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ARASTIRMA

Cryptococcus Neoformans Kékenlerinin In Vitro
Fenol Oksidaz Etkinli§inin Belirlenmesi ve C. Neoformans'in
Candida Albicans Kolonilerinden Ayirt Edilmesi i¢in
Pal Agar ve Niger Seed Agar Besiyerlerinin Karsilastiriimasi
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Ozet
Helianthus annus {ay¢icegi} tohumundan hazirlanmast dolayisiyla kafeik asit iceren Pal agan (PA) Cryptococcus neoformans

kékenlerinin fenoloksidaz etkinligini belirlemek ve ilk kiiltir besiyeri olarak C. neoformans kolonilerini renk farki ile Candida
albicans'inkilerden ayirt etmek icin degerlendirildi. Her deneyde Pal agarin yanisira Niger seed agar (NSA) kullanildi. Deneylerde
cevre ve klinik kaynakli 57 ve bir referans C. neoformans kékeni ile 1 C. neoformans ve 8 C. albicans referans kékeni kullanild.
Hem PA hem de NSA C. neoformans'in fenoloksidaz etkinligini belirlemek ve C. neoformans kolonilerini C. albicans'inkilerden
ayirt etmek icin giivenilir sonug verdiler. PA'nin ayrica, ucuz ve kolay bulunabilir tohumlardan hazirlanmasi dolayisiyla rutin
laboratuar kosullarinda kullamima daha elverisli oldugu belirlendi. Bu besiyerinin mikrobiyoloji laboratuarlannda rutin kulla-
nilmasi, basta HIV ile infekte hastalarin afiz ve trakea sekresyonlarindan, ayrica habis timérliler, diyabetliler ve hatta mantarin
dogadaki kaynag) ile temas etmis saglam goriiniimlii olanlar da dahil genis bir hasta grubundan C. necformans'in kalay, erken
ve hizli tanimina yardimci olabilecegi sonucuna varildi.
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Comparison of Pal's Agar with Niger Seed Agar to to Detect in vifro Phenoloxidase Activity of Cryptococcus
Neoformans Strains and to Differentiate C. Neoformans from Candida Albicans Colonies

Abstract

Pal's agar (PA) which contains caffeic acid due to Helianthus annus (sunflower) was investigated to detect phenoloxidase
activity of Cryptocaccus neoformans strains and to differerentiate C. neoformans colonies from those of Candida albicans with
color differences as a primary culture medium. Niger seed agar (NSA) was used along with PA in each test. Fifty seven clinical
and environmental C. neoformans isclates plus 1 C. neoformans and 8 C. albicans reference strains were used for the tests. Both
PA and NSA medium showed reliable results in the detection of phenoloxidase activity of C. neoformans and the differentiation
of C. neoformans colonies from C. albicans colonies. PA is also easy and inexpensive to prepare from available seeds in routine
laboratory conditions, Its routine use in microbiology laboratories could be helpful for easy, early and rapid diagnosis of C,
neoformans infection from a wide range of patient population, particularly from HIV infected patients' oral and tracheal secretion
samples as well as from other at risk patients such as malignants, diabetics or even healthy individuals who possibly get in
contact with natural sources of the fungus.
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talik halinde ortaya gikmaktadir. C. neoformans'in olagan
giris kapisi, solunum yolu olmakla birlikte, yalmzca pul-
moner kriptokokkoz seyrek olarak tammlanan bir infek-
siyondur [9, 10]. C. neoformans bir¢ok rutin mikoloji ve
bakteriyoloji besiyerlerinde ayrilabilir. Ancak balgam ve
idrar érneklerinden tretilmesi, konvansiyonel besiyerlerin-
de, her ikisi de beyaz koloni irettiklerinden floradaki
Candida albicans kontaminasyonu ile értiilebilir. Bu du-
rum ozellikle bu iki maya infeksiyonuna da acik olan
HIV ile infekte hastalar igin biiyik Gnem tagimaktadir.

