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OzZET

GOKOVA, AKYAKA BOLGESINDEKI EUCALYPTUS CAMALDULENSIS DEHNH.
AGAGLARI’NIN ODUN DOKUNTULERINDEN ELDE EDILEN BESIYERLERINDE
CRYPTOCOCCUS NEOFORMANS (SAN FELICE) VUILL.’IN
BAZIDYOSPORLANMASININ iINCELENMESI

Cryptococcus neoformans (San Felice) Vuill.,, 6zellikle bagisikhgr baskilanmis
konakta hayati tehdit eden enfeksiyonlar olugturan bazidiyomiset sinifindan kapsulli
bir maya mantaridir. C.neoformans'in dogal kaynagi olarak gdsterilen Eucalyptus
camaldulensis Dehnh. (okaliptus) florasi Glkemizde genis bdlgelerde bulunmasina
ragmen c¢evresel C.neoformans izolasyonu ¢ok azdir. Bu arastirmada c¢evresel
tarama, 2010-2011 yillari arasinda, C.neoformans’in daha dnceki ¢alismalarda da
izole edilebildigi, Gokova-Akgapinar bodlgesinde yapilmis ve tarama igin eklvyon
teknigi kullaniimistir. C.neoformans kolonizasyonu 32 agactan 11’inde (%36,6)
bulunmustur. Okaliptlis odun dékuntlli, Staib ve V8 besiyerlerinde mating yapma
Ozellikleri arastinimistir. Calismaya okaliptis aga¢ dokintulerinin tamami dahil
edilmigtir. E.camaldulensis dokuntllerini iceren besiyerinin %59,3’inde konjugasyon
tipl gozlenmistir. Ulkemizde Akyaka bolgesinde kdiltir bitkisi olarak yetistirilen
E.camaldulensis’in yapraklarindan ve tohumlarindan su distilasyon yontemi ile
ugucu yagi elde edilmistir. Ugucu yagin analizleri, gaz kromatografisi/kitle
spektrometrisi (GC/MS) ile yapilmigtir. Tudrkiye'’de bulunun (Akyaka bodlgesi
disindaki) E.camaldulensis agaglari ve Akyaka bdélgesinde bulunan E.camaldulensis
agaclarinin yag iceriklerine bakildiginda; Cryptococcus’larin Akyaka bolgesinde

bulunabilmesi arasinda anlamli bir veri tespit edilememistir.

Anahtar Kelimeler: C.neoformans, E.camaldulensis, Bazidyospor, GC/MS, V8.



SUMMARY

MATING OF C.NEOFORMANS (SAN FELICE) VUILL. ON EUCALYPTUS
CAMELDULENSIS DEHNH. WOOD DEBRIS IN GOKOVA, AKYAKA

C.neoformans (Sanfelice) Vuillemin which belongs to the class Basidiomycetes is an
encapsulated yeast that is among the most prevalent agents of life-threatening
fungal infections especially in immunsupressed individuals. Although wide
E.camaldulensis plantation as a natural niche of C.neoformans has been present in
our country, the isolation of the yeast is lower than expected. In this study, swabbing
technique was used for environmental screening of C.neoformans in Gokova-
Akcapinar region where C.neoformans has been isolated in the area in 2011.
C.neoformans colonization was found as 11/32 (36,6%). The mating capability of
five (two negative and three positive depris) the C.neoformans strains was
evaluated on similar debris. C.neoformans strains tested were either able to mate or
develop filaments when crossed on E.camaldulensis debris,Staib and V8 juice. The
mating (conjugation) on E.cameldulensis wood debris was found as 19/33 (%59,3).
Essential oils were produced by bench scale and pilot plant scale distillation of the
leaves and seeds of E.camaldulensis cultivated in Akyaka, Turkey. The oils were
analysed by modern tecniques such as gas chromatography/mass spectrometry
(GCIMS).

Key Words: C.neoformans, E.camaldulensis, Basidiospore, GC/MS, V8.



1. GIRIS

Yaklasik olarak bir buguk milyon civarinda mantar tlrindn bulunduguna
inaniimaktadir ancak mikolojik arastirmalarin basladigi ginden bu yana gegen
zaman diliminde bu tdrlerin yalnizca yiz bin kadari arastirmacilar tarafindan
tanimlanabilmigtir. Ulkemizde bunlarin 2 bin 400 kadarini makrofunguslar
olusturmaktadir [38].

Mantarlarin 150 kadarinin insan ve hayvanda patojen oldugu tespit edilmistir
[98,102]. Mantar infeksiyonlari mikoz olarak adlandiriimaktadir. Bunlar deri ve deri
altindan veya mukoza infeksiyonlarindan baslayarak sistemik ve potansiyel élimcul
hastaliklara kadar genis bir infeksiyon yelpazesine sebep olurlar. insan ve
hayvanlarda mikoza yol agcan mantarlar; vilcuda girdiginde konagin yuksek i1sisindan
etkilenmeyen, doku igindeki azalmis oksidasyon, rediksiyona ve savunma
mekanizmasina ragmen hayatta kalan cinslerdir. Ozelllikle dimorfik mantarlarin
blyUk bir uyum yetenegine sahip olduklari; konada vyerlestikleri sirada kendi
yapilarinda, hidcre duvarlarinin iceriginde, metabolizmalarinda, enzim sistemlerinde
ve c¢ogalma bicimlerinde buylk degisiklikler olusturabildikleri anlasilimigtir
[1,2,91,96,104].

Mantar enfeksiyonlarina iligkin bilinen en eski belge MO 2000-1000 arasinda
tarinlenen Hindu kutsal yazitinda (Samhita) bulunmaktadir ve ayakta misetomadan
s6z eder. Ortagagin sonlarina dogru enfeksiyon hastaliklarindan séz edilmeye
baslanmis ve 15-19 yuzyillari arasinda mikoloji ve Ozellikle tip mikolojisinde,
italya'da hekimlerle diger bilim adamlari mikozlari ve etiyolojik etkenlerini anlamaya
calismiglar, tarif etmigler ve tartismiglardir [93,101]. 15. yizyilin sonunda hekim ve
Syphilis siirinin sahibi G.Fracastoro hastaliklarda germ teorisini ortaya atmis,
pandemilerin ¢ok klglk parcaciklarin veya sporlarin dogrudan temasla tasinarak
uzak mesafelere bile yayllmasi yoluyla gercgeklestigi kuramlastirilmigtir
[

Mantarlar degisik habitatlarda gelisebilme &zellikleriyle yerylziinde genis bir
dagilima sahiptir. Mantarlar Gremeyi garanti altina almak igin bol miktarda spor
uretmektedirler. Birgok fungus sporu uzun sure canlihdini koruyabilmektedir. Bu
durum mantarlarin ¢gogalmasi, patojenitesi ve allerjik etkileri bakimindan dnem
tasimaktadir [14,39].



Mantarlar alemi icinde yer alan organizmalarin yasam dongulerinde hem eseyli
hem de eseysiz Ureme safhalari yer alir. Mantarlarin siniflandiriimasinda kullanilan
temel kriterler, yasam dongulerinin eseyli safhasinda olugturduklari UGreme
yapilaridir [58]. Ancak eseyli Ureme yapilari 6zel kosullar altinda olusturuldugu igin
bazi funguslarin eseyli safhasi ya henuz belirlenememis ya da bazi mantarlar da bu
safha tamamen ortadan kalkmis olabilir. Bundan dolayi ginimizde mantarlar iki
sekilde siniflandiriimaktadir. Bunlardan, mantarlarin yasam déngdulerinin eseyli
safhalarinda olusturduklari fruktifikasyon yapilari, eseyli sporlari ve tallus yapilari
kriter alinarak gergeklestirilen siniflandirma teleomorfik siniflandirma olarak
adlandirilir. Eseyli Ureme yapilar tespit edilemedidi icin, bazi mantarlar tallus
yapilari ve eseysiz sporlari géz 6nune alinarak siniflandirilirlar, bu siniflandirma
bicimi ise anamorfik siniflandirma olarak adlandirilir [78].

Cryptococcus neoformans (San Felice, 1895) Vuillemin 1901; dogada kolonize
olan, heterobazidiyomisetlerden anamorf, hem dokuda hem de kiiltirde kapsul
Uretebilen, insana hava yolu ile bulasan, 6zellikle bagisiklik sistemi baskilanmis
konakta enfeksiyon etkeni olan bir maya mantaridir. Basta kazanilmis immdin
yetmezlik sendromu (AIDS) olmak Uzere, malignite, organ nakli gibi bagigikhgi
bozuk hastalarda siklikla karsilagiimaktadir [20,57]. C.neoformans, hem bitki hem
de hayvanlarda yagayabilmektedir. C.neoformans’in tam yasami 1975e kadar
bilinmezken Kwon-Chung a ve a olarak ayrilan iki ¢gaprazlama tipinin oldugunu, bu
iki tipin caprazlanmasiyla teleomorf bir bazidiyomisetin gelistigini bulmustur. Bu
sekliyle Filobasidiella cinsinde siniflandiriimigtir [50,94,97]. C.neoformans’in genetik,
ekoloji ve bazi biyokimya Ozellikleri sayesinde; C.neoformans var. neoformans,
C.neoformans var. gattii ve C.neoformans var. grubii olmak Uzere ug¢ varyeteye
ayrilmistir. Kapsulun antijen farkliliklarina, aglitinasyon ve immunofluoressans
deneylerine goére de C.neoformans var. neoformans’da serotip D ve AD’nin,
C.neoformans var. gattii’de serotiop B ve C’nin, C.neoformans var. grubii’de serotip
A’nin bulundugu belirlenmigstir [18,49].

