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OZET

Onder, S. Farnesoliin tek basina ve antifungal ilaglarla kombine olarak
Aspergillus klinik izolatlarina in vitro etkisinin arastiriimasi. Eskisehir
Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal,
Tipta Uzmanlik Tezi, Eskigehir, 2019. Fungal enfeksiyonlarin tedavisinde
kullaniimak Gzere gelistirilmis sinirli sayida ve sinirli etkinlige sahip birkag grup
antifungal mevcuttur ve bunlarin klinik kullanimlarini olumsuz etkileyen toksik
yan etkileri ve yiuksek maliyetleri bulunmaktadir. Sinirli sayidaki antifungal
ilaglarin yogun kullanimi nedeniyle antifungal ilaglara diren¢ gelismesi ya da
direncli suslarin sikhdginin artmasi ile fungal infeksiyonlarin tedavilerinin
glclesmesi, daha genis spektrumlu, farkli hedefleri etkileyen yeni ilaglara ya
da tedavi rejimlerine ihtiyag dogurmustur. Son yillarda dogal trtnlerin tedavide
kullanimina yonelik galigsmalara egilim artmigtir. Farnesol, birgok bitkisel yagda
bulunan dogal kaynakl bir sesquiterpen alkoldir ve C. albicans tarafindan
quorum sensing molekull olarak sentezlendigi bildiriimektedir. Calismamizda
klinik Aspergillus izolatlarina (A. fumigatus, A. flavus) vorikonazol,
anidulafungin ve amfoterisin B' nin antifungal etkinligi Uzerine farnesollin
katkisinin degerlendiriimesi amaclanmigtir. Kirk bes klinik izolata referans sivi
mikrodiliisyon testi ve ¢ antifungal (VOR, AMB ve AND) ile farnesolin (FAR)
kombinasyon testi c¢alisildi. Tum izolatlarin FAR duyarlihk araligi
1500->6000uM, VOR duyarhlik araligi 0.125-1 pg/mL, AMB duyarlilik araligi
0.125-2 pg/mL, AND duyarliliklari ise <0.0035 olarak saptandi. izolatlarin
higbirinde sinerji saptanmazken, tum izolatlarin %38’ inde FAR-VOR, %24’
unde de FAR-AMB kombinasyonu icin antagonistik etkilesme saptandi. Sonug
olarak, A. fumigatus ve A. flavus izolatlarina kargi farnesolin bu ¢calismada test
edilen antifungallere (VOR, AMB) herhangi bir katkisi saptanamamig hatta
antagonistik etkilesme sonuclar elde edilmigtir. Bu durum Aspergillus
enfeksiyonlarinin tedavisinde farnesolin antifungallere olumlu katkisi

olabilecegi 6ngérusunu zayiflatmistir.

Anahtar kelimeler: Farnesol, Anidulafungin, Vorikonazol, Amfoterisin B
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ABSTRACT

Onder, S. Evaluation of the in vitro effects of farnesol alone and in
combination with antifungal drugs on Aspergillus clinical isolates.
Eskisehir Osmangazi University School of Medicine, Department of
Clinical Microbiology, Eskisehir, 2019. There are a few grup of antifungals
at limited number and limited effectiveness for treatment of fungal infections
and there are toxic side effects and high costs limiting the clinical usage of
them. The difficulty in treatment of fungal infections with increased resistance
to antifungal drugs or the increased frequency of resistant strains due to the
intensive use of limited antifungal drugs have necessitated new drugs affecting
different targets with broader spectrum or new treatment regimens. In recent
years, there has been an increase in the tendency to studies regarding
therapeutic use of natural products. Farnesol is a natural sesquiterpen alcohol
found in many vegetable oils and reported to be synthesized as a quorum
sensing molecule by C. albicans. Therefore, the evaluation of farnesol’s
contribution on antifungal activity of voriconazole, anidulafungin and
amphotericin B against clinical Aspergillus isolates has been aimed in our
study. Liquid microdilution test and combination of three antifungals (VOR,
AMB and AND) and farnesol were studied in 45 clinical isolates. FAR sensitivity
range of all isolates 1500->6000 yM, VOR sensitivity range 0.125-1 pg/mL, the
sensitivity range of the AMB 0125-2 yg/mL, AND sensitivity was determined
as the <0.0035 ug/mL. Synergies were not detected in any of the isolates,
whereas 38% of all isolates had antagonistic interaction for FAR-VOR and
24% for FAR-AMB combination. As a result, no contribution of farnesol to A.
fumigatus and A.flavus isolates to the antifungals (VOR, AMB) tested in this
study, even antagonistic interaction results were obtained. This situation
weakened the prediction that farnesol may have a positive effect on antifungals

in the treatment of Aspergillus infections.

Key Words: Farnesol, Voriconazole, Anidulafungin, Amphotericin B
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1.GIRIS

insanda enfeksiyon etkeni olan mantarlarin cogunlugu, dogada yaygin
bulunan, maya ya da kuf formundaki saprofit canlilar olmakla birlikte, konak
savunma sistemini olumsuz etkileyen durumlarin varliginda, morbidite ve
mortalitesi ylksek invaziv enfeksiyonlara neden olabilmektedirler. Ginumuizde
hematolojik ya da solid organ kanserli hastalar ile bu hastalara uygulanan
agresif tedavi yaklagimlari, cerrahi —6zellikle abdominal cerrahi- uygulanmis
hastalar, immunsupresif tedavi alan hastalar, organ nakil hastalari gibi immun
sistemi baskilanmisg hasta sayisindaki artigla birlikte, mantarlarin neden
oldudu invaziv enfeksiyonlarin sayisi da her gecen gun artis géstermektedir.
Dunyada 100.000° den fazla tanimlanmig mantar turi bulunmakla birlikte,
hentiz kesfedilmemis milyonlarca turin oldugu tahmin edilmektedir.
GuUnumuzde, isimlendiriimis mantar tirlerinden yaklasik 200’ G insan ya da
hayvanlardan enfeksiyon etkeni olarak izole edilmistir. Bunlarin az bir kismi
saglikh bireylerde enfeksiyona neden olabilmekteyken, sayilari gin gectikge
artan onemli bir kismi ise immun duskun bireylerde ciddi enfeksiyonlara neden
olabilen “firsat¢i patojenler” olarak karsimiza ¢ikmaktadir (1).

insanda enfeksiyon etkeni olan bu mantar tirlerinin neredeyse %80’ ini
Candida ve Aspergillus turleri olusturmaktadir (2). Aspergillus genusu iginde,
enfeksiyonlardan sorumlu olan baslica tur A. fumigatus olup, bunu A. flavus,
A. terreus ve A. niger izlemektedir (3,4). Aspergillus turleri immudn sistemi
baskilanmis hastalarda firsatgl enfeksiyon etkenleri olarak
degerlendiriimektedir. Ozellikle hematoloji kanserli ya da kemik iligi nakli
uygulanmig hastalar gibi aspergilloz agisindan yuksek riskli hastalarda yeterli
antikor cevabi olusamadigindan hayatta kalimi olumsuz yonde etkiler (5-7).
Erken tani ile tedavi basarisi belirgin olarak arttigindan tani koyulur koyulmaz
tedaviye baslanmalidir.

Okaryotik hiicre yapisi nedeniyle, invaziv mantar enfeksiyonlarinin
tedavisinde kullaniimak Uzere geligtirilmis sinirli sayida antifungal ilag
bulunmaktadir. Bunlar polienler, triazoller ve ekinokandinlerdir. Ancak bu
ilaglarin sinirl etki spektrumlari ya da ciddi toksik yan etkileri nedeniyle, invaziv

fungal enfeksiyonlarin tedavisi hala zordur ve siklikla yiksek maliyet ve yuksek



mortalite oranlari ile birliktedir. Ayrica, mevcut antifungal ilaglarin yogun
kullanimi nedeniyle bu ilaglara direng gelisimi ya da direngli suglarin sikhiginin
artmasi ve fungal infeksiyonlarin dnemli bir saglik sorunu haline gelmesi, daha
genis spektrumlu, farkl hedefleri etkileyen yeni ilaglara ya da tedavi rejimlerine
ihtiyag dogurmustur. Bu nedenle son yillarda yeni antifungal ilag geligtirme
cabalari yeni hedef arayislarina yonelmis ve dogal UrUnlerin tedavide
kullanimina yonelik galismalara egilim artmistir.

Farnesol, bir¢ok bitkisel yagda bulunan dogal kaynakli bir sesquiterpen
alkoldir ve C. albicans tarafindan quorum sensing molekUll olarak
sentezlendigi bilinmektedir. Bununla birlikte disaridan uygulanan farnesollin
degisik duzeylerde antibakteriyel ve antikandidal etkinligi de gosterilmis ve
antifungal ilaglarla kombinasyonunun Aspergillus tirlerine de etkili olabilecegi
dusundimustar.

Bu ¢alismada invaziv mantar enfeksiyonlarindan siklikla izole edilen iki
Aspergillus turine (A.fumigatus ve A.flavus) karsi farnesol ile yaygin
kullanilan antifungallerden vorikonazol (VOR), anidulafungin (AND) ve
amfoterisin B (AMB)’ nin kombinasyonlarinin degerlendirilmesi amaglanmistir.
Duyarllik testleri igin CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute)
rehberleri kullaniimig, kombinasyon testleri checkerboard (dama tahtasi)

yontemi ile uygulanmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Tarihge, Tanimi ve Siniflandirma

Aspergillus cinsi kiifler ilk kez italyan papaz biyolog Pier Antonia Michell
tarafindan 1729’ da tanimlanmistir (8). Aspergillus adini ise bazi Hristiyan
ayinlerinde su serpmek icin kullanilan nesneye benzerliginden dolayi almigtir.
1863’ de genusun en patojen turt olan Aspergillus fumigatus Fresenius
tarafindan tanimlandi. Ancak insan enfeksiyonlarinda rolli olabilecegi ilk kez
1856’ da Virchow tarafindan ortaya atildi. invaziv aspergilloz ilk kez aplastik
anemili bir hastada 1953’ de Rankin tarafindan tanimlandi (9).

Thom ve Church 1926’ da Aspergillus ile ilgili tim bilgileri bir monografta
toplamisti. Raper ve Fennel 1965’ te Aspergillus turlerine spesifik konidyum,
konidyofor ve vezikul yapisini tanimlamistir. Raper ve Fennel ayni yil Thom ve
Church'lin yaptigi bu galismayi genigletmis ve Aspergillus’lari 18 farkli gruba
ayirmistir. 1985’ te Gams ve arkadaslari bu 18 farkli grubu yeniden dizenlemis
ve bu siniflamaya resmiyet kazandirmistir. Su anda Aspergillaceae ailesi
icinde vyaklasik 250 tar ve 17 bolum bulunmaktadir. Yeni tdrlerin
tanimlanmasiyla bu sayi her gecen gun artmaktadir (9).

Aspergillus cinsi Ascomycota bdliminde, Eurotiomycetes sinifinda
Eurotiales takiminda, Trichocomaceae ailesinde vyer alir. Aspergillus
taksonomisi son yillarda degisime ugrayarak, gunumuizde cins, alt-cins ve
boélimlere ayrilmistir. Aspergillus cinsi yedi alt-cins igermektedir: Fumigati,
Circumdati, Candidi, Terrei, Nidulantes, Warcupi, ve Ornati. insanda
hastaliklara neden oldugu bilinen esas turler bes Aspergillus boélimunde
bulunmaktadir: Fumigati, Flavi, Nigri, Terrei ve Nidulantes. Bununla birlikte
ginimuzde “species complex” teriminin kullanimi da giderek artmaktadir.
Ornegin; “Aspergillus viridinutans species complex”, “Aspergillus section
Fumigati” de yer alir. “Aspergillus section Fumigati” icinde birbiriyle yakindan
iligkili, hayvan ve insan patojenlerinin de oldugu A. udagawae, A. felis, A.
pseudofelis, A. parafelis, A. pseudoviridinutans, A. wyomingensis gibi fungal

patojenler igerir.



2.2.Aspergillus Tiirleri ve Genel Ozellikleri

Yaklasik 200 tur igceren Aspergillus genusu mantarlar insan, hayvan ve
bitki patojeni olmasinin yani sira gida ve ilag endustrisinde de onemli yer
tutmaktadir (10)

2.2.1.Mikolojik Ozellikleri

Aspergillus cinsi hem eseyli hem eseysiz olarak Ureyebilirler.
Aspergillus turlerinin identifikasyonu igin hem makroskobik hem mikroskobik
Ozellikler dikkatle incelenmelidir. Olgun Aspergillus kolonileri ortalama 3-5
gunde olugur. Makroskobik inceleme yapilirken koloni ¢aplari, koloninin 6n ve
arka yuzdeki rengi, pigment varligi incelenir (11-13). Kullanilan besiyerine gore
degismekle birlikte yesil, sari-yesil, mavi, deve tlyu rengi, siyah renkte
koloniler olusturabilirler. Koloni rengi, ilk gunlerde beyaz ve renksizken,
yaslandik¢a renklenir ve kadifemsi, bazen granuler bir gérinti olusur (14).
Standart tanimlamalar 7 ginden sonraki Uremeye gore yapilmalidir.

Mikroskobik olarak septali hiyalen hifler, konidyofor, vezikul, fiyalit ve bu
fiyalitten dogan tek hucreli sporlar (konidya) Aspergillus genusunun
karakteristik 6zelligidir. Mikroskobik 6zellikleri incelenirken vezikullerin sekil ve
blayuklugu, fiyalit ve metula diuzeni dikkatle incelenmelidir. Dikine ¢ikan uzanti
konidyofor olarak isimlendirilir. Konidyofor ya direkt vejetatif hiften ya da ayak
hicresi denilen 6zellesmis bir hif hiicresinden ¢ikar. Konidyofor vezikil denilen
bir sislikle sonlanir. Bu vezikul yuvarlak, armut seklinde veya lobut seklinde
olabilir. Vezikulun ya her tarafi ya da bir kismi fiyalitlerle kaplidir. Fiyalitlerden
tek bir sGtun halinde ya da konidyofora dik agiyla ¢ikan yapilar konidyum olarak
isimlendirilir. Konidyumlar tipik olarak elips ya da yuvarlak olabilir. Tlre bagli
olarak rengi ve duvar sekilleri farklilk gosterebilir (15). Aspergillus
konidyumlari son derece hidrofobik 6zellikte olup, cevreye yayllmada buyuk

onem tasirlar.



2.2.2 Tibbi Onemi Olan Aspergillus Tiirleri

Insan hastaliklarinda primer etken A. fumigatus olup bunu A. flavus , A.
terreus ve A. niger takip etmektedir. Enfeksiyon etkeni olabilen diger
Aspergillus turleri A. nidulans, A. oryzae, A. ustus, A. lentulus, A. versicolor,
A. sydowi, A. candidus, A.restrictus, A. clavatus, A. glaucus, A. amstelodami

olarak sayilabilir (16).

