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OZET

Cryptococcus neoformans insan ve hayvanlarda hayati tehdit eden enfeksiyonlar olusturan bazidiomi-
cet bir maya mantaridir. Bu maya mantari, diinyanin ¢esitli bolgelerindeki agaglarin ¢iirliyen oyuk ve ya-
riklarindan izole edilmistir. Mayanin Akdeniz’in dogu bolgelerinden izolasyonu ¢ok azdir. Variigindan siip-
helenilen bolgelerde yaklasik 10 yildir ardarda stirdirilen sistematik taramalar ile sadece ciceklenme do-
nemindeki bir Eucalyptus camaldulensis debrisinden C.neoformans susu izole edilebilmistir. Bu calismada;
Temmuz 2008 doneminde Denizli il yerlesiminde bulunan, tizerinde kovuk ve derin yariklarin bulundu-
gu 300 agacin C.neoformans kolonizasyonu yoniinden taranmasi amaclanmistir. Agaclarin kovuk ve ya-
riklardan ekivyon teknigi ile alinan 6rnekler minimal Staib agar besiyerine (kreatinin ve potasyum dihid-
rojen fosfat icermeyen) ekilmis ve 6rneklerin %0.6 (2/300)'sindan C.neoformans izolasyonu yapilmistir.
Bu izolatlarin biri Platanus orientalis (dogu ¢inari; n= 92), digeri ise Punica granatum (nar; n= 2) agacin-
dan elde edilmistir. P.orientalis'ten yapilan izolasyonda petri plaginda 6 koloni C.neoformans saptanirken,
Pgranatum’dan 3 koloni izole edilmistir. izolasyonlarin yapildigi agaglardan iki ay sonra alinan kiltrler-
de Greme olmamistir. Bu calisma sonucunda, her ne kadar daha onceden literatiirde bildirilmeyen iki
agactan (Platanus orientalis ve Punica granatum) C.neoformans izolasyonu yapilmis olsa da, Denizli sehir
merkezindeki adaclarin florasinda C.neoformans’in kolonizasyonuna sik rastlanmadigi gosterilmistir.

Anahtar sézciikler: Cryptococcus neoformans, cevresel kolonizasyon, Platanus orientalis, Punica grana-
tum, adag, kovuk, Tiirkiye.

ABSTRACT

Cryptococcus neoformans is a basidiomycetous yeast leading to life-threatening infections in human
and animals. It has been isolated from decaying hollows and fissures from various tree species in diffe-
rent parts of the world. The isolation of the yeast from the environment is less in the eastern part of Me-
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diterranean area. Only one C.neoformans strain from debris of Eucalyptus camaldulensis in the blossoming
period, has been reported by consecutive studies done in suspected areas since the last 10 years. In this
study, 300 tree including trunk hollows and fissures have been screened for colonization of C.neoformans
in Denizli city (located on Aegean part of Turkey) center during July 2008. All samples has been collec-
ted by swabbing technique and cultured on minimal Staib agar medium (without creatinine and potas-
sium dihydroden phosphate). Two (0.6%) strains of C.neoformans have been isolated from the total of
300 screened trees. One of these isolates was from Platanus orientalis (plane tree; n= 92) and one from
Punica granatum (pomegranate tree; n= 2). Six and three colonies per plate have been isolated from
P.orientalis and P.granatum samples, respectively. C.neoformans has not been isolated in the repeat cul-
tures done in the following two months. Although C.neoformans was isolated from previously unac-
complished niches in this study, our results suggested that C.neoformans colonization of trees trunk hol-
lows and fissures was not common in Denizli city center.

Key words: Cryptococcus neoformans, environmental colonization, Platanus orientalis, Punica granatum,
tree, hollow, Turkey.

GiRiS

Cryptococcus neoformans heterotallik bazidiomicetes sinifindan, yasami tehdit eden
enfeksiyonlar olusturabilen kapstllii bir maya mantaridir. insanlara, kolonize oldugu cev-
resel odaklardan havaya karisan yapilarinin solunum yolu ile alinmasi sonucu bulagir. Ko-
lonize oldugu aga¢ ortami, maya mantarinin yasam dongusini ve viriilansini da etkiler.
C.neoformans’in dogada c¢ogaldigi konaktaki genotipik 6zellikleri, basidiosporlarin enfek-
siyéz olusumlari ve esey sekilleri cevresel konaga gore degisim gdstermektedir'-3. Bu ne-
denle farkl cevresel kolonizasyon odaklarinin bulunmasi; mayanin heniiz tam olarak be-
lirlenemeyen yasam siklusunu saptamak ve enfeksiy6z bazidiosporlarin olusumunu anla-
maya yardimci olacaktir.

