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OZET

Hatay Yoresinde Evcil Giivercinlerde

Cryptococcus neoformans Sa¢iliminin Arastirilmasi

Cryptococcus neoformans, basta giivercinler olmak {izere, kreatinin igerigi yliksek
olan zengin kanatl hayvan diskilarinin bulundugu yerlerden siklikla izole edilmektedir.
Ancak bu etkenden ileri gelen klinik hastaliklar kanatlilarda goriilmez. Etkenin
insanlara bulagsmasi esas olarak solunum yoluyla olmasina ragmen deri yoluyla da
viicuda girebilmektedir.

Bu ¢alismada Hatay ili ve ilgelerinde (Iskenderun, Kirikhan, Altindzii, Ekinci ve
Antakya) hobi amagh yetistiriciligi yapilan evcil giivercinlerin  diskilarinda
Cryptococcus neoformans’in sagiliminin belirlenmesi amacglandi. Bu amagla Hatay ili
ve ilgelerinde 58 farkli kiimesten gilivercin digki 6rnekleri alindi. Alinan diski 6rnekleri
kiiltiir i¢in kloramfenikol igeren Sabouraud Dextrose Agar besi yerine ekilerek 37°C'de
3-7 giin inkiibe edildi. Izole edilen kolonilerden DNA ekstraksiyonu yapildi ve
Polimeraz zincir reaksiyonu ile C. neoformans’a spesifik bantlar arandi. Yapilan
analizler ile Ornekleme yapilan 58 kiimesin 12 (%20.68)’sinde C. neoformans
izolasyonu ve identifikasyonu gergeklestirildi.

Hatay ili bulundugu cografi konum itibariyle sicak ve nemli bir bolge oldugundan
giivercin digkisinda bulunan etkenin uzun siire bolgede varligini siirdiirmesine imkan
vermekte ve bu durumun insan sagligi agisindan bir tehdit unsuru oldugu
diistiniilmektedir.

Anahtar Sozciikler: Cryptococcus neoformans, giivercin, Polimeraz Zincir

Reaksiyonu, Hatay



ABSTRACT

Investigation Shedding of Cryptococcus neoformans on Domestic

Pigeons in the Hatay Region

Cryptococcus neoformans is commonly isolated from poultry feces, especially
pigeons, known has high creatinine contents. However, clinical disease resulting from
this agent cannot be seen in birds. Although transmission of agents to human is
inhalation, they can entire to body through skin.

For this purpose, totally 58 different pigeon stool samples were taken from pigeon
coops in the Hatay and districts. The stool samples were streaked into Sabouraud
Dextrose Agar containing chloramphenicol and were incubated 3-7 days at 37 ° C.
Genomic DNA extraction was performed from isolated colonies and Polymerase chain
reaction was made for C. neoformans detection. In the result of the analyses, C.
neoformans was detected in the 12 (20.68%) of 58 different pigeon coops.

In this study were showed that the presence and distribution C. neoformans in the
Hatay region. As the geographical location, the province of Hatay is a hot and humid
region. This condition can cause longer life of the agent in pigeon droppings and can be
dangerous for human health for living and pigeon breeding in this area.

Key Words: Cryptococcus neoformans, Pigeon, Polimerase Chain Reaction, Hatay



1. GIRIS

Mantarlar, ¢cok hiicreli ve tek hiicreli olabilen Okaryotik canlilart kapsayan bir
canlilar alemidir. Latince Fungus mantar, Fungi ise mantarlar anlamina gelmektedir.

Mayalar ise genellikle tek hiicreli, ancak bazi tiirleri ¢ok hiicreli olan mantarlardir.

1.1. Mantar Enfeksiyonlari

Gliniimiizde, mantarlara bagli enfeksiyonlar giderek artmakta ve dolayisiyla
onlara olan ilgi de artmaktadir. Gereken 6nem verildik¢e “Candida sendromu” ve
“Alerjik aspergillus siniiziti” gibi yeni tablolar tanimlanmaktadir (Denning ve ark. 1990,
Richardson ve Wamock 1994).

Dogada bilinen yaklagik 250.000 mantar tiirli arasindan insanlarda hastalik yapan
tirlerin sayis1 200 civarindadir. Gegmiste, normal flora iiyesi veya apatojen olarak
degerlendirilen Fusarium spp., Penicillum spp., Alternaria spp., Drechsilera spp.,
Saccharomyces cerevisiae gibi birgok mantar, giinimiizde enfeksiydz etken olarak
tanimlanmaktadir ( Boday 1993, Richardson ve Wamock 1994, Unat ve ark. 1995).

Maya ve mantar kaynakli enfeksiyonlarin sayisindaki artigin sebepleri Denning ve
ark. (1990) tarafindan su sekilde aciklanmistir;

- Yogun ve bilingsiz antibiyotik kullanima,

- Organ nakillerinin daha sik uygulanir olmasi,

- Protez uygulamalariin artmasi,

-Damar i¢i ilag uygulamalarindaki artis,

-Paranteral besleme uygulamalarindaki artis,

-Ulasim imkanlarindaki gelismeler ile birlikte endemik bir¢ok mantar tiiriiyle fazla
temas olusmasi,

- Ogzellikle AIDS (Edinilmis bagisiklik yetmezligi sendromu) gibi bagisiklik
sistemini baskilayan hastaliklarin yaygmliginin artmasi.

Mantar enfeksiyonlarinin patogenezi yeterince tanimlanamamis olsa da, konagin
direnci, hastaligin olusumunda en belirleyici faktor olarak gosterilmistir. Ortamdaki ya
da temas edilen mantar sporlarinin miktari, 37°C'de {lireyebilme 0Ozelligi, diisiik
oksidasyon-rediiksiyon potansiyellerine uyum saglayabilme gibi 6zellikler mantarlarin

derin dokular tutan enfeksiyon olusturabilmesini saglayan temel 6zelliklerdir. Tiim bu


http://tr.wikipedia.org/wiki/Alem

bilgiler 151¢1nda, mantar enfeksiyonlar1 ger¢ek mantar enfeksiyonlari ve firsat¢i mantar
enfeksiyonlar1 olarak ayrilmaktadir. Son yillardaki belirgin artisin ise 6zellikle firsatgi

mantar enfeksiyonlarinda oldugu bildirilmistir (Unat ve ark. 1995).

1.1.1. Ger¢ek mantar enfeksiyonlari

Bu gruptaki mantarlar, genellikle belirli bolgelerde endemik olarak bulunurlar ve
bu bolgedeki insanlarda siklikla gizli enfeksiyonlara neden olurlar. Ancak bagisiklik
sistemi baskilanmis kisilerde, agir hastalik tablolar1 olusturabilirler. Genellikle bu
mantarlar da "termal dimorfizm" goriiliir. Bunlar insanlarinda viicut 1s1s1 olan 37°C'de
maya kolonileri olustururken, 26°C'de besiyerlerinde kiif kolonileri olustururlar.
Bunlarin en iyi bilinen 6rnekleri Coccidioides immitis ve Histoplasma capsulatum'dur
(Unat ve ark. 1995).

1.1.2. Firsat¢1 mantar enfeksiyonlar:

Bu gruba giren mantarlar normalde herhangi bir enfeksiyona neden olmadan
ortamlarda yaygin olarak bulunurlar. Ancak bagisikligi baskilanmis insanlarda
enfeksiyona neden olurlar. Bu gruptaki mantarlarda termal dimorfizm gériilmemektedir.
Bu grubun en iyi bilinen 6rnekleri Candida albicans, Aspergillus fumigatus ve
Cryptococcus (C.) neoformans’dir. Bu orneklerin disinda da geg¢miste insanlar igin
apatojen olarak bilinen pek c¢ok mantarin hastalik etkeni olabilecegi gosterilmistir
(Boday 1993).

Firsat¢1 mantarlar grubunda bulunan mantarlarin biiyiik ¢ogunlugu (Aspergillus
spp, Pseudoallescheria boydii, C. neoformans gibi) toprakta ve gevrede bol miktarda
bulunmaktadir. Bulagma cesitli araglarla deri, mukoza ve solunum yollarindan olabilir.
Insandan insana bulagsma genelde kutan mikozislerde karsilasilmaktadir. I¢c organlarda
enfeksiyon yapan mantarlarin ise insandan insana bulasmadigi, bunlarin ¢evreden
edinildigi bildirilmistir (Ajello 1967, Unat 1993, Unat ve ark. 1995).

Topragin mantarlar i¢in dnemli bir kaynak oldugu ilk olarak Emmons'a (Emmons
1951, 1958) tarafindan bidirilmistir. Daha sonralar1 ise Ozellikle bazi mantarlar igin
topragin ozelliklerinin belirleyici oldugu bildirilmistir. Ornegin Coccidioides immitis
ancak belli toprak yapisina sahip bolgelerde saptanabilen endemik bir mantardir.

Histoplasma capsulatum kus, tavuk ve yarasa diskilari ile kirlenmis toprakta;



C. neoformans ozellikle giivercin diskilart ile kirli alanlarda yogun olarak bulunur
(Ajello 1967, Seeliger ve Tiimbay 1974, Unat ve ark. 1995).

C. neoformans’in etkeni oldugu “Kriptokokkoz” hastaligi, giiniimiizde siklig1 ve
onemi giderek artan firsat¢1 bir mantar enfeksiyonudur. Ozellikle AIDS hastalarindaki
belirgin siklig1 ile dikkat cekmektedir (Levitz 1991, Richardson ve Wamock 1994). C.
neoformans'in toprakta bulundugu da ilk kez Emmons (Emmons 1951) tarafindan
bildirilmistir. C. neoformans'm giivercin basta olmak tizere, ¢esitli kanatli hayvanlara ait
digkilar ile ile kirlenmis alanlarda yogun olarak bulundugunu ve diinyanin farkl
yerlerinden alinan Orneklerde farkli yogunluklarda C. neoformans saptandigi
bildirilmistir (Ajello 1967, Bergman 1963, Castanon-Olivares ve Lopez-Martinez 1994,
Sotgiu 1966, Tiimbay 1977 b). Farkli yogunluklarda olusunun sebebi, topragin yapisi,
icerdigi mikroorganizma kompozisyonu bilesimi ve cografya Ozellikleri ile
aciklanmaktadir (Ajello 1967, Emmons 1958, Tiimbay 1977 b, Unat 1993, Unat ve ark.
1995). Rosario ve ark. (2005, 2010) ile Costa ve arkadaslar1 (2010) gilivercin diskisiyla
bulasan ortamlarda C. neoformans’tan C. albidus, C. laurentii, C. uniguttulatus gibi

baska diger kriptokok tiirlerinin de bulunabilecegini géstermislerdir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tarihce

Giiniimiizde C. neoformans olarak adlandirilan etken ilk olarak 1894 yilinda
patolog Busse ve cerrah Buschke tarafindan 31 yasindaki bir hastanin tibiasindan izole
edilmistir. "Neoformans" soOzciigli, etkenin deride kutandz iilserlere ve bolgesel
lenfadenopatiye neden oldugu olgularda, sisligin ortaya ¢ikmasindan dolay1
kullanilmistir (Kasimoglu 1998). Ayrica etken meyve suyundan ve domuz akcigerinden
izole edilmistir (Emmons 1951, Graybill 1992, Kwon-Chung ve Bennet 1992, Ruiz ve
ark. 1981). Zaman iginde ¢esitli kaynaklardan izole edilen etken incelenerek
smiflandirilmis ve C. neoformans olarak adlandirmigtir (Hay 1991, Kasimoglu 1988).

Insan ve hayvan Orneklerinden izolasyonunun yam sira, 1950'li yillara
gelindiginde Emmons (1951) bu etkenin dogal kaynagi olarak topragi ve giivercin
digkilarinin  oldugunu belirlemistir. Daha sonra Staib'in (1962 a, 1962 b) oncii
calismalar1 ve daha sonradan, Seeliger (1974), Ajello (1955, 1967), Shields (1966) gibi
aragtirmacilarin  katkilariyla C. neoformans'in kolayca tanimlanabildigi besiyerleri
gelistirilmistir.

