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Amag: Malasit yesili (MY) tekstil endiistrisi ve kiiltiir balik¢iligin-
da yaygin olarak kullanilan, N-metillenmis diaminotrifenilmetan
bir boyadir. Mikobakteri izolasyonu, spor boyama ve fotodinamik
tedavi amagl olarak tibbi mikrobiyolojide de kullanilir. Cevresel
tehlikeli kirlilige neden olan boyalarin ortamdan temizlenmesinde
mikroorganizmalarin kullanimu, giiniimiizde uygulanan yontemlere
onemli bir alternatiftir. Sunulan aragtirmada, insanlar tarafindan
hidrokarbon atiklar ile kirletilmis cevrede siklikla karsilasilan
Exophiala tiirlerinin malagit yegilini renksizlestirme aktiviteleri
aragtirilmigtir.

Gereg ve Yontem: MY renksizlestirme aktivitesini incelemek iizere
calismaya, 109’u Exophiala dermatitidis (69 bulasik makinasi, 33
demiryolu traversi ve 7 klinik kokeni) ve 82’si de Exophiala phae-
omuriformis (32 bulasik makinesi ve 50 demiryolu travers kokeni)
olmak iizere toplam 191 koken dahil edildi. Kokenlerin agar diliis-
yon yontemi ile MY duyarliliklart ve renksizlestirme aktiviteleri
incelendi. Tiim Exophiala kdkenlerinin renksizlestirme aktiviteleri
32 ug/mL MY iceren buyyon besiyerinde spektrofotometrik olarak
aragtirildi.

Bulgular: Agar diliisyon yontemi ile her iki tiir Exophiala kdkenin-
de, MY MIK ,, degeri 128 pg/mL olarak bulundu. Goz ile inceleme-
de, en iyi renksizlestime aktivitesi 232 ug/mL MY konsatrasyonun-
da goriildii. Kani besiyerinde yapilan testlerde Exophiala tiirleri
arasinda MY renksizlestirme oranlart yoniinden farklilik saptan-
madt (p>0.05). Spektrofotometrik olarak yapilan renksizlestirme
aktivitesi karsilastirmalarinda da, Exophiala tiirleri ve izolasyon
bolgeleri arasinda fark saptanmadi (p>0.05). Tiim kokenler ara-
sinda, bulagitk makinesinden izole edilen bir E. dermatitidis kokeni
%062.6 ile en yiiksek renksizlestirme oranim gosterdi.

Sonug: Exophiala cinsi gibi esmer mantarlarda goriilen renksiz-
lestirme potansiyeli ve cevresel ortamlardaki toksik boyalarin
biyolojik yikimlarinda uygulanabilirligi daha ileri arastirmalar ile
degerlendirilmelidir.

Anahtar kelimeler: Renksizlestirme, biyo-yikim, esmer mantar,
Exophiala, malasit yesili

ABSTRACT

Evaluation of Malachite Green Decolorizing Activity of
Exophiala dermatitidis and Exophiala phaeomuriformis Strains

Objective:  Malachite  green (MG), an  N-methylated
diaminotriphenylmethane dye, is widely used in aquaculture, textile
industry, and various microbiological techniques including
mycobacterial isolation, spore dying, and photodynamic therapy.
The use of microbes for the removal of environmentally hazardous
dyes is emerging as a promising alternative to the current treatments.
In this study, MG-degradation activity of Exophiala species, which
are regularly encountered in human-made, hydrocarbon-polluted
environments, has been examined.

Material and Methods: In order to investigate the MG decolorization
activities a total of 191 Exophiala strains consisting of 109 Exophiala
dermatitidis strains isolated from 69 dishwashers, 33 railway sleepers,
and 7 clinical samples, and 82 Exophiala phaeomuriformis strains
isolated from 32 dishwashers and 50 railway sleepers were included
in the study. MG sensitivities and decolorization activities of the
strains were tested by agar dilution method. Decolorization activities
of all Exophiala strains were investigated spectrophotometrically in
broth medium containing 32 ug/mL MG.

