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OZET

Malassezia tirleri, normal deri florasinin tyesi kabul edilen, cilt enfeksiyonlarina da yol acabilen li-
pofilik ekzobasidiyomicet mantarlardir. Rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda uygulanan fenotipik ka-
rakterlere dayal tiir tanimlamasi her zaman icin taksonomik arastirmalarla uyumlu olmayabilmektedir.
Lipofilik ve lipide bagimh Malassezia tirleri lipid ile zenginlestirilmis besiyerlerine gereksinim g0sterir.
Bu nedenle, lipid bolgesine odaklanmis Fourier donlisimli kizildtesi (Fourier transform infrared; FT-IR)
spektroskopisi, Malassezia tiirlerinin tanimlanmasinda yardimci olabilir. Bu ¢alismada, insan patojeni
olan 10 farkli tlre 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 be-
siyerinde standart kiltlrl takiben FT-IR spektroskopisi ile incelenmistir. Calismamizda, tiim 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 yapilmistir. M1 grubunda;
M.obtusa’nin 1686-1606 cm™', M2 grubunda M.japonicum’un 2993-2812 cm™' dalga sayisi penceresin-
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de yapilan ikinci basamak islemlerinde, dustik diizeyde ayirim giici ile tanimlandigi gorilmustir. Bu-
nunla birlikte, M.sympodialis, M.globosa ve M.pachydermatis ile M.furfur ve M.yamatoensis'in birbirlerin-
den ayinm gosterdigi bolgeler saptanamamustir. Sonug olarak, farkl spektral bolgelerin analiz verileri-
ne gore; FT-IR spektroskopik analizinin, standart kiltiiri yapilan Malassezia tiirlerinin ayinminda yeter-
li olmadigi kanisina varilmistir.

Anahtar sézciikler: Malassezia tiirleri; 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 win-
dow may be useful for identification of Malassezia species. In this study, 10 different standard Malas-
sezia 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.sympo-
dialis 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 analy-
sis. 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 re-
sults revealed that FT-IR spectroscopy was not sufficient for species identification of culture grown Ma-
lassezia species.

Key words: Malassezia species; FT-IR spectroscopy; taxonomy; identification.

GiRis

Malassezia cinsinde yer alan maya mantarlari normal insan cilt florasinda bulunabilen,
enfeksiyonlara yol acabilen, lipofilik mikroorganizmalardir. Ekzobasidiyomicetes sinifin-
da, Malasseziales takiminda yer alan Malassezia cinsi icinde 13 farkh tir tanimlanmistir.
Taksonomik siniflamada molekdler teknikler 6ne ¢ikmaktadir. Tir ayinminda ¢cogunlukla
fizyolojik ve yag asitleri asimilasyon 6zellikleri kullaniimaktadir'. Bu 6zellikler genellikle
yeterli kabul edilmekle birlikte, rutin ve hizli testlerin gelistiriimesine gereksinim vardir.

Fourier donlisimli kizilotesi (Fourier transform infrared; FT-IR) spektroskopi teknigi,
XX. yuzyilin baslarindan itibaren biyolojik bilimlerde kullanilmaktadir. FT-IR spektrosko-
pisinin tanisal mikrobiyolojide siklikla kullanim amaci mikroorganizmalarin tanimlanma-
si ve siniflandinimasidir. Kizilotesi bolgesinde absorpsiyon, molekdillerin titresim ve don-
me duzeylerini uyarir. Teknik, bu uyarimin olcimi esasina dayanir. Kiziltesi 1sinin ab-
sorpsiyonu, cesitli titresim ve donme halleri arasindaki enerji farklarinin kiiciik olmasi ne-
deniyle cogunlukla molekuler yapilarla sinirhdir. Dalga sayisi hem enerji hem de frekans
ile dogru orantili oldugundan FT-IR spektroskopisi incelemelerinde dalga sayisi 6lcek ola-
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rak kullanilir. Mikrobiyolojik incelemelerde orta (2.5-25 pym) kizil6tesi 151G1 ile 4000 ile
400 cm™' arasinda kalan bélge incelenir. FT-IR spektroskopi teknigi ile yapilmakta olan
cok sayida arastirmada, farkli mikroorganizmalarin tanimlanmasinda kullanilabilecek be-
lirleyici kizildtesi spektrum bélgeleri arastinimaktadir?>. Ancak Malassezia spp. suslarina
ait FT-IR spektroskopi analizi ulagilabilen literatiirde nadirdir®.