1960’larin sonlarinda yapilan ¢esitli ekolojik, biyokimyasal ve genetik caligmalar
sonrasinda C. neoformans’in gesitli 6zellikleri birbirinden farkli olan var. neoformans
ve var. gattii olmak tiizere iki varyetesi ve bunlarin da kapsiil antijenlerine, agliitinasyon
ve immunofluoresans deneylerine gore farkliliklar gdsteren serotipleri oldugu ortaya
konmustur. Serotiplerine gore var. neoformans’da serotip A, D ve AD, var. gattii’de ise
serotip B ve C olmak iizere toplam bes adet tip serotip bildirilmistir (Kwon-Chung ve
ark. 1992 a, Yiicel 2001). Son zamanlarda yapilan genotipik c¢aligmalarla ortaya
cikarilan iki genotip farklilig1 ve daha once bildirilen fenotip ayriliklar1 dikkate alinarak
C. neoformans var. grubii olarak yeni bir varyete onerilmistir (Cleare ve ark. 1999,
Franzoit ve ark. 1999). Buna gore serotip A ve D izolatlarinin grubii ve neoformans
olarak bilinen iki varyeteye ayrilmasi kararlagtirilmistir (Cleare ve ark. 1999). Serotip A
ve D kokenleri ¢aprazlandiginda gelisen telemorf sekil Filobasidiella neoformans var.
neoformans, B ve C kokenleri g¢aprazlandiginda Filobasidiella neoformans var.

bacillispora olarak adlandirilmistir (Cox ve Perfect 2000, Yiicel 2001).



C. neoformans var. gattii’'ye yonelik ¢aligmalarda bu varyetenin dogal kaynaginin
okaliptus agaglar1 (Eucalyptus camaldulensis) oldugu saptanmistir (Ellis ve Pfeiffer
1990, Kwon-Chung ve ark. 1992 b). Daha sonra mitokondriyal DNA polimorfizmi gibi
yontemlerle karyotip haritalar1 olusturulmustur (Dramer ve ark. 1994).

Tiirkiye'de, kriptokokkoz ile ilgili ilk olgu 1953 yilinda bildirilmistir (Soysal ve
ark. 1953). Ang ve ark. (1973) yilinda pankreas kanserli bir hastanin balgamindan izole
ettikleri C. neoformans yurdumuzda ilk defa incelenen tiir olmustur. Dogal
kaynaklarindan C. neoformans arastirilmasi konusundaki ilk ¢alisma ise 1965 yilinda
Unat ve Yiicel (1995)'in Istanbul'da yaptiklar1 "Konak disinda Histoplasma capsulatum
ve C. neoformans arastirmalar1" isimli ¢aligmadir. Arastirmacilar her iki mantarin da
inceledikleri orneklerde bulunmadigini bildirmislerdir. Daha sonraki c¢alismalarda,
Tiimbay (1977 b) Izmir’de, Karaman ve ark. (1980), Bursa'da giivercin digkilarindan
etkeni izole etmislerdir. Sivrel ve Tiimbay (1993) izmir’de yaptiklari bir baska
calismada giivercin diskilarindan C. neoformans izole etmisler ve bu izolatlarin in vitro
amfoterisin B duyarliliklarini arastirmislardir.

C. neoformans’in yurdumuzda ilk defa insan kanindan ve idrarindan iiretilmesi
Vural ve ark. (1977) tarafindan, bir menenjit olgusundan ilk izolasyonu ise Mego ve
ark. (1980) tarafindan ve kiitandz lezyonlardan ayrilarak tiretilmesi ile ilgili ilk bildirim
Kantarcioglu ve ark. (2001) tarafindan yapilmis, ayn1 olgu bildiriminde belli Avrupa
tilkelerinde dagilim gosterdigi bilinen serotip D’nin Tirkiye’ deki varligi da
gosterilmistir.

Tirkiye’de yapilan arastirmalarda dogadan en yiiksek izolasyon orami Ordu
ilinden toplanan 6rneklerde % 35 olarak bulunmus (A¢ikgéz ve Aksu 2001), en diisiik
oranlar ise Istanbul’da yapilan galigmalarda % 1,0 olarak bildirilmistir (Aygiin 1996,
Saracl ve ark. 2003).



2.2 Etiyoloji

C. neoformans kapsiillii, firsat¢1 patojen olarak enfeksiyonlar yapabilen dimorfik
bir mantardir. Asagidaki sekilde smiflandirilan C. neoformans'in iki varyetesinden var.
neoformans'in seksiiel formuna (teleomorph) Filobasidiella neoformans, var. gatti’nin
seksiiel formuna ise Filobasidiella bacillispora adi verilmektedir (Hoogde ve Guarro
1995).
Alem:Fungi
Bolim:Basidimycota
Sinif:Basidiomycetes
Takim:Filobasidiales
Aile:Filobasidiaceae
Cins: Filobasidiella (Cryptococcus)

Tur: C. neoformans

2.2.1 Morfolojik Yap1 ve Cogalma

C. neoformans aerop olup bazi karbohidratlar1 fermente etmeksizin oksidasyon
yolunu kullanir. Karbohidratlara etkisi degiskendir. Cogu glukozu, bazilar1 ise galaktoz,
mannoz, fruktoz, sakkaroz ve maltozu asit olusturarak, fakat gaz olusturmadan fermente
edebilmektedir. Etken, potasyum nitrat ve laktozu asimile etmezken, pepton, iire ve
kreatinini azot kaynagi olarak kullamirr. Ureaz enziminin gosterilmesi Torulopsis
glabrata isimli mayadan ayiriminda faydali olmaktadir (Yiicel 1988). Ancak C.
neoformans'in bazi suslari da iireaz negatif olabilmektedir (Levitz 1991).

Mikroskopik olarak C. neoformans infekte dokularda kii¢iik ve dar tabanli bir
sekilde tomurcuklanmis yavru hiicreleri bulunan maya hiicreleri seklinde goriiliir. Genel
olarak etkenin sekli yuvarlak ve capida 5-10 um arasinda degismektedir. Etrafi ince bir
kapsiille ¢evrilidir ve kapsiil ile birlikte ¢cap1 genellikle 10-15 pm’ye kadar ulasabilir.
Uygun oOrneklerin ve kiiltiirlerin incelenmelerinde ¢ini miirekkebi ile ortamin
boyanmasi, kolay ve belirgin bir sekilde kapsiiliin goriilmesini saglar. Gram boyama
yontemiyle boyandiklarinda kapsiil boyanmadan kalir, hiicreler ise kristal viyoleyi tutar
ve Gram pozitif olarak goriiliirler (Tiimbay 1983, Yiicel 1988). Dogadan ve gevresel
kaynaklardan izole edilen suslar genellikle ince kapstilliidiirler (Levitz 1991).



Baz1 hiicreler tomurcuklanir ve ana hiicreye dar bir boyunla baglanirlar. Bunun
disinda yalanct hif, klamidospor ve ¢imlenme borusu olusturmazlar. Bazen kiigiik
cikintilar yapabilirler. Elektron mikroskopu ile incelemelerde hiicre duvarinda i¢ ve dis
tabakalar ayirt edilebilir. Varyetelerin ayriminda monoklonal antikorlar, biyokimyasal
farkliliklar, tireme ve yagama 6zellikleri kullanilabilir (Levitz 1991). Ayrica varyetelerin
ayriminda Kullanilmak iizere bazi 6zel besiyerleri de tanimlanmistir (Kwon-Chung ve
ark. 1982). C. neoformans, genellikle bu cinsin diger tiirlerinden ve bir¢ok mayadan
farkl1 olarak kreatininden yararlanir. Bu nedenle basta giivercin olmak {izere,
kreatininden zengin kanatli hayvan diskilarinin bulundugu yerlerde bol olarak
bulunurlar (Yicel 2001).

C. neoformans'in labaoratuvar ortaminda iretilebilmesi i¢gin SDA (Sabouraud
Dekstroz Agar ) yeterli olur ve bu besiyerinde oda sicakliginda veya 37°C'de iirer. C.
neoformans'm 37°C'de iiremesi, diger Cryptococcus tiirlerinin bu 1s1 derecesinde
tiretilememesi nedeniyle 6nem kazanir. Etken, 37°C'de genellikle 38-72 saat i¢inde iirer.
Ekilen madde cerisinde hiicre sayis1 az ise lireme 7 giin veya daha fazla siirebilir
(Timbay 1983, Yiicel 2001). Bunun disinda, Unat'm balikli buyyonu ile hazirlanan
cukulatamsi agar, % 5 koyun kanli agar, adi jeloz besiyerlerinde C. neoformans'in 48-72
saat icinde saydam, kiiciik, diizgiin ylizeyli koloniler olusturdugu, birkag giin igerisinde
de sarimsi-mat kolonilere doniistiigli izlenmistir (Unat ve Yiicel 1965, Unat ve ark.
1995). SDA’da iireyen kolonilerin rengi baslangigta beyaz-kremimsi iken, kiiltiirler
eskidik¢e koyulasir ve sarimsi-bronz renge doner. Olusan kapsiiliin polisakkaridleriyle
ilgili olmak tiizere koloniler kabarik ve mukoid goriintimliidiirler. Kapsiillii etkenlerin
olusturdugu koloniler, egimli besiyeri yiizeyinde iist kisimlardan asagiya dogru akarak
dipte bir kitle olusturacak sekilde toplanabilirler. Sivi besiyerlerinde iistte zar yapmadan
tirerler. (Ajello 1955, Tiimbay 1983, Warren ve Shadomy 1991).

C. neoformans'n, fenollerden melanine benzer bir pigment olusturan fenol
oksidaz sentezini yapmasi ayrica etkenin identifikaSyonunda 6nem tasimaktadir. Bu
olayda ortaya c¢ikan pigmentin rengi substrata, yani fenol oksidazin etkiledigi fenol
cesidine bagli olmaktadir. Staib (1962 b), bir kusyemi olan Guizotia abyssinica
tohumlarmin 6ziinii besiyerlerine koyarak (Niger Seed veya Bird Seed Agar), bu
ortamda C. neoformans'in kahverengi-esmer koloniler meydana getirdigini gostermistir.

Guizotia abyssinica'daki fenol bilesigi kafeik asittir ve bu bilesigin bulundugu 6zel



besiyerinde C. neoformans'ta bulunan enzimin etkisiyle maya kolonileri renklenmekte
ve bu olay C. neoformans'in diger mayalardan ayrimi i¢in kullanilmaktadir (Timbay
1983, Warren ve Shadomy 1991, Yiicel 2001).

Etkenin  hiicre duvarinda yer alan ve yapisal bir molekiill olan
melanin, C.neoformans’in 6nemli bir patojenite faktoriidiir. Ayrica melaninin, etkeni
dogada UV (ultraviyole) isinlart gibi ¢esitli zararli etkilerden korurken, oksitleyici
maddeler ve iyonize radyasyon gibi ¢ok cesitli ¢cevresel baskilara karsida korudugu
bildirilmistir (Eisenman ve Casadevall 2012, Chaskes ve Tyndall 1975).

Melanin gibi kahverengi-siyah pigmentlerin sentezinde &nciil olabilecek
maddeleri igeren farkli besiyerleri, ¢evresel ve klinik C.neoformans varliginin
arastirtlmasinda kullanilmaktadir (Eisenman ve Casadevall 2012, Chaskes ve Tyndall
1975). Bu besiyerleri arasinda, giinliik hayatta kullanilan bitki ve tohumlar1 igeren
formiilasyonlar 6nemli yer tutar; zira hem malzemelerin saglanmasi kolay hem de
maliyeti diger kimyasal icerikli besiyerlerine gore daha diisiiktiir. Guizotia
abysinicca (Nijer tohumu, kusyemi) ile Staib agar (Staib 1962 c, Korth ve Pulverer
1971), Helianthus annus (Aygigegi) ile Pal besiyeri (Pal 1997, Khan ve ark.
2004), Brassica nigra (Hardal) tohumu agar (Nandhakumar ve ark. 2006), Tiitiin agar
(Tendolkar ve ark. 2003), Mucuna pruriens (Kadife fasiilye) tohumu agar
(Gokulshankar ve ark. 2011), Perilla frutescens (Cin feslegeni) tohumu agar (Feng ve
ark. 2011), Rubus fruticosus (Bogiirtlen) agar (Mseddi ve ark. 2011) ve oOgiitiilmiis
kirmizibiber agar (Stepanovic ve ark. 2012) bunlara en iyi bilinen 6rneklerdir. Bu
besiyerlerinde C.neoformans'in 2,3- ve 3,4- dihidroksibenzoik asit ve delfinidin gibi
onciil maddeleri sayesinde etki ettikleri diisiintilmiistiir (Eisenman ve Casadevall 2012,
Chaskes ve Tyndall 1975, Mseddi ve ark. 2011).

