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Aspergillus fumigatus baguisiklik sistemi baskilanmis konakta yiiksek mortalite ile seyreden invaziv asper-
gillozun yani sira kronik pulmoner aspergillozu da icine alan farkl klinik tablolara neden olabilmektedir.
Vorikonazol, aspergilloz tedavisinde ilk sirada tercih edilmesi 6nerilen antifungal ilactir. Vorikonazollin de
icinde yer aldigi azol grubu ilaglar, cyp5T1A geni tarafindan kodlanan 14-a demetilaz enzimini inhibe eder.
Son yillarda yapilan calismalarda diinyada farkli merkezlerde cevresel ve klinik A.fumigatus izolatlarinda ar-
tan azol direnci dikkati cekmektedir. Direng gelisiminde iki farkl mekanizma 6ne siriimdastir. Bunlardan
ilki, klinikte uzun streli azol kullanimina bagli ortaya cikan direnctir. Bu yol ile gelisen azol direncinden
genellikle cyp5 1A genindeki nokta mutasyonlar sorumludur. ikinci mekanizma ise tarimda fungisit olarak
azol kullanimina bagli sekonder cevresel azol maruziyetidir. Uzun sireyle ve degisen konsantrasyonlar-
da azol bilesikleri ile temas, sporlanma siirecindeki A.fumigatus Gzerinde secici baskiya ve mutasyonlara
neden olmaktadir. Azol direnci kazanan suslarin dogada bulunmasi nedeniyle, duyarli kisilerin bu suslari
cevreden alarak enfekte olmalari mimkin olabilmektedir. Genotipik olarak incelendiginde cevresel direng
kazanan bu izolatlarda genellikle cyp57A geninde 98. kodondaki nokta mutasyonuna ek olarak promo-
tor bélgede “tandem repeat” (TR34/L98H) saptanmustir. Bu calismanin amaci, Hacettepe Universitesi
Tip Fakdltesi Hastanesinde klinik orneklerden ve hastane cevresindeki peyzaj alanlarindan izole edilen
A.fumigatus izolatlarinda azol diren¢ durumunun fenotipik ve genotipik yontemlerle arastiriimasidir. Mor-
folojik 6zelliklerin incelenmesini takiben termotolerans testi ile A.fumigatus sensu stricto olarak tanimlanan
izolatlarda azol duyarlilik durumunun saptanmasi icin agar tarama testi uygulanmis, azol iceren plaklarin
herhangi birinde (ireme olan izolatlarda “European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing”
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Klinik ve Cevresel Orneklerden Elde Edilen Aspergillus fumigatus izolatlarinda
Azol Direncinin Fenotipik ve Genotipik Olarak Degerlendirilmesi

referans mikrodiliisyon yéntemi ile minimum inhibitér konsantrasyonu (MiK) degerleri belirlenmistir. Ay-
rica secili izolatlarda cyp5 1A geni dizisi incelenerek mutasyon analizi yapilmistir. Calismaya klinik 6rnekler-
den 483, cevre 6rneklerinden 65 toprak A.fumigatus sensu stricto izolati dahil edilmistir. Klinik izolatlarin
birinci grubu 1997-2015 yillarina ait 215 izolattan olusmus ve retrospektif olarak test edilmistir. ikinci
grup ise A.fumigatus kompleksi icin rutin azol agar tarama testinin yapildigi 2016-2018 yillarina ait 268
izolattan olusmustur. Tim klinik izolatlar (n= 483) birlikte degerlendirildiginde izolatlardan biri 2015 yilin-
dan 6nce, 10’u 2016-2018 yillari arasinda olmak tizere 11 (%2.3)’i itrakonazole direncli, 5 (%1)i artmig
maruziyette duyarli (Intermediate-I) A.fumigatus izolati saptanmistir. Azole direncli izolatlarda incelenen
cyp51A geninde, Aspergillus izolatlarinda azol direnci ile iligkilendirilmis mutasyonlarin hicbiri saptanma-
mis ve bu direngli izolatlarda, direng ile iligkisi heniiz tam olarak aydinlatilamamis bazi polimorfizmler
(Y46F, G89G, V172M, T248N, E255D, L358L, K427E, C454C, Y431D ve bir izolatta bu polimorfizme ek
olarak Q141H) gosterilmistir. Calismamizda A.fumigatus izolatlarinda azol direnci diisiik oranda (%2.3)
saptanmistir. Saptanan polimorfizmlerin azol direncine olasi etkisinin gésterilmesi ve yiiksek azol MiK
degerleri ile iliskili diger mekanizmalarin aydinlatiimasi icin ileri calismalara gereksinim oldugu diistindil-
mustir. Ayrica tlkemizde bir bélgeden yiksek azol direnci bildirilmis olmasi nedeniyle, farkli bolgelerde
azol diren¢ durumunun ve azol direnci orani icin araligin belirlenmesi ve llkemize 6zgi olabilecek direng
mutasyonlarinin aciga cikarilmasi amaciyla cok merkezli calismalarin gerekli oldugu sonucuna varilmistir.

Anahtar kelimeler: Aspergillus fumigatus; azol direnci; polimorfizm; agar tarama testi; European Com-
mittee on Antimicrobial Susceptibility Testing referans mikrodiltisyon testi.