Kiimeleme ve siniflandirma amacl yontemlerin tamami, ¢cok degiskenli bir veri analiz
yontemi olan temel bilesenler analizine (Principal Component Analysis, PCA) dayalidir.
PCA, incelenen cok sayidaki degiskeni, degiskenler arasi korelasyonu engelleyerek onla-
rin dogrusal kombinasyonlarindan olusan daha az sayida bilesenlere indirgeyen bir yon-
temdir. PCA esash yontemler, verilen bir ornek sistemi lzerinde ¢cok sayida degisken de-
gerinden yola c¢ikarak s6z konusu ornekleri cesitli gruplara kiimeleyerek siniflandirabilir.
Hiyerarsik kimeleme analizi (HCA) ise verilen bir 6rnek setindeki ornekleri ve onlari ta-
nimlayan degiskenleri sahip olduklar benzerliklere gore siniflandiran bir yontemdir. HCA
dogrudan orijinal degiskenlere uygulanabildigi gibi, degisken sayisinin ¢cok fazla olmasi
durumunda, PCA analizinden gelen temel bilesenlere de uygulanabilmektedir. Kiimele-
me analizinde ornekler arasinda uzaklk 6l¢iitl olarak bircok yontem bulunmakla bera-
ber, Oklit uzakligi ve Mahalanobis uzakhigi yontemleri en cok kullanilanlaridir’-8,

Sunulan calismada, standart Malassezia spp. suslari kullanilarak FT-IR spektral verilerin
degerlendirilmesi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Arastirmaya, insanda patojen 10 farkli 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.ob-
tusa 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 6zutd,
%0.6 pepton, %2 kurutulmus okiiz safrasi, %1 Tween 40, %0.2 gliserol, %0.2 oleik asit,
%1.2 agar, %0.5 kloramfenikol, %0.5 siklohekzimid) besiyerinde bir hafta sure ile inkiibe
edilerek Gretildi®. Saf kiiltir olarak tretilen suslar, 2 ml saf su icinde siispanse ve sonra li-
yofilize 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 ¢éziiniirlik 4 cm™’ye ayarlandi. Tim veriler, spektrumlarin kaydedildigi
spektrometrenin bagli oldugu bilgisayarda (Spectrum, v5.0.1, Perkin-Elmer, ABD) kayde-
dildi. Verilere sirasiyla temel cizgi dlzeltmesi (baseline correction), yumusatma (smoot-
hing), normal dagihm uyarlamasi (normalization) ve sinira genisletme (abex fitting) is-
lemleri uygulandi. Her susa ait spektral verilerin, Ust lste binmeyen birim araliklarinin
(pencere) saptanmasi gibi tanimlayici bolgelerin arastirlmasi amaciyla ikinci dereceden
tarevleri alindi. Tirler arasinda gruplama olusturabilecek verilerin varligi icin ¢ok sayida
farkli spektral pencere icin inceleme uygulandi.

Spectrum® yaziimi ile “*.spc” formatinda elde edilen tiim veriler Origin 8.0 (Nort-
hampton, ABD) programinda o6rneklendi ve Minitab 16.0 (Lead Tech, ABD) istatistik
programina aktarildi. Veriler 6ncelikle PCA ile degerlendirildi. Verilerdeki toplam varyan-
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sin %90 ve daha fazlasini aciklayan temel bilesen sayisi belirlendikten sonra yeteri sayi-
da temel bilesen vektori kullanilarak HCA ile 6rneklerin hiyerarsik kiimelenme egilimle-
ri incelendi. HCA analizinde, kiimeleme yontemi icin Ward algoritmasi ve sayisal aralik
icin karesel oklidyan uzaklik islemleri kullanildi.