C. neoformans oldugu belirlenen bir izolatin varyetesinin belirlenmesinde siklikla
icinde L-canavanine (C), glycine (G) ve bromothymol blue (B) bulunan besiyeri (CGB)
kullanilir. C. neoformans var. neoformans CGB besiyerinde tiremez veya iirese bile
besiyerinin rengini degistirmezken, C. neoformans var. gattii ortamin rengini maviye
gevirerek tiremektedir (Diamond 1990, Dromer ve ark. 1993, Kwon-Chung ve ark.
1982, Kwon-Chung ve Bennet 1992, Nishikawa ve ark. 1996, Patterson ve Andriole
1989, Yiicel 1988). Besiyerinin rengi 1-5 giinde maviye doner. Tutarsiz sonuglar,

kontamine kiiltiirden c¢alisildiginda ve her iki varyetenin karisik oldugu durumlarda



goriilmektedir. CGB besiyerinin tiip yerine 5 cm ¢apli petrilerde hazirlanmasi
onerilmektedir. D-prolin'in sadece var. gattii tarafindan tek azot kaynagi olarak
kullanilmast da bir diger ayirim yontemidir, ancak fazlaca test edilmemistir (Kwon-
Chung ve ark. 1982, Kwon-Chung ve Bennet 1982, Nishikawa ve ark. 1996). Kwon-
Chung ve ark. (1982), CGB besiyerini creatinine-dextrose-bromothymol blue ve
glycine-cycloheximide-phenol red besiyerlerine kars1 test etmigler ve CGB besiyerinin
daha iistiin oldugunu, 143 izolatin tamaminin CGB besiyeri ile dogru olarak varyetelere
ayrildigin1 bildirmislerdir. Nishikawa ve ark. (1996), D-prolin asimilasyonu ile CGB
besiyerini kiyaslamislar ve CGB besiyerinin medikal mikoloji laboratuvarlari igin
onerilen teknik oldugunu ifade etmislerdir. Ayrica C. neoformans var. neoformans
malik, fumarik ve siiksinik asitleri asimile edemezken, C. neoformans var. gattii bu
asitleri asimile edebilmektedir (Yiicel 2001).

C. neoformans tiirlerinin ayriminda pulsed-field jel elektroforezi (Lewitz 1991) ve
polimeraz zincir reaksiyonu yolu ile DNA fingerprinting (Meyer ve ark. 1993) metotlari

gibi molekiiler yontemlerde kullanilmistir.

2.2.2. Antijenik Yap1 ve Serotipler

C. neoformans'in antijen tiplerinin belirlenmesinde, bu mantarin mannoz, ksiloz,
glukronik asit ve o-acetyl'den olusmus bir polimer olan kapsiilii biiyiikk rol oynar
(Cherniak ve ark. 1991, Diamond 1990, Yiicel 1988). Kapsiiler polisakkaridi olusturan
"glucurono-xylomannan (GMX)" tabakadaki kiigiik yapisal farkliliklara gére 4 serotip
(A, B, C ve D) saptanmistir (Cherniak ve ark. 1991, Diamond 1990, Hay 1991). Bu 4
serotip lizerinde yapilan calismalarda A ve D serotiplerinin benzer 6zellikler tasidig,
ekolojik, epidemiyolojik, biyokimyasal ve genetik yonlerden B ve C serotiplerinden
farklilik gosterdigi ortaya konmustur. A ve D serotipleri C. neoformans var.
neoformans, B ve C serotipleri ise C. neoformans var. gattii olarak siniflandirilmistir
(Bhattacharjee 1984, Hay 1991, Kwon-Chung ve Bennet 1984).

DNA hibridizasyon c¢alismalarinda bu iki varyete arasinda sadece %55-63
homoloji saptanmistir (Bhattacharjee 1984). Kapsiilsiiz mutantlarin tiplendirilememesi
GMX’in serotiplendirmedeki 6nemini ortaya koymaktadir (Cherniak ve ark. 1991). Bazi
suglar ise hem A hem de D antiserumlari ile reaksiyon verir ve serotip AD olarak ifade

edilir (Levitz 1991).



Serotiplendirme, c¢esitli poliklonal hiperimmiin serumlarin ya da kapsiiler
polisakkaride spesifik monoklonal antikorlarin kullanilmasiyla yapilmaktadir. Serotipler
arasindaki farkliliga yol agan antijenik yapilar, kapsiiliin esas polisakkarid komponenti
olan GMX’de yer almaktadir. Degisik serotiplerde, o (1-3) mannoz catis1 etrafindaki
yan zincir ve O-acetyl gruplarinin miktarlarinda farkliliklar s6z konusudur (Dromer ve
ark. 1993).

Serotipler arasi1 antifungal duyarlilik farkliliklarinin ortaya konulmasina yonelik
caligmalar bulunmaktadir. Yapilan bir calismada serotipler arasi antifungal duyarlilik
farki bulunamazken, retrospektif incelemeler sonucunda iki varyetenin klinik seyir
acisindan farkliliklar gosterdigi ve var. gattii’nin neden oldugu enfeksiyonlarin daha
uzun siire tedavi gerektirdigi saptanmistir (Bhattacharjee ve ark. 1984). Genel olarak
var. gattii daha ¢ok saglikli populasyonda, var. neoformans ise immiin sistemi
baskilanmig hastalarda belirlenmistir. Ayrica var. gattii daha virulent olmakla birlikte,
var. neoformans ile insanlar da fazla bir siklikta kars1 karsiya gelmektedirler (Levitz
1991).

2.2.3. Viriilens Faktorleri

2.2.3.1. Polisakkarid kapsiil

Kapsiil yapisi etkenin en 6nemli viriilens faktoriidiir. Kapsiilsiiz hiicrelerin hizla
fagosite edildigi ve kapsiilli etkenlerin, fagosite edilemeyerek viicudun bagisiklik
sisteminden korundugu gosterilmistir. Ayrica, mutasyonla kapsiil yapic1 6zelligini
kaybeden suslarin hastalik olusturamadiklar1 gézlemlenmistir. Ancak, kapstil biiytikligii

ile viriilens arasinda belirgin bir iligski kurulamamistir (Leblebicioglu ve ark. 1995).

2.2.3.2. Fenol oksidaz

Fenol oksidaz mantarin di-polifenol yapilarimin varliginda boya olusturmasini
saglar. Bu 0Ozelligi selektif besiyeri olusturulmasinda kullanilmistir. Bu enzim ayni
zamanda onemli bir viriilens faktoriidiir ve bu enzim etkinligi kaybolan C. neoformans
suslarinin farelerde hastalik olusturmadiklar1 bildirilmistir. Fenol oksidazin etkisi ile
olusan melaninin, mantar1 konagin oksidatif sistemlerinden korudugu sanilmaktadir.

Ayrica, fenol oksidazin noradrenalin, DOPA, dopamin gibi katekolaminleri substrat
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olarak kullanabilmesi, meningoensefalit yapmasinda kolaylastirici bir faktér oldugu

kabul edilmektedir (Leblebicioglu ve ark. 1995).

2.2.3.3. 37°C'de iireyebilme ozelligi

37°C'de iireyemeyen mantarlar kapstilleri ve fenol oksidaz etkinlikleri bulunsa
bile farelerde hastalik olusturamamaktadirlar. Dogal kaynaklardan izole edilen tiirler
daha geg tirerler ve daha diisiik viriilense sahiptirler. Bunlardan baska etkenin proteolitik

etkinliklerinin de bir viriilens 6zelligi olabilecegi bildirilmistir (Brueske 1986).

2.3. Epidemiyoloji
Insanlarda, C. neoformans’in meningoensefalit ve akciger enfeksiyonlari basta
olmak iizere ¢ok degisik klinik tablolar olusturabildigi bildirilmistir. Ancak genel olarak

b

insanlarda olusturdugu hastalik “kriptokokkoz” olarak adlandirilir. Ayrica geg¢miste
torulozis, Busse-Buschke hastaligi ve Avrupa blastomikozu gibi isimler de verilmistir.
Hayvanlarda ise hastalik, merkezi sinir sistemi ve solunum sistemi organlariyla bunlara
bagli bolgesel lenf yumrularinda nodiillerin olusumuyla karakterizedir. C. neoformans
enfeksiyonlart genellikle 30-60 yaslari arasinda ki insanlarda bildirilmis ve erkek kadin
orani 3/1 iken, irklar aras1 her hangibir farklilik bildirilmemistir (Vidinel 1988).

Insanlarda C. neoformans enfeksiyonlari ile AIDS arasinda bir bagint1 oldugu éne
stirilmiistiir. Zimmermann ve Littmann (1956) tiim diinyada genelinde 300 vaka
belirlemisken, sadece 1976 yilinda A.B.D.'de teyit edilmis vaka sayist 338 olarak
bildirilmistir. C. neoformans, son yillarda AIDS olan hastalarda ortaya c¢ikan
enfeksiyonlardan sorumlu etkenler arasinda Pneumocystis carinii, sitomegaloviriis ve
mikobakterilerin ardindan hayati tehdit eden dordiincii enfeksiyon etkeni olarak 6n
siralarda gosterilmistir (Diamond 1990, Patterson ve Andriole 1989). Bu hasta grubunda
%7.5-10 arasinda goriilmektedir (Patterson ve Andriole 1989). A.B.D.'de bildirilen tiim
kriptokokkoz vakalarinin yarisindan fazlasi AIDS olan hastalardir (Kwon-Chung ve
Bennet 1992).

AIDS epidemisi 6ncesi yapilan ¢aligmalar var. neoformans'a bagli enfeksiyonlarin
tim diinyada yaygmn olmasma karsin var. gattii enfeksiyonlarinin tropikal ve
subtropikal bolgelerde lokalize oldugunu gostermistir. AIDS hastalarindaki artisin

aksine var. gattii’nin neden oldugu enfeksiyonlarda belirgin bir azalmanin goriilmiis
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ancak bu azalma var. neoformans'a gore goreceli bir azalma oldugu bildirilmistr. Ciinkii
var. gattii nin prevalansi AIDS 6ncesi ve sonrasi donemde ayni kalmistir (Kwon-Chung
ve ark. 1992 b). Ellis ve Pfeiffer (1990) bu goéreceli azalmayi1, AIDS olan hastalarin var.
gattii’nin bilinen tek rezervuari olan Eucalyptus camaldulensis ile daha az temaslarinin
olmasima baglamiglardir. AIDS 6ncesi donemde kriptokokkozlu erkek/kadin oraninin
3/1 olmas1 da erkeklerin dogal kaynak ile daha fazla karsilagsmalar ile agiklanmaktadir.

Kriptokokkoz insidansinda meslege bagli belirgin bir farklilik saptanmamuistir.
Giivercin besleyenler, C. neoformans ile temasin biiyiik bir oranda gergeklestigi gruptur.
Ancak bu insanlarda kriptokokkoz tablosu ¢ok ender gelismekle birlikte, bu kisilerde
toplumdan daha yiiksek antikor titrasyonlarinin bulunmasi da bu meslek veya hobi
grubunda immiin baskilanma varliginda enfeksiyon riskinin yiiksek oldugunu
diigindiirmiistir (Graybill 1992, Kwon-Chung ve ark. 1992, Tiimbay 1977 b).
Laboratuvar ¢alisanlarinda, organizmanin aerosollerine siklikla maruz kalmalarina
ragmen laboratuvar kaynakli pulmoner veya dissemine kriptokokkoz olgusu
bildirilmemistir (Diamond 1990).

