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ÖZET 

 

Çevresel Örneklerde Cryptococcus Türlerinin Araştırılması ve Eşey Tipinin Belirlenmesi 

 

Cryptococcus Türleri bitkilerde ve hayvanlarda yaşayabilen kapsüllü bir maya mantarıdır. Özellikle 

immün sistemi düşük kişilerde kriptokokoz’a sebep olmakla birlikte her yıl yaklaşık 625 bin kişinin bu 

mantar türünden hayatını kaybettiği bilinmektedir. Bazidiomiçet funguslarında çiftleşme MAT lokusu 

olarak adlandırılan bir eşey gen bölgesi tarafından yönetilmektedir. Her bir fungusun MAT lokus 

uzunluğu ve gen içeriği birbirinden farklıdır. Ayrıca Cryptococcus türlerinin eşeyli üremesi Dünya 

üzerinde bu maya mantarının çok fazla yayılmasına da sebep olmaktadır. MAT lokusu ayrıca virülans 

faktörlerinde de büyük bir role sahiptir. 

 

Bu çalışmada Gülnar’dan Hatay iline kadar olan bölgeden topladığımız toplam 750 örnekte Cryptococcus 

‘un eşey tipi gen bölgesinin (MAT lokus) karekterizasyonu belirlenmesi amaçlanmıştır. Toplanan 750 

örnekte; 236 adet ökaliptus, 303 adet zeytin ve 211 adet keçiboynuzu izolatı elde edilmiştir ve 97 (%12,9) 

tanesinde üreme görülmüştür.  Cryptococcus türlerinin genomunda yer almakta olan MAT Aa, MAT Aα, 

MAT Da, Mat Dα ve SXI 2a 1α primerlerinin sırasıyla 457bp, 330bp, 728bp, 592bp ve 2529bp, 1354bp’lik 

DNA bölgesi PCR yöntemi ile çoğaltıldı. Üreme görülen 97 Cryptococcus türünün %100’ü MAT Aα 

serotipinde olup Cryptococcus neoformans var. grubii olduğu bulundu.  

 

Çevresel örneklerden izole edilen Cryptococcus türlerinde eşeyli çoğalmada rol oynayan genlerin (MAT), 

virülans ve patogenezdeki rolleri anlaşıldıkça, mikozların tanısında ve farklı hedeflere yönelik yeni tedavi 

yaklaşımlarının geliştirilmesi ve/veya mevcut tedavi yöntemlerinin yönlendirilmesine yol gösterici 

olacaktır. 

 

Anahtar Kelimeler: Cryptococcus, eşey gen bölgesi, MAT locus, eşeyli üreme, virülans, çevresel örnek.   

Danışman: Prof. Dr. Aylin DÖĞEN, Mersin Üniversitesi, Farmasötik Mikrobiyoloji Anabilim Dalı, Mersin. 

İkinci Danışman: Dr. Öğretim Üyesi Engin KAPLAN Zonguldak Bülent Ecevit Üniversitesi, Farmasötik 
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ABSTRACT 

Investigation of Cryptococcus Species in Environmental Specimens and Determination of Sex 

Type 

Cryptococcus Species is an encapsulated yeast that can live in plants and animals. Although it causes 

cryptococcosis especially in people with low immune system, it is known that approximately 625 

thousand people die from this fungus every year. In bazidiomycet fungi, mating is directed by a genome 

region called the MAT locus. The MAT locus length and gene content of each fungi are different from each 

other. In addition, sexual reproduction of Crptococcus species causes the spread of this yeast in the world. 

The MAT locus also plays a major role in virulence factors. 

 

In this study, it was aimed to determine the characterization of the genotype (MAT locus) of Cryptococcus 

in 750 samples collected from Gülnar to Hatay. 750 samples collected; 236 eucalyptus, 303 olive and 211 

carob isolates were obtained and 97 (12.9%) of them were isolated. 457bp, 330bp, 728bp, 592bp and 

2529bp, 1354bp DNA region of the primers of MAT Aa, MAT Aα, MAT Da, Mat Dα and SXI 2a 1α which 

are in the genome of Cryptococcus species were amplified by PCR method. Of the 97 Cryptococcus spp., 

100% were mat Aα serotypes with Cryptococcus neoformans  var.  grubii. 

 

As the roles of genes (MAT) involved in sexual proliferation (virulence and pathogenesis) in Cryptococcus 

species isolated from environmental samples are understood, it will guide the development of new 

therapeutic approaches to the diagnosis and mycosis of different mycoses and / or guidance of existing 

treatment methods. 

 

Keywords: Cryptococcus, sexual gene region, MAT locus, sexual reproduction, virulence, environmental 

sample. 
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1. GİRİŞ 

 

Cryptococcus türleri bazidiomiçet sınıfından kapsüllü bir maya mantarı olup kriptokokkoz 

etkenidir. Enfeksiyöz mantar yapılarının kolonize olduğu çevresel ortamdan, insana solunum yolu 

ile bulaşması sonucunda hastalık oluşur. Cryptococcus neoformans enfeksiyon etkeni olmadan üst 

solunum yolunda kolonize halde de bulunabilir. Çoğunlukla immün sistemi baskılanmış konakta 

(AIDS, kanser kemoterapisi, yaygınlaşan organ transplantasyonu vb.) etkendir. Öncelikle santral 

sinir sistemi enfeksiyonu yapmakla birlikte deri, göz, miyokard, kemik, eklem, akciğer, prostat ve 

üriner sistemde de enfeksiyona neden olur [1,2].  

Cryptococcus neoformans var. grubii, serotip A, tüm dünyada yaygın olup daha çok 

kanatlı dışkısı ile bulaşlı toprakta bulunur [3]. Bu varyeteye Eucalyptus spp. dışında Syzygium 

cumini, Ficus religiosa ve başka ağaç türlerinde rastlandığı bildirilmiştir. Buna karşılık, C. 

neoformans var. neoformans, serotip D, daha çok Avrupa’da görülür ve insan enfeksiyonlarından 

sorumludur  [4,5] 

              Ayrıca, bu serotipe, Brezilya’da E. camaldulensis ve E. tereticornis’de, ABD’nde Querbus 

alba’da, ülkemizde ise güvercin dışkısında rastlanmıştır. Aynı zamanda C. neoformans’ın bu 

ortamda eşeyli çoğalabilmesi Dünya üzerinde mayanın yayılabilmesine olanak sağlamakta, 

immünsüprese hastalar için risk ortamı oluşturmaktadır [1,5]. 

 Ülkemizde yapılan çeşitli araştırmalarda ökaliptus ağaçlarında Cryptococcus spp. varlığı 

araştırılmış ve bu çevresel odakta bu maya mantarının varlığına rastlanmıştır [6]. Ergin ve 

ark.’ları tarafından Türkiye'nin ilk defa belirli bölgelere ait C. neoformans kolonizasyon risk 

haritası çıkarılmıştır (sözel bildirim). Daha fazla bölgesel veri elde etmek, benzer risk bölgelerinin 

tanımlanmasını kolaylaştıracaktır. Bu yaklaşım, çevresel odak bulunan yerlerde daha sık 

görülebilecek kriptokokkoz olgularının klinik ön tanısı için yararlı olacaktır. Bu nedenle 

bölgemizde bulunan ökaliptus, zeytin, kestane ve keçiboynuzu ağaçlarında Cryptococcus 

türlerinin varlığının araştırılması ve bu kökenlerde eşey üreme tipinin belirlenmesi 

amaçlanmıştır. 
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2. KAYNAK ARAŞTIRMASI 

 

2.1. Tarihçe  

 

Freeman’a göre ilk olarak kriptokokoz 1861’de Zenker tarafından tarif edilmiştir [7]. 

Ancak bu görüş mikrobiyal kültür kanıtı olmadığı için sorgulanmıştır. 1894 de Alman patolog Otto 

Busse bir kadına ait tibia sarkomu benzeri lezyonda büyük hücrelerin içinde ve dışında yuvarlak 

oval bir ‘’korpüsküler’’ gözlemlemiştir [8]. Busse mikroorganizmayı izole edip hastaya tekrar 

verdiğinde patojenitesini doğrulamış ve hastanın enfeksiyondan öldüğünü görmüştür. Hastayla 

ilgilenen fizikçi Buschke aynı patojenin hastadaki cilt dökülmelerini gözlemleyerek bunun 

koksidiyum olduğunu düşünmüştür. Bu nedenle, kriptokokların tanımı Busse ve Buschke’ye 

dayanmaktadır [9]. 

 

Busse ile aynı yılda Francesco Sanfelice şeftali suyundan kapsüllü bir mayayı izole ederek 

buna Saccharomyces neoformans adını vermiştir. Bu isimlendirmeyle birlikte Neoformans 

türünün taksonomik yeri belirlenirken bu sırada Busse’de mantarı Saccharomyces olarak 

adlandırmıştır. 1895’de Sanfelice, S. neoformans ve Busse’nin mantarı arasındaki benzerliği fark 

etti ve aynı zamanda S. neoformans’a benzer bir mayayı bir öküzün lenf düğümünden izole ederek 

patojenitesini doğrulamıştır [10]. 

 

  1901’de Vuillemin karbonu fermente edemeyen ve Saccharomyces cinsini andıran, 

askospor eksikliğine bağlı olarak, Busse ve Sanfelice mantarlarını Cryptoccoccus cinsine C. 

hominis ve C. neoformans olarak aktarmıştır [11].  

 

1902’de Frothingham, bir atta Busse ve Buschke tarafından izole edilmiş mantarlara 

benzer bir patojenik mayayı akciğer lezyonundan izole etmiştir. Bu bulgu Sanfelice’nin mayayı 

öküzden izole etmesiyle hem insanlarda hem de hayvanlarda enfeksiyona neden olabileceğini 

ortaya koymuştur [12]. 

 

Kriptokokal menenjit tanısı ilk olarak bir kadında 1914 yılında Verse tarafından 

tanımlanmıştır [13]. İki yıl sonra Stoddard ve Cutler iki yeni menenjit vakası kaydedip Torula 

histolyca adını vermiş, fakat bu adlandırma 1950’lere kadar devam etmiştir [14]. 

 

1935’yılında Benham insanlardan izole edilen 22 patojenik ve patojenik olmayan 

kriptokok suşu içeren birçok maya ile çalışma yürütmüş ve bu 22 suş Busse ve Curtis tarafından 

izole edilen Cryptoccoccus, Saccharomyces ve Torula adı altında olan cinsleri de içermiştir [15]. 
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1949’da Evans kriptokokoz hastalarından izole edilen suşlar arasında serolojik 

farklılıklar keşfetti ve A, B ve C olmak üzere üç serotip tanımladı [16]. Dördüncü serotip D 20 yıl 

sonra bir izolatta Vogel tarafından tanımlanıp Wilson ve arkadaşları tarafından doğrulanmıştır 

[17]. 

1950’ de Benham toruloz ve torula menenjit adının yerine kriptokokozis konmasını ve 

mikroorganizma adının Cryptoccoccus neoformans haline gelmesini önermiştir. 

 

Cryptoccoccus cinsi ilk kez 1833 yılında Kützing tarafından kirli bir pencereden izole 

edilmiştir [18]. 1901’de Vuillemin, 1894 ‘de Busse ve Sanfelice tarafından izole edilen 

mikroorganizmalardan biri Almanya’daki bir hastanın nekrotik lezyonundan diğeri ise şeftali 

suyundan izole edilen Saccharomyces cinsiydi. Her iki mikroorganizma incelenerek Cryptococcus 

cinsinin tanımı değişerek C. neoformans ve diğer türlere ayrılmıştır [11]. 

 

1935 yılında Benham Cryptococus cinsinin tanımını hem patojenik hem de patojenik 

olmayan ve hem fermente hem de fermente olmayan mayaları içerecek şekilde genişletmiştir 

[17]. 

1952’de Lodder ve Kreger-Van Rij, Vuillemin tarafından değiştirilen genel tanımı kabul etmiştir, 

ancak fermentasyon yapmayan kapsüllenmiş nişasta üreten mayaları içerecek şekilde 

genişletmiştir [19]. Lodder ve Kreger-Van Rij C. neoformans’ı cinsin cinsi olarak tanımlamış olup 

Phaff ve Spencer nişasta oluşumunu tanısal bir kriter olarak kullanmadı ve cinsi myoinositol 

kullanabilen ve psödohif veya gerçek hifa üreten ya da hiç hifa üretmeyen mayalarla sınırlandırdı 

[20]. 

 

Rodrigues de Miranda ve iş arkadaşı, Kützing’in materyalini elektron ve ışık mikroskobu 

ile inceleyerek bazidiyomiyoz maya hücrelerini tespit etmişlerdir [21]. 

Şu anda cins hem patojenik hem de patojenik olmayan 70 tür içermektedir. Bu türlerin bazıları, 

Basidiomycota Tremellomycetes'inde Filobasidium, Filobasidiella, Cystofilobasidium ve Kwoniella 

gibi cinslere ait teleomorfik bir durumdadır [22]. 

 

2.2 Taksonomik Özellikler 

Cryptococcus cinsi Eumycota aleminin, Basidiomycota bölümüne, Basidomycetes 

sınıfında, Filobasidiales takımında, Filobasidiaceae ailesinde yer almaktadır. 

Cryptococcus cinsi yalnızca anamorf durumlarında bilinen 70 tür içermektedir. Türler 

Tremellomycetes (alt sınıf Agaricomycotina, Basidiomycota), Tremellales, Filobasidiales, 
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Trichosporonales, Cystofilobasidiales gibi belli başlı soylara aittir. C. neoformans ve C. gattii 

teleomorfu olan türlerdir [23]. 

 

2.3. Antijen ve Polisakkarit Kapsül 

 

Cryptococcus neoformans ve Cryptococcus gattii’nin boya ile muamelesi sonucunda 

belirgin morfolojik özellik olarak hücre etrafında bir polisakkarit kapsül görülmektedir. Bu 

kapsül yapısı virülans bakımından çok önemli olup yıllardır birçok çalışmanın da ana konusu 

olmuştur. Virülans mekanizması konağın immün tepkisine karşı olan müdaheleyi ve hücrenin 

konağın immün sisteminden korunmasını sağlamaktadır.  İmmün sistemin bu etkileri arasında 

apoptoz baskılanması, fagositozla giriş, indirgenmiş antijen sunumu ve in-vitro invaziv büyüme 

yer almaktadır [24, 25]. Ayrıca, kapsülün sitotoksik serbest radikalleri, konağın mikrobisidal 

mekanizmalarına karşı koruma sağlamaktadır [26].  Bu etkileşim için kapsül yapısının önemi 

büyüktür (Şekil1).  

 

 
Şekil 1. Çini Mürekkebi ile boyanmış Kapsül Fotoğrafı (Ege Üniversitesi Tıp Fakültesi, 

Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dalı Mikoloji arşivinden) 
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Kapsül yapı olarak polisakkaritten oluşmuştur. Yapılan çalışmalar sonucunda iki farklı 

polisakkarit türü olduğu bulunmuş olup bunlar; glukuronoksilomannan (GXM) ve 

galaktoksilomannandır (GalXM) [27].  

 

GXM, glukuronik asit ve ksiloz bulunan zincir şeklinde mannoz içermektedir. Mannosil 

beta-1-4 bağlantılarında ksilosil birimleri ile ilişkilendirilmektedir. Kapsülde en çok bulunan 

yapıdır (%90-95). Bu nedenle kapsül çalışmalarında en fazla bu kısma yoğunlaşılmıştır. Ayrıca, 

GXM kapsül boyunca eşit bir şekilde yerleşmiştir [28]. 

 

Ksiloz ve mannoz ile galaktoz atıkları tarafından oluşan GalXM yapısı ise galaktan olarak 

adlandırılmaktadır. Bu yapının hücre membranındaki yeri tam olarak bilinmemektedir. Yapılan 

çalışmalar GalXM’nin kapsül içinde mevcut ve zorunlu olarak kapsüler bir yapısal bileşen 

olmadığını göstermektedir [29]. GalXm, GXM’e göre daha güçlü olabilecek immünomodülatör 

özelliklere sahiptir. Polisakkartiler ile birlikte sıklıkla mannon proteinler içermekte fakat 

bunların işlevi henüz bilinmemektedir [30].  

 

Mannoz atıklarının asetilasyonu kapsüle antijenik özellik kazandırmaktadır. Kapsül, 

polisakkaritten oluşmasına rağmen, polisakkaritler yoğun hidrofilik yapısından dolayı yüksek 

oranda hidratlanarak kapsülün hacim ve ağırlığının %99’unu oluşturmaktadır [31].  Kapsülü 

oluşturan polisakkaritler sadece kapsülü oluşturan hücreye bağlanmış olarak bulunmaz, aynı 

zamanda süpernatantta çözünebilmekte ve ekzopolisakkaritler olarak da bilinmektedir [32]. 

 

Kapsül bileşimi suşlar arasında büyük ölçüde değişmekte olup bu değişim 106 kökenin 

GXM yapısını analiz eden çalışmalarda bildirilmiştir.  GXM’deki ksiloz, mannoz ve glukuronik asit 

kalıntılarının molar oranları serotipe bağlı olarak farklılaşmaktadır [31].  

