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Mavyalarin Tanimlanmasinda Kullanilan Ticari Sistemler Tek
Basina Yeterli mi?: Bir Olgu Sunumu

Are Commercial Systems Used for the Identification of Yeasts Enough Alone?:

A Case Report
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Ozet

Trichosporon tiirlerine bagh gelisen infeksiyonlar, ozellikle im-
munosuprese hastalarda olmak Uzere, tiim dinyada oldugu gibi
tlkemizde de artan siklikta gortlmektedir. Antifungal tedaviye
goreceli olarak daha direngli olan Trichosporon turlerinde tani
ve tedavi acisindan cesitli zorluklar dikkati cekmektedir. Bu tir
infeksiyonlarin tedavisinde kullanilacak uygun antifungal ilagla-
rin belirlenebilmesi igcin, maya tirlerinin dogru ve hizli tanimlan-
masi oldukca 6nemlidir. Maya tirlerinin geleneksel yontemlerle
tanimlanmasi, uzun zaman ve yogun emek gerektirdiginden, son
zamanlarda hizli tanimlama saglayan ticari sistemler yaygin ola-
rak kullanilmaya baslanmistir. Bununla birlikte bu ticari sistem-
lerin dogru tanimlama oranlarinin, sik izole edilen tirlerde daha
yuksek, nadir turlerde ise daha diistik oldugu bildiriimektedir. Bu
yazida, Uriner sistem infeksiyonu olan ve idrar kiltiiriinde maya
Ureyen bir olgunun degerlendirilmesiyle, ticari sistemlerin tanim-
lamada tek basina yeterliliginin irdelenmesi amaclanmistir. Kanli
agarda ve eozin-metilen mavisi agarinda kultiirti yapilan bir idrar
orneginde 24 saatte kuru, burusuk, mumsu, pembe renkli maya
benzeri koloniler tGremistir. Bu koloniler VITEK® 2 (bioMérieux,
Marcy I'Etoile, Fransa) sistemiyle Cryptococcus sp. olarak tanim-
lanmistir. Buna karsilik, mikroskopik ve makroskopik goériunim-
leri, karbonhidrat asimilasyon testi sonuclari ve ureaz pozitifligi,
izole edilen susun Trichosporon asahii oldugunu gostermistir.
Susun Clinical Laboratory Standards Institute M27-A3 standar-
dina gore mikrodilisyon (amfoterisin B, vorikonazol, flukonazol)
ve Etest® (AB Biodisk, Solna, Isveg) yéntemleriyle (kaspofungin,
anidulafungin) antifungal duyarlihgi da belirlenmistir. Sonug ola-
rak bu olgu sunumu gostermistir ki, klinik mikrobiyoloji labora-
tuvarlarinda, biyokimyasal ozellikleri esas alan ticari sistemlerle
nispeten nadir gorulen Trichosporon spp. gibi maya turleri tanim-
landiginda, sonuglarin geleneksel yontemlerle de dogrulanmasi
ve antifungal duyarhlik calismalarinin yapilmasi gerekmektedir.
Klimik Dergisi 2016; 29(2): 95-8.
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Abstract

Infections developing due to Trichosporon species especially in
immunosuppressed patients have started to increase also in our
country as well as in the world. Some difficulties have been en-
countered in identification and treatment of Trichosporon spp.
which are relatively more resistant to antifungal treatment. Ac-
curate and rapid identification of yeast species is very important
to ensure determination of the appropriate antifungal agent in
treating these infections. Due to long time span and intense effort
required, determination using conventional methods has recently
been replaced by common use of commercial systems allowing
rapid identification. However, the commercial systems used to de-
termine yeasts are reported to have higher correct identification
rates for frequently isolated species, whereas lower rates for rarer
species. In this report, we aimed to address that the commercial
systems are enough alone for identification by evaluating a case of
urinary tract infection with a positive urine culture yielding yeasts.
A urine culture revealed dry, wrinkled, waxy, pink, yeast-like colo-
nies on blood agar and eosin-methylene blue agar after a 24-hour
incubation. These colonies were identified as Cryptococcus sp.
using VITEK® 2 (bioMérieux, Marcy I'Etoile, France) system. On
the other hand, this isolate had been demonstrated as Trichospo-
ron asahii by microscopic and macroscopic appearance, carbohy-
drate assimilation test results and urease positivity. Additionally,
antifungal susceptibility of isolate was determined using microdi-
lution (amphotericin B, voriconazole, fluconazole) and Etest® (AB
Biodisk, Solna, Sweden) methods (caspofungin, anidulafungin)
according to Clinical Laboratory Standards Institute M27-A3 stan-
dard. In conclusion, this case report demonstrated that there is a
need for confirmation of results with conventional methods for
determination of rare species such as Trichosporon spp. identi-
fied with commercial systems based on biochemical properties,
and antifungal susceptibility tests should be performed in clinical
microbiology laboratories. Klimik Dergisi 2016; 29(2): 95-8.

