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GIiRiS

Mantar infeksiyonlarnin sikh giderek artmaktadir (22,52,60). Bunun en
onemli sebebi mantar infeksiyonuna yatkimn kigilerin sayisindaki belirgin artigtir. Bu
artigin sebepleri §0yle ozetlenebilir (22):

- Daha sik ve yogun uygulanan kemoterapi

= Giderek sayis1 ve gesitlilig artan transplantasyon uygulamalan

- Yogun bakim birimlerindeki belirgin geligmeler -

- Yeni ve daha sik uygulanan protezler

- Intravendz ilag bagimhFindaki arti

- Parenteral beslenme olanaklar ve uygulamadaki gelisgmeler

- Yogun olarak uygulanan yeni ve genig etki spektrumlu antibiyotikler
- Geligen ulagim a: ile birgok endemik mantar ile temas

- Edinilmis bagigiklik yetmezligi sendromu (AIDS)

Bilinen yaklagik 250 000 mantar tiirii arasindan insanda hastalik yapanlar 200
civanindadir. Fakat duyarh insan sayisindaki artig, daha birgok mantarin da
insanlarda hastaik yapabilecegini gostermektedir. Daha once, normal flora veya
kirlenme etkeni olarak degerlendirilen pekgok mantar, bugiin etken olarak
tanimlanmaktadirlar. Fusarium, Penicillum, Alternaria, Drechsilera, Saccharomyces
cerevisiae,... gibi 6rnekler verilebilir (9,60,83).

Mantar infeksiyonlarmin patogenezi yeterince tammlanamamustir. Konagm
direnci en belirleyici ozelliktir. Mantarin hastalandincilik giicii, miktan ve 6zellikleri
de onemlidir. 37° C'de iireyebilme, diisik oksidasyon-rediiksiyon potansiyellerine
uyum saglayabilme mantanin insanda derin dokulan tutan infeksiyon
olugturabilmesini saglayan temel ozelliklerdir. Tiim bu bilgiler sifinda, mantar
infeksiyonlan gergek mantar infeksiyonlan ve firsatgt (oportiinist)  mantar
infeksiyonlann olarak ayrilmaktadir.  Belirgin artig Ozellikle firsatgt mantar
infeksiyonlarinda olmaktadir (83).

Toprak, hayvanlar ve insanlar mantarlann baghca kaynagim olugtururlar.
Firsatg1 mantarlann  bityiikk ¢ogunlugu, toprakta bol miktarda bulunmaktadir:
Aspergillus spp, Pseudoallescheria boydii, Cryptococcus neoformans gibi (3,80,83).

Topragin mantarlar i¢in 6nemli bir kaynak oldugu konusunda oncii ¢aligmalar
Emmons'a aittir (29,30) . Bazi mantarlar igin topragin 6zellikleri belirleyici
olmaktadir. Coccidioides immitis ancak belli toprak yapisina sahip bolgelerde



saptanabilen endemik bir mantardir. Histoplasma capsulatum kus, tavuk ve yarasa
digkilan ile kirlenmig toprakta; Cryptococcus neoformans dzellikle giivercin digkilar
ile kirli alanlarda yoZun olarak bulunur (3,63,83).

Kriptokokkoz siklig1 ve 6nemi giderek artan firsatgt bir mantar infeksiyonudur
(47,52,60). AIDS hastalanindaki belirgin sikhign dikkat ¢ekicidir (16,17,22).
Cryptococcus neoformans'in toprakta bulundugunu da ilk kez Emmons gostermigtir
(29). Emmons ve diger aragtrmacilar, Cryptococcus neoformans'm ozellikle
glivercin bagta olmak {izere, kanath diskisi ile kirlenmig alanlarda yogun olarak
bulundugunu belirlemiglerdir ve diinyamn farkli yerlerinden alinan 6meklerde farkls
yogunluklarda Cryptococcus neoformans saptamiglardir (2,3,8,13,29-32,67,76,88).
Farkli yogunluklarda olusunun sebebi, topragin yapisy, igerdigi mikroorganizmalann
bilesimi ve cografya Ozellikleri ile agiklanmaktadir (3,30,76,80,83).

Kriptokokkoz tilkemizde de bulunmaktadir (5,36,43,68,82,92). Ik olgu 1953
yilinda Soysal, Unat ve Tahsinoglu tarafindan yayinlanmstir (68). Yurdumuzda da
dogal kaynaklanindan bu mantarin ayrilmasi yoniinde galigmalar yapilmig ve farkh
sonuglar almmugtir (40,66,76,81).

Caligmamizin amac: Istanbulda Cryptococcus neoformans'n  dogal
kaynaklanndaki varhg ile yofunlugunun aragtinlmast ve bunun Oneminin
epidemiyoloji yoniinden tartigiimasidir.

GENEL BIiLGILER

A- Mantar Infeksiyonlar

Mantarlar ve mantarlara bagh hastaliklar giderek artan bir ilgi ve 6nemle ele
alinmaktadir (22,52,60). Giinden giine mantar infeksiyonlarinin sayisi artmakta ve
gereken onem verildikge yeni ve ilging tablolar tammlanmaktadir: Candida
sendromu ve - allerjik aspergillus siniiziti gibi (60). Bunun yamsira mantar
infeksiyonlanina duyarh kisilerin sayisindaki artiga paralel olarak, firsatgt mantar
infeksiyonlann daha agir seyirli ve oliimciil olabilmeleri sebebiyle daha fazla 6nem
tagimaktadir. Mantar infeksiyonlanimi olugturduklan klinik tablolar ve dier yap
ozelliklerine gore ikiye ayirarak inceleyebiliriz (83):

a) Ger¢ek mantar infeksiyonlari: Bu gruptaki mantarlar endemik olarak belli
bolgelerde bulunur. Bu bolgedeki insanlann gogunu infekte ederek genelde sessiz
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infeksiyona yol agarlar. Bagigtkhk sistemi baskilnamug kisilerde, agw hastaltk
tablolan olusturabilirler. Bu mantarlar da "termal dimorfizm" vardir. 37° Cde ve
insan viicudunda maya kolonileri olugtururken, 26° C'de, besiyerlerinde kiif
kolonileri olustururlar. En bilinen érnekler Coccidiodes immitis ve Histoplasma
capsulatum'dur. '

b) Firsatgi mantar infeksiyonlari: Bu gruba giren mantarlar normalde her
zaman ortamda yaygmn olarak bulunurlar. Bafisikhf baskilanmis insanlan
hastalandinrlar. Bu mantarlarda termal dimorfizm yoktur. En bilinen rnekleri
Candida albicans, Aspergillus fumigatus, Cryptococcus neoformans,
zigomisetlerdir. Daha onceleri insan igin hastalandirici sayilmayan pekgok
mantann hastahk etkeni olabilecegi gosterilmistir (9).

Dogal ortamina ve insana bulasma yoluna gore de mantarlan ti¢ grupta toplamak
- miimkiindiir (83) :
- Insancid
- Hayvancil
~ Toprakeil
Bulagma gesitli araglarla deri, mukoza ve solunum yollanindan olabilir.
fnsandan insana bulasan mikozlar genelde yiizlek olanlardir. Ig organlan tutan
mantarlann ise insandan insana bulagmadif;, bunlann cevreden edinildifi
anlagilmaktadir.

B- Cryptococcus neoformans
a) Tarihge (20,45,61,83,89)

Cryptococcus neoformans ilk kez 1894 yiinda, Sanfelice tarafindan meyve
sulanndan aynlmis ve Saccharomyces neoformans olarak adlandinlmigtir. Aymi
yillarda Almanya'da Busse ve Buschke sarkom tanusi ile izledikleri bir hastada bu
mantan Uretmiglerdir. 1901 yilinda Vuillemin bu iki mantan incelemis ve
Cryptococcus tiirii olarak siniflamgtir.

1950'li yillara gelindiginde, Emmons mantarin dogal kayna olarak toprag:
ve giivercin digkilanimi belirlemigtir (29-31). Daha sonra Staib'in 6ncii galigmalan
(69-71), Seeliger (63), Ajello (1,3), Shields (64) gibi aragtmacilanin katkilanyla
Cryptococcus neoformans'in kolayca tammlanabildigi besiyerleri geligtirilmistir.

Cesitli caligmalar sonrasinda, 1960'lanin sonlarinda dort ayn serotip (A,B,C
ve D serotipleri) belirlenmistir. Kwon-Chung'in 6ncii ¢aligmalanyla (44,45)
mantann egeyli sekli (tam sekli) tanimlanmigtr. Daha sonra iki ayn varyete
bildirilmigtir: Varyete neoformans (A ve D serotipleri) ve varyete gattii (B ve C
serotipleri). 1980'i yillarda egseyli seklinin basidiyomisetler arasinda
simflandinlabilecegi  ve Filobasidiella neoformans var. neoformans ile
Filobasidiella neoformans var. bacillispora (var. gattii) olarak aynlabilecegi



belirtilmigtir. 1990 wyilinda var. gatti'nin  dogal kaynagimn Eucalyptus
camaldulensis agaglan oldugu saptanmigtir (27,28). Daha sonra mitokondriyal
DNA poliformizmi gibi yéntemlerle karotip haritalan olugturulmugtur (26).

Tiirkiye'deki ilk olgu Soysal, Unat ve Tahsinoglu trafindan 1953 yilinda
bildirilmigtir (68). Ang ve arkadaglarnin 1973 yilinda pankreas kanserli bir
hastamin balgamindan ayirdiklant Cryptococcus neoformans yurdumuzda ilk defa
incelenen koken olmugtur. Dogal kaynaklarindan Cryptococcus neoformans
aragtiilmasi konusundaki ilk gahigma ise 1965 yihinda Unat ve Yiicel'in Istanbul'da
yaptiklari "Konak diginda Histoplasma capsulatum ve Cryptococcus neoformans

araghrmalan” isimli c¢aligmadir (83). Aragtrmacilar her iki mantarm da
inceledikleri drneklerde bulunmadigini bildirmiglerdir. Daha sonraki ¢aligmalarda
1977de Tumbay Izmirde (76), 1980'de Karaman, Tiimbay ve Demir
Bursa'da(40) giivercin digkilanndan mantan ayirmiglardir. Sivrel ve Timbay (66),
1993 yilinda Izmirde yaptiklann bir bagka ¢ahgmada giivercin diskilanindan
Cryptococcus neoformans ayirmiglar ve bu kokenlerin in vitro amfoterisin B
duyarhklarim aragtirmuglardir.

b) Yam Ozellikleri (20,45,61,83,89)

Parazit durumundayken hemen hemen yuvarlak, 5-10 pm ¢apinda, etrafi
kapsiillii bir mantardir. Kapsiil genelde 10-15 pum ¢apindadir, nadiren dev
kapsiillii kokenler gdzlenebilmektedir. Dogal ortamda, geng kiiltiirlerde kapsiil ya
¢ok azdir ya da hi¢ gériilmez. Bu kokenler infeksiyon olusturdugunda, kapsiil
yapist belirginlegebilir. Dokularda periyodik asit shift (PAS) ve giimisleme
boyama yontemleri ile boyanmaz ve maya hiicreleri seklinde bosluk olarak
izlenie. Ozel yontemlerle kapsiil boyanabilir.Cini miirekkebi ile ortam boyanarak
kapsiil yapist kolayca belirlenebilir. Gram boyamada, Gram olumlu maya
hiicreleri izlenir; genelde tammlanamasa da baz 6zellikleri uyanic olabilir (10).

Baz hiicreler tomurcuklanir ve ana hiicreye dar bir boyunla baglanirlar.
Bunun diginda yalanc: hif, klamidospor ve ¢imlenme borusu olugturmazlar. Bazen
kiigiik cikintilar yapabilirler. Elektron mikroskopu ile incelemlerde hiicre
duvannda i¢ ve dig tabaklar ayrdedilir ve kapsiil 20 nm'lik pargalar halinde
izlenir. Egeyli sekillerde eglesen hiicrelerin iki gekirdegi farkh yonlerden hareketle
yeni olugan: hiicrelere dogru yol alir ve basidiyumlar iizerinde basidiyosporlar
olugur. Basidiyosporlar eseyli doénemi tamamlarlar ve maya hiicrelerine
donigiirler. Bu déniigiim sonucu kriptokoklar olusur ve varyeteler ayirdedilebilir.
Varyetelerin aynminda monoklonal antikorlar, biyokimya farkliliklan, iireme ve
yagama Ozellikleri kullanilabilir (47). Aynmda kullamlmak iizere bazi o6zel
besiyerleri de tamimlanmugtir (44).



