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Amag: Trichosporon tiirleri dogada genis dagilim gosterir;
insanlarda ise deri ve mukozada kolonize olabilen maya-
lardir. Trichosporon tiirlerinin neden oldugu invaziv enfek-
siyonlar yaygin olmamakla birlikte, bagisiklik sistemi bas-
kilanmus hastalarda siklikla fatal seyirlidir. Trichosporon
tiirlerinin dogru identifikasyonu zor olmasina kargin uygun
tedavi yaklasimlari agisindan onemlidir. Fenotipik ve
genotipik yontemlere alternatif olarak Matriks aracili lazer
dezorpsiyon iyonizasyon-ucus zamanli-kiitle spektrometresi
(MALDI-TOF MS) hizli ve dogru bir identifikasyon yonte-
mi olarak giindeme gelmektedir. Bu aragtirmada, cesitli
klinik orneklerden izole edilen Trichosporon cinsi mayala-
rin MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics, Bremen, Almanya)
ile tiir diizeyinde tanmimlanmasi ve bu sonuglarin rutin mik-
robiyoloji laboratuvarlarinda mayalarin identifikasyonun-
da sikca kullamilan API ID 32C (bioMérieux, Marcy
I’Etoile, Fransa) ve VITEK 2 (bioMérieux, Marcy I’Etoile,
Fransa) sistemleri ile karsilagtirilmas: amaglanmigtir.

Gereg ve Yontem: Yogun bakim hastalarindan izole edilen
ve konvansiyonel yontemlerle cins diizeyinde tanimlanan
toplam 45 Trichosporon susu, MALDI-TOF MS, API 1D
32C kiti ve VITEK 2 otomatize sistemi ile tammlanmis ve
sonuglar karsilastirilmistir.

Bulgular: Her ii¢ sistem ile yapilan tanimlama tiim izolatlar
icin %100 uyumlu bulunmustur. Izolatlarin 44 (%97.8)’ii
T. asahii, biri (%2.2) ise T. mucoides olarak tanimlanmugtir.

Sonug: Buna gore MALDI-TOF MS yontemi invazif enfek-
siyonlarda en sik rastlanan Trichosporon tiirii olan
T. asahii’nin tammlanmasinda API ID 32C ve VITEK 2 ile
aynt dogrulukta ancak daha hizli ve kolay wygulanabilen
bir yontemdir, ayrica diisiik maliyetli olmasi bir alternatif
olusturmaktadir.

Anahtar kelimeler: Trichosporon, identifikasyon, MALDI
TOF MS

ABSTRACT

Comparision of Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-
time of Flight (MALDI-TOF MS) with API ID 32C and
VITEK 2 For the Identification of Trichosporon Species

Objective: Trichosporon species have a widespread
distribution in the nature and human skin and mucosa can
be colonized with Trichosporon species. Invasive infections
caused by Trichosporon species are uncommon but
frequently fatal in immunosuppressive patients. Correct
identification of Trichosporon species is challenging but
important for appropriate treatment approches. As an
alternative to phenotypic and genome-based identification
techniques, Matrix-assisted laser desorption ionization-
time of flight (MALDI-TOF) mass spectrometry (MS) is
emerging as a rapid and accurate identification method. In
this study we aimed to evaluate MALDI-TOF MS (Bruker
Daltonics, Bremen, Germany) for the identification of
Trichosporon species and compare it with frequently used
API ID 32C (bioMérieux, Marcy I’Etoile, France) and
VITEK 2 (bioMérieux, Marcy I’Etoile, France).

Material and Methods: A total of 45 Trichosporon strains
that were isolated from intensive care unit patients and
identified by conventional methods at the genus leve, were
identified by MALDI TOF MS, API ID 32C and VITEK 2
and the results were compared.

Results: All systems yielded fully (100 %) concordant results
for all of the isolates. Forty-four (97.8%) of the 45 isolates
were identified as T. asahii and one (2.2%) as T. mucoides.