Cevresel ortamdan, insana solunum yolu ile bulasmasi sonucunda hastalik
meydana getirebilmektedir. Son vyillarda mantar infeksiyonlarinin dneminin
artmasindan dolayl etken olan mantarlarin tanisi, tar tayini, tiplendiriimesi ve

antifungal direnglilikle ilgili galismalar hiz kazanmistir [11, 37].



C.neoformans’in yurdumuzda dogal kaynaklarda arastiriimasi 1965'de Unat ve
Yucel tarafindan baslatiimistir. C.neoformans’in Turkiye’de dogal kaynaklardan
ayrilma orani %1.0-35.0 arasinda degismektedir. Tarkiye’de ilk insan kriptokokkozu
1953 yilinda tanimlanmis ve bugine dek 49 olgu bildiriimistir. Bu olgularin yillara

gore dagihmi incelendiginde;

v' 1953-1990 yillari arasinda 11 olgu,

v/ 1991-2000 arasinda 13 olgu (G¢l HIV pozitif),

v' 2001 yihndan sonra ise 25 olgu (yedisi HIV pozitif) bildirilmistir.

Son yillarda Cryptococcus spp. ile olusan enfeksiyonlarda gorilen belirgin artis,
bu maya mantarinin ¢evresel odaklarda arastiriimasini zorunlu kilmistir [44].

Eucalyptus camaldulensis (Dehn.), C.neoformans’in kolonizasyonunun ilk
tanimlandigi ve en vyaygin taramalarin vyapildigi adac¢ turiddar ve dogal
kaynaklarindan biridir. Bu nedenle daha 6nceden kolonizasyonunun tanimlandigi,
Gokova'nin Akyaka bolgesi calisma alani olarak secilmistir. Dinya’da yapilanlara
benzer sekilde lGlkemizde de C.neoformans’in cevresel kolonizasyonunu arastiran
taramalar yaklasik 45 vyildir sutrdUrdlmektedir [42,89]. Bu arastirmada da
E.camaldulensis’den alinan érneklerde C.neoformans’in varlidinin kalttr yéntemi ile
taranmasi gergeklestirilmistir.

Bu calisma, Gokova Kérfezindeki E.camaldulensis adaglarinda C.neoformans’in
bazidyosporlanma o6zelliklerini ve izole edilen C.neoformans suglarinin tulkemizde,
dogal ortamda mating (¢aprazlanma) yapip yapmadigini yani eseyli formda bulunup

bulunmadigini belirlemek amaciyla yapilmis.



2. GENEL BILGILER

Bilindigi gibi mantarlar, 1969'da Whittaker tarafindan yeniden aciklanip
birgoklarinca benimsendikten sonra, dogadaki canlilari 5 evrene ayiran yeni
sistemde; bitkiler, hayvanlar, protistler ve monerlerden ayri bir evren olarak kabul
edilmektedir. Bu evreni olusturan canlilar; bazidiyokarp'larinin bigiminden dolayi
sapkall mantarlar denilen ve c¢iplak goézle goérulen belirli yapidaki mantar tirlerinden;
iri bir amip gibi gdériinen cok cekirdekli yapigskan kuiflere; tek hlcreli ve ancak
mikroskopta gortlebilenlere kadar gesitlidir [1,91].

Mantarlari inceleyen bir bilim dali olan mikoloji s6zcligu Yunanca sapkali mantar
anlamina gelen "mykes" kelimesinden kaynaklanmaktadir [1,91]. G. Bauhin (1560-
1624) mantarlar Uzerine arastirmalar yapmis ve "Pinax Theatri Botanici" adli
eserinde 100 kadar mantarin 6zelliklerini bildirmigtir. 17. ylzyilda mikroskobun
bulunmasiyla mantar sistematigi calismalari baslamis, Tournefort gesitli mantarlar
ve likenler izerinde incelemeler yaparak bunlari, morfoloji ve diger karakterlerine
dayanarak, 6 gruba (1-Fungus, 2-Boletus, 3-Agaricus, 4-Lycoperdon, 5-Coralloides,
6-Tubira) ayirmis ve "Element de Botanique" adli eserinde yayimlamistir [6].
1688'de Redi etin kokusmasi ile ilgilenmis, sineklerin bulastirmasini 6nlemeye
calismig; Spallanzani deneylerinde, Uzerinde mantar sporlari bulunmayan organik
malzeme Uzerinde kuflerin  goérilmedigini goéstermis, hava kaynakli mantar
sporlarindan s6z etmistir. Mikolojinin kurucusu sayilan italyan botanist P. A. Micheli
1729'da Nova Plantarum Genera'da mantarla ilgili aragtirmalarini yayimlamigtir [2].
H. Peroson (1761-1836), mantarlara iligskin incelemelerini, taksonomik bir yapit olan
"Synopsis Methodica Fungorum" (1801)'da toplamis, ayrica Mycologia Europea 3
cilt halinde yayimlamistir. Bu konuda ayrica "Mycologia Europea” (1822; 1828) adli
calismalari da yayimlamis; mantarlari 2 sinif, 6 takim ve 71 cinse ayirarak
siniflandirmigtir [6].

E. Fries (1794-1878), buglinkl mantar sistematiginin esasini kurmus, "Systema
Mycologicum" adli eseri hazirlamistir. Ancak diger bilimlerde oldugu gibi esasli
bilgiler 19. yuzyilda toplanmaya baglamigtir. 1835'de avukat A. Bassi hasta ipek
bdcekleriyle ¢alisarak muskardin hastaliginin etkeninine Beauvaria bassieni adini

vermigtir [6].



1837'de Remak ilk defa insanlardaki bir mantar hastaligi ile ilgili bir agiklamada
bulunmustur. Sabouraud, Pasteur'in saf kultirler elde edebilmek icin buldugu
metodlardan ¢ok 6nce, mantar kulturlerinin yapildigini yazmistir [2,83,92]. Saccardo,
mantarlar tzerinde 1880 yilina kadar yilina kadar yapiimis inceleme ve arastirmalari
25 cilt halinde "Sylloge Fungorum" adli eserde toplamis; bu eserde 80.000 mantar
turd bildirmigtir [6].

Bu gelismeler Uzerine Almanya ve Fransa'da klinikgiler mantarlarin insan
hastaliklarina da sebep olup olmadigini belirlemeye calismislardir. R. Remak, J. L.
Schonlein, bir Macar hekimi olan D. Gruby (1841-1844 yillari arasinda) birbirlerinden
bagimsiz olarak favusu incelemis ve bu hastaliga bugin Trichophyton schoenleinii
adi verilen mantarin sebep oldugunu bulmuslardir. Gruby favus'un mantarini tam
olarak izole etmis ve sadlam bir insana bulastirmak suretiyle bir enfeksiyona yol
acan mikrobun o enfeksiyonun etkeni olarak kabul edilebilmesi icin ileri sirilen
sartlari cok 6nceden uygulamistir. Bu alandaki birgok basarili calismalarindan dolayi
tip mikolojisinin baslangici daima Gruby ile baslatiimistir [101].

Mikolojinin  buginki duruma gelinceye kadar gecirdigi donemler icinde
Sabouraud, énemli bir ddnim noktasi olmustur. Mikolojinin tarihi gelisimini; 1835'de
Bassi ile baslayan ilk calismalar donemi, Sabouraud'nun 50 yillik ¢alismalarini
kapsayan ve kendi ismiyle vurgulanacak olan Sabouraud dénemi ve son ddénem
olarak U¢ devrede gbzden gecgirmek uygun goérdlmustar [93].

Mikolojinin talihi belki de son 50 yilda ve 6zellikle de Emmons'un ¢aligmalariyla
degismeye baslamistir. Emmons'dan énce 6zellikle dermatofitlerin tasnifi, klinik
bulgular ve besiyerindeki Ureme sekilleri dikkate alinarak yapiimisti; fakat bir mantar
turd farkl klinik tablolara sebep oldugu gibi ayni klinik tablo, ayri tirler olarak kabul
edilen mantarlar tarafindan da gelisebilmekte, ayrica bir tur farkl sekillerde de
Ureyebilmekte ve kolonilere goére yanlis tanimlar yapilabilmekteydi. Batin bu
eksikliklere ragmen R. Sabouraud'nun "Les Teignes" adli eseri en buyuk basvuru
kitabi idi. Bilindigi gibi, Emmons C.neoformans'i da topraktan izole etmis olan
arastiricidir [90].

