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ARASTIRMA

Klinik izolatlardan Elde Edilen Trichophyton Rubrum ve
Trichophyton Mentagrophytes’in Proteaz Aktivitelerinin
Arastiriimasi

Bu arastirmada; Kahramanmaras Devlet Hastanesinden izole edilen Trichophyton rubrum ve
Trichophyton mentagrophytes’in proteaz aktivitesinin arastiriimasi amaglandi.

Mantar siphesi olan ve Kahramanmaras Devlet Hastanesi Dermatolopji klinigine bagvuran
hastalardan tirnak ve kazinti drnekleri alindi. Ornekler % 15lik KOH ile muamele edilerek
mikroskopta direkt inceleme yapildi. Direkt mikroskobik inceleme ile mantar hif ve sporlarinin
varligi/yoklugu arastirildi. Ayrica Sabouraud Dekstrose Agar(SDA) besiyerlerine ekimler yapilarak
kulturleri gergeklestirildi. Kilttrlerin tanimlanmasi yapilarak T. rubrum ve T. mentagrophytes suslari
ayrildi. T. rubrum ve T. mentagrophytes suslarinin kazeinolitik 6zellikleri incelendi.

Kazeinolitik 6zellikleri pozitif olarak belirlenen Tr2(Trichophyton rubrum?2), Tr3, Tm(Trichophyton
mentagrophytes321)207, Tr319 ve Tm321 suslarinin proteaz aktivitesi arastiriidi. Dermatofit
suslari, enzim Uretimi icin belirli kosullarda 23 giin sire ile inkiibasyona birakildi. En yiksek
proteaz aktivitesi Tr2'de 14 glin inkilibasyon siiresi sonunda 13.1 U/ml olarak, daha sonra Tr3 12.3
U/ml, Tr319 8.71 U/ml, Tm207 7.65 U/ml, Tm321 7.4 U/ml olarak elde edildi. Calismamizda en
yliksek proteaz aktivitesi 50 °C inkiibasyon sicakliginda, pH 5.5 ile 6 arasinda 14 U/ml olarak elde
edildi. Ayni sartlar altinda 30 °C’de Tr3’de 12.3 U/ml, 30 °C’de Tm207’de 7.6 U/ml, Tr319'da 8.7
U/ml, Tm321’de 7.4 U/ml olarak elde edildi. Elde ettigimiz sonuglar, keratinolitik funguslar olan
dermatofitlerin sahip olduklari proteazin énemli oranda oldudu ve patojenitede potansiyel olarak
o6nemli bir virulans faktor olusturduklari kanisini olusturmustur.

Anahtar Kelimeler: Proteaz aktivitesi, Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes.

Investigation of Protease Activities of Trichophyton Rubrum and Trichophyton
Mentagrophytes Obtained From Clinical Isolates

We aimed to investigate the protease activities of Trichophyton rubrum and Trichophyton
mentagrophytes isolated from Kahramanmaras State Hospital.

The samples from nail and skin were collected from patients who had suspicious infection
presented to Department of Dermatology of Kahramanmaras State Hospital. The samples were
treated with 15% KOH and, then microscopic examination and culturing was carried out on
Saboraud Dextrose Agar. Cultures were defined and Trichophyton rubrum and Trichophyton
mentagrophytes’ isolates were differentiated. The caseinolytic properties of Trichophyton rubrum
and Trichophyton mentagrophytes were investigated.

The strains found to be casein positive as, Tr2(Trichophyton rubrum?2), Tr3, Tm(Trichophyton
mentagrophytes321)207, Tr319 ve Tm321were tested for protease activity. Dermatophyte strains
were incubated for enzyme production for 23 days under certain circumstances. The highest
protease activity was obtained at 13.1U/ml from the strain Tr2 after 14 days of incubation. Tr3,
Tr319, Tm207, and Tm321 produced the enzyme activity as 12.3 U/ml, 8.71 U/ml, 7.65 U/ml, and
7.4 U/ml, respectively. Our results showed that the dermatophytes which are keratinolytic fungi
had significant amount of protease enzyme and this might constitute potentially a significant
virulence factor in the pathogenicity.

Key Words: Protease activity, Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes.

Giris

Flamentdz funguslar, hidrolitik enzimleri sentezlerler. Bu funguslardan bazilari
endustriyel olarak o6nemli olan enzimlerin dretiminde kullanilirlar. Keratinazlar,
keratinlerin hidrolizini katalizleyen proteazlarin 6zel bir sinifidir. Bu enzimlere ¢ogunlukla

deri ve deri uzantilarinda infeksiyon etkeni olan dermatofitlerin sahip oldugu, birgok
arastirmaci tarafindan arastiriimigtir (1-6).

