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OZET

Bu caligmanm amaci, turizme yeni agilan Denizli Kaklik Magarasi’nda Histoplasma capsulatum varligi aramak idi. Kaklik Magarasi
alisilmisin disinda su biyokimyasina sahiptir ve bu nedenle icinde Pamukkale (Hierapolis) benzeri travertenler bulunmaktadir,
Magaradan toplanan yarasa dickrsi drnekleri maya &zutd-fosfat agar besiyerinde kultiir edilmistir. Kugkulu mantar kdkenlerinden
dimorfizm dondstm deneyleri, hayvan inokulasyonu ve ekzo-antijen testi yapilmictir. Bu testlerdeki negatif sonuglara karsin
H. capsulatum M antijeni kotlayan DNA parcasi amplifiye edilmiftir. 1TS1-5.8S-ITS2 rDNA sekans analizi ile susun Renispora
flavissima oldugu saptanmistir. Bu sonug; tammlanmasi zor mantarlarda molekdler yéntemler ile onaylamanm yaninda klasik
degerlendirmenin 6nemini gostermektedir.

SUMMARY

The purpose of this study was to investigate the presence of Histoplasma capsulatum in the Kaklik Cave, Denizli, Turkey, newly
opened to tourism. The cave has unusual biochemical indigrients causing Pamukkale (Hierapolis)-like travertains. Bat droppings
picked from deep parts of the cave were cultured on yeast extract-phosphate agar. Exoantigen and yeast converting tests of
suspect colonies containing histoplasma-like macroconidia were performed. These tests were negative. Although DNA encoding
partial portion of the M-protein was amplified by PCR, suggesting the isolate to be H. capsulatum, universal primers based on highly
conserved regions of the rDNA were used for PCR amplification of the ITS1-5.8S-ITS2 rDNA region followed by sequence
comparison to determine phylogenetic relationship of this isolate with fungal species. The sequence data showed 98% homology of
this isolate with Renispora flavissima. These results show the importance of traditional characterization by analysis of phenotypes
with molecular technology for identification of fungi.

GIRIC morfik bir mantardir. Yarasa digkilartnm yogdun bulun-

dugu magaralar en yaygin infeksiyon kaynaklaridir. Bu
Histoplazmozun etkeni olan Histoplasma capsulatum turn  nedenle H. capsulatumiun olusturdugu klinik tablo
dunyada gorulebiien, endemik infeksiyonlara yol acan di- ~ "Magara Hastaligi" adiyla da bilinmektedir. Turkiye'de
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Ergin ve ark.

histopatolojik incelemeler ile histoplazmoz tamsi konulan
olgular var ise de hastadan kiiltur ile taninin dogrulan-
digi olgu henuz yoktur (1, 2). Denizli b8lgesine ¢ok yakm
olan Sardes antik ¢ehrinde 1997 yilinda Yucel ve Kan-
tarcioglu (3) H. capsulatum'u tumulus odun buluntularm-
dan izole ederek Tiirkiye'deki varligim gdstermiclerdir.

Bu calicmanm amaci; magaracilik turizm potansiyeli
yuksek olan Denizli ili Kaklik Magarasi’nda turistik aktivi-
teler 6ncesinde H. capsulatum'un varligmin aragtirilma-
sidir.

GEREC VE YONTEM

Kaklik Magarasi Denizli'nin 30 km dogusunda, halk ta-
rafindan bilinen ve 2003 yih icinde turizme acilan bir
magaradir (8ekil 1). Kaklik Magarasi’m olugturan su ve
yapilarm biyokimyasal 0zellikleri (Tablo 1) daha once-
den tammlanmigtir (4).

Tablo 1. Kaklik Magarasi suyunun biyokimyasal dzellikleri

Isi (Yil boyu ortalama) 23.2 £0.3°C

pH 7.0
Sodyum 33 mg/L Demir 27 mg/L
Potasyum 2.01 mg/L Cinko 15 mg/L
Kalsiyum 300.9 mg/L  Bakir 252 mg/L
Magnezyum 80.1 mg/L Kursun 92 mg/L
Bikarbonat 544.7mg/L  Stronsiyum 7506 mg/L
Klor 131.8 mg/L  Lityum 36 mg/L
Sulfat 501.1 mg/L  Aluminyum 0 mg/L

Kaklik Magarasi drnekleri maske ve eldiven gibi kigisel
koruma onlemleri alinarak 2002 yilinm Nisan ayinda top-
landi (5). Magaranin dip kesimlerinden yarasa dickisi ile
bulagmic 15 farkli toprak 6rnegi 100 ml'lik plastik kaplara
alindi. Aym gun icinde laboratuvara ulagtirilan drnekler
hacimlerinin yaklagik 10 kati oranmda steril fizyolojik tuzlu
su ile sulandirildi. Ciddetlice calkalanan drnekler icerdik-
leri partikdllerin dibe ¢Gkmesi igin yarim saat boyunca
kendi haline birakildi. Ust yazeyden ekavyon yardimi ile
alinan sulandirilmic 6rnek, mayadzutu-fosfat besiyerine
amonyak yardimi ile ekildi (6). Ekimler oda sicakliginda
nemli ettvde iki ay sureyle inkiibe edildi. Ureyen her ko-
loniden taberkulld makrokonidyumlarm varligi arandi.

