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OZET

Amag: Amfoterisin B (AmB) invazif mantar enfeksiyonlarinin
tedavisinde kullanilan poliyen grubu bir antifungaldir. Klinikte
Candida lusitaniae ile olusan mantar enfeksiyonlarinin AmB teda-
visine yamit vermedigi, in vitro duyarlilik testlerinde kokenlerin
direngli bulundugu bildirilmistir. AmB ile karsilasma sonrasinda
minimum inhibitor konsantrasyon (MIK) degerlerinin yiikseldigi
ile ilgili calismalar bulundugu gibi, tersine kdkenlerin biitiiniiyle
AmB’ye duyarli oldugunu bildiren ¢alismalar da bulunmaktadir.
Bu ¢alismanmin amact, C. lusitaniae kokenlerinin AmB duyarliligi-
min gosterilmesidir.

Gereg ve Yontem: Bu ¢calisma kapsaminda dort ayri merkezden tiir
diizeyinde tammlanmis 60 C. lusitaniae kokeni toplanmistir.
Toplanan kokenlerin tiir diizeyinde tammlanmalart ii¢ merkezde
klasik mikolojik yontemler ile yapilnmugtir. Actbadem Universitesi
Twp Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda tiir tanimi
MALDI-TOF cihazi ile gerceklestirilmistir. Gazi Universitesi Tip
Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda kdokenlere in
vitro duyarlilik testi uygulanmugtir. Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) mikrodiliisyon yontemi ve E-test yonte-
mi ile MIK degerleri elde edilmistir.

Bulgular: Mikrodiliisyon yonteminden elde edilen MIK degerleri-
ne gore MIK araligi 0.125-2 pug/ml, MIK  degeri 0.5 ug/ml, MIK,,
degeri 1 ug/ml olarak hesaplanmustir. E-test sonucunda elde edilen
MIK degerlering gore MIK araligi 0.012-2 ug/ml, Min degeri
025 ug/ml, MIK,, degeri 0.75 ug/ml olarak hesaplannustir.
Mikrodiliisyon yontemi sonuglarina gore 60 kokenden 8 tanesin-
den (%13), E-test sonuglarina gore 6 tanesinden (% 10) = 1 ug/ml
MIK degerleri elde edilmistir. Mikrodiliisyon ile iki, E-test ile bir
koken icin MIK degeri 2 ug/ml olarak bulunmusgtur.

Sonug: Bu in vitro ¢calisma, AmB’ye intrensek diren¢li oldugu ileri
siiriilen C. lusitaniae kokenlerinin in vitro duyarli oldugunu, bu
nedenle C. lusitaniae enfeksiyonlarinda AmB kullanimi secenegi-
nin yeniden gozden gegirilmesi gerektigini ortaya ¢ikarmistir.
Sonuglarimiz in vivo modeller ile desteklendiginde daha kesin
yargilara varilabilecektir.

Anabhtar kelimeler: Amfoterisin B, Candida lusitaniae, duyarlilik

SUMMARY

In Vitro Susceptibility of Clinical Candida lusitaniae Isolates
Against Amphotericin B: A Multicenter Study

Aim: Amphotericin B (AmB) is a wide spectrum antifungal drug
which is used for the treatment of invasive fungal infections.
Among the fungal pathogens, Candida lusitaniae has been reported
to be resistant to AmB in-vitro. Therefore, AmB is not recommended
for the treatment of C. lusitaniae infections. There are conflicting
data on this subject in the literature. Some of the studies showed
that minimal inhibitory concentration (MIC) values increased
following exposure to AmB, while the others indicated that all
C. lusitaniae were fully susceptible to AmB. The aim of the present
study was to evaluate the AmB susceptibility of the C. lusitaniae
strains.

Materials and Methods: The study included 60 C. lusitaniae
strains obtained from four different teaching hospitals in Turkey.
The strains were identified at species level by using conventional
methods in three of the centers and by MALDI-TOF method in one
center. In vitro susceptibility testing was performed by E-test and
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) reference
microdilution method.

Results: AmB MIC range was found as 0.125-2 ug/ml, MIC  value
was 0.5 ug/ml, and MIC,, value was 1 ug/ml by microdilution
method. MIC range, MIC, and MIC,, values were 0.012-2 ug/ml,
0.25 ug/ml, and 0.75 ug/ml by E-test method, respectively. The
number of isolates with MIC =1 ug/ml were 8 (13%), and 6 (10%),
for microdilution and E-test methods, respectively. MIC value was
2 ug/ml for two strains by microdilution method, and one strain by
E-test method.

