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DERi LEZYONLARINDAN AYRILAN
BIiR CRYPTOCOCCUS NEOFORMANS
KOKENI:

Laboratuar Tanimi, Deney Farelerinde
infeksiyon Olusturulmasi ve NCCLS M27-
A Makrodilusyon Yontemi ile
Yedi Antifungale Duyarliliginin
Belirlenmesi*

A. Serda KANTARCIOGLU, Ayhan YUCEL

Background and Design.- Cryptococcus
neoformans is an encapsulated pathogen
fungus that can cause cryptococcosis rarely
in completely healty individuals and com-
monly in immunosuppressed patients by in-
halation into the lungs and than spreading
hematogenously to the central nervous sys-
tem, bone and joint, eye, prostate and other
body sites. In this survey, specimens from
cutaneous lesions, urine and blood from a
patient previously diagnosed Trombotic
Trombocytopenic Purpura were mycology-
cally examined and antifungal susceptibility
tests of the isolated strain were carried on
according to NCCLS M27-A macrobroth
method along with the experimental infec-
tion in mices.

Results.- The fungus strain isolated from
specimens was identified as Cryptococcus
neoformans. The strain was found suscepti-
ble to fluconazole, itraconazole, ketocona-
zole and miconazole and resistant to flucy-
tosin. MIC values obtained against Ampho-
tericin B and terbinafine were respectively 1
mg/ml, and 4 mg/ml.

Conclusion.- This study was presented in
view of limited number of isolations of C.
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neoformans in Turkey, isolated from cutane-
ous lesions and the first clinical isolate in vi-
tro susceptibility against seven conventional
antifungal agents was carried on according
to NCCLS reference M27-A macrobroth
method.

Kantarcioglu AS, Ylcel A. A Cryptococcus
neoformans strain isolated from skin le-
sions: laboratory diagnosis, experimental
infection, susceptibilities against seven anti-
fungal agents by NCCLS M27-A macrobroth
method. Cerrahpasa J Med 2001; 32: 207-
213.

ryptococcus neoformans, krip-

tokokkoz etkeni olan kapsilli

bir maya mantaridir. Mantar

genellikle c¢evreden solunum
yoluyla alinir. Belirgin bir bagisiklik bo-
zuklugu olmayanlarda da infeksiyon olus-
turabilirse de, hastalarin cogunda HIV
infeksiyonu, organ transplantasyonu, kro-
nik 16semi, lenfoma, kortikosteroid tedavi-
si, sarkoidoz gibi hazirlayici sebepler bu-
lunmaktadir. Olusan infeksiyon lokalize
veya dissemine ve akut veya kronik olabi-
lir. Kriptokokkozun akcigerler, merkez si-
nir sistemi, bagirsak, deri, kemik, prostat,
g6z yerlesimleri olabilir. Konagin savun-
masinda hicresel bagisiklik yamt cok 6-
nemlidir.1-4

Bu yazida; Anabilim Dalimiz Derin Mi-
koz laboratuarinda yapilan bir ¢alismada;
Cerrahpasa Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar:
Ozel Servisinde yatmakta olan ve hekimin
ornegi gonderme formundan 6grenilen bil-
giye gore yiiksek dozda kortizon tedavisi
almig trombotik trombositopenik purpu-
rali (TTP) 27 yagindaki bir erkek hastada
(VD, protokol No. 1191) gelisen kutantz
kriptokokkoz lezyonlarindan ayrilip ta-
nimlanan C. neoformans kokeni ile deney
farelerinde infeksiyon gelistirilmesi ve ko-
kenin amfoterisin B (amp B), flukonazol
(FKZ), itrakonazol (ITZ), ketokonazol
(KTZ), mikonazol (MKZ), flusitozin (5-FC)
ve terbinafin (TBF)e duyarlhiliginin belir-
lenmesi bildirilmektedir. Bu calisma bu
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mantarin Tirkiye’de insandan hastalik
etkeni olarak seyrek ayrilmasi, kutanéz
bir lezyonda bulunmasi ve yurdumuzda
antifungallere in vitro duyarliligi arasti-
rilmig ilk klinik koken olmasi sebebiyle
sunulmustur.

