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KISA BILDIRI:
ASPERGILLUS TURLERININ KASPOFUNGINE KARSI iN VITRO
DUYARLILIGININ SAPTANMASINDA MiNiMUM INHIBITOR VE MiNiMUM
ETKIiLIi KONSANTRASYON DEGERLERININ KARSILASTIRILMASI

SHORT COMMUNICATION:
COMPARISON OF MINIMUM INHIBITORY AND MINIMUM EFFECTIVE
CONCENTRATION VALUES FOR THE DETECTION OF IN VITRO
SUSCEPTIBILITIES OF ASPERGILLUS SPECIES AGAINST CASPOFUNGIN

Aydan OZKUTUK!', Dilek Yesim METIN2, Cem ERGON'
Mine YUCESOY', Siileyha HILMiIOGLU POLAT?

OZET: Kaspofungin, ézellikle direncli invazif aspergilloz tedavisinde Gmit verici olan
ekinokandin grubu antifungal ilaclardandir. Aspergillus turlerinin kaspofungine karsi in
vitro duyarliiginin arastinimasinda “Clinical and Laboratory Standards Institute” (CLSI)
tarafindan tanimlanmis standart bir ydntem bulunmamaktadir. Uremede belirgin azalmanin
géruldigi minimum inhibitér konsantrasyon (MiK-2) ve minimum etkili (effective)
konsantrasyon (MEK) degerleri, kaspofunginin duyarlilik test sonucunu belirlemede en sik
kullanilan élcimlerdir. Bu ¢alismanin amaci kaspofunginin CLSI M-38A belgesine gore
Aspergillus tiirlerine karsi in vitro aktivitesinin degerlendirilmesi ve MiK okuma degeri
olarak MiK-2 ile MEK degerlerinin birbiriyle karsilastinimasidir. Galismaya cesitli klinik
orneklerden izole edilen 18 A.fumigatus, yedi A.flavus, bes A.niger ve iki A.versicolor
olmak Uzere 32 sus alinmistir. Suslarin in vitro duyarlihi@i, sivi mikrodilisyon testiyle
%2 glikozlu RPMI 1640 besiyeri kullanilarak, 0.03-16 ug/ml kaspofungin konsantrasyon
araliginda CLSI énerilerine gére arastinimistir. Calisilan suslarin MiK-2 ve MEK degerleri
arasindaki uyum, 24 saatlik inkibasyon sonunda =1 dilisyonda %53 iken, 48 saatlik
inklbasyonda %100 olarak belirlenmigtir. Kirksekiz saatlik inklibasyon sonunda suslarin
%93’(inde MEK ve MiK-2 degeri ayni olarak saptanmis, %7’sinde ise =1 diliisyon farkl
bulunmustur. MEK degerlerinin, her iki inkiibasyon siiresinde de MiK-2'ye gére daha
stabil kaldigi izlenmistir. Sonuc olarak MEK degeri, MiK-2 skoruna gére Aspergillus
turlerinde in vitro kaspofungin aktivitesinin arastirimasinda daha kolay ve objektif olarak
belirlenebilen stabil bir élcim degeridir.

Anahtar sézclikler: Kaspofungin, antifungal duyarhlik testleri, minimum etkili
konsantrasyon.
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ABSTRACT: Caspofungin is a promising echinocandin-group antifungal agent
used especially in the treatment of resistant invasive aspergillosis. The guidelines for in
vitro susceptibility testing of Aspergillus species against caspofungin are not described
by the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). The minimum inhibitory
concentration that showed a prominent reduction of growth (MIC-2) and minimum
effective concentration (MEC) endpoints are frequently used for the susceptibility testing
of caspofungin as MIC determination criteria. The aim of this study was to evaluate
the in vitro activity of caspofungin against Aspergillus species and to compare MIC-2
and MEC endpoints in the determination of MICs. A total of 32 Aspergillus species (18
A.fumigatus, seven A.flavus, five A.niger, and two A.versicolor) isolated from different
clinical samples were included to the study. In vitro susceptibilities of the strains against
0.03-16 ug/ml caspofungin concentrations were searched by broth microdilution method
as recommended by CLSI M-38A document, with the use of glucose supplemented
2% RPMI 1640 media. The MIC-2 and MEC endpoints were determined both at 24
and 48 hours. The concordance between MIC-2 and MEC endpoints of the strains
at 24 and 48 hours incubations was found as 53% and 100%, respectively, with the
difference of =1 dilution. MIC-2 and MEC measurements showed the same values at
the end of 48 hours, whereas 7% showed differences in =1 dilution. MEC endpoints
were also found to be more stable than MIC-2 in both of the incubation periods. In
conclusion, MEC value is a more objective and stable endpoint and easier to use than
MIC-2 for testing in vitro caspofungin activity against Aspergillus species.