Dogada keratinler keratinolitik enzimler sentezleyen mikroorganizmalar tarafindan
parcalanirlar. Bunlar arasinda en iyi bilinenler keratin atiklarinin degradasyonu icin
kullanilan dermatofitozis ya da kandidozis etkeni olan patojenik funguslardir (7).

Dermatofitik funguslarin proteolitik, keratinolitik ve lipolitik aktivitelere sahip olduklari
belirlenmistir. Dermatofitler tarafindan sentezlenen ve salgilanan serin proteazlarin deri-
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nin fungal invazyonunda buyik bir rol oynadigi kabul
edilmektedir (8).

Genel olarak dermatofitozisde salgilanan keratinazlar
o6nemli bir virulans faktér olarak kabul edilirler (9).
Dermatofitlerin sahip oldugu proteazlar, hedef doku olan
dis deri tabakasini pargalayarak besin saglarlar ve buna
bagli olarak virulansda 6nemli rol oynarlar (10).

Bu 06zel grup patojenik funguslar arasinda keratin
substratini en iyi parcalayanlar arasinda yer alirlar. Bu
nedenle keratin hidrolizi yapilmasi gereken, tip,
kozmetik, deterjan, deri endustrisi gibi farkli alanlarda
uygulanmalidir (7).

Keratinolitik  funguslar, patojenitede 6nemli rol
oynamasinin yani sira ayni zamanda ¢evre kirlenmesine
neden olan keratin atiklarinin biodegradasyonunda da
6nemli rol oynarlar (11).

Bu calismamizda, Kahramanmaras Devlet
Hastanesi'ne basvuran hastalardan izole edilen T.
rubrum ve T. mentagrophytes’in sahip oldugu &énemli
virulans faktorlerden sayilan proteazin potansiyel olarak
varligini belirlemenin yanisira atik biodonisimiinde ve
endUstriyel alanda Uretimi saglanarak farkli alanlarda
kullanilabilecegi  y6nindeki ileri calismalara veri
saglamada katki yapmay1 amagladik.

Gereg ve Yontem
Orneklerin Toplanmasi

Bu calisma 1 Haziran 2006-31 Ocak 2007 tarihleri
arasinda Kahramanmaras Devlet Hastanesi dermatoloji
klinigine basvuran mantar infeksiyonu tanisi konulan
hastalardan 338 olgudan deri ve tirnak kazinti érnekleri
incelendi. Lezyon deride ise steril bistiri ile lezyonun
kenarlarindan steril petri kaplarina kazinti Ornekleri
alindi. Tirnak lezyonlarinda saglam dokulara ulasilincaya
kadar kazinti drnekleri ve tirnak pargalari alindi. Alinan
ornekler direkt mikroskobi ile incelendikten sonra SDA
besiyerlerinde kulturleri yapildi.

Orneklerin Direk Mikroskobik Olarak Incelenmesi

Laboratuara getirilen sag ve deri kazinti érnekleri, %
15 lik KOH c¢o6zeltisinden bir iki damla temiz bir lam
Uzerine damlatildi ve alinan 6rnekten Oze ile lam Uzerine
konularak lamel kapatildi. Oda isisinda 20-25 dakika
bekletildi, daha sonra mikroskopda 6nce 10’luk sonra
40’hk blylutmede artrosporlar, tomurcuklanmis
blastosporlar arastirildi. Mantar elemanlari gbézlenen
Ornekler  pozitif, ~ gorlilmeyenler  negatif  olarak
degerlendirildi (12).

Orneklerin Ekilmesi ve Kiltiirti

SDA besiyerlerine delme yontemi ile Ugli ekim
yapildi. Kiltirler inkibasyon sirasinda haftada 2-3 kez
kontrol edildi. Ekim yapilan kiltirlerden ikisi oda
sicakhginda, biri 37 °C de en az 4 hafta bekledikten
sonra degerlendirmeye alindi.Ureme tespit edilmeyen
kiltirler negatif olarak degerlendirildi (13).

Kiiltiirde Ureyen Mantar Kolonisinin identifikasyonu
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Kolonilerin yapisi makroskobik ve mikroskobik olarak
incelendi.

Koloninin Makroskobik Incelenmesi: Ekimi yapilmis
kiltirler inkibasyon suresi sonunda, yuzey(havasal
micel) ve taban rengi, yuzey 6rglsl(¢iplak, mumsu,
pudramsi, granuler, slet benzeri, kadifemsi, tlyld,
kabarik), topografisi(diiz, kabarik, daginik), koloninin
biklim sekli(isinsal, beyin krater gibi) ve lreme hizina
gore incelendi.

Koloninin Mikroskobik Incelenmesi: Bu inceleme
makrokonidiyum ve mikrokonidiyumlarin  varligininin
belirlenmesi, hiflerin yapisinin incelenmesi amaci ile
yapildi (14).