YONTEM VE GEREGLER

Etkenin ayrilip tanimlanmasi. Etkenin
elde edildigi 6rnekler hastanin sag ve sol alt
ekstremitelerindeki kutanéz lezyonlardan 6
adet diiz ve 2 adet tasiyici besiyeri bulunan
ekiivyon kullanilarak tarafimizdan alinmagtir.
Orneklerden Gram, Ehrlich-Ziehl-Nielsen,
Giemsa, metilen mavisi boyal preparatlar ha-
zirlanmis ve Sabouraud dekstroz agar (SDA),
beyin yurek infiizyon agari (BHIA), ¢ukulata
agar (CA), misir unlu agar (MUA), Guizotia
abyssinica tohumlu agar (NSA) besiyerlerine
ekim yapilarak 25°C, 30°C ve 37°C sicaklikta
bekletilmistir. Ureyen kolonilerden boyal: yay-
ma preparatlar ve ¢ini miirekkebi preparatlar:
yapilmig; mantar: benzerlik gosteren diger ba-
71 tirlerden ayirmak tizere fermentasyon ve
assimilasyon deneyleri56 ile {ireaz deneyi uy-
gulanmigtir.

Infeksiyonun yaygmhgim arastirmak tizere
hastanin kan ve idrar 6rnekleri de istenerek
mikoloji yoniinden incelemeye alinmis, hasta-
nin TTP tamimi géz 6nine alinarak BOS 6rne-
g1 alinamamagtir.

Lateks agliitinasyon deneyi. Kan ve id-
rar orneklerinde lateks aglitinasyon deneyi
(Pastorex Cryptococcus, Sanofi Diagnostic
Pasteur, France) yapilarak antijen aranmagtir.

Deney farelerinde infeksiyon gelistiril-
mesi. Kokenin SDA’da 30°C’de 48 saatlik ko-
lonilerinden steril tuzlu suda stuspansiyonu
hazirlanmigtir.  Stispansiyonun  bulaniklig:
MacFarland 0.5 numaral tiipu ile ayarlanmig
ve bundan 1 ml'lik kisimlar 4 adet beyaz fare-
nin periton i¢ine ve 2 adet fareye de kuyruk
veninden injekte edilmigtir. Fareler her giin
kontrol edilmis ve 6len fareye otopsi yapilmig-
tir. Deney 3 hafta strdirilmiis, bu stre so-
nunda sag kalan fakat iyice hareketleri azal-
mig olanlar da kloroform ile éldiuralmustiir.
Otopside steril pens ve bisturi ile aseptik ko-
sullarda alinan karin boslugundaki jelatintz
sividan, akciger, karaciger, dalak ve bobrek-
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Cilt (Sayi): 32 (4)

lerden kiip seklinde ayrilan kiigiik pargalar
¢ok sayida SDA, BHIA plaklara besiyerine ya-
r1 gémiilecek bigimde ekilerek saf kilttrler
elde edilip morfoloji ve fizyoloji 6zellikleri yu-
karida belirtilen gekilde incelenmistir.5.7

Antifungal duyarlilik deneyleri.

Ayirdigimiz C. neoformans kokeninin anti-
fungal duyarhlik deneyleri National Com-
mittee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS) M-27-A referans belgesinde 6nerilen
standart makrodiliisyon yontemine uygun ola-
rak yapilmigtir.® Kékenin amfoterisin B (amp
B) (Squibb); flukonazol (FKZ) (Pfizer); itra-
konazol (ITZ) (Medefarma Est); ketokonazol
(KTZ) (Milen); mikonazol (MKZ) (Select-
chemie); flusitozin (5-FC) (Sigma) ve
terbinafin (TBF) (Novartis) karsisindaki du-
yarhhigin arastirdigimiz deneylerde %2 glu-
koz katilmis ve 0.05 M morfolinepropanesul-
fonik asit (MOPS) ile tamponlanmis (pH 7.0
+0.1) yeast nitrogen base besiyeri hazirlana-
rak kullanilmigtir. Final inokulum yogunlugu
yaklagik 5.0 x 102-2.5 x 103 CFU/ml olacak se-
kilde ayarlanmigtir. Kalite kontrol kékeni ola-
rak ATCC 90112 (American Type Culture
Collection, Manassas, VA, USA) kullanilmais;
tupler 48 saat 35°C’de inkiibe edilmig ve kont-
rol kékenin gelismesi kontrol edilmigtir.

