,

20 Mycology Research Laboratory, Department of Microbiology, Medical School, National
and Kapodistrian University of Athens, Athens, Greece,

21 Radboud University Medical Centre Nijmegen, The Netherlands,

Geviri: Prof. Dr. Beyza Ener (Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dall), Prof. Dr. Zayre Erturan ( Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dalr)



GIRIS

Antifungal duyarlilik testleri, dogal veya edinilmis direng olasiligi oldugunda ya da sadece tiir
tanimlamasiyla duyarliiigin glvenilir olarak tahmin edilemedigi durumlarda invazif,
tekrarlayan veya tedaviye yanitsiz hastaliklara sebep olan mantarlara uygulanir. Direng

takibi, epidemiyolojik calismalar ve yeni ve mevcut ajanlarin in vitro aktivitesinin
karsilastiriimasi icin de antifungal duyarlilik testlerinin yapilmasi 6nemlidir.

Antimikrobiyal ilaclarin  minimum inhibitdér konsantrasyonlarinin (MIiK) saptanmasi icin
dilisyon (seyreltme) ydntemleri kullanilir. Dilisyon yontemleri, antimikrobiyal duyarlilik
testlerinde referans yontemlerdir. Yeni bir antimikrobik ilacin aktivitesini belirlemede, diger
test formatlariyla (ticari gradiyent ve disk difiizyon testleri) arada kalindigi zaman
organizmalarin duyarliligini dogrulamada ve diger test formatlarinin giivenilir veya valide
olmadigi (ki bu kif mantarlarinin duyarliidinda halen en genel senaryodur) organizmalarin
duyarliigini belirlemede esas olarak kullaniimaktadir. Dillisyon testleriyle, mikrodillisyon
plaginin kuyucuklarinda bir antimikrobiyal ajanin seri sulandirmlarini bulunduran sivi
ortaminda (sivi besiyeriyle mikrodillisyon), mantarlarin gorilebilen Ureme olusturma
yetenekleri arastirilir.

Bir ilacin bir mantarin tGremesini engelleyen (inhibe eden) en dlisiik konsantrasyonu -mg/L
olarak ifade edilir- antifungal MIK olarak tanimlanir. MIK mikroorganizmanin antifungal
maddeye duyarlii§i veya direnci konusunda bilgi vermektedir ki bu tedavi kararina
yardimcidir.

Invazif kif hastaliklarinin tedavisinde artan sayida seceneklerle beraber baz tiir ve suslarda
antifungal ilaclara direncin gosterilmesi, filamentéz fungal izolatlara karsi yeni ve mevcut
antifungal ilaglarin in vitro duyarlihigini belirleyen standart bir yonteme ihtiyag oldugunu
dogrulamaktadir (1-10).

Bu dokiimanda tanimlanan ydntem, klinik énemi olan mantar hastaliklarina yol agan kiifleri
test etmek icin Avrupa referans ydntemi olarak hazirlanmistir.

KAPSAM

Bu EUCAST standardi, konidia olusturan kiiflerin antifungal maddelere karsi MiK'lerinin
saptanmasiyla duyarliliklarini belirleyen bir ydntemi tarif etmektedir. MiK'ler belirli bir
antifungal ilacin, tarif edilen test kosullari altinda in vitro aktivitesini gdstermektedir ve
farmakokinetik, farmakodinamik ve direng mekanizmalari gibi baska faktorler ile birlikte
hasta yonetiminde kullanilabilir. MIK, uygun sinir noktalar (break-point) kullanildiginda,
kiiflerin bir antifungale “duyarli (D)”, “orta duyarli (OD)” veya “direncli (Di)” olarak
siniflandinimasina olanak vermektedir (11,12). Ayrica tiire spesifik epidemiyolojik cutoff
degerleri (ECOFF) kullanildiginda, MIK dagiimlan sokak tipi (wild-type) veya sokak tipi (non-
wild type) olmayan mantar populasyonlarinin tanimlanmasi icin de kullanilabilir.

Bu tanimlanan standart, kiiflerin antifungal ilaclara duyarliigini 6lgmede kolay, hizli ve
ekonomik bir yéntemdir ve kabul edilebilir derecede uygunluk (6r. laboratuvarlar arasinda
belirli aralik igindeki uyusma) saglamak icin hazirlanmistir. Rambali ve ark (13) tarafindan
gosterildigi gibi, antifungal maddelerin filamentdz mantarlar icin MIK dederleri bircok
faktorden etkilenmektedir. Ornegin, Aspergillus tirlerine kargi itrakonazol MIK'i
mikrodiliisyon kuyucugunun seklinden, inokulum konsantrasyonundan, inkiibasyon sicakhgi
ve zamanindan bliylik oranda etkilenir. Dolayisiyla teknik faktorler cok 6nemli oldugundan
bu standart; inokulum hazirlanmasi, inokulum miktari, inkiibasyon sicakligi ile zamani ve
besiyeri formuill gibi test kosullarina odaklanmistir.