Genelde, insanlarda gozlenen hastaliklarda etkenin A serotipi daha ¢ok izole
edilmistir (Graybill 1992). Ayrica, serotiplerin izolasyonunda belirgin cografik
farkliliklar da goriilmektedir (Kwon-Chung ve ark. 1992 b, Patterson ve Andriole
1989). Ingiltere ve Giiney Kaliforniya harig, Avrupa ve A.B.D.'de var. neoformans daha
yaygin olarak bildirilmstir (Kwon-Chung ve Bennet 1984, Levitz 1991). Avrupa ve
A.B.D.'nin dogu kiyilarinda birgok enfeksiyondan A serotipi izole edilmis, Japonya ve
Arjantin’de de benzer sekilde enfeksiyonlardan en ¢ok serotip A izole edilmistir (Kwon-
Chung ve Bennett 1984). D serotipi ise Avrupa'daki olgularda daha fazla bildirilmistir
ve Ozellikle Danimarka, Italya ve Isvigre serotip D'nin en ¢ok izole edildigi iilkelerdir
(Kwon-Chung ve Bennett 1984, Patterson ve Andriole 1989, Levitz ve Ellis 1993). B ve
C serotiplerinden kaynaklanan enfeksiyonlar genellikle Avustralya ve Giiney
Kaliforniya'da dahil olmak iizere 6zellikle tropikal ve subtropikal bolgelerde
bildirilmistir (Patterson ve Andriole 1989). Brezilya, var. gattii nin yaygin oldugu bir
iilkedir (Kwon-Chung ve Bennett 1984). Avustralya'da gergeklestirilen bir ¢alismada
(Pfeiffer ve Ellis 1993) izole edilen tiim C. neoformans var. gattii izolatlar1 serotip B

olarak tespit edilmistir. Avrupa'da var. gattii‘nin izole edildigi tek iilke Ingiltere'dir
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(Levitz 1991). Kriptokokkoz ile ilgili epidemiyolojik c¢aligmalarin 6nemi, ozellikle
AIDS pandemisi bagladigindan buyana artmistir (Dromer ve ark. 1993).

Insanlar arasinda veya hayvanlardan insana bulasma tartismalidir. Ancak kornea
nakillerinde ve kontamine kan inokiilasyonu ile laboratuvar bulagmasi sonucunda
gerceklesen vakalar bildirilmistir Solunum yolu disinda, infekte hayvan derilerini sokan
sineklerle ve hasta hayvanlara ait timar ve kosum takimlari yoluyla hayvandan hayvana

bulagsma miimkiindiir (Levitz 1991).

2.4. Ekoloji

C. neoformans genel olarak tiim diinyada bulunmakta ve belirgin bir endemik alan
dagilimi géstermemektedir (Diamond 1990, Graybill 1992). C. neoformans'n, ilk kez
Sanfelice tarafindan 1894 yilinda meyve suyundan izole edilmesine karsin bilinen en
onemli dogal kaynag gilivercin giibresi ve ¢esitli kus digkilart ile bulasik topraklardir
(Emmons 1951, Graybill 1992, Kwon-Chung ve Bennett 1992, Ruiz ve ark. 1981). C.
neoformans’in  normalde toprakta bulunmamasinin  sebebi olarak  toprak
mikrobiyotasinda bulununan Basillus subtilis ve Pseudomanas aureginosa basta olmak
lizere cesitli bakterilerin ve toprakta bulunan bir amip olan Acanthamoeba polyphaga ile
etkilesimi sonucu sindirilmesi olarak ileri siirilmistiir (Rippon 1988, Unat 1993, Unat
ve ark.1995). Topraktaki yasamini olumsuz etkileyen diger faktorler ise yiiksek sicaklik,
diisiik pH, direkt gilines 1s18ina maruz kalma ve anaerobik ortamdir (Kwon-Chung ve
Bennett 1992, Levitz 1991). Riizgarin mekanik etkisiyle toprak ile birlikte havaya
karismast nedeniyle C. neoformans havadan da izole edilmistir. Eskimis gilivercin
diskilarinda mantar daha bol bulunur. Bunun sebebi mantarin kuruluga dayaniklh
olmasidir. Fekal materyalin graminda yaklasik 5x107 maya hiicresi mevcuttur. Taze ve
yas diskilarda bu miktar daha diisiiktiir. Ciinkii 1slak diskidaki bakterilerin sebep oldugu
alkalinizasyon mantarin tiremesini inhibe etmektedir (Kwon-Chung ve Bennett 1992).
Ruiz ve ark. (1981) kuru diskinin yas olandan 300 kat daha fazla canli kriptokok
icerdigini  gostermislerdir. Simdiye kadar, giivercin diskilarindan sadece var.
neoformans izole edilmis olup, bircok bolgede serotip A serotip D’den daha yaygin
bulunmustur. C. neoformans'in dis ortamda yaygin olarak bulunmasinda giivercinlerin
tastyicit olarak rol oynadigi kabul edilmis, ancak giivercinlerin viicut 1silar1 42°C

oldugundan hastalanmadiklari da vurgulanmigtir (Kasimoglu 1988, Kwon-Chung ve
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Bennett 1992). Kriptokoklarin kirsal bolgelerde kuru ot yiginlari, samanliklar gibi giines
15181 almayan rutubetli yerlerde bulundugu belirlenmistir. Etken ayrica meyve kabugu,
meyve suyu, siit ve topraktan da izole edilmistir (Kasimoglu 1988, Levitz 1991).
C.neoformans insan ve memelilerde normal agiz ve bagirsak florasinda bulunmaz
(Kasimoglu 1988). Solunum sistemi ve deride gegici, asemptomatik olarak kolonize
olabilecekleri bildirilmistir (Kwon-Chung ve Bennett 1992, Lucho ve ark. 1990).
Ozellikle var. neoformans'mn giivercin diskilarindan siklikla izole edilis sebebi
diskinin kreatinin igerigine baglanmistir. Ancak var. gattii’nin de azot kaynagi olarak
kreatinini kullanmasi sebebiyle bu hipotez ekolojik dagilimdaki 6nemini yitirmistir.
Ayrica var. gattii Eucalyptus camaldulensis agacinin ¢igeklenme doneminde izole
edilmistir. Ciceklenme donemi cok kisa slirmekte olup ilkbahar sonu ve yaz basi
arasindadir. Ancak ¢i¢eklenme ve var. gattii iremesi arasindaki iliski bilinmemektedir.
C. neoformans var. gattii’nin dikaryotik miselyumunun kis aylarin bitkinin erkek veya
disi organlarinda ge¢irdigi, ¢cigeklenme ile birlikte infeksiydz yapilar olan basidiosporlar
olusarak cevreye sagildig1 dislinlilmiistiir. Duyarli konakta uygun sporu bularak
eslesme sonucu dikaryotik migelyum olusmakta ve enfeksiyona yol agmakta ya da
duyarli olmayan konakta kapsiilli maya sekline doniismektedir. Infeksiydz
basidiosporlarin ¢evrede bulunma siiresi sadece birka¢ giin olarak tahmin edilmektedir.
Simdiye kadar var. gattii'nin bir bitki patojeni mi yoksa flora iiyesi mi oldugu da
acikliga kavusturulmamistir. Diger Eucalyptus spp. tiirlerinden etkenin izole
edilememis olmasi da bir diger karanlik noktadir ((Kwon-Chung ve ark 1992 b).
Avustralya’da yapilan bir ¢alismada, Eucalyptus camaldulensis agacindan izole
edilen 131 var. gattii izolatinin tamaminin B serotipi oldugu bildirilmistir (Pfeiffer ve
Ellis 1993). Avustralya' dan Eucalyptus camaldulensis'in ihra¢ edildigi yorelerden San
Francisco’da var. gattii izole edilebilmistir (Ellis ve Pfeiffer 1990, Kwon-Chung ve
Bennett 1992). Var. gattii ekolojisi ile ilgili olarak ileri siiriilen bir hipotezde, etkenin ilk
izole edildigi hayvan olan koala’nin tercih ettigi bitki tiiriiniin 6 Eucalyptus tiiriinden
Eucalyptus camaldulensis olmasidir. Bu sekilde koalanin sindirim sistemine ve daha
sonra da digkisina gegtigi ifade edilmekte, ayn1 mekanizmanin giivercinler ve
giivercinlerin beslendigi bitkiler ile C.neoformans var. neoformans arasinda da
bulunabilecegi diisiiniilmiistiir. Epidemiyolojik acidan iki varyetenin sebep oldugu

enfeksiyonlar arasindaki farklilik giivercinlerin tiim diinyada yaygin olmasina karsin
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koalalarin sadece cografik olarak sinirli bir alanda yasamalarina baglanmistir (Ellis ve
Pfeiffer 1990). Lazera ve ark. (1993) var. neoformans’i, Syzyguim jambolana
agacindaki bir oyuktan, odun ve diger bitki artiklarindan ve yarasalarca istila edilmis bir
ev enkazindan izole ettiklerini bildirmislerdir. Yine farkli bir ¢calismalarinda Lazera ve
ark. (1996), yedi farkli aga¢ kovugundan alinan 31 6rnegin 8’inden C. neoformans var.
neoformans izole etmistir. Ancak yukaridaki her iki ¢alismada da agag¢ kovuklarindan
yapilan izolasyon, bu kovuklarin buralar1 barinak olarak kullanan kanatlilarca

kontamine edilmis olabilecegini diisliindiirmektedir.

2.5. insanlarda Kriptokokkoz

Cryptococcus tiirleri i¢inde insanda enfeksiyona yol agabilen ve patojen olarak
kabul edilen tek tir C. neoformans’dir (Kwon-Chung ve Chang 1999, Walker 1998).
Ancak ¢ok nadir durumlarda C.albidus ve C.laurentii de izole edilmistir (Levitz 1991,
Mitchell ve Perfect 1995). Dogada yaygin bir sekilde bulunmasi nedeniyle insanlarin C.
neoformans ile sik sik enfeksiyona ugramalarimin miimkiin oldugu diisiiniilebilir.
Asemptomatik enfeksiyonlarin varliginin bilinmesi de bu goriisii gliglendirmektedir.
Ancak duyarli ve dogru sonug veren testlerin heniiz elde bulunmamasi, enfeksiyonu
gecirmis olan kisilerin oraninin bilinmesini engellemektedir (Vidinel 1988).

C. neoformans siklikla immiin yetmezligi olan kisilerde enfeksiyona yol
acmaktadir (Hay 1991, Vidinel 1988). Lokozlarin bir¢ok degisik tiirtinde, Hodgkin
lenfoma, sarkoidoz, multip] myelom, tiiberkiiloz, diyabet, bobrek hastaliklari, uzun
sireli  kortikosteroid tedavisi, uzun siireli antibiyotik tedavisi ve doku/organ
transplantasyonu gibi durumlarda hastalik sik goriilmektedir (Bhattacharjee ve ark.
1984, Diamond 1990, Graybill 1992, Hay 1991, Kwon-Chung ve Bennett 1992, Vidinel
1988).

Bulagma genellikle mantari igeren toprak, toz ve kus giibrelerinin inhalasyonuyla
olugmaktadir. Bunun yaninda etkenin plasenta yolu ile de bulastig1 bir yeni dogan
enfeksiyonu bildirilmistir (Vidinel 1988).

Akcigerlerde ortaya ¢ikan enfeksiyondan sonra mantar kan yoluyla merkezi sinir
sistemine, meninkslere, kemiklere, deriye ve diger i¢ organlara yayilabilir. Nadir olarak

inokiilasyon sonucu deri yolu ile viicuda girebildigi gosterilmistir (Hay 1991, Vidinel
1988).
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C. neoformans'in fenoloksidaz aktivitesi ve bazi katekolamin prekiirsorlerinden
melanin iiretmesi, katekolaminlerden zengin merkezi sinir sistemine ilgisini aciklamada
bir mekanizma olarak ifade edilmektedir (Levitz 1991).