BULGULAR

Materyallerden dogrudan yayilarak ha-
zirlanan boyali preparatlarin mikroskopta
incelenmesinde ince kapsulli yuvarlak
maya hiicreleri goézlemlenmigtir. SDA,
BHIA besiyerlerinde boz renkli ve NSA’da
kahverengi maya kolonileri halinde man-
tar Uretilmig ve saf kiltiir halinde elde e-
dilmigtir. Kiltirden yapilan yayma ve ne-
gatif preparatlarda da tomurcuklanan,
tam yuvarlak bigimli ve bir kismi kapsiil-
I4, bir kismi1 kapsiilsiiz mayalar gézlem-
lenmigtir (Sekil 1). Lateks aglitinasyon
deneyi pozitif sonuc¢ vermis; ayrica hasta-
nin idrar 6rneginin direkt incelenmesinde
ve kiltiirinde de bu mantarla karsilasil-
mig; saflagtirilarak koken ayrilmistir.
Fermentasyon deneyinde kokenin glukoz,
maltoz, sukroz, laktoz, galaktoz ve tre-
halozu kullanmadigr goérilmustir. Glu-
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koz, maltoz, sukroz, galaktoz, sellobiyoz,
inositol, ksiloz, rafinoz, trehaloz, dulsitol
assimilasyonunun pozitif, laktoz, melibi-
yoz assimilasyonunun negatif oldugu sap-
tanmagtir. 37°C’de gelisme ve ilreaz pozi-
tif, nitrat oksidaz negatif, fenol oksidaz
pozitif bulunmug; MUA’da hif gelistirme-
migtir. Ayrilan kékenle deney farelerinde
infeksiyon geligtigi gozlemlenmis; Once
kuyruk veninden inokiile edilmis olan fa-
reler 14lnci ve 15inci glinlerde 6lmiigtir.
Uc¢ haftalik deney siiresi sonunda sag ka-
lan fakat iyice hareketleri azalmig olanlar
da kloroform ile 6ldturilmistir. Otopsiden
sonra farelerin i¢ organlarinda aym man-
tar direkt mikroskop incelemesinde genig
kapsullii olarak saptanmis ve kiltirlerde
mukoid koloniler halinde tiretilmistir. Bu
mukoid kolonilerden yapilan preparat-
larin mikroskopta incelenmesinde yine ge-
nig kapsilli, yuvarlak bicimli mayalar go-
rilmustir. Koéken literatirdeki laboratu-
ar tanim yontemleri ile uyum gostermig
ve Cryptococcus neoformans olarak tanim-
lanmigtir.1.5.6

Ayirdigimiz C. neoformans kokeninin
deneye aldigimiz yedi antifungal madde
karsisindaki MIC degerleri amp B i¢in 1
pg/ml; FKZ icin <0.125 pg/ml; ITZ icin
<0.03 pg/ml; KTZ i¢in <0.03 pg/ml; MKZ
i¢in <0.03 pg/ml; 5-FC igin >64 pg/ml ve
TBF i¢in 4 pg/ml olarak okunmustur. Koé-
ken denedigimiz tiim azollere in vitro du-
yarl ve flusitozine direncli bulunmustur.

TARTISMA

Kriptokokkoz kozmopolit bir mikozdur;
son zamanlarda Amerika, bat1 Avrupa ve
Avustralya’daki tiim AIDS’lilerin %6-10"u-
nun kriptokkozlu oldugu tahmin edilmis;
bu hasta grubunda en sik karsilagilan
doérdinci siradaki hastalik oldugu bildi-
rilmistir.4 Ancak; primer kutantz kripto-
kokkozun seyrek oldugu; C. neoformansin
bagisiklig1 bozuk veya baskilanmig kimse-
lerde ikincil olarak kutanoz veya sistemik
infeksiyona sebep oldugu da bilinmekte-
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Sekil 1. Kiiltirden yapilan yayma ve negatif
preparatlarda gézlemlenen tomurcuklanan, tam
yuvarlak bi¢imli kapsilli mayalar (Cini miirekke-
bi preparati) (x 1900). (Mikrofotografi Yicel ve
Kantarcioglu)

dir.? Kriptokokkozlularin %10’unda ortaya
¢ikan bu lezyonlarin anlaminin dissemine
kriptokokkozun erken tanimi oldugu ve
dissemine infeksiyonlarda bu mantarin
ekseri idrardan turetilebildigi yazilmigtir.5
Bu calismada da aym hastanmin kutanéz
lezyonlarindan ve idrar orneginden C.
neoformans ayrilmig; bu durum antifungal
duyarlilik deneyi sonuglari ile klinisyene
bildirilmis ancak hastanin altta yatan
hastalig1 (TTP) sebebiyle riskli olacagi dii-
stintilerek BOS 6rnegi alinip inceleneme-
migtir.