Onbeg toprak &rneginin ekildigi plaklardan sadece bi-
rinde cok sayida dreyen kuf kolonilerinin mikroskobik in-
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celenmesinde tuberkdlld  makrokonidyumlar saptandi
(Cekil 2 ve 3). Bu kolonilerden beyin kalp infuzyon agara
pasajlar yapilarak saf kultur elde edildi. Dimorfik déntigt-
muan gosterilmesi amaci ile saf kulturden kanli sisteinli
beyin-kalp infuzyon besiyerine ardigik 12 altpasaj yapila-
rak 37° C'de inkiibe edildi. Diger yandan, aym saf kultur-
den hazirlanan mantar suspansiyonu iki beyaz fareye
periton yolu ile inokule edildi. iki ay sonunda fareler de-
kapite edilerek dokularinda maya formunda mantar ele-
manlari arandi ve organlarindan (kan, beyin, karaciger,
dalak, bdbrek) kulturler yapildi.

Saf kultur halinde elde edilen Histoplasma capsulatum
ontamli mantar onaylama amaci ile bu konuda deneyimi
olan Brezilya'daki Fiocruz (Pesquisa Clinica Evandro
Chagas) Enstitusu'ne gdnderildi. Bu merkezde ekzo-
antijen testi, Histoplasma capsulatum icin spesifik M an-
tijeni kodlayan DNA pargasinm amplifikasyonu ve ITS1-
5.8S-ITS2 rDNA dizi analizi yapildi (7, 8). Fiocruz (Pes-
quisa Clinica Evandro Chagas) Enstitusu'nde PCR
urunlerini elde etmek i¢in QIAquick (Qiagen) saflagtirma
kiti, dizi analizinde universal fungal primerler; ITS1
(TCCGTAGGTGAACCTGCGG) ve ITS4 (TCCTCCGC
TTATTGATATGC) kullamidi.

BULGULAR

Kaklik Magarasimn 15 farkli dip bolgesinden alinan
orneklerin sadece birinden, mikroskobik incelemesinde
Histoplasma benzeri makrokonidyumlari bulunan ¢ok
sayida aym morfolojide koloni dretilmigtir. Kéken beyin-
kalp infuzyon agar besiyerinde saf kultur halinde elde
edilmigtir. Geni¢ bir hemoliz zonu olan bu kékenden ya-
pilan 12 altpasaja ragmen maya ¢ekline dénii¢ciim olma-
mictir. Histoplasma capsulatum ekzo-antijen testi olum-
suzdur, ancak H. capsulatumiun M antijenini kodlayan
DNA bdlgesinin varligi gdsteriimigtir. Bu dizinin amplifiye
edilmesi, kdkenin farkli genotipte H. capsulatum olabi-
lecegini ddg¢undirmgtdr. Bu nedenle, DNA dizi analizi
yapilmictir. Sonug olarak test edilen kdkenin Renispora
flavissima (Uyumluluk oranlan CEH313 ile %98, CEH404
ile %98 ve CBS708.79 ile %97) olduguna karar veril-
mictir.

Yeni turizme acilmi¢ olan Kaklik Magarasi'ndan drnek-
lerde dogrudan Kiiltur ydntemi ile H. capsulatum buluna-

mamigtir.

infeksiyon Dergisi (Turkish Journal of Infection)



Denizli-Kaklik Magarasi'nda Histoplasma capsulatum

Cekil 1. Kaklik Magarasi'mn traverten 6zellikli i¢ géranumt

Cekil 3. 8ekil 2'de gorulen koionilerin mikromorfolojisi (Metilen mavisi, 400x)
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Denizli-Kaklik Magarasi'nda Histoplasma capsulatum

TARTICMA

Histoplasma capsulatum ile ilgili aragtirmalar, mantarin
bulundugu magaralarm ve topraklarm yil igcinde sabit ka-
lan bir isiya, devamli nem bulunan bir ortama ve kanatli
hayvan digkilari ile olugan zengin organik maddelere sa-
hip oldugunu gdstermigtir.

