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YENIDOGANLARDAN iZOLE EDILEN MALASSEZIA
SUSLARININ KETOKONAZOL, iTRAKONAZOL VE TERBINAFINE
iN VITRO DUYARLILIGI*

IN VITRO ACTIVITY OF KETOCONAZOLE, ITRACONAZOLE AND TERBINAFINE
AGAINST MALASSEZIA STRAINS ISOLATED FROM NEONATES

Banu SANCAK**, Meltem AYHAN®***
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OZET: Malassezia, normal deri florasinda bulunabilen, gesitli deri hastaliklarina
ve sistemik enfeksiyonlara yol acabilen maya benzeri bir mantardir. Bugun icin
Malassezia tarleri icin uygulanacak in vitro duyarlilik testi yéntemi ve direng sinir
degerleri henliz kesinlik kazanmamistir. Bu galismada, 21 yenidoganin yanak ve/
veya skalp sUrlintl ve/veya sefalik pustul érneklerinden izole edilen 30 Malassezia
izolatinin (22 Malassezia furfur/dermatis, 8 M.japonica) ketokonazol, itrakonazol ve
terbinafine in vitro duyarliigr arastinlmistir. Ttr dizeyinde tanimlama, Sabouraud
dekstroz agarda ureme, Tween asimilasyonu ve katalaz testi sonuclarina goére
yapilmistir. Antifungal ilaglara in vitro duyarliik, modifiye Dixon agar (MDA)
kullanilarak agar dilisyon yontemiyle arastirnimig, plaklar 32°C’de inklbe edilmistir.
Minimum inhibitdr konsantrasyon (MIK, pug/ml) degerleri, yeterli Greme elde edilen
suslarda 48 saat sonunda degerlendirilmis, yeterli Greme elde edilemeyen suslarda
inklibasyon 7 giine kadar uzatimistir. Tim ilaclar icin Uremeyi tam inhibe eden
en diisik konsantrasyon MK degeri olarak belirlenmistir. En iyi in vitro aktivite
gosteren ilacin itrakonazol oldugu, bunu sirasiyla ketokonazol ve terbinafinin
izledigi gortlmastdr. Terbinafinin test edilen Malassezia suslarinin yaklasik yarisina
kars! in vitro aktivitesinin yeterli dizeyde olmadigi saptanmistir. Ketokonazol ve
terbinafinin in vitro aktivitelerinin susa goére degdisebilecedi, itrakonazolin in vitro
aktivitesinin ise tim suslar icin birbirine benzer oldugu gézlenmistir. Bu sonugclarin
klinik dneminin anlasilabilmesi icin ¢cok sayida susun test edildigi ve in vitro ile
in vivo korelasyonu aragtiran galismalara gereksinim vardir.

Anahtar sézclikler: Malassezia tirleri, antifungal duyarllik.

ABSTRACT: Malassezia, a yeast-like fungus found in normal skin flora
is known to be associated with various skin diseases and systemic infections.
There is yet no standardized in vitro susceptibility testing method and minimum
inhibitory concentration (MIC) breakpoints for Malassezia species. In this study, we
investigated the in vitro activity of ketoconazole, itraconazole and terbinafine against
30 Malassezia strains (22 Malassezia furfur/dermatis, 8 M.japonica) isolated from
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cheek and/or scalp swabs and/or cephalic pustules of 21 neonates. The isolates
were identified to species level on the basis of growth on Sabouraud dextrose
agar, assimilation of Tween compounds and catalase reaction. The antifungal
susceptibility tests were performed by agar dilution method using modified Dixon
agar (MDA) and the agar dilution plates were incubated at 32°C. For the isolates
which exhibited sufficient growth, MICs were read at 48 hours, for the remaining
slow-growing isolates, MIC readings were done on 7" day. For all drugs tested,
the lowest concentration that provided complete inhibition of growth visually was
interpreted as the MIC (ug/ml) value. ltraconazole was the most active drug in
vitro against Malassezia species, followed by ketoconazole and terbinafine in rank
order. In vitro activity of terbinafine was poor for half of the Malassezia strains
tested. Variations in activity against individual Malassezia strains were detected
for ketoconazole and terbinafine, while in vitro activity of itraconazole was similar
for all strains tested. In order to validate the clinical significance of these results,
further in vitro and in vivo correlation studies are needed.

