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Oz: Magaralar, karanlik, digik sicaklik ve yliksek neme sahip ortamlar olup, organik
madde girdisinin olmamasi gibi kosullar nedeni ile gogunlukla ekstrem ortamlar olarak tanimlanir.
Bu ekstrem kosullar nedeni ile magdaralarin mikrobiyal cesitliligini baglica enerji kaynagi olarak
indirgenmis inorganik bilesikleri kullanabilen kemolitotrofik mikroorganizmalar olusturmaktadir.
Ancak insanlar araciligi ile magaralara yabanci mikroorganizmalarin tagsinmasi ve insan kaynakl
organik maddelerin magaralara girisi sonucunda da magaralarin dogal biyolojik &zellikleri
bozulmaktadir. Bunun yaninda magaralarin basta yarasalar gibi kanath memelilerin digkilari
olmak Uzere dogal faunayl olusturan hayvanlarin artiklari Cryptococcus neoformans ve
Histoplazma capsulatum gibi birgok patojen organizma igin uygun Kkolonizasyon ortamini
olusturmaktadir. Bu maya tirlnun insanlarda direkt temas veya solunum yolu ile bulastiginda
ciddi hastaliklara yol a¢tigi disundldugunde, bu magarayr herhangi bir amagla ziyaret eden
bireyler icin tehlike arz edecegdi agiktir. Bu nedenle ¢alismamizda Nigde’de bulunan Dizkir
Magara’sinin icinden ve digsindan alinan toprak o6rneklerinde Cryptococcus neoformans ve
Histoplasma capsulatum varhdinin arastiriimasi amaglanmistir. Magara igine ait toprak
orneklerinin birinden Cryptococcus genusuna ait bir izolat elde edilmis, izolatin fenotipik ve
genotipik yontemler kullanilarak tanisi dogrulanmistir. Ancak Histoplasma capsulatum
saptanmamistir. Ayrica calismamiz Ulkemizde magara toprak o&rneklerinden Cryptococcus
neoformans izolasyonu ile ilgili ilk calisma olmasi agisindan énem arz etmektedir.

Anahtar kelimeler: Cryptococcus neoformans, Histoplasma capsulatum, magara
mikrobiyolojisi
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Investigation of Cryptococcus neoformans and Histoplasma capsulatum
in soil samples taken from inside and outside of Duizkir Cave (Nigde,
Aladaglar)

Abstract: Caves are defined as extreme environments because of they are dark, in low
temperatures and high in humidity and they lack the entries of organic materials. Due to these
extreme conditions, the microbial diversity of caves is composed of chemolithotrophic
microorganisms that can use reduced inorganic compounds as their energy source. However, the
natural biological properties of caves are deteriorating because of the entrance of new
microorganisms and human related organic matters due to humans. Besides this, caves are
appropriate colonization environments for pathogenic microorganisms such as Cryptococcus
neoformans and Histoplazma capsulatum. Since the natural fauna of caves involve winged
mammals such as bats and the faeces of these animals. Since this yeast is known to be causing
serious health problems by direct contact or inhalation, it is clear that it will possess a risk for
people who with any purpose visits these caves. For this reason, this study aims to determine the
presence of Cryptococcus neoformans and Histoplasma capsulatum in inside and outside of the
soils of Duzkir Cave. As a result of this study, one isolate of Cryptococcus species was acquired
from one of the soil samples taken from inside the cave and it is confirmed as C. neoformans by
using phenotypical and genotypical methods. However, Histoplasma capsulatum was not
detected. The presented study is the first study involving Cryptococcus neoformans isolation from

Nisan(2019)10(1)17-22

cave soil samples in Turkey.

