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Araştırma

ÖZET

Amaç: Amfoterisin B (AmB) invazif mantar enfeksiyonlarının 
tedavisinde kullanılan poliyen grubu bir antifungaldir. Klinikte 
Candida lusitaniae ile oluşan mantar enfeksiyonlarının AmB teda-
visine yanıt vermediği, in vitro duyarlılık testlerinde kökenlerin 
dirençli bulunduğu bildirilmiştir. AmB ile karşılaşma sonrasında 
minimum inhibitör konsantrasyon (MİK) değerlerinin yükseldiği 
ile ilgili çalışmalar bulunduğu gibi, tersine kökenlerin bütünüyle 
AmB’ye duyarlı olduğunu bildiren çalışmalar da bulunmaktadır. 
Bu çalışmanın amacı, C. lusitaniae kökenlerinin AmB duyarlılığı-
nın gösterilmesidir.

Gereç ve Yöntem: Bu çalışma kapsamında dört ayrı merkezden tür 
düzeyinde tanımlanmış 60 C. lusitaniae kökeni toplanmıştır. 
Toplanan kökenlerin tür düzeyinde tanımlanmaları üç merkezde 
klasik mikolojik yöntemler ile yapılmıştır. Acıbadem Üniversitesi 
Tıp Fakültesi, Tıbbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı’nda tür tanımı 
MALDI-TOF cihazı ile gerçekleştirilmiştir. Gazi Üniversitesi Tıp 
Fakültesi, Tıbbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı’nda kökenlere in 
vitro duyarlılık testi uygulanmıştır. Clinical and Laboratory 
Standards Institute (CLSI) mikrodilüsyon yöntemi ve E-test yönte-
mi ile MİK değerleri elde edilmiştir. 

Bulgular: Mikrodilüsyon yönteminden elde edilen MİK değerleri-
ne göre MİK aralığı 0.125-2 μg/ml, MİK50 değeri 0.5 μg/ml, MİK90 
değeri 1 μg/ml olarak hesaplanmıştır. E-test sonucunda elde edilen 
MİK değerlerine göre MİK aralığı 0.012-2 μg/ml, MİK50 değeri 
0.25 μg/ml, MİK90 değeri 0.75 μg/ml olarak hesaplanmıştır. 
Mikrodilüsyon yöntemi sonuçlarına göre 60 kökenden 8 tanesin-
den (%13), E-test sonuçlarına göre 6 tanesinden (% 10) ≥ 1 μg/ml 
MİK değerleri elde edilmiştir. Mikrodilüsyon ile iki, E-test ile bir 
köken için MİK değeri 2 μg/ml olarak bulunmuştur. 

Sonuç: Bu in vitro çalışma, AmB’ye intrensek dirençli olduğu ileri 
sürülen C. lusitaniae kökenlerinin in vitro duyarlı olduğunu, bu 
nedenle C. lusitaniae enfeksiyonlarında AmB kullanımı seçeneği-
nin yeniden gözden geçirilmesi gerektiğini ortaya çıkarmıştır. 
Sonuçlarımız in vivo modeller ile desteklendiğinde daha kesin 
yargılara varılabilecektir. 

Anahtar kelimeler: Amfoterisin B, Candida lusitaniae, duyarlılık

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 μg/ml, MIC50 value 
was 0.5 μg/ml, and MIC90 value was 1 μg/ml by microdilution 
method. MIC range, MIC50, and MIC90 values were 0.012-2 μg/ml, 
0.25 μg/ml, and 0.75 μg/ml by E-test method, respectively. The 
number of isolates with MIC ≥1 μg/ml were 8 (13%), and 6 (10%), 
for microdilution and E-test methods, respectively. MIC value was 
2 μg/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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GİRİŞ

Amfoterisin B (AmB) 1950’li yıllarda Vene-
zuella’nın Orinoco River bölgesinden toplanan 
toprak aktinomiçeti Streptomyces nodosus’un 
bir kökeninden izole edilmiş poliyen grubu 
doğal bir antibiyotiktir. İnvazif mantar enfeksi-
yonlarının tedavisinde 1960’dan beri “altın stan-
dart” olarak kullanılmaktadır. Membrandaki 
ergosterole bağlanarak por görevi yapacak oli-
godendogramların oluşmasına neden olmakta-
dır. Porlar membran geçirgenliğini değiştirerek, 
hücre içinden katyonların ve nükleoprotein gibi 
makromoleküllerin hücre dışına kaçışına ve 
hücre ölümüne neden olmaktadır(1,2).

