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Aragstirma

Tiirkiye’nin Giiney-Bat1 Anadolu Bolgesindeki Ilgin
(Genus: Tamarix L.) Agaclarmda Cryptococcus neoformans

Kolonizasyonu Takibi?

Cagr1 ERGIN, Mustafa SENGUL, Ozgiin KIRIS SATILMIS
Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalu

OZET

Amag: Cryptococcus neoformans Diinya’min cegsitli bolge-
lerinde ciiriiyen agaglardan ve kovuklardan izole edilebilen
bazidiyomiget bir maya mantaridir. Anadolu’da yaygin bir
cins olan 1lgin (Genus: Tamarix L.) agaglar: turistik bolge-
lerde ¢evre diizenlemesinde siklikla kullanilmaktadir. Bu
calismamin amaci ilgin agaglarinda C. neoformans varligi-
nt aragtirmak ve varligt durumunda kolonizasyonunun
takibini yapmaktir.

Gereg ve Yontem: Giiney-batt Anadolu’nun Ege ve Akdeniz
bolgelerinde 201 1lgin agact arastirmaya alndi. Kiiltiir
icin bifenil ve antibiyotik iceren Staib agar kullanild:.
Cevresel orneklemede kullanilan ekiivyonu iceren tiipler,
oda sicakliginda bekletildi ve diizenli olarak sub-kiiltiir
islemi yapildi.

Bulgular: C. neoformans yalmzca bir (%049) Tamarix
hispida agacindan 280 koloni/ekiivyon yogunlugunda izole
edildi. Ilk izolasyonu takiben bes aylik siire boyunca ayni
agactan basarili bir sekilde tekrarlayan izolasyonlar yapil-
di. Dort aylik siire boyunca, laboratuvar ortaninda bekle-
tilen orneklerden de yogunlugu giderek diisen sayida tek-
rarlayan izolasyonlar yapuld:.

Sonuc: ligin agaglarinin C. neoformans igin yeni bir kolo-
nizasyon kaynagi olabilecegi diisiiniildii. Mayalarin, labo-
ratuvar kogsullarinda, ornekleme tiipleri icinde canli olarak
kalabilmeleri muhtemeldir.

Anahtar kelimeler: Cryptococcus neoformans, Tamarix
hispida, 1lgin, cevresel

SUMMARY

Colonization Survey of Cryptococcus neoformans in
Tamarix Tree (Genus: Tamarix L.) in South-Western
Anatolia, Turkey

Objective: Cryptococcus neoformans which is a
basidio-myceteous fungus, is isolated from the decayed
hollows and niches on trees in various parts of the world.
Tamarisk (Genus: Tamarix L.) trees are common in Anatolia
and mainly used for landscaping purposes. The aim of this
study is to investigate the presence of C. neoformans in
tamarisk tree and to follow its colonization in sampled
materials.

Material and Methods: The samples were obtained from
201 Tamarix trees from Aegean and Mediterranean regions
of South-Western Anatolia. Staib agar containing biphenyl
and antibiotics were used for culture. During environmental
survey period, sampling tubes with swabs were kept at
laboratory and were regulary subcultured.

Results: C. neoformans was isolated from only one (0.49%)
Tamarix hispida as 280 colonies/swab. Sequential isolations
were done from the same colonized tree during the
five-months period following the first isolation. During the
four mounth period, although the number of the colonies
exhibited a decreasing trend, C. neoformans was successfully
re-cultured from the same sampling tube stored at room
temperature.

Conclusion: Tamarix trees could be a new colonization
niche for C. neoformans. These yeasts are likely to remain
active in sampling tubes in laboratory conditions.

Key words: Cryptococcus neoformans, Tamarix hispida,
Tamarix, environmental
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GIRIS

Cryptococcus neoformans farkli ekolojik odak-
lardan izole edilebilen, dogada yaygin bir insan
ve hayvan patojeni maya mantaridir. Ozellikle
immiinsiiprese hastalarda yasami tehdit eden
meningoensefalit ve pndmoni etkeni olabilir.
Bazi kanatlilarin giibresi ile karigsan ortamlarda
ve farkli agaclarin mikroklima olusturan govde-
lerinde kolonize olarak, riizgdr gibi cevresel
faktorlerin de yardimiyla kolaylikla konak tara-
findan solunan havaya karigir. Kolonize
oldugu ortama ve biyotasina bagli olarak,
C. neoformans’im dogada disg ortama dayanikli-
181 ve virulansi degisir. Ayn1 zamanda mayanin
genotipik Ozelliklerine dayanan egeyli iireme
karakteri, basidiyosporlarinin enfeksiyoz eseyli
form olusturmalar1 ve c¢ogalabilmesi de dig
ortamda kolonize oldugu floraya gore degisik-
likler gosterir.

