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GIRIS

Antifungal duyarllik testleri; 6zellikle enfeksiyon ciddi seyirliyse, tedaviye inatclysa, daha
oncesinde antifungal ilaglarla karsilasmis bir hastada ortaya cikmissa ya da nadir gdzlenen bir
tlr tarafindan olusturulmussa, bu hastaliga neden olan mantarlara uygulanir. Antifungal

duyarllik testi direng gozetimi, epidemiyolojik calismalar, yeni ve mevcut ilaglarin in vitro
etkinligini karsilastirma acgisindan da 6nemlidir.

Antimikrobiyal ilaglarin minimum inhibitér konsantrasyonlarinin (MiK'ler) ortaya konmasinda
seyreltme (dillisyon) yontemleri kullanilir. Seyreltme yontemleri antimikrobiyal duyarllik testi
icin referans yontemlerdir ve esas olarak yeni bir antifungal ilacin etkinligini ortaya koymak,
rutin testlerde celiskili sonuglar veren organizmalarin duyarliigini dogrulamak ve rutin
testlerin givenilir olmadigi durumda mantarlarin duyarliidini saptamak icin kullanilir. Sivi
kdltir besiyeri ve antimikrobiyal ilaglarin seri sulandirimlarini iceren mikrodillisyon plak
kuyucuklarinda mantarlarin iireme yetenegi arastirilir (sivi besiyeriyle mikrodiliisyon). MIK,
antifungal ilacin mantarin Uremesini engelleyen (inhibe eden) en disik konsantrasyonu
(mg/L olarak) olarak tanimlanir. MiK organizmanin antifungal ilaca karsi duyarliidi veya
direncine iligkin bilgi verir ve dogru tedavi kararlarinin alinmasinda yardima olabilir.

Bu dokimanda tanimlanan ydntem tibbi édnemi olan mayalarin (esas olarak Candida ve
Cryptococcus tirleri) duyarliigini test etmeyi amaglamaktadir.

KAPSAM

Burada tanimlanan standart ydntem, mayalarin antifungal ilaclara duyarliiginin MiK
saptanarak arastiriimasi icin gecerliligi onaylanmis bir yéntem sunmaktadir. MiK'ler soz
konusu bir antifungal ilacin tanimlanmis test kosullarindaki etkinligini gosterir ve
farmakokinetikler, farmakodinamikler ve direng mekanizmalari gibi diger faktorler géz 6nline
alindiktan sonra hastaya yaklasimla ilgili karar verme asamasinda kullanilabilirler. MIK ayni
zamanda eger klinik esik degerler olusturuimussa mantarlarin bir ilaca karsi “duyarh” (S),
“orta duyarli” (I) ya da “direngli” olarak bir kategoriye ayrilmasina olanak saglar. Buna ek
olarak, MIK dagiimlari sokak tiirii (wild-type) veya sokak tiirli olmayan (non-wild-type)
mantar popdlasyonlarini tanimlamak ve bdylece epidemiyolojik esik dederin (izerindeki
MiK'lere sahip olan ve biiyiik olasilikla diren¢ mekanizmalarini barindiran izolatlari ortaya
¢ikarmak icin kullanilabilir.

Bu yontem esas olarak, mayalarin antifungal ilaclara karsi duyarliiginin 6lglilmesinde kabul
edilebilir bir uyumluluk diizeyi, yani belirlenmis araliklarda laboratuvarlar arasi fikir birligi
saglamak icin olusturulmustur. Yontem uygulanmasi kolay, hizli, ekonomik ve verilerin
mikrodillisyon plak okuyuculan tarafindan dogrudan aktarimi, saklanmasi ve degistiriimesine
olanak saglayacak bicimde okunmasina uygun olacak sekilde tasarlanmistir. Bu ydntemin



ABD’deki Klinik ve Laboratuvar Standartlan Enstitlisi [Clinical and Laboratory Standarts
Institute (CLSI)]'niin mayalarin antifungal duyarliigi hakkindaki M27 dokiimanindan [(1)]
farkhliklari vardir. Bu farkliliklar besiyerinde daha yliksek bir glikoz konsantrasyonu (liremeyi
daha iyi hale getirmek igin), daha yiiksek bir inokiilum (tiirlerin cogu icin 24 saatten sonra
okumay! saglamak) ve gorsel degerlendirmeden cok spektrofotometrik degerlendirmeye
olanak saglayan diiz tabanlh kuyucuklara sahip plaklar dnerilmis olmasindan kaynaklanir. Bu
standardin ilk strtimi 2003 [(2)] yilinda bir tartisma dokimani (7.1), 2008'de [(3)] ise son
dokiiman olarak vyayinlandi. Simdiki dokiiman ilk sdrimidn bir glncellemesidir ve
kaspofungin, mikafungin ve flukonazoliin g¢dzliclleri, ekinokandinleri iceren plaklarin yari
omrl, Cryptococcus tirlerinin testi ve kalite kontrol kékenlerinde anidulafungin ile elde edilen
referans MIK araliklari konularina iligkin yeni bilgiler icermektedir.

