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OZET

Cryptococcus neoformansin dogal kaynagi olarak gosterilen Eucalyptus camaldulensis florasi iilkemizde genis bolgelerde
bulunmasina ragmen ¢evresel Cryptococcus neoformans izolasyonu ¢ok azdir. Bu ¢alismada, E.camaldulensis tohumlarindan
hazirlanan sivi besiyerinin C.neoformans ve C.gattii serotiplerini iiretme dinamikleri incelenerek, degerlendirme icin
optimize sartlar saptannugtir. Giiney-Bati Anadolu bélgesinde on farkli merkezdeki o&kaliptiislerden toplanan tohum
yapularindan hazirlanan besiyerlerinde standart kriptokok kokenlerinin iireme dinamikleri incelenmistir. C.neoformans
serotip A kokeninin tiim bolgelerden hazirlanan besiyerlerinde iireyebildigi saptanmugtir. Diger standart kriptokok
kokenlerinde bazi bélgelerde iiremenin kismi inhibisyona ugradigi bulunmustur. Sonug olarak tiremenin baskilandig
bolgelerdeki farkli kimyasal yapilarin anti-kriptokokkal aktivitelerinin yeni ¢alismalar ile ayrintili olarak tamimlanmasi
gerektigine karar verilmigtir.

Anahtar kelimeler: Cryptococcus neoformans, Cryptococcus gattii, cevresel, tireme 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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GIRIS yapilan taramalarda beklenenin aksine ¢ok az sa-

da C. 'mans izole edilebilmistir (4, 5). Ul-
Bazidiomiget genusundan insan patojeni mayalar yida C.neoformans izole edilebilmigtir (4, 3). U

. S kemizde az sayida flora kokenli ¢evresel izolas-
Cryptococcus neoformans (6nceki ismi ile C.neo-

formans serotip A ve D) ve Cryptococcus gatti-
i (6nceki ismi ile C.neoformans serotip B ve C)
tropik ve subtropik boélgelerde siklikla Eucalyptus
camaldulensis florasindan izole edilebilmektedir
(1-3). Ulkemizdeki genis okaliptus floralarinda
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yon yapilmasinin nedeni; topragin kimyasal 6zel-
ligi ve yaygin cevresel antifungal maddelerin bu-
lunabilecegi seklindeki hipotezler ile agiklanama-
mustir (5, 6). Mayanin c¢evresel kolonize oldugu

flora yapilarinda iireyebilmeleri ve oradan hava
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yolu ile insana bulagmasi yayilimin temelini olus-
turmaktadir (7). Bu calisma Giiney-Bati Anado-
lu'da yetigen farkli E.camaldulensis tohumlarindan
hazirlanan besiyerlerinde C.neoformans ve C.gat-
tii'nin ¢oZalabilme yeteneklerini degerlendirmektedir.

GEREC VE YONTEM

Calisma iki asamada yapilmustir: (1) kaynatilmig
okaliptus sivi  (KOS) besiyerinin hazirlanarak
C.neoformans ve C.gattii'in biiylime dinamikleri-
nin incelenmesi; (2) Ege ve Akdeniz bolgelerin-
de farkli noktalardan toplanan tohum yapilarindan
hazirlanan besiyerlerinde farkli serotiplerin iire-
me Ozelliklerinin aragtirilmasi.

Besiyerinin hazirlanmasi ve iireme dinamigi mo-
delinin degerlendirilmesi. Denizli merkezi yerle-
sim bolgesindeki bir E.camalduensis agacinin,
agac lizerinde yere diismeden kurumus ve heniiz
kurumamig tohumlar1 toplanmigtir. Yas olarak
toplanan tohumlar oda 1sisinda 2 ay siire ile ku-
rutulmugtur. Yapilar rondo ile toz haline getiril-
dikten sonra 50 gr/lt olacak sekilde distile su
icinde 1 saat kaynatilmigtir. Siizgegten gecirilerek
kaba partikiilleri uzaklagtirilan sivilar otoklavda
steril edilmesi yolu ile KOS besiyeri elde
edilmigtir. KOS besiyerine 400-1100 nm arasin-
daki dalgaboylar1 ile spektral analiz (Shimadzu
UV-1601) uygulanmstir.

