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Mugla Milas ilce yerlesimi bolgesi Eucalyptus camaldulensis agaglarindan
Cryptococcus neoformans izolasyonu
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Ozet

Amac:Diinyanin bir¢cok yerinde insan patojeni Cryptococcus neoformans ve Cryptococcus gattii aralarinda
Eucalyptus camaldulensis’in de bulundugu cevresel odaklardan izole edilmektedir. Turkiye’de 10 vyildir
yapilan taramalarda E.camaldulensis kaynakli C.neoformans izolasyonu sadece Gokova-Akyaka bolgesinde
yapilabilirken C.gattii izole edilememistir. Sunulan arastirmada C.neoformans ve C.gattii varligi Mugla ili Milas
ilcesi yerlesim bdlgesinde bulunan E.camaldulensis agagclarinin kovuklarinda taranmistir.

Gereg ve yontem: Milas sehir merkezinde bes farkli bolge secilerek toplam 100 E.camaldulensis agacinin
govdelerindeki oyuklardan eklvyon yontemi ile 6rnekleme yapildi. Tim érnekler bifenil ve kloramfenikol iceren
Staib agar besiyerine ekildi. Kiltir slresi sonunda maya benzeri kahverengi koloniler geleneksel yéntemler
ile incelendi. Kanavanin glisin bromtimol agar reaksiyonu C.neoformans’in C.gattiiden ayriminda kullanildi.
Bulgular:Toplam 100 E.camaldulensis adacinin 3 (%3.0)'Gnde C.neoformans kolonizasyonu bulundu. Tim
pozitif érnekler ilkokul bahgesinde yapildi. C.gattii izolasyonu yapilmadi.

Sonug:Milas sehir merkezinde yapilan izolasyon, tlkemizde Akdeniz ve Ege bdlgeleri taramalarinda Gokova-
Akyaka bdélgesi disinda E.camaldulensis agagclarindan yapilan ikinci izolasyondur. Bu veriler Ulkemizde
C.neoformans’in beklendiginden daha c¢ok olabilecegini gostermektedir. Ayrica, halk sagligi agisindan énemli
bir veri olarak, insan patojeni C.neoformans izolasyonu ilkokul bahgesinden yapilmistir. C.neoformans’in
kolonizasyonu ve insan aktivitelerinin oldugu bdlgelerdeki dagilimlarina iliskin ileri arastirmalar Turkiye'de
kriptokokkoz riskli bélgelerin daha iyi bir sekilde anlagiimasina yol gésterebilecektir.
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Abstract

Purpose:In many parts of the world, human pathogen yeast Cryptococcus neoformans and C.gattiiare commonly
isolated from environmental niches including Eucalyptus camaldulensis. While E.camaldulensis-originated
C.neoformans was only found in Gékova-Akyaka region during ten surveillance years in the Mediterranean and
Aegean regions of Turkey, C.gatti has not been isolated. In this study, C.neoformans and C.gattii have been
screened from E.camaldulensis trunk hollows in Mugla-Milas city providence.

Materials and methods: Five different locations in Milas city center, totally 100 E.camaldulensis with trunk
hollows have been sampled by swabbing method. All samples were cultured on Staib agar supplemented
with biphenyl and chloramphenicol. At the end of the culture period, brown yeast-like colonies were tested by
conventional methods. Canavanine glycine bromtimol agar reaction was used for C.neoformans from C.gatti
identification.

Results:3 (3.0%) out of 100 E.camaldulensis were positive for C.neoformans colonization. All positive samples
were in elementary schoolyard. No C.gattii has been isolated.

Conclusion:Outside of Gokova-Akyaka, Milas city center is second isolation area of C.neoformans from
E.camaldulensis in Mediterranean and Aegean regions of Turkey. These data showed that colonisation of
C.neoformans in nature may be more than expected in our country. In addition, colonisation of human-pathogen
C.neoformans in elementary schoolyard is important for public health. Further studies on colonisation of
C.neoformans and their distribution around human activity should lead to a better prediction of cryptococcosis
risky areas in Turkey.
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Bagisikhdi baskilanmig konakta hayati tehdit
edebilen enfeksiyonlar olugturan C. neoformans
cevresel ortamda siklikla glvercin diskilarinda ve
agacfloradakolonize olmaktadir. Bu kolonizasyon
ortamlarindan solunum yolu ile canhlara bulasir.
ik defa E. camaldulensis florasinda kolonize
oldugu gosterilmis, daha sonraki arastirmalar
ile farkh tirlerde agaclarda da kolonize olabildigi
gortlmustir [1]. Ulkemizde farkli zamanlarda
farkli cografi bolgelerde yapilan arastirmalarda
Dunya’nin diger bolgelerinden farkli olarak
sadece GoOkova Akyaka bolgesinden surekli
izolasyon yapilabilmigtir [2]. ilk izolasyonun
yapildigi bdlgeye cografi olarak benzer farkl
yerlerde de floradan izolasyon yapilamamakla
birlikte floranin yodun ve eski oldudu yerlesim
merkezleri cesitli arastirmalar ile taranmaktadir
[3-8]. Sunulan arastirma Mugla ili Milas ilgesinde
Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi egitim
programi dahilindeki 6zel c¢alisma modilleri
(OCM) kapsaminda yapilmistir.