Key Words: Cryptococcus sp., Trichosporon asahii, urinary
tract infections, yeasts.
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Giris

Mantarlara bagh triner sistem infeksiyonlari (USI) gittik-
¢e artmakta ve Ozellikle yatan hastalarda yuiksek morbidite
ve mortaliteye neden olmaktadir (1). Hastalarda, diabetes
mellitus, Uriner sistem defektleri, kronik bobrek yetmezligi
ve notropeninin bulunmasi, immiuinosipresif ajanlarin, genis
spektrumlu antibakteriyel ilaglarin, kortikosteroidlerin kulla-
nimi ve uzun sireli Uriner kateterizasyon bu artista 6nemli
rol oynamaktadir (2,3). Mantarlara bagh US| veya fungiiri gibi
terimler kullanildiginda genellikle Candida tirlerinin neden
oldugu USi ve kandidri akla gelmektedir. Cryptococcus neo-
formans ve Trichosporon asahii gibi mayalarin ve Aspergillus
tirleri ve Mucorales takiminda bulunan kiflerin de USI ya-
pabilecekleri unutulmamalidir (4). Tibbi 6neme sahip maya
turlerinin dogru ve hizli tanimlanmasi, erken ve uygun an-
tifungal tedavinin secimi, mayalara bagl infeksiyonlarin so-
nuclarinin iyilestirilmesi ve epidemiyolojik acidan 6nemlidir
(5). Mayalarin geleneksel yontemlerle tanimlanmasi, zaman
alici ve emek yogun oldugu icin son zamanlarda bircok kli-
nik mikrobiyoloji laboratuvari, hizli tanimlama saglayan ticari
sistemleri yaygin olarak kullanmaktadir (6). Bu bildiride, idrar
kultirinde maya ureyen bir olgunun degerlendirilmesiyle ti-
cari sistemlerin tanimlamada tek basina yeterliliginin irdelen-
mesi amaclanmistir.

Olgu

Bilinen diabetes mellitus 6yklsi bulunan 78 yasinda-
ki kadin hasta, Alzheimer hastaligi, deklbitus ulseri ve oral
alim bozuklugu nedeniyle takip edildigi ikinci basamak yo-
gun bakim unitesinden gastrointestinal kanama gelismesi
lizerine hastanemiz gastroenteroloji klinigine sevk edilmisti.
Kanama stabil hale geldikten sonra altta yatan hastaliklari
nedeniyle genel durum bozuklugu devam ettiginden, genel
yogun bakim Unitesinde takibine devam edilmisti. Yatisi sira-
sinda kolistine duyarli Klebsiella pneumoniae’ye bagl kateter
infeksiyonu, ventilatorle iligkili pndmoni, kolistine duyarh Aci-
netobacter baumannii'ye bagh bakteriyemi ve idrar yolu in-
feksiyonu gibi gesitli infeksiyon tanilariyla kolistin, imipenem,
tigesiklin gibi genis spektrumlu antibiyotik tedavileri almisti.
Hastanin idrar kiltirinde 100 000 koloni/ml maya benzeri
tireme olmasi nedeniyle idrar sondasi degistirilerek kontrol
kaltard alinmis ve flukonazol tedavisi baslanmisti. Kontrol
kiltirinde de ayni Gremenin saptanmasi lzerine kaspofun-
gin tedavisine gecilmisti. Kaspofungin tedavisinin 48. saatin-
de alinan idrar kiltiiriinde de Gireme izlendi. Ancak tedavi de-
gisikligi yapilamadan hasta genel durum bozuklugu ve eslik
eden pnémoni tablosunun kontrol altina alinamamasi gibi ek
sistemik nedenlerin de etkisiyle kaybedildi.

Gonderilen idrarin kanli agar ve eozin-metilen mavisi
agarindaki kilturiinde 24 saatte kuru, burusuk, mumsu, pem-
be renkli maya benzeri koloniler tredi. Tekrar edilen idrar
kiltirinde yine ayni etken uredi ve VITEK® 2 (bioMérieux,
Marcy I'Etoile, Fransa) ile Cryptococcus sp. olarak tanimlan-
di. Ancak kolonilerin kuru olmasi nedeniyle Cryptococcus
sp. olamayacagi disinilerek, Sabouraud dekstroz agarina
(SDA) (Oxoid, Basingstoke, Hampshire, Birlesik Krallik) pa-
saj yapildi. SDA’'da 24 saatte kuru, burusuk, mumsu, krem
renginde maya benzeri koloniler tiredi (Resim 1A). Germ tiip

