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OZET

Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda Trichophyton mentagrophytes ve Trichophyton rubrum en sik tanim-
lanan iki dermatofit tlrtidir. Her ne kadar yeni teknolojiler dermatofitlerin tiir diizeyinde tanimlanma-
sina yardimci olabiliyorsa da, bu yontemlerin dogrudan uygulanmasinda kabul edilebilir sonuglar icin
gelistiriimelerine ihtiyac vardir. FT-IR spektroskopisi ile yapilan onceki arastirmalar, bazi kisitliliklarinin
bulunmasiyla birlikte, bu yontemin dermatofitlerin tanimlanmasinda kullanilabilecegini gdstermektedir.
Kuf mantarlarinin 6karyotik karmasik yapilarindan dolayi 6zellikle FT-IR spektrumdaki organik bag bolgesi
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oldukca dizensizlikler gdstermektedir. Bu calismada, inorganik bir molekil olan Tween-80’in, dermato-
fitlerin ireme ortamina ilave edilmesiyle, dermatofitlerin FT-IR spektroskopi analizine etkisi incelenmistir.
Calismada, toplam dokuz referans dermatofit kokeni [5 T.mentagrophytes kompleks (T.asteroides CBS
424.63, Terinacei CBS 344.79, T.erinacei CBS 511.73, Terinacei CBS 677.86, T.mentagrophytes CBS
110.65) ve farkl morfotipte 4 T.rubrum kompleks (T.fluviomuniense CBS 592.68, T.kuryangei CBS 422.67,
T.raubitschekii CBS 102856, T.rubrum CBS 392.58)] incelenmistir. Tum kokenler %1 Tween-80 iceren ve
icermeyen Sabouraud glukoz agarda li¢ hafta streyle cogaltilmis; inkiibasyon sonunda, ylizeyden top-
lanan her bir dermatofit kdkeni FT-IR spektroskopisi ile incelenmistir. Tiim dlciimler 4400 ile 400 cm™
araliginda transmisyon modunda yapilmistir. Cok sayida spektral pencere bolgesi, temel bilesenler analizi
ve hiyerarsik kiimeleme ile incelenerek degerlendirilmistir. T.mentagrophytes kompleks ve T.rubrum komp-
leks, bes farkli bolge spektrumlarinin ikinci dereceden tiirevlerin birlikte degerlendirilmesiyle kolaylikla
ayri olarak gruplandiniimistir. Calismanin diger bir bulgusu da, Tween-80 ile inkiibasyon sonrasinda tim
T.mentagrophytes kokenlerinin kiif yapilarinda lipid bag bilesimlerinin saptanmasi olmus (p= 0.025); bu
baglar T.rubrum kokenlerinde belirlenememistir (p= 0.269). Sonug olarak, T.mentagrophytes kompleks
kokenlerinin T.rubrum kompleks kokenlerinden FT-IR spektroskopi ile ayrilabilmesi icin, kiltiir ortamina
Tween-80 eklenmesinin yeterli oldugu belirlenmis; bunun nedeninin, kiiltiir ortamindan T.mentagrophytes
kokenlerinin hiicre yapisina gecen lipid bilesikler oldugu dusiiniilmustir. Tween-80'in, T.mentagrophytes
ve T.rubrum kompleks kokenlerinin FT-IR spektroskopi ile ayrimindaki bu olumlu etkisinin desteklenmesi
icin, gerek daha fazla sayida referans koken, gerekse antifungal ilaclar ve inorganik iyonlar gibi farkl cev-
resel etkenlerle karsilasan klinik kokenler ile yapilacak ileri aragtirmalara ihtiya¢c duyulmaktadir.

Anahtar sozciikler: Trichophyton; FT-IR spektroskopi; Tween-80; siniflandirma.

