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Ozet 
Helianthus annus (ayc;ir;eAi) tohumundan hazirlanmas1 dolay1s1yla kafeik asit ic;eren Pal agan (PA) Cryptococcus neoformans 

kokenlerinin fenoloksidaz etkinligini belirlemek ve ilk kiiltUr besiyeri olarak C. neoformans kolonilerini renk farki ile Candida 
albicans'mkilerden ay1rt etmek ic;in degerlenclirildi. Her deneyde Pal agarm yamsira Niger seed agar (NSA) kullamldi. Deneylerde 
c;evre ve klinik kaynakh 57 ve bir referans C. neoformans kOkeni ile 1 C. neoformans ve 8 C. albicans referans kokeni kullamld1. 
Hem PA hem de NSA C. neoformans'm fenoloksidaz etkinligini belirlemek ve C. neoformans kolonilerini C. albicans'mkilerden 
ayirt etmek ic;in giivenilir sonuc; verdiler. PA' nm aynca, ucuz ve kolay bulunabilir tohumlardan haz1rlanmas1 dolayisiyla rutin 
laboratuar k~ullarmda kullanima daha elveri§li oldugu belirlendi. Bu besiyerinin mikrobiyoloji laboratuarlannda rutin kulla­
mlmas1, ba.$a HIV ile infekte hastalarm ag1z ve trakea sekresyonlarmdan, aynca habis tiimorliiler, diyabetliler ve hatta mantann 
~adaki kaynag1 ile temas etmi§ saglam goriiniimlii olanlar da dahil geni§ bir hasta grubundan C. neoformans'm kolay, erken 
ve h1zh tammma yard1mc1 olabilecegi sonucuna varddi. 
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Comparison of Pal's Agar with Niger Seed Agar to to Detect in vitro Phenoloxidase Activity of Cryptococ:c:us 
Neofonnans 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 Cryptococcus 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 isolates plus 1 C. neoformans and 8 C. albicans reference strains were used for the tests. Both 
PA and NSA medium showed rellable 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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C ryptococcus neoformans infeksiyonu AIDS'lilerde 
ya~ami en s1k tehdit eden mantar infeksiyonudur. 

AIDS epidemisinden once kriptokokkoz olagand1~1 bir in­
feksiyon olarak du~unulUrdu. Ancak yakm tarihlerde yayim­
lanan bir c;ok c;al1~maAIDS'lilerde, kanserli hastalarda ve 
organ transplantlilarda kriptokokkoz prevalansrnda bir ar­

t1~ oldugunu kamtlamaktad1r [1-8]. C. neoformans infek­
siyonu genellikle merkezi sinir sistemini (MSS), akcigerler 

ve deri dahil bin;ok vilcut bolgesini tutan dissemine has-
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talrk halinde ortaya c;1kmaktad1r. C. neoformans'rn olagan 
giri~ kap1s1, solunum yolu olmakla birlikte, yalmzca pul­
moner kriptokokkoz seyrek olarak tammlanan bir infek­
siyondur [9, 1 OJ. C. neoformans birc;ok rutin mikoloji ve 
bakteriyoloji besiyerlerinde aynlabilir. Ancak balgam ve 
idrarorneklerinden Oretilmesi, konvansiyonel besiyerlerin­
de, her ikisi de beyaz koloni Orettiklerinden floradaki 
Candida albicans kontaminasyonu ile ortiilebilir. Bu du­
rum ozellikle bu iki maya infeksiyonuna da ac;1k olan 
HIV ile infekte hastalar ic;in biiyiik onem ta~1maktad1r. 
Feno! bil~ikleri ic;eren besiyerlerinde melanin olu~rmasr 
dolay1s1yla kahverengi koloniler iiretmesi C. neofonnans'rn 
6n tan1mmda en yararlr fenotipik gostergelerden biridir. 
Staib veark. [11], C. neoformans'rn tammi ic;in Guizotia 
abyssinica (niger seed, ku~ tohumu) ozOtOndeki kafeik 
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asidi melanine oksitleyerek kahverengi koloniler iirettigi 
Guizotia abyssinica t>zOtO h;eren bir besiyeri geliitirmiitir. 
Bu mantarin fenol oksidaz1ntn araitmlmas1 ic;in aym bota­
nik ailesinden (Asteraceae) bir diger bitki olan Helianthus 
annus (ay~ic;egi) tohumundan yap1lan bir bajka besiyeri 
olan Pal agar CPA} da tarif edilmiitir [12,13]. Guizotia 
abyssinica gibi egzotik tohumlann her yerde bulunmas1 
kolay degilken aksine Helianthus annus her yerde bulun­
maktad1r ve ~ok ucuzdur. Dolay1s1yla, biz bu ~ahjmada 
Helianthus annus'dan dolay1 kafeik asit ic;eren PA'1 (i) C. 
neoformans kokenlerinin fenol oksidaz etkinligini belirle­
mek ve ayrcca (ii) ilk kOltOr besiyeri olarak C. neoformans 
kolonilerini C. albicans'mkilerden renk fark1yla ay1rtede­
bilmek bak1mmdan degerlendirdik. 