Key words: Cryptococcus neoformans, Histoplasma capsulatum, cave microbiology

Giris

Magaralar, ylzeyin altinda, alacakaranlik
bdlgesinin 6tesine uzanan ve insanlarin kullanimina agik
olan dogal bosluklardir. Magara ekosistemleri disuk
sicaklik, ylksek nem, daimi karanlik, organik madde
girdisinin olmamasi gibi kosullar sebebiyle ¢odunlukla
ekstrem ortamlar olarak tanimlanir. Bu ortamda yasayan
organizmalar genellikle kemolitotrofik ve bu ekstrem
kosullara uyum saglamis organizmalardir. Magara
mikrobiyotasi asiri aghga adaptasyonlariyla birlikte,
onemli  biyomolekdilleri  barindirma  potansiyeline
sahiplerdir. Benzer ortamlar, yakit igin verimli etanol
Uretimine, c¢evre dostu kagit isleme igin enzimlerin
Uretimini saglayan mikroorganizmalari barindirmaktadir.
Magara mikroorganizmalari ayni zamanda ¢ok sayida
antibiyotik ve kanser tedavi ajanlari Gretimi potansiyeline
sahiptir (Barton, 2006; Kumaresan ve ark., 2014; Wu ve
ark., 2015; De Mandal, 2017; Yasir, 2018).

Bunun yani sira magaralar Oncelikle sportif,
turistik ya da bilimsel amaglarla insanlar tarafindan
ziyaret edilmektedir. ABD'de her yil yaklagik 2 milyon
insanin milli parklarda bulunan magaralar ziyaret ettigi
belirtiimektedir. Magaralara giren insanlar nedeniyle
magaralarin izolasyon bariyeri yok edilir ve bu da magara
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habitatinin dengesinin bozulmasina neden olur. Bu
sekilde magaralar bazi bakteri, filamentli fungus veya
mayalarin varligi ve buyimesi igin uygun cevresel
kosullara sahip olmaktadir. Cryptococcus neoformans ve
Histoplasma capsulatum nedeni ile meydana gelen
hastaliklar magara ile iligkili en yaygin hastaliklar olarak
belirtiimektedir. Ozellikle kanath diskilari Cryptococcus
neoformans ve yarasa digkilari ise Histoplasma
capsulatum igin  uygun kolonizasyon ortamini
olusturmaktadir. Bu da insanlara temas ederek veya
solundugunda bulasabilir ve ciddi hastaliklara yol agabilir
(Bastian ve ark., 2010; Jurado ve ark., 2010; Igreja,
2011; Candiroglu ve Dogruoz Gungor, 2017).

Calismamizin amaci Aladaglar bdlgesinde yer
alan Duzkir magarasinda insan saghgi igin risk
olusturabilecek C. neoformans ve H. capsulatum
varliginin arastiriimasidir.

Materyal ve Metot

Magara Bilgileri ve Calisgma Materyali: Bu
calismada Nigde ilinde bulunan ve giris agzi deniz
seviyesinden 3344 metre ylkseklikte olan Duzkir
Magarasinin ¢esitli noktalari (C1-C5) ve Aladaglarin
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cesitli yuksekliklerinden (D1-D5) alinmak Uzere toplam
10 toprak 6rnegi ¢calisma materyali olarak kullaniimigtir.

Cryptococcus neoformans Varliginin
Arastinlmasi: Toprak ornekleri seyreltme plaka teknigi
ile analize alinmistir. izolasyonda besiyeri olarak Sun
Flower Seed (Helianthus annuus) Agar kullaniimis,
petriler 30° C'de 30 giin inkiibasyona birakiimis ve
inkilbasyon siresi boyunca gunlik olarak kontrol
edilmistir. Kahverengi-koyu kahverengi pigmentli maya
benzeri koloniler saflastinimistir (Cermefio ve ark.,
2006).

Maya izolatinin Biyokimyasal Yontemler ile
Tanisi: C. neoformans oldugu disuinulen izolatlarin
biyokimyasal tanisi igin API test kitlerinden ID 32C maya
tanilama kiti kullaniimistir.

Maya izolatinin Genotipik Tanisi: DNA
izolasyonu Liu ve ark. tarafindan uygulanan ydntemde
bazi modifikasyonlar uygulanarak gerceklestirilmistir (Liu
ve ark., 2000). Nuklear ribozomal DNA ITS1- 5.8-ITS2
(ITS) bolgesi ITS1lve ITS4 primerleri ile amplifiye
edilmistir (Leaw ve ark., 2006).