ABSTRACT

Trichophyton mentagrophytes and Trichophyton rubrum, are two of the frequently identified dermatoph-
yte species in routine microbiology laboratories. Although newer technologies may assist in species-level
identification, direct application of these methods usually require improvement in order to obtain reliable
identification of these species. Earlier data have shown that dermatophytes may be identified with FT-IR
spectroscopy although there are some limitations. In particular, the organic bond ranges in FT-IR spectra
showed more irregularity because of the eucaryotic complexity of the molds. In this study, Tween-80 which
is an inorganic molecule, was added to the dermatophyte growth medium in order to investigate its effect
on FT-IR spectroscopy analysis of dermatophytes. Nine reference dermatophyte strains [5 T.mentagrophytes
complex (T.asteroides CBS 424.63, T.erinacei CBS 344.79, CBS 511.73, CBS 677.86, T.mentagrophytes
CBS 110.65) and 4 T.rubrum complex strains with different morphotypes (T.fluviomuniense CBS 592.68,
T.kuryangei CBS 422.67, T.raubitschekii CBS 102856, T.rubrum CBS 392.58)] were included in the study.
All strains were cultured on Sabouraud glucose agar either with or without 1% Tween-80 for three weeks.
After the incubation period, superficial scrapings from each dermatophyte colony were analyzed using
FT-IR spectroscopy. All measurements were performed in transmission mode between 4400 and 400 cm™".
Numerous spectral window data were analyzed by principal component analysis and hierarchical cluste-
ring was performed. The second derivations of spectral ranges revealed clear grouping of T.mentagrophytes
complex and T.rubrum complex in association over five separate spectral ranges. The findings also showed
that while all of the T.mentagrophytes strains contained lipid compounds in their mold structure after
Tween-80 incubation (p< 0.025), T.rubrum strains did not. Based on these results, it was concluded that
culture medium containing Tween-80 was sufficient to enable differentiation of T.mentagrophytes complex
from T.rubrum complex by FT-IR spectroscopy. This effect might be attributed to the possible transfer of
lipid compounds from culture to cell structure during growth. Further studies with the use of large num-
ber of reference strains and clinical isolates exposed to different environmental factors, such as antifungal
agents and inorganic ions, are needed to support these data indicating favorable effect of Tween-80 on
the differentiation of T.mentagrophytes and T.rubrum complexes by FT-IR spectroscopy.

Key words: Trichophyton; FT-IR spectroscopy; Tween-80; classification.
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GIRi$

Dermatofitlerin tir diizeyinde tanimlanmasinda kullanilan klasik mikolojik yontemler
olan morfolojik ve fizyolojik testler, cogunlukla yanlis taniya neden olmaktadir'. Koloni
yapisi ve mikroskop incelemesiyle yapilan tanimlama, tirler arasindaki benzerlikler
nedeniyle 6nemli bilgi birikimi ve deneyime gereksinim duymaktadir’*. Dermatofitlerin
tir diuzeyinde tanimlanmasi icin 1980’li yillardan itibaren bircok molekiler yontem
uygulamaya girmis, bu yontemlerle elde edilen veriler cins ve tir diizeyinde taksonomik
degisikliklerin zorunlu oldugunu géstermistir'-2. Farkli teknikler ile ayni sonuclarin alin-
mamasi, rutin uygulanabilir yontemlerin kabullinu ve yayginlasmasini zorlastirmaktadir.
Bu nedenle dermatofitlerin tanimlanmasinda; hizli, maliyet ve is yukinin dusiik oldugu
ve kolay uygulanabilir yontemlerin gelistirilmesine ihtiyac duyulmaktadir. Otomatize
sistemlerde tanimlamaya yonelik veritabanlarinin hizli sekilde gelistirilmesiyle rutin
uygulama sorunlarinin bir kismi ¢6ziimlenen kemotaksonomik yontemler (kultdr filtrat
proteinlerinin disk elektroforezi, yag§ asitleri piroliz-gaz-likit kromatografisi, zimogram
paterni analizine yonelik total hiicre protein ekstraktlarinin poliakrilamid gradienti, ince
tabaka poliakrilamid jelde somatik ekstrelerin izoelektrik odaklamasi, MALDI-TOF vb.),
klasik tekniklerden daha hizli ve dogru olarak taniya ulassa da bircok laboratuvar icin
rutin uygulamalarda ulasilabilir degildir®3.

Kemotaksonomik bir yontem olan “Fourier donisumli kizilotesi” (Fourier Transform
Infrared; FT-IR) spektroskopi teknigi ile 6zel bir grup olan dermatofitlerin hem cins hem
de tir diizeyinde tanimlanmasi amaciyla yapilan arastirmalar, bu yontemin gelistiriime-
sine ihtiyagc oldugunu géstermistir>®. Dogrudan analizde karsilasilan tiir aynm zorluk-
larini asmaya yonelik olarak; hiicre yapisina etki etmesi sonucunda turler arasi farklilik
olusturacak ve olciilebilecek yéntemler gelistirilmelidir. Okaryot bir canli olan maya
mantarlarinin, ¢cevresel uyuma zorlandiginda farkhlik olusturabilecegi esas yapinin hiicre
duvari oldugu bilinmektedir’.