Enzimatik Aktivitelerin Belirlenmesi

Kazeinolitik Ozelliklerin Belirlenmesi: Trichophyton
rubrum ve Trichophyton mentagrophytes’in proteaz
aktivitelerinin olup olmadiginin belirlenebilmesi icin
6zglin bir besiyeri kullanildi. Bunun igin % 0.1 KoHPO4,
% 0.05 MgS04.7H20, %0.05 KCI, %1.6 agar su iginde
¢6zUndurilip, 121 °C de 1.5 atm de 15 dakika otoklavda
sterilize edildi. 60 °C’ye kadar soguduktan sonra (izerine
son konsantrasyonu % 4.8 olacak sekilde distile su ile
hazirlanmis ve ayni sartlarda sterilize edilmis yagdsiz
suttozu c¢oOzeltisi aseptik olarak ilave edildi. Bu karisim
steril test tlplerine 10’ar ml olarak dagitilip, dik olarak
donduruldu.

Kaltdrin enzim Uretim yetenegini test edebilmek igin,
hazirlanan bu 06zgin besiyerinin Uzerine sivi stok
kiltirden 0.1 ml inokule edilerek 26 °C de 7 giine kadar
inkiibasyona birakildi. Test kiltlr(i proteaz Uretebiliyorsa
(proteaz pozitif ise), besiyerinde bulunan ve bulanikhgi
saglayan sut kazeinini  parcalayarak  berraklik
olusturmaktadir. Berraklik olusmadiysa, kdiltir kazeini
parcalayamadigi icin besiyeri berraklasmamistir ve
negatiftir. Testin degerlendiriimesi; olusan seffafligin
derinligi cetvel yardimi ile olgulerek yapilmigtir. Bu
olcimde 7. gunin sonunda 4 mm ve Uzerinde ise
proteaz yoniinden pozitif, 4 mm’nin altinda ise negatif
olarak degerlendirilmigtir (15).

Proteaz Aktivite Tayini

Sivi Stok  Kiiltiiriin  Hazirlanmasi:  Sabouraud
Dextrose Broth(SDB) 100 ml'lik erlenmeyerlere 50 ml
Uretim ortami olarak hazirlandl. Dermatofit stok
kllttrlerinden sivi SDB besiyerlerine 0.1 ml olarak
asllama yapilarak 30 °C de 2 hafta stre ile inkiibasyona
birakildi ve sivi stok kiltirler hazirlandi.

Ekim ve Uretim: Sivi stok kiiltirden, enzim Uretimi
icin hazirlanan 100 ml'lik SDB besiyerlerine 0.1 ml olarak
steril kosullarda ekim yapildi.

Kiiltirde Uremenin  Olgiilmesi: Kiiltirde (ireme
miktari, hilicre kitlesindeki degismelerin kuru agirlik
olarak (gr/It cinsinden) dlglimesiyle belirlendi. Bu amagla
fungus kitlesi ©nceden kurutulup darasi alinarak
desikatérde saklanan filtre kagitlarindan (Whatman No:1)
stzulerek kiltir ortamindan ayrildi. Daha sonra 70
°C'de 24 saat kurutulup tartildi. Ureme, gr kuru
micelyum/It besiyeri olarak hesaplandi (16).
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Optimum  Inkiibasyon  Sicakliginin ~ Saptanmasi:
inkiilbasyon sicakliginin enzim aktivitesine etkisini
incelemek amaci ile izole ettigimiz dermatofit stok
kiltirinden hazirlanmig SDB besiyerine ekim yapildi.
Kiltiirler 25 ile 60 °C’de degisen sicakliklarda 150 r.p.m.
c¢alkalama hizina ayarlanmis inkiibatorde 14 giin sure ile
inklibasyona birakildi.

Optimum inkiibasyon pH’sinin Saptanmasi: Enzim
aktivitesine inklibasyon pH’'sinin etkisini belirlemek
amacl ile 4 ile 8 arasinda degisen pH araliklarinda
hazirlanan SDB besiyerlerine dermatofit ¢rneklerinden
ekimler yapildi. Kiltirler 14 gin sire ile 30 °C’'de 150
r.p.m. calkalama hizina ayarlanmis inkibatérde
inkiibasyona birakildi. inkiibasyon siiresi sonunda enzim
aktivitesine bakildi.

 Proteaz Miktarinin Giinlere Gére Degisimi ve Uygun
Inkiibasyon Siiresinin Saptanmasi

Ekim yapilan besiyerleri yiksek proteaz verimi elde
etmek igin uygun inkiibasyon siresini saptamak amaci
ile 30 °C'de 150 r.p.m. calkalama hizinda 5, 8, 11, 14,
17, 20 ve 23 giin sure ile inkibasyona birakildi.