Results: In both Exophiala species, the MG MIK, values were
Sfound to be 128 ug/mL by the agar dilution method. On unaided
visual evaluation, the best decolorization activity was seen in =32
ug/mL MG concentration. There was no difference in decolorization
rates of MG between Exophiala species in agar based-medium
tests (p>0.05). In comparison of the spectrophotometrically
performed decolorization activities, no difference was found
between Exophiala species and isolation regions (p>0.05). Among
all strains, an E. dermatitidis strain isolated from a dishwasher
showed the highest decolorization ratio as 62.6%.

Conclusion: The decolorization potential of black yeasts such as
Exophiala species and its applicability in the biodegradation of
toxic dyes in environments should be further investigated.

Keywords: Black yeast, biodegradation, decolorization, Exophiala,
malachite green
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GIRIS

Malasit yesili (MY) tekstil endiistrisi basta
olmak iizere kiiltiir balik¢il1g1 ve mikrobiyoloji-
de yogun olarak kullanilan sentetik N-metillenmis-
diaminotrifenilmetan bir boyadir. Laboratuvar
ortaminda yaygin olarak, mikobakterilerin izo-
lasyonu, spor boyamasi ve pH indikatorii olarak
kullanilir"*. Ayrica fotodinamik tedavi igin
fotosensitizer etkisi de bildirilmistir®. Insanda
toksik, karsinojen, mutajen ve teratojen etkileri
nedeni ile Avrupa Birligi iilkelerinin yani sira
diger bircok iilkede de saghga zararli kimyasal
olarak kabul edilmektedir2®.

MY ’nin renginin farkli etkenler ile agilmasi,
cogunlukla kimyasal yapisinin yikimimi goster-
mektedir. Literatiirde tanimlandig1 sekilde bir-
cok yolla (biyolojik, fotokatalitik, fotooksidatif,
gilinis181, koagiilasyon-flokiilasyon, ozonasyon,
fenton re-ajani, solvent ekstraksiyonu, sonokim-
yasal ve sonokatalitik) yikilarak renksiz bilesik-
lere doniistiiriilmektedir®. Ortaya ¢ikan yikim
tiriinlerinin saghga zararli etkileri daha azdir.
Tiim yontemlerin belirli bir etkinligi, avantaji/
dezavantaji ve maliyeti bulunmaktadir. Ticari
balik¢ilik ortamlarinda ve sanayinin atiklarinda
bulunan kimyasal boyalarin renksizlestirilmesi,
dolayisiyla sagliga zararli etkilerinin minimalize
edilmesinde, bakteri ve mantar kokenleri aracili
biyo-yikim yapilabilecegi belirtilmektedir®*'7.
MY’nin ¢evresel ortamdan temizlenmesinde
dogal veya yapay aktif karbon bilesikleri, kil
toprak yapilar, biyopolimerler ve bataklik turba
topragi da bulunmaktadir®. MY nin biyolojik
etkenler ile renksizlestirilmesi, temel olarak
boyalarin enzimler ile rediiksiyonu, ayni zaman-
da da N-demetilasyon reaksiyonlar1 sonucu
oldugu belirtilmektedir. N-demetilasyon reaksi-
yonlart genellikle mantarlarin ¢evresel-odun
yapt ortamlarinda kolonizasyonuna yardimci
olan lignin peroksidaz tarafindan da
katalizlenebilmektedir>'7.
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Exophiala cinsi esmer mantarlarin, monoaroma-
tik yapili karbonik bilesikler i¢in potent biyoyi-
kim 6zellikleri bulundugunu ve ozellikle sanayi
ortamlarinda, 6rnegin stirenin ortamdan uzak-
lagtirtlmast gibi ¢evresel kazanimlar olusturma-
da yararli olabilecegi goOsterilmigtir'$2D,
Ulkemizde Exophiala tiirlerinin ¢evresel ortam-
larda varligmna iliskin arastirmalarda, petrol
tirevleri ile kirlenmis ortamlardan (ozellikle
mese agacindan yapilan demiryolu traversleri)
@2 bulagik makinelerinden®, toprak®" ve
gidalar®” gibi farkli ortamlardan izolasyonlar
bildirilmisgtir.