ABSTRACT

Aspergillus fumigatus can cause different clinical manifestations including chronic pulmonary infec-
tions, as well as invasive aspergillosis which is highly mortal in the immunocompromised host. Azole
antifungal drugs, voriconazole in particular, are the first-line recommended therapeutic regimen. Azoles
inhibit 14-a demethylase enzyme encoded by the cyp51A gene. In recent years, increased azole resistan-
ce is observed among environmental and clinical A.fumigatus isolates. Two different mechanisms have
been proposed for the development of resistance. The first one is the triggering of resistance as a result
of long-term clinical azole use. Point mutations in cyp571A gene are generally responsible for this type of
azole resistance. The second mechanism is incidental environmental azole exposure due to the use of
azoles as agricultural fungicides. Contact with azoles for extended periods and at varying concentrations
causes selective pressure and mutations on sporulating A.fumigatus. Since the resistant strains may persist
in nature, susceptible individuals may be infected by acquisition of these strains from the environment.
When genotypically examined, the cyp51A gene of the resistant isolates of environmental origin specifi-
cally presents with a tandem repeat in the promoter region in addition to the point mutation in codon
98 (TR34/L98H). The aim of this study was to investigate azole resistance rates in A.fumigatus strains
isolated from clinical specimens and landscaping areas around Hacettepe University Faculty of Medicine
Hospital by phenotypical and genotypical methods. Agar screening test was used as the initial test to
detect azole resistance in isolates identified as A.fumigatus sensu stricto according to thermotolerance test
results. For all strains that grew on any of the azole containing plates in agar screening test, minimum
inhibitory concentration (MIC) values were determined by “European Committee on Antimicrobial Sus-
ceptibilitiy Testing” reference microdilution method for the confirmation of the resistance. In addition,
cyp5TA gene sequence was investigated in selected isolates and mutation analysis was performed. A
total of 483 clinical and 65 environmental A.fumigatus sensu stricto isolates were included in the study.
The first group of clinical isolates consisted of 215 strains isolated in 1997-2015, revived from stock and
tested. The second group consisted of 268 strains belonging to the time period of 2016-2018, during
which routine azole agar screening tests were performed for A.fumigatus isolates. When all isolates (n=
483) were evaluated together, 11 isolates (1 before 2015 and 10 between 2016-2018), were found to be
resistant to itraconazole (2.3%). None of the mutations previously reported to be associated with azole
resistance in Aspergillus strains that were detected in cyp51A sequence analysis, However, polymorphisms
which are not (yet) fully elucidated in relation to the resistance (Y46F, G89G, V172M, T248N, E255D,
L358L, K427E, C454C, Y431D and Q141H in one strain) were shown to exist in resistant isolates. These
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results have shown that the rate of azole resistance among clinical A.fumigatus isolates was low (2.3%) in
our center. Further studies are required to demonstrate the possible role of the detected polymorphisms
on azole resistance and to clarify other mechanisms related with high azole MIC values. In addition,
since high azole resistance has been reported from one region in our country, it has been concluded
that multicenter studies are required to determine the azole resistance status and the range for the azole
resistance ratio in different regions and to reveal resistance mutations that may be specific to our country.

Keywords: Aspergillus fumigatus; azole resistance; gene polymorphism; agar screening test; European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing reference microdilution method.

GiRis

Tum diinyada mantar enfeksiyonlarinin sikhg, risk altindaki popdulasyonun artisina
bagh olarak giderek artmaktadir'. Aspergillus enfeksiyonlarinda klinik tablo konagin ba-
Gisiklik durumuna gore degismektedir?. Ozellikle nétropenik hastalarda yiiksek mortali-
te ile seyreden invaziv aspergilloz 6ne ¢ikmakta iken, kistik fibrozis ve astim gibi kronik
akciger hastaligi olanlarda alerjik bronkopulmoner aspergilloz 6nemli sorun yaratmak-
tadir. Ote yandan, gecirilmis akciger tiiberkiilozu veya sarkoidoz gibi hastaliklar sonra-
si kaviter pulmoner sekelleri olan hastalarda aspergilloma olarak isimlendirilen fungus

toplari gelisebilmektedir. Diyabet ve alkolizm gibi predispozan faktorlerin varliginda ise
kronik pulmoner aspergilloz goriilebilmektedir>.

Aspergillus enfeksiyonlarinda etken olarak farkli tirler izole edilebilmektedir. Dogada
150'nin lzerinde tir bulunmakla birlikte, klinik 6rneklerde bazi tirler 6n plana ¢ik-
maktadir. Glintimuizde Aspergillus cinsinde bulunan tirler morfolojik yakinhklarina gore
komplekslere ayriimistir. Rutin klinik laboratuvarlarda tanimlama daha ¢cok morfolojik
Ozelliklere dayandigindan, genellikle tir kompleksi diizeyinde ayrim yapilabilmekte
olup, bu diizeyde tanimlama rutin amacl olarak yeterli olmaktadir. Tiir diizeyinde ta-
nimlama icin morfolojik 6zellikler yetersiz kalmakta ve genotipik yontemler gerekmekte-
dir. Ancak, en sik rapor edilen A.fumigatus kompleksi icinde yine en sik gozlenen tiir olan
A.fumigatus sensu stricto, termotolerans testi ile ayrilabilmektedir. Kompleks icindeki
turlerin ayrilmasi, farkli antifungal duyarlilik profilleri gézlenmesi nedeniyle tedavinin
yonlendirilmesinde 6nemli rol oynayabilmektedir®. Ornegin A.fumigatus kompleksi icin-
de, antifungal ilaclara direng gésteren Aspergillus lentulus gibi tiirler de yer almaktadir®.
Kompleks icindeki kriptik tirlerin genotipik ayriminda ITS geninin yani sira p-tubilin,
kalmodiilin ya da rodlet A genlerine ait diziler kullanilabilmektedir®®.