Candida lusitaniae 1970 yılında tanımlanmış, 
haploid bir maya mantarıdır. Tam bir eşeyli 
üreme döngüsü bulunmaktadır. Fenotipik “swit-
ching” sonrası 104 hücreden birinde AmB diren-
ci geliştiği bildirilmiştir(3). C. lusitaniae için 
AmB direncinin gelişmesinde olası mekanizma 
membrandaki ergosterol yapısının bozulması, 
alternatif ergosterol yapımı, biyosentezindeki 
azalmaya bağlı olarak ergosterol miktarının 
azalması olabilir(4). AmB direnci hem intrensek 
hem de sekonder olabilir. Direncin gelişimi ile 
ilgili bilgimiz azdır. Ergosterol biyosentezinde 
görevli enzimleri kodlayan genler ERG genleri-
dir. Flukonazol direncinin gelişmesinde en 
önemli mekanizma olarak ERG11 genindeki 
mutasyonlar tanımlanmıştır. Benzer şekilde 
AmB direnci için de ERG3 ve ERG6 genlerinde-
ki mutasyonların AmB direnci ile ilgili olduğu 
bildirilmiştir(3,5).

C. lusitaniae enfeksiyonlarının tedavisinde AmB 
kullanılmasının tedavi başarısızlığı ile sonuçlan-
dığını bildiren yayınlar bulunmaktadır(6,7). İn 
vitro duyarlılık çalışmalarında da AmB’nin yük-
sek minimum inhibitör konsantrasyon (MİK) 
değerlerinin elde edildiği bildirilmiştir(8,9). Ayrıca 
AmB ile karşılaştıktan sonra bazı C. lusitaniae 
kökenlerinde MİK değerlerinin öncekilere göre 

yükseldiğini bildiren yayınlar da bulunmakta-
dır(10). Bu bilgilere dayanarak C. lusitaniae 
AmB’ye dirençli bir köken olarak listelenmekte-
dir. Ancak, C. krusei ve flukonazol örneğinde 
olduğu gibi in vitro duyarlılık testlerinde kesin 
bir direnç elde edilmemektedir. Bu durumda 
C. lusitaniae enfeksiyonlarının AmB ile tedavi 
edilebilmeleri sorusu net olarak evet veya hayır 
diye yanıtlandırılmış değildir. Bu nedenle in 
vitro duyarlılık çalışmalarının yapılmasına 
devam edilmektedir.

Bu çalışmada, farklı merkezlerden toplanan top-
lam 60 C. lusitaniae kökeninin referans mikro-
dilüsyon yöntemi ve E-test yöntemi ile AmB’ye 
in vitro olarak duyarlılığının araştırılması amaç-
lanmıştır. 

GEREÇ ve YÖNTEM

Mantar kökenleri: Çalışma kapsamında 
Marmara Üniversitesi Tıp Fakültesi, Acıbadem 
Üniversitesi Tıp Fakültesi, İstanbul Üniversitesi 
İstanbul Tıp Fakültesi, Tıbbi Mikrobiyoloji 
Anabilim Dalları ile Sağlık Bakanlığı, Ankara 
Eğitim Araştırma Hastanesi, Mikrobiyoloji 
Kliniği olmak üzere dört ayrı merkezden toplam 
60 C. lusitaniae kökeni toplanmıştır. Toplanan 
kökenlerin tür düzeyinde tanımlanmaları üç mer-
kezde klasik mikolojik yöntemler ile yapılmıştır. 
Bunun için germ tüp negatif kökenler mısır unu-
tween 80 agarda maya morfolojileri açısından 
incelenmiştir. Sonrasında karbonhidratların asi-
milasyonu temeline dayanan ID32C maya tanım-
lama kiti (bioMérieux) kullanılmıştır. Acıbadem 
Üniversitesi Tıp Fakültesi, Tıbbi Mikrobiyoloji 
Anabilim Dalı’nda kökenlerin tür tanımı MALDI-
TOF cihazı ile gerçekleştirilmiştir. 