TERIMLER VE TANIMLAR
Antifungal etkili madde

Antifungal etkili bir madde mantarlarin tGremesini engelleyen ya da onlara karsi éldiricu etki
gosteren biyolojik, yari sentetik veya sentetik kokenli bir maddedir. Dezenfektanlar,
antiseptikler ve koruyucu maddeler bu tanim iginde yer almazlar.

Etki giicii (potens)

Etki glicl, test edilen bir maddenin biyolojik olarak aktif fraksiyonudur ve ayni maddenin
referans olarak alinan toz halindeki sekline karsi yapilan bir testle saptanir. Etki glicii gram
basina miligram (mg/g) seklinde kiitle fraksiyonu olarak veya gram basina Uluslararasi Unite
(IU) olarak ya da ylizde seklinde hacim veya kiitle fraksiyonu olarak veya test maddesindeki
iceriklerin litresi basina mol seklinde madde konsantrasyonunun miktar (kiitle fraksiyonu)
olarak ifade edilir.

Konsantrasyon

Konsantrasyon antimikrobiyal bir etkenin belirli bir sivi hacmindeki miktaridir. Konsantrasyon
mg/L olarak SI Uniteleri biciminde ifade edilir. Bu baglamda mg/L ifadesinin pg/mL ifadesine
esit olmasina karsin, son bahsedilen ifadenin kullanimi énerilmemektedir.

Stok soliisyonu
Stok soliisyonu sonradan yapilacak seyreltmeler icin kullanilan baslangictaki sollisyondur.
MIK

MIK belirli bir zaman siiresi icerisinde mantarlarin Giremesini engelleyen en diisiik antifungal
konsantrasyonudur. MIK mg/L olarak ifade edilir.

Sinir deger (“breakpoint”)



Sinir dederler mantarlarin “duyarli”, “orta duyarli” ve “direncli” biciminde kategorilere
ayriimasina olanak saglayan 6zel MIK degerleridir. Sinir degerler kosullardaki degisimlere
(6rn., yaygin olarak kullanilan ilag dozlarindaki degisimler) bagh olarak degisebilir.

Duyarfi  (S). Antifungal etkili bir maddeye ait bir konsantrasyonla /in vitro olarak remesi
engellenen ve tedavi basari sansinin oldukca yiiksek oldugu disinilen bir mantar kokenidir.
Belirlenmis bir fenotipik test sistemindeki uygun sinir degerler uygulanarak mantarlar duyarl
olarak kategorize edilirler.

Orta duyarli (I). Antifungal etkili bir maddeye ait bir konsantrasyonla /n vitro olarak tremesi
engellenen ve tedavi edici etkinligin kuskulu oldugu distinllen bir mantar kokenidir.
Belirlenmis bir fenotipik test sistemindeki uygun sinir degerler uygulanarak mantarlar orta
duyarh olarak kategorize edilirler. Orta duyarlilik, izolat tarafindan olusturulan enfeksiyonun
antifungal ilacin fizyolojik olarak yogun bir bicimde bulundugu viicut bélgelerinde veya ilacin
ylksek bir dozunun kullanilabilecedi durumlarda etkin bir sekilde tedavi edilebilecegini
gosterir. Orta duyarlihk siniflandirmasi ayni zamanda, degderlendirmeler sirasinda ufak,
kontrol edilemeyen teknik faktorlerin biyilk tutarsizliklar olusturmasini énleyen bir “tampon
bdlge” gbrevi gorir.

Direncli (R). Antifungal etkili bir maddeye ait bir konsantrasyonla /n vitro olarak Uremesi
engellenen ve tedavi basarisizlik oraninin oldukca yiiksek oldugu dislinilen bir mantar
kokenidir. Belirlenmis bir fenotipik test sistemindeki uygun sinir degerler uygulanarak
mantarlar direncli olarak kategorize edilirler.

Sokak tipi ("Wild type”)

“Sokak tipi” terimi ile antifungal etkili maddeye karsi kazanilmis diren¢ mekanizmalari
bulunmayan bir izolattan bahsedilir.

Kontrol kokeni

“Kontrol kokeni” terimi ile katalog iginde yer alan ve belirlenmis antifungal duyarlihk
fenotiplerini ve/veya genotiplerini kalici olarak sergileme 6zelligine sahip bir kdkenden
bahsedilir. Bu tir kdkenler sertifikalandinlmig Kultlir Koleksiyonlar’ndan temin edilebilir ve
kalite kontrol igin kullanilabilirler.

Sivi besiyeriyle seyreltme

Sivi besiyeriyle seyreltme, antifungalin bir sivi besiyerinde seri sulandirmlarinin yapildidi,
standart bir sayidaki organizmanin buraya ekiminin yapildigi ve ©ngorilen bir slireyle
inkiibasyona birakildigi bir duyarlilik test teknigidir. Bu yéntemin amaci MiK'in saptanmasidir.

Mikrodiliisyon

Sivi besiyeriyle seyreltme uygulamasinin, kuyucuklar yaklasik olarak 300 pL/kuyucuk nominal
kapasiteye sahip mikrodillisyon plaklarinda yapilmasi “sivi besiyeriyle mikrodilisyon” olarak
anilr.