Aspergilloz tedavisinde bugiin bircok uluslararasi bilimsel dernek ve komite azol
grubu antifungal ilaclari profilaksi ve tedavide énermektedir®®. Ancak son yillarda tiim
diinyada A.fumigatus izolatlarinda artan azol direnci dikkati cekmektedir'®. A.fumigatus
izolatlarinda azol direnci ilk kez 1997 yilinda saptanmis ve ardindan yayimlanan cesitli
direncg bildirimlerinin sonuglari genotipik olarak incelendiginde azol direncine, ilacin he-
def enzimi olan 14a-demetilazi (lanosterol demetilaz) kodlayan cyp51A genindeki nok-
ta mutasyonlarinin neden oldugu gésterilmistir''"'2. Hollanda’da 1994-2007 yillarinda
yapilan bir calismada'? yillar icinde artan itrakonazol direnci dikkati cekmis, direncli
izolatlarin ¢cok buytk bir boliminde ayni degisimin oldugu gorilmdistir. Bu degisim-
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de, cyp51A geninde nokta mutasyonu (L98H) ile birlikte genin promotor bolgesinde
34 aminoasitlik bolgesinin ¢ift kopya olusunun roli bulunmaktadir. Diren¢ten sorumlu
bu degisim, “TR34/L98H" olarak isimlendirilmistir. Takip eden surede bu mekanizma
hemen tiim Avrupa tlkelerinde hasta 6rneklerinde saptanmistir. Bu diren¢ mekanizma-
sinin kaynagi incelendiginde, tarimda fungisit olarak kullanilan demetilaz inhibitorleri-
nin medikal azol ilaclara benzer kimyasal yapilari ile direnci indikleyebilecegi gorisi
ortaya ¢tkmistir. Bu fungisitlerin yapisal olarak medikal azollere benzerlik gostermesi,
dogada cok miktarda spor olusturan A.fumigatusta direncin ortaya ¢ikmasina neden
olmakta, ortaya cikan azol direncli suslar dogada kalici olabilmekte ve daha 6nce hig
azol almamis hastalarda hastalik etkeni olarak ortaya cikmalari miimkiin olmaktadir'*.
Bu nedenle, azol direncinden sorumlu olan TR34/L98H mutasyonu klinik érneklerin yani
sira cevresel orneklerde de yaygin olarak saptanmistir. Ayrica, kronik aspergillozu olan
hastalarda uzun sireli azol kullanimi ile de direng gelisebilmekte, bu durumda farkli mu-
tasyonlar gézlenmektedir'%'%, Diinyada bircok farkli bélgede A.fumigatus izolatlarinda
sikhgi degisen oranda azol direnci bildiriimeye baslanmistir'®. Bu nedenle, iilkede ve
merkezlerde A.fumigatus izolatlarindaki azol direncinin sikhiginin saptanmasi ve direng
mekanizmasinin genetik temellerinin aydinlatilmasi, giincel tani ve tedavi kilavuzlarinda
onerilmektedir®. Bu calismada, hastanemizde klinik izolatlardan ve hastane cevresindeki
dogal ortamlardan izole edilmis A.fumigatus izolatlarinda azol duyarliiginin saptanmasi
ve direnc¢ varliginda olasi mekanizmalarin molekiiler ydntemlerle arastirlmasi amaclan-
mustir.

GEREC ve YONTEM
Klinik izolatlar

Birinci grup: Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Mikoloji Laboratuvarinda hasta 6rneklerinden 1997-2015 yillar arasinda izole edilmis ve
-80°C’de saklanmis A.fumigatus sensu stricto izolatlari calismaya alindi. Her hastadan bir
izolat calismaya dahil edildi.

ikinci grup: Mikoloji Laboratuvarinda 2016-2018 yillarinda izole edilen tiim
A.fumigatus kompleksi izolatlari termotolerans testine alinarak test sonucunda
A.fumigatus sensu stricto oldugu saptanan izolatlara azol direnci icin agar tarama testi
yapildi. Agar tarama testinde lreme pozitif bulunan izolatlarin “European Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)” mikrodiliisyon referans yontemi ile
azol minimum inhibitér konsantrasyonu (MiK) degerleri belirlendi. Azollere duyarli ve
direncli izolatlarin eg zamanli olarak bir hastada bulunabilmesi ve kronik aspergillozu
olan hastalarda zaman icinde direng gelisimi gozlenebilmesi nedeniyle, ayni hastanin
tekrarlayan orneklerinden soyutlanan veya tek bir érneginden izole edilen farkli mak-
roskobik morfolojiye sahip izolatlar icin rutin olarak agar tarama testleri yapildi ve ge-
reken izolatlarda mikrodilisyon duyarhhk testi uygulandi. Bu ¢calismada, bir hastaya ait
tekrarlayan izolatlar cikarilarak (ayni hastadan izole edilen suslar arasinda > 1 ay olacak
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sekilde ve invaziv aspergilloz siphesi olanlarda farkli 6rneklerden bir tanesi dahil edile-
rek) kullanildi.

Cevre izolatlari

Hacettepe Universitesi Erigskin, Cocuk ve Onkoloji Hastaneleri ve otoparklarin cevre-
sindeki peyzaj alanlarindan toprak 6rnekleri toplandi. Hasta gecisinin yogun oldugu bol-
gelerde olasi azole direncli suslarin saptanmasi amaclanarak direng orani belirleyebilmek
icin alan taramasi yapilmadi. Ornekler, daha 6nce literatiirde bildirilmis yontemler temel
alinarak izole edildi”"'*. Secilen alandan alinan 2 g toprak, %0.1 Tween 20 ve 0.04 g/L
gentamisin iceren 5 ml steril serum fizyolojik ile karistirilarak bu stspansiyondan 100
ul alinip Sabouraud dekstroz agara (SDA) ekim yapildi”. Plaklar 37°C’de inkiibe edile-
rek 24, 48 ve 72 saat sonra tremelerin kontroll yapildi. Morfolojik olarak A.fumigatus
kompleksine benzeyen tiim koloniler saflastirildiktan sonra A.fumigatus sensu stricto ola-
rak tanimlanan izolatlar calismaya dahil edildi.

izolatlarin Tanimlanmasi

izolatlarin tanimlanmasinda, makroskobik ve mikroskobik morfolojik ézellikler ve ter-
motolerans testi kullanildi”817.

Termotolerans Testi

Test edilecek izolatin U¢ glin inkiibasyonu sonrasinda yeterli Greme gostermis olan
bir kolonisi, %0.1 Tween 20 iceren steril distile su ile 1slatilarak ekiivyon cubugu yardimi
ile bir miktar konidyum alinip SDA’'ya ekildi. Ekilen plaklar calismanin ilk asamasinda
48°C’de, 2016 yili ve sonrasinda ise 6nerilen standartlardaki degisiklik g6z 6niine alina-
rak 50°C’de inkiibe edildi”®. Uremeler 24 ve 48. saatte kontrol edildi. Ureme g6zlenen
izolatlar A.fumigatus sensu stricto olarak degerlendirildi.