2.2.3. Patojenite

Aspergillus tarlerinin  konakta hastalik yapmasi, tum patojenlerde
oldugu gibi konagin immin durumuna ve patojenin virilans faktorlerine
baglidir. Aspergillus cinsine ait tlrlerin olusturdugu enfeksiyonlar aspergilloz
olarak isimlendirilir. Aspergillus turleri firsat¢i patojenler olup; immun sistemi
saglam bireylerde enfeksiyon olusturmazken, bagisiklik sistemi vyetersiz
bireylerde (transplant hastalari, hematolojik maligniteli hastalar) hizli ve mortal
seyirli enfeksiyonlar yapabilirler. Her firsatgi enfeksiyonda oldugu gibi

aspergilloz enfeksiyonlarinda da konak savunmasi Kkilit role sahiptir (17).

Konak Savunma Mekanizmalari

invaziv akciger aspergillozu esas olarak havadaki konidyumlarin
solunmasiyla meydana gelmektedir (18). Konidyumlar inhale edildikten sonra
esas olarak solunum yolu epitelinin mukosiliyer aktivitesi ile hava yollarinda
tutulmaya galisilir ve alveollere girisi engellenir (19). Ust hava yollarini agan,
alveollere ulagsmayl basaran Kkonidyalar alveolar makrofajlar tarafindan
fagosite edilir. Konidya ve hiflerin kompleman sistemini aktive etmesiyle; C3b,
C4b ve Ig (immiinglobulin) ile konidyalarin kaplanmasi fagositozu giiclendirir.
Makrofajlar, mantar hucre duvarindaki beta D glukan gibi hicre duvar
komponentlerini tanidiktan sonra inflamatuar mediatorleri ortama salarlar.
Makrofaj ve mikroorganizma arasindaki bu etkilesim toll like reseptér (TLR-4)
ve patojen iligkili molekuler paternler (PAMPS) sayesinde gergeklesir. TLR ve
PAMPS’ larin etkilesmesiyle proinflamatuar sitokinler salinmaya basglar (19).

Bu salinan sitokinler invaziv hifal formlarin oldirilmesinde 6nemli olan



hicresel immuniteyi aktifler. Ayni zamanda notrofilleri inflamasyon bolgesine
ceker (20).

Aspergillozun patogenezi tam olarak anlagilamamig olmakla beraber
Thl (T helper 1) ve Th2 (T helper 2) yolaklarinin dengesi enfeksiyonun
olusmasinda etkilidir. Dendritik hucrelerin salgiladigi sitokin tipi ve antijene
gore farkllasan T helper hucreleri konidyalarla ya da hifal yapilarla
kargilasinca Th1 yéninde farkhlasir. Th1 hicreleri, IL-12 ve IFN-y uyarimi ile
aktive olurlar ve IL-2, IFN-y ve TNF-a salinimi yaparlar. Th 1 grubu sitokinler
(IL-12, IFN-y, TNF-q, IL-1, IL-8, IL-6) mantara etkili olan hlcreleri induklerken;
Th 2 grubu sitokinler (IL-4, IL-10) bu hicrelerin etkisini baskilar. Th2 grubu ne

kadar baskinsa hastalik o oranda siddetli goralir (19).

Mantara Ait Faktorler

Aspergillus konidyalari elips, yuvarlak yapida olabilir ve tlre bagl olarak
blayUklik, renk ve duvar sekilleri farklihk gdsterebilir (21). Konidyumlarin
germinasyonuyla migel olusumu baglar. immin sistemin uzaklastiramadigi
konidyumlar migel olusumunun yani sira biyofilm olusumunda da énemlidir.
inhale edilen konidyum yikii olusan biyofim kiitlesinin direnciyle dogrudan
iligkilidir (22). Konidyumlarin 5 mikrometrenin altinda (2-3 pm) olmasi
alveollere ulagsmasini kolaylastirmaktadir. Konidya yuzeyindeki ¢ikintilar ise
konidyumlarin gevresel yayllimini kolaylastirmaktadir (23,24). Konidya
yuzeyinde bulunan siyalik asit ve diger proteinler, konak fibrinojen, laminin ve
fibronektinine baglanmaya aracilik etmektedir. Ayrica yluzeydeki bu siyalik asit
kalintilari, konidyalarin yayilmasinda ve akcigerlerde birikmesinde de buyuk
onem tasimaktadir. Hif duvarinda bulunan (-(1-3)-D-glukan ise makrofaj
yuzeyindeki reseptorlere baglanir (25).

Enfeksiyonlardaki rolleri kesin olmamakla birlikte, Aspergillus turleri
tarafindan fosfolipaz, proteaz gibi enzimlerle, mikotoksin adi verilen sekonder
metabolitler Uretiimektedir. Ozellikle fosfolipazlar konak dokuya invazyon ve
konak hicreye penetrasyondan sorumlu oldugu gdsterilmistir (26). Gliotoksin
en cok ilgi ceken toksin olup aspergillozlu hastalarin serumlarindan kolaylikla
elde edilebilmistir. Gliotoksinin nétrofil apoptozisini indikledigi ve nétrofillerde



gerceklesen NADPH oksidazin aracilik ettigi dogal bagisiklik savunma hattini
ortadan kaldirdigi gosterilmistir (27).

Ferrik demiri baglayan ve demir alimini ve depolanmasini kolaylastiran
negatif yukla molekuller olan sideroforlarin, A. fumigatus’ un konaktan demir
alimina aracilik ettigi ve Aspergillus tirlerinin serumun fungisidal etkisinden

korunmasini sagladigi bildiriimektedir (28,29).
2.2.4. Epidemiyoloji ve Bulas

Firsatgi mantar enfeksiyonlarinin en sik karsilagilan etkenleri olan
Candida turlerinden sonra, ikinci sirada Aspergillus turleri yer almaktadir (30).
Aspergillus tdurlerinin dogal yasam ortamlari, gubre ve c¢lrliyen organik
maddelerdir. Tum dlnyada, dogada toprakta, havada ve suda yaygin olarak
bulunduklarindan, Aspergillus tirleri ile insanlarin karsilasmasi kaginilmazdir.

Enfeksiyonlarin kaynagdi dogadaki mantar sporlaridir ve etkenin konaga
girigi siklikla havadaki sporlarin inhalasyonuyla gerceklesir. Bulagsmada suyun
da dnemli bir kaynak olabilecegine dair kanitlar bulunmustur. Hastaneden izole
edilen Aspergillus kdkenleri ile dus basliklarindan elde edilen kdkenler
arasinda yiiksek oranda benzerlik bulunmustur (31). immin sistemi saglam
bireylerde, solunan konidyumlar dodal savunma mekanizmalari tarafindan
uzaklastirildigi halde, immuin diskin hastalarda ciddi enfeksiyonlara yol
acabilirler (32). Konidyumlarin kiguk olmasi ve immun sistemdeki defektler
akcigerlere yerlesmesini ve enfeksiyonun gelismesini kolaylastirir. Kapali
ortamlar, dis ortam havasindan daha fazla spor icermektedir (33).
Hastanelerde ya da cevresinde devam eden ingaat ve tadilat isleri, havadaki
mantar sporlarinin sayisinin artisina ve buna paralel olarak immun dugkin
hastalarda Aspergillus enfeksiyonlarinin sikhginda artisa neden olmaktadir.
Bunun yani sira, hasta odalarinda canli ya da kuru cicek bulunmasi da
havadaki mantar sporu oranini arttirmaktadir. Enfeksiyonun olusmasinda en
onemli faktor hastalarin immin durumu olup, hastadan hastaya bulas s6z
konusu degildir (34).



2.3.Klinik Aspergillus Enfeksiyonlari ve Risk Faktorleri

Mantar enfeksiyonlarin klinik belirtileri karmasik ve atipik, tanisi gugtur.
Aspergillus enfeksiyonlarinda ciddi ve uzamis notropeni, ylksek doz
glukokortikoid alimi, hicresel immuniteyi baskilayan ilaglar klasik risk
faktorlerinden sayilabilir. Klasik risk faktérlerinin yani sira ciddi immun dagkin
bireyler Ozellikle allojenik hematopoetik hucre transplantasyonu yapilan
hastalar, solid organ alicilari ve ailesel immun yetmezlikli hastalar (kronik
granulamat6z hastalik vb.) pulmoner aspergilloz igin yuksek risk grubundaki
bireylerdir (35).

invaziv aspergilloz: invaziv aspergilloz konidyumlarin
inhalasyonundan sonra siklikla akciger ve sinusleri tutar. Hastalarda ates,
gogus agrisi, oksuruk, solunum guglugu ve hemoptizi gorulebilir. Nétropenik
hastada invaziv aspergilloz i¢in klasik triad ates, plorotik gogus agrisi ve
hemoptizi olarak tanimlanmaktadir. Enfeksiyonun baslangicinda goégus grafisi
yol gosterici olmamaktadir. Bilgisayarli tomografi gogus grafisine nazaran
daha ayrintil bilgi vermektedir. Aspergilloz akcigerden farkli organlara
yayilabilir. Deri, beyin, karaciger, bobrek yayilimi sonucu enfeksiyon mortal
seyreder.

Trakeabronsit: Siklikla akciger transplantasyonu yapilan bireyleri
etkilemekle birlikte diger immuun dusklin hastalarda da goérulmektedir.
Hastalarda belirgin dispne, wheezing ve trakeay! tikayan mukus plaklari
saptanir (36).

Paranazal sinus enfeksiyonlari: Aspergillus tirlerinin neden oldugu
paranazal sinus enfeksiyonlari klinik olarak mukormikoz ile benzerlik gosterir.
Bununla birlikte rinoserebral aspergilloz siklikla hematolojik maligniteli
notropenik hastalarda gorulurken, mukormikozis diabetik hastalarda ve yine
hematolojik maligniteli hastalarda gorulur. Klinik olarak yuz agrisi, hiperemi,
ates ve nazal akinti ile seyreder. Notropenili hastalarda immin cevap
olusamadigindan enfeksiyon orbital invazyon, kaverndz sinus trombozu

yaparak beyne yayilabilir.



Santral sinir sistemi tutulumu, yaygin aspergillozda ya da paranazal
sinls enfeksiyonlarinin yayilimi sonucu gergeklesir. Santral sinir sistemi
tutulumu  fokal ndrolojik  semptomlara, subaraknoid kanamaya,
serebrovaskuler hastaliklara yol agabilmektedir ve kotu prognozla iliskilidir
(37).

Aspergillus tirleri enfeksiyon disinda bazi klinik tablolara da neden
olabilmektedir; allerjik bronkopulmoner aspergilloz, aspergilloma ve
mikotoksikozlar.

Allerjik bronkopulmoner aspergilloz: Aspergillus konidia ve
micelyumuna kargi gelisen bir asiri duyarlilik reaksiyonudur. Astim
semptomlariyla karakterizedir. Nonproduktif oksurik, hisilti, ¢ekiime ve
epizodik bronkospazmlarla karakterizedir. Serum IgE ve IgG artisi s6z
konusudur. Balgamin direkt incelemesinde Charcot-Leyden kristalleri,
eozinofiller ve septal hifler gorulebilir, ancak doku invazyonu s6z konusu
degildir. Kultirinde Aspergillus fumigatus uretilebilir (38).

Aspergilloma: Eski tiberkiloz, sarkoidoz, bronsektazi, pndmokonyoz,
malignite  sonrasi  olugsan kavitelerin icinde olusan aspergillus
kolonizasyonudur. Kavite duvarina invazyon yapmaz ya da ¢ok az invazyon
yapabilir. Genellikle herhangi bir klinik bulguya neden olmazken, nadiren
hemoptizi, kilo kaybi ve ates gorulebilmektedir. Tanida, balgamin direkt
incelemesinde hiflerin goriimesi, kiltirde Uretilmesi ya da hasta serumunda

anti- Aspergillus IgG titresinde artis kullanilabilir (39).

2.4. Aspergillus Enfeksiyonlarinin Tanisi

invaziv Aspergillus enfeksiyonlarinda prognozun erken tani ve tedavi ile
direkt iligkili oldugu bilinmekle birlikte, enfeksiyona 6zgul klinik belirti ve
bulgularin olmamasi ve rutin tanida kullanilan Ilaboratuvar testlerinin
yetersizlikleri nedeniyle, genellikle mimkin olamamaktadir. invaziv
aspergillozun kesin tanisinda altin standart yontem steril vicut sivilari ya da
doku orneklerinde mikroskobik olarak mantar elemanlarinin gosterilmesi ve ayni
orneklerde etkenin uretilmesidir. Ancak bu hasta grubunda siklikla ortaya ¢ikan

trombositopeni ve genel durum bozuklugu gibi nedenlerle bu testler igin uygun
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orneklerin elde edilmesi genellikle mUmkin olamamaktadir. Kan kalturleri
siklikla negatif, diger klinik Ornekler hastaligin ilerlemis asamalarinda
pozitiflesmektedir. Doku érneklerinin zor elde edilmesi, balgam, lavaj, kan gibi
diger Kklinik orneklerin duyarliik ve ozgulluklerinin yetersizligi, yeni tani
yontemleri arayisina yol agmistir. Yuksek rezolusyonlu bilgisayarli tomografi
(HRCT) gibi radyolojik yontemlerle taniy1 destekleyen bulgular (halo, noddl,
kavitasyon gibi) saglansa da bunlar invaziv aspergilloza 6zgul degildir (33).
Aspergillus enfeksiyonlari agisindan yuksek riskli hasta grubunda klinik
bulgular, radyoloji bulgulari ve mikrobiyoloji sonuglariyla birlikte degerlendirme
yapmak esastir. Bu nedenle bagisikhigi baskilanmis hastalardaki invaziv
mantar enfeksiyonlarinin tanisinda EORTC\ IFICG (European Organization for
Research and Treatment of Cancer\invasive Fungal Infections Cooperative

Group) kriterleri kullaniimaktadir (40).

2.4.1. Orneklerin Alinmasi ve Tasinmasi

Dogru ornek secimi ve uygun sartlarda laboratuvara goénderiimesi
tanida buylk 6nem tasir. Mantar kultaru icin balgam, bronkoalveolar lavaj,
steril olmayan diger alt solunum yolu 6rnekleri alinabilir. Fakat bu 6rneklerden
izole edilen Aspergillus’ larin kontaminasyon veya kolonizasyon olabilecedi de
unutulmamalidir (41). Solunum yolu érneklerinin disinda doku biyopsisi ve
hasta serumu da tani testlerinde kullanilabilecek diger érneklerdir. Serum sari
kapakli jelli tuple gonderilirken diger numuneler steril, kapakli, sizdirmaz kaplar

ile 2 saat icinde laboratuvara ulastiriimaldir (42).