C.neoformans’in dogal ortamda kolonize oldugu ortamlar kanath (cogunlukla guver-
cin) diskilari ile kontamine bélgeler ve agac (cogunlukla Eucalyptus spp.) florasidir!. Ul-
kemizde yapilan cesitli arastirmalar ile C.neoformans guivercinliklerden, ari kovanlarindan
ve Gékova bélgesindeki Eucalyptus camaldulensis florasindan izole edilebilmistir*. Cesit-
li Ulkelerde okaliptus florasi disinda farkli agaclardan da izole edilmistir. Bu izolasyonlarin
canh agaclarin oyuklarindan yapilabilmesi, mikroklimatize ortamlarda C.neoformans’in
dogada kolaylikla cogalabildigini aciklamaktadir'®'2. Bu sonu¢ dogadan insana bulagan
mayalar icin énemli bir odagin varligini géstermektedir. Ulkemizde bu konuda yiiriiti-
len iki ayri calismada izolasyon yapilamamuigtir'14,

Bu calisma; kent yerlesimi icinde risk faktorl olabilecegi disiindlen farkh agag tirle-
rinde C.neoformans’in varhiginin arastiriimasi amaciyla gerceklestirilmistir.

GEREC ve YONTEM

Denizli il merkezinde, insan yerlesimlerinin oldugu ve halka acik bolgelerde, Gzerinde
oyuk ve/veya kovuk bulunan 300 agac¢ [92 Platanus orientalis (¢inar, dogu ¢inari), 49
Morus spp. (dut), 40 Tilia spp. (thlamur), 38 Olea europaea (zeytin), 13 Pistacia terebint-
hus (menengic, ¢itlik), 11 Acer spp. (akcaagacg), 8 Eucalyptus camaldulensis (okaliptus), 6
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Robinia pseudoacacia (salkim agaci, beyaz cicekli yalanci akasya), 6 Ficus carica (incir), 6
Juglans regia (ceviz), 5 Quercus spp. (mese), 4 Aesculus spp. (at kestanesi), 6 Salix spp.
(s6gut), 4 Fagus spp. (kayin), 3 Phoenix dactylifera (hurma), 2 Cydonia oblonga (ayva), 2
Juniperdus spp. (ardi¢), 2 Pauwlonia tomentosa (pavlonya, Cin kavagi), 2 Punica grana-
tum (nar), 1 Prunus avium (kiraz)] arastirmaya alindi. Arastirma 2008 yili Temmuz ayi
icinde ydratulda.

Arastirmaya alinan agaclardan ekiivyon yéntemi ile drnekleme yapildi'2. Bu yénteme
gore; yaklasik 2 mm kalinhiginda, ortalama 30-40 cm uzunlugunda bambu ¢ubuklar te-
min edildi. Bu ¢ubuklarin bir uclari pamuk ile ekiivyon haline getirilerek 10’luk paketler
halinde, otoklavda 121°C’de, 15 dakika sure ile steril hale getirildi. Cevresel orneklerin
alimi sirasinda hazirlanan ekiivyon, gentamisin (25 mg/I) iceren steril %0.9 NaCl ile 1s-
latihp agacin kovugundan farkli bdlgelere siirterek drnekleme yapildi. Uzerinde delik ve
derin yarik bulunan agaclarin yariklarindan da ayni yontemle 6rnek alindi. Alinan 6rnek-
ler, icinde 5-10 ml steril %0.9 NaCl bulunan steril cam tiipler icinde tasindi ve oda si-
cakhginda, en fazla Ug saat icinde isleme alindi. Her 6rnek, ekiivyon icinden cikarildiktan
sonra vortekslendi ve oda sicakliginda 30 dakika ¢okelmeye birakildi. Sivinin ylizeyinden
100 pl alinarak %0.01 bifenil ve %0.5 kloramfenikol iceren, 9 cm capinda petri plagin-
da hazirlanan, basitlestirilmis Staib agar (kreatinin ve potasyum dihidrojen fosfat icerme-
yen) besiyerine ekildi. Ornekler, 28°C’de 15 giin inkiibe edildi. Besiyeri kontroliinde
C.neoformans ATCC 90112 susu kullanildi. C.neoformans Staib agar besiyerinde; kahve-
rengi pigment olusturmasi, Ureaz aktivitesi varligi, 37°C’de ureyebilme ve hif olusturma-
ma Ozelliklerine gore tanimlandi. C.neoformans’in Cryptococcus gatti’den ayriminda ka-
navanin-glisin-bromtimol (KGB) agar kullanildi'® (C.gattii KGB besiyerinde kanavanin di-
renci varligi ve glisin kullanimi ile tirer ve besiyerinin rengi yesilden sariya dontsur; C.ne-
oformans ise KGB besiyerinde Gremez). KGB besiyeri kontroliinde C.neoformans ATCC
90112 ve C.gattii NIH18C suslari kullanild.