Turkiye’de de, ilki 1953’'de Soysal, U-
nat, Tahsinoglu tarafindan olmak tizere
sinirli sayida kriptokokkoz olgusu bildiril-
mistir ve bunlarin bir kism1 ancak otopsi-
de saptanmigtir.19-23 Insanda ilk kolon
kriptokokkozu da yurdumuzdaki bir olgu
ile gosterilmigtir.l2 Ulagabildigimiz kay-
naklarda, C. neoformans’in daha 6nce yur-
dumuzda deri lezyonlarindan ayrilarak
uretilmesi ile ilgili bir bildirime rastlanil-
mamig olup bildirdigimiz kéken bu bakim-
dan ilktir.

Turkiye’de kanath digkilariyla bulag-
mig topraklardan bu mantarin ayrilmasi-
na iligkin ¢alismalar da yayinlanmaigtir.24
30 Yurdumuzda yapilan yakin tarihli bir
bagka arastirmada da bir kisim bitki el-
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yafli elyapimi eski kagitlardan elde edilen
ve bu mantarin dogal yuvasimin bitki ol-
dugu savima destekleyen dort C. neofor-
mans kokeninin ayrildig: bildirilmigtir.3!

C. neoformans ve kriptokokkoz ylzyili
askin bir siireden beri bilinmesine kargin
son yillarda bir yandan bagisiklig1 baski-
lanmig hasta populasyonundaki artis di-
ger yandan AIDS epidemisinin ortaya ¢ik-
mas1 ile C. neoformansla (6zellikle bu
mantarin virilens faktorleri ile antifun-
gallere duyarlhiligi ile) ilgili ¢alismalarin
da giderek yogunlastigi1 dikkati cekmekte-
dir. Guvenilir ve tekrarlanabilir duyarhlik
yontemleri gelistirildikten sonra bu de-
neylerin sonuc¢larimin klinikle uyumlulu-
gunu bildiren verilerin arttig bildirilmek-
te; ozellikle sistemik infeksiyonlarda, du-
yarlilik deneylerinin yol gésterici olabile-
cegi vurgulanmaktadir. NCCLS referans
yontemleri uygulanarak elde edilen MIC
degerleri ile klinik yanitlar arasindaki ko-
relasyonun genellikle saglandig1 goriigiine
varilmistir32 ve Cryptococcus neoformans’-
i flukonazol karsisindaki duyarlihigina
iligkin verilerin duyarh ve direncli kéken-
lerin siniflandirilmasina olanak verebile-
cegi one siirilmektedir.33

C. neoformans infeksiyonlarinda tek
basina veya 5-FC ile birlikte amp B bu
mantarin bir¢cok kokenine etkili bulun-
maktadir. FKZ, ITZ, KTZ ve MKZnin et-
kili oldugu yazilmistir.3¢ Eskiden beri
dermatofitozlarda etkili oldugu sebebiyle
kullanilmakta olan TBFin de Cryptococ-
cus dahil subkutan ve sistemik mikozlar-
dan ayrilan etkenlere in vitro etkili bulun-
dugu bildirilmektedir.35.36 Kutanéz krip-
tokkozdan ayirdigimiz koken bu bilgiler
dogrultusunda bu yedi antifungal karsi-
sinda denenmistir.

Ispanyamin cesitli bélgelerinde elde e-
dilmis 128 klinik C. neoformans kékeninin
NCCLS M27-A yontemiyle yapilan duyar-
lilik deneylerinde MIC araliklari amp B
i¢in 0.03-1 pg/ml; 5-FC igin 0.25-32 pg/ml;
FKZ i¢in 0.5- >64 pg/ml, ITZ i¢in 0.03-1
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mg/ml olarak saptanmigstir.3” Brezilya'da
30 AIDS’li hastadan ayrilan 157 kokenin
NCCLS M27-A yontemiyle yapilan duyar-
lilik deneylerinde MIC araliklari da amp
B i¢in 0.06-0.5 pg/ml; FKZ i¢in 0.25-32 pg/
ml ve ITZi¢in 0.06-0.012 pg/ml olarak bil-
dirilmistir.38 Kan kultiirlerinden elde edi-
len 38 C. neoformans kokeninin NCCLS
M27-A yontemiyle amp B karsisindaki
MIC araliklar: 0.5-1 pg/ml; FKZ karsisin-
da 0.125-8 pg/ml; ITZ ve KTZ karsisinda
0.078-0.5 pg/ml olarak saptanmaigtir.3® Bir
bagska calismada Amerika [402] ve Afrika
[164] kaynakli 566 klinik C. neoformans
kokeninin referans yontemle yapilan du-
yarlilik deneylerinde elde edilen MICgo de-
gerleri kaynaklarina gore sirasiyla FKZ
igin 8-16 pg/ml ve I'TZ igin 0.25-0.5 pg/ml
olarak okunmustur.4© Avustralya’da do-
gal ve klinik kaynakli 116 kokenin
NCCLS M27-A yontemiyle FKZ kargisin-
da elde edilen MICoo degerleri 2.0 pg/ml
ve TBF karsisinda da 0.25 mg/ul olarak
bulunmustur.4? Uganda’ls AIDS’lilerden
elde edilen 149 klinik koékenin NCCLS
M27-A yontemiyle ve RPMI 1640 besiyeri
ile YNB besiyeri kullanilarak yapilan kar-
silagtirmali duyarlilik deneylerinde FKZ
kargisindaki MIC araliklari sirasiyla 1.0-
16 pg/ml ve 0.125-16 pg/ml olarak bildiril-
migstir.42 NCCLS tarafindan Candida tiir-
leri ve Cryptococcus neoformansin duyar-
lilik deneyleri i¢in en son yayinlanmis o-
lan referans belgede (M27-A) C. neofor-
mans i¢cin YNB besiyerinin kullanilmasi
daha uygun bulunmus oldugu® dikkate a-
linarak ayirdigimiz klinik kékenin deney-
lerinde bu besiyeri kullanilmaigtir.