testi negatifti. Misir unlu Tween® 80 agarinda lam kultlriin-
de gergek hifler ve tek hiicreli, kiibik gortiinimli artrokonid-
yumlar goriildii (Resim 1B). Ureaz testi pozitif sonug verdi.
API® 20 C AUX (bioMérieux, Marcy I'Etoile, Fransa) ile glikoz,
2-keto-D-glukonat, arabinoz, ksiloz, N-asetil-D-glikozamin ve
selobiyozun pozitif, diger karbonhidrat testlerinin negatif
oldugu goruldia. Mikroskopik ve makroskopik goriinimine,
karbonhidrat asimilasyon testlerine ve Ureaz pozitifligine
gore sus T. asahii olarak tanimlandi. Susun DNA dizi ana-
lizleri 6zel bir laboratuvarda (RefGen, Ankara, Turkiye) cali-
sildi. Dizi analizi verileri, Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST) sistemi (7) kullanilarak analiz edildi ve T. asahii ile
%100 uyumlu bulundu. Susun antifungal duyarlihgi, Clinical
Laboratory Standards Institute (CLSI) M27-A3 standardina (8)
gore mikrodiliisyon (amfoterisin B, vorikonazol, flukonazol)
ve Etest® (AB Biodisk, Solna, isvec) ydntemleriyle (kaspofun-
gin, anidulafungin) belirlendi. Kontrol susu olarak C. albicans
ATCC 90028 kullanildi. Amfoterisin B, vorikonazol, flukonazol,
kaspofungin ve anidulafungin icin minimum inhibitor kon-
santrasyon (MIK) degerleri sirasiyla 0.25 pg/ml, 0.125 pg/ml,
8 pyg/ml, >32 pg/ml ve >32 pg/ml olarak bulundu.

irdeleme

USI, hastanede yatan hastalarda en sik goriilen infeksi-
yondur. USI'den genellikle bakteriler sorumlu olmakla birlik-
te, infeksiyonlarin %10’unda fungal etkenler saptanmaktadir
(9). Bunlar arasinda, ilk sirada Candida turleri yer almakla bir-
likte; Saccharomyces cerevisiae, Rhodotorula spp., T. asabhii,
Saprochaete capitata ve nadiren de Blastomyces dermatiti-
dis, C. neoformans gibi tirler de etken olabilmektedir (10).
Yapilan calismalar; yogun bakim unitesinde yatis, diabetes
mellitus, nérojenik mesane, bobrek nakli, malnitrisyon, im-
minostlpresif ajan veya genis spektrumlu antibiyotik kulla-
nimi oykusunun, triner sonda varliginin ve kadin cinsiyetin
mantarlara bagh USi ile iliskili oldugunu gostermektedir
(9,11). Yetmis sekiz yasindaki kadin olgumuzda da risk faktor-
leri olarak; yogun bakim {initesinde uzun slre yatis, diabetes
mellitus, malnitrisyon ve genis spektrumlu antibiyotik kulla-
nimi 6ykusu vardi.

Mayalarin antifungal ajanlara duyarlliklar degiskendir.
Antifungal duyarhlik sonuglari zaman gerektiren testler ol-
dugu igin, mayalarin tir dizeyinde dogru ve hizli tanimlan-
masi, hastaya klinik yaklagimi etkilemektedir (12). Mayalarin
geleneksel yontemlerle tanimlanmasi, zaman, yogun emek,
egitimli personel ve donaniml laboratuvar gerektirdigi icin,
gunimuzde klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda maya-
larin tanimlanmasinda genellikle hizli tanimlama saglayan
ticari sistemler kullanilmaktadir (5,13). Bu amacla en yaygin
kullanilan sistemler, VITEK® 2 otomatize sistemi YST maya
tanimlama karti ve API® 20 C AUX sistemidir (14). VITEK® 2
sisteminin kullaniminin basit olmasi, mikolojiye 6zgii dene-
yim gerektirmemesi ve 18 saat gibi bir surede hizli sonug ver-
mesi avantajli yonleridir. Ticari sistemler arasinda referans
yontemi olarak kabul edilen API® ile sonuglarin alinmasi daha
uzun (48-72 saat) siirmektedir. API® sistemini degerlendirir-
ken bulanikhga ilaveten hif olusturma 6zelliklerinin de deger-
lendirilmesi nedeniyle, Candida glabrata basta olmak uzere,
tir tanimlanmasinda VITEK® sistemine gore daha basarili bu-
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Resim 1. A. Trichosporon asahii'nin krem renginde, kuru, mumsu, maya benzeri kolonileri. B. T. asahii'nin lam kultarindeki goriinimd.

lunmustur (5,13,14). Bu bildiride de VITEK® 2 otomatize siste-
miyle Cryptococcus sp. olarak tanimlanan izolat, geleneksel
yontemler ve API® 20 C AUX sistemiyle T. asahii olarak ta-
nimlanmistir. Olgumuzda etken tanimlanmasindaki gucliikler
ve slirecin uzamasi optimal tedavi yaklasimi oniinde engel
olusturmustur.