izolasyon yapilan agaglardan iki ay sonra yine ayni yontem ile rnekler alindi ve ayni
islemler tekrarland.

BULGULAR

Calismada, Denizli sehir yerlesimi icinde 17 farkli bolgede saptanan 300 kovuklu
agactan 321 ornek alinmistir (Tablo I). Anit agacg olarak yerel yonetimler tarafindan tes-
cil edilmis 40 dogu cinari (Platanus orientalis) agaci tizerinde farkl zamanlarda olusturul-
mus yas saptama delikleri (yaklasik 1 cm ¢capinda, agacin goévdesine dik 15-30 cm derin-
liginde) bulunmustur.

Ornekleme yapilan agaclarin 2 (%0.6)'sinden [Platanus orientalis (dogu ¢inari) ve Pu-
nica granatum (nar) adaclarindan] C.neoformans izolasyonu yapilmistir. Uzerinde derin
yas saptama delikleri bulunan agaclardan izolasyon yapilmamistir. P.orientalis'ten yapilan
izolasyonda besiyerinde toplam 6 koloni, P.granatum’da ise 3 koloni C.neoformans sap-
tanmigtir. Her iki izolatin da KGB agar besiyerinde iremedigi, besiyerinde renk degisimi
olmamasi ile saptanmugtir.
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Tablo I. Literatiirde Eucalyptus spp. Disinda Cryptococcus neoformans izolasyonu Yapilan Adag Tiirleri

Agag tiiri

izolasyon oranr*

Acacia nilotica (dikenli akasya, Fabaceae)

Aegle marmelos (hint ayvasi, Rotaceae)

Alstonia scholaris (hint seytan agaci, Apocynaceae)

Anadenanthera peregrina (Fabaceae)

Azadirachta indica (yalanci tespih agaci, Meliaceae)

Butea monosperma (ates agaci, Fabaceae)
Caesalpinia peltophoroides (Fabaceae)

Cassia fistula (yagmur sinamekisi, Fabaceae)
Cassia grandis (Fabaceae)

Dalbergia sissoo (tali, Faboideae)

Ficus microcarpa (Moraceae)

Ficus religiosa (bo agaci, Moraceae)
Manilkara hexandra (Sapotaceae)

Mangifera indica (mango, Anacardiaceae)
Mimusops elengi (ispanyol kirazi, Sapotaceae)
Phoenix spp. (Arecaceae)

Polyalthia longifolia (Annonaceae)

Senna multijugga (Fabaceae)

Syzygium cumini (java Kirazi, Myrtaceae)

Tamarindus indica (demirhindi, Fabaceae)
Terminalia arjuna (Combretaceae)

Tipuana tipu (Fabaceae)

2/14 0 2/4 0 3/407

1/1 ¢ 4/407

171947

1/3@9

1/5 0 7/20 ¢ 4/507
1/201/109

1/8(20)

8/19 ¢ 3/4 ¢ 4/407); 1/220@
5/7(1 0)

171347

2/1209

171507, 3/17@7N

2/6 0 7/1007

1/7 ¢ 3/407; 6/4529; 18?9
1/1304/4 0 5/6 0 8/8 ¢ 8/9017
1/808

5/18 ¢ 17/30 ¢ 10/1407
1/209

11/6749); 1/7@7; 2/50@; 1/12 ¢ 1/929);
4/1201/1402/7 ¢ 1/1 ¢ 2/827); 2/8(8)

1/209; 2/45@%: 2/10 ¢ 1/7?0
1/4@9
2/7108)

* |zolasyon sayisi/ornekleme yapilan agag sayisi; zaman icinde tekrarlayan izolatlar “0* ile ayrilmistir; kaynaklar "¢

ile belirtilmistir.

izolasyonlarin yapildigr agaclardan iki ay sonra alinan kilturlerde C.neoformans tre-

mesi saptanmamistir.

