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1. GIRIS

Son yillarda mantar enfeksiyonlarinin sikliginda ve 6neminde dramatik
olarak bir artis s6z konusudur. Bunun nedeni olarak, kronik hastalig1 olan kisilerin
yasam siiresinin uzamasi, tipta yeni medikal veya cerrahi invazif girigimlerin
uygulanmaya baslanmasi, malignitesi olan hastalarda etkin tedavi olanaklar ile
yasamin uzatilmasi, genis etkili antibiyotiklerin yogun bir sekilde kullanilmas: ile
konak savunma mekanizmalarinin zayiflamasi gibi risk faktorleri karsimiza
cikmaktadir. Ayrica, immiin baskilanmig olarak tanimlanan hasta grubunda; yani
hemotolojik maligniteli hastalar, kok hiicre ya da kemik iligi transplantasyonu
yapilan hastalar ve solid organ transplant alicilarinda onemli morbidite ve
mortalite nedeni olarak karsimiza ¢ikmaktadir (1).

Dogada bir milyondan fazla farkli mantar tiiri vardir ancak, bunlardan 500
kadar1 insanlarda enfeksiyonla iliskilendirilmektedir (2). Maya mantarlari
icerisinde insanda hastalik etkeni olarak Candida albicans en sik karsilasilan tiir
olmakla birlikte, Candida dis1 mantarlarinda 6nemi giderek artmaktadir (3).

Nadir enfeksiyon etkeni olarak goriilen Trichosporon tiirleri 6zellikle
hematolojik malignitesi olan notropenik hastalarda, flukonazol profilaksisi
almalar1 nedeni ile artan siklikta izole edilmeye baslamistir. Ayrica antifungal
ilaglara nispeten direngli olmalari nedeni ile 6nemi giderek artmaktadir (3,4,5).

Trichosporon tiirlerinin bir¢ogu dogada (toprak, su ve bitki) yaygin olarak
bulunmakla birlikte; insanda deri, solunum yollar1, gastrointestinal ve genitoiiriner

sistemde normal flora iiyesi olarak da yer alabilir. Trichosporon cinsi igindeki 50



tirden sadece sekizi (T. asahii, T. asteroides, T. cutaneum, T. inkin, T. mucoides,
T. ovoides, T. japonicum, T. loubieri) insanda enfeksiyon ve allerji etkeni olarak
karsimiza ¢ikmaktadir (3,6).

Literatiire bakildiginda bu mantara bagli gelisen enfeksiyonlarin
patogenezinde rol alabilecek olan fungal virulans faktorleri hakkinda sinirli sayida
calisma yapilmistir.

Bu calismada Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Mikrobiyoloji
laboratuvarinda, 2010-2012 yillar1 arasinda kiiltiir koleksiyonundan elde edilen
Trichosporon tiirlerinde olasi virulans faktorlerinden asit proteinaz, fosfolipaz,
esteraz, koagiilaz ve hemolitik aktivitelerinin arastirilmasi, Trichosporon
enfeksiyonlarinin patogenezinde hangi virulans faktorii veya faktorlerinin rol

oynayabileceginin belirlenmesi amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

Trichosporon cinsi mayalar; Basidiomycota sinifindaki, Hymenomycetes
takimmin, Tremelloidae alt takiminin, Trichosporonales ailesinde yer
almaktadirlar. Dogada tropik ve 1liman bélgelerde toprak, bitki, hava ve suda
yaygin olarak bulunurlar. Insanlarda ise bazen gastrointestinal ve genitoiiriner
kanalin normal flora iiyesi veya gegici olarak deri ve solunum sistemine kolonize

olabilirler (6,7,8).

2.1 Tarihce

Trichosporon cinsi uzun ve tartismali bir tarihe sahip olup; Trichosporon
kelimesi Yunanca’da (trichos) sa¢ ve (sporon) spor kelimelerinin birlesimini
temsil eder (6,8).

