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G‹R‹fi

Bazidiomiçet genusundan insan patojeni mayalar
Cryptococcus neoformans (önceki ismi ile C.neo-
formans serotip A ve D) ve Cryptococcus gatti-

i (önceki ismi ile C.neoformans serotip B ve C)

tropik ve subtropik bölgelerde s›kl›kla Eucalyptus
camaldulensis floras›ndan izole edilebilmektedir

(1-3). Ülkemizdeki genifl ökaliptus floralar›nda

yap›lan taramalarda beklenenin aksine çok az sa-

y›da C.neoformans izole edilebilmifltir (4, 5). Ül-

kemizde az say›da flora kökenli çevresel izolas-

yon yap›lmas›n›n nedeni; topra¤›n kimyasal özel-

li¤i ve yayg›n çevresel antifungal maddelerin bu-

lunabilece¤i fleklindeki hipotezler ile aç›klanama-

m›flt›r (5, 6). Mayan›n çevresel kolonize oldu¤u

flora yap›lar›nda üreyebilmeleri ve oradan hava
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The growth dynamics of Cryptococcus neoformans and 
Cryptococcus gattii serotypes on South-West Anatolian's 
Eucalyptus-based broths

ÖZET

Cryptococcus neoformans'›n do¤al kayna¤› olarak gösterilen Eucalyptus camaldulensis floras› ülkemizde genifl bölgelerde
bulunmas›na ra¤men çevresel Cryptococcus neoformans izolasyonu çok azd›r. Bu çal›flmada, E.camaldulensis tohumlar›ndan
haz›rlanan s›v› besiyerinin C.neoformans ve C.gattii serotiplerini üretme dinamikleri incelenerek, de¤erlendirme için
optimize flartlar saptanm›flt›r. Güney-Bat› Anadolu bölgesinde on farkl› merkezdeki ökaliptüslerden toplanan tohum
yap›lar›ndan haz›rlanan besiyerlerinde standart kriptokok kökenlerinin üreme dinamikleri incelenmifltir. C.neoformans
serotip A kökeninin tüm bölgelerden haz›rlanan besiyerlerinde üreyebildi¤i saptanm›flt›r. Di¤er standart kriptokok
kökenlerinde baz› bölgelerde üremenin k›smi inhibisyona u¤rad›¤› bulunmufltur. Sonuç olarak üremenin bask›land›¤›
bölgelerdeki farkl› kimyasal yap›lar›n anti-kriptokokkal aktivitelerinin yeni çal›flmalar ile ayr›nt›l› olarak tan›mlanmas›
gerekti¤ine karar verilmifltir.

Anahtar kelimeler: Cryptococcus neoformans, Cryptococcus gattii, çevresel, üreme dinamikleri, Eucalyptus camaldulensis

SUMMARY

Although wide Eucalyptus camaldulensis plantation as a natural niche of Cryptococcus neoformans has been present in our
country, the isolation of the yeast is lower than expected. In this study, newer Eucalyptus seed-based broth has been studied
and optimized for growth dynamics of C.neoformans and C.gattii. Standard cryptococci strains growth dynamics have been
evaluated in broth mediums separately prepared from ten different South-West Anatolian localization's eucalypts. While
C.neoformans serotip A has been growing all broth mediums, other strains have been partially inhibited some localizations'
medium. As a result; further studies are required to better characterize the anti-cryptococcal activities of different chemical
agents in growing inhibited localizations' eucalypt seeds.
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yolu ile insana bulaflmas› yay›l›m›n temelini olufl-
turmaktad›r (7). Bu çal›flma Güney-Bat› Anado-
lu'da yetiflen farkl› E.camaldulensis tohumlar›ndan
haz›rlanan besiyerlerinde C.neoformans ve C.gat-
tii'nin ço¤alabilme yeteneklerini de¤erlendirmektedir.

GEREÇ VE YÖNTEM

Çal›flma iki aflamada yap›lm›flt›r: (1) kaynat›lm›fl
ökaliptus s›v› (KOS) besiyerinin haz›rlanarak
C.neoformans ve C.gattii'in büyüme dinamikleri-
nin incelenmesi; (2) Ege ve Akdeniz bölgelerin-
de farkl› noktalardan toplanan tohum yap›lar›ndan
haz›rlanan besiyerlerinde  farkl› serotiplerin üre-
me özelliklerinin araflt›r›lmas›.