Modern biyolojinin kurucusu sayilan ve 1938'de uluslararasi Mycopathologia
dergisini cikaran R. Ciferri ve fermentasyon hakkindaki klasik c¢alismalariyla
fermentleyici mikroorganizmalarin kimyaca degisiklikler olusturduklarini gosteren
Pasteur; |. Dinya Savasl sirasinda patojen mayalari arasgtiran ve (¢ 6nemli Candida
turd olan C.guilliermondii, C.krusei, C.tropikalis'i ayirarak tarif eden Castellani; daha
sonra yine Alman maya taksonomistleri Lodder ve Kreger van Rij mikolojiye blyuk,

temel hizmetler vermigtir [48].



Maya taksonomisi ile ilgili olarak J.Lodder'in hazirlamis oldugu monograf,
Kreger-van Rij ve Barnett tarafindan yapilan bir kisim degisiklik ve eklemelerle halen
temel kaynak durumundadir. Kiflerde oldugu gibi mayalarin da taniminda morfoloji,
vejetatif ve eseyli uUreme Ozelliklerinin incelenmesi oncelik tagimakta, bunlar
fermentleme Ozellikleri ile birlestirilerek Ust taksonlara ulagiimakta; diger biyokimya
dzelliklerinin aranmasi ile de alt taksonlara gidilmektedir. Ureme &zellikleri ve
morfolojilerine dayanarak mikromantarlar, maya ve kif olmak Uzere iki grupta
incelenmektedir. Onceleri morfoloji, mayalardan c¢ok kifler icin dnemli kabul
edilmekteyken bugiin bagisikhigi baskilanmis hastalardan ayrilan maya cinsleri
genis bir yelpazeye yayillma egilimi gosterdiginden bunlarin tanimlanmasinda da
temel basamak sayilmaktadir [48].

Maya ve kifler ile ilgili kisaca bilgi verilecek olursa; kif seklindeki mantarlarin
esas yapi birimi hif olarak adlandirilan ¢cok htcreli filamentéz kolonilerdir. Hiflerin bir
araya gelerek olusturduklan topluluga misel adi verilmektedir. Bazi kuflerde hifler
enine olarak bolinmistir. Bu bélmeler septum adini alir. Septumlara sahip olan
kifler septumlu (bdlmeli), olmayanlar ise septumsuz (bdlmesiz) hifli olarak
adlandirilir. Bélmesiz hiflerin ¢apt 10-15 um olup, 2-5 ym c¢apl bélmeli hiflerden
daha genigtir. Miseller; beslenme iglevi gbren vejetatif micelyum ve ¢ogunlukla
ureme elemanlarini (eseyli spor, eseysiz konidya) tagiyan havasal (aeryal) ya da
Ureme (reproduktif) micelyumu olmak Uzere iki c¢esittir. Raket, nodiler, taraksi,
spiral, favus samdani ve kdksii (rizoid) yapidaki hifler mantar tirlerine gére degisiklik
gOsterip, mikroskopik incelemede taniya yardimci olurlar

Maya seklindeki mantarlar tek htcreli olup, yuvarlak veya oval (2-8 X 3-15 um),
bazen de silindirik sekilde olabilir ve Gram pozitif 6zellik gbsterirler. Mayalar basitgce
tomurcuklanarak dreyen mikroorganizmalardir. Tomurcuklanma sonucu olusan
yavru hicre (blastokonidya) ana hlicre buyukligine eristiginde kopar ve ana
hicrenin aynisi olan yeni bir hlicre meydana gelir. Bazen kopma olayi tam anlami ile
gerceklesmeyebilir ve olusan yeni hicreler birbirlerine yapisik kalarak zincir

go6rintisu verirler; bu yapi yalanci hif ya da yalanci migelyum olarak adlandirilir.



2.1 Cryptococcus’un Tarihgesi ve Taksonomisi

1884 yilinda Buscke ve Busse 31 yasindaki kadin hastanin tibia érnegini piring
besiyerine ekerek S.hominis olarak adlandirdiklari susu izole etmislerdir. San Felice
1895 yilinda seftali suyunda gérdiga olusumlari, deney hayvanlarina siringa etmis.
Bu olusumlarin granilomatdz lezyonlar olusturan kapsuilli maya hicreleri oldugunu
tespit etmis ve onlara Saccharomyces neoformans adini vermistir. 1896 yilinda
Curtis bir hastanin kalgasina ait doku 6rneginde gérdigu hicreleri Buscke ve
Busse’nin bildirdigi olguya benzetmis ve Saccharomyces subcutaneus tumefaciens
olarak adlandirmistir. P.Vuille 1901 yilinda Busse ve Curtis'e ait susu
Saccharomyces cinsine 6zgl olan askospor icermemesi nedeni ile C.hominis olarak
adlandirmis; San Felice’nin izole ettigi sus icin de C.neoformans adini kullanmistir.
1951 yilinda Emmons, Amerika Birlesik Devletleri'nde ilk kez bu firsatci mantari
topraktan izole etmistir. San Felice'nin c¢esitli meyva sularindan ayirarak
S.neoformans adini verdigi kapsulli maya ile O.Busse'nin (1894) insanda ve
sigirlarda dokudan ayirarak S.lithogenes adini verdigi mantarin ayni oldugunu
kesfederek C.neoformans olarak belirleyen (1952) Kreger-van Rij'dir
[2,11,37,43,50,88].

Cryptococcus cinsinde 34 tur bulunmakta ve bunlar; kolonilerinin rengine,
psodohiflerinin  bulunup bulunmamasina, iki morfoloji ve 21 fizyoloji deneyine
dayanarak birbirinden ayrilabilmektedir [9,12]. Cryptococcus tlrleri iginde insanda ve
hayvanlarda enfeksiyona yol acabilen ve patojen olarak kabul edilen tek tur
C.neoformans’dir [12-16]. C.laurentii ve C.albidus’a bagl infeksiyonlar bildiriimis ise
de bunlarin anlami sdpheli kalmistir [1].

C.neoformans’in sistematikteki yeri;
Alem:  Fungi
Bélim: Basidiomycota
Sinif; Basidiomycetes
Alt sinif: Tremellomycetidae
Takim: Filobasidiales
Familya: Filobasidiaceae
Cins: Cryptococcus
Tar: C.neoformans (San Felice) Vuill. 1901

Sinonim: Filobasidiella neoformans-F.bacillispora Kwon-Chung 1975 (Eseyli Form)
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C.neoformans’in son genetik calismalara gore, grubii (serotip A), neoformans
(serotip D) ve gattii (serotip B ve serotip C) olmak Uzere 3 varyetesi mevcuttur.
Eseyli ireme evresinde bazidiyosporlari ile gogalmaktadir. AD ve son zamanlarda

BD serotip hibridleri de tanimlanmigtir [30].

2.2 C.neoformans’in Dagilimi, Yayilimi ve Tanimlanmasi

2.2.1 Dagilimi

C.neoformans serotipleri tim dinyada dizensiz dagilim géstermektedir. Serotip
A’nin Kuzey Amerika’da ¢ok nadiren géruldagu, buna karsin Japonya, Brezilya,
Guneydogu Asya Uulkeleri ve Avrupa’da siklikla saptandi§i, B ve C serotiplerine ise
tropik ve subtropik iklim bolgelerinde rastlandigi, serotip B’nin, C'den daha c¢ok
goéruldagu bildirilmigtir. Molekller c¢alismalar sonucunda yeni bir varyasyon olarak
C.neoformans var. grubii (serotip A) tanimlanmistir. C.neoformans var.
neoformans’in eseyli sekli F.neoformans; C.neoformans var. gattii'nin eseyli sekli ise
F.bacillispora adini almaktadir [65].

C.neoformans var. neoformans tim dinyada yaygin olup, ozellikle kurumus
guvercin digkisi ile kontamine nitrojenli toprakta bolca bulunur. Ayrica seyrek olarak
sebze, meyve ve sit Urlnlerinden de izole edildigi bildirilmistir. Son yapilan
calismalarda E.camaldulensis, C.neoformans var. neoformans’in dogdal kaynaklari
arasinda gosterilmektedir [25,26].

C.neoformans var. gattii’nin ise dogal kaynag1 E.camaldulensis’dir. Cok nadiren
badem gibi diger agaclardan ve aga¢ kovuklarindan izole edilmistir, koalalar
(6zellikle) ve yarasalarin asemptomatik tasiyici oldugu goésterilmis, ayrica kegilerin
akciger infeksiyonlarindan etken olarak soyutlanabildigi belirtilmigtir [65].