2.4.2. Mikroskobik inceleme

Mikroskobik inceleme, kultirde Ureyen etkenin dogrulanmasi ve hizl
sonu¢ elde edilmesi acisindan kiymetlidir. Bu amagla mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda gram boyama ve kalkoflor beyazi yanisira, histopatolojik
incelemelerde periyodik asit-Schiff (PAS) ve Gomori metenamin gumus boyasi
kullaniimaktadir (43). Potasyum hidroksit (KOH) dokudaki mantar elemanlarini
saptanmasinda kalkoflor beyazi ile birlikte kullanilabilir (44). Aspergillus hifleri,

direkt mikroskobik incelemede 3-6 mikron boyutlarinda, septali, dar agiyla
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dallanan (45°) yapilar olarak gozlenir (45). invaziv aspergillozda, hifler doku
icinde bastan basa uUreme gosterirler ve siklikla paralel ya da 1sinsal dizilirler.
Akcigerde kaviteli lezyonlarda kolonize olan Aspergillus’ lar yumak gibi dolasik
hif yiginlari yaparak septumsuz, atipik hif yapilari olusturabilirler. Bu sebeple
direkt mikroskobik incelemeyle invaziv fungal enfeksiyon tanisi koyulabilir.
Ancak Scedosporium ve Fusarium gibi filamentéz mantarlar da ayni gérinima
sergilediginden, direkt mikroskobik incelemeyle birbirinden ayird etmek
mumkun degildir (46). Bu nedenle etyolojik tani igin etkenini kiltlrle izolasyonu
ve identifikasyonu zorunludur.

Direkt mikroskobik inceleme hizli sonu¢ vermesi, teknik donanim
gerektirmemesi, ekonomik olmasi gibi avantajlarinin yani sira degerlendiricinin
bilgi ve deneyimine bagli olmasi ve genus ve/veya tur dizeyinde tanimlama

yapilamamasi gibi dezavantajlara da sahiptir.

2.4.3. Kultar

TUim mantar enfeksiyonlarinda oldugu gibi, klinik drnekten Aspergillus
turlerinin izolasyonunun degerlendirmesi de gugtur (47). Kultir sonuglari direkt
mikroskobi sonuglariyla birlikte degerlendiriimelidir. Kultirde Aspergillus
uremesi durumunda direkt mikroskobide Aspergillus ile uyumlu hif yapilarinin
gorulmesi invaziv enfeksiyon lehine en dnemli bulgudur. Ayrica tek bir drnekte
ve birden fazla besiyerinde yodun uremenin gorilmesi veya tekrarlayan
orneklerde ayni turun Uretilmesi dnemli bulgulardir (48).

Steril vicut sivilarindan ya da cerrahi doku 6rneklerinden izole edilen
mantar kultlrlerine, pozitif histopatolojinin eslik etmesi her zaman anlamlidir.
Ancak her zaman hiflerin direkt mikroskobik inceleme ile goérlilememesi
velveya kultirde Uretilememesi invaziv aspergilloz enfeksiyonunu diglamaz
(49). Ornegin ¢ok merkezli bir calismada galaktomannan antijen sonuglarina
gore invaziv aspergilloz dusunulen hematopoetik kok hicre alicilarinin ancak
%25 ile %50’ sinde pozitif kultir sonuglari elde edilmistir (50, 51).

Aspergillozun etyolojik etkenlerinin gogu, sikloheksimid icermeyen rutin
mikolojik besiyerlerinde kolayca Urer. insanlardaki enfeksiyon etkenlerinin tir
dizeyinde tanimlamasi genellikle Sabouraud’s dekstroz agarda (SDA) Uretilen
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mantarin makroskobik ve mikroskobik 6zelliklerinin incelenmesine dayanir.
SDA yani sira patates dekstroz agar (PDA), inhibitor mold agar (IMA), beyin-
kalp infuzyonlu SDA (SABHI), V8 agar ve Czepak’s agar da bazi durumlarda
tercih edilebilir. Birden fazla besiyeri se¢imi etkenin izolasyon sansini arttirir.
SDA besiyeri ile birlikte antibiyotikli besiyeri kullaniimasi 6rnegin alindigi
bolgedeki bakterilerin Uremesini inhibe eder. Fungal kontaminantlarin
uremesini engellemek icin besiyerine siklohegzimit (0.5 mg\mL) eklenebilir.
Ancak firsatgl patojen olan Aspergillus ve Cryptococcus neoformans igin
siklohegzimitli besiyeri kullanmak etkeni Uretme sansini azaltabilir (52).
Aspergillus stpheli kilttrler 30°C de bir hafta inkiibe edilmelidir.

invaziv aspergilloziste etkenin kiiltiirde Uretilmesi altin standart tani
yontemi olmasina ragmen, bu grup hastalardan uygun ornek alinamamasi,
kalturan duyarlihdinin dusuk olmasi ve sonuglarin elde edilmesi igin uzun sure
gerektirmesi testin olumsuz yonleridir. Bununla birlikte kesin etiyolojik taninin
yapilabilmesi, antifungal duyarlilik testlerinin g¢alisilabilmesi ve epidemiyolojik

verilerin elde edilebilmesi i¢in kultir zorunludur.

2.4.4. identifikasyon

Aspergillus turleri 1-3 gunluk inkUbasyon sonucunda goézle goralur
koloniler olusturmaktadir. Ancak tir diizeyinde identifikasyon igin mikroskobik
olarak incelendiginde spor Uureten vyapilarin gorulmesi gerekmektedir.
Gecgmiste yavas sporlanan tirler etken kabul edilmezken, glinimuzde A.
lentulus gibi kuf mantarlari invaziv enfeksiyonlarda etken kabul edilmektedir.
Bu sebeple yavas sporlanan fenotipler hemen kontaminant olarak
degerlendiriimemelidir  (53). Aspergillus kolonileri baslangicta beyaz,
yaslandikga ture gore sari, mavi-yesil, kahverengi veya siyah renkte olabilir.
Koloni rengi identifikasyon icin yol gostericidir. A. fumigatus ‘un 45°C’de
ureyebilme ozelligi, bu tirin olumsuz c¢evresel kosullara daha dayanikl
olmasini sagladigi gibi diger turlerden ayriminda énemlidir. Atipik koloni tipi ya
da dnemli bir izolatin tiplendirmesi yapilamamigsa Czepak’s agara Aspergillus

pasajlari yapilmaldir.
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Mikroskopik identifikasyon icin 3 yontem kullaniimaktadir. Bunlar lam
kalturd, selofan bant yontemi ve koparma yontemidir.

Lam kiiltiirii: Steril lam Uizerine yerlestiriimis 1 cm? boyutlarindaki SDA’
nin inokulasyonu ve 26°C’ de 2-3 hafta inkliibasyonuyla gercgeklestirilir (54,55).

Selofan bant yontemi: Selofan bant koloni Uzerine nazikge bastirilir ve
laktofenol pamuk mavisi damlatilmig lama gergin olarak yapistirilir. Pratikte en
¢ok tercih edilen yontemdir.

Koparma yontemi: Spatll yardimiyla koloniden dikkatlice kopartilarak
laktofenol pamuk mavisi damlatilmig lama birakilir. Uzerine lamel kapatilip
incelenir.

10X’ luk objektifte kifin genel yapisi degerlendiriimekte, daha sonra ise
40X’ ik ve 100X’ IUk objektifte konidyum, konidyofor, vezikil, fiyalit yapilari
incelenir (56). Mantara ait mikroskobik 6zelliklerin elde edildigi en iyi yontem
lam kualtdrd olmakla birlikte uzun inkiibasyon siresi ve kontaminasyon riski
nedeniyle, koparma yonteminde ise iglem sirasinda mantar yapilari

bozulabildiginden rutin laboratuvarlarda tercih edilmez.

2.4.4.1. Mikroskobik Yapinin incelenmesi

Aspergillus fumigatus kolonileri besiyerinde mavi ya da mavi yesil
renkte, kadifemsi koloniler olustururlar. Mikroskobik olarak incelendiginde
kUresel olmayan, comak benzeri vezikullere sahiptir ve vezikullin Ust yarisi ya
da Ugte ikilik kisminda tek sira uzanan fiyalit yapilari gorular. Konidyumlar ise
kiresel, sikhikla diz duvarli ve kolumnar dizilim gdsterir. Konidyoforun
uzunlugu yaklasik olarak 300 -500 mikrometre kadardir (57).

Aspergillus flavus kolonileri besiyerinde sari, sari -yesil, yesil renkte
granuler-yunsu sekilde urer. Mikroskobik degerlendirmede fiyalitler vezikulin
tamamini kaplamis ve konidyumlar fiyalitlerin etrafinda papatya gibi goérinur.
Konidyofor vezikile dogru ¢ikintilara sahiptir ve uzunlugu 500- 800 mikrometre
arasindadir (56).

Ayni kompleks icerisinde yer alan turlerin morfolojik 6zellikleri ayni
oldugundan kesin identifikasyon igin molekiler yoéntemlerin kullaniimasi

gerekmektedir. Ornegin, A. lentulus A. fumigatus kompleksinde yer alan geg
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sporlanan, atipik antifungal duyarhlik paterni gosteren ve invaziv enfeksiyon
yapabilen bir tur olup kesin identifikasyon i¢cin molekuler yontemlere ihtiyag
vardir (58). Fenotipik ydntemlerin yetersiz oldugu durumlarda rRNA (ribozomal
RNA), ITS1 (Internal Transcribed Spacer 1) ve ITS2 (Internal Transcribed
Spacer 2) gen bolgelerinin dizi analizleri ve ribozomal RNA’nin buyuk alt
birimleri olan D1-D2 domainlerinin ya da B-tubulin (B-tub) / kalmodulin gibi
protein kodlayan gen bolgelerinin dizi analizleri yapilarak tur duzeyinde

identifikasyon saglanabilmektedir.

Sttunumsu Isinsal, radival

Sekil 2.1. Aspergillus'un anamorfik yapisi (11)

2.4.5. Serolojik Yontemler

Kaltar duyarliiginin diguk olmasi, kultirin geg sonug¢ vermesi ve kaltur
icin gerekli drneklerin alinmasi girisimsel iglemler gerektiginden arastirmacilar
kaltur digi tani testlerine yonelmigtir.

Ozgul antikorlarin goésterilmesi ginimiizde kullanilmamakla birlikte ABPA
(Allerjik  bronkopulmoner aspergilloz) hastalarinin  %70-100° Unde,
aspergillomali hastalarin %98-100° Unde antikorlar saptanmistir. Serolojik
yontemler iginde en ¢ok tercih edilen ELISA (Enzim Linked Immun Assay)
yontemidir. ELISA ¢ok duyarli ve 6zgll bir ydontem olmakla birlikte saghkli
bireylerde de Aspergillus’ a kargi gelisen antikorlarin saptanmasi 6nemli bir

problemdir (59). Bununla birlikte aspergillozlu bireyler immun dugkidn
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oldugundan yeterli antikor cevabi olusamaz. Bu nedenle bu hasta grubunda

0zgul antikor aranmasina yonelik testler tanida kullanilamamaktadir.

Galaktomannan Antijen Testi

Ozellikle invaziv aspergilloz tanisinda serum galaktomannan antijeninin
saptanmasi ¢ok degerlidir. Aspergillus turlerinde bulunan hicre duvar
polisakkariti olan galaktomannan (GM) immunojeniktir. Mantarin dokuda
cogalmasi sirasinda GM kana salinir. ELISA yontemiyle GM kanda 0.5-1 ng\ml
oldugunda tespit edilebilir (60).

Gunumuzde FDA (US Food and Drug Administration) onayi bulunan
GM antijen testi (Platelia) i¢cin serum ve bronkoalveolar lavaj sivisi érnekleri
uygundur. Erken tani igin hematolojik maligniteli hastalarda ve organ nakil
hastalarinda haftada iki kez ¢aligiimasi 6nerilmektedir. ELISA’ nin duyarlihgi
%85 iken; 6zgullugu %30 ile %100 arasinda degismektedir. GM antijen
testinde esik deger 0.5’ tir ve 0.5’ in Uzerinde okunan optik dansite indeksi
pozitif olarak degerlendiriimelidir (61,62). Klinik olarak invaziv aspergilloz belirti
ve bulgulari ortaya ¢ikmadan dnce GM antijeni tespit edilebilmesine ragmen
testin bazi kisithliklari bulunmaktadir. Es zamanh antifungal tedavi alan
hastalarda testin duyarlihgi azalmaktadir (63,64,65).

Gecmiste piperasilin-tazobaktom alan hastalarda antibiyotigin
formUlasyonu geregi galaktomannan ile antibiyotik capraz reaksiyon
vermekteydi (66,67). Piperasilin-tazobaktam profilaksisi alan hastalarda ilag
kesilse dahi 5 glin serumda GM antijeni tespit edilmekteydi (68). Ancak
ginimuzde bu durum nadiren ortaya c¢ikmaktadir (69,70). Ayni durum
amoksisilin kluvulanik asitin bazi formulasyonlarinda hala s6z konusudur (71).
GM pek c¢ok mantar hicre duvarinda bulundugundan Fusarium
turleri, Penicillium tiirleri ve Histoplasma capsulatum ile enfekte bireylerde de
GM antijen pozitifligi saptanabilmektedir (72-74). Hematopoetik kdk hicre nakli
yapilan hastalarda nakilden sonraki ilk 100 gun icinde, kemoterapiye bagl
gastrointestinal mukozit ve GVHD (Graft versus host disease) gelisen
hastalarda yanhs pozitif sonuclar gézlenmektedir. Bu durum gidalarla alinan

galaktomannana ve barsak florasindan kana gegen bakterilere badli
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goOrulmektedir (75,76). Kan Urunu veya intraven6z lg alan bireylerde de yanlis
pozitifliklere rastlanmigtir (77,78). Testin daha az ¢alisildigi gocuk hastalarda
da yanlis pozitiflik saptansa da sonraki ¢alismalarda nispeten daha az yanhs
pozitiflik saptanmistir (79).

Yalanci pozitiflikleri diglamak icin ard arda iki kez GM antijen varhgi
arastirilmahdir. ki serum o&rneginde pozitifik saptanmasi IA (Invaziv
Aspergilloz) i¢in dogrulayici bir sonugtur (80).

