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OZET

Cryptococcus neofomans, ozellikle bagisiklik sistemi baskilanmis kisilerde hayati tehdit eden enfek-
siyonlara neden olabilen kapsulli bir maya mantaridir. Enfeksiyonlarin, ¢evresel ortamdan solunum
havasina bulasmasi ile olustugu kabul edilmektedir. Bilinen cevresel odaklar kanatl ¢ikartilari, agaclarda
clirliyen kovuklar ve topraktir. Onciil maddeleri iceren besiyeri ortaminda kahverengi pigmentli maya
olusumu, C.neoformans’in hizli tanimlanmasinda 6nemli bir basamaktir. Bu besiyerlerinin yapiminda,
kolay ulasilabilir ve ekonomik olmalari nedeniyle bitki tohumlari tercih edilmektedir. Guizotia abysinicca
(Nijer tohumu, kusyemi) ile Staib agar, Helianthus annus (Aycicegi) ile Pal besiyeri, Brassica nigra (Hardal)
tohumu agar, tiitlin agar, Mucuna pruriens (Kadife fasulye) tohumu agar, Perilla frutescens (Cin feslegeni)
tohumu agar, Rubus fruticosus (Bogurtlen) agar ve 6gutilmis kirmizibiber agar C.neoformans’in pigment
yapimina dayali olarak ayirimini saglayan secgici besiyerleridir. Bu calismanin amaci, lilkemizde yaygin ola-
rak bulunan patlicandan (Solanum melongena) elde edilen yeni bir besiyerinde C.neoformans’in pigment
yapiminin arastirilmasi ve kolonize oldugu cevresel ortamlardan izolasyonunda Staib, Pal ve tiitiin agarla
performanslarinin karsilastirnlmasidir. Arastirmaya 3 farkli patlicandan (S.melongena Melanzaza viserba,
S.melongena Pinstripe F1 ve S.ovigerum Ivory F1) hazirlanan besiyerleri alinmistir. Ulkemizde siirekli kolo-
nizasyonun bulundugu Gokova-Akyaka bolgesindeki 19 Eucalyptus camaldulensis agacinin kovuklarindan
strtintl teknigi ile alinan ornekler, patlican besiyeri ile Staib, Pal ve titln agar besiyerlerine ekilmistir.
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Arastirmaya alinan tiirlerden S.melongena Melanzaza viserba ve S.melongena Pinstripe F1 ile yapilan
besiyerlerinde C.neoformans pigment olustururken, S.ovigerum Ivory F1’den yapilan besiyerinde pigment
olusumu gozlenmemistir. Kolonizasyon bélgesindeki 19 E.camaldulensis agacinin 11 (%57.9)'inden basit
Staib agar, basit Pal agar ve patlican agar ile izolasyon yapilabilirken, tiitin agar ile 10 (%52.6) 6rnekten
izolasyon yapilabilmistir. Benzer sekilde C.neoformans Gremesi, basit Staib, basit Pal ve patlican agar
besiyerlerinde sirasiyla 51, 57 ve 48 koloni olusturan (inite (cfu)/petri plagi (ortanca deger) olarak sap-
tanirken, titln agarda daha az sayida (33 cfu/petri) koloni liremesi saptanmistir. Patlican agar besiyerinin
C.neoformans’i cevresel ortamlardan ayirabilme yetenegi, basit Staib ve Pal agar besiyerlerinden farkli
bulunmamistir (p= 0.71). Sonug olarak cevresel izolasyon taramalarinda yaygin olarak kullanilan Staib
agar ve Pal agar besiyeri ile birlikte patlican agar besiyeri de kolaylikla hazirlanarak kullanilabilmektedir.

Anahtar sézciikler: Cryptococcus neoformans; patlican; Solanum melongena; pigment; cevresel izolasyon;
besiyeri.

