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Kirmizi pitaya (Hylocereus polyrhizus) agarda Cryptococcus
neoformans’in pigment aktivitesinin incelenmesi
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OZET
Amag: Cryptococcus  neoformans insanlarda
hayati tehdit eden ciddi kriptokokkoz tablosuna

neden olmaktadir. Bu tiirler dogada kolonize olarak
cevreden konaga bulasmaktadir. C. neoformans’in

tamimlanabilmesi amaciyla cesitli besiyerleri

uretilmistir  Maya, melanin onculi pigmentlerin
bulundugu besiyerlerinde melanin Uretimi sayesinde
kolaylikla tamimlamir. Ulkemizde yeni yayilmaya baslayan
kirrmz1 pitaya (Hylocereus  polyrhizus), flavonoid
pigmentler bulundurur. Bu arastirmada, beyaz ve kirmizi
pitaya meyvelerinden yeni tanimlanarak hazirlanan
besiyerlerinde C. neoformans’in pigment olusumunun

degerlendirilmesi amaglanmistir.

Yontem: Arastirmaya cevresel arastirmalardan
izole edilmis ve molekiler tanimlamas1 yapilmis 13 C.
neoformans kokeni dahil edildi. Arastirmada iki farkli
pitayanin [beyaz pitaya (Hylocereus undatus) agar
(BPA) ve kirmizi pitaya (Hylocereus polyrhizus) agar

(KPA)] mezokarp ve endokarpi kullanilarak besiyerleri

ABSTRACT

Objective: Cryptococcus neoformans causes life-
threatening severe cryptococcosis in humans. These
species are colonized in the nature and are spread from
the environment to the host. Various media have been
produced for the identification of C. neoformans. Yeast
is easily identified due to the production of melanin in
culture media containing pigment precursors. The red
pitahaya (Hylocereus polyrhizus) which has just started
to planted in our country has flavonoid pigments. In this
study, it was aimed to evaluate the melanin pigment
production of C. neoformans in the agar media prepared

by newly defined from white and red pitahaya fruits.

Methods:

environmental strains of C. neoformans were included

Molecularly confirmed thirteen
in the study. In the study, in-house media were prepared
from two different pitahaya [white pitahaya (Hylocereus
undatus) agar (WPA) and red pitahaya) agar (RPA)] with
mesocarp and endocarp parts of the fruits. Staib agar

and potato dextrose agar media were used as positive

hazirlandi. Staib agar ve patatesli dekstroz agar and negative controls. Candida albicans has been used
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besiyerleri pozitif ve negatif kontrol olarak kullanildi.
Candida albicans ise pigmentsiz maya olarak calisildi.
Kokenler 24 kuyucuklu steril polistren plaklarda iretildi
ve bir hafta sure ile pigment uretimi olcimu Fiji/ImajeJ
(GPLv3, NIH, ABD) programi kullanilarak yapildi.
Bulgular: KPA besiyerlerine yapilan ekimlerde goz ile
kolaylikla pigmentsiz C. albicans maya kolonilerinden
ayrilabilen kahverengi pigmentli kolonilerin olustugu
goruldu KPA besiyerinde olusan koloni pigmenti Staib
agardaolusanlara gore daha azdi. Staib agarda C. albicans
kolonileri daha buyiik iken, KPA’da C. neoformans daha
mukoid koloniler olusturdu. Bir haftalik inkiibasyon
sonunda KPA, BPA’dan daha yogun pigment olustururken,
Staib agar besiyerinden daha az pigment olusumuna yol
act1 (p<0.05). Negatif kontrol olan PDA besiyerinde ise

pigment gozlenmedi.

Sonug: KPA besiyerinde pigment olusumu, Staib
agar besiyerindekine gére daha az olmasina ragmen,
KPA besiyeri C. neoformans’in pigment olusumunun
gosterilmesinde kullanilabilir. C. neoformans’in pigment
yapiminin arastirilmasinda kullanilan fenolik icerik
bulunduran kolaylikla ulasilabilir cevresel kaynaklar,
ucuz ve basit ayirtedici/tamimlayici besiyerlerinin

yapilmasi icin onemlidir.

