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Bazidiomicet bir maya mantari olan Cryptococcus neoformans hayvanlar ve bagisik sistemi baskili insan-
larda hayati tehdit eden enfeksiyonlara neden olabilmektedir. Cevresel ortam havasinda bulunan aerosolize
partikillerin solunmasi ile C.neoformans/Cryptococcus gattii enfeksiyonlarinin olustugu distinilmektedir. Bi-
linen cevresel kolonizasyon odaklari; kanath ¢ikartilari, agaclar icindeki ¢lrtyen oyuklar ve topraktir. Son yil-
larda Anadolu’nun bati bdlgelerinde yapilan cevresel taramalarda Eucalyptus camaldulensis, Tamarix hispida,
Platanus orientalis ve Punica granatum gibi farkli agaclarin odunsu yapilarinda C.neoformans kolonizasyonu
bildirilmistir. Eldeki verilere gore yapilan tahminler llkemizin bati bélgelerinde yogun Cryptococcus koloni-
zasyon odaklarinin olabilecegini dngérmektedir. Bu calismada, yiiksek rakimli bolgelerde bulunan kestane
(Castanea spp.) agaclarinda C.neoformans kolonizasyonu varligini arastirmak amaclanmustir. Bu amacla, Ay-
din-Denizli-Odemis bélgesinde bulunan kestane (Castanea spp.) agaclarinda C.neoformans kolonizasyonu
arastinlmistir. Calisma, iki biiyiik nehir arasinda kalan verimli, yiiksek rakiml daglik arazide yapilmistir. Bu
bdlge Anadolu’da yaygin kestane tarimi yapilan bolgeler arasinda yer almaktadir. Bu alanda, 2017 yilinin
yaz aylarinda, Uzerinde derin yarik veya gévdesinde biylk oyuk bulunan 214 kestane agacindan 6rnek
alinmistir. Ekiivyon teknigi ile alinan 6rnekler bifenil ve antibiyotik iceren Staib agar besiyerine ekim yapil-
mustir. Kiltirler on giin siire ile kahverengi koloni kontrolii yapilarak takip edilmistir. Patojen Cryptococcus
izolatlarini tanimlamak icin stipheli koloniler konvansiyonel yontemler ve kanavanin glisin bromtimol agar
reaksiyonu ile incelenmistir. izolatin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) tanisi icin ITS 1-4 primerleri kulla-
nilmistir. Bu amacla, STE20 (Aa), STE20 (Aa), STE20 (Da) ve STE20 (Da) primerlerini iceren STE20 PCR
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Denizli Bdlgesinde Kestane (Castanea sativa) Agacindan Cryptococcus neoformans izolasyonu

paneli ile serotip ve eseyli sekil saptanmistir. V8 agar besiyeri eseyli caprazlama kulttrleri icin kullanilmustir.
Calismada incelenen 214 agacin yalnizca bir tanesinde (%0.47) C.neoformans izolasyonu gerceklesmistir.
Bu izolat ITS 1-4 dizi analizi ile dogrulanmistrr. izolatin A serotipinde MATa. seklinde oldugu saptanmustir.
V8 agarda MATa yapisina ait bazidiyum, bazidiyosporlar ve hif yapilarindaki kelepce “klamp” baglantilari
gorilmustir. Bu calismada, Denizli’de Anadolu kestane (Castanea sativa) agacindan C.neoformans’in ilk
defa izolasyonu gosterilmistir. insan patojeni kriptokoklarin cevresel dagilimi ile yapilacak ileri arastirmalar,
bblgemizdeki canlilarda risk olusturan alanlarin saptanmasinda yardimci olacaktir.