¢) Yasama ve iireme zellikleri (20,45,61,83,89)

Cryptococcus neoformans aerobtur; 37° C'de ve oda isisinda iireyebilir. 37°
C'de ireyebilmesi diger kriptokoklardan ayirdedilmesim saSlayan bir ozellik
olmakla beraber 37° C'de tiremeyen kokenler de vardir. 39° C iizerinde
tireyemezler; 44° C'de bir siire canh kalabilirler. Bu bilgilere dayanarak, kriptokok
meninjitlerinde 1s1 ile tedavi dnerilmigtir (42).

Ureme genelde 2-3 giin iginde olmaktadir. Kiiltiiriin negatif olarak kabul
edilmesi i¢in 4-6 hafia siire ile inkiibe edilmesi gerekir. Sabarraud dekstroz agar
(SDA) iiremesi igin yeterlidir. Bunun yaninda birgok besiyerinde de kolayca tirer.
Caligmamiz sirasinda Unat'in balikli buyyonu ile hazirlanan ¢ukulatams: agar, % 5
koyun kanh agar, adi jel6z besiyerlerinde Cryptococcus neoformans'in 48-72 saat
icinde saydam, kiigik, diizgiin yiizeyli koloniler olugturdugu; birkag giin
igerisinde sanmsi-mat kolonilere donistigt izlenmistir. Lowenstein-Jensen
besiyerinde 10-14 giinde sari, mukoid koloniler olusturdugu da gézlenmigtir.

Kolonilerinin mukoid gorinimde olmast kapsil yapsiyla ilgilidir.
Bekletilmekle efri besiyerlerinin dip kisminda birkir. Svi besiyerlerinde zar
olusturmaz.

Cryptococcus neoformans glukoz, galaktoz, mannoz, frikktoz, maltoz ve
sakkarozu assimile ederken, laktozu assimile edemez. Potasyum nitrati assimile
edemezken, kreatinini assimile edebilme 6zellii. Cryptococcus neoformans'in kug
diskilannda yogun olarak bulunmasim agikladig gibi, dnemli bir ayirdettirici
ozelliktir. Inositi kullanmasi ile rhodotorula'dan, yalanci hif yapmamast ile
candida ve tricosporondan, iireaz etkinlii ile torulopsisten ayrilir. Ureaz olumsuz
kokenler de bildirilmistir (7).

Kaffeik asit ve fenollerin varliginda, fenol oksidaz etkinligi ile kahverengi
boya olugturur. Bu maddeleri igeren bir yapiya sahip olan Guizzotia abyssinica
tohumlariyla yapilan besiyerinde kahverengi boya olugumu olduk¢a 6zgiildiir. Bu
ozellik, birkag¢ Cryptococcus laurentii kékeni diginda, dier kriptokoklarda ve
maya tiirlerinde saptanmamugtir. Kahverengi boya hiicre duvaninin i¢ tabakasinda
yeralan fenol oksidazin bir iiriinii olan melaninden kaynaklanir. Bu enzim ortama
yayllmadifindan, sadece mantarin kolonileri kahverengi olur (53).

Bu mantar, sikloheksimid (aktidiyon)a duyarhidir. Difenilin milyonda yiiz
oranlarina ise duyarh degildir. Bunun igin kirli ortamlardan mantan elde etmek
amaciyla, besiyerlerine difenil ilave edilmektedir.

d) Antijen yapisi1 (20,45,61,89)
Glukuronoksilomannan (GXM) vyapisindaki kapsiilii,  Cryptococcus

neoformans'in en belirgin antijen 6zelligini olusturur. Kiiltiir iist sivilarindan elde
edildiginde molekiil agihd: ¢ok yiiksektir (1 milyon dalton). Serotip ayrimi bu



antijendeki farkhliklara gére yapilir ve ksilollenme miktan serotipleri belirler.
Béylelikle dért ayn serotip ayrilir: A,B,C ve D. Pnomokoklar, Candida albicans,
Saccharomyces cerevisiae ile gapraz reaksiyon verebildigi bildirilmigtir.

Hiicre duvan polipeptidleri de incelenmis ve bazi antijen yapilan ortaya
konmustur. Hiicre duvarinda az miktarda B-glukan ve kitin bulundugu
saptanmugtir. Glukanaz enzimi etkisi ile prototplast ve sferoplast gekilleri elde
edilebilir. Serotip A kiiltiirii st sivilannda farkli nétral bir polisakkarid
saptanmustir. Asit ortamda iirediZinde kriptokoklar hiicre disina nisasta salgilarlar.
Tanida bundan yararlanilabilir.

GXM yapisindaki antijenin tayini gok iyi bir tamm ve izleme gostergesi
olarak kullaniimaktadir (15,35,41,57). Antikor yanit1 hastalarda genelde olugmaz.
Bu yiizden tanimda faydah degildir.

¢) Hastalandiriedik faktdrleri (20,45,61,89):

1- Polisakkarid kapsiil: Kapsiil yapist en dnemli hastalandincilik faktoriidiir.
Mutasyonla kapsiil yapict ozelligini kaybeden kokenler hastahk
olugturamamaktadirlar, Kapsiilsiiz hiicrelerin hizla fagosite edilmesi,
kapsiilin fagositozu 6nleyerek etkili oldugunu gostermistir. Kapsiil
biiyiikliigii ile hastalandinciik arasinda belirgin bir iligki kurulamamigtir
(50).

2- Fenol oksidaz: Fenol oksidaz mantann di-polifenol yapilaninin varhginda
boya olusturmastmi saglar. Bu ozelligi segtirici besiyeri olusturulmasinda
kullandmigir. Bu enzim aymi zamanda onemli bir hastalandincilik
faktoridiir ve bu enzim etkinliji kaybolan Cryptococcus neoformans'lar
farelerde hastalik olusturamazlar. Fenol oksidazin etkisi ile olusan
melaninin, mantari konafin  oksidatif sistemlerinden korudugu
samlmaktadir. Ayrica, fenol oksidazin noradrenalin, DOPA, dopamin gibi
katekolaminleri substrat olarak kullanabilmesi, klinikte en sik olarak
meningoensefalit yapmasmda kolaylagtine faktor olarak kabul edilmektedir
7).

3- 37° C'de iireyebilme: 37° C'de iireyemeyen mantarlar kapsiilleri ve fenol
oksidaz etkinlikleri bulunsa bile farelerde hastalik olugturamamaktadirlar.
Dogal kaynaklardan ayrilan kokenler dah geg iirerler ve daha digik
hastalandinicilia sahiptirler.

Bunlardan bagka proteolitik etkinliklerinin de bir hastalandincibik 6zelligi
olabilecegi bildirilmigtir (11).

f) Hayvanlara etki (20,45,56,61,83,89):
Cryptococcus neoformans'in birgok hayvanda hastalik yaptii bilinmektedir:

At, sigir, kegi, leopar, kedi, kopek, gelincik, ceylan, fare, kobay, maymun...
Hayvanlara bulagma da genelde solunum yoluyla olmaktadir. De_éri ve meme
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dokusu da giri§ yeri olabilmektedir. Genel olarak hayvanlarda solunum ve sinir
sistemi, deri tutulumu gorilar. Sifir, koyun, kegi gibi hayvanlarda mastit sik
rastlanan bir klinik tablodur.

Kanathlar bu mantara viicut isilan yitksek oldugu igin direnglidir ve
giivercin dahil tiim kanatlilar bu mantar igin konak degildir.

Laboratuvar hayvanlan i¢inde fareler; kobay, sigan ve tavganlara gore daha
duyarlidir.Periton  i¢i,damar igi ve beyin igi yollarla bulastuma ile duyarl
hayvanlarda hastalk olugturabilir. Genelde bu mantar ile infekte edilen hayvanlar
4 hafta i¢inde oliirler. Bu hayvanlarin beyinlerinde ve difer organlarinda
bulagtiilan mantar goriliip aynlabilir. Maymunlann agiz hayvanlann infekte
edilebildikleri bildirilmigtir (73). Tavuk embriyonlan da damar igi yolla infekte
edilebilirler (42).

g) Mikolojisi ve yasam izgisi (20,45,61,83,89)
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Sekil 1. Filobasidiella neoformans'in yagam gizgisi (Kwon-Chung ve Bennet'ten
degistirlerek alinmustir) (45).




Doga ve klinik drneklerin gogu, haploid ve heterotalliktir. Ancak bazilan
kendi kendilerini dolleyebilirler ve kendileri basidiyosporlar olusturabilirler. Bu
kokenlerin diploid ve anoploid olduklan saptanmigtir.

Konjiigasyon 6zel ortamlarda, 25-37° C arasinda laboratuvar kogullaninda
olusturulabilmektedir. sonugta olugan sporlann hepsi genetik olarak aym
olmamaktadir. Olugan sporlar ortama salindiklarinda, kuru ve kapsiilsiiz
durumdadir. Birkag saat iginde gelsmis, kapsiilli, tomurcuklanan maya hiicreleri
haline gelirler.

Cryptococcus neoformans var. gattifnin yagam ¢izgisi var. neoformans ile
ayni olmakla beraber, bolmeli hifler olusturmaz. Cryptococcus neoformans var.
gattii oval yapisi, 37° C'de ge¢ (4-5 giinde) iiremesi, antijen farklilig: (B,C), L-
malik asidi ¢abuk kullanabilmesi, D-pirolini kullanabilmesi, iireaz etkinliginin
edetik asit (EDTA) ile onlenebilmesi ile var. neoformans'tan aynihir. Aynm igin
birgok 6zel besiyeri de tammlanmugtir: Kanavanin-Glisin-Bromtimol agar (CGB),
Kreatinin-Dekstroz-Bromtimol agar (CDB), Glisin-Sikloheksimid-Fenol Kirmizist
agar (GCP) gibi. Ayrica var. gattii'nin farkli epidemiyoloji 6zelliklerine sahip
olmasi, olusturdugu hastahigin daha agir seyretmesi ve tedaviye direngli olmasi da
var. neoformans'tan ayirdedilmesinde yardime olur (44,47).

Dogal kaynaklar da her iki varyetede farkhidir. Cryptococcus neoformans
~var. neoformans igin dogal kaynaklar, giivercin digkilan ve toprakken, var.
gatti'nin saptanan tek kaynag Eucalyptus camaldulensis agaglandir (47).

C - KRIPTOKOKKOZ

Cryptococcus neoformans insanda, meningoensefalit ve akciger
infeksiyonlant basta olmak iizere ¢ok degisik klinik tablolar olusturabilen bir
mantardir. Olusturdugu hastalik kriptokokkoz olarak adlandirihr. Aynca torulozis,
Busse-Buschke hastalifi ve Avrupa blastomikozu gibi isimler de verilmigtir.

a) Epidemiyoloji:

Diinyamin her tarafinda goriilebilen, sikhif giderek artan bir mantar
infeksiyonudur. Insanlardan baska hayvanlarda da hastalik olugturabilmektedir
(45,47,60,83). Hayvandan insana bulagma bildirimemistir. Kormea
transplantasyonu yoluyla ve sistemik kriptokokkozlu bir hastanin kamyla kirli
injektoriin ele batmas: ile gelisen nodiiler kriptokok lezyonu diginda insandan
insana bulagma ve laboratuvar infeksiyonu bildirilmemigtir (47).

