x TURK KLiNiK MiKROBiYOLOJi VE

m INFEKSIYON HASTALIKLARI KONGRESI

Kaltar ve Antifungal Duyarlilik Testleri:
Ne zaman, Nasil Yapalim?

Nasil Yorumlayalim?
Uz. Dr. Ozlem DOGAN

Koc¢ Universitesi

IN ALl TURK KLINiK MIKROBIYOLOJi VE
KLlMI INFEKSIYON HASTALIKLARI DERNEGI



Sunum Plani

Antifungal Duyarlilik Testleri

e Hangi orneklere, hangi
hastalara yapalim?

e Mikolojide kullanilan
konvansiyonel kulttr
yontemleri

e Sonuclarin yorumlanmasi

Hangi drneklere, hangi
nastalara yapalim?

Hangi yontemi kullanalim?

e Guncel antifungal direnc

sorunu

e Sonuclarin yorumlanmasi



En sik gorulen invazif fungal
infeksiyon etkenler;

O Candida tirleri (%70-90)
OAspergillus turleri (%5-10)

O Cryptococcus

O Mucorales
OScedosporium
O Fusarium




Kan

Kemik iligi

|\/|i|<O|Oji Beyin omurilik sivisi
Laboratuvari

Invazif Mikozlar

Derin doku biyopsisi ornekleri

Solunum yolu o6rnekleri (BAL,DTA, Balgam)
Vicut sivilari (plevra,periton)

Idrar

Pa, Diski




Avantajlari

e Altin standart yontem

Mantar e Kesin tani

e Tur diizeyinde tanimlama

hastaliklarinin

e Antifungal duyarlilik testleri

Dezavantaijlari

tanisinda
kultlr

e Zaman alici

e Deneyimli personel gerektirir

e Uremelerin degerlendirilmesinde zorluklar
e Kontaminasyon/Kolonizasyon?




Kan kultlrd

e invazif Kandidiyazis

* Candida turlerinin idrar disindaki steril vicut sivilarindan izolasyonu

* invazif kandida enfeksiyonlari iki grupta incelenir

— Kandidemi

— Sistemik (dissemine) kandidiyaz

Kan kultlrd pozitifligini takiben antifungal tedavide gecikme mortaliteyi T

Patel GP et al. Am J Ther. 2009



Kan kultiru-Kandidemi

ECCMID- Fungal Infection Study Group (EFISG)

3 set (her set 1 aerobik 1 anaerobik sise)

Ardisik 3 glin- otomatize sistemlerde en az 5 gun inkiibasyon

Bu yontem ile Candida izolasyonu duyarliligi %50-75

Sistemik kandiyasis >Hastalarin 1/3’Gnde kan kiltlir( negatif

Notropenik hastalarda, antifungal tedavi altinda duyarhlik J,

Tur diizeyinde tanimlama 6nemli = Candida disi maya etkenleri %5

Cuenca-Estrella M et al. CMI 2012



Kan kultUru-Kandidemi

Fungal kan kulttra sisesi kullanilmali mi?

Duyarhilik bircok tiirde degisiklik gostermiyor

BACTEC (Becton Dickinson Diagnostic Systems) +C.glabrata

C.glabrata aerop ve anaerop kan kultiri siselerinde daha gec Gremekte

Fungal kan kulturu sisesi kullanimi ile daha hizli pozitif sonug

Kilavuzlarda 6nerisi yok

C.glabrata’nin sik goruldigl merkezlerde kullanilabilir



Kan kultiru-Kandidemi

Calisma
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Ulkemizde Kandidemi Etkeni Candida Turlerinin Dagilim

