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OZGUN ARASTIRMA

Gokova Bolgesinde Ekiivyon Teknigi ile Yiiksek Oranda
Cevresel Cryptococcus neoformans I1zolasyonu

High Environmental Isolation Rate of Cryptococcus neoformans
by Swabbing Technique in Gokova Region
Cagri Ergin

Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Denizli

OZET

Amag: Cryptococcus neoformans, ozellikle bagisikligi baskilanmis konakta hayati tehdit eden enfeksiyonlar
olusturan bazidiomicet sinifindan kapsiillii bir maya mantaridir. Bir¢ok iilkeden bildirilen raporlarin aksine,
Anadolu’da, Ege ve Akdeniz bolgesinde 1999-2010 yillar: arasinda yapilan tekrarlayan taramalarda, kolonizasyon
odagi olarak bildirilen Eucalyptus camaldulensis agaglarindan sadece bir C. neoformans kdkeni izole edilmigtir.
Bu ¢alisma Gdkova-Akgapinar bolgesinde farkli yontemle tarama yapmak amaciyla yapilmuistir.

Gere¢ ve Yontem: Bu arastirmada ¢evresel tarama, 2003 yilinda sadece bir kékenin izole edilebildigi Gokova-
Akcapinar bolgesinde yapilmis ve tarama icin ekiivyon teknigi kullanilmistir. Arastirma alani icinde yaklagsik
1400 E. camaldulensis agact bulundugu ve sadece 17 agag iizerinde biiyiik kovuk oldugu saptannustir. Bu kavuklardan
ekiivyonla alinan érnekler kloramfenikol ve bifenil iceren Staib agar besiyerine ekilmis ve C. neoformans varligina
bakilmugtir.

Bulgular: C. neoformans kolonizasyonu 2008 yilinda 11 agacta (11/17; %64.7), 2009 yilinda 7 agagta (7/11;
%63.6) bulunmusg ve ortalama koloni sayisinin 35£9.7 koloni/ekiivyon oldugu saptanmigtir.

Sonug¢: Anadolu’da Gokova bélgesi bir "sicak nokta"dir. Geleneksel yontemler ile negatif sonuclarin alindig
bolgelerdeki cevresel taramalar i¢in ekiivyon yénteminin segilmesi onerilebilir.

Anahtar Kelimeler: Cryptococcus neoformans, Eucalyptus camaldulensis, ekiivyon teknigi

SUMMARY

Objective: Cryptococcus neoformans which belongs to the class Basidiomycetes is an encapsulated yeast that is
among the most prevalent agents of life-threatening fungal infections especially in immunsupressed individuals.
Contrary to the reports from many countries, only one C. neoformans has been isolated from Eucalyptus
camaldulensis as a niche for the yeast, in Mediterranean and Aegean region of Anatolia by consecutive studies
reported between 1999-2010.

Materials and Methods: In this study, swabbing technique was used for environmental screening of C.neoformans
in Gokova-Akgapinar region where only one strain of C. neoformans has been isolated in the area in 2003. The
present research was carried out with approximately 1400 living E. camaldulensis trees. Only 17 large tree trunk
hollows were found. Their swabbing samples have been cultured by Staib agar with antibiotic and biphenyl
supplement.

Results: C. neoformans colonization was found as 11/17 (64.7%) and 7111 (63.6%) in tree trunk hollows in 2008
and 2009, respectively. Mean colony counts were 35.01£9.7 per swab.

Conclusion: Gokova region is a "hot spot” for C. neoformans in Anatolia. It was postulated that swabbing
methods should be chosen for environmental sampling of tree trunk hollows even in the areas with repeated
negative results by conventional sedimentation technique.
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GIRIS