Sivi besiyeri (“broth”)



Mantarlarin in-vitro olarak Uretilmeleri igin kullanilan sivi nitelikte besiyeridir.
Inokiilum

Maya mantarlarinin belirli bir hacim icindeki koloni olusturan birimlerinin (KOB) sayisidir.
Inokiilum KOB/mL olarak ifade edilir.

TEST YONTEMLERI

Test mikrodillisyon plaklarinda uygulanir. Yontem antifungal calisma soliisyonlarinin kuyucuk
basina 100 uL (ayni zamanda inokilumun da 100 uL olacak sekilde ilave edilmesiyle) olacak
sekilde hazirlanmasi esasina dayanir.

Besiyeri

Tamamen sentetik bir besiyeri olan glutaminli RPMI-1640 besiyeri (Tablo 1) kullanilir ve son
konsantrasyonda 20 g/L (%2) olacak sekilde glikoz ilavesi yapilir. Bikarbonat icermeyen bir
pH indikatdrl onerilir [(4-6)]. Zwitterion tamponlar Tris ve fosfat tamponlara tercih edilir.
Tris tamponlan flusitozinin aktivitesini antagonize eder. Fosfat tamponlar ise antifungal
etkenlerle umulmadik etkilesimler sergileyebilirler. Son konsantrasyonda 0,165 mol/L ve pH'si
7,0 olacak sekilde 3-(N-morfolino) propansiilfonik asit (MOPS) tamponu kullaniimasi RPMI
1640 besiyeri icin tatminkar sonug verir. Onerilen besiyeri olan %2 glikozlu RPMI (RPMI %2
G) asadida belirtildigi sekilde hazirlanir:

1. Tablo 2'de listelenmis olan igerikleri 900 mL hacmindeki distile suya ilave ediniz.

2. Icerikler tamamen coziiniinceye kadar karistiriniz.

3. Bir yandan karistirmaya devam ederek pH'yi 1 M sodyum hidroksit ile 25°C'de 7,0a
ayarlayiniz.

Son hacim 1 L olacak sekilde su ilave ediniz.

Filtreden gegiriniz (0,22 pm’lik bir filtre kullaniniz).

Besiyerini 4°C'de saklayiniz.

Kalite kontrol amaciyla; steril edilen besiyerinden bir miktar alarak sterilite kontrolleri
yapmak, pH'yl yeniden test etmek (6,9-7,1 kabul edilebilir degerlerdir) ve referans bir
kdkenle Greme kontrolli yapmak icin kullaniniz.

No vk

Amfoterisin B'yi test etme besiyeri

Simdilik, RPMI %2 G besiyerinin ayni zamanda amfoterisin B icin de kullaniimasi
Onerilmektedir. Sentetik olmayan ve son konsantrasyonda %?2’lik glikoz katiimis sivi bir
besiyeri olan Antibiotic Medium 3 (AM3)’Uin amfoterisin B direncini saptamaya yonelik
degerlendirmeleri siregelmektedir [(7-10)]. Ancak bu besiyeriyle ilgili olarak Uretimden
kaynaklanan farkliliklarin yani sira farkh Ureticilere ait besiyerlerinde performans farklliklari
da bulunmaktadir. Elde edilen ilk sonuclar, 0,5-2,5 x 10° kob/mLlik bir inokiilumun
amfoterisin B'nin AM3 iginde test edilmesi igin gok ylksek oldugunu da gdstermektedir.

ANTIFUNGAL ETKILI MADDELER



Tum antifungal ilag soliisyonlar Iyi Uretim Uygulamalarina (Good Manufacturing Practice)
uygun bir bicimde hazirlanmis olmalidir. Antifungal tozlar direkt olarak ilag Ureticisinden veya
guvenilir ticari kaynaklardan temin edilmelidir. Klinik kullanim igin Gretilmis ilaglar, duyarliik
testini olumsuz yonde etkileyecek yardimci maddeleri sikca icerdiklerinden kullaniimamalidir.
Tozlar ilacin jenerik ismi, Uretim parti (“lot”) numarasi, etki glicli, son kullanma tarihi ve
onerilen saklama kosullariyla birlikte temin edilmelidir. Ureticiler tarafindan baska bir sekilde
onerilmediyse tozlari agzi kapall kaplarda -20°C veya daha disiik derecelerde saklayiniz.
ideal olarak tozlar belirli miktarlara bélinmeli, iclerine nem cekici maddeler yerlestirilmeli ve
her seferinde birisi kullanilmalidir. Kaplarin agilmadan 6nce toz {izerinde su yogunlasmasini
engellemek icin oda 1sisina kadar 1sinmalari beklenmelidir.