E.camaldulensis mayanin kolonizasyonunun ilk tanimlandigi ve en yaygin
taramalarin yapildigi agag¢ turtdur. Bu ortamlarda yiksek sayida bulunan sporlar,

havaya karismakta, hayvan ve insanlarda kriptokokkoza neden olmaktadir [56].



2.2.1.1 Eucalyptus’un Sistematikteki Yeri ve C.neoformans lle iligkisi

Bolum: Spermatopyta

Alt Bélum: Angiospermae (kapali tohumlular)
Sinif: Dicotyledoneae (¢ift cenekliler)

Alt Sinif: Choripetalae (periyant yapraklari ayri)
Grup: Dialypetaleae

Takim: Myrtales

Familya: Myrtaceae

Cins: Eucalyptus

Tir: Eucalyptus camaldulensis Dehnh.

Okaliptus cinsinde yaklasik olarak 700 tir bulunmaktadir [21,33,44]. Herdem
yesil agag, bazen de adaccgik seklinde bulunmaktadir. Okaliptislerin dogal yayilis
alani Avustralya’dir. Bundan dolayi Avustralya agaclari olarak da bilinmektedir.
Okaliptis agacglar, sitma hastaliginin yaygin oldugu bdlgelerde batakliklarin
kurutulmasi amaciyla kullanildigi icin halk arasinda bu agaca “sitma agaci” adi da
verilmektedir [32]. E.camaldulensis tird hizli buyidyen ve 50 m. boya ulasabilen bir
turddr. Dogal yayilis alanlarinda 20-700 m yukseltilerde ve genellikle duzlik ve
dusuk egimli arazilerde bulunur [15].

Okaliptusler, ait olduklari Myrtales takiminin diger familya drneklerinden, degisik
dokularinda lisigen eteri yag bezelerinin bulunmasi ile ayrilir [4,78]. Okaliptis
agacinin yapraklarindan elde edilen ve ugucu bir madde olan “okaliptol” adi verilen
yagin, 1800’10 yillarda ¢ok gesitli amaglar icin kullanildigi, okaliptoliin ila¢ kodeksine
girdigi ve ginimuzde de kullanildidi belirtiimektedir [32].

Okaliptuslerin yaprak sekilleri, vejetatif tomurcuklar, ¢icek tomurcuklarinin ¢
asamada gelismesi, tomurcuklarindaki operkulum ve odunsu meyveleri (kapsul) en
onemli 6zelliklerindendir [44,54].

Yapilmis arastirmalar incelendiginde, turin dogal yayilis alanlarinda ihktan
sicaga, yari nemliden yari kuruluga kadar genig bir araliga sahip iklim kosullarinda
yetistigi bilgisine variimigtir. Bilgiler dogrultusunda, yayilis alanlarinda en sicak aya
ait ortalama yuksek sicaklik 27-40 °C, en soguk aya ait ortalama dusuk sicaklik 3-
15°C oldugu belirtiimektedir [15].



E.camaldulensis’in yayilisini  sinirlayan en o6nemli faktér dusiuk sicakhk
faktoérudur. Dogal yayilis alanlarindaki topraklarin tipik kumlu altivyal toprak oldugu
belirtiimistir. Glney Avustralya'daki Eyre Yarimadasi'nda bulunan bir orijini harig,
kalker ana kayasina uyum saglayamadigi bilgisine variimigtir [15].

Okaliptusin dlkemizdeki yayiligsina bakacak olursak; ilk defa 1885 yilinda
E.camaldulensis turl ile dlkemize girmigtir. Adana-Mersin demiryolunu yapan
Fransiz sirketi tarafindan demiryolunun etrafina sis bitkisi olarak dikiimek amaciyla
getirilmistir. Dogu Akdeniz Bolgesi basta olmak lGzere Akdeniz ve Ege Bdlgesinde

denize yakin yerlerde yetismektedir (Sekil 2.1) [67].
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Sekil 2.1 : Ulkemizde Okaliptis’iin Yayilis Alanlari
Ulkemizde bu tir ayni zamanda kiyi seridindeki kumul alanlarin tespitinde
kullaniimaktadir [34].

2.2.2 Yayilimi

C.neoformans doga kaynakh bir mantardir. Enfeksiydz mantar yapilarinin
kolonize oldugu c¢evresel ortamdan insana solunum yolu ile bulasmaktadir.
C.neoformans var. neoformans noérotropik 6zellikli oldugu igin en sik gdézlemlenen
klinik sekil meningoensefalitdir (menenjit); bunun yanisira deri, akciger, prostat,

Uriner sistem, g6z, miyokard, kemik ve eklemlerde tutunabilmektedir
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2.2.2.1 Konagin Bagisiklik Durumu

C.neoformans insanin normal florasina ait bir Uye dedgildir, solunum yoluyla
vicuda girer. Kriptokokkozun patogenezi hentz tam acgiklanamamistir. Maya
hucreleri solunum epiteli tarafindan atilamazsa alveollere ulasir. Maya hucreleri
alveollere vardiginda ilk bagisiklik yanit, alveoler makrofajlardandir; hastalik gelisip
gelismeyecegi bu asamada belli olmaktadir [20,46,57]. Akcigerde bir sire
tutunduktan sonra kan yoluyla dokulara ve beyine kadar yayllmaktadir. Konagin T
hucrelerine bagimli bagisiklik yaniti yetersizse ve tedavi edilmezse yagsami tehdit
edebilen meningoensefalitlere (menenjit) sebep olur (Sekil 2.2). C.neoformans
bagisiklik sistemi zayif olanlarda daha etkilidir [51,57,68].
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Sekil 2.2: C.neoforman’in insana Ulagimi [69].

Hayvan deneyleri ve hastalardan edinilen deneyimler; bagisiklik sisteminin
koruyucu bilesiklerinin baglica aktive edilmis alveoler makrofajlar, dogal olduricu
(NK) hucreler ile hem CD4+ hem de CDS+ lenfositlerden olusan hucre araciligiyla
oldugunu gostermektedir. In-vitro deneylerde de alveoler makrofajlardan baska,
insan notrofil ve monositlerinin, mikroglial hicrelerinin, NK hicrelerinin ve T
lenfositlerinin de hicre igi ve hicre disi mekanizmalarla kriptokoklari éldurebildigi
veya Uremesini Onleyebildigi gdézlemlenmistir. Konagin hicresel bagisiklik yaniti iyi
isliyorsa makrofajlar aktive olur ve mikroorganizmayi cevreleyip oldurir, sonug
olarak hastalik gelisemez. Huicresel bagisiklik yaniti bozukluguna bagli olarak

makrofaj aktivasyonu olmazsa enfeksiyon ortaya cikabilir [20,46,57].
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2.2.2.2 C. neoformans’in viriilens faktorleri:

Caprazlasma ( Mating) Tipi

Mantarlar eseysiz ve eseyli olmak Uzere iki farkli sekilde Uremektedirler. Eseysiz
sekil maya hdcrelerinden olusur ve tomurcuklanarak veya nadiren bdlinerek
Uremektedirler. Bu haploid bir hicreli maya sekli C.neoformans’in dogadan ve insan
enfeksiyonlarindan elde edilen geklidir [54].

Bir hicrenin haploid evreden diploid evreye ve mayoz boélinmeye ge¢mesi igin
gerekli tum 0©zgll etkinlikleri icermektedir. Bu etkinlikler MAT (Mating Type)
lokusunda yer alan genetik bilgi ile belirlenir. Kodlanan dizenleyici proteinler,

[T l] [TPpi]

haploid, “a” ya da “a” ¢aprazlasma tipindeki 6zgul genlerin ifade edilmesini denetler.
Bu gen Urlnlerinin kaybi durumunda, ¢ogalamayan, steril (kisir) mutantlar olusur
[54].

Kwon Chung, C.neoformans’in a ve a olarak ayrilan iki caprazlama tipi
oldugunu; bu iki tipin belirli fakir besiyerlerinde caprazlanmasiyla teleomorf bir
bazidiyomisetin  gelistigini bulmus; bu tam sekil Filobasidiella cinsinde
siniflandirilimistir. a ve a caprazlama tipleri arasindaki konjugasyon sonucunda
kanca baglantilar yapabilen dikaryotik hiflerden olusan teleomorf sekil gelisir; bazi
hifler bazidiyum denen 6zellismis yapilar gelistirmektedir [54].

Serotip A ve D kdkenleri gaprazlandiginda gelisen teleomorf sekil F.neoformans
var. neoformans ve B ve C kokenleri c¢aprazlandiginda F.neoformans var.
bacillispora olarak adlandiriimaktadir. Dogadan ve hastalardan ayrilan kokenler
icinde a gaprazlama tipinin a’dan fazla oldugu gérilmektedir [20,35,51,97].