Dogal kaynag: toprak ve giivercin basta olmak {izere kanath diskilari ile
kirli alanlardir (3,80,83). Emmons topraktan % 0.5, Ajello % 1.3 oraninda
aywrdiklanni bildirmiglerdir (29,2). Buna karsiik, Emmons giivercin digkilannda
% 69 oraninda bu mantann varlifm gostermistir (31).Daha sonra diinyanmn
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pekgok farkh bolgesinden kanath digkilannda bu mantann farkli oranlarda
bulundugu (% 0.7 ile % 80 arasinda) belirlenmigtir (3,8,13,31,32,67,76,88). Bu
bilgiler 1g1ginda mantann toprakta bulundugu, fakat o]umsuz kosullar sebebiyle
baskilanmig olarak kaldidi, kendileri igin ¢ok iyi bir lireme ve yasama ortamm
olusturan kreatininden zengin kus ¢ikartilarinda bol olarak {iredii ve uzun siire
canh kaldif1 ortaya konmugtur (1-3,29-31).

Toprak mikrobiyotasinda bulunan bakteri (Bacillus subtilis, Pseudomonas
aeruginosa gibi) ve amiplerin (6zellikle akantomoebalar), bu mantann biiytime ve
¢ogalmasina engel olduklan gésterilmigtir (61,80,83).

Cryptococcus neoformans ayrica meyvelerde, sebzelerde, an yuvalannda,
sineklerde, otlarda, siit ve siit Giriinlerinde ve birgok tohum g¢esidinde saptanmugtir
(31,33,48,83). Ulkemizde yapilan galigmalarda, mantarn giivercin diskist ve diger
kanatllann digkisinda bulundufu gosterilmig, fakat topraktan aynlamamgtir
(40,66,76,81). Ayrica Tumbay saman oOrneklerinde mantan arastirmmg, fakat
saptayamamustir (76).

Insana bulagma solunum yolu ile olmaktadir. Deriden, sindirim sistemi
mukozasindan da bulagma miimkiindiir. Baz1 bolgelerde saglikli insanlarda bogaz
ve deride, ayak parmak aralaninda gegici kolonizasyon olabilecegi bildirilmigtir
(58). Cryptococcus neoformans, cryptococcus cinsi iginde bilinen tek
hastalandinic: tiirdiir, fakat Cryptococcus albidus ve Cryptococcus laurentii de
etken olarak bildirilmiglerdir (19,39).

Kriptokokkoz sikhigi giderek artmaktadir (22,47,52). Bafigiklik sistemi
baskilanmig insan sayisindaki artiy, ozellikle AIDS'teki artiy bunun en Onemli
sebebidir (16,17,45,47). Amerika Birlesik Devletlerinde (ABD) AIDS
hastalaninda, kriptokokkoz orant % 5-7 iken; bu oran Bati Avrupa'da % 3-6;
Afiika'da % 33 oranindadir (45). 1994 yilinda sadece ABD'de 400 000 yeni AIDS
olgusu belirlendigi gozoniine alimrsa, kriptokokkoz sikhfinin daha da artacal
sOylenebilir (23,45,60). Hatta kriptokok meningoensefalati, Pneumocystis carinii
pnomonisi, Mycobacterium avium-intracellulare infeksiyonu, Kaposi sarkomu ile
beraber AIDS'e 6zgii hastaliklar olarak tammlanmaktadirlar (23,45). Ayrca
limforetikiiler sistemin habis hastaliklan, kortikosteroid ve bagigiklipt baskilayict
tedaviler, tiiberkiiloz, sarkoidoz, diabet gibi hastaliklar da kriptokokkoza zemin
hazirlar. Belirgin bir bafisiklik sorunu olmayan kisiler de hastalanabilirler
(45,47,60,83,91).

Saglikh kisilerde, ozellikle giivercin besleyicilerinde belirgin antikor cevabi
vardir ve giivercin besleyicilerinde kendiliginden iyilegen hafif pnémoni (giivercin
besleyicisi hastalifi) gelisebilecegi bilinmektedir (34,78).

. Tiim bu bilgilere ragmen dogal kaynaklardan Cryptococcus neoformans'in
inasana nasil bulagh@ aydinlatlamamgtir. Kulucka siiresinin bilinmemesi bu
konuda karar verilmesini zorlagtirmaktadir. Baz1 hastalanin, giivercin digkilar ile



kirli ortamlardaki Cryptococcus neoformans'la temaslan belirlenebilmistir. Fakat
biiyiik bir gogunluk incelendiginde boyle bir temas belirlenememektedir. Giivercin
besleyenlerde kriptokokkozun daha sk oldufu konusunda da bilgi
bulunmamaktadir (22,23,45,51,52).

Cryptococcus neoformans var. gattii, AIDS epidemisinden Once tropikal
bolgelerde, kriptokokkozun en sik etkeni iken, AIDS'lilerde saptanan binlerce
kriptokokkoz olgusu arasinda sadece 4 olgu ile smirh kalmigtir (22,45,47).

Ellis ve Pfeiffer yaptiklan galigmalarla, Cryptococcus neoformans var.
gattii'nin dogal kaynag: olarak Eucalyptus camaldulencis aZaglarint saptammglardir.
Bu aragtirmacilar, AIDS'lilerde var gattii'nin nadir bir etken olmasim hastalann
sehirlerde yogunlagmasina karst var. gattii'nin karhk bolgelerde yogunlagmas: ile
agiklamaya ¢aligmuglardir (27,28).

Yurdumuzda da kriptokokkoz varlifn bilinmektedir (5,43,46,68,82,92).
Bildirilen olgular tek tek olgu sunulan seklindedir. Dogal kaynaklarindan
mantarin aynimasi konusunda da ¢aligilmigtir. Ozellikle epidemiyoloji galismalan
bulunmamaktadir (45,61,89).

b) immunoloji:

Glukonaksilomannan yapisindaki kapsiil antijeni ile yapilan deneysel
galigmalarda, saghkh gonillilerde IgM, IgA ve IgG yamti elde edilebilir.
Kriptokok infeksiyonu sirasinda ise antikor yantti belirlenememektedir.
Kriptokoklar alternatif komplement yolunu uyanrlar ve hizla komplement
tikenmesine sebep olurlar.

Kriptokoklara kargi etkili savunma T-limfositleri ve makrofajlar yoluyla
gergeklesir. Nétrofiller ilk yamitta etkin rol oynar (24,87). AIDS'lilerdeki sikhig1 T-
hiicre etkisinin azalmas: sebebiyledir (16,22).

Ol kriptokoklar, hiicre yapilari, kapsiil antijenleri ile yapilan ¢aligmalarda
kolruyucu yanit saflanamamustir. Korunmada asil hastaligmn iyilestirilmesi en etkili
yoldur.

c) Patoloji (45,54,61,83):

Genelde kronik veya subakut iltihabi reaksiyon ile uyumlu bulgular
belirlenir. Nétrofil yamit1 ¢ok azdir. Kapsiil yapilar sebebiyle jelatin kivaminda
harabiyet izlenir. Nadir olarak kronik graniilomatdz odaklar ve nekrozlu odaklar
saptanir. Beyin ve beyin zarlan tutulumu siklikla gergeklesir. Boyali preparatlarda
gevresi bog maya hiicreleri olarak goriliir.
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d) Klinik (21,45,60,78):

Siklikla, 6nce akcigerlerde kisa siirede gegen bir iltthabi olay yapar. Bu
genelde kendiliginden, ¢ogu kez de farkina varmadan gegmektedir. En sik
rastlanan klinik tablo meningoensefalitir. Pnomoni, yaygin infeksiyon, deri
lezyonlan, kemik-eklem tutulumlan da olabilir. Sindinm sistemi tutulumu
nadirdir. fik kolon kriptokokkozisi Unat ve arkadaslan tarafindan bildirilmigtir
(82). Baz: aligilmadik tablolara da yol agabilmektedir (50,84).

Hastalik subakut veya kronik seyirlidir. Meningoensefalitin, tiberkiiloz
meninjit ve beyin absesinden ayinmi zordur. Laboratuvar bulgulan ve klinik gidig
gok kolay kangabilmektedir (12,35).

Hastaligin mortalitesi yiiksektir. Tedaviye ragmen % 25-30 olim
olmaktadir. Cryptococcus neoformans var. gattii infeksiyonlarinda klinik gidis
daha kotii, tedaviye yanit daha azdirr. Ozellikle AIDSlilerde tekrar ve
alevienmeler siktir.

e)Laboratuvar tanimi:

1) Klinik tablolarda: Oncelikle kriptokokkoz ayinct tamimda akila
gelmelidir Dogrudan inceleme iyi, ¢abuk ve kolay bir tanim yontemidir
(12). Preparat, ¢ini miirekkebi, nigrosin ve giimiig ¢ozeltisi ile hazirlanabilir.
Kapsiillii, tomurcuklanan, yuvarlak-degirmimsi maya hiicreleri goriilerek
tamma gidilebilir. Balgam, abse, doku gibi 6rnekler % 10 sodyum hidroksit
muamele edilerek ¢ini miirekkebi ile incelenebilir (79). Kriptokok
meningoensefalitinde ¢ini miirekkebi preparat: ile basariya ulagma sans1 %
25-50'dir (60).

Boyama yontemlerinden Gram, Giemsa genelde ¢ok yardimct
olmamaktadir. Bu boyalarla boyanan kriptokoklar limfositler olarak
yorumlanmakta, bazen atipik limfosit olarak bildirilmektedir (10,79).
Dokularda Haematoxylene-Eosin ile gevresi bog maya hiicreleri olarak
izlenir Mucicarmin, Masson-Fontana daha iyi yontemlerdir. Nadiren
Cryptococcus neoformans’lar kisa yalanct hif benzeri yapilar
olugturabilmektedir (45).

Kiiltiir igin rutin besiyerleri kullamlabilir. Sikloheksimid (aktidiyon)
icermeyen SDA, kanli agar, beyin-yiirek inflizyon agar (BHIA)
kullamlabilecek besiyerleridir (45,78,79,83). Segerek aymnici besiyeri
yapisindaki besiyerlerinin (Bird seed agar) daha duyarh ve ¢abuk sonug
verdigi gosterilmigtir (21). En iyi 26° C'de tirer. 37° C'de de iireyebilmesi
onemlidir. Ureme genelde iki-ii¢ giin i¢inde olur. SDA'da beyaz, mukoid
koloniler olusturur. Bekletilen kiiltiirlerde renk biraz koyulagir ve dipte
yogunlagma izlenir. "Bird seed” agar (Niger seed agar, Staib-Seeliger
besiyeri...) besiyerinin yiizeyinde tipik kahverengi koloniler olusturdugu
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igin, bu besiyerine ekim hizh kolay ve duyarli bir tanim yontemi olarak
onerilmektedir (21,79). Ozellikle balgam, idrar gibi kirli 6meklerden kiiltiir
yapilirken bu besiyeri kullanilmahdir. Bol sivi geklindeki orneklerin
kiiltiirtiniin, filtre yontemi ile yapilmast uygundur.

Aynica duyarh bir sekilde Cryptococcus neoformans saptayabilen
besiyerleri de geligtirilmigtir: CN screen agar, L-DOPA agar, inositol-iire-
kaffeik asit besiyeri, gibi (18,38A,54). Aynica hizh tamim testleri de vardir
(55,85).

Ureme siiresi iki haftay1 bulabilir ve kimi zaman 4-6 hafta sonunda
tiremeler olabilmektedir.

Ureyen mantan aywmak igin yalanci hif yapmadigs, iireaz enzimi
etkinlii, inositi etkileyip etkilemedigi arastinlir ve boylece cryptococcus
cinsine ait olup olmadif:t belirlenebilir. DiBer cryptococcuslardan,
Cryptococcus  neoformans't aywmak igin  kreatinin  assimilasyonu,
karbonhidrat assimilasyon deneyleri, 37° C'de iireyebilme ve fareyi
hastalandirabilme ozellikleri aragtinlir (1,29,76). Floresansli antikorlar,
lateks, izoenzim elektroforez testleri de geligtirilmigtir(41,57,62) .

Yaygin kriptokokkoz tanmmnda 6ze11iide radyometrik teknikle
¢ahsan hemokiiltiir sistemleri ve "lysis-centrifugation” yontemi Onerilir.
Bagan sans1 % 10-35 arasinda degisebilmektedir (45,60).