Yuzey aktif maddeler (stirfaktanlar), bir ¢oziiclide disik konsantrasyonda ¢6zindi-
glinde, ara yiizeyin fiziksel ozelliklerini degistirerek bu yiizeylerde adsorbe olma 6zelli-
gine sahip olan organik molekdllerdir. Etkilesime girdigi ortamdaki ara ylizde, hidrofilik
ve hidrofobik kisimlarin toplanmasi kendiliginden gerceklesir ve sonucta ylizey gerilimi
diser. Gergek ylizey aktif maddeler, ¢oziicli fazinda kendiliginden diizenlenen yapilari
(miselleri) olusturabilme o6zelligi ile ayirt edilir. Yiizey aktif maddeler genel olarak; emil-
siyon olusturucu, dagiim, islatici, kopiik ya da deterjan 6zelliklerine gore siniflandirilir.
Kolloidal yapilar olarak cok yonli bir faz davranisi ve cesitliligi nedeniyle yiizey aktif
maddeler; ylksek ylizey alanlar, kolloidal sistemlerin ylizey aktivitesi veya stabilite
modifikasyonunun gerekli oldugu pek cok endiistriyel islemlerde kullanilmaktadir®®.
Tween serisi slirfaktanlar ise, bakteri ve filament6z mantarlarin Uretildikleri ortamlara,
dremenin artiriimasi ve ¢esitli mikroorganizmalarin uriin ve enzimlerinin salgilanmasinin
saglanmasi amaciyla eklenmektedir. Non-iyonik bir stirfaktan olan Tween-80, bu stirfak-
tanlar arasinda doymamis yag asidi kalintilari (oleat) bulunduran tek maddedir. Hiicre
zar gecirgenligini de artiran Tween serisi strfaktanlarin hiicre cogalmasi ve gelisimiyle
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ilgili etkisi heniiz yeterince belirlenememistir. Tween-80 bulunduran ortamlarda man-
tar kokenleriyle yapilan arastirmalar; mantarin ekzopolisakkarit yapilarinin dagihminin
degistigini, ancak cinsler arasinda bu degisimin farkl olabilecegini bildirmektedir'®'!.
Sirfaktanlar gibi, mikroorganizma metabolitlerinin artmasina neden olan etkenler, hiicre
membranindaki organizasyonu bozarak gecirgenligi degistirmekte veya enzimlerin sen-
tez basamaklarina dogrudan etki ederek bu sonuca ulasmaktadir''. Bazi arastirmacilar
bu deneylerde, Tween-80 yapisinin hizl bir sekilde parcalandigini ve oleik asidin ortaya
ciktigini bildirmislerdir'2.

Sunulan arastirmada, hem diinyada hem de Ulkemizde sac¢siz deri ve tirnak der-
matofitozlarinda en sik saptanan iki tir olan Trichophyton rubrum ve Trichophyton
mentagrophytes’in, FT-IR spektroskopisi ile ayrimlari asamasinda, besiyeri ortamina ekle-
nen Tween-80 molekulinin etkisi irdelenmis ve arastirma sonuglar tartismaya acilmugtir.

GEREC ve YONTEM

Calismada, T.mentagrophytes kompleks Uyesi 5 koken ile farkl morfotipte 4 T.rubrum
kokeni olmak lizere toplam 9 referans koken degerlendirildi (Tablo I). Trichophyton
kokenleri %1 Tween-80 iceren (Tween-80*) ve icermeyen (Tween-807) Sabouraud glu-
koz agarda 3 hafta suireyle oda isisinda inkibe edilerek uretildi. Saf kultur kokenler 2 ml
saf su icinde siispanse hale getirildikten sonra liyofilize edildi.