Azol Agar Tarama ve Antifungal Duyarlilik Testleri

Calismaya alinan izolatlar 6nce azol agar tarama testi ile incelendi. itrakonazol agar
tarama plaklarinda Gireme gozlenen izolatlarda EUCAST Onerileri dogrultusunda azol
MIK degerleri saptandi'®'®. Kalite kontrolii icin Aspergillus flavus ATCC 204304 ve azol
direnci yéniinden pozitif kontrol olarak daha énce Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Mikoloji Laboratuvarinda izole edilen ve TR34/L98H
diren¢ mekanizmalarini icerdigi gosterilmis bir izolat (sus 12868) kullanildi'®-2°.

Agar tarama testinde itrakonazol (4 ug/ml), vorikonazol (1 pg/ml), posakonazol
(0.5 pg/ml) ilave edilmis %2 glukozlu RPMI agar kullanildi?'. Onerilen degisiklikler géz
onuline alinarak, Mayis 2018 tarihinden itibaren vorikonazol miktari 2 pg/ml’ye cikaril-
di'®2223 By amacla, 48-72 saat inkiibasyon sonrasinda bir koloniden %0.1 Tween 20
iceren steril distile su ile 1slatilmig ekivyon yardimi ile bir miktar konidyum alinip, tara-
ma plaklarina ve es zamanl olarak antifungal icermeyen kontrol plagina ekim yapildi.
Plaklar, oda sicakhginda kuruduktan sonra 35°C’de 24 ve 48 saat inkiibasyon sonrasinda
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incelendi. Agar tarama yontemi ile azol iceren plaklarin herhangi birinde Greme sapta-
nan izolatlar, antifungal duyarlilik testine alindi.

Antifungal duyarhhk testleri, konidyum olusturan kif mantarlari icin hazirlanan EU-
CAST kilavuzunun énerdigi bicimde mikrodiliisyon ydntemiyle gerceklestirildi'®. EUCAST
tarafindan onerilen klinik direng sinir degerleri temel alinarak, itrakonazol ve vorikonazol
icin > 4 ug/ml, posakonazol icin ise > 0.5 ug/ml olan MiK degerleri ilgili ilaca direng
olarak yorumlandi. MiK degeri itrakonazol ve vorikonazol icin 2 pg/ml, posakonazol
icin ise 0.25 pg/ml oldugunda, artmis maruziyette duyarl (intermediate) olarak alindi.
Herhangi bir azol MIK degerinin direnc sinir degeri sinirinda veya iizerinde bulunmasi
durumunda, antifungal duyarlilik testi dogrulama amaciyla tekrar edildi.

Dizi ve Mutasyon Analizi

Azol agar tarama testinde itrakonazol plaklarinde iireme gozlenen ve MiK degeri du-
yarlilik sinirini asan (> 2 pg/ml) izolatlar ile, negatif kontrol olarak her ii¢ azol icin MiK
degerleri duyarhhk sinirinin altinda bulunan bir izolat ve pozitif kontrol olarak TR34/
L98H mutasyonu varhigi bilinen sus 12868 icin cyp51A geni dizi analizi gerceklestirildi ve
elde edilen dizilerde mutasyon analizi yapildi (Refgen Biyoteknoloji, Ankara). Polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) ile cyp5TA geninin ¢ogaltilmasi icin F - 5-ATG GTG CCG ATG
CTA TGG-3' ve R - 5'-CTG TCT CAC TTG GAT GTG-3’ primerleri kullanildi**. PCR ile
elde edilen urline ait diziler, referans cyp51A dizisi ile karsilastirildi (GenBankasi erisim
no. AF338659). Dizi ve mutasyon saptama icin BioEdit Sequence Alignment Editor v7.2
programi ClustalW analizi kullanildi.

BULGULAR

1997-2015 yillari arasinda izole edilen 215 A.fumigatus sensu stricto izolati birinci
grup olarak calismaya alinmustir.

2016-2018 yillar arasinda tiim klinik 6rneklerden azol tarama testi ve/veya mikro-
dilisyon testi yapilan 324 A.fumigatus kompleksine ait izolattan termotolerans testi ile
A.fumigatus sensu stricto olarak tanimlanan 268'i ikinci grup olarak degerlendirmeye
alinmistir.

Calismaya dahil edilen 483 klinik A.fumigatus sensu stricto izolatinin 6rneklere gore
dagilimlari Tablo I'de 6zetlenmistir. En sik alt solunum yollarindan (n= 313, %64.8)
dreme saptanmistir.

Calismaya alinan 483 A.fumigatus sensu stricto susundan 10’u ikinci grupta olmak
Uzere 34'U itrakonazol iceren plakta, bunlardan bir kismi da vorikonazol ve/veya posa-
konazol iceren plaklarda Gremistir. Bu 34 izolata ait azol agar tarama ve EUCAST referans
mikrodiliisyon yéntemi ile elde edilen MiK degerleri Tablo II’de verilmistir.

Agar tarama plaklarinda tGreme gozlenen 34 izolatin 22’si sadece itrakonazol plakla-
rinda Gremistir. Bunlardan 4, mikrodilisyon ile her 3 azole de duyarli bulunmustur.
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Tablo 1. Klinik Aspergillus fumigatus sensu stricto izolatlarinin Elde Edildigi Ornek Tiirlerine Gére Dagilimi

Birinci grup ikinci grup Toplam
Ornek Sayi % Say! % Sayi %
Alt solunum yolu 6rnekleri’ 125 58.1 188 70.1 313 64.8
Steril viicut sivilari? 17 7.9 38 14.2 55 11.4
Doku? 40 18.6 14 5.2 54 11.2
Piy* 17 7.9 16 6.0 33 6.8
Diger’ 16 7.4 12 4.5 28 5.8
Toplam 215 100.0 268 100.0 483 100.0

! Balgam, derin trakeal aspirat, bronkoalveoler lavaj.