Proteaz Aktivite Tayin Ydntemi: Proteaz aktivite
tayininde Kunitz metodunun modifiye edimesi ile olusan
Kazein-Folin yéntemi uygulandi (17, 18). Proteaz pozitif
orneklerden 1ml 6rnek alinarak 50 ml olarak hazirlanmis
SDB besiyerine ekim yapildi. Uretim, herbir dermatofit
tird igin 7 kultir hazirlanarak 30 °C’de, 150 rpm
galkalama hizinda 5, 8, 11, 14, 17, 20 ve 23 gin siire ile
inklibasyona birakildi.

Enzim kaynagi olarak Uretim ortaminin filtrasyonu ile
elde edilen supernatant kullanildi. Substrat olarak ise 0.1
M fosfat tamponu(pH:6.0) iginde ¢ozinmis % 1’lik
kazein kullanildi. 1ml enzim ile 1 ml substrat deney
tipinde karistinlarak 60 dk 30 °C de inkibasyona
birakildi. inkiibasyon sonrasi reaksiyonu durdurmak igin
% 10’luk Trikarboksilik asit (TCA) ¢ozeltisinden 3 ml ilave
edildi ve vorteksde karistirilarak 30 dk sonra Whatman |
filtre kagidindan slzuldu. Elde edilen filtrattan 1 ml alindi
ve 5 ml Lowry C eklendi. Lowry A; 0.1 M NaOH iginde %
2 NayCOs, Lowry B1; % 1 CuSO4 ve Lowry By, % 2
sodyum potasyum tartarat hazirlandi. Lowry C ; A:B1:B>
nin sirasiyla 100:1:1 oraninda karigtiriimasi ile elde edildi
(19).10 dk sonra 1:1 oraninda sulandiriimis folin
ayiracindan 0.5 ml ilave edilerek vorteksde karistiriidi.
Karisim 60 dk oda sicakliginda reaksiyona birakildi, stire
sonunda spektrofotometrede 700 nm’de okundu (19, 20).

Enzim aktivitesi internasyonel Unite (IU) olarak
hesaplandi. Bir Unite enzim aktivitesi 1 saatlik
inkibasyon siliresinde inkiibasyon karigiminin optik
yogunlugundaki 0.1 birim artisi saglayan enzim miktari
olarak tanimlandi (21).

Dermatofitlerin Kazeinolitik Ozelliklerinin incelenmesi

izole edilen dermatofit tiirlerinden T. rubrum ve T.
mentagrophytes’in kazeinolitik 6zelliklerinin incelenmesi
icin stok kdltirlerden st tozu ilave edilmis 0zel
hazirlanmis besiyerlerine ekimler yapildi. Kiiltirler 2
hafta sire ile 30 °C’de inkiibasyona birakildi. inkiibasyon
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sonrasinda fungusun salgiladigi proteaz enzimi kazeni
parcalamasi sonucu besiyeri renginde agilma meydana
geldi. Bu renk agiliminin derinligi 6lgtlerek T. rubrum ve
T. mentagrophytes tirlerinin kazeinolitik &zellikleri
degerlendirildi (15).

Dermatofitlerin Optimum Ureme ve Enzim Uretim
Siiresinin Belirlenmesi

Kazeinolitik 6zellikleri pozitif olarak degerlendirilen
Tr2, Tr3, Tm207, Tr319 ve Tm321 dematofit suslari
enzim aktivitesinin incelenmesi icin ayrildi. Her bir
dermatofit tirli SDB besiyerlerine ekim yapilarak 5, 8, 11,
14, 17, 20 ve 23 glin sire ile inkiibasyona birakildi. S6z
konusu sureler sonunda agirlik artisi ve enzim
aktivitelerine bakildi. Sonuglar grafige gegirildi.

Enzim Uretiminin Sicakliga Gére Olgiilmesi

En ylksek deger elde edilen Tr2 susu 25 ile 60 °C
arasinda degisen sicakliklarda 14 glin inkiibasyon siresi
sonunda enzim aktivitesi olguldu

Bulgular

Kazeinolitik 6zelliklerini inceledigimiz dermatofitlerin,
3. ve 7.gun ol¢umlerinin ortalamasi 4 mm ve Uzerinde
olanlar  pozitif, altinda olanlar negatif olarak
degerlendirildi. Kazeinolitik 6zellikleri incelenen Tr1, Tr4,
Tr221, Tr237, Tr324 ve Tr329 negatif olarak
degerlendirildi; Tr2, Tr3, Tm 207, Tr319 ve Tm321 nolu
dermaofitler pozitif olarak degerlendirildi (15) (Tablo 1).