Anahtar Kelimeler: Cryptococcus neoformans,
kirmiz1 pitaya agar, beyaz pitaya agar, besiyeri, pigment

olcumi

for nonpigmented yeasts. The strains were cultured
in sterile 24-well polystyrene plates and pigment
production was measured by Fiji/ImajeJ (GPLv3, NIH,
USA) during one week.

Results: It was observed that brown pigmented
colonies, which can be easily separated from the non-
pigmented C. albicans yeast colonies, were formed in
the grown on KPA medium. Colony pigment formed in
KPA medium was less than those formed on Staib agar.
C. albicans colonies were larger on Staib agar, while
C. neoformans formed more mucoid colonies on RPA.
It was observed that the colony pigment formed in the
RPA medium was less than the other in the cultivations
on Staib agar and RPA medium. While RPA pigments
are higher than WPA’s, the yeasts’ melanin production
in Staib agar have higher data (p<0.05). No pigment

production has been observed in PDA.

Conclusion: Although the pigment production
on RPA is less than on Staib agar medium, RPA can
be used to demonstrate pigment production of C.
neoformans. Descriptive media should be prepared with
easily accessible inexpensive environmental resources
containing phenolic chemicals for the research of

pigment production of C. neoformans.

Key  Words: Cryptococcus  neoformans, red
pitahaya agar, white pitahaya agar, medium, pigment

measurement

GIRIS cogunlukla bagisikligi baskilanmis konakda, nadiren

de bagisiklig1 yeterli olan konaklarda hastaliga neden
Cryptococcus sp. cevrede 30°dan fazla tire olur (1).

sahip bazidiyomicet mantar cinsidir. Bu turlerden Mayanin hiicre duvarinda biriken melanin,
Cryptococcus neoformans ve Cryptococcus gattii  polisakkarit kapsiilinden sonra en Gnemli ikincil
insanlarda hayati tehdit eden ciddi kriptokokkoz viriilans faktoriidiir (3). Bircok cevresel ve konak stres
tablosu olusturmaktadir (1). Bu tlrler dogada faktériine karsi korumada rol alir ve hiicre duvarinin
toprakta, kanatli ¢ikartilarinda ve agaclarda kolonize  gecirgenligini azaltir (4). Enfeksiyon sirasinda
olarak cevreden konaga bulasir (2). C. neoformans fagositoza karsi direnc saglar (5). Kriptokkokal
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melanin Uretimi, tammlayic1 olarak kullanilan

ve icinde melanin oncillerini iceren besiyeri
ortaminda, makroskobik olarak ayirt edilebilen renkli
koloniler olusmasina neden olur. Bu amacla besiyeri
bilesigine Niger tohumu (Guizotia  abyssinicia,
Staib agar) oziitlerinin karistinsmasi1 yaygin olarak
kullanilmaktadir (6). Ayrica L-3,4-dihidroksifenilalanin
iceren besiyeri de ayirtedici olarak tanimlamistir.
Benzer sekilde icinde melanin benzeri maddelerin
farkli sentez oncillerini bulunduran aycicegi (Pal
besiyeri), patlican, muz cicekleri, kisnis, kimyon,
soya fasulyesi, ac1 bakla, keten, kabak, feslegen,
nane, mercan kosku ekstraktlarini (0zlerini) iceren
farkli besiyerleri de vardir (7-11).

Ulkemizde pitaya veya ejder meyvesi olarak
bilinen bitki, Cactaceae ailesinin Hylocereus cinsine
aittir. Hylocereus tirlerinin ¢ogu Latin Amerika
(muhtemelen Meksika ve Kolombiya’dan) kokenlidir
(12).

beyaz pitaya

Kirmizi pitaya (Hylocereus polyrhizus) ve

(Hylocereus  undatus) vyenilebilir
meyvesi olan turlerdir. Giclu antioksidan potansiyeli
olan polifenoller, flavonoidler ve C vitaminine
sahiptirler (13). H.

veren betasiyaninlerdir (14).

polyrhizus’a kirmizi rengini
Betasiyaninler 1s1 ile
parcalanmakta ve yapilarinda dopa iceren bilesikler
ortaya cikmaktadir (15).