 

İlk çalışmalar, ana serotipler arasındaki asetilasyon ve ksilosil sübstitüsyonlarında 

farklılıklar olduğunu göstermiştir [31]. Bazı C. neoformans suşlarında GXM, tekrarlayan bir tek 

birimden oluşurken, diğer suşlarda polisakarit, çoklu birimler içerir. Ayrıca, aynı tekrarlayan 

birimler kümesini kullanan suşlar, genellikle GXM molekülü içindeki birimlerin oranı birbirinden 

farklıdır. Bu yapısal değişiklikler, hafif yapısal antijenik farklılıklara neden olur [28]. GalXM ile 

ilgili olarak, galaktoz, ksiloz ve mannozun molar oranları, farklı serotiplerde (GXM'de olduğu gibi) 

değişmekte; bu GalXM'nin aslında yakından ilişkili olduğu karmaşık bir polisakkarit grubudur. 

[32]. 
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C. neoformans kapsülünü spesifik olarak tanıyan birçok farklı MAb elde edilmiştir [33, 34]. 

Kapsülün ana bileşenine (GXM) karşı MAb'lerin geliştirilmesi, kapsülün kimyasal ve antijenik 

bileşimindeki inter-interserotip ve aynı zamanda intratren seviyeside dahil olmak üzere birden 

fazla düzeyde varyasyonun araştırılması için güçlü kanıtlar sağlamıştır. Aynı GXM molekülleri için 

etkinlikleri ve spesifikliği bakımından farklılık gösteren bir MAb grubu, GXM yapısının moleküler 

seviyede oldukça heterojen olduğu ve bu yapısal heterojenliğin çoklu epitopların ifadesine 

çevrildiği ile tutarlılık sağlamıştır [33, 34]. MAb'lerin kapsüle bağlanması değişkendir, halka ve 

nokta şeklinde iki bağlanma modeli tanımlanmış olup bu durum, kapsüldeki MAb'ların 

immünoglobulin M ile bağlanması olarak tarif edilmiştir [35].  

 

Flüoresans bağlanma modeli ile MAb'lerin koruyucu etkinliği arasında sırasıyla koruyucu 

ve koruyucu olmayan etkilerle korele olan halka şeklindeki ponksiyonlu paternler arasında bir 

ilişki vardır [35]. Bu veriler, koruyucu olmayan bir etkiye sahip enfeksiyon sırasında üretilen 

antikorların bağlanmasının, noktalayıcı bir bağlanma düzeni vermesi ile desteklenmiştir [36]. 

Bununla birlikte, bazı durumlarda, MAb'nin bağlanma düzeni, serotip A suşlarında halka şeklinde 

olan ve sivri uçlu noktalarda bulunan serotipine bağlıdır. Serotip D, kapsül yapısının serotipe 

bağlı olarak oldukça heterojen olduğu fikrini desteklemektedir. 

 

Kapsül yapısındaki heterojenlik, konakçı ile etkileşim sırasında önemli sonuçları 

olabilecek bir özellik olan antijenik ve biyolojik varyasyona çevrilme potansiyeline sahiptir. 

Kapsül yapısındaki değişikliklerin konakçı ile etkileşimin sonucunu etkilemesi, farklı serotip A 

suşlarından kapsüler olmayan mutantlardan izole edilmiş saflaştırılmış kapsüler polisakarit 

eklenmesinin fagositoz üzerinde farklı etkileri olduğu gözlemini desteklemektedir [37]. 

 

Sonuç olarak, kapsül yapısındaki değişiklikler, C. neoformans'ın fagositik hücreler 

tarafından tanınması ve buna bağlı olarak, immün tepkiden kaçışına katkıda bulunabilecek farklı 

immün yanıtların gelişmesi üzerinde derin bir etkiye sahip olabilmektedir. Konakçı ile etkileşim 

sırasında kapsülde yapısal ve antijenik değişiklikler tarif edilmiştir. Deneysel enfeksiyon 

sırasında, C. neoformans kapsülü, bazı MAb epitoplarının birikmesi ile gösterildiği gibi önemli 

yapısal değişikliklere uğramaktadır [37]. Aynı çalışmada, kapsül antijenik yapısının enfekte 

olmuş organa bağlı olarak farklı olduğu bulunmuş olup mantar hücre popülasyonu akciğerlerde 

ve dalakta beyinden daha homojen şekilde görülmüştür. Bu bulgular, kapsülün yapısal ve 

antijenik heterojenitesinde çevrenin önemini vurgulamaktadır. Kapsüler değişiklikler, fungal 

hücrelerin kan-beyin bariyeri boyunca geçişi ile ilişkilendirilmiştir [37]. Ayrıca, bu çalışma C. 

neoformans hücrelerinin, in vitro olarak ifade edilmeyen bir MAb için epitopları eksprese ettiğini 

ve dokudaki yeni polisakaritlerin ekspresyonunu belirttiğini göstermiştir. 
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C. neoformans kapsülünün çarpıcı bir karakteristik özelliği, zorlanma ve çevresel 

koşullara bağlı olarak boyut değişebilmesidir [38]. Kapsülün genişlemesi ilk enfeksiyon 

saatlerinde gerçekleştiği için bu morfolojik değişim enfeksiyon sırasında önemli bir rol 

oynamaktadır. Mantar hücreleri, kapsül büyümesini indükleyen çeşitli ortamlara yerleştirilerek 

in vitro olarak çoğaltılabilir. İn vitro kapsül büyütme olgusu, 1950'lerde Littman tarafından rapor 

edilmiş olup kapsül büyümesinin indüklendiği birkaç minimal ortamı tarif etmiştir. Daha sonra, 

demir sınırlaması, yüksek bir CO2 konsantrasyonu ve memeli serumu dahil olmak üzere başka 

koşullar tarif edilmiştir. Daha yakın zamanlarda, düşük miktarda besin maddesi ve hafif bazik pH 

içeren ortamların da kapsül büyümesini indükleyebildiği görülmüştür. Kapsül genişlemesini 

engelleyen faktörler, ozmotik basınç ve şeker konsantrasyonunda bir artış içermektedir [39, 40]. 

 

Bu koşulların kapsül büyümesindeki değişikliklere dönüşme mekanizmaları 

bilinmemektedir. İlginç bir şekilde, kapsül büyümesini indükleyen faktörler, memeli enfeksiyonu 

sırasında bulunan fizyolojik koşullara benzemektedir. Kapsül büyütme, önceden var olan 

polisakarit tamponlarının genişletilmesi ve/veya yeni polisakkarit moleküllerinin eklenmesi ile 

düşünülebilmektedir. Son zamanlarda yapılan çalışmalar, kapsül genişlemesinin, kapsülün yeni 

bir polisakarit ilavesiyle meydana geldiğini göstermiştir; bu, kapsülün yoğunluğunda, özellikle 

hücre duvarına yakın bölgelerde önemli bir artışa neden olmaktadır. Polisakarit moleküllerinin 

önceden var olanlara bağlanması, kendiliğinden birleşmeyle ortaya çıkmaktadır. İlginç bir 

şekilde, kapsül genişlediğinde, eklenen yeni polisakarit, farklı kimyasal ve fiziksel özellik 

gösterdiği gibi önceden var olan eski yapılardan farklı görünmektedir [41]. Yoneda ve Do-ering, 

kapsül büyümesi sırasında polisakkarit moleküllerinin boyut dağılımının, yeni molekül tipleri 

oluştukça kütle ve/veya yük değişiklikleri öneren bir gözlem olan jel elektroforez göçüne göre 

farklı olduğunu bulmuştur [42]. Kapsül büyümesinden önce ve sonra kapsüler polisakaritin 

ölçülmesi, kapsüler büyütme sırasında polisakarit moleküllerinin çapının arttığını göstermiştir 

[43]. Diğer araştırmacılar, antijenik kompozisyonu ve kapsülün boyutunun indüklenmesinden 

sonra fiziksel özelliklerini incelemiştir. Kapsül yoğunluğundaki değişikliklere ek olarak, kapsül 

genişlemesi, epitopların heterojen bir dağılımına ve kapsülün farklı bölgeleri arasında zeta 

potansiyelindeki farklılıklara neden olmaktadır. Bu bulgular, kapsül genişlemesinin, önceden var 

olan moleküllerden farklı fiziksel ve antijenik özelliklere sahip yeni polisakarit moleküllerinin 

birikmesiyle sağlandığı fikrini desteklemektedir. Kapsülün termal bölgesine göre yapıdaki 

farklılıklar, etkileşim sırasında da önemli sonuçlar doğurabilir, çünkü bunlar fagositik hücreler 

tarafından tanınmaya ek olarak antikorların ve tamamlayıcı proteinlerin lokalizasyonunu da 

etkileyebilmektedirler [37]. 
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Bazı araştırmacılar kapsül genişlemesinin gerçekleştirildiği mekanizmaları incelemiş ve 

bu çalışmaların genel yaklaşımı kapsülü genişlemeden önce etiketlemeyi içermekte olduğunu 

bildirmişlerdir. Böylece indüksiyondan sonra sinyalin lokalizasyonu yeni polisakaritin birikme 

şeklini izlemeyi mümkün kılmaktadır. İlk çalışmada, kapsülü etiketlemek için bir MAb 

kullanmıştır. Bu stratejiyi kullanarak, çalışmacılar MAb etiketlemesinin kapsül kenarına 

kaydırıldığını tespit ederek polisakkaritin kapsülün iç bölgesine eklendiğini ve eski polisakaritin 

dış bölgelere doğru yer değiştirdiğini ortaya koymuşlardır. Bununla birlikte, MAb'ın kovalent 

olarak polisakarite bağlanmadığı gerçeği, kapsül büyümesi sırasında MAb'nin konumunun sabit 

kalıp kalmamasına dair bir sorun ortaya çıkarmıştır. Bu sorunun üstesinden gelmek için başka 

bir çalışmada proteinler coğrafi belirteçler olarak kullanılmıştır. Antikordan farklı olarak, 

tamamlama proteini 3, kovalent bir tioester bağı ile kapsüle bağlanır ve sonuç olarak, kapsül 

kapsama büyütme sırasında yerine sabitlenmesi beklenmektedir [37]. 

 

Mikroorganizmalarda polisakkarit biyosentezi, mikrobiyal hücre duvarlarının ve 

kapsüllerinin, antimikrobiyal ilaçların ve aşıların hedefleri olarak önemli roller oynaması 

nedeniyle, çeşitli mikrobiyal türlerde detaylı olarak incelenmiştir. Bakterilerde hücre çeperi, 

yapısal polimer peptidoglikanı plazma zarının dış tarafında polimerize edilir [44]. Bakteriyel 

kapsüler polisakaritler, aktif bölgeleri ekstraktoplazmik ortama bakan plazma zarı 

glikosiltransferazları ile sentezlenir [43]. Mantarlarda, kitin ve glukan sentezlerinde, yapısal 

hücre duvarı polisakaritleri kitin ve glukanın sentezinden sorumlu olan enzimler, polisakarit 

polimerizasyonunun meydana geldiği fikrini destekleyen hücresel ekstrestoplazmik bölgeler 

olarak plazma zarına sahiptir [33]. Özetle, mikrobiyal polisakaritlerin hücre dışı 

polimerizasyonu, farklı mikroorganizmalarının ortak bir özelliği gibi görünmektedir. 

 

Kapsülün hücre duvarına sabitlenmesi, C. neoformans'ın patojenitesi için çok önemlidir, 

çünkü kapsül bileşenleri virülans için gereklidir. Kapsülün hücre duvarına takılmasından 

sorumlu olan bileşenler arasındaki etkileşimler yeterince anlaşılmamıştır, ancak polisakarit 

yüzey bağlantılarının karmaşık olduğu ve çok sayıda bileşen içerdiği konusunda artan kanıtlar 

vardır [31]. a-l, 3-Glukan, kapsül tutturma ile ilişkili ilk hücre duvarı bileşenidir [45]. Bozulmuş 

a-l, 3-glucan sentaz genlerine sahip kriptokokal hücrelerin normal düzeyde kapsül materyali 

sentezi vardır, ancak gözle görülür bir kapsül yoktur [31]. Ek olarak, glukanaz ile muamele 

edilmiş kapsüler olmayan hücreler, GXM'ye kusurlu bir şekilde bağlanmaktadır. Glukanlar ve 

GXM doğrudan bağlanabilse de, glukanlar ayrıca mantar hücresi duvarındaki diğer polisakaritler 

ve proteinleri de bağlayabilmektedirler. Glukan kaybı hücre duvarı düzeneğini bozabileceğinden, 

glukan bağlı hücre duvarı bileşenlerinin kapsül ile etkileşime girdiği hipotezi atılamaz. Aslında, a-

l,3-glukan sentezine sahip olmayan mutant hücreler, hücre duvarı glukanlarının bulunmamasının 
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bu bölmedeki diğer yapısal bileşenlerin kaybına yol açabileceği fikrini güçlendiren hücre 

duvarlarına sahiptir [31]. 

 

N-Asetilglukosamin veya bunun deasetillenmiş türevi, C. neoformans hücre duvarının 

montajında kilit rol oynar. Örneğin, kitin sentaz3 veya biyosentetik regülatör Csr2p'nin 

ekspresyonundan sorumlu genlerdeki mutasyonlar, virülansla ilişkili pigment melanini hücre 

duvarında tutma yeteneğini kaybetmiştir [46, 47]. Bu mutantlar ayrıca hücre duvarı melanin 

tutulmasını düzenlediği gösterilen kitosan sentezinde de kusurludur. C. neoformans kapsüler 

olmayan mutantlarının kitin hidrolizinden sorumlu enzim olan kitinaz ile muamele edilmesi, 

kapsüler bileşenlerin hücre duvarına dahil edilmesini engellemiştir. C. neoformans’ın kitinaz ile 

muamele edilmiş kapsüler olmayan mutantları hala çözülebilir polisakariti bağlamaktadır, ancak 

bunu hücre yüzeyinde gevşek bir polisakarit kat oluşumu ile sonuçlanan kusurlu bir şekilde 

yapmıştır. Bu bağlamda, kitin ile ilgili yapıların, C. neoformans'ın hücre duvarına bağlanan yapıda 

rol oynaması muhtemeldir. Aslında, hücre duvarı ile C. neoformans kapsülü arasında tekil 

yuvarlak veya kanca benzeri bağlantılar oluşturan kitosoligomerlerin varlığı yakın zamanda tarif 

edilmiştir. GXM'nin kitooligomerlere bağları dakiktir ve hücre yüzeyinin belirli bölgelerine, 

özellikle maya tomurcuklanmasına dahil olanlar için açıkça sınırlıdır; bu, kitin ile ilgili yapıların, 

hücre bölünmesi sırasında kapsül modellemesine dahil olduğunu düşündürmektedir. Bu 

gözlemler, hücre duvarı bileşenlerinin sentezinde beklenen rolüne ek olarak, kriptokoklardaki 

kitin metabolizmasının, kapsül sabitlemesine bağlanabileceğini göstermiştir [37]. 

 

Kapsül bileşenlerinin hücre duvarına sabitlenmesi, kapsül düzeneği için çok önemlidir. 

Bununla birlikte, ortamda ilave interpolisakarit etkileşimlerinin gerçekleşmesi beklenmektedir. 

Her ne kadar kapsül genişlemesi polisakkarit liflerinin uzamasıyla ilişkili olsa da ve kapsül 

boyutunun düzenlenmesi bireysel polisakarit molekülleri düzeyinde aracılık etse de, taramalı 

elektron mikroskobu görüntüleri, kapsül bileşenlerinin kendinden yapılabildiğini 

göstermektedir [48]. 

 

2.4. Melanin Yapı 

Cryptococcus neoformans’ın belirleyici özelliklerinden biri fenolik bileşik içeren ortamda 

büyüdüğü zaman hücre duvarında koyu renk pigment sentezlemesidir. Bu koyu renk pigment 

negatif yüklü yüksek moleküler kütleli, hidrofobik, şekilsiz ve çözünmeyen bir bileşik olarak 

tanımlanmıştır. Melanin pigmenti mikroorganizma tarafından üretilmekte olup mikrobiyal 

patogenez, malign melanom, parkinson ve vitiligo olmak üzere çeşitli hastalıklar ile 

karakterizedir [49, 50]. 
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Bir maddenin siyah ya da kahverengi olması, sulu veya organik sıvılar içinde çözülemiyor 

olması konsantre aside dayanıklı olması ve oksitleyici maddelerle ağartılmaya dayanıklı olması 

durumunda melanin olduğu kabul edilmektedir. Melanin üretimi ilk kez 1962’de Guizotia 

abyssinica tohum özleri içeren agar üzerinde kahverengi kolonileri gözlemleyen Staib tarafından 

tarif edilmiştir (Şekil 2) [51]. 

 

 
Şekil 2. C. neoformans’ın Staib Besiyerinde Melanin Pigmenti Oluşturması 

[15 Eylül 2019 tarihinde [https://www.slideshare.net/doctorrao/cryptococcus-neoformans-
9872069 adresinden erişildi.] 
 

 

C.neoformans’ta diğer Cryptococcus türlerine göre pigment üretimi daha hızlı ve daha 

belirgindir. C. neoformansta melanin sentezi, dışsal dihidroksifenolik veya poliaminobenzen 

bileşiklerini, moleküler oksijeni gerektirirken demir, bakır ve glikoz seviyeleri de dahil çeşitli 

faktörlerle düzenlenmektedir [52]. 

