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Klinik ve Cevresel Exophiala izolatlarinda
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Exophiala cinsi esmer mantarlar hidrokarbon ile kontamine ortamlarda kolonize olabilmekte ve
bagisiklik sistemi baskilanmig insanlarda hastalik olusturabilmektedirler. Exophiala tiirlerinde biyosurfaktan
retimi, degisen hicre hidrofobisitesinin, izolatlarin patojen hale doniismesiyle iliskili olabilmektedir.
Bu calisma, klinik orneklerden elde edilen Exophiala izolatlarinda biyosurfaktan Uretiminin, toksik
ortamlardan (bulasik makinesi ve demiryolu traversleri) elde edilen cevresel izolatlara gére daha diistik
oldugu hipotezini kanitlamak amaciyla yapilmistir. Calismada, molekiler yontemlerle tanimlanmus, 108’
cevresel (82'si bulasik makinesi, 36’si demiryolu traversi) ve 14’U klinik 6rneklerden elde edilen toplam
122 Exophiala izolati incelenmistir. Biyosurfaktan aktivitesi, biyosurfaktan varhiginin gostergesi olarak
mikrotitrasyon plaginin ylizeyinde yaga damlatma testi ve ham petrol lzerine yag yayihmi yontemiyle
arastinlmistir. Ham petrol kullanilarak yapilan yag yayihm testi verileri, bilgisayarda acik kaynak kodlu
Image] programiyla degerlendirilmistir. Test edilen izolatlarin tamaminda +2 standart sapmadan daha
yuiksek olciilen temiz ylizey alani pozitif sonug olarak kabul edilmistir. Arastirma kapsaminda incelenen
122 Exophiala izolatinin 11 (%9.0)'i yaga damlatma yontemiyle, 10 (%8.2)'u yag yayilhm testiyle
biyosurfaktan aktivitesi gostermistir. Yaga damlatma yontemi ile yag yayilim testleri arasinda kabul edilebilir
seviyede uyum saptanmistir (Cohen k degeri= 0.30). Biyosurfaktan aktivitesi gosteren izolatlarin varligina
ragmen, Exophiala tiirleri arasinda istatistiksel olarak fark saptanmamistir (p= 0.72). Cevresel izolatlarin
biyosurfaktan diizeyleri hastalardan elde edilen izolatlardan daha yiliksek bulunmustur (p= 0.03). En
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Klinik ve Cevresel Exophiala izolatlarinda Biyosurfaktan
Uretiminin Karsilastirimasi

yuiksek biyosurfaktan aktivite dizeyi, bulasik makinesinden izole edilen bir Exophiala phaeomuriformis
izolatinda gorilmustir. Bulagik makinelerinden elde edilen izolatlar ile demiryollari traverslerinden elde
edilen izolatlar arasinda biyosurfaktan tretme diizeyleri bakimindan fark saptanmamistir (p= 0.66).
Biyosurfaktan Uretimi, Exophiala tiirlerinde viriilansin beklenenden daha 6nemli bir gostergesi olabilir.
Sunulan arastirmada, cevresel izolatlardaki biyosurfaktan aktivitesi, klinik orneklerden elde edilen
izolatlardan daha yulksek bulunmustur. Biyosurfaktan tarama protokolleri izerinde anlagmaya variimasi,
cevresel Exophiala izolatlarinin neden daha az viriilansa sahip olduklari hakkinda yardimci olabilir.
Planlanacak ileri calismalarla, hastalardan elde edilen daha fazla sayida Exophiala izolatinin biyosurfaktan
aktivitesi arastiriimalidir.