Sunulan aragtirmada, klinik ve insan yapimi
cevresel ortamlardan siklikla izole edilen
Exophiala kokenlerinin MY’yi renksizlestirme
etkisi ve bu etkinin olast MY parcalanmasi ile
iligkisi aragtirtlmigtir.

GEREC ve YONTEM
Calisma izolatlar:

Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Mikoloji
Bilim Dali kiiltiir koleksiyonunda bulunan ve
daha once yapilan aragtirmalarda {ilkemizden
izole edilen ve ITS sekans analizi ile identifikas-
yonu ve genotiplendirmesiyapilan 102 Exophiala
dermatitidis ve 82 E. phaeomuriformis kokeni
calismaya alindi®?. Ayrica, Westerdijk Mantar
Biyogesitlilik Enstitiisti (Utrecht, Hollanda) kiil-
tiir koleksiyonundan elde edilen 7 klinik izolat
da arastirmaya dahil edildi (Tablo 1).

Kokenlerin renksizlestirme aktivitesini incele-
mek icin arastirma; MY direncinin saptanmasi
ve renksizlestirme oraninin belirlenmesi olmak
tizere iki asamada yapildi.

Secilmis Exophiala kokenlerinde MY direnci-
nin arastirilmasi

Calismada kullanilan kokenler stok ortamlarin-
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dan cikarilarak Sabouraud’un dekstrozlu agar
(SDA,HiMedia, Hindistan) besiyerinde 37°C’da
bes giin siire ile kiiltiire edilerek canlandirildi.
Tiim kokenler arasindan rastgele secilen 44 (21
E. dermatitidis, 23 E. phaeomuriformis) kokenin
MY direnci arastirildi. Steril serum fizyolojik
icinde siispanse edilen mayalar, Thoma laminda
sayilarak 10° cfu/ml yogunluga ayarlandi. SDA
besiyeri iginde MY konsantrasyonu 256-0.06
pg/ml araliginda olacak sekilde seri agar diliis-
yon besiyerleri hazirlandi. Besiyeri pH’s16.5+0.2
olarak ayarlandiktan sonra, 121°C’da 15 dakika
siire ile otoklavda steril edilerek petri plaklarina
4 mm kalinlikta dokiildii. Her maya siispansiyo-
nundan, farkli konsantrasyondaki plaklara 15 pl
spot ekim yapildi. Besiyerleri, aerop kosullarda,
30°C’deki nemli ortamda inkiibe edildi. Ekimler
ticer giinliik kontrollerle dokuz giin boyunca
degerlendirildi. Ciplak g6z ile koloni varligi
degerlendirildi. Kokenlerin kontrol ekimleri
eszamanlt olarak SDA besiyerine yapildi.

Renksizlestirme oranmnin spektrofotometrik
olciimii

Tablo 1’de dagilimi verilen kokenler, mayadziitii-
pepton-dektroz (YOPD; %1 maya oziitii, %2
pepton, %2 dekstroz) besiyerinde c¢ogaltildi.
Secilmis Exophiala kokenlerinde saptanmis olan
diren¢ profiline gore, mayalarin MY 'nin renk-
sizlestirme aktivitesi 32 yg/mL MY konsantras-
yonunda arastirildi. Iginde 32 yg/mL MY igeren
YOPD besiyerlerine yapilan ekimler, oda 1s1sin-

Tablo 1. Calismaya alinan tiim kokenlerin dagihm (N=191).