Ilk kez 1865°de Beigel tarafindan iyi huylu bir sa¢ enfeksiyonunda
tanimlanmistir. Bas ve govdede killarda diizensiz nodiiller ile karakterize beyaz
piedra olarak tanimlanan hastaligin etyolojik ajan1 olarak yanlislikla bir alg olan
Pleirococcus beigelli tanimlanmistir. 1890°da bir adamin sakalinda olan beyaz
piedra Trichosporon ovoides olarak isimlendirilmis, bundan itibaren diger
Trichosporon tiirleri bildirilmistir. Vuillemin 1902°de artrospor igeren bir maya
tirii olarak Trichosporon beigelii tanimlamistir. Beurmann ve arkadaslar
tarafindan 1909’da kasintili bir deri lezyonundan Oidium cutaneum olarak
tanimlanan mantar 1926’da Ota tarafindan Trichosporon cutaneum olarak
degistirilmistir. Diddens ve Lodder 1942°de T. beigelii ve T.cutaneum’un ayni tiir

oldugunu bildirmiglerdir. Bu iki isimden T. beigelii hekimler tarafindan, T.

3



cutaneum ise ¢evre mikologlar1 tarafindan kullanmilmaktadir (7,9,10).

Trichosporon’a bagl ilk sistemik enfeksiyon ise 1970°de bildirilmistir (7,11).

2.2. Taksonomi

Trichosporon cinsi igin morfolojik, ekolojik ve fizyolojik o6zelliklere
dayanan geleneksel taksonomik siniflama yapildigi zaman ayni taksondaki
izolatlarda bile heterojenite oldugu i¢in tutarsiz sonuglar ortaya ¢ikabilir. Gueho
ve arkadaglar1 1992 yilinda molekiiler, biyokimyasal, fizyolojik ve morfolojik
ozelliklerine gore Trichosporon cinsinde ilk taksonomik siniflamay1 yapmislardir.
Taksonomik smiflama, Trichosporon tiirlerinin niitrisyonel profillerine, DNA
reasosiyasyon degerlerine, molekiiler guanin/sitozin yiizdelerine ve 26S rDNA
dizilerine  gbre yapilmaktadir (12). Trichosporon cinsinin  yeniden
simiflandirilmasi  igin, septal porlarin ince yapisi, guanin-sitozin igerigi
(mol%GC), 26Sbolgesinin ribozomal DNA analizi kriter olarak kullanilmistir
(11). Gueho ve arkadaslar1 Trichosporon beigelii ‘'den sonra alt1 tiiriin daha insan
patojeni olabilecegini bildirmistir. Trichosporon cutaneum, T. asahii, T.
asteroides, T. mucoides, T. inkin ve T. ovoides (13). Sugita ve arkadaslar1 2002’de
Trichosporon cinsine ait 25 tiir olabilecegini bunlarin sekiz tanesinin ise insan da
patojen olabilecegini bildirmistir (T. domesticum ve T. montevideense)
(14).Yapilan bagka bir g¢alismada Trichosporon cinsinin 36 tiir icerdigi ve
Brassicae, Cutaneum, Gracile, Ovoides, Porosum kiimelerinden (clade) olustugu
gosterilmistir. Daha sonraki yillarda yeni tanimlanan tiir ve alt gruplara gore

Trichosporon cinsi i¢in dort serotip (serotip I, II, III, ve I-11l) bildirilmistir.



Serotip I (T. cutaneum ve T. mucoides) ve Il (T. asahii, T. asteroides, T. inkin ve
T. ovoides) patojenik tiirleri igerirken, serotip III ve I-lll enfeksiyon etkeni
olmayan tiirleri igermektedir. Giintimiizde Trichosporon cinsi 50 tiir ve bes farkli

kiimeden olusmaktadir (12).