Conclusion: The MALDI TOF MS method was found to be
an easily applicable alternative tool for identifying T.
asahii strain of Trichosporon spp. with the comparable
diagnostic accuracy as API ID 32 C, and VITEK 2 but with
low costs, and faster yield.
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GIRIS

Invazif mantar enfeksiyonlari, hematolojik
maligniteli ve derin notropenik hastalar bagta
olmak iizere, bagisiklik sistemi baskilanmaisg kisi-
lerde morbidite ve mortalitenin onemli nedenleri
arasindadir. Bu hastalarda goriilen mantar enfek-
siyonlarindan siklikla Candida ve Aspergillus
tiirleri sorumlu olsa da, giinlimiizde Candida
cinsi mayalarla benzer klinik tablolara yol acan,
fakat tedavi secenekleri daha smirli olan ender
goriilen diger maya mantarlarinin insidanslari
dikkat ¢ekici sekilde artmaktadir®?.

Trichosporon tiirleri dogada genis bir dagilima
sahip olup, toprak, su ve bitkiler iizerinde bulu-
nabilen ve insanlarda deriyi ve mukozalar1 kolo-
nize edebilen mayalardir. Onceleri yiizeyel
enfeksiyon etkeni olarak bilinen bu mikroorga-
nizmalar, giiniimiizde invazif enfeksiyonlardan
giderek artan siklikta izole edilmektedir.
Trichosporon cinsi mayalarla meydana gelen
sistemik enfeksiyonlarin neredeyse tiimii
Trichosporon asahii, Trichosporon asteroides,
Trichosporon cutaneum, Trichosporon inkin,
Trichosporon mucoides ve Trichosporon ovoides
tiirleri ile olusmaktadir®.

Klinik o6rneklerden izole edilen Trichosporon
cinsi mayalarin identifikasyonunda zorluklar
yasanmakla birlikte, antifungal duyarlilik profili
nedeniyle hastalarin uygun tedaviye yonlendiri-
lebilmeleri i¢in bu mayalarin dogru ve hizli bir
sekilde tanimlanmasi 6nem tagimaktadir™®. Bu
mantarlar rutin klinik laboratuvarlarda konvan-
siyonel olarak makroskobik, mikroskobik ve
baz1 biyokimyasal 6zelliklerine gore cins diize-
yinde tanimlanabilmektedir®>. Trichosporon
tiirlerinin identifikasyonunda API ID 32C
(bioM¢érieux, Marcy I’Etoile, Fransa), API 20C
AUX (bioMérieux, Marcy I’Etoile, Fransa) ve
RapID Yeast Plus (Innovative Diagnostic
Systems, Norcross, GA, ABD) gibi asimilasyon
temellihazirticarikitlerile VITEK 2 (bioMérieux,
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Marcy I’Etoile, Fransa) gibi otomatize sistemle-
ri kullanilabilmekle birlikte, bu y&ntemlerin
veritabanlarinda smirli sayida Trichosporon
tiiriiniin yer almasi kisitlayici bir faktor olarak
karsimiza ¢ikmaktadir®. Mayalarin tanimlan-
masinda cesitli molekiiler yontemler de kullani-
labilmekle birlikte, bu yontemler her rutin labo-
ratuvar i¢in ekonomik agidan uygun degildir®.

Son yillardaki gelismelerle cesitli patojenlerin
kiitle spektrometre temelli tekniklerle tanimlan-
mast, mikrobiyoloji laboratuvarinda identifikas-
yonda kullanilabilecek yeni bir secenek sun-
maktadir. Mikroorganizmalarin spesifik protein
yapilarinin iyonize olarak ucus zamanina gore
protein parmak izinin olugturulmasi prensibine
dayanan matriks aracili lazer dezorpsiyon
iyonizasyon-ucus zamanli-kiitle spektrometresi
(MALDI-TOF MS) yontemi ile patojen mikro-
organizmalar hizli bir sekilde tanimlanabilmek-
tedir. Bu yontemde mikroorganizmalarin protein
parmak izleri, sistemin veritabanindaki referans-
larla karsilagtiriimaktadir®.

