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Zusammenfassung

v

Lokal und systemisch applizierbare Antimykoti-
ka (Fluconazol, Ketoconazol, Voriconazol, Itraco-
nazol, 5-Flucytosin und Amphotericin B) wurden
hinsichtlich ihrer In-vitro-Aktivitit gegeniiber
Malassezia getestet. Zum Einsatz kamen insge-
samt 81 Malassezia-Stimme (Patientenisolate
sowie Referenzstimme), die aufgrund konven-
tioneller biochemischer Differenzierung sowie
mittels Fourier-Transform-Infrarot-Spektrosko-
pie (FT-IRS) verschiedenen Spezies zugeordnet
werden konnten.

Die Ermittlung der minimalen Hemmkonzentra-
tionen (MHK) basierte auf einem selbst ent-
wickelten Mikrodilutionstest. Dazu wurden re-
hydratisierte Antimykotika mit standardisierten
Hefezellsuspensionen aufgelost.

Die MHK-Werte der einzelnen Malassezia-Spe-
zies variierten innerhalb eines Antimykotikums.
Der Vergleich zwischen den eingesetzten Wirk-
stoffen erbrachte signifikante Unterschiede. Wie
erwartet, hemmten die Azolantimykotika (Fluco-
nazol, Ketoconazol, Voriconazol und Itraconazol)
das Wachstum in vitro schon bei niedrigen Kon-
zentrationen. Voriconazol, Itraconazol und Keto-
conazol hemmten das Wachstum in vitro am
starksten, was mit anderen Studien iiberein-
stimmt. Offensichtlich gibt es Unterschiede der
In-vitro-Empfindlichkeit der verschiedenen Ma-
lassezia-Spezies. Malassezia furfur ist am wenigs-
ten empfindlich gegeniiber mehreren Antimyko-
tika, dagegen sind Malassezia sympodialis, Malas-
sezia globosa und Malassezia obtusa deutlich
empfindlicher, d.h. sie wiesen niedrigere MHK-
Werte auf.

Einleitung

v

Malassezia (M.) ist ein lipophiler Spross- oder He-
fepilz, der zur normalen menschlichen Hautflora
gerechnet wird [1-3]. Es handelt sich um einen
fakultativ-pathogenen Erreger, welcher die Fa-
higkeit besitzt, unter bestimmten Bedingungen
Ursache einer Reihe dermatologischer Erkran-
kungen zu werden [4-6]. Dazu zdhlen Pityriasis
versicolor, M.-Follikulitis, seborrhoisches Ekzem
und Kopfschuppen [7-11]. In den letzten Jahren
wurden aufgrund morphologischer, physiologi-
scher, ultrastruktureller und vor allem moleku-
larbiologischer Untersuchungen neue Taxa den
drei bereits bekannten Arten M. furfur, M. pachy-
dermatis und M. sympodialis hinzugefiigt. Diese

umfassen M. globosa, M. obtusa, M. restricta, M.
slooffiae, M. dermatis sowie M. japonica [12-16].
Die Bestimmung der minimalen Hemmkonzen-
tration (MHK) der Azolantimykotika und anderer
antimykotisch wirkender Substanzen gegeniiber
Sprosspilzen ist durchaus problematisch. Es gibt
einen gebilligten Standard des National Commit-
tee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS), der
auf einer Bouillonverdiinnungstechnik basiert.
Demgegeniiber nutzt die vom Deutschen Institut
fiir Standardisierung (DIN) empfohlene Mikrodi-
lutionsmethode das High-resolution-Medium fiir
Sprosspilze der Gattung Candida. Beide Metho-
den wurden jedoch fiir schnell wachsende Candi-
da-Arten, allenfalls auch fiir die etwas langsamer
wachsende klinisch-relevante Spezies Cryptococ-
cus neoformans, entwickelt. Die Empfindlich-
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keitstestung von Malassazia spp. ist aufgrund
der Lipophilie dieser Hefepilze sowie des deut-
lich langsameren Wachstums mit diesen Metho-
den nicht moglich.
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Beschrieben ist die MHK-Bestimmung fiir Malassezia mittels
Agardilutionstest unter Verwendung von Diagnostic Sensitivity
Test-Agar (D.S.T.-Agar, Oxoid), der 2% Olivendl und 0,2 % Tween
80 enthdlt [17,18], oder von Dixon-Agar mit Glyzerolmonostea-
rat. Letzteres wurde von Gupta et al. [19] fiir die Testung von M.
globosa, M. obtusa und M. restricta als wachstumstimulierendes
Medium benutzt. Auf diese Weise konnten in der Vergangenheit
Antimykotika und antimykotisch wirkende Substanzen, wie an-
tiseborrhoische Mittel, australisches Teebaumél, Steinkohlen-
teer und Dithranol, getestet werden.