Ulkemizde giiney sahillerimizde son vyillarda
yaygin olarak ticari amacla uretilmektedir. Sunulan
arastirmada, renkli ve renksiz pitaya meyvelerinden
yeni tanimlanarak hazirlanan besiyerlerinde C.
neoformans’in pigment olusumunun degerlendirilmesi

amaclanmistir.

Tablo 1. Arastirmada kullanilan besiyerleri

GEREC ve YONTEM

Arastirmada besiyerleri laboratuvar ortaminda
her biri ayr1 ayr1 hazirlandi. Ticari olarak satin alinan
kirmizi pitaya (Hylocereus polyrhizus) ve beyaz
pitaya (Hylocereus undatus) meyvelerinin dis kabugu
(ekzokarp) soyuldu, etli kisim (mezokarp ve endokarp)
ezilerek, distile su icinde bir saat kaynatildi.
Pigmentasyon yonunden negatif kontrol icin patatesli
dekstroz agar (PDA) besiyeri, pozitif kontrol icin Staib
agar besiyeri standart olarak hazirlandi. Besiyerlerinin
bilesenleri Tablo 1’de verilmistir. Besiyerleri 2X
konsantrasyonda (iki kat konsantre) hazirlandi, pH
degerleri 6.0’a ayarlandi ve 121°C’da 15 dakika siire
ile steril edildi.

Arastirmaya cevresel arastirmalarda izole edilmis
ve molekiler tammlamasi yapilmis 13 C. neoformans
(16).
dekstroz agar besiyerine pasajlandi ve 28°C’da dort

kokeni alindi Kokenler stoklardan patatesli
glin sire ile inkiibe edilerek canlandirildi. Steril serum
fizyolojik icinde McFarland 1.0’a ayarland.

Gorsel pigment

yapimlarinin  gozlenebilmesi

icin analize alinan Cryptococcus neoformans’in
kokenlerden biri ile cevresel Candida albicans kokeni;
McFarland 1.0 yogunlugunda kanstirilarak Staib agar
ve kirmizi pitaya agar (KPA) besiyerlerine ekildi.
inkiibasyon 28°C’da, alt1 giin siire izlenerek pigment
olusumu takip edildi.

Mayalardan melanin varliginin  dlcilmesinde
Brilhante ve ark’nin tanimladigi yontem kullanmildi (17).
Kisaca; otoklav sterilizasyonundan cikan besiyerleri

50°C’ye kadar sogutulduktan sonra, esit hacimde

Besiyeri icerik

Patatesli dekstroz agar

Patates 75 gr.L", glikoz 20 gr.L ", agar 15 gr.L"

Beyaz pitaya agar (BPA)

Hylocereus undatus 10 gr.L"" kreatinin gr.L"", KH,PO, 1 gr.L"!, agar 15 gr.L"

Kirmizi pitaya agar (KPA)

Hylocereus polyrhizus 10 gr.L", kreatinin gr.L"", KH,PO, 1 gr.L"", agar 15 gr.L"

Staib agar

Guizotia abyssinica 50 gr.L™", kreatinin gr.L"", KH,PO, 1 gr.L"", glukoz 0.5 gr.L"", agar 15 gr.L"
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hazirlanan her bir C. neoformans suspansiyonu
besiyerleri ile karistirildi. Son konsantrasyonu iki kat
konsantrasyondan 1:1 yogunluga ulasmis olan maya-
besiyeri karisim 24 kuyucuklu steril polistren plaklara
dagitildi. Kontrol kuyucuklari ise (maya siispansiyonu
icermeyen), steril serum fizyolojik ve esit hacimdeki
steril besiyeri ile kanstinlarak olusturuldu.

