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Background

Resistance t o  t r iazo les w as recen t ly  rep o r t ed  in Aspergillus fumigatus iso lat es cu l t u red  f rom  

p at ien t s w i t h  in vasive asperg il losis. Th e p revalen ce o f  az ole resist ance in A. fumigatus is 

u n k n o w n . We in vest ig at ed  t h e p revalen ce an d  sp read  o f  az ole resist ance using  o u r  cu l t u re 

co l lect io n  t h at  co n t a in ed  A. fumigatus iso lat es co l lect ed  b et w een  1994 an d  2007.

Methods and Findings

We in vest ig at ed  t h e p revalen ce o f  i t r aco n az o le (ITZ) resist ance in 1,912 cl in ical  A. fumigatus 

iso lat es co l lect ed  f ro m  1,219 p at ien t s in o u r  Un iver si t y  M ed ical  Cen t r e o ver  a 14- y p er iod . Th e 

sp read  o f  r esist ance w as in vest ig at ed  b y an alyz in g  147 A. fumigatus iso lat es f ro m  101 p at ien ts, 

f r om  28 o t h er  m ed ical  cen t r es in Th e Net h er lan d s an d  317 iso lat es f ro m  six  o t h er  cou n t r ies. Th e 

iso lat es w er e ch aract er iz ed  using  p h en o t yp ic  an d  m o lecu lar  m et h o d s. Th e elect ro n i c p at ien t  

f iles w er e used  t o  d et erm in e t h e u n d er lyin g  co n d i t i o n s o f  t h e p at ien t s an d  t h e p resen ce o f  

in vasive asperg il losis. ITZ- resistant  iso lat es w er e f o u n d  in 32 o f  1,219 p at ien ts. All cases w er e 

o b served  af t er  1999 w i t h  an  an n u al  p revalen ce o f  1 .7 % t o  6 %.  Th e ITZ- resistant  iso lat es also  

sh o w ed  elevat ed  m in im u m  in h ib i t o r y co n cen t rat io n s o f  vo r ico n az o le, r avu co n az o le, an d  

p o saco n az o le. A  su b st i t u t io n  o f  leu cin e 98 f or  h ist id in e in t h e cyp51A g en e, t o g et h er  w i t h  t w o  

co p ies o f  a 34- bp seq u en ce in t an d em  in t h e g en e p ro m o t er  (TR/ L98H), w as f o u n d  t o  b e t h e 

d o m in an t  resist ance m ech an ism . M icro sat el l i t e an alysis in d icat ed  t h at  t h e ITZ- resistant  iso lat es 

w er e g en et ical ly  d ist in ct  b u t  clu st ered . Th e ITZ- sensit ive iso lat es w er e n o t  m o re l ikely t o  be 

resp on sib le f or  in vasive asperg i l losis t h an  t h e ITZ- resistant  iso lat es. ITZ resist ance w as f o u n d  in 

iso lat es f ro m  13 p at ien t s (1 2 .8 %) f ro m  n in e o t h er  m ed ical  cen t res in Th e Net h er lan d s, o f  w h ich  

6 9 % h arb o u r ed  t h e TR/ L98H su b st i t u t io n , an d  in six  iso lat es o r ig in at in g  f ro m  f o u r  o t h er  

co u n t r ies.

Conclusions

Azo le resist ance has em erg ed  in A. fumigatus an d  m ig h t  b e m o re p revalen t  t h an  cu r ren t ly 

ack n o w led g ed . Th e p resen ce o f  a d o m in an t  resist ance m ech an ism  in cl in ical  iso lat es sug gests 

t h at  iso lat es w i t h  t h is m ech an ism  are sp read in g  in o u r  en v i r o n m en t .

The Editors' Summary of  this article follows the references.
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Azole- Resistant  A. fumigatus

Introduction

T h e  s a p r o p h y t i c  m o u l d  Aspergillus is  k n o w n  t o  c a u s e  a  

s p e c t r u m  o f  d i s e a s e s  i n  h u m a n s  i n c l u d i n g  a l l e r g i c  s y n d r o m e s ,  

n o n i n v a s i v e  i n f e c t i o n s ,  a s  w e l l  a s  i n v a s i v e  a s p e r g i l l o s i s .  T h e  

m o r b i d i t y  a n d  m o r t a l i t y  a s s o c i a t e d  w i t h  i n v a s i v e  a s p e r g i l l o s i s  

is  h i g h ,  a l t h o u g h  t h e  m o r t a l i t y  r a t e  a p p e a r s  t o  b e  i m p r o v i n g  

p a r t l y  b e c a u s e  o f  t h e  u s e  o f  e f f e c t i v e  a n t i f u n g a l  a g e n t s ,  m o s t  

n o t a b l y  t h e  t r i a z o l e s  [1 ] . V o r i c o n a z o l e  w a s  s u p e r i o r  t o  

a m p h o t e r i c i n  B  f o r  t h e  t r e a t m e n t  o f  i n v a s i v e  a s p e r g i l l o s i s  

a n d  h a s  b e c o m e  t h e  p r i m a r y  c h o i c e  t o  t r e a t  t h i s  c o n d i t i o n  [2 ]. 

R e c e n t l y ,  a n o t h e r  t r i a z o l e ,  p o s a c o n a z o l e ,  w a s  r e p o r t e d  t o  b e  

h i g h l y  e f f e c t i v e  i n  p r e v e n t i n g  i n v a s i v e  a s p e r g i l l o s i s  i n  

n e u t r o p a e n i c  p a t i e n t s  w i t h  a c u t e  m y e l o i d  l e u k a e m i a  a n d  

m y e l o d y s p l a s t i c  s y n d r o m e  a n d  i n  p a t i e n t s  w i t h  g r a f t - v e r s u s -  

h o s t - d i s e a s e  [3 ,4 ] . A s  a  c o n s e q u e n c e ,  t h e  r o l e  o f  t h e  c l a s s  o f  

a z o l e  c o m p o u n d s  w i l l  f u r t h e r  i n c r e a s e  i n  t h e  m a n a g e m e n t  o f  

i n v a s i v e  a s p e r g i l l o s i s .

W e  r e c e n t l y  o b s e r v e d  t h e  e m e r g e n c e  o f  m u l t i p l e - t r i a z o l e -  

r e s i s t a n c e  ( M T R )  i n  A. fumigatus, t h e  p r i m a r y  c a u s e  o f  i n v a s i v e  

a s p e r g i l l o s i s  [5 ]. P a t i e n t s  w i t h  M T R  a s p e r g i l l o s i s  p r e s e n t e d  

w i t h  p r i m a r y  i n v a s i v e  a s p e r g i l l o s i s  o r  w i t h  b r e a k t h r o u g h  

i n f e c t i o n  w h i l e  r e c e i v i n g  i t r a c o n a z o l e  ( I T Z )  o r  v o r i c o n a z o l e .  

T h e  p a t i e n t s  w e r e  f r o m  s i x  d i f f e r e n t  h o s p i t a l s  i n  T h e  

N e t h e r l a n d s ,  a n d  t h e r e  w a s  n o  e v i d e n c e  f o r  s p r e a d  o f  a  

s i n g l e  c l o n e  [5 ]. T h e  i s o l a t e s  w e r e  h i g h l y  r e s i s t a n t  t o  I T Z  a n d  

s h o w e d  e l e v a t e d  m i n i m u m  i n h i b i t o r y  c o n c e n t r a t i o n s  ( M I C s )  

o f  v o r i c o n a z o l e ,  p o s a c o n a z o l e ,  a n d  t h e  e x p e r i m e n t a l  a z o l e  

r a v u c o n a z o l e  [5 ,6 ] .

T h e  e m e r g e n c e  o f  M T R  i n  A. fum igatus  m i g h t  h a v e  

s i g n i f i c a n t  i m p a c t  o n  t h e  r o l e  o f  a z o l e s  i n  t h e  m a n a g e m e n t  

o f  i n v a s i v e  a s p e r g i l l o s i s ,  b u t  t h e  i m p a c t  o f  r e s i s t a n c e  o n  t h e  

r o l e  o f  a z o l e s  w i l l  g r e a t l y  d e p e n d  o n  t h e  p r e v a l e n c e  o f  M T R  

a n d  t h e  a b i l i t y  t o  d e t e c t  M T R  i s o l a t e s  a t  d i a g n o s i s  [7 ]. 

H o w e v e r ,  t h e  p r e v a l e n c e  o f  M T R  is  c u r r e n t l y  u n k n o w n ,  

a l t h o u g h  t h e  n u m b e r  o f  p a t i e n t s  w i t h  a  M T R  i s o l a t e  w a s  

f o u n d  t o  b e  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  t h a n  i n  a  p r e v i o u s l y  

c o n d u c t e d  s u r v e i l l a n c e  s t u d y  i n  T h e  N e t h e r l a n d s  [5 ,8 ] . W e  

i n v e s t i g a t e d  t h e  p r e v a l e n c e  o f  a z o l e  r e s i s t a n c e  i n  A. fumigatus 

i n  a  p r o s p e c t i v e l y  c o l l e c t e d  f u n g u s  c u l t u r e  c o l l e c t i o n  o v e r  a  

p e r i o d  o f  1 4  y . W e  a l s o  i n v e s t i g a t e d  t h e  s p r e a d  o f  r e s i s t a n c e  

b y  a n a l y s i n g  i s o l a t e s  i n  o u r  c o l l e c t i o n ,  o b t a i n e d  f r o m  o t h e r  

h o s p i t a l s  i n  T h e  N e t h e r l a n d s  a n d  o t h e r  c o u n t r i e s .

Methods

Set t in g  an d  St ra in  Se lec t io n

T h e  R a d b o u d  U n i v e r s i t y  N i j m e g e n  M e d i c a l  C e n t r e  is  a  

t e r t i a r y  c a r e  h o s p i t a l  w i t h  b e d s  f o r  9 5 0  p a t i e n t s .  T h e  m e d i c a l  

m i c r o b i o l o g y  l a b o r a t o r y  r e c e i v e s  s p e c i m e n s  f r o m  p a t i e n t s  

a d m i t t e d  t o  t h e  h o s p i t a l  a s  w e l l  a s  t h o s e  s e e n  a s  o u t p a t i e n t s .  

T h e  m y c o l o g y  u n i t  o f  t h e  l a b o r a t o r y  h a s  t h e  p o l i c y  t o  

r o u t i n e l y  s t o r e  f u n g a l  i s o l a t e s  f r o m  p a t i e n t s  w i t h  f u n g a l  

d i s e a s e s  a d m i t t e d  t o  t h e  h o s p i t a l  o r  s e e n  a s  o u t p a t i e n t s .  F o r  

Aspergillus s p e c i e s  e v e r y  i s o l a t e ,  i r r e s p e c t i v e  o f  i t s  c l i n i c a l  

s i g n i f i c a n c e ,  w a s  s t o r e d .  I n  a d d i t i o n ,  f u n g i  t h a t  w e r e  c u l t u r e d  

f r o m  t h e  h o s p i t a l  e n v i r o n m e n t  o r  t h o s e  s e n t  t o  t h e  l a b o r a t o r y  

f o r  i d e n t i f i c a t i o n ,  i n  v i t r o  s u s c e p t i b i l i t y  t e s t i n g  o r  a s  p a r t  o f  

r e s e a r c h  c o l l a b o r a t i o n ,  w e r e  s t o r e d .  F r o m  t h e  i s o l a t e s  a  s p o r e  

s u s p e n s i o n  w a s  m a d e  i n  g l y c e r o l  1 0 %  a n d  s t o r e d  a t  —8 0  ° C .