Key words: Malassezia species, antifungal susceptibility.
GIiRIS
Malassezia, normal deri florasinda bulunabilmesinin yani sira pitriyazis
versikolor, folikulit, seboreik dermatit gibi dermatozlara ve sistemik enfeksiyonlara

yol acabilen maya benzeri bir mantardir'. Malassezia’nin etken oldugu ddsutndlen
enfeksiyonlardan biri de neonatal sefalik pustulozdur?®,

Malassezia turlerinin saptanmasinda molekuler yontemlerin kullaniimaya
baslanmasiyla, son yillarda M.dermatis, M.japonica ve son olarak da M.yamatoensis
olmak Uzere yeni Malassezia turleri tanimlanmistir. Buguin bu turlerin yani
sira, M.globosa, M.restricta, M.obtusa, M.slooffiae, M.furfur, M.sympodialis ve
M.pachydermatis olmak Uzere toplam 10 Malassezia tirU oldugu bilinmektedir*®,

Malassezia tarlerinin antifungal ilaclara duyarliigini belirlemek amaciyla
kullanilacak in vitro duyarlilik testi yontemi ve direng sinir degerleri hentz kesinlik
kazanmamistir. Buglne kadar yapilan galismalarda Malassezia suslarinin in vitro
duyarlliginin belirlenmesinde mikrodilisyon, agar dilisyon ve E-test gibi farkli
yontemler denenmigtir. Bu ydntemlerde modifiye Dixon agar (MDA), Ureli besiyeri,
Leeming-Notman (LN) besiyeri, Alamar mavili LN besiyeri, yag asitli RPMI 1640
besiyeri olmak Uzere bir ¢ok farkll besiyeri kullanilmigtir'®1s,

Bu g¢alismada, 21 yenidoganin yanak ve/veya skalp surdntisunden ve/veya
sefalik pustul érneklerinden izole edilen 30 Malassezia izolatinin (22 M.furfur/
dermatis, 8 M.japonica) ketokonazol, itrakonazol ve terbinafine in vitro duyarliiginin
arastirimasi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

[zolatlar: Calismaya Ekim 2003-Ocak 2004 tarihleri arasinda Zekai Tahir Burak
Kadin Saghgr ve Egitim Hastanesinde miyadinda dogan ve 24 saatini doldurmus
104 saglikli yenidoganin 21’inden izole edilen toplam 30 Malassezia susu alindl.
Bu bebeklerin 8’inin yanak, 4’Gnun skalp, 3'Undn yanak ve skalp, 4'Unun pustul
ve 2’sinin de pustul ve yanak érneginde Malassezia saptand.
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Molekuler tiplendirme yapilamadigindan, ayni hastanin farkl klinik érneklerinden
izole edilen suslarn farkl genotip olabilecedi dusunulerek izole edilen tim suslar
calismaya dahil edildi.

Tdr Didzeyinde Tanimlama: Suslar, Sabouraud dekstroz agarda (SDA)
dreme, Tween asimilasyonu, katalaz testi ve 40°C’de Ureme sonuclarina gore tar
dizeyinde tanimlandi®8'® (Tablo I). Tween asimilasyon testi icin; otoklavlandiktan
sonra 45°C’e sogutulan 19 cc SDA igine, test edilecek maya sUspansiyonundan
1 ml kanstirlarak, elde edilen karisim petri kutusuna doékuldu. Agar icine 3 mm
capl 4 adet c¢ukur agilarak her bir gukura sirasiyla 5’er ul Tween 20, 40, 60
ve 80 damlatildi. Plaklar 32°C’de 1 hafta inklbe edilerek gunltk olarak gukur
etrafinda Ureme olup olmadigi kaydedildi. Katalaz testi igin ise incelenecek olan
maya kolonisi, bir damla H,O, ile kanistinldi. Gaz kabarcigi gérdimesi durumunda
test pozitif olarak deg@erlendirildi. 40°C’de Uremenin test edilmesi amaciyla da,
Mc Farland 2 bulanikliga ayarlanmis maya suspansiyonundan 10 pl damlatilan
modifiye Dixon agar (MDA) besiyerleri, 40°C’de 48 saat inkUbe edilerek Ureme
olup olmadigi degerlendirildi®®6.