 

Spesifik olarak bir fenoloksidazın etkisiyle Ito tarafından modifiye edildiği gibi Mason 

Roper modelini takip eden bir lakkaz, eksojen substratlara karşılık gelen kininlere oksitlenmekte 

ve ardından sıralı polimerizasyon yoluyla kendiliğinden yeniden düzenlenmeye tabii tutulur bu 

sırada melanomkrom ve en sonunda melanin oluşmaktadır [53]. 

 

İki ana melanin türü vardır. Birçok melanin bu iki pigmentin birleşiminden oluşmaktadır. 

Bunlardan ilki Eumelanin, bu yapı koyu kahverengi ile siyah bir pigmenttir. Bir diğeri ise 

Pheomelanin, bu yapının kırmızımsı ile kahverengi yapıda olduğu gözlenmiştir [54]. Kriptokokal 
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melanin üzerinde yapılan çalışmalarda %0.4 sülfür bileşimi ve %7.5’lik C/N içerdiği gözlenmiştir 

[55]. 

 

Melanin yapısı Cryptoccocus enfeksiyonlarında virülansa dönüş, melanin üretiminin geri 

kazanılmasıyla ilişkilendirilmektedir. Zayıflatılmış virülansa sahip izolatlarda daha az 

polisakkarit kapsül yapısı ve daha yavaş büyüme oranı görülmüştür [56]. 

 

Lakkaz enzim spesifikliğinden sorumludur. Kriptokokal lakkaz 624 aminoasit ve 14 

intron içeren glikosile edilmiş bir proteindir. Neoformans melaninlerinin çoğu Lac1 tarafından 

ifade edilmektedir [52]. Lac1’in bozulması kriptokokal virülansın önemli ölçüde azalmasına 

sebebiyet vermektedir. Bu enzimin hem membranda hem de çözünebilir kısımlarda olduğu tespit 

edilmiştir [57]. Antikordan lakkaza yapılan çalışmalarda ise enzimin hem hücre duvarında hem 

de sitoplazmada bulunduğu görülmüştür. Lakkaz hücrede farklı şekillerde lokalize olmuştur. 

Lac1’in hücre duvarında Lac2’nin ise sitoplazmik olduğu halde Misaal ve arkadaşları Lac1’in 

ortamdaki substrat ile karşılaşmasının daha muhtemel olduğu ve melaninin hücre duvarına 

biriktirilmesinden daha fazla taşınma gerektirmeyeceği bir yerde olduğunu açıklamışlardır. Aynı 

grup Lac1 yokluğunda Lac2’nin ekspresyonu veya hücre duvarındaki boşluğu doldurmak için 

yeni bir protein ürünün üretilmesi nedeniyle hücre duvarı ve sitoplazmaya lokalize olabileceğini 

söylemiştir [37]. 

 

Lakkaz aktivitesi, l-epinefrinin melanine oksidasyonu yoluyla ölçülebilmekte ve Lac1 

glikoz konsantrasyonu, sıcaklık, mevcut azot kaynağı, demir iyonu konsantrasyonu ve bakır 

konsantrasyonu ile düzenlenmektedir. C. neoformans lakkazının l-dopa ile tepkimesi oksijen 

tüketimiyle sonuçlanmaktadır. Glikoz açlığı ve düşük sıcaklıklar (37 ° C'ye karşı 25 ° C), enzim 

miktarını arttırmakatdır [57]. Lakkaz aktivitesinin 37°C'de düşmesi, memelilerin bir virülans 

faktörü için olağandışı görünebilmekte, ancak bu sıcaklıktaki azalmış aktivitenin, 

melanalizasyonda hiçbir farklılık tespit edilemediğinden, küçük biyolojik etkilere 

dönüşebilmektedir. 25°C ve 37°C'de üretilen C. neoformans lakkazı, elektroforetik mobilite ve 

konkanavalin A bağlanmasında farklılıklar gösterir [57]. C. neoformans'ın pigment üretme 

kabiliyeti aynı zamanda büyüme için sağlanan azot kaynağına da bağlıdır. Glutamin, asparajin ve 

glisin gibi amino asitler güçlü pigment sentezi indükleyicileridir. Laktamın aktivitesinde, 

glütamin ve (NH4) 2S04'ü enzim aktivitesini arttırma kabiliyeti ile biyokimyasal farklılıklar 

kaydedilmiştir. Glutamin, serotip B olanlar hariç tüm izolatlarda lakkaz aktivitesini baskılar [58]. 

 

LAC1 transkripsiyonu demire ve bakıra duyarlıdır ve her iki iyon da CCC2 ve ATX 

genlerinin yerleştirilme mutajenezi yoluyla gösterildiği gibi melanizasyon için önemlidir [59]. Ek 
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olarak, bakır, bazı mutantlarda melanin eksikliği fenotipini bastırma yeteneğine sahiptir ve 

melanin düzenlemesine yardımcı olan bakır içeren veya nakil enzimi olan bir sinyal yolunda rol 

oynadığını göstermektedir. Bu, C. neoformans’ın virülans belirleyicilerinin uyumsuz bir 

düzenlemesi olduğu göstermektedir. Örneğin, demir gibi kapsüler polisakarit oluşumunu 

baskılayan uyarıcılar lakkaz aktivitesini arttırmaktadır [37]. 

 

Lakkazın enfeksiyon sırasında melanin ürettiği ve demiri okside ettiğine dair kanıtlar 

vardır [60]. Demir ayrıca melanine bağlanarak ve hücre dışı redoks tamponlama kapasitesini 

arttırarak C. neoformans patojenitesini arttırabilir, böylece patojene oksidatif öldürmeye karşı 

daha iyi koruma sağlamaktadır [37]. 

Yüksek çözünürlüklü mikroskopi teknikleri, melanin granulü yaklaşık 40-130 nm 

çapında, kabaca benzer boyutlara sahip ayrı, küresel granüller tarafından oluşturulduğunu ve 

TEM analiziyle melanin granülü iki ila beş katmanlı bir eş merkezli düzende düzenlendiğini 

ortaya koymuştur. İlginç bir şekilde, tomurcuklanan hücrelerden izole edilen melanin granulü 

daha az melanine sahiptir, ancak ana hücreye göre tomurcuğun büyüklüğü arttıkça daha kalın bir 

melanin tabakası gözlenmiştir. Bu veriler, muhtemelen daha fazla melanin partikülü katmanı 

eklenerek melanin birikiminin yaşla arttığını gözlemlemesiyle tutarlıdır. Melanin oluşumu ana 

hücreden melanin türetmek yerine tomurcukta da görülür ve tomurcuklanan hücreler benzer 

şekilde kendi kapsüllerini oluşturmaktadır [61]. 

Ortamda melaninin, C. neoformans'ı, termo bozulma, radyasyon (UV, güneş, gama) ve ağır 

metaller (gümüş nitrat) dahil olmak üzere çeşitli gerilimlerden koruduğu düşünülmektedir [62]. 

C. neoformans'ın hidrolitik enzim sindirimine karşı koruma sağladığını gösteren in vitro 

çalışmalar tutarlıdır; ancak melanize edilmemiş C. neoformans hücreleri, hidrolitik enzimler 

tarafından bozulmaya karşı oldukça hassastır [63]. Tam koruma mekanizması belirlenmemiş olsa 

da melanin bozulmalarını önlemek için bazı hidrolitik enzimleri ve bunların alt tabakalarını 

bağlayabilmektedir [64]. Bu nedenle, melaninin kriptokok hücre duvarında biriktiği göz önüne 

alındığında, melaninin, hücre duvarı bileşenlerini, doğrudan hidrolitik enzimleri etkisiz hale 

getirerek ve/veya substratlarla bağlanarak ve mayayı enzimlerden koruyarak koruması 

mümkündür. Örneğin melanin, C. neoformans'ın aşırı sıcaklık, nem ve asitlik derecelerinde 

hayatta kalmasını kolaylaştırır. Ayrıca, melanin mayayı çeşitli radyasyon türlerine karşı korur 

[55]. Organizmanın olası ekolojik nişlerinden biri çürüyen ağaçlardır ve melanin üretimi C. 

neoformans’ın polifenol bileşiklerini parçalama kabiliyeti ile ilişkili olabilmektedir [37]. Melanize 

mantar türü, Çernobil'deki hasarlı reaktör gibi yüksek sabit radyasyon seviyelerine maruz kalan 

ortamlarda bulunmaktadır. Bu bulgu, nükleer reaktör havuz suyundaki bakterinin melanin 

üreten türlerin keşfedilmesine ve laboratuvar gözlemine uygun olarak, melaninin radyasyondan 

korumada rol oynadığını göstermektedir [65]. 
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Melaninin mikrobiyal virülansa ve antimikrobiyal bileşiklere karşı klinik direncine katkısı 

geniş bir şekilde gözden geçirilmiştir [66]. Melanin, mantarı konak immün tepkisinden koruyan 

ve bir immünomodülatör olarak işlev gören önemli bir virülans faktörüdür [67]. Melanin, in vitro 

ve in vivo olarak fagositoza karşı C. neoformans direncini arttırmaktadır [68]. Melanin, mantar 

hücrelerini konakçı efektör hücrelerin ürettiği oksijen ve azot kaynaklı oksidanlara karşı koruma 

kapasitesine sahip güçlü bir antioksidandır [69]. 

 

Genetik çalışmalar, oksijene duyarlı mutantlar ile melanin üretemeyenler arasındaki 

bağlantıyı doğrularken, hücresel araştırmalar, melaninin C. neoformans'ı hem konakçı 

hücrelerden hem de oksijen azot kaynaklı oksidatif hasardan koruduğu hipotezini desteklemiştir 

[70]. 

Melaninin, immün yanıtlara müdahale ederek immünomodülatör bir bileşik olarak C. 

neoformans patojenitesine katkıda bulunduğuna dair önemli kanıtlar vardır. Melanin ayrıca C. 

neoformans'a karşı immün yanıtta da rol oynayabilmektedir, çünkü değişik derecelerde melanine 

sahip suşlar farklı miktarlarda tümör nekroz faktörü alfayı indükler ve farklı şekilde T-hücreli 

lenfoproliferasyonu uyarır [71]. Tamamlayıcı sistem, özellikle en iyi fagositoz ve mantar temizliği 

ile sonuçlanan polisakkarit kapsül üzerine C3 tamamlayıcı fragmanının biriktirilmesiyle 

kriptokokal enfeksiyonlara karşı dirençte kilit bir rol oynamaktadır. Melaninler, tamamlayıcıyı 

aktive etme kabiliyetine sahip olmalarına rağmen, kriptokok hücre duvarında bulunmakta ve bu 

nedenle, çevreleyen polisakarit kapsülü nedeniyle hücre dışı ortama önemli ölçüde maruz 

kalmaları muhtemel değildir [37].  

 

Bu nedenle, melaninin, kapsül küçük olmadıkça veya belirgin bir şekilde bozulmadıkça, C. 

neoformans enfeksiyonu sırasında kompleman sisteminin bileşenleri ile etkileşime girmesi 

imkansızdır [72]. Melanize C. neoformans hücreleri, antifungaller amfoterisin B ve caspofungine 

karşı melanize edilmemiş hücrelere göre daha az hassastır. Amfoterisin ve kaspofunginin, mantar 

belirtecine maruz bırakılmadan önce melanin ile inkübe edilmesi, antifungal aktivitelerini C. 

neoformans'a karşı antifungal aktivitelerini önemli ölçüde azaltırken, itrakonazol, flukonazol ve 

flusitozin inkübasyonunun antifungal etkinlik üzerinde etkisi olmamıştır [73]. Ayrıca, melanin 

granülleri arasındaki sıkı boşluklar, amfoterisin B (moleküler kütle, 924 g / mol) ve kaspofungin 

(molekül kütlesi, 1.093.5 g / mol) gibi büyük ilaçların C. neoformans hücrelerine girmesini 

engelleyebilmektedir [66]. Melanin, C. neoformans'ın hayatta kalmasına ve patogenezine katkıda 

bulunan birçok hayati rol oynar ve maya hücrelerinin akciğerden beyine yayılması için lakkaz 

gerekmektedir. Ancak, melanizasyon süreciyle ilgili detaylarda hala bazı eksiklikler vardır. 
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2.5 Hücre Duvarı  

 

Mantar hücre duvarları, temel olarak polisakaritler, proteinler, mannoproteinler ayrıca 

lipitler, pigmentler ve inorganik tuzlar dahil olmak üzere farklı bileşenlerden oluşmaktadır. 

Temel çerçeve genel olarak korunmakla birlikte, polisakkaritler hücre duvarının yaklaşık %80-

90'ını oluşturmakta olup, mantar krallığı arasında önemli bir çeşitlilik vardır. Yaygın olarak hücre 

duvarı yapısında glukoz (a ve β-glukan), mannoz (proteine bağlı N ve O bağlantılı mannan) ve N-

asetilglukosamin (kitin) polimerleri bulunmakta ve hücre çeperinin sentezi ve bakımı çok sayıda 

biyosentetik ve sinyalleşme yolu içermektedir [38]. 

 

Cryptococcus'un hücre duvarının biyokimyasal analizi, hücre duvarının dış tabakası ile 

bağlantılı olan ekzopolisakkarit kapsülünün varlığı ile karmaşıklaşmıştır. Çok bol miktarda 

bulunan kapsüler glukuronoksilomannan ve galaktoksilomannan polimerleri, hücre çeperi ile 

birleşir ve standart polisakarit analizine müdahale etmektedir. Bu sorunun aşılması ve hücre 

duvarı kompozisyonunu tanımlamak için cap67Δ ve cap59 gibi kapsülü olmayan suşlar 

kullanılmıştır [74]. Bu çalışmalar kriptokokal hücre duvarının α-1,3-glukan,-1,3– ve β-1,6 

bağlantılı glukanlar ve kitin içerdiğini ortaya koymuştur. Bu çalışmalara dikkat çekilmesi, kapsülü 

olmayan mutantlardaki kusurların iyi tanımlanmadığından, kapsül olmayan duvarın vahşi tip C. 

neoformans duvarı için iyi bir model olduğu açıkça tespit edilmemiştir. Ek olarak, C. neoformans, 

bitkisel hücre duvarı kitinin etkisiz hale getirilmiş türevi olan kitosanı önemli miktarda 

içermektedir [75].  

 

Monosakarit analizi, glukoz ve N-asetilglukozamin / glukozaminin, sırasıyla %86 ve %7.3 

oranında saflaştırılmış hücre çeperleri içeren iki birincil şeker olduğunu belirlemiştir [74]. 

Kriptokokal hücre duvarının ayrıca mannoproteinler, lipitler ve pigment melanin dahil olmak 

üzere polisakkarit olmayan bileşenler içerdiği gösterilmiştir. 

 

Çoğu hücre çeperi polisakariti, plazma zarında bir sentaz proteini ile sentezlenmektedir. 

Bu enzimler, sitoplazmada bulunan nükleotid, şeker alıcılarından şeker monomerlerinin 

değişimini katalize etmek için alanlar paylaşan mantarlar arasında yüksek oranda 

korunmaktadır. Oluşan zincir uzadıkça, diğer hücre duvarı bileşenleri ile son bağlanma için 

sentaz proteini tarafından oluşturulan plazma membranında bir gözenek içinden geçirilmektedir. 
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2.5.1 α-1,3-glukan 

 

Hem patojenik hem de patojenik olmayan birçok Cryptococcus türünün hücre 

duvarlarında α-1,3-glukan bulunduğu gösterilmiştir [74]. İmmünoelektron mikroskopi 

çalışmaları, öncelikle dış hücre duvarına a-1,3-glukanı lokalize etmiştir. Polimere serpiştirilmiş 

baskın bağlanma glikozları için α-1,3-glukan olarak adlandırılırken, bağlantıların yaklaşık % 3'ü 

a-1,4'tür [74]. 

 

2.5.2 β-1,3-glukan 

 

S. cerevisiae ve diğer ascomycetous funguslarında β-1,3-glukan majör yapısal bir bileşen 

olup toplam hücre duvarı kütlesinin %30 ila %60'ını içeren en bol β-glukandır [76, 77]. Bu yüzde 

C. neoformans'ta belirgin derecede düşüktür [74]. 

Bununla birlikte, C. neoformans, β-1,3-glukan inhibitörlerine karşı daha az hassastır [78]. Bu 

duyarlılık eksikliğini açıklamak için literatürde birkaç hipotez öne sürülmüştür. Bir olasılık, C. 

neoformans'ın duyarlı ascomycetlerden daha az β-1,3-glukan içerdiğinden, sentezini bloke etmek 

yeterince zarar vermez. Thompson ve diğ. C. neoformans'ın tek bir FKS1 genine sahip olduğunu 

ve bunun silinmesinin yaşayabilirlik kaybına neden olduğunu bulmuştur [79]. 

 

2.5.3 Kitin / Kitosan 

 

1,-1,4-bağlı N-asetilglukosaminin (GlcNAc) bir homopolimeri olan kitin, kabukluların 

kabuğunda ve neredeyse tüm mantarların hücre duvarlarında ve doğada en bol bulunan 

polimerlerden biridir. Kitin zincirleri H + yapıştırma yoluyla mikrofiber brilyalar halinde 

düzenlenmekte ve böylece hücreye mükemmel bir güç ve sağlamlık kazandırmaktadır [80]. 

