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OZET

Cryptococcus neoformans’in dogal kaynagi olarak gosterilen Eucalyptus camaldulensis florast iilkemizde genig bolgelerde
bulunmasina ragmen ¢gevresel Cryptococcus neoformans izolasyonu ¢ok azdir. Bu ¢alismada; Eucalyptus camaldulensis flo-
rasindan izole edilen kiiflerin antikriptokokkal aktivitelerinin varligr agar difiizyon yontemi ile aragtirilmigtir. Incelenen kiif-
lerde antikriptokokkal aktif madde varligi bulunamamistir. Sonug olarak Cryptococcus neoformans’in az oranda izole edil-

mesinin farkli nedenlerden kaynaklandigina karar verilmistir.
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SUMMARY

Investigation of Anticryptococcal Activity on Eucalyptus debris’ Mould Flora

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, anticryptococcal activity of the mould isolated from
Eucalyptus camaldulensis flora was investigated by agar diffusion method. No anticryptococcal activity had been found. It
was concluded that another factor should be present for low isolation rate of the yeast.
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GIRIS men engellenememektedir. Bu kiiflerin ve ortama

. salgiladiklar1  maddelerin  C. neoformans’in
Eucalyptus camaldulensis florast  Cryptococcus . ] L ] .
. L liremesine etkisi bilinmemektedir. Antikriptokok-
neoformans’in dogal kaynaklarindan biridir (1). o . . .
. . . kal aktiviteye sahip mikofloranin bulunmasi besi-
Akdeniz havzasinda birgok bolgedeki E. camaldu- . .
] . yerinde daha az sayida C. neoformans izo-
lensis florasinda C. neoformans varligi bildirilmis-
. . .. lasyonuna yol acacaktir. Bu calismada, cevresel
tir (2-7). Tiirkiye ve Urdiin’de yapilan taramalar- . T
) . ) e maya taramalar1 sirasinda okaliptus debrislerinin
da ise beklenenin aksine yogun izolasyon yapila- N ) . . o
. dogal ortamindan izole edilen kiiflerin antikripto-
mamigstir (8, 9). Cevresel sartlardan olan kimya- o o .
) . kokkal aktivitelerinin varhigi arastirilmustir.
sal yapmin C. neoformans’in kolonizasyonunu et-

kileyen onemli bir faktor olabilecegi belirtilmistir GEREC VE YONTEM

(8). Cevresel ortamda antifungal madde salgila- Calismada kullanilan kiifler 2004 yili Haziran

yan Kiflerin bulunmasi - durumunda - C. neofor- ayinda izole edilmigtir. Mugla Gokova bolgesin-

mans’in ve difer mayalarm gogalmasinn inhibe deki FEucalyptus camaldulensis Dehn agaglar1 he-

olabilecegi de belirtilmigtir (10-11).

Cevresel ortamlardan alinan orneklerde
C. neoformans’in varliginin kiiltiir yontemi ile ta-
ranmas1 sirasinda besiyeri yiizeyinde c¢ok sayida
kiif mantarlar1 liremektedir. Bu kiif mantar1 kon-

taminasyonu inhibitér madde kullanilmasina rag-

def bolge olarak sec¢ilmistir. Bu bolge iilkemiz-
deki okaliptus florasi kokenli ¢evresel C. neofor-
mans var. grubii izolasyonunun yapildig1 bolgedir
(8). Bolgedeki 70 farkli agacin ¢icek ve tohum-
larindan dokiilen yapilar 3-5 gr olacak sekilde

toplanarak steril kaplarda ayni giin icerisinde la-
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boratuvara ulagtirilmistir. Orneklerin iizerine 50
cc serum fizyolojik ilave edilmigtir. Siddetli bir
sekilde calkalanan oOrnekler oda sicakliginda 45
dakika bekletilmistir. Siipernatan ekiivyon yardimi
ile %0.1 bifenil ve %1 kloramfenikol iceren Sta-
ib (=Guizotia abyssinica agar, Niger tohumu agar)
besiyerine ekilmistir. Karanlikta 30°C’da 15 giin
siire ile inkiibe edilen Ornekler giin agir1 kiif man-
tarlart ve C. neoformans varligi yoniinden deger-
lendirilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda cok sa-
yida iireyerek besiyerine hakim olan kiif kolonile-
ri tarama amagli kullanilan Staib besiyerine sub-
kiiltire edilmistir. Pasaji yapilan kiif kolonileri
laktofenol pamuk mavisi ve selofan bant yontemi
ile cins diizeyinde taninmuigtir.