Anahtar sézciikler: Exophiala; biyosurfaktan; cevresel; klinik érnek.
ABSTRACT

Black yeast in the genus Exophiala are able to grow in hydrocarbon-contaminated environments
and are pathogenic in immunosuppressed hosts. The biosurfactant produced by Exophiala species may
be associated with strain pathogenicity by changing the hydrophobicity. The aim of this study was to
prove the hypothesis that biosurfactant production in Exophilia strains isolated from clinical samples is
lower than the strains isolates from toxic (dishwasher and railway sleepers) environments. A total of
122 Exophiala isolates 108 environmental (isolated from 82 dishwashers and 36 railway sleepers) and
14 clinical isolates confirmed by molecular tests were included in the study. Biosurfactant activity was
tested by the drop collapse method, in which the surface of a microtiter plate well was evaluated for the
presence of a biosurfactant, and by the oil spreading technique on crude oil. An open source analyses
program, Image)®, was used for crude oil spreading technique data. A clear surface zone that differs
more than two standard deviations from the mean size was accepted as a positive result. Among the 122
Exophiala species, 11 (9.0%) and 10 (8.2%) strains showed biosurfactant activity by the drop collapse
test and oil spreading method, respectively. An acceptable relation was found between the drop collapse
test and oil spreading method (Cohen « coefficient= 0.30). Despite the presence of isolates showing
biosurfactant activity, no statistically significant difference was detected between Exophiala strains (p=
0.72). The biosurfactant levels of environmental isolates were higher than the isolates obtained from
the patients (p= 0.03). The highest biosurfactant level was observed in one Exophiala phaeomuriformis
strain isolated from a dishwasher. There was no difference between the biosurfactant levels of the
dishwasher and railway sleeper isolates (p= 0.66). Biosurfactant production may be a more important
determinant of virulence in Exophiala species than expected. In this study, biosurfactant activity was
higher in environmental isolates compared to the clinical isolates. Consensus of multiple biosurfactant
screening protocols may clarify why environmental Exophiala species are less virulent. Further studies
should evaluate biosurfactant activity in additional clinical Exophiala isolates. The biosurfactant activity
of more Exophiala isolates obtained from patients should be investigated with further planned studies.

Keywords: Exophiala; biosurfactant; environmental; clinical sample.
GiRis

Biyosurfaktanlar, hiicre digi ortamda bulunan karmasik yapili kimyasal maddelerin
parcalanmasini ve hiicre icine alinarak cogunlukla karbon kaynagr olarak kullaniimasini
saglarlar. Dogada parcalanmayan kimyasal yapilarin yogunlastigi bdlgelerdeki
mikroorganizmalarda biyosurfaktan yapimi yasamsal 6neme sahiptir'2. Ulkemizde de
petrokimya artiklarinin yogunlastigi ortamlardan Exophiala tiirleri izole edilmistir>-.

Exophiala cinsinde gorilen virlilans degisikliklerinin dis ortam 6zelliklerine bagl oldu-
gu dustnilmektedir. Sivi ortamda maya evresinde, ortamin kurumasiyla birlikte hidro-
fobik ozellikteki hif evresi gorilmektedir. Exophiala izolatlarinda kiiclik yapiskan konidya-
lar, ek fiyalidler ile birlikte aderansi artirmaktadir. Konak icinde, enfeksiyoz yapilar epitel
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hicrelerine tutunarak konak savunma mekanizmalarina daha direngli olan muriform
hiicrelere dontismektedir. S6z konusu diren¢ durumu, hidrofilik ekstraseliler polisakkarit
yapiya bagl rélatif hiicresel hidrofobisite ile artis géstermektedir®. Bu calismada, klinik
ve cevresel ortamlardan izole edilen Exophiala izolatlarinda biyosurfaktan tretiminin kar-
silastirilmasi amacglanmuistir.