Tablo 1. Dermatofitlerin kazeinolitik  6zelliklerinin
incelenmesi.
Incelenen 3. gln 7.gun
dermatofitler t')lg;%m(mm) 6Igi]m(mm) Ortalama
Tr1 1 mm 3 mm 2 mm
Tr 2* 4 mm 6 mm 5 mm
Tr 3* 4 mm 7 mm 6.5 mm
Tr4 2mm 3 mm 5 mm
Tm207* 7 mm 9 mm 8 mm
Tr 221 1mm 3 mm 2 mm
Tr 237 1 mm 5mm 3 mm
Tr 319* 4 mm 6 mm 5 mm
Tr 333 1 mm 5 mm 3 mm
Tm 321* 5mm 9 mm 7 mm
Tr 324 2mm 5mm 3.5 mm
Tm 327 0mm 2 mm 2 mm
Tr 329 0mm 6 mm 3 mm
Tr 332 0mm 1 mm 0.5 mm

Tr : Trichophyton rubrum
Tm: Trichophyton mentagrophytes
* 1 Kazeinolitik 6zellik agisindan pozitif olarak degerlendirilen

Ekimi yapilan Tr2, 30 °C’de 150 r.p.m. galkalama
hizina ayarlanmig inkiibatérde 5, 8, 11, 14, 17, 20 ve 23
gln sire ile inkiibasyona birakildi. Her bir siire sonunda
enzim aktivitesine bakildi. Olglimler sonucunda en
yuksek aktivite 14. gln sonunda 13,1 U/ml olarak
belirlendi. Sonuglar (¢ c¢alismanin ortalamasidir.
Standart sapmalar grafik Uzerinde gdsterilmigtir (Sekil1).
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Tr 2°'nin Zamana Goére Enzim Aktivitesi

10 4

ol —‘

4 4

5 8 11 14 17 20 23
‘EI ORT | 8,67667 | 9,71667 | 12,2333 13,1 11,4 11,2333 | 9,76667

|mSD | 1,04577]0,92241]1,61658 ] 0,65574 | 1,65227 | 1,93993 | 1,36504
Zaman(Giin)

Erzim Aktivitesi(Un)
o]
A

Sekil 1. Tr2’nin zamana bagh enzim aktivitesi.

Kdiltirde Ureme, supernatantdan slizge¢ kagidindan
suziilerek ayrilan ayrilan migelyum kismi tartilarak treme
miktari 100 ml de gr olarak saptandi (Sekil 2). Agirlik
artisi enzim Uretimine paralel olarak 11. gline kadar
devam ettikten sonra bir miktar azalma gdstererek
devam etmektedir.

0,4

0,35
0,3
0,25 4
0,2

0,15

Agirlik (g/100ml)

4 9 14 19 24

Zaman (giin)

Sekil 2. Tr2’ nin enzim Uretimindeki agirlik artisi.

Ekimi yapilan 7 Tr3 érnegi, 30 °C’de 150 rpm hizina
ayarh inkiibatére 5, 8, 11, 14, 17, 20 ve 23 glin sure ile
inklibasyona birakildi. En yliksek enzim aktivitesi 14. glin
sonrasinda 12.3 U/ml olarak elde edildi. Elde edilen
sonuglar t¢ galismanin ortalamasidir ve standart sapma
ile birlikte grafikte verilmigtir (Sekil 3).

=) —
= 10 T
g
= 8
= 6
=] 4
=0 .
o4 | I
B E 11 14 17 20 23
[morT| &5 976667 (10,3333 | 123 [120333 |10 6667 | 2.96667
[msD [1.15326 |=.49867 |2.21856 | 0.95394 | 1.15036 | 1,35051 | 155562

Zaman(Giin)

Sekil 3. Tr3’in zamana bagli enzim aktivitesi.

Enzim aktivitesi 6lgimi yapilan 5, 8, 11, 14, 17, 20
ve 23. gunlerde kultirleri filtre ederek supernatantdan
ayirlan migelyum kismi kurutularak agirliklari gr olarak
tartildi. Uremede 5. giinden itibaren 11. giine kadar hizli
bir artis géruldu. Daha sonraki agirlik artiglarinda azalma
goraldu (Sekil 4).
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0,14
0,13

0,12
0,11 4
0,14
0,09
0,08
0,07 4
0,06

Agirlik (g/100ml)

4 9 14 19 24

Zaman (giin)

Sekil 4. Tr3'ln enzim Uretimindeki agirlik artisi.

Ekimi yapilan Tm207 30 °C'de 150 rpm hizina
ayarlanmig inkiibatérde, 5, 8, 11, 14, 17, 20 ve 23 giln
sure ile inkuibasyona birakildi. En ylksek enzim aktivitesi
11 ve 14.glinun inkiibasyonu sonunda 7.16 U/ml ve 7.65
U/ml olarak saptandi. Elde edilen sonuglar li¢ ¢aligmanin
ortalamasi olarak alindi ve standart sapmalari grafik
Uzerinde gosterildi (Sekil 5).