Yer

Konya
Bursa
Antalya
Trabzon
Aydin
izmir
izmir
Ankara

istanbul

Yil

2006
2008
2007
2008
2010
2010
2014
2015
2017

Sus
sayisl
136
102
118
170
74
760
66
163
559

C.albicans
%
51,5
39,2
41,5
37,1
49,0
45,0
53,1
48,5
47.8

C.pps
%

51
21,6
25,5
28,2
23,0
26,0
21,1
32,9
24,7

c.tropicalis
%
6,6
15,7
11,9
8,3
14,0
7,0
7,6
6,1
9,5

c.glabrata
%
2,2
6,9
1,7
3,6
12,0
3,5
6,1
3
10

C. albicans en sik izole edilen tUr (= %50)
C. parapsilosis en sik izole edilen 2. tur, yillar icinde sikhgl artmakta

Gultekin B, et al. ANKEM Derg 2010;24(4):202-208 , Yapar N., et al. Anaesth, pain & intensive care; vol 18(3) jul-sep 2014, Aliskan HA, et al. Turk Hij Den Biyol Derg, 2016; 73(1): 15-24 .

c.krusei
%
1,5
4,9
0,8
0,0
1,0
7,0
12
1,2
1



Kan kulturu- Kaf Mantarlar

* Aspergillus turleri = kontaminasyon olarak kabul edilmelidir

* Fungemi etkeni kif mantarlari

e Scedosporium spp.
* Fusarium spp.

* Antifungallere ylksek direnc¢, mortalite cok yiksek

Ostrosky-Zeichner. The American Journal of Medicine, 2012



* Kriptokokkozis

e 48-72 saat > 30° C ve 379 C en az 3 hafta

inkibasyon

e Kus yemli agar-koyu renk pigment lretimi

Kafeik asit disk testi-feniloksidaz aktivitesi

Kan kultliri—->=%50 (HIV(+) hastalarda )

 Ureaz pozitifligi




Invasif Mikozlar-Doku Kultiri

* Biyopsi drneklerinin
* Nemli tutulmasi

* Laboratuvara acil transferi onemli (bakteri kontaminasyonu)

* Fungal ayirt edici besiyeri kullaniimali (5-14 glin inkiibasyon)

* Mantar GUremesi— derin doku tutulumu
* Negatif sonuclar enfeksiyonu dislamamakta...



Sik yapilan

hatalar

Agzi acik tupte idrar

Heparinsiz tipe alinmis kemik iligi

Gazli bez Gizerinde doku

Formol icinde doku

Kuru ektivyon




Mucorales takimimHizli Greme (24-48 saat)

Esmer mantarlar / hiyalen kiif mantarlari™uzun sire inkiibasyon

Inkiibasyon == 2 veya daha fazla farkli sicakhk (25°C, 30°C, 37°C)

Derin doku mikozlarim= Biyoglvenlik acisindan risk

Invasif Mikozlar-Doku Kiltiri




Invasif Mikozlar
Doku Kulturd

Mucorales takimi
Aspergillus spp.
Scedosporium spp.
Fusarium spp.
Exophiella spp.
Endemik mikozlar

Cladosporium spp.




Dogru ornek Doku> BAL> DTA> Balgam kultiari en
alinmasi onemli Balgam az iki ornekte (+)

Birden fazla kultur
plagina ekim /
Farkh ekim
teknikleri

Kontaminasyon
Kolonizasyon
Enfeksiyon

Solunum yolu ornekleri et o5 The Lae o ey

cultures in the diagnosis of invasive
pulmonary aspergillosis. Am J Med. 1996




KGltUr-Aspergillus tarleri




Balgam

e Candida pndmonisi??
e Aspergillus-kontaminasyon??

Sorunlu

idrar

ornekler
Yorumlama

e Mayalarin etken oldugu Uriner system
enfeksiyonu??

Strdntd (Oral/ Vajinal)

e Mikrobiota elemani/ Enfeksiyon etkeni??




Antifungal Duyarhlik
Testleri (AFDT)
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Antifungal Duyarlilik Testleri (AFDT)

* Hangi durumda antifungal duyarlilik testleri calisiimali?

Her hasta ve her sus icin 6nerilmiyor
Steril viicut bélgesinden izolasyon
Invazif enfeksiyon

Direncli oldugu bilinen tir izolasyonu (C.glabrata-
flukonazol)

e Daha 6nce antifungal almis hastalarda (sekonder R?)
* Nadir ve yeni ortaya cikan tirlerde




Antifungal Duyarlilik Testleri (AFDT)

Klinik basarisizligin nedeni sadece diren¢ midir?