2 Plevral sivi, periton sivisi, perikardiyal sivi, beyin omurilik sivisi, kan, kemik iligi aspirat 6rnegi, eklem sivisi.
3 Biyopsi ve ameliyat 6rnegi.

4 Pliy, dren sivisi, aspirat sivisl.

5 idrar, burun sriintist, kateter ucu 6rnegi, bogaz siirlintiisti, tirnak, kaynagi bilinmeyen érnekler.

itrakonazol plaginda lireyen 34 izolatin 16’sinda (MIiK > 2 pg/ml), vorikonazol pla-
ginda lreyen 12 izolattan 11’inde (MIK > 2 ug/ml) ve posakonazol plaginda tireyen 6
susun (MK > 0.25 pg/ml) hepsinde MIK degerleri duyarlilik sinir degerinin (izerinde
bulunmustur. Vorikonazol plaginda iireme gézlenmeden MIK degeri duyarlilik sinirini
asan izolat bulunmamakla birlikte, posakonazol plaginda tireme olmadigr halde 14 izolat
direncli (MiK > 0.5 pg/ml) olmak {izere 24 izolatta MiK degerinin duyarlilik sinirini astigi
(MIK > 0.25 pg/ml) gdzlenmistir.

Hacettepe Universitesi Erigskin Hastanesi, Cocuk Hastanesi, Onkoloji Hastanesi ile has-
tane kompleksi icindeki otoparklarin giris ve etrafindaki cicek ve agaclardan olusan pey-
zaj alanlarindan toplanan 100 toprak orneginden elde edilen 65 A.fumigatus kompleksi
izolatinin tamami termotolerans testi ile A.fumigatus sensu stricto olarak tanimlanmistir.

Azol agar tarama testine alinan 65 toprak izolatindan 12’sinde itrakonazol plaklarin-
da ureme gorilmus, hicbiri posakonazol ve vorikonazol kiltur plaklarinda Grememistir.
Buna karsin 1 izolatta vorikonazol, tim izolatlarda posakonazol icin duyarhlik sinir dege-
rini asan MiK degerleri saptanmistir (Tablo I11).

Secilen bazi izolatlarda cyp5 1A geni dizisi analiz edilmis ve mutasyon analizi sonuglari
Tablo IV'te verilmistir. Bunun icin itrakonazol MiK degeri > 2 ug/ml olan 6 hasta ve 8
toprak izolatinin yani sira tiim azollere duyarli bir klinik izolat (K7) ve posakonazol MiK
degeri 0.5 ug/ml olan 1 toprak izolati (T2) calisiimistir. DNA dizi analizi sonucunda, biri
hari¢ tiim izolatlarda ayni patern belirlenmis, yalnizca K16 izolatinda diger izolatlarda
gbzlenen polimorfizmlere ek olarak Q141H polimorfizmi tespit edilmistir. izolatlarin hic-
birinde daha 6nce tek basina azol direncine neden oldugu tanimlanmig olan TR34/L98H
diren¢ mekanizmasi ya da diger cyp51A mutasyonlari gosterilememistir. Pozitif kontrol
olarak calismaya alinmis olan sus 12868’de ise, beklendigi gibi TR34/L98H paterni yine
saptanmustir?®.
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Tablo II. Azol Agar Tarama Plaklarinda Ureme Gézlenen Klinik Aspergillus fumigatus sensu stricto izolatlarinin
Azol Agar Tarama Testi ve Antifungal Duyarlilik Testi Sonuclari (K25-K34 Ikinci Grup)

Azol agar tarama testi sonuglari Antifungal duyarlilik testi sonuglari (ug/ml)
Ornek  Yil  itrakonazol Vorikonazol Posakonazol itrakonazol Vorikonazol Posakonazol
K1 2014 Pozitif Negatif Negatif 1 1 0.5
K2 2013 Pozitif Negatif Negatif 1 0.5 0.5
K3 2013 Pozitif Negatif Negatif 1 0.5 0.5
K4 2006 Pozitif Pozitif Negatif 2 1 1
K5 2007 Pozitif Negatif Negatif 1 1 0.25
K6 2008 Pozitif Pozitif Pozitif 4 2 1
K7 2005 Pozitif Negatif Negatif 0.25 0.25 0.06
K8 2000 Pozitif Negatif Negatif 0.5 1 0.25
K9 2002 Pozitif Negatif Negatif 0.5 1 0.25
K10 2003 Pozitif Negatif Negatif 2 1 0.5
K11 2006 Pozitif Negatif Negatif 0.5 0.5 0.06
K12 2013 Pozitif Negatif Negatif 0.5 0.5 0.25
K13 1998 Pozitif Negatif Negatif 0.25 0.5 0.125
K14 2005 Pozitif Negatif Negatif 0.5 0.5 0.125
K15 2006 Pozitif Negatif Negatif 0.5 0.5 0.125
K16 2013 Pozitif Negatif Negatif 2 1 0.5
K17 2002 Pozitif Negatif Negatif 1 0.5 0.25
K18 2014 Pozitif Negatif Negatif 0.5 0.5 0.25
K19 2005 Pozitif Negatif Negatif 0.5 0.5 0.25
K20 2014 Pozitif Negatif Negatif 1 1 0.25
K21 1999 Pozitif Negatif Negatif 1 0.5 0.25
K22 2013 Pozitif Negatif Negatif 2 1 1
K23 2013 Pozitif Negatif Negatif 2 0.5 0.5
K24 2001 Pozitif Negatif Negatif 1 0.5 0.25
K25 2016 Pozitif Pozitif Pozitif 8 4 1
K26 2016 Pozitif Pozitif Pozitif 8 4 1
K27 2017 Pozitif Pozitif Pozitif 8 4 2
K28 2017 Pozitif Pozitif Pozitif 8 4 1
K29 2018 Pozitif Pozitif Negatif 8 4 4
K30 2018 Pozitif Pozitif Negatif 8 4 2
K31 2018 Pozitif Pozitif Negatif 8 8 2
K32 2018 Pozitif Pozitif Negatif 8 8 2
K33 2018 Pozitif Pozitif Negatif 8 8 1
K34 2018 Pozitif Pozitif Negatif 8 4 0.5
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Tablo Ill. Azol A%]ar Tarama Plaklarinda Ureme Gézlenen Toprak Aspergillus fumigatus sensu stricto
Izolatlarinin Azol Agar Tarama Testi ve Antifungal Duyarlilik Testi Sonuglar