Elimizde daha yeni anti-fungal ajanlar bulunmasina ragmen C. neoformans'in
olusturdugu enfeksiyonlar, immiin yetmezlikli hastalarda 6nemli derecede morbidite ve
mortalite kaynagi olmaya devam etmektedirler. Tedavide flucytosine ile birlikte veya
yalniz bagina amphotericin B etkilidir. Triazoller de etkin tedavi saglamaktadir

(Patterson ve Andriole 1989).

2.5.1. Kriptokokkozun Klinik Sekilleri

2.5.1.1. Akciger Kriptokokkozu

Etkenin akcigerlerde yaptigi enfeksiyon seklidir. Ancak, akcigerlerde hastaligin
meydana getirdigi semptom ve fiziki bulgularin higbirisi teshis i¢in yeterli degildir.
Pulmoner kriptokokkozun klinik sekilleri ii¢ ana baslik altinda incelenebilir (Hay 1991):

e Asemptomatik tastyicilik

e Subklinik form

e Dissemine form (Merkezi sinir sistemi, deri, kemik, prostat vb.)

Asemptomatik tastyicilik tiim diinyadan bildirilmistir. Vakalar ¢cogunlukla kronik
akciger hastaligina sahip kisilerdir. Klinik ve radyolojik bulgu olmamasma karsin
respiratuvar Orneklerden tekrarlanan etken izolasyon durumlar1 asemptomatik tasiyicilik
olarak kabul edilmektedir (Hay 1991).

Subklinik formda hafif ates, oksiiriik, az ve mukoid balgam ve balgamda az
miktarda kan goriilebilir (Graybill 1992). Akcigerde yavas seyreden kriptokokkoz
muhtemelen hafif ve minimal enfeksiyona baglhdir. Otopside kapsiille ¢evrili
graniilomlar seklinde lezyonlar goriiliir. Akcigerde aktif bir sekilde bulunan
kriptokokkozda ise bol miktarda maya hiicresi vardir ve dokular mayalar tarafindan
sikistirilmis haldedir (Hay 1991, Vidinel 1988).

Akciger radyografisinde tek veya coklu kitleler seklinde lezyonlar goriilebilir ve
kitleler bazen 10 cm biiylikliige erisebilirler. Pnomonik infiltrasyonlar genis ve ufak
benekler seklinde olabilir. Kavitasyon olduk¢a nadirdir ve kalsifikasyon olusmaz

(Graybill 1992). Hastalik subakut ve remisyonlarla seyredisi nedeniyle akciger
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tiiberkiilozuna klinik olarak benzerdir (Vidinel 1988). Pulmoner kriptokokkoz siklikla
geride kapsiille gevrili bir graniilom birakarak iyilesir (Hay 1991).

2.5.1.2. Merkezi Sinir Sistemi Kriptokokkozu

Merkezi sinir sistemi hastalig1 yavas seyirli bir baslangi¢ gosterir. Erken sathada
tamamen asemptomatik seyredebilir (Graybill 1992, Hay 1991). Intermittant olan bas
agrilar1 gitgide artar ve siirekli bir hale gelebilir. Genellikle frontal ve temporal bolgede
izlenir. Ates orta derecededir. Kusma, vertigo, ataksi, ense sertligi, mental bozukluklar
yavas yavag ortaya c¢ikar. Depresyon, oryantasyon (uyum) bozuklugu, apati,
huzursuzluk, irritabilite ve delirium goriilebilir. Nabiz nadiren 100’iin iizerindedir ve
hastalik bu klinik tablosuyla tiiberkiiloz menenjitini taklit eder. Tedavi edilmedigi
takdirde, ne kadar kronik seyrederse seyretsin, merkezi sinir sistemi hastaliginin sonucu
olumdiir. AIDS olan hastalarda, subakut ensefalit ve toksoplazmozdan sonra en sik
goriilen tciincii norolojik hastaliktir (Clark ve ark. 1990, Hay 1991). Yapilan bir
calismada (Clark ve ark. 1990) HIV ile infekte 68 hastanin 51 (%75)'inde AIDS

diistiniilmesine sebep olan tablo olarak C. neoformans enfeksiyonu gosterilmistir.

2.5.1.3. Diger Klinik Sekiller

Kriptokokkoz vakalarinin %10-15’inde deri lezyonlar1 goriiliir. Kutandz lezyonlar
subkutan sislik, siskin granulomata, dermal plak ve nodiiller ya da ilseratif sekilde
olabilir. Bunlar disinda nadiren selliilit seklinde izlenebilir (Hay 1991). Kiitandz
kriptokokkozda cilt lezyonlar1 genellikle sistemik ve akciger enfeksiyonlariyla beraber
goriiliirler. Ulserler tek veya multiple olabilir ve cilt kanseri ile benzerlik gosterebilirler.
Cilt lezyonlar1 bolgesel lenf bezlerinde biiylime olmadig1 takdirde primer inokiilasyon
yeri olarak kabul edilmezler. Bazen travmalardan sonra primer olarak nadiren
graniilamatoz lezyonlar gelisebilir (Hoogde ve Guarro 1995). C. neoformans ile
karsilagsmayr takiben klinik enfeksiyon gelismeksizin sensitizasyonun olusmasi
subklinik enfeksiyon olabilecegini diisiindiirmektedir. Normal kisilerde %32 oraninda,
giivercin besleyenlerle laboratuvar ¢alisanlarinda 6nemli diizeyde pozitif intradermal
reaksiyonun gosterilmis olmasi da subklinik enfeksiyon fikrini desteklemektedir (Hay
1991).
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2.6. Hayvanlarda Kriptokokkoz

C. neoformans'in at, sigir, kegi, leopar, kedi, kopek, gelincik, ceylan, fare, kobay,
maymun gibi bir¢ok hayvanda hastalik yaptig1 bildirilmistir. Hayvanlarda bulasma
genelde solunum yoluyla olmaktadir ayrica, deri ve meme dokusu da giris yeri
olabilmektedir. Genel olarak hayvanlarda solunum, sinir sistemi ve deri formu goriiliir.
Sigir, koyun, kegi gibi hayvanlarda C. neoformans’tan ileri gelen mastitis sik rastlanan
bir klinik tablodur (Davis 1986, Kwon-Chung ve Bennett 1992, Palmer 1981, Safrin ve
ark. 1986, Unat ve ark. 1995, Yiicel 1988).

Kedilerde, hastalik ¢esitli organ ve sistemlerde goriilebilir. Belirtiler haftalar hatta
aylar boyunca siirebilir ve yavas yavas daha siddetli hale gelebilir. Ust solunum yolu
hastaligi (unilateral veya bilateral kronik rinit veya siniizit) kedilerde kriptokokkozisin
en yaygin seklidir. Belirtileri hapsirma, horlama ve burun akintist seklinde olabilir.
Polip benzeri Kkiitleler, bir veya her iki burun deliklerinde goriilebilir. Servikal lenf
diigtimleri biiytimiis ve tlseratif veya proliferatif lezyonlar bazen dil, gingiva veya
damakta bulunabilir. Pulmoner belirtiler nadirdir. C. neoformans ozellikle yiiz ve cilt
lezyonlarima neden olabilir. Tipik olarak, bir veya birden fazla sert, nodiiler, kutan6z
veya cilt alt1 sislikler bas, 6zellikle yiiz, burun, yan koprii ve iist dudakta bulunur. Bazi
lezyonlar iilserlesebilir. Lezyonlu bolgede kasint1 ¢ok az veya hig goriilmez (Oie 2005).

Kriptokokkoz, ¢ogu kopekte ciddi yaygmn bir hastaliktir. Norolojik formu
hastaligin kopeklerde en sik goriilen formudur ve kedilerdeki hastaliga benzer. Okiiler
lezyonlar yaygindir ve graniilomat6z koriyoretinit ve optik nevrit sekillenebilir. Hastalik
aynt zamanda diger organlarda meydana gelebilir ve kopeklerde nadiren burun
boslugunu etkiler (Oie 2005).

Kriptokoksik mastitis salginlar1 ineklerde meydana gelir. Istahsizlik, azalmis siit

iiretimi ve meme tstii lenf diiglimlerinin biliyiimesi gibi semptomlar goriilebilir. Hasta
hayvan siitleri; yapiskan, mukuslu ve grimsi-beyaz olabilir (Oie 2005).
Koyun ve kegilerde akciger hastalii ve mastitis belirlenmistir. Bir ¢alismada, C.
neoformans alopesik eksiidatif cilt lezyonu ve kafada da ekstidatif cilt lezyonu ile iliskili
bulunmustur (Oie 2005).

Atlarda meningoensefalit, akciger hastaligi, frontal siniis ve paraorbital bdlgeyi

etkileyen iist solunum yolu hastaliklar1 ve yavru atmalar goriilen klinik belirtiler
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arasindadir. Burun bosluklarinda obstriiktif biiylimelerde siklikla yer almaktadir (Oie
2005).

Kanatlilarin viicut 1silar1 yiiksek oldugu i¢in etkene direnglidir (Kasimoglu 1988,
Kwon-Chung ve Bennette 1992). Bununla birlikte, kriptokokkoz kuslarda ¢ok nadir
olmakla birlikte mikotik rinit ve siniizite neden olmaktadir. Ayrica, etken oOzellikle
giivercinlerin digkisinda bulunabilir (Oie 2005).

Laboratuvar hayvanlar i¢ginde fareler; kobay, sigan ve tavsanlara gore etkene daha
duyarhdir. Periton i¢i, damar i¢i ve beyin i¢i yollarla bulagtirma ile duyarli hayvanlarda
hastalik olusturabilir. Genelde bu mantar ile infekte edilen hayvanlar 4 hafta icinde
oliirler. Tavuk embriyonlart da damar i¢i yolla infekte edilebilirler (Kligman ve ark.

1951).

2.7. Kriptokokozise Kars1 Bagisiklik

Glukonaksilomannan yapisindaki kapsiil antijeni ile yapilan deneysel
caligmalarda, saglikli goniilliilerde IgM, IgA ve IgG yamiti elde edilebilir. Kriptokok
enfeksiyonu sirasinda ise antikor yaniti belirlenememektedir. Kriptokoklar alternatif
komplement yolunu uyarirlar ve hizla komplement tiikkenmesine sebep olurlar. Olii
kriptokoklar, hiicre yapilari, kapsiil antijenleri ile yapilan ¢aligmalarda koruyucu yanit
saglanamamistir. Korunmada asil hastaligin iyilestirilmesi en etkili yoldur.

Kriptokoklara kars1 etkili savunma T-lenfositleri ve makrofajlar yoluyla
gerceklesir. Notrofiller ilk yanitta etkin rol oynar (Diamond 1974, Weinberg 1987).
AIDS hastalarinda siklikla goriilmesinin sebebi T- hiicre etkisinin azalmasidir (Chuck

ve Sande 1989, Denning 1991).

2.8. Patoloji

Infeksiyonda genelde kronik veya subakut iltihabi reaksiyon ile uyumlu bulgular
belirlenir ve nétrofil yaniti ¢ok azdir. Kapsiil yapilari sebebiyle jelatin kivaminda
harabiyet izlenir. Nadir olarak kronik graniilomatéz odaklar ve nekrozlu odaklar
saptanir. Beyin ve beyin zarlar1 enfeksiyonuna siklikla rastlanir. Dokulardan yapilan
boyali preparatlarda g¢evresi bos maya hiicreleri olarak goriiliirler (Kwon-Chung ve

Bennett 1992, Orug 1979, Rippon 1988, Unat ve ark. 1995)

19



2.9. Teshis

2.9.1. Klinik tablolar

Oncelikle kriptokokkoz ayirici tam akila gelmelidir. Direkt bakteriyoskopik tani
iyi, cabuk ve kolay bir tanim yoOntemidir (Buttler ve ark. 1964). Preparat, ¢ini
miirekkebi, nigrosin ve giimiis ¢ozeltisi ile hazirlanabilir. Kapsiillii, tomurcuklanan,
yuvarlak-degirmenimsi maya hiicreleri goriilerek taniya gidilebilir. Balgam, abse, doku
gibi Ornekler % 10 sodyum hidroksit ile muamele edilerek ¢ini miirekkebi ile
incelenebilir (Timbay ve Seeliger 1974). Kriptokok meningoensefalitinde ¢ini
miirekkebi preparati ile basariya ulasma sansi % 25-50'dir (Richardson ve Wamock
1994).