Conclusion: Our results showed that C. lusitaniae strains which
were considered as intrinsically resistant, were susceptible to
AmB. Although, more definite conclusions achieved by in vivo
studies are required, this study indicated that AmB could be a good
choice for the treatment of infections caused by C. lusitaniae.
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GIRIS

Amfoterisin B (AmB) 1950°1li yillarda Vene-
zuella’nin Orinoco River bolgesinden toplanan
toprak aktinomiceti Streptomyces nodosus’un
bir kokeninden izole edilmis poliyen grubu
dogal bir antibiyotiktir. invazif mantar enfeksi-
yonlarinin tedavisinde 1960°dan beri “altin stan-
dart” olarak kullanilmaktadir. Membrandaki
ergosterole baglanarak por gorevi yapacak oli-
godendogramlarin olugsmasina neden olmakta-
dir. Porlar membran gecirgenligini degistirerek,
hiicre icinden katyonlarin ve niikleoprotein gibi
makromolekiillerin hiicre digma kacisina ve
hiicre 6liimiine neden olmaktadir-?.

Candida lusitaniae 1970 yilinda tanimlanmus,
haploid bir maya mantaridir. Tam bir eseyli
tireme dongiisli bulunmaktadir. Fenotipik “swit-
ching” sonrast 104 hiicreden birinde AmB diren-
ci gelistigi bildirilmistir®. C. lusitaniae igin
AmB direncinin gelismesinde olasi mekanizma
membrandaki ergosterol yapisinin bozulmasi,
alternatif ergosterol yapimi, biyosentezindeki
azalmaya bagh olarak ergosterol miktarinin
azalmasi olabilir. AmB direnci hem intrensek
hem de sekonder olabilir. Direncin gelisimi ile
ilgili bilgimiz azdir. Ergosterol biyosentezinde
gorevli enzimleri kodlayan genler ERG genleri-
dir. Flukonazol direncinin gelismesinde en
onemli mekanizma olarak ERGII/ genindeki
mutasyonlar tanimlanmistir. Benzer sekilde
AmB direnci i¢in de ERG3 ve ERG6 genlerinde-
ki mutasyonlarin AmB direnci ile ilgili oldugu
bildirilmistir®=,

C. lusitaniae enfeksiyonlarinin tedavisinde AmB
kullanilmasinin tedavi basarisizlig1 ile sonuclan-
digin1 bildiren yayinlar bulunmaktadr®”. In
vitro duyarlilik caligmalarinda da AmB 'nin yiik-
sek minimum inhibitér konsantrasyon (MIK)
degerlerinin elde edildigi bildirilmistir®?. Ayrica
AmB ile kargilagtiktan sonra baz1 C. lusitaniae
kokenlerinde MIK degerlerinin &ncekilere gore

yiikseldigini bildiren yayinlar da bulunmakta-
dirt"®. Bu bilgilere dayanarak C. lusitaniae
AmB’ye direncli bir koken olarak listelenmekte-
dir. Ancak, C. krusei ve flukonazol 6rneginde
oldugu gibi in vitro duyarhlik testlerinde kesin
bir diren¢ elde edilmemektedir. Bu durumda
C. lusitaniae enfeksiyonlarinin AmB ile tedavi
edilebilmeleri sorusu net olarak evet veya hayir
diye yanitlandirilmig degildir. Bu nedenle in
vitro duyarlilik caligmalarinin yapilmasina
devam edilmektedir.

Bu calismada, farklt merkezlerden toplanan top-
lam 60 C. lusitaniae kdkeninin referans mikro-
diliisyon yontemi ve E-test yontemi ile AmB’ye
in vitro olarak duyarliliginin aragtirllmas1 amag-
lanmustir.

GEREC ve YONTEM

Mantar kokenleri: Calisma kapsaminda
Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi, Acibadem
Universitesi Tip Fakiiltesi, Istanbul Universitesi
Istanbul Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dallart ile Saglik Bakanligi, Ankara
Egitim Arastirma Hastanesi, Mikrobiyoloji
Klinigi olmak iizere dort ayr1 merkezden toplam
60 C. lusitaniae kokeni toplanmistir. Toplanan
kokenlerin tiir diizeyinde tanimlanmalari ii¢ mer-
kezde klasik mikolojik yontemler ile yapilmustir.
Bunun i¢in germ tiip negatif kokenler misir unu-
tween 80 agarda maya morfolojileri ac¢isindan
incelenmigtir. Sonrasinda karbonhidratlarin asi-
milasyonu temeline dayanan ID32C maya tanim-
lama kiti (bioMérieux) kullanilmistir. Actbadem
Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali’nda kokenlerin tiir tantm1 MALDI-
TOF cihaz ile gergeklestirilmisgtir.