ABSTRACT

Cryptococcus neofomans is an encapsulated yeast-like fungus that causes life-threatening infections,
especially in immunosuppresive patients. C.neoformans infection is believed to be acquired via inhala-
tion of aerosolized particles from the environment. Avian guano, decaying tree hollows and soil are the
related known environmental niches. Brown pigmented yeast growth from the precursors in growth
media is an important step for the identification and isolation of C.neoformans. Seeds of plants in nature
are preferred owing to easy accessibility and low costs for the preperation of such media. Guizotia abysin-
icca (Niger seed) as Staib agar, Helianthus annus (Sunflower) as Pal’s medium, Brassica nigra (Mustard)
agar, tobacco agar, Mucuna pruriens (Velvet bean) seed agar, Perilla frutescens (Beefsteak plant) seed
agar, Rubus fruticosus (Blackberry) agar and ground red hot pepper agar are pigment-based selective
media for the differantiation of C.neoformans. The aim of this study was to observe the pigment produc-
tion of C.neoformans in a new medium based on eggplant (Solanum melongena) and also to compare
its performance with the simplified Staib, Pal’s and tobacco agar for isolation from the environment.
Three different eggplant-based medium (S.melongena Melanzaza viserba, S.melongena Pinstripe F1 and
S.ovigerum lvory F1) were included in the study. Pigment-forming eggplant medium, simplified Staib
agar, Pal’s agar and tobacco agar were used for the cultivation of the environmental swabbed samples
from 19 Eucalyptus camaldulensis trunk hollows in continuous colonization region. While pigment for-
mation were observed with S.melongena Melanzaza viserba and S.melongena Pinstripe F1 containing
media, S.ovigerum Ivory F1 medium was found to be non-reactive. In colonization area (Gokova-Akyaka,
Turkey), 11 (57.9%) out of 19 E.camaldulensis samples were positive with simplified Staib agar, Pal’s
agar and eggplant agar while 10 (52.6%) of them are positive with tobacco agar. C.neoformans colony
forming unit (cfu) per plate were found as 51, 57 and 48 (median values) on simplified Staib agar, Pal’s
agar and eggplant agar, respectively, while tobacco agar has lower performance with 33 cfu/petri. No
statistically significant difference were found between simplified Staib agar, Pal’s agar and eggplant
agar’s performances for C.neoformans isolations from the nature (p=0.71). In conclusion, easily prepared
eggplant agar is as functional as widely used media such as simplified Staib agar and Pal’s agar for the
isolation of C.neoformans from the natural environment.

Key words: Cryptococcus neoformans: eggplant; Solanum melongena; pigment; environmental isolation;
medium.

GiRiS
Ozellikle bagisiklik sistemi baskilanmis konakta hayati tehdit edebilen enfeksiyonlara
neden olan Cryptococcus neoformans ve saglkl bireylerde de enfeksiyon olusturabilen
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C.gattii kapsulli maya mantarlaridir. Melanin, C.neoformans kokenlerinin 6nemli bir pa-
tojenite faktori olup, ayni zamanda bu mantari dogada ultraviyole gibi cesitli zararli
etkilerden de korumaktadir'. Cevresel ortamdaki para- ve orto-difenolleri saglayan besi-
yeri ortamlari, azot kaynag ile birlikte tanisal mikrobiyolojide kullanilmaktadir?. Tomur-
cuklanarak cogalan bu maya benzeri mantar hiicreleri 3-6 pm capli, konakta ve sentetik
bazli besiyerlerinde genis polisakkarit kapsiille cevrili hiicrelerden olusan S tipi, konveks,
saridan kahverengiye kadar degisen renkli koloniler olusturmaktadir. Yapisinda bulunan
fenol oksidaz gibi farkli enzim aktiviteleri ile kiltiir ortamina ilave edilen 6nciil maddeler-
den kahverengi melanin pigmenti olusturmasi C.neoformans icin ayirt edici ve karakteris-
tik bir dzelliktir’*. Bu pigmentler ultraviyole 1sik (UV), oksitleyici maddeler ve iyonize rad-
yasyon gibi ¢ok cesitli cevresel baskilara karsi savunma saglayan patojeniteden sorumlu
organizmaya ait hiicre duvarinda yer alan yapisal molekiilledir'-2.

