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OZET

Cryptococcus cinsi maya mantarlari yasami tehdit eden mikroorganizmalar olup, tiim diinyada hem
bagisiklik sistemi saglikl hem de baskilanmis insanlarda ve hayvanlarda kriptokokkoz etkenidir. Cryptococ-
cus tirleri, dogada daha cok giivercin diskisi ile bulasli toprakta, ayrica okaliptiis agaclari ve baska agac
turlerinde bulunur. Bu calismada, okaliptis agaclarindan klasik sedimentasyon ve ekiivyon yontemleri ile
alinan érneklerde Cryptococcus spp. varliginin arastirlmasi amaclanmistir. Haziran 2006 ve Haziran 2007
doénemlerinde Adana ili ve cevresinde bulunan 61 okaliptiis agacindan (%95’inden fazlasi Eucalyptus ca-
maldulensis turt) alinan 6rnekler (govdedeki oyuklar, cicek ve yaprak), %0.1 ve %0.01 bifenil iceren ve
icermeyen Ug ayri kus tohumu yemli (Guizotia abyssinica) besiyerine ekilmis ve aerop kosullarda, 28°C’de
Uc hafta sure ile inklbe edilerek nemli, mukoid ve kahverengi maya kolonileri varigi yoniinden deger-
lendirilmistir. Ancak calismamizda hicbir 6rnekten Cryptococcus spp. izole edilmemistir. Sonug olarak,
baska agac turleri ve cevresel odaklarda bu maya mantarlarinin arastirilmasi gerektigi ve boylece daha
kapsamli epidemiyolojik verilere ulasilabilecegi distinilmustdr.

Anahtar sozciikler: Cryptococcus tiirleri, ekoloji, ekiivyon yéntemi, Eucalyptus camaldulensis.

ABSTRACT

Yeasts of the genus Cryptococcus are life-threatening microorganisms that cause cryptococcosis in
both immunocompromised and immunocompetent humans and animals worldwide. In the nature,
Cryptococcus species exist in eucalyptus trees and other species of trees as well as in the soil contamina-
ted with pigeon droppings. The aim of this study was to investigate the presence of Cryptococcus spp.
in the samples collected from eucalyptus trees by classic sedimentation and swabbing methods. Regar-
ding these microorganisms, stem hollows, blossom and leaf samples from 61 trees (more than 95% we-
re Eucalyptus camaldulensis) found in and around Adana province (located at Mediterranean region of
Turkey) have been examined in June 2006 and June 2007 periods. The samples were then evaluated in
terms of the growth of mucoid, dampish and brownish colonies after inoculation onto three media (Gu-
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izotia abyssinica birdseed agar with 0.1%, 0.01% and without diphenyl) and incubation in aerobic con-
ditions at 28°C for three weeks. However, no Cryptococcus spp. has been isolated from any of the samp-
les. It was suggested that other species of trees and environmental samples should be examined for the
existence of yeast fungi, so that more extensive epidemiological data could be obtained.

Key words: Cryptococcus species, ecology, swabbing method, Eucalyptus camaldulensis.

GiRi$

Son 20 yilda epidemiyolojisi, ekolojisi ve molekiiler biyolojisi daha iyi anlasilan, sero-
tip ve genotip farkliiginin patogenezdeki 6nemi tartismaya acgilan mikroorganizmalar-
dan birisi de Cryptococcus neoformans’dir. Bu maya mantarinin rDNA’sina iliskin IS (Inter-
genic Spacer) DNA dizi analizi ve AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) ge-
notiplemesi; C.neoformans var. neoformans (serotip D, AD), C.neoformans var. grubii (se-
rotip A) ve C.gattii (serotip B ve C) seklinde siniflandirildigini géstermistir'-2. C.neofor-
mans var. grubii serotip A, tim diinyada yaygin olup daha cok kanath digkisi ile bulaglh
toprakta bulunur. Bu varyeteye Eucalyptus spp. disinda Syzygium cumini, Ficus religiosa
ve baska agac tiirlerinde rastlandigi bildirilmistir*. Buna karsilik, C.neoformans var. neofor-
mans serotip D, daha cok Avrupa’da gériiliir ve insan enfeksiyonlarindan sorumludur’.
Ayrica bu serotipe, Brezilya’da E.camaldulensis ve E.tereticornis'de®, Amerika Birlesik
Devletleri (ABD)'nde Querbus alba’da’, iilkemizde ise giivercin digkisinda rastlanmustir®,