Key words: Caspofungin, antifungal susceptibility tests, minimum effective
concentration.

GiRiS
Kaspofungin, Amerika Birlesik Devletleri ve Avrupa Birligi'nde diger
tedavilere direncli invazif aspergilloz ve &sofajiyal Candida enfeksiyonlarinin
tedavisinde kullanilmasi onaylanmis Umit vadeden ekinokandin grubu

ilaglardandir’. Bu grupta yer alan ilaclar, mantar hicre duvarindaki 3-1,3-D-
glukan sentezini inhibe ederek etki géstermektedirler?.

GUnumuzde Aspergillus turlerinin kaspofungine in vitro duyarhliklarinin
arastinimasinda “Clinical and Laboratory Standards Institute” (CLSI) tarafindan
tanimlanmis standart bir yéntem bulunmamaktadir. Kaspofunginin Aspergillus
ve diger filament6z mantarlara karsi in vitro etkisinin arastirimasinda sivi
mikrodilisyon testi kullaniimis, bu amacla degisik besiyerleri, inkibasyon
sureleri ve sonu¢ degerlendirme kriterleri uygulanmistir?s. Bunun yani sira
E-test ve disk diflzyon testlerinin sivi mikrodilisyon testi ile karsilastirmali
calismalar da mevcutturs®.

Kaspofungin ile yapilan in vitro duyarlilik calismalarinda, Gremede belirgin
azalmanin gérildigi minimum inhibitér konsantrasyon degeri (MiK-2) ve
minimum etkili (effective) konsantrasyon (MEK) degerleri, in vitro duyarlilik
test sonucunu belirlemede en sik kullanilan &lcimlerdir. MEK degeri, hifal
hicrelerdeki morfolojik degisikliklerin (kisa, uglar guduklesmis ve balonlagmis
hiflerin olusmasi) mikroskobik olarak gézlenmesi olarak tanimlanmistir.
Ekinokandinler igin son noktanin belirlenmesinde MEK degerinin MiK degerine
gbre klinik sonugclar ile daha iyi uyum gosterdigi bildirilmistirs®.
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Bu calismada, Aspergillus turlerinin kaspofungine karsi in vitro duyarlliklarinin
saptanmasinda sivi mikrodilusyon testi ile farkli inkibasyon surelerinde elde
edilen MIK-2 ve MEK degerlerinin karsilastirimasi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, cesitli klinik érneklerden izole edilerek saklanmis 32 Aspergillus
susu (18 A.fumigatus, 7 A.flavus, 5 A.niger ve 2 A.versicolor) dahil edildi.
Suslar patates dekstroz agar (PDA) (Difco, Becton Dickinson, USA) besiyerinde
canlandiridiktan sonra calismaya alindi. Candida albicans ATCC 90028 ve
C.krusei ATCC 6258 standart sus olarak kullanildi.

Sivi mikrodiltisyon testi, CLSI tarafindan énerilen sekilde uyguland®. Besiyeri
olarak, %2 glikozlu RPMI 1640 (Sigma, USA) kullanildi. Kaspofungin, Merck
Arastirma Laboratuvar’ndan (NJ Rahway, 07065-0900, USA) toz madde olarak
saglandi ve 0.03-16 ug/ml konsantrasyon araliginda hazirlanarak kullanild.
inokuliim stispansiyonlari Aspergillus tiirlerinin PDA’daki 7 ginliik kiltirlerinden
CLSI 6nerileri dogrultusunda hazirlande®. inokulim miktar spektrofotometrik
olarak 10* konidya olusturan birim/ml’ye ayarlandi ve Sabouraud dekstroz agara
(Oxoid Ltd, Hampshire, UK) kantitatif ekim yapilarak koloni sayisi dogruland.