Yapilan ¢alismalara gore a ve a hicreleri dikaryotik filamentler olusturmak tzere
flizyon yapmakta; genislemis bazidyumlar (taban) meydana gelmekte, gecici bir a/a
diploidi olusturmak Uzere g¢ekirdekler arasi fizyon ve bunu takiben mayoz boélinme
olmaktadir. Sonug olarak, zincirler olusturan a ve a haploid yavrular yani enfektif
sporlar Uretilmektedir [56, 60].

Caprazlasma konjugasyon tlpunin olusumu ile baslar, hiicreler flizyona gider ve
dikaryotik filamentler olusur. Caprazlasan filamentlerdeki ¢ekirdekler arasi flizyonu
(karyogami) takiben terminal bazidyumlar olusur. Bunu mayoz ve sporlanma izler ve

uzun zincirler olusturan bazidyosporlar meydana gelir (Sekil 2.3) [54].

12



B i
= Fiizyon

\l_ = H\\ Haploid spor tiretimi
Dikaryon o Feromon/N (Yalnizca MAT @ suslarr)
w Bazidiyum K0h|u?asyon tipil =, yokugu
-‘f olusumu oluzumu Y p
‘l oy = T
Katyogami‘ \ MAT o / Germinasyon \'\,
(o) C-“O ) Tomurcuklanma i?%rb-'-rﬂ
& Mayoz MATa “ ‘»’3 *— Monokaryon | )
| \('_ ) s Sporulasyon \ Sporiilasyon %
< - - O @ |:' ‘
\/ J +Mlt02 {
Caprazlasma i Bazidiyum
olugumu

Sekil 2.3: C.neoformans’in Yagsam Dongusu [54].

Bu mikroorganizmanin hem serotipleri hem de caprazlasma tipleri virllans ile
ilgilidir. Dinya genelinde en sik saptanan serotip A, serotip D’den daha patojendir;
Aa suglari da Da suglarina gére daha virtlandir. A serotipinin a ve a izolatlari
arasinda virllans farki saptanmamistir, ancak birlikte enfeksiyon sirasinda o
hicreler kan-beyin engelini asmada daha basarilidir. Bununla ilgili olarak 6éne
surllen goéruglerden birisi; makrofajlar igine alinan sporlarda MAT genlerinin
indiklenmesini takiben uretilen feromonlarin, a hicrelerde virtlans ile ilgili olan
lakkaz ve Ureaz enzimlerinin fazlaca Uretilmesine yol agtigi ve bdylece hicrelerin
santral sinir sisteminde daha fazla yayildigi seklindedir. ikinci hipotez, a hiicre
feromonlarinin a tipi hiicrelerde boyut¢a bliyumeye yol agmasi ve bdylece kanbeyin

engelini asamaz hale gelmelerine neden olmasidir [61].
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2.2.3 Tanimlanmasi

Bu cinsin turleri hlicre duvarinda ksiloz icerir, sekerleri fermente etmez; inozitolu
asimile eder, Ureaz olusturur ve % 0.1 siklohekzimide direnclidir [11,50].
C.neoformans; 48-72 saatte 25-37°C’de yumusak kivaml, parlak, mat, s seklinde,
¢ogunlukla mukoid, sabouraud besiyerinde krem, sarimsi, pembe renkli koloniler
olusturmaktadir. Spesifik besiyeri olan Staib (kafeik asit, kus tohumu) agar
besiyerinde kahverengi, siyah koloniler yapmaktadir. 37°C’de Ureyebilmesi ve Staib
agar besiyerinde fenol oksidaz enzimi sayesinde melanin olusturarak kahverengi
siyah koloniler meydana getirmesi, C.neoformans’ diger tirlerden ayiran ozelliktir.
Sert hicre duvarina sahip olup, tek veya ¢oklu tomurcuklu hicreler gériiniimdedir.

Kapstul kalinligi ( 3.5-7.5 ym) susa 6zgl olmakla birlikte ¢evre kosullari ile de
yakindan iligkilidir. %1 pepton ilavesi kapsil olusumunu hizlandirir. Kapsul varligi en
iyi olarak c¢ini murekkebi ile boyali preparasyonda saptanmaktadir. Rhodotorula
cinsinden, inozitoll asimile etmesi; C.glabrata’dan, inozitoli asimile etmesi ve Ureaz

olusturmasi ile farklanir
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3. MATARYEL VE YONTEM

3.1 Arastirma Bolgesinin Tanimi:

Ege Bodlgesi, insan patojeni mantarlarin varhgi ve vyayilimi yodninden
degerlendirildiginde, iklim cesitliligi 6zellikleri nedeni ile ¢gok sayida insan fungal
patojenine odak durumundadir. Bugln i¢in saptanabilen, dodada varhgi
gOsterilebilen etkenlerin yaninda, farkli iklim ve c¢evre Ozellikleri nedeni ile
arastirmalara ¢ok acik bir bolgedir. C.neoformans’in Gdkova-Akyaka bdlgesinde ilk
izolasyonu E.camaldulensis dokuntilerinden 2004’de rapor edilmistir. Ayni
bdlgede izolasyonlar zaman iginde yapilabilmistir [28,29].

Arastirma 2010-2011 yillari arasinda, daha ©nceki benzer calismalarla
C.neoformans izolasyonunun yapildigi Gokova korfezinde, Akyaka-Akgapinar yolu
uzerinde, 37" 03’ 14 Kuzey, 28" 21’ 33 Dogu ile 37" 01’ 37 Kuzey, 28" 21’ 32 Dogu
koordinatlari arasinda okaliptis agaclarinin yogun bulundugu bélgede (Sekil 3.1)
yapilmistir.

Sekil 3.1: Aragtirma Bolgesi
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3.1.1 Tarihgesi

Akyaka ve Gokova bolgesinde bilinen tarih M.O. 2600 vyillarina kadar
dayanmaktadir. Akyaka’nin su anki bulundugu yérede Karia Uygarligrna ait idima
adinda bir kent kuruldugu sdylenilmektedir. Bélgede yapilacak gezilerde Karia,
Rodos ve Ada uygarliklari, Misir, Asdur, ion, Dor, Pers, Makedon, Suriye, Roma,
Bizans, Selcuklu ve Osmanli medeniyetlerinin izlerini gdrmek mumkuindir. Akyaka

beldesi 1988 yilinda Cevre Koruma Bolgesi’ne dahil edilmistir [Anonim].

3.1.2 iklimi

Akdeniz iklimi ve enlem etkisine bagli olarak yazlari artan sicaklik degerleri,
kiglari deniz etkisine ve yukseklige bagli olarak kiyilarda ilik, daglik kesimlerde
dusuktar. Kentte mutlak nem orani yuksektir. Kurak mevsim suresince aksamlari
nem yogunlasarak bitkilerin ve topragin Uzerinde gorilmektedir. Yaz mevsimi

suresince rizgarlar KD., kis mevsimi boyunca da GB. den eser [Anonim].

3.1.3 Bitki Ortiisii

Akdeniz bitki toplulugu turlerini icermektedir. iklim ve toprak kosullarina goére
sekillenen dogal bitki 6rtist ¢ok g¢esitli ve zengin bir flora olusturur. Kis aylarinda
asiri dusuk sicaklik ve kuraklik olmamasi bitkilerin gelisimi icin elveriglidir. Yaz
kurakligi ¢cok belirgin oldugundan kurakgil (kserofit) formasyonlar gelismistir. Bunlara
‘maki formasyonu” denir. YlUksek daglik alanlarda ise igne yaprakhh ormanlar

bulunmaktadir [Anonim].

3.2 Mataryel

3.2.1 Proje materyallerinin toplanmasi

Dogal kaynak olan okaliptis agaglarindan érnek alma amaci ile ¢alisma alani
olarak secilen Mugla’nin Akyaka beldesine gidilmistir. Bu okaliptliis agaglarinin
derin kovuklu olanlarinin tamami caligmaya dahil edilmistir. Ornek alimlari ve rutin
takipleri  10.09.2010-26.09.2011  tarihleri arasinda iki ay araliklarla
gergeklestiriimigtir. Calisma alanindaki agaglar numaraldiriimigtir ve her bir agacin
GPS kayitlari (Tablo 3.1) alinmigtir.
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Tablo 3.1: Calismaya Alinan Okaliptis Adaglarinin Numaralari ve GPS Kayitlari

ORNEK NO GPS KAYDI
1 33620898 D 4101718 K
2 33620887 D 4101685 K
3 33620887 D 4101686 K
4 33620888 D 4101649 K
3 33620896 D 4101587 K
b 33620896 D 4101589 K
7 33620892 D 4101545 K
B 33620891 D 4101493 K
E 33620899 D 4101252 K
10 33620894 D 4101254 K
11 33620899 D 4101163 K
12 33620903 D 4101163 K
13 33620002 D 4101067 K
14 33620900 D 4101021 K
Al 33620001 D 4100942 K
Al 33620900 D 4100846 K
A3 33620901 D 4100829 K
Ad 33620895 D 4100811 K
A5 33620897 D 4100688 K
AB 33620900 D 4100636 K
A7 33620903 D 4100605 K
AR 33620004 D 4100565 K
A3 33620900 D 4100456 K
All 33620904 D 4100400 K
All 33620904 D 4100350 K
Al2 33620898 D 4100220 K
Al3 33620007 D 4100004 K
Al4 33620908 D 4099801 K
Al 33620008 D 4099727 K
Alg 35620908 D 4099718 K
Al7 33620909 D 4099308 K
AlS 33620007 D 4099987 K