Giintimiizde Bruker Biotyper (Bruker Daltonics,
Bremen, Almanya), Saramis (bioMérieux, Marcy
I’Etoile, Fransa), VITEK MS (bioM¢éricux,
Marcy I’Etoile, Fransa) ve Andromas (Andromas,
Paris, Fransa) olmak iizere ticari olarak dort
farkli sistem bulunmaktadir®.

Bu arastirmada, cesitli klinik orneklerden izole
edilen Trichosporon cinsi mayalarin MALDI-
TOF MS yontemi ile tiir diizeyinde tanimlanma-
st ve bu sonuclarin rutin mikrobiyoloji laboratu-
varlarinda mayalarin identifikasyonunda sikca
kullanilan API ID 32C (bioMérieux, Marcy
I’Etoile, Fransa) ve VITEK 2 (bioMérieux,
Marcy I’Etoile, Fransa) sistemleri ile karsilasti-
rilmast amaglanmustir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, Mayis 2014-Haziran 2015 tarihleri
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arasinda, 26-95 yas araligindaki, yogun bakim
tinitelerinde tedavi goren 45 hastanin klinik
orneklerinden (43’1 idrar ve ikisi kan) izole edi-
len 45 maya susu dahil edilmistir. Idrar 6rnekle-
ri rutin prosediir olarak {iriner sistem patojenle-
rinin izolasyonunda kullanilan kromojenik agara
(RTA, Tiirkiye) ekilmistir. Kan Ornekleri ise
BACTEC 9120 (Becton-Dickinson, Sparks,
MD, ABD) otomatize kiiltiir sisteminde inkiibe
edilerek, pozitif sinyal veren siselerden Gram
boyama yapilarak, %5 koyun kanli agar (RTA,
Tiirkiye), cikolata agara (RTA, Tirkiye) ve
Sabouraud dekstroz agara (SDA) (RTA, Tiirkiye)
ekim yapilmistir. Maya suglarinin konvansiyo-
nel olarak tanimlanmasinda %1 Tween 80 ilave
edilmis misir unlu jelozda 25°C’de 72 saatte
mikroskobik morfolojisi, lire agarda iireaz enzi-
mi varlig1 incelenmistir. Ureaz testinde negatif
kontrol olarak Escherichia coli ATCC 25922,
pozitif kontrol olarak Proteus mirabilis ATCC
12453 kullanimigtir®.

Suglar, VITEK 2 YST Compact Otomatize
Sistem maya tanimlama karti (bioMérieux,
Marcy D’Etoile, Fransa) ve API ID 32C maya
tanimlama kiti (bioMérieux, Marcy I’Etoile,
Fransa) ile iiretici firma Onerileri dogrultusunda
calisilarak tanimlama yapilmistir®.

MALDI-TOF MS Sistemi: Bu iglem i¢in tim
izolatlarin SDA’daki 24 saatlik taze pasajlari
kullanilmigtir. Mayalardan protein ekstraksiyo-
nu islemi iiretici firmanin onerileri dogrultusun-
da etanol formik asit yontemi ile gerceklestiril-
migtir. Ekstraksiyon sonrasi olusan siipernatant
kismindan 1 pl alinarak MALDI plag iizerinde-
ki iki ayr1 noktaya konulmustur. Bu noktalardaki
stvi kuruduktan hemen sonra 6rnege 1 pl mat-
riks soliisyonu (a-cyano-4-hydroxycinnamic
acid) ilave edilmis ve yine kurumasi beklenmis-
tir. Ardindan plak MALDI-TOF MS (Bruker
Daltonics, Almanya) cihazina konularak Flex
Analysis bilgisayar programu ile kiitle spektro-
metreleri elde edilmistir. Elde edilen protein

profilleri Bruker BioTyper v3.1 (Bruker
Daltonics, Almanya) yazilimi ve rutin veri taba-
n1 kullanilarak incelenmis ve maya suglar1 tanim-
lanmistir. Elde edilen skor degerleri 2,0’ lize-
rinde ise sonug tiir diizeyinde anlamli ve 1,7-2.0
arasinda ise cins diizeyinde giivenilir olarak
belirlenmigtir. Bu degerlerin 1,7’nin altinda
olmasi ise giivenilir olmayan identifikasyon ola-
rak kabul edilmistir®.