YONTEM ve GER~LER 

Bu ~h~ 57 C. neoformans kokeni kullamld1: bunlann 
sekizi c;evre kaynakh (biri topraktan, o~o el yap1m1 dogal 
lifli eski ka~ttlardan olmak Ozere d(:)rdO lstanbul1da, d(:)rdU 
italya'da ku, giibresi ile kontamine topraktan aynlm•i) 
olup 49'u insan kokenleriydi (46's1 italya'da AIDS' lilerin 
ve di~erleri Cerrahpaia Tip FakOltesi'nde dissemine 
kriptokokkozlu bir hastanm BOS ve idrar <Srneklerinden, 
ve bir ba§ka hastanm deri lezyonlarmdan) (14]. Tum ko­
kenlerin tanim1 Sabouraud dekstroz agar (SDA)'da 37 
0C'de mukoid koloniler gelijtirme, ~ini mUrekkebi pre­
paratlarmda maya hucrelerinin etra6nda kapsiil bulunmas1, 
karbonhidratfar1 (glUkoz, maltoz, sukroz, laktoz, galaktoz, 
trehaloz) fermente etmemeleri, beklenen asimilasyon 
profili (gli.ikoz, maltoz, sukroz, galaktoz, sellobiyoz, ino­
zitol, ksiloz, rafinoz, dulsitol olumlu ve laktoz, melibiyoz 
olumsuz) ve olumlu Oreaz deneyi sonucuna dayanarak 
tekrar dogruland1. C. neofonnans Jrokenleri, deneylerden 
once +4 °C'de sakland1 ve safhgmdan ve optimal gelii­
meden emin olmak i~in ard arda iki kez SDA besiyerinde 
pasajlar1 yap1ld1. C. neofonnans ATCC 90112 ve 8 Candida 
albicans(ATCCl023l, ATCC 14033, ATCC 24433, ATCC 
24550, ATCC 26535, ATCC 36802, ATCC 64552 and 
ATCC 90026) kOkenleri tOm deneylerde kontrol olarak 
kullamld1. Her deneyde PA'm yams1ra Niger seed agar 
(NSA) besiyerine de ekimler yapild1 (11 ). Deneye ahnan 
tom C. neoformans ve C. albicans k6kenlerinin koloni 
rengini kontrol etmek i.izere SDA kullancld1. PA tuzsuz 
ayc;i~i tohumundan haz1rland1, kabugu ve ic; k1sm1 birlik­
te kullamld1. Ayc;i~i 6zUtOnU haz1rtamak i<;in 45 g tohum 
~OWldO ve 1 I suda 45 dakika kaynatllip 50iutulduktan 
sonra filtre kag1dmdan siizi.ildi.i. Sodyum klori.ir (1 g) ve 
agar (20 g) eklendi, hacim 1 l'ye tamamlanip pH 5.5'a 
ayarland1. Karlilm 120 °C'de 15 dakika otoklavland1. 
Besiyeri 90-mm c;aph Petri kutularma 25 ml olarak dag1-
tcld1. Guizotia abyssinica ozi.iti.i haz1rlamak ic;in 70 g to­
hum 6gUtOldO ve 350 ml distile suya eklendi, 121 °C'de 
10 dakika otoklavland1 ve sOzOldU. Sonra glUkoz (1 g), 
kloramfenikol (400 mg), gentamisin (25 mg) ve agar (20 g) 
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eklendi. 200 ml oziit 800 ml distile su kat1larak 121 °C' 
de 20 dakika otoklavland1 ve 90 mm c;aph Petri kutularina 
25 ml olarak dagrttld1. Fenol oksidaz etkinligini belirlemek 
i<;in kOkenler PA ve NSA plaklanna yaydd1 ve eti.ivde 30 
0C'de 2-5 gOn bekletildi. Koloni rengi 5 gUn boyunca her 
24 saatte bir kez gorse! olarak incelendi. Pal besiyerinin 
ilk kOlttlr besiyeri olarak C. neoformans ve C. albicans'1 ayir­
dedicil iginin ara¥mlmas1 ic;in rastgele se<;ilen 10 C. neo­
formans k6keni kontrol C. albicans kOkenleri ile ikili kom­
binasyonlar halinde kar1~mlarak kullamld1. Her maya 
asintJs1 tek ~ma 5 ml steril tuzlu suda (% 0.85} hazcrland1 
ve hOcre yogunlugu 530 nm dalga boyuna ayarlanm•i 
spektrofotometre ile % 0.5 Mcfarland standard1 yard1m1yla 
belirlendi. Stok inokulum sOspansiyonu tekrar steril tuzlu 
su ile 1 :10 seyreltildi ve 1 dakika vorteks ile kan§tmld1. 
lkili sOspansiyonlar her maya asmtlsmdan 1 ml (1 :1} ekle­
nip vorteks ile 1 dakika kan§tmlarak haz1rland1. Plaklar 
0.05 ml kani1k maya asmtis1 ile, azaltma y<Sntemiyle ino­
kOle edildi ve 30 °C'de 2-5 gun inkUbe edildi. Her deneyde 
kontrol olarak SDA da PA besiyerinin yams1ra kullandd1. 
Koloni rengi ve say1m1 5 gOn boyunca 24 saatte bir kez 
yapdd1. Petri kutusunda ekim alammn uc;;i.incu ve dordi.incu 
bOlgesindeki tek tek duran, yuvarlak, kahverengi koloniler 
saydd1 ve ortalamas1 koloni say1s1 olarak almd1. 