Tammda seroloji yontemleri de faydal olabilir. Antijen saptanarak
tammda GXM kapsiil antijeni aranmaktadir. ELISA, floresans antikor
teknikleri Onerilmisse de en uygunu lateks agglutinasyon yontemidir
(15,25,45,57,60). Tedavisiz kriptokok meningoensefalti olgularinda bu test
% 90 olumlu sonug vermektedir. Baz bakteri (DF-1 gibi) ve mantar
(Trichosporon beigelii gibi) infeksiyonlarinda yalanct pozitif sonug
alinabilir. Fakat asil romatoid faktoriin beliflenmesi ve uzaklagtinlmast
onemlidir (36). Az sayida mantar olmast, kapsiil yapisinin belirgin olmayist
yalanci negatif sonug alma sebeplerindendir (60). Cok duyarl ve 6zgiil
DNA problant da vardir (26,46). Tedaviye alinan yamtin ve prognozun
belirlenmesi agisindan seroloji yontemiyle kapsiil antijeninin izlenmesi
faydah, fakat antikorun izlenmesi faydal degildir.

2- Dogal kaynaklarda: Dogal kaynaklarindan mantarin ayrilmasi igin baghca
iki yontem tarif edilmektedir:

a) Fare deneyleri: Ik kez Emmons tarafindan tammlanmigtir (29).
Orneklerin tuzlu sudaki siispansiyonlan bekletilerek ¢okdtiiriiliir ve dist stv1 4-
8 adet fareye 0.5-1 ml olarak periton igi yolla verilir. Dért-altt hafta sonra
fareler oldirtlir veya bu siire iginde olen farelere hemen otopsi yapilir.
Farenin beyin, karaciger, dalag1. steril olarak gikarilarak, SDA'da kiiltiirleri
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yapihir. Ureyen kolonilerden gesitli tanumlayict iglemler yapilir ve sonugta
gerekirse tekrar farelere verilerek hastalandincilik deneyi yapilir.

Bu yontem zor, zaman alici bir yontemdir. Aynca iyi bir hayvan
laboratuvan ile hayvan bakim {initesi gerektirmektedir.

b) Kiiltiir yontemi: Kullanilabilecek diger bir yontemdir. Segici bir
besiyerine ekilen orneke iireyen koloniler arasmda tipik yapidaki
Cryptococcus neoformans kolonilerinin belirlenmesi ilkesine dayanir (76).

En ¢ok onerilen besiyeri niger seed agar (bird seed, Guizzotia
abyssinica, difenil-kreatinin agar, Staib-Seeliger besiyeri) besiyeridir.
Staib'in Cryptococcus neoformansin G. abyssinica tohumlan varlifinda
kahverengi boya yapmasim tanimladift ve kreatinin assimilasyonun tanitici
bir ozellik oldugunu bildirdigi ¢aligmalanndan sonra, segici besiyerleri
‘tammlanmig  ve  geligtirilmigtir  (64,69,71). Dogal kaynaklarindan
Cryptococcus neoformans ayrilmasi igin, bu besiyeri sikhkla kullaniimigtir.

Daha sonra bagka birgok segici besiyeri de tanimlanmustir (18,54). Biz
de caligmamzda Tiimbay'in 6nerileri pginda hazirlanan Staib-Seeliger
besiyerini hazirladik (76), ancak biz de kiigiik bir ilave yaptik.

f) Antifungallere duyarhhk ve tedavi:

Tedavide amfoterisin B ve 5-flusitozin 6nerilmektedir (6,21). Flukanozoliin
etkili oldugu da gosterilmigtir (65,72). In vitro ve klinik sonuglar uyumsuz
olabilmektedir.

Ulkemizde Sivrel ve Tiimbay (67) Izmir'de giivercin digkilarindan direttikleri
11 Cryptococcus neoformans kokeninin  amfoterisin B'ye duyarliligim
aragtirmuglar ve tiim kékenleri duyarh bulmuglardir.

GEREC VE YONTEM
1) incelenen drnekler:

Istanbulda Nisan 1993-Aralik 1995 tarihleri arasinda, gesitli semtlerden
giivercin (Columbia livia) digkilan ve giivercin digkilanyla kirli toprak ornekleri
toplandi. Giivercin digkilan, giivercinlerin yogun olarak yasadig alanlardan, camii
avlulanndan, sagaklardan, aga¢ altlanindan toplandi. Yuvalardan ve kafeslerin
zeminindeki bol digki iceren ornekler kazinarak alindi. Diger kanath diskilan
¢aligmaya dahil edilmedi. Toplanan 6meklerin semt, tarih ve alindiklart yerlere gore
dagihimlan Cizelge 1'de gosterilmigtir.

13-



Cizelge 1. Nisan '93- Aralik '95 tarihleri arasinda Istanbul'un gesitli semt ve alanlarindan, kafes ve

yuvalardan toplanan &rneklerle ilgiti bilgiler (Siralama 6rnek toplama bélgelerine gore yapilmustir) .

ORNEK
NO: YER ORNEK TARIH
1 Yenicamii Eminénii On aviu Giivercin digkist | Nisan '93
2 Yenicamii Emindnii Yan merdiven | Giivercin diskist | Nisan '93
3 Yenicamii Emin6nii | On aviu Giivercin diskis1 | Mays '94
4 Yenicamii Emin6nii { Yan merdiven | Giivercin digkisi | Mayis '94
5 Yenicamii Eminénii | On aviu Giivercin diskis1 | ABustos '95
6 Yenicamii Emindnii .| Yan merdiven | Giivercin digkis1 | Agustos '95
7 Yenicamii Emin6nii Sacak Giivercin digkist | Agustos '95
8 Beyazt camii Beyazit Alan Giivercin diskist | Aralik '93
9 Beyazt camii Beyazit .| Afac alt1 Giivercin digkis1 | Mayis '94
10 Beyazt camii Beyazit Apac altr Toprak Mayis '94
11 Beyazt camii Beyazit .| Alan Giivercin digkiss | Mayis '94
12 Beyazt camii Beyazt Apac alts Giivercin digkis1t | Agustos '95
13 Beyazit camii Beyant Agac alt Toprak Agustos '95
14 Beyazit camii Beyazt Alan Giivercin digkis1 | Agustos ‘95
15 Iskele camii Uskiidar Aviu Giivercin diskis1 | Mayis '94
16 iskele camii Uskiidar Sacak Giivercin digkast | Mayis '94
17 iskele camii Uskiidar Aviu Giivercin diskis1 | Mays '94
Mibrimal
18 Sultan camii Uskiidar Avlu Giivercin diskist | Haziran '94
Mihrimah Eyiip
19 Sultan camii Uskiidar Aviu Haziran '94
20 Eyiip S. camii Eyiip Aviu Toprak Temmuz ‘94
21 Eyiip S. camii Eyiip Aviu Toprak Temmuz '94
22 Eyiip S. camii | Eyiip Aviu Giivercin digkist | Temmuz '94
Nuruosmaniye
23 camii Cemberlitag Avlu Giivercin digkisi | Mayis '95
Nuruosmaniye
24 camii Cemberlitas Agac alti Giivercin digkist | Mayis '95
25 S.Ahmet camii | Sultanahmet | Alan Giiivercin digkist | Haziran '95
26 S.Ahmet camii | Sultanahmet | Yan aviu Glivercin digkis1 | Haziran '95
27 Alman cesmesi | Sultanahmet | Cesme | Gitvercin digkist | Haziran '95
28 Fatih camii Fatih Aviu Giivercin digkis1 | Temmuz '95
29 Fatih camii Fatih Agac alu Giivercin digkis1 | Temmuz '95
30 Cemberlitag Cemberlitas Tas cevresi Giivercin digkis1 | Mayis '95
31 Cemberlitag Cemberlitag Tas cevresi Giivercin digkis1 | Mayis '95
32 Tophane parki | Tophane Alan | Giivercin diskis1 | Temmuz '95
33 Tophane patki | Tophane Agac alti Giivercin digkis1  } Temmuz '95
34 Tophane parki | Tophane Afac alti Toprak Temmuz '95
35 Begiktas meyd. | Begiktas Alan Giivercin digkis1 | Temmuz '95
36 Miizesi Begiktas Alan Giivercin digkisi | Temmuz '95
37 Taksim parki Taksim Alan Giivercin digkis1 | Temmuz '95
38 Taksim parka Taksim Alan Giivercin digkis1 | Temmuz '95
39 Taksim parki Taksxm Alan Giivercin digkis1 | Temmuz 95
40 G.Saray lisesi Galatasaray Alan Giivercin digkis1 | Eyliil '95
41 G.Saray lisesi Galatasaray Duvar Giivercin digkis1 | Evliil '95
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Cizelge 1 (devam).Nisan '93-Aralik '95 tarihleri arasinda Istanbul'un gesitli semt ve alanlanindan, kafes
ve yuvalardan toplanan &rneklerle ilgili bilgiler (Siralama drnek toplama bblgelerine gore yapilmigtir) .

ORNEK
NO: YER ORNEK TARIH
42 Fatih parka Fatih Alan Giivercin digkis1 | Ekim '95
43 Fatih parka Fatih Apac alth Giivercin digkast | Ekim '95
44 Fatih parki Fatih Afac alh Toprak Ekim '95
45 Ev Findikzade Teras 1 Giivercin diskis1 | Temmuz 94
46 Ev Findikzade Teras2 - Giivercin digkist | Nisan '94
47 Ev Findikzade Teras2 Giivercin digkiss | Nisan '95
48 Ev Findikzade Teras 2 Giivercin digkis1 | Aralik '95
49 Ev K M Pasa Sagak Giivercin digkist | Temmuz 93
50 Ev Emindnii Sacak Giivercin digkisi | ABustos '95
51 Millet Cad. Kaldinm Givercin digkisi | Ekim '95
52 Millet Cad. Capa ABag alti Giivercin digkis1 | Ekim '95
53 CTF ocuk K1 Sacak Giivercin diskis1 | Temmuz 95
54 CTF Infeksiyon K1. | Sacak Giivercin diskis1 | Agustos ‘94
55 CTF Yemekhane Sacak Giivercin diskas1 | Evlil '95
56 CTF Dahiliye K1. Sacak Giivercin digkis1 | Eylidl '94
57 Esenler Kafes 1 Giivercin digkist | Mayis '93
58 Esenler Kafes 2 Giivercin digkis1 | Mayss '93

| 59% Esenler Kafes 3 Giivercin digkist | Mayis '93
60 Esenler Kafes 4 Giivercin diskisi | Mayss '93
61 Esenler Kafes 5 Giivercin digkist | Mayss '93
62 Begyiizevler Kafes 1 Giivercin digkis1 | Haziran '94
63 Besyiizevler Kafes 2 Giivercin digkis1 ] Haziran '94
64 Atisalam Kafes 1 Giivercin digkis1 | Eylal '95
65 Ansalam Kafes 2 Giivercin digkisa | Eyliil '95
66 Atisalam Kafes 3 Giivercin digkis1 | Eyliil '95
67 Ansalani Kafes 4 Giivercin diskis1 | Eyliil '95
68 Atigalam Kafes 5 Giivercin digkis1 | Eyliil '95
69 Eyiip Kafes 1 Giivercin digkisi | Nisan '95
70 : Eyiip Kafes 2 Giivercin digkis1 | Nisan '95
71 G.Osmanpagsa | Kafes 1 Giivercin digkist | Mays '95
72 G.Osmanpaga | Kafes 2 Giivercin diskis1 | Mayis '95
73 ' G.Osmanpaga | Kafes 3 Giivercin digkis1 | Mayas '95
74 | Kugpazan Topkapt Kafes 1 Giivercin digkis1 | Eyliil '95
75 Kuspazan Topkap1 Kafes 2 Giivercin diskisi | Eyliil '95
76 Kuspazari Topkap1 Kafes 3 Giivercin diskis1 | Eylit '95
77 Kuspazan Topkap1 Kafes 4 Giivercin diskist | Eyliil '95
78 Kuspazan Topkapi Kafes 5 Giivercin diskis1 | Eyliil '95
79 Kugpazan Topkap Kafes 6 Giivercin digkis1 | Eylial '95
80 Kuspazan Topkap: Kafes 7 Giivercin digkist | Eyliil '95
81 Kuspazari Topkapt Kafes 8 Giivercin digkist | Eyhil '95
82 Kuspazan Topkapt Kafes 9 Giivercin digkist | Eyliil '95
83 _Kuspazan Topkap1 _| Kafes 10 Giivercin digkis1 | Eyliil '95
84 Kuspazar Topkapt . Kafes 11 Givercin digkist | Eylil '95
85 Kuspazan Topkaps Kafes 12 Giivercin diskist | Eyliil '95
86 Kuspazan Topkapi Kafes 13 Giivercin diskist | Eylil '95