Bir hafta sure ile nemli ortamda ve 28°C’da
inkiibasyona birakilan besiyerleri glinlik olarak
standart fluoresans 1siklandirma altinda Canon EOS
100D ile fotograflandi. Fotograflama; 25 cm uzaklik,
F/8 alan derinligi, 0.5 sn pozlama siiresi, ISO hiz1 400,
aciklik 2.8, odak uzakligi 32 mm ve 72 dpi ¢oziiniirlik
ile yapildi. Analizde beyaz denge ayan icin kadraja
kesin siyah ve kesin beyaz vylzeyler eklendi.
Fotograflarin 6lciim amaci ile doniistimii; Fiji (ImageJ
Ver1.53f51 lzerine, Java 1.8.0_172 tabanli, GPLv3,
https://imagej.nih.gov/ij/index.html) ile yapildi
(18). Bilgisayara aktarilan resimlere (her bir plak icin
ayr ayr olmak uzere) sirasiyla; (a) gerekli bolimin
kesilmesi; (b) 8 bit doniisimi, (c) parlaklik ve kontrast
standartlastirmasi, (d) Beyaz=0, Siyah=255 olmak
lizere dogrusal karsilikli veri doniisimii uygulamasi ve

(e) standardize buyuklikte (190 px cap) alandan gri

olcekte deger olclimii yapilmasi islemleri uygulandi.
Elde edilen degerlerden, ayni doniisiimden gecirilen
kontrol besiyeri degerleri cikarilarak olciim verileri
elde edildi.

Olciim verileri Minitab (Ver 18.1, Kéln, Almanya)
programinda istatistik analize alindi. Elde edilen
kantitatif (0-255 aras1) degerlerin dort grup arasinda
ikili
karsilastirmalarda Kruskal-Wallis’in tek yonli varyans
analizi kullanildi. Hata pay1 0.05 olarak kabul edildi.
Her giin yapilan degerlendirmede giinliik veriler;

karsilastinlmasinda Friedman ve gereginde

analiz gunu basina her besiyeri icin elde edilen
pigment (grilik) degeri (ortalama + standart sapmast)
olarak kaydedildi.

BULGULAR

KPA besiyerlerine yapilan ekimlerde goz ile
kolaylikla pigmentsiz C. albicans maya kolonilerinden
aynlabilen kahverengi pigmentli kolonilerin olustugu
goruldi. Bu pigmentasyon Staib agarda olusandan
daha azdi. Staib agarda C. albicans kolonileri daha
buyuk iken, kirmzi pitaya agarda C. neoformans

daha mukoid koloniler olusturmustur. (Sekil 1).

Sekil 1. Staib agar (a) ve kirrmz1 pitaya agarda (b) pigment olusturan (Cryptococcus neoformans) ve olusturmayan (Candida
albicans) kolonileri (6. giin)

Turk Hij Den Biyol Derg
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Gunlik fotograflamasi yapilan besiyerleri, her
guin kendileri ait maya icermeyen kontrol kuyucuklar
ile fotograflandi (Sekil 2). Analize alinan 13 C.

e — Cilt 80 B Say1 3H 2023

kuruma nedeni ile 6. ve 7. guin ol¢climleri yapilamadi,
bu gunlere ait seri verileri analiz dis1 birakildi. Ginluk
olarak alinan verilere ornek olarak bir maya kokenine

neoformans kokeninin ikisinde; besiyerlerindeki  ait doniisim Tablo 2’de verilmektedir.
Kontrol
Besiveri Plak gorinimi
besiyeri
PDA

Staib agar

BFA

.

Do A A

Sekil 2. 24 kuyucuklu polistren plaklardan birinin ve aym giine ait kontrol besiyerlerinin 6. gliniine ait dogrudan gortinimu

PDA=Patatesli dekstroz agar; BPA=Beyaz pitaya (Hyoloceus undatus) agar; KPA=Kirmiz1 pitaya (Hyoloceus polyrhizus) agar

Tablo 2. Tek kokene ait 8-bit (0-255) gri dlcek donusiim ornegi

Gln 1 2 3

PDA

Staib agar

BPA

KPA

Veriler kontrol kuyucuk verileri cikarildiktan sonra elde edilmistir.

PDA=Patatesli dekstroz agar; BPA=Beyaz pitaya (Hyoloceus undatus) agar; KPA=Kirmiz1 pitaya (Hyoloceus polyrhizus) agar

Turk Hij Den Biyol Derg
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Analize alinan 13 kokenin melanin Uretimi
incelendiginde en yiiksek melanin iiretimin Staib agar
besiyerinde oldugu goriildii. Bir haftalik inkiibasyon
sonunda, KPA ile elde edilen pigmentasyon beyaz
pitaya agar (BPA) besiyerindekinden yiksek iken,

Staib agar besiyeri verilerinin yaklasik %40°’1 kadard.