Ellis ve Pfeiffer’, 1990 yilinda 6nemli bir bulusa imza atmis ve dogal ortami Avust-
ralya olan okaliptis agaclarinin cicek, yaprak ve agac¢ kabugu orneklerinde C.gattii'ye
rastladiklarini bildirmiglerdir. Bu tiir, gercekte Avustralya’da endemik olup Giiney ve
Kuzey Amerika, Afrika ve Glineydogu Asya’nin tropikal ve subtropikal bolgelerinde de
saptanmis ve daha ¢ok bu boélgelerde bulunan E.camaldulensis ve E.tereticornis’den izo-
le edilmistir’ 3. Hindistan’da, C.gattii'ye Tamarindus indica, Mangifera indica, Pitheco-
lobium dulce, S.cumini tirt agaclarin govdelerinde bulunan oyuklarda ve S.cumini aga-
cnin kabugunda; C.neoformans var. grubii'ye ise T.indica, M.indica, Terminalia arjuna,
Cassia fistula ve S.cumini agaglarinin debris ornekleri ile yine S.cumini agacinin kabu-
gunda rastlanmistir®. Bu calismada ayrica, cesitli agac tiirlerinden izole edilen Crypto-
coccus turlerine iligkin literatlr verileri toplu olarak degerlendirmis; serotip A'nin 10,
serotip B’nin 20’nin lzerinde, serotip C’nin ise yalnizca bir aga¢ turiinden izole edil-
digi vurgulanmustir.

Ulkemizde yapilan cesitli arastirmalarda okaliptiis agaclarinda Cryptococcus spp. varli-
g1 arastirilmis'#1” ve bu cevresel odakta maya mantari saptanmustir'. Sunulan bu calis-
mada ise, Adana ve cevresindeki okaliptlis agaclarinin cicek ve yaprak orneklerinden
Cryptococcus tirlerinin arastirlmasinda klasik sedimentasyon yontemi yaninda govde kis-
minda bulunan oyuklardan ekiivyon yontemi ile alinan strtintt 6rnekleri de degerlendi-
rilmistir. Ayni agaclar bir yil sonra ayni yontemlerle yeniden incelenmis ve elde edilen
bulgularin tartismaya acilmasi amaclanmistir.
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GEREC ve YONTEM

Okaliptiis agaglarinin ciceklendigi mevsim, calisma dénemi olarak secildi. ilk arastir-
ma Haziran 2006da, ayni agaclarin izlemi ise Haziran 2007’de yapildi. Calismaya, Ada-
na, Cukurova Universitesi kampisiinde bulunan 20, Tarsus-Karabucak okaliptoryumun-
dan 28 ve Mersin il merkezinden 13 olmak tizere toplam 61 okaliptis agaci (> %95 E.ca-
maldulensis) alindi.

Adaclarin govdesinde bulunan 20-40 cm capindaki oyuklardan ekiivyon yardimi ile
alinan suriintt 6rnekleri gentamisinli (25 mg/I) steril tuzlu su iceren steril tiplere konul-
du ve ayni glin icerisinde laboratuvara ulastirildi. Tpler 2 dakika sure ile vortekslendi ve
30 dakika ¢okelmeye birakildi. Cozeltiden 100 pl stipernatan alindi ve her bir 6rnek
%0.1, %0.01 bifenil (Fluka, 14410, Isvicre) iceren ve ayrica bifenilsiz kus tohumu yemli
besiyerine (Guizotia abyssinica) ekildi'®. Calismada ayrica her bir agactan steril kaplara
yaklasik 5-10 g cicek ve yaprak ornekleri de alindi. Steril tuzlu su ile 1/10 oraninda su-
landinldi ve kuvvetli sekilde calkalandiktan sonra yine 30 dakika bekletildi. Daha sonra,
yukaridaki yontem ile incelendi. Besiyerleri aerop kosullarda, 28°C’de 3 hafta sure ile in-
kiibe edildi. Stre sonunda nemli, mukoid ve kahverengi maya kolonileri varigi yonun-

den degerlendirildi'*®.

BULGULAR

Calismada, okaliptiis agaclarinin hem oyuklarindan alinan sirinti orneklerinden,
hem de cicek ve yaprak 6rneklerinden Cryptococcus spp. izole edilememis, her U¢ besi-
yerinde de kuf mantarlarinin tredigi gorilmustir. Kus tohumu besiyerine bifenil katkisi-
nin (%0.1 ve %0.01) bifenilsiz besiyerine gore kif mantari bulasini 6nlemedigi belirlen-
mistir (p> 0.05).