da 48 saat inkiibe edildi. Her koken, diiz taban
mikrotitrasyon plagindaki (Sarstedt, Niimbrecht,
Almanya) farkl li¢ kuyucuga 250’ser uL. aktari-
larak, 630 nm’de spektrofotometrik (BioTek
ELx808, ABD) olarak degerlendirildi. Kontrol
besiyerine ekim yapilmadi ancak siire sonunda
aynt iglem bu besiyeri icin de yinelendi.
Spektrofotometrik olarak olctimii yapilan mik-
rotitrasyon plaklari bir hafta siire ile ayni sartlar-
da inkiibasyona birakildi. Siire sonunda, her
kuyucuktan SDA besiyerine iireme kontrolii
ekimi yapildi. Ureme goriilen kokenlerin 32 pg/
mL MY konsantarsayonuna direngli oldugu
kabul edilerek, bu kokenlere ait spektrofotomet-
rik veriler istatistiksel analize alindi.

MY renksizlestirme orani:

(%) Renksizlestirme= [(Kontrol Malasit Yesili
- Test Malasit Yesili
Yesili

0OD650

opeso)/Kontrol  Malasit
opsso) X100 formiiliine gore hesaplandi.

Istatistik degerlendirme

Minitab 16.0 (Koln, Almanya) programi ile
yapild1 ve hata pay1 %5 (p<0.05 degeri anlamli)
olarak kabul edildi.

BULGULAR

Aragtirmaya alinan rastgele secilmis Exophiala
kokenlerinde MIK, degeri 128 pg/mL olarak
bulundu (Tablo 2). Her iki tiir i¢in de MIK90
degeri 128 pg/mL olarak saptandi.

Exophiala dermatitidis Exophiala phaeomuriformis
Referans  Referans-disi Referans  Referans-disi
Cevresel
Bulagik makinesi 17 52 7 25
Demiryolu 3 30 2 48
Klinik 7 - - -
T()p]am 109 82

Referans: Centraalburaeu voor Schimmelcultures (CBS)’a kayutl koken
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Tablo 2. Rastgele secilmis Exophiala (N=44) kokenlerinin inhibe oldugu en diisiik malasit yesili konsantrasyonlari.

Malasit Yesili konsantrasyonu Exophiala dermatitidis Exophiala phaeomuriformis Toplam inhibisyon
(pg/mL) (n=21) (n=23) (n, %)
<1 - 0(0.0)
2 6 6 12(27.2)
4 8 3 23(522)
8 - 2 25 (56.8)
16 - 25 (56.8)
32 25 (56.8)
64 - 25 (56.8)
=128 7 12 100 (100.0)

E. dermatitidis
@=21) g

Sekil 1. Malasit yesili (32 nl/mL) iceren SDA besiyerinde koloni
cevrelerinde goriilen renksizlestirme profilleri.

Rastgele secilmis Exophiala (n=44) kokenleri-
nin renksizlestime aktivitelerinin ¢aligildig1 kati
besiyeri incelendiginde, MY nin 32 pg/mL ve
tisttindeki konsantrasyonlarinda renksizlestirme
aktivitesi goz ile degerlendirilebildi (Sekil 1).
Renksizlestirme aktivitesi degerlendirilen
kokenler arasinda, yiiksek MY konsantrasyo-
nunda iireyebilen kokenlere karsin daha diisiik
konsantrasyonlarda (2-8 ug/mL) inhibe olan
kokenlerin de varligi saptandi (Tablo 2). Kati
besiyerinde renksizlestirme aktivitesinin iyi goz-
lendigi 32 pg/mL MY konsantrasyonunda iire-
yebilen 19 izolatin 15’inde (%78.9) siirlari
keskin olmayan “renk acilmasi/beyazlatma”
goriildii (Tablo 2, Sekil 1). Test edilen 32 pg/mL
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Sekil 2. Farkh kaynaklardan izole edilen E. phaeomuriformis
(n=46; diiz siitun) ve E. dermatitidis (n=68; cizgili siitun) ko-
kenlerinin malasit yesilini renksizlestirme aktivitelerinin kar-
silagtirilmasi.

konsantrasyonda iireyebilen E. dermatitidis
kokenlerinin 6’sinin (%85.7) ve
E. phaeomuriformis kokenlerinin 9’unun
(%75.0) MY ’yi renksizlestirdigi, tiirler arasinda
istatistiksel farklilik olmadig1 (p>0.05) bulundu.

