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OzZET

Malassezia turleri, normal deri florasinin dyesi kabul edilen, cilt enfeksiyonlarina da yol agabilen
lipofilik ekzobasidiyomicet mantarlardir. Rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda uygulanan fenotipik
karakterlere dayali tir tanimlamasi her zaman igin taksonomik arastirmalarla uyumlu olmayabilmektedir.
Lipofilik ve lipide bagiml Malassezia turleri lipid ile zenginlestiriimis besiyerlerine gereksinim gosterir.
Bu nedenle, lipid bolgesine odaklanmig Fourier dontsuimli kizilétesi (Fourier transform infrared; FT-IR)
spektroskopisi, Malassezia tirlerinin tanimlanmasinda yardimci olabilir. Bu galismada, insan patojeni
olan 10 farkli tire ait standart Malassezia susu (M.dermatis CBS 9145, M.furfur CBS
7019, M.japonica CBS 9432, M.globosa CBS 7966, M.nana CBS 9561, M.obtusa CBS
7876, M.pachydermatis CBS 1879, M.slooffiae CBS 7956, M.sympodialis CBS 7222
ve M.yamatoensis CBS 9725), modifiye Dixon agar besiyerinde standart kadltard takiben FT-IR
spektroskopisi ile incelenmistir. Calismamizda, tim spektrum analizi ile iki ana grup (M1
grubu; M.globosa, M.obtusa, M.sympodialis, M.dermatis, M.pachydermatis ve M2 grubu; M.furfur,
M.japonica, M.nana, M.slooffiae, M.yamatoensis) ayirimi yapiimigtir. M1 grubunda; M.obtusa’nin 1686-
1606 cm™', M2 grubunda M.japonicum’un 2993-2812 cm™' dalga sayisi penceresinde yapilan ikinci
basamak islemlerinde, dislik dizeyde ayirrm gucia ile tanimlandigi gorulmistir. Bununla
birlikte, M.sympodialis, M.globosa ve M.pachydermatis ile M.furfur ve M.yamatoensis’in birbirlerinden
ayinm gosterdigi bolgeler saptanamamistir. Sonu¢ olarak, farkli spektral bdlgelerin analiz verilerine
gore; FT-IR spektroskopik analizinin, standart kiltiru yapilan Malassezia tlrlerinin ayiriminda yeterli
olmadidi kanisina variimistir.

Anahtar s6zcukler: Malassezia turleri; FT-IR spektroskopisi; taksonomi; tanimlama.

ABSTRACT

Malassezia species which are lipophilic exobasidiomycetes fungi, have been accepted as members
of normal cutaneous flora as well as causative agent of certain skin diseases. In routine microbiology
laboratory, species identification based on phenotypic characters may not yield identical results with
taxonomic studies. Lipophilic and lipid-dependent Malassezia yeasts require lipid-enriched complex
media. For this reason, Fourier transform infrared (FT-IR) spectroscopy analysis focused on lipid window
may be useful for identification of Malassezia species. In this study, 10 different
standard Malassezia species (M.dermatis CBS 9145, M.furfur CBS 7019, M.japonica CBS
9432, M.globosa CBS 7966, M.nana CBS 9561, M.obtusa CBS 7876, M.pachydermatis CBS



1879, M.slooffiae CBS 7956, M.sympodialis CBS 7222 and M.yamatoensis CBS 9725) which are
human pathogens, have been analyzed by FT-IR spectroscopy following standard cultivation onto
modified Dixon agar medium. Results showed that two main groups (M1; M.globosa, M.obtusa,
M.sympodialis, M.dermatis, M.pachydermatis vs, M2; M.furfur, M.japonica, M.nana, M.slooffiae,
M.yamatoensis) were discriminated by whole spectra analysis. M.obtusa in M1 by 1686-1606 cm"
" wavenumber ranges and M.japonicum in M2 by 2993-2812 cm™' wavenumber ranges were identified
with low level discrimination power. Discriminatory areas for species differentiation of M1 members
as M.sympodialis, M.globosa and M.pachydermatis and M2 members
as M.furfur and M.yamatoensis could not be identified. Several spectral windows analysis results
revealed that FT-IR spectroscopy was not sufficient for species identification of culture
grown Malassezia species.
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GiRiS

Malassezia cinsinde yer alan maya mantarlari normal insan cilt florasinda bulunabilen, enfeksiyonlara
yol agabilen, lipofilik mikroorganizmalardir. Ekzobasidiyomigetes sinifinda, Malasseziales takiminda yer
alan Malassezia cinsi iginde 13 farkli tir tanimlanmistir. Taksonomik siniflamada molekiler teknikler
One ¢ikmaktadir. Tur ayinmminda c¢ogunlukla fizyolojik ve yag asitleri asimilasyon &zellikleri
kullaniimaktadirl. Bu Ozellikler genellikle yeterli kabul edilmekle birlikte, rutin ve hizli testlerin
gelistirilmesine gereksinim vardir.