Calismamizda amplifiye edilmis ITS bolgesi baz
sirasi tayini izmir Yiksek Teknoloji Enstitiisi
Biyoteknoloji ve Biyomuhendislik Merkezi Arastirma
Laboratuvari'nda yaptirilmistir. Elde edilen veriler Finch
TV (Blast) ve Ap E programi kullanilarak
degerlendirilmistir. Tar tayini arastirmacilarin
kullanimina aclk olan Gen BankasI’'nin
http://www.nchi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi web
sayfasinda, nukleotid dizisinin kiyaslanarak
benzerliklerin incelenmesi ile yapilmistir.

Histoplasma capsulatum varhginin
arastirlmasi:  Seyreltme plaka teknidi ile analize
alinarak Sun Flower Seed (Helianthus annuus) Agara
aktarilan toprak ornekleri, 30° C' de 2 ay inkiibasyona
birakiimis ve inklibasyon suresi boyunca ginlik olarak
kontrol edilmigtir. Ureyen kif kolonilerinden selofan bant
teknigi kullanilarak hazirlanan prepartlarda karakteristik
tuberkllli makrokonidya varligi arastirilmistir (Cermefio
ve ark., 2006).

Bulgular

Cryptococcus neoformans ve Histoplasma
capsulatum varhiginin arastirilmasi: Sun Flower Seed
Agar’ da Ureyen kahverengi-koyu kahverengi pigmentli
maya benzeri koloniler, bu renge ve mikroskobik
morfolojisine  dayanarak C. neoformans olarak
diisinilmis ve saflastinimistir. incelenen érneklerden
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magara i¢inden alinan C5 No’lu érnekte 1 x 10'cfu/g C.
neoformans kolonisi saptanmistir. Ancak Histoplasma
capsulatum izolasyonu yapilamamistir.

Maya izolatinin Biyokimyasal Yéntemler ile
Tanisi: izolatin ileri biyokimyasal tanisi amaciyla, API
test kitlerinden ID 32C maya tanilama kiti kullaniimistir.
Magara i¢c ortamindan izole edilen C5 nolu izolatin
biyokimyasal testler ile C. neoformans oldugu
saptanmigtir.

Maya izolatinin Genotipik Tanisi: Molekiler
identifikasyon icin ITS bolgesi dizi analizi yapilmigtir.
Sonu¢ olarak izolatimiz C. neoformans olarak
dogrulanmistir. ilgili dizi GenBank’ ta MH973850 erigim
numarasi ile depolanmistir.

Tartisma

Magaralar fotosentezin olmadigi c¢ogu besin
maddesinin sadece giris zonunda bulundugu besin
yonunden fakir ortamlardir. Bu ekstrem kosullarda
yasayan mikroorganizmalar buyidk ©6neme sahiptir.
Ornegin, Schabereiter-Gurtner ve ark. (2002) ispanya’
daki Altamira Magarasindan eski tarih o6ncesi
resimlerinin bozulmasina neden olan mikroorganizmalar
izole edip tanimlamiglardir. Bu calisma
mikroorganizmalarin bu resimlerin pargcalanmasindaki
rolleri ve ardindan korunmasi igin alinacak o6nlemlerin
anlasiimasina ve kalsit biriktiren karbonat yilzeylerde
kolonize olabilen organizmalarin tanimlanmasina olanak
saglamistir  (Schabereiter-Gurtner ve ark. 2002).
Benzer sekilde, Carlsbad Magaralari igcinde, plastiklerin
uretiminde yer alan ve tehlikeli gevresel kirleticiler olan
benzotiyazol ve benzezazilfonik asit gibi kompleks
aromatik bilesikleri parcalayabilen yeni bir
mikroorganizma tarG tanimlanmigtir. Bu gsekilde
mikroorganizmalarin kirlenmis ortamlara inokilasyonu
ile bu tdr kirleticilerin hizl bir sekilde bozulmasi ve dogal
remediasyonu saglanmis olur (Barton, 2006).