Stok soliisyonlarin hazirlanmasi

Antifungal ilag sollisyonlari antifungal ilag tozunun Uretim parti numarasina ait etki glicii géz
onine alinarak hazirlanmalidir. Standart bir sollisyon hazirlamak icin gerekli olan toz veya
sulandirici miktar asagidaki gibi hesaplanabilir:

Agirlik ( )_Hﬂ(m
giflik {8} = (mg/LEtki glict
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Antifungal ilag tozunu 100 mg olarak tartarken, virglilden sonraki iki basamagi gosterecek
sekilde ayarlanmig bir analitik terazi kullaniniz. Tozdan en az 25 mg tartilmasi 6nerilmektedir.
Antifungal bilesiklerin ¢dzinlrlugu ile ilgili bilgi de tedarikgi tarafindan saglanmalidir. Bazi
antifungal ilaglan ¢dzdirmek icin su disindaki ¢oziiciilere gereksinim vardir (Tablo 3). Stok
sollisyonlarin sterilizasyonuna normalde gerek yoktur, fakat gerekiyorsa membran filtrasyonu
kullaniimalidir. Onemli miktarda ilaci yiizeylerine cektiklerinden diger filtre materyallerinden
kaginilmasi iyi olur. Filtrasyon kullanildi§i zaman, filtrasyon oncesi ve sonrasina ait érnekler
alinmali ve ilacin filtre ylizeyine cekilmediginden emin olmak igin bu orneklerden test
yapiimalidir. Ilag Ureticisi tarafindan aksi belirtimedi§i siirece, ila¢ soliisyonlarini steril
polipropilen veya polietilen viyallere kiiglik hacimler seklinde koyarak -70°C ya da daha duisiik
isida saklayiniz. Ilaclar -70°C'de énemli bir aktivite kaybina ugramaksizin en az alti ay siireyle
saklanabilirler [(11;12)]. Viyalleri -70°C'den cikariniz ve c¢oziindikleri ayni giin igerisinde
kullaniniz. O giin kullanilmayan herhangi bir ilaci atiniz. Kalite kontrol kdkenlerinin duyarhlik



test sonuglarinda, antifungal etkili bir maddedeki ©6nemli diizeyde bozulma kendini
gosterecektir (Tablo 6). Gerekirse ilag etki glctinlin saptanmasi amaciyla teste tutulabilir.

Calisma soliisyonlarinin hazirlanmasi

Test edilecek konsantrasyonlarin araligi organizmaya ve test edilecek antifungal ilaca bagh
olacaktir. Konsantrasyonlarin arali§i, eger varsa sinir dederini ve bunun yani sira kalite
kontrol kokenleri icin beklenen sonuclar da kapsamalidir. Tablo 3'deki ilag konsantrasyon
araliklar 6nerilmektedir. 1ki katlik sulandinm serileri 1 mg/L baz alinarak iki kat giiclii
konsantrasyondaki RPMI %?2 G icinde hazirlanir. Plaklarda kullanilan RPMI %?2 G besiyeri son
konsantrasyonda olmasi gerekenden iki kat fazla glcte hazirlanir ve bu durum, distile su
icinde hazirlanan inoktlumun ilave edilmesinden sonra %50'lik bir seyrelmeye olanak tanir.

Sulandinmlar ISO'nun Onerileri dogrultusunda hazirlanmahdir [(13)]. Referans yontem kadar
performans sergiledigi gosterilmis ise alternatif sulandirim semalari kullanilabilir [(14)].
Ornegin, son konsantrasyonu 0,125-64 mg/L olacak sekilde bir sulandirim serisi hazirlamak
icin daha kicuk hacimler kullanan alternatif bir sema Tablo 4'te gosterilmistir (her bir
antifungal etkili madde icin gerekli olan ¢ozticlleri kontrol etmek icin Tablo 3’e bakiniz). Bu
alternatif semada calisma sollisyonlari hazirlamak igin gerekli olan basamaklarin 6zeti
asadidaki gibidir:

1. Antifungal ilaca ait bir stok tliplinii -70°C'lik dondurucudan ¢ikariniz.

2. Cozliciden (cozlcller icin Tablo 3’e, c¢dzlicllerin hacmi icin Tablo 4’e basvurunuz)
uygun hacimler alarak sonraki dokuz tiipe dagitiniz.

3. Son konsantrasyonun 200 kati olacak bicimde sulandirim serileri hazirlamak icin Tablo
4'te anlatilan basamaklar takip ediniz. Sulandirnm serilerini 0,03-16 mg/L ve 0,015-8
mg/L olarak hazirlamak igin sirasiyla Tablo 4'Un birinci basamagindaki 3200 mg/L
veya 1600 mg/L'lik bir stok konsantrasyonla yapilan benzer sulandirm serilerine
ihtiyag vardir.

4. 1ki kat giiclii RPMI %2 G besiyerinden on tiipe 9,9 ml dagitiniz.

5. Codzliclsu icinde 200x'lik son konsantrasyonda bulunan antifungal ilag tiiplerinin her
birinden 100 pl aliniz ve iglerinde kultlr besiyerinden 9,9 mL bulunan on tlpe
aktariniz (1:100 sulandinim). Kiiltlir besiyeri tplerindeki ¢dzliciinlin konsantrasyonu
%1 ve antifungal etkili maddelerin konsantrasyonu son konsantrasyonun iki katidir
(2x).