Uremeyi gosteren verilerin elde edilmesinde da-
ha onceden tanimlanan hiicre yogunluguna gore
Olciim yontemi, sonuclarin degerlendirilmesinde
ise logistik regresyon modelleme yontemi kulla-
nilmigtir (8-10). Mikrotitrasyon plaginda (Sars-
tedt; diiz taban) geometrik diliisyonlar1 yapilan
KOS besiyerlerine C.neoformans serotip A (3
farkli koken; CDC 236, Ulkemizde E.camaldu-
lensis'den ve Apis mellifera kolonilerinden elde
edilen kokenler), serotip B (CDC B237), serotip
C (NIH 18C) ve serotip D (NIH 52D) ekimleri
yaptlmustir (4, 11). Tim ekimler cift kuyucuk ile
calistlmigtir. Kontrol (Ekim yapilmamis KOS be-
siyeri ve distile suya ekim yapilan kuyucuklar)

ve kor kuyucuklar (Distile su) hazirlanmugtir.
Maya ekimi her kuyucuga 100 maya/ml olacak
sekilde ayarlanmistir. Ekimler 30°C'da inkiibasyo-
na brrakilarak, 10 giin siireyle aym saatte spek-
trofotometrik yontemle okutulmustur. Son 6l¢iim-
den sonra kuyucuklardan bakteriyel ve mantar
kontaminasyonu varligimi arastiran kontrol ekim-
leri yapilmigtir. Kontamine olan kuyucuklar calig-
ma dis1 brrakilmigtir. C.neoformans'in farkli sero-
tiplerinden elde edilen spektrofotometrik Olciim
verileri bilgisayara aktarilarak incelenmigtir. Bu
veriler i¢in “dogrusal olmayan egri uyumu” ana-
lizi yapilarak Boltzmann, Hill, Gompetz, Ric-
hards, Weibull biiylime modellerinin doniisiimii
bilgisayar yardimi ile uygulanmigtir. Her bir ko-
ken icin iireme egrileri, parametrelerine gore dii-
zenlenerek sonuclar kendi arasinda karsilastiril-
migtir. Farkli dalgaboylarinda degisim katsayisi
degerleri kaydedilmistir. Ureme egrilerinin istatis-
tik analizleri i¢in Origin Ver 6.0 (Microcal Soft-
ware, Northampton, MA) programi kullanilmigtir.

Diliisyon faktoriinii incelemek amaci ile, KOS
besiyeri deney tiiplerinde geometrik diliisyon ya-
pilarak hazirlanmistir. Tiiplere C.neoformans'in 4
farklh serotip kokeninin ekimi yapilmistir. On giin
stire ile 30°C'da inkiibe edilen tiiplerden her giin
patatesli dektrozlu agar besiyerine ekim yapil-

mugtir.

Bolge orneklerinin degerlendirilmesi. Incelemeye
alinacak E.camaldulensis tohumlar1 aralarinda en
az 70 km olan farkli 10 yerlesim noktasindan;
Antalya (Merkez, Belek, Adrasan), Denizli (Mer-
kez), Aydin (Kuyucak, Incirliova, Kusadasi) ve
Izmir (Merkez, Cesme, Akcay)'den toplandi. Yu-
karida aciklanan sekilde kuru ve yas oOrneklerin
kurutulmasindan sonra C.neoformans serotipleri-
nin ekimleri yapilmigtir. Ekimler inkiibasyon sii-
resince hergiin ayni saatte spektrofotometrik yon-
temle 650 nm.de okutulmustur. Istatistiksel deger-
lendirme i¢in verilere Richards dogrusal olmayan

egri doniisim modeli uygulanmigtir.
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BULGULAR

KOS besiyeri C.neoformans kokenlerini iiretebil-
mektedir ve KOS besiyerinde C.neoformans ko-
lonileri pigment meydana getirebilmektedir. Besi-
yerinin 103 kat ve yukar1 seyreltimlerinde 10
glinliik siire ile inkiibasyon siiresinde besiyerinde

pigment olusumu goz ile ayirt edilememektedir.

Besiyeri igerigindeki ilk hazirlanimda kullanilan
50 gr/lt tohum miktar1 kriptokoklarin iiretiminde

Sekil 1. KOS besiyerinin spektral analizi (Shimadzu UV-1601
ekran goriintiisii)

Spectrun

400.,8nm

( 100/d1v)

en iyi iremeyi saglamistir. Besiyerinin spektral

analizine gore 500-1100 nm arast filtreler ile
spektrofotometrik degerler veri okunmasi igin uy-
gun bulunmustur (Sekil 1). Laboratuar imkanlari-
na uygun olarak besiyeri Ol¢iimleri 6ndegerlendir-
me icin 540 ve 630 nm olarak secilmistir.

Ureme egrilerinin kuru ve yas tohumdan hazirla-
nan KOS besiyerlerindeki iireme degisim katsa-
yilarina gore yas veya kuru tohumdan hazirlanan
KOS besiyerlerinde 650 nm filtre ile Olcim ya-
pimasinin uygun oldugu bulunmustur. Saptanan
bu dalgaboyunda tiim serotipler icin degisim kat-
say1s1 %20'nin altinda hesaplanmigtir. Richards
dogrusal olmayan egri genisletme modeli donii-
slimiiniin verilere en uygun yaklagimi gosterdigi
belirlenmistir.

