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Bilindigi gibi son yillarda antifungal duyarlilik testlerinde (AFDT) standardizasyon saglanmistir.
Klinik Laboratuvarlar Standartlari Enstitisi (CLSI) ve Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik
Testleri Komitesi (EUCAST) maya ve kif mantarlan agisindan AFDT igin standartlan
belirlemistir. Gelistirilen ve standardize edilen bu yéntemler mikro ve makrodillisyon ile disk
difizyon testleri olup, bunlardan maya mantarlari igin olanlar CLSI M27-A3 + M27-54,
EUCAST E.Def 7.2, CLSI M44-A2; kif mantarlar icin olanlar ise CLSI M38-A2, EUCAST E.Def
9.2, CLSI M51-A klavuzlarinda yayinlanmistir.

Referans yontemlerden mikrodiliisyon igin CLSI ve EUCAST'In belirledigi standartlar genelde
ayni olup, besiyeri iceriginde, inokulum miktarinda, kullanilan mikroplak seklinde, inkiibasyon
siiresinde ve MIK son nokta belirlenmesinde kiiciik farkliliklar bulunmaktadir (tablo 1 ve 2).
Tablo 1 ve 2'de goriildigi Gzre mayalar ve kiifler icin mikrodillisyon ydntemlerinde her iki
kurumun 6nerdigi inokulum miktarlari farklidir. Bunun yaninda her iki yontem de sodyum
bikarbonatsiz, L-glutaminli, fenol kirmizili ve 0.165M MOPS ile pH:7.0'ye tamponlanmis RPMI
1640 besiyerini kullanir ancak igerdikleri glukoz miktarlar farkhdir. S6yle ki CLSI M27-A3 ve
M38-A2 klavuzlarinda besiyerinde %0.2, EUCAST E.Def 7.2 ve 9.2'de ise %2 oraninda glukoz
bulunmasi gerektigi belirtilmistir. Bunun disinda hem mayalar hem de kiifler igin CLSI
mikrodilisyon ydnteminde U tabanl, EUCAST ydnteminde ise diz tabanli mikroplaklar
kullanilir. Yine yontemler arasinda inkiibasyon sireleri agisindan da fark bulunmakta olup,
CLSI M27-A3 klavuzunda inklibasyon siiresi Candida tirleri calisildidinda ekinokandinler igin
24 saat, 5 flusitozin icin 48 saat, amfoterisin B ve flukonazol icin 24-48 saat, diger azoller
igin ise 48 saat; C. neoformans calisildiginda ise 70-74 saat olarak belirtilmistir. EUCAST
E.Def 7.2 klavuzunda ise bu siire 35 + 2°C'de 24 + 2 saat olarak bildirilmistir. Bir absorbans
degerinin <0,2 olmasi zayif Uremeyi gostermesi nedeniyle bu sekildeki plaklarin 12-24 saat
daha inklibe edilmesi 6nerilmistir.

Kifler icin mikrodiliisyon yéntemine bakildidinda ise CLSI M38-A2 klavuzunda inkiibasyon
suresi Rhizopus spp. icin 21-26 saat, dider tlrler-Fusarium spp., Aspergillus spp.,
Paecilomyces spp. ve Sporothrix schenckii icin 46-50 saat, Scedosporium spp. icin 70-74
saat, diger tirler icin 48-96 saat, dimorfikler icin ise 5-7 glin olarak belirtilmistir. EUCAST
E.Def 9.2 klavuzunda bu siire 35+2°C'de Mucorales icin tUreme yeterli oldugunda 24 saat,
diger kifler icin ise 48 saat olarak yazilmistir. Ayrica EUCAST nadir durumlarda ornegin
Scedosporium tirleri ile galisildiginda kontrol kuyucugunda yeterli Greme elde etmek igin ek
24 saatlik inklibasyon siiresi gerekebilecegini bildirirken, 72 saat (izerinde inkiibasyon
Onermemektedir.

Mayalarin mikrodilisyon yonteminde CLSI, son nokta degerlendirmesinin gozle ve
spektrofotometrik (492 nm dalga boyunda) yapilabilecedini belirtirken, EUCAST sadece
spektrofotometrik okumayi kabul etmistir. EUCAST, mikrodiliisyon plaklarinin absorbansini
Olgcmek icin 6ncelikle 530 nm'lik dalga boyununun kullanimini dnermis ancak 405 nm veya
450 nm’lik dalga boylarinin da kullanilabilecegini bildirmistir.

Mayalar agisindan CLSI standartlarinda amfoterisin B igin Gremenin tam (%100) inhibe
oldugu noktanin (MIK-0), 5 flusitozin, ekinokandinler ve azoller igin bulaniklikta belirgin



azalmanin oldugu noktanin (MIK-2), 492 nm dalga boyunda ise kontrole gore >%50
inhibisyon noktasinin; EUCAST standartlarinda ise amfoterisin B igin ilag icermeyen kontrole
gore %=>90; 5 flusitozin, azoller ve ekinokandinler icin Gremede >%50 inhibisyona yol acan
en dislik ilag konsantrasyonunun MIK olarak belirlenmesi gerektigi vurgulanmistir.