Hindistan, Arjantin, Brezilya ve Kolombiya’da
mayanin dogada uzun siire kolonizasyonunun
takip edildigi ve iklimsel 6zelliklerden etkilen-
digine iligkin uzun siireli arastirmalar
yapimistir®®. Ulkemizde aga¢ kovuklarindaki
floradan yapilan C. neoformans kolonizasyonu
ile ilgili aragtirmalarda 2004 ’ten bugiine kadar
Eucalyptus camaldulensis, Punica granatum
(Nar) ve Platanus orientalis (Dogu c¢inari) baga-
ril1 izolasyon yapilan tiirlerdir'*'?. Gokova kor-
fezindeki siirveyans arastirmasi diginda Japonya,
Hindistan, ABD, Avustralya ve Kolombiya’da
yapilanlara benzer sekilde C. neoformans’in
tilkemizdeki gevresel florada dagilimina yonelik
benzer veriler bulunmamaktadir®.

Tamaricaceae ailesi Avrupa, Asya ve Afrika’nin
dogal ve kuru iklimine uyum saglayan, 1-15
arasinda yogun cali formundan agac boyuna
kadar olabilen siirekli yesil bitkileri icerir.
Genelikle tuzlu topraklarda yetigir'?. Yasina
bagl olarak, agacin iizerinde biiyiik kovuklar
olugmaktadir. Anadolu’da 1lgin olarak adlandiri-
Iir. Kumlu, ¢orak ve nemli topraklarda yayilim
gosteren bircok tiirii bulunsa da en sik olarak

Tamarix smyrensis, T. africana, T. aphylla,
T. hampena, T. gallica, T. parviflora, T. tetrandra
ve T. gracilis vardir. Kereste degeri azdir. Kolay
bakimi nedeniyle Giiney-Bati Anadolu’da turizm
bolgelerinde c¢ogunlukla cevre diizenlemesi
yapilirken kullanilir.

Sunulan aragtirmada, Giiney-Bati Anadolu’da
onemli turizm bolgelerimizde bulunan kovuklu
ilgin florasinda C. neoformans’in varliginin
arastirtlmasi, varlig1 halinde de kolonizasyonu-
nun takibinin yapilmasi amaglanmisgtir.

GEREC ve YONTEM

Aragtirmaya, Antalya sehir merkezi, Belek
turizm sahil seridi ve Bodrum yarimadasinda
turizm aktivitelerinin yogun oldugu bolgelerde
yaygin olarak bulunan iizerinde kovuk bulunan
201 1lgm (Tamarix sp.) agact alindi (Sekil 1).
Agaclarin kovuk ve gevrelerinde giivercin ¢ikar-
tilar1 ve yogun organik kirlenme varlig1 saptan-
mast durumunda o agac arastirmaya alinmadi.
Bu agamada tiir tanimlamasi yapilmadi.
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Sekil 1. Arastirmaya alman Antalya (1), Belek sahil seridi (2)
ve Bodrum yarimadasinda (3-7) érnekleme yapilan bolgeler.