2.3. Morfolojik Yapisi

2.3.1. Makroskobik ve Mikroskobik Ozellikleri

Trichosporon tiirlerinin koloni morfolojisi; diizgiinden burusuga kadar
degisebilen, krem renginde, yumusak kivamli ve parlak renktedir. ilk iiremede
koloniler krem renkli ve yumusak iken, bekledikce koloninin etrafinda zarsi
kisimda 1s1nsal oluklanmalar ve diizensiz kivrimlar olusur (5).

Trichosporon tiirleri Sabouraud dekstroz agar (SDA) veya patates dekstroz
agar (PDA) besiyerlerinde 5-7 giin iginde tiirerler (15). Kiiltiirden yapilacak
morfolojik tiplendirme igin %2’lik malt 6ziitii agar kullanilabilmektedir (13).

Mikroskobik incelemede morfolojik tiplendirme igin kullanilan misir unlu-
tween 80°li agarda 25 °C de 72 saatlik inkiibasyon sonrasi, hiyalen septali hifler
ve yalanci hifler goriilmektedir. Septali hiflerin etrafinda, oval veya koseli 2-4 x
3-9 um boyutlarinda artrospor veya blastospor olusturmaktadirlar (15). Tipik
mikroskobik morfolojide tek hiicreli ve genellikle kiibik, figimsi veya uzun
goriiniimlii artrokonidiyumlarin varligi 6nemli yer tutmaktadir. Bu 6zellikleriyle
Candida Tardan ve blastokonidiyumlariyla Geotrichum tirlerinden ayirt edilirler

(16).



Optimum tireme 1silar1 30 °C olmakla birlikte, genis bir 1s1 araliginda

tireme yetenegine sahiptir (25 — 40°C) (5).

2.3.2. Biyokimyasal Ozellikleri

Trichosporon tiirlerinde goriilen en tipik biyokimyasal o6zellik iireaz
enzimlerinin pozitif olmasidir. Ayrica karbonhidratlar1 fermente edemezken, bazi
karbonhidratlar1 asimile edebilirler (dekstroz, inozitol, ksiloz, maltoz, siikroz,
galaktoz ve laktoz asimilasyonu gibi) (17). Potasyum nitrat1 asimile edemezler ve

diazinium mavisi B tuzu ile olumlu reaksiyon verirler (5).

2.4. Epidemiyoloji

Trichosporon  tiirlerinin  yol agtigt enfeksiyonlara trikosporonoz
denmektedir. Trichosporon tiirlerinin yaptiklari enfeksiyonlar sistemik veya
ylizeyel enfeksiyon olmak iizere smiflandirilir. Beyaz piedra olarak tanimlanan
ylizeyel enfeksiyonlarla klinikte sik karsilagilmaktadir (3,18).

Trikosporonoz nadir goriilen, literatirde daha ¢ok olgu bildirimleri
seklinde rapor edilen bir hastaliktir. Ancak Trichosporon enfeksiyonlart hayati
tehdit eden, firsat¢1 enfeksiyonlar olarak da karsimiza ¢ikmaktadir. Genellikle
duyarli hasta gruplarinda, notropenik ve hematolojik malignitesi olan
immunsuprese hastalarda gelisir. Bunun disinda organ transplantasyonu, AIDS ve
solid timori olan immiin sistemi baskilanmis hastalar ile intravendz ilag
bagimlilari, yiiksek doz kortikosteroid kullanimi olan hastalarda gelisen olgular

bildirilmistir. Son yillarda 6zellikle ndtropenik kanserli hastalarda kemik iligi