T h e  f u n g u s  c u l t u r e  c o l l e c t i o n  w a s  s e a r c h e d  f o r  A. fumigatus 

i s o l a t e s .  T o  i n v e s t i g a t e  t h e  p r e v a l e n c e  o f  a z o l e  r e s i s t a n c e  w e

u s e d  t h e  A. fumigatus i s o l a t e s  t h a t  w e r e  c u l t u r e d  f r o m  p a t i e n t s  

t h a t  h a d  b e e n  a d m i t t e d  t o  o u r  h o s p i t a l  o r  w e r e  s e e n  a s  

o u t p a t i e n t s .  T h e  s p r e a d  o f  a z o l e  r e s i s t a n c e  w a s  i n v e s t i g a t e d  

b y  a n a l y s i n g  i s o l a t e s  t h a t  h a d  b e e n  c u l t u r e d  a t  o t h e r  h o s p i t a l s  

i n  T h e  N e t h e r l a n d s  a n d  s e n t  t o  o u r  l a b o r a t o r y  f o r  i d e n t i 

f i c a t i o n .  T h e  i s o l a t e s  i n  o u r  c o l l e c t i o n  o b t a i n e d  f r o m  o t h e r  

c o u n t r i e s  w e r e  a l s o  s c r e e n e d  f o r  a z o l e  r e s i s t a n c e .

A l l  A. fum igatus  i s o l a t e s  w e r e  o r i g i n a l l y  i d e n t i f i e d  b y  

e x p e r i e n c e d  t e c h n i c i a n s  o n  t h e  b a s i s  o f  m a c r o s c o p i c  c o l o n y  

m o r p h o l o g y ,  m i c r o s c o p i c  m o r p h o l o g y  o f  c o n i d i a  a n d  c o n -  

i d i a - f o r m i n g  s t r u c t u r e s ,  a n d  t h e  a b i l i t y  t o  g r o w  a t  4 8  ° C . T h e  

s e l e c t e d  A. fumigatus i s o l a t e s  w e r e  c u l t u r e d  o n  S a b o u r a u d  

s l a n t s  f o r  7  d  a n d  s u b s e q u e n t l y  s u b c u l t u r e d  o n  S a b o u r a u d  

s l a n t s  s u p p l e m e n t e d  w i t h  i t r a c o n a z o l e  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  8  

m g / l ,  a n d  i n c u b a t e d  a t  3 5  ° C .

Ph e n o t y p i c  A n aly ses

F o r  p h e n o t y p i c  c o m p a r i s o n s ,  f o r  e v e r y  p a t i e n t  f r o m  o u r  

h o s p i t a l  w i t h  a n  A. fumigatus i s o l a t e  t h a t  g r e w  i n  t h e  p r e s e n c e  

o f  8  m g / l  o f  i t r a c o n a z o l e  ( I T Z + ) ,  t w o  c o n t r o l  p a t i e n t s  w e r e  

r a n d o m l y  s e l e c t e d  w i t h  a n  i s o l a t e  t h a t  f a i l e d  t o  g r o w  o n  t h e  

i t r a c o n a z o l e  c o n t a i n i n g  s l a n t s  ( I T Z —): o n e  i n  t h e  4  w k  

p r e c e d i n g  t h e  I T Z +  A. fumigatus  c u l t u r e  d a t e  a n d  o n e  i n  t h e

4  w k  a f t e r  t h e  c u l t u r e  d a t e .  I n  a d d i t i o n ,  o n e  c o n t r o l  p a t i e n t  

w a s  r a n d o m l y  s e l e c t e d  f o r  e v e r y  r e m a i n i n g  m o n t h  f o r  e a c h  

y e a r  i n  w h i c h  a  p a t i e n t  w i t h  a n  I T Z +  i s o l a t e  w a s  i d e n t i f i e d .

A l l  I T Z +  a n d  I T Z — A. fumigatus  c o n t r o l  i s o l a t e s  w e r e  

i n v e s t i g a t e d  f o r  t h e i r  a n t i f u n g a l  s u s c e p t i b i l i t y  o f  I T Z ,  

v o r i c o n a z o l e ,  r a v u c o n a z o l e ,  p o s a c o n a z o l e ,  a m p h o t e r i c i n  B , 

t e r b i n a f i n e ,  a n d  c a s p o f u n g i n  u s i n g  t h e  C L S I  M 3 8 - A  b r o t h  

m i c r o - d i l u t i o n  r e f e r e n c e  m e t h o d  [9].

Gen o t y p i c  A n aly ses

F o r  g e n o t y p i c  c o m p a r i s o n s ,  i s o l a t e s  w e r e  r a n d o m l y  s e 

l e c t e d  f r o m  t h e  I T Z — c o n t r o l  p a t i e n t s  i n  a  1 :1  r a t i o  w i t h  t h e  

I T Z +  p a t i e n t s .  F o r  I T Z +  a n d  I T Z — i s o l a t e s  t h e  f u l l  c o d i n g  

s e q u e n c e  o f  b o t h  s t r a n d s  o f  t h e  cyp51A g e n e  w a s  d e t e r m i n e d  

b y  P C R  a m p l i f i c a t i o n  a n d  a n a l y s e d  t o  d e t e c t  m u t a t i o n s  [6 ,1 0 ] . 

M o l e c u l a r  i d e n t i f i c a t i o n  w a s  p e r f o r m e d  b y  s e q u e n c i n g  o f  

p a r t s  o f  t h e  h i g h l y  c o n s e r v e d  b - t u b u l i n  a n d  c a l m o d u l i n  g e n e ,  

a s  d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y  [ 1 1 - 1 3 ] ,  i n  o r d e r  t o  r u l e  o u t  a n y  

s p e c i e s  w i t h i n  t h e  Aspergillus s e c t i o n  Fumigati, w h i c h  a r e  

c l o s e l y  r e l a t e d  t o  A. fumigatus , b u t  a r e  d i f f i c u l t  t o  d i s c r i m i n a t e  

b a s e d  o n  m o r p h o l o g i c a l  f e a t u r e s  a l o n e  [1 2 ] . T h e  n e i g h b o u r -  

j o i n i n g  (N J )  m e t h o d  w a s  u s e d  f o r  p h y l o g e n e t i c  a n a ly s i s .  

S e q u e n c e s  w e r e  c o m p a r e d  w i t h  t h o s e  o f  A. fumigatus , A. 

lentulus, A. viridinutans , A. brevipes, A. novofumigatus, A. 

fumigatiaffinis, a n d  Neosartorya s p e c i e s  a l l  o b t a i n e d  f r o m  t h e  

C B S  F u n g a l  B i o d i v e r s i t y  C e n t r e ,  U t r e c h t ,  T h e  N e t h e r l a n d s  

[1 4 ] .

M i c r o s a t e l l i t e  g e n o t y p i n g  w a s  u s e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  

g e n e t i c  d i s t a n c e s  b e t w e e n  t h e  I T Z +  a n d  I T Z — A. fumigatus 

i s o l a t e s  a n d  a n a l y s e d ,  a s  d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y  [ 1 5 ,1 6 ] .  A l l e l e  

s h a r i n g  d i s t a n c e  m a t r i c e s  w e r e  g e n e r a t e d  [1 7 ] , a n d  t h e s e  

m a t r i c e s  w e r e  u s e d  a s  i n p u t  t o  t h e  N e i g h b o r  p r o g r a m  o f  t h e  

P H Y L I P  s o f t w a r e  p a c k a g e  t o  p r o d u c e  t h e  d e n d r o g r a m s  [1 8 ] .

Pa t i en t  Ch ar act er is t i cs

T h e  e l e c t r o n i c  p a t i e n t  f i l e s  w e r e  s e a r c h e d  f o r  c l i n i c a l  

i n f o r m a t i o n  o n  t h e  p a t i e n t s  w i t h  a n  I T Z - r e s i s t a n t  A. fumigatus 

i s o l a t e  a n d  f r o m  t h e  c o n t r o l s .  I n f o r m a t i o n  c o l l e c t e d  i n c l u d e d  

t h e  s a m p l e  f r o m  w h i c h  t h e  A. fumigatus i s o l a t e  w a s  c u l t u r e d ,
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Figure 1. Ep id em io lo g y o f  ITZ Resistance in th e A. fumigatus Isolates

Blue bars rep resen t  th e n u m b er  o f  pat ien t s w it h  a posi t ive A. fumigatus cu l tu re (lef t  y- axis) and  t h e red l ine rep resents t he p ercen t age o f  t hose pat ien t s

w i t h  an ITZ+  isolate (r igh t  y- axis). The x- axis is th e year.

doi:10.1371/ journal.pm ed.0050219.g001

t h e  u n d e r l y i n g  c o n d i t i o n  o f  t h e  p a t i e n t s ,  a n d  t h e  p r e s e n c e  o f  

i n v a s i v e  a s p e r g i l l o s i s .  I n v a s i v e  a s p e r g i l l o s i s  w a s  c l a s s i f i e d  

a c c o r d i n g  t o  t h e  E u r o p e a n  O r g a n i z a t i o n  f o r  R e s e a r c h  a n d  

T r e a t m e n t  o f  C a n c e r  a n d  M y c o s e s  S t u d y  G r o u p  ( E O R T C ) /  

M S G  c o n s e n s u s  d e f i n i t i o n s  [1 9 ] . H u m a n  e x p e r i m e n t a t i o n  

g u i d e l i n e s  f r o m  t h e  C o m m i t t e e  o n  R e s e a r c h  I n v o l v i n g  

H u m a n  S u b j e c t s  A r n h e m - N i j m e g e n  w e r e  f o l l o w e d  i n  t h e  

c o n d u c t  o f  t h i s  r e s e a r c h .

St at is t ical  An alysis

T o  t e s t  w h e t h e r  I T Z +  i s o l a t e s  h a d  b e e n  p r e s e n t  t h r o u g h o u t  

t h e  o b s e r v a t i o n  p e r i o d  ( 1 9 9 4 - 2 0 0 7 ) ,  w e  c a l c u l a t e d  t h e  

p r o b a b i l i t y  t h a t  t h e  o n s e t  d a t e  o f  f i n d i n g  a n  I T Z +  w a s  a s  

l a t e  a s  w e  f o u n d  i t  t o  b e .  F o r  t h e  p h e n o t y p i c  a n a l y s i s  w e  u s e d  

t - t e s t s  o n  t h e  n a t u r a l  l o g a r i t h m  o f  t h e  M I C ’s a n d  f o r  t h e  

g e n o t y p i c  a n a l y s i s  w e  u s e d  a  C h i 2 t e s t .  F o r  t h e  p a t i e n t  

c h a r a c t e r i s t i c s ,  t h e  e x a c t  C h i 2 t e s t  w a s  u s e d  b e c a u s e  o f  t h e  lo w  

e x p e c t e d  n u m b e r s  i n  c e r t a i n  c e l l s .

Results

Pr eva len ce  o f  ITZ+  A. fum igatus  Iso lat es

T h e  f u n g a l  c u l t u r e  c o l l e c t i o n  i n c l u d e d  1 2 ,6 4 5  i s o l a t e s  t h a t  

h a d  b e e n  c o l l e c t e d  b e t w e e n  1 9 9 4  a n d  2 0 0 7 .  O f  t h e s e ,  2 ,6 8 3  

w e r e  i d e n t i f i e d  a s  A. fumigatus, a n d  1 ,9 1 2  w e r e  c u l t u r e d  f r o m  

p a t i e n t s  a d m i t t e d  t o  o u r  h o s p i t a l  o r  s e e n  a s  o u t p a t i e n t s .  