* C. neoformans fireyen tek 6rnek.
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Cizelge 1 (devam). Nisan '93-Aralik '95 tarihleri arasinda Istanbul'un gesitli semt ve alanlarindan,
kafes ve yuvalardan toplanan O&mneklerle ilgili bilgiler (Stralama &mek toplama bélgelerine gére

yapilmstr).
ORNEK
NO: YER ORNEK | TARIH

- 87 Kuspazan Unkapam Kafes 1 Giivercin digkis1 | Ekim '95
88 Kuspazarni Unkapam Kafes 2 Givercin digkis1 | Ekim '95
89 Kuspazan Unkapam Kafes 3 Giivercin digkis1 | Ekim '95
90 Kuspazari Unkapani Kafes 4 Giivercin diskist | Ekim '95
91 Kuspazan Unkapani Kafes 5 Giivercin digkis1 | Ekim '95
92 Kuspazan Sirkeci Kafes 1 Giivercin diskis1 | Asustos '93
93 Kuspazan Sirkeci Kafes 2 Giivercin digkis1 | ‘Agustos '93
94 Kugpazan Sirkeci Kafes 3 Giivercin digkis1 | Agustos '93
95 Findikzade Kafes 1 Giivercin diskis1 | Kasim '95
96 Findikzade Kafes 2 Giivercin diskis1 | Kasim '95
97 Findikzade Kafes 3 Giivercin digkis1 | Kasim '95
98 Findikzade Kafes 4 _Gitvercin digkis1 | Kasim '95
99 Findikzade Yuva Giivercin diskis1 | Ekim '94
100 Cerrahpasa Yuva Giivercin diskiss | Ekim '94

Zeminde kurumug ve taze digki 6rnekleri, temiz dil basacaklan ile kazinarak
temiz kapanabilir naylon torbalara alindi. Omekleri toplarken en az 10-15 gram
olmalanna ozen gosterildi. Toprak omekleri, diski ile kirli topraklann yiizeyel
kisimlanimin  temiz bir tahta kiirekle kapanabilir torbalara aktarilmasi suretiyle
topland.

Cok genig alana yayilmig 6rnekleri toplarken birbirine uzak yerlerden birkag
ornek alindi1 ve bu 6meklerin her biri ayn 6mekler olarak ele alinip incelendi. Aym
yerlerden farkli zaman dilimleri iginde alinan Omekler de ayn Omnekler olarak
degerlendirildi. Omekler yagis olmayan giinlerde toplanda.

Toplanan tiim Omekler en ge¢ 48 saat igerisinde incelemeye alindi
Incelenmeleri 48 saati asacak 6mekler +4° C'de saklandi. Ekim ve deZerlendirme
isleminden sonra artakalan 6rnekler ¢alisma bitimine kadar +4° C'de saklandi. Bu
saklanan 6rneklerden tekrar ekimler yapildi. Kus pazanindan alman 6mekler, genelde
az oldugu i¢in ikinci ekimler yapilamadi.

2) Orneklerden Cryptococcus neoformans iiretibmesis
Yontem olarak dogrudan kiiltiir yéntemi kullamldi. Cahgmaya baglamadan

once Timbay'mm (76) oOnerdifi degistinlmis Staib-Seeliger besiyerinin etkinligi
kontrol kokeni ile arastnlds.
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Kontrol kokeni olarak, 1992 wyilinda fakiiltemizin dahiliye infeksiyon
seksiyonunda AIDS'li, sistemik kriptokokkoz sebebi ile 6len bir hastann beyin-
omurilik sivisindan aynlan Cryptococcus neoformans kokeni kullamldi. Bu kontrol
kokeni kullanarak yaptifimiz 6n incelemelerde asafidaki gozlemlerde bulunduk:

- Oziit miktar veya yogunlufu artinca boya rengi belirgin olarak koyulagmakta
fakat tireme hiz1 ve koloni zellikleri degismemektedir.

- Kreatinin miktaninin artinlmasinin hig bir etkisi olmamaktadir.

- B vitamin kompleksi katilan besiyerinde iireme hizi ve boya yapim
etkilenmemektedir. Koloni ¢ap1 oldukga biiyiimekte ve mukaoidlesmektedir.
Reidiin (59) caligmalan ile ozellikle tiaminin etkin oldufu belirlenmis ve
tiaminle yaptigimiz ¢ahigmalarda benzer sonuglar alinmugtir.

- Cekildikten sonra uzun siire bekletilen tohumun boya rengini olumsuz
etkiledigi gozlenmigtir. Dokiildiikten sonra uzun siire buzdolabinda bekletilen
besiyerlerinde de iireme azalmakta veya olmamaktadir.

Tumbay'in degigtirdifi  Staib-Seeliger besiyerinde bu gozlemler
dogrultusunda baz kigiik degisiklikler yapild::

- Oziit 70 g yerine 100 g tohumla hazirlands
- 5 mg/l tiamin eklendi

Amag daha az boya yapan veya iiremesi zayif Cryptococcus neoformans
kokenlerinin de gdzden kagmamasim saglamakt:.

Her ne kadar gozlemlerimiz bu yéndeyse de tek bir koken ile yapilan deneysel
uygulamalann yeterli kabul edilmesi dogru olmaz . Ileride yapilacak galigmalarla bu
konular daha iyi aydinlatilacaktir.

Staib-Seeliger besiyeri (Tiimbay'a gore degistirilmis)t

Guizzotia abyssinica Ozt ...........cccccevrrennenne. 200 ml
Dekstroz (Merck) .......ccccoeveriercivieeceeierenenee l0g
Kreatinin (Merck) ........ccooeviiiiiieenccniiniene 08¢g
Difenil (Riedel de Hien) ..............ccccovuveennnee. 100 mg
Gentamisin®*(Deva) ..........ccccoeveiieevineinnnn 80 mg
Agar (Biolife) ............ccoovveviieiiiiceceieeeee 20g
DIStE SU ... 790 ml

+ Yukarda deginildigi iizere calismamizda kullandiimz besiyerine tiamin 5 mg/l eklenmis ve 6ziit
100 g G. abyssinica tohumundan hazirlanmgtir.

* Tiimbay kloramfenikol yerine gentamisin kullanilmasim nermektedir. Gentamisinin etkin, ucuz

ve ‘mikolojik besiyerlerinde ©nerilmesinin yamsira ticari preparatlan da besiyerlerinde de
kullanilabilmektadir (74).
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G. abyssinica tropikal bir bitkidir ve tohumlan kuy yemi olarak
kullaniimaktadir. Bu tohum Istanbul'da bulunmadifs igin Almanya'dan getirtildi.
Tohumlar, kullanidlmamig bir kahve degirmeninde gekilerek, toz haline getirildi. 70
g'1 400 ml distile su iginde hizla galkalanarak kangtinldi. Kangim 120° C'de, 1 atm
basingta 10 dakika otoklavlandi. Ortaya ¢ikan kangim dort kat gazhi bezden
siiziilerek oziit elde edildi.

200 ml 6ziit 790 ml distile su ile kangtinldi. Igine agar, kreatinin ve dekstroz
eklenerek sitilarak eritildikten sonra 120° C'de, 1 atm basingta, 20 dakika siire ile
sterillendirildi. Besiyeri 50° C'ye soguduktan sonra, igine 8 pg/ml gentamisin ve 10
ml % 95'lik etil alkol iginde eritilmig olan 100 mg difenil eklenmesini takiben 15
ml'lik boliimler halinde steril Petri kutularma dafitildi. Besiyerleri kullanihincaya
degin, +4° C'de naylon torbalar iginde saklandi. Her defasinda besiyerleri, kontrol
kokeni ekilerek kontrol edildi.

Ornekler steril tiipler vasitastyla yaklagtk 5 g olarak steril Erlen-Mayer'lere
alindi. Uzerine 25 ml antibiyotikli tuzlu su (mlf'de 1 mg streptomisin, 1500 U
penisilin G igeren % .85'lik steril tuzlu su) ilave edildi. Beg dakika elde kuvvetlice
calkalandi. Oda sismnda 10 dakika bekletilerek kaba pargaciklann g¢dkelmesi
saglandi. Stvinun (st kismindan steril cam pipetlerle 10 ml sivi steril tiiplere alindi. Bu
sekilde 10 dakika siireyle bekletilen sivilarda kaba pargaciklanin yeterince
cokeldiginin gozlenmesi lizerine Tuimbay'in Onerdigi gazli bezden sizme iglemi
uygulanmadi. Bu sividan 0.2 ml ahinarak besiyeri {izerine yayildi. Ekim yapilan
besiyerleri 26° C'de iiremeye birakilds. Ilk iki hafta hergiin, son iki hafta iki giinde bir
Petri kutulari kahverengi maya kolonileri geklindeki iireme yoniinden kontrol edildi.
Siipheli kolonilerden, balikh SDA besiyerlerinde saf kiltiirler elde edilerek ileni
incelemeler gergeklestirildi.

Bahkli Sabourraud Dekstroz Agar (SDA) (83,90)

Unat'in balikh buyyonu (1/10) ........................ 1000 cc
Agar (Biolife) ........ccoeeeieeniiieiieeeeeee, 15g
Glukoz (Merck) .......ccoevveveniiireeeeieen 20g
Gentamisin (Deva) ........c.ccoceevvvevinveercnniennen, 80 mg

Maddeler kangtinildiktan sonra, wsitilarak eritildi ve 5 ml olarak steril tiiplere
bolindi. 100° C'de 20 dakika siire ile sterillendirildi. Besiyerlerinin efik olarak
katilagmasi saglandiktan sonra, besiyerleri +4° C'de saklandi.

Saf kiiltiirlerden tanima yonelik agagidaki incelemeler yapildi:

- 37° C'de tireme
- Ureaz etkinligi
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- Hif olusumunun kontroli

- Nitrojen assimilasyon deneyi

- Karbon assimilasyon deneyi

- Farelerde hastalandinicilik aragtirmast

37° C'de iireme, kokenlerin eszamanli olarak iki SDA besiyerine ekilerek 37°
C ve 26° C'lerde 10 giin siire ile bekletilmesi ile arastirldi. Her iki besiyerinde iireme
olmast olumlu sonug olarak degerlendirildi.

Ureaz etkinliginin artagtnimasinda degistirilmig Christensen besiyeri kullamld:.
Bu besiyerine ekilen, denenecek kokenler 10 giin siire ile 26° C'de bekletildi. Pembe
renk degisimi olumlu sonug olarak degerlendirildi.

Degistirlmis Christensen agar(45A,83)

Neopepton (Difco) .........cceevveevverennnnnn. lg
NaCl(Merck) ....coooveerirereeeereeereenene 5g
Monopotasyum fosfat (Merck) .............. 2g
Agar (Biolife) ..........ccooeeieeieeiiereeen, 15¢g
Glukoz (Merck) (suda % 10) ................. 10 ml
Ure (Merck) (suda % 20) ............c.......... 100 ml
Distile SU ....oveeeieieieieieceeee e 890 ml

Glukoz ve iire ¢ozeltileri digindaki bilegenleri distile suda isitilarak eritildi. pH
0.1 N HCI ve 0.1 N NaOH ile 6.8-6.9'a ayarlandi ve kangim 120° C'de, 1 atm
basingta 20 dakika sterillendirildi. 50° C'ye soButulan besiyerlerine 0.2 um'lik
enjektor filtre (Sartorius)ile sterillendirilen glukoz ve iire ¢ozeltileri ilave edildikten
sonra S'er ml halinde steril tiiplere dagitildi. Egri olarak katilagmasi saglandiktan
sonra +4° C'de sakland1.