Melanin gibi kahverengi-siyah pigmentlerin sentezinde oncil olabilecek maddeleri
iceren farkl besiyerleri, cevresel ve klinik C.neoformans variginin arastirilmasinda kulla-
nilmaktadir'-2. Bu besiyerleri arasinda, giinliik hayatta kullanilan bitki ve tohumlari iceren
formiilasyonlar 6nemli yer tutar; zira hem malzemelerin saglanmasi kolay hem de ma-
liyeti diger kimyasal icerikli besiyerlerine gore daha dusuktir. Guizotia abysinicca (Nijer
tohumu, kusyemi) ile Staib agar®*, Helianthus annus (Aycicegi) ile Pal besiyeri>®, Brassica
nigra (Hardal) tohumu agar7, Tiitin agar®, Mucuna pruriens (Kadife fasiilye) tohumu
agar®, Perilla frutescens (Cin feslegeni) tohumu agar'®, Rubus fruticosus (Bégiirtlen) agar'"
ve &giitilmiis kirmizibiber agar'? bunlara drnektir. Bu besiyerlerinde C.neoformans’in
hangi 6nciil maddelerden pigment olusturdugu ise tam olarak belirlenememistir. 2,3- ve
3,4- dihidroksibenzoik asit ve delfinidin bu 6nciil maddelerdendir'2"".

Pathcan (Solanum melongena L.) Solanacea ailesi icinde yer alan tropikal ve subtro-
pikal bdlgelerde yayilmis farkli genotiplere sahip 90 cins ve 2500 tur iceren bir bitkidir.
Ulkemizde 12 cinse ait 36 tiirii bilinmektedir. Bu bitkinin, milattan sonra 6. ylizyilda Arap
tiiccarlar tarafindan ipekyolu iizerinden Ortadogu, Afrika ve Avrupa’ya yaylldigi dist-
niilmektedir'>'%, Sunulan arastirmada, iilkemizde yerel olarak bilinen ve yaygin olarak
yetistirilen g farkli patlican meyvesinden hazirlanan besiyerlerinde C.neoformans’in pig-
ment olusturmasi ve bu besiyerlerinin cevresel ortamdan C.neoformans izolasyonundaki
basarisi degerlendirilmistir.

GEREC ve YONTEM

Arastirma; (1) C.neoformans kokenleri ile farkh S.melongena tirlerinden hazirlanan be-
siyerlerinde pigment olusumunun arastiriimasi ve (2) Cevresel olarak sik C.neoformans
izolasyonunun yapildigi bolgede farkh ayirici besiyerleri ile yeni besiyerinin performans-
larinin karsilagtiriimasi olmak {izere iki asamada yiiriitiildd. ilk asamada, 3 farkli patlican
tard/alttiird (S.melongena Melanzaza viserba, Solanum ovigerum Ivory F1 ve S.melongena
Pinstripe F1) arastirmaya alindi. Her tiiriin dis kabuklari 50 g/L distile su icinde 30 dakika
stire ile kaynatildi. Gazli bez ile siiziildiikten sonra 1 L'ye tamamland. icine dekstroz (1.0
g/L), KH,PO, (1.0 g/L), kreatinin (1.0 g/L), kloramfenikol (0.4 g/L), bifenil (0.5 g/L) ve
agar (15 g/L) ilave edildi. Her besiyeri pH 6.5 olarak ayarlandi. Otoklavda, 1.5 atmosfer
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basincta 121°C’de 15 dakika sure ile steril edilerek 9 cm caplh steril petri plaklarinda
patlican agar (PatA) hazirlandi. Besiyerinde pigment kontrolii amaciyla, C.neoformans
H99 (ATCC 208821; serotip A); C.neoformans NIH 52D (Serotip D), 14 farkl cevresel
C.neoformans (serotip A) kokeni, 2 C.gattii [Serotip B (CDC B237) ve Serotip C (NIH18C)]
ve negatif kontrol olarak Candida albicans ATCC 10232 kokeni kullanildi. Kokenler steril
serum fizyolojik icinde 0.5 McFarland bulanikliginda hazirlandi ve besiyerine ekildi. Tim
ekimler 28°C’de 15 gun sire ile takip edilerek ireme ve pigment ozellikleri gozle deger-
lendirilerek kaydedildi.

