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OzZET

Bu galisma, Cruptococcus neoformans igin dogal kaynak olarak kabul edilen giivercin diskisindan ve dkaliptus debrisinden mantari
izole edip bu dogal kdkenlerin ve ayrica bolgemizdeki kriptokokkozlu hastalardan izole edilmis olan C. neoformans klinik suslarinin
varyete ve serotiplerini saptamak amaciyla yapildi. izmir ve gevresinden toplanan toplam 90 giivercin diskisi drnedinden plak
yontemi ile sekiz (%8.8) C. neoformans kdkeni izole edilip bunlarin timindn kanavanin-glisin-bromtimol agar yoéntemi ile var.
neoformans ve Crypto-check lam agliitinasyonu testi ile besinin (%62.5) serotip D ve Uglnin (%37.5) serotip A oldugu saptandi.
Okaliptus debrisi érneklerinden C. neoformans izole edilemedi. Bélgemizdeki kriptokokkozlu hastalardan izole edilen bes klinik
susun timinin yine sirasiyla ayni yontemler kullanilarak C. neoformans var. neoformans ve serotip A oldugu belirlendi.
Calismamizda dogal C. neoformans kokenlerinin A ve D serotipinde, klinik kokenlerin ise A serotipinde oldugu ilk kez ortaya
konulmus olmakla birlikte, konuya iliskin gok merkezli calismalara gereksinim vardir.

SUMMARY

The aim of this study was to isolate Cryptococcus neoformans from pigeon droppings and eucalyptus debris which are known as the
natural sources for this yeast and to determine the varieties and serotypes of these natural strains as of well as of the clinical strains
isolated in cryptococcosis patients in Izmir, Turkey. In 90 pigeon dropping samples collected from Izmir and its environment eight
(%8.8) C. neoformans strains were isolated using plate method and all of them were found as var. neoformans by canavanine-
glycine-bromthymol agar method and five of these were of serotype D (%62.5) while three were of serotype A (%37.5) by Crypto-
check slide aglutination method. From the eucalyptus debris samples no strain could be isolated. All of the five clinical strains
isolated in cryptococcosis patients were determined as C. neoformans var. neoformans and serotype A using the same methods,
respectively. It is concluded that, although for the first time it is determined that the natural C. neoformans strains are of serotypes A
and D and clinical strains are of serotype A, multicenter studies are required on the subject.

GIRIS gattii olmak Uizere iki varyeteye ayrilmistir. Cryptococcus
Cryptococcus neoformans, kriptokokkoz etkeni kapsiilli ~ neoformans var. neoformans tum dinyada yaygin olup
bir maya mantari olup fenotipik, serolojik, biyokimyasal,  toprakta, gesitli kanatli digkisinda ve 6zellikle guvercin
epidemiyolojik ve genetik farkliliklara dayanarak C. diskisinda bulunur ve A, D ve AD serotiplerini igerir
neoformans var. neoformans ve C. neoformans var. (1-5). Cryptococcus neoformans var. gattii ise, tropikal ve
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subtropikal bélgelerde bulunur ve kaynagi O©kaliptus
agaci olup B ve C serotiplerini icerir (6-8). Kriptokokkoz
olgularinda etken c¢odunlukla C. neoformans var.
neoformans’tir (1, 2). Cryptococcus neoformans var.
gatti'nin  neden oldugu infeksiyon ise tropikal ve
subtropikal boélgelerle sinirlidir. Tirkiye’de kriptokokkoz
olgulari sinirh sayida olup bu yayinlarda etken varyetesi
ve serotipi saptanmamistir (9-12).

Bu c¢alisma, dogal kaynak olarak kabul edilen glvercin
digkisindan ve Okaliptus debrisinden C. neoformans
izole etmek, izole edilen dogdal suslarin ve ayrica
bdélgemizdeki hastalardan izole edilmis olan C.
neoformans klinik suslarinin varyete ve serotiplerini
saptamak amaciyla yapildi.