Mikrodiliisyon plaklarinin hazirlanmasi

Steril plastikten Uretilmis, tek kullanimlik, diiz tabanli kuyucuklari olan ve yaklasik olarak 300
plIlik nominal bir kapasiteye sahip 96 kuyucuklu mikrodilisyon plaklar kullaniniz.
Mikrodilisyon plaginin her bir siitunundaki 1'den 10’a kadar olan kuyucuklara, antifungal
etkili maddenin karsilik gelen konsantrasyonunu (son konsantrasyonun 2 kati) iceren her bir
tiipten 100 pl dagitiniz. Ornegin, itrakonazol, vorikonazol veya posakonazol ile calisirken 1.
sutuna ilagtan 16 mg/L iceren besiyerinden, 2. situna 8 mg/L igeren besiyerinden ve bdyle
devam ederek sonrasinda da 10. sttuna 0,03 mg/L igeren besiyerinden dagitiniz. Buradaki 11
ve 12. siitun kuyucuklarinin her birine iki kat glicte hazirlanmigs RPMI %2 G besiyerinden 100
Ml dagitiniz. Boylece, 1'den 10a kadar olan siitunlardaki her bir kuyucuk, antifungal ilacin son



konsantrasyonlarinin iki katini, iki kat glicte hazirlanmig RPMI %2 G besiyeri icinde ve %1’lik
¢ozuclsuyle icermis olacaktir.

Mikrodiliisyon plaklarinin saklanmasi

Plaklar plastik torbalara veya aliiminyum folyoya sarilabilir ve -70°C ya da altinda 6 aya kadar
veya -20°C'de 1 aydan fazla olmamak kosuluyla ilacin etki gliciinde kayip olmaksizin
dondurulmus olarak saklanabilir [(12)]. Plaklar bir kez buzdan ¢dzdirildikten sonra yeniden
dondurulmamalidir.

INOKULUMUN HAZIRLANMASI

Inokiilumun standart olmasi antifungal duyarlilik testlerinin dogru ve tekrarlanabilir olmasi
acisindan bir gerekliliktir. Besleyici agar besiyerinde 18-24 saatlik bir kilttirden alinan beg
tipik koloninin distile su igerisinde stispansiyonu yapilarak inokilum hazirlanmalidir. Son
inokiilum 0,5 x 10° ve 2,5 x 10°> KOB/mL arasinda olmalidir.

Koloni siispansiyon yontemi

1. Testten dnce segici olmayan besleyici agar besiyeri (Sabouraud dekstroz agar veya
patatesli dekstroz agar) ve ortam havasi kullanarak tiim mayalarin 35 + 2°C'de 18-48
saat sureyle kulttrind yapiniz.

2. Inokiilum hazirlamak igin 24 saatlik kiiltiirlerden capi =1 mm olan bes ayri koloni
aliniz ve en az 3 mL steril distile suda slispansiyonunu yapiniz.

3. Inokiilumu bir vorteks karistiricida 15 saniye siireyle giiclii bir sekilde karistirarak
stispansiyonun esit bir sekilde dagilmasini saglayiniz. Hiicre yogunlugunu 530 nm
dalga boyundaki bir spektrometrede absorbansi dlgerek ve gerektikce steril distile su
ilave ederek 0,5 McFarland bulaniklik standardina (Tablo 5) ayarlayiniz. Bunun
sonucunda 1-5 x 10° KOB/mL'lik bir maya siispansiyonu elde edilmis olacaktir. Bu
standart siispansiyonun steril distile suda 1-5 x 10° KOB/mL olacak sekilde 1/10'luk bir
sulandirmini yaparak bir galisma slispansiyonu hazirlayiniz.

Cryptococcus tiirleri

Cryptococcus tirleri fermentasyon olusturmayan mayalardir. Fermentasyonun olmamasi hem
CLSI hem de EUCAST tarafindan tanimlanan protokollere gére hazirlanan mikrodiliisyon
plaklarindaki tGremeyi riske sokar. Son zamanlarda yapilan kapsamli bir calismayla, Candida
tlrleri igin olan standart yonteme kiyasla EUCAST duyarlilik test yontemindeki degisikliklerin
etkileri arastinimistir [(15)]. Yapilan degisiklikler sunlari icermektedir; 1) lreme besiyeri
(RPMI besiyerine karsin yeast nitrogen base [YNB]), 2) glikoz konsantrasyonu (%0,2'ye
karsin %?2), 3) nitrojen kaynadi (amonyum siilfat), 4) isi (30°C'ye karsin 35°C), 5) calkalama
ve 6) inokiilum biyukligua (10°, 10* ve 10° hiicre). Ureme oranlari ve MiK'ler
karsilastinlmistir. YNB besiyerinin kullaniimasi, inkiibasyon 1isisinin 30°C'ye dustirilmesi ve
inkiibasyon siiresince plaklarin galkalanmasinin tiimiiniin Greme oranini arttirmasina ragmen,
farkli yontemlerle elde edilen MiK'ler arasinda anlaml farkliliklar olmamistir. MIK degerleri
arasindaki uyum degerlendirilirken, iki katlik iki sulandinmdan daha az farklilik gésteren MiK
degerlerinin anlamh sekilde farkli olmadidi kabul edilmistir. Bu nedenle hali hazirda EUCAST



yonteminin Cryptococcus tirlerinin test edilmesi igin kabul gormesi ve OD dederinin 0,2'nin
tizerinde oldugu zaman plaklarin okunmasi énerilmis durumdadir. Uremenin yetersiz oldugu
durumlarda testin tekrarlanmasi, fakat plaklarin 30°C'de inkiibasyona alinmasi 6nerilmektedir.