BULGULAR

Calismada incelenen 45 maya izolatinin tiimii-
niin SDA’da 37°C’de 24-48 saatte iiredigi, %1
Tween 80 ilaveli misir unlu jelozda hif, blastos-
por ve artrospor olusturdugu ve hepsinin iireaz
testinin pozitif oldugu belirlenmistir. Bu sonug-
lara gore tiim suslar Trichosporon cinsi olarak
tanimlanmustir.

Mayalarin tanimlanmasinda kullanilan VITEK
2, API ID 32C ve MALDI-TOF MS sistemleri-
nin her ti¢li ile %100 uyumlu olarak suglarin 44
(%97.8)’1 T. asahii, 1’1 (%2.2) ise T. mucoides
olarak tamimlanmigtir. VITEK 2 ve API ID 32C
ile elde edilen identifikasyon sonuclarinin gecer-
lilik degeri %99’un lizerinde olmustur. Bruker
MALDI-TOF MS ile tanimlanan tiim mikroor-
ganizmalarin skor degerleri 2.0’1n iizerinde ola-
rak saptandigindan, bu sonuclar tiir diizeyinde
anlamli olarak kabul edilmistir. Identifikasyon
API ID 32C ile 48 saatte, VITEK 2 ile 24 saatte
ve MALDI-TOF MS ile 25-30 dakikada gercek-
lestirilmigtir.

TARTISMA

Trichosporon cinsi mayalar gliniimiizde yasami
tehdit eden firsat¢1 patojenler olarak karsimiza
ctkmakta, 6zellikle hematolojik maligniteli ve
bagisiklig1 baskilanmig hastalarda siklig1 gide-
rek artan oranlarda invazif enfeksiyonlara neden
olmaktadir. Bu cinse ait mayalarin hizli ve giive-
nilir bir sekilde tanimlanmasi hastalarin uygun
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tedaviye baglayabilmesi ve enfeksiyon kontrol
onlemlerinin efektif olarak uygulanabilmesi agi-
sindan oldukg¢a onemlidir®. Trichosporon cinsi
mayalarin tanimlanmasinda kullanilan konvan-
siyonel yontemler zaman alicidir ve tiir diizeyin-
de identifikasyon icin yetersizdir. Bu mayalar
molekiiler yontemler ile tiir diizeyinde giivenilir
bir sekilde tanimlanabilmekle birlikte, pahali,
zaman alic1 deneyim gerektirmelerinden dolay1
her laboratuvarda uygulanamamaktadir. Bu
nedenle cogu klinik mikrobiyoloji laboratuvari
mayalarin tanimlanmasi icin API ID 32C
(bioMérieux, Marcy I’Etoile, Fransa), VITEK 2
(bioM¢érieux, Marcy I’Etoile, Fransa), Phoenix
100 (Becton-Dickinson, Sparks, MD, ABD) gibi
hizlt ticari tanimlama sistemleri kullanmaktadir®.

Guo ve ark.’nin® alt1 farkli Trichosporon tiiriin-
den olusan 45 klinik izolat1 dahil ettikleri calig-
malarinda, molekiiler yontem referans alindigin-
da VITEK 2 Compact YST sistemi ile 36
T. asahii izolatinin %75’i dogru tanimlanirken,
yedi sus tanimlanamamig ve iki sug da yanlis
tanimlanmistir. Veri tabaninda bulunmayan tiir-
lerden olusan dokuz izolatin besi tanimlanamaz-
ken, iki sus Cryptococcus laurentii, iki sus da
T. asahii olarak yanlis tantmlanmuistir.