Hif olugumu kontrolii igin, piring-inflizyon agar besiyerinin yiizeyine hafifce
gizilerek ekimler yapildiktan sonra iizerine steril lameller kapatilarak 26° C'de 7 giin
bekletildi. Bu siirenin sonunda hif olusumu, mikroskopik inceleme ile arastinld.
Aynt besiyerine pozitif kontrol olarak Cryptococcus neoformans kontrol kokeni,
negatif kontro!l olarak da Candida albicans kokeni ekildi.

Pirinc-infiizyon agar(54,83)

Piring....ocooeieieieeeee 10g
Tween-80 ...........ccoooeviviiiiiien. 10 ml
Agar (Biolife) ...............ccoooeevienennn. 10g
Distile SU ........ooovvvveieeeeeeieeee 1000 ml
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On gram piring 30 saniye siire ile 1000 ml kaynar su iginde galkalandiktan
sonra gazh bezden stzildi ve 1000 ml'ye tamamlandi. Igine agar ve tween-80
katilip, 1sitilarak eritildikten sonra 120° C'de, 1 atm basingta 15 dakika sterillendirildi.
Bir gece 60° C su banyosonda bekletilip, ¢okintii dstindeki berrak sivi alinp
stizildi ve 120° C'de, 1 atm basingta 15 dakika siire ile sterillendirildi. Petri
kutulanina doékildii ve +4° C'de saklandi.

Nitrojen assimilasyon deneyi i¢in, SDA'da 48 saat siire 26° C'de iiretilen saf
kiiltirler kullanildi. Bu mayalann steril tuzlu suda McFarland'in 3.tiibi
yogunlugunda stispansiyonlar hazirlandi. Bu siispansiyonlardan 1 mi alinarak 10 ml
olarak boliinmil, eritilmig ve 50° C'ye kadar sogutularak icine 5 mg/l tiamin konmus
nitrojen-assimilasyon besiyerine ilave edildikten sonra Petri kutularmna dékiilerek
calkalama kiiltiirleri yapildi. Besiyeri katilagtiktan sonra bir kenarna spatiila ucu ile
potasyum nitrat ve difer kenarina kreatinin konulup, tzerleri steril siizgeg
kagidindan disklerle kapatldi. 26° C'de 10 giin siire ile bekletilen besiyerlerinde disk
gevresindeki tireme olumlu sonug olarak degerlendirildi.

Nitrojen-assimilasyon besiyeri (45A)

Yeast carbon base (Difco) ................. 12g
Agar Noble (Difco) .........ccoevvveevecnannn. 20g
DiStile SU ....ooveeveiiieieeeeee e 1000 ml

Maddeler distile su iginde sitilarak eritildikten sonra, 10 ml halinde tiiplere
boliindii ve 120° C'de, 1 atm basingta, 20 dakika siire ile sterillendirildi, +4° C'de
saklandi. Kullanilmadan énce su banyosunda eritildi.

Karbon assimilasyon deneyleri igin, SDA'da 48 saat siire 26° C'de iiretilen saf
kiiltiirler kullamldi. Bu mayalarin steril tuzlu suda McFarland 3.tiip yogunlugunda
siispansiyonlan hazirlandi. Bu siispansiyonlardan 3 ml alinarak 30 ml olarak
boliinmiig, eritilmigy ve 50° C'ye kadar sogutularak igine 5 mg/l tiamin konmug
karbon-assimilasyon besiyerine ilave edildikten sonra  220* ¢apmndaki Petri
kutularina dokiilerek ¢alkalama kiiltiirleri yapildi. Besiyeri katilaghktan sonra Petri
kutusunun kenanindan 2 cm igerlek, esit araliklarda denenecek karbon kaynaklan
spatiila ucu ile konulup, iizerleri steril siizge¢ kafidindan disklerle kapatldi. 26°
C'del0 giin siire ile bekletilen besiyerlerinde disk c¢evresindeki iireme, o diskin
altinda bulunan geker i¢in olumlu sonug olarak degerlendirildi. Glukoz, maltoz,
laktoz, siikroz ve galaktoz denendi.
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Karbon-assimilasyon besiyeri (45A)

Yeast nitrogen base (Difco) ..........c.......... 067 g
Agar Noble (Difco) .......cccooveevciirnnnnnes 20g
Distile SU ......coovviieeiiiieeieeeeee, 1000 ml

Maddeler distile su iginde isitilarak eritildikten sonra, 10 ml halinde tiplere
bolindii ve 120° C'de, 1 atm basingta, 20 dakika siire ile sterillendirildi, +4° C'de
saklandh. Kullanilmadan 6nce su banyosunda eritildi.

Farelerde hastalandinicilik, Cryptococcus neoformans sipheli kokenlerde
denendi. SDA'da 48 saat siire 26° C'de iiretilen saf kiiltiirler kullanildi. Bu mayalarnn
steril tuzlu suda McFarland'in 2 tiipi yogunlugunda (100 milyon /ml) siispansiyonlan
hazirlandi. Bu siispansiyondan 0.5 ml, 25-30 g afirhfinda, anabilim dalimz
laboratuvarlarinda yetistirilmis, erkek albino farelere periton igi yolla verildi. Fareler,
4 hafta siire ile gozlem altinda tutuldu. Bu arada 6len farelerin hemen otopsileri
yapidi. Dort hafta sonunda sag kalan fareler eter ile oldiriilerek, otopsi yapildi.
Otopsisi yapilan farelerin beyin, dalak, karacifer 6meklen, kiigiik pargalara
boliindiikten sonra SDA ve Staib-Seeliger besiyerlerine ekildi. On beg giin siire ile
26° C'de bekletilerek tlireme aragtinildi. Ayrica beyin preparatlan % 10 KOH ¢ozeltisi
ile muamele edilerek ¢ini miirekkebi ile boyandiktan sonra, Cryptococcus
neoformans'a benzer yapilann varli: agisindan incelendi.

Cryptococcus neoformans'in tanimlanmasinda Cizelge 2'deki 6zellikler temel
alindi,

Cizelge 2. Cryptococcus neoformans'in 6zellikleri (Cesitli kaynaklardan [20,45A,61] derlenmistir).

Assimilasyon dzellikleri
Farede
hastalan- | 37°C'de | Boya* Kreati-
Tiir dincibk | iireme# | yapimi| Ureaz | KNO3| nin G|S |L [M|GL
C. neoformans + + + + - + + i+ |- 1+ |+
C.laurentii - +/- - + - - +{+ |+ 1+ |+
C.terreus - +/- - + + - + |- lnal+ | +v
‘ dir | v
C.gastricus - - - + - - + |- |- 1+ ]+
C.uniguttulatus - - - + - - + [+ |- [+ |-¥
C.Iuteolus - - - + - - + + - + +
C.albidus - nadir - + + - + |+ | H-[F |-y
var.albidus
C.albidus - -1+ - + + - + |+ |- |+ |
var. diffluens

* Bird-seed agarda # Baz kaynaklarda(61) degigken olarak bildirilmektedir G=Glukoz S=Siikroz
L=Laktoz M=Maltoz GL=Galaktoz '



BULGULAR

Nisan 1993-Aralik 1995 tarihleri arasmda, Istanbul'da cesitli semtlerden toplanan
giivercin  digkiss ve bu digkilarla kirlenmis toprak, yuva oOrneklerinden Cryptococcus
neoformans aragtinlmasi sonucunda toplam 100 6mekten bir Cryptococcus neoformans
kokeni aynlmigtir. Omeklerin dagihmu Cizelge 3'te 6zetlenmigtir.

Cizelge 3. Incelenen dmeklerin, alm yeri gruplarina gore dagilim ve lireme sonuglan.

Ornek grubu Ornek sayisn | Aynlan  C. neoformans
Say1 (%)
Alanlar, camii aviulari, sagaklar
kaldinmlar... 49 0 0
Kafes ‘ 42 1 2.3
Toprak 7 0 0
Yuva 2 0 0
Toplam 100 1 1

Saptanan tek Cryptococcus neoformans kokeni Mayis 1993'te Esenler
semtinde bir giivercin besleyicisinin evindeki kafesten ahnan Ornekten iiremigtir.
Omegin ekildigi besiyerinde ilk hafta sonunda birkag kahverengi koloni gézlenmis,
bu kolonilerden elde edilen saf kiiltiirlerin incelenmesi sonucunda, bu kokenin
Cryptococcus neoformans oldyfu saptanmystir. Bu kokenin incelenen ozellikleri

Cizelge 4'te gosterilmigtir.
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Cizelge 4. Elde edilen koken ve kontrol Cryptococcus neoformans kékeninin
aragtinlan 6zellikleri.

Ureyen koken Kontrol kdkeni
Staib-Seeliger besiyerinde
tireme Ozelligi
Renk.....oooooooioiomiiceceeee. Agik kahverengi ........ Kahverengi
Koloni yapist ..........ccoeeveeinenencnne. Mukoid ........cocveveenee Mukoid
Kapsiil ....cocooeviimiiiieeeeeen, (H);dar (+);belirgin
37°Cldetireme ..........ccocoereverennnne. Q) (Cp)
UT€AZ ... (G5 TR )
Hif olugturma ...........ccovveveeeeeenn. (G TN ¢-)
Assimilasyon deneyleri
KNO3 .. O I O]
Kreatinin ...........c.oooveeieeeieeeennen. ) s +)
Glukoz .....cccoovvriirreein () +)
Maltoz .....ccocovmieee (C2) TSI +)
Lakkoz ..o G -
SUKIOZ ..o S O )
Galaktoz .........ccoooveeiiree, G2 I )
Farede hastalandinieilik ..................... 2 T D)

* 37° C'de fireme Ozelligi zamanla degigiklie uBrayarak firemesi icin gerekli siire uzamigtir.

Sonug olarak Istanbul'da giivercin digkilarinda Cryptococcus neoformans varli3:
gosterilmis; oram toplam 6mekler iginde % 1, kafes ormek grubu iginde % 2.3 olarak

saptanmugtir.
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TARTISMA

Cryptococcus neoformans diinyanin her tarafinda rastlanan, giin gegtikge daha sik
hastalik etkeni olarak kargimiza gikan firsatgi bir mantardir. Yapilan birgok aragtirmaya
ragmen bulagma, hastalandincihk ve korunma yoniinden bilgilerimiz kisithdir.
Kriptokokkoz sikhigi giderek artmakta ve Ozellikle AIDS'lilerde ciddi bir sorun
olusturmaktadir (16,17,22).

Kriptokokkoz iilkemizde de bulunmaktadir.ilk kez 1953 yihinda Soysal, Unat
ve Tahsinoglu yaygin deri lezyonlanyla giden bir sistemik kriptokokkoz olgusunu
yayinlamglardir (68). Daha sonra pekgok olgu bildirilmigtir (5,14, 43,46,82).

ik kez 1951 yiinda Emmons (29) mantann toprakta varhfim gostermistir.
Emmons 716 toprak omeginde sadece 4 (% 0.5) Cryptococcus neoformans
saptayabilmigtir, Daha sonra Ajello (2) 1950-1955 yillan arasinda ABD, Panama,
Hawai, Nijerya ve Kanada'da toplam 1127 toprak ornegini incelemis; sadece 14
(%1.3) Cryptococcus neoformans kékeni ayirabilmigtir. Ayrilan kokenlerin sadece
ABD ve Hawai'den alinan drneklerde saptanabilmesi ilgingtir. 1966 yilinda Sotgiu ve
arkadaglani (67) Italya'da 166 toprak omeginde 4 (%2) adet Cryptococcus
neoformans kokeni ayirmglardir. Daha sonra Emmons bu kez giivercin  diskilarinda
bu mantan aramig. 1960 yiinda Washington'da yaptifn cahsmada, 91 giivercin
digkis1 6rneBinin 63'inden (% 67) bu mantan ayrabilmigtir (31). Daha sonra
diinyanin pekgok yerinden bu konuda galigmalar bildirilmis ve gok farkh sonuclar
alinmgtir (%0.7-80: Almanya %39, Ingiltere % 6-8, Cekoslavakya %3, Yunanistan
% 25, Japonya % 50-80, Meksika %20 (8,13,77,88).

Ulkemizde de Cryptococcus neoformans'm doBal kaynaklarindan aynimi ile
ilgili caligmalar yapimustir. Bu ¢ahigmalar Cizelge S5'te verilmigtir.