BULGULAR

incelenen farkli sayida spektral pencerelerin PCA analizlerinde, arastirmaya alinan sus-
larin gruplama olusturdugu bolgeler saptanamamistir. Calismada kullanilan 6rneklere ait
tim spektral bolgenin FT-IR spektrumlari Sekil 1’de gosterilmistir. Bu grafikte lipid bag-
larin izdiisimii olan bélgelerde (3000-2800 cm™' araliginda) tiim suslar icin farkli tepe
noktalar elde edilmistir (Sekil 2). Ancak bu bdlgelerin PCA analizinde Malassezia spp.
suslar gruplagma gostermemis; buna karsin tim spektrumun PCA analizinde gruplagma-
lar goralmdastir (Sekil 3). Tum spektrumun dendrograminda Malassezia turleri belirgin
iki ana gruba (M1 grubu; M.globosa, M.obtusa, M.sympodialis, M.dermatis ve M.pachy-
dermatis ile M2 grubu; M.furfur, M.japonica, M.nana, M.slooffiae ve M.yamatoensis) ayri-
labilmektedir (Sekil 4). Farkli dalga boyu pencereleri ile yapilan incelemelerde M1 gru-
bunda (1686-1606 cm™) M.obtusa’nin, M2 grubunda (2993-2812 cm') ise M.japoni-
ca’'nin ayinm gosterdigi, ancak bu verilerin ayirim guciiniin disiik oldugu goérilmekte-
dir (Sekil 5). Bununla birlikte, M.sympodialis, M.globosa ve M.pachydermatis ile M.furfur,
M.slooffiae ve M.yamatoensis'in birbirlerinden ayirrm gosterdigi bolgeler saptanamamis-
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Sekil 1. Arastirmaya alinan 10 farkli Malassezia spp. susunun FT-IR spektrumlari.
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Sekil 2. Arastirmaya alinan 10 farkli Malassezia tiiriiniin 3000-2800 cm' bélgesi FT-IR spektrumlari.
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Sekil 3. Malassezia suslarinin biitiin bélge FT-IR spektrumlari kullanilarak yapilan PCA analizi sonucu ilk iki
skor vektérii (PC1 ve PC2) kullanilarak olusturulan skor grafigi.
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Sekil 4. Malassezia suslarinin biittin orta IR bélge FT-IR spektrumlari kullanilarak yapilan PCA analizinden el-
de edilen ilk dort skor vektorii kullanilarak gerceklestirilen HCA analizi ile elde edilen dendrogram.

tir. Benzer sekilde testlerin tekrarlandigi farkh pencere araliklarinda da ayinm olusturabi-

lecek bolgeler bulunamamustir. Verilerin ikinci derece tirevlerinin analizinde de ayinm
glict bulunan pencere araliklari saptanamamistir.

TARTISMA

Malassezia ile yapilan ilk arastirmalar yaklasik 150 yil once baglamistir. Bu siire icinde
insan patojeni maya mantarlari ile ilgili cok sayida arastirma yapilirken, Malassezia tirle-
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Sekil 4. M1 grubunda (1686-1606 cm™ dalga boyu penceresi) M.obtusa’nin, M2 grubunda (2993-2812 cm’!

dalga boyu penceresi) ise M.japonica’nin ayinm gésterdigi, ancak bu verilerin ayinm gliciintin dtistik oldugu go-
riilmektedir.
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rinin rutin kullanilan mikolojik besiyerlerinde Uretilememesi nedeniyle bu konudaki aras-
tirmalar daha yavas ilerlemistir. Hlicre duvarlarinda ylksek lipid icerdiklerinden bu man-
tarlarin Uretilme ve tanimlanmasinda zorluklar bulunmaktadir. Malassezia tiirlerinin, di-
ger bircok anamorfik mayada da oldugu gibi, morfolojik olarak ayirimi zordur. Tanimla-
ma amaciyla, LSU-rRNA sekanslama ile uyumlu oldugu gosterilen suslarin, farkl isilarda
Ureme yetenekleri, katalaz reaksiyonu ve farkli lipid iceren bilesikleri asimile edebilme
oOzellikleri kullanilir. Ancak bazi tiirler sadece molekiiler tekniklerle kesin olarak tanimla-
nabilmektedir'®.