T h e s e  i s o l a t e s  w e r e  c u l t u r e d  f r o m  1 ,2 1 9  p a t i e n t s ,  w i t h  a  

m e d i a n  n u m b e r  o f  p a t i e n t s  o f  9 2 .5  p e r  y e a r  ( r a n g e  4 8  t o  1 3 8 ) ,  

w h i c h  c o r r e s p o n d e d  w i t h  a  m e d i a n  o f  1 3 0  A. fumigatus i s o l a t e s  

p e r  y e a r  ( r a n g e  7 2  t o  2 1 5 ) .  A l l  i s o l a t e s  w e r e  r e v i v e d  a n d  

s u b c u l t u r e d  o n  S a b o u r a u d  s l a n t s  c o n t a i n i n g  8  m g / l  o f  I T Z  a t  

3 5  ° C  a n d  1 ,8 7 1  i s o l a t e s  f a i l e d  t o  g r o w  u n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s .  

H o w e v e r ,  4 1  i s o l a t e s  f r o m  3 2  p a t i e n t s  w e r e  a b l e  t o  g r o w  o n  

t h e  I T Z - c o n t a i n i n g  a g a r .  A n  I T Z +  A. fumigatus i s o l a t e  w a s  

c u l t u r e d  f o r  t h e  f i r s t  t i m e  o n  J u n e  1 5 , 2 0 0 0 .  A l l  6 7 4  

c o n s e c u t i v e  c l i n i c a l  i s o l a t e s  f r o m  4 6 2  p a t i e n t s  c u l t u r e d  i n  

t h e  6 .5  y  b e f o r e  t h i s  d a t e  d i d  n o t  g r o w  o n  t h e  I T Z - c o n t a i n i n g

S a b o u r a u d  a g a r .  F r o m  2 0 0 0  o n w a r d s ,  p a t i e n t s  w e r e  o b s e r v e d  

e v e r y  y e a r  w i t h  a n  I T Z +  A. fumigatus i s o l a t e ,  w i t h  a  m a x i m u m  

p r e v a l e n c e  o f  6 .0 % .  U n d e r  t h e  a s s u m p t i o n  o f  a  r a n d o m  

d i s t r i b u t i o n  o f  a l l  I T Z +  i s o l a t e s  o v e r  t h e  c o m p l e t e  s e t  o f  n 

o b s e r v a t i o n s ,  t h e  p r o b a b i l i t y  o f  f i n d i n g  t h e  f i r s t  o f  k 

o c c u r r e n c e s  a t  o b s e r v a t i o n  n u m b e r  o o r  l a t e r  is  e q u a l  t o  (n  

— o +  1 ) o v e r  k d i v i d e d  b y  n  o v e r  k . F o r  t h e  o b s e r v a t i o n s  a t  

h a n d  t h i s  p r o b a b i l i t y  is  s o  s m a l l  (p <  0 .0 0 1 ) ,  t h a t  w e  c a n  

c o n c l u d e  t h a t  t h e  I T Z +  i s o l a t e s  a r e  n o t  r a n d o m l y  d i s t r i b u t e d  

o v e r  a l l  o b s e r v a t i o n s :  I T Z +  i s o l a t e s  s t a r t e d  t o  o c c u r  a f t e r  a  

g i v e n  t i m e  p o i n t  n o t a b l y  a f t e r  1 9 9 4 ,  b u t  b e f o r e  o r  e q u a l  t o  

J u n e  1 5 ,  2 0 0 0  ( F i g u r e  1).

Ph e n o t y p i c  A n alysi s

F o r  p h e n o t y p i c  c o m p a r i s o n s ,  t h e  f i r s t  I T Z +  i s o l a t e  o f  e a c h  

o f  t h e  3 2  i d e n t i f i e d  p a t i e n t s ,  w a s  c o m p a r e d  w i t h  t h o s e  o f  t h e  

c o n t r o l  g r o u p .  T h e  c o n t r o l  g r o u p  c o n s i s t e d  o f  1 1 5  p a t i e n t s  

w i t h  o n e  I T Z — A. fumigatus i s o l a t e  p e r  p a t i e n t ,  r e p r e s e n t i n g  a t  

l e a s t  o n e  p a t i e n t  a n d  i s o l a t e  f r o m  e v e r y  c a l e n d a r  m o n t h  

b e t w e e n  J a n u a r y  1 , 2 0 0 0  a n d  D e c e m b e r  3 1 ,  2 0 0 7 .  T h e  

p h e n o t y p e s  o f  t h e  3 2  I T Z +  i s o l a t e s  a n d  t h e  1 1 5  I T Z — c o n t r o l  

i s o l a t e s  f o r  t h e  a z o l e  c o m p o u n d s  a r e  s h o w n  i n  F i g u r e  2 . A l l  

I T Z +  i s o l a t e s  a l s o  s h o w e d  r e d u c e d  s u s c e p t i b i l i t y  t o  v o r i c o n a 

z o l e ,  r a v u c o n a z o l e ,  a n d  p o s a c o n a z o l e  i n  c o m p a r i s o n  w i t h  t h e  

I T Z — c o n t r o l s  ( t - t e s t ,  p <  0 .0 0 0 5 ) .  N o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  

w e r e  o b s e r v e d  f o r  a m p h o t e r i c i n  B  ( t - t e s t ,  p — 0 .8 9 2 ) ,  

t e r b i n a f i n e  ( t - t e s t ,  p — 0 .5 9 1 ) ,  a n d  c a s p o f u n g i n  ( t - t e s t ,  p — 

0 .8 1 6 )  ( u n p u b l i s h e d  d a t a ) .

Gen o t y p i c  A n alysis

F o r  g e n o t y p i c  c o m p a r i s o n s  t h e  f i r s t  I T Z +  A. fumigatus 

i s o l a t e  f r o m  3 2  p a t i e n t s  w a s  c o m p a r e d  w i t h  t h o s e  o f  3 2  

r a n d o m l y  s e l e c t e d  c o n t r o l  p a t i e n t s .  T h e  d o m i n a n t  g e n e t i c  

c h a n g e s  i n  t h e  I T Z +  i s o l a t e s  i n  t h e  cyp51A g e n e  w e r e  a  p o i n t  

m u t a t i o n  a t  t 3 6 4 a ,  l e a d i n g  t o  t h e  s u b s t i t u t i o n  o f  l e u c i n e  9 8  

f o r  h i s t i d i n e ,  t o g e t h e r  w i t h  t h e  p r e s e n c e  o f  t w o  c o p i e s  o f  a  3 4 -  

b a s e  p a i r  s e q u e n c e  i n  t a n d e m  i n  t h e  p r o m o t e r  o f  cyp51A g e n e
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Figure 2. Dist r ibu t ion  o f  Prop or t ion s o f  MICs o f  32 ITZ+  A. fumigatus Isolates (Blue Bars) and  115 ITZ— Cont ro ls (Red Bars) o f  ITZ (lef t  u p per  panel ), 

Vor iconazo le (r igh t  u p p er  panel ), Ravu co nazo le (lef t  lo wer  panel ), and  Po saconazo le (r igh t  low er panel )

Lef t  x- axis rep resents t h e p rop or t ion  o f  iso lates and  o n t h e r igh t  x- axis t h e MIC d ist r ibu t ion  is shown . 

doi:10.1371/ journal.pm ed.0050219.g002

( T R /L 9 8 H ) ,  a s  p r e v i o u s l y  f o u n d  [5 ]. T h e s e  c h a n g e s  w e r e  

p r e s e n t  i n  3 0  o f  3 2  ( 9 4 % )  I T Z +  i s o l a t e s  a n d  t h e s e  i s o l a t e s  

e x h i b i t e d  t h e  p r e v i o u s l y  r e p o r t e d  M T R  p h e n o t y p e .  I n  o n e  

I T Z +  i s o l a t e  a n  a 7 2 9 g  c h a n g e  w a s  f o u n d  t o  b e  r e s p o n s i b l e  f o r  

t h e  s u b s t i t u t i o n  a t  c o d o n  2 2 0  o f  m e t h i o n i n e  b y  v a l i n e  

( M 2 2 0 V )  a n d  i n  t h e  o t h e r  n o  m u t a t i o n s  i n  t h e  cyp51A g e n e  

w e r e  f o u n d .  I n  a l l  3 2  A. fumigatus I T Z — c o n t r o l  i s o l a t e s ,  t h e  

T R / L 9 8 H  c h a n g e s  w e r e  n o t  o b s e r v e d .  T o  t e s t  t h e  r e l a t i o n  

b e t w e e n  a n  I T Z  r e s i s t a n t  p h e n o t y p e  a n d  t h e  p r e s e n c e  o f  T R /  

L 9 8 H  a  C h i 2  t e s t  w a s  p e r f o r m e d ,  a n d  t h e r e  w a s  a  s i g n i f i c a n t  

r e l a t i o n  b e t w e e n  t h e  t w o  f a c t o r s  (v,2 — 5 0 .1 4 3 ,  d f  — 1, p <  

0 .0 0 0 1 ) .  N o  c h a n g e s  w e r e  f o u n d  i n  t h e  cyp51A g e n e  o f  c o n t r o l  

i s o l a t e s ,  e x c e p t  f o r  t h r e e  i s o l a t e s ,  w i t h  m u t a t i o n s  t h a t  w e r e  

n o t  a s s o c i a t e d  w i t h  a  r e s i s t a n t  p h e n o t y p e .

T h e  6 4  I T Z +  a n d  I T Z — i s o l a t e s  c o u l d  b e  c l a s s i f i e d  a s  A. 

fumigatus b a s e d  o n  s e q u e n c e  a n a l y s i s  o f  p a r t s  o f  t h e  b - t u b u l i n  

a n d  c a l m o d u l i n  g e n e s .  T h r e e  c l a d e s  w e r e  f o r m e d  b a s e d  o n  

t h e  n e i g h b o u r - j o i n i n g  (N J )  a n a l y s i s  o f  t h e  m i c r o s a t e l l i t e  

t y p i n g ;  t h e  I T Z +  i s o l a t e s  w e r e  g e n e t i c a l l y  d i f f e r e n t  b u t  

c l u s t e r e d  t o g e t h e r  i n  a  s i n g l e  c l a d e  ( F i g u r e  3 ). F o u r  I T Z +  

i s o l a t e s  w e r e  c l u s t e r e d  w i t h i n  t h e  I T Z — c l a d e s ,  t w o  w i t h  t h e  

T R / L 9 8 H  s u b s t i t u t i o n  a n d  t h e  o t h e r s  w i t h  o t h e r  o r  u n k n o w n  

m u t a t i o n s .  T h e  b r a n c h e s  o f  t h e  I T Z +  i s o l a t e s  h a d  s h o r t e r  

g e n e t i c  d i s t a n c e s  t h a n  t h o s e  w i t h i n  t h e  I T Z — i s o l a t e  c l a d e s .

Pa t i en t  Ch ar act er is t i cs

I n  1 7  o f  3 2  p a t i e n t s  ( 5 3 % ) ,  t h e  I T Z +  i s o l a t e  w a s  c u l t u r e d  

f r o m  a  r e s p i r a t o r y  s p e c i m e n  ( t e n  s p u t u m  s p e c i m e n s ,  f o u r  

b r o n c h o a l v e o l a r  l a v a g e  f l u i d s ,  a n d  t h r e e  b r o n c h i a l  s e c r e 

t i o n s ) ,  w h i c h  w a s  n o t  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  t o  7 8  o f  1 1 5  

p a t i e n t s  ( 6 8 % )  w i t h  a n  I T Z — i s o l a t e  ( 4 1  s p u t u m ,  2 2  

b r o n c h o a l v e o l a r  l a v a g e  f l u i d s ,  a n d  1 5  b r o n c h i a l  s e c r e t i o n s ) .  