HAYIR!!]

90/60 kural

Diger faktorler cok 6nemli
* Tedavi ile iliskili

* Doz, emilim, dagilim, meabolizma
* Hasta ile iliskili

* Immun yetmezlik

* infeksiyon bolgesi-apse vs

* Yabanci cisim




Antifungal
Duyarlilik Testler:
(AFDT)
NAEIERE
Yontemler

EUCAST

M27-A3-Maya- Sivi mikrodilisyon
M38-A2-Kif-Sivi mikrodillsyon
M44 A2-Maya- Disk diflizyon
M51-A-Kif- Disk diflizyon

E.Dis 7.3.1- Maya- Sivi Mikrodillisyon
E.Dis 9.3.1- Kif- Sivi Mikrodilltisyon
E.Def 10.1- Azol direnci tarama




Klinik direnc sinir degerleri (CBP)

e Tlre 6zgu degerler (tur dizeyinde tanimlama dnemli)

Epidemiyolojik esik deger (ECV-ECOFFs)

e Tedavi sonucunu belirlemez

e Kazanilmis diren¢ mekanizmalarinin saptanmadigi sokak tipi (wild-type) izolatlarin MIK
dagilimini gosterir

e ECV Uzerindeki MIK degerlerine sahip suslarin (non-wild type) direncg tasiyabilecegini
gosterir

e Sokak tipi suslarin %95’ ECV degerinin altindadir

Antifungal Duyarhlik Testleri (AFDT)




Notlar

» Kaspofungin ile yapilan testlerde laboratuvarlar arasi uyum dusik, diger ekinokandinler ile ¢alisiimal

e Candida tirlerinde (C.glabrata-C.krusei haricg) vorikonazol direnci nadir, R izolatlar referans laboratuvarda

dogrulanmali

» C.guillermondii — diger tirlere gore yuksek ECOFF degerleri

* Tire 6zgl olmayan flukonazol esik degeri Pk/Pd degerine gore belirlenmistir

MIC breakpoint (mg/L)

Non-species related

Antifungal agent C. albicans C. dubliniensis C. glabrata C. krusei C. parapsilosis C. tropicalis C. guilliermondii breakpoints’
S«< R> S« R> S« R> S« R> S« R> S« R> S« R> S« R>
Amphotericin B 1 1 IE IE 1 1 1 1 1 1 1 1 IE IE IE IE
Anidulafungin 0.032 0.032 IE IE 0.064 0.064 0.064 0.064 0.002 4 0.064 0.064 IE2 IE? IE IE
Caspofungin Note® Note® IE IE Note® Note® Note® Note® Note® Note® Note® Note® IE IE IE IE
Fluconazole 2 4 IE IE 0.002 32 - - 2 4 2 4 IE? IE2 2 4
Isavuconazole IE IE IE IE IE IE IE IE IE IE IE IE IE IE IE IE
ltiraconazole 0.064 0.064 0.064 0.064 IE? IE? IE? IE? 0.125 0.125 0.125 0.125 IE? IE? IE IE
Micafungin 0.016 0.016 IE IE 0.032 0.032 IE* IE* 0.002 2 IE* IE* IE* IE* IE IE
Posaconazole 0.064 0.064 0.064 0.064 IE2 IE? IE2 IE? 0.064 0.064 0.064 0.064 IE2 IE? IE IE
Voriconazole® 0.064° 0.25° 0.064 0.25 IE IE IE IE 0.125° 0.25° 0.125° 0.25° IE? IE? IE IE




Antifungal Direnc- Candida turleri

Flukonazol Amphoterisin B
e ———————

e C. krusei (dogal) e C. lusitaniae e C.glabrata
e C.glabrata (=%15) e C. guilliermondii e C.auris
e C.dubliniensis e C. rugosa
e C.tropicalis e C.auris

e C.norvegensis
e C.parapsilosis*
e C.auris



Antifungal Direnc- Candida turleri

Diagnostic Microbiology and Infectious Disease 85 (2016) 200-204

Antifungal susceptibility patterns of a global collection of fungal isolates:
results of the SENTRY Antifungal Surveillance Program (2013)