Gereg ve Yontem

Arastirma Mugla ili Milas ilge merkezinde
yerlesim bdlgesinde 2012 yilh Nisan ayi iginde
yurltuldi. Bolgede c¢ok sayida Eucalyptus
camaldulensis  bulunmaktadir.  Yore halki
agaclarin batakliklarin kurutulmasi amaci ile
dikildigini anlatmaktadir. Arastirmanin yapildig

boélge kus ugusu olarak E.camaldulensis
florasindan  C.neoformans  izolasyonlarinin
yapildigi Gokova-Akyaka bolgesine yaklasik

60 km, Punica granatum ile Platanus orientalis
agaclarindan izolasyonun vyapildidi  Denizli
boélgesine yaklasik 120 km mesafededir [2, 3, 8].

Uzerlerinde kovuk ve derin vyariklarin
bulundugu, eski E.camaldulensis agdaglarinin
yogun bulundugu 6 farkh bdlgede
100 E.camaldulensis taramaya alindi
(Sekil 1). Ornekleme icin Randhawa ve ark.nin
[9] onerdigi sekilde eklivyonla 6rnek toplama
yontemi kullanildi. Bu yontemde Ornekler %0.4

kloramfenikol iceren steril serum fizyolojik icine
alinarak ayni tip iginde tasindi. Tim 6rnekler
ayni giin icinde laboratuvara ulastirilarak %0.5
kloramfenikol ve %0.1 bifenil ve iceren Staib
agar besiyerine ekildi. U¢ hafta sire ile oda
sicakliginda enkube edilen besiyerleri kahverengi
ve maya benzeri S koloni morfolojisinde
kolonilerin  varligi  yoninden takip edildi
(Sekil 2). Supheli koloniler Gram boyama, Ureaz
testi, Dalmau agar mikroskopisi ve 37°C’da
Ureyebilme 06zelliklerine gore degerlendirildi.

Gram olumlu maya morfolojisinde, hifa
olusturmayan, 37°C'da Ureyebilen, Staib
agar besiyerinde kahverengi pigment

olusturan koloniler C.neoformans/gattii olarak
degerlendirildi. Supheli mayalar kanavanin-

glisin-bromtimol (KGB) agar besiyerine ekilerek
bir hafta sure ile oda isisinda enklbasyona
birakildi. KGB besiyerinde ireyemeyen koloniler
C.neoformans olarak kabul edildi (Sekil 3).

Sekil 1. Milas ilgesi yerlesimi 1) Stadyum,
2) Fatih iOO 3) Burgaz Mah 4) Hayith
Mah 5) Atatirk 0O 6) Askeriye.

Sekil 2. Bifenil ve kloramfenikol iceren Staib agar besiyerinde kahverengi, S morfolojisinde C.neoformans

kolonileri (bir bolimu oklar ile gosteriimektedir).
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Milas E.camaldulensis florasinda C.neoformans kolonizasyonu

{(-) Kontrol
Clregformans CDC236

(+) Kontrol
Cl.gattii NTH18C

Bu aragtumada
izole edilen kokenler

Sekil 3. KGB (Kanavanin-Glisin-Bromtimol) agar
besiyeri reaksiyonlari.

Bulgular

Arastirmaya alinan 100 E.camaldulensis
agacindan 3 (%3.0) tanesinde 180, 22 ve
1 (koloni/petri) C.neoformans izole edildi.
C.neoformans saptanan her U¢ agac¢ ornegi
de Atatiirk ilkégretim Okulu (37°19'K:27°46'D)
bahgesi 6rnekleme bdlgesinde bulunuyordu
(Sekil 1; 5 no.lu bolge).

Tartisma

Tdm dinya tzerinde her yil bir milyondan fazla
insanin kriptokokkal enfeksiyonlardan etkilendigi
ongorulmektedir. Bu hastalarin ¢gogunlugu HIV
enfeksiyonu/AIDS olmakla birlikte diger immun
sistemi baskilayan hastaliklarda da (sarkoidoz,
lenfoproliferatif ~ hastaliklar, imminstpressif
tedavi vb) kriptokokkoz gdrtlmektedir [10].
Olgular Ulkemizden 1960’lardan beri rapor
edilmekle birlikte az sayidadir [11].