Denizli-Kaklik Magarasi Curtksu Vadisi'nin dogu ucun-
da yeralan bir olugumdur. Bdlgenin jeolojik yapisindan
dolayi magaranin iginde bulunan kaynak suyu yuksek
nemli havaya ve Pamukkale benzeri olugumlara neden
olmaktadir. Bu olugumlar yeralti suyunda bulunan ¢&-
zunmug karbonik asit nedeni iledir. Asit olarak ylzeye
¢ikan su ortamdaki kalsiyum karbonat ile birlegerek ¢o-
kelmektedir. Sonucta magara icindeki suyun gevresin-
deki bdlgelerde asidik bir ortam olugmaktadir. Suyun
pH'sinin ortalama 7.0 oldugu bulunmugtur (4). Suyun ve
dolayisi ile etkiledigi ¢cevresel ortamin pH derecesi, H.
capsulatum ve pek ¢ok insan patojeni mantarin treme-
sine engelleyici bir faktdr degildir. Bdlgeye halk arasinda
"Kokan Hamam" denmektedir. Magaranin i¢ kesimle-
rinde turizm amagli dizenleme ¢aligmalari halen devam
etmektedir. Cok sayida yarasanm yacadigi bu kesimler-
den aydinlatmanin yapilmadigi zamanlarda yarasalar
yine magaranin giricinden agik alana ¢ikmaktadir. Dig
ortam ile devamli baglantmm oldugu ve insan hareketle-
rine acilan Kaklik Magarasi bu cekli ile H. capsulatum
varliginda infeksiyon icin risk olugturmaktadir. Ancak
magaranin havasinda yuksek oranda bulunan sulfaran
ve iz elementlerin mantarin yacam ddngudstne etkisi
konusunda literattarde bilgi bulunamamigtir.

Bdlgedeki halk tarafindan magara topragimn bazi deri
hastaliklarinda dogrudan lezyonlu bélgeye surme yon-
temiyle kullamldigi 8grenilmigtir (9). Bu durum, olasi pat-
ojenlerin dogrudan deriye bulagmasina olanak saglaya-
caktir. Histoplasma capsulatum genellikle solunum yol-
lari patojeni olarak kabul edilmekle birlikte, Turkiye'de
kultar ile dogrulanmayan primer deri histoplazmozu olgu-
su bildirilmictir (10). Rize ve Yozgat bdlgelerinde yaca-

KAYNAKLAR

yan iki hastadan histopatolojik kesitlerinde mantarin gés-
teriimesi, yapilan seroprevalans caligmalarinda degicik
bélgelerden farkli oranlarda olumlu sonuglarin bildirilme-
si Turkiye’de H. capsulatum varligmi detayh olarak arag-
tirilmasmin geregini digundarmektedir (1, 2, 11). Serolo-
jik yontemler ile tarn her zaman tartigmali sonuglar olug-
turmaktadir. Seroloji testlerinin duyarliligi hastaligin Kli-
nigine gdre %71-100 arasinda degicmekle hirlikte farkli
clnslerdeki mantarlara kargi geligen antikorlar ile capraz
reaksiyonlar siktir (12). Turkiye’de 1965 yilindan itibaren
yapilan cevresel orneklerden H. capsulatum aragtir-
malarinda sadece Manisa-Sardes antik ¢ehir bdlgesin-
den kdken ayrilabilmictir (3, 13, 14).

Histoplasma capsulatum varligi saptamada uzun stiren
kultar iclemine gerek kalmadan dogrudan klinik 6rnekten
hizli tarn ve taberkulld makrokonidyumlari ile Histoplasma’
ya benzeyen Chrysosporium, Corynascus, Renispora ve
Sepedonium gibi saprofitik cinslerden ayrimi M antijenini
kodlayan DNA bélgesinin amlifikasyonu ile yapilmak-
tadir. Bu testin 37°C'da maya formuna dénig¢meyen ve
ekzo-antijen testi olumsuz olan kdkenlerde de kulla-
mldigi, duyarlihk ve Gzgullugunin %100 oldugu belirtil-
mektedir (8). Dogal ortammdan ayrilan kdkende Histo-
plasma benzeri makrokonidyumlarin bulunmasina ve
ekzo-antijen testinin olumsuz olmasina ragmen M antije-
nini kodlayan DNA bdlgesi amplifiye edilmictir. Amplifi-
kasyon sonrasmda kdkenin Histoplasma oldugu dusi-
nalmugtdr. Histoplasma capsulatum monofilatik degildir,
kokenler arasinda molekuler farkliliklarin gorulmesi bek-
lenebilir (15). Ancak kesin sonucun alinmasi icin DNA
dizi analizi yapilmis, kdken beklendiginden farkli olarak
Renispora flavissima olarak tanimlanmistir.

Bu sonuglar H. capsulatum kugkulu kdkenlerde M antije-
nini kodlayan DNA dizisinin amplifikasyonu ile tanmin
yeterli olmayacagi; mantarin adlandiriimasinda 6nce
standart konvansiyonel yontemlerin mutlaka uygulan-
masi gerektigi ve molekiiler yontemlerin konvansiyonel
yontemler ile birlikte tamyi desteklemek amaciyla kul-
lanilmasinin uygun olacagmi dugtndurmdgtur.
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