Anahtar kelimeler: Cryptococcus neoformans; Castanea sativa; cevresel.
ABSTRACT

Cryptococcus neoformans is a basidiomycetous encapsulated yeast that can cause life-threatening infec-
tions in immunosuppressed humans and animals. C.neoformans/Cryptococcus gattii infections are consi-
dered to be acquired via inhalation of aerosolized particles from the environment. Avian guano, decaying
tree hollows and soil are known as environmental niches. In recent years, colonization of the woody
structures of different trees such as Eucalyptus camaldulensis, Tamarix hispida, Platanus orientalis and Punica
granatum has been reported in the environmental study of the western Anatolian region. Based on the
results of previous studies, our country may have intensive Cryptococcus colonization niches in the western
regions. The aim of this study was to investigate the presence of the colonization of C.neoformans niche
in chestnut (Castanea spp.) trees on higher altitudes. In the study, the colonization of C.neoformans was
screened on chestnut trees (Castanea spp.) in Aydin-Odemis-Denizli geographical area. This area consists
of mountainous terrain between the fertile plain formed by two major rivers.This region is one of the
widespreading areas of chestnut farming in Anatolia. Two hundred and fourteen chestnut trees that had
deep fissures or trunk hollows were screened during mid-summer 2017. A swabbing technique was used,
and all samples were cultured on Staib agar medium containing biphenyl and antibiotics. Cultures were
checked for ten days for suspicious brown colonies. Suspicious yeast colonies were tested for the identifi-
cation of pathogenic Cryptococcus by conventional methods and canavanine-glycine-bromothymol agar
reactions. ITS 1-4 primers were used for strain PCR tests. We determined the mating type and serotypes by
PCR analysis of the STE20 genes using STE20 (Aa), STE20 (Aa), STE20 (Da), and STE20 (Do) primers. V8
agar medium was used for mating cultivation. Only one (0.47%) strain of C.neoformans was isolated from
214 screened trees. This strain was confirmed by ITS 1-4 sequencing. The serotype A MATa mating type
was observed. Basidium, basidiospores and clamp connections in hyphal structure were noted with MATa
mating on V8 agar medium. In this study, the first C.neoformans isolate from a chestnut tree (Castanea sati-
va) was determined from Denizli region. Further studies of distribution of human pathogenic Cryptococcus
will be helpful to determine the risk areas for the living organisms in our region.

Keywords: Cryptococcus neoformans; Castanea sativa; environmental.
GiRi$

Cryptococcus neoformans ve Cryptococcus gattii 6zellikle bagisik sistemi baskilanmis
konaklarda hayati tehdit eden enfeksiyonlara neden olabilen bazidiomicet maya mantar-
lari grubunda yer almaktadirlar. Cogunlukla odun flora ve kanath ¢ikartilarinda kolonize
olmakta ve cevresel ortamlarda cogalmaktadirlar. Kolonize olduklari cevresel ortamlarda
basidiosporlarin ve zor sartlarda bile yasama 6zelligi bulunan maya hiicrelerinin inha-
lasyon havasina karismasi ile insanlara bulasmaktadirlar'. Molekiiler arastirmalar insan

kriptokokkozunun en 6nemli kaynaginin mayalarin kolonize oldugu cevresel ortamlar
oldugunu géstermektedir>®.

Ulkemizde cevresel ortamlardaki kanatli cikartilarindan 1974’ten beri C.neoformans
izolasyonlari yapiimaktadir’'°. Agac florasindan yapilan izolasyonlar ise 2004’ten giinii-
miize kadar, flora farkliliklarini da icerecek sekilde bildirilmektedir' "', Agac florasindan
yapilan arastirmalarin cogunlugu primer odaklarin bulunmasi ve mayanin biyolojisi ile
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dogada yayilma 6zelliklerin belirlenmesi amaciyla yapilmaktadir'é. Akdeniz iilkelerinde
ve Bati Anadolu sahil seridi ile birlikte i¢c bolgelerde de yaygin kolonizasyon goriilebile-
cegi 6ngoriilmektedir'”'®. Bu nedenle, hem dogada mayanin davranisi hem de insanlar
icin riskli bolgelerin saptanmasi icin, cesitli bolgelerde farkl agac floralarinin mayanin
kolonizasyonu bakimindan arastiriimasi gerekmektedir.