Ulkemizde yapilan gevresel C.neoformans
taramalarinda gulvercin  diskilarinin  oldugu
bolgelerden yapilan taramalar g¢ogunluktadir
[12-14]. Cevresel flora arastirmalarinda ise
E.camaldulensis ile birlikte Punica granatum
ve Platanus orientalis agaclarindan izolasyon
yapiimistir [2, 3, 8]. Bu taramalarda dinya
Uzerinde vyapilan taramalarda daha yogun
izolasyonlar elde edilirken, Ulkemizde daha az
izolasyon yapilmisg, bircok arastirmada da sonug¢
alinamamistir [4-7]. Sunulan arastirmada Mugla
ili Milas ilgesinde ayni ilkdgretim okulu icinde
bulunan, birbirine yakin U¢ E.camaldulensis
agacindan C.neoformans izole edilmistir. Bu
durum Ulkemizde c¢evresel C.neoformans
dagilimi hakkinda yapilmakta olan taramalari
destekler niteliktedir.  Yerlesim alanlarinda
agaclarin genellikle bakimli olmasi, bir¢ok turistik
bolgede agaclara zararlilardan korunmasi ve
temiz gérinmeleri amaci ile kire¢ badananin
yapiimasi, C.neoformans’in alkali ortamlarda
kolonizasyonunun zor olmasi nedeni ile
izolasyonununyapilamadiginidistindirmektedir.
Ancak yapilan arastirmalar ile kdkenlerin izole
edilmesi, ¢evresel bakim olmakla birlikte kireg
uygulanmayan ve halkin ortam olarak algiladigi

yerlerde C.neoformans’in kolonize olabilecegini
gOstermektedir. Ayni zamanda Golman ve
ark. [15] arastirmalarinda; 2 yasindan buyuk
immunsistemi saglam c¢ocuklarin C.neoformans
ile kargilagsmalarinin, ylirimeye baslama gibi
cevresel ortam aktivitelerindeki cogalma sonucu
erken yaslarda oldugunu, immunsistemi saglam
konakta primer pulmoner kriptokokkozun
asemptomatik seyredebilecedi veya viral Ust
solunum yolu enfeksiyonlarina benzer bir
tablo olusturmasi nedeni ile kriptokokkozun
tanimlanamadigini savunmusglardir. Bu durumda
okul ve benzeri yerlerde gorilen, immunitesi
saglam konaktaki kriptokokkal enfeksiyonlar
kolaylikla viral etyoloji ile karisabilmektedir.

Sunulan arastirmanin en 6énemli sonucu, daha
onceki yogun izolasyonun yapildidi, Gokova-
Akyaka bdlgesi disinda, kriptokokkal patojenlerin
dogada, halkin gundelik yasamini gegirdigi
bolgelerde olabileceginin saptanmasidir. Ozellikle
bu ortamin ¢ocuklarin yogun bulundugu bir bolge
olmasi 6nemlidir. Ulasilabilen literattirde, bildirimi
yapilan kriptokokkoz tanili olgularda ¢ogunlukla
hastanin surekli yasadigi yerler ve cevresel
ozellikler bildirilmemigtir [11, 16-18]. Buna bagli
olarak Glkemizde kriptokokkoz hastalarinin strekli
yasadiklari yerlere ve aktivitelerine ait kapsamli
bilgiye ulasilamamigstir. Bu verilerin yayinlanmasi
cevresel risk faktorlerinin saptamasi bakimindan
onemlidir.

Ulkemizde C. gattiiinfeksiyonuna rastianmamigtir
ve cevresel izolasyonu yapilamamigtir. Ulkemizde
izolasyonun neden beklenenden daha az yapilmakta
oldugu hentz bilinmemektedir. Farkli hipotezler
test edilmis ise de sonug¢ alinmamistir [19]. Son
yillarda agag¢ florada C.neoformans kolonizasyonun
agac seciciliginin  baskin 6zellik olmadigi kabul
edilmektedir [1, 20].

Cevresel agag floradan patojen kriptokok
kolonizasyonu arastirmalarinin devam etmesi
hem mayanin ekoloji yoninde yeni bulgulara
neden olabilir, hem de Ulkemizde halen varligi
sorgulanan C.gatti’nin izolasyonuna imkan
saglayabilir. Ulkemizde tani alan kriptokokkoz
olgularinin literatirde sunumlarinda yasam
kosullari ve aktivitelerinin de bildiriimesi, gevresel
patojenlerin taranmasinda yol gdsterici olacaktir.
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