A  w i d e  v a r i e t y  o f  u n d e r l y i n g  d i s e a s e s  a n d  c o n d i t i o n s  w e r e  

p r e s e n t  ( T a b l e  1 ), m o s t  n o t a b l y  p a t i e n t s  w i t h  c h r o n i c  l u n g  

d i s e a s e s  o r  c a n c e r .  I n v a s i v e  a s p e r g i l l o s i s  w a s  d i a g n o s e d  i n  

n i n e  o f  3 2  p a t i e n t s  ( 2 8 .1 % )  w i t h  a n  I T Z +  i s o l a t e  ( t h r e e  

p r o v e n ,  t h r e e  p r o b a b l e ,  a n d  t h r e e  p o s s i b l e  c a s e s )  c o m p a r e d  

t o  2 5  o f  1 1 5  ( 2 1 .7 % )  i n  t h e  c o n t r o l  g r o u p  ( s e v e n  p r o v e n ,  1 2  

p r o b a b l e ,  a n d  s i x  p o s s i b l e  c a s e s ) ,  w h i c h  w a s  n o t  s i g n i f i c a n t l y  

d i f f e r e n t .  T h e  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h e  n i n e  c a s e s  w i t h  a n  I T Z +  

i s o l a t e  a r e  s h o w n  i n  T a b l e  2 .

Sp r ead  o f  A z o le Res is t an ce

O u r  c u l t u r e  c o l l e c t i o n  c o n t a i n e d  1 4 9  A. fumigatus i s o l a t e s  

f r o m  2 8  o t h e r  h o s p i t a l s  f r o m  2 0  d i f f e r e n t  c i t i e s  i n  T h e  

N e t h e r l a n d s .  T h e s e  i s o l a t e s  h a d  b e e n  c u l t u r e d  f r o m  1 0 1  

p a t i e n t s  w i t h  a s p e r g i l l u s  d i s e a s e  a n d  h a d  b e e n  s e n t  t o  o u r  

l a b o r a t o r y  b e t w e e n  1 9 9 4  a n d  2 0 0 6 .  O f  t h e s e ,  2 2  ( 1 4 .5 % )  

i s o l a t e s  g r e w  o n  t h e  I T Z - c o n t a i n i n g  S a b o u r a u d  s l a n t s .  T h e  

I T Z +  i s o l a t e s  h a d  b e e n  c u l t u r e d  f r o m  1 3  p a t i e n t s  ( 1 2 .8 % )

PLo S M ed icin e | w w w.p losm ed icine.org 1632 No vem b er  2008 | Vo lu m e 5 | Issue 11 | e219

http://www.plosmedicine.org


Azole- Resistant  A. fumigatus

Figure 3. Gen o t yp ic Relat edness o f  32 ITZ+  A. fumigatus Isolates and  32 ITZ— Cont ro ls

The n um b ers are t h e id en t if icat ion  n um b ers o f  th e ind ividual  isolates. The ITZ+  A. fumigatus w it h  t h e L98H subst i tu t ion  an d  a t an d em  rep eat  in the 

p rom ot er  reg ion  o f  t h e cyp51A g en e are un der l ined  and  p r in ted  in red. The ITZ+  iso lates w i t h  o t h er  or u nk no w n resistance m ech an ism s are under l ined  

and  p r in ted  in b lue. The ITZ— isolates are p r in ted  in black. 

doi:10.1371/ journal.pm ed.0050219.g003

f r o m  n i n e  d i f f e r e n t  h o s p i t a l s  f r o m  s e v e n  c i t i e s  i n  T h e  

N e t h e r l a n d s  ( T a b l e  3 ) . T h e  f i r s t  r e s i s t a n t  i s o l a t e  w a s  c u l t u r e d  

i n  1 9 9 8 ,  a n d  a l l  o t h e r s  a f t e r  2 0 0 0 .  T h e  T R / L 9 8 H  c h a n g e s  w e r e  

p r e s e n t  i n  n i n e  o f  1 3  ( 6 9 % )  I T Z +  i s o l a t e s  ( T a b l e  3 ).

O u r  c u l t u r e  c o l l e c t i o n  c o n t a i n e d  3 1 7  A. fumigatus  i s o l a t e s  

f r o m  s i x  E u r o p e a n  c o u n t r i e s :  B e l g i u m ,  F r a n c e ,  U n i t e d  K i n g 

d o m ,  S w e d e n ,  N o r w a y ,  a n d  G r e e c e .  T h e s e  i s o l a t e s  h a d  b e e n  

c u l t u r e d  b e t w e e n  1 9 9 4  a n d  2 0 0 2  a s  p a r t  o f  r e s e a r c h  

c o l l a b o r a t i o n s .  S ix  i s o l a t e s  w e r e  r e s i s t a n t  t o  i t r a c o n a z o l e ,  

o r i g i n a t i n g  f r o m  F r a n c e ,  S w e d e n ,  N o r w a y ,  a n d  t h e  U n i t e d  

K i n g d o m ,  s o m e  o f  w h i c h  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  p r e v i o u s l y  

( T a b l e  3 )  [ 6 ,2 0 - 2 2 ] .  T h e  i s o l a t e  o b t a i n e d  f r o m  t h e  U n i t e d  

K i n g d o m  w a s  o r i g i n a l l y  c u l t u r e d  f r o m  a  p a t i e n t  i n  t h e  U n i t e d

S t a t e s  i n  1 9 8 9  [2 2 ] . A l l  a z o l e - r e s i s t a n t  i s o l a t e s  f r o m  t h i s  g r o u p  

w e r e  c u l t u r e d  b e f o r e  2 0 0 0 ,  e x c e p t  f o r  t h e  i s o l a t e  f r o m  

N o r w a y ,  w h i c h  w a s  t h e  o n l y  i s o l a t e  w i t h  T R / L 9 8 H  ( T a b l e  3 ).

Discussion

E m e r g e n c e  o f  a z o l e  r e s i s t a n c e  w a s  o b s e r v e d  i n  a l l  t h r e e  s e t s  

o f  A. fumigatus i s o l a t e s .  B e s i d e s  o u r  h o s p i t a l ,  a z o l e - r e s i s t a n t  

i s o l a t e s  w e r e  f o u n d  i n  n i n e  o t h e r  h o s p i t a l s  i n  T h e  N e t h e r 

l a n d s ,  a n d  i n  f o u r  o t h e r  c o u n t r i e s .  T h e  p r o s p e c t i v e l y  

c o l l e c t e d  i s o l a t e s  f r o m  o u r  h o s p i t a l  i n d i c a t e d  t h a t  r e s i s t a n c e  

h a d  e m e r g e d  s i n c e  2 0 0 0  w i t h  a  p r e v a l e n c e  b e t w e e n  1 .7 %  a n d  

6 % .  T h e r e f o r e ,  a z o l e  r e s i s t a n c e  i n  A. fum igatus  is  n o t
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Tab le 1. Classif icat ion o f  t he Under lying  Cond it ions in 32 Pat ient s w i t h  an ITZ+  A. fum igatus  Isolate and 115 ITZ— Cont rols

Specialt y Under lying Condit ions Pat ients with  Under lying Condit ions Pat ients wit h

ITZ+  Isolate (%) ITZ— Isolate (%)

H a e m a t o l o g y  M D S,  A M L  (2), A LL,  CM L, M M ,  n o n - H o d g k in  8  (25 ) M D S (7), A M L  (6), A LL,  C M L (2), CLL (3 ), M M  (3), 31 (26 .9)

l y m p h o m a,  CLL H o d g k in  l y m p h o m a,  m yelo f i b r o s i s ,  n o n - H o d g k in

l y m p h o m a  (4), Wa l d e n s t r o m  d i sease,  ap las t i c  an aem ia,  

m an t e l  ce l l  l y m p h o m a

Lu n g  d i seases Cyst i c  f ib ro si s (3 ), C O PD  (2) 5 (15 .6) Cyst i c  f ib ro si s (1 5 ), C O PD  (5), p n e u m o n ia ,  p u lm o n a r y  2 7  (23 .4)

f ib ro si s,  as t h m a (2), b r o n ch ie c t as i s  (3)

O n c o l o g y  Rh ab d o m y o s a r c o m a ,  p r o s t a t e  can cer ,  5 (15 .6) M e l an o m a ,  b l ad d e r  can cer ,  b r eas t  c a n c e r  (3 ), l u n g  1 1  (9 .5)

t h y r o id  can cer ,  o r o p h ar y n x  can cer ,  c an c e r  (3 ), Bo w e n  d i sease,  o r o p h ar y n x  can cer ,  sk in  can cer

g er m in o m a

C a r d i o l o g y  A u m au r o s is  f u g ax , at h er o sc ler o s i s ,  an g in a  4  (12 .5) C o r o n ar y  a r t e r y  b y p ass  (4 ), an eu r ysm a,  a t h er o sc le r o s i s  (2) 7 (6 .0)

p ect o r is ,  co r o n a r y  a r t e r y  b yp ass

Su r g e r y  Pan cr ea t i t i s  1 (3 .1) T r au m a (2), b l ad d e r  su r g ery ,  p an c r eat i t i s ,  f r ac t u r e  (2 ), 9  (7 .8)

H er n i a  c i ca t r ic ia l i s,  vascu lar ,  a b d o m i n a l

O t h e r  Pso r i as is, d r u g  ab u se ,  n o n e  3 (9 .4) Un k n o w n  (7), o t i t is  ex t e r n a (2 ), sin u si t i s,  g a l ac t o saem i a ,  17  (14 .8)

ex cem a, W e g e n e r  d i sease,  D o w n  sy n d r o m e ,  CD G 

sy n d r o m e ,  sy s t em ic  l u p u s e r y t h em at o su s ,  k e rat i t i s

Th e n u m b er  o f  p at ien t s is g iven  in p aren t h eses in ‘ ‘Un d er lyin g  Co n d i t io n s”  co lu m n s i f  > 1 .

Ab b rev iat io n s: ALL, acu t e lym p h o b last ic leu k aem ia; AM L, acu t e m yelo id  leuk aem ia; CLL, ch ro n ic lym p h o b last ic  leuk aem ia; CM L, ch ro n ic m yelo id  leuk aem ia; COPD, ch ro n ic o b st ru ct ive

p u lm o n ary d isease; M DS, m yelo d ysp last ic syn d ro m e; M M , m u l t i p le m yelo m a.

do i :10 .1371 / journal.pm ed .0050219.t001

Tab le 2. Clin ical Character ist ics o f  Nine Pat ient s w i t h  Invasive Asperg il losis and  an Azole- Resistant  A. fum igatus  Isolate

Classif icat ion9 Under lying Disease Date of  

Isolat ion

Treatment Outcome at  

Day 90

Comments

Pr o v en Ch r o n i c  g r an u l o m a t o u s  d i sease N o v e m b e r  1, 2 00 5 C asp o f u n g in ,

p o saco n az o le

Su r v i v ed Iso lat e  w as  cu l t u r ed  a t  d iag n o s is .  T h e  p a t i e n t  w as 

o n  i t r aco n az o le  p r o p h y lax i s  f o r  o v e r  10  y  [5].

Pr o v en O r o p h ar y n x  ca r c in o m a A u g u s t  18, 2 0 06 V o r i c o n az o l e D ied T h e  p a t i e n t  h ad  b e e n  i n f ec t ed  w i t h  an  az o le 

su sc ep t i b l e  an d  M T R i so la t e. T h e  M T R i so la t e  w as  

f i r st  cu l t u r ed  a t  a u t o p s y  [7].

