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OZET

Blastoschizomyces capitatus, 6zellikle bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda fatal seyirli invazif en-
feksiyonlara yol acabilen bir firsatci patojen mantardir. Bu calismada, klinik érneklerden izole edilen 15
B.capitatus susunun flukonazol, itrakonazol ve vorikonazole in vitro duyarlilik profilinin sivi mikrodiliisyon
(MD) ve Etest yontemleriyle arastirlmasi amaclanmustir. Calismaya dahil edilen izolatlar, standart miko-
lojik yontemlerle izole edilmis ve tanimlanmistir. MD yontemi CLSI M27-A2 kilavuzuna uygun olacak se-
kilde gerceklestirilmistir. Etest yontemi ise %2 glukoz iceren RPMI 1640 besiyeri kullanilarak Gretici firma
(AB Biodisk, Isvec) dnerileri dogrultusunda uygulanmustir. B.capitatus suslar icin direng sinir degerlerinin
heniiz kesinlik kazanmamis olmasi nedeniyle, calismada kullanilan antifungal ilaglar icin, sadece elde edi-
len minimum inhibitér konsantrasyonu (MIK) degerlerinin dagilimi belirlenmistir. MIK degerleri, yeterli
tremenin elde edildigi 48 saatlik inkiibasyon sonunda ve tiim ilaglar icin MiK-2 okuma degeri kullanila-
rak saptanmistir. Kirk sekiz saat sonunda MD ve Etest yéntemleri ile elde edilen MiK, degerleri flukona-
zol, itrakonazol ve vorikonazol icin sirasiyla; 16 ve 32 ug/ml, 0.5 ve 1 yg/ml, 0.5 ve 1 pg/ml olarak bu-
lunmustur. Vorikonazol ve itrakonazol, B.capitatus suslarina karsi iyi diizeyde in vitro aktivite gostermistir.
Flukonazoliin ise bu suslara karsi aktivitesi sinirli, hatta bazi suslara karsi yetersiz bulunmustur. Flukona-
zol, itrakonazol ve vorikonazol icin Etest MIK degerleri ile MD MIK degerleri arasindaki ylizde uyumu, +1
dilisyon farki dikkate alinarak incelendiginde, uyum sirasiyla, %86.7, %80 ve %?73.3 olarak saptanmis-
tir. MD ve Etest olmak (izere iki ydntemle elde edilen MIK degerleri karsilastirildiginda en yiiksek uyum
yuizdesi flukonazol icin saptanmis, bunu sirasiyla itrakonazol ve vorikonazol izlemistir. Etest yontemiyle el-
de edilen MIK degerleri MD yéntemindeki MIK degerlerine gére genellikle ve her (¢ ilag icin de en az 1-
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2 dilisyon daha yiiksektir. Sonug olarak B.capitatus icin direng sinir degerlerinin ve uygun antifungal du-
yarlilik testi yonteminin belirlenebilmesi icin ileri calismalara gereksinim oldugu distinilmustdr.

Anahtar sozciikler: Blastoschizomyces capitatus, flukonazol, itrakonazol, vorikonazol, in vitro duyarlilik,
mikrodiliisyon, Etest.

ABSTRACT

Blastoschizomyces capitatus is an emerging opportunistic pathogen that may lead to invasive infec-
tions particularly in neutropenic patients. In this study, the in vitro activities of fluconazole, itraconazole
and voriconazole against 15 clinical B.capitatus isolates were determined by microdilution method (MD)
and Etest. The isolation and identification of the isolates were done by standard mycological methods.
MD tests were done in accordance with CLSI microdilution method (M27A-2). Etest was performed ac-
cording to the instructions of the manufacturer (AB Biodisk, Sweden) by using RPMI-2% glucose. Since
susceptibility breakpoints were not yet established for B.capitatus, only the distribution of the MIC valu-
es obtained for the tested antifungals were given. MIC values were determined after 48 h incubation
and by using MIC-2 value for all the drugs tested. At 48 h, MIC,, values obtained by MD and Etest we-
re 16 and 32 pg/ml, 0.5 and 1 pg/ml, 0.5 and 1 pg/ml for fluconazole, itraconazole and voriconazole,
respectively. These results suggested that voriconazole and itraconazole had favorable activity against
B.capitatus isolates. However, the activity of fluconazole remained poor and limited at least for a signifi-
cant number of isolates. Percent agreement of Etest with MD method within 1 dilution range and at
48 hour for fluconazole, itraconazole and voriconazole were 86.7%, 80% and 73.3%, respectively, sug-
gesting a higher agreement of the two methods for fluconazole as compared to itraconazole and vori-
conazole. Etest tended to generate 1-2 fold higher MICs as compared to MD MICs for most of the iso-
lates of this particular fungus. In conclusion, further studies are required for determination of the opti-
mal susceptibility testing method and the MIC breakpoints for B.capitatus.

