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Amag: Bagisikligi baskilanmis insanlarda ve hayvanlarda yasami tehdit eden enfeksiyonlara neden olabilen
Cryptococcus neoformans ve Cryptococcus gattii, cevresel odaklardan hassas olan konaga bulagir. Patojen
biyoklimatik degiskenlere uygun sekilde gevresel kolonizasyon gosterir. Daha dnceki MaxEnt makine 6grenmesi
ile yapilan analizlerde, Alanya bélgesi muhtemel kolonizasyon boélgesi olarak saptanmistir. Bu galismanin amaci,
Ulkemiz i¢in 6nemli bir turizm bolgesi olan Alanya ve yakin gevresindeki kovuklu agag florasinda C. neoformans
ve C. gattii kolonizasyonunun arastiriimasidir.

Gere¢ ve yontem: Alanya sehir merkezi ve yakinindaki Dim cayl gevresinden, Uzerinde genis kovuk
oldugu belirlenen 49 zeytin (Olea europea), 17 kegiboynuzu (Ceratonia siliqua) ve 13 okaliptis (Eucalyptus
camaldulensis) olmak Uzere toplam 79 agactan standart ekiivyon yontemi ile drnekleme yapildi. Bifenil ve
kloramfenikol igeren Staib agar kiiltir igin kullanildi. Ureyen maya benzeri, kahverengi pigmentli koloniler
konvansiyonel yontemler ve kanavanin-glisin-bromtimol agar reaksiyonu ile tanimlandi.

Bulgular: Alanya sehir merkezinde sadece bir (%2,04) zeytin (O. europea) adacinda C. neoformans
kolonizasyonu saptandi.

Sonug: Bu galismada, C. neoformans'in Turkiye'nin 6nemli turizm kenti olan Alanya sehir merkezinden izole
ettigi ilk gevresel kolonizasyonu rapor edilmistir. Cevresel insan patojenik mantarlarinin kolonizasyonu igin
Ulkemizin insan yerlesimlerinin ve turizm potansiyeli yliksek bdlgelerinin sistematik olarak taranmasi riskli
alanlarin bulunmasina yardimci olacaktir.
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Abstract

Purpose: Cryptococcus neoformans and Cryptococcus gattii, which can cause life-threatening infections in
immunocompromised humans and animals, is spreading from environmental niches to the susceptible host. It
shows environmental colonization in accordance with pathogen bioclimatic variables. In the previous analyzes
made with MaxEnt machine learning, the possible colonization area of Alanya region was determined. The aim
of this study is to screen the colonization of C. neoformans and C. gattii in the hollow trees of Alanya and its
nearby Dim River, which is an important tourism region for our country.

Materials and methods: Standard swabbing technique was used for sampling from 79 trees in total as 49
olives (Olea europea), 17 carob (Ceratonia siliqua) and 13 eucalyptus (Eucalyptus camaldulensis), which were
determined to have large hollows on the city center of Alanya and around the Dim River. Staib agar (supplemented
with biphenyl and chloramphenicol) were used for cultivation period. Yeast-like, brown pigmented colonies were
identified with conventional methods and canavanine-glycine-bromtimol agar reactions.

Results: Only one (2.04%) olive (O. europea) tree resulted colonized by C. neoformans at the city center of
Alanya.

Conclusion: In this study, the first environmental colonization of C. neoformans isolate from Alanya city center
as significant tourism center of Turkey, was reported. Systematic screening of human settlements and regions
of our country with high tourism potential for the presence of colonization of environmental human pathogenic
fungi will help to find risky areas.
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Giris
Cryptococcus  neoformans  gogunlukla
bagisikligi  baskilanmis  konakta  hayati

tehdit eden enfeksiyonlara neden olabilen
bazidiyomicet maya mantaridir. Ulkemizin farkli
bdlgelerinden pndémoni ve menenijit olgular
rapor edilmis, menenijit igin 0,13/100.000
oraninda, ciddi klinik tablo olusturabilecek
enfeksiyon hizi hesaplanmistir [1, 2]. Ayni
genus iginde bulunan diger insan ve hayvan
patojeni Cryptococcus gattii ile infeksiyon ise
heniiz llkemizden bildirilmemistir. Ulkemizde
1974 yilindan itibaren farkh gevresel odaklardan
ve farkh dogal ortamlarda C. neoformans
kolonizasyonu bildirilmektedir [3-8]. Kolonize
oldugu cevresel ortamlardaki basidiyosporlari
veya virllan haldeki kuru yapisi ile maya,
solunum havasina karigarak konaga bulagir [9].