Mariana Castanheira **, Shawn A. Messer 2, Paul R. Rhomberg 2, Michael A. Pfaller P

Azol R Ekinokandin R
1846 izolat " 31 Ulke C.glabrata %12 C.glabrata
C.tropicalis %11.6 * Anidulafungin %2.4

C.parapsilosis %2.3 e Kaspofungin %2
* Mikafungin %0.8




Antifungal Direnc- C. glabrata kompleks

e Amerika ve Kuzey avrupa’da e fks 1-2 genleri
en sik izole edilen 2. tir e Amerika ve Kuzey Avrupa
e Direnc % 10-15 icin “emerging resistance”
(Amerika/Kuzey Avrupa) e Turkiye Direnc cok nadir

o Turk|ye ||||#Direng nadir e 3-4 hafta tedavi

Arendrup MC et al. The Journal of Infectious Diseases, 20



Antifungal Direnc- C. parapsilosis kompleks

ORIGINAL RESEARCH
hed: 05 December 2018

An AZOIe-ReSiStant Candida J Antimicrob Chemother
parapSilOSiS Outbreak: Clonal doi:10.1093/jac/dkz029

Journal of
Antimicrobial
Chemotherapy

Persistence in the Intensive Care Unit
of a Brazilian Teaching Hospital

Emergence of clonal fluconazole-resistant Candida parapsilosis clinical
isolates in a multicentre laboratory-based surveillance study in India

* Flukonazol
» SVK iliskili enfeksiyonlar (slime-biofilm)
* Azol direncli klonlar salginlar yapmakta...

e Turkiye’ de en sik gorilen 2. tur ve siklig
artmakta

* Direncli izolatlarin yayilimi Glkemiz icin bayuk risk
* Direnc & mortalite iliskisi ???

KLIMIK-MICG

2015-2018

10 Merkez-395 Candidemi izolati
110 C.parapsilosis (%28,4)
Flukonazol R %14.5




AFDT-KUf Mantarlari Primer Direnc

 Primer direnc onemli

* Kompleks icindeki
kardes turlere dikkat

edilmeli

* Kompleks icinde tur
dizeyinde tanimlama
icin sekanslama
gerekmekte

e Referans laboratuvara
gonderilmeli

Aspergillus lentulus
Aspergillus fumigatiaffinis
Aspergillus udagawae
Aspergillus viridinutans
Aspergillus pseudofischeri
Aspergillus hiratsukae
Aspergillus calidoustus
Fusarium solani

Fusarium spp

Scedosporium apiospermum
complex

Lomentospora prolificans

Mucorales

Amphotericin B Itraconazole Voriconazole Posaconazole

Figure 2: Antifungal resistance in less common fungal species
Red=species resistant to drug. White=species susceptible to drug. Grey=species has intermediate or low minimum
inhibitory concentration to drug.

Perlin SD et al. Lancet Infect Dis 2017



AFDT-KUf Mantarlari Sekonder Direnc

Tarimda azol fungisidlerin yaygin

kullanimi ile iliskili
Hem cevre hem hasta izolatlari(+)
Azol naif hastalarda

Azollerin hedef olan enzimin
(cyp51A) promotor bolgesinde TR

ve enzimde nokta mutasyonu

i b ® ®, Azole susceptible
® o o ° Aspergillus fumigatus
K-SR
° 0 0.

Environmental azole resistant
Aspergillus fumigatus
.'_.. ; : o f
. 0.9 yowoga
Pogo?