Kifler acgisindan ise sonuglarin gézle okunmasi benimsenmis olup, M38-A2 standartinda
amfoterisin B, itrakonazol, vorikonazol, posakonazol icin Uremenin tam (%?100) inhibisyon
noktasinin, flukonazol ve 5 flusitozin igin >%50 azalma saglayan en diisiik konsantrasyonun;
EUCAST E.Def 9.2 klavuzunda da ekinokandinler digindaki tim antifungal ilaglar icin goérsel
olarak (remenin izlenmedigi en disik ilag konsantrasyonunun MIK olarak belirlenmesi
gerektigi yazilmistir. Ekinokandinler icin ise hem CLSI hem de EUCAST “minimum efektif
konsantrasyon”un belirlenmesinin uygun oldugunu belirtmistir. CLSI klavuzunda bu degerin
cogu kif icin 21-26, Scedosporium spp. igin 46-72 saat sonra belirlenmesinin gerektigi
vurgulanmistir. CLSI bu ydntemin minor degisiklikler ile dermatofitlere de uygulanabilecegini,
7. rubrum icin “oatmeal agar”da 35°C'de 4-5 ginliik inkiibasyon gerektigi, MIK olarak ise
Uremede >%80 azalma saglayan en dislik konsantrasyonun saptanmasinin uygun oldugu
bildirilmistir.

CLSI ve EUCAST mikrodiliisyon yéntemleri arasindaki uyum orani tire, ilaca ve inklibasyon
zamanina bagl olarak degismekle birlikte genellikle yiiksektir. Ornegin yapilan bir
arastirmada Candlda tirleri ve azoller igin %90 ve lzerinde bir uyum saptanmigtir. Pfaller ve
arkadaslarinin  Candida tirlerinin ekinokandinlere duyarliigi agisindan her iki yontemi
karsilastirdiklar galismalarinda + 2 dilisyonda uyum %90-99; duyarllik kategorileri agisindan
ise C. glabrata ve C. krusei - kaspofungin kombinasyonu hari¢ diger Candida tirleri ve
ekinokandinler icin uyum >%090 olarak belirlenmistir. Bir baska arastirmada on antifungal
ilac Candida tirlerine etkinligi agisindan her iki yontem ile de incelenmis ve MIK degerleri
acgisindan genel uyum %79 (posakonazol) ile %100 (flukonazol) arasinda saptanmistir. Ayni
calismada kaspofungin hari¢ tim antifungaller icin duyarliik kategorisi uyumu ise >%93;
kaspofungin igin ise %85 olarak belirlenmistir. Yine Pfaller ve ark. nin Aspergillus tirleri icin
itrakonazol, posakonazol ve vorikonazoliin calisildigi bir arastirmasinda MiK degerleri uyumu
+2 dillisyonda %98-100 olarak saptanmustir.

Hem CLSI hem de EUCAST verilerinde 6zellikle Candida turleri calisiirken merkezlere, tiirlere
ve zamana gore kaspofungin MIK degerleri ile ilgili cok fazla degiskenlik saptanmis olup, bu
sorun ¢ozillene dek Candida tirleri igin kaspofungin MIiK degerlerinin calisimamasi ve
raporlanmamasi; yerine mikafungin veya anidulafungin verisinin kullanilmasi énerilmistir.

Sonug olarak vurgulanmasi gereken en o6nemli nokta antifungal duyarlilik testleri
uygulanirken CLSI ve EUCAST tarafindan belirlenmis standartlara uygun olarak calisiimasi ve
hangi standartlara goére calisildi ise sonuclarin da ona gére yorumlanmasidir.

KAYNAKLAR

1) CLSI. Reference method for broth dilution antifungal susceptibility testing of yeasts;
Approved Standard-Third Edition; CLSI document M27-A3. Wayne, PA: Clinical
Laboratory Standards Institute; 2008.

2) CLSI. Reference method for broth dilution antifungal susceptibility testing of
filamentous fungi; Approved Standard-Second Edition. CLSI document M38-A2.
Wayne ,PA: Clinical and Laboratory Standards Institute; 2008.

3) Arendrup MC, Cuenca-Estrella M, Lass-Florl C, Hope W and the Subcommittee on
Antifungal Susceptibility Testing (AFST) of the ESCMID European Committee for
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)*. Method for the determination of broth
dilution minimum Inhibitory concentrations of antifungal agents for yeasts. EUCAST
Definitive Document EDef 7.2; revised March, 2012.



4) Arendrup MC, Cuenca-Estrella M, Lass-Flérl C, Hope W, Howard S] and the
Subcommittee on Antifungal Susceptibility Testing (AFST) of the ESCMID European
Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)*. Method for the
determination of broth dilution minimum inhibitory concentrations of antifungal
agents for conidia forming moulds. EUCAST Definitive Document EDef 9.2; revised
August, 2014.