Uremede belirgin azalmanin gériildigi en disiik konsantrasyon (yaklasik
%50 inhibisyon) MiK-2 degeri olarak belirlendi. Mikroskopik olarak kisa, uglari
gudiklesmis ve balonlasmig hiflerin goéraldigu en disik konsantrasyon ise
MEK degeri olarak saptandi. MiK-2 ve MEK dlizeyleri, inkiibasyonun 24 ve
48. saatlerinde iki farkli arastirici tarafindan degerlendirildi.

BULGULAR

Calismamizda, kaspofunginin suslar (zerinde oldukca disiik MiK
degerlerine sahip oldugu saptanmig; 24 ve 48 saatlik inkibasyon sonunda
elde edilen MIK-2 ve MEK o&lcimleri ile alinan degerler Tablo I'de verilmisgtir.

Tablo I. Kaspofunginin 24 ve 48. Saatlik inkiibasyondaki
MIK ve MEK Degerleri

inkilbasyon siresi  MiK Araliklari MiK90 Geometrik

Suslar (saat) (ug/ml) (ug/ml) ortalama (ug/ml)
MiK-2 24 0.03-0.125 0.125 0.08
A fumiqatus 48 0.25 0.25 0.25
Aumig VIEK 24 0.125-050  0.50 0.27
48 0.25-0.50 0.25 0.26
MiK-2 24 0.03-0.125 0.25 0.12
fumigatus disi 48 0.06-0.25 0.25 0.20
MEK 24 0.03-0.50 0.25 0.16

48 0.06-0.25 0.25 0.21
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Tum suslarin MiK-2 degerleri incelendiginde, inkiibasyonun 24 ve
48. saatleri arasinda 16 susta (%50) 2 dilusyon, 8 susta (%25) 1 dilisyonluk
bir yiikselme gdzlenmis, yalnizca 8 susta (%25) ayni MiK degerinde kalmistir.
MEK degerleri ise 24 ve 48. saatler arasinda suslarin 18’inde (%56) ayni,
14’Unde (%44) ise 1 dilusyon yuUksek olarak saptanmigtir.

MIK-2 ile MEK degerleri karsilastinldiginda; =1 dilisyonda uyum, 24
saatlik inklbasyon sonunda %53 iken, 48 saatlik inkibasyonda %100 olarak
belirlenmistir. 48 saatlik inkiibasyon sonunda elde edilen MiK-2 degerleri, her
iki inkibasyon suresinde elde edilen MEK degerleri ile daha uyumludur. 48
saatlik inkiibasyon sonucunda suslarin %93’iinde MEK ve MiK-2 degeri ayni
saptanmig, %7’sinde ise =1 dilisyon farkli bulunmustur.

Sus sayisi tir dliizeyinde analiz igin yeterli olmadigindan dolayi, sonuglar
fumigatus ve fumigatus disi Aspergillus suslari olarak gruplandirilarak
degerlendirme yapilmistir. Her iki grupta MiK-2 ile MEK degerleri karsilastinidiginda,
24 saatlik inklbasyon sonucunda *1 dilisyonda uyum A.fumigatus suslarinda
%28 iken, fumigatus disi suslarda %79 olarak saptanmistir. 48 saatlik
inklbasyonda ise uyum her iki grupta da %100 olarak belirlenmistir. 48 saatlik
inkiibasyon ile elde edilen MiK-2 degerleri, her iki inkiibasyon siiresinde elde
edilen MEK degerleri ile daha uyumludur.

MEK degerlerinin belirlenmesi, mikroskopta kolay ve objektif olarak
yapilabilmigtir (Resim 1).

Resim 1. MEK degerinin saptanmasinda kaspofunginin bir Aspergillus
susu Uzerindeki mikroskopik gérinumd.