Aragtirmaya aliman tiim FExophiala (N=191)
kokenlerinin 32 yg/mL MY iceren YOPD besi-
yerinden 48 saat inkiibasyon sonrasinda yapilan
kontrol ekimlerinde; 68 E. dermatitidis (48 bula-
sik makinasi, 15 demiryolu traversi ve 5 klinik
ornek) ve 46 E. phaeomuriformis (18 bulasik
makinesi ve 28 demiryolu traversi) kokeni olmak
tizere toplam 114 koken iireme gosterdi. Bu
Exophiala kokenlerindeki tiirler arasinda, MY ’yi
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renksizlestirme oranlari bakimindan istatistiksel
farklilik bulunmadi (p>0.05). Ay sekilde tiirle-
rin izolasyon bolgeleri (demiryolu traversi, bula-
stk makinesi ve klinik kokenler) arasinda da
istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi
(p>0.05, Sekil 2). Bununla birlikte, MY’yi en
yliksek diizeyde renksizlestirme oraninin
(%62.6), bulagik makinasindan izole edilen bir
E. dermatitidis kokeninde oldugu saptandi.

TARTISMA

Avrupa Birligi verilerine gore kacak olarak yay-
gin bir sekilde kullanilan MY, cevresel kirlen-
meye de neden olmaktadir®”. Giiniimiizde, bol-
gesel olarak ekonomide onemli yere sahip olan
tekstil sektoriinlin ortaya cikardigi en 6nemli
sorunlardan biri de, tekstil boyama cukurlar
kaynaklr atik sulardir. Bu atik sularda polisiklik
aromatik hidrokarbonlar, agir metal iyonlari,
surfaktanlar, boyalar, c¢oziiciiler ve deterjanlar
bulunmaktadir®. Her ne kadar gida sektoriinde
kullanilan MY ve tiirevleri, endiistriyel atik olan
sulardaki MY konsantrasyonlarina ulagmiyorsa
da, gida ile dogrudan insana gecis s6z konusu-
dur’27. Bu nedenle, ¢evresel MY nin yikimina
yonelik yeni arastirmalar siirekli giindemdedir®.
Exophiala kokenleri benzer cevresel kirliligin
oldugu bolgelerde kolaylikla cogalabildigi bilin-
mektedir. Farkli aromatik bilesiklerin bulundugu
ortamda ¢ogalabilen Exophiala tiirleri, bu ¢cevre-
sel kirleticilerin biyo-yikimlarinda rol alabilir-
ler"®2Y. MY klorid veya oksalat tuzlari (kroma-
tik) seklinde olabildigi gibi notral karbinol veya
indirgenmis 16ko formunda da bulunabilir. MY
olarak anilin yesili, akril parlak yesil, benzalde-
hit yesili vb. gibi ¢ok sayida benzer yapida
boyar maddeler vardir. MY, biyolojik bilimlerde
okside formda [“Chemical Abstract Services”
(CAS) numaras1 2437-29-8, renk indeksi (CI)
42000] kullanilir™®.,

Toksik ve karsinogenetik etkisi olan MY, ¢evre-
sel bakteriler ve 6zellikle intestinal flora tarafin-

dan yapisal olarak farklilastirilarak renksiz
formlarma doniistiiriilmektedir'?®. MY ’nin
ortamda renk kaybi kimyasal yap1 doniistimii-
niin bir gostergesidir. Ortaya ¢ikan yikim {riin-
leri, MY 'nin biyolojik etkilesimlerini (lipoprote-
in yapiya baglanma, DNA ile interkalasyon vb.)
gostermez. Ozellikle mikobakterilerin izolasyo-
nunda yogun olarak kullanilan MY ’nin, indir-
gendigi formda antibakteriyel ve antifungal akti-
vitelerinin 6nemli oranda azaldig1 gosterilmis-
tir>132930 Yapilan ¢aligmalarda, MY nin biyo-
yikimlarinda, 16komalagit basta olmak iizere,
bircok farkli yapidaki bilesige yikildigi
gorulmu§tur(9— 11,13-16,29,30) .