5) Fothergill AW. Antifungal susceptibility testing: Clinical Laboratory and Standards
Institute (CLSI) methods. In: Interactions of Yeasts, Moulds, and Antifungal Agents
How to Detect Resistance. Hall GS (ed), 1st ed, Springer Science+Business Media,
LLC, 2012: 65-74.

6) Johnson EM, Espinel-Ingroff AV, Pfaller M. Susceptibility test methods: yeasts and
filamentous fungi. In: Manual of Clinical Microbiology. Versalovic ], Carroll KC, Funke
G, Jorgensen JH, Landry ML, Warnock DW(eds:) 10th ed, Washington DC, ASM Press,
2011: 2020-2037.

7) Lass-Florl C, Perkhofer S, Mayr A. In vitro susceptibility testing in fungi: a global
perspective on a variety of methods. Mycoses 2010; 53: 1-11.

8) Doluca Dereli M. Antifungal duyarlilik testlerinde yenilikler: CLSI Dékimanlari. XXXVI.
Tiirk Mikrobiyoloji Kongresi Konusma Ozetleri ve Bildirileri Kitabi. 2014:44-45

9) Metin DY. Antifungal duyarllk testlerinde yenilikler: EUCAST Dokimanlari. XXXVI.
Tiirk Mikrobiyoloji Kongresi Konusma Ozetleri ve Bildirileri Kitabi. 2014:46.

10) Doluca Dereli M. Duyarlilk Testleri: CLSI & EUCAST. I. Ulusal Klinik Mikoloji Kongresi
Ozet Kitabi. 2014:13-14.

11) Pfaller MA, Espinel-Ingroff A, Boyken L, et al. Comparison of the broth microdilution
(BMD) method of the European Committee on antimicrobial susceptibility testing with
the 24-hour CLSI BMD method for testing susceptibility of Candida species to
fluconazole, posaconazole, and voriconazole by use of epidemiological cutoff values. J
Clin Microbiol 2011; 49:845-850.

12) Pfaller MA, Castanheira M, Diekema DJ, et al. Comparison of European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) and E test methods with the CLSI broth
microdilution method for echinocandin susceptibility testing of Candlida species. J Clin
Microbiol 2010; 48:1592-1599.

13)Pfaller MA, Castanheira M, Messer SA, Rhomberg PR, Jones RN. Comparison of
EUCAST and CLSI broth microdilution methods for susceptibility testing of 10
systemically active antifungal agents when tested against Candida spp. Diagn
Microbiol Infect Dis 2014; 79:198-204.

14) Pfaller M, Boyken L, Hollis R, et al. Comparison of the broth microdiluiton methods of
the European Comittee on Antimicrobial Susceptibility Testing and the Clinical and
Laboratory Standards Institute for testing itraconazole, posaconazole, and
voriconazole against Aspergillus isolates. J Clin Microbiol 2011; 49:1110-1112.

15) Arendrup MC, Cuenca-Estrella M, Lass-Flérl C, Hope WW. Breakpoints for antifungal
agents: An update from EUCAST focussing on echinocandins against Candlida spp.
and triazoles against Aspergillus spp. Drug Resistance Updates 2013; 16:81-95.

16) Espinel-Ingroff A, Arendrup MC, Pfaller MA, et al. Interlaboratory variability of
caspofungin MICs for Candida spp. Using CLSI and EUCAST methods: Should the
clinical laboratory be testing this agent? Antimicrob Agents Chemother 2013;
57:5836-5842.



Tablo 1. Mayalar icin AFDT agisindan CLSI ve EUCAST standartlarindaki farkliliklar

Ozellik CLSI M27-A3 EUCAST E.Def 7.2
inokulum 0.5-2.5 x 10° hiicre mI™ 0.5-2.5 x 10 hiicre mI™”
Besiyeri RPMI 1640 %0.2 glukoz RPMI 1640 %2 glukoz
Mikroplak U tabanli Duiz tabanl
inkiibasyon siiresi 24-48h 18-24h
Okuma Gozle / spektrofotometrik Spektrofotometrik

Son nokta / inhibisyon

AmB icin %100; azol ve kandinler
icin >%50

AmB icin %=90; 5FC, azoller ve
kandinler igin >%50,

*7 Nolu kaynaktan uyarlanarak ¢evrilmistir

Tablo 2. Kifler icin AFDT agisindan CLSI ve EUCAST standartlarindaki farkliliklar

Ozellik CLSI M38-A2 EUCAST E.Def 9.2
inokulum 0.4-5 x 10% hiicre mI™ 1-2.5 x 10° hiicre mI™
inokulum standardizasyonu Spektrofotometrik Hemositometrik
Besiyeri RPMI 1640 RPMI 1640 %2 glukoz
Mikroplak U tabanli Diz tabanli
inkiibasyon siiresi 48h 24-48h

*7 Nolu kaynaktan cevrilmistir