Azole resistant

A Aspergillus fumigatus
(G54, M220, G138, G448)

Azole resistant
Aspergillus fumigatus B
(TR34/L98H, TR46/Y121F/T289A and TR53)

Treatment failure

Garcia-Rubio et al. Drugs 2017



Aspergillus fumigatus
Azol direnci

Medical Mycology, 2018, 56, S83-S92

ISHAM oo it doi: 10.1093/mmy/myx144
INTERNATIONAL SOCIETY FOR 333 38 ™73, Review Article
|| HUMAN AND ANIMAL MYCOLOGY  § ¥,

Review Article

Triazole resistance surveillance in Aspergillus
fumigatus

Agustin Resendiz Sharpe'-*, Katrien Lagrou', Jacques F. Meis??3,
Anuradha Chowdhary?, Shawn R. Lockhart® and Paul E. Verweij®®
on behalf of the ISHAM/ECMM Aspergillus Resistance Surveillance
working groupf

* Tum dinyada yaygin
bildirim
* En yuksek oranda

bildirim Hollanda ve

Ingiltere

e Turkiye’den bildirim
(+)




. . Country No. isolates  Overall resistance rate (%) Resistance mechanisms”
Aspergillus fumigatus e TR
| d 1 ' Europe
AZO I re n Cl Belgium 192 5.7 54.5 9.1
Denmark 413 4.5 333
1162 2.6 57.0
France 118 0.85 0 0
125 4.6 16.6 0
85 8 55.6 0
~ g Germz 527 3.2 353 0
* Ozmerdiven ve ark. ermany u v
27 30 71.4 28.5
¢ B u rsa _20 1 5 Portugal 159 0 0 0
Spain 156 0.6 0 0
e Klinik izolatlar 362 18 0 0
The Netherlands 170 1.7 - -
e O : : 1912 1.7-6 94 0
%10.2 azol direnci i~ o " X
. o 2062 4.6 90.2 0
¢ Dlrendl izolatlarin %86.8 1315 6.8 74.6 20.6
105 20 62.0 14.3
TR34L98H mutasyonu o s wo e
Turkey 746 10.2 86.8 0
UK 519 6.6 59 0

Garcia-Rubio et al. Drugs 2017



AF DT_ A.fumigatus Infectious Diseases

ECCMID-European Society for Clinical Microbiology and

ECMM-European Confederation of Medical Mycology
ERS-European Respiratory Society

Indications for testing for azole resistance in clinical Aspergillus isolates

Population Intention Intervention SoR QoE Comment

All clinically relevant Aspergillus Identify azole resistance Reference MIC testing A 11  Insituations where rapid
isolates (in patient groups or testing is available
regions with known azole
resistance)

Clinically relevant Aspergillus  Identify isolates with Species identification to A 1l Some species are
isolates in patient groups intrinsic resistance complex level intrinsically resistant—e.g.
with high prevalence of azole A. calidoustus (azole
resistance or patients resistant) and A. terreus
unresponsive to treatment (AmB resistant)

Clinically relevant A. fumigatus Identify azole-resistant Routine azole agar B Il Identifies resistant colonies
isolates A. fumigatus screening that require MIC-testing

All isolates —resistance Determine the local Periodical reference MIC A Il Test at least 100 isolates
surveillance epidemiology of azole testing of A. fumigatus

resistance complex
Azole-resistant isolates Determine nature and Cyp51A-gene mutation A 11  Test resistant isolates from

trends in Cyp51A mutation analysis
distribution

surveillance survey




Azol direnci tarama- A.fumigatus
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Antifungal oranlari Cyp51A L98H mutasyonu Cyp51A G54W mutasyonu

J. Guinea et al. CMI 2018



Don’t

Son sOzler %}g 5

s Mantar enfeksiyonlarinin tanisinda kiltir altin standart

s Kultlirm=Zaman alici

**Yeni biyobelirteclere ihtiyac devam ediyor

s Antifungal duyarhlik testleri 6zellikli hastalarda kritik 6nemde
s»*Yerel epidemiyolojisi son derece 6nemli

“+Ulke capinda buyik arastirmalara ihtiyac devam ediyor
s*Mantar enfeksiyonlarinda mortalite hala cok yliksek
»*Mortaliteyi etkileyen diger faktorler irdelenmeli