Tayland’da ylksek rakimda yetisen yerel kayingiller ailesinden bir agactan (yalanci kes-
tane, Castanopsis argyrophylla, aile: Fagaceae) C.gattii izolasyonu bildirilmistir'®. Ulkemi-
zin de yuksek rakimli bolgelerinde, kayingiller ailesinden kestane yetistiriciligi yaygindir
ve diinya kestane tariminda énemli bir tiretim alanidir?®. Kestane agaclari ile insan temasi
bolgemizde tarimsal lretim nedeniyle yogundur. Bu calismada, Denizli-Aydin bolgesin-
de, ylksek rakimda yetisen kestane (Castanea spp.) agaclarinda C.neoformans kolonizas-
yonunu arastirmak amaclanmugtir.

GEREC ve YONTEM

Calisma Aydin-Denizli illeri arasindaki arazinin cogunlugu cogdrafi olarak derin vadi-
lerin dikey olarak kestigi, Kiicik Menderes ve Blyiik Menderes Havzalari arasinda kalan
bolgede gerceklestirildi. Bu bolgede, Bozdaglar tzerinde bulunan g farkli alan ve Denizli
Baskarci bolgesindeki bir alan, kestane (Castanea spp.) agaclari varhgi yoniinden tarandi
(Sekil 1) ve 224 agactan Randhawa ve arkadaslan?' tarafindan tanimlanan ekiivyon yén-
temi ile 6rnekleme yapildi. Tarama bolgesinde, lizerinde derin yarik ve kovuk bulunan
agaclar ornekleme icin arastirmaya dahil edildi.
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Sekil 1. Tiirkiye (lizerinde karasal ekolojik alanlara (Kliciik harita, https://databasin.org/) gore érnekleme
yapilan arastirma bélgeleri (http://maps.google.com).
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Ornek Alimi ve Mikrobiyolojik Tani

icerisinde tasima ortami (%0.4 kloramfenikol iceren steril edilmis %0.9 NaCl) bulu-
nan steril ekiivyonlar 6rnek aliminda kullanildi. Tasima ortami ile islatilan ekiivyon, agac
kovugunun ve/veya derin yariklarinin farkli bolgelerine surildi ve ornekler steril tip ici-
ne aktarildi. Alinan 6rnekler ayni giin icinde laboratuvara ulastirildi. Ekiivyonu cikarilan
ornekleme tiipl, bir dakika streyle vortekslendi ve ¢okme islemi icin oda sicakliginda
30 dakika bekletildi. Sivi ytizeyinden 100 pl alinarak %0.1 bifenil ve %0.5 kloramfenikol
iceren Staib agara ekildi. Nemli ortamda, 28°C’de 15 giin sureyle inkiibasyona devam
edildi ve glinagir Greme kontroll yapildi. Staib agarda; kahverengi pigment olusturan
kolonilerin treaz aktivitesi, 37°C’de Ureyebilme ve Dalmau agarda yapisal ozellikleri in-
celendi. Ureaz pozitif, 37°C’de (ireyebilen ve hif olusturmayan kolonilerin kanavanin-gli-
sin-bromtimol agar besiyerinde tiremesi gozlendi. Bu besiyerinde tireyemeyen koloniler,
C.neoformans kabul edilerek molekiler amplifikasyon ve V8 agarda eseyli caprazlama
yontemleri kullanilarak ileri tanimla yapildi. Calismada kontrol olarak C.neoformans KN99
Aa ve C.neoformans KN99 Aa. standart suslari kullanildi.