Azol agar tarama testi sonuglari Antifungal duyarhlik testi sonuglari (ug/ml)

Ornek itrakonazol Vorikonazol Posakonazol itrakonazol Vorikonazol Posakonazol

T1 Pozitif Negatif Negatif 8-4 2 1
T2 Pozitif Negatif Negatif 1 0.5 0.5
T3 Pozitif Negatif Negatif 2 1 1
T4 Pozitif Negatif Negatif 8-4 2-1 1
T5 Pozitif Negatif Negatif 8-4 2-1 1
T6 Pozitif Negatif Negatif 8-4 2-1 1
T7 Pozitif Negatif Negatif 8-4 2-1 1
T8 Pozitif Negatif Negatif > 8-4 2-1 1
T9 Pozitif Negatif Negatif 8-4 2-1 1
T10 Pozitif Negatif Negatif 8-4 2-1 1
T11 Pozitif Negatif Negatif > 8-8 2-1 1
T12 Pozitif Negatif Negatif 1 0.5 0.25

Tablo IV. Klinik ve Cevresel zolatlarda cyp51A Geninde Saptanan Polimorfizmler*

Ornek Saptanan polimorfizmler

K4 Y46F G89G VI172M T248N E255D L358L K427E C454C Y431D
K6 Y46F G89G V172M T248N E255D L358L K427E C454C Y431D
K7 Y46F G89G V172M T248N E255D L358L K427E C454C Y431D

K10 Y46F G89G V172M T248N E255D L358L K427E C454C Y431D
K16 Y46F G89G V172M T248N E255D L358L K427E C454C Y431D QI41H
K22 Y46F G89G V172M T248N E255D L358L K427E C454C Y431D
K23 Y46F G89G V172M T248N E255D L358L K427E C454C Y431D

T1 Y46F G89G V172M T248N E255D L358L K427E C454C Y431D
T2 Y46F G89G V172M T248N E255D L358L K427E C454C Y431D
T4 Y46F G89G V172M T248N E255D L358L K427E C454C Y431D
T5 Y46F G89G V172M T248N E255D L358L K427E C454C Y431D
T6 Y46F G89G V172M T248N E255D L358L K427E C454C Y431D
T7 Y46F G89G V172M T248N E255D L358L K427E C454C Y431D
T8 Y46F G89G V172M T248N E255D L358L K427E C454C Y431D
T9 Y46F G89G V172M T248N E255D L358L K427E C454C Y431D

T10 Y46F G89G V172M T248N E255D L358L K427E C454C Y431D
T11 Y46F G89G V172M T248N E255D L358L K427E C454C Y431D

* K7 disindaki suslarda en az bir azol icin duyarlilik sinir degerini asan minimum inhibitér konsantrasyonu deger-
leri saptanmustir.
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TARTISMA

Aspergillus enfeksiyonlarinda etken olarak en sik A.fumigatus sensu stricto karsimiza
cikmaktadir. Yakin zamana kadar klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda tiir kompleksi
dizeyinde tanimlanma yeterli goriilmekteyse de, A.fumigatus'ta sekonder azol direnci
gosterilmesi ve azole direncli tuirlerin tedavi sorunlarina yol agmasi nedeniyle A.fumigatus
sensu stricto’nun diger kompleks yesi tiirlerden ayrilmasi 6nem kazanmistiré.

A.fumigatus’da sekonder azol direnci ilk tanimlandigi 1997 yilindan itibaren giderek
artmis ve diinyada bircok bolgede gosterilmistir. Yapilan ¢ok ve tek merkezli siirveyans
calismalarinda A.fumigatus’ta azol direnci; calismaya alinan hasta populasyonuna ve izo-
latlarin klinik veya cevresel kokenli olmasina gore %2-28 degisen oranlar arasinda sap-
tanmig, tarim ve cicekgiligin yaygin oldugu bdlgelerde bu oranin daha yiiksek oldugu
tespit edilmistir'>25, Azol grubu antifungal ilaglarin ézellikle kék hiicre nakli yapilan ve
notropenik hastalarda tedavi ve profilaksi amaciyla kullaniliyor olmasi nedeniyle, artmak-
ta olan direnc oranlari kaygi vericidir?. Azol direncinin saptanmasi icin &nerilen referans
antifungal duyarlilik testlerinin rutin klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda uygulanma-
sinda karsilagilan giicliikler nedeniyle azol agar tarama testi gelistirilmistir?'. itrakonazol,
vorikonazol ve posakonazol iceren agar tarama plaklari ile yapilan cok merkezli bir calis-
ma'8, bu yéntemin duyarlilik ve 6zgiilliginin %99 oldugunu bildirmistir. Ayni calisma-
da sadece itrakonazol ve vorikonazol plaklari ile duyarliigin ayni seviyede kaldigi belir-
tilmistir. Bu yontem, EUCAST E.Def 10.1 dokiimaninda standart referans yontem olarak
énerilmektedir?®. Bu calismada azol direnci yéniinden tarama icin her ii¢ azol plagi da
kullanilmis, herhangi bir plakta tireme gbzlendiginde referans yontem ile MiK degerleri
belirlenmistir. Stipheli izolatlarin tamami itrakonazol plaklarinda, bazilar ek olarak vori-
konazol ve/veya posakonazol plaklarinda da ureyebilmistir.