Agar difiizyon testinde kullanmak iizere taramanin
yapildig1 bolgeden kuru okaliptiis tohumlart top-
lanmistir. Tohumlarin {izerine yiizeylerini Ortecek
kadar distile su ilave edilmisve 30 dakika siirey-
le kaynatilmigtir. Soliisyon siiziilerek kaba parti-
kiiller uzaklastirilmigtir. Kuru yapr agirhigimin son
konsantrasyonu %1 olacak sekilde distile su ile
seyreltilen infiizyona, %1.5 oraninda agar ve %0.1
oraninda bifenil ilave edilmigtir. Otoklavda
121°C’da 15 dakika siireyle steril edildikten son-
ra Petri kutularina yaklagitk 6 mm kalinliginda do-
kiilmiigtiir. Steril cam Pasteur pipeti yardimi ile 5
mm capinda kuyucuk acilarak kuyucugun dibi ay-
n1 besiyeri ile 1 mm kalinliginda kapatilmusgtir.

Calisma baglangicinda Sabouraud dekstroz agar
besiyerine C. neoformans ATCC 90112  koke-
ninden pasaj alinmistir. 30°C’de 3 giin siireyle in-
kiibe edilen C. neoformans ATCC 90112 serum
fizyolojik icinde 1.0 Mac Farland (=106 maya/ml)
bulaniklik standardinda hazirlanmigtir. Siispansiyon
ekiivyon yardimi ile hazirlanan kuyucuklar haricin-
deki besiyerlerinin yiizeylerine yayilmigtir.

Yukarida tarif edilen okaliptiis tohumu infiizyon
soliisyonundan agar ve bifenil igermeyen sivi be-
siyeri haliyle 5 cc. hacimde tiiplerde hazirlanarak
ayn1 yontemle steril edilmigtir. Test edilecek ¢ev-
reden elde edilen saf kiif kolonilerinden tiipteki
besiyerine ekim yapilmigtir. Besiyerleri 30°C’de 5
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giin siireyle inkiibe edilmistir. Siire sonunda yii-
zeyde olusan kiif iireme tabakasi besiyerinden
alinmis ve santrifiij edilerek kaba partikiiller uzak-
lagtirlmigtir. Her kiif kokeninin iiretildigi besiye-
rindeki siipernatandan 75 gl hacim steril pipet yar-
dimi ile agilan kuyucuklara aktarilmigtir. Bir haf-
ta siire ile 30°C’de inkiibe edilen besiyerlerinde
C. neoformans ATCC 90112 kokeninde ilireme in-
hibisyonunun varligi arastirilmigtir.

BULGULAR

Incelenen  bolgede  okaliptiis  agaclarindan
C. neoformans izolasyonu yapilamamugtir. Antikrip-
tokokkal tarama igin 70 farkli debrisden elde edi-
len 154 kiif mantar1 kokeni ¢alismaya alinmigtir.
Taranan 70 adet tohum debrisinden 60 koken Cla-
dosporium sp, 22 koken Alternea sp, 16 koken
Exophilia sp, 9 koken Penicillium sp, 9 koken
Ulacladium sp, 6 koken Aspergillus sp, 3 koken
Stemphilum sp, 3 koken Rhizopus sp, 3 koken Au-
reobasidium sp olarak tammlanmistir. izole edilen
kiiflerden 19 farkli cevresel koken igin cins diize-
yinde tanimlama yapilamamigstir. Bu kokenler de
calisgmaya dahil edilmigtir. Dogal ortamlarindan
ayrilan kiif kokenleri tanimlanan okaliptiis sivi be-
siyerinde kolaylikla iireyebilmistir. Test edilen kiif
mantarlarinin ~ hicbirinde  C.neoformans  ATCC
90112’nin tireme bolgelerinde inhibisyon alani go-