Molekiiler Yontemlerle Tani

izole edilen koloninin ve standart C.neoformans suslarinin [JEC 20 (VNIV-Da), JEC 21
(VNIV-Da), KN99 Aa ve KN99 Aa] genomik DNA ekstraksiyonu Turin ve arkadaslari?? ta-
rafindan 6nerilen yonteme gore gerceklestirildi. ITS 1-4 primerleri kullanilarak PCR amp-
lifikasyonu, toplam hacim 25 pl olacak sekilde [12.5 pl 2X karisim (Ampligon Taqg DNA
Polymerase Master Mix, Odense, Danimarka); 0.5 pl her bir primerden (100 pmol/ul),
10.5 pl distile su ve 1 pl kalip DNA] gerceklestirildi (Tablo I). Isi dongti cihazi (Techne Pri-
me, Birlesik Krallik)’nda, PCR amplifikasyonu 95°C’te 5 dakika ilk denattirasyonu takiben,
35 dongi 95°C’te 45 saniye denatirasyon, 57°C’te 60 saniye primer birlesmesi, 72°C'te
60 saniye cogaltma ve 72°C’de 5 dakika son uzama olarak optimize edildi. PCR amplifi-

Tablo I. Arastirmada Kullanilan Cryptococcus neoformans Primerleri

Primer adi Niikleotid dizileri (5’-3) Size (bp)
ITs ITS1 TCC GTA GGT GAA CCT GCG G
ITS4 TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC
Cryptococcus STE20_Aa_Forward  CTA ACT CTA CTA CAC CTC ACG GCA 457
\’/’:ff; ZE’?S STE20_Aa_Reverse ~ CGC ACT GCA AAA TAG ATA AGT CTG
STE20_Ao_Forward ~ GGC TGC AAT CAC AGC ACC TTA C 330
STE20_Ac_Reverse  CTT CAT GAC ATC ACT CCC CTA T
Cryptococcus STE20_Da_Forward =~ CAC ATC TCA GAT GCC ATT TTA CCA 728
\’/’::’fzre ”;Z)’r’fn ans STE20_Da_Reverse  AGC TCT AAG TCA TAT GGG TTA TAT
STE20_Do_Forward ~ CTT AAT TCA CAG CAC CAG CCT A 592

STE20_Do._Reverse GGT CAT CACAGT CAGTCACCAC
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kasyonu sonrasinda elektroforez ile %1.2'lik agaroz jelde 120 voltta 30 dakika yirtttlen
ornekler jel goriintiileme cihazinda incelendi. Hedeflenen bdlgede bant gézlenen PCR
érnekleri saflastirildiktan sonra, RefGen Biyoteknoloji ve Arastirma Merkezi'nde (ODTU,
Ankara) dizi analizi ile dogrulandi.

Eseyli tipin saptanmasi amaciyla; JEC 20 (VNIV-Da), JEC 21 (VNIV-Da), KN99Aa,
KN99Aa ve test edilen izolatin genomik DNA ekstraksiyonu, STE20 Aa, STE20 Aa, STE20
Da, STE20 Da primerleri (Tablo I) kullanilarak PCR amplifikasyonu yapildi. STE20 Aa,
STE20 Aa, STE20 Da primerleri ile yapilan amplifikasyonda, 95°C’te 6 dakika ilk dena-
tdrasyon sonrasi, 36 dongi 95°C’te 45 saniye denatiirasyon, 60°C'te 45 saniye primer
birlesmesi, 72°C'te 1.5 dakika cogaltma ve takiben 72°C’de 7 dakika son uzama gercek-
lestirildi. STE20 Da primeri ile yapilan amplifikasyon 95°C’te 6 dakika ilk denattirasyon
sonrasl, 30 dongi 95°C’te 45 saniye denatiirasyon, 50°C’te 45 saniye primer birlesmesi,
72°C'te 1.5 dakika cogaltma ve takiben 72°C’de 7 dakika son uzama olmak uzere Isi
dongu cihazinda gerceklestirildi. Amplifikasyon sonrasinda PCR Uriinleri elektroforez ile
%71.4’luk agaroz jelde 120 voltta 60 dakika yirttilerek jel gortintiileme cihazinda ince-
lendi.