MIiKRODILUSYON PLAKLARININ INOKULASYONU

Inokiilum siispansiyonu icindeki canli hiicre konsantrasyonunu siirdiirebilmek igin, inokiilum
hazirlandiktan sonra 30 dakika icinde mikrodillisyon plaklarina inokiilasyon yapilmahdir.

Bir mikrodiliisyon plaginin her bir kuyucuguna, 1-5 x 10°> KOB/mL'lik maya siispansiyonundan
100 pl alarak inokilasyon yapiniz. Bu islem gerekli olan son ila¢ konsantrasyonunu ve
inokiilum yogunlugunu (son inokiilum = 0,5-2,5 x 10° KOB/mL) verecektir. Ayni zamanda,
ilac icermeyen ve steril besiyerinden 100 pl iceren tUreme kontrol kuyucuklarina da ayni
inokiilum stispansiyonundan 100 pl alarak inokiilasyon yapiniz. Mikrodiliisyon plaginin 12.
sttununu, inokilum hazirlarken kullanilan distile suyun ait oldugu partiden 100 pl alarak
doldurunuz ve bunu besiyeri ve distile su (sadece ilagsiz besiyeri) icin sterilite kontrol
amaciyla kullaniniz. Kalite kontrol kokenlerini her seferinde aynen bir izolatin test edildigi gibi
ayni yontemle test ediniz.

MIKRODILUSYON PLAKLARININ INKUBASYONU

Mikrodillisyon plaklarini 35 + 2°C'deki ortam havasinda galkalamadan 24 + 2 saat siireyle
inkiibasyona birakiniz. Bir absorbans degerinin <0,2 olmasi zayif liremeyi gosterir ve en sik
Candida parapsilosis ve Candida guilliermondii kdkenleri arasinda goriliir. Bu sekildeki plaklar
bir 12-24 saat daha yeniden inkiibasyona tutulmali ve sonrasinda yeniden okunmalidir. Kirk
sekiz saat sonrasinda 0,2'lik bir absorbansa ulagilamamasi testi gegersiz kilar. Yukarida
bahsedildigi gibi, Cryptococcus tiirleri igin 48 saat sonrasinda absorbansin <0,2 olmasi, testin
30°C'lik inkiibasyon kullanilarak tekrarlanmasina yoneltmelidir [(15)].

SONUCLARI OKUMA

Mikrodillisyon plaklari bir mikrodiliisyon plak okuyucusu ile okunmalidir. Plagin absorbansini
6lgmek icin 405 nm veya 450 nm gibi diger dalga boylari da kullanilabilirse de, 6nerilen dalga
boyu 530 nm‘dir. Koér (zemin) okuma dederi, geri kalan dider kuyucuklarin okuma
degerlerinden gikariimalidir.

Amfoterisin B

Amfoterisin B'nin MIK degeri, ilag icermeyen kontroliinkine gére iremede >%90 inhibisyona
yol acan en distk konsantrasyondur.

Flusitozin, azol grubu etkin maddeler ve ekinokandinler



Flusitozin (5-flusitozin), azol grubu antifungal ilaglar ve ekinokandinlerin MIK degeri, ilag
icermeyen kontrollinkine goére Uremede =>%50 inhibisyona yol acan en distk ilag
konsantrasyonudur.

SONUCLARIN YORUMLANMASI

EUCAST amfoterisin B, anidulafungin, flukonazol, posakonazol, vorikonazol ve Candlda turleri
icin sinir dederler 6nermis durumdadir (http://www.srga.org/eucastwt/MICTAB/index.html).

KALITE KONTROL

Kontrol yontemleri sonuglarin kalitesinin glivence altina alindigi yaklagimlardir ve CLSI
tarafindan detayli bir sekilde tanimlanmistir [(1)]. Test sonuglarinin rutin olarak kalitesi
kontrol kdkenlerinin kullaniimasiyla takip edilir.