BULGULAR 

Altrm~lt1 maya kOkeninin ilimi.i PA'da iyi i.iredi. Tum C. 
neoformans kOkenleri 48-72 saatlik inkObasyondan sonra 
hem PA, hem de NSA plaklannda .kahverengi tipik koloniler 
geliitirdiler CSekil 1 ). Her iki agar besiyerinde de C. neofor­
mans kokenleri 48-92 saat inkubasyondan sonra, kahverengi 
koloniler geli~irerek beyaz koloniler ureten C. albicans 

$elcil 1. C. neoformans'in NSA (BOlum 1 'de) ve PA (BOlum 
2'de} fenoloksidaz etkinliAinin ka'l1l~mlmas1. 



kOkenlerinden belirgin olarak ayirtedildiler ~kil 2). Kolo­
ni say1s1, her plakta iki mantar ii;in de yakl~1k aym say1da 
bulundu. 

~ii 2. Kar1~1k maya asmt1s1 ile inokUle edilen PA'da geli~n 
kahverengi C.neofonnans ve beyaz renkli C.albicans kolonileri. 

TARTl$MA 

C. neofonnans infeksiyonunun en s1k kar§1!~1lan klinik 
'ekli dissemine menenjit olmakla beraber, olagan giri' 
lcap1s1 solunum yoludur ve infeksiyon s1khkla akcigerlerde 
ba~lar. Ancak pulmoner kriptokokkoz tammlanmas1 daha 
seyrektir. Buna k1smen, solunum yolu Orneklerinde a~1z 
ve boAaz mukozasinda kolonize olmu~ olan C. albicans'm 
da birlikte bulunmas1 ve kUltiirde C. neofonnans kolonile­
rini maskelemesi de sebep olabilir. Bu durum, mukoza lcan­
diddozuna da ac;1k olan HIV infeksiyonlu hastalarda daha 
da buyuk onem ta~ryabilir. ,Se(;icilik yetenegi daha yOksek 
olan bir besiyeri geli~tirmek ii;in bugOne kadar fenolla bi­
l~ikler ve enzim etkinli~inin en uygun ko~ullar1 hakkmda 
ileri c;;ahjmalar yap1lm1jtlr (15-18]. Helianthus annus (ay­
<;ii;eAi) tohumundan yap1lan PA besiyeri, esasen bu vasatta 
melanine benzer pigment geli~ren C. neoformans'm ay­
nm1 ve tamm1 ic;in geli,tirilmi§tir. Pal agar C. neofonnans'm 
hem i;evre omeklerinden ayr1lmas1 hem de insan mikozla­
rmdan C. neoformans kolonilerinin h1zl1 tammlanmas1 
ic;;in kullamlm1jt1r [12, 19,20,21 ]. Bu besiyeri aym zaman­
da bu mantarin ejeyli i;aprazlanmas1 ii;in de de~ijtiril­
mi~tir [20J. Yakm taril'llerde PA besiyeri Candida dubli­
niensis' in C. albicans'dan ay1rdedilmesi i<;in de onerilmi§l:ir 
[22J. Bu c;al1,mada biz PA'm C. neoformans kokenlerinin 
fenol oksidaz etkinliginin belirlenmesi ve C. neoformans 
kolonilerinin renk fark1yla C.albicans kolonilerinden ayirt 