Hier erfolgte die In-vitro-Empfindlichkeitstestung von Malasse-
zia gegeniiber lokal und systemisch applizierbaren Antimykoti-
ka (Fluconazol, Ketoconazol, Voriconazol, Itraconazol, 5-Flucy-
tosin und Amphotericin B). Die Ermittlung der MHK-Werte ba-
sierte auf einem selbst entwickelten Mikrodilutionstest.

Material und Methoden

v

Malassezia-Stamme

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurden 81 Malassezia-
Stimme - 64 klinische Isolate von Patienten der Universitats-
hautklinik Leipzig - untersucht (© Tab. 1). Dazu kamen 17 Refe-
renzstdimme vom Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS,
Utrecht, Niederlande) sowie der American Type Culture Collec-
tion (ATCC, Manassas, Virginia, USA). Die Merkmale dieser Rein-
kulturen unterscheiden sich nicht vom Ausgangsstamm dank li-
mitierter Anzahl von Passagen. Mehrere als Referenzstimme
verwendete Wildisolate wurden freundlicherweise von Herrn
Prof. Dr. P. Mayser, Zentrum fiir Dermatologie und Andrologie,
Justus Liebig Universitdt GieSen, zur Verfiigung gestellt.

Die klinischen Stimme wurden aus Hautschuppen von Patien-
ten gewonnen, bei denen M. spp. Ursache der zugrunde liegen-
den Dermatose war: Pityriasis versicolor, seborrhoisches Ekzem,
und dessen milde Form, die Pityriasis simplex capillitii, also die
vermehrte Kopfschuppung (© Tab. 2).

Kultivierung von Malassezia

v

Die primdre kulturelle Anzucht erfolgte bei 37 °C auf Sabouraud
4%-Glukose-Ndhrboden (Sifin, Berlin; pH 5,7), der Olivendl und
0,2% Tween 80 enthielt. Jedes Isolat wurde nach siebentdgiger
Inkubationszeit auf Objekttrager ausgestrichen, getrocknet, hit-
zefixiert und mit Methylenblau gefdarbt und mikromorpholo-
gisch untersucht.

Die Sprosspilzisolate wurden auf mDixon-Agar [20] ausgestri-
chen. Dieses Medium hat den Vorteil, dass auf den Zusatz von
Olivendl und Tween 80 verzichtet werden kann. Als wachstums-
forderndes Substrat ist Glyzerolmonostearat beigemengt. Die In-
kubation erfolgte bei 37 °C. Jeder Stamm wurde gleichzeitig auf
Sabouraud 4 %-Glukose-Medium ohne Zusatz von mehrkettigen
Fettsduren beimpft. Das Wachstum wurde mit dem auf dem
fetthaltigen mDixon-Ndhrboden verglichen. Wenn das Isolat so-
wohl auf dem lipidhaltigen als auch auf dem lipidfreien Nahr-
medium in demselben Ausmaf3 wuchs, musste der untersuchte
Stamm als nicht obligat-lipophil angesehen werden, es handelte
sich dann um M. pachydermatis als einzige fakultativ-lipophile
Spezies innerhalb der Gattung [21].
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Tab.1 Klinische Diagnosen und ihnen entsprechende Herkunftstellen

Diagnose Entnahmestelle Anzahl [n]

Brust Riicken Kopf- n=64
schuppen

Pityriasis 2 14 0 16

versicolor

seborrho- 7 12 0 19

isches Ekzem

Kopf- 0 0 29 29

schuppen

n=65 9 26 29 64

Tab.2 Ubersicht der 17 Malassezia-Referenzstimme (CBS — Centraalbureau
voor Schimmelcultures, Utrecht, Niederlande). Die Wildstamme wurden
freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. Peter Mayser, GieRBener Universitats-
hautklinik, zur Verfligung gestellt.