Exophiala tiirlerinin insanlarda 6zellikle immiin-
siipresyon varliginda yasami tehdit eden enfek-
siyonlar olusturmalar1 nedeni ile ¢evresel kolo-
nizasyon bolgeleri risk faktorii olarak aragtiril-
maktadir. Viriilans 6zelliklerinin morfogenez ile
iligkili oldugu, besin ortaminin az ve toksik
oldugu sira dig1 ortamlarin viriilansi etkiledigi
belirtilmistir®®. Malasit yesili, balik yetistirme
ortamlarinda bulunan fungal ve parazitik enfek-
siyon etkenlerine karsi sivi ortama dogrudan
verilir. Ozellikle kiiltiir balikgiliginda, inkiibas-
yondaki balik yumurtalarinin oomicet mantarla-
rin agirl cogalmasini onlemede, bazi balik tiirle-
rinin sistemik hastaliklarinin tedavisinde ve
yetisme ortamlarinin  dezenfeksiyonunda
etkindir®”. Gidada yiiksek kullanim ve boya
sanayi atiklar1 nedeni ile MY ile cevresel kirlilik
yiiksektir.

Sunulan arastirmada, ozellikle hidrokarbon ile
kirlenmis ortamlara kolaylikla kolonize olabilen
Exophiala cinsinin insan patojeni olan iki tiiriin-
de de MY ’yi renksizlestirme etkisi saptanmuisgtir.
Ulagilabilen literatiirde, genellikle MY ’yi renk-
sizlestirme etkisi bulunan tek kokenin mikrobi-
yolojik ve biyoteknolojik 6zelliklerinin 6n plan-
da incelenmektedir. Genellikle bu kokenler yiik-
sek MY renksizlestirme aktiviteleri gosterirler
ve cevresel biyo-iyilestirme agisindan 6nemlidir*
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1 Exophiala kokenlerinin toksik sanayi atikla-
rinda kolonize olabilmesi, insan sagligina zarar-
I1 MY 'nin yapisini degistirmesi nedeni ile 5nem-
lidir. Exophiala cinsinin de icinde yer aldifi
Chaetothyriales takiminin dogada odunsu yapi-
larda kolonizasyonunu kolaylastiran ligninolitik
enzimleri, ayn1 zamanda polisiklik aromatik hid-
rokarbonlarin yikimlarimi saglayan mikrobiyal
enzim gruplarindandir®. Bununla birlikte,
sunulan aragtirmada odunsu yapilarin bulunma-
dig1 bulagik makinelerinden izole edilen koken-
ler ile travers gibi katran ile karsilasan odun
yapidan izole edilen demiryolu kokenli izolatla-
rimn MY yikim kapasiteleri arasinda istatistiksel
anlamli fark bulunmamustir (Sekil 2). Sunulan
arastirmada en yiiksek renksizlestirme orani ise
bulasik makinasindan izole edilen bir E. derma-
titidis kokeninde %62.6 olarak bulunmustur. Bu
durum, hipotetik olarak, Exophiala cinsinde,
ligninolitik enzimlerin diginda farkli biyoyikim
mekanizmalarinin aktif olarak etkili olabilecegi-
ni gostermektedir.

Bir¢ok mikrobiyal yapi belirli bir oranda MY ’yi
yikabilmektedir. Yiiksek biyo-yikim kapasitesi-
ne sahip kokenler genellikle daha ileri aragtirma-
lar kapsaminda, endiistriyel biyoyikimdaki eko-
nomik ve ¢evresel kazanimlar agisindan incelen-
mektedir. Bu nedenle, iilkemizde ¢evresel ortam-
lardan izole edilen esmer mantar kokenlerinin,
cevresel kirleticilerin biyo-yikim potansiyelleri
acisindan aragtirilmasi onem gostermektedir.
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