Antifungal duyarhlik testleri: Tiir diizeyinde
tanimlanan kokenler Gazi Universitesi Tip
Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’na
gonderilmistir. Deney giiniine kadar distile su
icinde koloni siispansiyonlart hazirlanan kdkenler
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-80°C’de bekletilmigtir. Duyarlilik testi 6ncesin-
de kokenler iki kez pasajlanmig ve Saboraud
Dekstroz Agar’da (SDA) yapilan 24 saatlik ikin-
ci pasajlar duyarlilik testi icin kullaniimistir.
C. lusitaniae kokenlerinin AmB’ye duyarlilikla-
r1 mikrodilisyon ve E-test yontemleri ile aragti-
rilmigtir. Clinical Laboratory Standarts Institute
(CLSI) onerilerine uygun L-glutaminli RPMI
1640 kullanarak referans mikrodiliisyon yonte-
mi uygulanmigtir. AmB konsantrasyon 0.03-16
ug/ml araliginda belirlenmistir. MIK degerleri
24 saat inkiibasyon sonrasinda degerlendirilmis,
kaydedilmigtir'V. E-test yontemi i¢in %1.5 agar
ve %2 glukoz eklenmis antibiyotik medyum 3
(AM3) kullanilmustir'?. C. lusitaniae Kiiltiiriin-
den 0.5 Mc Farland bulanikliginda siispansiyon-
lar hazirlanmig ve ekiivyon aracilifiyla AM3
besiyerinin yiizeyine esit dagilimli bir sekilde
yayilip AmB E-test geritleri yerlestirilmistir.
Plaklarin 24 saat inkiibasyonundan sonra sonug-
lar degerlendirilmis ve MIK degerleri kaydedil-
migtir. Kalite kontrol kékenleri olarak Candida
albicans ATCC 10231 ve Candida krusei ATCC
6258 kullanilmustir.

BULGULAR
Mikrodiliisyon yonteminden elde edilen MIK

Tablo 1. Mikrodiliisyon ve E-test yontemlerinden 24 saatte elde
edilen MIK arahgi, MIK,, ve MIK, degerleri.

CLSI mikrodiliisyon E-test
MIK aralig1 (pg/ml) 0.125-2 0.012-2
MIK; (ug/ml) 0.5 0.25
MIK, (pg/ml) 1 0.75
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degerlerine gore AmB icin MIK aralig1 0.125-2
png/ml, MIK50 degeri 0.5 pug/ml, MiK90 degeri 1
pg/ml olarak hesaplanmigtir. E-test sonucunda
elde edilen MIK degerlerine gére AmB igin
MIK arahigi 0.012-2 pg/ml, MIK, degeri 0.25
pg/ml, MIK90 degeri 0.75 pg/ml (1 pg/ml) ola-
rak hesaplanmigtir (Tablo 1). AmB’ye in vitro
direncli oldugu bildirilen C. lusitaniae kokenle-
rinin AmB i¢in MIK diizeyleri diisiik bulunmus-
tur. Cok az sayida in vitro direncli koken elde
edilmigtir. Mikrodiliisyon yontemi sonugclarina
gore 60 kokenden 8’inden (%13), E-test sonug-
larina gore 6’sindan (%10) 1 ug/ml ve tizerinde
MIK degerleri elde edilmistir. E-test icin 0.38
png/ml degeri direng sinir1 olarak kabul edilir ise
9 koken (% 15) direncli olarak ayrilmistir. E-test
icin smir degerin 1 pg/ml’den 0.38 pg/ml’ye
indirilmesi durumunda 3 koken daha direncli
gruba eklenmistir. Mikrodiliisyon ile iki koke-
nin, E-test ile bir kokenin MIK degeri 2 pg/ml
olarak bulunmustur.

CLSI yontemi referans alindiginda E-test i¢in;
cok biiyiik hata (direngli kokenin duyarlt bulun-
masi) ve biiylik hata (duyarli kdkenin direncli
bulunmasi) oranlar1 hesaplanmistir!®. Kiiciik
hata (herhangi bir yontemle orta duyarli bulunan
kokenin diger yontemle duyarli veya direncli
bulunmasi) AmB i¢in “orta duyarli olma” tanim-
lamasi bulunmadigi icin hesaplanmamaistir.
Hesaplama mikrodiliisyon i¢in sinir deger 1 ve 2
pg/ml, E-test i¢in 0.38, 1, 2 pg/ml olarak kabul
edildiginde olmak iizere ayr1 ayr1 hesaplanmig
ve tablo haline getirilmistir (Tablo 2). Tablodan

Tablo 2. Mikrodiliisyon ve E-test simir degerlerine gore E-test icin ¢cok biiyiik hata, biiyiik hata oranlari.