Lokalize enfeksiyon varliginda kana galaktomannan geg¢mez. Bu
durumda bronkoalveolar lavaj sivisinda GM antijeni arastirlabilir (81,82).
Bronkoalveolar lavaj sivisinda optik dansite ile ilgili tartisma hala devam
etmektir. invaziv aspergilloz hastalarinda yiiksek 6zgilligii olmasina ragmen
diisiik duyarliliga sahiptir. immiin diiskiin hastalarda calisiimis bronkoalveolar
lavaj GM antijen test sonuglarini degerlendiren bir meta analizde optik dansite
indeksi 0.5 kabul edildiginde duyarllik %88, o6zgullik %81; optik dansite
indeksi 1 kabul edildiginde duyarllik %78, 6zgullik %93 olarak bulunmustur
(83). FDA onerisi ise hem serum hem de lavaj sivisinda 0.5 Gzerindeki optik
dansite indekslerini pozitif kabul etmek yonindedir.

FDA sadece serum ve lavaj sivisinda GM antijeni arastiriimasini
onerse de klinik bulgulara bagli olarak beyin omurilik sivisi ve plevral sivida
da GM antijeni arastirilabilir (84).

Ozellikle hematolojik maligniteleri olan hastalarda GM antijen tespiti
invaziv aspergilloz tanisinda EORTC kriterleri icinde yer aldigindan haftada iki
kez galisilmasi onerilir. GM antijen tespiti kultirden ortalama 10 gun Once;
klinik belirtilerden ortalama 7 gun dnce; radyolojik bulgulardan ortalama 9 gln

once tespit edilebilir olmasi bu hasta grubu igin hayati 6neme sahiptir (85).

Beta Glukan Testi

1,3 -beta -D- glukan (BG) antijeni Zigomigetes ve Crytococcus turleri
disindaki tim mantarlarin hicre duvarinda bulunur. Kanda BG tespiti at nali
yengeclerinden elde edilen faktér G’ yi, BG’ nin aktive etmesiyle birlikte
koagulasyon kaskadini baglatmasi ve bu reaksiyonlarin turbidometrik veya
kalorimetrik bir ydntemle tespitine dayanmaktadir (86,87).
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BG icin FDA onayl bulunan test Fungitell’ dir. Test serum, BAL
(Bronkoalveolar Lavaj) ve plazmadan caligilabilmektedir. 80 pg\ml’ nin Gstu
pozitif; 60-79 pg\ml ara deger; 60 pg/ml’ nin alti negatiftir (88). Testin en blylk
avantaji 1 saat gibi kisa slUrede sonug¢ vermesi, antifungal proflaksisinden
etkilenmemesidir (89). Galaktomannan testinde oldugu hemodiyaliz
hastalarinda kullanilan gazli bezler, i.v. (intraven6z) albumin, gama globulin
kulanimi, bakteriyemi yanlis pozitifliklere neden olmaktadir. Hlcresel beta
glukan iceren Pseudomonas aeruginosa gibi bakteriyel enfeksiyonlarda ve
intraven6z  amoksisilin  klavulunat  kullaniminda kanda BG tespit
edilebilmektedir (90-92). Bir calismada kemoterapi almakta olan 95 hastadan
ates yoklugunda haftada iki kez ve ates varliginda gunlik BG taramasi
yapiimigtir. Bu tarama sayesinde klinik bulgular ortaya ¢ikmadan erken tani
koyulabilmis ancak bu galisma GM testinde oldugu gibi randomize ¢alismalarla
desteklenmemistir (93). BG pahali bir test olmasi ve panfungal olmasi
nedeniyle etkene yodnelik direkt tespit yapamamasi testin olumsuz
yonlerindendir. invaziv aspergillozu tespit etme orani %80’ lerdedir.
Galaktomannan testinde oldugu gibi kultirden ortalama 10 gun 6nce pozitif
olmaktadir (94).

Son zamanlarda yayinlarda aspergillozun tespitine yonelik iki calismaya
odaklaniimigtir. Bunlar lateral flow (LFD) ve termal desorpsiyon-gaz
kromatografisi/kitle spektrometrisi kullanilarak insan nefesindeki sekonder
metabolitlerin tayini. Lateral flow’ da JF5 monoklonal antikoru sayesinde aktif
olarak buylyen Aspergillus tdrlerinden salinan mannoprotein tespit
edilmektedir. Bu testin hematolojik maligniteli hastalarda ve solid organ nakli
yapilan hastalarda hatiri sayilir bir performans sergiledigi géralmustar. PCR
(Polimeraz zincir reaksiyonu) ve GM ile LFD’ nin karsilastinldigi calismada
PCR, GM ve LFD’ nin duyarhlik ve 6zgullukleri sirasiyla %95.5 -%96.6, %77.3-
%91.5, %81.8-%98 bulunmustur. PCR ve LFD’ nin birlikte degerlendiriimesi
%2100 duyarlihk ve 6zgulluge sahiptir (95). Baska galismalarda lavaj sivisinda
GM, BG ve LFD karsilastirilmis ve Umit veren sonugclar elde edilmistir (96,97).
LFD® nin pahali olmamasi, 6zel ekipman gerektirmemesi ve hasta basi

uygulanabilir olmasi testin avantajlarindandir.
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Bagka bir teknoloji, termal desorpsiyon-gaz kromatografisi / kutle
spektrometrisi  kullanilarak insan nefesinde sekonder metabolitlerin
saptanmasina dayanir. Kanitlanmis veya olasi invaziv aspergilloz tanisi alan
hastalari kaydeden prospektif bir calismanin sonuglari yiksek duyarlilik (% 94)
ve 6zgulligu (% 95) bildirmigtir (98).

2.4.6. Molekiiler yontemler

Yaygin aspergillozlu hastalarda yuksek mortalite, serolojik testlerdeki
sinirhlik, antifungal tedavinin kultlr ve serolojik testlerde negatifliklere yol
agmasl nedeniyle arastirmalar PCR Uzerine yogunlasmis durumdadir. DNA
varligini saptayan yontemler (PCR gibi) c¢eliskili sonuglar ortaya koymustur.
Bazi calismalarda antijen testlerine goére Ustlin performans goOsterse de
digerlerinde tam tersi sonuglar elde edilmistir (99,100). 25 c¢alismanin
degerlendirildigi bir meta analizde invaziv aspergillozu tespit etmede PCR’ in
duyarlilik ve 6zgulligu sirasiyla %84 ve %76 olarak bulunmustur (101). En
azindan iki PCR sonucu pozitif oldugunda duyarlilik ve 6zgullik sirasiyla %64
ve %95 olarak tespit edilmistir. Bagka bir meta analizde de benzer sonuglar
elde edilmistir (102). Bu sonuglara gére en az iki pozitif PCR sonucu invaziv
aspergillozu dngorebilir.

Duzenli olarak PCR ile hastalarin taranmasi erken tani icin kiymetli
olmakla birlikte hentiz higbir molekuler test, EORTC/MSG invaziv fungal
enfeksiyon tani kriterleri arasinda yer alamamistir. Bunun en énemli nedeni
standardize bir ydntemin bulunmamasidir. Ozellikle in-house gelistirilen testler
arasinda hem yontemsel hem de performans olarak belirgin degisiklikler
gorulmektedir. Molekuler testlerin standardizasyonu ve rutin kullanimi i¢in hala
cevaplandiriimasi gereken sorular bulunmaktadir. Preanalitik donemde hasta
grubu, immunsupresyonun derinligi, antifungal profilaksi varligi, uygun 6rnek
secimi, miktari ve drnekleme sikligi; analitik ddnemde ise DNA ekstraksiyon
ve purifikasyon yontemi PCR formati, hedef genler test performansini
etkileyen degiskenlerdendir. Kullanilan PCR yontemlerinde bu degiskenlerdeki

farkhliklar nedeniyle, bu testlerin gergcek performansi ve klinikte kullanighligi
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tam olarak degerlendirilememektedir. Bu nedenle molekuler testlerin ve klinik
kullanimlarinin degerlendirilebilmesi i¢in standardizasyon zorunludur.

invaziv aspergilloz icin BAL ile calisilan érnekler kandan galisilan
orneklerden daha iyi sonug vermistir (103). Havada ve sinuslerde Aspergillus
kolonizasyonunun olmasi yanlis pozitif sonuglara yol acabilecegi gibi tek bir
pozitif PCR sonucu fungal enfeksiyon varligini gostermez. Iki pozitif PCR
sonucu ya da Klinik, serolojik ve mikrobiyolojik pozitifliklerle desteklenmesi

invaziv aspergilloz tanisini kuvvetle koydurur (104).

2.5. Antifungal Duyarhhk Testleri

Son yillarda immin sistemi baskilanmis hasta sayisindaki artis
alisiimadik etkenlerin sikliginda artisa neden oldugu gibi farkli direng
paternlerini de karsimiza ¢ikarmistir. Mantar enfeksiyonlarinin tanisinda Kkilit
role sahip mikoloji laboratuvarlari, hastalarin tedavisinin dogru yonetimi ve
ayni zamanda epidemiyolojik verilerin saglanmasi acgisindan antifungal
duyarllik testlerini de uygulamak zorundadir.

Antifungal duyarlilik testleri belli standartlar ¢cergevesinde yapilmalidir.
Tam laboratuvarlar Klinik Laboratuvarlar Standartlari Enstitist (CLSI, Clinical
and Laboratory Standards Institute) ya da Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik
Testleri Komitesi (EUCAST, European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing) tarafindan maya ve kufler i¢in geligtirilen standartlara
uygun olarak antifungal duyarlilik testlerini ¢calismakta ve raporlamaktadir.
GuUnumuzde maya mantarlari igin CLSI M27 -A3 (sivi mikrodilisyon), CLSI
M44-A2 (disk difizyon) ve EUCAST E.Def 7.3.1 (sivi mikrodilisyon) kilavuzlari
kullanilmakta; kuf mantarlari icinse CLSI M38-A2 (sivi mikrodilusyon),
EUCAST E.Def 9.3.1 (sivi mikrodilisyon), CLSI M51-A (disk difuzyon)
kilavuzlari kullaniimaktadir.

Referans yontem sivi mikrodilisyon olmakla birlikte ortalama iki gun
sonra sonug¢ vermesi ve hem uygulama hem de degerlendirme agsamasinda
deneyimli teknik personel gerektirmesi nedeniyle emek yogun testlerdir
(105,106).
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Agar bazli yontemler klinik kullanim igin uygun ve ekonomik olmasina
ragmen inhibisyon zonlari degerlendirilirken bazi geligkiler ortaya ¢gikmigtir. Bu
durum uygun besiyeri sec¢imiyle iligkili olabileceginden arastirmacilar glukoz
eklenmis RPMI 1640 besiyeri ya da metilen mavisi eklenmis MH kullanmayi
tercih etmislerdir (107). Disk difizyon yontemi gorece 24 saatte sonug vermesi
ve emek yogun olmamasi nedeniyle rutinde kullaniimaktadir.

Ticari olarak Sensititre YeastOne kolorimetrik panel de rutinde
kullanima girmis durumdadir. Sensititre YeastOne Aspergillus turlerinde
amfoterisin B, itrakonozol, vorikonozol ve posakonozol antifungalleri igin CLSI
ile uyumlu bulunmustur (107).

Ticari olarak temin edilebilen gradiyent testler antifungal duyarlilik
sonucunu MIK olarak verdiginden tercih edilmesine ragmen tim antifungaller
icin uyumlu sonuglar elde edilememektedir (108,109). Amfoterisin B ve
itrakonozol igin uyumlu sonugclar elde edilmesine ragmen Meletiadis ve ark.
yaptigi calismada E-test ve Sensititre kolorimetrik metodu CLSI M38-A ile
karsgilastirildi. Ancak 48 saatlik inkiibasyon sonunda duguk duzeyde uyum
saptamiglardir (110). Rutin galismalarda gradiyent test kullanilacaksa besiyeri
olarak RPMI agar kullaniimahdir (111).

2.5.1. Sivi Dilisyon Testleri

Sivi dilusyon testleri makrodilisyon ve mikrodiliusyon olmak Gzere ikiye
ayrilabilir. Makrodilisyon testleri igin hastadan izole edilen mikroorganizma
ilacin iki kat sulandirimlarini igceren bir dizi tipe inokule edilir. Sonuglar gorsel
olarak degerlendirilir; Uremenin gorulmedigi ilk tup minimum inhibitor
konsantrasyon (MIK) olarak kabul edilir. Ayni zamanda, MiK olarak belirlenen
tup ile takip eden tuplerden agar plaklara ekim yapilarak minimum fungisidal
konsantrasyon (MFK) da elde edilebilir. Cok sayida antifungal duyarlilik testi
yapilan merkezlerde, daha pratik ve sarf malzeme tliketiminin daha az oldugu,
96 kuyucuklu mikroplaklarda uygulanan sivi mikrodilisyon testi tercih
edilmektedir.

CLSI, kif mantarlari igin M38-A2 kilavuzlarini 6nerirken; EUCAST
E.Def 9.2 kilavuzunu énermektedir. Her iki rehberde de, referans antifungal
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duyarllik testi olarak sivi dilusyon testleri Onerilmekle birlikte, yontemler
arasinda bazi farkhliklar bulunmaktadir; CLSI U tabanli, EUCAST duz tabanli
mikroplak kullanimini énermektedir; sivi besiyeri olarak CLSI RPMI 1640
besiyerini dnerirken, EUCAST’ te bu besiyerine %2’ lik glukoz ilavesi dikkat
cekmektedir; inokulum miktarini CLSI 0.4-5 x10* hiicre\mL, EUCAST 1-2.5x
10° hiicre\ mL 6nermektedir; inkiibasyon siiresi igin, CLSI 48 saatte, EUCAST
24-48 saatte degerlendirmeyi onermektedir.

Tam bu farkhliklara ragmen CLSI ve EUCAST mikrodilliisyon testlerinde
hem Candida turleri hem de Aspergillus tdrleri igin uyum oranlari sirasiyla
%90-99, %98-100° diir. Onemli olan tiim laboratuvarlarin yapilan antifungal
duyarlilik testlerini belli standartlara uyarak calismasi ve bu standartlar
dogrultusunda raporlamasidir (112).

Sivi  mikrodilusyon testlerinde de sonuglar gorsel olarak
degerlendiriimekte olup, CLSI-M38-A2 rehberine gore amfoterisin B ve azol
grubu antifungaller i¢in tGremenin tamamen inhibe edildigi ilk kuyucuk, 5-
florositozin igin ise tremenin belirgin (%50’ den fazla) azaldidi ilk kuyucuk MiK
degeri olarak kabul edilmektedir. Hem CLSI hem de EUCAST ekinokandin
grubu antifungaller icin 21-26 saat inkubasyonunun yeterli oldugunu
benimsemistir. Ekinokandinler igin hiflerin kisalip kalinlastigi, dallanmalarin
artigr ilk kuyucuk “minimum efektif konsantrasyon (MEK)” olarak
belirlenmistir.