TERIMLER VE TANIMLAR

1.

Antifungal madde: Bir kiflin Uremesini engelleyen veya o6ldiren biyolojik, semi-
sentetik, sentetik orijinli maddedir. Dezenfektanlar, antiseptikler ve koruyucular bu
tarife dahil degildir.

Antifungal maddelerin 6zellikleri

a. Etki giicli (potens). Bir test maddesinin, ayni maddenin referans olarak
alinan toz halindeki sekline (bilinen potense sahip) karsi bir “bioassay” ile
belirlenmis olan antimikrobik olarak aktif fraksiyonudur. Etki glicli, kitle
fraksiyonu olarak gram basina miligram seklinde (mg/g) veya etkinlik igerigi
olarak gram basina internasyonel Unite (IU) seklinde, ylzde kutle veya ylizde
hacim fraksiyonu seklinde veya madde konsantrasyonunun miktari olarak
(kitle fraksiyonu) test maddesinin icerdigi malzemelerin litresi basina mol
olarak ifade edilmektedir.

b. Konsantrasyon. Tanimlanmis hacimdeki bir sivinin icerisindeki bir
antimikrobik maddenin miktarn. Konsantrasyon SI Uniteleri olarak, mg/L
seklinde ifade edilmektedir.

Stok soliisyonu. Ek sulandirimlar icin kullanilan baslangic sollisyonu.

Minimum inhibitér konsantrasyon (MIiK). Tanimlanmis bir zaman periyodunda
kiiflerin remesini inhibe eden en diisiik konsantrasyon. MiK mg/L olarak ifade
edilmektedir.

Sinir nokta (“Breakpoint” BP). Kiflerin “duyarli”, “orta duyarli” ve “direngli”
seklindeki klinik kategorilere ayrilmasina temel olusturan spesifik MIK degerleri. Sinir
nokta degerleri, kosullardaki degisikliklere bagh olarak degisime ugrayabilmektedir
(6rnedin sik kullanilan ilag dozajlarindaki degisiklikler).

a. Duyarh (D). Bir kiif, terapotik basari olasiliginin yiiksek olmasi ile iliskili olan
bir antimikrobiyal aktivite diizeyine gére duyarl olarak tanimlanmaktadir.
Mantarlar belirlenmis bir fenotipik test sisteminde uygun sinir nokta ile duyarl
olarak kategorize edilmektedir.

b. Orta duyarh (OD). Bir kif, terapétik etkinin belirsiz olmasi ile iligkili olan bir
antimikrobiyal madde aktivite dlzeyine gbére orta duyarl olarak
tanimlanmaktadir. Bu kif belirlenmis bir fenotipik test sisteminde uygun sinir
nokta ile orta duyarh olarak kategorize edilmektedir. Bununla kastedilen, bu
susa bagh bir enfeksiyonun, ilaglarin fiziksel olarak yodunlastigi viicut
bolgelerinde veya ilag yiiksek dozda kullanilabildigi zaman uygun sekilde
tedavi edilebilecegidir ki bu, ayni zamanda ufak, kontrolsiiz teknik faktorlerin
degerlendirmelerde major uyusmazliklara neden olmasini dnleyecek olan bir
tampon bdlge olusturmaktadir.

c. Direncgli (DI). Bir kif, terapétik basarisizlik olasiiginin yiiksek olmasi ile
iliskili olan bir antimikrobiyal aktivite dlzeyine gdre direncli olarak
tanimlanmaktadir. Mantar suglari belirlenmis bir fenotipik test sisteminde
uygun sinir nokta ile direncli olarak kategorize edilmektedir.

Sokak-tipi (“Wild-type”). Antifungal maddeye karsi edinilmis direng
mekanizmalarina sahip olmayan bir sus.

Kalite kontrolii icin referans sus. Sabit, belirli antifungal duyarlilik fenotiplerine
ve/veya genotiplerine sahip karakterize edilmis, kataloglanmig mantar. Bunlar kiltir
koleksiyonlarindan elde edilebilmekte ve kalite kontroliinde kullanilabilmektedir.
Duyarlilik test yontemi

a. Sivi diliisyon. Sivi besiyerinde antifungal ajanlarin seri sulandirimlarinin
(genellikle iki-kat) yapildigi bir teknik olup, bu ortamda standart sayida bir



organizma belirli bir siire inkiibe ediimektedir. Bu ydntemin amaci MIiK
belirlenmesidir.
b. Mikrodiliisyon. Sivi dilisyonun, kuyucuk kapasitesi yaklasik 300ul olan bir
mikrodillisyon plagindaki uygulamasidir.
9. Suvi besiyeri. Mantarlarin in vitro Gremesi igin kullanilan sivi ortam.
10. Inokulum. Belirli bir hacim icerisinde siispanse edilen sporlarin/konidialarin (koloni
olusturan birimler) sayisi. Inokulum mililitre basina koloni olusturan birimler olarak
ifade edilmektedir (KOB/mL).