Mayanin g¢evresel kolonizasyonunda agag
ortam seciciligi yoktur, cok farkli agac turleri
Uzerinde kolonize olarak eseyli formda yasam
dongusind devam ettirebilir [10]. Kolonize
oldugu cevresel ortamdaki 6zgin fungal
mikrobiyomun da bu kolonizasyonda etken
oldugu 6ne surtlmustur [9]. Dis ortamda canli
kalabilmesinde etken olan faktorler (sicaklik,
bagil nem, pH vb) mayanin Vvirllansini
dogrudan etkilemektedir. Mayanin canlilar
arasinda dogrudan gegisi ¢ok nadirken, enfekte
canlidan tekrar dogaya karigmasi, oraya uyum
saglayarak c¢ogalmasi ve basidiyosporlarinin
olusarak konaga bulagsmasi ile dogadaki
dongusit tamamlanir [9, 11].

Ulkemizde gevresel kolonizasyonun yogun
oldugu bdlgeler ve biyoklimatik ozellikler temel
alinarak yapilan dngérulerde, Alanya ve cevresi
kolonizasyona uygun olarak bulunmustur [12].
Bdlgenin iklim ve ekonomi yapisina bagli olarak
nifus yogunlugu yiksektir [1]. Bu calismanin
amaci, nufus yogunlugunun yiksek oldugu
Alanya sehir merkezinde ve turizm faaliyetlerinin
bulundugu ve vadi yapisinda olan Dim cayi
cevresinde insan patojeni C. neoformans ve C.
gattiinin arastinimasidir.

Gereg ve yontem

Arastirmaya Alanya sehir merkezi (Sekil 1)
ve Dim cayi bolgesi (Sekil 2) alindi. Bolgede
Uzerinde genis kovuk bulunan agaglarin varligi
arastirildi.  Ornekleme yapilan  noktalarin
cografi koordinatlari kisisel cep telefonu ile
kaydedildi. Alanya sehir merkezinde Uzerinde
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kovuk bulunan 40 zeytin (Olea europea) ve
Dim cay! bdlgesinde Uzerinde kovuk bulunan
17 kegiboynuzu (Ceratonia siliqua), 13
okaliptis (Eucalyptus camalduensis) ve dokuz
O. europea olmak Uzere toplam 79 agactan
ornekleme yapildi.

Cevresel  odrneklerin  toplanmasi  ve
islenmesinde Randhawa ve ark. [13] tarafindan
Onerilen yéntem uygulandi. Kisaca, icerisinde
steril %0,9 NaCl (%0,4 kloramfenikol ilave
edilmig) bulunan serum fizyolojik hazirlandi. Bu
solisyonileislatilan ekliivyonun fazla sivisi tiipiin
kenarindan akitildi ve nemli eklivyon, 6rnekleme
yapilacak aga¢ kovugunun farkh noktalarina
surtlldi. Alinan 6rnek, ayni soliisyon iginde
birakildi. Oda sicakhdinda birakilan Ornekler,
48 saat icinde ekim yapilacak laboratuvara
ulastirildi. Laboratuvarda &rnekler ekilmeden
once vortekslendive ekiyon ile kaba partikillerin
olmadigr Ust yuzeyden alinan sivi, %0,4
kloramfenikol ve %0,5 bifenil iceren Staib agar
besiyerine ekildi. Ekimler, oda isisinda, gunlik
kontrol edilerek 10 gln sure ile enklbe edildi.
Staib agarda kahverengi pigment olusturan, S
koloni yapisinda koloniler Sabouraud dekstroz
agar besiyerinde subkiilttire edilerek saflastirildi
ve boyali mikroskobik incelemeye alindi. Maya
morfolojisindeki mantarlar 37°C’da tireme, Ureaz
aktivitesi, misirunlu agar mikromorfolojisi ve
kanavanin-glisin-bromtimol agar reaksiyonuna
gore tanimlandi.