Magara mikrobiyotasi asiri acgliga
adaptasyonlariyla  birlikte, 6nemli  biyomolekdilleri
barindirma potansiyeline sahiplerdir. Magara

mikroorganizmalari ¢ok sayida antibiyotik ve kanser
tedavi ajanlari Uretim potansiyeline sahiptir (Barton,
2006; Kumaresan ve ark., 2014; Wu ve ark., 2015;
Mandal, 2017; Yasir, 2018).

Magara mikrobiyotasi ayrica tuberkiloz gibi
enfeksiy6z ajanlar ve insan ve magara kriketlerinin
parazitlerini ve yarasalarda beyaz burun sendromuna
neden olan Pseudogymnoascus destructans gibi yikici
invaziv mikroorganizmalari igcermektedir (Reynolds and
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Barton, 2014).  Farkli magara g¢alismalarinda birgok
Actinobacteria tlrinin izole edildigi bildirilmistir
Ozellikle, Nocardia, Mycobacterium, Streptomyces ve
Rhodococcus'a ait ¢esitli tirler tespit edilmistir Jurado ve
ark., 2010). Bu turlerin farkh cilt, akciger veya beyin
enfeksiyonlarina neden oldugu bilinmektedir. Bu
bakterilerin neden oldugu hastaliklar éncelikle immin
sistemi baskilanmis hastalarda bildiriimis olsa da,
bagisiklik sistemi zarar gérmemis olan kisileri de enfekte
edebilmeleri mimkindir. Magaralarda potansiyel turizm
tehlikelerini tespit etmek icin yapilan c¢alismalarda
magaralarin hentz bilinmeyen ve firsatgl
mikroorganizmalarin varligi olasihigi nedeniyle magara
ziyaretgileri icin potansiyel bir tehlike olusturdugunu
bildiriimistir (Igreja 2011; Vanderwolf ve ark., 2013; Wu
ve ark., 2015; Yasir ve ark., 2018; Mandal ve ark., 2017).

Yarasa biyologlari, speleologlar ve turistlerde
bazen magaralari ziyaret ettikten sonra ates 6ksuruk gibi
semptomlarin gelistigi goralmuastir. Kuzey ve Latin
Amerika'nin yarasa magaralarinda yapilan ¢alismalarda
yaygin olarak Histoplazma capsulatum nedeni ile gelisen
pulmoner bir hastalik olan histoplazmoz gérilmektedir
(lgreja, 2011; Zhang ve ark., 2018).

Yine magara mikrobiyomu icerisinde sik rastlanan
Cryptococcus neoformans ve C. gattii tirleri fungal insan
patojenleridir. insanlarin, akciger alveollerine yerlesecek
kadar kicuk olan basidiyosporlarin inhalasyonu ile
hastaliJa neden olmaktadir. Organizma akcigerlerden
merkezi sinir sistemine yayllarak meningoensefalite
neden olmaktadir (Nielsen ve ark., 2007; Velagapudi,
2009; Botts ve Hull, 2010; Watkins ve ark., 2017).
Magara topradi mineral igerikleri yoninden farkliliklar
gosterse de icerdigi organik materyalin azlig1 nedeni ile
kriptokoklarin  Gremesi igin uygun degildir. Hatta
magaralardan mayalarin izolasyonu nadiren
gerceklesmistir. Ancak giivercin digkisinin énemli roli
oldugu kabul edilmesine ragmen vyarasalar da dahil
olmak Uzere yabani kus ve hayvanlarin digkisi,
Cryptococcus neoformans ve Cryptococcus gattii gibi
tibbi agidan 6énemli mayalari icerir ve magaralardan da
izole edildigini gOsteren calismalar vardir (Montagna ve
ark., 2003; Nielsen, 2007; Chowdhary ve ark., 2011,
Escanddn ve Castafieda, 2015).