Fourier donusumlu kizildtesi (Fourier transform infrared; FT-IR) spektroskopi teknigi, XX. ytzyilin
baslarindan itibaren biyolojik bilimlerde kullaniimaktadir. FT-IR spektroskopisinin tanisal mikrobiyolojide
siklikla kullanim amaci mikroorganizmalarin tanimlanmasi ve siniflandiriimasidir. Kizil6tesi bdlgesinde
absorpsiyon, molekdllerin titresim ve dénme dlzeylerini uyarir. Teknik, bu uyarimin élgimu esasina
dayanir. Kiziltesi i1sinin absorpsiyonu, gesitli titresim ve dénme halleri arasindaki enerji farklarinin
kic¢uk olmasi nedeniyle cogunlukla molekuler yapilarla sinirlidir. Dalga sayisi hem enerji hem de frekans
ile dogru orantili oldugundan FT-IR spektroskopisi incelemelerinde dalga sayisi dlgek olarak kullanilr.
Mikrobiyolojik incelemelerde orta (2.5-25 um) kiziltesi 11g1 ile 4000 ile 400 cm™' arasinda kalan bolge
incelenir. FT-IR spektroskopi teknigi ile yapilmakta olan c¢ok sayida arastirmada, farkl
mikroorganizmalarin tanimlanmasinda kullanilabilecek belirleyici kizildtesi spektrum bdlgeleri
aragtirilmaktadir>-2. Ancak Malassezia spp. suslarina ait FT-IR spektroskopi analizi ulasilabilen
literatiirde nadirdir®.

Kidmeleme ve siniflandirma amagcli ydntemlerin tamami, ¢cok degiskenli bir veri analiz yéntemi olan
temel bilesenler analizine (Principal Component Analysis, PCA) dayalidir. PCA, incelenen ¢ok sayidaki
degdiskeni, degiskenler arasi korelasyonu engelleyerek onlarin dogrusal kombinasyonlarindan olusan
daha az sayida bilegenlere indirgeyen bir yontemdir. PCA esasli yéntemler, verilen bir drnek sistemi
Uzerinde ¢ok sayida degisken dederinden yola ¢ikarak s6z konusu érnekleri ¢esitli gruplara kiimeleyerek
siniflandirabilir. Hiyerarsik kimeleme analizi (HCA) ise verilen bir érnek setindeki 6rnekleri ve onlari
tanimlayan degiskenleri sahip olduklari benzerliklere gére siniflandiran bir yéntemdir. HCA dogrudan
orijinal degiskenlere uygulanabildigi gibi, dedisken sayisinin ¢ok fazla olmasi durumunda, PCA
analizinden gelen temel bilesenlere de uygulanabilmektedir. Kiimeleme analizinde érnekler arasinda
uzaklik &lgitli olarak birgok yéntem bulunmakla beraber, Oklit uzakh@ ve Mahalanobis uzakligi
yontemleri en gok kullanilanlaridirZ 8.

Sunulan calismada, standart Malassezia spp. suslarn kullanilarak FT-IR spektral verilerin
degerlendiriimesi amaglanmistir.

GEREGC ve YONTEM

Arastirmaya, insanda patojen 10 farkl tire ait Malassezia susu (M.dermatis CBS 9145, M.furfur CBS
7019, M.japonica CBS 9432, M.globosa CBS 7966, M.nana CBS 9561, M.obtusa CBS
7876, M.pachydermatis CBS 1879, M.slooffiae CBS 7956, M.sympodialis CBS 7222
ve M.yamatoensis CBS 9725) alindi. Suslar, modifiye Dixon agar (%3.6 malt 6zutl, %0.6 pepton, %2
kurutulmus 6kuz safrasi, %1 Tween 40, %0.2 gliserol, %0.2 oleik asit, %1.2 agar, %0.5 kloramfenikol,