Key words: Blastoschizomyces capitatus, fluconazole, itraconazole, voriconazole, in vitro susceptibility,
microdilution, Etest.

GiRi$

Son yillarda gerek bagisiklik sistemi baskilanmig hasta sayisinin, gerekse cesitli antifun-
gal ilaglarin klinik kullaniminin artmasi nedeniyle, mantar enfeksiyonlarinin epidemiyolo-
jisinde 6nemli degisiklikler meydana gelmis ve ender goriilen mantarlarin neden oldugu
enfeksiyonlar sik gézlenmeye baslamistir. Onceleri en sik gériilen firsat¢i mikoz etkenle-
ri Candida albicans, Aspergillus fumigatus ve Cryptococcus neoformans iken'2, giiniimiiz-
de albicans disi Candida turleri, A.fumigatus digi Aspergillus tirleri, Trichosporon, Rhodoto-
rula, Blastoschizomyces gibi nadir goérilen diger mayalar ve Fusarium, Scedosporium, Pa-
ecilomyces, Acremonium, esmer mantarlar, zigomikoz etkenleri gibi kifler ile olusan en-
feksiyonlarda artis saptanmustir®*.

Daha 6nce Geotrichum capitatum ve Trichosporon capitatum olarak adlandirilan Blas-
toschizomyces capitatus, blastokonidyum ve artrokonidyuma ek olarak annelokonidyum
olusturmasi nedeniyle diger iki cinsten ayrilir’. Dogada ve cevrede yaygin olarak bulu-
nan B.capitatus, insanlarda deri ve mukozada kolonize olabilmekte ve dermatomikoz ve
onikomikoz gibi lokal enfeksiyonlara yol acabildigi gibi 6zellikle bagisiklik sistemi baski-
lanmis hastalarda disemine enfeksiyonlara da neden olabilmektedir®. B.capitatus, anti-
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fungal ilaglara duyarlilik yontinden farkli profiller sergileyebilmekte, bazi suglarinin klinik-
te sik kullanilan antifungal ilaclara direncli olmasi dikkat cekmektedir'®. Bu calisma, Ha-
cettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Erigkin Hastanesi’nde tedavi géren olgulardan izole edi-
len B.capitatus suslarinin antifungal ilaglara in vitro duyarllk profilini belirlemek amaciy-
la planlanmistir. Bu amacla, Etest ve sivi mikrodillisyon yontemi olmak Utzere iki farkl
yontem kullaniimis ve bu iki yontemle elde edilen sonuglar birbiriyle karsilastiriimustir.

GEREC ve YONTEM
Suslar ve Tanimlama Yontemleri

Calismaya, 1996-2007 yillar arasinda ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen 15 B.capita-
tus susu dahil edildi. Suslar, koloni morfolojisi, germ tlip olusturma ozelligi, misir unlu
Tween 80 besiyerindeki morfolojik gériiniim, Ureaz aktivitesi ve ID 32 C kiti (BioMerieux,
Fransa) kullanilarak saptanan karbonhidrat asimilasyon &zellikleri incelenerek tanimlands®.
TUm izolatlar, -20°C’de, %20 gliserollii beyin kalp inflizyon buyyonu icinde saklandi ve
duyarlilik testlerinin uygulanmasindan 6nce Sabouraud dekstroz agara (SDA; Merck) en
az iki kez pasajlan gerceklestirildi. Kalite kontrolti amaciyla C.krusei ATCC 6258 ve C.pa-
rapsilosis ATCC 22019 suslari her antifungal duyarlilik testi calismasina dahil edildi'’.