Besiyerinin haz›rlanmas› ve üreme dinami¤i mo-

delinin de¤erlendirilmesi. Denizli merkezi yerle-
flim bölgesindeki bir E.camalduensis a¤ac›n›n,
a¤aç üzerinde yere düflmeden kurumufl ve henüz
kurumam›fl tohumlar› toplanm›flt›r. Yafl olarak
toplanan tohumlar oda ›s›s›nda 2 ay süre ile ku-
rutulmufltur. Yap›lar rondo ile toz haline getiril-
dikten sonra 50 gr/lt olacak flekilde distile su
içinde 1 saat kaynat›lm›flt›r. Süzgeçten geçirilerek
kaba partikülleri uzaklaflt›r›lan s›v›lar otoklavda
steril edilmesi yolu ile KOS besiyeri elde
edilmifltir. KOS besiyerine 400-1100 nm aras›n-
daki dalgaboylar› ile spektral analiz (Shimadzu
UV-1601) uygulanm›flt›r. 

Üremeyi gösteren verilerin elde edilmesinde da-
ha önceden tan›mlanan hücre yo¤unlu¤una göre
ölçüm yöntemi, sonuçlar›n de¤erlendirilmesinde
ise logistik regresyon modelleme yöntemi kulla-
n›lm›flt›r (8-10).  Mikrotitrasyon pla¤›nda (Sars-
tedt; düz taban) geometrik dilüsyonlar› yap›lan
KOS besiyerlerine C.neoformans serotip A (3
farkl› köken; CDC 236, Ülkemizde E.camaldu-
lensis'den ve Apis mellifera kolonilerinden elde
edilen kökenler), serotip B (CDC B237), serotip
C (NIH 18C) ve serotip D (NIH 52D) ekimleri
yap›lm›flt›r (4, 11). Tüm ekimler çift kuyucuk ile
çal›fl›lm›flt›r. Kontrol (Ekim yap›lmam›fl KOS be-
siyeri ve distile suya ekim yap›lan kuyucuklar)

ve kör kuyucuklar (Distile su) haz›rlanm›flt›r.
Maya ekimi her kuyucu¤a 100 maya/ml olacak
flekilde ayarlanm›flt›r. Ekimler 30°C'da inkübasyo-
na b›rak›larak, 10 gün süreyle ayn› saatte spek-
trofotometrik yöntemle okutulmufltur. Son ölçüm-
den sonra kuyucuklardan bakteriyel ve mantar
kontaminasyonu varl›¤›n› araflt›ran kontrol ekim-
leri yap›lm›flt›r. Kontamine olan kuyucuklar çal›fl-
ma d›fl› b›rak›lm›flt›r. C.neoformans'›n farkl› sero-
tiplerinden elde edilen spektrofotometrik ölçüm
verileri bilgisayara aktar›larak incelenmifltir. Bu
veriler için “do¤rusal olmayan e¤ri uyumu” ana-
lizi yap›larak Boltzmann, Hill, Gompetz, Ric-
hards, Weibull büyüme modellerinin dönüflümü
bilgisayar yard›m› ile uygulanm›flt›r. Her bir kö-
ken için üreme e¤rileri, parametrelerine göre dü-
zenlenerek sonuçlar kendi aras›nda karfl›laflt›r›l-
m›flt›r. Farkl› dalgaboylar›nda de¤iflim katsay›s›
de¤erleri kaydedilmifltir. Üreme e¤rilerinin istatis-
tik analizleri için Origin Ver 6.0 (Microcal Soft-
ware, Northampton, MA) program› kullan›lm›flt›r. 

Dilüsyon faktörünü incelemek amac› ile, KOS
besiyeri deney tüplerinde geometrik dilüsyon ya-
p›larak  haz›rlanm›flt›r. Tüplere C.neoformans'›n 4
farkl› serotip kökeninin ekimi yap›lm›flt›r. On gün
süre ile 30°C'da inkübe edilen tüplerden her gün
patatesli dektrozlu agar besiyerine ekim yap›l-
m›flt›r.