TEST YONTEMLERI
Genel

Yéntem, kuyucuklar diz tabanli olan mikrodillisyon plaklarinda uygulanmakta olup, kuyucuk
basina 100ul antifungal calisma sollisyonuna 100ul inokulumun eklenmesine dayanir.

Besiyeri

Son konsantrasyon %?2 olacak sekilde glikoz ilave edilmis olan RPMI 1640 (L-glutamin ve bir
pH indikatorll fakat bikarbonatsiz) (RPMI %2 G) énerilmektedir. RPMI en az bagka sentetik
besiyerleri kadar tatmin edicidir (14,15). Standart %0,2'lik glikoz konsantrasyonu yerine
%2'nin kullanilmasinin daha iyi bir Greme ile sonuglandidi ve son noktalarin (“end-point”)
saptanmasini kolaylastirdigi gosterilmistir (16). RPMI 1640 besiyeri igin kullaniimasi 6nerilen
tampon, son konsantrasyonu 0.165 mol/L; pH1 7.0 olan 3-(N-morfolino) propansulfonik
asittir (MOPS). RPMI 1640'in bilesimi Tablo 1'de dzetlenmistir. Onerilen iki kat konsantre %2
glikozlu RPMI 1640 (RPMI %2 G) (mantar inokulumu eklenir eklenmez %50°lik [1:1] bir
dilisyona imkan tanimak igin, bkz. “caligma solusyonlarinin hazirlanmasi” ve sonrasi)
besiyeri su sekilde hazirlanmaktadir:

Tablo 2'deki bilesenlere 900 ml distile su eklenir.

Bilesenler tamamen ¢ozlinene kadar karistirilir.

Bir yandan karistirarak, 25°C'de 1M sodyum hidroksit ile pH 7.0’ye ayarlanir.

Son hacim 1000 ml olana kadar su eklenir.

Gozenek bliyilikligi 0.22um olan bir filtre ile steril edilir.

4°C veya daha dusuk sicaklikta alti aya kadar saklanir.

Steril hale getirilmis besiyerinin bir miktari kalite kontrolti amaciyla sterilite denetimi,
pH'In yeniden test edilmesi (6.9-7.1 kabul edilebilirdir) ve bir referans sus ile Greme
kontrolu igin kullanilir.

Nounhkwphe=

ANTIFUNGAL MADDELER
Genel

Tum antifungal ilag soliisyonlar Iyi Uretim Uygulamalarina (Good Manufacturing Practice)
uygun olarak hazirlanmalidir. Saf antifungal tozlar dogrudan ilag Ureticisinden veya gtivenilir
ticari kaynaklardan temin edilmelidir. Klinik kullanim icin hazirlanan ilaglar, duyarhlik testi ile
etkilesebilen ek maddeler igerebildiklerinden kullanilmamaldir. Tozlar ilacin jenerik adi, bir
dretim parti (“lot”) numarasi, etki glicli, son kullanma tarihi ve dnerilen saklama kosullari ile
birlikte saglanmalidir. Tozlar, imalatcilar tarafindan baska sekilde énerilmiyorsa, bir kurutucu
madde ile birlikte, kapal kaplarda -20°C'de veya daha disuk sicaklikta saklanmalidir. Nem
ceken maddeler dondurulmadan o6nce tercihen her seferinde biri kullanilacak sekilde,
parcalara bolinmelidir. Suyun tozun ({stiinde yodunlasmasini Onlemek igin kapaklari
acllmadan 6nce kaplarin oda isisina kadar i1sinmasi saglanmalidir.



Stok soliisyonlarinin hazirlanmasi

Antifungal ilag sollsyonlari, kullanilacak olan antifungal tozun etki glici dikkate alinarak
hazirlanmalidir. Standart bir soliisyonun hazirlanmasi icin gerekli olan toz veya ¢6zicintlin
miktari su sekilde hesaplanir.