C ryptococcus neoformans infeksiyonu AIDS'lilerde
yasami en sik tehdit eden mantar infeksiyonudur.
AIDS epidemisinden dnce kriptokokkoz olagandist bir in-
feksiyon olarak diistinliirdil. Ancak yakin tarihlerde yayim-
lanan bir ¢ok ¢alisma AIDS'lilerde, kanserli hastalarda ve
organ transplantlilarda kriptokokkoz prevalansinda bir ar-
s oldugunu kanitlamaltadir [1-8]. C. neoformans infek-
siyonu genellikle merkezi sinir sistemini (MSS), akcigerler
ve deri dahil birgok viicut bdlgesini tutan dissemine has-
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Fenol bilegikleri igeren besiverlerinde melanin olugturmasi
dolayisiyla kahverengi koloniler tretmesi C. neoformans’in
&n taniminda en vararli fenotipik géstergelerden biridir.
Staib ve ark. [11], C. neoformans'in tanimi igin Guizotia
abyssinica (niger seed, kus tohumu) dzuttindeki kafeik
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asidi melanine oksitleyerek kahverengi koloniler iirettigi
Guizotia abyssinica 8zt igeren bir besiyeri geligtirmistir.
Bu mantartn fenol oksidazinin aragurilmast igin ayni bota-
nik ailesinden (Asteraceae) bir diger bitki olan Helianthus
annus {aycigegi) tohumundan yapilan bir baska besiyeri
olan Pal agar (PA)} da tarif edilmigtir [12,13]. Guizotia
abyssinica gibi egzotik tohumlarin her yerde bulunmasi
kolay degilken aksine Helianthus annus her yerde bulun-
maktadir ve gok ucuzdur. Dolayisiyla, biz bu galismada
Helianthus annus'dan dolay kafeik asit iceren PA" (i) C.
neoformans kékenlerinin fenol oksidaz etkinligini belirle-
mek ve ayrica (i} ilk kitltir besiveri olarak C. necfermans
kolonilerini C. albicans'inkilerden renk farkiyla ayiriede-
bilmek bakimindan degerlendirdik.