Cryptococcus neoformans, dogada kolonize
olan, insana hava yolu ile bulasan, 6zellikle ba-
S1s1klik sistemi baskilanmig konakta enfeksiyon
etkeni olan bazidiomiget sinifindan kapsiillii bir
maya mantaridir. Mikroklimatik ortamin olustu-
gu biiyiik agaclarin iizerindeki genis kovuklarda
da kolonize olabildigi, 1990 yilindan itibaren
cok sayida rapor ile bildirilmistir. Eucalyptus
camaldulensis Dehn mayanin kolonizasyonu-
nun ilk tanimlandig1 ve en yaygin taramalarin
yapildig1 agac tiiriidiir. Bu ortamlarda yiiksek
sayida bulunan sporlar, solunum havasina karis-
makta, hayvan ve insanlarda kriptokokkoza ne-
den olmaktadir (1,2). C. neoformans, ayni cins
icinde bulunan C. gattii ile ekolojik benzer ya-
yilima sahiptir. Bu iki tiir maya mantar1 Diinya
cografyasi lizerinde genellikle birlikte yayilim
gosterir. E. camaldulensis’de dahil olmak iizere
bircok odunsu yapidan, her iki tiir kriptokok da
izole edilebilmistir (3-6).

Tirkiye’de, ozellikle Ege ve Akdeniz bolgeleri
okaliptiis agaglarinin bulundugu bélgelerdir ve
mayanin kolonizasyonu ile ilgili ¢cevresel tara-
malar bu bolgelerde yapilmistir (7-11). Tirki-
ye’nin de i¢inde bulundugu Dogu Akdeniz hav-
zas1, Diinya’nin diger bolgelerinden bildirilen
sik kolonizasyonun aksine cevresel C. neofor-
mans’1n izolasyonunun siklikla yapilamadig:
bir bolgedir (8,12). Yapilan yogun taramalara
ragmen sadece bir koken C. neoformans, Goko-
va korfezinde, Marmaris-Fethiye-Mugla yol
kavsaginda bulunan E. camaldulensis agaclarin-
dan 2004 yilinda izole edilmistir (7). izolasyon,
cok sayida yaymnla desteklenen canli agaglarin
kovuklarindan yapilamazken cicek, operkulum
ve kapsiil yapilarini iceren dokiintii 6rneklerin-
den olmugtur. Mayanin yiiksek izolasyon orani-
na sahip oldugu bolgelerde dahi agacin altinda-
ki dokiintiilerden yapilan taramalarda izolasyo-

164

C. Ergin

nun az olabilecegi bildirilmektedir (13). 2008
yilinda, daha 6nceki yontemden farkli olarak
ekiivyon yontemi ile 6rnekleme Cukurova bol-
gesinde kullanilmis, ancak C. neoformans izole
edilememistir (8). Ekiivyon tekniginin literatiir-
de daha yiiksek izolasyon oranina sahip oldugu
one siiriilmektedir (3,14). Sunulan arastirmada,
ekiivyon teknigi Gokova-Akcapinar bolgesi
E. camaldulensis agaclarinda yapilan ¢evresel
C. neoformans ve C. gattii taramasinda kulla-
nilmistir.

MATERYAL VE METOT

Bu arastirma, 2004 yilinda, E. camaldulensis
agaclarinin operkulum ve kapsiil drneklerinden
bir tane C. neoformans izolasyonunun yapildigi
Gokova-Akcapinar bolgesinde yiiriitiildii.
Gokova korfezinde Akyaka-Akgapinar yolu
tizerinde, [37" 03° 14 Kuzey, 28" 21° 33 Dogu]
ile [37" 01’ 37 Kuzey, 28" 21’ 32 Dogu koordi-
natlar arasinda] yaklasik 1400 E. camaldulensis
bulunan bolge calisma alami olarak secildi.
Ornek alimlar1 13.07.2008 ve 23.08.2009 tarih-
lerinde yapildi. 2008 yilinda bolgede iizerinde
biiyiik kovuk (en az 5 litre hacimde) bulunan 17
agac saptanirken, 2009 yilinda bazi kovuklu
agaclarin koyliiler tarafindan kesilerek kullanilma-
st nedeni ile 11 kovuklu aga¢ saptandi. Her iki
seferde de bu agaclardan Randhawa ve arkadag-
lar1 (14) tarafindan 6nerilen ekiivyon teknigi ile
ornekler alindi. Kisaca; 50-60 cm uzunlugunda
bambu cubuklart ile hazirlanmig steril ekivyonlar
serum fizyolojik ile 1slatildi. Tek ekiivyon ile
bir agactaki kovugun cesitli bolgelerinden sii-
riintii 6rnegi alindi. Ekiivyonun pamuklu kismi
2ml steril %0.9 NaCl i¢ine batirilmig olarak ayni
giin icinde oda 1sisinda laboratuvara ulagtirildi.
Ornek ayni ekiivyon yardimiyla icinde
%0.1 g/L bifenil (Sigma B6890) ve 50 pg/ml
kloramfenikol bulunan Staib agar besiyerine
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ekildi. Oda 1si1sinda iki hafta siire ile inkiibe
edildi. Ekim plaklari, koloni mikroskobu ile de-
gerlendirildi. Koloni mikroskobu; Staib agar
icinde bifenil ile inhibe edilemeyen 6zellikle zi-
gomicet sinif1 gibi kiiflerin hizli bir sekilde ya-
yilmasindan daha once ¢iplak gozle goriileme-
yen pigmentli kolonilerin saptanmasi amaci
kullanildi. S tipi morfolojide, kahverengi pig-
ment yapan koloniler Gram boyama yontemi,
37°C’da iireyebilme, iireaz aktivitesi varligi,
misir unlu agarda hif gelistirememe ve kanava-
nin-glisin-bromtimol (CGB) agar besiyeri reak-
siyonlari ile degerlendirildi. CGB agar besiyeri
C. neoformans ve C. gattii ayirmak icin kulla-
nildi. C. gattii, kanavanin direnci sonucunda,
glisin varlig1 ile iireyebilmesi ve besiyerini sari-
ya ¢evirmesi ile C. neoformans’dan ayrildi (14).