Sensititre YeastOne kolorimetrik panel Aspergillus turleri icin antifungal
duyarllik testlerinde kullanilabilir. Sensititre YeastOne paneli, 96 kuyucuklu bir
sivi mikrodilusyon testi olup sonuglar kuyucuklardaki renk degisikligine gore

deg@erlendirilir.

2.5.2. Gradient Test

Azalan dilisyonlarda antifungal ajan emdiriimis k&git ya da plastik
striplerin, test edilecek mikroorganizma besiyerine yayildiktan sonra agar
Uzerine yerlestiriimesi esasina dayanan bir testtir. Sonuclar genellikle 24-48
saat sonra degerlendirilir. Ureme inhibisyon zonu ile antifungal emdiriimis

kagidin kesisim noktasindaki deger MiK olarak kabul edilir.
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2.5.3. Disk Difuzyon Testi

Aspergillus turleri icin disk difizyon kullanilacaksa Kirby-Bauer disk
difizyon yontemine benzer sekilde metilen mavisi eklenmis Mueller -Hinton ya
da RPMI agar besiyerine 0.5 McFarland bulaniklikta ayarlanan
mikroorganizma inokule edilir. 24 saat sonra AMB (Amfoterisin B) igin tam
inhibisyon c¢api zon c¢api olarak belirlenirken; diger antifungallerde zon igi

uremeler goz ardi edilir (113).

2.5.4.0tomatize Antifungal Duyarlilik Testleri

Bakteri tanimlanmasi ve antibiyotik duyarlilik testleri igin gelistiriimis bazi
ticari otomatize sistemlerde, maya mantarlarina yonelik identifikasyon ve
duyarllik panelleri bulunmakla birlikte, hentz Aspergillus ya da diger kuf

mantarlari igin boyle sistemler bulunmamaktadir.

2.6.Antifungal ilaglar
2.6.1.Azoller

Azol grubu antifungaller, kimyasal formualinde azol halkasi igeren
bilesiklerdir. Azoller genel anlamda fungistatik etki gosteririler. Ancak bazi
triazoller bazi mantarlara karsi fungisidal etki géstermektedir. Bunun en guzel
ornegi vorikonazolin Aspergillus’ a olan fungisidal etkisidir (114). Azoller
halkasindaki nitrojen sayilarina gore imidazoller ve triazoller olarak iki gruba
ayrilirlar. Ketokonazol, mikonazol ve klotrimazol gibi imidazoller iki nitrojen,
itrakonazol, flukonazol, vorikonazol, posakonazol, isavukonazol ve
ravukonazol gibi triazoller G¢ nitrojene sahiptir. Azoller sitokrom p450 bagimli
14a demetilaz enzimini inhibe ederler. Bdylece ergosterolden lanestrol sentezi
engellenmis olur ve hicre membrani sentezlenemez.

Flukonazol, gunumuzde Candida enfeksiyonlarinin tedavisinde en
yaygin kullanilan ilagtir. Ayrica transplant olgulari, kriptokok menenijiti gegirmis
AIDS olgularinda proflaksi amaciyla tercih edilmektedir. Bununla birlikte,

C.krusei flukonazole dogal direnclidir ve Aspergillus, Mucorales gibi kuf
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mantarlarina kargi da flukonazolun etkinligi yoktur (115,116). Flukonazol
tedavisine bagli yan etkiler nadir olarak gozlenir. Flukonazol tedavisi sirasinda
alerjik reaksiyonlar, anjiyoddem, trombositopeni ve alopesi gelisebilir (117).

ltrakonazol Candida tirleri, Aspergillus tirleri ve endemik mikozlara
kars! etkilidir. itrakonazoliin flukonazole Ustiinligi Aspergillus tiirlerine karsi
etkinliginin olmasidir. Itrakonazole karsi gelisen yan etkiler flukonazole kargi
gelisen vyan etkiler ile benzerdir. Ancak itrakonazole bagl gelisen
gastrointestinal yan etkiler daha siktir (118). Yiksek doz kullaniminda
hipokalemi, 6dem ve hipertansiyon gelisebilir (119).

Vorikonazol yapisal olarak flukonazole benzeyen bir triazoldur. In vitro
olarak Candida turleri, Aspergillus tirleri, Fusarium ve dermatofitlere kargi
etkinligi mevcuttur. Zigomigetlere kargi etkinligi yoktur. Klinik olarak oncelikli
kullanim yeri invaziv aspergillozdur. invaziv aspergilloz tedavisinde sag kalim
uzerine etkisi amfoterisin B’ den Ustlindur. Vorikonazol kullanimi sirasinda en
sik gbzlenen yan etkiler gecici gorme bozukluklari ve karaciger enzimlerinde
artmadir (120). QT uzamasi, ventrikuler tasikardi, periferik néropati, dokunta,
fotosensitivite diger yan etkilerdendir. Yliksek doz vorikonazol
konsantrasyonlarina bagli olarak hipoglisemi, elektrolit bozukluklari ve
pnomoni de bildirimigtir (121).

Posakonozol yapisal olarak florlanmis itrakonazol tiirevidir. immiin
duskun bireylerde Aspergillus ve Candida enfeksiyonlarinin proflaksisinde ve
flukonazol- itrakonazol direncli orofarengeal kandidiyazis tedavisinde FDA
onayl mevcuttur (122). Posakonozolin Mucorales turlerine karsi etkinligi diger
triazollere kiyasla oldukga ustindur.

Ketakonazol glnimuizde sistemik olarak kullanilan tek imidazol
tlrevidir. Trichopyton rubrum ve Malassezia turlerinin tedavisinde kullanilir.
Aspergillus tirleri, Fusarium tlrleri ve zigomicetler ketokonazole direnclidir
(123).

Azol antifungallere direng, dogal ve kazanilmig direng olarak ikiye
ayrilabilir. Dogal direng, bir tir ya da kdkenin kalitimla gelen oOzelligidir.
Kazanilmig direng ise siklikla uzun slre antifungal tedavi alan bireylerde

duyarll bir izolatin direngli hale gelmesidir. Ornegin, Candida krusei azollere
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dogal olarak direnglidir. Kazaniimis azol direnci ise 1990’ I yillarda HIV ile
enfekte hastalardan izole edilen Candida albicans turlerinde ortaya ¢ikmistir
(124). Kazanilmig azol direnci igin bildirilen bazi mekanizmalar gen
mutasyonlari, genin ekspresyonunda artig, atim pompalarinin aktivasyonunda

artis ve membran gegirgenliginde azalma olarak sayilabilir (125).

2.6.2. Ekinokandinler

Ekinokandinler, genis bir etki spektrumuna sahip lipopeptit yapili
bilesiklerdir. Diger antifungallerden farkh olarak mantar hicre duvarinda
bulunan 1,3 -beta-d-glukan sentezini inhibe etmesi ve memeli hicrelerine
zarar vermemesi nedeniyle tercih edilmektedir (126). Ekinokandinler hticre
duvar sentezini bozduklarindan Candida ve Saccharomyces turlerine
fungisidal etkilidir. Ancak Aspergillus turlerinde fungustatik etki gdstermektedir.
Bu durum mantar hucre duvarinda degisen oranlarda glukan bulunmasina
baglanmistir (127).

Klinik kullanimi olan G¢ antifungal vardir. Bunlar; anidulafungin,
kaspofungin ve mikafungindir (128,129). Kaspofungin ilk FDA onay! alan
ekinokandin olup sonrasinda mikafungin 2005’ te, anidulafungin 2006’ da FDA
onayi almistir (130).

Kaspofungin; invaziv Candida enfeksiyonlarinda, lipozomal amfoterisin
B ve vorikanozole direngli invaziv aspergilloz tedavisinde kulaniimaktadir.
Anidulafungin; invaziv kandidiyazis ve kandida oOzefajit tedavisinde
kullaniimaktadir. Mikafungin de invaziv kandidiyaziste kullaniimakla birlikte
allojenik kemik iligi yapilan hastalarda profilaksi icin tercih edilmektedir.

Ekinokandinler nefrotoksik ya da hepatotoksik degildir. Alerjik tipte yan
etkiler sik gorulmekle birlikte diger yan etkiler nadirdir (131).

Ekinokandin direnci tUm mantarlarda aydinlatiimamis olmakla birlikte
glukan sentaz enziminin FKS subunitiyle iligkilendirilmistir (132). Aspergillus
turlerinde ise kaspofungin direnciyle ilgili ¢alismalarda direncin AfFKS1

genindeki mutasyonla iligkili olabilecegi dustunulmuastur (133).
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2.6.3. Polyenler

Amfoterisin B ve nistatin bu grupta yer alir. Nistatinin topikal kullanimi

mevcutken, amfoterisin B sistemik mantar enfeksiyonlarinda kullanilir (134).

AMB mantar hucre duvarinda bulunan ergosterol gibi sterollere baglanarak
delikler olusturarak hucre zari gegirgenligini arttirir. Ardindan intrasellUler
potasyum, magnezyum, seker ve metabolitlerin hiicre digina kagisiyla mantar
hdcresinin 6lumu gergeklegir (135).

Amfoterisin B Candida turlerine, Aspergillus tdrlerine, Mucorales
takimina, cgesitli firsat¢i mikoz ve endemik mikozlara karsi etkinligi olan etki
spektrumu genis, fungisidal bir antifungaldir (106). Aspergillus turleri genellikle
polyenlere duyarli olmasina ragmen Aspergillus lentulus ve Aspergillus
fumigatiaffinis gibi baz tiirlerde artmis MiK degerleri rapor edilmektedir. Ayrica
amfoterisin B ‘nin Aspergillus terreus’ a karsi etkinligi sinirhdir.

Amfoterisin B ‘nin baslica kullanim endikasyonlari invaziv kandidoz,
kriptokokkoz, blastomikoz, histoplazmoz, koksidyoidomikoz, sporotrikoz,
parakoksidyoidomikoz ve antibakteriyel ilaglara cevap vermeyen febril
notropenik hastalarin ampirik tedavisidir (136). Ge¢cmiste AMB aspergillozis
tedavisinin kose tasiydi. Ancak gunumuizde ilk segenek ilag vorikonazoldir
(137).

Amfoterisin B’ ye bagli gelisen yan etki nefrotoksisitedir. Bunun disinda
ates, titreme, miyalji, hipotansiyon, bronkospazm ve tromboflebit gelisebilir.
Amfoterisin B ‘nin Ugl lipozomal olmak Uzere dort farkh formulasyonu
bulunmaktadir. Lipozomal AMB bilesiklerinin yan etkisi daha az oldugundan
glinumuzde daha ¢ok tercih edilmektedir (138).

Fungisidal etkili AMB’ ye kargi kazaniimis diren¢ olusumu nadirdir.
Siklikla inatgl ve tekrarlayan sistemik mantar enfeksiyonlari icin AMB almig
kanser hastalarindan izole edilen mayalarda ortaya ¢ikar.

Aspergillus turlerinin tamaminda klinik sinir degerler bulunmamakla
birlikte EUCAST ve CLSI rehberlerinden ECOFF (epidemiyolojik esik degeri)
ve bazi turler i¢in klinik sinir degerlere ulagilabilir.
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Tablo 2.1. Sik karsilasilan Aspergillus turlerinde epidemiyolojik esik deger ve
klinik sinir deger
Aspergillus Epidemiyolojik esik Klinik sinir deger (ug/mL)
turleri deger (ECOFF pg/mL)
AMB ITR VOR POS ISA
AMB ITR VOR POS <S >R <S >R S >R S >R <S
>R
A.fumigatus | CLSI 2 1 1 0.25
EUCAST |1 1 1 025 |1 2 1 2 1 2 0.12 0.25 1
1
A.flavus CLSI 2 1 1 0.25
EUCAST | 4 1 2 050 [1 2
A.terreus CLSI 4 05 1 0.50
EUCAST | 4 05 2 025 |1 2 1 1
A.niger CLSI 2 2 2 0.50
EUCAST |1 4 2 050 |1 2

Aspergillus turleri icinde antifungal diren¢ sorunu ilk olarak 1990’ h
yillarin sonunda Aspergillus fumigatus izolatlarinda gérulen azol direnciyle
ortaya ¢ikmistir (139). Azoller, 6zellikle Aspergillus enfeksiyonlarinda oral
kullanilabilmesi ve etkinligi, tolere edilebilirligi, nispeten dusuk toksik etkileri
nedeniyle tercih edilmektedir. Azol direncinin olusmasiyla ilgili iki ihtimal
dusundlmektedir. Birincisi tarimda fungisit olarak azollerin tercih edilmesi;

ikincisi ise kiniklerde yaygin olarak azol kullaniminin tercih edilmesidir (140).

2.6.4.Farnesol

Yuksek yapili canlilar gibi mikroorganizmalarin da birbiriyle iletisime
gectigi ilk kez Fuqua ve arkadaslari tarafindan ortaya atilmigtir. Vibrio harveyi
ve Vibrio fischeri normalde deniz suyunun mililitresinde 100’ den az sayida
bulunan ve Isima yapmayan iki deniz bakterisidir. Ancak bakteriler bazi deniz
baliklarinin 1siIk organellerinde yerlestiginde ve yuksek yogunluga
ulastiklarinda gevreye 1s1k sacabilmektedirler. Bakterilerin, bu 6zelligi ortama
salgiladiklari bazi molekullerin ortamdaki yuksek yogunlugunu hissederek
kazandiklari 6ne surulmektedir (141). Bu sonuglardan yola c¢ikilarak,
bakterilerin bazi molekuller yardimi ile ortamdaki bakteri ¢ogunlugunu
hissetmesine “quorum sensing” (QS) denilmektedir (142,143).

Quorum sensing molekulleri hiicrenin disina salgilanarak hicre diginda
birikirler. Sinyal molekulleri pasif diflizyon, atim pompalari ya da 6zgln
tasityicilar aracihdi ile zardan gecis gostermektedir. Yeterli miktarda sinyal

biriktiginde ilgili genlerin ekspresyonu uyariimaktadir (144).
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Bakteriler gibi mantarlarda da QS duzenlemelerinin bulundugu ve
biyofilm olusumu, patogenez gibi mantarlarin topluluk temelli davraniglarini
etkiledigi bildiriimektedir. Bu konuda en yogun c¢alisma C. albicans Uzerinedir
(144).

Farnesol, farnesil pirofosfatin defosforilasyonuyla Uretilen izoprenoid
tirevi dogal bir bilesiktir. Okaryotik canlilarda bulunan ilk quorum sensing
molekuludur. Farnesol 2001 yilinda birbirinden bagimsiz iki grubun galismasi
sonucu kesfedilmistir. C. albicans izolatlarinin supernatanlarindan elde edilmis
ve hifal geligimi onledigi fark edilmistir (145,146).