Azole diren¢ oranlari diinyanin farkli bolgelerinde farkliliklar gostermekte ve %20 ve
daha yiiksek oranlara ulasabilmektedir?’. Ulkemizde Bursa ilinde 1999-2012 yillari ara-
sinda izole edilmis klinik A.fumigatus izolatlarinda %10.2 oraninda itrakonazol direnci
bildirilmistir?®. Bu calismada, 1997-2018 yillarina ait 483 izolattan 11 (%2.3)’inde itra-
konazole direng saptanmistir.

cyp5 1A geninde azol direnci ile iliskili bircok nokta mutasyonu saptanmis olsa da, en
bilinen mutasyonlar G54, P216, F219, M220 ve G448 olarak tanimlanmistir. Bu mutas-
yonlar enzimin “hot spot” bolgeleri olarak tanimlanan, ilacin enzime baglanma bdlgesi
gibi ilag enzim iligkisinin 6nemli oldugu bolgelerde meydana gelmektedir. Bu bolgelerde
mutasyon olustugunda azol grubu antifungaller lanosterol demetilaz enzimiyle etkilese-
memekte; bu durum hastanin klinigine izole itrakonazol, posakonazol veya vorikonazol
direnci ya da tiim azollere karsi panazol direnci olarak yansiyabilmektedir'®. Bu calisma-
da 56zl edilen mutasyonlar gozlenmemis, bir izolatta Q14TH mutasyonu saptanmistir.
Snelders ve arkadaslari?* tarafindan yapilan bir calismada Q141H cevre kaynakli panazol
direncli bir izolatta TR34/L98H mutasyonu ile birlikte bulunmustur. Ayni arastirma gru-
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bunun yaptigi bir baska calismada, toprak orneginde TR34/L98H mutasyonu ile birlikte
direncli bir izolatta da Q141H saptanmistir?®. Q141H’nin tek basina azol direnci ile iliski-
lendirilip iliskilendirilemeyecegi ile ilgili heniiz kesin veri bulunmamaktadir.

Tarimda azol fungisit kullanimina baglh dogada meydana gelen azol direncinin ortaya
cikmasina neden olan en bilinen degisim, TR34/L98H degisimi ve mutasyonudur'®. Bu
mekanizma ile ortaya cikan direncte, hedef modifikasyonu ve buna bagl ila¢c enzim etki-
lesimi bozulmasinin yani sira, promotor bolgedeki 34 baz ciftlik bélgenin ¢ift kopya olusu
da rol oynamaktadir'?. Son yillarda, TR34/L98H mutasyonuna ilave olarak TR46/Y121F/
T289A mutasyonu da benzer sekilde cevresel kaynakli direng olgulariyla iliskilendirilmistir.
Bu paternin gorildiigu olgularda vorikonazol direncinin oncelikli olmasi dikkat cekmek-
tedir®. Gen bélgesinde aminoasit degisikligi olmaksizin sadece promotor bélgede “tan-
dem repeat” ile kendini gosteren TR53 paterni de benzer olarak cevresel kaynakl direng
ile iliskilendirmektedir3’.

Ulkemizde Bursa ilinde hasta izolatlarinda yapilmis olan calismada itrakonazol diren-
ci %10.2 bulunmus, direncli izolatlar incelenmis ve %86.8’inde TR34/L98H mutasyonu
saptanmistir?®. Calismamizda, A.fumigatus sensu stricto izolatlarinda bu mutasyona rast-
lanmamistir. Bursa ilinde tarim faaliyetlerinin yogun olmasi, bu bolgede Ankara ili ile kar-
silastinldiginda iklimin daha iliman ve yagisl olmasi ve bu iklim kosullari nedeniyle tarim
alanlarinda fungisitlerin daha sik kullanilabiliyor olmasi gibi faktorlerin iki calisma sonug-
lari arasindaki farki aciklayabilecegi diistinilmustir. Ancak, Bursa’da yapilan bu calisma-
nin klinik érneklerle sinirli olmasi ve cevresel izolatlarin dahil edilmemis olmasi nedeniyle
direncin kaynagina yénelik bir gériis olusmamustir. Ulkemizde Aspergillus azol direncinin
yayginliginin ve ortaya ¢ikis yolunun incelenebilmesi icin tlkenin farkli bolgelerinden elde
edilen klinik ve gcevresel Aspergillus izolatlarinda yapilacak cok merkezli calismalara ihtiyag
bulunmaktadir.

Yapilan calismalarda klinik ve cevresel izolatlarda ortaya ¢ikan, bu iki farkl azol direng
mekanizmasini isaret eden belirlenmis aminoasit degisimlerine ek olarak bir dizi cyp51A
geni mutasyonu/polimorfizmi saptanmistir. Bunlar hep birlikte veya farkli kombinasyon-
larda olmak Uzere Y46F, G89G, V172M, T248N, E255D, L358L, K427E, C454C mutas-
yonlari olarak tanimlanmustir’. Bu calismamizda da benzer olarak hem cevresel hem de
klinik izolatlarda bu polimorfizmler saptanmstir (Tablo 1V). Literatirde bu polimorfizm-
lerin hem duyarli hem de direncli izolatlarda saptanabildigi gosterilmistir. Bazi calisma-
larda, bu polimorfizmler yiikselmis azol MiK degerleri ile iliskilendirilmisse de direnc ile
iliskileri heniiz tam olarak aydinlatilamamustir'*. Calismamizda da cevresel ve klinik rnek-
lerde MIK degeri yiiksek izolatlarin yani sira duyarli kontrol susunda da bu polimorfizm-
lerin varligi belirlenmistir. Bu durum, bizim izolatlanimizda, farkli bir diren¢ mekanizma-
sinin gecerli olabilecegini diisiindiirmektedir®'. Alanio ve arkadaslar tarafindan yapilan
bir calismada'® bu polimorfizmlerin saptandidi izolatlarda itrakonazol MiK degerlerinin
duyarllik esik degerinin altinda; ancak, vahsi tip suslara kiyasla daha yuksek oldugu sap-
tanmigtir. Ayni calismada vorikonazol ile dnceden karsilasmis olmanin bu polimorfizmi
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tasiyan izolatlarin genotipik dagilimlar tzerinde istatistiksel olarak anlamli secici baski
olusturdugu gosterilmistir.