Yurdumuzda da Izmirde giivercin dis-
kisindan ayrilan 13 C. neoformans kokeni-
nin amp Bye in vitro duyarliliklarimin
agar dilisyon yontemi ile arastirildigl bir
calismada MIC degerleri 10 koéken igin
0.125 pg/ml ve ug¢ koken i¢in de 0.250 pg/
ml bulunmustur.28 Tirkiyenin gesitli yo-
relerinden toplanan glivercin digkis1 or-
neklerinden ayrilan 27 C.neoformans ko-
keninin amp B, 5-FC, FKZ, vorikonazol,
ITZ ve SCH56592’ye in vitro duyarlilikla-
rinin aragtirildig: bir bagka calismada vo-
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rikonazol, itrakonazol ve SCH56592nin
diger l¢ antifungalden daha etkili bulun-
dugu bildirilmigtir.3° Ulagabildigimiz basi-
I1 ve online kaynaklarda Turkiye’de simdi-
ye dek hasta materyalinden ayrilarak ha-
len tedavide kullanilmakta olan anti-
fungallere in vitro duyarlihigi belirlenen
hi¢ bir C. neoformans kokeni yayinlanma-
mistir. Bu calisma bu mantarin Turkiye’-
de insandan hastalik etkeni olarak seyrek
ayrilmasi, kutan6z bir lezyonda bulunma-
s1 ve yurdumuzda antifungallere in vitro
duyarlilig:r belirlenmis ilk klinik kéken ol-
masi sebebiyle sunulmustur.

OzZET

Cryptococcus neoformans; seyrek ola-
rak tamamen saglhikli bireylerde infeksi-
yon olusturabilirse de; siklikla bagigikligi
baskilanmis hastalarda solunumla alinip
sonra kan yoluyla merkez sinir sistemine,
kemik ve eklemlere, goze, prostata ve di-
ger vicut bolgelerine yayilarak kriptokok-
koza sebep olan kapsulli bir patojen man-
tardir. Bu arastirmada, trombotik trombo-
sitopenik purpurali bir hastanin kutanoéz
lezyonlarindan, idrar ve kanindan alinan
ornekler mikolojik olarak incelenmis ve
ayrilan kékene NCCLS M27-A referans
makrodilisyon yontemiyle antifungallere
duyarhlik deneyleri yapilmistir.

Orneklerden ayrilan mantar Cryptococ-
cus neoformans olarak tanimlanmis ve bu
koken ile deney farelerinde infeksiyon ge-
ligtirilmigtir. Koken in vitro flukonazol,
itrakonazol, ketokonazol, mikonazol’e du-
yarly, flusitozin’e direnc¢li bulunmus; amfo-
terisin B ve terbinafin karsisinda MIC de-
gerleri sirasiyla 1 pg/ml ve 4 pg/ml olarak
saptanmigtir.

Bu calisma bu mantarin Tirkiye'de in-
sandan hastalik etkeni olarak seyrek ay-
rilmasi, kutanoz bir lezyonda bulunmasi
ve yurdumuzda antifungallere in vitro du-
yarhilig1 arastirilmig ilk klinik kéken ol-
masi sebebiyle sunulmustur.
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