Adirlik (g)= Hacim (L) X Konsantrasyon(mg/L)
flacin etki giicii (mg/qg)

Hacim (L)= Adirlik (g) X Ilacin etki giicii (mg/q)
Konsantrasyon (mg/L)

Antifungal madde tozundan 100 mg tartildiginda, iki basamakli gosterecek sekilde
ayarlanmig bir analitik tarti kullaniimalidir. En az 100 mg tozun tartiimasi dnerilmektedir.
Antifungal ilag, stok soliisyonlarini mikrodiliisyon plaginda test edilecek olan en yiiksek
konsantrasyondan 200 kere yiiksek konsantrasyonlarda hazirlanir. Uretici, ilag ile birlikte
antifungal bilesiklerin ¢dziinirlikleri ile ilgili bilgi de saglamalidir. Bazi antifungal maddeleri
eritmek icin su disinda ¢ozicller gerekmektedir (Tablo 3). Stok sollisyonlarin sterilizasyonu
normalde gerekli degildir. Bununla birlikte gerektiginde, ilaglarin islem sirasinda absorbe
olmadiklarina veya bozulmadiklarina emin olarak (6rnegin filtrasyondan énce ve sonra alinan
ornekler test edilmelidir) uygun bir yontemle (6rnegin bir sterilizasyon filtresi) steril edilebilir.

Ilag imalatgisi tarafindan baska sekilde belirtilmediyse, ila¢ soliisyonlar ufak hacimler halinde
steril polipropilen veya polietilen siselerde -70°C'de veya altinda depolanir. Ilaglar, -70°C'de
en az alti ay belirgin bir aktivite kaybi olmaksizin saklanabilir (17). Ekinokandinler daha 6nce
-70°C'de dayaniksiz olarak kabul edilmis olmakla birlikte, bu sicakliga en az alti ay
dayandiklar bulunmustur (18).

Siseler -70°C'den cikartildiktan sonra c¢ozindikleri gin kullanilmahdir.  Ayni glin
kullanilmayan her ilag atilir. Antifungal ilactaki belirgin bir bozulma, kalite kontrol suslarinin
duyarliik test sonuglarinda goriilecektir (Tablo 5). Gerektiginde ilag, ilac etki gliciiniin
saptanmasi amaciyla test edilebilir.

Calisma soliisyonlarinin hazirlanmasi

Konsantrasyon aralii test edilen mikroorganizmaya ve antifungal ilaca bagldir.
Konsantrasyon araligi, eger mevcutsa sinir noktalari ve ayrica kalite kontrol suslari igin
beklenen sonuglari kapsamalidir. Onerilen ilag konsantrasyon araliklari Tablo 3'de
goriilmektedir. iki-kat ilag diliisyon serisi, iki kat konsantre RPMI %2 G'de hazirlanir (Tablo
4), 1ki kat konsantre RPMI %2 G, inokulum eklenmesi ile %50 sulanir ve son
konsantrasyonuna ulasir. Bu yaklasim inokulumun distile suda hazirlanmasina olanak
vermektedir.

Ilag diliisyonlari ISO 6nerilerine uygun olarak hazirlanmalidir (Tablo 4) (19). Referans
yontem kadar iyi uygulandiklan gosterildiginde, alternatif sulandinm semalari da kullanilabilir
(20).

Galisma sollisyonu hazirlamak (2X son konsantrasyon) icin gerekli basamaklarin 6zeti:

1. Bir antifungal ilag tlipi -70°C'den alinir.
2. Co6zicl uygun hacimlerde (c¢dzlcller icin Tablo 3, ¢dzlici hacimleri igin Tablo 4'e
bakiniz) dokuz fakli tiipe dagitilir.



3. Son konsantrasyonun 200 kati seri sulandirim hazirlamak igin Tablo 4'de tarif edilen
basamaklar izlenir. Stok konsantrasyonlar (3200 mg/L veya 1600 mg/L) Tablo 4'lin
1. basamadindaki benzer sulandirm semasi ile sulandirm araligi 0,03-16mg/L ve
0,015-8mg/L olacak sekilde sulandirilir.

4, Iki kat konsantrasyondaki RPMI %2 G besiyerinden 9,9 ml 10 adet tiip icine dagitilir.
Cozici icinde 200 kat konsantrasyonda antifungal olan tiplerden 100 pl alinarak 9,9
ml besiyeri (1:100 sulandirim) bulunan tiplere aktarilir. Boylece besiyeri tliplerinde
¢ozlicinin konsantrasyonu %1 ve antifungal ilacin konsantrasyonu ise son
konsantrasyonun iki kati olur.

Mikrodiliisyon plaklarinin hazirlanmasi

Steril plastik (ylksek badlayici plastikten kacgininiz) tek kullanimhk, nominal kapasitesi
yaklasik 300 pl olan tabani diiz 96 kuyucuklu plaklar kullanilir. Dislk buharlastirma kapaklari
kullaniimaz.