ikinci asamada, cevresel ortamlardan besiyerinin basarisinin arastirlmasi amaciyla en
iyi pigment olusumunun goruldigi besiyeri kullanildi. Daha 6nceki arastirmalarda, su-
rekli kolonizasyonun gosterildigi Gokova-Akcapinar-Akyaka bolgesinde [37” 03’ 14 Ku-
zey, 28" 21’ 33 Dogu; 37” 01’ 37 Kuzey, 28" 21’ 32 Dogu arasindaki hat tizerinde] ko-
vuk bulunan 19 Eucalyptus camaldulensis Dehn agaci arastirma icin secildi'®. Agaclardan
Randhawa ve arkadaslari'’ tarafindan tanimlandigi sekilde ekiivyon teknigi ile drnekleme
yapildi. Arastirmada kullanilacak basit Staib agar (bSA), basit Pal agar (bPA) ve titln agar
literattrde tarif edildigi sekilde, her birinin icerisine kloramfenikol (0.4 g/L) ve bifenil (0.5
g/L) ilavesiyle hazirlandi®®'7. Ornekler ayni giin icinde laboratuvara ulastirilarak tiim
besiyerlerine ekildi. Besiyerleri 28°C’de 15 guin sure ile takip edildi. Kahverengi pigment
olusturan koloniler Gram boyama, Dalmau agarda tireme mikromorfolojisi, 37°C’de (re-
yebilme, Ureaz aktivitesi ve kanavanin-glisin-bromtimol mavisi agar besiyeri reaksiyon-
larina gére degerlendirildi'®. Her érnek icin C.neoformans kolonilerinin koloni sayisi ve
Ureme zamanlari kaydedildi.

Istatistiksel analiz icin eslestirilmis t testi (SPSS Ver 17.0, ABD) uygulandi.
BULGULAR

Arastirmaya alinan tim C.neoformans kokenlerinin, S.melongena Melanzaza viserba
ve S.melongena Pinstripe F1 ile hazirlanan besiyerlerinde pigment olusturduklari; ancak
S.ovigerum Ivory F1 ile hazirlanan besiyerinde pigment meydana getirmedikleri gorul-
mustir (Resim 1). S.melongena Melanzaza viserba ve S.melongena Pinstripe F1 besiyer-
lerinde olusan pigmentin Staib agar ile ayni koyulukta oldugu, goz ile degerlendirme-
de pigment olugumlarinin en erken 36. saatte fark edilebildigi, 48 saat icinde de tim
C.neoformans kokenlerinin pigment olusturduklari belirlenmistir. C.albicans ATCC 10232
kokeni ise besiyerlerinin hicbirisinde pigment olusturmamistir.

Calismamizda alinan bu sonucglara gore, Gokova bolgesinde yapilacak olan tara-
mada kullanilacak besiyerleri S.melongena Melanzaza viserba tiriinden hazirlanmistir.
Bolgede secilen 19 E.camaldulensis agacinin 11 (%57.9)'inden bSA, bPA ve PatA ile
izolasyon yapilabilirken, tutiin agar ile 10 (%52.6) 6rnekten izolasyon yapilabilmistir.
Benzer sekilde bSA, Pal agar ve PatA besiyerlerinde ylksek sayida C.neoformans ure-
mesi saptanirken, tltiin agarda daha az Greme saptanmistir (Tablo I). PatA besiyerinin
C.neoformans’i cevresel ortamlardan ayirabilme yetenegi bSA’dan farkli bulunmamistir
(p=0.71).
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Resim 1. Solanum melongena (Patlican) agar besiyerinde C.neoformans ve C.albicans kékenlerinin pig-
met olusturmasi; (a) Cryptococcus neoformans H99, (b) Cevresel C.neoformans, (c) Candida albicans
ATCC 10232, (d) Cevresel érnek taramalarinda farkli maya ve kiif kolonileri arasinda pigment olusturan
C.neoformans (40x).