120
] PDA
% H.undatus
@ H.polyrhizus
100 I Staib

=}
o

Pigment (Grilik: 0-255) degeri
& 8

20

o1l sl 0l

|D

KPA, BPA’dan daha yogun pigment olustururken,
Staib agar besiyerinden daha az pigment olusumuna
neden olmaktadir (p<0.05). Negatif kontrol olan
PDA besiyerinde ise cok az renk degisimi izlenmistir
(p>0.05, Sekil 3).

Bar
Group: Grup_2 = 4_Stait; Gon = 6
Value = 103.066
et
D S e

Sekil 3. incelemeye alinan besiyerlerinde Cryptococcus neoformans kokenlerinin pigment olusturma élciimleri

TARTISMA

Mantarlardaki melanin, bagisiklik sistemi ile
etkilesir, fagositik hiicrelerin etkinligini azaltir,
baglar, antikor

antifungalleri kompleman ve

yanitlarint degistirir (19). C. neoformans L-3,4
(L-dopa)

sentezler. L-dopa veya tirozin bu yolun baslangic

dihidroksifenilalanin yoluyla melanini

molekiilidiir (20). Diger patojenik mantarlardan

Turk Hij Den Biyol Derg

farkli olarak C. neoformans, melanini olusturmak
icin disanidan eklenecek fenolik substratlara ihtiyac
duyar (19). Melanizasyon in vitro katekolamin ve
indol bilesiklerinin varliginda, in vivo ise enfeksiyon
esnasinda meydana gelir (21). Ekzojen difenolik
bilesiklerin vartiginda C. neoformans, lakkaz (Lac1
ve Lac2) kataliziyle kahverengi renkli melanin uretir
(22). L-dopa ve dopaminden siyah melanin Uretimi

olurken, epinefrin, norepinefrin ve kafeik asitten



kahverengi pigment olusumu meydana gelir (23).
Bitki kaynakli flavonoidler ve kafeik asit C.
neoformans tarafindan melanin substrati olarak
kullanmlir (24,25). Bir flavonoid olan betasiyanin
kirmizi  pitayaya rengini verir. Betasiyanin;
betanin, izobetanin, filokaktin ve hilosereninden
olusmaktadir (14). Betasiyaninler 1sitma islemiyle
degisiklige ugrarlar. Birincil bozunma driinleri,
betaninin bozunmasiyla meydana gelir. Bunlar
siklo-DOPA-5-0-B-glukozittir.

Ayrica neobetanin de betaninin bozunma urinudur

betalamik asit ve

ve sarimsi renktedir. Isitilma islemiyle filokaktin
ve hilosereninden uretilen baska bozunma urunleri
bulunmaktadir. Isitilma islemi sonrasinda renk
sartya kadar degisebilmektedir (15). Arastirmada
kirmizi pitayadan besiyeri elde etmek icin
gerceklestirilen suda kaynatma ve sterilizasyon
islemi sonrasinda betasiyanin iceriginde meydana
gelen degisiklikler sonucu KPA ten rengini almistir.
BPA ise rengini korumustur. Tanimlanan BPA ve KPA
besiyerlerinin ac¢ik renkli olmasi, C. neoformans’in
kahverengi pigmentinin goz ile

KPA'da 48 saat

neoformans kolonilerinde kahverengi

saptanmasini
kolaylastirmaktadir. inkilibasyon
sonras1 C.
pigment olusumu gorulmustir (Sekil 1). Beyaz ve
kirmiz1 pitaya; kafeik asit, ferulik asit, C vitamini,
K1 vitamini, potasyum ve demir ag¢isindan zengin
bitkilerdir (26).
agar ve Pal besiyeri kafeik asit iceren besiyerleri

Yaygin olarak kullanilan Staib

arasindadir (6,8). Ayn1 zamanda blylime ortamina
eklenen 3,4 dihidroksi transsinamik asitin (kafeik
asit) C.
gosterilmistir (27). Arastirmadaki her iki Hylocereus

neoformans pigmentasyonunu indiikledigi

turi de besiyerinde pigment olusturmussa da,
KPA’da olusan pigment daha belirgindir ve renksiz
Candida kolonilerinden goz ile rahatlikla ayirim
saglanmaktadir (Sekil 1, 2).