Malassezia turlerinin 151k mikroskopi ¢alismalari ile farkhhklar ilk defa 1899 yilinda bil-
dirilmistir'. Daha sonralari yapilan arastirmalar ile Malassezia tiirleri arasinda 1tk mikros-
kopisi ile kiltirde filamanh yapilarin gorildigu turler M.globosa ve M.obtusa olarak iki
gruba ayrilmistir. M.globosa ve M.obtusa’'nin kiltirlerindeki filamentoz yapilara benze-
yen kivrimli atipik filamentoz yapilara M.sympodialis'te de rastlanmis olmakla birlikte bu
yapilar in vivo incelemelerde gézlenmemistir''. Yapilan elektron mikroskopi (EM) ince-
lemelerinde, Malassezia turlerinin hiicre duvarlarinin kalin, elektron-yogun ve cok kat-
manli yapilara sahip, fibriler bir yapida oldugu gérilmiistiir'2. Bu yapinin tiirler arasinda
farklilik gosterdigi EM calismalari ile bildirilmistir®. FT-IR spektroskopisi temel prensipleri
disundldaginde bu durumun bir farklihk olusturmasi beklenmelidir. Kalinowska-Pujdak
ve arkadaslarinin® calismasinda, klinik ve standart suslarin FT-IR spektroskopisi analizi so-
nunda, bes farkl Malassezia tiri arasinda M.furfur'un diger suslardan ayrilabildigi; bir
klinik izolatin da sadece bu yontem ile M.furfur olarak tanimlanabildigi bildirilmistir. Bu
arastiricilar ayrica, M.globosa ve M.obtusa’'nin FT-IR spektroskopi ile ¢cok yakinhk goster-
digini belirtmislerdir®. Bizim calismamizda, M.globosa susu, Kalinowska-Pujdak ve arka-
daslarinin® calismalarinda yakin tiir olarak belirtilen M.sympodialis ile birlikte M.pachyder-
matis'e de benzer spektrum vermistir. M.pachydermatis bulundugu konaga uyum goste-
ren, genetik olarak heterojen bir tiirdiir'>'. Bu durumun hiicre duvar yapisinda farkli-
liklara yansimasi beklenebilir. Benzer ayirrm grubunda bulunan M.dermatis’in tanimlan-
masinda ise molekiiler tekniklerin daha “akilci” oldugu belirtiimektedir'®. Sunulan aras-
tirmada M2 grubunu, grup icinde daha az benzerlik gosteren M.yamatoensis, M.furfur,
M.japonica, M.nana ve M.slooffiae olusturmaktadir. Kalinowska-Pujdak ve arkadaslarinin®
arastirmasinda kullanilan 6rnek sayisi, istatistiksel analiz icin yeterli olmakla birlikte test
edilen tir sayisi azdir ve bizim ¢alismamizda incelenen bazi tirler (M.yamatoensis, M.na-
na, M.slooffiae vb.) bulunmamaktadir. Bu nedenle “M.furfur'un FT-IR spektroskopisi ana-
lizi ile tanimlanabilecedi” seklindeki sonug, bizim caliimamizda elde edilememistir.
M.furfur, tim dalga boyu analizinde M.yamatoensis'ten, lipid bolge ve farkh bélgelerin
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 spekt-
rumunda ayri bir grup olarak degerlendirmeye yatkindir (Sekil 4). Yapilan tim filogene-
tik analizlerde M.slooffiae’nin farkl bir grup olabilecedi, filogenetik agactaki yerinin da-
ha belirgin olabilmesi icin ileri arastirmalara gereksinim oldugu belirtilmektedir'%,

Sekil 1'de, elde edilen tim spektrumda 900-1200 cm™ arasi cesitli polisakkaridleri,
1200-1250 cm™' arasi niikleik asit kaynakli PO, yapilari; 1500-1700 cm’! arasi protein-
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lerden C = O ve N-H yapilari;; 1720-1750 cm™' arasi lipid esterlerinden C = O yapilar;
2800-3000 cm™ arasi protein ve lipidlerden CH yapilari ve 3200-3100 cm™ arasi prote-
inlerden NH yapilari goriilmektedir*>. FT-IR spektroskopisi incelemesinde grafik olarak
aktarilan verilerin amplitlidii, ortamdaki madde miktari ile iliskili degildir. Lipid baglarin
bulundugu bélgelerdeki (Sekil 2) farkli dalga yapilarinin gortlmesinin, Malassezia turle-
rinin hiicre duvarlarindaki farkh lipid olusumlara bagh olabilecegi 6ne sirtlebilir. Prote-
in ve nikleik asit kaynakl yapilara bagl verilerdeki farkliliklar ise Malassezia tirlerinin
hem yasam donemindeki fazlarina hem de hif ve maya formlarindaki molekdillerin fark-
hliklarindan kaynaklanabilecegini kuvvetle diisiindiirmektedir. Bu nedenle tiim spektru-
mun degerlendirilmesi yerine, ileri arastirmalarda, sinirli bir bolgede keskin pik gosteren
lipid bolgesinin arastiriimasi 6nemlidir.