Mikrodiliisyon pladinin 1-10. kolonlarindaki kuyucuklara, her tipteki iki kat konsantre
antifungal ajandan 100’er pl dagitilir. Ornegin itrakonazol, vorikonazol veya posakonazol igin
birinci kolondaki kuyucuklara 16 mg/L ilag iceren besiyeri, ikinci kolondaki kuyucuklara
8mg/L ilag iceren besiyeri konur ve bu bdyle 10. kolon kuyucuklarina kadar devam eder.
Mikroplagin 11. ve 12. kolonundaki kuyucuklara ise 100 pl iki kat konsantre RPMI %2 G
besiyeri dagitilir.

Boylece 1-10. kolonlardaki kuyucuklara, son konsantrasyonun iki kati antifungal ilag bulunan
%1 ¢oziiclll iki kat konsantre RPMI %2 G besiyerinden 100 pl daditiimis olur. On bir ve 12.
kolonlardaki kuyucuklarda ise iki kat konsantre RPMI %2 G besiyeri vardir.

Mikrodiliisyon plaklarinin saklanmasi

Plaklar plastik veya aliiminyum folyo ile kapatilir ve -70°C veya daha diisiik sicaklikta alti aya
kadar veya -20°C'de en fazla bir ay, her hangi bir etki giicii kaybi olmaksizin donuk olarak
saklanir. Eritilen plaklar bir daha dondurulmamalidir. Ekinokandiler daha az stabildir ve
hazirlanan plaklar sadece -70°C'da saklanmalidir (-20°C'da degil).

INOKULUM HAZIRLANMASI

Dogru ve tekrarlanabilir antifungal duyarhlik testi icin inokulum standardizasyonu esastir.
Son inoklulum 1X10° KOB/mL ile 2,5X10° KOB/mL arasinda olmalidir.

Spor/konidia siispansiyon yontemi

Izolatlar patates dekstroz agar veya Sabouraud dekstroz agar veya mantarlarin yeterince
sporlanabildigi diger besiyerlerine pasajlanmali ve 35°C'da inkiibe edilmelidir. Inokulum
suspansiyonu taze, olgun (2-5 gunlik) kilttrlerden hazirlanir. Bazi durumlarda ise yeterli
sporlanma icin inkiibasyonun uzatiimasi gereklidir. Koloniler, %0.1 Tween 20 eklenmis
yaklasik 5 mL steril su ile kapatilir. Daha sonra koloni, steril bir pamuk ekivyonla dikkatlice
kazinir ve bir pipetle steril bir tlipe aktarlir. Alternatif olarak, steril nemli bir pamuk ekivyon
koloniye nazikce deddirmek igin kullanilir ve ekivyona gelen sporlar Tween 20 eklenmis 5 mL
su bulunduran steril bir tlipe aktarilir. Stispansiyon, déndurtcu bir vorteks karistirici ile 2000
rpom’'de 15 saniye homojenize edilir. Daha sonra bir sayma kamerasi ile dogru
konsantrasyonu elde edebilmek igin uygun dillisyonlar yapilir (Aspergillus spp igin asadidaki
alternatif yéntem yorumlarina bakiniz). Inokulum preparat, hif ve kiimelerin varlgi
acgisindan da incelenmelidir. Eger 6nemli sayida hif belirlenirse (mantar yapilarinin >%Y5),
suspansiyon steril bir enjektdre alinir ve por ¢api 11 um olan bir filtreden gecirilerek steril bir



tlpe toplanir. Bu basamak hifleri uzaklastirir ve sadece konidiadan olusan bir slispansiyon
elde edilmesini saglar. Eger kiimeler saptanmigsa, inokulum vorteks karistirici ile bir kez
daha 15 saniye karistirilir. Bu basamak kiimeler kaybolana kadar gerekli oldugu kadar
tekrarlanabilir. Konidialar sayma kamerasinda sayilarak stispansiyon, steril distile su ile 2-
5X10° konidia/mL yodunluguna ayarlanir. Alternatif olarak, Aspergillus konidia siispansiyonu
filtre edilir ve spektrofotometrik olarak McFarland 0.5 yodunlugundaki standarda es bir
yogunlukta hazirlanabilir (24,25). Hazirlanan siispansiyonlar son galisma inokulumu olan 2-
5X10° KOB/mL yodunlugunu elde etmek icin daha sonra distile su ile 1:10 oraninda
sulandirilir (24-27).

MIKRODILUSYON PLAKLARININ INOKULASYONU

Canh  konidia konsantrasyonunu bozmamak icin mikrodilisyon plaklari inokilum
suspansiyonu hazirlanmasini takiben 30 dk iginde inokdle edilmelidir.