TARTISMA

C.neoformans’in yasam dongusi icinde cevresel ortamdan insana bulasmasinda en
onemli basamak; olumsuz cevre sartlarina ragmen cogalabilecedi uygun ortamlar-
dir’»21912 By maya mantari agaclardaki seliilaz ve lignini parcalayarak dogada yasami-
na devam edebilir'3. Okaliptiis florasindan mayanin sik olarak izole edilmesi, kolaylasti-
rici etmen olarak agaclarda kolonizasyonun arastiriimasina neden olmustur. C.neofor-
mans’in cevresel ortamda kolonize olarak cogaldigi odun yapinin; eseyli sekillerinin bu-
lunabilmesi, dogada yayilimi ve patojenitesi icin énemli oldugu 6ne strilmustiir®>.
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Saccharomyces cerevisiae gibi bazi mayalarin bitki hormonlarina duyarli oldugu, indol-3-
asetik asitin mayanin invazif bir sekilde cogalmasina yol actigi bilinmektedir'®. Benzer se-
kilde, C.neoformans’in da bitki yapilarindaki inositol ve indol-3-asetik asit ile birlikte, ay-
rica 151§in da yardimi ile eseyli sporlanma yapabilecedi ve insana bulasacak yapilarin olu-
sabilecegi dusiiniilmektedir?. Burada anahtar rolii, mayanin kolonize oldugu agacin tii-
riiniin ve dolayisiyla yapisindaki besin kaynag farkliliklarinin oynadigi belirtilmektedir>.
Adaclardan toplama ve sedimentasyon yontemi ile yapilan orneklemelerde, az sayida
izolatin elde edilmesi nedeniyle farkli yontemler denenmis, ekiivyon ile 6rnekleme sonu-
cunda daha ytksek izolasyon orani saglanmistir. Eklivyon ile 6rneklemede, mayanin yo-
gun oldugu bolgelere daha kolay ulasilabildigi, dogrudan glines 151§1 gibi olumsuz fak-
torlerden uzak kalarak ornekleme yapilabilmesinin, izolasyon oranini artirdigi diisindil-
mektedir'2. Ulkemizde sedimentasyon ve ekiivyon ile okaliptiis florasindan C.neoformans
arastirmalari yapilmis, ancak sedimentasyon yontemi ile tek bir 6rnekten bir sus izole
edilebilmistir*® 13, Cevresel izolasyonun yapilamadigi okaliptiis ormani icerisindeki bal
arisi (Apis mellifera) kolonilerinden ise ekiivyon yéntemi ile maya ayrilabilmistir®.

Ozellikle Hindistan, Brezilya, Arjantin ve Kolombiya gibi (lkelerde uzun siirelere yayi-
lan calismalar ile cesitli agaclardan C.neoformans izolasyonlari yapilmistir'”-21. Okaliptiis
disindaki agaclardan izole edilen C.neoformans suslarinin izolasyon oranlari ve uzun si-
reli ve/veya tek seferlik izolasyon durumlari Tablo I’de gérilmektedir. izolasyon oranlari-
na kaynaklarda rastlanmayan, ancak C.neoformans izolasyonunun yapildigi bildirilen
agaclar arasinda Tachigali myrmecophila (Fabaceae), Miroxylon peruiferum (Fabaceae),
Theobroma cacao, (kakao agaci, Malvaceae) yer alir?2. izolasyon, genellikle agaglarin ko-
vuklu bolgelerinden yapilmistir. Kovuklarin dig ortamin olumsuz etkilerinden koruyarak,
oOzellikle sicak iklimlerde yiiksek nemli ve ilik bir ortam olusturarak mikroklimatik ortam-
da mayanin yasamina olanak sagladigi ve kolonizasyonunu kolaylastirdigi diisuntlmek-
tedir. C.neoformans’in kanatl diskilarindaki kolonizasyonunda kreatininin oynadigi role
benzer olarak, agaclardaki kolonizasyonunun da lakkaz aktivitesi ile odun yapisinin par-
calamasi ve ciiriimesi sonucu olustugu éne siiriilmektedir'®23, izolasyon yapilan bélge-
ler genellikle tropikal, subtropikal veya kurak iklime sahip bolgelerdir. Bu maya mantari,
sicak bolgelerde nemli ortamda, soguk bolgelerdeki kovuklara gére daha sik bulunur. Ya-
gisl gecen ihman iklim donemlerinin, mayanin kolonizasyonunda 6nemli oldugu bildi-
rilmistir'®. Ulkemizde benzer iklim 6zelliklerine sahip bélgeler Ege ve Akdeniz bdlgeleri-
dir. Genis okaliptis bitki ortiistine ve sicak/nemli iklimde eski, ici oyulmus blyuk kovuk-
lu agaclarin olmasina ragmen, bu bdlgelerde yapilan saha arastirmalarinda C.neoformans
izolasyonu yapilamamistir?*. Eski, anitsal ézellik tasiyan, tizerinde biiyiik kovuklarin bu-
lundugu agaclarin taranmasi sonucunda da mayaya rastlanmamistir'.