Bulgular

Arastirma bolgelerindeki drnekleme
noktalarinin cografi konumlari GoogleEarth Pro
(Ver 7.3) programina aktarilarak goérsellestirildi
(Sekil 1, 2). Alanya sehir merkezinde
ornekleme yapilan 40 agactan birinde (%2,50)
C. neoformans saptandi (Sekil 3). Dim cayi
bolgesinden alinan 49 tarama 6&rneginde
izolasyon yapilamadi. izolasyon yapilan adag
Alanya sehir merkezinde; 36°32'56" kuzey
enlemi, 31°59'20” dodu boylami koordinatlarina
O. europea olarak tanimlandi. Bu galismada
taranan bodlgede izolasyon orani %1,27°dir.

Tartisma

Akdeniz Ulkelerinde ¢evresel C. neoformans
ve C. gattii kolonizasyonu, insan sagligini
tehdit eden patojenin bolgesel dagihimlarini
saptamak amacina yodnelik olarak bir suredir
incelenmektedir [3]. Genis bir cografyayi
kapsayan bu bdlgelerdeki mayanin genotipik



Alanya sehir merkezinde gevresel C. neoformans kolonizasyonu

Sekil 1. Alanya sehir merkezinde 6rnekleme bolgesi
(Yesil: Negatif 6rnekleme noktalari; Kirmizi: C. neoformans izolasyon noktasi)

>

Sekil 2. Alanya Dim gayi 6érnekleme bolgesi
(Mavi: Dim gay! yatagi; Yesil: Ornekleme noktalari)

Sekil 3. Alanya sehir merkezi 16.no 6rnegin, Staib agar petrisinde, farkli kuf kolonileri arasinda 8.
glinde Uremesi saptanan, melanin benzeri kahverengi pigment yapan Cryptococcus neoformans
kolonisi (beyaz ok)
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Ozellikleri, Ulkemizde c¢evreden izole edilen
koékenlerin cogunlugunun Avrupa ile benzerlik
gOstermesi ile birlikte, Afrika ve Giney Amerika
kokenleriyle genetik benzerlik olabildigini
de gobstermistir [6, 14]. Insanlarda goriilen
enfeksiyonlarin ~ ¢ogunlukla  immunsuprese
grupta bulunmasi, Alanya gibi 6zellikle nifus
yogunlugu ve turizme bagh insan hareketliliginin
bulundugu bdlgelerimizde ¢evresel patojenlerin
taranmasini zorunlu hale getirmigstir.

Cevresel insan patojeni kriptokoklarin
kolonizasyon noktalarinin saptanmasi,
uzun slUre alan saha calismalarn ile elde
edilmektedir. Bu veriler cografi bilgi sistemlerine
aktariimaktadir. Bu veriler, yil igindeki donemsel
nem, sicaklik ve diger biyoklimatik degiskenlerin
analize alindigi makine égrenmesi programlari
yardimi ile analize alinarak, potansiyel riskli
bdlgeler saptanabilmektedir. Alanya sehir
merkezi ve gevresi, Ulkemizdeki daha 6nceden
yapilan ¢evresel kolonizasyon verilerinin
kullaniimasi ile C. neoformans igin riskli bolge
olarak saptanmistir. Sunulan arastirmadan elde
edilen veriler, daha 6nceden yapilan MaxEnt
makine 6grenmesi programi ile elde edilen
riskli harita bolgeleri haritasinin tutarli oldugunu
gostermistir [12].