Tablo |: Malassezia Suslarinin Fenotipik Testler
Kullanilarak Tanimlanmasi

Tween Koloni 40°C’'de Katalaz SDA’da
Asimilasyon Reaksiyonu Morfolojisi Ureme Testi Ureme
20 40 60 80
M.furfur/dermatis + 4+ 4+ + S (smooth) + + -
M.japonica - + 4+ - R (rough) - + -

Antifungal Duyarlilik Testleri: Suglarin ketokonazol, itrakonazol ve terbinafine
in vitro duyarliigi, MDA kullanilarak agar dilisyon yontemiyle arastirldi’®. Bu
amagla, her bir ilag igin 16 ile 0.03 ug/ml arasinda degisen seri gGift kat ilag
dilisyonlarini iceren MDA plaklari hazirlandi. Test edilecek inokulimiin yogunlugu
spektrofotometrik olarak 530 nm dalga boyunda %78-80 gecirgenlik olacak sekilde
ayarlandiktan sonra, hazirlanan plaklara 10’ar wl (10* cfu/damla) damlatildi. Ekim
yapilan plaklar 32°C’'de inkube edildi.

Sonuglanin Degerlendiriimesi: Plaklardaki tremeler 7 gun boyunca gunluk
olarak kaydedildi. Minimum inhibitér konsantrasyon (MK, pg/ml) degerleri,
yeterli Ureme elde edilen suslarda 48 saat sonunda degerlendirildi. Yeterli Greme
saptanamayan suslarda ise inkubasyon 7 gune kadar uzatildi. Tum ilaglar icin
remeyi tam inhibe eden en disik konsantrasyon MIK degeri olarak belirlendi.
Malassezia turleri icin her Uc antifungal ilac icin de direnc sinir degerleri henuz
kesinlik kazanmadig igin, sadece elde edilen MIK dagilimlar saptand.

BULGULAR

Calismaya alinan 30 Malassezia izolatinin, 22'si M.furfur/dermatis, 8'i M.japonica
olarak tanimlanmistir (Tablo 1).
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Tween asimilasyon reaksiyonlarina gore Malassezia suslarinin morfolojik
gorunumleri Sekil 1'de verilmigtir.

Calismaya alinan Malassezia suslar icin test edilen antifungal ilaglarin in
vitro duyarlilik sonuclari Tablo II'de g&sterilmistir.

Sekil 1: Tween asimilasyon reaksiyonlarina gére Malassezia suslarinin morfolojik gérindmleri.
A: M.furfur/dermatis, B: M.japonica.

Tablo II: Ketokonaqu, itrakonazol ve Terbinafinin Malassezia
Suslarn Igin Saptanan MIK Degerleri

MIK Degeri (ug/ml)

Suslar (n) Ketokonazol itrakonazol Terbinafin
M.furfur/dermatis (22)
MIK,, 1 0.125 16
MIK,, >16 0.25 >16
MIK aralig 0.5->16 0.06-1 0.5->16
M.japonica (8)
MIK,, - - -
MIK,, - - -
MIK aralig 0.125-16 0.06-0.25 0.25-16

Sonuglar incelendiginde, itrakonazol MiK degerlerinin dar bir aralikta dagilim
g6sterdigi, ketokonazol ve terbinafin MiK degerlerinin ise susa gore farklilik
gosterebildigi ve daha genis bir aralikta dagildigi saptanmistir. Her G ilacin MiK
degerlerinin tire goére dagilimi incelendiginde, iki/U¢ tur arasinda, test edilen U¢
ilag icin elde edilen MIK dagilimlari acisindan tiire 6zgu farkliliklar gézlenmemistir
(Tablo I, 1V, V).
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Tablo lll: Ketokonazol MiK Degerlerinin Sus Sayisina Gére Dagilimi

MIK (ug/ml)
0.03 0.06 0.125 025 0.5 1 2 4 8 =16
M.furfur/dermatis - - - - 10 1 7 - 1 3
M.japonica - - 1 1 1 1 3 - - 1