Tm 207'nin Zamana Gore Enzim Aktivitesi

IEEEENEEY

5 8 11 14 17 20 23

‘ m ORT | 5,07667 5,5 7,16667 7,65 5,66667 | 5,16667 3,9
‘I SD | 0,51733 0,7 1,04083 | 1,1034 | 1,10604 | 1,10604 | 0,8544
Zaman(Gun)

Enzim Altivitesi(Uml)

oN MO ®

Sekil 5.Tm207’nin zamana bagl enzim aktivitesi.

Tm207’nin inkilbasyonunda dreme miktari 14.
glnden sonra belirgin bir artis gosterdi ve 17. glinde en
fazla agirlik artigi goraldu (Sekil 6).

0,13

= 0,12
g 0,11 4
3 011
x 0,09
E 0,08
2 007 |

0,06 T
4 9 14 19 24
Zaman (giin)

Sekil 6. Tm207’ nin enzim Uretimindeki agirlik artisi.

Ekimleri yapilan Tr319 érnekleri 30 °C ve 150 rpm
¢alkalama hizina ayarlanmig inkiibatére 5, 8, 11, 14, 17,
20 ve 23 giin siire ile inkiibasyona konuldu. inkiibasyon
sureleri sonunda enzim aktivitelerine bakildi. Elde edilen
en ylksek aktivite 14. ginde 8.71 U/ml ve 17. giinde
8.58 U/ml olarak saptandi. Sonuglar ortalama ve standart
sapma olarak grafikte gosterildi (Sekil 7).
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Tr 319'un Zamana goére enzim aktivitesi

| 8

5 8 11 14 17 20 23

@ ORT |6,09667 6.8 7,31667| 8,71 8,58333|6,96667 6

m SD 0,55501|0,63411|1,13615|0,63663|0,85043|0,85049 | 0,6245
Zaman(Giin)

ErzimAktivitesi(Und)
N A O
T
|
|

Sekil 7. Tr319’un zamana bagli enzim aktivitesi.

Kdaltdrlerin 5, 8, 11, 14, 17, 20 ve 23. gln sure ile
Uretimleri sonunda agirlik artislari tartimlar yapilarak
belirlendi. inkiibasyonun 5. giiniinden itibaren 8. giiniine
kadar uretimde hizhh bir artig goérildi ve daha sonra
enzim Uretimine paralel olarak azalma goérildu. (Sekil 8).
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Sekil 8. Tr319’ un enzim Uretimindeki agirlik artigl.

Ekimi yapilan Tm321 no’lu dermatofit érnekleri 30 °C
ve 150 rpm galkalama hizina ayarli inkibatérde 5, 8, 11,
14, 17, 20 ve 23 gln sure ile inkibasyona birakildi.
inkiibasyon siiresi sonunda enzim aktivitelerine bakildi.
Enzim aktivitesi en ylksek 11. giinde 7.3 U/ml ve 14.
ginde 7.4 U/ml olarak saptandi. Elde edilen sonuglar
ortalama olarak standart sapma ile birlikte grafikte
gosterildi (Sekil 9).

Tm 321'in Zamama Gore Enzim Aktivitesi

T 8

2

1 ° -

§ 7]

& 0

5 8 11 14 17 20 23
‘EI ORT| 5,58 6,96667 7,3 7.4 5,83333 5,4 4,6
‘I SD 0,47032 | 0,75719| 0,72111 | 1,34536 | 0,58595 0,5 0,5
Zaman(Giin)

Sekil 9. Tm321’in zamana bagl enzim aktivitesi.

Ekimi yapilan Tm321 no’lu dermatofit kiltirinin

Uremesinde 5. glininden itibaren 14. gline kadar agirlik
artisi duguk oranda olmustur. Bu ginden itibaren 17.
glne kadar hizl bir artis olmustur (Sekil 10).

0,13

0,12 4
0,11 4
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0,09 4
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< 0,07 4
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irlik (g/100ml)

Zaman (giin)

Sekil 10. Tm321’ in enzim Uretimindeki agirlik artigi.

Sicakhga gére enzim uretimi optimum olarak 45 ile
50 °C'de elde edildi. Elde edilen (g calismanin
ortalamasi ve standart sapmalar grafikte gosterildi (Sekil
11).