Inokiilum siispansiyonu (2-5X10° cfu/mL) déndiiriicii vorteks karistiricida karistirilir ve
mikrodiliisyon plaginin her kuyucuguna, kuyucugun igerigine dokunmadan 100 pL olarak
inokiile edilir. Bdylece gerekli son ilag ve inokiilum yogunlugunu (son inokilum = 1X10°-
2,5X10°) sadlanmis olur.

Ilagsiz steril besiyeri (100 pL) bulunan iireme kontrol kuyucuklarina (kolon 11) da ayni
inokllum slispansiyonundan 100 pL konur. Mikrodillisyon plaginin 12. kolonunda bulunan
kuyucuklar ise, distile su ve besiyeri sterilite kontrolli amaciyla, inokilumun hazirlandigi steril
distile su ile 100 pL doldurulur (sadece ilagsiz besiyeri). Kalite kontrol organizmalari, her
zaman, izolatlarin test edildigi ayni yontemle test edilmelidir.

Kuyucuklardaki inokiilum siispansiyonunun 1X10° ve 2,5X10° KOB/mL arasinda oldugundan
emin olmak icin kalite kontrolii amaciyla canli hiicre sayimi su sekilde yapilir. Inokiilum
suspansiyonunun 10 mL’si, %0.1 Tween 20 iceren 2 mL steril distile suda seyreltilmelidir.
Sispansiyon daha sonra 2000 rpm’de dodndirtici vortek karistiricida homojenize edilir. Bu
suspansiyondan alinan 100 mL uygun bir agarin (Sabouraud dekstroz agar veya patates
dekstroz agar) yuzeyine yayilir, 24-48 saat ya da koloniler rahat sayilana kadar inkibe edilir
ve 100-250 koloni olugsmasi beklenir. Seyreltilen siispansiyondan alinan 100 mL'nin %0.1
Tween 80 iceren 900 mL steril distile su ile yapilan ileri sulandiriminin 100 mL'sinin ekimi ile
yapilan opsiyonel/ek sayimda ise 10-50 koloni olugsmasi beklenir.

MIKRODILUSYON PLAKLARININ INKUBASYONU

Mikrodiliisyon plaklari normal havada calkalamadan 35+2°C'da inkiibe edilmelidir.
Mucarales, Ureme yeterli oldugu zaman 24 saatte okunurken, diger kiifler 48 saat sonra
okunmalidir. Bazen kontrol kuyucugunda vyeterli Ureme saglamak igin (6rnegin
Scedosporium) 24 saat daha ileri inkiibasyon gerekebilir. Ancak, 72 saatten daha uzun
inklibasyon 6nerilmez.

SONUCLARIN OKUNMASI
Son nokta (“endpoint”), her kuyucuktaki tireme derecesi kaydedilerek g6z ile okunur.

o Ekinokandiler haric diger ilaglar icin MIK son noktasi: Gézle gériilebilir bir tiremenin
olmadigi ilag konsantrasyonu MIK degeridir. Sivi besiyerinin yiizeyindeki tek kolonileri
ve gozle goriilen tremeli iki kuyucuk arasinda liremenin olmadigi tek kuyucuk yok
sayilir. Plaklar okurken arka fon olarak, siyah-beyaz yatay bir kagidin kullaniimasi
onerilir. Havaya kaldiriimis plaktan bakildidinda hig lireme olmadigi zaman, siyah ve
beyaz rengin arasindaki kenar keskin ve farkl gortlecektir (Sekil 1).



e Kontrol kuyucugunda goriilen uzun, dallanmamis hifler yerine anormal, kisa ve dalli
hif kiimelerinin gorildigl en distik ekinokandin konsantrasyonu, ekinokandiler igin
minimal efektif konsantrasyondur (MEK) (Sekil 2). Bu, pozitif kontrol kuyucugundaki
gorinti ile karsilastinldiginda degisik filament6z bir Gremenin (mikrokoloni veya
graniler tGreme) oldugu en distik konsantrasyon olarak nadiren gozle makroskobik
olarak saptanabilir. Bu olmadigi durumlarda, kuyucuklardan alinan az bir miktarin,
ilacin  olusturdugu morfolojik dedisikligi belirlemek icin mikroskobik olarak
incelenmesi veya kuyucuklardaki degisikligi gOsterebilecek “inverted” bir
mikroskobun kullaniimasi gerekir.

SONUCLARIN YORUMLANMASI

EUCAST, Aspergillus tirlerinde amfoterisin B, itrakonazol, posakonazol ve vorikonazol igin
sinir degerleri olusturmustur ve ilgili literatlr ile beraber, yayinlardan ve EUCAST web
sitesinden elde edilebilir (11,12). Ekinokandin MEK'leri ile tedavi basarisi arasindaki
korelasyonu gosteren veri ise heniiz yoktur. Diger kiifler icin ise sinir dederlerin yoklugunda
MiK'leri yorumlamak kolay degildir ve klinik deneyim, tedavi sirasinda ilag maruziyeti gibi
diger elde edilen her veri dikkate alinmalidir. Ek olarak, duyarllikla ilgili bilgilerin saglanmasi
ve diger kiiflerin MiK'lerinin belirlenmesi, ECOFF ve sinir deder segimleri agisindan son
derece 6nemli veri seti olusturacaktir.