C. albicans ekstraktlarinin farnesol Ureten bir enzime sahip oldugu
gOsterilmistir. Ergosterol biyosentezinde gorevli olan squalen sentaz enziminin
inhibisyonu ile farnesol Uretimi artmaktadir. Azollerin ergosterol sentezini
bozmasi sonucunda belki de farnesil pirofosfat dncullerinin birikmesi nedeni ile
farnesol miktarinda artis olmaktadir (147).

Farnesolun Saccharomyces cerevisiae’ de reaktif oksijen metabolitlerini
arttirarak buyUmeyi engelledigi gosterilmigtir (148). Farnesolun Aspergillus
nidulans’ n hifal yapisina etkisi olmadigi ancak apopitozisi indukledigi
gosterilmigtir (149). Bir sesquiterpen alkol olan farnesol birgok bitkisel yagda
bulunmaktadir. Papatya, yasemin, gul gibi iliman iklimlerde yetisen bitkilerden
elde edilebilmektedir. Farnesolin antibakteriyel, antikandidal ve hatta
antitimoral etkisi cesitli calismalarda gosterilmistir (150). Son yillarda dogal
urtnlerin antifungal etkileri aragtirmacilarin ilgi odagi olmustur. Calismamizda
farnesolln antifungallerle sinerjik etkileri gosterilirse mantar hicrelerinin 6lum
hizini arttirarak tedavi suresi kisalabilir, ilaca direng gelisimi 6nlenebilir ve etki
spektrumu genisleyebilir. Ayrica bu sayede ilaglarin dozlari azaltilacagindan,
muhtemel yan etkiler de azalacaktir. Ancak bu yaklasimla, antagonistik ilag
etkilesimi ve toksisite ortaya ¢ikabileceginden, herhangi bir kombinasyonun
etkinligini, klinik kullanimi 6ncesinde in vitro ortamda dikkatlice degerlendirmek

onemlidir.
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3.GEREG VE YONTEM

Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakdltesi Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali Laboratuvar’’ na gonderilen solunum yolu 6rneklerinden izole
edilmis 31 Aspergillus fumigatus ve 14 Aspergillus flavus izolati ¢alismaya
alindi.

Bu galisma, Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakdltesi Girisimsel
Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu'nun 11.09.2018 tarih ve 02 sayili

onaylyla yuratalmastar.
3.1.izolatlarin Tanimlanmasi

Enfeksiyon etkeni olarak kabul edilen suglar SDA besiyerine pasajlandi
ve koloni morfolojileri, sicaklik toleransi ve mikroskobik 6zelliklerine gore
tanimlandi. Tanimlanan izolatlar ¢alismaya alinana kadar -70°C’ de, %20
gliserol iceren stok besiyerinde ve oda sicakliginda steril distile suda saklandi.
Calisma oncesinde tum izolatlarin iki kez SDA besiyerine alt kulturleri yapildi.
Pasajlar 30°C’ de, kulturlerde yeterli sporlanma olusana sporlanana kadar

ortalama 4-7 gun inklbe edildi.

3.2. Cahismada Kullanilan Besiyerleri

3.2.1 RPMI 1640 Besiyeri (L-Glutaminli Besiyerinin icerigi ve

Hazirlanigi

RPMI 1640 medium 10,4 g/L (Sigma- Aldrich,Steinheim , Germany)

MOPS 34,50 g/L (Merck, Darmstadt,Germany)

D-glukoz 20 g/L (Merck, Darmstadt,Germany)

NaOH

900 ml distile suda 10.4 gr RPMI 1640 medium ¢ozduruldu. Bu ¢ozeltiye
34,50 g/L MOPS eklendi ve tamamen ¢6zinlinceye kadar karistiriidi. Bu
sirada 1 mol/L NaOH eklenerek Ph 7.0 olarak ayarlandi. Besiyerinin son hacmi
1 litreye tamamlandi. Hazirlanan besiyeri filtrasyon yontemiyle steril edilerek

kullanilincaya kadar +4°C’ de saklandi.
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3.2.2 SDA Besiyeri igerigi ve Hazirlanigi

Pepton 10 g/L

D Glukoz 40 g/L

Agar 15 g/L

Toz besiyeri 1 litre igin 65 gram tartildi ve 1 litre distile suda homojen
olarak ¢ézduruldi. Otoklavda 121°C’ de 15 dakika steril edildikten sonra petri

kaplarina dokuldu. Kullanilincaya kadar +4°C’ de saklandi.

3.3. Sivi Mikrodilisyon Testi

Calismaya alinacak tum izolatlarin vorikonazol, anidulafungin,
amfoterisin B ve farnesole duyarliliklarini degerlendirmek icin CLSI M38-A2
rehberi dogrultusunda sivi mikrodilisyon antifungal duyarlilik testi uygulandi.
Calismada kullanilacak farnesol MIK ve anidulafungin MEK araliklarini
belirlemek Uzere rastgele secilen 7 izolat 6n ¢alismaya alindi. Bu ¢alismada
kaspofungin MEK araliklari 0.015-0.03 pg/mL, farnesol MIiK araliklari 375-
6000 uM olarak bulundu.

AMB, VOR, AND icin 3200 ug/mL, FAR (farnesol) icin 37000 uM
konsantrasyonlarinda stok sollsyonlar DMSO ile hazirlandi (FAR igin %30’ luk
DMSO kullanildi). Stok solusyonlarindan hazirlanan AMB, VOR, AND ve FAR

dilisyonlari Tablo 3.1.” de verilmigtir.

Tablo 3.1. Antifungal ajanlarin mikrodilisyon test konsantrasyonlari

Antifungal Mikrodilisyon test konsantrasyonlari (ug/ml)

ajanlar

AMB 0.0075 0.015 0.03 0.06 0.125 025 051 2 4 8
VOR 0.0075 0.015 0.03 0.06 0.125 0.25 051 2 4 8
AND 0.0035 0.007 0.015 0.03 0.06 0.125 0.25 051 2 4
FAR (uM) 94 187 375 750 1500 3000 6000 12000
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AND stok solusyonundan (3200 upg/ml) 200 mikrolitre alinip 1800
mikrolitre DMSO eklendi. 320 pg/ml olan antifungal karigimindan RPMI 1640
besiyeri ile dilie ederek 40 pg/ml, 10 pg/ml ve 1 ug/ml olan dilisyonlar elde
edildi. Mikroplaklarda kullanilacak dilisyonlar bu dilisyonlardan elde edildi.
AMB, VOR ve FAR icin de ayni islemler uygulandi. Hazirlanan bu dilusyonlar
U tabanli, 96 kuyucuklu mikroplaklara 100’ er yL dagitildi. Tim mikroplaklar
kullanilana dek -70 °C’ de sakland.

3.4. Checkerboard (dama tahtasi) Yontemi

Sivi mikrodiliisyon yéntemi ile saptanmis olan MIK/MEK degerleri
dikkate alinarak, RPMI 1640 broth ile amfoterisin B icin 0.0075-8 ug/ml,
anidulafungin i¢in 0.0035-4 pg/ml, vorikonazol igin 0.0075-8 pg/ml ve farnesol
icin 6000-94 uM arasindaki iki kat azalan dilusyonlarda ve mikroplaktaki son
konsantrasyonun 4 kati olacak sekilde antifungal solisyonlar hazirlandi. Her
bir sus ve her bir kombinasyon testi i¢in bir tane kullanilmak Gzere U tabanli,
96 kuyucuklu mikroplaklara 50" ser pL dagitildi. 1-5x10% CFU/ml (plaktaki
inokdlimun iki kati) olacak sekilde mantar suspansiyonu hazirlandi ve
mikroplaktaki tum kuyucuklara 100’ er yL dagitildi. Bu sekilde inokulum
konsantrasyonu 2 ve ilag konsantrasyonlari 74 oraninda seyreltilerek test
konsantrasyonlarina ulasiimis oldu (50 pLilag A + 50 pL ilag B + 100 yL mantar
suspansiyonu). Ik siituna sadece farnesol, son satira sadece antifungal
dilusyonlari koyuldu. H1 kuyucugu Ureme kontrol, A12 kuyucugu sterilite
kontrol olarak kullanildi. Hazirlanan mikroplaklar kullanilana dek -70 °C’ de

saklandi.
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Tablo 3.2. Dama tahtasi yonteminin sematik gosterimi

6000 pM | 6000 6000 6000 6000 6000 6000 6000 6000 6000 6000 H1
FAR FAR+ FAR+ | FAR+ | FAR+ | FAR+ | FAR+ | FAR+ | FAR+ | FAR+ | FAR+ | STERILITE
0.0075 0.015 0.03 0.06 0.125 0.25 0.5 1AMB | 2AMB | 4 AMB | KONTROL
AMB AMB AMB AMB AMB AMB AMB
3000 uM | 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 FAR+
FAR FAR+ FAR+ FAR+ FAR+ FAR+ FAR+ FAR+ FAR+ FAR+ FAR+
0.0075 0.015 0.03 0.06 0.125 0.25 0.5 1AMB | 2AMB | 4 AMB | 8 AMB
AMB AMB AMB AMB AMB AMB AMB
1500 M | 1500 1500 1500 1500 1500 1500 1500 1500 1500 1500 1500 FAR+
FAR FAR+ FAR+ FAR+ FAR+ FAR+ FAR+ FAR+ FAR+ FAR+ FAR+
0.0075 0.015 0.03 0.06 0.125 0.25 0.5 1AMB | 2AMB | 4 AMB | 8 AMB
AMB AMB AMB AMB AMB AMB AMB
750 UM | 750 750 750 750 750 750 750 750 750 750 750 FAR+
FAR FAR+ FAR+ FAR+ FAR+ FAR+ FAR+ FAR+ FAR+ FAR+ FAR+
0.0075 0.015 0.03 0.06 0.125 0.25 0.5 1AMB | 2AMB | 4 AMB | 8 AMB
AMB AMB AMB AMB AMB AMB AMB
875 UM | 375 375 375 815 375 375 375 375 375 375 375 FAR+
FAR FAR+ FAR+ FAR+ FAR+ FAR+ FAR+ FAR+ FAR+ FAR+ FAR+
0.0075 0.015 0.03 0.06 0.125 0.25 0.5 1AMB | 2AMB | 4 AMB | 8 AMB
AMB AMB AMB AMB AMB AMB AMB
187 uM | 187 187 187 187 187 187 187 187 187 187 187 FAR+
FAR FAR+ FAR+ FAR+ FAR+ FAR+ FAR+ FAR+ FAR+ FAR+ FAR+
0.0075 0.015 0.03 0.06 0.125 0.25 0.5 1AMB | 2AMB | 4 AMB | 8 AMB
AMB AMB AMB AMB AMB AMB AMB
94 UM | 94 94 94 94 94 94 94 94 94 94 94 FAR+
FAR FAR+ FAR+ FAR+ FAR+ FAR+ FAR+ FAR+ FAR+ FAR+ FAR+
0.0075 0.015 0.03 0.06 0.125 0.25 0.5 1AMB | 2AMB | 4 AMB | 8 AMB
AMB AMB AMB AMB AMB AMB AMB
Al12 0.0075 0.015 0.03 0.06 0.125 0.25 0.5 1 2 4 8
UREME pg/mL pg/mL pg/mL pyg/mL | pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
KONTROL

3.5. izolatlarin inokiilasyonu ve Degerlendirilmesi

Calisilacak izolatlar SDA plaklarina pasajlanip 30 °C’ de 4-5 gun inkibe
edildi. Sporlanan izolatlardan 0.5 McFarland bulaniklikta suspansiyonlar
hazirlandi. Homojen suspansiyon elde etmek icin slUspansiyonlara 50
mikrolitre kadar tween 20 damlatildi. Her bir izolat RPMI besiyerinde  1/50
oraninda dilue edilip mikroplaklara 100 pl olacak sekilde dagitildi.
Mikroplaklarin Gzerine izolat numaralari yazilip 35°C’ de 48 saat inkube edildi.
AMB ve VOR igin liremenin tam inhibe oldugu kuyucuklar MiK degerleri olarak
kabul edildi. FAR igin Ureme kontrol kuyucuguna goére belirgin (%50)
azalmanin oldugu kuyucuk MiK olarak kabul edildi. AMB+FAR ve VOR+FAR



32

kombinasyon mikroplaklari gorsel olarak degerlendirildi. Tek bagina AND ve
AND+FAR kombinasyonu stereomikroskopta degerlendirilerek MEK sonuglari
elde edildi.

Her bir izolat icin 3 farkli kombinasyon degerlendirildi ve fraksiyonel
inhibitér konsantrasyon indeksi (FIKI) hesaplanarak “sinerjistik”, etkisiz”,
“antagonistik * olarak tanimlandi. FIK indeksi, ilacin kombinasyondaki MiK
degerinin tek basina test edildiginde saptanan MiK degerine béliinmesi ile elde
edilen her bir ilacin fraksiyonel inhibitdr konsantrasyonlarinin toplanmasi ile
elde edildi.
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4 BULGULAR

Calisma kapsaminda 31 A. fumigatus ve 14 A. flavus izolatinin timu
sivi mikrodilisyon testine ve farnesol ile kombinasyon testine alindi. Her bir
izolat icin calisma iki kez tekrarlandi. A. fumigatus izolatlarinda antifungal ve
farnesol duyarlilik sonuglari Tablo 4.1. ve Tablo 4.2." de verilmistir. A. flavus
izolatlarinda antifungal ve farnesol duyarliik sonuglari ise Tablo 4.3. te
verilmistir. Antifungallerin farnesol ile kombinasyon sonuglari ise Tablo 4.4.,
Tablo 4.5., Tablo 4.6., Tablo 4.7., Tablo 4.8., Tablo 4.9.” da 6zetlenmistir.

A. fumigatus izolatlarinda FAR duyarlilik araligi 1500-6000 uM olarak,
VOR, AMB MiK ve AND MEK araliklari sirasiyla 0.125-1 pg/mL; <0.0035
pg/mL; 0.125-0.5 ug/mL olarak belirlendi. Hesaplanan FiK indeksine gére A.
fumigatus izolatlarinin VOR ile kombinasyonunda 13 izolatta, AMB ile
kombinasyonunda 7 izolatta antagonizma  saptandi. AMB-FAR
kombinasyonunda antagonizma saptanan 7 izolatin tamaminda VOR-FAR
kombinasyonu i¢in de antagonizma saptandi.