Antifungal duyarlılık testleri: Tür düzeyinde 
tanımlanan kökenler Gazi Üniversitesi Tıp 
Fakültesi, Tıbbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı’na 
gönderilmiştir. Deney gününe kadar distile su 
içinde koloni süspansiyonları hazırlanan kökenler 
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-80°C’de bekletilmiştir. Duyarlılık testi öncesin-
de kökenler iki kez pasajlanmış ve Saboraud 
Dekstroz Agar’da (SDA) yapılan 24 saatlik ikin-
ci pasajlar duyarlılık testi için kullanılmıştır. 
C. lusitaniae kökenlerinin AmB’ye duyarlılıkla-
rı mikrodilisyon ve E-test yöntemleri ile araştı-
rılmıştır. Clinical Laboratory Standarts Institute 
(CLSI) önerilerine uygun L-glutaminli RPMI 
1640 kullanarak referans mikrodilüsyon yönte-
mi uygulanmıştır. AmB konsantrasyon 0.03-16 
μg/ml aralığında belirlenmiştir. MİK değerleri 
24 saat inkübasyon sonrasında değerlendirilmiş, 
kaydedilmiştir(11). E-test yöntemi için %1.5 agar 
ve %2 glukoz eklenmiş antibiyotik medyum 3 
(AM3) kullanılmıştır(12). C. lusitaniae kültürün-
den 0.5 Mc Farland bulanıklığında süspansiyon-
lar hazırlanmış ve eküvyon aracılığıyla AM3 
besiyerinin yüzeyine eşit dağılımlı bir şekilde 
yayılıp AmB E-test şeritleri yerleştirilmiştir. 
Plakların 24 saat inkübasyonundan sonra sonuç-
lar değerlendirilmiş ve MİK değerleri kaydedil-
miştir. Kalite kontrol kökenleri olarak Candida 
albicans ATCC 10231 ve Candida krusei ATCC 
6258 kullanılmıştır.

BULGULAR 

Mikrodilüsyon yönteminden elde edilen MİK 

Tablo 1. Mikrodilüsyon ve E-test yöntemlerinden 24 saatte elde 
edilen MİK aralığı, MİK50 ve MİK90 değerleri.

MİK aralığı (μg/ml)
MİK50 (μg/ml)
MİK90 (μg/ml)

CLSI mikrodilüsyon

0.125-2
0.5
1

E-test

0.012-2
0.25
0.75

Tablo 2. Mikrodilüsyon ve E-test sınır değerlerine göre E-test için çok büyük hata, büyük hata oranları.

Hata tanımı

Mikrodilüsyon direnç oranları ve sınır değerler 
 8 (% 13)
 - (% 0)

μg/ml

1
2

ÇBH*

-
-

BH**

1 (%2)
7 (%12)

0.38 µg/ml

9 (%15)

Direnç sınır değeri

Dirençli köken n (%)

ÇBH*

2 (%3)
-

BH**

-
4 (%7)

1 µg/ml

6 (%10)

ÇBH*

7 (%12)
1 (%2)

BH**

-
-

2 µg/ml

- (%10)

E-test

*: ÇBH; Çok büyük hata, BH; Büyük hata.

değerlerine göre AmB için MİK aralığı 0.125-2 
μg/ml, MİK50 değeri 0.5 μg/ml, MİK90 değeri 1 
μg/ml olarak hesaplanmıştır. E-test sonucunda 
elde edilen MİK değerlerine göre AmB için 
MİK aralığı 0.012-2 μg/ml, MİK50 değeri 0.25 
μg/ml, MİK90 değeri 0.75 μg/ml (1 μg/ml) ola-
rak hesaplanmıştır (Tablo 1). AmB’ye in vitro 
dirençli olduğu bildirilen C. lusitaniae kökenle-
rinin AmB için MİK düzeyleri düşük bulunmuş-
tur. Çok az sayıda in vitro dirençli köken elde 
edilmiştir. Mikrodilüsyon yöntemi sonuçlarına 
göre 60 kökenden 8’inden (%13), E-test sonuç-
larına göre 6’sından (%10) 1 μg/ml ve üzerinde 
MİK değerleri elde edilmiştir. E-test için 0.38 
μg/ml değeri direnç sınırı olarak kabul edilir ise 
9 köken (% 15) dirençli olarak ayrılmıştır. E-test 
için sınır değerin 1 μg/ml’den 0.38 μg/ml’ye 
indirilmesi durumunda 3 köken daha dirençli 
gruba eklenmiştir. Mikrodilüsyon ile iki köke-
nin, E-test ile bir kökenin MİK değeri 2 μg/ml 
olarak bulunmuştur. 