 

Kitinin etkisiz hale getirilmiş şekli olan kitosan, genellikle doğada, kitinden daha az 

miktarda olup birçok mantar türünün hücre duvarında bulunmaktadır. S. cerevisiae ve diğer 

ascomycetes'ler, askosfer duvarında sadece kitosan içermektedir [81]. Bu nedenle, ilk kitosan 

üretimi çalışmaları, hücre duvarı kitosanının önemli seviyelerini üreten M. rouxii kullanılarak 

yapılmıştır [82]. Kitosan, N-asetilglukozaminin glukozamine CDA'lar tarafından enzimatik 

dönüşümü yoluyla kitinden elde edilmektedir [83]. Büyüme evresindeki Cryptococcus hücreleri, 

kitinin> %65'ini deasetilat etmektedir [84]. 

 

Melanin pigmenti, hücre çeperi ile bağlantılı bir kriptokokal virülans belirleyicisidir. 

Melanin üretemeyen C. neoformans suşları, virülansı ve makrofajlar tarafından fagositoza uğrama 
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oranını azaltmıştır. Melanin immünojeniktir ve hücre duvarındaki varlığı, büyümeyi önleyen 

antikorların üretilmesini sağlamaktadır. Melanize hücreler, antifungallere karşı artan bir dirence 

sahiptir. Melanin sadece enfeksiyonda değil, aynı zamanda çevrede de önemli fonksiyonlara 

sahiptir. Toksinler, aşırı sıcaklık ve UV de dahil çevresel strese karşı korunma için kritik öneme 

sahip olup redoks tamponu olarak işlev görerek oksidanlara karşı koruma sağlamaktadır [85]. 

 

Melanin, lakkazın etkisiyle üretilmektedir. C. neoformans genomu, iki glikoz içermekte 

olup bunlar; LAC1 ve LAC2’dir. İlki glukoz açlık koşulları altında baskın aktiviteye sahip olan bir 

hücre duvarı ile ilişkili enzimi ifade eder [86]. C. neoformans melanininin yapısının fenol ve 

indolün çapraz bağlı polimerleri olduğu düşünülmektedir. Melanin hücre duvarı polisakaritlerine 

veya proteinlerine çapraz bağlanabilen oldukça kararlı bir ağ oluşturmak için hücre duvarında 

biriktirilmektedir. Melanin, sitoplazmayı, lipidleri ve proteinleri gideren sert kimyasal işlemlere 

dirençli olup, hücre şeklini koruyan melanin "hayaletlerinin" üretilmesine neden olmaktadır. Bu 

melanin hayaletleri taramalı ve transisyonel elektron mikroskobu, atomik kuvvet mikroskobu ve 

nükleer manyetik rezonans ile kapsamlı bir şekilde analiz edilmiştir [87]. Bu araştırmalar, 

melaninin, hücre duvarında, 40 ila> 100 nm arasında değişen ve 10 ila 300-diameter çaplı 

gözenekler içeren yoğun paketlenmiş granüllerin konsantre katmanlarında biriktirildiğini ortaya 

koymuştur. Yaşla gözenekler azalırken melanin tabakasının kalınlaştığı görülmüştür [87]. 

 

Kapsülü olmayan ve kapsüllenmiş kriptokok hücrelerinin transmisyon elektron 

mikroskobu ile incelenmesiyle hücre duvarında zara bağlı veziküllerin varlığı ortaya 

çıkarılmıştır. Bu veziküller, kapsül bileşeni olan glukuronoksilomannan, proteinler, pigmentler 

(melanin) ve glukosilseramid dahil olmak üzere çeşitli yapıları içerir. Melaninin, daha sonra hücre 

duvarına hapsolmuş ve küresel melanin granüllerini üreten bu veziküllerin içinde sentezlendiği 

varsayılmıştır [38]. Hücre duvarı bir zamanlar katı, statik bir yapı olarak görülmesine rağmen 

mevcut görünümü, yüksek dereceli hücresel yapıların büyümesini, bölünmesini ve gelişimini 

hesaba katarak yeniden düzenleyen dinamik bir organeldir. Bazı hücre duvarı bileşenleri, çeşitli 

dış koşullara yanıt olarak yukarı veya aşağı doğru düzenlenebilmektedir. Mantar hücre duvarı 

birkaç farklı bileşen içermekte olup yapıları ve sentez mekanizmaları hakkında çok şey 

anlaşılmaktadır. Bununla birlikte, bu bileşenlerin nasıl yeniden düzenlendiğini ve birbirine nasıl 

bağlandığı henüz tam anlaşılamamıştır. 

 

Hücre duvarı düzenlemesi, bitkisel büyüme sırasında tomurcuklanma ve hifler gibi 

karmaşık çiftleşme yapılarının oluşumu için esastır. S. cerevisiae ve diğer mantarlarda kitinaz 

tomurcuk oluşumu için esastır ve cinsel üremeye katılmaktadır. Cryptococcus, dört kitinaz genini 

ve bir tek N-asetilheksosaminidazı (HEX1) kodlar. İlginçtir ki dört kitinaz geninin ya da üçünün 
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HEX1 ile kombinasyon halinde silinmesi, Cryptococcus’un cinsel gelişimini engellemesine 

rağmen, aseksüel büyümeyi olumsuz etkilememiştir [88]. Bu veriler, C. neoformans'da 

tomurcuklanma sırasında hücre duvarının yeniden yapılanma mekanizmasının diğer 

mantarlardan çok farklı olduğunu göstermektedir. 

 

2.5.4 Fosfolipaz B1 

 

Hücre dışı proteom analizinde tespit edilmeyen birkaç şifreleme proteini de hücre 

duvarında lokalize edilmiştir. Bu protein virülans faktörü olan Plb1'dir [89, 90]. Plb1, memeli 

plazma membranında ve pulmoner yüzey aktif maddede bulunan fosfolipidleri hidrolize 

edebilmektedir ve konakçı akciğer dokusunun istila edilmesi ve enfeksiyonun yayılması için 

gereklidir [89, 90]. Plb1’in hücre duvarında yoğunlaşmış olup hücre yüzeyinden salgılanan 

kriptokokal plazma zarında bulunmuştur [91]. 

 

2.5.5 Lakkaz 

  

C. neoformans hücre duvarındaki bir başka önemli protein, melanin pigmentinin 

üretiminden sorumlu iki enzimden biri olan lakkaz 1'dir (Lac1). Lakkaz ayrıca normalde 

makrofajların fagolizozomunda biriken toksik demir bağımlı fenton ürünlerinin oluşumunu da 

önler, bu da makrofajlar içindeki C. neoformans'ın hayatta kalmasında lakkaz için olası bir rol 

olduğunu göstermektedir. Lakkaz, virülans için açıkça önemlidir. Bir Lac1 suşu, intravenöz bir 

fare enfeksiyon modelinde virülansı hafifletmiştir [92].  

C. neoformans ayrıca, bazı kanonik olmayan proteinlerin kriptokok hücre duvarında 

bulunmasına rağmen, birçok mantar türünün hücre duvarlarında kolayca bulunan PIR protein 

sınıfına yönelik belirgin homologlardan yoksundur. Hücre duvarının temel bileşiminin ötesinde, 

diğer belirgin özellikler arasında melanin biriktirme kabiliyeti, kapsüler polisakaritler ile 

birleşme ve gözle görülebilir tomurcuklanma için gerekli olan kitinazların gerekliliği 

sayılabilmektedir [37]. 

 

2.6. MAT Lokusu  

 

Mantarlarda seksuel üreme, hücre tipi kimliği, hücre hücresi füzyonu ve zigotu 

düzenleyen çiftleşme tipi (MAT) lokusu olarak bilinen genomun özel bir bölgesi tarafından 

yönetilmektedir. Biprotlarik mantarlarda iki cins cinsiyet vardır; bipolar ve tetrapolar. Bipolar 

türlerde cinsiyet, genellikle biallelik olan tek bir MAT lokusu tarafından yönetilirken, tetrapolar 

türlerde, genellikle çok alelikli olan iki bağlantısız MAT lokusu, cinsel üremeyi koordine 
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etmektedir [120]. Bu genomik bölgenin fungal biyolojide türlerin kimliği ve başarısındaki 

merkezi önemine rağmen, filum içindeki türler arasında önemli ölçüde farklılık göstermektedir. 

Genel bir prensip MAT lokusu DNA bağlanma transkripsiyon faktörleri ile kodlamaktadır ve 

bazidiomiçetlerde MAT lokusu feromonları ve feromon reseptörlerini de kodlanmaktadır [37]. 

 

Son zamanlarda yapılan araştırmalar, mantarlarda ve cinsiyet kromozomlarında MAT 

lokuslarında muazzam plastisite ve metazoanlarda fonksiyonlarını ortaya koymaktadır. 

Cryptococcus neoformans ve Cryptococcus gattii, insanlarda ve hayvanlarda zatürree ve menenjite 

neden olan basidiomiçet maya patojenleridir. Her iki türün de a ve α hücrelerini içeren bir bipolar 

çiftleşme sistemine sahip olduğu bilinmektedir.  

 

C. neoformans serotip A ve C. gattii popülasyonlarının benzersiz bir özelliği, klinik ve 

çevresel izolatların büyük çoğunluğunun (> A serotipinde >%99.9), a çiftleşme tipinin 

popülasyonun ~% 10'unu oluşturduğudur. Afrika'daki Sahra altı bölgesinden izole edilen 

popülasyon dışında, oldukça nadir görülmektedir [121].  

 

Klinik ve çevresel izolatlar arasında α ve a hücrelerinin prevalansı arasındaki şiddetli 

çarpılma, MATα hücrelerinin bazı koşullar altında MATa hücrelerine göre daha uygun olabileceği 

hipotezine yol açmıştır. Kongenik a ve α  suşlarını karşılaştıran virülans çalışmaları yapılmıştır. 

Her iki serotip D JEC20 / JEC21 ve NIH433a / NIH433α arka planlarında, a hücreleri bir hücreden 

daha virülenttir [122]. Bununla birlikte, D B-3501 serotipinde, kongenik suşlar (B-3501a / B-

3501α) eşit derecede virülenttir. Kongenik serotip A suşu H99 (MATα) ve KN99a suşu arasında 

virülansta bir fark gözlenmemiştir, ancak iki suş farelere koinfekte edildiğinde, a hücreleri, 

merkezi sinir sistemine girmek için kan-beyin bariyerini geçme konusunda daha büyük bir 

yetenek göstermiştir [123]. Ek olarak, monokaryotik meyvelerden geçme yeteneğinin ise α 

hücrelerine bağlı olduğu gösterilmiştir [37]. 

 

Çiftleşme tipi, virülans ve gelişme arasındaki ilginç bağlantılar, MAT lokusunun moleküler 

doğasına olan ilgiyi yoğunlaştırmıştır Moore ve Edman, diferansiyel klonlama ile α tipine özgü ~ 

35 ila 45 kb'lik bir bölge belirlemişlerdir, bu da MAT'in diğer bilinen mantarlara kıyasla C. 

neoformans'da genişlediğini göstermiştir [124]. Bu lokus içerisindeki çiftleşmeyle ilgili genleri 

tanımlamak için, alt klonlamadan türetilmiş çeşitli fragmanlarla hücrelerin transformasyonu ve 

a-hücrelerinde konjugasyon tüpü oluşumunu indüklediği 2.1 kb'lik bir bölgenin olduğu 

bulunmuştur. Dizi analizi, bir açık okuma çerçevesinin diğer mantar feromon öncüleri ile 

benzerlik paylaştığını ortaya koymuştur [124]. Bu gen, MFa1’dir ve MAT lokusunda tanımlanan 

ilk gen olmuştur. Diğer karakterizasyon, STE11, STE20 ve STE12 içeren mitojenle aktive olan 
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protein kinaz (MAPK) sinyalleşme katılan genlerin, ~ 50 kb'lik bir MAT bölgesine gömülü 

olduğunu ortaya çıkarmıştır [125]. İki ilave feromon geni, MFα2 ve 3, feromon reseptörü CPRα 

(STE3α) ve bir MATα'ya özgü miyosin geninin, MAT lokusunun, C. neoformans’da en az ~ 50 kb'ye 

çıkmış olduğu bulunmuştur [125]. 

 

SXI1α'nın keşfi (~ 55 kb) daha önce tanımlanmış olan MAT lokus bölgesinden, ya 

SXI1α'nın ikinci bir MAT lokusunu temsil ettiğini ya da MAT büyüklüğünün beklenenden daha 

büyük olduğunu öne sürmüştür. MAT'ın tam moleküler yapısını belirlemek için, Lengeler ve ark. 

MAT lokusunu, JEC20 (a) ve JEC21 (α) serotipinden ve H99 (α) ve 125.91 (a) serotipinden A 

suşlarından klonlanmış ve dizilmiş nükleotit sekansı ve sinten analizlerine dayanarak, MAT 

büyüklüğünün ~ 105 ila ~ 130 kb arasında olduğu ve C. neoformans'ın MAT lokusunun, tipik 

olarak bilinen diğer birçok fungal MAT lokusuna kıyasla çarpıcı şekilde genişlediğini gösterir 

[120].  

 

Tüm MAT lokusu, genetik bir haçta tek bir birim olarak kalıtılır, bu, kendi kendine 

doğurgan ve steril bir soy oluşmasını önleyen cinsiyet belirleyici bölgelerin kilit bir özelliği olan 

rekombinasyonun lokus boyunca bastırıldığını gösterir [37]. Ayrıca MAT, 10 geri çapraz dizisinde 

stabil bir şekilde kalıtsaldır, çünkü orijinal ebeveynler ile 10 geri çaprazdan türetilen soy arasında 

Southern blot analizinde bir fark gözlenmedi ve aynı zamanda rekombinasyonun bu bölgede 

bastırıldığı fikrini destekledi [37]. 

 

Bu genişletilmiş MAT lokusunun gen içeriği nedir? Dizi analizleri, bu lokasyonda ~ 25 

genin, ~%50 MAT içeren kodlandığını ortaya koydu. Çoklu transpozon kalıntıları ve tekrarlayan 

diziler de hem a hem de allellerde bulunur [37]. MAT'ta kodlanan genler arasında, homeodomain 

proteinleri ve feromon / reseptör (P / R) genleri, Ustilago maydis gibi tetrapolar 

bazidiomycetlerde evrensel olarak bulunan cinsiyet kimliği için beklenen merkezi 

regülatörlerdir. Tetrapolar mantarlarda, bağlanmamış iki MAT lokusundan biri homeodomain 

proteinlerini kodlar ve diğeri feromonları ve feromon reseptörlerini kodlar. Cinsiyet belirleme 

için kritik olan bu bileşenlere ek olarak, eşleşmede rol oynayabilecek birkaç gen de loküse dahil 

edilmiştir. Örneğin, feromon sinyallemesinde yer alan STE20 a/α, STE11 a/a ve STE12 a/α ve 

SPO14, RUM1 ve BSP1 mayoz veya sporülasyona katılabilir. CID1, Schizosaccharomyces 

pombe'da S-M kontrol noktası kontrolü için gerekli olan bir proteindir [126]. 

 

Farklı serotipler ve çiftleşme türleri arasındaki gen içeriği, benzer bir atadan ayrıldıklarını 

düşündüren oldukça benzerdir. Bununla birlikte, gen düzeni, farklı çiftleşme türleri, çeşitleri ve 

kardeş türleri arasında daha uzun mesafelerde tutulduğu MAT dışındaki dizilerin aksine geniş bir 
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düzenlemeye tabi tutulmuştur [37]. İstisnalardan biri, MAT lokusunun ayrılmaz bir parçası olmak 

yerine, her iki bölgedeki a allelini sabitleyen gen dönüşümünün neden olduğu, serotip D soyunda, 

yan bölgede üç genin (IKS1, BSP3 ve NCM1) mevcut olmasıdır. Çiftleşme türleri, atalardan bir alel 

kaybıyla sonuçlandı ve sonuç olarak bu genleri MAT'tan çıkardı [37]. 

 

Üç Cryptococcus soyunda MAT genlerinin filogenetik analizleri, MAT lokusunun 

genlerinin dört farklı tabakaya sınıflandırılabileceğini göstermiştir. İlk kategori, feromonlar ve 

feromon reseptörleri gibi genleri ve MAPK sinyal yolunda yer alan genleri içeren “eski sınıftır”. 

Çiftleşme türüne özgü bir düzende kümelenirler. “Orta I” ve “orta II” olarak adlandırılan ikinci ve 

üçüncü kategoriler, aynı zamanda bir eşleşme türüne özgü bir düzende kümelenen genlerdir, 

ancak iki eşleşme türünün alelleri daha yüksek bir benzerlik yüzdesini paylaşır; bu nedenle, iki 

allel arasındaki filogenetik desen eski sınıf kadar farklı değildir. Son kategori, türe özgü bir 

filogenetik örüntü sergileyen genlerden oluşan “yakın sınıf” dır ve a ve α alelleri arasındaki 

dizi%90'dan fazla nükleotit kimliğini paylaşır. MAT genlerinin filogenetik ağaçlarının farklı 

desenleri evrimsel kökenlerini yansıtır ve bu genlerin evrimin farklı zaman noktalarında 

kademeli olarak elde edildiğini gösterir [37]. Bu analizler, Cryptococcus MAT lokusu için bir model 

önerisine yol açmıştır. Fraser ve diğ. bu alışılmadık şekilde büyük MAT kümesinin, bir lokusun 

homeodomain protein transkripsiyon faktörlerini kodladığı ve diğerinin feromonları ve feromon 

reseptörlerini kodladığı bir atalara ait tetrapolar sistemden geliştiğini ileri sürdü. İki ataların 

bulunduğu yer bir dizi gen edinimi ile genişledi ve bir kromozomal translokasyon gerçekleşti ve 

iki kümeyi bir çiftleşme tipinde bir bitişik MAT aleline birleştirdi. Bu geçiş aşamasında, alellerden 

biri, bağlanmamış iki MAT lokusundan bir tek MAT lokusuna geçişi tamamlarken, diğeri hala 

bağlanmamış iki MAT lokusu sergiler. İkinci alel iki MAT LAC1'nın birbirine paralel 

rekombinasyon yoluyla füzyonu yapıldığı zaman bipolar duruma daraltılmış olan bu geçişli 

eşleşme durumunu "tripolar" olarak adlandırılmıştır [37]. 