inokuliim Hazirlanmasi

inokultim, “Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)” tarafindan 6nerilen
M27-A2 referans yontemindeki esaslara goére hazirlandi''. Bu amacla, 5 ml steril
%0.9’luk NaCl iceren tliplere maya kolonileri eklenerek homojenize edildi. Elde edilen
bu siispansiyonlar, spektrofotometrik olarak 530 nm’de 1-5 x 10° maya hiicresi/ml ice-
recek sekilde sulandirildi. Bu inokuliim, Etest yontemi icin direkt olarak agar ylizeyine uy-
gulanirken, mikrodiliisyon yontemi icin CLSI M27-A2 dokiimanindaki 6nerilere uygun
olarak, testte kullanilacak son inokuliim konsantrasyonu 0.5-2.5 x 10% cfu/ml olacak se-
kilde ayarlandi'.

Mikrodiliisyon Testinin Uygulanmasi

B.capitatus suslarinin flukonazol, itrakonazol ve vorikonazole in vitro duyarliigi, CLSI
tarafindan 6nerilen M27-A2 mikrodiliisyon yéntemiyle saptandi'’. Minimum inhibitér
konsantrasyonu (MIK, ug/ml) degerleri 35°C’de 48 saatlik inkiibasyonu takiben iki aras-
tirmaci tarafindan gorsel olarak degerlendirildi. Her U ilag icin, Greme kontrol cukuruna
gore, Gremenin yaklagik %50 azaldigi en dustk ilag konsantrasyonu MIK degeri olarak
kabul edildi.

Etest Yonteminin Uygulanmasi

Test edilecek her bir susa ait inokuliim, steril bir ekiivyon aracihgiyla %2 glukozlu
RPMI 1640 agar yuzeyine diizgin ve esit dagiim saglanacak sekilde yayildi. Plaklarin ku-
rumalari icin 10-15 dakika beklendikten sonra flukonazol (0.016-256 ug/ml), itrakona-
zol (0.002-32 pg/ml) ve vorikonazol (0.002-32 pg/ml) Etest seritleri (AB Biodisk, Solna,
isvec) plaklarin ortasina yerlestirildi. Plaklar 35°C’de 48 saat inkiibasyonun ardindan iki
farkli arastirmaci tarafindan degerlendirildi. Etest seridi cevresinde olusan inhibisyon elip-
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sinde, Gremenin %50 inhibe olmasini saglayarak Etest seridini kesen en dusiik konsant-
rasyon MIK degeri olarak kabul edildi. Etest ile elde edilen MiK degerinin, mikrodiliisyon
yonteminde uygulanan cift kat seri dillisyonlara tam denk gelmeyen bir deger oldugu
durumlarda, elde edilen MiK degeri bir st ila¢c konsantrasyonuna yukseltildi.

Sonuclarin Degerlendirilmesi

B.capitatus suslari icin direng sinir degerlerinin heniiz kesinlik kazanmamis olmasi ne-
deniyle, calismada kullanilan antifungal ilaglar icin, sadece elde edilen MIK degerlerinin
dagihmi belirlendi. Mikrodillisyon ve Etest ile elde edilen sonuglarin karsilastiriimasi icin,
+1 dilisyon farki esas alinarak iki yontem arasindaki uyum ytizdesi hesaplandi.

BULGULAR

B.capitatus suslarinda 48 saat inklibasyon sonunda mikrodillisyon ve Etest ile sapta-
nan flukonazol, itrakonazol ve vorikonazol MIK araliklar, MIK,  ve MIK degerleri
(ug/ml) Tablo I'de verilmistir. MIK degerleri dikkate alindiginda, vorikonazol ve itrakona-
zollin suslara karsi benzer etkinlik gosterdigi ve bu iki ilacin flukonazole gore daha yiik-
sek antifungal aktiviteye sahip oldugu saptanmustir.

Her iki yontemle elde edilen MIK degerleri karsilastinldiginda; Etest ile elde edilen MIK
degerlerinin, mikrodilisyon ile elde edilen MIK degerlerine gére genellikle ve her (g ilag
icin de en az 1-2 dilisyon daha yiksek oldugu saptanmistir. Flukonazol, itrakonazol ve
vorikonazol icin, £1 dilGsyon farki dikkate alinarak Etest MiK degerleri ile mikrodiliisyon
MiK degerleri arasi ylizde uyumu incelendiginde, uyum sirasiyla, %86.7, %80 ve %73.3
olarak bulunmustur. Referans yontem olan mikrodiliisyona gore Etest MiK dagilimi Tab-
lo II’de verilmistir.