FT-IR spektroskopisi analizi Perkin-Elmer FT-IR spektrometre (Model BX-40, ABD) ciha-
zinda absorpsiyon modunda yapildi. Calismada 4400-400 cm™' spektral sinirlar alindi.
Spektral ¢dziiniirliik 4 cm™'’e ayarlandi. Tiim veriler, spektrumlarin alindigi spektrometre-
nin bagl oldugu bilgisayarda (Spectrum, v5.0.1, Perkin-Elmer, ABD) kaydedildi. Verilere
sirasiyla temel cizgi diizeltmesi (baseline correction), yumusatma (smoothing), normal

Tablo I. Arastirmaya Alinan Dermatofit Kokenleri

Referans koken Katalog no izolasyon kaynag

T.mentagrophytes kompleks

T.asteroides CBS 424.63 Kol derisi (Haarlem/Hollanda)
T.erinacei CBS 344.79 Kol derisi
T.erinacei CBS 511.73 Kirpi (Yeni Zelanda)
T.erinacei CBS 677.86 Tirnak (Almanya)
T.mentagrophytes CBS 110.65 Pubik killar (Hollanda)

T. rubrum kompleks
T.fluviomuniense CBS 592.68 Sacsiz deri (Rio Muni/Gine)
T.kuryangei CBS 422.67 Tinea kapitis (Zaire)
T.raubitschekii CBS 102856 El bagparmad (italya; Kamerunlu

olgu)

T.rubrum CBS 392.58 Tinea pedis (Rotterdam/Hollanda)
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dagiim uyarlamasi (normalization) ve sinira genisgletme (abex fitting) islemleri uygu-
landi. Her kokene ait spektral verilerin, Ust Gste binmeyen birim araliklarinin (pencere)
saptanmasi gibi tanimlayici bolgelerin arastirlmasi amaciyla ikinci dereceden tirevleri
alindi. Turler arasinda gruplama olusturabilecek verilerin varligi icin cok sayida farkl
spektral pencere icin inceleme uygulandi.

Spectrum® yaziimi ile “*.spc” formatinda elde edilen tiim veriler Origin 8.0
(Northampton, ABD) programinda 6rneklendi ve Minitab 16.0 (Lead Tech, ABD) istatis-
tik programina aktarildi. Veriler oncelikle temel bilegenler analizi (Principal Component
Analysis; PCA) ile degerlendirildi. Verilerdeki toplam varyansin %90 ve daha fazlasini
aciklayan temel bilesen sayisi belirlendikten sonra yeteri sayida temel bilesen vektoru
kullanilarak hiyerarsik kiimeleme analizi (Hierarchical Cluster Analysis; HCA) ile 6rnek-
lerin kiimelenme egilimleri incelendi. HCA analizinde, kiimeleme metodu icin Ward
algoritmasi ve sayisal aralik icin karesel 6klidyan uzaklik islemleri uygulandi. Bu asamada
Tween-80 varliginda dermatofitlerin spektrum verileri incelendi®.

Turler arasi ayrim olusturan boliim pencerelerinde elde edilen veri degisimlerinin, bir
ture ait kokenler icin ayni sekilde gerceklesip gerceklesmedigini saptamaya yonelik ola-
rak; Tween-80 iceren ve icermeyen dermatofit kokenlerinin verileri incelendi. Taksonomik
ayrim yaptigi distintlen bolim pencerelerinin spektral verilerine HCA analizi uygulandi.
Bu yontemde yukardaki islemden farkl olarak orta noktalama (centroid) algoritmasi
secildi. Elde edilen degerler dermatofit kokenlerinin Tween-80 ile inkiibasyon etkisinin
yoklugu ve varligindaki tGremeleri esnasinda degisim gosteren nokta-sayisal verilerini
olusturdu. Bu verilere eslesmis orneklerde t-testi analizi yapilarak T.mentagrophytes ve
T.rubrum kékenlerindeki tir ici degisim verileri degerlendirildi. istatistiksel hata pay (p)
0.05 olarak alind.

BULGULAR

Calismada, bes T.mentagrophytes ve dort T.rubrum kokeninin FT-IR spektrum verileri
ile farkli pencere araliklarinin dogrudan spektral veri degerlendirmesinde, tirlerin ayri-
minda yardimci olacak bolgeler belirlenememistir. Buna karsin, iki spektral veri noktasi
arasindaki degisimi gosteren ikinci derece tirev verilerinde farklliklar gosteren bolimler
saptanmistir. Benzer kimyasal yapi 6zelligi gosteren farkh bolgeler, ayni siniflama alti-
na alinarak gruplandinlmistir. Buna gore Bolge 1: ‘3920°-3922' ‘3914’ ‘3904’ ‘3896’
3890°-'3888’ ‘3880’ ‘3872’ ‘3854’ ‘3840’ ‘3822’ ‘3812’ ‘3796’ ‘3750’ ‘3676’ '3670’-
3666’ '3650" 3644'-'3642' ‘3628’ ‘3600’ ‘3568’ cm’'; Bélge 2: ‘3346’ ‘3338’ '3334'-
’3332' cm™'; Bélge 3: '2982'-'2980’ 2974’ cm’'; Bolge 4: ‘1416'-'1414 “1410'-'1406’
cm™’; ve Bélge 5: ‘1174’ cm™' olarak tanimlanmustir. Bolge araliklarinin birlikte kullanimi
ile tirlerin birbirlerinden ayrilabildigi goralmusttr (Sekil 1,2).