Spezies Bezeichnung der Referenzstimme

M. furfur EG 658, CBS 6000, CBS 4162, CBS 6046, CBS
4170, Stamm Leiden™

M. sympodialis CBS 7979, ATCC 42 132, Wildstdmme 18, 43, 48,
49, 80, 70

M. obtusa CBS 7968

M. globosa Wildstamme 16, 26

* Bezeichnung nach der geografischen/lokalen Herkunft

Differenzierung der Malassezia-Isolate

Die Malassezia-Stamme wurden basierend auf der Verstoffwech-
selung von verschiedenen Substraten, u.a. der Assimilation von
Polyoxyethylensorbitanestern (Tween 20, 40, 60, 80), der Kata-
lase-Reaktion sowie L-Tryptophan- und Esculinspaltung, kon-
ventionell biochemisch identifiziert. Die Speziesdifferenzierung
wurde fiir alle Stimme mittels Fourier-Transform-Infrarot-Spek-
troskopie bestdtigt [22].

In-vitro-Empfindlichkeitstestung

v

Die In-vitro-Empfindlichkeitsbestimmung wurde auf Mikroti-

trationsplatten (Micronaut-SB, Merlin, Bornheim-Hersel) durch-

gefiihrt und beruht auf der Rehydratisierung von Antimykotika
durch die Zugabe einer standardisierten Sprosszellsuspension.

Die fertige Platte enthielt sechs Antimykotika in zwélf verschie-

denen Konzentrationen. Zu den getesteten Antimykotika gehor-

ten: 5-Flucytosin, Amphotericin B, Fluconazol, Itraconazol, Keto-
conazol und Voriconazol. Wachstumskontrollen wurden jeweils
mitgefiihrt.

Fiir die MHK-Bestimmung wurden folgende Medien eingesetzt.

Wenn kein Wachstum zu verzeichnen war, wurde das ndchste

fliissige Medium verwendet:

a) HR (High-Resolution)-Medium, das sich fiir die MHK-
Bestimmung anderer Sprosspilze, z.B. Candida als geeignet
erwiesen hat,

b) HR-Medium mit Tween 80

¢) Dixon-Medium ohne Pepton

d) Minimalmedium + 2% Glukose + Olivendl 2 %.
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Eignung der Medien

v

Die Dixon-Platten wurden mit 1 ml HR-Puffer abgeschwemmt
und Verdiinnungsreihen vorbereitet. In die Mikrotitrationsplat-
ten mit vorgelegten Antimykotika kamen 100 ul HR-Medium
pro Vertiefung. Es wurden folgende Konzentrationen der Spross-
pilzsuspensionen pro Vertiefung getestet: 103, 104, 10° und
106 KbE/ml (Kolonie-bildende Einheiten/ml). Das Wachstum
wurde jeden Tag beurteilt.

Der Versuch mit HR-Medium und HR mit 0,1 %iger Lipidsubstitu-
tion (in Form von Tween 80) scheiterte, da kein Wachstum in der
Kontrollvertiefung nachgewiesen werden konnte. Mit der Di-
xonbouillon war Wachstum schon nach 24-48 Stunden zu be-
obachten, so dass dieses Medium fiir die MHK-Bestimmung als
geeignet eingeschatzt wurde.

Herstellung des Inokulums

v

Die sieben Tage alten Kolonien wurden mit 4 ml Dixon-Bouillon

abgeschwemmt (die Ausgangskeimzahl betrug 107 bis 108 KbE/

ml), in Reagenzglaser iibertragen und homogenisiert.

» Aus jedem Reagenzglas wurde 1 ml in das nidchste mit 9 ml
Bouillon aufgefiillte Reagenzglas pipettiert und auf dem Vor-
texer homogenisiert. Auf diese Weise entstand eine 1:10
Verdiinnung, 106 KbE/ml entsprechend.

» 100 pul aus dem zweiten Reagenzglas wurden dem ndchsten
(mit 10 ml Bouillon) beigemengt. Nach Homogenisierung auf
dem Vortexer lag eine 1:1000 Verdiinnung, 10* KbE/ml ent-
sprechend, vor.