Mayalarin tanimlanmasinda kullanilan API ID
32C, AuxaColor ve VITEK 2 ticari testlerinin
degerlendirildigi bir metaanaliz ¢aligmasinda,
26 literatiir incelenmis, sonuclara gére VITEK
2 sistemi ile 61 7. asahii susunun %85’inin,
21 T. mucoides susunun tamaminin; API ID
32C sistemi ile ise 11 Trichosporon beigelii
susunun  %90’min dogru tanimlandigi

belirtilmigtir!'®.

Son donemlerde MALDI-TOF MS, rutin mikro-
biyoloji laboratuvarinda mikroorganizmalarin
tanimlanmasinda giivenilir sonu¢ vermesi, hizli
ve kolay uygulanmasi ve maliyetinin diigiik
olmast nedeniyle umut veren bir sistem olarak
ortaya ¢cikmigtir®.
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Chao ve ark."V sekizi Trichosporon cinsi i¢inde
bulunan toplam 200 maya sugunun tanimlanma-
sinda iki MALDI-TOF MS sisteminin (Bruker
Biotyper ve VITEK MS) sonuglarint DNA
sekans analizi, Phoenix 100 ve VITEK 2 sistem-
lerinden elde edilen sonuclarla karsilagtirmiglar-
dir. Trichosporon cinsinde yer alan alt1 7. asahii,
bir T. mucoides ve bir Trichosporon insectorum’dan
olusan sekiz susun MALDI-TOF MS sistemleri
ile tanimlanmasinda, Bruker Biotyper ile altisi
(%75), VITEK MS ile besi (%62.5) dogru ola-
rak tanimlanmigtir. Bruker Biotyper sistemi
T. asahii suglarindan birini tanimlayamamis,
T. insectorum susunu ise C. albicans olarak
tanimlamugtir. VITEK MS ise T. asahii suglarmdan
birini 7. asteroides olarak, T. mucoides susunu ise
Geotrichum klebahnii olarak tanimlamigtir.

Duran-Valle ve ark." ii¢ii T. mucoides olan 175
maya susunun taimlanmasinda VITEK MS ile
API ID 32C’yi karsilastirdiklar: caligmalarinda,
VITEK MS’in API ID 32C’den daha giivenilir
oldugu ve yalnizca birka¢ dakika icerisinde
sonu¢ aliabildigini belirtmislerdir. Her ii¢
T. mucoides susu VITEK MS ile dogru olarak
tanimlanmustir.

Dhiman ve ark.? ticer T. asahii ve T. mucoides
susu dahil olmak {izere toplam 261 maya susunu
inceledikleri calismalarinda, Trichosporon tiirle-
rinin tamamin1 Bruker MALDI-TOF MS sistemi
ile dogru olarak tanimlamiglardir.

Almeida Junior ve ark.'? 16’s1 Trichosporon
tiirii ve 71’1 T asahii olan toplam 93 maya sugu-
nu Bruker Biotyper sistemi ile tanimlamais,
sonuclar1 IGS1 (intergenic spacer 1) geni sekans
analizi verileri ile karsilagtirmiglardir. Bruker
Biotyper 3.0 veritabani ile suslarin cins diizeyin-
de %85.1°ini ve tiir diizeyinde ise yalnizca
%31.3’tinii  dogru olarak tamimlamiglardir.
Trichosporon dermatis suglarinin tamami, bu tiir
veritabaninda bulunmadigi icin 7. mucoides ola-
rak tanimlanirken, 21 adet 7. asahii susunun 11’1
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(%52.4) T. cutaneum olarak identifiye edilmisgtir.
Aragtirmacilar bu veritabaninin gelistirilmeye
gereksinimi oldugu sonucuna varmiglardir.