CLSI yöntemi referans alındığında E-test için; 
çok büyük hata (dirençli kökenin duyarlı bulun-
ması) ve büyük hata (duyarlı kökenin dirençli 
bulunması) oranları hesaplanmıştır(13). Küçük 
hata (herhangi bir yöntemle orta duyarlı bulunan 
kökenin diğer yöntemle duyarlı veya dirençli 
bulunması) AmB için “orta duyarlı olma” tanım-
laması bulunmadığı için hesaplanmamıştır. 
Hesaplama mikrodilüsyon için sınır değer 1 ve 2 
μg/ml, E-test için 0.38, 1, 2 μg/ml olarak kabul 
edildiğinde olmak üzere ayrı ayrı hesaplanmış 
ve tablo hâline getirilmiştir (Tablo 2). Tablodan 
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da anlaşılacağı üzere, CLSI mikrodilüsyon yön-
teminde sınır değerin 1 μg/ml alındığı koşulda, 
E-test sınır değeri 0.38 μg/ml ise en iyi uyumlu-
luk elde edilmiştir. Bu durumda E-test çok 
büyük hata yapmamıştır. Bir kökende (%2) 
büyük hata yapmıştır. Mikrodilüsyon testinde 
sınır değer 2 μg/ml olarak kabul edildi ise, E-test 
sınır değeri de 2 μg/ml olarak alındığında iki test 
arasında en iyi uyumluluk elde edilmiştir. Bu 
koşulda, E-test 1 kökende (% 2) çok büyük hata 
yapmıştır. 

TARTIŞMA

Kandidemi olgularının epidemiyolojik analizle-
rinin yapıldığı çalışmalara bakıldığında 
C. albicans dışında kalan etkenler arasında, 
C. lusitaniae enfeksiyonlarının C. glabrata, 
C. parapsilosis, C. tropicalis ve C. krusei’den 
sonra beşinci sıklıkta görüldüğü anlaşılmakta-
dır(14). Çalışmalarda değişik oranlar verilmiş 
ancak sıralama genellikle değişmemiştir. Pedi-
yatrik grupta C. lusitaniae ile oluşan kandidemi-
lerde en yüksek mortalite oranı bildirilmiştir(15,16). 
Klinikte C. lusitaniae enfeksiyonları ile karşıla-
şılması olasılığı çok da düşük değildir. Bu 
nedenle tedavi seçeneklerinin genişletilmesinin 
yararlı sonuçları olabilir. 

C. lusitaniae’da AmB’ye in vitro direncin sap-
tanmasıyla ilgili sorunlar bulunmaktadır. Henüz 
direnç sınır değerleri saptanmamıştır. İn vitro 
çalışmalarda dar MİK aralığı elde edilmekte ve 
dirençli kökenler ayırt edilememektedir. 
Kullanılan besiyerlerine %2 glukoz eklenmesi-
nin dirençli kökenlerin ayırımına yardım ettiği(12), 
E-test için AM3 besiyerinin kullanılmasının 
mikrokoloni oluşumunu azalttığı bildirilmiştir(9). 
Çalışmamızda bu öneriler doğrultusunda %2 
glukoz eklenmiş RPMI ve AM3 besiyerleri kul-
lanılmış ve sınır değere göre değişmek üzere, 
mikrodilüsyon için %13 veya %3, E-test için 
%15 veya %10 oranında dirençli köken ayrıla-
bilmiştir. 

Bu güne kadar yapılmış in vitro çalışmaların 
çoğunda AmB direnci gösterilememiştir(4,12,17-19). 
Bu çalışmalarda, kökenlerin tamamından çok 
düşük MİK değerleri elde edilmiş ve kökenler 
duyarlı bulunmuştur. Örneğin 23 kökenin ince-
lendiği bir çalışmada, mikrodilüsyon, E-test ve 
disk difüzyon yöntemleri kullanılmış, en düşük 
MİK değerleri E-test ile elde edilmiştir. AmB ile 
tedavi edilmemiş yani AmB ile hiç karşılaşma-
mış kökenler in vitro olarak duyarlı bulunmuş-
tur. Bu nedenle AmB’nin C. lusitaniae enfeksi-
yonlarının tedavisinde kullanılabileceği vurgu-
lanmıştır(4). Aslında böyle bir sonuca ulaşılabil-
mesi için genişletilmiş klinik çalışmalardan elde 
edilmiş çok sayıda kökenin test edildiği in vitro 
çalışmalara gereksinimimiz bulunmaktadır. 
Çünkü tek başına in vitro sonuçlardan yola çıka-
rak kesin klinik yargılara varılamaz.