nakil sonrasi yogun sitotoksik ve immiinosupresif tedavilerin uygulanmasina baglh
olarak yiiksek mortaliteyle seyreden Trichosporon enfeksiyonlarinin sikligi
artmaktadir. Yine de bu hasta gruplarinda enfeksiyon sikligi %0.1’in altindadir
(16). Kontoyiannis ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir ¢alismada trikosporonoz olan
17 hastanin % 65’i akut 16semi, % 65’i notropenik hasta, % 53’1 ise yiiksek doz
kortikosteroid kullanmis hastalar olup 30 giinliik takipte mortalite oram1 %53
olarak bildirilmistir (19). Trichosporon tiirlerine bagh invazif hastalik erkeklerde
kadinlara oranla iki kat daha sik goriilmektedir. Farkli olgu serilerinde erkek
hastalarin orant % 67-70 arasinda degismektedir. Enfeksiyonlar biiyiik bir
cogunlukla eriskinlerde goriilmekle Dbirlikte literatiirde neonatal invazif
Trichosporon enfeksiyonlart da bildirilmistir (6,19).

Trichosporon enfeksiyonlarinin cografi dagilimina bakildiginda, tiim
diinyada yaygin oldugu goriilmektedir. Literatiirde 1965-2004 yillar1 arasinda
bildirilmig T.asahii’yi de iceren Trichosporon tiirlerine bagli gelisen invazif
enfeksiyon olgularmin dagilimi; Avrupa’da %?27.6, Kuzey Amerika’da %33.9,
Gliney Amerika’da %2.1, Asya’da 9%32.9, Afrika’da %2.8 ve Avusturalya’da

%2.1 oranlarindadir (20).

2.5. Patogenez

Trichosporon tiirleri dogada yaygin olarak, toprak, su, organik atiklar ve
diger ortamlarda bulunurlar. Ayni zamanda insan gastrointestinal, {iriner ve
solunum sistemlerinde kolonize olabilirler. Yine de bu mantar nadiren hastane

ortamlarindan izole edilir ve nozokomiyal yayilim sik degildir (16). Yiizeyel ve



derin yerlesimli Trichosporon enfeksiyonlarin kaynagi heniiz net degildir.
Trichosporon tiirlerinin dogada yaygin bulunmasi ve deri, solunum yolu,
gastrointestinal kanal ve genitoliriner kanalin normal florasinda yer almasi
enfeksiyona kaynak olusturabilir (6).

Yiizeyel trikosporonoz bulasma yolu belirsizdir, ama koti  hijyen
aliskanliklar1, kirli suda banyo, ve cinsel yol bulas da rol oynayabilir. Beyaz
piedra bulas yolu iizerinde fikir birligi olmamasina ragmen, hasta ile yakin temas,
nemli sag¢ ve sa¢ uzunlugu risk faktorleri olarak kabul edilmistir (6).

Derin yerlesimli enfeksiyonda ise kaynak gastrointestinal kolonizasyon
sonrast mukozadan mikrobiyal translokasyondur. Walsh ve arkadaslarinin invazif
trikosporonoz igin yaptiklari hayvan modeli deneyinde Trichosporon un
bagirsaktan kana ve diger organlara immunsupresyon durumunda trasloke oldugu
gosterilmistir (6,20).

Trikosporonozun 6nemli bir kismi ise eksojen kaynakli olup, Trichosporon
deriden kontamine olan perkiitan vendz katater ile kana gegebilir. Kontoyiannis ve
arkadaslart 17 trikosporonozlu hasta ile yaptiklari ¢alismada fungemi ataklarinin
%70’ini santral venoz katater iliskili olarak bulmustur (6,19).

Son olarak, c¢ok diisik dogum agirlikli bebeklerde yenidoganda sepsisin
nadir bir nedeni olarak trikosporonoz gelisebilir. Neonatal deri kolonizasyonu
olabilecegi gibi bu hastalara saglik personelinden veya vajinal dogum ile bulas
olabilir. Kadinlarin %14’niin vajinal kanalinda Trichosporon kolonize olarak

bulunmustur (6).