BULGULAR

Bu taramada; 13.7.2008 tarihinde 17 kovuklu
E. camaldulensis agacindan alinan 6rneklerin 11
(%64.7)’inde; 23.08.2009 tarihinde 11 kovuklu
E .camaldulensis agacindan alinan orneklerin 7
(%63.7)’sinde C. neoformans izolasyonu yapildi.
2008 ve 2009 yilinda aym yedi agacta kolonizas-
yon saptanmistir. Ureme olan ornekler igin
2008 yilinda 22+4.3 koloni/ekiivyon izolasyonu
yapilirken; 2009 yilinda 55.4+22.8 koloni/ekiivyon
izolasyonu yapildi. Yillara gore degisen bu izolas-
yon oranlar istatistiksel olarak farkli bulunmadi
(Mann-Whitney U; p>0.05). Ureme saptanan tiim
ornekler goz oniine alindiginda C. neoformans
yogunlugu 35.019.7 koloni/ekiivyon’dur.

Yapilan 6rneklemelerde C. gattii varligina rast-
lanmamustir.

TARTISMA

Diinya’da okaliptiis agac¢larindan yapilan tara-
malarda bildirilen C. neoformans ve C. gattii

izolasyon oranlar1 ¢ok degiskendir (3-6, 12,14).
Ulkemizde E .camaldulensis agaglarmdan yapi-
lan taramalarda Gokova-Akcapinar bolgesi di-
sinda C. neoformans izole edilememistir (7-11).
Sunulan arastirmada ise bir sene ara ile aymi
bolgede yapilan iki drneklemede ayni agaclarda
kolonizasyon gosterilmis, simdiye kadar iilke-
mizde yapilan taramalardaki en yiiksek izolas-
yon oramn elde edilmistir. Bu arastirmada da iil-
kemizde dogadan yapilan diger taramalara ben-
zer sekilde C. gattii izole edilememistir.

Arastirmanin yapildigr Gokova-Akgapinar bol-
gesinde E. camaldulensis agaglar1 bataklik bol-
gelerin diginda, cevre giizellestirme amact ile
dikilmislerdir. Bu bolge, Mersin-Adana’da,
Berdan Cay1 batakliginin kurutulmasi amaciyla,
1885 yilinda Cezayir’den ithal edildigi diisiinii-
len E. camaldulensis tohum ve fidanlarinin, faz-
lalarinin Gokova bolgesine gonderilmesi ile
olusturulmustur (15). Ad1 gecen bolgedeki Ber-
dan cay1 kurutulmasi iglemi, bugiin icin Tarsus
Dogu Akdeniz Arastirma Enstitiisii Karabucak
Orman Isletmesi okaliptoryumu olarak devam
etmektedir. Karabucak bolgesinde son 10 yil
icinde iki farkli yontemle yapilan, {i¢ ayr1 calig-
mada da, bolgeden C. neoformans izolasyonu
yapilamamuistir (7-9).