edilmesi ic;;in kullamlabilirli~ini ara~t1rd1k. <;ah~mam1zda 
hem PA hem de NSA besiyerlerinin C. neoformans kolo­
nilerinin C. albicans'mkilerden ay1rdedilmesinde gClvenilir 
sonu~lar verdigini gozlemledik. Bu durum, ozellikle hem 
C. neofonnans hem de C.albicans infeksiyonuna ar;rk olan 
HIV infeksiyonlularm agrz, trakea sekresyonlari, idrar ve 
d1~k1 omeklerinin kOltorunde onem kazanmaktad1r. Ayr1ca, 
kriptokokkoz HIV ile infekte olmayan habis ti.imorlUler, 

Ce«ahpa§a Tip Derg 2006; 37: 37 - 40 

diyabetJiler gibi risk altmdaki di~r hastalarda veya olas1l 1kla 
mantann lcaynaA1 ile temas etmij olan saAlam gOrunumlU 
kimselerde genellikle ges: tammlanabilmektedir [8]. Yur­
dumuzda kriptokokkoz halen nadir bir infeksiyon olmakla 
birlikte C. neoformans doAa lcaynaA1yla temas yoluyla bu­
l~t1g1 bildirilen olgular az1msanmayacak say1dad1r [22, 
23]. Bu sebeple PA besiyerinin rutin kullamm1 bu mantarin 
beklenmedik olgulardan da erken a~mada farkedilip ay­
nlmas1 ii;in yararl1 olabilecektir. c;ar1,mam1zda hem C. 
neoformans hem de C. albicans'm her plakta yakla~1k ay­
m say1da koloni Orettikleri gOzlemlendiAinden koloni say1-
mmm belirleyici bir degeri olmad1g1 sonucuna varilm1~t1r. 
Deneylerimizde C. albicans'm birlikte geli~mesi C. neo­
formans'm geli~mesini in vitro bask1lamam1it1r. Yakm ta­
rihlerde Al Mosaid ve ark. da C. albicans ve C. dubliniensis 
kokenlerinin PA'da iyi geli¢klerini bildirdiler (24). Btiylece, 
PA besiyerinin C.neofonnans'm renk fark1 ile ay1rtedilmesi 
ic;;in yararh bir sei;ici besiyeri olmakla birlikte, C. albicans11 
bask1 layarak C.neoformans11 ay1rt00ici bir besiyeri olmad1g1 
gazlemimiz Al Mosaid ve ark. [24]'nm bulgular1yla da 
uyumludur. Bu i;ah~mada Pal besiyerinin C. neoformans 
i~in gayet uygun bir belirleyici besiyeri oldugu bulundu. 
PA aynca her yerde bulunabilen tohumlar kullamlarak 
rutin laboratuvar ~ullannda kolay ve ucuz haz1rlanabilen 
bir besiyeri oldugundan mikrobiyoloji laboratuvarlannda 
rutin kullamm1 geni~ bir hasta populasyonundan C. neo­
formans infeksiyonunun erlcen ve h1zh tan1mmda yararh ola­
bilecektir. 
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