Pr o v en D ru g  ab u se Ju l y  17, 2 0 0 7 C asp o f u n g i n  an d  

l o b ec t o m y

Su r v i v ed T h e  p a t i e n t  w as  p r e v i o u s l y  t r ea t ed  w i t h  v o r ic o n az o le .

Pr o b ab le K i d n e y  t r an sp l an t a t i o n A u g u s t  22 , 2 0 00 A m p h o t e r i c i n  B,  

i t r aco n az o le

Su r v i v ed T h e  su sc ep t i b i l i t y  o f  t h e  cu l t u r e  w as  n o t  k n o w n  

a t  t h e  t i m e  t h e  in f ec t i o n  w as  t r ea t ed .

Pr o b ab le Ch r o n i c  g r an u l o m a t o u s  d i sease A p r i l  4 , 2 00 2 V o r i c o n az o l e Su r v i v ed T h e  in f ec t i o n  d e v e l o p e d  w h i l e  o n  i t r aco n az o le  

p r o p h y lax i s  an d  t h e  p a t i en t  w as  t r ea t ed  w i t h  h ig h  

d o ses o f  v o r i c o n az o l e  [35 ].

Pr o b ab le N o n - H o d g k in  l y m p h o m a,  a l l o H SC T  (VUD ) M a y  19, 2 00 7 V o r i c o n az o l e Su r v i v ed T h e  i so la t e  w as  cu l t u r ed  f r o m  a sp u t u m  sam p l e  

o b t a in ed  d u r in g  v o r i c o n a z o l e  t h e r ap y .

Po ss ib le Rh ab d o m y o sa r c o m a M a y  12, 2 00 4 V o r i c o n az o l e Su r v i v ed T h e  su sc ep t i b i l i t y  o f  t h e  cu l t u r e  w as  n o t  k n o w n  

a t  t h e  t i m e  t h e  in f ec t i o n  w as  t r ea t ed .

Po ss ib le A c u t e  m y e l o i d  l eu k aem ia,  a l lo H SCT A u g u s t  9, 2 0 0 6 C asp o f u n g in ,  

a m p h o t e r i c i n  B

D ied T h e  i so la t e  w as  cu l t u r ed  d u r in g  t r e a t m e n t  o f  

i n vas i ve  asp er g i l lo si s.  T h e  p a t i e n t  a l so  d e v e l o p e d  

in vas i ve  sced o sp o r io s i s  an d  z y g o m y co s i s ,  p r o v en  at  

au t o p sy .

Po ss ib le M u l t i p l e  m ye l o m a,  au t o H SC T Ja n u a r y  8, 2 0 0 7 It r aco n az o l e Su r v i v ed T h e  r es i s t an t  i so la t e  w as  cu l t u r ed  f r o m  a m o u t h  

w ash  sam p le .  PET- CT scan  s h o w e d  p u lm o n a r y  

les io n s  co n s i s t en t  w i t h  i n v as i v e  asp er g i l lo si s.

aAcco rd in g  t o  t h e Eu ro p ean  Org an iz at io n  f o r  Research  an d  T reat m en t  o f  Can cer / M yco ses St u d y  Gr o u p  co n sen su s d ef in i t io n s [19].

Ab b rev iat io n s: A l lo HSCT, al lo g en eic h em at o p o iet i c st em  cel l t r an sp lan t at io n ; au t o HSCT, au t o lo g o u s h em at o p o iet i c st em  cel l t r an sp lan t at io n ; VUD , vo lu n t a ry  u n relat ed  d o n o r . 

do i :10 .1371 / jou rnal .pm ed .0050219 .t002
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Tab le 3 . Character ist ics o f  Clin ical A. fum igatus  Isolates Presen t  in t he Fungus Cult ure Collect ion  Cu lt ured  f rom  Other  Hosp itals in The 

Nether lands and f rom  Other  Count r ies

Isolate Ident if icat ion Count ry Cit y or Year  o f  MIC Cyp51A Subst i tut ions15

Number Region“ Isolat ion |TZ v c z  pCZ AMT TER CAS TR Codon 98 Other

V1 2 - 4 7 US Cal i f o r n ia [22 ] 1 989 > 1 6 1 0.5 2 0 .125 0 .25 — — —

3 0 3 8 Fr a n c e Par is 1995 > 1 6 2 2 1 0 .125 0.5 — — M 2 2 0 R

7 720 Sw e d e n St o c k h o l m  [20 ] 1 997 16 1 0.5 0.5 0 .125 0 .125 — — —

7722 Sw e d e n St o c k h o l m  [20 ] 1 997 > 1 6 0 .25 0.5 0.5 0.031 0 .25 — — —

8 3 2 7 Sw e d e n St o c k h o l m  [20 ] 1 998 > 1 6 1 0.5 0.5 0.5 0 .25 — — M 2 2 0 I

V0 1 - 7 0 N o r w a y O s lo  [21 ] 2001 > 1 6 8 0.5 0.5 0 .125 0 .125 + L9 8 H —

V0 9 - 1 8 T h e  N e t h e r lan d s Gr o n i n g en 1 998 > 1 6 1 0.5 0.5 0 .063 0.25 + L9 8 H S2 9 7 T, F4 95 I

V0 6 - 3 1 T h e  N e t h e r l an d s N i j m eg en 2001 > 1 6 2 0.5 0.5 0 .063 0.25 + L9 8 H —

V2 1 - 3 T h e  N e t h e r lan d s Gr o n i n g en 2 003 > 1 6 2 0.5 0.5 0 .125 0.25 + L9 8 H S2 9 7 T

V2 8 - 7 7 T h e  N e t h e r lan d s Leeu w ar d e n 2 0 0 4 > 1 6 0.5 0.5 1 0 .063 1 — — M 2 2 0 I

V3 4 - 7 5 T h e  N e t h e r lan d s U t r e ch t 2 0 0 4 > 1 6 4 0 .25 0.5 0 .125 0 .1 25 + L9 8 H —

V3 5 - 7 5 T h e  N e t h e r lan d s N i j m eg en 2 0 0 4 > 1 6 2 0.5 0.5 0 .063 0.25 — — —

V3 7 - 0 7 T h e  N e t h e r lan d s U t r e ch t 2 005 > 1 6 2 0.5 0.5 0.031 0 .125 + L9 8 H —

V4 1 - 2 6 T h e  N e t h e r lan d s Z w o l l e 2 005 > 1 6 16 1 2 0.5 0 .125 + L9 8 H —

V4 1 - 2 7 T h e  N e t h e r lan d s Z w o l l e 2 005 8 0.5 0 .125 2 0.25 0 .1 25 — — —

V4 8 - 2 7 T h e  N e t h e r lan d s Ro t t e r d am 2 0 0 6 > 1 6 8 0.5 0.5 0.031 0 .125 + L9 8 H —

V4 9 - 0 9 T h e  N e t h e r lan d s Z w o l l e 2 0 0 6 > 1 6 8 0.5 0.5 0.031 0.25 + L9 8 H —

V4 9 - 2 9 T h e  N e t h e r lan d s A m s t e r d am  [36 ] 2 0 0 6 > 1 6 16 0 .25 1 0 .125 0.5 + + — —

V4 9 - 7 7 T h e  N e t h e r lan d s Leeu w ar d e n 2 0 0 6 > 1 6 8 0.5 1 0 .125 1 + L9 8 H —

aNi jm eg en  ref ers t o  h o sp i t als o t h er  t h an  t h e  Rad b o u d  Un iver si t y  N i jm eg en  M ed ical  Cen t re. 

bTR, t an d em  rep eat ; TR+ , 34- bp t an d em  rep eat ; TR+ + , 53- bp t an d em  rep eat .

Ab b rev iat io n s: AM T, am p h o t er ici n  B; CAS, casp o f u n g in ; PCZ, p o saco n az o le; TER, t erb in af in e; VCZ, vo r ico n az o le. 

do i :10 .1371 / jou rnal .pm ed .0050219 .t003

u n c o m m o n  a n d  p r o b a b l y  m o r e  w i d e s p r e a d  t h a n  c u r r e n t l y  

a c k n o w l e d g e d .

R e c e n t l y ,  t a x o n o m i c  c h a n g e s  h a v e  b e e n  p r o p o s e d  f o r  

Aspergillus s e c t i o n  Fumigati, w i t h  t h e  d e s c r i p t i o n  o f  s e v e r a l  

n e w  s p e c i e s  t h a t  a r e  c l o s e l y  r e l a t e d  t o  A. fumigatus  [1 2 ] . S i n c e  

s o m e  o f  t h e s e  n e w  s p e c i e s  a p p e a r  t o  b e  m o r e  r e s i s t a n t  t o  

a n t i f u n g a l  c o m p o u n d s  t h a n  A. fumigatus [2 3 ] ,  a n d  s p e c i e s  

d e m a r c a t i o n  b y  m o r p h o l o g i c  f e a t u r e s  a l o n e  is  n o t  r e l i a b l y  

p o s s i b l e  [2 4 ] , w e  t o o k  g r e a t  c a r e  t o  c o r r e c t l y  i d e n t i f y  t h e  

s p e c i e s .  O n  t h e  b a s i s  o f  s e q u e n c e - b a s e d  a n a l y s i s ,  w e  c a n  b e  

c o n f i d e n t  t h a t  t h e  o b s e r v e d  a z o l e  r e s i s t a n c e  h a s  e m e r g e d  i n  A. 

fumigatus .

A c q u i r e d  r e s i s t a n c e  a g a i n s t  a z o l e s  d e v e l o p s  i n  r e s p o n s e  t o  

e x p o s u r e  o f  f u n g i  t o  a z o l e  c o m p o u n d s .  A z o l e  r e s i s t a n c e  h a s  

b e e n  s h o w n  t o  d e v e l o p  f o l l o w i n g  e x p o s u r e  i n  t h e  p a t i e n t  a n d  

i n  a g r i c u l t u r a l  s e t t i n g s  [ 2 5 - 2 8 ] .  F a v o u r a b l e  c o n d i t i o n s  f o r  t h e  

d e v e l o p m e n t  o f  a z o l e  r e s i s t a n c e  i n c l u d e  l o n g  d u r a t i o n  o f  

d r u g  e x p o s u r e  a n d  h i g h  n u m b e r s  o f  r e p r o d u c i n g  m i c r o 

o r g a n i s m s  [2 9 ] .  I n  p a t i e n t s  w i t h  a s p e r g i l l u s  d i s e a s e ,  t h e s e  

c o n d i t i o n s  a r e  p r e s e n t  p r i m a r i l y  i n  t h o s e  w i t h  c a v i t i e s ,  s u c h  

a s  a s p e r g i l l o m a ,  a n d  i n d e e d  n u m e r o u s  r e s i s t a n c e  m e c h a n i s m s  

h a v e  b e e n  d e s c r i b e d  i n  i s o l a t e s  o b t a i n e d  f r o m  t h i s  p a t i e n t  

g r o u p  [ 2 5 - 2 7 ] .  A m o n g  t h o s e ,  c h a n g e s  a t  c o d o n  2 2 0  h a v e  b e e n  

i d e n t i f i e d ,  w h i c h  w e r e  a l s o  f o u n d  i n  i s o l a t e s  i n  o u r  s t u d y .  

H o w e v e r ,  i s o l a t e s  t h a t  d e v e l o p  a z o l e  r e s i s t a n c e  d u r i n g  p a t i e n t  

t h e r a p y  a r e  u n l i k e l y  t o  c a u s e  f u r t h e r  t r a n s m i s s i o n .