Boyama yontemlerinden Gram, Giemsa genelde ¢ok yardimci olmamaktadir. Bu
boyalarla boyanan kriptokoklar lenfositler olarak yorumlanmakta, bazen atipik lenfosit
olarak bildirilmektedir (Bottone 1980, Tiimbay ve Seeliger 1974). Dokularda
Haematoxylene-Eosin ile ¢evresi bos maya hiicreleri olarak izlenir. Mucicarmin,
Masson-Fontana daha iyi yontemlerdir. Nadiren C. neoformans'lar kisa yalanci hif
benzeri yapilar olusturabilmektedir (Kwon-chung ve Bennett 1992).

Kiiltiir i¢in rutin besiyerleri kullanilabilir. Sikloheksimid (aktidiyon) i¢ermeyen
SDA, kanli agar, beyin-yiirek infuzyon agar (BHIA) kullanilabilecek besiyerleridir
(Kwon-Chung ve Bennett 1992, Tiimbay 1988, Tiimbay ve Seeliger 1974, Unat ve ark.
1995). Selektif besiyeri yapisindaki ortamlarin (Bird seed agar) daha duyarli ve ¢abuk
sonug verdigi gosterilmistir (Denning ve ark. 1990). En 1yi 26° C'de tirer. 37° C'de de
iireyebilmesi énemlidir. Ureme genelde iki-ii¢ giin i¢inde olur. SDA'da beyaz, mukoid
koloniler olusturur. Bekletilen kiiltiirlerde renk biraz koyulasir ve dipte yogunlagma
izlenir. "Bird seed" agar (Niger seed agar, Staib-Seeliger besiyeri) besiyerinin
yiizeyinde tipik kahverengi koloniler olusturdugu igin, bu besiyerine ekim hizli, kolay
ve duyarl bir tanim yontemi olarak Onerilmektedir (Denning ve ark. 1990, Tiimbay
1974). Ogzellikle balgam, idrar gibi kirli 6rneklerden kiiltiir yapilirken bu besiyeri
kullanilmalidir. Bol s1vi seklindeki 6rneklerin kiiltiirliniin, filtre yontemi ile yapilmasi

uygundur.
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Ayrica duyarli bir sekilde C. neoformans saptayabilen CN screen agar, L-DOPA
agar, inositol-iire- kaffeik asit besiyeri gibi besiyerleri de gelistirilmistir (Cooper 1980,
Healey 1977, Orug 1979).

Ureme siiresi iki haftayr bulabilir ve kimi zaman 4-6 hafta sonunda iiremeler
olabilmektedir. Ureyen mantar1 ayirmak igin yalanci hif yapmadigi, iireaz enzimi
etkinligi, inosidi etkileyip etkilemedigi arastirilir ve bdylece cryptococcus cinsine ait
olup olmadig: belirlenebilir. Cryptococcus spp.’nin diger tiyelerinden C. neoformans'i
ayirmak i¢in kreatinin assimilasyonu, karbonhidrat assimilasyon deneyleri, 37° C'de
tireyebilme ve fareyi hastalandirabilme ozellikleri arastirilir (Ajello 1955, Emmons
1951, Timbay 1977 b) Floresansli antikorlar, lateks, izoenzim elektroforez testleri de
gelistirilmistir (Kaufman ve Blumer 1973, Pidcoe ve Kaufman 1968, Safrin ve ark.
1986).

Yaygin kriptokokkoz taniminda 6zellikle radyometrik teknikle ¢alisan hemokiiltiir
sistemleri ve "lysis-centrifugation" yontemi Onerilir. Basar1 sanst % 10-35 arasinda
degisebilmektedir (Kwon-Chung ve Bennett1992, Richardson ve Wamock 1994).

Tanimda seroloji yontemleri de faydali olabilir. Antijen saptanarak tanimda GXM
kapstil antijeni aranmaktadir. ELISA, floresans antikor teknikleri onerilmisse de en
uygunu lateks aglutinasyon yontemidir (Dromer ve ark. 1993, Kwon-Chung ve Bennett
1992, Chaskes ve Tyndall 1975, Pidcoe ve Kaufman 1968, Richardson ve Wamock
1994).

Tedavisiz kriptokok meningoensefalti olgularinda bu test %90 olumlu sonug
vermektedir. Bazi bakteri (DF-1 gibi) ve mantar (Trichosporon beigelii gibi)
enfeksiyonlarinda yalanci pozitif sonug alinabilir. Fakat asil romatoid faktoriin
belirlenmesi ve uzaklagtirilmasi 6nemlidir (Gordon ve Lopa 1974). Az sayida mantar
olmasi, kapsiil yapisinin belirgin olmayisi yalanci negatif sonu¢ alma sebeplerindendir
(Richardson ve Wamock 1994). Cok duyarl ve 6zgiil DNA problar1 da vardir (Diamond
1974, Leblebicioglu ve ark. 1995). Tedaviye alinan yanitin ve prognozun belirlenmesi
acisindan seroloji yontemiyle kapsiil antijeninin izlenmesi faydali, fakat antikorun

izlenmesi faydali degildir.
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2.9.2. Etkenin Dogal kaynaklardan izolasyonu

Dogal kaynaklarindan mantarin izolasyonu igin baslica iki yontem tarif edilmektedir:

2.9.2.1. Fare deneyleri

[lk kez Emmons (1951) tarafindan tanimlanmistir. Orneklerin tuzlu sudaki
stispansiyonlar1 bekletilerek ¢oktiiriiliir ve tist sivi 4- 8 adet fareye 0.5-1 ml olarak
periton i¢i yolla verilir. Dort-alt1 hafta sonra fareler oldiiriiliir veya bu siire i¢inde 6len
farelere hemen otopsi yapilir. Farenin beyin, karaciger, dalag steril olarak ¢ikarilarak,
SDA'da kiiltiirleri yapilir. Ureyen kolonilerden gesitli tanimlayici islemler yapilir ve
sonugta gerekirse tekrar farelere verilerek hastalandiricilik deneyi yapilir.

Bu yontem zor, zaman alic1 bir yontemdir. Ayrica iyi bir hayvan laboratuvar ile

hayvan bakim iinitesi gerektirmektedir.

2.9.2.2. Kiiltiir yontemi

Kullanilabilecek diger bir yontemdir. Segici bir besiyerine ekilen 6rnekle tireyen
koloniler arasinda tipik yapidaki C. neoformans kolonilerinin belirlenmesi ilkesine
dayanir (Timbay 1977 b).

En ¢ok onerilen besiyeri niger seed agar (bird seed, Guizzotia abyssinica, difenil-
kreatmin agar, Staib-Seeliger besiyeri) besiyeridir. Staib'in (Shields ve Ajello1966,
Staib 1962 b, Staib 1962 a) C. neoformans'in G. abyssinica tohumlar1 varhiginda
kahverengi boya yapmasini tanimladig1 ve kreatinin assimilasyonunu tanitici bir 6zellik
oldugunu bildirdigi caligmalarindan sonra, segici besiyerleri tanimlanmis ve
gelistirilmistir. Dogal kaynaklarindan C. neoformans izolasyonu igin, bu besiyeri

siklikla kullanilmastir.

2.10. Tedavi

Kriptokokkozis’in tedavisinde genellikle amfoterisin B ve 5-flositozin
onerilmektedir (Bardana ve ark. 1968, Denning ve ark. 1990). Ayrica flukanozoliin de
etkili oldugu gosterilmistir (Shuttleworth ve ark. 1989, Sugar ve Saunders 1988).
Ulkemizde Sivrel ve Tiimbay (1993) izmir'de giivercin diskilarindan iirettikleri 11 C.
neoformans izolatinin amfoterisin B'ye duyarliligini arastirmislar ve tiim izolatlarin

duyarli oldugunu bulmuslardir.
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Hatay sehir merkezinde Cantekin ve ark. (2012) 10 farkli giivercin kiimesinden
yaptiklar1 ¢aligmada kiimeslerin 4’tinde C. neoformans belirlenmis ve bu sag¢ilimin insan
saglhigl acisindan oneminden dolayr genis kapsamli arastirma yapilmasinin uygun
olacagi sonucuna varilmistir. Bu bilgiler 1s18inda konunun daha ayrintili ve genis ¢apli
olarak incelenmesi diisiiniilerek bu tez ¢alismasi kapsaminda Hatay yoresinde hobi
amacli giivercin yetistiricilgi yapilan barinaklardan 6rnek alimarak C. neoformans

yoniinden incelenmesi amaglanmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg¢

3.1.1. Ornekler ve o6rneklerin alinmasi

Calisma materyali olan giivercin digski 6rnekleri Aralik 2012-Mayis 2013 tarihleri
arasinda Hatay ili ve ilcelerinde (iskenderun, Kirikhan, Altindzii, Ekinci ve Antakya)

bulunan 58 farkli giivercin kiimesinden alind1 (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan 6rneklerin alindigt ilgeler ve sayilari

flce Adu Kiimes Sayis1
Iskenderun 9

Kirikhan 10

Altindzi 3

Ekinci 18

Antakya 18

Toplam 58

Ornekler giivercin kiimesinin zeminindeki giibre yiginindan 25-30 gr miktarda
kuru ve yas olmak tizere kivamlar1 dikkate alinarak spatiil ile steril plastik falkon tiiplere
alindi. Her bir 6rnek giivercin cinsleri goz oniinde bulundurularak ayri kiimeslerden
alindi. (Cizelge 3.2). Ornek bulundurulan tiipler numaralandirilip, &rnegin alindig

kaynaklar kayit edildi.
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Cizelge 3.2. Orneklerin alindigs ilgeler, giivercin irklari ve diski kivami

Ornek Sayisi Tige Ad Irk Kuru Yas Yas+Kuru
1 Iskenderun Posta Kusu + - -
2 Iskenderun Kiil Ispir + - -
3 Iskenderun Israilli + - -
4 Iskenderun Sami - - +
5 Iskenderun Bagdadi - - n
6 Iskenderun Kasmir + - -
7 Iskenderun Serebi - + -
8 Iskenderun Kirmizi Kalem + - -
9 Iskenderun Giillii - + -
10 Kirikhan Posta Kusu + - -
11 Kirikhan Istanbullu + - -
12 Kirikhan Gilli + - -
13 Kirikhan Miisevvet + - -
14 Kirikhan Bagdadi + - -
15 Kirikhan Kirmizi Kalem + - -
16 Kirikhan Israilli - - +
17 Kirikhan Kagmir - - +
18 Kirikhan Sami + - -
19 Kirikhan Rakkas + - -

20 Altindzii Gulli - - +
21 Altindzi Israilli - - +
22 Altmdzii Kirmizi Kalem - - +
23 Ekinci Posta Kusu - - +
24 Ekinci Bagdadi 1 - - +
25 Ekinci Kiil Ispir + - -
26 Ekinci Israilli + - -
27 Ekinci Istanbullu - + -
28 Ekinci Miisevvet 1 - + -
29 Ekinci Sami + - -
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Cizelge 3.2. Orneklerin alindigs ilgeler, giivercin irklari ve digki kivami ( devam)

Ornek Sayisi Tige Ad Irk Kuru Yas Yas+Kuru
30 Ekinci Bagdadi 2 - - +
31 Ekinci Kirmizi Kalem + - -
32 Ekinci Kagmir + - -
33 Ekinci Serebi + - -
34 Ekinci Kirmizi nakish - + -
34 Ekinci Miisevvet 2 - + -
36 Ekinci Rakkas + - -
37 Ekinci Taklact + - -
38 Ekinci Bas1 Sar1 + - -
39 Ekinci Bag1 Kara - - +
40 Ekinci Hiinkari + - -
41 Antakya Istanbullu + - -
42 Antakya Serebi + - -
43 Antakya Israilli 1 - - +
44 Antakya Miisevvet + - -
45 Antakya Rakkas - - +
46 Antakya Kasmir + - -
47 Antakya Gozii Biiytik 1 - + -
48 Antakya Sami + - -
49 Antakya Kiil Ispir + - -
50 Antakya Posta Kusu 1 - - +
51 Antakya Taklact + - -
52 Antakya Bas1 Kara - - +
53 Antakya Hiinkari + - -
54 Antakya Basg1 Sar - - +
55 Antakya Kirmizi Kalem - - +
56 Antakya Israilli 2 - + -
57 Antakya Gozii Biiytik 2 + - -
58 Antakya Posta Kusu 2 + - -
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3.2. Yontem

3.2.1. izolasyon ve identifikasyon

Steril falkon tiipler i¢inde labaratuvara getirilen 6rnekler bekletilmeden izolasyon
icin On sulandirma islemine tabi tutuldu. Bu amagla, her bir 6rnekten filtreli steril poset
(Stomacher Bag) i¢ine 10 gr alimip 100 ml steril kloramfenikol (200 ng/L) PBS
igerisinde siispanse edildi ve kaba partikiillerin ¢okmesi i¢in 30 dakika siire bekletildi.
Siire sonunda iist sividan 50 pl alinip kloramfenikol (200 pg/L) ilave edilmis Sabouraud
Dextrose Agar besiyerine ahsap sapli ve pamuk uglu steril ekiivyon ¢ubuk ile ekilerek
37 °C'de 3-7 giin inkiibe edildi. Inkiibasyon sirasinda yogun kiif {iremesi
gergeklestiginden siirekli tireyen maya kolonileri makroskopik ve mikroskobik olarak
degerlendirildi ve kloramfenikol ilave edilmis kanli agar (kloramfenikol 200 pg/L) ve
SDA (kloramfenikol 200 pg/L) besiyerine yuvarlak uglu 6ze kullanilarak pasajlari
yapild.