Tablo I. Blastoschizomyces capitatus Suslari lcin Elde Edilen Flukonazol, itrakonazol ve Vorikonazol MiK
(ug/ml) Degerleri (48 saat)

Flukonazol itrakonazol Vorikonazol
) ) MiK _ ) MiK ) ) MiK
MIK,, MIK,, arahg MIK,, MIK,, araligi MIK,, MIK,, arahg:
Mikrodiliisyon 4 16 2-64 0.25 0.5 0.125-0.5 0.25 0.5 0.06-0.5
Etest 8 32 2-64 0.5 1 0.125-2 0.5 1 0.125-1
MIK: Minimum inhibitér konsantrasyonu.
Tablo II. Mikrodiliisyon Yéntemine Gére Etest MIK Dagilimi (48 saat)
Diliisyon farkliliklarina MiIK diliisyon farklari
gore sus sayisi -1 0 +1 +2 +3
Flukonazol Etest 1 8 1 1
itrakonazol Etest 2 4 2 1
Vorikonazol Etest 2 3 1

MIK: Minimum inhibitér konsantrasyonu.
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TARTISMA

B.capitatus, ozellikle hematolojik maligniteli olgularda olmak tizere bagisiklik sistemi
baskilanmis hastalarda enfeksiyonlara yol acan ve yeni 6nem kazanan mantarlardan bi-
ridir. Ciddi notropeni varligi, sitotoksik kemoterapi uygulanmasi, uzun sireli antibiyotik
kullanimi, intravaskuler kateter varligi ve kortikosteroid kullanimi, invazif enfeksiyonlarin
gelisiminde rol oynayan dnemli risk faktérleridir'-%17:18, Deri, solunum ya da gastrointes-
tinal sistemde kolonize olabilen mantar, bagisiklik sisteminin baskilanmasi sonucunda di-
semine enfeksiyonlara yol acabilmektedir®®17:18,

Son yillarda B.capitatus ile meydana gelen invazif enfeksiyonlarda giderek artig gorul-
mesine karsin, bu mantarla meydana gelen enfeksiyonlarin optimal tedavisi hentiz kesin-
lik kazanmamistir. Bunun yani sira B.capitatus izolatlarinin farkl antifungal ilaglara kars
in vitro duyarlilik profillerini saptayan calisma sayisi da oldukca sinirli sayidadir®'2-16
(Tablo III). Bugtine kadar yapilmis olan calismalarda B.capitatus suslarina karsi cesitli an-
tifungal ilaglar icin saptanan MIK degerleri olduk¢a degisken olup, Candida turlerinde
saptanan MiK degerlerine gore yiiksek olabilmektedir. Bu nedenle, B.capitatus suslari icin
in vitro antifungal duyarlilik testlerinin yapilmasi, bu izolatlarla meydana gelen enfeksi-
yonlarin tedavisinde uygun yaklagimin belirlenebilmesi acisindan biyik 6nem tagimak-
tadir. Bu amacla calismamizda, cesitli klinik 6rneklerden izole edilen B.capitatus suslari-
nin, klinikte sik kullanilan tg¢ antifungal ilag icin in vitro duyarhlik profilleri arastirilmuigtir.
B.capitatus suslari icin direng sinir degerlerinin hentiz kesinlik kazanmamis olmasi nede-
niyle, calismamizda, adi gecen antifungal ilaclar icin diren¢ oranlari belirlenmemis, sade-
ce her bir ilag icin elde edilen MiK degerlerinin dagilimi saptanmistir. Bu sonuglara go-
re, vorikonazol ve itrakonazoliin, B.capitatus suslarina iyi diizeyde in vitro aktivite goster-
digi gorulmustur. Flukonazolin ise bu suglara karsi aktivitesinin sinirh oldugu, hatta bazi
suslara karsi yetersiz etkinlik sergiledigi dikkati ¢cekmistir.