Tablo IV: itrakonazol MiK Degerlerinin Sus Sayisina Gére Dagilimi
MIK (ug/mi)
003 006 0125 025 05 1 2 4 8 16

M.furfur/dermatis - 5 10 6 - 1 - - - -
M.japonica - 5 2 1 - - - - - -

Tablo V: Terbinafin MiK Degerlerinin Sus Sayisina Gére Dagilimi

MIK (ug/ml)
003 006 0125 025 05 1 2 4 8 =16
M.furfur/dermatis - - - - 4 7 - - - 11
M.japonica - - - 2 - 1 1 1 1

TARTISMA

Gunumuzde mayalarin in vitro antifungal duyarlilik testi igcin NCCLS
tarafindan 6nerilen mikrodilisyon yontemi, referans yontem olarak bircok
merkezde uygulanmaktadir’”. Ancak bu yontemde kullanilan RPMI-1640 besiyeri,
M.pachydermatis disinda kalan ve Greme icin lipidlere gereksinim duyan Malassezia
turleri icin uygun degildir. Bu nedenle Malassezia tarleri icin yapilan in vitro
antifungal duyarlilik calismalarinda MDA, Leeming-Notman besiyeri"'3, Tween 40
ve Tween 80 eklenmis ureli besiyeri'* ve yag asiti eklenmis RPMI 1640 besiyeri'®
gibi farkli besiyerleri denenmektedir.

Malassezia turleri icin henluz standardize edilmis bir in vitro antifungal
duyarlilik yontemi olmadigindan, bu suslarin in vitro antifungal ilaglara duyarlihgini
belirlemek amaciyla bugine dek mikrodilisyon''*, agar dilisyon'®' ve E-test'
gibi degisik yontemler de kullaniimistir. Malassezia suslan icin farkl ilaclarla
saptanan MiK degerlerinin okunmasinda kullanilacak deger (endpoint) de kesinlik
kazanmadigindan, azol grubu ilaglar icin bazi ¢alismalarda tremenin tam inhibe
oldugu en dusik konsantrasyon (MiK-0) MiK degeri olarak kabul edilirken,
digerlerinde kontrole gdre Uremede belirgin azalma saglayan konsantrasyon
(MiK-2) MIK degeri olarak kabul edilmistir. Dolayisiyla bu calismalardan elde
edilen MIK degerlerinin birbiriyle kiyaslanmasi zorluklar arz etmektedir.

Malassezia turlerine karsi degisik antifungal ilaglarin in vitro aktiviteleri
daha énce birgok galismada arastiriimistir. Bizim galismamizda ve yapilan diger
calismalarda Malassezia cinsinde tiir diizeyinde MIK farkliliklar gézlenmistir. Bizim
calismamizda izole edilen Malassezia turleri fenotipik olarak M.furfur/dermatis ve
M.japonica olarak tanimlanmistir. M.dermatis 2002 yilinda, M.japonica 2003 yilinda



306 MALASSEZIA SUSLARINDA ANTIFUNGAL DUYARLILIK

tanimlanan yeni turlerdir. Bu nedenle M.dermatis duyarliik ¢alismalar oldukga
sinirl sayida iken M.japonica ile yapilan in vitro duyarliik ¢alismasi hentz hig
bulunmamaktadir. Dolayisiyla sadece M.furfur igin yapilan duyarlilik testleri sonuglari
bizim galismamizla karsilastirilabilir niteliktedir.