Kloramfenikol (200 ug/L) ilave edilmis Sabouraud Dextrose Agar besiyerine tek
koloni diisecek sekilde pasajlanarak saflastirilan koloniler Sekil 3.1°de gosterildi.

Sekil 3.1. Sabouraud Dextrose Agar’da tireyen C. neoformans kolonileri.
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[k izolasyonda SDA (kloramfenikol 200 pg/L)’da iireyen kolonilerden aymi
sekilde antibiyotikle selektiflestirilmis kanli agar (kloramfenikol 200 pg/L) kullanilarak
pasajlari yapildi ve iireyen Koloniler Sekil 3.2°de gosterildi.

Sekil 3.2. Kloramfenikol (200 pg/L) igeren Kanli Agar’da iireyen C. neoformans kolonilerinin
gorinimii

Gergeklestirilen islemlerin hepsi bunzen beki etrafinda steril kosullara yakin bir
ortamda gergeklestirildi. Yapilan pasajlarda saf olarak iireyen koloniler Gram boyama

yontemiyle mikroskobik olarak incelendi (Quinn ve ark. 1994).
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SDA (kloramfenikol 200 pg/L) ve selektiflestirilmis kanli agar (kloramfenikol
200 pg/L)’ da inkiibasyon sonrasinda olugsan C. neoformans kolonilerinin Gram boyama

sonucu mikroskobik goriintimleri Sekil 3.3’te gosterildi.

Sekil 3.3. C. neoformans’in Gram boyama ile mikroskobik goriiniimii.

3.2.2. Molekiiler Analizler
3.2.3. DNA izolasyonu
Calisma kapsaminda izole edilen maya Kkiiltiirlerinden DNA izolasyonu

fenol/kloroform yontemi kullanilarak yapildi (Sambrook ve ark, 2001).

SDA’da pasaji yapilan maya kiiltiirlerinden bir 6ze dolusu alinarak 1 ml steril
PBS iceren ependorf tiiplere aktarildi ve PBS icerisinde vortekslenerek siispanse edildi.
Bunun ardinda tiipler 3500 rpm’de 10 dakika siireyle santrifiij edildi ve siipernatant
atilarak dipteki pellet, Iml TES buffer (10 mM Tris-HCL [pH 8], 1 mM EDTA, 1 mM
NaCl) eklenerek siispanse edildikten sonra tekrar santrifiij edildi. Stipernatant atildiktan
sonra pellet, lizozim (12.5 pg/ml) igeren 500 ul TES buffer ile siispanse edilerek 37 °C
de 30 dakika siireyle inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda 20 pl %10 ‘luk Sodium
Dodecyl Sulfate (SDS) ve 10 ul Proteinaz K (10 pg/ul) ilave edildikten sonra 65 °C 20
dakika inkiibe edildi. Protein ve diger hiicre artiklarinin baglanmas: icin karigim
iizerine, esit miktarda fenol/kloroform:izoamil alkol (25:24:1) ilave edilip
vortekslendikten sonra 10 000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Ust tabaka dikkatlice

yeni bir tlipe alinarak iizerine 0.1 hacim 3 M sodium acetate ve 1 hacim absolut etanol
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ilave edilerek -20 °C’ de bir gece tutuldu. Karigim 13 000 rpm’de 10 dakika siireyle
santrifiij edildikten sonra siipernatant atildi. Once pellet % 90 sonra % 70’lik etanol ile
yikandi. Pellet kurutulduktan sonra 100 ul DEPC su (Dietil pirokarbonat ile muamele
edilmis distile su) ile siispanse edildi. Bu siispansiyon -20 °C’de PCR analizlerinde
kullanilmak tiizere saklandi. Bu sividan 2 pl alinarak PCR’de kalip DNA olarak
kullanildi.

3.2.4 Izolatlarin PCR ile Konformasyonu

Calismada C. neoformans ’nin PCR ile tanist Kano ve ark. (2001) tarafindan
Onerilen primerler ve protokol kullanilarak gergeklestirildi. PCR analizleri sonucunda
600 bp uzunlugunda band veren ornekler pozitif kabul edildi. Calismada Polimeraz

zincir reaksiyonu (PCR) teknigi i¢in kullanilan primerler Cizelge 3.2°de gosterildi.

Cizelge 3.3. Calismada kullanilan primer dizileri

Primer Adr | Primer dizisi Uriin
uzunlugu
Capl(Cn) 5’-GAGTGTCTCCGCAACCCGCA-3 600 bp
Cap2(Cn) 5’-CCTACTCTGCCAAATCAACTC-3’

Her bir 6rnek igin PCR Karigimi; 2,5 pl 10x PCR tamponu, 2 mM MgCl,, 200
uM dNTP (10 mM), 20 pmol Cap 1, 20 pmol Cap 2 ve 1U Taq DNA Polimeraz katildi

ve toplam hacmi 23 pl olacak sekilde distile su eklenerek tamamlandi.

Bu ana karigimdan 23’er pl dagitildi ve her tiipe 2 pl 6rnek DNA’s1 eklenerek
toplam reaksiyon hacmi 25 pl’ye tamamlandi. Tiim PCR karigimlari aym1 oranda
hazirlandi. Bu karisima gore hazirlanan 6rnekler ¢ogaltma i¢in dnceden programlanmis
Thermal Cycler cihazina yerlestirildi. PCR analizleri sirasinda sirasindaki hata ve

kontaminasyonlar1 belirlemek i¢in pozitif ve negatif kontrol kullanildi.
Amplifikasyon islemi, 94 °C’de 3 dakika silireyle 6n denatiirasyon, 94 °C’de 45

saniye DNA sarmalindaki zincirlerin ayrilmasi (denatiirasyon), 60 °C’de 45 saniye

primer baglanmasi (annealig), 72 °C’de 60 saniye tutularak yeni DNA zincirinin
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sentezlenmesi(ekstensiyon) protokolii uygulanarak gergeklestirildi. Bu protokol
kullanilarak toplam 35 dongii yapildi. En son asamada 72 °C’de 7 dakika bekletilerek

reaksiyon tamamlandi.

3.2.5 Agaroz Jel Elektroforezi ve Goriintiileme

Yapilan amplifikasyon igsleminden sonra Agaroz jel elektroforezi i¢in %1,5’lik
200 ml jel hazirlandi. Hazirlama sirasinda 3 g agaroz (Vivantis) 200 ml 0,5X TBE
buffer (Tris Borat EDTA Buffer) ile karistirildi. Iyice eritildikten sonra icerisine 10 pl
ethidium bromiir ilave edilerek sogumasi beklendi. Daha sonra kalip i¢ine dokiildi ve
taraklar yerlestirildi. Jelin katilasmasinin ardindan jel kalibi ile beraber elektroforez
tankina yerlestirilerek amplifikasyon tirlinleri taraklar tarafindan olusturulan ¢ukurlara
10 pl olacak sekilde 6X Gel Loading Dye ile karistirilarak yiiklendi. Yiiklenen PCR
tiriinleri jel elektroforezinde 180 V’da 60 dakika boyunca kosturuldu. Cikan sonuglar
UV 1sik altinda incelenerek fotograflart g¢ekildi. Degerlendirmede, marker (Vivantis,
100 bp plus) kullanildi. C. neoformans igin spesifik oldugu bildirilen 600 bp’lik, bandlar

arastirildi.
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4. BULGULAR

Hatay ili ve ilcelerinde (Iskenderun, Kirikhan, Altndzii, Ekinci ve Antakya)
bulunan 58 farkli kiimesten alinan giivercin digki Orneklerinden ilk izolasyonda
Sabouraud Dextrose Agar (kloramfenikol 200 pg/L) kullanilarak toplam 69 maya

kolonisi izole edildi.

Omek alinan 58 farkli kiimesten yapilan ekimler sonucunda her bir 6rnek icin

tireme durumu ve iireyen koloni sayilar1 Cizelge 4.1°de gosterildi.

Cizelge 4.1. inkiibasyonu yapilan érneklerde iireme durumu ve iireyen koloni sayisi

Ureme Durumu
Ornek Sayist Var Yok Ureyen Koloni Sayisi
1 - + -
2 - + -
3 - + -
4 - + -
5 - + -
6 - + -
7 + - 1
8 + - 1
9 - + -
10 + - 1
11 + - 1
12 + - 2
13 + - 1
14 + - 1
15 + - 1
16 + - 1
17 + - 1
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Cizelge 4.1. Inkiibasyonu yapilan érneklerde iireme durumu ve iireyen koloni sayis1 (devamr)

Ureme Durumu
Ornek Sayisi Var Yok Ureyen Koloni Sayist

18 + - 1
19 + - 1
20 + - 3
21 + - 2
22 + - 1
23 + - 2
24 + - 1
25 + - 2
26 + - 1
27 + - 1
28 + - 1
29 + - 1
30 + - 2
31 + - 3
32 + - 1
33 + - 1
34 ¥ - 1
34 ¥ - 1
36 ¥ : 1
37 ¥ : 2
38 : ¥

39 i ¥ i
20 - ¥ -
41 ¥ - 2
42 ¥ - 2
43 ¥ - 2
44 ¥ - 1
45 ¥ - 1
46 ¥ - 2
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Cizelge 4.1. Inkiibasyonu yapilan érneklerde {ireme durumu ve iireyen koloni sayis1 (devamr)

Ureme Durumu
Ornek Sayisi Var Yok Ureyen Koloni Sayist

47 ¥ - 2
48 i ¥ -
49 + - 2
50 ¥ i 1
51 - ¥ i
52 ¥ i 2
53 + - 1
54 + - 2
55 + - 2
56 + - 2
57 + - 3
58 + - 2

Toplam 69
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izolasyonu yapilan DNA’ lar da C. neoformans’a spesifik primerlerin kullanildig

polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) analizleri sonucunda 6rnekleme yapilan 58 adet

kiimesin 12 (%20.68)’sinde C. neoformans belirlendi.

M123456NM

Sekil 4.1. C.neoformans’a 6zgii 600 bp’lik bantlarin agaroz jelde goriintiilenmesi. (M; Marker, 1000 bp
plus, 1-6; Agaroz Jelde C. neoformans’a 6zgiil bantlar (600 bp).N; Negatif Kontrol).