E-test
Direncli koken n (%) 9 (%15) 6 (%10) - (%10)
Direng simir degeri 0.38 pg/ml 1 pg/ml 2 pg/ml
Hata tanim png/ml CBH* BH** CBH* BH** CBH* BH**
Mikrodiliisyon direng oranlart ve sinir degerler
8 (% 13) 1 1 (%2) 2 (%3) 7 (%12)
- (% 0) 2 7 (%12) - 4 (%7) 1 (%2)

*: CBH; Cok biiyiik hata, BH; Biiyiik hata.
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da anlasilacag iizere, CLSI mikrodiliisyon yon-
teminde sinir degerin 1 pug/ml alindigr kosulda,
E-test siir degeri 0.38 pug/ml ise en iyi uyumlu-
luk elde edilmigtir. Bu durumda E-test cok
biiyiik hata yapmamigtir. Bir kokende (%?2)
biiytik hata yapmistir. Mikrodiliisyon testinde
siir deger 2 ug/ml olarak kabul edildi ise, E-test
sinir degeri de 2 pug/ml olarak alindiginda iki test
arasinda en iyi uyumluluk elde edilmistir. Bu
kosulda, E-test 1 kdkende (% 2) ¢ok biiyiik hata
yapmistir.

TARTISMA

Kandidemi olgularimin epidemiyolojik analizle-
rinin yapildig1 c¢aligmalara bakildiginda
C. albicans diginda kalan etkenler arasinda,
C. lusitaniae enfeksiyonlarinin C. glabrata,
C. parapsilosis, C. tropicalis ve C. krusei’den
sonra besinci siklikta goriildiigii anlagilmakta-
dir", Caligmalarda degisik oranlar verilmis
ancak siralama genellikle degismemistir. Pedi-
yatrik grupta C. lusitaniae ile olusan kandidemi-
lerde en yiiksek mortalite oran1 bildirilmigtir>'®.
Klinikte C. lusitaniae enfeksiyonlar ile kargila-
silmas1 olasiligi ¢ok da diisiik degildir. Bu
nedenle tedavi seceneklerinin genisletilmesinin
yararlt sonuglart olabilir.

C. lusitaniae’da AmB’ye in vitro direncin sap-
tanmastyla ilgili sorunlar bulunmaktadir. Heniiz
diren¢ smir degerleri saptanmamustir. In vitro
calismalarda dar MIK aralig1 elde edilmekte ve
direncli kokenler ayirt edilememektedir.
Kullanilan besiyerlerine %2 glukoz eklenmesi-
nin direncli kokenlerin ayirimina yardim ettigi'?,
E-test icin AM3 besiyerinin kullanilmasinin
mikrokoloni olusumunu azalttig1 bildirilmistir®.
Calismamizda bu Oneriler dogrultusunda %2
glukoz eklenmis RPMI ve AM3 besiyerleri kul-
lanilmis ve sinir degere gore degismek iizere,
mikrodiliisyon i¢in %13 veya %3, E-test i¢in
%15 veya %10 oraninda direncli koken ayrila-
bilmistir.

Bu giine kadar yapilmig in vitro caligsmalarin
cogunda AmB direnci gosterilememigtir®!2!1719,
Bu calismalarda, kokenlerin tamamindan cok
diisiik MIK degerleri elde edilmis ve kokenler
duyarli bulunmustur. Ornegin 23 kokenin ince-
lendigi bir calismada, mikrodiliisyon, E-test ve
disk difiizyon yontemleri kullanilmig, en diisiik
MIK degerleri E-test ile elde edilmistir. AmB ile
tedavi edilmemis yani AmB ile hi¢ karsilagma-
mig kokenler in vitro olarak duyarli bulunmusg-
tur. Bu nedenle AmB’nin C. lusitaniae enfeksi-
yonlarinin tedavisinde kullanilabilecegi vurgu-
lanmistir®. Aslinda boyle bir sonuca ulagilabil-
mesi icin genigletilmis klinik ¢aligmalardan elde
edilmis ¢ok sayida kokenin test edildigi in vitro
caligmalara gereksinimimiz bulunmaktadir.
Ciinkii tek bagina in vitro sonuglardan yola c¢ika-
rak kesin klinik yargilara varilamaz.