Esey caprazlama testinde; izolat C.neoformans KN99 Aa ve C.neoformans KN99 Aa
suslari ile V8 agar [%5 V8 (Campbell’s, Kanada), 3 mM KH2PO4, %4 agar; T N KOH ile
pH= 5.5 ayarlandi] besiyerinde caprazlanarak eseyli treme icin karanlikta, 25°C’te dort
hafta siire ile inkiibasyona birakildi?®. Siire sonunda, kontrol ve caprazlama ekimleri, 1k
mikroskobunda hif yapilari ve basidiyum/basidiyospor varli§i yéniinden degerlendirildi.

BULGULAR

Calismaya alinan dort bolgedeki toplam 224 agactan toplanan orneklerin yalnizca bi-
rinde C.neoformans liremesi saptanmistir. Mayanin izole edildigi bolgenin Denizli israfil
Deresi civari oldugu belirlenmistir (Sekil 1, Tablo II). izolatin A serotipinde ve MAT a. ge-
notipinde oldugu saptanmistir (Sekil 2). V8 agarda yapilan eseyli caprazlama kultiiriinde
filamentoz yapi olusumunda dikaryotik “klamp” baglantisi ve basidiyospor bulunduran
terminal basidiyum gortintiisii KN99 Aa ile elde edilerek test izolatinin MAT o oldugu
dogrulanmistir (Sekil 3).

TARTISMA

Farkli cevresel ortamlarda kolonize olabilen C.neoformans’in ekolojisine iliskin bilgileri-
miz hentiz yeterli degildir. Bu mayanin bulundugu odunsu yapilar ile birlikte cevrenin ik-
limsel 6zelliklerinin mayanin dagiiminda énemli rol oynadigi da kabul edilmektedir. Daha
soguk iklimlere ve yazlari daha ylksek neme uyum saglamasindan dolay1 C.neoformans’in
C.gattii'ye gore, Akdeniz ulkelerinde daha yaygin olarak bulundugu 6ne surilmektedir.
C.neoformans'in dagiimi ile ilgili Cogliati ve arkadaslarinin®* Akdeniz havzasinda yriittii-
i genis katiimli bir arastirma ve buna bagl iklimsel tiir dagiim modellemesinde'”, iilke-
mizin de icinde bulundugu riskli bolgeler belirlenmeye calisiimistir. Yagigh donemlerde bu
mikroorganizmalarin ortamda hayatlarini stirdiirebilme yeteneklerinin farkliigi, anahtar
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Tablo II. Kestane Adaclarindan Ornekleme Yapilan Bélgeler

Bélge Ornek sayisi Pozitif
| (Aydin) Hamamkoy -
Menteseler 74 -
Cumayani -
Il (Aydin) Apaklar -
Ovacik -
54

Yukariérencik R

Asagiorencik -

Il (Denizli) Alandiz 36 -
IV (Denizli) israfil Deresi 50 1
Toplam 214 1

Sekil 2. Polimeraz zincir reaksiyonlari: JEC20 (Da); JEC21 (Do,); KN99a (Aa); KN99o. (Aa); Test rnegi (1);
Negatif kontrol (N); Marker (M).