Ulkemizdeki taramalarda agag kovuklarindan
ve cevresel orneklerden az sayida izolasyonun
nedeni aciklanamamisgtir. Cevresel antifungal
maddelerin varliginin olabilecegi, ¢evresel pH
ve topragin diger kimyasal 6zellikleri, agacin
genetik farkliliklarindan kaynaklanabilecek
kimyasal yap1 degisimleri bu konuda belirgin bir
sonug olusturamamustir (8,16,17). Bu sonu¢ hem
C. neoformans hem de C. gattii i¢in degisme-
mistir (17). Benzer sekilde, C. neoformans’in
cevresel kolonizasyonunda diger 6nemli bir
cevresel odak olarak bilinen giivercin digkila-
rindan da izolasyon yapilabilmektedir, ancak
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bazi1 bolgelerimizde bu izolasyon oranlar1 bek-
lenenden daha azdir (8,18,19). Bu durum ile
Dogu Akdeniz iilkelerinden Urdiin’de de kars1-
lagilirken, Misir’da agaglardan ve giivercin dig-
kis1 ile kontamine ortamlardan C. neoformans
tiremesine sik olarak rastlanmistir (5,12). Bu
sonug, iilkemizde risk ortamlarinda cevresel
C. neoformans’in kolonizasyonuna engel tegkil
eden bir faktoriin varligini diistindiirmektedir.
Cevresel faktorlerin 6zellikle bagil nem, sicak-
lik, buharlagsma ve solar radyasyonun cevresel
kolonizasyonda belirleyici etmenler oldugu
belirtilmistir (4,20). Dogada varligini siirdiiren
C. neoformans’n agaclarda kolonize olmasinin,
eseyli iireme yasam siklusunda énemli bir basa-
mak oldugu ileri siiriilmektedir (21). Hindis-
tan’da farkli cografi bolgelerden ve farkli agac-
lardan izole edilen C. neoformans kokenlerinin
arastirildigr bir calismada; diisiik nitrojen kay-
nag1, diisiik nem ve uygun sicakliklarda, karsit
eslenik tiplerin varliginin basidiosporlanma igin
yeterli oldugu bildirilmistir. Ancak hangi fak-
torlerin bu olay: tetikledigi agiklanamamis, do-
gada C. neoformans’in eseyli cogalmasinin
yiiksek oldugu "sicak bolgeler” bulundugu hi-
potetik olarak ileri siiriilmiistiir (22). Ulkemizde
farkli aga¢ kovuklarindan yapilan taramalarda,
sadece iki farkli tiirden [Dogu c¢inar1 (Platanus
orientalis) ve bir nar (Punica granatum) agacin-
dan] az sayida koloni izole edilebilmistir (23).
Ayni bolge ve cevresindeki E. camaldulensis
agaclarindan ise izolasyon yapilamamistir an-
cak aymi bolge de giivercinliklerde C. neofor-
mans varligr gosterilmistir (11,19). Daha yash
ve biiyiik kovuklarin bulundugu, Anadolu’da
farkli cografyalarda, farkli yiikseklik ve iklim
kosullarinda bulunan anit agaclardan taramalar-
da ise C. neoformans izole edilememistir (24).

Sonug olarak; sunulan arastirmada elde edilen
yiiksek izolasyon orani, Gokova-Akc¢apiar bol-
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gesinin ililkemiz i¢in, Nawange ve arkadaslari
(22) tarafindan tanimlandig1 sekilde "sicak nok-
ta" oldugunu hipotetik olarak desteklemektedir.
Ulkemizde yapilacak olan cevresel C. neofor-
mans kolonizasyon taramalarinda, ekiivyon ile
ornek alma tekniginin tercih edilmesi, izolasyon
oranini yiikseltecek, insan sagligi icin tehdit
olusturacak bolgelerin saptanmasini kolaylasti-
racaktir. Es zamanl olarak C.gattii varliginin da
taranmasi, bu mayanin ekolojisinin aragtirilmasi
ve heniiz bilinmeyen dogada yayiliminin belir-
lenmesi acisindan énemlidir.
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