GEREG VE YONTEM

Cryptococcus neoformans icin dogal kaynak olan glivercin
digkisi  Ornekleri igin, Nisan-Eylil 2002 tarihlerinde
izmirde glivercin yetistiricilerinin gok sayida bulundugu
Bayrakh, Giultepe, Yenisehir, Ferahli, Bornova, Aliaga,
Urla, Fahrettin Altay ve Buca semtlerindeki guvercin
besleyicilerin evlerine gidilerek toplam 90 glivercin digkisi
ornegi toplandi. Her bir érnek, glivercin kiimesinin toprak
zeminindeki kuru glbre yiginindan 25-30 g miktarda
spatille alinip  steril  Petri  kutularina  konularak
laboratuvara getirildi. Bir diger dogal kaynak olan ékaliptus
ornekleri icin ise Ocak-Haziran 2002 tarihlerinde Izmir'in
Bornova, Menemen, Foga, Karsiyaka, Buca, Konak ve
Guzelbahce semtlerine gidilerek toplam 50 &kaliptus
debris 6rnegi (yaprak, tohum, cigek) toplandi. Ornekler
agagc altindaki toprak zeminde bulunan yaprak, tohum gibi
doékuntilerden 20-25 g miktarda alinarak plastik torbalar
icinde laboratuvara getirildi. Tim &rnekler inceleninceye
degin +4° C'de saklandi. Klinik C. neoformans kdkenleri
olarak Ege Universitesi Tip Fakultesi Hastanesi'nde 1996-
2002 yillari arasinda yatan kriptokokozlu hastalardan izole
edilen ve mikotekte korunan bes kdken incelemeye alind..
Standart Cryptococcus neoformans ATCC 90112 kdkeni,
soyutlanan her kuskulu mayanin mikolojik incelemesinde
kontrol sus olarak kullanildi.

Guvercin digkisi ve Okaliptus debrisinden yaklasik 5 g
ornek 250-500 ml'lik steril Erflenmayer sisesine konulup
Uzerine 25 ml antibiyotikli tuzlu su (amikasin 500 mg +
serum fizyolojik 1000 ml) katildi. Erlenmayer 5 dakika
vortekslenip daha sonra kaba partikillerin dibe ¢okmesi
icin 20-30 dakika oda 1sisinda birakildi. Cokeltinin
Ustindeki sivi bolim G¢ kat steril gaz bezinden
suzulerek steril bir tiibe alinip ve bu sizintiden ekimler
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yapildi. Cryptococcus neoformans izolasyonunda, Littman
ve Schneierson (5), Bergman (13), Staib ve Seeliger
(14)'in énerdigi ydntemler dogrultusunda, Timbay (15)'In
Onerdigi bazi kuglk modifikasyonlar yapilarak direkt plak
yontemi kullanildi. Besiyeri olarak Staib-Seeliger besiyeri
(Guizotia abyssinica kre-atinin agar) kullanildi. Kuskulu
kahverengi kolonilerden yapilan preparatlarda kapsullu
maya hilcresi gorulince sirasiyla, Staib-Seeliger
besiyerinde saf kiltir, tek bir kahverengi koloniden
Saboraud-Dekstroz-Agar (SDA) plagina saf kultir, Greaz
deneyi, misir unu agarda morfoloji kontroli, 37° C’'de
Ureme kontroll, hizli nitrat indirgeme deneyi yapildi.
Morfolojik ve kimyasal 6zellikleri C. neoformans’inkine
uyan maya susunun otoma-tize sistem olan APl 20C
AUX (bio Mérieux, Fransa) ile de dogrulanmasi yapildi.

Varyete saptamak igin, kanavanin-glisin bromtimol agar
(KGBA)a ekim yapildi (16). Her plaga C. neofomans
susu Oze ile zigzag ekim yapilarak yogun olmayacak
sekilde ekildi. Ekili plaklar 26° C’de 5 guin sure ile inkiibe
edilip, inklibasyonun 2 ve 5. guinlerinde tGreme kontrolleri
yapilarak renk degisikligi arandi.

Serotip saptama icin, Crypto-check kit (latron Co.,
Japonya) ile lam aglitinasyonu yapildi. A, B, C, D ve AD
serotiplerine iligkin her bir bagisik serumdan ve serum
fizyolojikten birer damla lama dagitiip ve 26° C’de
inkGibe edilen maya kolonilerinden plastik 6ze ile kiguk
bir miktar alinip kanstirildi. Lam nazikce elde
calkalanarak 2 dakika icinde gozle agliitinasyon arandi.
Bu deney ile maya susunun antijenik formuline
bakilarak serotipi belirlendi.

Kriptokokkozlu hastalardan izole edilen bes C.
neoformans kokeni i¢in yeniden identifikasyon testleri ve
dogrulandiktan sonra varyete ve serotipleri ayni
yontemler kullanilarak belirlendi.