Lipofilik 6zellik gosteren Malassezia suslari, Greme ve yasamlari icin ortamda uzun zin-
cirli (12-24 karbonlu) yag asitlerinin bulunmasina ihtiya¢c duyar. Bu 6zellik giinimuzde,
Malassezia suslarinin laboratuvar tanisinda siklikla kullanilmaktadir'®. Malassezia suslarina
ait FT-IR spektroskopisi verilerinde ayinm yaratabilecek bolgelerden biri de, Sekil 1'de go-
ruldigu gibi, lipid ester yapilarinin gostergesi olan bolgelerdir. Modifiye Dixon agar besi-
yerinde Uretilen suslarda bile hiicre duvari lipid bolgelerinde farkliliklar izlenmektedir. Be-
siyerinin icinde bulunan bilesiklerin, hiicre duvari tizerinde farkli yapilara katilmasi ve bun-
larin FT-IR spektrumunda saptanabilmesi ayinm guclinu artirmaktadir. Benzer bir durum
Tween 80 ilave edilen ortamlarda iiretilen dermatofit suslarinda da gériilmdstiir'®. Bu ne-
denle, farkli lipid bilesik iceren ortamlarda uretilen Malassezia suslarinin hiicre duvarlarin-
da olugan farkhliklarin, tir ayinmminda kullanilmasi ile ilgili arastirmalar planlanmalidir.

Sunulan arastirmanin bazi sinirlamalar bulunmaktadir. Yapilan PCA analizinin ve HCA
dendrograminin istatistik glicti, ayni grup icinde yapilacak lcim sayisinin yuksek olma-
sini gerektirmektedir. Calismamiz, simdiye kadar insanlarda patojen olarak tanimlanan
10 Malassezia tiirini icermekle birlikte, LSU-rRNA sekanslama ile tanimlanmis cok sayi-
da susg ile bu analizlerin sonuclari test edilmelidir. Bir diger sinirlayici nokta ise Malasse-
zia suslarinin yapisidir. Suslarin sadece elipsoidal maya formunda bulunmamasi, psédo-
hif ve M.furfur gibi bazi tiirlerde spontan olarak filament6z forma ge¢cme egiliminin ol-
masl, Malassezia suslari ile yapilacak butiin FT-IR spektroskopi analizlerinin zayif noktasi-
ni olusturacaktir. Dolayisiyla, oncelikle tim Malassezia tirleri icin es morfolojik tGreme
ozelligi saglayacak bir besiyerinin arastirilmasi ve bunu takiben FT-IR spektroskopi anali-
zinin yapilmasi, verilerin degerlendirilmesini kolaylastiracaktir.

FT-IR spektroskopisi hizli ve kolay uygulanabilen bir yontemdir. Ginimdzde bir¢ok ku-
rumda mikroorganizmalarin tanimlanmasi, biyofilm arastirmalar ve mikrobiyal kontami-
nasyonun analizi gibi konularda FT-IR spektroskopisi arastirmalar yiiriitilmektedir' 2!,
Rutin uygulamalar ile gelistirilecek teknoloji spektroskopi cihazlarinin maliyetlerini diisu-
recektir. Yontemin bugin icin eksik olan tarafi ise “mikrobiyal tani kiitiphanesi”nin yeter-
li olmamasidir. Spektroskopi cihazinin ana maliyeti disinda, sunulan yéntem hizli, ucuz ve
basittir. Bu nedenle, FT-IR spektroskopisi teknigine dayali ydontemler gelistirilmeli ve rutin
kullanima uygun hale getirilmelidir.
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