P e r s o n - t o - p e r s o n  t r a n s m i s s i o n  i n  a s p e r g i l l u s  d i s e a s e  is  v e r y  

u n c o m m o n ,  r e p o r t e d  o n l y  t h r o u g h  d i r e c t  d o n o r - t o - r e c i p i e n t  

c o n t a c t  [3 0 ]  a n d  t h r o u g h  i n f e c t e d  w o u n d s  [3 1 ] . G e n e r a l l y ,  a  

p a t i e n t  w h o  r e s p o n d s  t o  t h e r a p y  o v e r c o m e s  t h e  i n f e c t i o n  a n d  

t r a n s m i s s i o n  o f  t h e  i n f e c t i n g  i s o l a t e  is  p r e v e n t e d .  T h e  

a l t e r n a t i v e  o u t c o m e  is  t h a t  a  p a t i e n t  f a i l s  t o  r e s p o n d  t o  

t h e r a p y ,  w h i c h  c o m m o n l y  r e s u l t s  i n  d e a t h .  T r a n s m i s s i o n  o f

a n y  i s o l a t e  a f t e r  d e a t h  a p p e a r s  t o  b e  u n l i k e l y .  A c q u i s i t i o n  o f  

a z o l e  r e s i s t a n c e  i n  p a t i e n t s ,  t h e r e f o r e ,  is  c h a r a c t e r i z e d  b y  a  

h i g h  v a r i e t y  o f  r e s i s t a n c e  m e c h a n i s m s  a n d  l a c k  o f  s p r e a d .

H o w e v e r ,  t h e  p a t t e r n  t h a t  w e  o b s e r v e d  i n  t h e  c o l l e c t i o n  o f  

i s o l a t e s  f r o m  o u r  h o s p i t a l  w a s  q u i t e  d i f f e r e n t ,  w i t h  t h e  

d o m i n a n c e  o f  t h e  T R / L 9 8 H  r e s i s t a n c e  m e c h a n i s m  i n  c l i n i c a l  

i s o l a t e s  f r o m  e p i d e m i o l o g i c a l l y  u n r e l a t e d  p a t i e n t s .  F u r t h e r 

m o r e ,  m i c r o s a t e l l i t e  t y p i n g  s h o w e d  t h a t  t h e  g e n e t i c  d i s t a n c e s  

b e t w e e n  t h e  T R / L 9 8 H  i s o l a t e s  w a s  s h o r t e r  t h a n  f o r  o t h e r  

a z o l e - s u s c e p t i b l e  a n d  a z o l e - r e s i s t a n t  i s o l a t e s .  T h e s e  o b s e r v a 

t i o n s  s u g g e s t  t h a t  t h e  T R / L 9 8 H  i s o l a t e  is  n o t  t r a n s m i t t e d  f r o m  

p e r s o n  t o  p e r s o n ,  b u t  m i g h t  b e  p r e s e n t  i n  o u r  e n v i r o n m e n t .  

T h e  p r e s e n c e  o f  Aspergillus s p e c i e s  i n  t h e  e n v i r o n m e n t  is  

c o n s i d e r e d  t h e  m o s t  i m p o r t a n t  r i s k  f a c t o r  f o r  i n v a s i v e  

a s p e r g i l l o s i s ,  a n d  i f  T R / L 9 8 H  is  p r e s e n t  i n  o u r  e n v i r o n m e n t  

r e s i s t a n t  c o n i d i a  w i l l  b e  d i s p e r s e d  i n t o  t h e  a m b i e n t  a i r  a n d  

m a y  c a u s e  i n f e c t i o n  t h r o u g h  i n h a l a t i o n .  A. fumigatus  r e s i s t a n t  

t o  m e d i c a l  a z o l e s  h a s  b e e n  r e c o v e r e d  f r o m  t h e  e n v i r o n m e n t ,  

i n d i c a t i n g  t h a t  t h i s  m o d e  o f  t r a n s m i s s i o n  is  f e a s i b l e  [3 2 ] . 

F u r t h e r m o r e ,  a z o l e - r e s i s t a n t  a s p e r g i l l o s i s  d u e  t o  T R / L 9 8 H  

w a s  o b s e r v e d  i n  a z o l e - n a ' i v e  p a t i e n t s ,  w h i c h  s u p p o r t s  a n  

e n v i r o n m e n t a l  o r i g i n  [5].

I t  r e m a i n s  u n c l e a r  h o w  a z o l e  r e s i s t a n c e  d e v e l o p s  i n  A. 

fumigatus i n  t h e  e n v i r o n m e n t .  W e  h y p o t h e s i z e  t h a t  r e s i s t a n c e  

i n  A. fumigatus c o u l d  b e  c a u s e d  b y  t h e  u s e  o f  a z o l e  f u n g i c i d e s .  

F u n g i c i d e s ,  i n c l u d i n g  t r i a z o l e s ,  a r e  w i d e l y  u s e d  f o r  b o t h  p l a n t  

p r o t e c t i o n  a n d  m a t e r i a l  p r o t e c t i o n  [3 3 ] . A s  A. fumigatus is  a  

s a p r o p h y t i c  m o u l d ,  e n v i r o n m e n t a l  a z o l e  e x p o s u r e  c o u l d  l e a d  

t o  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  m u l t i p l e  r e s i s t a n t  m u t a n t s .  T h e  

d o m i n a n c e  o f  t h e  T R / L 9 8 H  s u b s t i t u t i o n  is  d i f f i c u l t  t o  e x p l a i n ,  

b u t  c o u l d  b e  d u e  t o  t h e  p r o c e d u r e  w e  u s e d  t o  s e l e c t  a z o l e -  

r e s i s t a n t  i s o l a t e s ,  t o  s e l e c t i v e  p r e s s u r e s  i n  t h e  e n v i r o n m e n t ,  o r
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t o  p r o p e r t i e s  o f  t h e s e  i s o l a t e s  t h a t  a l l o w  b e t t e r  s u r v i v a l  a n d  

s p r e a d  i n  t h e  e n v i r o n m e n t  t h a n  i s o l a t e s  w i t h  o t h e r  m u t a t i o n s .

W e  b e l i e v e  t h a t  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  r e s i s t a n c e  m e c h a n i s m s  

w i t h i n  t h e  s e t s  o f  i s o l a t e s  t h a t  w e  i n v e s t i g a t e d ,  r e f l e c t s  t h e s e  

tw o  m o d e s  o f  r e s i s t a n c e  d e v e l o p m e n t  ( p a t i e n t  v e r s u s  e n v i r o n 

m e n t ) .  V a r i a b l e  r e s i s t a n c e  m e c h a n i s m s  w e r e  d o m i n a n t  i n  t h e  

r e s i s t a n t  i s o l a t e s  f r o m  o t h e r  c o u n t r i e s ,  c o n s i s t e n t  w i t h  

d e v e l o p m e n t  o f  r e s i s t a n c e  i n  i n d i v i d u a l  a z o l e - t r e a t e d  p a 

t i e n t s .  T h e  T R / L 9 8 H  s u b s t i t u t i o n  w a s  t h e  d o m i n a n t  c h a n g e  i n  

t h e  i s o l a t e s  c u l t u r e d  f r o m  o u r  h o s p i t a l ,  w h i c h  i n c l u d e d  a l l  A. 

fumigatus i s o l a t e s  r e c o v e r e d  f r o m  c l i n i c a l  s p e c i m e n s  i r r e s p e c 

t i v e  o f  c l i n i c a l  s i g n i f i c a n c e ,  r e f l e c t i n g  a c q u i s i t i o n  f r o m  t h e  

e n v i r o n m e n t .  T h e  i s o l a t e s  s e n t  t o  u s  f r o m  o t h e r  D u t c h  

h o s p i t a l  w e r e  e x c l u s i v e l y  f r o m  p a t i e n t s  w i t h  a s p e r g i l l u s  

d i s e a s e s  a n d  t h e r e f o r e  r e f l e c t  a  m i x t u r e  o f  t h e  t w o  m o d e s  

o f  r e s i s t a n c e  d e v e l o p m e n t .

O u r  s t u d y  w a s  l i m i t e d  b y  t h e  f a c t  t h a t  t h e  i s o l a t e s  f r o m  

o t h e r  c o u n t r i e s  w e r e  n o t  c o l l e c t e d  w i t h  t h e  i n t e n t i o n  t o  s t u d y  

t h e  e p i d e m i o l o g y  o f  r e s i s t a n c e .  A n  a c c u r a t e  e s t i m a t e  o f  t h e  

s p r e a d  o f  r e s i s t a n c e  t h e r e f o r e  c o u l d  n o t  b e  o b t a i n e d ,  w h i c h  

w o u l d  r e q u i r e  p r o s p e c t i v e  s u r v e i l l a n c e  s t u d i e s .  A n o t h e r  

l i m i t i n g  f a c t o r  w a s  t h a t  w e  w e r e  u n a b l e  t o  r e l i a b l y  d e t e r m i n e  

c l i n i c a l  f a c t o r s  t h a t  m i g h t  p r e d i s p o s e  f o r  a z o l e  r e s i s t a n t  

a s p e r g i l l o s i s .  T h i s  w a s  b e y o n d  t h e  p r i m a r y  f o c u s  o f  o u r  s t u d y  

a n d  w o u l d  r e q u i r e  a  p r o s p e c t i v e ,  m u l t i - c e n t r e  s t u d y .

G i v e n  t h e  r e c e n t  a n d  r a p i d  e m e r g e n c e  o f  t h e  T R / L 9 8 H  

r e s i s t a n c e  m e c h a n i s m  i n  A. fumigatus , w e  b e l i e v e  t h a t  f u r t h e r  

s t u d i e s  a r e  u r g e n t l y  w a r r a n t e d .  T h e  r e a s o n s  f o r  d e v e l o p m e n t  

o f  r e s i s t a n c e  a n d  t h e i r  t r a n s m i s s i o n  s h o u l d  b e  i n v e s t i g a t e d  b y  

s a m p l i n g  o f  t h e  e n v i r o n m e n t  a n d ,  i f  r e s i s t a n c e  is  f o u n d ,  

e s t a b l i s h i n g  a  l i n k  w i t h  a z o l e  e x p o s u r e .  I n  a d d i t i o n ,  i n t e r n a 

t i o n a l  s u r v e i l l a n c e  s t u d i e s  a r e  r e q u i r e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  

p r e v a l e n c e  a n d  s p r e a d  o f  T R / L 9 8 H  i n  o t h e r  c o u n t r i e s .  O u r  

s t u d y  d o e s  i n d i c a t e  t h a t  t h e  T R / L 9 8 H  s u b s t i t u t i o n  h a s  s p r e a d  

t o  o t h e r  c o u n t r i e s  a s  o n e  i s o l a t e  f r o m  N o r w a y  p o s s e s s e d  t h e  

T R / L 9 8 H  s u b s t i t u t i o n .  I n  a d d i t i o n ,  T R / L 9 8 H  i s o l a t e s  h a v e  

b e e n  r e p o r t e d  f r o m  S p a i n  [6 ] , B e l g i u m  [3 4 ] , F r a n c e ,  a n d  t h e  

U n i t e d  K i n g d o m .  O n e  p o s s i b l e  s c e n a r i o  m i g h t  b e  t h a t  T R /  

L 9 8 H  i s o l a t e s  h a v e  a r i s e n  f r o m  a  s i n g l e  s o u r c e  a n d  a r e  

s u b s e q u e n t l y  s p r e a d i n g  i n  t h e  e n v i r o n m e n t  a c r o s s  c o u n t r i e s ,  

w h i c h  m i g h t  b e  t h e  b e g i n n i n g  o f  t h e  g l o b a l  s p r e a d  i n  o u r  

e n v i r o n m e n t  o f  a z o l e  r e s i s t a n c e  i n  A. fumigatus .

