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TRICHOPHYTON MENTAGROPHYTES SUSLARININ
ANTIFUNGAL MADDELERE DUYARLILIKLARI

Muammc_r KIiRAZY, Omer KASIMOGLU?, Giilgen AKTAN?, Dilck KAYA 2
OZET

Dermatomikoz 6n tanis: ile 80 hastadan alman sag, deri kazintis1 ve firnak
drneklerinden etken olarak izole edilen 37 dermatofit sugsundan 25'inin T men-
tagrophytes oldugu belirlenmigtir. Bu suglarin antifungal maddelere duyarlilik
deneyi mikrodiliisyon ydntemi uygulanarak yapilmig ve tolnaftat, klotrimazol ve
tivokonazole hepsi duyarly; isokonazole 24'i,-sulkonazol ve oksikonazole 22%i;
mikonazole 21%; bifonazol ve ketokonazole 187 ve griseofulvine 14% duyarls
sonug vermigtir.

SUMMARY
Susceptibility of Trichophyton mentagrophytes strains to antifungal agenis.

Totally 80 specimens including hair, nail and skin scarpings were exami-
ned and twenty five of thirty three dermatophyte strains were identified as 7.
mentagrophytes. Susceplibilily of these sirains to antifungal agents were deter-
mined by microdilution' method, and all of the strains were found susceptible
to tolnafiate, clotrimazole and thicconazole whereas 24 were susceptible 1o iso-
_ conazole, 22 1o sulconazole and oxiconazole, 21 1o mlconazoie 18 1o bifonazo-
le and ketoconazole and 14 to griseofulvine.

GIRIS

Antimikrobiyal maddelerin invivo etkinlifinde konak ile mikroorganizma a-
rasmdaki bir yapisal farklilik gézoniine almir, Konagm dkaryot, bakierinin pro-
karyot -olmast nedeniyle yapisal farkliik genis boyutludur. Bu nedenle ¢ok
sayida ve cegitli antibakferiyel madde geligtirilmigti. Mantar infeksiyonlarmda
kullanilabilecek antifungal madde sayis1 smirhidie. Ciinkii hem konak hem de
maniar hiicresi dkaryot olup benzer yapisal dzellik gostermektedir. '

Son yilarda firsatgl mantar infeksiyonlan giderek artan siklikia ortaya gik-

makta, bu infeksiyonlarda aligilmig mantar tiirlerinin disindaki tisrler de etken
olmaktadir. Daha sik ve ¢ogunlukla geligigiizel antifungal uygulanmasma bagh

olarak mantar suglarinda direng olugtufu cesitli aragtirmalarda belitlenmigtir.

Gerek yeni elde edilen antifungal maddelerin etkinlifiinin belirlenmesi ve ge-
rekse de suglardaki diren¢ durumunun aragtirilmas: amaciyla invivo ve inviiro
kosullarda yogun g¢ahigmalar siirdiiriilmekiedir.

Antifungal maddelerin etkinligi invitro kogullarda MIC degeri ile saptan-
maktadir. Bu deger, mantar susuna antifungal maddenin fungustatik etki gister-
digi en diigiik. konsanirasyondaur. invivo kosullarda etkinlik igin break point
degeri gecerlidir. Bir populasyon igindeki sugfarm gofunlugu ile elde edilen
MIC degeri endpoint olarak tanimjanmakiadir. Breakpoim degeri ise antifungal
maddenin endpoint degeri, doku konsantrasyonu ve invivo yanita etkili faktor-
lerin birarada degerlendirilinesi ile elde edilmekiedir.

1 - lstanbul Tip Fakiliesi, Mikroorganizma Kiltir Koleksiyonlan Araghrma ve Uygulama Merkezi (KU-

KENS), Gapa, Istanbul.
2 - Istanbul Tip Fakiiliesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Capa, istanbul.
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Mantar suglarma karst yapilan duyarhlik deneyleri prensip olarak antibakte-
riyel duyarhilik deneylerine benzemektedir. Ancak mantarlarin yapisal dzellikle-
ri, gosterdikleri yapisal degiskenlikler ve kiiltir kosullar1 farkliliklari
standardizasyonu gii¢legtirmektedir. Mantar suglariyla yapilan duyarlilik deney-
lerindeki degigken faktorleri standartlagtirmay: amaglayan caligmalar siirdiiriil-
mektedir; ancak calisma gruplarmda heriiz birlik saglanamamistir. Bu konuda
caligan aragtirmacilann en azmdan gimdilik kendi laboratuvarlari ‘igin bir stan-
darl olugturmas1 ve periyodik olarak standart suglar kullanarak bu standardizas-
yonn dogru]ama]ar; gerekmektedir (1, 9, 14, 21, 23).