Cevresel ornekleme Randhawa ve ark.’nin® tarif
ettigi yonteme benzer olarak alindi. Tahta pamuk-
Iu ekiivyonlar 35-40 cm uzunlugunda hazirlandi
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ve steril edildi. Her 6rnekleme i¢in steril serum
fizyolojik i¢inde 1slatilan ekiivyon kullanildi.
Agaclarin gdvdesinde bulunan biiyiik kovuklar-
dan ekiivyon ile ornekler alindi. Ornekleme
sonrasinda 2 ml hacimdeki steril serum fizyolo-
jik icinde, aymi giin laboratuvara ulagstirildi.
Ornekler %0.04 kloramfenikol ve %0.1 bifenil
iceren Staib agara ekildi. Oda sicakliginda 15
giin siire ile enkiibasyona birakilan Staib agarda
nemli, kahverengi ve mukoid koloni varligi
arastirildi. Stipheli kolonilerden Gram boyama,
tireaz testi, nitrat rediiksiyonu, Dalmau agar
morfolojisi, 37°C’de iireyebilme yetenegi ve
farkli karbonhidratlar icin asimilasyon testleri
uygulandi. Cryptococcus gattii’den ayrimi amaci
ile kanavanin-glisin-bromtimol mavisi agar besi-
yeri reaksiyonu degerlendirildi. Aragtirma asa-
masinda liremenin saptandigi agactan ikiser ay
aralar ile alinan 6rnekler icin de ayni yontem
uygulandi.

Tiirk Mikrobiyol Cem Derg 44(4):158-162, 2014

Arastirmanin diger asamasinda, iiremenin sap-
tandig1 Orneklerin bulundugu siispansiyonlar
oda 1sisinda, gilines ve kuvvetli 1siktan uzakta
bekletildi. Her 6rnekten aylik olarak Staib agara
ekim ve degerlendirme islemleri yinelendi.
Stipheli kolonilerden tanimlama isleminde yuka-
rida anlatilan yontem uygulandi.

SONUCLAR

Aragtirmaya alman 201 Tamarix sp. agacindan
yalnizca 1 (%0.49)’inde C. neoformans liremesi,
280 koloni/ekiivyon yogunlugunda bulundu.
Kolonize olarak bulunan aga¢ 7. hispida olarak
degerlendirildi (Sekil 2).

Ayn1 kolonize agactan yineleyen izolasyonlarin
yogunlugu takip edildigi zaman boyunca azala-
rak sekiz aylik drnekleme siiresince devam etti
(Tablo 1).

Tablo 1. Cryptococcus neoformans’m ilk izole edilen 6rneklem tiipiinde (*) ve laboratuvar ortaminda bekletilen tiiplerde yogunlugu

(koloni/ekiivyon).

Ornekleme yapilan ay (Sicaklik °C; Nem %) Nisan Mayis Haziran

Temmuz Agustos Eylil Ekim Kasim  Arahk

Nisan (20;60) 280* 200
Haziran (28:;44)

Agustos (30;70)

Ekim (22;72)

Aralik (14;60)

10 - - - -
150 120 20 ; ; .
80* 70 50 - -

Sekil 2. Yineleyen izolasyonunun yapildig) Tamarix hispida iizerinde derinlik olusturan kovuklu bolge (ok érnekleme yapilan iirmenin

oldugu ciiriiyen oyugu gostermektedir).
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TARTISMA

Cryptococcus neoformans’in dogaya yayilma-
sinda bircok kaynagin odak olabilecegi rapor
edilmistir. Ozellikle iizerinde biiyiik kovuk
bulunduran agaclar, nemli ve sicak iklim ortam-
larinda uygun mikroklimay1 olusturup, mayanin
enfeksiyoz partikiillerinin gelismesine olanak
saglamaktadir”. Ulkemizde yapilan arastirma-
larda, diger iilkelerden bildirilen oranlardan daha
az izolasyon yapilabildigi bildirilmigtir'%'>!>17.,
Fitokimyasal farkliliklar, yaygin antifungal akti-
vite ve ekolojik farkliliklar gibi farkli etkenler
arastirllmig ise de, bu az izolasyonun nedeni
agiklanamamustir ™). Siirekli izolasyon yalniz-
ca Gokova-Akyaka bolgesinde yapilabilmek-
tedir'D. Bu 6zellikteki yerler Nawange ve ark.??
tarafindan “sicak nokta” olarak tanimlanmugtir.
Benzer gekilde iilkemizde giivercin c¢ikartilarin-
da C. neoformans varligina yonelik yapilan tara-
malarda da beklenenden daha az oranda maya
varlig1 goriildiigii bildirilmistir>'®. Hindistan’da
Randhawa ve ark.’nin®) uzun siireli takip ¢alis-
malar1 sonucunda ileri siirdiigli hipoteze gore
mevsimsel degisimlerin olusturdugu ekolojik
degisimler, C. neoformans’in agac¢ kovuklarinda
kolonizasyonunu 6nemli Ol¢iide etkilemektedir.
Bu hipoteze gore, planlanacak olan c¢evresel
C. neoformans tarama arastirmalar1 yerel iklim
ozelliklerine gore diizenlenmelidir.