Melanin mantarlarda

Ureten pigmentasyon

olcimu icin farkli yontemler tamimlanmistir. Elektron

Spin Rezonans (ESR) denatire

poliakrilamid jel

Spektrometresi,
edici elektroforezi
(PAGE),

bulunmaktadir

olmayan

floresan spektroskopisi
(28-30).
yontem ise melaninden gri tonlamali goruntiler elde

gibi yontemler

Arastirmada kullanilan
edilerek yapilan ve yansiyan 15tk miktarina dayali
olarak melaninin uretimini ve nicel 6l¢imuni analiz
eden bir yontemdir (17). Yontemin uygulanabilirligi
kolay ve maliyeti dusuktur. Sunulan arastirmada,
giinlik alinan verilerin kullanilmasi, ilk giinden
yedinci gune kadar PDA, Staib agar, KPA, BPA’daki
melanin Uretimindeki degisimi degerlendirmemizi
olanakli hale getirmistir (Tablo 2).

Beyaz pitayanin seker icerigi yiiksek iken,
kirmiz1 pitaya antioksidan potansiyeli yiksek olan
fenolik bilesikler acisindan ustiindur. Toplam fenolik
icerigi 100 g basina beyaz pitayada 25 mg, kirmizi
pitayada 55 mg gallik asit esdegeridir. Flavonoid
icerigi ise beyaz pitayada 15 mg, kirrmzi pitayada
35 mg arasinda degismektedir (26). Arastirmada
pigment Olcimii  degerleri besiyerlerine gore
degisiklik gostermistir. KPA, BPA’dan daha yogun
pigment olustururken, Staib agar besiyerinden
daha az pigment olusturmustur (p<0.05) (Sekil 3).
Hipotetik olarak, seker iceriginin farkliigi, kirrmz
ve beyaz pitayanin fenolik ve flavonoid iceriginin
farkl

pigmentasyon miktarin1 etkilemis olabilir. Yapilan

birbirlerinden olmasi  besiyerlerindeki
calismalarda farkli besiyerlerinde oncul maddelerin
farkli (10,11).

maddelerin kimyasal iceriklerinin, bitkinin yetisme

olabilecegi gosterilmistir Dogal

ortamina gore degiskenlik gostermesi, fenolik
icerikler gibi maddelerin farkli miktarlarda olmasina
neden olmaktadir. Ayn1 zamanda kafeik asidin
kirmiz1 pitayada fazla olmasi da etken olabilir
(26).

gorulmustur. Bu durum L-dopa ve dopaminden siyah

KPA besiyerinde kahverengi pigmentasyon

melanin uretimi olurken, epinefrin, norepinefrin ve
kafeik asitten kahverengi pigment sentezlenmesi ile
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uyumludur (23). Melanin Uretimi virulans icin onemli
olmasina ragmen sentezinde yer alan bilesenler ve
mekanizmalar tam olarak aydinlatilamamistir (21).

Sunulan arastirmanin en onemli kisithlig,
KPA ve BPA besiyerlerinin tiire ve cografyaya
bagli fenolik maddelerinin kimyasal analizlerinin
yapilamamasidir.

Sonuc olarak, KPA besiyerinin Staib besiyerine

ETIK KURUL ONAYI

* Bu calisma, Etik Kurul Onay1 gerektirmemektedir.

CIKAR CATISMASI

gore performansinin daha az oldugu tespit

edilmesine ragmen, C. neoformans’in pigment
kullanilabilir.  C

neoformans’in pigment yapiminin arastirilmasinda

olusumunun  gosterilmesinde

kullanilan fenolik icerik bulunduran kolaylikla

ulasilabilir cevresel kaynaklar, ucuz ve basit

ayirtedici/tanimlayici besiyerlerinin yapilmasi icin
onemlidir.

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir ¢ikar catismasi bildirmemislerdir.
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