Cizelge 5. Tiirkiye'de dogal kaynaklarindan Cryptococcus neoformans aynmu ile

ilgili caligmalar.

Giivercin digkisi Toprak ~ Diger Kaynak

% % %

Unat ve Yiicel 0 (0/18) 0(0/45) 00/27) 81
(Istanbul)
Tumbay . 103 (32/312)  0(0/132) 3.8(6/172) 76
(Izmir)
Karaman ve ark. 3.2 (2/62) - 0 (0/22) 40
(Bursa)
Sivrel ve ark. 14 (13/91) - - 66
(Izmir)




Unat ve Yicel 1965 yilinda yaptiklan gahsmada (81), Istanbulun gesitli
semtlerinde ¢esitli kanath digkilan ile kirli toprak omeklerinde Cryptococcus
neoformans ve Histoplasma capsulatum aramuglar; her iki mantan da
saptayamamuglardir. Bu ¢alisma dogal kaynaklanndan Cryptococcus neoformans'in
aynilmasi konusunda itkemizde yapilan ilk caligmadir.

1977 yiinda Timbay (76) 1zmir ve ilgelerinden topladigi gesitli drneklerde
mantan aramig; giivercin  digkilaninda aragtumig; % 10.2 oraninda; diger kanath
digkilarinda (kanarya, biilbiil, tavuk, muhabbet kugu ve kangk kus digkilar1) % 3.8
oraninda gostermigtir. Toprak ve saman émeklerinde ise mantan gosterememigtir.

) 1980 yiinda Bursa'da Karaman ve arkadaglani (40), givercin diskilarinda
Cryptococcus neoformans oramm % 3.2 olarak belirlemiglerdir. Diger kanath
digkilarinda ise mantan gésterememiglerdir.

1993 yilinda, Sivrel ve Timbay (66), Izmirde sadece giivercin kafeslerinden
alinan Ornekleri incelemisler ve bu o6rneklerde % 14 oramnda Cryptococcus
neoformans varh saptamuglardir. Ayrica bu kokenlerin in vitro olarak amfoterisin B
duyarlihFint aragtrmuglar ve hepsinin duyarlt oldugunu saptamuslardir.

Bizim ¢alismamizda toplam &rneklerde saptanan oran % 1'dir. Kurk iki kafes
ornegi gozoniine aliirsa (1/42) oran % 2.3 olarak saptanmaktadir. Diger ¢alismalar
da incelendiginde, Cryptococcus neoformans kokenlerinin  tiimiiniin kafes
orneklerinden saptanmig olmast ilgingtir. Bizim ayirdifimiz kokenin de kafesten
saptanmug olmast bu bilgilerle uyumludur. Buna karsin yurt diginda yapilan
calismalarda kafes digindaki orneklerde yogun olarak Cryptococcus neoformans
saptanmaktadir (2,31,88).

Saptadiimiz % 1'lik oran, iilkemizde daha énce saptanan oranlardan daha
dusiiktiir (40,66,76). Fakat 1965 yihinda Istanbul'da yapilan ¢ahgmada bu mantann
bulunmadify da gozoniinde tutulmahdir (81). Diinyanin gesitli yerlerinden bildirilen
oranlar da ¢ok degiskendir. Isveg'te 450 giivercin digkisindan sadece 3 adet (% 0.7)
Cryptococcus neoformans iiretilebilmigken (8), Japonya'dan 8 Ornekten 4'Gnde
(%50) Cryptococcus neoformans iiretilebilmistir (88).

Bu farklilifin sebebi, iklim ve gevre faktorleri olabilir. Topragin mikrop igerigi
de onemli bir belirleyicidir (61,80). Tiimbay ¢ahgmasinda toprak Orneklerinde
Cryptococcus neoformans belirleyememigtir (76). Biz de az sayidaki toprak
orneginde (7 6rnek) bu mantan belirleyemedik. Aynca pekgok galigmada toprakta
saptanan oranlar oldukga diigiik bulunmaktadir (2,31,67).

Cahgmamizda toplam 42 adet kafesu?n ornek alinmustir. Kafeslepden alinan

ornekler incelendigibnde % 2.3 Cryptocogcus neoformans varligi gaptanmustir.
Buldugumuz oranin diigiikligiiini biraz da kafes orneklerinin azhifina baglayabiliriz.
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Ayrica 42 kafes omeginden 21 tanesi % 50) kug pazarlarndaki kafeslerden
alinnug ve genelde az miktarda dmek alinip gabsilmak zorunda kalmmugtir. Bulunan
oranin digiikligiinden bu da sorumlu olabilir. ’

Tam bu bilgilerin 1131 altinda saptanan oran (% 1) kafes Omeklerinin sayist
arttinldiginda daha yiiksek olabilecek fakat dzellikle Izmir'de saptanan oranlar kadar
olamayacaktir diye yorumlanabilir. Biz boyle bir ¢ahigmayi stirdiirmeyi planhyoruz.

Cryptococcus neoformansn topraktan aynlma sanst genelde gok daha
diigiiktiir.  Ulkemizdeki gahgmalarda toprakta Cryptococcus neoformans
tiretilememistir (76,81). Bu konuda diger mikroorganizmalarin baskilayict etkisi
onemlidir. Pseudomonas aeruginosa ve Bacillus subtilis gibi bakteriler Gremeyi
onleyici maddeler salgilayabilmektedirler. Teoh-Chan ve ark. (75) deney
kogullarinda P. aeruginosa'nin bu etkisini aragrmuglar ve iiremeyi baskilayici bir
maddeyi gosterebilmiglerdir. Ayrica toprak amipleri (6zellikle akantomoebalar) de
onemli bir baskilayici etmendir. Bir A. palestenensisin giinde 84 kriptokok
yiyebildiginin saptandigi bildirilmigtir (43,83). Giines 1% da Cryptococcus
neoformans'in ¢ogalmasint baskilar (83).

Bu bilgilerin 1;finda Emmons'un (30) toprakta baski altinda bulunan
Cryptococcus neoformansllann  kendileri igin uygun . bir ortam olugturan,
kreatininden zengin kanath digkilarinda bol miktarda {ireyebilecei ve uzun siire canh
kalabilecegi goriisi kabul edilmektedir.

Kanath digkilan Cryptococcus neoformans iiremesi igin uygun bir ortamdir.
Bunu ilk kez Staib(70) ortaya koymustur. Taze digkn 6rnekleri alkali olmalan ve diger
mikroorganizmalar i¢in de uygun ortam olugturmalan sebebiyle daha az kriptokok
banndinrlar. Kurumug digkilarda uzun bir siire yogun olarak kriptokok bulunabilir.
Bir kaldinmdan 3 yil boyunca Cryptococcus neoformans'in ayrilabildigi ve kuru bir
givercin  digkissmin 1 graminda 50 milyon canlh Cryptococcus neoformans
bulunabilecegi yazilmigtir (76,83).

Diger kanath digkilarinda da Cryptococcus neoformans saptanabilir. Tropikal
gugukgiller, papagan, kanarya, biilbiil, sar1 asma kugu, siircik, yarasa gibi pekgok
kus cinsinin  digki Orneklerinde Cryptococcus neoformans aynlabilmektedir
(54,76,83). Tumbay 'da (76) ¢esitli kus diskisi 6rneklerinde % 3.8 oramnda
saptamugtir. Biz galigmamiza diger kanath digk: rneklerini dahil etmedik.

Tavuk diskistyla yapilan aragtirmalarda olumsuz sonuglar almmaktadir. Bunun
sebebi olarak tavuk diskisinda bulunan, iiremeyi onleyici bir maddenin sorumlu
oldugu bildirilmigtir. Fakat Ajello'nun (2) toprak 6meklerinde Cryptococcus
neqformansin kiimes yakinlannda saptamasi, Sotgiu ve ark.(67)nin toprakta
bulduklan kokenlerin ikisinin kiimes tabanlarindan olmast, Tiimbay'in (76) bir tavuk
kiimesinden saptadifi koken de konunun daha aragtnlmasi gerektigini
diisiindirmektedir. ’
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Cryptococcus neoformans dogada ayrica, bazi sebzelerde, meyve ve meyve
sulannda, siit ve siit diriinlerinde, sineklerde de bulunur, fakat bunlarda oran digiiktiir
(45,48,76,83). Birgok tohumda da Cryptococcus neoformans saptanmgtir. Bu bulgu
tzerine kanath diskilannda mantann yogun olarak bulunmasinin nedeni olarak
tohumlarda bulunan Cryptococcus neoformans'n yenilmesi bir faktor olarak ileri
stirtilmiig, fakat kanitlanamamugtir (76,83).

Cryptococcus neoformans var. gattilnin doBal kaynafi olarak sadece
Eucalyptus camaldulensis ve Eucalyptus terraticomis saptanmustir. Ellis ve Pfeiffer
(27,28) galigmalannda Avustralya'da ve daha sonra ABD'nin bazi eyaletlerinde bu
agaclarda bu mantann yoBun olarak bulundugueu gostermiglerdir. Cryptococcus
neoformans var. gattii'nin bu agaglarin normal floras1 mt yoksa patojeni mi oldugu
belli degildir. Ulkemizde var. gattii'nin varlii konusunda aragtirabildigimiz kadan ile
kaynaga rastlanamamugtir.

Bilindigi gibi Cryptococcus neoformans'in dogial kaynaklarindan iiretilmesi igin
fare deneyleri ve kiiltiir yontemleri énerilmigtir. Biz gahgmamizda kiiltiir yontemini
sectik. Fare deneylerinin olduk¢a uzun siiren, zor, zahmetli olusu yaminda bunlardan
daha da dnemlisi iyi bir hayvan laboratuvan igin gerekli kosullarimin saglanmasina ve
iyi bakicilara gereksinim gostermesi sebebiyle bu yonteme g¢ahgmamizda bag
vurulmamustir. Kiiltlir yontemi daha kolay, duyarh, denenmis ve alinan sonuglarn
genelde aym yontemin kullamldigy diger galisma sonuglan ile kiyaslanmasina olanak
veren bir ydntem oldugu igin tercih edilmistir.

Ulkemizde yapilan ilk galiymada Unat ve Yiicel (81) fare deneylerini ve
SDA'ya dogrudan ekim yontemini kullanmuglardir. Daha sonraki galismalarda
Tumbay'in ekledigi degisikliklerle Staib-Seeliger (76) besiyeri kullamlmigtir. Biz de
Tumbay'in degisiklik onerilerine uygun olarak Staib-Seeliger besiyerini hazirlayip
kullandik. Fakat kontrol kokenimizle yaptgimiz 6n denemelerde, daha ®nce
degindifimiz bazi gozlemlerimize dayanarak, besiyerini birkag kiigik depisiklik
yaparak hazirladik ve galismamizda bu besiyerini kullandik.

Cryptococcus neoformans besiyeri igerigindeki kreatinini kullanarak,
gogalabilir. Fenol oksidaz enzimi ile besiyerinde bulunan kaffeik asit (dihidroksi
sinnamik asit) ve ortofenolleri melanine gevirmek sureti ile kahverengi koloniler
olusturur. G. abyssinica tohumlaninda bu maddeler degisken miktarlarda bulunur.
Fakat boya yapim: gergeklesmesine olanak saglamakta ve besiyerinin duyarhiginda
degigiklife yol agmamaktadir (45,61,76). Bu besiyerinde boya olugturma
Cryptococcus neoformans'a zgiil bir ozelliktir (21). Sadece birkag C. laurentii
kokeninin boya yapabildigi bildirilmistir (21,45). Kahverengi boya degisik tonlarda
olapilmektedir. Nadiren baz fenol oksidaz enzimi olmayan kékenler beyaz koloniler
-olugturabilirler. Besiyerindeki glukoz igerifj ve nitrojen kaynaZ da fenol oksidaz
etkjnliginin gosterilmesinde 6nemlidir (15,45,61). Timbay (76), ayirdig 38 kokenin
10'un agik kahverengi, 16'smin kahverengi, 12'sinin koyu kahverengi oldugunu
bildirmigtir.
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Besiyerinde kahverengi maya kolonilerini saptamak kolay olmamaktadir,
Besiyerinde difenil sebebi ile renk geligtirmeyen, yandas kiif kolonilerinden
salgilanan boya ile renk degistiren maya kolonileri, bazi direngli bakteri kolonileri
besiyerinde Cryptococcus neoformans iiremesinin yorumlanmasini zorlagtinr. Kimi
zaman kifler difenil varlifina rafmen hizla tiim besiyeri yiizeyini kaplayarak
degerlendirmeyi ‘olanaksiz kilmaktadir. Temel ilke olarak kiif kolonilerinin en
uzagindaki kahverengi maya kolonileri 6zellikle degerlendirilmektedir. Bu sorunlarla
¢alismanuz sirasinda da kargilagilmugtir.