Ülkemizde yapılmış çalışmalarda da kökenler 
duyarlı bulunmuştur(17-19). Az sayıdaki çalışmada 
ise birer köken AmB dirençli bulunmuştur(20,21). 
In vitro çalışmaların büyük kısmından elde edi-
len sonuçlara göre C. lusitaniae kökenleri AmB’ye 
bütünüyle duyarlıdır. Öyle ise C. lusitaniae 
kökenlerinin neden olduğu enfeksiyonlarda 
AmB kullanımından kaçınılmasının nedeni az 
sayıdaki klinik yanıtsızlık sunumudur(10,22, 23). 

AmB direnci ile ilgili olgu sunumlarından birin-
de direncin kazanılabileceğini düşündürür şekil-
de tedavi başlangıcında AmB MİK değeri 0.25 
μg/ml iken, tedavi sonrasında bu değerin 1 μg/
ml’ye yükseldiği belirtilmiştir. Bu direnç kaza-
nan köken aynı zamanda fenotipik olarak da 
değişmiş, başlangıçta mavi koloni oluştururken, 
tedavi sonrası mor koloniye değişmiştir(10). 
Direncin UV ile uyarılabildiğinin gösterilmesi 
bu klinik bulguyu desteklemektedir(24). 

Son yıllarda yapılmış kapsamlı bir çalışmada, 48 
saatte MİK değerlerinin arttığı, 24 saatte test 
edilen 71 C. lusitaniae kökeninden 30’unda 1 
μg/ml, 12’sinde 2 μg/ml, geri kalan kökenlerde 
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<1 μg/ml MİK değeri elde edildiği bildirilmiştir. 
Bu çalışmada, epidemiyolojik “cut off” (ECV) 
hesaplanmıştır. Bu değer 24 saat için 2 μg/ml, 48 
saat için 4 μg/ml olarak hesaplanmıştır. ECV 
değerlerinin mutasyona veya kazanılmış dirence 
bağlı olarak gelişen “wild type” (WT) olmayan 
kökenler ile direnç bulunmayan WT kökenleri 
ayırmada kullanılabileceği bildirilmiştir. Ancak 
bunun için fazla sayıda köken bulunmalı ve 
MİK ve “minimum fungicidal consantrasyon” 
(MFC) değerleri elde edilmiş olmalıdır. Sınır 
değer olarak bildirilen 2 μg/ml’nin WT ve non-
WT kökenleri ayırmada kullanılabileceği bildi-
rilmiştir. Buna göre MİK değeri 2 μg/ml’den 
fazla olan kökenlerin AmB ile tedavi edilmeleri-
nin başarısızlık ile sonuçlanabileceği yorumlan-
mıştır(25). 

Çalışmamızda, sonuçları direnç sınırı 2 μg/ml 
olarak kabul edilerek yeniden değerlendirdiği-
mizde, dirençli köken bulunmamıştır. Direnç 
sınırını 2 μg/ml olarak kullanılması gerektiği 
başka çalışmalarda da önerilmiştir(26). Zaten 
Tablo 2’de gösterildiği üzere, E-test ve mikrodi-
lüsyon yöntemi arasındaki uyum açısından her 
iki test için de 2 μg/ml sınır değeri kabul edile-
bilir görünmektedir. Yine çalışmamız sonuçları-
na göre, CLSI mikrodilüsyon yönteminde sınır 
değerin 1 μg/ml alındığı koşulda, E-test için 
sınır değerin 0.38 μg/ml olarak kabul edilmesi 
önerilmiştir. Yalnızca E-test uygulayarak sonuç 
bildiren bir laboratuvarda sınır değer olarak 0.38 
μg/ml kabul edilir ise, referans yöntem ile en 
yüksek uyum sağlanacak yani en güvenilir 
sonuçlar verilmiş olacaktır. AmB duyarlılık testi 
olarak E-test yapılabileceğini bildiren başka 
çalışmalar bulunmaktadır. Bu çalışmaların bazı-
larında direnç sınır değeri olarak 0.38 μg/ml 
önerilmiştir(27).

Bu çalışma, C. lusitaniae kökenlerinin büyük 
oranda AmB’ye in vitro duyarlılık gösterdiğini, 
uygun besiyerleri kullanıldığında dirençli köken-
lerin ayrılabildiğini göstermiş ve bu nedenler ile 

in vitro duyarlılık testlerinde AmB’nin de test 
edilmesinin klinik uygulamaları yönlendirebile-
ceği sonucuna varılmıştır. 
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