riilmemistir.
TARTISMA

Cryptococcus neoformans 6zellikle immiinsiiprese
hastalarda hayati1 tehdit eden infeksiyonlar
olusturmaktadir. Mayanin yasam dongiisii ile ya-
pilan cok sayida aragtirmanin O6nemli bir kismin
da cevresel ortamlarda kolonizasyon igin risk fak-
torii aragtirmalar1 kapsamaktadir. Bilinen en onem-
li risk faktorleri giivercin digkisi ile bulagmis or-
tamlar ve bitki kaynakli yapilardir (12). Ancak
diinyanin cesitli tlkelerinden benzer sonuglar bil-
dirilirken, farkli bolgelerden ¢ok sayida oOrnek ile
yapilan farkli caligmalarda da risk faktorii olarak
kabul edilen ortamlarda kolonizasyonun bulunma-
digina dair veriler elde edilmistir (9, 13). Ulke-
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mizde yapilan oOkaliptus floras: iligkili C. ne-
oformans var grubii izolasyonu, 1175 agacin ta-
randig1 sahalar icinde en diisiik pH araligina sa-
hip (6.4-7.0) olan Gokova bolgesinden tek koken
olarak izole edilebilmistir (8, 14).

Alkalen yap1 yaninda farkli faktorlerin de bulun-
mast C. neoformans’in g¢ogalmasinda baskilayici
rol oynayabilmektedir. Taramalar i¢in kullanilan
bifenil iceren Staib besiyerinin ayni zamanda ce-
sitli kiiflerin tremesini engelleyememesi taramalar
sirasinda besiyerinde yogun iireyebilen kiif koloni-
lerinden anlagilmaktadir. Besiyeri yardimi ile ya-
pilan bu taramalarda kiiflerin ortama antifungal
salgilama ihtimali, zaten alkalen dogal yapi nede-
ni ile az kolonizasyonun beklenecegi dogal ortam-
dan C. neoformans’m izolasyonunu olumsuz etki-
leyecektir. Bu ¢alismada kullanilan besiyerini olus-
turan okaliptiis tohum igerigi C.
neoformans ve cevresel kiifler i¢in besleyici fak-
torleri saglamaktadir (15).

Bu calismada, kiif kolonilerinde antikriptokokkal
maddelerin varligi bulunamamigtir. Farkli bir hi-
potez olarak, ¢evresel kiiflerin kriptokoklarin var-
ligin1 farketmeleri (quarum sensing) ve antikripto-
kokkal aktivite gostermeleri seklinde olabilir. An-
cak hedef alinan okaliptiis alaninin biiyiikliigii, or-
tamimn tuz, pH ve nem gibi degisimleri benzer me-
kanizmalarin tim alan iizerinde “quarum sensing”
mekanizmasina engel olugturacaktir.

Bugiin icin kabul edilen veriler C. neoformans’in
ekolojik odaklarmim g¢ogunlukla kanath cikartilart
ve bitki kaynakli oldugudur. Yapilan cevresel ca-
lismalarda predispozan faktorlerin varlifina ragmen
mayanin izole edilememesi, mayanin kolonizasyo-
nuna ve liremesine engel beklenmeyen faktorlerin
varhigimi disiindiirmektedir. Bu faktorlerin acgiga
cikarilmasi, ¢evreye uygulanabilir hale getirilmesi,
ozellikle insan yerlesim yerlerinde maya koloni-
zasyonu igin risk oldugu diisiiniilen bolgelerin de-
kontaminasyonu acisindan onemlidir. Ayni zaman-
da bu faktorlerin bulunmasi, insanda C. neofor-
mans enfeksiyonu varlifinda korunma ve tedavi

acisindan yarar saglayabilir. Sonu¢ olarak C. ne-

oformans’in ¢evresel uygun ortamlarin varligina
ragmen izole edilmesindeki engellerin aragtiriima-
sinin, C. neoformans’in yasam dongiisiiniin 6gre-

nilmesine yardimci olacagini diigiiniiyoruz.
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