BULGULAR

Dogal kaynak olarak incelenen toplam 90 givercin
diskisi 6rneginin sekizinden (%8.8) C. neoformans izole
edildi. Bu kokenlerin timi C. neoformans laboratuvar
tani gostergelerinin hepsine uyan o6zellikler gosterdiler
(Tablo 1). Dogal C. neoformans kokenlerinin timu ilk
izolasyonlarinda klinik kokenlerden farkli olarak ince
kapsulli olup besiyerinde pastéz koloni olusturdular. Bir
diger dogal kaynak olarak incelenen toplam 50 6kaliptus
debrisinde C. neoformans bulunmadi.

Tdim dogal C. neoformans suslari, var. neoformans
olarak saptandi. Bu dogal kékenlerden besi (%62.5)
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serotip D ve UgU (%37.5) serotip A olarak saptandi
(Tablo 2). Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali Mikoteg@i’'nde bulunan bes klinik kdkenin C.

tekrar gosterildikten sonra varyete ve serotip tayini
yapildi. Tum klinik kbkenler var. neoformans ve serotip A
(%100) olarak saptandi (Tablo 4).

neoformans olduguna dair tanisal &zellikler (Tablo 3)

Tablo 1. Dogal kaynaklardan izole edilen C. neoformans kdkenlerinin tanisal 6zellikleri

Koken no.
1 2 3 4 5 6 7 8
Koloni P p p p p p P p m
Kapstil i i i i i i i i 0
37 C’de lireme + + + + + + + + +
Kahverengi koloni + + + + + + + + +
Ureaz + + + + + + + + +
Misir unu agarda hif yok hif yok hif yok hif yok hif yok hif yok hif yok hif yok hif yok
KGBA’da lireme yok yok yok yok yok yok Yok yok yok
Nitrat indirgeme - - - - - - - - -
Cn= C. neoformans, KGBA= Kanavanin-glisin-bromtimol agar
p= Pastéz koloni, m= Mukoit koloni, i= ince kapsiil, o= Orta kalinlikta kapsiil
Tablo 2. izole edilen sekiz dogal C. neoformans susunun varyete ve serotip dagilimi
Koéken no.
1 2 3 4 5 6 7 8
Varyete neo neo neo neo neo neo neo neo
Serotip D A A D A D D D
neo= C. neoformans var. neoformans
Tablo 3. Klinik C. neoformans kdkenlerinin tanisal 6zellikleri
Koéken no.
1 2 3 4 5 Cn kontrol
Koloni m m M m m m
Kapstil o) o O o] o) o)
37° C'de tireme + + + + + +
Kahverengi koloni + + + + + +
Ureaz + + + + + +
Misir unu agarda hif yok hif yok hif yok hif yok Hif yok hif yok
Nitrat indirgeme - - - - - -
KGBA’da lireme yok yok Yok yok yok yok
Cn= C. neoformans, KGBA= Kanavanin-glisin-bromtimol agar
p= Pastéz koloni, m= Mukoit koloni, i= ince kapsiil, o= Orta kalinlikta kapsiil
Tablo 4. Bes klinik C. neoformans kdkeninin varyete ve serotip dagilimi
Koéken no.
1 2 3 4 5
Varyete neo neo neo Neo neo
Serotip A A A A A

neo= C. neoformans var. neoformans

Cilt 22, Sayi 1, Ocak 2008
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TARTISMA

Cryptococcus neoformans var. neoformans, kanatli
digkisi bulagsmis toprakta ve o6zellikle kuru glvercin
digkisi olmak Uzere gesitli kanatli digkilarinda bulunur (1-
5). Cryptococcus neoformans var. gattii'nin kaynagi ise
Okaliptus agaci olup Ozellikle tropikal ve subtropikal
bélgelerle gorulir (6-8).

Amerika Birlesik Devletlerinde mantarin guvercin
digkisindan izolasyon orani %10-69 arasinda oldugu
bildiriimektedir (5, 17-21). Avrupa’da ise daha dusuk
izolasyon oranlari elde edilmis olup, bu oran %0.7-39
arasinda degismektedir (13, 22-24). Bu calisma,
Turkiye’de C. neoformans’in kus digkisindan izolasyo-
nuna iliskin dokuzuncu calismadir. Turkiye'de glvercin
digskisindan C. neoformans izolasyon oranlari %1-18.9
arasinda yer almakta olup (25-31), ¢alismamizda bu
oran %8.8 bulundu.