Bölge örneklerinin de¤erlendirilmesi. ‹ncelemeye

al›nacak E.camaldulensis tohumlar› aralar›nda en
az 70 km olan farkl› 10 yerleflim noktas›ndan;
Antalya (Merkez, Belek, Adrasan), Denizli (Mer-
kez), Ayd›n (Kuyucak, ‹ncirliova, Kufladas›) ve
‹zmir (Merkez, Çeflme, Akçay)'den topland›. Yu-
kar›da aç›klanan flekilde kuru ve yafl örneklerin
kurutulmas›ndan sonra C.neoformans serotipleri-
nin ekimleri yap›lm›flt›r. Ekimler inkübasyon sü-
resince hergün ayn› saatte spektrofotometrik yön-
temle 650 nm.de okutulmufltur. ‹statistiksel de¤er-
lendirme için verilere Richards do¤rusal olmayan
e¤ri dönüflüm modeli uygulanm›flt›r. 
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BULGULAR

KOS besiyeri C.neoformans kökenlerini üretebil-

mektedir ve KOS besiyerinde C.neoformans ko-

lonileri pigment meydana getirebilmektedir. Besi-

yerinin 103 kat ve yukar› seyreltimlerinde 10

günlük süre ile inkübasyon süresinde besiyerinde

pigment oluflumu göz ile ay›rt edilememektedir. 

Besiyeri içeri¤indeki ilk haz›rlan›mda kullan›lan

50 gr/lt tohum miktar› kriptokoklar›n üretiminde

en iyi üremeyi sa¤lam›flt›r. Besiyerinin spektral
analizine göre 500-1100 nm aras› filtreler ile
spektrofotometrik de¤erler veri okunmas› için uy-
gun bulunmufltur (fiekil 1). Laboratuar imkanlar›-
na uygun olarak besiyeri ölçümleri önde¤erlendir-
me için 540 ve 630 nm olarak seçilmifltir. 

Üreme e¤rilerinin kuru ve yafl tohumdan haz›rla-
nan KOS besiyerlerindeki üreme de¤iflim katsa-
y›lar›na göre yafl veya kuru tohumdan haz›rlanan
KOS besiyerlerinde 650 nm filtre ile ölçüm ya-
p›lmas›n›n uygun oldu¤u bulunmufltur. Saptanan
bu dalgaboyunda tüm serotipler için de¤iflim kat-
say›s› %20'nin alt›nda hesaplanm›flt›r. Richards
do¤rusal olmayan e¤ri geniflletme modeli dönü-
flümünün verilere en uygun yaklafl›m› gösterdi¤i
belirlenmifltir.

Çal›flman›n ikinci aflamas›nda besiyeri haz›rlan-
mas› için kuru tohum örnekleri tercih edilmifltir.
Farkl› bölgelerde farkl› serotiplerin üreme h›zla-
r›n›n de¤iflti¤i saptanm›flt›r. C.neoformans serotip
A kökeninin tüm bölgelerden toplanan tohumlar-
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dan haz›rlanan besiyerlerinde üredi¤i, C.neofor-
mans serotip D kökeninin ise Antalya, Çeflme,

‹ncirliova ve ‹zmir bölgelerinden toplanan tohum-
lardan haz›rlanan besiyerlerinde üreyebildi¤i, di-
¤er bölgelerin örneklerinde ise üremenin çok za-
y›f oldu¤u saptanm›flt›r. C.gatti serotip C köke-

ninin Belek, Denizli ve Kuyucak bölgelerinden,
C.gatti serotip B kökeninin Denizli bölgesinden

toplanan tohumlardan haz›rlanan besiyerlerinde
zay›f üreyebildi¤i bulunmufltur. 