2.6. Virulans Faktorleri

Enfeksiyon hastaligi olusmasi i¢in, patojen mikroorganizmanin konak ile
temasa gegmesi, konak hiicrelerine tutunmasi, kolonize olmasi, hiicre ve dokularin
igine girmesi ve sonunda hasar olusturmasi gereklidir. Konak ile mikroorganizma
arast iliskide konakgiya ait faktorler ve mikroorganizmaya ait faktorler rol
almaktadir (21). Patojen konaga girdikten sonra genellikle epitel hiicrelerine
tutunur, cogalir. Bu asamada mikroorganizmanin virulans faktorleri hastalik
olusturma mekanizmasini belirler. Fungal enfeksiyon patogenezinde onemli rol
alan bu virulans faktorleri, mikroorganizmalarin konak savunma sistemleri
tarafindan elimine edilmelerini 6nlemek tizere olusturulan mikrobiyal trtinlerdir.
Bu kapsamda, fungal virulans faktorleri islevlerine gore “kolonizasyonu baslatan
ve ilerleten” ve “konaga zarar veren” {irlinler olarak siniflanabilir. Bu faktorlerden
bazilari; hif olusumu, ylizeyel antijenik yapilar, fenotipik ve genotipik degisim
gosterebilmesi, yiizeyel hidrofobisite, adezinler, toksinler ve hidrolitik enzimler,
kapsiil, hiicre duvari bilesenleridir (22).

Hif olusturabilme yetenegi mantara doku invazyonu ve fagositozdan
kagma imkani1 saglar. Ancak hif olusumunu (% 5.5) CO, pH (7.5-8.0), 1s1 (37 °C)
gibi faktorler etkilemektedir. Hifal formdan maya forma doniis daha diisiik
isilarda, asidik pH’da, serum yoklugunda ve yiiksek konsantrasyonda glukoz
varliginda gergeklesir. Mantar hiicreleri hif olusturarak doku veya plastik
yiizeylere daha fazla yapigma 6zelligi gosterir (23,24).

Mantarlarda diger bir Onemli olan virulans faktorii ise fenotipik

degisimdir; C.albicans kolonileri diizgiin, halka, yildiz, ¢izgili, sapka, burusuk,



tiylii gibi morfolojik degisimler gosterirler. Bu degisim, stres altinda iken
kendiliginden gelisir ve hiicre yiizeyi 6zelliklerinde ve kolonilerin goériintiilerinde
ayrica metabolik, biyokimyasal ve molekiiler 6zelliklerinde degisiklikler ortaya
c¢ikar; tiim bu degisimler infeksiyon siirecinde daha viriilan ve etkin olmak iizere
diizenlenmektedir (21,24).

Mikroorganizmalarin enfeksiyon olusturabilmesi i¢in konak dokularina
invazyonu yani Oncelikle konak hiicre ve dokularindaki cesitli proteinlere
baglanmasi gerekmektedir. Maya hiicresinin konak hiicre ylizeyine tutunmasinda,
konagin hormonal ve immiinolojik kosullarinin yanisira, mantarin ylizey
ozelliklerinin de onemi vardir. Bunlar genel olarak hiicre duvart ile iligkili ylizey
adezinleridir (24). Bu adezinler; Als (agglutinin like sequences) proteinleri, Hwp
(hyphal wall protein) hifal hiicre proteinleri, mannoprotein gibi protein yapilardir
(21,24).

Biyofilm ise, mantarlarin canli veya cansiz bir ylizeye yapisarak kendi
tirettikleri polimerik yapida matriks bir tabaka i¢inde topluluk olusturmasi olarak
tanimlanabilmektedir. Biyofilmin taban kisimlarinda mayalar, tist kisimlarinda ise
hifal formlarin yer aldig1 saptanmustir (24).

Mantar enfeksiyonlarmin patogenezinde Onemli yer tutan, proteinaz
(salgisal aspartik proteinaz), fosfolipaz, asit fosfataz, esteraz, glukoamilaz gibi
bircok enzim bulunmaktadir. Bunlardan bazilari mantarlar tarafindan salgilanan
proteinler olmakla birlikte, digerleri hiicre duvari elemani yada hiicrenin
kendiliginden lizisi ile stoplazmadan salinmaktadir (21). Salgisal asit proteinaz

(SAP) ve fosfolipaz C. albicans ve diger bazi mantarlarda enfeksiyon
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patogenezinde rol alabilecegi gosterilmis olup bununla beraber lipaz ve esteraz
gibi bagka hidrolitik enzimlerinde tiretildigi gosterilmistir (25).