C.neoformans’a spesifik bantlarin gézlemlendigi 12 maya kolonisinde drneklerin

farkli il¢elerden ve farkl giivercin irklarindan izole edildigi gozlemlendi (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. C.neoformans’a spesifik bantlarin gozlemlendigi giivercin diski 6rnekleri

Ornek Sayist flce Ad Irk

10 Kirikhan [stanbullu

11 Kirikhan Giilli

12 Kirikhan Miisevvet

14 Kirikhan Kirmizi Kalem

18 Kirikhan Rakkas

27 Ekinci Miisevvet

31 Ekinci Kirmzi Kalem

54 Antakya Bas1 Sari

55 Antakya Kirmizi Kalem

56 Antakya Israilli

57 Antakya Gozii Biylik

58 Anyakya Posta Kusu
Toplam 12
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5. TARTISMA

C. neoformans diinya genelinde yaygin olarak bulunan, bildirim siklig1 giderek
artan firsatg1 bir enfeksiyon etkenidir. Yurdumuzda ilk olgu Unat ve arkadaslarinca
bildirildigi gibi diinyada ilk kolon kriptokokkozu olgusu da Unat ve arkadaslar
tarafindan yaymmlanmistir (Unat ve Yiicel 1965). ilerleyen zaman i¢in de iilkemizde bu
etkenin neden oldugu farkli enfeksiyonlar zaman zaman bildirilmistir (Leblebicioglu ve
ark. 1995). Etkenin ana rezervuart olarak giivercin digkilart gosterilmistir. Ancak son
yillarda bazi siis kuslarinin digkr ve sekretlerinde de belirlenmis ve bu kusglarin insanlar
ile daha yakin temasindan dolayr hastaligin bulasmasinda 6nemli bir kaynak teskil
edebilecekleri vurgulanmistir (Oie 2005).

C. neoformans1 ilk kez 1951 yilinda Emmons (1951) toprakta varligini
gostermistir ve incelenen 716 farkli toprak 6rneginin 4 (%0.5) adedinde C. neoformans
izole ettigini bildirmistir. Daha sonra Ajello (1958) 1950-1955 yillar1 arasinda ABD,
Panama, Hawai, Nijerya ve Kanada’da toplam 1127 toprak ornegini incelemis ve
orneklerin 14 (%0.3)’iinde C. neoformans izole ettigini bildirmistir. Sotgiu ve ark.
(1966) ise, Italya’da 166 toprak drneginin 4 (%2)’iinde C. neoformans belirlemislerdir.
C. neoformans’imn topraktan izole edilme sans1 genelde ¢ok daha diisiiktiir. Ulkemizdeki
caligmalarda toprakta C. neoformans iiretilememistir (Tiimbay 1977 a, Unat ve Yiicel
1965). Bu konuda diger mikroorganizmalar1 baskilayict etkisi nemlidir. PSeudomonas
aeruginosa ve Bacillus subtilis gibi bakteriler {iremeyi Onleyici maddeler
salgilayabilmektedir. Teoh-Chan ve ark. (1974) deney kosullarinda P. aeruginosa nin
bu etkisini aragtirmislar ve liremeyi baskilayici bir maddeyi gosterebilmislerdir. Ayrica
toprak amipleri (6zellikle akantomobalar) de 6nemli bir baskilayict etmendir. Bir A.
palestinensis’in giinde 84 kriptokok yiyebildiginin saptandigi bildirilmistir (Kogak ve
ark. 1967, Unat ve ark. 1995). Giines 1s1851da C. neoformans’ 1n ¢ogalmasini
baskilamaktadir (Unat ve ark. 1995).

Buna karsin daha sonralar1 Emmons (1960), direkt olarak giivercin diski
orneklerinden etken izolasyonuna yonelik olarak yaptig1 bir calismada, 91 adet giivercin
diskis1 6rneginin 63’linde (% 67) bu etkeni izole ettigini bildirmistir. Staib (1962 b)

dogada kanathi digkilarinin C. neoformans iiremesi ve yasamasi i¢in en uygun ortamlar
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oldugunu ortaya koymustur. Zarrin ve ark. (2010), iran’da yaptiklar1 calismada giivercin
digkilar1 ile C. neformans sagilimini arastirmiglar ve bolgeler arasinda farkliliklar
olmakla beraber (10 farkli bolgeden en diisiik %17, en yiiksek %86) 65 6rnegin 22
(%34)’sinden C. neoformans izole ettiklerini bildirmislerdir.

Ulkemizde ise, Unat ve Yiicel (1965), Istanbul’un ¢esitli semtlerinde farkli
kanatl digkilar ile kirli toprak 6rneklerinde C. neoformans ve Histoplasma capsulatum
varhigim1 arastirmiglar, ancak calistiklar1 Orneklerin hi¢ birinde her iki mantar1 da
saptayamamislardir. Tiimbay (1977 b), Izmir ve ilgelerinden toplanan gesitli drneklerde
C. neoformans izolasyon oraninin, giivercin digkilarinda % 10.2 oraninda, diger kanatl
diskilarinda kanarya, biilbiil, tavuk, muhabbet kusu gibi c¢esitli siis kuslarini igeren
kuslarin digkilarinda ise %3.8 oraninda buldugunu bildirmistir. Ayn1 ¢alismada, toprak
ve saman Orneklerinin higbirinde bu etkenin izole edilmedigini bildirmistir. Benzer
sekilde Karaman ve ark. (1980), Bursa’da yaptiklar1 bir ¢alismada giivercin diskilarinda
C. neoformans oranint %3.2 olarak belirlemislerdir. Diger kanath tiirlerine ait digk1
orneklerinde ise etkeni izolasyonu olmadigini bildirmislerdir. Sivrel ve Tiimbay (1993),
Izmir’de sadece giivercin kafeslerinden alinan &rnekleri incelemisler ve bu &rneklerde
%14 oraninda C. neoformans varligi saptamislardir. Ulkemizin farkli illerde bulunan
giivercinliklerde C. neoformans arastirmasi yapan Yildiran ve ark. (1998) ¢ogunlukla
daha nemli ve sicak iklime sahip olan kiy1 bolgelerimizde izolasyon oldugunu
bildirmislerdir. Arastirmacilar g¢alismalarinda C. neoformans’i Antalya ve Mersin
bolgelerinden toplanan drneklerde belirlerken, Isparta bolgesinden izolasyon olmadiginm
bildirmiglerdir. Tirkiye’de yapilan diger arastirmalardan dogadan en yiiksek ayirim
oran1 Ordu’dan toplanan 6rneklerde %35 bulunmus, en diisiik oran ise Istanbul’da
yapilan ¢alismalarda %1.0 bildirilmistir (Aygiin 1998, A¢ikg6z Aksu 2001, Saragli ve
ark. 2003).

Bu c¢alismada ise, Hatay ili ve ilgelerinden (iskenderun, Kirikhan, Altindzii,
Ekinci ve Antakya) C. neoformans sacgilimimi arastirmak ig¢in 58 farkli gilivercin
kiimesinden 6rnek alinmig ve Sabouraud Dextrose Agar (kloramfenikol 200 pg/L)’a
ekim yapilmustir. Ekimler sonucunda 69 maya kolonisi izolasyonu yapilmustir. izole
edilen 69 kolonide yapilan analizler sonucunda 58 farkli kiimes 6rneginin 12 (%20.68)
adedi C. neoformans olarak identifiye edilmis ve bu identifikasyonlar spesifik

primerlerin kullanildigi PCR analizleri ile teyit edilmistir. izolasyon oranmin bolgesel
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farkliliklara gore degistigi goriilmektedir. Bu ¢aligmada elde edilen oran (%20.68) diger
calismalar ile uyumludur. Bu bulgular Hatay yoresinde hobi amagli beslenen
giivercinlerde C. neoformans tasiyiciliginin varligini géstermektedir.

Taze diski 6rnekleri alkali olmalar1 ve diger mikroorganizmalar i¢in de uygun
ortam olusturmalar1 sebebiyle daha az kriptokok barindirmalarina karsin, kurumus
diskilarda uzun bir siire yogun olarak kriptokok bulunabilecegi gdsterilmistir. Ayrica bir
ornekte 3 yil boyunca C. neoformans’in canliligin1 koruyabildigi ve kuru bir giivercin
diskisinin 1 graminda 50 milyon C. neoformans bulunabilecegi vurgulanmistir (Timbay
1977, Unat ve ark. 1995). C. neoformans’m neden oldugu kriptokokkozun meydana
gelmesinde konagin bagisiklik 6zellikleri ve mayanin viriilansi ile birlikte dis ortamdan
viicuda alinan infektif mayanin sayisida 6nemlidir (Casadevall ve Perfect 1998). Bu
nedenle ¢ok sayida maya kolonizasyonunun bulundugu giivercinliklerde ¢alisanlar C.
neoformans’a karsi antikor seviyeleri daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Kwon-Chung
ve Bennet 1992). Giivercin besleyicilerinde C. neoformans’a karst spesifik antikor
varligi ve diizeyinin tespitine yonelik bir ¢alismada, Izmir’ de saglikli giivercin
besleyicilerinden alinan 125 ve kanatlilarla ilgisi olmayan kisilerden alinan 375 serum
orneginde indirekt floresan antikor (IFA) yontemi ile incelemeler yapilmistir. Yapilan
incelemeler neticesinde, C. neoformans kapsiil antijenine karsi antikor yanitinin
giivercin besleyicilerinde % 16, kusla ilgisi olmayanlarda % 5 oraninda oldugu
saptanmigtir (Sarachi ve ark. 2003). Bu literatiirler 1518inda ¢alismamizda Hatay
yoresinde hobi amagli yetistirilen giivercin barinaklarindan toplanan &rneklerin
%20.68’inde C. neoformans belirlenmesi bu yetistiriciligi yapan ve giin igerisinde bu
hayvanlarla ve barnaklari ile temas halinde bulunan insanlar agisindan 6nem arz
etmektedir.

Ayrica genel olarak giivercinlerde ya da gilivercin digkilan ile iliskilendirilmis
olmasina ragmen, farkli kus tiirlerinide iceren ¢alismalar yapilmistir. Tay ve ark. (2005)
bolgesel hayvanat bahgelerinden, pet hayvan satilan magazalardan ve parklar gibi halka
acik alanlardan topladiklar1 toplam 544 kus digki Orneginin 20 tanesinden C.
neoformans izolasyonu yaptiklarint bildirmislerdir. Gonzalez-Hein ve ark. (2010), 15’
giivercin 98°1 siis kuslar1 olmak tizere 113 farkli kaynaktan aldiklar1 diski 6rneklerinden
yaptiklar1 c¢alismada giivercin orneklerinin 13’linde, diger siis kuslarindan alinan

orneklerin 4’tinden C. neoformans izolasyonu yaptiklarini bildirmislerdir. Yapilan bu
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calisma ile giivercin digski 6rnekleri incelenmistir, bunun disinda gelecek calismalarda,
Ozellikle Hatay’da yaygin olarak beslenen papaganlar olmak iizere ¢esitli siis kuglarimi
iceren kafes kuslar1 yetistirilen yerlerden ve kus barinaklarindan alinan 6rneklerden ve
ayrica halka agik park, bahge, cami ve kilise gibi bahgesinde sehir giivercinlerinin
siklikla buludugu ortamlardan &rnekler alimarak C. neoformans yayiliminin

arastirtlmasina yonelik olarak yapilabilicek ¢alismalar yararli veriler saglayabilecektir.
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6. SONUC

Bu ¢alisma ile Hatay ili ve ilgelerinde (Iskenderun, Kirikhan, Altézii, Ekinci ve
Antakya) ilk kez giivercin diskilarindan C. neoformans izolasyonu ve identifikasyonu
gerceklestirildi. Yapilan identifikasyonlar polimeraz zincir reaksiyonu kulanilarak C.
neoformans’ a ozgiil bantlar (600 bp) gozlemlenmesiyle teyit edildi. Hatay’da hobi
olarak yaygin giivercin yetistiriciligi yapilmaktadir. Hatay sicak ve nemli iklime sahip
olmasi1 giivercin digkisinda bulunan etkenin uzun siire varligini siirdiirmesine imkan
vermekte ve bu durumun insan saglig1 agisindan bir tehdit unsuru olabilecegi sonucuna

varilmstir.
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