Numaralandirma iglemi ve GPS kaydinin yapiimasi takibinde; bu agaclardan
Randhawa ve arkadaslari tarafindan dnerilen ektvyon teknigi ile 6érnekler alinmigtir
[7]. Bu teknige goére; deney tuplerinde, 50-60 cm uzunlugunda bambu ¢ubuklari ile
hazirlanmig steril ekiivyonlar serum fizyolojik ile islatiimigtir. Ekuvyon ile agagctaki
kovugun cesitli bolgelerinden S$ekil 3.2'de goéruldagu gibi 6rnekler alinmistir.
EklUvyonun pamuklu kismi 2 ml steril %0.9 NaCl icine batirilmig olarak ayni gin

icinde oda i1sisinda laboratuvara ulagtinimistir [70].
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Sekil 3.2: Okaliptiis Agaglarindan Ornek Alma islemleri

Laboratuar galismalarinda kullaniimak Gzere, 6rnek alinan agaclarin geng ve
yasli odun ddkuntuleri de ayri ayri numaralandiriimis ve plastik torbalara alinmistir.
Odun doéklntlleri 20-25 gram olacak sekilde ayarlanarak, arazi ¢alismalari sonucu
laboratuara getirilmistir. Tium odun déklntileri, yapraklar incelemeye dahil edilene
kadar itina ile gélgede kurutulmustur [16].
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3.2.2 Besiyerlerinin hazirlanmasi

C.neoformans’in varligini saptamak igin U¢ farkh besiyeri hazirlanmigtir.
Kriptokoklarin pigment tretme 6zelliklerinden faydalanmak igin daha ¢ok pigmentli
besiyerleri tercih edilmistir. Daha o6nce bilimsel olarak varliklarn test edilmis

besiyerleri kullanilmistir. 1000 cc’lik Ph 6 degerindeki besiyeri igerikleri asagida

verilmistir:

Staib Besiyeri PDA V8 Besiyeri

-50 gr kus yemi 300 gr patates

-% 1 KH,PO, 20 gr Dekstroz -200 ml V8 (sebze suyu)
-% 5 Glukoz 20 gr Agar -3 gr CaCOs

-%0.1 Bifenil - 20 gr/l Agar

-% 0.4 gr/l Kloramfenikol
-% 1 Kreatin
-16 gr/l Agar

Besiyeri icerikleri hassas terazide itinayla tartilarak izoterm balonlara
aktariimistir. Distile su yavas yavas eklenerek elde galkalanmistir. Bu sayede
karisim daha homojenize hale gelmektedir. igerikler otoklavklanmadan &nce
benmari teknidi ile kaynatilmigtir. Besiyerleri hazirlandiktan sonra 121°C’de 1 atm
basingta 15 dakika otoklavlanmigtir. Otaklavlanan besiyerleri 50°C’ye geldiginde
petrilere 2 mm kalinlikta olacak sekilde dagitiimistir (sekil 3.3) [52,79,80,82].

Sekil 3.3 : Besiyerlerinin Petrilere Dagitimasi islemi
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3.2.3 Orneklerin Besiyerlerine Ekimi

Calisma alanindan laboratuar ortamina getirilen 6rneklerin besiyerlerine ekimleri
gerceklestirilmigtir. EKim yontemi olarak ekuvyonla yayma teknigi kullaniimigtir (Sekil
3.4).

Sekil 3.4 : Orneklerin Besiyerlerine Ekim islemleri
Besiyerlerine  ekimleri  gerceklestirildikten sonra 30°C’de inklbasyona

birakilmistir. 2 gin ara ile strekli kontrolleri yapiimistir.

3.2.4 Yurt disindan ithal edilen saf C.neoformans (Aa) ATCC 208821 ve
C.neoformans (Aa) IUM 96-2828 suslarinin uygun laboratuar sartlarinda

canlandiriimasi

3.2.5 PDA Besiyerine Suslarin Aktarimi

Dondurulmus olarak génderilen saf suslar oda sicakliginda bir gun bekletilmistir.
Sivi forma dénusen suslar isleme alinmistir. Maya ve kif florasinin belirlenmesinde
kullanilan PDA (Potato Dextrose Agar, Merck 1.10130) besiyeri hazirlanmigtir.
30°C’de 48 saat inklibe edilmistir. Canladirma islemi igin steril edilmis pipet uglar
kullanilmigtir. 10yl C.neoformans (Aa) IUM 96-2828 susundan alinarak PDA
besiyerine aktariimigtir. Yine 10ul C.neoformans (Aa) ATCC 208821 susundan
alinarak PDA besiyerine Sekil 3.5'de goruldigu tzere aktarimi gergeklestirilmistir
[16].
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Sekil 3.5: PDA Besiyerine Aktarim
3.2.6 Sirasiyla Canladirma Ekim Asamalari

PDA iceren petrilerin Uzerine susglarin numaralari ve tarih not edilmistir.
Daha sonra ortaya cikabilecek karigkiligi énlemek amaci ile bu tir

detaylara surekli dikkat edilmigtir.

Sekil 3.6: Besiyerlerinin Numaralandirilmasi ve Tarihlendiriimesi
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- Ekim iglemi yuvarlak uclu 6ze ile gergeklestiriimistir. Yuvarlak uglu 6ze bir
besiyerinden diger besiyerine ayni zamanda bir ekim bdlgesinden diger ekim

bélgesine gegerken her seferinde bunzen bekinde streil edilmistir.

- Streil edilen yuvarlak uglu 6ze ile Sekil 3.6'da goérilen numaralandiriimis ve
tarihlendiriimis petrilere aktarilan saf suslar Sekil 3.7°de goérilen besiyerine

yayillmistir.

Sekil 3.7: Besiyerine Ekim
Ekim islemi sonrasinda 30°C‘de 48-72 saat inkiibeye birakiimistir. Ureme islemi
gerceklestikten sonra, canlandirmis oldugumuz C.neoformans (Aa) IUM 96-2828 ve
C.neoformans (Aa) ATCC 208821 susu stok gorevini Ustlenecektir.

3.2.7 Mating agsamasi

Suglari canlandirma islemi 48-72 saatte son bulduktan sonra Ureyen
C.neoformans suslari mating yapmasi igin isleme alnmistir. Standart olarak
tanimlanmis besiyerleri olan V8, Staib besiyerleri kullanilmigtir. Ayrica odun
dokuntilerinde matingi gbézlemlemek amaci ile odun dokuntulerinden besiyerleri
hazirlanmistir. Buradaki amag¢ C.neoformans (Aa) IUM 96-2828 ve C.neoformans
(Aa) ATCC 208821 suglari ulkemizde dogal yollarla mating yapip yapmadigini
aragtirmaktir [16].
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3.2.8 Odun Dékiintillerinden Besiyeri Hazirlanmasi

E.camaldulensis agaclarinin; kabuk, dal ve yaprak kisimlari gbélgede kurutulmus

ve degirmende dgutulmustir (Sekil 3.9). Toz halindeki kisimlar bdylece besiyeri icin

uygun hale getirilmigtir. Odun ddékintileri besiyeri hazirlanmasi igin kullanilmigtir

[14].

Besivyeri icerigi (300 cc'lik);

-10 gr Toz odun dokuntusu
-2 gr Agar
-100 ml Steril distile su

-0.1 gr Kloramfenikol

Belirtilen malzemeler hassas terazi
ile tartilmistir.  Yukarida bahsedilmis
olan besiyeri hazirlama proseduriine
gbre islemleri  gercgeklestiriimigtir.
Besiyerleri  petrilere  dagitilmigtir.
Besiyerleri  bir gun dinlenmeye
birakilmigtir (04.10.2011) [16].

Sekil 3.8: Toz Haline Getirilen Odun Déklntisu
Elde etmis oldugumuz C. neoformans (Aa) IUM 96-2828 ve C.neoformans (Aq)
ATCC 208821 stoklari 05.10.2011 tarihinde isleme alinmigtir. Mating islemi icin a

ve a suslar ilk olarak ayri ayri ele alinmigtir.

Mating icin;

-16*100 cm’lik steril tlpelere 2 ml steril distile su otomatik pipet yardimi ile

aktariimistir.

- Bunzen bekinde steril edilen yuvarlak uglu 6ze ile stogumuzdan érnek alinmistir.