KALITE KONTROL

Sonuglarin kalitesi ile ilgili kontrol yéntemleri olusturulmus ve CLSI tarafindan detayh bir
sekilde tarif edilmistir (28). Test sonuclarinin kalitesi rutin olarak kontrol suslar ile takip
edilir.

Kontrol suslari

Kontrol suslarinin MiK'leri test edilen iki katlik seri araligin ortalarina yakin olmali ve
antifungal ilag duyarllik paterni stabil kalmalidir (28).

Kontrol suglarinin saklanmasi

Fungal izolatlar liyofilize veya donuk olarak -60°C veya daha altinda saklanmaldir (29,30).
Her iki haftada bir donuk kdltiirden yenileri hazirlanmak kosuluyla, kiltiirler 2-8°C'da egri
Sabouraud dekstroz agar veya patates dekstroz agarda kisa sure (iki haftadan az)
saklanabilir.

Kontrol suslarinin rutin kullanimi

Kontrol suslarinin rutin kullanimi icin yatik agar, donuk veya liyofilize kiltiirlerin segici
olmayan besleyici bir agara (6rnedin Sabouraud dekstroz agar veya patates dekstroz agar)
inokulasyonu ile taze kulttrleri hazirlanmalidir.

1. Her test uygulamasina en az bir kontrol susu eklenmelidir ve MiK'leri Tablo 5'de
verilen kontrol araliklari icinde olmalidir. E§er bir kontrol susunun MIK degerleri bir
veya daha fazla ilag igin kontrol araliginin disinda kalirsa iki ya da daha fazla susa
ihtiyac vardir. E§er kontrol suslarinin  MiKleri aralidin disinda ise test
tekrarlanmaldir. Eger 20 test icinde birden fazla aralik disinda kalma varsa kaynak
hatasi arastiriimahdir.

2. Test organizmasinin Uremesini gostermek ve son nokta okumasinin yogunluk
kontroliini saglamak igin her testte antifungal ilag olmayan besiyerinin bulundugu
kuyucuk olmalidir.



3. Safligindan emin olmak ve eger tekrar test etmek gerekirse taze koloniler elde etmek
icin inokldlum uygun bir agara pasajlanir.

4. Her yeni kutu besiyeri, yeni mikrodiliisyon plak tretim numarasi ve yeni RPMI %2 G
besiyeri, MiK'lerin beklenen aralik icinde kaldigini gostermek icin Tablo %?2'de
listelenen en az iki kalite kontrol susu ile test edilir.
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Tablo 1. RPMI 1640 besiyerinin igerigi

Icerik g/L
L-arginin (serbest baz) 0.200
L-aspargin (anhidroz) 0.050
L-aspartik asit 0.020
L-sistin 2HCI 0.0652
L-glutamik asit 0.020
L-glutamin 0.300
Glisin 0.010
L-histidin (serbest baz) 0.015
L-hydroksiprolin 0.020
L-isolésin 0.050
L-16sin 0.050
L-lizin HC 0.040
L-methionin 0.015
L-fenilalanin 0.015
L-prolin 0.020
L-serin 0.030
L-threonin 0.020
L-triptofan 0.005
L-tirosin 2Na 0.02883
L-valin 0.020
Biotin 0.0002
D-pantotenik asit 0.00025
Kolin klorid 0.003
Folik asit 0.001
Myo-inositol 0.035
Niasinamid 0.001
PABA 0.001
Piridoksin HCI 0.001
Riboflavin 0.0002
Thiamin HCI 0.001
Vitamin B12 0.000005
Kalsiyum nitrat H20 0.100
Potasyum klorid 0.400
Magnezyum siilfat (anhidroz) 0.04884
Sodyum klorid 6.000
Sodyum fosfat, dibasik (anhidroz) 0.800
D-glukoz 2.000
Glutatyon, indirgenmis 0.001
Fenol kirmizisi, Na 0.0053

Bu besiyerinin %0.2 glukoz icerdigine dikkat edin




Tablo 2. MOPS ile tamponlanmis iki kat yogun RPMI %2G besiyerinin icerigi

Icindekiler Iki kat konsantre
Distile su 900 mL*

RPMI 1640 (Tablo 1) | 20.8g

MOPS 69.06 g

Glikoz 369

*Toz halindeki maddeleri 900 mL distile suda ¢6ziin. Tamamen eridiginde, 25°C'da 1M sodyum
hidroksit ile karstirarak pHt 7.0'a ayarlayin. Son hacim 1 L olana kadar su ekleyin. Kullanmadan
once filtreden gegirerek steril edin.