Ulkemizde Ege bolgesinde E. camaldulensis,
O. europea, llgin (Tamarix hispida), dogu
¢inari (Platanus orientalis), kestane (Castanea
sativa) agaclarinda, Marmara bdlgesinde ise
¢am agacindan kolonizasyon bildirilmistir [3-
7, 11, 12, 15]. Bioklimatik verilerin analizlerine
gore Ulkemizin farkli bdlgelerinde insan
patojeni  kriptokoklarin  kolonize olmasina
uygun bitki Ortisd bulunmaktadir [12, 16,
17]. Tudm Akdeniz havzasinin c¢evresinde
yapilan ve Kkiyisi olan Ulkelerde yuUratilen
taramalarinda C. neoformans’in kolonizasyonu
icin 6zgln bir kolonizasyon yatkinligi olan agac¢
bulunamamistir [3, 10]. Mayanin dis ortamda
yasama kapasitesi, yapisinda bulunan gevresel
uyum Ozelliklerine baglanmistir.

Hilmioglu Polat ve ark.’nin [1] ¢alismasinda
Ulkemizde yogun nudfusun bulunmasina ve
organ nakli gibi immin siUpresyon olusturan
hastaliklarin prevalanslari g6zénine alindiginda
0,13/100.000 oraninda yilhk kriptokokkoz
éngorisinde bulunulmustur. Ulkemizdeki ilk
kriptokokkoz olgusu 1960 yilinda bildirilmistir
[18]. Gegen surede olgu sayilari artmistir [1, 2].
Ulkemizde HIV infeksiyonunun artma trendinde
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bulunmasi, asemptomatik antijenemi veya
semptomatik kriptokokkoz olgularinin daha sik
karsilagsilmasina neden olacaktir [1, 19, 20].
Cevresel kolonizasyonuna bagh bulaslarin
klinisyen tarafindan saptanmasi zordur. Ancak
cevresel kolonize riskli bolgelerin saptanmasi,
bu bolgelerde yasayan velveya turizm
OykusU olan kigilerde, klinik suphe varliginda
uygun serolojik ve klinik parametrelere bagh
algoritmalarin  tanimlanmasi, tani agisindan
6nemlidir [20].

Sunulan arastirmanin en 6nemli kisithligr,
Ozellikle hizli Ureyen zigomiget kiflere bagh
kidltir zorlugudur. Her ne kadar bifenil hizh
Ureyen c¢ok sayida kufu baskilayabiliyorsa
da, Ureyen C. neoformans Kkolonilerinin bir
kismi, filamentéz yapilarin yogunlugu (Sekil 3)
nedeni ile gbzden kagabilmektedir. Orneklerin
alim vyerleri olan kovuklarin, ylksek bagil
nem ve yil boyunca ¢ok degisim gostermeyen
sabit sicaklik nedeni ile Rhizopus, Mucor vb
gibi zigomiget ekolojisine ¢ok uygun olmasi,
bu tir mantarlarinda bu ortamlarda yogdun
bir sekilde bulunmasina neden olmaktadir
[21]. Klinik mikolojide kullanilan aktidionun
Cryptococcus genusunun Uremesine inhibitor
etki yapmasi, bu arastirmada kullanilan bifenilin
de yiksek konsantrasyonlarda ayni etkiyi
gostermesi nedeni ile benzer sekilde yapilan
arastirmalarda karsilasilanbu sorun, bugin
icin kacinilmazdir. C6zim olarak ayni 6rnegin
¢ok sayida besiyerine ekilmesi dnerilmektedir.
Benomil benzeri zirai antifungallerin, bifenil
yerine c¢evresel insan patojeni mantarlarin
taramalarinda kullanilabilecegi rapor edilmisse
de, heniiz yaygin uygulamasi yapiimamistir [22].
Bir diger aragtirma yontemi de, kolonizasyonun
tarandigi bélgelerde amplikon tabanli, yeni nesil
dizileme teknikleri ile ortamda mayanin DNA
barkodlarinin arastiriimasidir [21].

Sunulan arastirma, popllasyonun yogun
bulundugu Alanya bdlgemizde ¢evresel
C. neoformans Kkolonizasyonu oldugunu
gOstermistir. Sonug olarak, bu bdlgede yasayan,
turizm nedeni ile seyahat &ykusu olan ve
ozellikle immun sistemi baskilanmis hastalarda
gorilen enfeksiyonlarda, kriptokokkozun da
g6z o6nlne alinarak sorgulanmasi gerektigini
distindirmektedir.

Cikar iligkisi: Yazarlar cikar iligkisi olmadigini
beyan eder.
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