» aus dem dritten Reagenzglas wurde 1 ml Bouillon in das
ndchste Reagenzglas (mit 9 ml Bouillon) pipettiert. Nach
Homogenisierung lag eine 1:10000 Verdiinnung, 10* KbE/ml
entsprechend, vor.

103 KbE/ml erwiesen sich als zu gering fiir die Resistenztestung,

sichtbar an nur sporadischem Sprosspilzwachstum, d. h. die Ver-

tiefungen waren nicht bewachsen. Dieser Versuchsansatz war
fiir eine MHK-Bestimmung nicht verwertbar.

Die geeignete Keimzahl fiir die MHK-Bestimmung lag bei 5 x 103

KbE/ml. Sie ergab sich durch das Mischen der zwei letzten Ver-

diinnungsreihen im Verhaltnis 1: 1.

Beimpfung der Platten

v

Die Mikrotestplatten mit vorgelegten und dehydratisierten Anti-
mykotika wurden mit 100 ul Sprosszellsuspension pro Vertie-
fung manuell mit der Achtkanalpipette (Mikronaut Pipette)
oder automatisiert mit dem Mikronaut Sprint beimpft. Die auto-
matisierte Beimpfung lief3 sich trotz vieler Vorteile (u. a. niedri-
ges Kontaminationsrisiko) nur schwer durchfiihren. Die lipid-
haltige Bouillon schaumte, was die Genauigkeit der Testung be-
eintrachtigte, so dass auf manuelles Pipettieren zuriickgegriffen
wurde. In der letzten Reihe lag die Wachstumskontrolle. Sie
wurde mit Sprosszellbouillon aufgefiillt. Die Ergebnisse durften
erst dann abgelesen werden, wenn Wachstum in der Kontroll-
vertiefung sichtbar wurde, hier nach vier Tagen.
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Abb.1 Minimale Hemmkonzentrationswerte von Fluconazol gegentiber
Malassezia. Mikrodilutionstest mit mDixon-Medium, Patientenisolate so-
wie Referenzstémme von Malassezia (insgesamt n =81 Stamme): M. obtu-
san=11 Stamme, M. globosa n =20 , M. sympodialis n =11, M. furfur
n=39.

Nach Beimpfung wurden die Platten mit Parafilm verschlossen,
damit die Bouillon nicht austrocknete und vor allem nicht kon-
taminiert werden konnten. Die MHK ist als die niedrigste Kon-
zentration eines Antimykotikums, bei der kein Wachstum fest-
gestellt werden kann (Endpunkt), definiert.

Ergebnisse

v

In-vitro-Empfindlichkeit von Malassezia-Wildstimmen
Die MHK-Werte der einzelnen Malassezia-Spezies variierten in-
nerhalb eines Antimykotikums. Der Vergleich zwischen den ein-
gesetzten Wirkstoffen erbrachte Unterschiede. Wie erwartet,
hemmten die Azolantimykotika (Fluconazol, Ketoconazol, Vori-
conazol und Itraconazol) das Wachstum in vitro schon bei nied-
rigen Konzentrationen.

Fluconazol rangierte bei Hemmkonzentrationen von 0,5 ug/ml
bis 16 ug/ml (geometrisches Mittel 2,0) (© Abb. 1). Ketoconazol
zeigte eine sehr gute In vitro-Aktivitit mit Werten von 0,03 bis
0,5 ug/ml (geometrisches Mittel 0,06), noch niedrigere Werte
wurden mit dem Voriconazol (von 0,007 bis 1 ug/ml) und Itraco-
nazol (0,007 bis 0,5 ug/ml) erreicht (© Abb.2-4). Bemerkens-
wert war, dass M. furfur im Vergleich zu anderen Spezies erst
bei hoheren Antimykotikakonzentrationen gehemmt wurde,
was statistisch signifikant war (p <0,05).

5-Flucytosin war in wenigen Fdllen in der Lage, das Wachstum
von Malassezia in vitro zu hemmen, es waren mit Werten zwi-
schen 0,5 und 64 ug/ml sehr hohe Konzentrationen erforderlich
(© Abb.5).

Die Verteilung der MHK-Werte fiir Amphotericin B (Polyenanti-
mykotikum) weist auf eine gute In-vitro-Wachstumshemmung
hin, die Werte lagen zwischen 0,03125 und 8 ug/ml (© Abb. 6).