Tween-80* ortamda inklibe edilen tirlerin FT-IR spektroskopisine bolgesel etkisi-
ne yonelik PCA grafiklerinin istatistiksel incelemesinde; Tween-80* ortamda tireyen
T.mentagrophytes kokenlerinde lipid kok yapilarinin spektral analiz bolgelerinde degisik-
likler gorilirken, T.rubrum kokenlerinde incelemeye alinan spektral analiz bolgelerinin
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Sekil 1. T.mentagrophytes ve T.rubrum morfotiplerinin bes farkl bélgeden FT-IR spektroskopisi verilerinin temel
bilesenler analizi ile ayrimi.
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Sekil 2. T.mentagrophytes ve T.rubrum morfotiplerinin bes farkli bolgeden FT-IR spektroskopisi verilerinin
hiyerarsik kiimeleme analizi ile elde edilen dendrogrami.
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hicbirisinde fark goriilmemistir (Sekil 3). Bu farkhiligi olusturan verilerin T.mentagrophytes
kaynakl oldugu saptanmistir (p= 0.025). Tween-80* ortamda Uretilen T.mentagrophytes
kokenlerinde lipid bag gerilimi gosteren spektrumlarin daha cok bulundugu ve Tween-
80 ortamda Uretilen kokenlerden farkli bolgelerde (Bolge 1 ve Bolge 2) yer aldigi sapta-
nirken, bu degisimlerin T.rubrum kokenlerinde olmadigi belirlenmistir (Sekil 4).
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Sekil 3. Orta noktalama (centroid) algoritmast ile Tween-80 bulunmayan (ici bos) ve bulunan (ici dolu) ortam-
larda gruplarin kendi iclerindeki dagilimlarinin degerlendirilmesi [T. mentagrophytes kékenleri (listte) icin p=
0.025; T. rubrum kékenleri (altta) icin p= 0.269].
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Sekil 4. T.mentagrophytes ve T.rubrum tiirlerinin farkli spektral bolgelerde Tween-80 bulunmayan (ici bos) ve
bulunan (ici dolu) ortamlarda tretilerek yapilan HCA analizinde gruplarin degerlendirilmesi (Bélge 1: 3920-
3568 cm’!; Bélge 2: 3346-3332 cm’; Bélge 3: 2982-2974 cm’'; Bélge 4: 1416-1406 cm’').

TARTISMA

Bu calismada, T.mentagrophytes ve T.rubrum kompleks Uyelerinin FT-IR spektroskopi
teknigi ile tur diizeyinde ayrimi icin yeni ve otomasyona uygun bir yontem sunulmustur.
Calisma verileri, rutin uygulamada pratik olarak kullanilabilecek manuel ve ucuz spekt-
roskopik bir cihaz icin yazilim algoritmasindaki dalga boylarini belirtmektedir. Halen
kullanimda olan kizil6tesi spektroskopik 6lciim yapilabilen cihazlardan da bu sayisal veri-
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ler kolaylikla alinabilmektedir. Bununla birlikte, klinik 6rnekten izole edilen herhangi bir
kokenin, Tween-80* ortamda tekrar inklibe edilmesi geregi ve son tanimlama icin zama-
na ihtiya¢c olmasi, daha onceki tanisal yontemlerde de karsilagilan 6nemli bir sorundur.