Bugtine kadar B.capitatus suslari ile yapilan in vitro duyarlilik cahsmalari hem sinirh sa-
yidadir, hem de bu calismalara dahil edilen sug sayilari oldukc¢a azdir. B.capitatus suslari
icin mikrodilisyon yontemi ile 48 saat sonunda, flukonazol, itrakonazol ve vorikonazol
icin bizim elde ettigimiz veriler ile, yapilan diger calismalarda®'%1315:16 e|de edilen veri-
ler karsilagtinldiginda, farkli calismalarda her g ilag icin de saptanan MIK degerlerinin,
birbirine benzer oldugu gériilmektedir (Tablo 1il). Onemli bir bulgu olarak, hem bizim
calismamizda, hem de yapilan diger in vitro calismalarda, B.capitatus’a karsi flukonazo-
[in in vitro aktivitesinin sinirll oldugunun saptanmis olmasi dikkati cekmektedir. Bunun
yani sira, vorikonazol ve itrakonazoliin, flukonazole gore daha iyi in vitro aktivite goste-
riyor olmasi, hem bizim calismamizda hem de diger calismalarda gozlenen bir bulgu-
dur6 1216

Son yillarda in vitro antifungal duyarllik ¢calismalarinda, referans yontem olan CLSI
mikrodiliisyon yonteminin yani sira, klinik laboratuvarlarda uygulanmasi daha kolay
olan Etest yontemi de denenmektedir. Calismamizda B.capitatus suslari icin degisik ilac-
larin antifungal etkinliklerini arastirmak amaciyla CLSI mikrodiliisyon yonteminin yani si-
ra Etest yontemi de kullanilmig ve bu iki yontemle elde edilen MIK degerleri karsilagtiril-
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mistir. Buna gore Etest ile elde edilen MIK degerleri, mikrodillisyon ile elde edilen MiK
degerlerine gore genellikle ve her Ug ilag icin de en az 1-2 dilisyon daha ylksek saptan-
mistir. [ki yontem arasinda =1 dilusyon farki dikkate alinarak yiizde uyumu incelendigin-
de ise, flukonazol, itrakonazol ve vorikonazol icin uyum sirasiyla, %86.7, %80 ve %73.3
olarak bulunmustur. Buna gore en yiiksek uyum yiizdesi flukonazol icin saptanirken, bu-
nu sirastyla itrakonazol ve vorikonazol izlemistir. Girmenia ve arkadaslarinin'2 yaptiklari
calismada ise uyum ylzdesi, flukonazol icin %87, itrakonazol icin %73.9 ve vorikonazol
icin %100 olarak bulunmus, en yiiksek uyum ytzdesi vorikonazol icin saptanmustir. Bu
calismada bizim calismamizdan farkli olarak iki yontem arasindaki uyum ylzdesi £2 di-
lisyon farkina gore hesaplanmistir. Dolayisiyla, Girmenia ve arkadaslarinin'? calismasi ile
bizim calismamizda elde edilen uyum yiizdelerinin farkli olmasinin bu sebepten kaynak-
lanabilecegi diisiiniilmistiir. Metin ve arkadaslarinin'® calismasinda ise bizim calismami-
za benzer sekilde £1 dillisyon farkina gore yontemler arasi uyum ytizdesi arastiriimis ve
bu Uc ilag icin uyum ylzdesi sirasiyla %86, %91 ve %55 olarak saptanmistir. Bu sonug-
larla, bizim sonuclarimiz karsilastirildiginda, uyum yiizdesi flukonazol icin benzerken, it-
rakonazol icin daha ytuiksek, vorikonazol icin ise daha dustk bulunmustur.

Sonuc olarak, calismamizda, B.capitatus suslarina karsi vorikonazol ve itrakonazoliin,
in vitro kosullarda birbirine benzer diizeyde etkinlik gosterdigi, bu iki ilacin aktivitesinin
flukonazole oranla 6nemli dlclide daha iyi oldugu saptanmistir. B.capitatus suslari icin
Etest yontemi, mikrodiliisyon yontemi ile genelde kabul edilebilir oranlarda uyum gos-
teren bir yontem olarak belirlenmistir. B.capitatus suslar icin yapilacak antifungal du-
yarlilik testlerinde kullanilacak uygun yéntemin ve MIK direng sinir dederlerinin belirle-
nebilmesi amaciyla ileri calismalarin yapilmasina gereksinim vardir.
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