A. flavus izolatlarinda FAR duyarlilik araligi ise 3000->6000 uM olarak,
VOR, AMB MIK ve AND MEK araliklari sirasiyla 0.125-0.5 pg/mL; <0.0035
Mg/mL; 0.25-2 pg/mL olarak belirlendi. A. flavus izolatlari A. fumigatus
izolatlarina gére FAR ve AMB icin daha yiiksek MiK degerlerine sahipti.
Hesaplanan FIK indeksine gére A. flavus izolatlarinin VOR ile
kombinasyonunda 4 izolatta, AMB ile kombinasyonunda 4 izolatta
antagonizma saptandi. AMB-FAR ve VOR-FAR kombinasyonlarinda
antagonizma saptanan izolatlarin timu birbirinden farkhydi.

Farnesolin anidulafungin ile kombinasyonunda, c¢aligilan tim izolatlar
icin mikroplaktaki en dusuk AND konsantrasyonundan (<0.0035 ug/mL) daha
disuk MEK degerleri gozlendiginden farnesol ile kombinasyonu

degerlendirilemedi.
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Tablo 4.1. A. fumigatus izolatlarinda antifungal ve farnesol duyarlilik sonuglari

izolat Farnesol Vorikonazol | Anidulafungin | Amfoterisin
numarasi (MM) (ug/mL) (ug/mL) B (pg/mL)
8691422 3000 0.125 =<0.0035 0.125
729895 6000 0.5 =<0.0035 0.5

1663 3000 0.25 =<0.0035 0.125
1354 6000 0.5 =<0.0035 0.25

1689 6000 1 =<0.0035 0.25
2896513 3000 0.25 =<0.0035 0.5

1700 3000 0.5 =<0.0035 0.25
3783757 3000 0.5 =<0.0035 0.25

1370 6000 0.25 =<0.0035 0.5
61572127 6000 0.5 =<0.0035 0.5

1375 1500 0.25 =<0.0035 0.5

1340 6000 0.25 =<0.0035 0.25

1344 3000 0.5 =<0.0035 0.125
1369 3000 0.25 =<0.0035 0.125
1326 3000 0.25 =<0.0035 0.125
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Tablo 4.2. A. fumigatus izolatlarinda antifungal ve farnesol duyarlilik sonuglari

izolat Farnesol | Vorikonazol Anidulafungin Amfoterisin B
numarasi (M) (Mg/mL) (Mg/mL) (Mg/mL)
1357 3000 0.25 =<0.0035 0.25
1338 6000 0.25 =<0.0035 0.125
1342 3000 0.5 =<0.0035 0.5
1349 3000 0.5 =<0.0035 0.125
1347 3000 0.5 =<0.0035 0.5
1345 3000 0.25 =<0.0035 0.5
1367 3000 0.25 =<0.0035 0.25
1377 3000 0.25 =<0.0035 0.25
1817 3000 0.25 =<0.0035 0.25
1666 3000 1 =<0.0035 0.25
1339 3000 0.25 =<0.0035 0.25
1701 3000 0.5 =<0.0035 0.25
3305928 3000 0.5 =<0.0035 0.25
1331 6000 0.5 =<0.0035 0.125
6695832 6000 0.25 =<0.0035 0.25
1816 3000 0.5 =<0.0035 0.5
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Tablo 4.3. A. flavus izolatlarinda antifungal ve farnesol duyarlilik sonuglari

izolat Farnesol | Vorikonazol Anidulafungin Amfoterisin B
TR Ty | gL (ug/mL) (ug/m.)
1378 >6000 0.5 =<0.0035 1
6603730 6000 0.25 =<0.0035 0.5
16904 3000 0.25 =<0.0035 0.5
1352 6000 0.5 =<0.0035 0.5
1374 6000 0.5 =<0.0035 0.5
1702 6000 0.25 =<0.0035 1

1703 >6000 0.125 =<0.0035 1
3135874 3000 0.25 =<0.0035 0.5
1704 >6000 0.25 =<0.0035 0.5
4447756 6000 0.5 =<0.0035 2

1664 3000 0.25 =<0.0035 0.25
1705 3000 0.25 =<0.0035 0.5
1566 6000 0.25 =<0.0035 0.5
1706 3000 0.5 =<0.0035 0.5
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Tablo 4.4. A. fumigatus izolatlarinda farnesol ile vorikonazolin kombinasyon

sonuglari

izolat Komb. Far | Komb. Vor | FiK indeksi | Yorum
numarasi (M) (ug/mL)

8691422 94 0.25 2.031 Etkisiz
729895 94 1 2.031 Etkisiz

1663 94 0.5 2.031 Etkisiz

1354 94 1 2.015 Etkisiz

1689 94 1 1.015 Etkisiz
2896513 6000 1 6 Antagonizma
1700 6000 0.5 3 Etkisiz
3783757 94 0.5 1.031 Etkisiz

1370 94 0.5 2.015 Etkisiz
61572127 94 0.5 1.015 Etkisiz

1375 94 0.5 2.06 Etkisiz

1340 94 1 4.01 Antagonizma
1344 94 2 4.031 Antagonizma
1369 94 1 4.031 Antagonizma
1326 94 1 4.031 Antagonizma




38

Tablo 4.5. A. fumigatus izolatlarinda farnesol ile vorikonazolin kombinasyon

sonuglari

izolat Komb. Far | Komb. Vor | FiK indeksi | Yorum
numarasi (M) (Mg/mL)

1357 750 2 8.25 Antagonizma
1338 94 1 4.015 Antagonizma
1342 94 2 4.031 Antagonizma
1349 94 2 4.031 Antagonizma
1347 94 0.5 1.031 Etkisiz

1345 94 1 4.031 Antagonizma
1367 94 1 4.031 Antagonizma
1377 94 0.5 2.031 Etkisiz

1817 94 0.5 2.031 Etkisiz

1666 94 2 2.031 Etkisiz

1339 94 0.5 2.031 Etkisiz

1701 94 1 2.031 Etkisiz
3305928 94 1 2.031 Etkisiz

1331 94 2 2.031 Antagonizma
6695832 3000 2 8.5 Antagonizma
1816 94 0.5 1.031 Etkisiz
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Tablo 4.6. A. flavus izolatlarinda farnesol ile vorikonazol kombinasyon

sonugclari

izolat Komb. Far | Komb.Vor FIK Indeksi | Yorum
numarasi (M) (ug/mL)

1378 94 0.5 1.078 Etkisiz
6603730 94 0.5 2.015 Etkisiz

16904 94 0.5 2.031 Etkisiz

1352 94 1 2.015 Etkisiz

1374 6000 2 5 Antagonizma
1702 375 0.5 2.06 Etkisiz

1703 94 0.5 4.078 Antagonizma
3135874 94 di 4.031 Antagonizma
1704 94 0.5 2.078 Etkisiz
4447756 175 1 2.02 Etkisiz

1664 94 0.5 2.031 Etkisiz

1705 94 0.5 2.031 Etkisiz

1566 94 1 4.031 Antagonizma
1706 94 0.5 2.25 Etkisiz
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Tablo 4.7. A. fumigatus izolatlarinda farnesol ile amfoterisin B kombinasyon

sonuglari

izolat Komb. Far | Komb. Amb | FIK indeksi | Yorum
numarasi (M) (ug/mL)

8691422 94 0.25 2.031 Etkisiz
729895 94 1 2.031 Etkisiz

1663 94 0.25 2.031 Etkisiz

1354 94 0.5 2.015 Etkisiz

1689 94 0.5 2.015 Etkisiz
2896513 94 1 2.031 Etkisiz

1700 94 0.5 2.031 Etkisiz
3783757 94 0.5 2.031 Etkisiz

1370 94 1 2.015 Etkisiz
61572127 375 0.25 0.56 Etkisiz

1375 94 1 2.06 Etkisiz

1340 94 1 4.01 Antagonizma
1344 94 0.25 2.31 Etkisiz

1369 94 0.5 4.031 Antagonizma
1326 94 0.5 4.031 Antagonizma
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Tablo 4.8. A. fumigatus izolatlarinda farnesol ile amfoterisin B kombinasyon

sonuglari

izolat Komb. Far | Komb. Amb | FiK indeksi | Yorum
numaras | n1) (ug/mL)

1357 94 1 4.031 Antagonizma
1338 175 1 8.029 Antagonizma
1342 94 1 2.031 Etkisiz

1349 94 0.5 4.031 Antagonizma
1347 94 0.5 1.031 Etkisiz

1345 94 0.5 1.031 Etkisiz

1367 94 1 4.031 Antagonizma
1377 94 0.5 2.031 Etkisiz

1817 94 0.5 2.031 Etkisiz

1666 94 0.25 1.031 Etkisiz

1339 94 0.5 2.031 Etkisiz

1701 94 0.5 2.031 Etkisiz
3305928 | 94 0.5 2.031 Etkisiz

1331 94 0.25 2.015 Etkisiz
6695832 | 94 0.5 2.015 Etkisiz

1816 94 1 2.031 Etkisiz
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Tablo 4.9. A. flavus izolatlarinda farnesol ile amfoterisin B kombinasyon

sonuglari
izolat Komb. Far | Komb. Amb | FiK indeksi | Yorum
numarasi
(MM) (Mg/mL)

1378 94 2 2.078 Etkisiz
6603730 3000 2 4.5 Antagonizma
16904 1500 1 2.5 Etkisiz

1352 94 0.5 1.015 Etkisiz

1374 94 1 2.015 Etkisiz

1702 375 2 2.06 Etkisiz

1703 375 1 1.31 Etkisiz
3135874 94 1 2.031 Etkisiz

1704 94 1 2.078 Etkisiz
4447756 3000 16 8.5 Antagonizma
1664 94 0.5 2.031 Etkisiz

1705 3000 4 9 Antagonizma
1566 94 1 2.031 Etkisiz

1706 6000 4 10 Antagonizma
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5.TARTISMA

Mantar enfeksiyonlarinin sikligindaki artis, beraberinde tedavi ve direng
sorununu gundeme getirmistir. Mantar hucresinin okaryotik dogasi nedeniyle,
tedavide kullaniimak uzere, FDA tarafindan farkli kimyasal siniflardaki birka¢
antifungal ilag onaylanmis olmakla birlikte, tedavi genellikle ylksek toksisite,
dusuk tolere edilebilirlik veya dar etki spektrumu nedeniyle gugtur. Bu
zorluklar, invaziv enfeksiyonlarin tedavisinde kombinasyon tedavilerine ya da
ilag dis1 bazi maddelerin tedavide kullanimina yonelik galismalari gerekli
kilmistir.  Bunun yaninda antifungallerin etkinliginin arttirlmasi ya da etki
spektrumunun genisletiimesini iceren bir yaklasim da mevcuttur. Bitkisel
kaynakli birgok molekulin g¢esitli mikroorganizmalar Uzerine etkinliginin
degerlendirildigi gok sayida ¢alisma literatirde mevcuttur (151). Bu ¢calismada
ise tim dlnyada bilinen ve kozmetik alaninda yaygin olarak kullanilan bitkisel
kaynakli bir molekul olan farnesollin antifungal etkinligi yanisira, bu molekulin
antifungaller Gzerine olumlu etkilerinin arastirilmasi1 amaglanmis, ucuz, dogal,
toksik olmayan ve kolay ulasilabilir bu molekulin antifungallere anlamli katkisi
saptanirsa, invaziv fungal enfeksiyonlarin tedavisinde 6nemli ilerlemeler
saglanacagi dusunulmustar.

Hsueh ve ark. (152) ¢esitli mantar tlrlerinin dort farkli antifungale karsi
duyarlihk profillerini degerlendirmislerdir. A. fumigatus (n=40) icin MiK
aralklarini VOR ve AMB ic¢in sirasiyla 0.06-0.5 pg\ml ve 0.25-2 pyg\ml olarak
tespit etmislerdir. A. flavus (n=24) icin VOR ve AMB MIK araliklarini sirasiyla
0.12-0.5 ug\ml ve 0.25-1 pg\ml olarak saptamiglardir.

Messer ve ark. (153) yaptigi calismada A. fumigatus izolatlarinda
(n=52) VOR, AMB ve FLU igin MIK araliklarini 0.12-2 pyg\ml, 116 pg\ml ve
64->256 ug\ml olarak tespit ettiler.

Gunumuzde yeni antifungallere olan ihtiyag hem dogal bilesiklere ilgiyi
arttirdi hem de yeniilag denemelerine hiz kazandirdi. Pfaller ve ark. (154) 2016
yilinda CD101 isimli yeni ekinokandini Aspergillus ve Candida izolatlarinda
CLSI ve EUCAST onerileri dogrultusunda sivi mikrodilisyon c¢aligarak rutin
kullanimdaki antifungallerle karsilastirmiglardir. Yirmi A. fumigatus izolatinda
AND duyarhliklarini izolatlarin 15’'inde <=0.008 pg\ml; 4’Gnde 0.015 pg\ml;
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1’inde ise 0.03 pg\ml olarak tespit etmiglerdir. On iki A. flavus izolatinda AND
duyarhliklarini ise izolatlarin 11’inde <=0.008 pg\ml; 1’'inde 0.015 pyg\ml olarak
bulmuslardir. CD101 isimli yeni antifungalin klinik kullanimdaki antifungallerle
iyi bir uyum gosterdigi gorulmustar.

Pfaller ve ark. (155) AMB ve azol direngli 78 klinik Aspergillus izolatini
yeni bir antifungal olan E1210 ve AND, VOR, POS, CAS, ITR antifungallerine
kargi CLSI ve EUCAST onerileri dogrultusunda sivi mikrodilisyon testi
uygulamiglardir. Yirmi iki A. fumigatus izolatinin 14" 4nin AND duyarlihigini
<=0.008 pg\ml, 8’ inin duyarlihdgini 0.015 pg\ml olarak degerlendirmiglerdir.
VOR duyarliliklarini ise 4’Gnde 0.25 pg\ml, 10’'unda 0.5 pg\ml, 3’Gnde 1 pg\ml,

4’ Unde 2 pg\ml, 1’ inde >=8 pg\ml olarak saptamiglardir. Yirmi A. flavus
izolatinda AND duyarhli§gini tamaminda <=0.008 ug\ml; VOR duyarhliklarini
ise 4’ unde 0.5 pg\ml, 14’ Gnde 1 ug\ml, birinde 2 pg\ml, birinde 4 yg\ml olarak
saptamiglardir.

Astvad ve ark. (156) 2015 yilinda FDA ve EMA tarafindan onay alan
isavukanozol ve VOR antifungallerini kullanarak 958 Aspergillus izolatini
EUCAST 6nerileri dogrultusunda test etmislerdir. iki yiiz on bir A. fumigatus
izolatinda VOR MiK araliklari <=0.125->16 pug\ml iken; 19 A. flavus izolatinda
VOR MIK araliklari 0.5-2 pg\ml olarak degerlendirmislerdir. Calisma sonunda
isavukanozol ve vorikonazolun in vitro duyarliliklari benzer bulunmustur.