 

2.7. Üreme Yapısı  

 

Cryptococcus neoformans ve Cryptococcus gattii, otuz yıldan uzun bir süredir bilinen bir 

seksuel döngüye sahiptir [93]. Her iki türde, çiftleşme tipi (MAT) lokusu tarafından 

düzenlenmekte olup bipolar çiftleşme sistemine sahiptir ve çiftleşme, karşıt çiftleşme tipindeki 

(a ve α) hücreleri arasında gerçekleşmektedir (Şekil 3). 
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Şekil 3. Crptococcus Üreme Yapısı (MAT) 

 

a ve α haploid maya hücreleri, besin sınırlayıcı koşullar altında a-α hücre hücre 

füzyonunu tetikleyen peptid feromonları salgılamaktadırlar. Füzyondan sonra, hücreler 

filamentli büyümeye geçerek iki çekirdekli birleşme oluşmaktadır, ancak ortaya çıkan 

dikaryotik hifada kaynaşma gerçekleşmemektedir. Kelepçe hücreleri, iki çekirdeğin hifal 

büyüme sırasında tam olarak ayrıldığından emin olmak için oluşturulmaktadır. Blastosporlar 

(maya benzeri hücreler) hifadan tomurcuklanabilmekte ve mitotik olarak bölünebilmektedir. 

Bazı hifal hücreler de büyüyüp klamidyosporları oluşturabilir. Bazidiumda, iki çekirdek (a ve 

α), dört bazidiospor zinciri oluşturmak için kaynaşır ve mayoz oluşturur. Hücre füzyonunun 

hemen ardından a ve α haploid maya hücreleri arasındaki nükleer füzyonun takip edildiği 

durumlarda, heterozigos diploid a / α maya hücreleri oluşturmaktadır. Bu diploid hücreler 
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kaynaşmamış kelepçe hücreleri ile monokaryotik hifa üretmektedir. Sonunda da basidiumda 

mayoz ortaya çıkar ve a ve α çiftleşme tiplerine sahip basidiosporlar üretilmektedir (Şekil 3). 

 

Aynı cinsiyette çiftleşme sırasında ise bir çiftleşme tipindeki hücreler, endoduplikasyon 

veya hücre-hücre ve nükleer füzyon ile diploid hale gelmektedir. Diploid monokaryotik hifa, 

önceki hücreye kaynayan ilkel kelepçe bağlantıları oluşturmaktadırlar. Blastosporlar ve 

klamidosporlar da meyvelerde üretilmektedirler. Ardından basidiumda mayoz gerçekleşip 

haploid bazidiosporlar dört zincir halinde üretilmektedir. Alternatif bir modelde, haploid α 

hücreleri, haploid çekirdekli monokaryotik hipha üretir ve diploidizasyon, bazidiumda 

meydana gelmekte ve bunu takiben sadece α ya da sadece a çiftleşme tipine sahip sporlar 

üretmek için mayoz bölünme gerçekleşmektedir (Şekil 3). 

  

1966'da Shadomy ve Utz, sarkoidozu olan kriptokokal selülit ve osteomiyeliti olan bir 

hastadan izole edilen bir C. neoformans (Coward suşu = NIH12) suşunda hiphal oluşumunu 

bildirmiştir. İlk olarak, türün Cryptococcus cinsinin hipha yokluğundan dolayı o zamanki tanı 

kriterlerinden biri olan C. neoformans'ın hif oluşturucu bir mutantı olduğunu varsaymışlardı. 

Daha sonra, Shadomy, NIH12 suşu da dahil olmak üzere iki C. neoformans suşu tarafından 

oluşturulan hiphada bazidiomiçet mantarların bir özelliği olan kelepçe bağlantılarını gözlemledi 

[37]. 

 

Kwon-Chung kelepçe bağlantısının, Bazidiomiçetlerin bir özelliği olduğunu ve yalnızca C. 

neoformans'ın nadir görülen suşlarının katı besiyerinde hif ürettiğini ve C. neoformans'ın seksuel 

döngüsünü tamamlamak için cinsel açıdan uyumlu suşlarla çiftleşmeyi gerektiren heterotallik bir 

bazidiomiçet olabileceğini belirtmiştir [37]. 

 

Çiftleşme için uyumlu soyların var olup olmadığını belirlenmesi amacıyla, NIH12 suşu 

(serotip D) çoğunlukla çevresel kökenli olan ve rastgele seçilen 20 serotip D suşu ile 

çaprazlanmıştır. Test edilen 20 suştan, ikisi güvercin dışkılarından elde edilmiş NIH430 ve 

NIH433 olup NIH12 ile çiftleştirilmiş ve bilinmeyen bir teleomorf üretmiştir. Kalan 18 suş da, 

NIH433 ve NIH430 ile başarılı bir şekilde eşleştirilmiştir ve bu zıt çiftleşme tiplerinin kayda değer 

bir oranını ortaya koymuştur. Bu 20 suş ile çiftleşme sonuçlarına dayanarak, Filobasidiella 

neoformans, C. neoformans'ın cinsel durumu olarak tanımlanmıştır. Filobasidiella cinsini, 

Basidiomycota'nın diğer üyelerinden ayıran özelliği, flask-şekilli ince holobasidia'nın tepesinde 

dört adet uzun baziptal küçük bazidiosporun (1.8-2.5 inm çapında) zincirlerinin oluşmasıdır [94]. 
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Bazidiospor zincirleri, dört bölgeden basidianın zirvesinden tekrarlanan tomurcuklanma ile 

üretilmekte ve her bir bazidiospor, postmiyotik mitozun bir ürünüdür [94]. 

Cinsel üreme genetik olarak farklı cinsiyetler arasında çiftleşme tipi lokusu (MAT) ile 

genetik olarak düzenlenir bu bölge genellikle idiomorf veya alleler arasındadır. MAT'ın moleküler 

yapısı ilk defa, tomurcuklanan maya Saccharomyces cerevisiae'de belirlenmiştir. S. cerevisiae'da, 

hücre tipine özgü genlerin ekspresyonunu yöneten transkripsiyonel aktivatörleri ve 

baskılayıcıları kodlayan a ve α olmak üzere iki farklı MAT aleli görülmüştür [37]. Alfa 

hücrelerinde α domain transkripsiyon faktör α1, α spesifik genin aktivasonunu eksprese ederken 

α2 ise a-spesifik genlerin (asg) ekspresyonunu baskılar. a hücrelerinde, a bölgesi transkripsiyon 

faktörü a1, a-spesifik genlerin (asg) ekspresyonunu etkinleştirmek ve a-spesifik genlerin (asg) 

ekspresyonunu baskılamak için homeodomain transkripsiyon a2'nin aktivasyonundan 

sorumludur. Bir hücrede asgs, homeodomain transkripsiyon faktörü a1'in bağımsız olarak ifade 

edilir ve şimdiye kadar, bilinen hiçbir haploide spesifik fonksiyon a1'e tanımlanmadı. Hem a hem 

de α hücreleri, uygun koşullar altında mayoz geçiren üçüncü hücre tipi olan a / α diploidleri 

oluşturmak için çiftleşme yeteneğine sahiptir. Diploid hücrelerde, homeodomain proteinler a1 ve 

α2, haploid-spesifik genlerin ekspresyonunu bastırmaya ve mayoz ve sporülasyonu yöneten 

genlerin ekspresyonunu desteklemeye yarayan bir heterodimer oluşturmaktadır [37]. 

 

Ascomycete soyundaki türlere ek olarak, MAT lokusları Basidiomycota'da ve daha yakın 

zamanda, mantarlarda bir bazal grup olan Zygomycota'da tanımlanmış ve karakterize edilmiştir 

[98]. MAT'ın gen içeriği türler arasında değişir; bununla birlikte homeodomain, α-domain veya 

High-Mobility Group (HMG) alanlarını koruyan transkripsiyon faktörlerinin, MAT lokusu 

tarafından kodlanması ve cinsel üremeyi yönetmek için ana düzenleyiciler olarak işlev 

görmesidir. 

C. neoformans, a ve α olmak üzere iki çiftleşme tipini içeren iki kutuplu bir çiftleşme 

sistemine sahiptir. MAT lokusu tarafından kodlanan ~ 20 gen arasında, homeodomain proteinleri 

Sxi1α ve Sxi2a, hücrelerin cinsel kimliğini sağlayan anahtar düzenleyicilerdir [95]. MAT lokusu 

ilk önce genomdaki 50 kb'lik bir alanı kapsayacak şekilde tanımlanmıştır; ancak bu tanımlanan 

MATα bölgesini diploid hücrelerde silmek, a / α hücre kimliğini ortadan kaldırmamıştır. 

 

C. neoformans, doğada ağırlıklı olarak haploittir ve beslenme sınırlandırmasına veya 

spesifik sinyallere cevap olarak cinsel üreme (çiftleşme ve mayoz) meydana gelmektedir. Bu, tipik 

olarak doğada diploid olan S. cerevisiae'nin tam aksinedir. S. cerevisiae'de bol miktarda besin 

varlığında haploid izolatlar arasında eşleşme olmaktadır, oysa mayoz azot sınırlaması ve asetat 

varlığı ile tetiklenmektedir. Ek olarak, ışık ve sıcaklık gibi diğer çevresel ipuçları da C. 

neoformans'ın çiftleşmesini etkilemektedir [37]. 
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C. neoformans'ın seksuel döngüsünün keşfedilmesinden sonra, çiftleşmeyi sağlayan 

koşullar tanımlanmaya çalışılmıştır. İlk önemli bulgulardan biri, çiftleşmenin laboratuvarda rutin 

olarak gerçekleşmesine olanak sağlayan V8 suyu içeren katı besiyerinde verimli bir şekilde 

gerçekleştiğinin keşfedilmesidir [96]. V8, sebzenin suyundan üretilip ve piyasadan kolaylıkla 

temin edilebilmektedir. SLAD (süper düşük amonyum dextrose) [50 μM (NH4) 2S04] ve filament 

agar (ilave nitrojen kaynağı yok) gibi azot sınırlayıcı ortam da çiftleşmeyi destekler ancak V8 

agarı kadar verimli değildir. %2 glikoz, 38 μM (NH4) 2S04 veya her ikisinin eklenmesi, V8 

ortamında çiftleşmeyi engellemez ve bu nedenle, çiftleşmeyi destekleyen bazı aktif bileşikler, V8 

ortamında bulunmaktadır. Daha önceki çalışmalar, aktif bileşiklerin suda çözünür, ısıya dayanıklı 

ve 10 kDa'dan daha düşük bir moleküler ağırlığa sahip olduğunu göstermiştir [37]. 

 

V8 suyuna ek olarak, havuç ve domates suyu da çiftleşmeyi desteklemektedir. Ayrıca, 

birkaç Cryptococcus türü ağaçlardan ve fermente meyvelerden izole edilebilmekte, bu da C. 

neoformans ve C. gattii’nin doğasının cinsel üremesine katkıda bulunabilecek potansiyel bitki-

mantar etkileşimlerinin olabileceğini düşündürmektedir. Bu hipotezi keşfetmek için, Arabidopsis 

thaliana ve Okaliptüs camaldulensis fideleri, potansiyel mantar-bitki etkileşimlerini incelemek 

için model olarak kullanılmıştır. Bu modellerde, Xue ve ark. bitki yüzeyinde çiftleşmenin 

olabileceği keşfetmişlerdir. Myo-inositol ve bitki hormonu indoleasetik asitin (IAA) çiftleşmeyi 

uyardığı tespit edilen bitki kaynaklı iki ana bileşiktir [37]. Bitki doku kültüründe yaygın olarak 

kullanılan Murashige ve Skoog (MS) besiyerinde, kolonilerin kenarlarında bol miktarda 

basidiospor zincirleri üreten C. neoformans'ın sağlam bir şekilde eşleştiği gözlemlenmiştir. V8 

birleşme ortamı üzerinde sınırlı miktarda spor ve filament üreten standart serotip A referans 

suşları H99 ve KN99a için bile, iki suşu MS ortamı üzerinde biriktirmek son derece bol 

sporülasyona yol açmaktadır. MS, tanımlanmış bir ortamdır ve miyoinositol (100 mg / litre) MS 

ortamındaki çiftleşmeyi indükleyen bileşik olarak belirlenmiştir. Daha önce yapılan bir 

çalışmada, V8 suyunun 16.675 mg / litre myoinositol içerdiği ve bu myoinositol seviyesini içeren 

MS ortamının sağlam çiftleşmeyi desteklediği bildirilmiştir. Bu nedenle myoinositol, V8 suyunda 

Cryptococcus'un çiftleşmesini uyaran bir faktördür [97].  

 

Miyoinositol'e ek olarak, IAA'nın ayrıca düşük konsantrasyonda (<100 mcM) çiftleşmeyi 

artıran ve in vitro olarak myoinositol ile sinerjistik olarak etki eden başka bir bitki türevi bileşik 

olduğu tanımlanmıştır. Bu ilginçtir, çünkü IAA'nın S. cerevisiae istilacı büyümeyi indüklediği 

gösterilmiştir. Bu kanıtların tümü, doğadaki mantar-bitki etkileşimlerinin, C. neoformans ve C. 

gattii'nin cinsel döngüsünde önemli bir rol oynayabileceğini göstermektedir [37]. 
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Işık, organizmaların çoğunun algılayabileceği ve yanıt verebileceği kritik bir çevresel 

ipucudur. Mantarlarda ışık, sirkadiyen ritim, pigmentasyon, cinsel ve aseksüel üreme gibi bazı 

fizyolojik ve gelişimsel süreçleri düzenlerken, bazı türler bunlara karşı kördür [37]. Işık algılama 

mekanizmaları, beyaz yakalı proteinlerin (WC-1 ve WC-2) ışık tepkilerini düzenleyen merkezi bir 

kompleks oluşturduğu Neurospora crassa modelinde en iyi şekilde anlaşılmaktadır. 

Araştırmacılar C. neoformans'ın ışık tepkisini, folyo içinde eşleşen plakalarla örtüşme çiftleşmeyi 

arttırırken, eşleşen plakaları sabit beyaz ışık altında bırakmanın eşleşmeyi engellediğini ortaya 

çıkarmıştır. Moleküler seviyede, korunan beyaz yakalı genler BWC1 ve BWC2, ışık tepkilerini 

düzenleyen fotoreseptörleri kodlamak için tanımlanmıştır. İlginç bir şekilde, BWC1 ve BWC2 

mutantları zayıflatılmış virülans sergiler, bu da çiftleşmeye ek olarak ışık algılamanın C. 

neoformans'ın virülansı için de kritik olabileceğini düşündürmektedir [98]. 

 

Su ve CO2 de C. neoformans'ın çiftleşmesini etkileyen ve her yerde bulunan iki sinyaldir. C. 

neoformans'ın çiftleşmesi katı yüzeylerde meydana gelmekte olup ve sıvı kültürlerde hiç 

gözlenmemiştir. Standart V8 eşleşme ortamı%4 agar içerir (normal ortam %2 agar içerir) ve 

eşleştirmenin daha kurutulmuş koşullarda (plaka kapaklarında) daha dayanıklı olduğu 

gözlenmiştir. Suyun nasıl algılandığı bilinmese de CO2 çiftleşmede birçok rol oynamaktadır. 

Yüksek bir CO2 konsantrasyonunda (%5), çiftleşmenin erken evresi boyunca hücre-hücre 

füzyonu normal ortam koşulları ile (~%0.036) karşılaştırıldığında <%1'e düşürülmektedir. Bu 

muhtemelen yüksek CO2 koşullarında çiftleşme işleminde feromon geninin indüksiyonunun 

erken inhibe edilmesinin bir sonucudur. İlginç bir şekilde, cinsel gelişim kademesinin aşağı 

akışındaki bir olay olan basidiospore oluşumu için CO2’nin gerekli olduğu görülmüştür [99]. 

 

C. neoformans genellikle kuş dışkılarından izole edilmekte ve çalışmalar, güvercin guano 

içeren besiyerinin C. neoformans serotip D izolatlarının büyümesini ve cinsel gelişimini 

desteklediğini göstermiştir [100]. Daha yeni bir çalışmada, Nielsen ve ark. ilginç bir şekilde, hem 

C. neoformans (var. grubii ve var. neoformans) hem de C. gattii'nin güvercin guano ortamı 

üzerinde yetişmesine rağmen, her iki çiftleşme tipindeki hücrelerin biriktirilmesi durumunda 

sadece C. neoformans'ın sağlam bir şekilde çiftleştiğini bulmuşlardır [101]. Güvercin guano 

besiyerinde kültürlenen suşlarda standart V8 eşleştirme besiyerinde kültüre kıyasla daha fazla 

filament, basidia ve basidiospor gözlenmiştir. Aksine, güvercin guano besiyeri, C. gattii'nin tipik 

olarak ağaçlardan izole edildiği ancak kuş dışkısından izole olmadığı gerçeğini 

desteklememektedir. Bu bulgular, güvercin guano besiyerinin C. neoformans için gerçek bir 

ekolojik niş olduğunu ve C. gattii'nin doğada cinsel döngüyü tamamlamak için farklı çevresel 

sinyallere cevap verebileceğini göstermektedir [101]. 
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Korunan sinyal yollarının mantarlardaki gelişimi ve fizyolojik tepkileri düzenlediği 

bilinmektedir. C. neoformans'ta bu korunmuş yolların birkaçının cinsel üremeyi düzenlediği 

gösterilmiştir. Bunlar arasında, feromonla ve mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) sinyal 

kaskadı ve besin algılayan cAMP yolu, ökaryotlarda en iyi anlaşılan sinyalleme yolları arasındadır 

[37]. 