Cryptococcus neoformans dogal ve klinik kdkenlerinin
varyete ve serotip agisindan incelenmesi sonucu tiim
Amerika kitasi degerlendirildiginde, tim serotiplere dogal
ve klinik olarak rastlanmakla birlikte en yaygin serotip
A'dir. Guney Kaliforniya eyaleti ve bazi Guney Amerika
Ulkelerinde var. gattii B ve C serotiplerine, B serotipi
daha baskin olmak lGzere Amerika’nin diger bolgelerine
oranla daha fazla rastlanmaktadir (32-35). Avrupa’da,
Kuzey Italya, Danimarka disinda en yaygin olan dogal
ve klinik serotip var. neoformans serotip A olarak
bildiriimektedir (32-34, 36-38). Asya kitasinda da en
yaygin olan C. neoformans, serotip A’dir, ancak cografik
Ozelligi nedeniyle serotip B de gorulmektedir (33, 39-42).
Afrika kitasindan dogal C. neoformans izolasyonuna
iliskin galismaya rastlanmamistir, ancak klinik kbkenlere
iliskin iki arastirmanin verilerine gére Afrika’da en yaygin
serotipin A oldugu gérlilmektedir, ancak bu kitada
%20’ye varan var. gattii 6zellikle serotip B varligi dikkate
deger bir bulgudur (32, 34). Okaliptus adaglari agisindan
zengin olan Avustralya’da var. gattii (serotip B) yaygin
olarak bulunmakta ve var. neoformans’a hemen hemen
esit siklikta kriptokokkoza neden olmaktadir (6, 43).
Turkiye’de dogal C. neoformans kdkenlerinin varyetele-

KAYNAKLAR

rinin saptandigi ilk c¢alisma Yildiran ve ark. (26)
tarafindan yapilmistir. Yazarlar, Turkiye’de 54 ilden
topladiklari toplam 634 guvercin digkisi 6rneginin
29’undan (%4.6) C. neoformans var. neoformans izole
etmigler, ancak kokenlerin serotiplerini belirlememis-
lerdir. Calismamizda, Turkiye'de ilk kez dogal ve klinik
C. neoformans kokenlerinin serotiplendiriimesi yapildi ve
izole edilen sekiz C. neoformans’in besi (%62.5) serotip
D, {icli (%37.5) serotip A olarak saptandi. incelenen 50
Okaliptus agaci debrisinden C. neoformans var. gattii
izole edilemedi. Bunun nedeni, 6rnek sayisinin sinirl
olmasi olabilir. Ancak var. gattii'nin izolasyonu kolay
degildir. Ellis ve Pfeiffer (6), 2100 O&kaliptus debrisi
Orneginin ancak ikisinde var. gattii, Ergin ve ark. (44) ise
1175 Okaliptus debrisi 6rnedinin sadece birinde var.
grubii serotip A izole ettiklerini bildirmektedirler. Ancak
Okaliptus turleri, 6zellikle ilk var. gattii izolasyonunun
yapildi§i E. camaldulensis Turkiye’de de bulundugun-
dan, gelecekteki calismalarda var. gattii izolasyonu
Uzerinde de durulmalidir.

Amerika Birlesik Devletleri, Giiney italya ve ispanya’da
var. neoformans serotip A'nin en yaygin dogal serotip
oldugunu gosterilmistir (33, 36, 37, 40). Bunun yaninda
Danimarka ve Kuzey Italya’da ise, en yaygin serotip D
olarak saptanmistir (33). Her iki ilkede incelenen kéken
sayisinin sirasiyla 12 ve 5 gibi diusiuk olmasi dogal
serotip dagilimi konusunda kesin bir sonuca variimasi
icin yeterli degildir. Bu durum, bu calismada saptanan
dogal koéken serotipleri icin de gegerlidir. Ege
Bolgesi'nin, Giiney lItalya ve ispanya’nin yer aldigi Orta
Akdeniz Bolgesi’'nin bir pargasi olmasi, bu galismada her
ne kadar serotip D egemen gibi goriilse de, serotip A'nin
en vyaygin serotip olabilecegi kuskusunu uyandir-
maktadir.

Sonug olarak, bu calismada dogal C. neoformans
kokenlerinin A ve D serotipinde, klinik kdkenlerin ise A
serotipinde oldugu ilk kez ortaya konmaktadir.
Tarkiye’de farkl cografi bolgelerde, ¢ok sayida kdkenin
incelenmesi ile serotip dagihmi konusunda daha saglikh
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