Ulkemizde yapilmis calismalarda da kokenler
duyarli bulunmusgtur’'?. Az sayidaki ¢aligmada
ise birer koken AmB direngli bulunmugtur®°2b,
In vitro caligmalarin biiyiik kismindan elde edi-
len sonuclara gore C. lusitaniae kokenleri AmB’ye
biitiiniiyle duyarlidir. Oyle ise C. lusitaniae
kokenlerinin neden oldugu enfeksiyonlarda
AmB kullanimindan kac¢milmasiin nedeni az
sayidaki klinik yanitsizlik sunumudurt®-229,

AmB direnci ile ilgili olgu sunumlarindan birin-
de direncin kazanilabilecegini diistindiiriir sekil-
de tedavi baglangicinda AmB MIK degeri 0.25
png/ml iken, tedavi sonrasinda bu degerin 1 pg/
ml’ye yiikseldigi belirtilmistir. Bu direng kaza-
nan koken aym zamanda fenotipik olarak da
degismis, baglangicta mavi koloni olustururken,
tedavi sonrast mor koloniye degismistir!®.
Direncin UV ile uyarilabildiginin gdsterilmesi
bu klinik bulguyu desteklemektedir®?.

Son yillarda yapilmig kapsamli bir ¢aligmada, 48
saatte MIK degerlerinin arttig1, 24 saatte test
edilen 71 C. lusitaniae kdkeninden 30’unda 1
pg/ml, 12’sinde 2 pg/ml, geri kalan kokenlerde
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<1 pg/ml MiK degeri elde edildigi bildirilmistir.
Bu calismada, epidemiyolojik “cut off” (ECV)
hesaplanmistir. Bu deger 24 saat icin 2 pug/ml, 48
saat icin 4 ug/ml olarak hesaplanmistir. ECV
degerlerinin mutasyona veya kazanilmis dirence
bagli olarak gelisen “wild type” (WT) olmayan
kokenler ile direng bulunmayan WT kokenleri
ayirmada kullanilabilecegi bildirilmistir. Ancak
bunun icin fazla sayida koken bulunmali ve
MIK ve “minimum fungicidal consantrasyon”
(MFC) degerleri elde edilmis olmalidir. Sinir
deger olarak bildirilen 2 pg/ml’nin WT ve non-
WT kokenleri ayirmada kullanilabilecegi bildi-
rilmigtir. Buna gore MIK degeri 2 pg/ml’den
fazla olan kokenlerin AmB ile tedavi edilmeleri-
nin basarisizlik ile sonuglanabilecegi yorumlan-
migtir®,

Calismamizda, sonuglart diren¢ sinirt 2 pg/ml
olarak kabul edilerek yeniden degerlendirdigi-
mizde, direncli koken bulunmamistir. Direng
smirint 2 pug/ml olarak kullanilmasi gerektigi
bagka calismalarda da Onerilmistir®®. Zaten
Tablo 2’de gosterildigi iizere, E-test ve mikrodi-
liisyon yontemi arasindaki uyum acisindan her
iki test icin de 2 pg/ml sinir degeri kabul edile-
bilir gériinmektedir. Yine ¢alismamiz sonuglari-
na gore, CLSI mikrodiliisyon yonteminde sinir
degerin 1 pg/ml alindig1r kosulda, E-test igin
siir degerin 0.38 pg/ml olarak kabul edilmesi
onerilmistir. Yalnizca E-test uygulayarak sonug
bildiren bir laboratuvarda sinir deger olarak 0.38
png/ml kabul edilir ise, referans yontem ile en
yliksek uyum saglanacak yani en giivenilir
sonuclar verilmis olacaktir. AmB duyarlilik testi
olarak E-test yapilabilecegini bildiren bagka
caligsmalar bulunmaktadir. Bu ¢caligmalarin bazi-
larinda diren¢ smir degeri olarak 0.38 ug/ml
Onerilmigtir®”.

Bu calisma, C. lusitaniae kokenlerinin biiyiik
oranda AmB’ye in vitro duyarlilik gosterdigini,
uygun besiyerleri kullanildiginda direncli koken-
lerin ayrilabildigini gostermis ve bu nedenler ile
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in vitro duyarlilik testlerinde AmB’nin de test
edilmesinin klinik uygulamalar: yonlendirebile-
cegi sonucuna varilmistir.
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