Yapilan calismalarda M.furfur igin farkli antifungal ilaglar igin elde edilen MIK
degerleri de birbirinden farklidir. Calismamizda saptanan itrakonazol MiK degerleri,
diger calismalarda elde edilen MIK degerleri ile benzer olarak bulunmustur' 3.
Diger taraftan, bizim calismamizda belirlenen ketokonazol MIK degerleri (0.5->16
ug/ml), Gupta ve arkadaslar' (<0.03-0.125 pug/ml), Garau ve arkadaslan' (<0.03
ug/ml) ve Velegraki ve arkadaslan™nin (0.03-1 ug/ml) bildirdigi degerlerden oldukca
yuksektir. Bunun nedeni, ¢alismalarda kullanilan farkli inokulim yogunluklar ve
farkll degerlendirme kriterleri olabilir. Gupta ve arkadaslari'’nin galismasinda agar
dilisyon yontemi kullaniimig, 1x10* cfu/ml’ye ayarlanan inokulimden besiyerine
50 ul damlatimis ve %80 inhibisyon saglayan konsantrasyon MIK degeri olarak
kabul edilmistir. Garau ve arkadaslan' LN besiyerini ve mikrodillisyon yontemini
kullanmis, 1-5x10* cfu/ml olarak hazirlanan inokulimden 50 ul damlatarak alamar
mavisi eklendikten sonra meydana gelen renk degisimini énleyen en dusuk ilac
konsantrasyonunu MIK degeri olarak degerlendirmislerdir. Velegraki arkadaslari®®
ise yag asitleri eklenmis RPMI besiyeri kullanarak NCCLS’in mayalar i¢in dnerdigi
protokolil uygulamiglar, Gremeyi %90 inhibe eden konsantrasyonu MiK degeri
olarak kabul etmisglerdir. Bizim ¢alismamizda agar dilisyon ydntemi kullanilarak
1x10° cfu/ml olacak sekilde hazirlanan inokulimlerden MDA plaklarina 10'ar wl
damlatiimis, Uremenin tam inhibe oldugu konsantrasyon MK degeri olarak
kabul edilmigtir.

Bugline kadar yapilan calismalarda elde edilen terbinafin MiK degerleri ise
onemli olctde farkliliklar gostermektedir. Velegraki ve arkadaslan'™nin yaptiklari
calismada M.furfur ve dermatis igin elde edilen terbinafin I\/IiK90 degerleri 0.125 ve
0.5 iken bizim caligmamizda MIK degeri >16 olarak bulunmustur. Uchida ve
arkadaglan'nin yaptiklar calismada elde edilen terbinafin MIK degerleri (MIK,,:16)
ise bizim elde ettigimiz de@erlere paraleldir. Bu calismada kullanilan yéntem ve
degerlendirme kriterleri de bizim calismamizla benzerdir. Gupta ve arkadaslan™
da benzer sekilde M.furfur icin terbinafin MiK90 degerini 16 olarak bulmuslardir.

Bizim galismamizda test edilen tim ilaclar icin Gremenin tam inhibe oldugu
en dustk konsantrasyon MiK degeri olarak kabul edilmistir. Buna goére test edilen
Malassezia suslarina karsi en iyi in vitro aktivite gosteren ilacin itrakonazol oldugu,
bunu sirasiyla ketokonazol ve terbinafinin izledigi goraimustir. Ketokonazol ve
terbinafinin in vitro aktivitelerinin susa gore degisebilecedi, itrakonazolln in vitro
aktivitesinin ise tum suslar icin birbirine benzer oldugu gdzlenmistir. Bu 6zelligin,
etken susun izole edilemedigi olgularda ampirik tedavi yoninden itrakonazoll
avantajli kilabilecegi dustnulmustar. Terbinafinin test edilen Malassezia suslarinin
yaklaglk yarisina karsi in vitro aktivitesinin yeterli dizeyde olmadigi saptanmigtir.

GUnumuzde Candida ile yapilan molekuler ¢alismalarda, ayni hastadan izole
edilen suglarin farkli genotipe sahip olabilecekleri gosterilmistir'®®. Bu nedenle
calismamizda, ayni hastanin farkli klinik érneklerinden izole edilen Malassezia
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suslarinin farkli genotipe sahip olabilecekleri goéz dénune alinarak izole edilen
tum suslar in vitro duyarlilik testine alinmigtir. Ayni hastadan izole edilen suslarin
genoatiplerinin belirlenebilmesi ve tur dUzeyinde kesin tanimlamalarinin yapilabilmesi
igin ise molekuler yontemlerin uygulanmasi gerekmektedir.

Sonug olarak, bu calismada elde edilen in vitro verilerin klinik éneminin

anlagllabilmesi igin cok sayida susun test edildigi ve in vitro ile in vivo korelasyonu
arastiran calismalara gereksinim vardir.
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