Tablo 3. Stok sollisyonlarin hazirlidi icin goziiciiler, 6zellikler ve antifungal ajanlarin test aralik
konsantrasyonlari

Antifungal ajan | Coziicii Ozellik Test araligi
(mg/L)

Amphoterisin B DMSO Hidrofobik 0.0312 - 16
Anidulafungin DMSO Hidrofobik 0.0312 - 16
Kaspofungin DMSO Hidrofobik 0.0312 - 16
Itrakonazol DMSO Hidrofobik 0.0156 - 8
Mikafungin DMSO Hidrofobik 0.0312 - 16
Posakonazol DMSO Hidrofobik 0.0156 - 8
Vorikonazol DMSO Hidrofobik 0.0156 - 8




Tablo 4. Final konsantrasyonu 0.0312-16 mg/L olan dillisyon serilerinin hazirlanmasi igin sema.

Adim | Konsantrasyon | Kaynak | Antifungalin Coziclinin® | Ara iki kat giicteki RPMI%2G ile

mg/L hacmi hacmi konsantrasyon | sulandirim sonrasi
(uL) (uL) (mg/L) konsantrasyon (mg/L)

1 3,200° Stok 200 0 3,200 32

2 3,200 Stok 100 100 1,600 16

3 3,200 Stok 50 150 800 8

4 3,200 Stok 50 350 400 4

5 400 Adm 4 | 100 100 200 2

6 400 Adm 4 | 50 150 100 1

7 400 Adm 4 | 50 350 50 0.5

8 50 Adm 7 | 100 100 25 0.25

9 50 Adm 7 | 50 150 12.5 0.125

10 50 Adm 7 | 25 175 6.25 0.625

& Antifungal diltisyonlarin hazirlanmasi icin gerekli ¢oziiciler icin Tablo 3'e bagvurunuz.
® Inokdiliim siispansiyonu ile 1:1 sulandirim, belirtilenlerin yarisi olacak sekilde final

konsantrasyonlar vermektedir.
“En yiksek final konsantrasyonlari 8mg/L olan dilGisyon serileri icin 1600 mg/L’lik bir stok
sollisyonu ile baslayiniz.




Tablo 5. Kalite kontrol suslarin antifungal maddeler icin kabul edilebilen MIK sinirlari.

Sus

Antifungal madde

Kalite kontrol (QC) sinirlari

Aspergillus fumigatu ATCC 204305

Amfoterisin B

0.25-1.0

Kaspofungin MDP
Itrakonazol 0.12-0.5
Mikafungin MDP
Vorikonazol 0.25-1.0
Posakonazol 0.03-0.25
Aspergillus flavus ATCC 204304 Amfoterisin B 0.5-2.0
Kaspofungin MDP
Itrakonazol 0.12-0.5
Mikafungin MDP
Vorikonazol 0.5-2.0
Posakonazol 0.12-0.5
Aspergillus fumigatus F6919° Amfoterisin B 0.25-1.0
Kaspofungin MDP
Itrakonazol 8.0-16.0
Mikafungin MDP
Vorikonazol 0.5-2.0
Posakonazol 0.5-2.0
Aspergillus flavus CM1813° Amfoterisin B 1.0-4.0
Kaspofungin MDP
Itrakonazol 0.12-0.5
Mikafungin MDP
Vorikonazol 0.5-2.0
Posakonazol 0.12-0.5

@ Alternatif olarak EUCAST EDef 7.2'de 6nerilen Candida QC suslari kullanilabilmektedir.

(Birinci glinde bir spektrofotometrede okunmasi gerekmektedir)

® Mevcut degildir

“Manchester Mikoloji Referans Laboratuvarindan elde edilebilmektedir
¢ EUCAST AFST’den elde edilebilmektedir




Sekil 1.Berrak bir kuyucuk (yesil daire) ile zayif ( portakal renkli daire) ve gbze carpan ( kirmizi
daire) Gremesi olan kuyucuklar arasindaki farkin belirlenmesi igin havaya kaldinimis mikrodiliisyon
plaginin arkasinda siyah ve beyaz kagit kullaniniz.




Sekil 2. Uzun ve diizenli hifal tGremeli, inhibe edilmemis bir A. fumigatus tGreme kontrollindn (sol)
ve kaspofungin ile inhibe edilmis, anormal ve/veya kiint hifal Gremeli A. fumigatus susunun (sag)
arasindaki mikromorfolojik farklarin gosterildigi yas preparasyon resmi.