GEREC ve YONTEM

Calismada 108’i cevresel, 14/0 klinik olmak tzere toplam 122 Exophiala izolati incelen-
di. Cevresel izolat olarak daha onceki arastirmalarda elde edilen ve ITS dizi analizi ile tir
diizeyinde tanimlanmis izolatlar kullanildi®-. Klinik izolatlar Centraalbureau voor Schim-
melcultures (Westerdijk Fungal Biodiversity, Utrecht, Hollanda)’'dan temin edildi (Tablo
). Exophiala izolatlarinda biyosurfaktan Gretimlerinin varligi ham petrolde yag yayilimi ve
yaga damlatma testleri ile aragtirildi™"8,

Her iki yontem icin; izolatlar sivi besiyerinde (NH,NO, 3 g/L, KH,PO, 0.2 g/L,
MgSO,.7H,0O 0.2 g/L, maya 6zutl 0.5 g/L, %5 palm yagdi, pH= 5.3) 10 giin sure ile
26°C’de, her giin 20 saniye vortekslenerek (retildi’. Besiyerlerinin siipernatanlari ayrila-
rak test ornekleri elde edildi.

Ham Petrolde Yag Yayilimi Testi

Petri plaklari (cap: 20 cm) distile su ile dolduruldu. Uzerine 100 ul ham petrol damlati-
larak, su izerinde ince bir petrol tabakasi olusmasi saglandi. Surfaktan aktivitesi 6lctilecek
test orneginden 10 ul ham petrol tabakasinin ortasina damlatildi ve olusan bolgenin
alani, genel lisansli Image) (ver 1.51; NIH, Bethesda, Maryland, ABD) bilgisayar prog-
ramiyla hesaplandi. Tim izolatlar icin test edilen degerlerin ortalamasinin +2 standart
sapma Uzerinde elde edilen veriler pozitif olarak kabul edildi. Pozitif kontrol olarak Triton
X-100 (AppliChem, GmbH, Darmstadt, Almanya), negatif kontrol olarak steril distile su
kullanildi.

Tablo I. Calismada Incelenen Exophiala izolatlarinin Tiir ve izolasyon Yerlerine Gére Dadilimi
Demiryolu Bulasik
Tiirler traversleri makinesi Klinik izolat Toplam
Exophiala phaeomuriformis 6 16 - 22
Exophiala dermatitidis 20 56 10 86
Exophiala heteromorpha 8 - - 8
Exophiala xenobiotica 1 - 2 3
Exophiala oligosperma - - 1 1
Exophiala castellanii - - 1 1
Exophiala crusticola 1 - - 1
Toplam 36 72 14 122
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Yaga Damlatma Testi

Diiz tabanli, 96 kuyucuklu polistiren mikrotitrasyon plaklarina 5 ul sivi parafin dam-
latilarak kuyucuk kaplandi ve kurumaya birakildi. Kuyucugun dibini kaplamis olan kuru
parafin Uzerine test 6rneginden 5 ul damla birakilarak gézlendi. Damlacigin bir dakika
icinde yayilarak kuyucugun bir kismini kaplamasi (+), tamamini kaplamasi (++) olarak
degerlendirildi. Deney, her 6rnek icin Ug kez tekrar edildi.

Bulgularin degerlendiriimesinde Minitab 16.1.1 (K&In, Almanya) programi kullanildi.
Istatistiksel hata payi %5 olarak kabul edildi.

BULGULAR

Calismada kullanilan 122 izolat icerisinde; yaga damlatma testi ile 11 (%9.0), yag
yayihmi testi ile 10 (%8.2) izolatta biyosurfaktan aktivite varligi saptanmistir (Tablo II;
Cohen k= 0.30). Yaga damlatma testinde 1 (++) ve 10 (+) izolat yayilma gdstermistir
(Tablo 11).

Yag yayilimi testi degerlerine gore; Exophiala izolatlari arasinda surfaktan ureten izo-
latlar olmasina ragmen, tirler arasinda istatistiksel olarak fark saptanmamistir (Sekil 1;
p=0.72).

Klinik izolatlar ile karsilastinldiginda, cevresel izolatlar arasinda daha fazla surfaktan
varligi gosteren izolat saptanmistir (Sekil 2; p= 0.03). Demiryolu ile bulasik makinesi
izolatlari arasinda biyosurfaktan varligr yoninden istatistiksel fark saptanmamistir (p=
0.660). En yuksek biyosurfaktan aktivitesini gosteren izolatin, bulasik makinesinden elde
edilmis bir E.phaeomuriformis izolati oldugu belirlenmistir (Sekil 1, Sekil 2).