 

Feromon sinyalleşme yolu, Ascomycota ve Basidiomycota'da korunur. Bu yoldaki en fazla 

akışkan bileşenin homologları olan feromon reseptörleri, birçok türde tanımlanmış ve 

karakterize edilmiştir [102, 103]. C. neoformans'da, MAT kodlu feromon reseptör genleri STE3a 

(CPRa) ve STE3α (CPRa) feromon algılaması ve cinsel gelişim için önemlidirler [100]. Feromon 

reseptörlerinin ekspresyonu, V8 birleşme ortamı üzerinde çiftleşme sırasında indüklenir ve YPD 

(maya özü, pepton, dekstroz) ortamı gibi besin açısından zengin koşullar altında zorlukla 

saptanabilmektedir. Feromon reseptörlerinden yoksun mutantlar ciddi çiftleşme kusurları 

sergilemektedir ve feromon algılaması için bozulmaktadır. İlginç bir şekilde, STE3a mutantının 

bir murin virülans modelinde daha az virülan olduğu bildirilmiştir, bu da konağın içindeki 

virülansın düzenlenmesinde ilave roller oynayabileceğini düşündürmektedir. Feromon 

reseptörleri, reseptör aktivasyonu üzerine hücreye sinyal ileten heterotrimerik G proteinlerine 

bağlanır. Üç G protein a alt birimi, Gpa1, Gpa2 ve Gpa3, C. neoformans genomunda kodlanmıştır 

[37]. 

 

2.8. Ekolojik Yapı 

 

Genetik olarak izole edilmiş C. neoformans, C. neoformans var. grubii (serotip A) ve C. 

neoformans var. neoformans (serotip D),% 95-96 aynı DNA dizi kimliğini paylaşmaktadırlar [104]. 

Ek olarak, diploid AD hibritleri genellikle çevresel numunelerden ve hasta numunelerinden izole 

edilmektedir [105, 106].  

C. neoformans'ın doğal rezervuarları olarak çok farklı iki habitat dikkat çekmektedir; 

yabani güvercinlerin (Columba livia) dışkıları ve çürümüş odun. Birçok ağaç türünün çürümüş 

bölgelerinden serotip A, D ve AD hibritlerinin suş izolasyonu yapılmıştır [106]. 

 

C. gatti de C. neoformans ile benzer ortamlardan izole edilmiştir. Mevcut kanıtlar çürümüş 

ahşabın C. gattii için birincil ekolojik bir niş olduğunu ve coğrafi konumlara bağlı olarak, çeşitli 

yerli ağaçların bu türü barındırabileceğini göstermektedir. Örneğin, C. gattii, Avustralya'daki 

okaliptüs ağaçlarından, Kolombiya'daki badem ağaçlarından ve güneybatı Kanada'daki köknar 

ağaçlarından çok uzun süre izole edilmiştir. Buna karşılık, C. neoformans, güvercin dışkısı ile iyi 

bir yakınlığa sahiptir [106, 107]. Çok daha az sıklıkla, diğer kuşların dışkıları ile de ilişkili 
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habitatlardan izole edilmiştir. Cryptococcus'un türleri fermantatik değildir ve subtropik 

ortamlarda UV ışığı ve 44 ° C'nin üzerindeki sıcaklıklarda tür inhibe edilmektedir [37].  

 

Kuş habitatlarından yapılan izolasyonlardan başlayarak yapılan dışkı analizleri, 

kurutulmuş güvercin dışkılarının C. neoformans'ın büyümesi ve zenginleştirilmesi için 

mükemmel doğal bir substrat sağladığını belirlenmiştir. Bu ortamda, maya hücreleri yüksek üre, 

katekolamin ve diğer azotlu bileşik konsantrasyonlarını katabolize edebilmektedir [108]. Ayrıca 

lakkaz üretmektedirler ve UV radyasyonuna, aşırı sıcaklıklara, oksidatif bileşiklere karşı bir 

miktar koruma sağlayan kuş gübresiyle melanize olmaktadırlar. Melanin ayrıca gümüşü ve diğer 

toksik ağır metalleri şelatlar ve bozunma enzimlerine karşı korumaktadır [109]. Ek olarak, kuş 

dışkıları rakip veya zararlı mikropları engelleyebilmektedir. Örneğin, bazı Candida ve Pichia 

türleri, C. neoformans'a karşı aktif olan öldürücü toksinler üretmekte olup pH 4 ila 6'da aktif olan 

bu öldürücü suşlar, güvercin ve kanarya dışkısından izole edilmiştir. Ancak, C. neoformans daha 

asidik koşulları tercih edebilmektedir [110]. 

 

Bu çevresel niş, son derece iyi bir insan kriptokokoz kaynağıdır. Güvercin gübrelerinin C. 

neoformans'ı barındırdığı görülen yerlerde, havanın maya hücrelerinin veya bazidiosporlarının 

aerosollerini veya her ikisinin bir karışımı tespit edilmiştir. Güvercin gübresinden izole edilen 

maya hücreleri minimal boyutta kapsüller olma eğilimindedir [111, 112]. 

 

2.9. Çevre Ve Konak; Genomik Yaklaşım 

 

HIV ile uzun süredir devam eden mücadele ve 1990'lerde yüksek derecede aktif 

antiretroviral tedavinin (HAART) gelişmesine rağmen, kriptokokozdan hala her yıl 600.000'den 

fazla insanın bu hastalıktan öldüğünü tahmin ederek, özellikle gelişmekte olan ülkelerde bir 

sorun olmaya devam etmektedir [37]. Cryptococcus türleriyle enfeksiyon genellikle AIDS'i 

tanımlayan bir hastalık olarak kabul edilirken, Vancouver Adası'ndaki C. gattii salgını, C. 

neoformans türlerinin kompleksinin, konakçı bağışıklık savunmasından kaçınması ve hastalığa 

neden olma potansiyeli altındadır. 1999'da araştırma topluluğu içindeki bir grup, C. 

neoformans'ın yalnızca tek bir ökaryotik genom dizisinin tamamlandığı bir zamanda dizilebilme 

olasılığını tartışmıştır [113]. 

 

2005 yılında, birbirine yakın iki serotip D suşunun genom dizisinin ilk raporu 

yayınlanmıştır. 19 Mb'de ve tahmini 6.500 genle, genom fiziksel olarak Saccharomyces 

cerevisiae'nın genomunan yaklaşık %50 daha büyüktür, ancak benzer sayıda gen içermektedir. 

Sıralama tamamlandıktan sonra üç C. neoformans suşu için ek açıklama aşamasında, A H99 
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serotipi ve BR265 ve WM276 serotipleri açıklanmıştır. Bu nedenle, C. neoformans araştırmacıları, 

evrimsel ayrışma ve patojenik kabiliyette farklılık gösteren izolatları temsil eden beş tam genom 

sekansına sahip olmalarıyla mikoloji araştırma topluluğu arasında olağandışı bir konumdadır 

[114]. 

 

C. neoformans'ın patogenezi hakkında fikir edinmek için başka bir yaklaşım, virülans 

faktörü olan lakkazı, virülans için bir taşıyıcı markör kullanarak mutantları taramak olmuştur 

[115]. LAC1 geni tarafından kodlanan lakkaz, C. neoformans'da, bir dizi immünomodülatör 

molekül üretmek için konakçı hücre katekolaminlerini kullanan iyi bilinen bir virülans 

faktörüdür. Enzim tarafından üretilen görünür melanin pigmentlerini in vitro olarak kullanır ve 

böylece lakkaz mutantları katekolamin içeren ortamlarda büyütüldüğünde kolayca beyaz 

koloniler olarak tanımlanmaktadır. Tüm mutantların ayrıca lakkaz yapısal genin mutantlarından 

çok daha büyük, azaltılmış virülans göstermesi bakımından şaşırtıcı derecede başarılı olmuştur. 

Bu, lakkazın kriptokok virülansındaki merkezi rolünün bir göstergesidir, sadece bir 

oksidoredüktaz olarak enzimatik aktivite açısından değil, aynı zamanda virülans olarak 

adlandırılan, virülansla ilişkili ekspresyon ağları içindeki merkezi yerleşimi sayesindedir [37]. 

  

1990'lı yılların başında bir MATa ve MATα serotip D suşları seti geliştirilmiştir [37]. En 

yaygın kullanılan soy kümelerinden biri haline gelmişlerdir. Kongenik MATa ve MATα suşları 

JEC20 ve JEC21 arasındaki virülanstaki fark, çiftleşme tipi ve virülans arasındaki bağlantıyı 

araştırmak için alanı etkilemiştir [37]. Bu gözlem ile aynı suşları ters çaprazlanmış ve bağımsız 

olarak yeniden üretilmiştir. Ancak durum suşa bağlı görünmektedir, çünkü bağımsız bir konjenik 

serotip D suşu seti için, MATa ve MATα ebeveynleri arasında virülansta bir fark yoktur [116].  

 

Dünya çapında, A serotipi, C. neoformans'ın klinik formu olduğu kadar çevresel formu 

olarak da baskındır. Bu serotip için genetik bir sistem, bir çiftleşme tipinin bir türünün 

tanımlandığı 2000 yılına kadar zor gibi görünmüştür [117]. Bununla birlikte, bugün bile, 

Botswana'da küçük bir nüfus ve Avrupa'da sporadik izolasyon dışında Amerika Birleşik 

Devletleri dahil birçok alanda MATa türü bulunmamaktadır [118, 119]. Bu çiftleşme tipinde 

kongenik çiftlerin gelişimi, serotip A suşlarını kullanarak genetik çalışmaları kolaylaştırmıştır 

[37]. Bununla birlikte, birçok serotip A suşunun çiftleşme etkinliği serotip D suşlarına göre daha 

düşüktür ve hızlı genetik analiz yapmak veya C. neoformans'ta cinsel süreci incelemek isteyen 

araştırmacılar için serotip D birçok avantaj sunmaktadır. 
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2.10. Çevresel Niş 

 

Kriptokokoz vakalarına sırasıyla 100 ve 40 yıl önce keşfedilen iki kardeş tür olan 

Cryptococcus neoformans veya Cryptococcus gattii neden olmaktadır [127]. Cryptococcus türleri 

çevrede bulunmaktadır ve büyümeleri sırasında, maya hücreleri bazidiosporlar ile hava yoluyla 

bulaşabilmekte, insanlar veya diğer omurgalılar tarafından solunabilmekte, konakçıda doğal ve 

immün tepkiler ortaya çıkaran bir pulmoner enfeksiyon oluşturabilmektedirler. Bu işlem 

sırasında, maya hücrelerinin latent veya uyku halinde olması gelecekte reaktivasyon potansiyeli 

ile sekanse edilmesine veya merkezi sinir sistemine yayılma eğilimi olan aktif hastalıklara yol 

açabilmektedir. Bu sonuçlardan bir veya daha fazlası ortaya çıkabilmekte olup bunlar birbirinden 

ayrı değildir sırayla veya aynı anda oluşabilmektedirler [128].  

 

Kriptokokal hastalıkta ilerleme, tek veya multiorgan tutulumu ile subakut veya kronik 

olabilmektedir. Bu olayların manifold varyasyonları tarif edilmiştir ve kümülatif kanıtlar hemen 

hemen her sistemik kriptokokal enfeksiyonun bireysel konakçı ile sona erdiğini göstermektedir 

[129]. Omurgalı konakçıların spektrumu geniştir. Çoğu kriptokokoz vakası, immün yetmezliği 

olan kişilerde görülmektedir [130]. C. neoformans ve C. gattii'ye ek olarak, C. albidus, C. laurentii, 

C. adeliensis, C. humicolus, C. uniguttulatus ve C. luteolusdahil olmak üzere başka birçok 

Cryptococcus türüyle nadir enfeksiyonlar bildirilmiştir [37]. 

 

Patojenik Cryptococcus'un çevresel izolasyonu, Friedrich Staib'in C. neoformans'ın, niger 

tohumları ile desteklenmiş besiyerinde (Guizotia abyssinica) yetiştirilmesiyle, hücre 

duvarlarında melanin oluşumuna neden olmuştur ve bu fenotipin, kahverengi ile siyah renkte 

koloniler ürettiğini keşfetmiştir [131]. Bu pigmentin oluşumu, uzun melanin polimerleri üretmek 

için çeşitli difenolik substratları oksitleyen lakkaz ile katalize edilmektedir. Uygun bir substratta 

birkaç günlük bir büyümenin ardından koloniler, kolayca tanınabilen bir renk ve zaman zaman 

mukoit bir görünüm kazanmaktadırlar. Staib’in agar besiyeri, klinik laboratuvarlarda C. 

neoformans ve C. gattii tanımlarını onaylamak için, özellikle steril olmayan numunelerde 

(örneğin, cilt, idrar) pozitif olarak reaksiyona giren patojenik mantarlar olarak 

kullanılmaktadırlar [132]. 

 

Pigment oluşumu yani melanin lakkaz enzimi ile oluşturulmakta olup bu Cryptococcus 

türleri için önemli bir virülans faktörüdür ve substratları katekolaminler içermekteir. Hücre 

duvarlarının melanizasyonu mayaları konak savunmasından korumaktadır [133, 134]. 

Hücrelerin, güvercin dışkısında büyümesi gibi doğal koşullar altında melanin ürettiği 

gösterilmiştir ve melanin, hücreleri, metalik iyonlar, bozunma enzimleri, yüksek sıcaklıklar, UV 
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ışığı gibi olumsuz çevresel koşullardan korumaktadır [135]. Melanize kriptokok mayaları, 

amipler ve balçık kalıpları gibi fagositik çevresel yırtıcılarla öldürülmeye karşı daha dirençlidir. 

Melaninin ve kapsülün birleşik antifagositik özellikleri, memelilere bulaşabilme yeteneğini 

açıklayabilmektedir [136]. 

 

Çevresel örnekler toplandıktan sonra, Cryptococcus'un en iyi şekilde geri kazanılması için 

mümkün olan en kısa sürede işleme alınmaları gerekmektedir. Staib'in besiyerinin mevcut 

formülasyonları, niger çekirdeği ekstraktı, glikoz, agar, antibakteriyeller (örneğin, kloramfenikol 

ve gentamisin) ve bifenil ile tamamlanmaktadır [137, 138]. Katı ve yarı-katı numuneler steril su 

veya tuzlu su içinde kuvvetlice karıştırılıp, partiküllerin çökelmesine izin verilip, 

berraklaştırılmış üst kısım seyreltilip, Staib'in agarı üzerine ekimi yapılmaktadır. 30 °C'de 

inkübasyona bırakılıp günlük olarak kahverengi görünüm için kontrol edilmektedir. Potansiyel 

kriptokokal koloniler pasajlanıp tanımlanmaktadır.  

 

David H. Ellis, C. gattii'yi Okaliptüs camaldulensis'ten izole eden ilk kişidir. Bu bilimsel 

keşif, ağaç rezervuarlardaki Cryptococcus'un küresel arayışını ateşlemiştir ve sonunda C. 

neoformans ve C. gattii'nin birçok ağaç türünde yaşayabileceğinin farkına varılmıştır [37]. C. 

gattii'yi herhangi bir çevresel numuneden izole etme prosedürü C. neoformans için tarif edilenle 

aynıdır. Bununla birlikte, C. gattii'nin kritik tanımlanması, sadece C. gattii'nin ortama mavi bir 

renk verdiği diferansiyel besiyeri olan canavanin-glisin-bromotimol mavisi agarının 

geliştirilmesiyle sağlanmıştır [132]. 

 

C. neoformans ve C. gattii'nin tanımlanmasının ötesinde, bu türlerin genetik 

karakterizasyonu ve enfeksiyon kaynağının yanı sıra kriptokokozun klinik belirtileri, yönetimi ve 

prognozu ile ilgili tüm sonuçları ayırt etmek gerekmektedir. Cryptococcus türleri ökaryot 

olduklarından, büyük genlere sahiptirler ve virülans belirleyicileri poligenik ve karmaşıktır. 

Örneğin, C. neoformans ≈20.2 Mb genom boyutuna, 14 kromozoma ve tahmini 6.500 gene sahiptir 

[139].  