Nenoff P et al. Spezies-abhdngige In-vitro-Empfindlichkeit... Akt Dermatol 2007; 33: 26 -32

Dieses Dokument wurde zum personlichen Gebrauch heruntergeladen. Vervielfaltigung nur mit Zustimmung des Verlages.



Ketoconazol
201
Malassezia obtusa
Malassezia globosa
Malassezia sympodialis
Malassezia furfur
154
o
E
£
H)
&
g 10
o
=
[
N
c
<
5-
070031 ™ 0063 © 0125 ' 0250 ' 0500
MHK (ng/ml)

Abb.2 Minimale Hemmkonzentrationswerte von Ketoconazol gegen-
tiber Malassezia. Mikrodilutionstest mit mDixon-Medium, Patientenisolate
sowie Referenzstdmme von Malassezia (insgesamt n =75 Stamme): M. ob-
tusa n=5 Stamme, M. globosa n =20, M. sympodialis n=11, M. furfur
n=39.

Itraconazol
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MHK (ng/ml)
Malassezia obtusa Malassezia sympodialis

Malassezia globosa Malassezia furfur

Abb.4 Minimale Hemmkonzentrationswerte von Itraconazol gegeniiber
Malassezia. Mikrodilutionstest mit mDixon-Medium, Patientenisolate so-

wie Referenzstdmme von Malassezia (insgesamt n =75 Stdmme): M. obtu-
san=5 Stamme, M. globosa n =20, M. sympodialis n=11, M. furfur n=39.

In-vitro-Empfindlichkeit von Malassezia-Referenz-
stammen

Die M. furfur-Referenzstimme (CBS 1878, CBS 6000, CBS 4162,
CBS 6046, CBS 4170, Leiden, EG 658) erwiesen sich im Vergleich
zu den M. furfur-Wildisolaten als weniger empfindlich gegen
Fluconazol, Voriconazol und Itraconazol. Die MHK-Werte von
Fluconazol rangierten bei Hemmkonzentrationen von 8- 16 ug/
ml (geometrisches Mittel 8 ug/ml). Die Werte fiir Voriconazol la-
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Voriconazol
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Abb.3 Minimale Hemmkonzentrationswerte von Voriconazol gegen-
Uber Malassezia. Mikrodilutionstest mit mDixon-Medium, Patientenisolate
sowie Referenzstdmme von Malassezia (insgesamt n =75 Stamme): M. ob-
tusa n=5 Stamme, M. globosa n =20, M. sympodialis n=11, M. furfur
n=39.
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Abb.5 Minimale Hemmkonzentrationswerte von 5-Flucytosin gegen-
Uber Malassezia. Mikrodilutionstest mit mDixon-Medium, Patientenisolate
sowie Referenzstdamme von Malassezia (insgesamt n =75 Stamme): M. ob-
tusa n=5 Stamme, M. globosa n =20, M. sympodialis n=11, M. furfur
n=39.

gen bei Hemmkonzentrationen von 0,06-0,5 ug/ml (geometri-
sches Mittel 0,25 pug/ml). Der Bereich der MHK-Werte fiir Itraco-
nazol erstreckte sich von 0,06 - 0,25 ug/ml (geometrisches Mittel
0,25). Die Hemmkonzentrationen derselben Antimykotika ge-
geniiber den Malassezia-Wildstammen betrugen jeweils fiir Flu-
conazol 1-16 ug/ml (geometrisches Mittel 4,0 ug/ml), fiir Vori-
conazol 0,01 -0,5 pg/ml (geometrisches Mittel 0,125 ug/ml) und
fiir Itraconazol 0,007 - 0,5 ug/ml (geometrisches Mittel 0,06).

Die unterschiedlichen MHK-Werte fiir Referenz- und Wildstam-
me von M. furfur sind statistisch signifikant (p <0,05). Um die
Wachstumshemmung zu erreichen, waren héhere Konzentra-
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Abb.6 Minimale Hemmkonzentrationswerte von Amphotericin B ge-
geniiber Malassezia. Mikrodilutionstest mit mDixon-Medium, Patienten-
isolate sowie Referenzstamme von Malassezia (insgesamt n =75 Stamme):
M. obtusa n =5 Stamme, M. globosa n =20, M. sympodialis n =11, M. furfur
n=39.

tionen von Antimykotika bei M. furfur-Referenzstimmen erfor-
derlich, was ebenfalls statistisch signifikant war.