Tablo I. Arastirmaya Alinan Besiyerlerinde 19 Eucalyptus camaldulensis Kovugundan Alinan Orneklerde
C.neoformans Koloni Sayilari

Pozitif 6rnek

Besiyeri Sayi1 (%) Koloni sayisi* (cfu/petri)
Basit Staib agar'” 11 (57.9) 51 (2-100)
Basit Pal agar® 11 (57.9) 57 (4-110)
Tiitiin agar® 10 (52.6) 36 (6-66)
Patlican agar 11 (57.9) 48 (1-96)

* Ortanca (En diistik-En yiksek); cfu: Koloni olusturan Unite.

TARTISMA

C.neoformans’in  izolasyonu  ve  tanimlanmasinda, = organizmanin  L-3,4-
dihidroksifenilalanin (L-dopa) veya 1,8-dihidroksinaftelen yolaklarindan birini kullanarak
pigment olusturmasi, hem mayanin dis etkenlerden korunmasi hem de viriilans faktori
olarak 6nemli bir basamaktir. Diger maya mantarlarindan farkli olarak C.neoformans’da
pigment yapimi, bulundugu ortamdaki maddelerin arasinda substratlarin bulunup bu-
lunmadigina baghdir. Bu amacgla Staib tarafindan Guizotia abyssinica bitki tohumundan
hazirlanan besiyeri yaygin olarak kullaniimaktadir'-%!7. Bircok aragtirmaci primer izolas-
yon amacini gozeterek benzer besiyerlerini tanimlamiglardir. Kullanilan bitki yapilari ara-
sinda aycicegi, hardal tohumu, Halep cami tohumu, tiyla fasulye, bogurtlen, tutin ve
aci kirmizi biber cesitleri bulunmaktadir’”'!. Ayni sekilde substratlarin disaridan kimyasal
olarak ilave edildigi TOC (Davis agar) besiyeri ve L-DOPA agar da bu amaca yoneliktir®'?.
Bu besiyerlerinin ilk tanimlanmalarinda kafeik asit, ferik sitrat ve L-DOPA’nin substrat ol-
masi nedeniyle ileri taniya ihtiyac duyulmayacagi da savunulmustur'®-2°,
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Rubus fruticosus (Bogurtlen) ve aci kirmizi biberden tanimlanan besiyerleri yiiksek
miktarda anthosiyanin icermektedir''"'2, Bu flavonoid pigmentler, bitkilerin meyveleri-
ne asil rengi veren maddelerdir. Sunulan arastirmaya konu olan S.melongena taze bitki
meyvesinde anthosiyanidinlerden delfinidin ve kuarsetin bulunmaktadir. Her ne kadar
S.melongena’nin kaynatilarak hazirlanan ortaminda anthosiyanidin grubundan siyanidin,
delfinidin ve pelargonidin, flavonelardan apigenin ve luteolin, flavonollardan kaempfe-
rol ve mirisetin bulunuyorsa da kuersetin 1si uygulamasi sonucu kaybolmaktadir'>'%, Bu
bitkilerin meyvesinde bulunan zengin bilesikler ve elementler (farkli proteinsel yapilar,
tiyamin, riboflavin, niyasin, pantoteik asit, B, vitamini, folat, C vitamini, kalsiyum, demir,
magnezyum, fosfor, ¢cinko, potasyum, bakir ve mangan) sayesinde, ortamda melanin
oncil maddeleri bulunmasa bile C.neoformans kokenleri tireyerek ayni koloni capinda
pigmentsiz koloniler olusturabilmektedir'*'®. Sunulan arastirmada da, S.melongena
meyvesinin pigmentli dis kabuk kismindan alinan materyalden hazirlanan ekstraksiyon
icinde C.neoformans’in kolonilerinde 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda koyu kahverengi
pigment olusumu goralmustir (Sekil 1). Solanum cinsinin pigmentsiz olan S.ovigerum
Ivory F1 hibrid tirtiniin dis yapisindan hazirlanan ekstraksiyonlarda koloni pigment
varligi gorilmemistir. Hipotetik olarak; (i) S.ovigerum Ivory F1’in patlicanlardaki yuksek
genotipik degisimlere baglh olarak kimyasal iceriklerinin degismesi sonucunda diger pat-
lican hibridlerinde bulunan melanogenezdeki 6nciil maddeleri bulunmayabilecegi; (ii)
meyvede bulunan melanogenez 6ncil maddelerinin besiyeri hazirlanmasi sirasinda isi ile
inaktive olabilecegi ve/veya (iii) meyvenin C.neoformans’in melanin iretimi basamagina
yonelik inhibitér madde bulundurabilecegi 6ne siiriilebilir'.