I t  is  i m p o r t a n t  t o  e x p l o r e  t h e  c l i n i c a l  f a c t o r s  t h a t  m i g h t  b e  

a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  a c q u i s i t i o n  o f  T R / L 9 8 H  i s o l a t e s  a n d  

a s s o c i a t e d  d i s e a s e ,  a n d  t o  d e t e r m i n e  t h e  d r u g  o f  c h o i c e  f o r  

t r e a t m e n t  o f  p a t i e n t s  w i t h  a z o l e - r e s i s t a n t  a s p e r g i l l o s i s .  O u r  

d a t a  i n d i c a t e  t h a t  t h e  a c t i v i t y  o f  v o r i c o n a z o l e  a n d  p o s a c o n a -  

z o l e  is  r e d u c e d  a g a i n s t  t h e  I T Z - r e s i s t a n t  i s o l a t e s  c o m p a r e d  

w i t h  t h e  c o n t r o l  i s o l a t e s .  W h i l e  a w a i t i n g  t h e  r e s u l t s  o f  

c o n f i r m a t i v e  i n t e r n a t i o n a l  s u r v e i l l a n c e  s t u d i e s ,  w e  b e l i e v e  

t h a t  c l i n i c a l  m i c r o b i o l o g y  l a b o r a t o r i e s  s h o u l d  d e t e r m i n e  t h e  

a c t i v i t y  o f  a z o l e s  a t  l e a s t  i n  t h o s e  i s o l a t e s  t h a t  a r e  c u l t u r e d  

f r o m  p a t i e n t s  t h a t  f a i l  t o  r e s p o n d  t o  a z o l e  t h e r a p y .
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a g a i n s t  c l i n i c a l  Aspergillus fumigatus i s o l a t e s  c u l t u r e d  b e t w e e n  1 9 4 5  a n d  

1 9 9 8 .  J  C l i n  M i c r o b i o l  4 0 : 2 6 4 8 - 2 6 5 0 .

9 . N a t i o n a l  C o m m i t t e e  f o r  C l i n i c a l  L a b o r a t o r y  S t a n d a r d s  (2 0 0 2 )  R e f e r e n c e  

m e t h o d  f o r  b r o t h  d i l u t i o n  a n t i f u n g a l  s u s c e p t i b i l i t y  t e s t i n g  o f  f i l a m e n t o u s  

f u n g i .  A p p r o v e d  s t a n d a r d  M 3 8 - A .  W a y n e  ( P e n n s y l v a n i a ) :  N a t i o n a l  C o m 

m i t t e e  f o r  C l i n i c a l  L a b o r a t o r y  S t a n d a r d s ,  .

1 0 . M e l l a d o  D i a z - G u e r r a  T ,  C u e n c a - E s t r e l l a  M , R o d r i g u e z - T u d e l a  J L  (2 0 0 1 )  

I d e n t i f i c a t i o n  o f  t w o  d i f f e r e n t  1 4 - a l p h a  s t e r o l  d e m e t h y l a s e - r e l a t e d  g e n e s  

( c y p 5 1 A  a n d  c y p 5 1 B )  i n  Aspergillus fumigatus a n d  o t h e r  Aspergillus s p e c i e s .  J  

C l i n  M i c r o b i o l  3 9 : 2 4 3 1 - 2 4 3 8 .

1 1 . G la s s  N L ,  D o n a l d s o n  G C  ( 1 9 9 5 )  D e v e l o p m e n t  o f  p r i m e r  s e t s  d e s i g n e d  f o r  

u s e  w i t h  t h e  P C R  t o  a m p l i f y  c o n s e r v e d  g e n e s  f r o m  f i l a m e n t o u s  a s c o m y -  

c e t e s .  A p p l  E n v i r o n  M i c r o b i o l  6 1 : 1 3 2 3 - 1 3 3 0 .

1 2 . H o n g  S B , S h i n  H D ,  H o n g  J ,  F r i s v a d  J C ,  N i e l s e n  P V ,  e t  a l . ( 2 0 0 8 )  N e w  t a x a  o f  

Neosartorya a n d  Aspergillus i n  Aspergillus s e c t i o n  Fumigati. A n t o n i e  V a n  

L e e u w e n h o e k  9 3 : 8 7 - 9 8 .

1 3 . S a m s o n  R A , H o n g  S B , P e t e r s o n  S W , F r i s v a d  J C ,  V a r g a  J  (2 0 0 7 )  P o l y p h a s i c  

t a x o n o m y  o f  Aspergillus s e c t i o n  Fumigati a n d  i t s  t e l e o m o r p h ,  Neosartorya. 

S t u d  M y c o l  5 9 : 1 4 7 - 2 0 3 .

1 4 . K u m a r  S , T a m u r a  K , N e i  M  (2 0 0 4 )  M E G A 3 : I n t e g r a t e d  s o f t w a r e  f o r  

M o l e c u l a r  E v o l u t i o n a r y  G e n e t i c s  A n a l y s i s  a n d  s e q u e n c e  a l i g n m e n t .  B r i e f  

B i o i n f o r m  5: 1 5 0 - 1 6 3 .

1 5 . d e  V a l k  H A ,  M e is  J F ,  C u r f s  IM , M u e h l e t h a l e r  K , M o u t o n  J W , e t  a l .  (2 0 0 5 )  

U s e  o f  a  n o v e l  p a n e l  o f  n i n e  s h o r t  t a n d e m  r e p e a t s  f o r  e x a c t  a n d  h i g h 

r e s o l u t i o n  f i n g e r p r i n t i n g  o f  Aspergillus fumigatus i s o l a t e s .  J  C l i n  M i c r o b i o l  

4 3 : 4 1 1 2 - 4 1 2 0 .

1 6 . P a r k  S D E .  (2 0 0 7 )  T r y p a n o t o l e r a n c e  i n  W e s t  A f r i c a n  c a t t l e  a n d  t h e  

p o p u l a t i o n  g e n e t i c  e f f e c t s  o f  s e l e c t i o n  [ P h D  d i s s e r t a t i o n ] .  D u b l i n :  

U n i v e r s i t y  o f  D u b l i n .

1 7 . B o w c o c k  A M , R u i z - L i n a r e s  A , T o m f o h r d e  J ,  M i n c h  E , K i d d  J R ,  e t  a l . (1 9 9 4 )  

H i g h  r e s o l u t i o n  o f  h u m a n  e v o l u t i o n a r y  t r e e s  w i t h  p o l y m o r p h i c  m i c r o 

s a t e l l i t e s .  N a t u r e  3 6 8 : 4 5 5 - 4 5 7 .

1 8 . F e l s e n s t e i n  J  (2 0 0 5 )  P H Y L I P  ( P h y l o g e n y  I n f e r e n c e  P a c k a g e )  v e r s i o n  3 .6 . 

S e a t t l e :  D e p a r t m e n t  o f  G e n o m e  S c i e n c e s ,  U n i v e r s i t y  o f  W a s h i n g t o n .

1 9 . A s c i o g l u  S , R e x  J H ,  d e  P a u w  B , B e n n e t t  J E ,  B i l l e  J ,  e t  a l . (2 0 0 2 )  D e f i n i n g  

o p p o r t u n i s t i c  i n v a s i v e  f u n g a l  i n f e c t i o n s  i n  i m m u n o c o m p r o m i s e d  p a t i e n t s  

w i t h  c a n c e r  a n d  h e m a t o p o i e t i c  s t e m  c e l l  t r a n s p l a n t s :  a n  i n t e r n a t i o n a l  

c o n s e n s u s .  C l i n  I n f e c t  D is  3 4 : 7 - 1 4 .

2 0 . C h r y s s a n t h o u  E  ( 1 9 9 7 )  I n  v i t r o  s u s c e p t i b i l i t y  o f  r e s p i r a t o r y  i s o l a t e s  o f  

Aspergillus s p e c i e s  t o  i t r a c o n a z o l e  a n d  a m p h o t e r i c i n  B  a c q u i r e d  r e s i s t a n c e  

t o  i t r a c o n a z o l e .  S c a n d  J  I n f e c t  D is  2 9 : 5 0 9 - 5 1 2 .

2 1 . W a r r i s  A ,  K l a a s s e n  C H ,  M e is  J F ,  D e  R u i t e r  M T ,  d e  V a l k  H A ,  e t  a l . (2 0 0 3 )  

M o l e c u l a r  e p i d e m i o l o g y  o f  Aspergillus fumigatus i s o l a t e s  r e c o v e r e d  f r o m  

w a t e r ,  a i r ,  a n d  p a t i e n t s  s h o w s  t w o  c l u s t e r s  o f  g e n e t i c a l l y  d i s t i n c t  s t r a i n s .  J  

C l i n  M i c r o b i o l  4 1 : 4 1 0 1 - 4 1 0 6 .

2 2 . D e n n i n g  D W , V e n k a t e s w a r l u  K , O a k l e y  K L , A n d e r s o n  M J, M a n n i n g  N J , e t  

a l . (1 9 9 7 )  I t r a c o n a z o l e  r e s i s t a n c e  i n  Aspergillus fumigatus. A n t i m i c r o b  A g e n t s  

C h e m o t h e r  4 1 : 1 3 6 4 - 1 3 6 8 .
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Azole- Resistant  A. fumigatus

2 3 . B a l a j e e  S A , G r i b s k o v  J L ,  H a n l e y  E , N i c k l e  D , M a r r  K A  (2 0 0 5 )  Aspergillus 

lentulus s p .  n o v . ,  a  n e w  s i b l i n g  s p e c i e s  o f  A. fumigatus. E u k a r y o t  C e l l  4 : 6 2 5 

6 3 2 .

2 4 . B a l a j e e  S A , N i c k l e  D , V a r g a  J ,  M a r r  K A  (2 0 0 6 )  M o l e c u l a r  s t u d i e s  r e v e a l  

f r e q u e n t  m i s i d e n t i f i c a t i o n  o f  Aspergillus f u m i g a t u s  b y  m o r p h o t y p i n g .  

E u k a r y o t  C e l l  5: 1 7 0 5 - 1 7 1 2 .

2 5 . C h e n  J ,  L i  H ,  L i  R , B u  D , W a n  Z  ( 2 0 0 5 )  M u t a t i o n s  i n  t h e  c y p 5 1 A  g e n e  a n d  

s u s c e p t i b i l i t y  t o  i t r a c o n a z o l e  i n  Aspergillus fumigatus s e r i a l l y  i s o l a t e d  f r o m  a  

p a t i e n t  w i t h  l u n g  a s p e r g i l l o m a .  J  A n t i m i c r o b  C h e m o t h e r  5 5 : 3 1 - 3 7 .

2 6 . D a n n a o u i  E , B o r e l  E ,  M o n i e r  M F ,  P i e n s  M A , P i c o t  S , e t  a l . (2 0 0 1 )  A c q u i r e d  

i t r a c o n a z o l e  r e s i s t a n c e  i n  Aspergillus fumigatus. J  A n t i m i c r o b  C h e m o t h e r  4 7 : 

3 3 3 - 3 4 0 .

2 7 . H o w a r d  S J , W e b s t e r  I, M o o r e  C B , G a r d i n e r  R E , P a r k  S , e t  a l . (2 0 0 6 )  M u l t i -  

a z o l e  r e s i s t a n c e  i n  Aspergillus fumigatus. I n t  J  A n t i m i c r o b  A g e n t s  2 8 : 4 5 0 

4 5 3 .

2 8 . L e r o u x  P , F r i t z  R , D e b i e u  D ,  A l b e r t i n i  C , L a n e n  C , e t  a l . (2 0 0 2 )  M e c h a n i s m s  

o f  r e s i s t a n c e  t o  f u n g i c i d e s  i n  f i e l d  s t r a i n s  o f  Botrytis cinerea. P e s t  M a n a g  S c i 

5 8 : 8 7 6 - 8 8 8 .