TARTISMA

C.gattii enfeksiyonlari, gerek bagisiklik sistemi normal gerekse baskilanmis bireylerde
nadiren gorilmektedir. Bu durum, bu tiire dogada daha ender rastlaniimasi ile aciklana-
bilmistir*>. Bu mantarin (VGII/AFLP6), daha viriilan “VGlla/AFLP6A major” ile daha az vi-
riilan olan “VGlIb/AFLP6B minér” olmak iizere iki genotipi bulunur'?. Kanada’da Vanco-
uver adasinda 1999 yilinda saptanan ve halen devam etmekte olan salginda (genotip:
AFLP6A veya RAPD VGlla) insan ve hayvan enfeksiyonlari yaninda farkh cevresel odaklar-
da (hava, su, toprak, araba lastigi vb.) ve bircok agac tiriinde de C.gattii'ye rastlanmis-
tir'"13, Bu salginda 100'iin {izerinde insan enfeksiyonu tanimlanmis ve en az altisinin
olimle sonlandigi kaydedilmistir. Ayrica, Vancouver adasinda 1-7 giin siire ile turist ola-
rak bulunan ve C.gattii izolasyonu yapilan yedi kiside inkiibasyon suresinin 2-11 ay ara-

sinda degistigi (ortalama 6-7 ay) vurgulanmustir'®.

Avrupa’da da C.gattii'nin etken oldugu kriptokokkoz olgular bildirilmistir?®-22, ingilte-
re’de 32 yasindaki HIV pozitif ve menenijitli bir olguda C.gattii saptanmis ve oykusiinden
Giiney Amerika’da dort yil siire ile yasadigi anlasilmistir?®. Kanada’da Vancouver adasini
yedi glinligune ziyaret edip Ulkesine donen 51 yasinda, bagisiklik sistemi saghkli bir Da-
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nimarkal turistin akciger biyopsi 6rneginden C.gattii (AFLP6A) izole edilmis ve bu tirin
kitalar arasi gecisi gésterilmistir?’. Ayrica, inkiibasyon siiresi alti hafta olarak hesaplanmis
ve bu durum AFLP6A'nin daha viriilan olmasi ile aciklanmistir?'. Bir baska arastirmada ise
33 yasinda ve bagisiklik sistemi saglam bir Fransiz erkegin beyin omurilik sivisindan
C.gattiii (serotip C, AFLP4) izole edilmis, hastanin yurt disina ¢cikmadigi, askerlik hizmeti-
ni 18 yasinda Cibuti‘de yaptigi ve o bolgede de okaliptiis agacinin olmadigi bildirilmis-
tir’2, Esasen bu tiirin Avustralya kaynakli oldugu disiinilmiisse de?3, AFLP ve MLST
(Multi-Locus Sequence Typing) incelemeleri; salgindan sorumlu genotipin Gliney Ame-
rika kaynakli oldugunu ve bu izolatlarin Avustralya ve Asya izolatlarinin atasal kokeni ol-
dugunu ortaya koymustur'3.

Tirkiye’de ilk insan kriptokokkozu 1953 yilinda tanimlanmig ve bugtine dek 49 olgu
bildirilmistir. Bu olgularin yillara gore dagilimi irdelendiginde; 1953-1990 yillari arasinda
11 olgu, 1991-2000 arasinda 13 olgu (lici HIV pozitif) ve 2001 yilindan sonra ise 25 ol-
gu (yedisi HIV pozitif) bildirilmistir?®. Son yillarda Cryptococcus spp. ile olusan enfeksi-
yonlarda goriilen belirgin artis, bu maya mantarinin ¢evresel odaklarda arastiriimasini
zorunlu kilmustir. Ulkemizde okaliptiis odakli ilk arastirmada Bati (n= 476) ve Dogu (n=
699) Akdeniz bolgesinde toplam 1175 okaliptis agacina iliskin debris ve cicek 6rnekleri
klasik sedimentasyon yontemi ile incelenmis ve yalnizca Bati bélgesinden alinan bir 6r-
nekte C.neoformans var. grubii (serotip A) saptanmistir'®. Yine Tarsus-Karabucak okalip-
toryumu icerisinde bulunan ari kovanlarinda C.neoformans var. grubii'nin izole edildigi
bildirilmistir'>. Cukurova Bélgesinde 2005 yilinda yaptigimiz bir baska calismada, 1508
okaliptiis agacindan alinan cicek ve debris 6rnekleri yine sedimentasyon yontemi ile in-
celenmis ve Cryptococcus spp. saptanmamistir'®. Sonug olarak, Adana ve cevresinde ya-
pilan bu lc arastirmada da C.gatti'nin varhgr gosterilememistir. Bu durumun, klasik se-
dimentasyon yonteminin yetersizliginden de kaynaklanabilecedi diistiniilmus ve bu ne-
denle sunulan arastirmada ekiivyon yontemi denenmistir. izmir ve ¢evresinde Derici ve
Tiimbay'’, 50 okaliptiis agacindan alinan yaprak, cicek ve debris érnegini sedimentas-
yon yontemi ile incelemis ve benzer olarak Cryptococcus spp. saptamamislardir.