Kontrol kokenleri

ideal olarak kontrol kékenlerinin MiK’leri, test edilen iki katlik seri araliginin ortasina yakin
olmali ve antifungal ila¢ duyarlilik tarzlar kararliik gdstermelidir. Onerilen kontrol kdkenleri
Tablo 6'da gosterilmis ve bu kriterlere gore segilmistir [(16;17)]. Son zamanlarda yapilan bir
calisma gostermistir ki, en sik kullanilan iki kontrol kékeni olan C. parapsilosis ATCC22019 ve
C. krusei ATCC6258 kaspofunginin etki glicindeki degisimi saptamada yeterince duyarli
degildir ve bu amac icin C. albicans ATCC64548 veya C. albicans 64550 daha Ustiindir
[(12)]. Kontrol kokenleri American Type Culture Collection (ATCC), National Collection for
Pathogenic Fungi (NCPF) ve Central Bureau voor Schimmelcultures (CBS) gibi glvenilir bir
kaynaktan ya da benzer kalite glivencelerini sunan ticari tedarikcilerden temin edilmelidir.

Kontrol kokenlerinin saklanmasi

Mayalar liyofilize bir halde ya da -60°C veya altinda dondurulmus olarak saklanabilirler [(18)].
Kiltlrler kisa sireligine Sabouraud dekstroz agar veya patatesli dekstroz agar iceren yatik
besiyerlerinde 2-8°C'de saklanabilirler. Yeni kiiltiirler dondurulmus stoklardan iki haftada bir
hazirlaniyor olmalidir.

Genel Oneriler ve kontrol kokenlerinin rutin kullanimi

Kontrol kdkenlerinin rutin kullanimi igin, besleyici agar besiyerine (6rn., Sabouraud dekstroz
agar veya patatesli dekstroz agar) yatik agarlardan ya da dondurulmus veya liyofilize
kiiltlirlerden taze kiltirler hazirlanmalidir.

1. Testin yapilacagi her bir giinde teste en az iki kontrol kdkeni dahil edilmeli ve MiK'ler
Tablo 6'da verilen kontrol araliklarinin igerisinde olmalidir. Eger yapilan 20 testte,
belirlenen araligin disinda bulunanlarin sayisi birden fazlaysa hatanin kaynadi
arastirimahdir.


http://www.srga.org/eucastwt/MICTAB/index.html

2. Test edilen organizmanin Uremesini gdstermek ve sinir degerlerin okunmasinda
bulaniklik kontrolli gérevi gérmesi igin her bir teste antifungal icermeyen bir besiyeri
kuyucugu dahil edilmelidir.

3.

Safliindan emin olmak ve testin tekrari gerekirse taze koloniler elde bulundurmak igin

inokllumlardan uygun bir agar besiyerine (tercihen kromojenik bir besiyeri) pasaj
yapiniz.

Besiyerinin, mikrodillisyon plaklarinin ve RPMI %?2 G besiyerinin her bir yeni partisini

Tablo 6'da listelenen kalite kontrol kdkenlerinden en az ikisiyle test ediniz ve MiK'lerin
beklenen aralikta oldugundan emin olunuz.
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Tablo 1. RPMI 1640 besiyerinin bilegimi

Icerik g/L
L-arginin (serbest baz) 0,200
L-aspargin (susuz) 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-hidroksiprolin 0,020
L-izolosin 0,050
L-16sin 0,050
L-lizin HCI 0,040
L-metiyonin 0,015
L-fenilalanin 0,015
L-prolin 0,020
L-serin 0,030
L-treonin 0,020
L-triptofan 0,005
L-tirozin 2Na 0,02883
L-valin 0,020
Biyotin 0,0002
D-pantotenik asit 0,00025
Kolin klorir 0,003
Folik asit 0,001
Miyo-inositol 0,035
Niasinamid 0,001
PABA 0,001
Pridoksin HCI 0,001
Riboflavin 0,0002
Tiamin HCl 0,001
Vitamin B12 0,000005
Kalsiyum nitrat H20 0,100
Potasyum klordr 0,400
Magnezyum siilfat (susuz) 0,04884
Sodyum klortr 6,000
Sodyum fosfat, cift bazli (susuz) 0,800
D-glikoz® 2,000
Glutatyon, indirgenmis 0,001
Fenol kirmizisi, Na 0,0053

°Bu besiyerinin %2 glikoz icerdigine dikkat ediniz.



Tablo 2. RPMI %?2 G besiyerinin igerikleri

Icerik 1 x konsantrasyon 2 x konsantrasyon
Distile su 900 mL 900 mL
RPMI 1640 (Tablo 1) 1044 20,8 ¢
MOPS 34,53 g 69,06 g
Glikoz 18 g 369




Tablo 3. Antifungal etkili maddelerin stok sollisyonlarinin hazirlanmasi icin gerekli
gozicller, antifungal maddelerin 6zellikleri ve uygun konsantrasyon araliklari

Antifungal madde Coziicli Ozellikler Test araligi (mg/L)
Amfoterisin B DMSO? Hidrofobik 0,03 -16
Flukonazol DMSO/Su® Hidrofilik/hidrofobik 0,12 - 64
Itrakonazol DMSO Hidrofobik 0,016 - 8
Vorikonazol DMSO Hidrofobik 0,016 -8
Posakonazol DMSO Hidrofobik 0,016 -8
Flusitozin Su Hidrofilik 0,12 - 64
Kaspofungin DMSO Hidrofobik 0,016 -8
Mikafungin DMSO Hidrofobik 0,016 -8
Anidulafungin DMSO Hidrofobik 0,016 - 8