TARTISMA

Aspergillus turlerine karsi ekinokandinlerin in vitro duyarhliklarinin
saptanmasinda standart kosullar CLSI belgesinde bulunmadigi icin uygun
kosullarin belirlenebilmesi amaciyla birgok arastirma yapilmigtir. Arikan ve
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arkadaslarinin® kaspofungin ile yaptidi calismada, Aspergillus suslarinin RPMI
1640 besiyerine gore %2 dekstrozlu RPMI 1640 besiyerinde daha yuksek,
“antibiotic medium 3” besiyerinde ise daha disilk MIK degerleri gdsterdigi;
MIK degerinin inkilbasyon siiresinden etkilenmesi nedeniyle MEK degerinin
son noktanin belirlenmesinde daha uygun oldugu belirtiimistir. Kaspofunginin
Aspergillus turlerine karsi in vitro etkisinin arastirimasinda “antibiotic medium
3”7 besiyerinin kullaniimasi, sonuglarin besiyerinin Uretim serisine (lot) gore
degiskenlik gostermesi nedeniyle kisitlanmaktadir®. Aspergillus turlerinin
kaspofungine karsi in vitro duyarliliklarinin saptanabilmesi i¢in, uygun kosullarin
belirlenmesi amaciyla 17 laboratuvarin katildigi bir calismada, kaspofunginin
MiK degerlerinin belirlenmesinde sorun oldugu, buna karsin laboratuvarlar
aras! belirlenen MEK degerinin RPMI 1640 besiyeri ile daha iyi uyum
gosterdigi bildirilmektedir'’. Calismamizda besiyeri olarak %2 glukozlu RPMI
1640 kullanilmis, MEK ve MiK-2 degerlendiriimesinde iki arastirmaci tarafindan
saptanan degerler arasinda fark bulunmamistir.

inkiibasyon siiresinin MEK ve MiK-2 degerleri (izerine etkisini arastiran
bir calismada, 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyonda MiK-2 degerinde inkiibasyon
sUresine paralel olarak bir artis saptanirken, MEK degerinde belirgin bir degisiklik
gbzlenmemistir®. Diger bir ekinokandin tirevi olan mikafungin ile yapilan bir
calismada da, RPMI 1640 besiyerinde 24 saatlik incelemede, MiK-2 skoru ile
MEK degerinin ayni oldugu ancak 48 saatte MiK-2 skorunun arttigi ve MEK
ile uyumunun bozuldugu belirtiimistir'2. Yapilan galismalar incelendiginde,
Aspergillus turlerine karsi kaspofunginin in vitro etkisinin belirlenmesinde
MEK degeri MiK-2'ye gére daha stabil bir élciim degeri gibi gériinmektedir.
Calismamizda da bu bulgulara paralel olarak, MEK degeri MiK-2 degerine gére
daha stabil bulunmus ve her iki inkiibasyon siiresinde de benzer MiK degerleri
elde edilmistir. Ayrica MEK degeri saptanmasinin, MiK-2 degeri saptanmasina
gbre daha kolay ve objektif oldugu da gézlenmistir.

Kaspofungin MEK degerinin disik bulundugu in vitro galismalarin
sonuglarinin fare aspergilloz modelinde elde edilen in vivo sonugclarla uyumlu
oldugu, kaspofungine benzer sekilde, anidulafungin icin de genelde dusiik MiK
degerleri elde edildigi bildirilmektedir®. Ancak, yiiksek MiK/MEK degerleri elde
edildiginde klinik yanit ile uyumun nasil olacagl henlz belirsizdir.

Sonug olarak, Aspergillus tlrlerinin kaspofungine karsi in vitro duyarliiginin
arastinimasinda, MEK degerinin MiK okuma degeri olarak kabul edilmesinin,
MiK-2 degerine gore daha kolay ve objektif bir dlcim oldugu dusinilmis,
ancak yontemin standardize edilebilmesi icin klinik korelasyonun birlikte
degerlendirildigi calismalara gereksinim oldugu kanisina variimistir.
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