Calismanin ikinci agsamasinda besiyeri hazirlan-
masl1 i¢in kuru tohum oOrnekleri tercih edilmistir.
Farkli bolgelerde farkli serotiplerin tireme hizla-

rinin degistigi saptanmistir. C.neoformans serotip
A kokeninin tiim bolgelerden toplanan tohumlar-
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dan hazirlanan besiyerlerinde iiredigi, C.neofor-
mans serotip D kokeninin ise Antalya, Cesme,
Incirliova ve Izmir bolgelerinden toplanan tohum-
lardan hazirlanan besiyerlerinde {ireyebildigi, di-
ger bolgelerin Orneklerinde ise tiremenin ¢ok za-
yif oldugu saptanmistir. C.gatti serotip C koke-
ninin Belek, Denizli ve Kuyucak bolgelerinden,
C.gatti serotip B kokeninin Denizli bolgesinden
toplanan tohumlardan hazirlanan besiyerlerinde

zayif iireyebildigi bulunmusgtur.
TARTISMA

Ozellikle immiinsiiprese hastalarda hayati tehdit
eden C.neoformans ve immiinitesi saglam konak-
ta da infeksiyon meydana getirebilen C.gattii in-
sana genellikle ¢evresel bir odaktan yayilarak bu-
lagmaktadir (1, 7). Cevresel odak olarak simdiye
kadar tanimlanan ¢ok sayida farkli odunsu bitki
olmasina ragmen biiyiik bir ¢ogunlugunu okalip-
tus cinsi agaglar olusturmaktadir. Ulkemizdeki
genis Okaliptus floralarinda yapilan taramalarda
az sayida C.neoformans izole edilebilmistir
(4, 5). Buna yol acan faktoriin veya faktorlerin
varliginin saptanmasi, izole edilerek saflagtirilma-
st cevresel dekontaminasyonun saglanmasi icin
onemlidir. Sunulan calismada C.neoformans ve
C.gattii kokenleri oOkaliptus tohumlarindan hazir-
lanan ortamlarda iireme yetenekleri arastirilmugtir.
Ulagilabilen literatiirde ilgili konuda veriye rast-
lanamamigtir. Ancak Avustralya Adelaide Univer-
sitesi'nin resmi internet sitesinde icine oOkaliptus
parcalar1 konulan agarda pigment yapan C.gatti
kolonileri gosterilmektedir (12). Kriptokok koken-
leri ile okaliptus arasindaki iliskinin yine Adelai-
de Universitesi'nde Pfeiffer ve Ellis tarafindan or-
taya konmasi, bu bolgede yetisen agaglarin yapi-
sinda mayanin kolonizasyonunu stimiile eden ve-
ya inhibe etmeyen maddelerin olabilecegini gos-
termektedir (7). Mayanin bulunmasi i¢in en muh-
temel yerler olan giivercin ve kanatl digkilart ile
bulasin oldugu bolgelerde bile C.neoformans'in
kolonize olamadigi da rapor edilmistir. Benzer
sekilde topragin igerdigi karbon oraninin da kolo-
nizasyona etkili olabilecegi belirtilmektedir. (5, 13).
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Kriptokoklarin olas1 ¢evresel kolonizasyonu ve
insana bulagi; mayanin kolonize olarak ¢ogaldigi
ciceklerden veya lignin aktivitesi ile yagamini
stirdiirebildigi odunsu yapilardan, riizgar gibi ha-
va hareketleri ile insana gegebildigi seklindedir
(7). Sunulan c¢alisma, iilkemizde yetisen oOkaliptus
tohum yapilarinda kriptokoklarin ¢ogalabildigini
gostermektedir. Farkli yapisal 6zelliklere sahip
bolgelerimizden toplanan tohum yapilarindaki
farkliliklar kriptokoklarin tiremelerine 6nemli etki
yapmamakla birlikte bazi1 bolgelerimizde kokenle-
rin daha yavag ilireme gosterebildigi goriilmekte-
dir. Genel olarak bitkiler ¢evresel ortamin icerdi-
81 maddeleri hem hava yolu ile hem de toprak-
tan alarak tiim yapilarinda konsantre halde bu-
lundurmaktadir. Okaliptiis yapilarinda kriptokokla-
rin iireyebilmeleri iilkemizde okaliptiiste kolonize
olarak bulasan infeksiyonlarin meydana gelebile-
ceginin de gostergesidir. Ulasilan veriler mayanin
kolonizasyonu igin kriptokoklarin varligini inhibe
edebilecek, kolonizasyonunu zorlagtiracak madde-
lerin varhgim diisiindiirmiistiir. ileri ¢aligmalar ile
yapilacak kimyasal analizlerde, kriptokoklarin
iremesini baskilayan ortak kimyasal maddelerin
bulunmasi ve saflastirilarak anti-kriptokokkal et-
kilerinin incelenmesinin, kriptokoklarin c¢evresel
kolonizasyonunun engellenmesinde 6nemli oldu-
gunu diisiinmekteyiz.
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