 

2000’li yılların gelişiyle yeni verilerin hızlı bir şekilde elde edilmesi, Cryptococcus'un 

klinik ve çevresel izolatlarının önemli ölçüde fenotipik ve genetik çeşitlilik gösterdiğini 

doğrulamıştır. Bu çeşitlilik, tarihsel ve/veya mevcut evrimsel süreçlerin yanı sıra gen değişimi ve 

kromozomal düzenlemeler için çoklu mekanizmaları yansıtabilmektedir. Örneğin, 

Cryptococcus'un göze çarpan, karşılaştırmalı genomiklerle ABD Pasifik Kuzeybatı'sında devam 

eden benzersiz suşların patlak vermesiyle, genetik bilgi alışverişinde bulunacak yeni 

mekanizmaların keşfedilmesiyle gösterilmiştir [140]. 
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Yeni klinik veya çevresel izolatlar, anahtar fenotiplerle C. neoformans veya C. gattii olarak 

hızlı bir şekilde tanımlanabilmektedir. Kapsüllenip, tomurcuklanan mayalar ve diğer 

Cryptococcus türleri benzer şekilde üreaz üretirler, ancak sadece patojenler 37 °C'de büyür ve 

Staib'in niger besiyerinde kahverengi koloniler geliştirmektedirler [141]. 

 

2.10.1 C. neoformans 

 

C. neoformans’ın AIDS ile ilişkili enfeksiyonlarının büyük çoğunluğu, kolaylıkla ortamdan 

izole edilebilen kozmopolit VNI suşları popülasyonundan kaynaklanmakta ve VNII suşları da her 

kıtadaki insanlarda enfeksiyona neden olup çok az izolasyonu olmuştur [138]. Bugüne kadar VNB 

suşları olan tüm klinik vakalar Sahra altı Afrika'da veya Brezilya'da meydana gelmiştir. VNIV 

(serotip D) ve VNIII (AD hibritleri) suşları dünya genelinde çevre ve hastalardan izole edilmiştir. 

Bununla birlikte, VNIII ve VNIV ile enfeksiyonlar, Avrupa'da önemli ölçüde az görülmektedir 

[138, 142]. HIV / AIDS ve bağışıklık sistemini baskılayan, güçlü nedenler olmasına rağmen, 

immün yetmezlikte C. neoformans enfeksiyonlarının da sayısız raporu vardır. Bu görünüş olarak 

“normal” konaklarda, akciğer enfeksiyonları daha sık görülüp yayılma da meydana gelmektedir 

[141, 143]. 

 

2.10.1.2. C. neoformans'’ın Çevresel Kaynakları 

 

Hastalarda olduğu gibi, her iki C. neoformans çeşidi, C. neoformans var. grubii ve C. 

neoformans var. neoformans, çevreye küresel olarak dağılmıştır, ancak A serotipi her yerde 

bulunmakta ve serotip D Avrupa'da daha yaygın görülmüştür. Serotip A suşları, çoğu kriptokokoz 

vakası ve AIDS'li hastalarda vakaların %95'inden sorumludur [129]. C. neoformans her yerde 

bulunan bir tür olmasına rağmen, Kuzey Rusya, Kanada ve İskandinavya gibi bölgelerde tropikal 

ve ılıman bölgelere göre daha az yaygındır [144, 145]. 

 

2.10.1.3. Ağaçlar 

 

C. neoformans son yıllarda, Arjantin, Kolombiya, Brezilya, Hindistan, Güney Afrika, 

Tayland dahil olmak üzere dünyanın çeşitli yerlerinde, çeşitli ağaçlardan artan sayıda 

bildirilmiştir. Bu nedenle, C. neoformans, kuşların yanısıra ağaçlarda da bulunmaktadır [146-

155]. 
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2.10.2. C. gattii 

 

C. neoformans'ın aksine, küresel epidemiyolojik çalışmalar, C. gattii ile enfeksiyonların 

çoğunun immünokompetan kişilerde meydana geldiğini sürekli olarak göstermiştir. Önemli 

sayıda klinik izolatın genotiplendiği coğrafi bölgelerde, her bir alt grubun nispi prevalansı 

değişme eğiliminde olup gözlemlenen modellerin şu andaki VGII enfeksiyonu salgını olduğu gibi 

kararlı mı yoksa gelişmekte mi olduğunu belirlemek için daha fazla veri gerekmektedir [156]. 

Güney Amerika'da dört alt grubun tümü rapor edilmiştir, ancak daha fazla vaka VGII ve VGIII ile 

ilişkilendirilebilmektedir [157]. Afrika'da HIV / AIDS prevalansı en yüksektir, ancak C. gattii 

insidansı düşüktür ve bildirilen enfeksiyonların çoğu VGIV kaynaklı olup, AIDS hastalarında 

meydana gelmiştir [158-160]. Avrupa ve Asya'da görülme sıklığı da nispeten düşüktür ve 

genellikle VGI veya VGII'ye bağlıdır [161, 162]. Avustralya'daki çoğu klinik vakaya VGI neden 

olmaktadır, bunu takiben VGII sıklığı görülmektedir, ancak bölgesel farklılıklar not edilmiştir 

[163-165]. Avustralya'daki çok sayıda vaka incelemesi, VGII'nin Batı Avustralya'da baskın 

olduğunu, ancak C. gattii'nin daha az yaygın olduğunu ve genellikle doğu kıyılarındaki VGI'dan 

kaynaklandığını tespit etmiştir [166]. 

 

2.10.2.1. C. gattii'nin Çevresel Kaynakları 

 

C. gattii, C. neoformans'tan coğrafi dağılım, serotipler, ekoloji, klinik belirtiler, 

immünokompetan konakçılarda görülme sıklığı, birkaç in vitro fenotip ve risk altındaki 

hastalarda görülme sıklığından farklıdır. C. gattii'nin prevalansı hastalarda ve çevrede daha 

sınırlıdır. Çevrede, C. gattii uzun zamandır ağaçlar, ağaç oyukları ve çürümüş odunlarla 

ilişkilendirilmiştir ve bu türler E. camaldulensis ve diğer Okaliptüs çeşitlerinin yanı sıra 

Avustralya'daki ve diğer yerlerdeki diğer ağaç türlerinden izole edilmiştir [167, 168]. Her ne 

kadar Okaliptüs ağaçları diğer ağaçlardan daha fazla örneklenmiş olsalar da C. gattii'nin 

kurulduğu yerde yerli ve yerleştirilmiş ağaçları doldurduğu ve C. gattii'yi barındıran ağaç 

türlerinin Arjantin, Avustralya, Brezilya, Kanada, Kolombiya'da farklı olduğu açıkça görülmüştür.  

 

2.11. Kriptokokal Hastalıkta Halk Sağlığının Önemi: Epidemiyoloji, Yük ve Kontrol 

 

Son 30 yılda kriptokokoz epidemiyolojisi çarpıcı biçimde değişmiştir. Önceleri 

immünokompetan konakçılarda nadir görülen bir enfeksiyon olarak görülüyordu fakat 

kriptokokoz insidansı AIDS salgını ile birlikte dünya çapında patlamıştır. Bununla birlikte, son on 

yılda, antiretroviral (ARV) ilaçlara yaygın erişimi olan ülkeler, kriptokokoz insidansı ve yükünde 

önemli bir azalma görmüştür. Bu, kaynak sınırlı ortamlarda, özellikle ARV'lere erişimin hala çok 
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sınırlı olduğu Sahra altı Afrika'da geçerli değildir. Bu ülkeler, birçok ölümle birlikte yüksek oranda 

kriptokokoz insidansı yaşamaya devam etmektedir ve bazı bölgelerde hastalık tüberkülozdan 

daha sık ölüm nedeni olarak görülmektedir.  

 

Günümüzde kriptokokoz, özellikle az gelişmiş ülkelerde HIV / AIDS ile yaşayan insanlar 

arasında en önemli fırsatçı enfeksiyonlardan biri olmaya devam etmektedir. Kriptokokoz 

epidemiyolojisindeki bir diğer önemli değişiklik, Kuzey Amerika'da Cryptococcus gattii'nin 

primer patojen olarak ortaya çıkmasıydı. 

 

Cryptococcus'un neden olduğu hastalıkların büyük çoğunluğu HIV ile enfekte olmuş 

kişilerde bulunmaktadır. HIV ile ilişkili kriptokokozun epidemiyolojisi, dünyanın farklı 

bölgelerinde yaşayan en yüksek sayıda insanın olduğu bölgelerde meydana gelen en yüksek vaka 

sayısı ile büyük ölçüde değişmektedir. Bazı bölgelerde kriptokokal menenjit insidansını önemli 

ölçüde azaltan halk sağlığı başarılarına rağmen, bu hastalığa bağlı insidans ve mortalite kaynak 

sınırlı ortamlarda önemli kalmaktadır. 

 

Dünyada HIV'in en büyük yükü 25.000.000'den fazla kişiyle Sahra altı Afrika'da 

görülmektedir. Bu bölgedeki kriptokokoz epidemiyolojisini değerlendirmek için çok az çalışma 

yapılmış olmasına rağmen, hepsi genel olarak çok yüksek bir yük göstermiştir. Rapor edilen 

insidans, AIDS'li kişilerle, serum kriptokokal antijen (CrAg) testi kullanılarak rutin olarak taranan 

kişilerde%47 ila %12.2 arasında değişmiştir [169, 170]. 

 

Güney ve Güneydoğu Asya’da, Hindistan’daki büyük ve gelişen bir HIV salgınının 

katkısıyla, en büyük ikinci kriptokokal hastalık yüküne sahiptir. Yalnızca Hindistan, HIV ile 

yaşayan yaklaşık 3.1 milyon ila 9.4 milyon kişiye ev sahipliği yapmaktadır [171]. Hindistan'dan 

gelen raporlar, HIV / AIDS'li kişiler arasında kriptokoklar için yüksek insidans oranlarını 

belgelemiştir. İnsidans, kuzey Hindistan'da  %1.7 ile güneyde % 4.7 arasında değişmektedir [172, 

173]. HIV'li bir grup hastanede yatan kişiden yaklaşık % 2'sinde kriptokokal menenjit vardı; bu 

kişilerin üçte biri aynı zamanda tüberküloz ile koinfekte edilmiştir [174]. Tüberküloz ile 

koinfeksiyon ciddi bir problem olabilir, çünkü çoğu zaman, tüberküloz teşhisi konduktan sonra, 

diğer eşzamanlı enfeksiyonları teşhis etmek için başka bir çaba gösterilmez. Bu nedenle hastalar 

daha fazla tanı çalışması olmadan uzun süre hayatına devam edebilir ve ölüme kadar hiçbir 

şekilde teşhis edilemez. 

 

Tayland'da, AIDS'li 100.000'den fazla kişiden yapılan bir anket, enfekte olmuş kişilerin yaklaşık 

%20'sinde kriptokokal menenjit olduğunu göstermiştir [175]. Çalışmalar aynı zamanda 
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hastanede yatanlar arasında % 36 prevalansı tanımlamış ve Kriptokokoz'u en yaygın fırsatçı 

enfeksiyon olarak bildirmiştir [176, 177].  

 

Kuzey Amerika'da en son kriptokokal menenjit insidansı tahminleri düşüktür. 1992 ve 

2000 yılları arasında Atlanta ve Houston'dan yapılan nüfus temelli sürveyans, 1992'de 100.000 

nüfus başına ortalama 4-5 vaka görülmüştür [178]. 

Avrupa’da yapılan araştırmalar, büyük ölçüde ARV’lerin ortaya çıkmasıyla çakışan kriptokokoz 

ve diğer fırsatçı enfeksiyonların yükünde kayda değer bir düşüş göstermiştir. İspanya’da, 

1989’dan 1997’ye kadar yapılan 8 yıllık bir çalışma, büyük ölçüde ARV döneminden önce, AIDS'li 

kişilerde yıllık % 0.2 ila 0.7'lik düşük bir oran bulmuştur [179]. 

 

Doğu Asya'dan çok az veri var. Japonya ve Çin'deki epidemiyoloji büyük ölçüde bilinmemektedir 

[180, 181]. Avustralya ve Yeni Zelanda’yı kapsayan Okyanusya’da yapılan çalışmalar düşük bir 

kriptokokoz insidansı göstermiştir. Bir ulusal sürveyans projesinde Avustralya'da % 1,4 ila 3,9 ve 

Yeni Zelanda'da % 3,8 ila 4,9 arasında değişmektedir [182]. Kriptokokozis dahil, fırsatçı 

enfeksiyonlardaki düşüşler, muhtemelen ARV'lerin ortaya çıkmasına karşılık gelen, 1996'da 

başlayarak tanımlanmıştır [183]. 

Bu oranları kullanarak kriptokokal menenjit nedeniyle her yıl dünya genelinde toplam 625.000 

ölüm olduğunu tahmin edilmiştir [184]. Yine en fazla ölüm alan bölge, yılda 500.000'den fazla 

ölümle birlikte Sahra altı Afrika olmuştur. En az ölümün Batı ve Orta Avrupa ve Okyanusya'da 

yılda <50 olarak gerçekleştiği tahmin edilmiştir [184]. 

 

2.12. Klinik Yaklaşım 

 

Dünyada meydana gelen C. neoformans kaynaklı kriptokokozislerin aksine, C. gattii 

enfeksiyonunun başlangıçta kuzey Avustralya, Papua Yeni Gine, Orta Afrika ve Malezya gibi 

subtropikal veya tropikal bölgelerle sınırlı kaldığı ve daha sonra Avustralya'nın ılıman iklim 

bölgelerini içerdiği düşünülmektedir. 

 

Güney Kaliforniya ve Güney Amerika, Güney Avrupa ve Güney Doğu Asya'daki diğer bazı 

ülkelerde ara sıra vakalar bildirilmiştir [185-193]. Bununla birlikte, 1999'da Kanada'daki 

Vancouver Adası'nda ve ABD'nin Kuzeybatı Pasifik bölgesine yayılmış olan C. gattii 

enfeksiyonunun ortaya çıkması, bu türün yeni ve farklı ortamlardan yararlanma yeteneğinin 

altını çizmektedir [194-197]. 
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İnsan kriptokokozunun klinik sunumunda türlere bağlı farklılıklar iyi tanımlanmıştır ve 

büyük ölçüdedir, ancak bu yalnızca konakçı immünolojik durumundaki farklılıklar nedeniyle 

değildir [185, 198]. C. neoformans'ın immün yetmezliği olan konakçıların fırsatçı bir patojeni 

olduğu ve C. gattii'nin immün yetmezliği olan hastaların birincil patojeni olduğu genel olarak 

doğru olsa da C. neoformans belirgin sayıda sağlıklı konakçıda hastalığa neden olur ve C. gattii'nin 

neden olduğu kriptokokal meningoensefalit, AIDS, organ transplantasyonu veya diğer immün 

yetmezlik nedenleri ile immün baskılanmış hastalarda ortaya çıkmaktadır [185, 198-203]. 

 

Yakın zamanlarda, güney Kaliforniya'daki AIDS hastalarından suşların retrospektif bir 

analizinden sonra görece yüksek bir C. gattii prevalansının (%12.3) ve Vancouver Adası salgını 

sırasında C. gattii enfeksiyonu olan hastalardan daha muhtemel olduğu belirtilmiştir [204]. Organ 

transplantasyonu, HIV negatif hastalarda yayılmış enfeksiyon vakalarının%10 ila 20'sini 

oluşturan kriptokokozis için önemli bir risk faktörü olmaya devam etmektedir. Renal 

transplantlar kısmen bu grupta görece olarak yüksek oranda kortikosteroid kullanımı nedeniyle 

meydana gelmiştir [205]. Kriptokokoz genellikle malignite konusunda nadir görülürken, lenfoma 

ve kronik lösemili hastalar özellikle risk altındadır. Eski serilerde olduğu gibi, hematolojik 

maligniteler, özellikle lenfoma, en yüksek risk ile ilişkilendirilmiştir. Meme ve akciğer kanseri de 

kriptokokozis ile ilişkilendirilmiştir [185, 205]. 
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3. MATERYAL ve YÖNTEM 

 

Çalışma 2019 Nisan ve Mayıs aylarında Mersin-Hatay illeri arasında bulunan arazinin 

Mersin Gülnar’dan Hatay merkeze kadar olan kısmı zeytin ağacı, keçiboynuzu ağacı ve ökaliptus 

ağacı Cryptococcus cinsi maya mantarının varlığı yönünden taranmıştır (Şekil 4). Bu süre sonunda 

303 adet zeytin, 236 adet ökaliptus ve 211 adet keçiboynuzu ağacı olmak üzere toplam 750 

ağaçtan Randhawa ve arkadaşları tarafından tanımlanan eküvyon yöntemi ile örnekleme 

yapılmıştır (Tablo 1). Örnekler yaşlı ağaç üzerindeki derin kovuklardan toplanmıştır (Şekil 5).   

 

 

Şekil 4. Crptococcus yönünden taranmış olan alanlar; ( ); örnek alınan bölge, (   ); zeytin Ağacı, 

(   ); keçiboynuzu Ağacı, (     ); ökaliptus ağacı 

 

 

Tablo 1. Çalışma Süresince Elde Edilen İzolatlara Ait Bilgiler 

        
Ağaç Türü 

 
  BÖLGE     

 Gülnar Göksu 
 

Narlıkuyu 
 

Ayaş 
 

Kızkalesi Tarsus 
 

Hatay 
 

Zeytin 
(n=303) 

 

86 60 7 - 
 

- - 150 

Keçiboynuzu 
(n=211) 

 

128 25 
 

16 19 23 - - 

Ökaliptus 
(n=236) 

 

11 50 - - - 125 50 
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Şekil 5. Zeytin Ağacı Üzerindeki Kovuklar(Orijinal) 

 

İçerisinde taşıma ortamı (steril edilmiş %0.9 NaCl) bulunan steril eküvyonlar örnek 

alımında kullanıldı. Taşıma ortamı ile ıslatılan eküvyon, ağaç kovuğunun ve/veya derin 

yarıklarının farklı bölgelerine sürüldü ve örnekler steril tüp içine aktarıldı (Şekil 6). 