Magara mikroorganizmalari ve diger canlilar
hakkinda farkli bilimsel veriler elde etmek ¢ok énemlidir.
Bu konu da dlnyada yarutalms ¢alismalarin gogu son
yirmi yila ait olmakla beraber bu konu ile ilgili calismalar
son on yilda hiz kazanmistir. Tlrkiye'de ise magara
mikrobiyolojisi ile ilgili calismalar yetersiz kalmistir.
Yucel ve Yamag (2010), Turk karstik magaralarindan
izole ettikleri Streptomyces spp.'nin antibiyotik direnci

20

gOsteren mikroorganizmalara kargi  antimikrobiyal
aktivitelerini arastirmiglardir. Sen ve ark. (2011) Duzkir
Magarasi'ndan (Aladaglar) izole edilen bakteriyel
orneklerin  antimikrobiyal aktiviteleri, statin Uretme
kabiliyeti ve sitotoksik etkilerini arastirmiglardir.

Bu calismada ise Nigde ilinde bulunan ve girig
agzi deniz seviyesinden yaklasik olarak 3344 metre
yukseklikte olan DUzkir Magdarasinin cesitli noktalari ve
Aladaglarin degisik yuksekliklerinden alinan toprak
orneklerinde Cryptococcus ve Histoplazma tirlerininin
varligini arastiniimistir.

incelenen érneklerden magara igini temsil eden 5

Nolu 6rnekten C. neoformans izolasyonu yapilimigtir. ID
32C maya identifikasyon kiti ile C. neoformans olarak
tanilanan susun tanisi molekiler yontemler ile de
dogrulanmigtir. Toprak orneklerinin higbirinde
Histoplazma capsulatum saptanmamistir.
Montagna ve ark. (2003), yaptiklari bir calismada
italya'nin  Apulia bélgesinde yirmi bes magarada
Cryptococcus spp. varhgini arastirmiglardir. C.
neoformans' in varligi igin sadece (i¢ magara pozitiftir.
Bu veri, arastirmacilar tarafindan bu mayanin magara
habitatlarinda  bulunusu igin ilk kayit olarak
vurgulanmigtir. Magarabilimcilerin hayati tehdit eden
fungal enfeksiyonlarina maruz kalmasinda magaralarin
potansiyel roliinii gosteren bir galismadir.

Japonya’da kanathlarin yasadi§gi magaralarda
yapilan  aragtirmalarda  baskin  fungal floranin
Trichoporon spp ve Cryptoccoccus spp oldugu ortaya
cikariimistir. Yarasa gubresinin dnceden tanimlanmamis
maya tlrlerinden zengin potansiyel bir kaynak olacagini
vurgulamiglardir (Sugita ve ark., 2005).

C. neoformans gevresel ortamda siklikla glvercin
diskilarinda ve agaclarda kolonize olmaktadir. Yine ilk
kez Rivas ve ark. topraktan izole etmislerdir (Rivas ve
ark., 1999). Bu kolonizasyon ortamlarindan solunum
yolu ile canlilara bulasir. Ulkemizde yapilan cevresel
C.neoformans taramalarinda glvercin digkilarinin
oldugu bélgelerden yapilan taramalar gogunluktadir.
Cevresel mikrobiyota arastirmalarinda ise Eucalyptus
camaldulensis ile birlikte Punica granatum ve Platanus
orientalis agaclarindan izolasyon yapilmistir (Ergin ve
ark., 2008; Pelek ve ark., 2011; Gokcen ve Ergin, 2014).
Ergin ve ark. (2008), Turistik Denizli Dodurgalar
(Keloglan) magarasi’'nda Histoplasma capsulatum,
Cryptococcus neoformans varligini arastirmak igin
yaptiklari ¢alismada C. neoformans ve H. capsulatum
izole edilemedigini belirtmiglerdir. Ayrica magara
mikroorganizmalarinin  siklikla ~ solunum  sistemi
enfeksiyonlarina neden oldugunu belirtmislerdir (Ergin
ve ark., 2008).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1130140614000825?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1130140614000825?via%3Dihub#!
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Calismamiz Ulkemizde magara toprak
orneklerinden Cryptococcus neoformans’ in izolasyonu
ile ilgili ilk calismadir. Magaralar 6ncelikle sportif, turistik
ya da bilimsel amaglarla insanlar tarafindan ziyaret
edilmektedir. Magaradaki mikrobiyomu magdarada
yasayan tim canlilar ile birlikte magara turizmi nedeni ile
gecici olarak orada bulunan insanlar nedeni ile 6nem arz
etmektedir.
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