Sunulan raporda, 11gin agaglarinda C. neoformans
izolasyonu yapilmasi, yeni bir cevresel odak ola-
rak tanimlamasini desteklemektedir. Laboratuvar
ortaminda i¢cine herhangi bir koruyucu veya katki
maddesi konulmadan 6rnekleme tiiptinde bekle-
yen mayalar uzun siire canli kalabilmektedir.
Laboratuvarda bekleyen 6rnek tiipii icinde maya-
nin yogunlugu azalsa bile, maya canliligini devam
ettirmig, dort ay siire ile izolasyonu yapilabilmis-
tir. Kolombiya’da 2003 ve 2009 arasinda ¢evresel
ornekler, toplandiklar1 sivi icerisinde laboratuvar
ortaminda bekletilmis ve on yillik siire sonunda
orneklerin yarisinda kriptokoklar tiremigtir®?. Bu
durum, cevresel kriptokok taramalarinda topla-
nan Orneklerin laboratuvar ortamina hizli aktaril-

masina Onerildigi kadar gereksinim duyulmaya-
cagm diisiindiirmiistiir.

Ilgin agaclar1 cevresel sartlara bagli olarak fark-
I1 cografyalarda farkli dagilim o6zellikleri goste-
rirler. Asya, Afrika ve Avrupa’da yaygin olarak
goriilmekle birlikte, bazi toplumlarda mitolojik
(Stimer, Yunan ve Misir) ve dinsel nedenlerle
koruma altindadir. Etnofarmakolojik olarak anti-
septik 0zelligi vardir. Geleneksel Misir ve Hint
tibbinda bircok uygulamada kullanilir. Konak
olma potansiyeli olan 1lgin agaclar1 ile insan
topluluklar1 genis bir cografyada igicedir!?232%,

C. neoformans’in agag tiirleri arasinda konak
seciciligi bulunmadigi yoniinde goriisler
bulunmaktadir”®. Farkli agaclardan yapilan tire-
meler bu goriisleri desteklemektedir. Bircok
aragtirma fitokimyasallarin kriptokokkalarin
yasam siklusunda 6nemli oldugunu belirtmekte-
dir. Arastirmaya konu olan 1lgin agaclarinda,
tiirler arasinda farkliliklar olmakla birlikte, fla-
vonoidlerin, fenolik yapili bilesiklerin, kumarin-
lerin, taninlerin ve serbest alkollerin yogun
bulunabildigi rapor edilmistir'®. Farkli yapila-
rinda antiseptik 6zelligi bulunmasma karsilik,
bazi basidiyomiget ve askomicet mantarlar 1lgin
agaclarinda ¢ogalabilmektedir®®.

Ulkemizde cevresel kaynakl kriptokokkoz hak-
kinda yeterli bilgimiz yoktur. Bildirilen olgu
sunumlarinda hastalarin klinik durumlarr ve
sagaltimlart hakkinda detayl bilgi verilmekte-
dir. Hastalarin yasadiklari ortam ve yapmis
olduklar1 seyahat oOykiilerinin de bildirilmesi
cevresel kriptokok odaklarinin belirlenmesinde
yardimci1 olabilir. Bununla birlikte, iilkemizden
bildirilen insan kriptokokkozu sayisi da bekle-
nenden azdir®. Ulkemizden yapilacak olan
olgu sunumlarinda, hastanin anamnezinde
bulundugu ve gezdigi ¢cevre hakkinda bilgi veril-
mesi; C. gattii’ nin dogal kaynaginin epidemiyo-
lojik olarak tahmin edilmesi gibi, C. neoformans
icin yeni dogal kaynaklarin saptanmasina da
yardimci olabilir®. Ulkemizde insan patojeni
mantarlarin dogal yayilimlari ile ilgili aragtirma-
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lar devam ettirilmeli, insan saglig1 icin risk olug-
turabilecek bolge ve ozellikler saptanmalidir.
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