Tr 2'nin Sicakhga Goére Enzim Aktivitesi
— 15
E
2
E 10 +
:
5
;E
(o]
25 30 35 40 45 50 55 60
‘EIORT 13 13,2 11,6 13,2 | 13,467 | 14,067 | 10,9 | 10,333
‘- SD 0,5 0,781 |1,9313| 0,5568 | 0,2517 | 0,2517 | 0,9165| 0,5508
Sicaklik(C)

Sekil 11. Tr2’ nin sicakliga bagli enzim aktivitesi.

Degisen sicakliklarda Tr2’'nin Uretimindeki agirlik
artisi 14. giine gore 30 °C sicakliktan itibaren 35 °C’ye
kadar hizli bir artis goériilmekte ve daha sonra sicaklik
attikga agirlikta azalma gortlmektedir (Sekil 12).

0,4
0,35 q
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24 29 34 39 44 49 54 59 64
Sicaklik (°C)

Sekil 12. Tr2'nin degisen sicaklikta enzim Uretimindeki
agirhk artisi.

Enzim Uretiminde optimum pHnin belirlenmesi,
enzim aktivitesi en ylksek olan Tr2’nin kultir ekimi
yapilarak pH 4 ile 8 arasinda degisen degisik pH’'larda 14
giin sire ile 30 °C inkilbasyonu sonrasinda enzim
aktiviteleri olglildi. En ylksek degerler pH 5.5'de 10.56
U/ml ve pH 6'da 9.56 U/ml olarak elde edildi. Alinan
sonuglar (¢ caligmanin ortalamasi olarak grafikte
gOsterildi (Sekil 13).
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Tr 2'nin pH'a Gore Enzim Aktivitesi

Enzim Aktivitesi(U/ml)

4 4,5 5 5,5 6 6,5 7 7,5 8
mORT| 7,1 |8,8333|9,1333|10,567|9,5667|8,4333|7,8333|6,8333| 5,8
mSD |0,9165(1,7954|1,8717| 2,967 |4,2099|3,1262(3,6474|4,2028|2,8688
pH

Sekil 13. Tr2 ‘nin pH’ya bagli enzim aktivitesi.

Degisen pH'larda Tr2 no’lu dermatofit susunun 14
gun sure ile uretiminde agirlik artisi en fazla pH 6.5'de
olmustur (Sekil 14).
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pH

Sekil 14. Tr2'nin degisen pH'da enzim Uretimindeki
agirlik artigl

Tm3271'in enzim Uretimi 11 ve 14. gunde artmasina
karsin agirlik artisi 17. giinde olmustur. Ekimi yapilan ve
inkibasyon sonunda enzim aktiviteleri ¢alisilan Tr2, Tr3,
Tm207, Tr319 ve Tm321 no’lu dermatofit suslarindan en
ylksek deger Tr2'de 14 giin inkiibasyon sonrasinda 13.1
U/ml olarak elde edilmistir.

Elde edilen sonucglara gbre en ylksek aktivite Tr2
susunun 14 giin sire, optimum sicaklik 45 ile 50 °C’de
ve optimum baslangi¢ inkiibasyonu pH 5.5 ile 6 olarak
saptandi.

Tartisma

Son yillarda, funguslarin salgiladigi proteolitik
enzimler potansiyel virulans faktor olarak ¢ok dikkat
cekmektedir. Genellikle  dermatofitler  tarafindan
salgilanan keratinazlarin dermatofitlerin virulansi igin
onemli oldugu kabul edilirler. Dermatofitlerin keratinize
olmus dokulari invade edebilme yetenedi dermatofitlerin
biyolojik bir 6zelligidir (9).