GEREC VE YONTEM

Denenen suglar: Bu ¢aligmada deri kazmtisi, sag ve tirnak drneginden izole
- edilen dermatofit suglarinin % 67%ini olugturan 25 Tmentagrophytes sugunun
eBri Sabouraud deksiroz agardaki saf kiltirleri kullamlmigtar.-

Standart dermatofit suglari: DM201 M.nanum, NCPF 246 M.gypseum sugla-
it ile deney kogullar kontrol edilmistir,

Antifungal maddeler: Bifonazol, griscofulvin, 1sokonazol ketokonazol, kloi-
rimazol, mikonazol, oksikonazol, sulkonazol, tiyokonazol ve tolnaftat denenmis-
tir. Bu maddeler ham madde olarak kullamlmigtir,

Antifungal madde ¢bzeltileri: Mikrodiliisyon duyarlihik dcney1 nuiricat
broth (NB) besiyerinde yapilmistir. Antifungal maddelerin ana ¢ozeltileri stok
solisyon olarak hazilanmugtir. Bu  maddelerin  timii, ketokonazol harig,
DMS0Oda 400 pg/ml oranmda ¢oziindiiriilmiig, ketokonazol igin 0.4 veya 0.2 N
" HCI soliisyonu ¢oéziicii olarak kullantimustir. Ana ¢ézeltiler dnce DMSO ile di-
lie edilerek sulandinm oram 100 pg/ml diizeyine diigiiriilmiig ve sonra nutrient
broth kullamlarak son konsantrasyonlar: mikropleyilerde elde edilmistir.

Suglarin homojenizasyonu:

* Saf kiiltiirlerden iginde 15 ml NB bulunan 100 mlTik burgulu kapakl sise-
lere (Schott) aktarlmugtir. Kiiltirler 25-32°C’de 3-5 glin diremenin aklif oldugu
faza u]a§1ncaya kadar inkiibe edilmigtir. inkiibasyon sirasinda sporlagmay: onle-
mek igin oksijenlenmeyi saglamak iizere kiiltiirler hergiin birkag kez calkalan-
migtir. Ureme yeterli diizeye erigtiginde, santrifiij edilmek iizere 20 mllik
burgulu kapakli giselerc aktarilmig, 20 dakika 5000 devir/dakikada santrifiij edi-
lerek iist stvilar dokiilmiigiiir. Cokelli halindeki kiiltiirlerin tizerine 15 mi disti-
le su ilive edilerek santrifiij islemi 2 defa tekrarlanmistir. Ust sivi son defa
dokiildiikien sonra sigelerde kalan kiiltiirlere 3-4 ml NB ilive edilmistir.

Burgulu kapakl gigelerde hazirlanmig olan kiiltiir siispansiyonlarina aseptik
sarllarda, kardmaya dayanikli steril cam parcalart ilive edilmig, vorteks (IKA-
VF) yardimy ile kiiltiirlerin gozle goriilen mantar kiimeleri yok oluncaya kadar
4-5 dakika calkalanmistir. Homojen bir stispansiyon haline getirilmig olan kiil-
tirler spektrofotometrede (Pharmacia LKB) 450 nm'de 0.600 absorbans verecek
gekilde NB ile ayarlanmughir (6, 7, 8).

Duyarhhk deneyi:

[k asamada mikropleytin (8x12= 96 cukurlu, disposible, U tipi) tim cu-
kurlarina mikropipet yardima ile (50-200 pl-Socorex) 100 ul-NB konmustur,
Antifungal maddelerin ilave edildigi ikinci agamada 100 pg/mllik ¢ozeltiden
100 wl miktarlarda, cok kanalli mikropipet yardimu ile ilk swadaki 10 cukura il-
ave edilmis, gargara yaptirlarak kangtinlmistir (2-3 kez). Bu kangimdaa 100 ul
almarak 2’inci, 3'iincii, ... 10’uncu siradaki gukurlara gecirilmistir. Uciincii asa-
mada biitiin gukurlara 100 pl NB besiyeri konularak 25:0.2 pg/ml arasindaki
son dilidasyonlar elde edilmigtir. Son asamada denenecek_olan suslar ¢ok kanalli
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mikropipet yardimi ile (5-50 pl-Socorex) 10 ullik hacimlerde ilave edilmistir.
Mikropleytte bog kalan 11. siradaki cukurlar antimikotik madde icermeyip yal-
mz sug ekimi yapilarak pozitif kontrol, 12. cukurlar ise yalmz NB ile dolduru-
lup negaiif kontrol olarak inkiibe edilmistir.

Mikropleytlerin iizeri steril cam plaklar ile hava almiyacak §ek1]de selo-
teyple kapatilmig, 26°C’de inkiibe edilmigtir. Al giin siiren inkilbasyon siiresin-
ce cukurlardaki iireme (iireme odaklar: halinde) konkav bir ayna ile gbzlenerek
saptanmigtir. Uremenin olmadi1 en diigiik diliisyon antifungal maddenin MIC
degeri olarak kabul edilmigtir.

BULGULAR

25 Tmentagrophytes sugu ile yapilan duyarlilik deneyinde suglarnn tiimiiniin
( % 100) tolnafiat, klotrimazol ve tiyokonazole, 24'iiniin (% 96) isokonazole,
225inin (% 88) sulkonazol ve oksikonazole, 21'inin (% 84) mikonazole, 18’ i-
nin {% 72) bifonazol ve ketokonazole ve 14%iniin ise (% 56} griseofulvine du-
varh oldugu saptanmgiir (Tablo).