YONTEM ve GERECLER

Bu calismada 57 C. necformans kékeni kullamildi: bunlann
sekizi ¢evre kaynak (biri topraktan, {cli el vapimi dogal
lifli eski kagitlardan olmak tzere dérdl istanbul’da, dérdil
italya'da kus giibresi ile kontamine topraktan aynlmis)
olup 49'u insan kokenleriydi (46'si italya‘'da AIDS' lilerin
ve digerleri Cerrahpaga Tip Fakultesi‘nde dissemine
kriptokokkozlu bir hastarmin BOS ve idrar &rneklerinden,
ve bir bagka hastanin deri lezyonlanndan) [14]. Tiim ké-
kenlerin tanimi Sabouraud dekstroz agar (SDA)'da 37
°C'de mukoid koloniler gelistirme, ¢ini mirekkebi pre-
paratlarinda maya hiicrelerinin etrafinda kapsiil bulunmasi,
karbonhidratlan (gliikoz, maltoz, sukroz, laktoz, galaktoz,
trehaloz) fermente etmemeleri, beklenen asimilasyon
profili (glilkoz, maltoz, sukroz, galaktoz, sellobiyoz, inc-
zitol, ksiloz, rafinoz, dulsitol olumlu ve laktoz, melibiyoz
olumsuz) ve olumlu Ureaz deneyi sonucuna dayanarak
tekrar dogruland:. C. neoformans kiSkenleri, deneylerden
dnce +4 "C'de saklandi ve saflifindan ve optimal gelis-
meden emin clmak igin ard arda iki kez SDA besiyerinde
pasajlart yapildi. C. neoformans ATCC 20112 ve 8 Candida
albicans (ATCC 10231, ATCC 14033, ATCC 24433, ATCC
24550, ATCC 26535, ATCC 36802, ATCC 64552 and
ATCC 90028) ktkenleri tim deneylerde kontrol olarak
kullanildi. Her deneyde PA'in yarisira Niger seed agar
(NSA) besiverine de ekimler yapildi [11]. Deneye alinan
tim C. neoformans ve C. albicans kkenlerinin koloni
rengini kontrol etmek {izere SDA kullanddi. PA tuzsuz
aycicefii tohumundan hazirlandi, kabugu ve i¢ kisrm birlik-
te kullamildi. Aygicegi 8zitini hazifamak igin 45 g tohum
Sghullda ve T | suda 45 dakika kaynatilip segutulduktan
sonra filtre kagidindan siiziildii. Sodyum kloriir {1 g) ve
agar (20 g) eklendi, hacim 1 I'ye tamamlanip pH 5.5'a
avarlandt. Karigim 120 °C'de 15 dakika otcklavlandi.
Besiyeri 90-mm ¢aplt Petri kutulanina 25 ml olarak dagi-
tildi. Guizotia abyssinica ziitii hazirlamak icin 70 g to-
hum 8tlldi ve 350 ml distile suya eklendi, 121 °C'de
10 dakika otoklavland: ve stiztldd. Sonra glitkoz (1 g),
kloramfenikol (400 mg), gentamisin (25 mg) ve agar (20 g)
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eklendi. 200 ml éziit 800 ml distile su katilarak 121 °C'
de 20 dakika otoklavlandi ve 90 mm caph Petri kutularina
25 ml olarak dagtildi. Fenol oksidaz etkinligini belirlemek
icin kétkenler PA ve NSA plaklarina yayildi ve etiivde 30
°C'de 2-5 giin bekletildi. Koleni rengi 5 gitn boyunca her
24 saatte bir kez géirsel olarak incelendi. Pal besiverinin
ilk kuhir besiveri olarak C. neoformans ve C. albicans' ayir-
dediciliginin aragtinlmasi igin rastgele secilen 10 C. nec-
formans kékeni kentrol C. albicans kékenleri ile ikili kom-
binasyonlar halinde kangtirilarak kullanildi. Her maya
asintisi tek bagina 5 ml steril tuzlu suda (% 0.85} hazirland:
ve hiicre yogunlugu 530 nm dalga boyuna ayarlanmig
spektrofotometre ile % 0.5 McFarland standard yardimiyla
belirlendi. Stok inokulum silspansiyonu tekrar steril tuzlu
su ile 1:10 seyreltildi ve 1 dakika vorteks ile kangtirild.
Ikili stispansiyonlar her maya asintisindan 1 mi (1:1) ekle-
nip vorteks ile 1 dakika kanstinlarak hazirlandi. Plaklar
0.05 ml karigik maya asintisi ile, azaltma ydntemiyle ino-
kille edildi ve 30 °C'de 2-5 giin inkiibe edildi. Her deneyde
kontrol clarak SDA da PA besiyerinin yamsira kullarld.
Koloni rengi ve sayimi 5 glin beyunca 24 saatte bir kez
yapildi. Petri kurtusunda ekim alamnin tigiincii ve dérdiincii
blgesindeki tek tek duran, yuvarlak, kahverengi koloniler
sayildi ve ortalamasi koloni sayisi clarak alindi.

BULGUILAR

Altmigaltt maya késkeninin tiimii PA'da iyi iiredi. Tiim C.
necformans kkenleri 48-72 saatlik inkllbasyondan sonra
hem PA, hem de NSA plaklannda kahverengi tipik koloniler
gelistirdiler (Sekil 1). Her iki agar besiyerinde de C. necfor-
mans kidkenleri 48-92 saat inkiibasyondan sonra, kahverengi
keloniler geligtirerek bevaz koloniler iireten C. albicans

Sekdl 1. C. necformans'in NSA (B&liim 1'de) ve PA (B&liim
2'de} fenoloksidaz etkinliginin kargilastinlmas.



kaskenlerinden belirgin olarak ayirtedildiler (Sekil 2). Kole-
ni sayisi, her plakta iki mantar icin de yaklagik ayni sayida
bulundu.

$ekil 2. Kangik maya asintisi ile inokile edilen PA'da geligen
kahverengi C.neoformans ve bevaz renkli C.albicans kolonileri.