Buil ve ark. (157) F901318 isimli pirimidin biyosentezinde gorevli
dihidrooratat dehidrojenaz enzimini hedef alan yeni bir antifungali 213
Aspergillus izolatinda EUCAST onerileri dogrultusunda sivi mikrodilisyon
testine almislardir. Yeni antifungalle beraber VOR, AMB, ITR, ISA, POS ve
AND duyarhliklarini da test etmiglerdir. Azol direngli A. fumigatus izolatlarinda
(n=133) VOR MIK araliklari 0.125->16 pg\ml; sokak tipi A. fumigatus
izolatlarinda (n=10) VOR MIK araliklari 0.25-1 ug\ml olarak degerlendirilmistir.
Ayni izolatlarda AMB MIK araliklari sirasiyla azol direngli izolatlar igin 0.25-2
pMg\ml; sokak tipi izolatlar igin 0.5-1 ug\ml olarak degerlendirilmigtir. AND MEK
araliklari ise azol direngli izolatlarda <0.016-2 pug\ml sokak tipi izolatlarda
0.016 —-0.031 pg\ml olarak bulunmustur. A. flavus izolatlarinda (n=10) ise VOR,
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AMB MIK ve AND MEK araliklari sirasiyla 1->16 pg\ml; 1->16 pg\ml;
0.016-0.031 pg\ml olarak saptanmigtir.

Buna gore, literatirde Aspergillus turlerinin antifungal duyarliliklarinin
degerlendirildigi ¢alismalarda MIK/MEK araliklari VOR igin A. fumigatus’ ta
0.06->16 mg/mL, A. flavus'ta 0.12->16 mg/mL; AMB icin A. fumigatus’ta 0.25-
16 mg/mL, A. flavusta 0.25->16 mg/mL; AND icin A. fumigatus ve A. flavusta
<0.008-0.03 mg/mL olarak bildirilmigtir.

Bizim galismamizda ise A.fumigatus igin VOR, AMB MiK ve AND MEK
araliklar sirasiyla 0.125-1 ug\ml; 0.125-0.5 pg\ml; <=0.0035 ug\ml; A.flavus
icin ise sirasiyla 0.125-0.5 pyg\ml; 0.25-2 pg\ml; <=0.0035 pg\ml olarak tespit
edilmistir. Bu sonuglar literatirdeki benzer c¢alismalarin sonuglarl ile
uyumludur.

invaziv aspergilloziste tedavisinde ilk segenek antifungal ilag
vorikonazoldur (158). Bu hasta grubunda tedavi konagin immun durumuna
badli olmakla birlikte vorikonazol monoterapisinden fayda gérmeyen hasta
grubunda lipozomal amfoterisin B tedaviye eklenmekte ya da tek basina tercih
edilmektedir. Ekinokandin grubundan kaspofungin standart tedaviye direncli
ya da azolleri ve amfoterisin B’ yi tolere edemeyen bireylerde tercih
edilmektedir (159). invaziv aspergilloziste mortalite tedaviye ragmen %60- 90
arasinda degismektedir. Ginumuzde ylksek mortalite nedeniyle baslangi¢
tedavisinde ya da kurtarma tedavisinde kombinasyon tedavileri tercih
edilebilmektedir (160). Sinirh  sayida antifungal olmasi ve tedavi
basarisizliginin yuksek olmasi klinik izolatlara antifungal duyarlilik testi
yapilmasini gerekli kilmaktadir. Calismamizda elde edilen MiK/MEK araliklari
epidemiyolojik esik degerin altinda bulunmustur. Bu durum hastanemizde izole
edilen izolatlarin hali hazirda direngli izolatlar olmadigini gostermekle birlikte
erken tani ve tedavi ile mortalitenin azaltilabilecegini dusundurmektedir.

Farnesol, kanserli hiicre serilerinde apoptozisi indukleyen ve gogalmayi
inhibe eden farnesil pirofosfatin defosforilasyonuyla tretilen izoprenoid tirevi
dogal bir bilesiktir (161). Mantarlarda extraselliler quorum-sensing molekulu
olarak rol oynar. Farnesol mayalarda migelyum olusumunu &nlemesine

ragmen C. albicans izolatlarinda tomurcuklanmayi arttirdigi géraimustur (162).
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A. nidulans izolatlarinda farnesolln hifal gelisim Uzerine bir etkisinin
olmadigl ancak apoptozisi indukledigi gorulmugtir (163). Lorek ve ark. (164)
A. niger izolatlarinda farnesolun degisen miktarlariyla (0.1 mM, 1 mM,10 mM)
olusan morfolojik degisiklikleri incelemislerdir. Dusuk farnesol varliginda zayif
sporlanma gosteren A. niger izolatlarinin, farnesol miktari arttikgca
sporlanmadiklarini saptamiglardir.

Wang ve ark. (165) da farnesollin yeni bir antifungal ajan olarak
kullanilabilecegini dusunerek farkli konsantrasyonlarda farnesol ile A. flavus
izolatlarini muamele etmis ve transmission elektron mikroskop ile (TEM) hicre
ici degisiklikleri incelemiglerdir ve ayni zamanda farnesolin apoptozis
mekanizmalarinda hangi yolaklari indukledigini gostermeye caligsmiglardir.
Farnesolun A. flavus’un ¢imlenmesini ve buylimesini 6nledigini, ayrica nukleer
yogunlagsma, DNA fragmantasyonu, hicre i¢i reaktif oksijen metabolitlerinin
uretimi ve metakaspaz aktivasyonunu igeren yolaklarla programli hucre
Olumund indukledigini ortaya koymuslardir. A. flavusta farnesolun indukledigi
programli hticre 6lumudnln genis spektrumlu kaspaz inhibitéri Z-VAD-fmk ve
kismen L-prolin tarafindan inhibe edildigini gostermiglerdir. Bu da farnesolin
A. flavusta metakaspaz aktivasyonunu igeren bir mekanizmayla apoptozisi
indUkledigini ortaya koymustur.

Farnesol ilk izole edilen QSM molekulli olmakla birlikte farnesolin
kesfinden sonra bagska QSM de tanimlanmigtir. Bunlar tirosol, feniletanol ve
triptofoldur (168). Benzer sekilde tirosol de antifungal ajanlarla kombine
edilmis, C. krusei ve C. tropicalis biyofilmlerine karsi sinerjik etkisi gdsterilmistir
(169). Tirosolun tek basina olgun biyofilme etkisi varken azollerle kombine
edildiginde biyofim aktivitesini arttirdigi gosterilmistir (170).

Literatirdeki mevcut ¢aligmalarda farnesolin antimikrobiyal etkinligi
ile ilgili Gmit verici sonuglardan yola c¢ikarak Aspergillus tirlerine karsi da
olumlu katkisi olabilece@i dusunuldld. Farnesolin Candida izolatlarina karsi
etkisi arastirmacilar tarafindan yillardir calisiimis ve pek c¢ok veri bilim
dunyasina kazandiriimistir. Ancak, farnesollin tek basina ya da antifungallerle
kombine edilerek Aspergillus izolatlarina kargi etkinligini degerlendiren

calisma bulunmamaktadir. Bu ¢alisma klinik Aspergillus izolatlar kullanilarak
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sivi  mikrodilisyon ve checkerboard yontemiyle farnesolin etkisinin
degerlendirildigi  ilk c¢ahsmadir. Calismamizda farnesolin VOR ile
kombinasyonunda 18 (%58) A. fumigatus ve 10 (%71) A. flavus izolatinda
etkilesme gozlenmezken; 13 (%42) A. fumigatus ve 4 (%29) A. flavus
izolatinda antagonizma saptandi. AMB ile kombinasyonunda ise 24 (%77) A.
fumigatus ve 10 (%71) A. flavus izolatinda etkilesme gézlenmezken; 7 (%23)
A. fumigatus ve 4 (%29) A. flavus izolatinda antagonizma saptandi. Higbir
kombinasyonda ve higbir izolata karsi sinerjik etkilesme gézlenmedi. AND ile
calisilan kombinasyon testlerinde izolatlarin timU mikroplakta calisilan en
dusuk ilag konsantrasyonundan (<0.0035 pg/mL) daha dusuk MEK
degerlerine sahip oldugundan FiK indeksleri hesaplanamadi ve etkilesme olup
olmadigi degerlendirilemedi.

Cordeiro ve ark. (166) farnesolu antifungallerle kombine ederek
Candida turlerine karsi etkinligini arastirmislardir. C. albicans (n=24), C.
parapsilosis (n=16), C. tropicalis (n=5) izolatlari ¢calismaya alinmistir. Bu
calismada AMB, FLU, ITR, CAS ve FAR igin ayri ayri sivi mikrodilisyon
calisilip antifungal direngli izolatlar, farnesolin degisen konsantrasyonlariyla
inkube edilip tekrar antifungal duyarlihk testine alinmig ve farnesolin tum
direncli izolatlarda antifungal ilaglara katkisinin belirgin oldugu gosterilmigtir.

Cordeiro ve ark. (166) farnesoll antifungallerle kombine ettiklerinde,
azol direncli Candida izolatlarina karsi farnesolun belirgin katkisini gozledikleri
halde, calismamizda benzer olumlu bir sonu¢ elde edilememigtir. Bunun
nedeninin Aspergillus izolatlarinin kandidalardan farkli olan Greme dogasindan
ya da bahsedilen g¢alismada farnesoliin antifungallerle kombine olarak degil
calisma oOncesi izolatlarin farnesole maruz birakiimis olmasindan
kaynaklanabileceg@i dusunulmustur.

Katragkou ve ark. (167) C. albicans biyofiimine kargi farnesol ve
antifungalleri kombine etmis ve sinerjik etkiyi gdstermistir. Biyofilm kitlesi
olustuktan sonra antifungallerin bu biyokitleye etkisi azalmaktadir. Bu durum
enfeksiyonun tedavisinde basarisizliklara yol agmaktadir. Bu ¢alismada FLU,
AMB ve mikafungin farnesol ile kombine edilmis ve C. albicans biyofilmine

karg! etkinligi arastiriimigtir. Ug antifungal ajanin her biri ve farnesol arasinda
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anlamli  sinerji saptanmig, higbir kombinasyonda antagonizma
saptanmamigtir. En Dbelirgin  sinerjik etki farnesol ve mikafungin
kombinasyonunda bulunmustur. FiK indeksine gére farnesol-mikafungin ve
farnesol-flukonazol arasinda sinerji saptanirken; farnesol-amfoterisin B
arasinda etkilesme go6zlenmemigtir. Calismamizdan farkh olarak bu
calismada da kandida ve kandida biyofilminin duyarlihdi c¢aligiimis olup
mikafungin ile belirgin sinerji saptamislardir. Bizim ¢alismamizda ise farnesol
ile ekinokandinlerden anidulafungin kombinasyonunun degerlendiriimesi
amacglanmigs ancak c¢alismaya alinan izolatlarin timd dama tahtasi
mikroplaklarindaki belirlenen en duisik anidulafungin konsantrasyonundan
daha dusik MEK’ lere sahip oldugundan degerlendirilememisgtir.

Sonu¢ olarak, c¢alismamizda herhangi bir sinerjik etkilesme
saptanmamig olmakla birlikte, farnesolin kombinasyondaki antifungallerin
(vorikonazol, anidulafungin ve amfoterisin B) MIK/MEK degerlerine katkisinin
olmadi§i hatta bazi izolatlarda MiK degerlerinde artislara neden oldugu
go6zlenmigtir. Ancak, bu ¢alisma sinirli sayida izolatla ve sadece iki Aspergillus
turbyle gerceklestiriimis in vitro bir calismadir. Bu sonuglarin kanitlanmasi igin
ileri calismalarin gerekliligi asikardir. Bununla birlikte, bu ¢alisma daha sonra

gerceklestirilebilecek benzer ¢alismalarin planlanmasinda yol gdsterici olabilir.
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6.SONUG VE ONERILER

Dinya genelinde her yil 200.000 olgu invaziv aspergilloz olarak
tanimlanmaktadir  (171). Invaziv aspergilloz olgularinin %50’ si hala
hematolojik maligniteli (AML, ALL...) ve allojenik kok hucre alicilarindan
olusmaktadir (172). invaziv aspergilloz icin kemoterapinin sonucu olan uzamig
ve derin notropeni (10 giinden uzun slren- mm?3 te 500’ den az I6kosit) tek
basina risk faktortudir (173,174).

Filamentdéz mantarlarin neden oldugu enfeksiyonlarda tani koymak
oldukga glctir. invaziv aspergilloz tanisi koyabilmek icin klinik, radyolojik ve
mikrobiyolojik sonuclarin timda birlikte irdelenmelidir.

invaziv aspergillozun kesin tanisi igin etkeni izole etmek ve kiiltirde
uretmek antifungal duyarliik testlerinin  temelini  olusturmaktadir.
Calismamizda laboratuvarimizda tanimlanan Aspergillus klinik izolatlarina
antifungal duyarlilik testi uygulandi. Tedavide kisitli sayida ajanin kullaniimasi
ve toksik etkilerinin fazlaligi nedeniyle farnesol isimli dogal bilesikle kombine
edildi. Kirk bes klinik izolata sivi mikrodilisyon testi ve U¢ antifungal (VOR,
AMB ve AND) ile farnesoliin kombinasyon testi calisildi. izolatlarin hicbirinde
sinerji saptanmazken, A. fumigatus izolatlarinin VOR- FAR kombinasyonunda
on Ug¢, AMB-FAR kombinasyonunda yedi izolatta antagonizma saptandi. A.
flavus izolatlarinin  VOR-FAR kombinasyonunda dort, AMB-FAR
kombinasyonunda yine dort izolatta antagonizma saptandi.

Bu calismada amacimiz farnesolin antifungal katkisini arastirmak ve
mevcut antifungallerin yan etkisini azaltabilecek bu dogal Uurinin ilag
sektorine kazandiriimasina katkida bulunabilmekti. Ancak kandidalar ile
yapilan calismalarin aksine, A. fumigatus ve A. flavus izolatlarina karsi
farnesollin bu calismada test edilen antifungallere (VOR, AMB) herhangi bir
katkisi saptanamamis hatta antagonistik etkilesme sonuclari elde edilmistir.
Bu durum Aspergillus enfeksiyonlarinin tedavisinde farnesoltin antifungallere
olumlu katkisi olabilecegi 6ngoérusunt zayiflatmistir.  Bununla birlikte
¢alismamiz in vitro bir calisma olup sinirli sayida Aspergillus tiru igerdiginden,
daha fazla sayida kif mantarini igeren in vitro ve in vivo calismalarla

desteklenmesi gerekir.
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