®DMSO, Dimetil siilfoksit

bJreticilerin talimatlarina gére. Pfizer tarafindan verilen orijinal saf madde suda
kolayca ¢dzlinebilir durumdaydi. Ancak, Sigma-Aldrich’ten satin alinan toz oldukca
hidrofobiktir, suda oldukca zayif bir bicimde ¢éziinmektedir ve bu nedenle Ureticinin
Onerisi dogrultusunda DMSO igerisinde ¢ozduriiimelidir

(http://www.sigmaaldrich.com/catalog/ProductDetail.do?lang=en&N4=F8929|SIGMA
&N5=SEARCH CONCAT PNO|BRAND KEY&F=SPEC).



http://www.sigmaaldrich.com/catalog/ProductDetail.do?lang=en&N4=F8929|SIGMA&N5=SEARCH_CONCAT_PNO|BRAND_KEY&F=SPEC
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/ProductDetail.do?lang=en&N4=F8929|SIGMA&N5=SEARCH_CONCAT_PNO|BRAND_KEY&F=SPEC

Tablo 4. Son konsantrasyonu 0,12-64 mg/L olan antifungal dillisyon serileri hazirlama semasi

Iki kat gicteki
RPMI %2 G ile

Basama  Konsantrasvo Antifungali  Cozuclnu Ara 1:100
K n (m /L)y Kaynak n hacmi n® hacmi  konsantrasyo sulandirim
9 (ML) (ML) n sonrasil
konsantrasyon
(mg/L)"
1 12 800° Stok 200 0 12 800 128
2 12 800 Stok 100 100 6 400 64
3 12 800 Stok 50 150 3200 32
4 12 800 Stok 50 350 1 600 16
5 1600 Basamak 4 100 100 800
6 1600 Basamak 4 50 150 400
1600 Basamak 4 50 350 200
200 Basamak 7 100 100 100 1
200 Basamak 7 50 150 50 0,5
10 200 Basamak 7 25 175 25 0,25

®Antifungallerin sulandirimlarini yapmak icin gereken ¢oziiciiler icin Tablo 3'e basvurunuz.

bInokiilum siispansiyonu ile 1:1 seyreltme yapilmasi sonucunda gésterilen konsantrasyonlarin
yarisi olan son konsantrasyonlar olusur.

°En yiiksek son konsantrasyonlari 16 mg/L veya 8 mg/L olan sulandirim serileri igin sirasiyla
3200 mg/L ve 1600 mg/L’lik stok konsantrasyonlar ile baslayiniz.



Tablo 5. McFarland 0,5 bulaniklik standardinin hazirlanmasi

Basamak Yontem

1 BaCl,'nin 0,048 mol/L (%1,175 adirlik/hacim BaCl, 2H,0) olacak sekilde
hazirlanmig ¢ézeltisinden 0,5 mL alarak, H,SO,4'tin 0,18 mol/L (0,36 N) (%1
hacim/hacim) olarak hazirlanmig gozeltisinin 99,5 mL'sine ekleyiniz ve iyice

karistiriniz.

2 Yogunlugunu 1 cm'lik bir 1sik yolu ve uygun kuveti olan bir spektrometre ile
kontrol ediniz. Olglilecek 530 nm’deki absorbans 0,12 ila 0,15 olmalidir.

3 Test inokllumu ayarlamasi igin kullanilan ayni élgllerdeki burgu kapakl tiplere
daditiniz.

4 Adz kapatilmig standartlari oda isisinda ve karanlikta saklayiniz.

5 Standardi kullanmadan hemen 6nce bir vorteks karistiriciyla iyice karistiriniz.

6 Uc aylik saklamadan sonra standartlari yenileyiniz ya da absorbansini kontrol

ediniz.




Tablo 6. Antifungal etkili maddelerin kalite kontrol kdkenleri icin kabul edilebilir MiK araliklari

(mg/L)
Antifungal Candida Candida Candida Candida
madde krusei parapsilosis albicans krusei CL-
ATCC! 6258 ATCC 22019 CL-CNM? F CNM CL3403
8555
Amfoterisin B 0,12-1,0 0,12-1,0 0,06-0,5 0,25-1,0
Flusitozin 1,0-4,0 0,12-0,5 0,06-0,25 2,0-8,0
Flukonazol 16,0-64,0 0,5-2,0 32,0-128,0 16,0-64,0
Itrakonazol 0,03-0,12 0,03-0-12 0-25-1,0 0,12-0,5
Vorikonazol 0,03-0,25 0,015-0,06 0,5-0,20 0,12-0,5
Posakonazol 0,015-0,06 0,015-0,06 0,12-0,5 0,06-0,25
Kaspofungin BD BD BD BD
Anidulafungin <0,06 0,125-1,0 BD BD
Mikafungin BD BD BD BD

IATCC: Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu (American Type Culture Collection)
’CL-CNM: Ispanya Ulusal Mikrobiyoloji Merkezi maya koleksiyonu
BD: Belli degil.