Karabigak ve arkadaslar (5), VITEK® ve API® sistemleri-
nin, sik karsilasilan tirlerde dogru tanimlama oranlarinin
daha yiksek (en az %95), nadir gorilen tirlerde ise daha
diistk oldugunu bildirmiglerdir. Morfolojik ve fizyolojik ta-
nimlamanin referans alindigi ayni calismada, C. neoformans
olarak tanimlanan bir sus, VITEK® sistemiyle C. neoformans
olarak dogru tanimlanmig, API® sistemiyle tanimlanamamis,
diger bir C. neoformans susu; VITEK® sistemiyle Cryptococ-
cus albidus olarak yanlig, API® sistemiyle C. neoformans ola-
rak dogru tanimlanmigtir. Meletiadis ve arkadaslari (15), li¢
ticari maya tanimlama sistemini karsilastirdiklar ¢alismada,
ticari sistemlerin performansinin sik gorilen tiirlerde VITEK®
ile %92, API® ID32C ile %94, Auxacolor® (Bio-Rad, Hercules,
CA, ABD) ile %95 olmak lzere daha yliksek, nadir gortiilen
tirlerde ise daha diislk (VITEK® %64, API® ID32C %56, Auxa-
color® %43) oldugunu bildirmiglerdir. Molekiiler yontemlerle
Cryptococcus gattii olarak tanimlanan ¢ sus, her li¢ sistemle
de yanlis (C. neoformans) olarak tanimlanmistir. C. neofor-
mans olarak tanimlanan 28 susun degerlendirmesinde, VI-
TEK® sistemi bir izolati tanimlayamamig, API® ID32C sistemi
iki susu C. albidus olarak yanlis tanimlamig, fakat Auxacolor®
sistemiyle tim suslar dogru olarak tanimlanmistir. Ayni ¢calis-
mada T. asahii olarak tanimlanan iki sus, her Ug ticari sistem-
le de dogru olarak saptanmistir. Bizim olgumuzda ise VITEK®
sistemiyle Cryptococcus sp. olarak tanimlanan maya tiiri ge-
leneksel yontemlerle T. asahii olarak belirlenmistir.

Trichosporon tirleri antifungal tedaviye goreceli olarak
direncli mantarlar oldugu icin dogru tanimlanmalar dnem-
lidir ve in vitro amfoterisin B’ye direng g0sterebilirler (16).
Girmenia ve arkadaslar (17) Trichosporon infeksiyonu olan
55 hastanin, amfoterisin B ile tedavi sonugclarini degerlen-
dirmisler; hastalarin sadece 13 (%23.6)'linde tedavide basari

saglanabildigini belirtmislerdir. Yildiran ve arkadaslari (18)
27 haftalik premattire bir yenidoganin kan ve idrar kiltirle-
rinden T. asahil'yi izole etmisler ve hastanin amfoterisin B
ile basarili bir sekilde tedavi edildigini bildirmislerdir. Triazol
grubu antifungaller, Trichosporon infeksiyonlarinin tedavisin-
de tercih edilen ilaglardir. T. asahii suslarinda, flukonazolin
in vitro en disuk, vorikonazoliin de in vitro en ylksek akti-
vite gosteren ve en disiik MiK degerlerine sahip triazol gru-
bu antifungaller oldugu bildirilmektedir (16,19). Ekinokandin
grubu antifungal ilaglarin, Trichosporon tirlerinde in vitro
sinirli ve yetersiz aktivite gosterdigi ve bu ilag grubuyla te-
davi altindayken Trichosporon infeksiyonlarinin gelisebildigi
bildirilmistir (16,20). Olgumuzda da kaspofungin tedavisine
ragmen T. asahii Gremesi saptanmis ve bu susun amfoterisin
B, vorikonazol, flukonazol, kaspofungin ve anidulafungin igin
MiK degerleri sirasiyla 0.25 pg/ml, 0.125 pg/ml, 8 ug/ml, >32
pg/ml ve >32 pyg/ml olarak bulunmustur.

Sonug olarak, mayalarin tanimlanmasinda kullanilan tica-
ri sistemlerin tanimlama oranlarinin sik izole edilen tirlerde
daha yliksek, nadir tiirlerde daha diigtik oldugu bildirilmekte-
dir. Bu olgu sunumuyla klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarin-
da, biyokimyasal ozellikleri esas alan ticari sistemlerle nadir
gorilen tirler tanimlandiginda, sonuglarin geleneksel yon-
temlerle dogrulanmasi ve antifungal duyarhlik calismalarinin
da yapilmasi gerektigi sonucuna varilmigtir.

Cikar Catismasi
Yazarlar, herhangi bir ¢cikar catismasi bildirmemislerdir.
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