TARTISMA

C. neoformans infeksiyonunun en sik kargilagilan klinik
sekli dissemine menenjit olmakla beraber, olagan girig
kapisi solunum yoludur ve infeksiyon siklikla akcierlerde
baglar. Ancak pulmoner kriptokokkoz tanimlanmasi daha
seyrektir. Buna kismen, solunum yolu érneklerinde agiz
ve bogiaz mukozasinda kolonize clmusg olan C. albicans'in
da birlikte bulunmasi ve kiiltiirde C. neoformans kolonile-
rini maskelemesi de sebep olabilir. Bu durum, mukoza kan-
diddozuna da acik olan HIV infeksiyonlu hastalarda daha
da bityiik &inem tagiyabilir, Secicilik yetenegi daha yiksek
olan bir besiyeri gelistirmek igin bugline kadar fenollii bi-
legikler ve enzim etkinliginin en uygun kogullar hakkinda
ileri caligmalar yapilmigur [15-18]. Helianthus annus (ay-
gicegi) tohumundan yapilan PA besiveri, esasen bu vasatia
melanine benzer pigment geligtiren C. neoformans'in ay-
nmi ve tamimi icin gelistirilmistir. Pal agar C. neoformans'in
hem gevre dmeklerinden ayrilmasi hem de insan mikozla-
rndan C. neoformans kolonilerinin hizli tanimlanmasi
icin kullanilmegtir [12,19,20,21]. Bu besiveri ayni zaman-
da bu mantarin egeyli caprazlanmasi icin de degigtiril-
mistir [20]. Yakin tarihlerde PA besiyeri Candida dubli-
niensis'in C. albicans'dan ayirdedilmesi i¢in de dnerilmigtir
[22]. Bu calismada biz PA'in C. neoformans kkenlerinin
fenol oksidaz etkinliginin belirlenmesi ve C. neoformans
kolonilerinin renk farkiyla C.albicans kolonilerinden ayirt
edilmesi igin kullanilabilirligini aragtirdik. Caligmamizda
hem PA hem de NSA besiyerlerinin C. neoformans kolo-
nilerinin C. albicans"inkilerden ayirdedilmesinde glivenilir
sonuglar verdigini gdzlemledik. Bu durum, ézellikle hem
C. neoformans hem de C.albicans infeksiyvonuna agik olan
HIV infeksiyenlulann agiz, trakea sekresyonlari, idrar ve
diski meklerinin kiltirinde Snem kazanmaktadir, Ayrica,
kriptokokkoz HIV ile infekte olmayan habis timdérliiler,
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diyabetliler gibi risk alundaki diger hastalarda veya olasilikla
mantarin kaynag ile temas etmis olan saglam gériinimii
kimselerde genellikle geg tanimlanabilmektedir [8]. Yur-
dumuzda kriptokokkoz halen nadir bir infeksiyon olmakla
birlikte C. neoformans doga kaynagiyla temas yoluyla bu-
lagtigr bildirilen olgular azimsanmayacak sayidadir [22,
23]. Bu sebeple PA besiyerinin rutin kullanimi bu mantarin
beklenmedik olgulardan da erken agamada farkedilip ay-
rilmas: igin yararl olabilecektir. Calismamizda hem C.
neoformans hem de C. albicans'in her plakta yaklagik ay-
ni sayida koloni trettikleri gdzlemlendiginden koloni sayi-
muimn belirleyici bir degeri olmadif sonucuna varlmigtir.
Deneylerimizde C. albicans'in birlikte gelismesi C. neo-
formans'in gelismesini in vitro baskilamamgur. Yakin ta-
rihlerde Al Mosaid ve ark. da C. albicans ve C. dubliniensis
kiskenlerinin PA'da iyi geligtiklerini bildirdiler [24]. Béylece,
PA besiverinin C.neoformans'in renk farki ile ayirtedilmesi
igin yararl bir secici besiveri olmakla birlikte, C. albicans
baskilayarak C.necformans'i ayirtedici bir besiyeri olmadigi
gdzlemimiz Al Mosaid ve ark. [24]'nin bulgulanyla da
uyumludur. Bu galismada Pal besiverinin C. neoformans
icin gayet uygun bir belirleyici besiyeri oldugu bulundu.
PA ayrica her yerde bulunabilen tohumlar kullanilarak
rutin laboratuvar kogullarinda kolay ve ucuz hazirlanabilen
bir besiyeri oldugundan mikrobiyeloji laboratuvarlarinda
rutin kullanimi genig bir hasta populasyonundan C. nec-
formans infeksiyonunun erken ve hizli animinda yararl ola-
bilecektir.
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