Diskussion

v

Antimykotika, an erster Stelle das Azolderivat Ketoconazol, wer-
den erfolgreich zur lokalen Behandlung der Malassezia-assozi-
ierten Dermatosen eingesetzt [23]. Dariiber hinaus finden wei-
tere systemisch applizierbare Triazole, vor allem Itraconazol
und Fluconazol, Anwendung zur Therapie ausgeprdgter und re-
zidivierender Malassezia-Infektionen, insbesondere der Pityria-
sis versicolor.

Hier stand im Fokus der Untersuchungen, festzustellen, ob es
Malassezia-Isolate, Wild- und Referenzstimme, gibt, die in vitro
eine verminderte Empfindlichkeit, ggf. eine In-vitro-Resistenz,
gegeniiber Antimykotika aufweisen.

Eine bewdhrte Methode zur Empfindlichkeitstestung von anti-
mykotisch wirkenden Substanzen ist der Agardilutionstest
[24,25]. Dariiber hinaus wurde eine Mikrodilutionstechnik zur
Empfindlichkeitstestung von Malassezia verwendet [26]. Die
Vorkultivierung der M. furfur-Stimme sowie die Empfindlich-
keitstestung erfolgen dabei im Leeming-Notman-Medium [20].
Wegen der starken Hintergrundtriibung dieses Mediums wird
die Wachstumshemmung mittels einer kolorimetrischen Detek-
tion der metabolischen Aktivitit bestimmt. Als Indikator der
metabolischen Aktivitdt ist dem Medium der Oxidations-/Re-
duktionsindikator AlamarBlue™ zugesetzt, so dass die Farbe
der Losung blau ist. Der MHK-Wert ist die niedrigste Konzentra-
tion, bei der eine blaue oder Blau-rosa-Firbung noch erkennbar
war. Wachstum erkennt man an der rosa-roten Farbung.

Eine neuere Methode zur Empfindlichkeitstestung von Malasse-
zia basiert auf Christensen-Harnstoff-Medium, welchem eine Li-
pidquelle in Form von Tween 40 und 80 zugesetzt wird. Wachs-

tum dulert sich in der roten Firbung des Mediums, die MHK-
Werte bestimmt man als die niedrigste Wirkstoffkonzentration,
bei der die rote Farbung nicht erkennbar ist [27].

Eine gebrduchliche Methode der In-vitro-Empfindlichkeitstes-
tungen von Malassezia ist die hier angewandte Bestimmung der
minimalen Hemmkonzentration mittels Rehydratisierung von
Antimykotika durch die Zugabe einer standardisierten Hefezell-
suspension in die Antimykotika-haltigen Vertiefungen der Mik-
rotitrationsplatten. Velegraki et al. [28] verwendeten ein mit
Fettsduren supplementiertes RPMI 1640-Medium, welches sonst
ohne Fettzusatz entsprechend NCCLS-Methode zur Empfindlich-
keitstestung von Candida-Arten verwendet wird.

Problematisch bei der Empfindlichkeitstestung des lipophilen
Hefepilzes Malassezia sind die oft zu Klumpen aggregierten
Sprosszellen, welche schwer in einer wassrigen Losung zu sus-
pendieren sind, dementsprechend ist die Einstellung der Keim-
dichte fiir das Inokulum nur eingeschrankt moglich. Durch die
hier verwendete modifizierte Dixon-Bouillon (mDixon-Bouillon
ohne Pepton) konnte das Problem gelost werden, eine genaue
Einstellung der Keimdichte war moglich.

In der Bouillon waren keine Substanzen mit einer antagonisti-
schen Wirkung gegeniiber Antimykotika enthalten. Im Gegen-
satz dazu sind bivalente Metallionen (Ca?*, Mg?*) Bestandteil
synthetischer Medien. Diese lonen konkurrieren mit den Imida-
zolen (Ketoconazol) um die Bindungspldtze und reduzieren so
deren effektive Konzentration [29]. Die Subkultivierung aller
Stamme fand auf dem lipidhaltigen Nahrmedium statt. Die kul-
turelle Anzucht und Empfindlichkeitstestung wurde bei der
Temperatur von 37 °C durchgefiihrt. Prinzipiell moglich ist auch
eine niedrigere Temperatur von ca. 30°C.