Dogal tohum ve bitkisel yapilar, C.neoformans’in pigment olugumu ile tanimlanmasi
amacina yonelik, ulagilmasi kolay ve ucuz besiyeri yapimina imkan saglamaktadir. Besi-
yerinde kullandigimiz S.melongena L. (patlican), Solanales takiminda, tropikal ve subtro-
pikal bolgelerde yayilim gosterir, temin edilmesi kolay ve ekonomiktir. Ancak hem dogal
olarak hem de farkl kaygilarla (hastaliklara dayanikli tiirlerin yetistirilmesi, hizl meyve
veren turlerin elde edilmesi, uzun raf 6mri vb), tirler arasinda hibridizasyon calismalari
yapilmaktadir'®. Hibridizasyon asamasinda énemli engeller olmakla birlikte sunulan aras-
tirmada test edildigi sekilde albino patlican kdkenleri de ticari olarak bulunabilmektedir.
Bu nedenle her patlican tiriiniin pigment olusturma 6zelligi ayri ayn arastiriimaldir.

Staib besiyeri, pigment olusumunun gosterilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Bununla birlikte patlican, Staib besiyerini olusturan G.abysinicca’dan daha ucuz ve kolay
bulunabilen bir kaynaktir. Sunulan arastirmada tarif edilen patlican agar besiyerinin seffaf
gorunimli ve acik kahverengi olmasi, koloni pigmentinin fark edilmesini kolaylagtirmak-
tadir. Dolayisiyla, dogal italyan tip patlican (S.melongena Melanzaza viserba) ve hibrid
patlicanin (S.melongena Pinstripe F1) pigmente dis kabuklari ile yapilan besiyerlerinin,
C.neoformans’in pigment olusturarak tanimlanmasi icin rutin calismalarda kullanilabile-
cegi dustintlmektedir.

Arastirmamizin ikinci bolimiinde, stirekli kolonizasyon saptanan Gokova boélgesinde
S.melongena Melanzaza viserba’dan yapilan besiyeri kullanilmistir. Hazirlanan yeni path-
canh besiyerinin bSA ve bPA agar ile cevresel ortamlarda kolonizasyon taramasinda ayni
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izolasyon yeteneginde oldugu bulunmustur. Ulkemizde tiim Akdeniz bélgesinde yay-
gin Okaliptus florasi olmakla birlikte 6zellikle Cukurova boélgesinde daha yogundur. Bu
alanlarda yapilan taramalarda hentiz floradan C.neoformans izolasyonu yapilmamissa da,
periyodik taramalar kolonizasyon bélgelerinin saptanmasi icin gereklidir?'-22,

Sunulan arastirmanin kisitliliklar bulunmaktadir. Tanimlanmis olan patlican agar besi-
yeri Cryptococcus cinsi icinde hayati tehdit eden enfeksiyonlara neden olan C.neoformans
ve C.gattii'ye yonelik olarak arastinlmistir. Bugtin icin pigment olusumunun nedenlerinin
sorgulanmasi gereken patlican agarda, sunulan arastirmada cevresel 6rneklerde pigment
olusturan maya mantari saptanmamasina ragmen, farkli cins ve tiirlerde maya mantar-
larinin da pigment olusturmasi mimkindir. Bu nedenle klinik veya cevresel ortamlar-
da kullanilabilecek olan patlican agar besiyerinde pigmentli olarak Uretilen kolonilerden
C.neoformans/gattii tanimlamasinin dogrulanmasi 6nemlidir. Sonug olarak cevresel izo-
lasyon taramalarinda yaygin olarak kullanilan Staib agar ve Pal agar besiyeri ile birlikte
patlican agar besiyeri de kolaylikla hazirlanarak kullanilabilmektedir.
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