Trichosporon cinsi i¢in en kapsamli aragtirmay1
yapan Kolecka ve ark. 14 farkli Trichosporon
tiiriine ait toplam 45 kiiltiir koleksiyonu susunun
41’ini (%91.1) ve klinik 6rneklerden izole edil-
mis, 10 farkli Trichosporon tiiriine ait toplam
102 susun 101’ini (%99.0) Bruker MALDI-TOF
MS sistemi ile dogru olarak tanimlamuglardir.
Bu calismada, ilk olarak 2009 yilinda tanimla-
nanbirtiirolan Trichosporonmycotoxinivorans’in
da dogru olarak tanimlandig: bildirilmistir.
Bununla birlikte, yazarlar, birbirine ¢ok yakin
tirler olan 7. inkin/T. ovoides, Trichosporon
Japonicum/T. asteroides ve T. dermatis/T. mucoides’in
dogru tanimlanamadigini vurgulamislardir.

Bu ¢alismada ise, MALDI-TOF MS sistemi olan
Bruker Biotyper ile 45 susun 44°i (%97.8)
T. asahii, biri (%2.2) ise T. mucoides olarak
tanimlanmustir. Bu sonuglarin, API ID 32C ve
VITEK 2 ile elde edilen sonuglarla %100 uyum-
Iu oldugu gortilmiistiir.

Mayalarin MALDI-TOF MS ile identifikasyonu
oncesinde yaklasik 25 dakika siiren bir ekstrak-
siyon asamasi gerceklestirilmesi gerekli olmakla
birlikte, baz1 arastirmacilar buna alternatif olan
ve daha kisa siiren yontemler gelistirdiklerini
bildirmislerdir®*!?.

Trichosporon asahii Tiirkiye dahil bir¢ok tilkede
en sik izole edilen Trichosporon tiiriidiir®2>®. Bu
tiirin birgok antifungale kargs1 yiiksek MIK
degerlerine sahip olmasi 6zellikle daha sik izole
edildigi immunsupresif ve yenidogan hasta gru-
bunda sorun olusturmaktadir®. Ulkemizde
yapilan bir calismada, bu tiiriin amfoterisin B,
flukonazol ve 5-flusitozine diisiik duyarli oldu-
gu ve vorikonazoliin en aktif antifungal oldugu
belirtilmistir®. Mantar tedavisinde siklikla kul-
lanilan bu antifungallere karsi duyarlhiliginin

diisiik olmasi, bu tiiriin hizli ve dogru olarak
tanimlanmasinin tedaviyi yonlendirmede 6nem
tasidigini gostermektedir®'-?,

MALDI-TOF MS, laboratuvarlarda kullanilan
API ID 32C ve VITEK 2’ye gore daha hizli,
ayni giin i¢inde sonug alinabilen bir sistemdir.
Cihaz ve bilgisayar yazilimi i¢in baglangicta
yiiksek bir fiyat 6dense de, sarf malzeme ve
reaktif gereksinimi ihmal edilebilecek diizeyde-
dir. Ayrica aynmi cihazla Gram pozitif ve Gram
negatif bakteriler, Nocardia ve Actinomycetes
spp. ve mikobakteriler gibi bir¢ok mikroorga-
nizma tanimlanabilmektedir®'32%.

Bu caligmanin bazi eksik yonleri bulunmaktadir.
Calismamizda, bir tek 7. mucoides susunun hari-
cinde T. asahii disindaki tiirler yer almadigin-
dan, diger Trichosporon tiirlerinde MALDI-TOF
MS ile diger iki sistemin uyumu degerlendirile-
memigtir. Yine, incelenen 45 susun kullanilan
yontemlerle elde edilen tiir tanimlar1 molekiiler
yontemlerle dogrulanamamaigtir. Bu ¢alisma izo-
lat sayis1 yoniinden yurdumuzda ve diinyada
yapilmis olan az sayidaki ¢alismadan biridir.

Sonu¢ olarak, MALDI-TOF MS yontemi
T. asahii’nin tamimlanmasinda VITEK 2 ve API
ID 32C ile %100 oraninda uyumlu olan, hizli
sonug alian, diisiik maliyetli bir yontem olarak
karsimiza ¢cikmaktadir. Diger tiirlerin bu konuda
degerlendirilebilmesi i¢in ek calismalara gerek-
sinim vardir.
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