Neben Azolantimykotika - Fluconazol, Itraconazol, Ketoconazol
und Voriconazol - wurde die Wirkung des Polyenantimykoti-
kums Amphotericin B und von 5-Flucytosin auf das Wachstum
von Malassezia untersucht. Hervorzuheben ist, dass die hier ge-
fundenen MHK-Werte mit anderen Studien iibereinstimmen
[19,26,30-34]. Sie lagen unter den - jedoch fiir Candida-Spezies
- angegebenen NCCLS-Grenzwerten, d.h., eine In-vitro-Resis-
tenz bestand nicht. Es sei jedoch nochmals betont, dass eine ver-
bindliche Standardisierung der Labormethoden zur In-vitro-
Empfindlichkeitstestung von Hefen der Gattung Malassezia
nicht vorliegt.

Die MHK-Werte der einzelnen Malassezia-Stamme variierten in-
nerhalb eines Antimykotikums. Der Vergleich zwischen den
Wirkstoffen erbrachte erhebliche Unterschiede. Es fand sich ein
hervorragender Hemmeffekt der Azolantimykotika gegen Ma-
lassezia. Voriconazol, Itraconazol und Ketoconazol hemmten
das Wachstum in vitro am starksten, was mit anderen Studien
tibereinstimmt [7,19,35-38]. Voriconazol hemmte schon in
sehr niedrigen Konzentrationen das Wachstum von Malassezia
[19]. Die M. furfur-Referenzstimme erwiesen sich im Vergleich
zu den Wildisolaten als weniger empfindlich gegen Fluconazol,
Voriconazol und Itraconazol.

Aktuelle Arbeiten bestdtigen, dass es unter individuellen Malas-
sezia-Spezies Unterschiede der In-vitro-Empfindlichkeit gibt. M.
furfur ist am wenigsten empfindlich gegeniiber Antimykotika
(Ketoconazol, Econazol, Miconazol) und sogar Teebaumél, dage-
gen sind M. sympodialis, M. slooffiae, M. globosa sowie M. obtusa
deutlich empfindlicher. Das findet eine sehr gute Entsprechung
in der vorliegenden Untersuchung. Malassezia furfur ist am we-
nigsten empfindlich gegeniiber mehreren Antimykotika, dage-
gen sind M. sympodialis, M. globosa und M. obtusa deutlich emp-
findlicher, d. h. sie wiesen niedrigere MHK-Werte auf. Es wird die
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Notwendigkeit betont, dass fiir eine addquate antimykotische
Therapie die Kenntnis der M.-Spezies Voraussetzung ist [32].
Das Allylaminantimykotikum Terbinafin wies hier sehr unter-
schiedliche MHK-Werte auf.

Die Werte fiir M. furfur schwankten von deutlich empfindlichen
bis zu in vitro scheinbar resistenten Stimmen. Bemerkenswert
ist, dass orales Terbinafin heute auch schon beim atopischen
und beim seborrhoischen Ekzem in Gesicht mit Erfolg eingesetzt
wird. Moéglicherweise beruht der Effekt auf einer Reduktion von
Malassezia-Antigen in den Ldsionen [39,40].

Die Empfindlichkeitsunterschiede der einzelnen Spezies stim-
men mit denen aus aktuellen Studien {iberein. Die Werte lagen
jedoch in niedrigeren Bereichen, was auf die Messung der meta-
bolischen Aktivitdt und nicht wie bei den anderen Methoden auf
die Zellzahl zuriickzufiihren ist [41].

Das Polyenantimykotikum Amphotericin B wies auf eine gute
Wachstumshemmung in vitro hin. Dieses seit Jahrzehnten be-
kannte Antimykotikum besitzt ein breites Wirkungsspektrum,
zeichnet sich jedoch durch hohe Myelo-, Hepato- und vor allem
Nephrotoxizitdt aus.