%0.5 siklohekzimid) besiyerinde bir hafta sire ile inkiibe edilerek Uretildi®. Saf kultir olarak Uretilen
suslar, 2 ml saf su i¢cinde slispanse ve sonra liyofilize edildi. FT-IR spektroskopisi analizi Perkin-Elmer
FT-IR spektrometre (Model BX-40, ABD) cihazinda absorpsiyon modunda yapildi. Calismada 4400-400
cm-' spektral sinirlar alindi. Spektral ¢ézlnirlik 4 cm™ye ayarlandi. Tim veriler, spektrumlarin
kaydedildigi spektrometrenin bagli oldugu bilgisayarda (Spectrum, v5.0.1, Perkin-Elmer, ABD)
kaydedildi. Verilere sirasiyla temel ¢izgi duzeltmesi (baseline correction), yumusatma (smoothing),
normal dagihm uyarlamasi (normalization) ve sinira genigletme (abex fitting) islemleri uygulandi. Her
suga ait spektral verilerin, Ust Uste binmeyen birim araliklarinin (pencere) saptanmasi gibi tanimlayici
bdlgelerin arastirimasi amaciyla ikinci dereceden turevleri alindi. Turler arasinda gruplama
olusturabilecek verilerin varligi icin ¢cok sayida farkl spektral pencere i¢in inceleme uygulandi.

ok

Spectrum® yazilimi ile “*.spc” formatinda elde edilen tim veriler Origin 8.0 (Northampton, ABD)
programinda orneklendi ve Minitab 16.0 (Lead Tech, ABD) istatistik programina aktarildi. Veriler
Oncelikle PCA ile degerlendirildi. Verilerdeki toplam varyansin %90 ve daha fazlasini agiklayan temel
bilesen sayisi belirlendikten sonra yeteri sayida temel bilesen vektért kullanilarak HCA ile érneklerin
hiyerarsik kimelenme egilimleri incelendi. HCA analizinde, kimeleme ydntemi icin Ward algoritmasi ve
sayisal aralik i¢in karesel 6klidyan uzaklik islemleri kullanildi.

BULGULAR

incelenen farkli sayida spektral pencerelerin PCA analizlerinde, arastirmaya alinan suslarin gruplama
olusturdugu bdlgeler saptanamamistir. Calismada kullanilan drneklere ait tim spektral bdlgenin FT-IR
spektrumlari Sekil 1’de gdsterilmistir. Bu grafikte lipid baglarin izdisimu olan bdlgelerde (3000-2800
cm' aralifinda) tim suslar igin farkli tepe noktalari elde edilmistir. Sekil 2 Ancak bu bélgelerin PCA
analizinde Malassezia spp. suslari gruplagsma gdéstermemis; buna karsin tim spektrumun PCA
analizinde gruplasmalar gorilmuUstir (Sekil 3). Tim spektrumun dendrograminda Malassezia tirleri
belirgin iKi ana gruba (M1 grubu; M.globosa, M.obtusa, M.sympodialis,
M.dermatis ve M.pachydermatis ile M2 grubu; M.furfur, M.japonica, M.nana,
M.slooffiae ve M.yamatoensis) ayrilabilmektedir (Sekil 4). Farkli dalga boyu pencereleri ile yapilan
incelemelerde M1 grubunda (1686-1606 cm™)M.obtusa’nin, M2 grubunda (2993-2812 cm™)
ise M.japonica’nin ayirm gosterdigi, ancak bu verilerin ayirm glcinin disik oldugu
gorilmektedir. Sekil 5 Bununla birlikte, M.sympodialis,
M.globosa ve M.pachydermatis ile M.furfur, M.slooffiae ve M.yamatoensis’in  birbirlerinden  ayirim
gOsterdigi bdlgeler saptanamamistir. Benzer sekilde testlerin tekrarlandidi farkli pencere araliklarinda
da ayirim olusturabilecek bolgeler bulunamamistir. Verilerin ikinci derece turevlerinin analizinde de
ayirim guci bulunan pencere araliklari saptanamamistir.

Sekil 1

Sekil 2

Sekil 3



Sekil 4

Sekil 5
TARTISMA

Malassezia ile yapilan ilk arastirmalar yaklasik 150 yil dnce baglamistir. Bu siire iginde insan patojeni
maya mantarlari ile ilgili cok sayida arastirma yapilirken, Malassezia turlerinin rutin kullanilan mikolojik
besiyerlerinde Uretilememesi nedeniyle bu konudaki arastirmalar daha yavas ilerlemigtir. Hulcre
duvarlarinda yuksek lipid icerdiklerinden bu mantarlarin Uretime ve tanimlanmasinda zorluklar
bulunmaktadir. Malassezia turlerinin, diger birgok anamorfik mayada da oldugu gibi, morfolojik olarak
ayirimi zordur. Tanimlama amaciyla, LSU-rRNA sekanslama ile uyumlu oldugu gosterilen suslarin, farkli
isilarda tGreme yetenekleri, katalaz reaksiyonu ve farkli lipid iceren bilesikleri asimile edebilme 6zellikleri
kullanilir. Ancak bazi tirler sadece molekiiler tekniklerle kesin olarak tanimlanabilmektedir®®.