Ote yandan CYP51A proteinin (i¢ boyutlu yapisal modellemelerinin olusturuldugu bir
calismada, azol direnci ile yakindan iliskilendirilen L98H veya M220 gibi aminoasit de-
gisikliklerinin, proteinin azol ya da hem baglanti noktalarinda oldugu, bu nedenle bu
degisikliklerin in vitro ve in vivo dirence neden oldugu ortaya konmustur. Ayni calismada,
Y46F, G89G, V172M, T248N, E255D, L358L, K427E, C454C degisikliklerinin ise prote-
in dis bolgelerinde olustugu, proteinin yapisal butiinligu veya azol baglanma boélgesi
ile iliskisiz oldugu bildirilmistir>2. Benzer olarak Snelders ve arkadaslari protein homoloji
modelleme ile azol direncini arastirdiklari bir calismada*, bu degisikliklerin CYP51A pro-
teinin dis bolgelerinde oldugunu, korunmus bdlgede bulunmadigini ve proteinin biyolo-
jik aktivitesine etkisinin olmadigini gostermislerdir. Bu polimorfizmin direncg ile iliskisinin
aydinlatilabilmesi icin duyarli ve direncli izolatlarin birlikte degerlendirildigi genis capli
calismalara ihtiyac duyulmaktadir. Antifungal duyarlilik testleri ve Sanger dizileme yonte-
miyle yapilan calismalar ise genotip-fenotip iligkisini yansitmakta yetersiz kalabilmektedir.
Literatlrde direnc-virilans iliskisi yoniinden bircok mikroorganizma icin gosterildigi gibi,
azol direngli izolatlarin viriilans kaybina ugradigina iliskin bildirimler de bulunmaktadir®3.
Polimorfizm saptanan bu izolatlarin direncli izolatlara benzer sekilde viriilans agisindan
da degerlendirildigi yeni calismalar gereklidir.

A.fumigatus'ta azol direnci cyp51A geninden bagimsiz mekanizmalarla da olusabil-
mektedir. Calismamizda, cyp51A geninin incelendigi izolatlarda direnc ile kesin iliskili
kabul edilen mutasyonlarin hicbiri saptanmamistir. Bu bulgu, cyp57A geninde saptanan
polimorfizme ek olarak, farkli bir diren¢ mekanizmasinin varligi ile ilgili olasiligi akla getir-
mektedir. Bu olasi mekanizmalarin en 6nemlilerinden biri ATP baglayan kaset tasiyicilari
(ABC) veya major fasilitator stper ailesi (MFS) gibi disa atim pompasi sistemleri aracili-
giyla hicre icinde ilag konsantrasyonunun azalmasidir. Bu konuda yapilan sinirli sayida
calismada, A.fumigatus atrF pompasi itrakonazol direnci ile iligkilendirilmistir34. Ayrica,
sterol metabolizmasi ile iliskili transkripsiyon faktorlerinden SrbA ve HapE proteinlerinin
azol direnci ile baglantisini gésteren calismalar da bulunmaktadir3®. Gelecekte tiim ge-
nom dizileme yonteminin daha yaygin kullaniimasi ile yeni tanimlanmis diren¢ meka-
nizmalarinin aydinlatiimasi ve cyp51A geninden bagimsiz olarak gelisen azol direncinin
nedenlerinin ortaya cikarilmasi mimkin olabilecektir.

Sonug olarak, cahismamizda klinik ve cevresel A.fumigatus sensu stricto izolatlarinda azol
duyarlilik durumu belirlenmistir. Klinik suslarda itrakonazole direncli olan izolat oraninin
%02.3 oldugu ve bu oranin tilkemizden baska bir merkezden daha 6nce rapor edilen orana
gore onemli dlciide dusiik oldugu gozlenmistir. Bu calismada cevresel orneklerde, azol
tarama plaklarinda ve mikrodiliisyon testlerinde azol grubu ilaclara karsi azalmis duyarlilik
gosteren A.fumigatus izolatlar da elde edilmistir. Ancak, bu izolatlarin bolgesel olarak ¢ok
kiictik bir alandan toplanmis olmasi nedeniyle, tek bir klonun tekrarlayan izolasyonunun
muhtemel olabilecegi duslintilmustir. Bu calismada, cevresel izolatlarin genotipik yakin-
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liklari molekiiler yontemlerle analiz edilmemistir. Calismamizda, azol MIK degeri yiiksek
ve dustk bir grup izolatta cyp571A mutasyonlari arastirilmis ve literatiirde direnc ile iliskisi
gosterilen mutasyonlara rastlanmamistir. Ote yandan, hem azol MIK degeri yiiksek olan
izolatlarda hem de azole duyarli susta cyp51A geninde azol direnci ile iliskisi kesin olarak
gosterilmemis bazi polimorfizmler saptanmustir. Bu polimorfizmlerin diren¢ durumu ile ilis-
kisinin anlagilabilmesi icin, tim genom analizi calismalarinin yararl olabilecegi diistinilmis-
tur. Azol direnci saptanan tim izolatlarda mutasyon analizi yapilamamis olmasina karsin,
literattirde siklikla bildirilmis azol direnci ile iliskili mutasyonlara rastlanmamis olmasi, Glke-
miz icin gegerli olan direng mekanizmalarinin arastiriimasinin gerekli olacagini diistindir-
mustur. Bu nedenle, tlkemizden klinik izolatlarda ytksek diren¢ orani bildiren bir raporun
mevcut oldugu da goz ontine alindiginda, farkli cografi bolgelerimizden elde edilen klinik
ve cevresel Aspergillus izolatlarinda azol duyarliliginin taranmasi ve direng mekanizmalarinin
ortaya konmasi icin cok merkezli ulusal calismalarin gerekli oldugu sonucuna varilmistir.
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CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir ¢ikar catismasi bildirmemislerdir.
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