Literattrde, Cryptococcus spp.’nin arastirilmasinda ekiivyon yonteminin kolay, cabuk
ve etkili oldugu ve basari ile kullanildigi vurgulanmustir' 2526 Ayrica, 6rnek alimi sirasin-
da aerosollerde bulunan C.neoformans ve diger patojen mikroorganizmalarin daha az so-
lundugu ve solunum yolu ile bulas olasihginin en aza indirgendigi, Gstelik koloni sayimi-
nin da yapilabildigi bildirilmistir'®. Avustralya’da Vilcins ve arkadaslan?’, dokuz agac tii-
rinl temsil eden 99 aga¢ orneginde klasik sedimentasyon yontemi ile lireme saptama-
mig, ancak ekiivyon yontemi ile 3 (%3) ornekte C.gattii'ye rastlamiglardir.

Hindistan’da Randhawa ve arkadaslari'® 40"1 S.cumini, ikisi F.religiosa olmak Uizere top-
lam 42 agac orneginden Cryptococcus spp. izole etmiglerdir. Klasik sedimentasyon yon-
temi ile 32 (%76.2), ekiivyon yontemi ile 40 (%95.2) 6rnekte izolasyon yapilabildigi ve
bu farkin istatistiksel olarak anlamh oldugu bildirilmistir. Ayrica, klasik yontem ile sapta-
nan %24’lik yalanci negatiflik oraninin, ekiivyon yonteminde %5’e distigi kaydedil-
mistir'®. Calismada toplam 33 sus serotiplendirilmis; S.cumini’de 26 C.gattii (24 serotip
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B, iki tiplendirilemeyen) ve bes C.neoformans var. grubii (serotip A)'ye rastlanmis, iki F.re-
ligiosa’da ise serotip A saptanmustir'®, Connolly ve arkadaslan?®, 36 saglikli koalanin
(Phascolarctos cinereus) burun bosluklarinda asemptomatik C.neoformans tastyicihginin
arastinimasinda ekilivyon (%42) ve burun yikama suyu (%47) 6rneklerinin etkinligini kar-
silastirmis ve her iki yontemin birbirine yakin degerde olduguna dikkat cekmiglerdir. Ya-
zarlar, burun yikama suyunda saptanan bu gorece ylksek izolasyon oranini sipernatan
yerine sediment 6rneginin kullanilmasi ile agiklamislardir?. Yine Hindistan’da Gugnani
ve arkadaslar®, cesitli okaliptiis tiirlerine ait cicek (n= 120), aga¢ kabugu (n= 81) ve
yaprak (n= 32) orneklerinde klasik sedimentasyon yontemi ile Cryptococcus spp. varligi-
ni arastirmig; yaprak orneklerinde hic maya mantar saptamamius, iki E.tereticornis’in gicek
orneginde C.gattii ve iki E.camaldulensis'in aga¢ kabugu 6rnedinde C.neoformans var.
grubii'yi belirlemislerdir. Kiiba’da llinait-Zaragozi ve arkadaslari®® okaliptiis agaclarinda
hi¢ rastlamadiklar Cryptococcus turlerini Terminalia catappa (n= 60), Causarina equiseti-
folia (n= 30) ve Fretusa (n= 30) agaclarindan ekiivyon yontemi ile elde edilen toplam
250 ornekte arastirmis; 85 (%34) 6rnekte C.neoformans var. grubii (75 T.catappa ve 10
C.equisetifolia) ve 3 (%1.2) ornekte C.gattii (T.catappa-badem agaci) saptamislardir.

Bizim calismamizda, okaliptis agaclarinda Cryptococcus tirlerine rastlanmamis; Uste-
lik bir yil sonra ayni agaclardan yine ayni yontemlerle alinan 6rneklerde de bu maya
mantari trememistir. Bu durum, cevresel 6rnekleme yonteminin 6neminin yaninda, ge-
lecekteki arastirmalarin kapsamina farkli agag tirlerinin de alinmasi gerektigine isaret et-
mektedir. Ulkemizde insan kriptokokkozu 50 yili askin siiredir bilinmesine karsilik, bug-
ne dek hem cevresel hem de klinik 6rneklerde C.gattii saptanmamustir. Sunulan calisma-
da, okaliptus agaclarinda 6rnekleme sirasinda klasik sedimentasyon ve ekiivyon yontem-
lerinin her ikisi de denenmis, ancak Cryptococcus spp. belirlenememistir. Bu nedenle,
farkli agac turleri ve cevresel odaklarda bu maya mantarlarinin arastirilmasi gerektigi ve
boylece daha kapsamli epidemiyolojik verilere ulasilabilecegi dugtinilmustdr.
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