Sunulan arastirmada, FT-IR spektrada lipid bilesiklere karsilik absorbans alinan bolgele-
rin yogun olarak bulundugu dalga boylarinda farkliliklar gézlenmistir. Bir hipotez olarak,
Tween-80* ortamda Uretilen dermatofitlerin, kimyasal olarak parcaladiklar Tween-80'i
hiicre duvar yapisina alarak, hiicre kompozisyonunda saptanabilir degisim oldugu 6ne
srulebilir. Ayrica, iki farkli tir arasindaki farkliliklarin, test edilen spektral araliklara gore
degerlendirilmesi, tirlerin ayrnminda kullanilmaktadir. Buna gore bes farkl grup spektral
bolgenin degerlendiriimesinde asagidaki sonuglara ulagilabilir:

1. 3920-3568 cm™! arasini iceren FT-IR spektrumlarinda; 3900-3550 cm™! bélgesinde
gOzlenen gerilme frekanslar assosiye (birlesme) olmamis O-H titresimlerini ve intramole-
kiiler hidrojen baglarinin varigini isaret etmektedir. Ozellikle 3700-3580 cm™ araliginda
ortaya cikan gerilme titresimleri serbest alkollerin varligini da ortaya koymaktadir'3.

2. 3346-3332 cm™ arasi; protein yapisindaki N-H gerilme titresimlerinin gézlendigi
3340-3330 cm' bélgesi ayrica NH, ve COOH gruplarinin bulundugu yapilarda kargimi-
za gikan (N-H) gruplarinin varligina isaret eden rezonanslarin ~3300 cm™ ortaya ciktigini
belirtmektedir. Ayni zamanda proteinlerde gozlenen zwitter iyon formuna ait karakte-
ristik (C ***** O) frekans! yaklasik 1600 cm™'’de ortaya cikmakta ve bu yapinin overton
bandlari ise yaklagik 3500 cm™ gériilmektedir'®. Sunulan arastirmada elde edilen ayrim
ozelliklerinin bu bolgeden kaynaklandigi, bu bolgedeki farkliliklarin bir 6nceki bélgeyi de
etkiledigi anlagilmaktadir. Tween-80 molekulinin parcalanarak T.mentagrophytes hiicre
duvari yapisinda farklilasmaya neden oldugu, ancak bu 6zelligin T.rubrum morfotiplerin-
de bulunmadigi saptanmistir (Sekil 4).

3.2982-2974 cm™' arasina karsilik olarak; 2980-2970 cm™ bélgesinde karsimiza cikan
rezonanslar alifatik karbon iskeletindeki CH, gerilme frekanslarini ve beklenildigi gibi bu
gruplarin varligini ortaya koymaktadir'>. Bu grubun verileri, hiicre duvarindaki alifatik
karbon yapilarinda morfotip gruplar arasinda farkhlik olmadigini distindirmektedir
(Sekil 4).

4.1416-1406 cm™ arasina karsilik olarak; alifatik karbon iskeletindeki CH, gruplarinin
varligini isaret eden egilme titresimlerinin goériildiigii 1416-1400 cm™' bélgesi; ayrica,
protein ve ya§ yapisindaki bilesiklerde bulunan -¢=o gruplarina komsu CH, formlarinin
bulundugunu gostermektedir. Yag formunda gozlenen ve karboksilat grubuna ait (C
2222 ) titresimleri de yine bu bélgede (1405 cm™) ortaya ¢ikmaktadir'®. Bir 6nceki
gruba benzer sekilde, morfotipler arasinda yapisal karbon iskeletlerinin farkli olmadigi

gorilmektedir (Sekil 4).

5. Diger bir bélge olan 1174 cm™'; ya§ ve proteinlerde gézlenen -C-0 gruplarina ait
egilme titresimlerini ve bu gruplarin yani sira alkol ve ester gruplarinin varhigini da ifade
etmektedir'>. Bu bolge verisi, grup olmadigi icin morfotipler arasi farkliliklar degerlen-
dirilememistir.
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Mantar hiicre duvarinin komplike yapisi, tipik olarak kitin, 1,3-p-glukan ve 1,6-p-glukan
ile birlikte mannoproteinleri icerir. Hem konidya faz hem de micel evresinde bu eleman-
lar bulunmakla birlikte oranlari degiskendir’-'®. Protein tabanli bir yapinin konidyalari
kaplayacak sekilde Trichophyton sporlarinda da bulundugu gésterilmistir’. Ayrica micel
ve konidya evrelerindeki metabolik aktivite farkliliklari, dig ortamdaki zorlayici etkenlere
bagl olarak degismektedir. Buna en iyi 6rnek; stresden koruyucu mantar metabolizmasi
ile kontrol edilerek mantarin kendi genini aktiflemesi sonucunda hiicre duvarinin kuru
kitlesi icindeki orani artan trehalozdur’'”. T.rubrum kokenlerindeki proteomik calisma-
lari, cevresel ortamdaki sartlara (kuruluk, 1s1, oksidatif stres, ozmotik stres, aclik, ilaclar,
ortamdaki tuz stresi, protein yapi hasari, metal iyonlari, DNA hasari vb.) bagl olarak
mantar yapisinin degistigini géstermistir’. T.rubrum kékenlerinin pre-germinasyon evre-
sinde oncu olarak bekleyen genlerin, germinasyon ile birlikte aktifleserek, eksternal ve/
veya abiyotik uyarilara yanit, transkripsiyon, biyolojik isleyisin kontroll, hiicre haberles-
mesi, cogalma, metabolizma, sinyal iletimi ve protein sentezi gibi farkl islevlere sahip
proteinleri eksprese ettigi gosterilmistir’'8. Bu veriler ile karsilastirilabilecek benzer aras-
tirma sonuglar henliz T.mentagrophytes kompleks icin bulunmamaktadir.