TARTIfiMA

Özellikle immünsüprese hastalarda hayat› tehdit
eden C.neoformans ve immünitesi sa¤lam konak-

ta da infeksiyon meydana getirebilen C.gattii in-

sana genellikle çevresel bir odaktan yay›larak bu-
laflmaktad›r (1, 7). Çevresel odak olarak flimdiye
kadar tan›mlanan çok say›da farkl› odunsu bitki
olmas›na ra¤men büyük bir ço¤unlu¤unu ökalip-
tus cinsi a¤açlar oluflturmaktad›r. Ülkemizdeki
genifl ökaliptus floralar›nda yap›lan taramalarda
az say›da C.neoformans izole edilebilmifltir

(4, 5). Buna yol açan faktörün veya faktörlerin
varl›¤›n›n saptanmas›, izole edilerek saflaflt›r›lma-
s› çevresel dekontaminasyonun sa¤lanmas› için
önemlidir. Sunulan çal›flmada C.neoformans ve

C.gattii kökenleri ökaliptus tohumlar›ndan haz›r-

lanan ortamlarda üreme yetenekleri araflt›r›lm›flt›r.
Ulafl›labilen literatürde ilgili konuda veriye rast-
lanamam›flt›r. Ancak Avustralya Adelaide Üniver-
sitesi'nin resmi internet sitesinde içine ökaliptus
parçalar› konulan agarda pigment yapan C.gatti
kolonileri gösterilmektedir (12). Kriptokok köken-
leri ile ökaliptus aras›ndaki iliflkinin yine Adelai-
de Üniversitesi'nde Pfeiffer ve Ellis taraf›ndan or-
taya konmas›, bu bölgede yetiflen a¤açlar›n yap›-
s›nda mayan›n kolonizasyonunu stimüle eden ve-
ya inhibe etmeyen maddelerin olabilece¤ini gös-
termektedir (7). Mayan›n bulunmas› için en muh-
temel yerler olan güvercin ve kanatl› d›flk›lar› ile
bulafl›n oldu¤u bölgelerde bile C.neoformans'›n
kolonize olamad›¤› da rapor edilmifltir. Benzer
flekilde topra¤›n içerdi¤i karbon oran›n›n da kolo-
nizasyona etkili olabilece¤i belirtilmektedir. (5, 13). 

fiekil 1. KOS besiyerinin spektral analizi (Shimadzu UV-1601
ekran görüntüsü)
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Kriptokoklar›n olas› çevresel kolonizasyonu ve
insana bulafl›; mayan›n kolonize olarak ço¤ald›¤›
çiçeklerden veya lignin aktivitesi ile yaflam›n›
sürdürebildi¤i odunsu yap›lardan, rüzgar gibi ha-
va hareketleri ile insana geçebildi¤i fleklindedir
(7). Sunulan çal›flma, ülkemizde yetiflen ökaliptus
tohum yap›lar›nda kriptokoklar›n ço¤alabildi¤ini
göstermektedir. Farkl› yap›sal özelliklere sahip
bölgelerimizden toplanan tohum yap›lar›ndaki
farkl›l›klar kriptokoklar›n üremelerine önemli etki
yapmamakla birlikte baz› bölgelerimizde kökenle-
rin daha yavafl üreme gösterebildi¤i görülmekte-
dir. Genel olarak bitkiler çevresel ortam›n içerdi-
¤i maddeleri hem hava yolu ile hem de toprak-
tan alarak  tüm yap›lar›nda konsantre halde bu-
lundurmaktad›r. Ökaliptüs yap›lar›nda kriptokokla-
r›n üreyebilmeleri ülkemizde ökaliptüste kolonize
olarak bulaflan infeksiyonlar›n meydana gelebile-
ce¤inin de göstergesidir. Ulafl›lan veriler mayan›n
kolonizasyonu için kriptokoklar›n varl›¤›n› inhibe
edebilecek, kolonizasyonunu zorlaflt›racak madde-
lerin varl›¤›n› düflündürmüfltür. ‹leri çal›flmalar ile
yap›lacak kimyasal analizlerde, kriptokoklar›n
üremesini bask›layan ortak kimyasal maddelerin
bulunmas› ve saflaflt›r›larak anti-kriptokokkal et-
kilerinin incelenmesinin, kriptokoklar›n çevresel
kolonizasyonunun engellenmesinde önemli oldu-
¤unu düflünmekteyiz. 
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