Diger taraftan enzimler, endustriyel proseslerde genis
sekilde uygulama alanlarina sahiptirler. Proteazlar, gida,
ilag ve diger bircok endistriyel alanda kullanildigindan
dolayi butiin enzim pazarinin yaklasik % 60’in1 olusturur.
Keratinaz Uretmede aktif olarak tanimlanan fungus
suslari tip ve kozmetikte kullanilabilen keratinaz Uretim
potansiyeline sahiptirler (15). Proteazlar, genis bir sekilde
keratinofilik funguslarda ve dermatofitlerde birgok
arastirmaci tarafindan calisiimigtir (22-25).
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Proteaz aktivitesi ile ilgili literatire baktigimizda, deri
infeksiyonlarinin etkenleri olan dermatofitlerin
Trichophyton(5, 26) ve Microsporum (2, 3), bunun yani
sira mayalardan Candida sp.’nin (27, 28) keratinolitik
aktiviteleri calisiimistir. Keratin atiklarinin
biodénigiminde kullanilmak amaci ile Noval ve
Nickerson (29) tarafindan bakterilerin yani sira 18
fungusun kaz tuyleri Gzerindeki etkilerini arastirmislar ve
en etkili olarak, Verticillium tenuipes, Trichophyton
equinum ve Trichophyton mentagrophytes’i bulmuslardir
(30). Bagka bir arastirmada, tavuk tlyleri Uzerinde en
etkili mikroorganizmanin Trichophyton simii oldugu
saptanmistir (6). Friedrich ve Kern (7) tarafindan yapilan
arastirmada, Doratomyces microsporus fungusundan
elde ettikleri keratinolitik proteazin farkli proteinleri
hidrolize etme 6zelligi incelenmistir. inkiibasyon sonunda
enzimin hem fibrilli proteinler hem de globdler proteinleri
parcaladigi belirlenmigtir. Keratinli substradi parcalama
etkisini su sekilde siralamislardir; deri keratini> tirnak
keratini> sa¢ keratini, keratinsiz substradda ise; kazein>
BSA(Bovine Serum Albumin)> elastin. Bu calismada
elde edilen keratinazin farkl proteinleri farkli derecelerde
degrade ettigi saptanmistir. Keratinazin 6zellikle kazein
ve BSA'yi degrade ettigi halde kollajen ve elastini
degrade etmemesi 6zelliginden dolayi deri endustrisinde
kullanilabilecegini  belirtmiglerdir. Yapilan baska bir
calismada, kanalizasyon atiklarindan izole ettikleri 2
saprofit, 2 dermatofit tiriin keratinaz enzim aktivitesi
calismasinda sivi kilturde keratinin parcalanarak agirlik
kaybinin 6l¢lilmesine goére, en yiksek oranda keratini
parcalama 0Ozelligi, % 62 ile Chrysosporum pannicola ve
daha sonra % 48 ile Microsporum gypseum oldugunu
saptadilar. 27 °C inkiibasyon sicakliginda, baslangigta
6.5 olan pH inkibasyon sonunda ortama salinan urinler
nedeni ile 7.8’e kadar degistigini ve keratinaz aktivitesinin
T. mentagrophytes’in 8 U/ml, Microsporum gypseum’un
14 U/ml oldugunu saptadilar (11).

Funguslarin keratinolitik 6zelliklerinin tarandidi bir
calismada en yiksek aktivite Aspergillus flavus
tarafindan 14 ginde 30 °C pH 7 ile 8 arasinda
inklibasyonda 781 mU/ml olarak Uretildigi saptanmigtir
(20).

Singh (31) tarafindan yapilan bir galismada, organik
atikh  bir yerden izole edilen Chrysosporium
keratinophilum fungusunun potansiyel olarak ektraselular
proteaz (Ureticisi oldugunu belirledi. En iyi enzim
aktivitesinin 15 giin inkiibasyon siresinde, 40 C’de, pH
8'de 18.6 U/ml ve 115.5 mg biomass oldugu tespit edildi.

Kumar ve ark. (32) birgok bakteri ve fungusun
proteaz Uretebilme yeteneklerini test etmeleri sonucunda,
peynir  Uretiminde  kullanilan  ticari  enzimlerle
karsilastirildiginda Rhizopus oryzoe’den elde ettikleri
enzimin, sutl daha iyi pihtilastirdigi ve daha iyi kalitede
oldugunu saptamiglardir. Bu enzimin kazeinolitik 6zelligi
incelenmistir ve spesifik aktivitesi 8.4 U/mg olarak
belirlenmistir. Moreira ve ark. (33) yaptiklari galigmada ilk
kez funguslar arasinda bir bitki patojeni olan
Myrothecium  verrucaria’nin  Keratinolitik ~ 6zelliklerini
incelediklerinde, 40 °C’de ve pH 8 ile 9 arasinda gok iyi
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derecede proteaz Urettigini belirlediler. Bu proteazin, Kirli
atik tlylerin degradasyonunu insan sag ve tirnagindan ve
daha sonra koyun yuninden daha iyi gergeklestirdigini
saptadilar. Bu patojenik fungusun endustriyel amagclar
icin kullanilabilecegini belirtmiglerdir.

Goruldugl gibi birgok arastirmada diger funguslarla
birlikte Trichophyton ve Microsporum genuslarina ait
dermatofitler ile degisik metodlar kullanilarak yapilan
calismalarda keratin ve kazein substradi Uzerinde
oldukga etkili olduklari gézlenmistir.

Bu calismamizda izole ettigimiz T. rubrum ve T.
mentagrophytes suglarinin ilk énce kazeinolitik 6zellikleri
incelendi (Tablo 1). Kazeinolitik &zellikleri pozitif olan
suglarin proteaz enzim aktiviteleri galisildi.

Calismamizda en vyiiksek proteaz aktivitesi 50 °C
inklibasyon sicakhdinda, pH 5.5 ile 6 arasinda 14 U/ml
olarak elde edildi (Sekil 6). Elde ettigimiz sonuglar diger
sonuglar ile paralellik gostermektedir.
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