Calismamizda, daha once dinyanin farkli bolgelerinden C.neoformans kolonizasyonu
oldugu bildirilen agaclar da arastirmaya alinmig, ancak bu agaclardan izolasyon yapila-
mamistir. Buna kargin, daha 6nce C.neoformans kolonizasyonu bildirilmeyen dogu ¢ina-
ri (Platanus orientalis) ve nar (Punica granatum) agaclarindan C.neoformans izole edilmis-
tir. Calismamizda, kultirlerde elde edilen koloni sayisi, diger calismalarda rapor edilen-
lere gore dusiuk bulunmus; ancak agaclarin bulundugu bolgelerdeki iklim sartlarinin,
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mayanin ortamda bulunabilmesi icin yeterli oldugu distntlmustir. Granados ve Casta-
fieda'?, dis ortam neminin yiiksek olmasinin, cevresel mikrobiyal (iremeye yol acarak
maya Uremesini inhibe edebilecegini ifade etmektedir.

Bolgemizde, orneklemenin yapildigi donemlerde ortalama sicakliklar 20-25°C arasin-
dadir. Mayanin cevresel ortamlardan sik izole edildigi bolgelerde, izolasyon sikhiginin
mevsimsel olarak degistigi belirtilmektedir. Kolombiya’da yapilan bir calismada'® sicakli-
gin 9-16°C arasinda; Hindistan’da?* ise sicakhigin 15-33°C arasinda degistigi dénemler-
de maya izolasyonlarinin yapildigi bildirilmistir. Bizim calismamizda, tekrarlayan kultir-
lerde tremenin olmamasi, bolgemizdeki agag florasinda saptanan mantar kolonizasyo-
nunun sureklilik gostermedigini ve farkli cevresel faktorlere bagh olabilecegini dusundir-
mustur. Literatiirde de, kolonizasyonun 0.7-2.5 yillik siire icinde zaman zaman tekrarla-
digr bir grup agac tiri oldugu ya da izolasyonun tekrar yapilamadig: farkli agag turleri-
nin oldugu bildiriimektedir'” (Tablo ). Buna karsin, bu konuda uzun siireli arastirma ya-
pan calismacilar, mevsimsel 6zelliklere bagli olarak C.neoformans’in dogada kolonizasyo-
nunu etkileyen faktorlerin belirlenmesi icin daha genis capli ve uzun sureli cahismalara ih-
tiyac oldugunu da vurgulamaktadirlar®17:21:24.25,

Sonug olarak C.neoformans, tlkemizde agag florasindan az izole edilebilen bir maya-
dir. Dogu ¢inari ve nar agaglarindan birer izolasyonun yapilabilmesi, mayanin farkl iklim
ve cografyada farkli bitkilerde bulunabilecegini, cinse veya tlre 6zgu secicilik gosterme-
digini dustindiirmektedir. Bu nedenle, 6zellikle subtropik ve iiman bolgelerimizde farkli
floralarin ekiivyon yontemi ile arastirilmasinin ve mayanin risk olusturabilecegi bolgele-
rin saptanmasinin 6nemli oldugu distincesindeyiz.
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