2 9 . A n d e r s o n  J B  (2 0 0 5 )  E v o l u t i o n  o f  a n t i f u n g a l - d r u g  r e s i s t a n c e :  m e c h a n i s m s  

a n d  p a t h o g e n  f i t n e s s .  N a t  R e v  M i c r o b i o l  3: 5 4 7 - 5 5 6 .

3 0 . K e a t i n g  M R ,  G u e r r e r o  M A , D a ly  R C ,  W a l k e r  R C ,  D a v i e s  S F  (1 9 9 6 )

T r a n s m i s s i o n  o f  i n v a s i v e  a s p e r g i l l o s i s  f r o m  a  s u b c l i n i c a l l y  i n f e c t e d  d o n o r  

t o  t h r e e  d i f f e r e n t  o r g a n  t r a n s p l a n t  r e c i p i e n t s .  C h e s t  1 0 9 : 1 1 1 9 - 1 1 2 4 .

3 1 . P e g u e s  D A , L a s k e r  B A , M c N e i l  M M , H a m m  P M , L u n d a l  J L ,  e t  a l . (2 0 0 2 )  

C l u s t e r  o f  c a s e s  o f  i n v a s i v e  a s p e r g i l l o s i s  i n  a  t r a n s p l a n t  i n t e n s i v e  c a r e  u n i t :  

e v i d e n c e  o f  p e r s o n - t o - p e r s o n  a i r b o r n e  t r a n s m i s s i o n .  C l i n  I n f e c t  D is  3 4 : 

4 1 2 - 4 1 6 .

3 2 . M e n e a u  I, S a n g l a r d  D  (2 0 0 5 )  A z o le  a n d  f u n g i c i d e  r e s i s t a n c e  i n  c l i n i c a l  a n d  

e n v i r o n m e n t a l  Aspergillus fumigatus i s o l a t e s .  M e d  M y c o l  4 3  S u p p l  1: S 3 0 7 -  

S 3 1 1 .

3 3 . H o f  H  (2 0 0 1 )  C r i t i c a l  a n n o t a t i o n s  t o  t h e  u s e  o f  a z o l e  a n t i f u n g a l s  f o r  p l a n t  

p r o t e c t i o n .  A n t i m i c r o b  A g e n t s  C h e m o t h e r  4 5 : 2 9 8 7 - 2 9 9 0 .

3 4 . L a g r o u  K , D e  V l e e s c h o u w e r  J ,  M e e r s e m a n  W , D u p o n t  L , V e r l e d e n  G , e t  a l.

( 2 0 0 8 )  T r i a z o l e  r e s i s t a n c e  a m o n g  c l i n i c a l  Aspergillus fumigatus i s o l a t e s  

[ A b s t r a c t  3 3 ] .  I n :  1 3 t h  A d v a n c e s  A g a i n s t  A s p e r g i l l o s i s ; 1 6 - 1 9  J a n u a r y  

2 0 0 8 ; M i a m i ,  F l o r i d a ,  U n i t e d  S t a t e s .  A v a i l a b l e :  h t t p : / / w w w . 

a d v a n c e s a g a i n s t a s p e r g i l l o s i s . o r g / 2 0 0 8 / i n d e x . p h p .  A c c e s s e d  2 0 0 8 .

3 5 . W a r r i s  A ,  W e e m a e s  C M , V e r w e i j  P E  ( 2 0 0 2 )  M u l t i d r u g  r e s i s t a n c e  i n  

Aspergillus fumigatus. N  E n g l  J  M e d  3 4 7 : 2 1 7 3 - 2 1 7 4 .

3 6 . H o d i a m o n t  C J, D o l m a n  K M , t e n  B e r g e  R JM , M e l c h e r s  W JG , V e r w e i j  P E , e t  

a l . (2 0 0 9 )  M u l t i p l e - a z o l e - r e s i s t a n t  Aspergillus fumigatus o s t e o m y e l i t i s  i n  a  

p a t i e n t  w i t h  c h r o n i c  g r a n u l o m a t o u s  d i s e a s e  s u c c e s s f u l l y  t r e a t e d  w i t h  l o n g 

t e r m  o r a l  p o s a c o n a z o l e  a n d  s u r g e r y .  M e d  M y c o l.  I n  p r e s s .

Ed i t o r s ' Sum m ar y

Background. Asperg i l losis is a g ro up  o f  lung d iseases caused  by 

in f ect ion  w it h  Aspergillus, a m old  (fungus) t h at  g rows on d ecayin g  p lan t  

m at t er . Because Aspergillus is w id esp read  in t h e en vi ron m en t , p eo p le 

o f t en  b reath e in its spores. For m ost  peop le, t h is is no t  a p ro b lem — their  

im m u ne system  rap id ly kills t h e f ungal  spores. Ho wever , p eo p le w i th  

asthm a or cyst ic f ib rosis som et im es d evelo p  al lerg ic b ro n ch op u lm o nary 

aspergi l losis, a con d it ion  in w h ich  t he spores t r igger  an al lerg ic react ion  

in th e lungs t h at  causes cou gh in g , w heez ing . an d  b reath lessness. Other  

p eo p le can d evelo p  an asp erg i l lom a— a f un gus ball t hat  g rows in 

cavi t ies in t h e lung caused  b y o t h er  i l lnesses such as tubercu losis. 

How ever , t h e m ost  ser ious form  o f  asperg i llosis is invasive asperg i llosis. 

This pneum onia- l ike in f ect ion , w h ich  is fatal i f  lef t  un t reat ed , af fects 

p eo p le w h o  h ave a w eak en ed  im m un e system  (for ex am p le, p eo p le w i th  

leukem ia) and  can spread f rom  th e lungs in t o th e heart , brain , an d  o t her 

par ts o f  t h e b od y. Asperg il losis is usual ly t r eat ed  w it h  t r iazole drugs, 

w h ich  inh ib it  an enzym e t h at  th e f un gus n eeds t o  m ake its cell 

m em b ran es; t h is en z ym e is en co d ed  b y a g en e called  cyp51A. 
Vor iconazo le is t h e f irst - line t h erapy fo r  asperg i llosis b u t  i t raconazole 

and  posaconazo le are also so m et im es used and  ravuconazo le is in 

clin ical d evelo pm en t .

Why Was This Study Done? Ab o u t  hal f  o f  pat ien t s w it h  invasive 

asperg i llosis recover  i f  t h ey  are g iven  t r iazoles. Wo r ryin g ly, h ow ever , 

st rains o f  Aspergillus fumigatus (the t yp e o f  Aspergillus usual ly invo lved  in 

invasive asperg il losis) w it h  resistance t o  several t r iazoles h ave recen t ly 

been  isolated  f r om  som e pat ien ts in The Net her lands. If  mult i- azole 

resistant  st rains o f  A. fumigatus b ecom e com m o n , t h ey  cou ld  h ave a 

ser ious im p act  o n t he m an ag em en t  o f  in vasive asperg i llosis. Ho wever , 

n oo n e k n ows w h at  p rop or t ion  o f  A. fumigatus st rains iso lated  f rom  

pat ien t s w i t h  asperg i llosis are resistant  t o  several azole d rugs. That  is, 

n oo n e k n ows th e ‘ ‘ p revalen ce’’ o f  mult i- azole resistance. In th is study, 

th e researchers invest igate th e p revalence and  d evelo p m en t  o f  azole 

resistance in A. fumigatus.

What  Did the Researchers Do and Find? Since 1994, all fun gal  isolates 

f rom  pat ien t s at  t h e Rad b o ud  Un iversi t y Ni jm egen Med ical  Cen ter  in th e 

Net her lands h ave b een  st ored . The researchers' search o f  t h is co l lect ion  

yielded  1,908 A. fumigatus iso lates t hat  had been  co llected  f rom  1,219 

pat ien t s o ver  a 14- year per iod . Of  these, t h e isolates f r om  32 pat ien t s 

g r ew  in th e p resence o f  i t raconazole. All t h e i t raconazole- resistant

isolates (wh ich  also had increased  resistance to  vor iconazo le, ravucona-  

zole, and  p osaconazo le) w ere co l lected  af ter  1999; th e annual p revalen ce 

o f  i t racon az o le- resist an t  iso lates ran g ed  f rom  1 .7 % t o  6 %. The 

researchers t hen sequ enced  th e cyp51A g en e in each  resistant  isolate. 

Th i r t y had a g enet ic al terat ion  rep resen ted  as TR/ L98H. This ‘ ‘d o m in an t  

resistance m echan ism ’’ consisted  o f  a sing le am ino  acid  ch an ge in the 

cyp51A g en e and  an al terat ion  in th e gen e's p rom o ter  reg ion  (the reg ion 

t hat  con t ro ls h o w  m uch  p ro t ein  is m ad e f rom  a gen e). The researchers 

also analyzed  A. fumigatus iso lates f r om  pat ien ts ad m it ted  to  28 o t her  

hosp i tals in t h e Net her lands. It raconazole resistance w as p resen t  in 

iso lates f r om  13 pat ien ts (ou t  o f  101 pat ien t s) f r om  n ine hospitals; t he 

TR/ L98H g en et ic al terat ion  w as p resen t  in 6 9 % o f  th e it raconazole-  

resistant  isolates. Finally, it raconazo le resistance w as p resen t  in six 

iso lates f r om  fo ur  o th er  coun t r ies (ou t  o f  317 isolates f r om  six  count r ies); 

o n ly on e Norw eg ian  isolate had th e TR/ L98H g en et ic al terat ion.

What  Do These Findings Mean? These f ind ings ind icate t h at  azole 

resistance is em erg ing  in A. fumigatus and  m ay al read y be m ore 

p revalen t  t han  g eneral ly t h ou gh t . Given  t he d o m in an ce o f  th e TR/ L98H 

g en et ic al terat ion  in th e azole- resistant  clin ical isolates, t h e researchers 

sug gest  t h at  A. fumigatus iso lates harb or ing  th is al terat ion  m igh t  be 

p resen t  and  spread ing  in t h e en vi ro n m en t  rather  than  being  selected  for  

d u r ing  azole t r eatm en t  o f  pat ien t s. Wh y  azole resistance shou ld  d evelo p  

in A. fumigatus in t he en vi ro n m en t  is un clear  bu t  m igh t  be caused  b y the 

use o f  azo le- containing fung icides. Fu rt her  st ud ies are n o w  u rgent ly 

n eed ed  t o  f ind o u t  i f  t h is is t h e case, to  m easure th e in t ernat ional 

p revalence and  sp read  o f  A. fumigatus iso lates harb or ing  th e TR/ L98H 

g en et ic al terat ion , and , m ost  im p or tan t ly, t o  d evelo p  al t ernat ive t r eat 

m ent s f or  pat ien ts w it h  azole- resistant  aspergi l losis.

Addit ional Informat ion. Please access these Web  sites via t h e on line 

version  o f  t h is su m m ary at  h t t p :/ / dx .doi .org / 10 .1371/ journal.pm ed. 

0050219.

•  The M ed lin ePlu s Med ical  Encyclo p ed ia has a p ag e on asperg i llosis (in 

En g l ish  and  Span ish)

•  The UK Nat ional Heal th  Service Direct  h eal th  en cyclo p ed ia has 

d et ai led  in f orm at ion  ab o u t  all aspects o f  asperg i llosis

•  The US Cen ters f o r  Disease Co n t ro l  and  Preven t io n  also  has 

in f orm at ion  ab o u t  aspergi l losis
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