Malassezia tlrlerinin 1s1k mikroskopi galigmalart ile farkliliklar ilk defa 1899 yilinda bildirilmigtirl. Daha
sonralari yapilan arastirmalar ile Malassezia tirleri arasinda isik mikroskopisi ile kultirde filamanl
yapilarin goruldugi tirler M.globosa ve M.obtusa olarak iki gruba
ayrilmistir. M.globosa ve M.obtusa’nin kdltirlerindeki filamentdz yapilara benzeyen kivrimh atipik
filamentdz yapilara M.sympodialis’te de rastlanmis olmakla birlikte bu yapilar in vivo incelemelerde
gbzlenmemistir'®. Yapilan elektron mikroskopi (EM) incelemelerinde, Malassezia tirlerinin hiicre
duvarlarinin kalin, elektron-yodun ve c¢ok katmanli yapilara sahip, fibriler bir yapida oldugu
gorilmustir2. Bu yapinin tlrler arasinda farklilik gosterdigi EM calismalari ile bildiriimistir?. FT-IR
spektroskopisi temel prensipleri disindldiginde bu durumun bir farklilik olusturmasi beklenmelidir.
Kalinowska-Pujdak ve arkadaslarinin galismasinda, klinik ve standart suslarin FT-IR spektroskopisi
analizi sonunda, bes farkli Malassezia turi arasinda M.furfur'un diger suslardan ayrilabildigi; bir klinik
izolatin da sadece bu ybdntem ile M.furfur olarak tanimlanabildigi bildirilmistir. Bu arastiricilar
ayrica, M.globosa ve M.obtusa’nin FT-IR spektroskopi ile gok yakinlik gosterdigini belirtmiglerdirS. Bizim
calismamizda, M.globosa susu, Kalinowska-Pujdak ve arkadaslarinin® calismalarinda yakin tir olarak
belirtilen M.sympodialis ile birlikte M.pachydermatis’e de benzer spektrum
vermistir. M.pachydermatis bulundugu konaga uyum gosteren, genetik olarak heterojen bir tiirdir!s 14,
Bu durumun hicre duvar yapisinda farkhliklara yansimasi beklenebilir. Benzer ayirim grubunda
bulunan M.dermatis’in tanimlanmasinda ise molekiiler tekniklerin daha “akilci” oldugu belirtiimektedir'®,
Sunulan arastirmada M2 grubunu, grup iginde daha az benzerlik gosteren M.yamatoensis, M.furfur,
M.japonica, M.nana ve M.slooffiae olusturmaktadir. Kalinowska-Pujdak ve
arkadaslarinin® aragtirmasinda kullanilan 6rnek sayisl, istatistiksel analiz igin yeterli olmakla birlikte test
edilen tir sayisi azdir ve bizim c¢alismamizda incelenen bazi tirler (M.yamatoensis, M.nana,
M.slooffiae vb.) bulunmamaktadir. Bu nedenle “M.furfurun FT-IR spektroskopisi analizi ile
tanimlanabileceg@i” seklindeki sonug, bizim ¢calismamizda elde edilememistir. M.furfur, tim dalga boyu
analizinde M.yamatoensis’ten, lipid boélge ve farkli bdlgelerin analizlerinde ise M.yamatoensis’e
ilaveten M.nana ve M.slooffiae’dan ayrilamamaktadir. Elde etmis oldugumuz  verilere
gore M.slooffiae bu grubun disinda bulunan FT-IR spektrumunda ayri bir grup olarak degerlendirmeye
yatkindir. (Sekil 4) Yapilan tim filogenetik analizlerde M.slooffiae’nin farkli bir grup olabilecegi,
flogenetik agactaki yerinin daha belirgin olabilmesi igin ileri arastirmalara gereksinim oldugu
belirtiimektedir'®, s,