Ornek dzenin ucuna az miktarda alinarak steril tiplerin igine dikkatlice daldiriimistir

(Sekil 3.19).
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Sekil 3.9 : Stoklardan Mating Yapmak Uzere Numune Alimi
- C.neoformans (Aa) ve C.neoformans (Aa) suslari icin ayri ayri ayni iglemler
yapilmigtir. Vortekste homojenize edilmigtir.
-1000 rpm’ de 15 dk santrifj edilmigtir.
- Supernatant kismi dokulip Gzerine 2 ml steril distile su ilave edilerek ayni islemler
iki defa olacak sekilde devam edilmistir.
- En son asamada iki defa santriflj edilen suslarimizin supernatant kisimlari tekrar
dokulmustir. 1°er ml olacak sekilde iki susa da steril distile su ilave edilmigtir.
- Tupler vortekslenmistir.
- Daha sonra iki

-sus tek tipte mating yapmak Uzere karistiriimistir.

Sekil 3.10: Mating igin Suglarin Karistirimasi

- Besiyerine ekimlerin yapilmasi i¢in suglarimiz hazir hale gelmistir (Sekil 3.11).
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Sekil 3.11: Suglarin Odun Dokuntall, V8 ve Staib Besiyerlerine Ekimleri (Matingi
g6zlemlemek igin)

- Ekim iglemlerinin akabinde besiyerlerinin kurumamasi igin petriler parafiim ile
sarildi. 25 °C‘de, nemli ortamda, 2-5 hafta sireyle inkiibasyona birakildi (Sekil 3.12)
[16].

Sekil 3.12: Besiyerlerinin inkiibasyonu
- inkiibasyon siiresinden sonra bazidiospor olusularini gdzlemlemek amaci ile
preparatlar hazirlanmistir. Preparat hazirlanmasi isleminde; Steril distile su lamin
Uzerine damlatiir. Mating yapmalari icin 2-5 hafta arasi beklettigimiz
besiyerlerimizden yuvarlak uglu 6zenin ucu ile kolonilerden alinmigtir. Sekil 3.13'de
goruldigu gibi lamin Gzerinde steril distile su damlatmis oldugumuz alanda, 6ze
ucuna almis oldugumuz o6rnek vyayillmistir. Uzerine lamel hava kabarcig

olusturmayacak sekilde kapatiimigtir.
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Sekil 3.13: Preparatlarin Hazirlanmasi
- Preparat hazirlama asamasi sona erdikten sonra, mikroskopta bazidiospor ve
telomorf olusumunu goézlemlemek Uzere tarama yapilmigtir (Sekil 3.14). Tarama

islemi 40x’lik objektite gergeklestiriimistir.

Sekil 3.14: Mikroskopta Tarama iglemi
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3.3 Okaliptiis Agacindan Ugucu Yag Eldesi

Mugla’nin Akyaka bolgesinden okaliptis agacina ait bitki materyalleri
toplanmistir. Bitkinin teshis islemi Pamukkale Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi,
Biyoloji Bolimii herbaryumunda gergeklestirimistir. Ornekler laboratuar ortamina
getirilene kadar, polietilen torbalarda ve kuru havada muhafaza edilmigtir.
Laboratuar ortamina getirilen bitki 6rnekleri karton tabakalar Uzerine yayilarak
g6lgede kurutulmustur. Ugucu yag ekstraksiyon islemine kadar bitki materyalleri oda

sicakliginda, 22 +3.5 °C, saklanmistir.

Ucucu yag ayirma , Avrupa kodeksine uygun olarak clevenger tipi su buhari
damitma (distilasyon) cihazi ile 3 saatte gergeklestirimistir. izole edilen yaglar susuz

sodyum stilfat Gzerinde kurutulduktan sonra +4°C'de muhafaza edilmistir.

Ucucu yaglarin verimi belirlenerek, ugucu yagin kompozisyonu kalitatif ve kantitatif
anlamda belirlenmistir. Ucucu yaglarin kimyasal analizleri, Sileyman Demirel
Universitesi Deneysel ve Gézlemsel Ogrenci Arastirma ve Uygulama Merkezi’ nde
bulunan QP 5050 GC-MS (Gaz kromatografisi- Kiitle spekrometrisi) ile yapiimistir
[12,22].

3.3.1 Ornek Hazirlama

Clevenger apareyi ile 6kaliptus bitkisinin ugucu yagi elde edildikten sonra; 20 pl
ugucu yagd hekzanla 1000 pl'ye tamamlanmistir. QP 5050 GC-MS sistemine

verilmistir.

3.3.2 GC ve GC- MS Analizleri

Kromatografik islem GC-MS sistemi kullanilarak yapilmistir. Tasiyici gaz olarak
Helyum kullanilmis; dedektor 70 eV ve sicakligi 250 °C, akis hizi (psi) 10, GC (Gaz
kromatografisi)’ nin sicakhgi 60 °C’ den 220 °C’ e dakikada 2 °C’ lik artisla
ulasmakta ve daha sonra 20 dk. 220°C’ de beklemektedir. Ugucu yaglardaki
bilesenlerin karakterizasyonu elektronik kutuphaneler (WILEY, NIST ve TUTOR)

kullanilarak yapilmigtir.

Analizler Sileyman Demirel Universitesi, Deneysel ve Goézlemsel Ogrenci
Arastirma ve Uygulama Merkezi’ nde bulunan QP 5050 GC-MS (Gaz
kromatografisi- Kitle spekrometrisi) ile yapilmistir [12,22].
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4. BULGULAR

Akyaka bélgesinden alinan érnekler laboratuarda isleme alinmasindan 15-20
gln sonra, kriptokoklarin Uredigi goézlemlenmistir. Bu zamana kadar yapmis
oldugumuz calismada okaliptis agaclarinin 32 6rnegi arasindan 11 tanesinde
(%36,6) Ureme godzlenmistir. Uremeleri elde ettigimiz besiyerleri: Staib, V8, PDAdIr.
Uremeyi gbzlemledigimiz agaglar: 1, 6, 14, Al, A2, A4, A5, A10, A12, A13, Al4 ile
kodlanmis agagclardir (Tablo 4.1).

Sekil 4.1: Staib Besiyerinde C.neoformans’in Varliginin Gosterilmesi
V8 ve Staib besiyerinde inkibasyon sonrasinda olusan C.neoformans kolonileri

Sekil 4.2’de gorulen mikroskop ile fotograflanmigtir.
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Sekil 4.2: Mikroskopta Fotograflama Asamasi

Sekil 4.3: V8 Besiyerindeki C.neoformans Kolonileri
Proje kapsaminda, arastirmanin sonucunda goérilmesi gereken en énemli safha
C.neoformans’in bazidyosporlanmasi asamasidir. Sekil 4.4’'de goérildigu Uzere
bazidyosporlanma asamasi, konjugasyon tiupu olusumu kontrol besiyerlerinde (V8)

gOzlenmistir.

29



Sekil 4.4: V8 Besiyerinde Hif ve Konjugasyon Tupu Olugsumu

Calismanin devaminda ise; Ulkemizde C.neoformans (Aa) ve C.neoformans
(Aa) formlarinin dogal sartlarda da bazidyospor olusturup olusturmadigi yani eseyli
formda olup olamayacag: tespit edilmeye calisiimistir. Bu amag dogrultusunda tespit
icin; E.camaldulensis agaclarinin  her birinden almis oldugumuz odun
dokuntllerinden yapilan besiyerleri kullaniimigtir. 2-5 haftalik sire zarfi iginde
degerlendiriimeye alinmistir.