Ekilen 6megin o6zelligi de O6nemli bulummugstur. Toprak, kurumug disk
ornekleri, bekletilen omeklerle yapilan tekrar ekimlerinde yogun kuf wremesi
olmakta ve sonu¢ alinmasint olumsuz olarak etkilemektedir. Kafeslerden alinan
omeklerde ise maya kolonileri on planda izlenmektedir. Kafeslerden ahnan
orneklerden ayrimda daha baganli olunmasinin bir sebebi de budur.

Cryptococcus neoformans't tammlamak igin kapsiil yapisinmn gosterilmesi de
onemlidir. flk ayinm sirasmnda konak dist dreklerden elde edilen kriptokoklarin
kapsiil yapist belirgin olmayabilir Fareye aglandifinda kapsiil yapist belirgin hale
geger ve hastalandincilik 6zellifi devam eder (45,76,83). Hipertonik ortamda kapsiil
yapumu baskilanirken, karbon dioksitli ortamda, zenginlegtirilmis besiyerinde tiretim
ve glukoz miktanindaki artig kapsil yapimim uyarmaktadir (61).

Kapsiil ¢ap: ile hastalandiricilik arasinda belirgin bir iligki kurulamamgtir. Bir
beyin absesi érneginden iiretilen dev kriptokoklarin (40-50 pm) fareler igin daha
hastalandiric1 oldugu gosterilememistir (50).

Bunun diginda Cryptococcus neoformans yalanci hif, klamidospor ve
gimlenme borusu yapmaz. Tomurcuklanmalar gorilebilir. Cini miirekekbi
preparatlarinda aym kapsillin gevreledii tomurcuklanmis maya hiicrelerinin
gorilmesi taniticidir (45,79).

Cryptococcus neoformans 37° C'de iireyebilir. Bu ozellik onun tamm kadar
hastalandiriciligs agisindan da 6nem tagir. Diger yandan bu ozellifin deBisebilir
oldugu, mutantlar geligebilecegi bildirilmigtir. Bizim kokenimiz de 37° C'de
iireyebilme o6zelligini pasajlar srasinda kaybetmis, ancak zenginlegtirilmis
besiyerlerinde geg olarak 10-15 giinde iireyebilmigtir. Timbay hem bu 6zelligi hem
de besiyerlerinin dort hafta etiivde bekletilmesinin olumsuz etkilerini g6zOniine
alarak 26° C'de iremeye birakilmasii onermektedir. Biz de g¢aliyjmamizda bu
oneriye uyduk. ' ‘

Cryptococcus neoformans ozellikle fareleri hastalandirmaktadir. Farelerde
infeksiyon seyrini Hasenclever ve Mittchell incelemiglerdir (37,38). Ven yoluyla
fareye verilen mantar 10 dakika iginde tim dokulara dagilir. Ik agamada
akcigerlerde yogunlagir. 3.- 6. giinlerden sonra belirgin olarak beyin dokusunda
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yoZunlagma izlenir ve bu yogunlagma artarak devam eder. Bu yogunlagma genelde
bir zamanla kisith degildir (49). Fare patojenligi klinik kokenlerde dogal ortamdan
elde edilen 6rneklere nazaran daha fazladir (38).

Cryptococcus neoformans'm dzellikle giivercin digkist bagta olmak {izere dogal
kaynaklarinin bulagmadaki 6nemi belirgin degildir. Diger iilkelerden bildirilenlerden
de ancak kisith sayida kriptokokkoz olgusunda ev ve gevre havasinda Cryptococcus
neoformans’lar saptandify yazilmaktadir (45). Fakat bityitk ¢ofunlukla boyle bir
temas belirlenememektedir. Orofarinks ve deride rastlanabilen gegici kolonilegmenin
bir 6nemi yok gibidir.

Giivercin besleyicilerinde belirgin olarak Cryptococcus neoformans'a kargy
antikor tespit edilmigtir. Tambay (77) Izmirde IFA yontemi kullanrak yaptif
gabymada Cryptococcus neoformans kapsiil antijenine karst antikor yamitim
aragturnug; giivercin besleyicilerinde % 16, kugla ilgisi olmayanlarda % 5 oraninda
antikor pozitifligi saptamstir.

Ttm bu bilgilere ragmen giivercin digkisinin  kriptokokkozun yayilmasindaki
rolii belli degildir.

Hastabdin bir diger kaynagi Cryptococcus neoformans'in egeyli gekli olan
Filobasidiella neoformans'tir. Bu mantann bitkilerde ve toprakta bulunabileci
gosterilmigtir. Basidiyosporlar daha kiigiik boyutlardadir ve insana daha kolay ulagip
alveollere  yerlegebilirler.  Aynca  basidiyosporlann  deneysel  infeksiyon
olusturabilecekleri de gosterilmigtir (45).

Giivercinler "sehirli kus"lardir. Ozellikle insanlann yofun bulundugu park,
alan,anit, ev sacaklan, camii, avlu gibi yerlerde yogun olarak yasarlar ve insanlar
tarafindan beslenirler. ABD'de giivercin  digkilannin  yogun Cryptococcus
neoformans icerebilecei saptandiktan sonra bunun bir halk sagif sorunu
olusturabilecegi diigiiniilmiig ve giivercin digkilarindan Cryptococcus neoformans'in
temizlenmesi igin ¢alismalar yapmuglardir. Yapilan ¢ahigmalarda tekrarlanan formalin
uygulamalannin mantan tamamen temizledii gosteriimigtir (4,86).

Cabymamiz sirasinda  yaptifimiz ilging ve Onemli bir gozlem de
digtindtrcidir. Istanbul'da en yogun giivercin niifusunun izlendifi yerlerden biri de
hastanelerdir. Hastanelerin yapt 6zellikleri, insanlanmizin bu konuya yaklagimlar,
hasta ve personelin ~kuslan beslemeleri bu yogunlagmanin sebebleri olarak
gorinmektedir. Hastanemiz biinyesinde bazi ulasabildifimiz yerlerden mantan
aytramamis olmamz asla rahatlatics olmamahdir. Birgok bolgeye ulagsmamn zortugu,
diger hastanelerdeki durumun hi¢ bilinmiyor olmasi, bulgularn degigebilir olmasi
tedirginlifimizi agiklayabilir. Bu konuda daha aynntih galigmalan yapilmast
gerektigini diglintiyoruz.



Mantar infeksiyonlan konusunda mikrobiyoloji laboratuvarlarna biyiik
sorumluluk diigmektedir. Oncelikle ayrt bir mikoloji laboratuvan olusturmak ilk
asama olmahdir. Mikoloji laboratuvan gereginde klinisyene yardimci, gerefinde
klinisyeni uyanici olmalidir. Aynica mantarlanm yayihmi, bulagma yollan ve
patogenez konusunda gereken galigmalan yiiriitebilecek diizeyde olmahdir.

Bu ¢ahgma ile Istanbulda dogal kaynak olarak giivercin digkilarindan
Cryptococcus neoformans varhgl gosterilmis, hem bu konuda hem de benzer mantar
infeksiyonlan konusunda yeni ve kapsaml galigmalar gerektigi dugiiniilmiigtiir.
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SONUC

Istanbul'da konak diginda Cryptococcus neoformans varlis aragtinlmigtir. Bu
amagla Istanbul'un gesitli semtlerinden Nisan 1993-Aralik 1995 tarihleri arasinda
toplam 100 adet giivercin diskisi ve giivercin digkisi ile kirlenmis toprak 6rnegi
incelenmistir. Tiimbay'a gore degistirilmig Staib-Seeliger besiyeri baz1 ufak ilaveler
yapilarak kullanilmigtir. Caligma sonunda sadece kafesten alinan bir givercin  digkisi
orneginde Cryptococcus neoformansin varhift saptanmig, konak disinda giivercin
diskilaninda ve giivercin digkis1 ile kirlenmig toprak 6rneklerinde % 1 oraninda,
kafeslerden alinan 6rnekler dikkate alindifinda % 2.3 (1/42) oraminda Cryptococcus
neoformans varhig: belirlenmigtir.

Diger yandan bu ¢aligma hem bu konuda hem de benzer hastaliklar konusunda
daha kapsamh galigmalar gerektiBini de gostermektedir.



FOTOGRAFLAR

Fotograf 1. Degistirilmig Staib-Seeliger besiyerinde kahverengi renkli kontrol (1)
ve orneklerden iireyen (2) C. neoformans ve C. albicans (3) kolonileri

Fotograf 2. Léwenst_ein-]ensen besiyeﬁnde C. neoformans iiremesi (Bir ayda).




Fotograf 3. Karbon assimilasyonu deneyi (3. giinde).

Fotograf 4. Cini miirekkebi praparatinda C. neoformans'in goriiniisi..




OZET

Bu ¢ahgmada Istanbulda konak diginda Cryptococcus neoformans
aragtinlmigtir. Bu amagla Nisan 1993-Aralik 1995 tarihleri arasinda giivercin digkist
ve glivercin digkis: ile kirlenmig toprak ornekleri incelenmigtir. Toplam 6rnek sayisi,
49'y avlular, alanlar, sagaklar gibi acik alanlardan, 42'si kafeslerden, 7'si topraktan ve
2'si yuvalardan olmak iizere 100 adettir. Caliyma sonunda sadece Esenler semtindeki
bir kafesten alinan érnekte Cryptococcus neoformans aynlmig; boylece toplam %
1'lik; 42 kafes 6rnegi gézoniine ahindifinda ise % 2.3'lik bir sikhk saptanmugtir,

Calismada Timbayin degistirdigi, Staib-Seeliger besiyeri birkag kiigik
degisiklik yapilarak kullamlmigtir. Ekilen 6mekler 26° C'de 4 hafta iliremeye
birakilarak izlenmigler ve iireyen kahverengi maya kolonileri ileri incelemelere
alinmugtir. Siipheli kdkenlere; 37° C'de iireme, piring-infiizyon agarda hif olugturma,
tireaz etkinlii, karbonhidrat ve nitrojen assimilasyon deneyleri yapilmis, sonugta
Cryptococcus neoformans oldugu kokenlere farede hastalandincihik deneyleri
yapilarak degerlendirmeye gidilmigtir.

Sonuglar diger ¢aligmalarla kergilagtinlmig, sonuglar ve gozlemler tartigilmg;
bu konuda yeni ve kapsamh ¢aligmalara gerektigi sonucuna varnimigtir.
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SUMMARY

In the present study conducted between April 1993-December 1995,
droppings Columbia livia and soil samples contaminated with it were screened for
Cryptococcus neoformans. One hundred samples 49 of which were obtained from
fringes, open areas, etc., 42 from cages, 7 from soils and 2 from nests were included
to the study.

Cryptococcus neoformans was isolated only from one sample obtained from a
cage from quarter Esenler. So 1 % of total samples and 2.3 % of cage samples were
positive for Cryptococcus neoformans.

In this study Staib-Seeliger medium previously modified by Tumbay with
slight additional modifications was used as primary isolation medium. Streaked
plates were incubated at 26° C for four weeks and examined for growth of brown
colored yeast colonies. Suspicious colonies were further examined for growth at 37°
C, hyphea formation on rice-infusion agar, urease activity, carbohydrate (maltose,
sucrose, lactose, glucose, galactose) and nitrogen assimilation. The strains that were
compatible with Cryptococcus neoformans regarding the results above mentioned
tests were examined also for mouse pathogenicity.

According the comparison of our results with the results of previous studies
and our observations we concluded that further large-scale studies are needed for the
determination precise densities of Cryptococcus neoformans in this kind of sources.
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