Tablo. T.mentagrophytes suglarimn antifungallere duyarliligi.

Sug Antifungal madde Duyarli sug sayist
T.mentagrophyies Tolnaftat ] 25
(n=25) Klotrimazol 25
Tiyokonazol : 25
Isokonazol 24
Sulkonazol ’ 22
Oksikonazol 22
Mikonazol 21
Bifonazol : 18
Ketokonazol 18
Griscofulvin 14
TARTISMA

1970°1i yillardan bu yana antifungal maddelerde saglanan gelismeler kapsa-
munda gegiili imidazo} ve triazoller (kiotrimazol, mikonazol, isokonazol, ketoko-
nazol, ifrakonazol ve terkonazol gibi) kullanima girmigtir. Genis spekirumlu
olan bu bilegiklerin hiicre membran diizeyinde etkin oidugu bildirilmigtir. Bir-
cogu ergosterol biyosentezini inhibe etmekteuirler. Klinik olarak maya ve der-
matofitlere bagh yizeyel mantar infeksiyonlarinda bagarr ile kullaniimaktadirlar
(12, 13).

Azol antifungs] maddeler invitro olarak ¢ogunlukla etkindirler. Ancak cegit-
li caligmaiarda invitro direng sonuglarnt da bildirilmistit. Yontemlerdeki farklihik-
lar ve mantar sug]arma bagli yapisal farkliliklar nedeniyle standart sonuglar
almamamasi ve invivo etkinltk farklarn suglanin duyarliliimin yorumlanmasina
giiclisk getirmektedir (9, 22).

Cahsmamizda duyarlilik deneyi standardize s dllusyon teknigi ile yaptl-
mighr. Deneyde griseofplvin ve tolnaftatin yamsira, sekiz farkh azol kokenli

antifungal madde kullandmigtin. Bu maddeler 25 Tmentagrophytes susuna kargi

~ invitro gartlarda denenmis, elde edilen sonuglar endpoint degerleri gozoniine a-
linarak degerlendirilmigtir.
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Yiizeyel dermatomikoz olgularmda topikal uygulanan azollerden olan tol-
naftat, klotrimazol -ve tiyokonazole karsi denenen suglann timil ¢aliymada du-
yarlt bulunmustur. Bu sonuglar tolnaftat ile ilgili Robinson ve Raskin 23),
* Plempel ve Bartman (19) ve Waitz ve arkadaglarmin (29) verileri ile (0.1-0.5

wl/ml} uyum gostermektedir. - '

Tiyokonazol ile ilgili diger ¢cahgmalardaki bulgular 0.5-1.5 ug/ml MIC ara-
Iigmda degisen komsantrasyon degerleri ortaya koymakiadir. Cahgmalar: yillara
gore incelediimizde duyarliigmin ilk yillarda yiiksek oldugu, ancak suglarin
giderek diseng kazandiklan gbriilinektedir(13).

Cahigmamizin mikonazol ile yapilan deneylerinde 4 sug (% 16) direngli bu-
lunmugtur. Bu sonug Van Custem’in (28) aligmasi ile uyum gistermemektedir.
Isokonazolde 1 sug (% 4) direncli olup Tauber’in (27) ¢ahigmasi ile uyumlu go-
rilmektedir. Bifonazolde ise 7 sug (% 28) direncli bulunmugtur.

Dermatofitlerin sagaltiminda oral olarak kullanilan ilk 6mmek olan grisecoful- -
vinle yapilan caligmalarda dokuda gergeklesebilen ilag yararlihg seviyesinin 3
rg/ml oldugu, enzim aktivitesi nedeni ile bu seviyenin iistinde maddenin etkin-
ligini posteremedigi arastirmalarla belirlenmistir(9). Cahgmada bu baraji agan
11 sug (% 44) bulunmustur. Holmber (9) ve Granade ve Artis’in (6, 7) aragtir-
malarinda bunu dogrulayan veriler daha diisiik oranlarda gerceklesmigtir.

Oral olarak kullamlabilen ve bir azol tiirevi olan ketokonazolun -ylizeyel
dermatomikozlarin etkili olduklar: bolgelerde olusturabildigi doku seviyesi 6
ug/ml smirmdadir (4, 16). _

Ketokonazol oral olarak kullamldiginda serumda erigtigi ortalama diizey ile
doku diizeyinin yaklagik oldugu belirlenmis ve bu deger duyarli/direncli kriteri
olarak kabul edilmigtir, Normal uygulama dozu giinde 2x200 mg olan ketoko-
nazolun verilig dozu azaltildiginda direncli sug sayisinda artig olacagi aciktir.
Buna goére doz uygulanmasinda 8zen gésterilmesi gerekligi bir kez daha anla-
siimakitadir. ' ; ' '

Ketokonazol i¢in 5-6 pg/ml, klotrimazol igin 0.5-1 ng/ml ve diger azoller
igin 2-3 pg/ml kriter olarak almmus, bundan yiiksck MIC degerlerindeki suglar
direncli’ olarak yorumlanmgtir 2, 3,5, i0,-11, 17, 18, 19, 20, 21, 24, 25, 26,
27). ' _
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