E.camaldulensis mayanin kolonizasyonunun ilk tanimlandigi ve en yaygin
taramalarin yapildigi agag turadar . Bizim yapmis oldugumuz bu ¢alisma ile bir kez
daha dogrulugu gdsterilmistir. E.camaldulensis dokuntllerini igeren besiyerinin
%59,3’Unde konjugasyon tupl goézlenmistir. Yasam doéngulerindeki eseyli Gremenin
ilk safhasi olan konjugasyon tupund olugturabilmislerdir. Arazi galismasi akabinde
laboratuar ortamindaki ekimler sonucunda pozitif olarak degerlendiriimeyen
agaclardan alinan odun dokuntulerinde de yine C.neoformans’in Gremesinin oldugu

gosterilmistir. Tablo 4.1’de C.neoformans’in mating yaptigi agaclar verilmigtir.
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Tablo 4.1: C.neoformans'in E.camaldulensis'ten

Uremelerinin dagilimlari

izole edilen ve eseyli

Okaliptus Agaglarinin
Numaralari

Staib Besiyerinde
C.neoformans Varhgi
Gdsterilen

Okaliptus Odun Dokuntilu
Besiyerinde Mating
Yapanlar

+

+

+ |

+ [+

OONO|O|A|WIN(F-

+

+ |+ [+]

A5

+ |+

S S S R

A6

A7

A8

A9

A10

All

Al12

Al13

Al4

Al5

Al6

Al7

Al8

C.neoformans izolasyonu yapilabilen 11 E.camaldulensis agacina karsilik,

arastirmaya alinan érneklerden 19'un eseyli ireme goésterilmistir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2: C.neoformans kolonizasyonunun saptandigi ve eseyli Uremenin

gosterildigi E.camaldulensis odunlarini iceren besiyerlerinin karsilastiriimasi

E.camaldulensis’ten C.neoformans izolasyonu

+ - Toplam
Eseyli iireme i 1 ’ 18
’ - - 14 14
Toplam 11 21 32
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Sekil 4.5: E.camaldulensis odun dokuntllerinde konjugasyon tipunun gdsterilmesi
(pozitif olarak degerlendirilen agag)

Sekil 4.6: E.camaldulensis odun dékulntilerinde konjugasyon tipinin gdsteriimesi
(negatif olarak degerlendirilen agag)
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Sekil 4.7: E.camaldulensis odun dokuntllerinde konjugasyon tipunun gdsterilmesi
(negatif olarak degerlendirilen agag)

C.neoformans’in dogadan izole edilebildigi okaliptus agaclarinin (Tablo: 4.1)
timunde Laetiporus sulphureus (Bull.) Murrill, mantarinin bulundugu tespit edilmistir
(Sekil 4.8).

Sekil 4.8: Okaliptus Agaclarinin Gévdesinde Bulunan L.sulphureus Mantari.
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Okaliptiis Yaginin igerigi

Tablo 4.3: E.camaldulensis Yapraklarindan Elde Edilen Ugucu Yag Bilesenleri

No Bilesenler RT %
1 alpha pinene 6,4 4,41%
2 beta pinene 9 8,88%
3 sabinene 9,4 0,53%
4 beta myrcene 11 0,46%
5 alpha — phellandrene 11,3 2,88%
6 alpha terpinene 11,9 0,44%
7 limonene 12,9 1,57%
8 1,8- Cineole 13,3 18,94%
9 gamma terpinene 15,1 0,88%
10 0-cymene 16,4 15,85%
11 beta terpineol 33,9 1,73%
12 pinocarvone 34,8 0,52%
13 terpinene-4-ol 36,5 5,18%
14 myrtenal 38,6 0,85%
15 carveol 40,9 0,61%
16 cryptone 41,8 11,54%
17 piperitol 44,8 0,30%
18 phellandral 45,1 1,39%
19 cuminal 48 2,56%
20 p-cymen-8-ol 50,7 0,81%
21 p-cymen-7-ol 64 0,92%
22 spathulenol 65,4 11,02%
23 ledene oxide 66,2 0,20%
24 carvacrol 69 0,95%
25 isospathulenol 70,2 0,43%

Tarkiye’de bulunun (Akyaka bdlgesi disindaki) E.camaldulensis agaglari ve

Akyaka

bdlgesinde

bulunan E.camaldulensis

agaclarinin  yag

iceriklerine

bakildiginda; Cryptococcus’larin Akyaka bdélgesinde bulunabilmesi arasinda anlamli

bir veri tespit edilememistir.
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5. TARTISMA

Ulkemizde yapilan okaliptiis florasi iligkili C.neoformans var. grubii izolasyonu,
1175 agacin tarandigi sahalar icinde en dusik pH araligina sahip (6.4-7.0) olan
Gokova bolgesinden tek koken olarak izole edilebilmigtir [8]. Mayanin dis ortamda
canh kalabilmesi, ortamda fizyolojisi i¢in gerekli olan besinsel destedin odun
dokudan saglanmasina, ortamin nem ve sicaklik gibi mikroklimatik 6zelliklerine bagl
oldugu gorulmektedir [16,71]. Bu durum arastirmanin yarutildugu Akyaka bolgesinin
cevresel faktorleri degerlendirildiginde, ortamin C.neoformans’in kolonizasyonuna

uygun oldugunu gostermektedir.

Cevrede kolonize olan C.neoformans’in hastadan izole edilen koékenler kadar
kuvvetli olmasa da virulan kdken oldugu kabul edilmektedir [17]. C.neoformans’in
dogada eseyli ¢ogalabilmesi Diinya Uzerinde mayanin yayilabilmesine olanak
saglamakta, immunsiprese hastalar icin risk ortami olusturmaktadir [63].
Mantarlarda eseysiz ve eseyli ¢cogalma fazlari farkli c¢evresel kosullara gore
belirlenir; 6zellikle nitrojen yoklugunda eseyli godalmaya gidilir [64]. Calismamizda
E.camaldulensis odun dokuntileri ile yapilan besiyerlerinde yine bu tir agaglarin
kovuklarindan yapilan C.neoformans izolasyonunda; Botes ve arkadaglirinin yapmis
oldugu calismadakinden daha fazla sayida eseylenme gdzlenmistir [16]. Bu sonug,
ulkemisdeki E.camaldulensis aga¢ kovuklarinda mayanin mating (eseylenme)
yapabilme yetenegi oldugunu goéstermektedir. Bu durum kovuk ortamlarindan érnek

alma teknigindeki yetersizlik veya sorundan kaynaklanmis olabilir.

C.neoformans 0Ozellikle immuinsiprese hastalarda hayati tehdit eden
infeksiyonlar olusturmaktadir. Mayanin yasam déngusiU ile yapilan ¢ok sayida
arastirmanin énemli bir kisminida ¢evresel ortamlarda kolonizasyon igin risk faktéri
arastirmalari kapsamaktadir. Bilinen en 6énemli risk faktorleri guvercin digkisi ile
bulasmis ortamlar ve bitki kaynaklh yapilardir [17]. Ancak dudnyanin cesitli
ulkelerinden benzer sonuglar bildirilirken, farkli bolgelerden ¢ok sayida 6rnek ile
yapilan farkli calismalarda da risk faktori olarak kabul edilen ortamlarda

kolonizasyonun bulunmadigina dair veriler elde edilmigtir [36,47].
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Ulkemizdeki genis okaliptiis floralarinda yapilan taramalarda az sayida
C.neoformans izole edilebilmistir [25,38]. Ulkemizde az sayida flora kokenli
cevresel izolasyon yapilmasinin nedeni; topragin kimyasal Ozelligi ve yaygin
cevresel antifungal maddelerin  bulunabilecegi seklindeki hipotezler ile
aciklanamamistir [26,38]. Buna yol acan faktérin veya faktorlerin varliginin
saptanmasi, izole edilerek saflastiriimasi ¢evresel dekontaminasyonun saglanmasi
icin dnemlidir.

C.neoformans’in ¢evresel uygun ortamlarin varligina ragmen izole edilmesindeki
engellerin arastirimasinin, C.neoformans’in yasam dongustnin o6grenilmesine
yardimci olacagini disunudyoruz. Son yillarda yuritilen taramalar ile Polyalthia
longifolia, Mimusops elengi (ispanyol kirazi), Manilkara hexandra, Acacia nilotica
(Dikenli akasya), Aegle marmelos (Hint ayvasi), Azadirachta indica (Yalanci tespih
agaci), Cassia fistula (Yagmur sinamekisi) ve Mangifera indica (Mango) gibi strekli
kolonizasyonun bulundugu agaclarin yanisira Dalbergia sissoo (Tali), Ficus religiosa
(Bo agaci), Alstonia scholaris (Hint seytan agaci), Tamarindus indica (Demirhindi)
ve bazi okaliptus tUrlerindeki agaclarda sureklilik géstermeyen ve cevresel sartlara
gbre C.neoformans kolonizasyonun tanimlandigi agac tdrleri de bulunmaktadir.
Dunya uzerinde ¢ok yaygin olarak taranan, oranin kriptokokkozis igin risk grubu
olarak tanimlanmasini gdsteren E.camaldulensis igin ise kolonizasyonun gecici
olabildigi belirtiimektedir [72]. Agaglarin genetik yapilarinin farkhliklari ve buna bagli
kimyasal yapilarindaki degisiklikler, mayanin kolonizasyonunda rol

oynayabilmektedir [16].

Agac¢ kovuklarinin besinsel ve fizikokimyasal 6zelliklerinin, bu boélgeden izole
edilen C.neoformans kdkenlerinin  yasamlarina etkisi heniz acgikliga
kavusturulamamistir.  Ekolojik ve kimyasal birlikteliklerin C.neoformans’in yasam
dongusune etkisinin incelenmesi, mayanin dogada var olma mucadelesinin
degerlendiriimesi, C.neoformans’in insanda infeksiyon etkeni olarak meydana
getirdigi infeksiydz patogenezin aydinlatiimasina da yardimci olabilir. Bu nedenle
ulkemizde saptanabilen kolonizasyon odaklarinin uzun sureli ve/veya periyodik

takibinin yapilmasinin 6nemli oldugu kanisindayiz.
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