Sekil 3. (a) V8 agar eseyli caprazlama kiiltiiriinde filament6z yapi olusumu, (b) Hif dikaryotik “klamp”
baglantisi (Dtiz ok), (c) Basidiyospor (kesikli ok) bulunduran terminal basidiyum gértintiisii.
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rol oynayan bir faktor olarak belirtilmistir. Benzer sekilde bagil nemin ytiksek oldugu do-
nemlerde, ortamda bulunan mikrobiyotanin degiskenligine de bagl olarak, C.neoformans
cevresel ortamlardan daha yiiksek oranda izole edilmektedir?>2®. Sunulan arastirmanin
yapildigi bolge, Képpen-Geiger iklim siniflamasina gore “CSA” (kisi ilik, yaz1 ¢cok sicak ve
kurak iklim (Akdeniz iklimi), T, _ > 22°C) sinifinda yer almaktadir”’. Ulkemizde kestane
tarimi genellikle 10°C istiinde ve yillik yagisin 1000 mm?*’iin altina diismedigi bolgeler-
de yapilmaktadir?®. Kestanenin daha soguk iklimlerde yetisebiliyor olmasi, sunulan aras-
tirmada da elde edilen veriye uygun olarak, C.neoformans kolonizasyonu icin uygun bir
mikroklima ortami saglayacagini diistindiirmektedir. Kestanenin iiman iklim bdélgesi agaci
olmasi ve kurak gecen mevsimlerin bitkiye zarar vermesinden dolayi, kestane yetisen Ana-
dolu bolgelerinde floranin taranmasi, C.neoformans’in ekolojisinin anlasiimasinda 6nemli
bir cevresel yanit olabilir. Bununla birlikte, Akdeniz havzasindaki patojen cevresel kripto-
koklarin dagihmini inceleyen bir arastirmada 46 C.sativa agacindan 6rnek alinmis, ancak
ireme saptanmamistir?®. Bu durum, yapilan arastirmalarin cogunlukla iklim farkhliklari
gosteren deniz seviyesi kisminda yiritiilmesi, yogun kestane tarimi yapilan yerlerin ise
daha i¢ ve ormanlik bdlgelerde bulunmasi nedeniyle olabilir. Cogliati ve arkadaslarinin'”
Akdeniz havzasinda muhtemel cevresel odaklarin yayginligini inceledikleri calismada, 6zel-
likle Marmara Bolgesi i¢c kissmlarinda, kiyi bolgelere gore daha yliksek oranda C.neoformans
var. neoformans goriilme olasiliginin yiiksek olabilecegi belirlenmistir. Cogliati ve arkadas-
lar'” ile Acherson ve arkadaslarinin'® yaptiklar calismalarda C.gattii varhginin ise daha
ihman olan Ege ve Giiney Anadolu cografyasinda olabilecegi bildirilmistir.

Arastirmada saptanan izolat, MAT a eseyli formunda olup, bu formun llkemizde bas-
kin oldugu &nceki calismalar ile de gésterilmistir?®. Diinya (izerinde de en baskin olan
form o alel tipidir?®. Yapilan arastirmalarda MAT lokusundaki farkliliklarin saptanmasinin,
C.neoformans’in ekolojisi ve viriilansi ile baglantisinin aydinlatiimasinda 6nemli oldugu be-
lirtiimektedir®. Caprazlama testlerinde de izolat KN99 Aa ile eseyli sekil olusturmustur.
V8 agar, Escandén ve arkadaslarinin?® tanimladigina gére hazirlanmis ve pH= 5.5 olarak
ayarlanmistir. Bu ortamda da bazidiyum, bazidiyospor ve kelepce “klamp” baglantilari
gosterilmistir (Resim 3). Yapilan calismalarda eseyli seklin saptanmasi 6nemlidir. Konuyla
ilgili laboratuvarlarda kullanilan V8 agar pratik, ucuz ve degerlendirmesi kolay bir besiyeri
olarak taniya yardimcr olmaktadir.

Ulkemizde okaliptus (Eucalyptus camaldulensis), lgin (Tamarix hispida), dogu ¢inari (Pla-
tanus orientalis), nar (Punica granatum) ve ¢cam agaclarinda C.neoformans izolasyonu daha
énceki arastirmalar ile bildirilmistir''"'%. Yapilan arastirmalar ve cografi analizler gézoniine
alindiginda, Marmara, Ege ve Cukurova (ve kismen Dogu Karadeniz) bolgelerinde insan
ve hayvan patojeni bu maya mantarinin arastiriimasi ve ylksek kolonizasyon bolgelerinin
saptanmasi miimkiindiir'”"'8, Planlanarak yapilacak yeni arastirmalar hem mayanin eko-
lojisinin anlasilmasina yardimci olacak, hem de diinyada yogun sekilde gerceklestirilen
cevresel kriptokok taramalarina 6nemli katki saglayacaktir.
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Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir cikar catismasi bildirmemislerdir.
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