Sekil 1'de, elde edilen tim spektrumda 900-1200 cm arasi gesitli polisakkaridleri, 1200-1250 cm-
" arasi niikleik asit kaynakh POz yapilari; 1500-1700 cm™ arasi proteinlerden C = O ve N-H yapilari;
1720-1750 cm™' arasi lipid esterlerinden C = O yapilari; 2800-3000 cm aras! protein ve lipidlerden CH
yaplilari ve 3200-3100 cm™ arasi proteinlerden NH vyapilari gorilmektedirtS. FT-IR spektroskopisi



incelemesinde grafik olarak aktarilan verilerin amplitidu, ortamdaki madde miktari ile iligkili degildir.
Lipid baglarin bulundugu boélgelerdeki (Sekil 2) farkli dalga yapilarinin
gOrulmesinin, Malassezia turlerinin hiicre duvarlarindaki farkh lipid olusumlara bagli olabilecegi éne
surdlebilir. Protein ve ndkleik asit kaynakli yapilara bagh verilerdeki farkliliklar ise Malassezia turlerinin
hem yasam ddnemindeki fazlarina hem de hif ve maya formlarindaki molekdllerin farkliliklarindan
kaynaklanabilecegini kuvvetle distiindirmektedir. Bu nedenle tim spektrumun degerlendiriimesi yerine,
ileri arastirmalarda, sinirh bir bélgede keskin pik gdsteren lipid bolgesinin arastiriimasi énemlidir.

Lipofilik 6zellik gésteren Malassezia suslari, ireme ve yasamlari igin ortamda uzun zincirli (12-24
karbonlu) yag asitlerinin bulunmasina ihtiya¢ duyar. Bu &zellik giinimizde, Malassezia suslarinin
laboratuvar tanisinda siklikla kullaniimaktadir'®. Malassezia suglarina ait FT-IR spektroskopisi
verilerinde ayirim yaratabilecek bdlgelerden biri de, Sekil 1'de goéruldigu gibi, lipid ester yapilarinin
gOstergesi olan bdlgelerdir. Modifiye Dixon agar besiyerinde Uretilen suslarda bile hicre duvari lipid
bdlgelerinde farkliliklar izlenmektedir. Besiyerinin icinde bulunan bilesiklerin, hiicre duvari Gzerinde farkl
yapilara katilmasi ve bunlarin FT-IR spektrumunda saptanabilmesi ayirim gucuni artirmaktadir. Benzer
bir durum Tween 80 ilave edilen ortamlarda Uretilen dermatofit suslarinda da gérilmastir’S. Bu nedenle,
farkli lipid bilesik iceren ortamlarda Uretilen Malassezia suslarinin  hiicre duvarlarinda olugan
farkhliklarin, tir ayiriminda kullanilmasi ile ilgili aragtirmalar planlanmahdir.

Sunulan arastirmanin  bazi sinirflamalari  bulunmaktadir. Yapilan PCA analizinin ve HCA
dendrograminin istatistik glcl, ayni grup icinde yapilacak o&lgim sayisinin yiksek olmasini
gerektirmektedir.  Calismamiz, simdiye kadar insanlarda patojen olarak tanimlanan
10 Malassezia turuni icermekle birlikte, LSU-rRNA sekanslama ile tanimlanmis ¢ok sayida sus ile bu
analizlerin sonuglari test edilmelidir. Bir diger sinirlayici nokta ise Malassezia suglarinin yapisidir.
Suslarin sadece elipsoidal maya formunda bulunmamasi, psédohif ve M.furfur gibi bazi tirlerde spontan
olarak filamentéz forma gegme egiliminin olmasi, Malassezia suslari ile yapilacak butin FT-IR
spektroskopi analizlerinin zayif noktasini olugturacaktir. Dolayisiyla, 6ncelikle tim Malassezia turleri igin
es morfolojik Ureme Ozelligi saglayacak bir besiyerinin arastirilmasi ve bunu takiben FT-IR spektroskopi
analizinin yapilmasi, verilerin dederlendirilmesini kolaylastiracaktir.

FT-IR spektroskopisi hizli ve kolay uygulanabilen bir ydntemdir. Ginumizde birgok kurumda
mikroorganizmalarin tanimlanmasi, biyofilm arastirmalari ve mikrobiyal kontaminasyonun analizi gibi
konularda FT-IR spektroskopisi arastirmalari yiritiimektedir’®-2!, Rutin uygulamalar ile gelistirilecek
teknoloji spektroskopi cihazlarinin maliyetlerini disurecektir. Yéntemin bugin icin eksik olan tarafi ise
“mikrobiyal tani kutlphanesi’nin yeterli olmamasidir. Spektroskopi cihazinin ana maliyeti disinda,
sunulan yéntem hizli, ucuz ve basittir. Bu nedenle, FT-IR spektroskopisi teknigine dayali yontemler
gelistirilmeli ve rutin kullanima uygun hale getirilmelidir.
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