Dagegen war 5-Flucytosin in wenigen Fillen in der Lage, das
Wachstum von Malassezia zu hemmen, zumindest waren sehr
hohe Konzentrationen erforderlich. 5-Flucytosin ist ein aus-
schlieBlich systemisch einsetzbares Antimykotikum zur paraen-
teralen Behandlung invasiver Mykosen. Hier wurde 5-Flucytosin
untersucht, um herauszufinden, ob ein méglicher Einsatz bei
den oben beschriebenen Malassezia-Fungdamien denkbar ware.
Dem scheint nicht so, sichtbar an den in vitro vergleichsweise
hohen MHK-Werten.

Obwohl die Malassezia-Spezies differierende antimykotische
Empfindlichkeiten in vitro aufweisen, muss die Effizienz der An-
timykotika, d.h. die Korrelation von In-vitro-MHK-Werten mit
dem klinischen Ansprechen der antimykotischen Therapie in vi-
vo, zukiinftigen Untersuchungen vorbehalten sein. Uberdies
kann die Verabreichungsform - topisch vs. oral - die Therapie
und Effizienz des Mittels beeinflussen [42 -44].

Fazit fiir die Praxis

v

Die in dieser Arbeit angewandte Methode der In-vitro-Empfind-
lichkeitstestung mittels Mikrodilutionstechnik lieferte niedrige
und plausible MHK-Werte fiir die modernen Azolantimykotika
gegeniiber dem lipophilen Hefepilz Malassezia spp. Offensicht-
lich gibt es Unterschiede der In-vitro-Empfindlichkeit verschie-
dener Malassezia-Arten. M. furfur ist am wenigsten empfindlich
gegeniiber mehreren Antimykotika, wahrend M. sympodialis, M.
globosa und M. obtusa deutlich empfindlicher sind, d.h. bereits
bei niedrigeren Werten im Wachstum gehemmt wurden. Noch
nicht geklart ist jedoch, ob es eine Korrelation der In-vitro-Akti-
vitdt zur antimykotischen Therapie der Malassezia-assoziierten
Dermatosen gibt.

Species Specific Susceptibility of Malassezia against
Antifungal Agents in vitro

v

Yeasts of the genus Malassezia are part of the normal flora of hu-
man skin. Under appropriate conditions they may cause skin in-
fections such as pityriasis versicolor, Malassezia folliculitis, se-
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borrhoeic dermatitis, and dandruff. It has been reported that
Malassezia may be a trigger factor for atopic dermatitis.

The in vitro antifungal susceptibility testing of Malassezia still
remains a problem. There is no recommended method of anti-
fungal susceptibility testing designed for lipophilic genus Malas-
sezia.

81 strains of Malassezia were examined for their in vitro suscep-
tibility to antifungal substances (17 were reference or pre-iden-
tified strains, 64 were obtained from clinical specimens). Identi-
fication of the clinical strains based on biochemical features and
Fourier-Transform-Infrared-Spectroscopy. All strains were main-
tained 7 days on modified Dixon agar. In vitro susceptibility test-
ing was performed on microtitration plates with laid out of 6 de-
hydrated antifungals (ketoconazole, voriconazole, itraconazole,
fluconazole, amphotericin B, and 5-flucytosin) in 12 different
concentrations. The yeast cell inoculum was adjusted to 5 x 103
cfu (colony forming unit) suspended in modified Dixon without
peptone.

All Malassezia strains were very susceptible to the azole drugs.
Especially, voriconazole (MIC - minimum inhibitory concentra-
tion - 0.007-1pug/ml), itraconazole (MIC 0.007-0.05 ug/ml),
and ketoconazole (MIC 0.03 - 0.5 ug/ml) were the most effective
agents. MIC values among Malassezia sympodialis, Malassezia
globosa and Malassezia obtusa were comparable, whereas MIC
values for M. furfur were significantly higher (p <0.05). All val-
ues ranged among those accepted according the NCCLS stan-
dards.

Amphotericin B was also effective against Malassezia in vitro
(MIC 0.03125 - 8 pug/ml). 5-Flucytosin was unlikely to inhibit the
growth of Malassezia. In some cases it could prevent the growth,
however high concentrations were needed.

There were variations in susceptibility of different Malassezia
species to azole antifungal substances. Malassezia furfur was
found to be the less susceptible species when compared to Ma-
lassezia obtusa, Malassezia globosa and Malassezia sympodialis.
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