Tablo Il. Biyosurfaktan Ureten Exophiala izolatlarinin Test ve Tiire Gére Dagilimi

Yaga damlatma testi ile

Ham petrolde yag

(+) Kokenler yayilim testi ile +) (++)
Exophiala phaeomuriformis 2 1 1
Exophiala dermatitidis 7 - 9
Exophiala heteromorpha 1

Toplam (N= 122) 10(8.2) 11 (9.0)

n, %; Cohen k= 0.30
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Sekil 1. Biyosurfaktan tireten Exophiala izolatlari olmasina karsilik (* ile isaretli), Exophiala tirleri arasinda
baskin olarak biyosurfaktan treten tiiriin saptanmamasi (p= 0.72).
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Sekil 2. Cevresel ortamdan izole edilen Exophiala izolatlarinin, klinik izolatlardan daha sik biyosurfaktan liretmesi
(p< 0.05).
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TARTISMA

Biyosurfaktanlarin mikroorganizmalarin dogaya adaptasyonunda onemli rol oyna-
diklar disiiniilmektedir. Ozellikle mantarlarda hidrofobisitenin degismesine sebep olan
biyosurfaktanlar, konidyal bélinmenin (germinasyonun) azalmasina sebep olurlar. Ca-
lismamizda, cevresel ortamdan izole edilen Exophiala izolatlarinda biyosurfaktan Ureti-
minin hastalardan elde edilen izolatlara gore daha fazla oldugu belirlenmistir (p< 0.05,
Sekil 2). Bu durumun, in vivo ortamdaki muriform hiicrelerin biyosurfaktan Gretimlerinin
distk olmasina bagli olarak, hiicrelerin hidrofobik yapilarini korumalarn sonucunda ger-
ceklesmis olabilecegi dustinilebilir. Hidrokarbon ile zengin ortamlarda kolonize olabilen
Exophiala izolatlarinda, sayisal esik degerin lzerine ¢ikmalari durumunda olusturacaklari
mikrobiyal birlikteliklerinin devamini saglayacak yapiyr korumaya yonelik biyosurfaktan
iretmeleri de miimkiin olmaktadir’. in vivo ortama gecen Exophiala ise, daha uygun
enerji kaynaklar bularak biyosurfaktan tiretimine ihtiyac duymamaktadir. Bu durum, pet-
rokimya artiklari ile kirlenen ortamlarda cogalan Exophiala izolatlarinin dustik viriilansa
sahip olabilecegini desteklemektedir®.

Mikrobiyal biyosurfaktan aktivitesi varliginin arastirlmasinda kullanilan farkh yontem-
ler arasinda uyumsuzluklar bulunmaktadir’'°. Calismamizda da izolatlarin biyosurfak-
tan aktivitelerini saptayan testler arasindaki uyum dusuk seviyede bulunmustur (Tablo
ll; Cohen k= 0.30). Biyosurfaktan varligi arastirmalarinda genel olarak benzer sorunlar
tespit edilmektedir. Giincel literatlirde biyosurfaktan varhigini arastiran yayinlar giderek
artmaktadir’-'%", Ancak bu calismalarin cogunda karsilagilan problemler; biyosurfaktan
Ureten mikroorganizmanin tanimlanmamasi, biyosurfaktanin yetersiz karakterizasyonu
ve yetersiz metodolojiden kaynaklanan giivensizliktir'%11,

Sunulan arastirmanin en 6nemli bulgusu ve simirhh@i, klinik Exophiala izolatlarinda
distk seviyede biyosurfaktan varliginin bulunmasidir. Petrokimya kirliligi bulunan or-
tamlardan elde edilen izolatlarin dstik virlilans 6zellikleri olmasinin bir nedeninin de
biyosurfaktan salinimina bagli olabilecegini diistinmekteyiz.
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