 

 
Şekil 6.  Ağaç Kovuklarından örnek alımı (Orijinal) 
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Alınan örnekler aynı gün içinde laboratuvara ulaştırıldı. Eküvyonu çıkarılan örnekleme 

tüpü, bir dakika süreyle vortekslendi ve çökme işlemi için oda sıcaklığında 30 dakika bekletildi. 

Sıvı yüzeyinden 100 μl alınarak %0.1 bifenil ve %0.5 kloramfenikol içeren Staib agara ekildi. 

Nemli ortamda, 28°C’de 15 gün süreyle inkübasyona devam edildi ve günaşırı üreme kontrolü 

yapıldı. Staib agarda; kahverengi pigment oluşturan kolonilerin üreaz aktivitesi, 37°C’de 

üreyebilme ve Dalmau agarda yapısal özellikleri incelendi. Üreaz pozitif, 37°C’de üreyebilen ve 

hif oluşturmayan kolonilerin Kanavanin-Glisin-Bromtimol agar besiyerinde üremesi gözlendi. 

Ayrıca, C.neoformans kabul edilen koloniler moleküler amplifikasyon yöntemleri ile de ileri 

tanımla testleri yapıldı. Çalışmada kontrol olarak C.neoformans KN99 Aa ve C.neoformans KN99 

Aα,  C.neoformans JEC 20, JEC 21, LA 55 ve R265 standart suşları kullanıldı. 

 

3.1. Moleküler Yöntemler 

 

Kökenlerin moleküler testlerle doğrulanması için kökenler tekrar Sabouraud Dekstroz 

agar’a pasajlandı ve taze kültürden örneklerin DNA ekstraksiyonu yapıldı. 

 

3.1.1. Örneklerden DNA Ekstraksiyonu 

 

Saboraud dekstroz agarda ekimi yapılan ve etüvde 37⁰C’de 24 saatlik inkübasyon 

periyodunun ardından C. neoformans kolonilerinden bir öze dolusu alınan maya örnekleri 

ependorf tüpe kondu. Üzerine 400µl TEN buffer, 10µl litikaz (7mg/ml), 10 µl proteinaz K 

(20mg/ml) konur, 10-15 saniye vorteks ile karıştırıldı ve 100µl %10’luk SDS konulup, yine 

vorteksle karıştırıldı. Ardından 55⁰C’ de 60 dakika inkübe edildi. İnkübasyon tamamlandıktan 

sonra üzerine 600 µl Fenol, Kloroform, İzoamil alkol (25:24:1) ilave edildi ve vorteks ile 

karıştırıldı. Daha sonra 12000 rpm’ de 5 dakika santrifüj edildi. Santrifüjden çıkarılan ependorf 

tüplerinde çökeltinin üzerinde kalan supernatant üst faz (fenol fazı) ayrı bir ependorf tüpe 

aktarıldı (~ 300 µl ) ve üzerine 600 µl  -20⁰C’ de muhafaza edilen izopropil alkol ilave edilip 

vorteks ile karıştırıldı ve 12000 rpm’de 10 dakika santrifüj edildi. Santrifüj işlemi 

tamamlandıktan sonra çökelti üzerinde kalan faz dökülerek, üzerine 600µl -20⁰C’ de %70’ lik etil 

alkol eklendi ve vorteks ile karıştırıldı. Ardından 12000 rpm’ de 10 dakika santrifüj edildi. İşlem 

tamamlandıktan sonra çökelti üst fazı döküldü ve örnekler ortamdaki hava akımında kurumaya 

bırakıldı. Kuruyan örnekler 80 µl distile su ile süspanse edilidi ve örnekler PCR aşamasına kadar 

-20 C de muhafaza edildi.  
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3.1.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) 

 

ITS 1-4 primerleri kullanılarak PCR amplifikasyonu, toplam hacim 25 μl olacak şekilde 

[12.5 μl 2X karışım (Ampliqon Taq DNA Polymerase Master Mix, Odense, Danimarka); 0.5 μl her 

bir primerden (100 pmol/μl), 10.5 μl distile su ve 1 μl kalıp DNA] gerçekleştirildi (Tablo 2). Isı 

döngü cihazı (Techne Prime, Birleşik Krallık)’nda, PCR amplifikasyonu 95°C’te 5 dakika ilk 

denatürasyonu takiben, 35 döngü 95°C’te 45 saniye denatürasyon, 57°C’te 60 saniye primer 

birleşmesi, 72°C’te 60 saniye çoğaltma ve 72°C’de 5 dakika son uzama olarak optimize edildi. PCR 

amplifikasyonu sonrasında elektroforez ile %1.2’lik agaroz jelde 120 voltta 60dakika yürütülen 

örnekler jel görüntüleme cihazında incelendi. 

 

Tablo 2.  ITS1-4 PCR Koşulları 

PZR Reaksiyon Karışımı Miktar (μl) 

Taq DNA polimeraz (5 U/μl)                    12,5 

ITS_1 Forward (100 pmol/ul) 0,5 

               ITS_4 Reverse (100 pmol/ul) 0,5 

Distile su                   10,5 

Cryptococcus DNA’sı                      1 

Toplam Hacim                                     25 

 

 

3.1.3. Eşey Gen Bölgesi için PCR 

  

Eşey gen bölgesine ait primerler kullanılarak yapılan PCR Reaksiyon karışımı tablo 4’te 

belirtilmiştir. MAT Da PCR Koşulları tablo 5’te, MAT Aa, MAT Aα, MAT Dα PCR Koşulları tablo 

5.1’de gösterilmiştir. Cryptococcus genomunda yer alan var. grubii için MATa ve MATα 

primerlerinin 457 bp ve 330 bp’ lik DNA bölgesi, var. neoformans için MATa ve MATα 

primerlerinin 728 bp ve 592 bp’ lik DNA bölgesi PCR tekniği ile çoğaltıldı. Hedef bölge ile ilgili 

primer dizileri (Tablo 3) de verilmiştir. 
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Tablo 3. Araştırmada Kullanılan Cryptococcus neoformans Primerleri 

 Primer adı Nükleotid dizileri (5’-3’) Size (bp) 
ITS ITS_1 TCC GTA GGT GAA CCT GCG G  

 ITS_4 TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC  
Cryptococcus 
neoformans 
var. grubii 

STE20_Aa_Forward CTA ACT CTA CTA CAC CTC ACG GCA 457 

 STE20_Aa_Reverse CGC ACT GCA AAA TAG ATA AGT CTG  
 STE20_Aα_Forward GGC TGC AAT CAC AGC ACC TTA C 330 
 STE20_Aα_Reverse CTT CAT GAC ATC ACT CCC CTA T  

Cryptococcus 
neoformans 

var. neoformans 

STE20_Da_Forward CAC ATC TCA GAT GCC ATT TTA CCA 728 

 STE20_Da_Reverse AGC TCT AAG TCA TAT GGG TTA TAT  
 STE20_Dα_Forward CTT AAT TCA CAG CAC CAG CCT A 592 
 STE20_Dα_Reverse GGT CAT CAC AGT CAG TCA CCA C  

 

Hedef gen bölge amplifikasyonu PCR ile yapıldı. Bu PCR reaksiyonları için steril distile su, 

Taq DNA polimeraz, primerler ve ekstrakte edilen DNA karıştırılarak son hacim 25 μl olacak 

şekilde hazırlandı. Her örnek için PCR reaksiyon karışımları ve PCR için ısı döngü cihazı sıcaklık 

koşulları (Tablo 4) ve (Tablo 5) ve (Tablo 5.1) de gösterilmiştir. 

 

Tablo 4. Her Eşey Gen Bölgesine Ait PCR Reaksiyon Karışımları 

PZR Reaksiyon Karışımı Miktar (μl) 

Taq DNA polimeraz (5 U/μl) 12,5 

Eşey gen bölgesine ait a Foward  (100 pmol/ul) 0,5 

Eşey gen bölgesine ait a Reverse (100 pmol/ul) 0,5 

Distile Su 9,5 

DNA 1 

Toplam Hacim 25 

 

Tablo 5. MAT Da PCR Koşulları 

Reaksiyon Aşaması 
(MAT Da) 

Sıcaklık (°C) Süre Döngü Sayısı 

İlk Denatürasyon 95 6 dakika 1 
Denatürasyon 95 45 saniye  
Primer Bağlanması (Anneling) 50 45 saniye 35 
Zincir Uzaması (Extension) 
 
Son Uzama (Final Extension) 

72 
 

72 
 

1,5 dakika 
 

7  dakika 

 

Bekleme 4 ∞ 1 
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Tablo 5.1. MAT Aa, MAT Aα, MAT Dα PCR Koşulları 

      Reaksiyon Aşaması  

(MAT Aa, MAT Aα, MAT Dα) 

Sıcaklık (°C)   Süre Döngü Sayısı 

İlk Denatürasyon    95 6 dakika      1 

Denatürasyon    95 45 saniye  

Primer Bağlanması (Anneling)    60 45 saniye     35 

Zincir Uzaması (Extension)             
 
Son Uzama (Final Extension) 

   72 
 
   72                         
 

1,5 dakika 
 
 7  dakika 

 

Bekleme     4      ∞      1 
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4. BULGULAR 

 

Çalışma 2019 Nisan-Mayıs ayları arasında Gülnar, Mersin-Hatay illeri arasında bulunan 

zeytin ağacı, keçiboynuzu ağacı ve ökaliptus ağaçlarında Cryptococcus cinsi maya mantarının 

varlığı yönünden araştırılması için 236 ökaliptus, 303 zeytin, 211 keçiboynuzu ağacından alınan 

toplam 750 ağaçtan toplanan örneklerin 97 tanesinde üreme görülmüştür. Bu verilere göre 

toplanan örneklerin %12,9’unda üreme gözlenmiştir. Üremenin %3,5’i zeytin ağaçlarında 

görülmüş olup, %9,4’ü keçiboynuzu ağaçlarında görülmüştür. Üremenin görüldüğü örnekleme 

yapılan bölgelere ait bilgiler verilmiştir (Tablo 6). 

 

 

Tablo 6. Üreme Görülen İzolatlar ve Yer Bilgileri 

      
Ağaç Türü 

 
  ÜREME                  

(n=97) 
(%12,9) 

  

 Gülnar Göksu 
 

Narlıkuyu 
 

Ayaş 
 

Hatay 

Zeytin (n=27) 
%3,5 

15 
 

5 
 

5 
 

- 
 

2 
 

Keçiboynuzu 
(n=70) 
%9,4 

47 
 

5 
 

13 
 

5 
 

- 
 

 

 

Üreme görülen 97 izolatın hepsinde de CGB (Kanavanin-Glisin- Bromtimol agar) besiyerinde 

üreme gözlendi. 97 örnekten yapılan PCR’da ise tüm örneklerin MAT Aα serotipinde yani 

Cryptococcus neoformans var. grubii olduğu bulunmuştur (Şekil 7) ve (Tablo 7).  
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Şekil 7. Eşey gen bölgesine ait PCR jel görüntüsü (Orijinal); (I): M: Marker, JEC20, KN99a 

ve Aa Cryptococcus kökeni (1-7), (II): M: Marker, JEC21, KN99α ve Aα Cryptococcus kökeni (1-7), 

(III): M: Marker, JEC20, KN99a ve Da Cryptococcus kökeni (1-7), (IV): M: Marker, JEC21, KN99α ve 

Dα Cryptococcus kökeni (1-7) 

 

 

Tablo 7. Cryptococcus olduğu belirlenen örneklerde MAT Aa, MAT Aα, MAT Da, MAT Dα, SXI 2a, 
SXI 1α  

Oranları 
 

 MAT Aa MAT Aα MAT Da MAT Dα SXI  2a SXI 1α 

Cryptococcus 

(n=97) 

- 97 

(%100) 

- - - - 
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5. TARTIŞMA 

 

Cryptococcus türleri bazidiomiçet sınıfından kapsüllü bir maya mantarı olup kriptokokkoz 

etkenidir. Doğada kolonize olan C. neoformans, özellikle immün sistemi baskılanmış hastalarda 

hayatı tehdit eden enfeksiyonlara neden olabilen kapsüllü bir maya mantarıdır [1]. 

 

  MAT lokusu yüzyıllardan beri korunmuş olan bir bölgedir. MAT lokusu ile ilgili yapılmış 

olan çalışmalar gösteriyor ki bu lokus üzerindeki farklılıklar C. neoformans’ın virülansı ve 

ekolojisiyle ilgili bir bağlantının olup olmadığını anlamak için önemli bir faktördür [206]. 

 

Ülkemizde Denizli bölgesinde Şengül ve arkadaşlarının yapmış olduğu bir çalışmaya göre 

C. neoformans’ın Akdeniz bölgesi koşullarına C. gattii’ye göre daha fazla uyum sağladığı 

görülmekte olup, C.neoformans çevresel örneklerden daha fazla izole edilmektedir [207] 

 

Ergin ve arkadaşlarının yapmış olduğu bir çalışmada Türkiye’deki izolasyonlarının büyük 

bir kısmının Akdeniz ve Ege Bölgelerinde olduğunu göstermişlerdir. Ayrıca, Göksu Vadisi’nin de 

içinde olduğu birçok bölgede kolonizasyon olabileceği tespitine varmışlardır [208]. 

 

Şengül ve arkadaşlarının yapmış olduğu Denizli bölgesinde bulunan kestane (Castanea 

spp.) ağaçlarında C .neoformans varlığı araştırılmış olup çalışmaya göre A serotipinde MATα 

genotipinde bir mayaya rastlamışlardır[207]. 

 

Ergin ve arkadaşlarının ülkemiz Ege Bölgesinde zeytin ve ökaliptus ağaçlarından yapmış 

olduğu bir başka çalışmada elde edilen izolatlarda ise; zeytin ağacından elde edilen örneklerde A 

serotipinde MATa/α, D serotipinde ise α genotipinde maya bulunmuştur. Ökaliptus ağacındaki 

izolatlarda ise sadece D serotipinde α genotipine rastlamışlardır. Bu çalışmadaki izolatlardan 

hiçbirinde D serotipinde a genotipine ait bir maya identifiye etmemişlerdir [209]. 

 

Ergin ve arkadaşlarının ülkemizde yapmış olduğu çalışmada Güney Ege ve Akdeniz 

Bölgesindeki Toros dağlarında sadece bir tane Cryptococcus neoformans var. grubii izolatını 

ökaliptus ağacından elde etmişlerdir [210]. 

 

2013 yılında Gökçen ve arkadaşları Muğla ili Milas ilçesinde bulunan ökaliptus 

ağaçlarından yaptıkları örnekleme sonucunda toplam 100 çevresel örnekte 3 tane C. neoformans 

identifiye etmiş olup, çalışmada C. gattii izolasyonuna rastlamamışlardır [211].  
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Cogliati ve arkadaşlarının 2012-2015 yılları arasında içlerinde İtalya, İspanya, Fransa, 

Türkiye, Hırvatistan, Portekiz, Almanya, Yunanistan, Kıbrıs, Libya ve İsrail’inde olduğu çalışmada 

toplanan 512 örnekten 474 tanesinin C. neoformans izolatı, 38 tanesinin ise C. gattii izolatı 

olduğunu bildirmişlerdir. D serotipinde a genotipinin Türkiye’de toplanan örneklerde olduğunu 

bildirmişlerdir [212]. 

 

Bu çalışmada, Akdeniz Bölgesinde çeşitli ağaçlardan toplanan çevresel örneklerde 

Cryptococcus neoformans var.  grubii identifiye edilmiştir. Cryptococcus neoformans var. 

neoformans ve Cryptococcus gattii’nin varlığına rastlanmamıştır. 
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6. SONUÇ ve ÖNERİLER 

 

Cryptococcus neoformans var. grubii ve C. neoformans var. neoformans dünya çapında bir 

dağılıma sahipken, C. neoformans var. gattii özellikle tropikal ve subtropikal bölgelerde daha 

sınırlı bir küresel dağılıma sahiptir [210]. Ülkemizde de güney ve güneybatı kıyı bölgeleri, tipik 

bir subtropikal iklim göstermektedir [210]. 

 

Ancak yapılan çalışmalarda yine de ağaçların biyokimyasal yapılarının C. neoformans için 

ne kadar uyumlu olup olmadığını tam olarak göz önüne koymamaktadır. Bu nedenle, çevresel 

etkenlerin C. neoformans üzerine olan etkilerinin değerlendirilmesi insanlarda bu denli önemli 

enfeksiyon meydana getiren bu maya için oldukça önemli olduğu öngörülmektedir [210]. 

 

Dolayısıyla, ülkemizde koloni izole edilen bölgelerin takiplerinin iyi yapılıp bir risk 

haritasının belirli aralıklarda ortaya çıkarılması gerektiğini düşünmekteyiz. Çevresel 

örneklerden izole edilen Cryptococcus türlerinde eşeyli çoğalmada rol oynayan genlerin (MAT), 

virülans ve patogenezdeki rolleri anlaşıldıkça, mikozların tanısında ve farklı hedeflere yönelik 

yeni tedavi yaklaşımlarının geliştirilmesi ve/veya mevcut tedavi yöntemlerinin 

yönlendirilmesine yol gösterici olacaktır. 
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