Tween-80 bulunduran ortamlarda mantarin ekzopolisakkarit yapilarinin dagihminin
degistigi bildirilmistir'®. Yapilan farkli calismalar, Tween-80'in mantarlarda hifal Gireme
ve metabolizma Uzerine stimilator etkisini arastirirken, kiltir ortaminda Tween-80’in
hizla hidrolize olarak ortamda oleik asit yapisinin serbest kaldigini, kiltiir ortaminda oleik
asidin arttigini goéstermistir' 12, Tween-80 opasite testi, T.rubrum ve T.mentagrophytes
ayriminda kullanimi denenen ve opasitenin gorilme zamani (izerine odaklanmis bir
testtir'>2%. Lipid bilesikler hem T.mentagrophytes hem de T.rubrum tarafindan enzim
aktivitesiyle parcalanabilmekle birlikte, bu enzim aktivitesinin farkh tirler ve/veya
morfotipler arasinda farkli olabilecegi bildirilmistir?'?2. Zoosporik (veya slime) mantar
olarak siniflandirlan, ancak protista oldugu kabul edilen Thraustochytrium aureum ile
laboratuvar kosullarinda yapilan deneylerde, Tween-80 yapisinda bulunan oleik asidin
canh hticre icine alinmasina lipazin etkisi olabilecegi ileri sturtlmistir. Ayni zamanda
hidrolitik enzimler ile Tween-80’in ester baglanma bdlgesinden parcalanmasi ve serbest
yag asitleri formunda oleik asidin hiicre yapisina alindigi diisiiniilmektedir?®. Bununla
birlikte, Muhsin ve Salih?? aragtirmalarinda T.mentagrophytes'in bir morfotipi olan
T.erinacei'de lipaz aktivitesi saptamadiklarini bildirmislerdir. Sunulan arastirmada ise,
T.mentagrophytes kokenlerinin hepsinin Tween-80" ortamda Uretilmelerini takiben hiicre
yapilarinda lipid baglara sahip oldugu bulunmustur (Sekil 3,4). Elde edilen bu verilere
gore, T.mentagrophytes kompleks Uyelerinin hiicre yapisinda bulundurdugu lipid frak-
siyonlarin, slime mantarlardan farkli olarak ester baglarindan hidrolize olan Tween-80
yolagindan farkl bir mekanizma ile olabilecegi 6ne surtlebilir.

Calisma bulgularina gore; spektral analizde lipid bag bdlgelerinde goriilen gruplar
arasindaki farkliik, Tween-80" besiyerinde lireyen T.mentagrophytes kokenlerinin hiicre
duvarinda, T.rubrum kokenlerine gore daha fazla lipid kok iceren bilesik bulundurdugunu
gostermektedir. Ancak, dermatofitlerin morfotip farkliliklarinin bulunmasi ve inkiibasyon
siiresine bagl olarak kokenlerin morfolojik farkliliklar gostermesi, sonuglarin yorumunu
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zorlastirmaktadir. Verilerimiz, T.mentagrophytes ve T.rubrum kompleksin ayirnminda,
kokenlerin Uredigi besiyerlerine Tween-80 ilave edilmesi ile FT-IR spektroskopinin tek bagi-
na ayirnm gucl bulunabilecegine isaret etmektedir. Yeni planlanacak arastirmalar ile farkl
dermatofit kokenlerine iliskin verilerin karsilastiriimasi yararli ve yol gosterici olacaktir.
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