Literatiirde Trichosporon tiirlerinde viriilans faktorlerini arastiran sinirli
sayida calisma oldugu goriilmektedir. Ichikawa ve arkadaslari, 61 T.asahii
izolatinda olasi viriilans faktorlerini (fenotipik degisim ve ekstraseliiler hidrolitik
enzim aktivitesi) arastirmislar ve bu izolatlarda dort farkli fenotip gozlemislerdir.
Fenotipik degisim sikligi 10%-10* olarak tespit edilmis ve bu deger Candida
albicans ve Cryptococcus neoformans igin bilinen fenotipik degisim sikligina
benzer bulunmustur. Izolatlarda SAP ve fosfolipaz aktivitesine rastlanmazken, bir
diger ekstraseliiler enzim olan B-N-asetilheksozaminidaz aktivitesi (N-AHA)
tespit edilmistir. Bu arastiricilar, fenotipik degisimin ve N-AHA’nin Trichosporon

enfeksiyonlariin patogenezinde rol alabilecegini diistinmiislerdir (23).

2.6.1. Salgisal Asit Proteinaz Enzimi (SAP)

Karboksil ya da asit proteinaz olarak da adlandirilan aspartik proteazlardir.
Bunlar SAP 1-10 genlerince kodlanirlar. Salgisal asit proteinaz 1-8 hiicre disina
salinan tiplerdir. Salgisal asit proteinaz 1, 2 ve 3 mayalarda bulunur ve pH 3.5’da
aktif olup erken aderens, invazyon ve kutanoz enfeksiyonda rol alirlar. Salgisal
asit proteinaz 4-6 ise hifal formlar tarafindan tretilirler; pH: 5-7°de aktiftirler ve
kolonizasyonda ve de farkli dokularin invazyonunda etkinlik gosterirler. Salgisal
asit proteinaz 8 penetrasyonda rol almaktadir. Salgisal asit proteinaz 9 ve 10 ise
salgisal olmayan ve glikozilfosfatidilinozitol kisimlari ile mantar hiicre yiizeyine

baglt olarak yer alan serin proteazlardir. Bunlar hem maya hem hifal formda
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bulunurlar (23,25,26). ik kez 1965°de Staib, salgisal asit proteinaz1 C. albicans
kokenlerinde saptamustir. Salgisal asit proteinaz; serum albumini, hemoglobin,
kazein, fibronektin, keratin ve kollajeni par¢alama yetenegine sahiptir. Hidrolitik
etkisini gosterdigi baslica hedef bolgeleri arasinda IgG1 ve IgA yer almaktadir,
diger hedef bolgeleri ise a2 makroglobulin, koagulasyon faktor X,
anjiotensinojendir. Enzim aktivitesi i¢in optimum pH 4.3 olup yiiksek pH’da
enzim aktivite gosteremez (26,27).

Klinik 6rneklerden en sik izole edilen maya etkeni, C. albicans ile yapilan
calismalarda salgisal asit proteinaz virulans faktorii olarak tespit edilmis olup bu
hastalarin serumlarinda 6zgiil antikorlarin bulunmasi, enzimin in-vivo olarak
salgilandigin1 ve Candida enfeksiyonlarinin patogenezinde énemli bir yere sahip
oldugunu gosterilmistir 27,28). Salgisal asit proteinaz enzim aktivite varligi
sadece Candida albicans ile sinirli degil. Candida albicans dis1 mayalarda da (C.
tropicalis, C. parapsilosis, C. dubliniensis) hiicre dist SAP iretimi
gerceklesmektedir. Candida kefyr, C. krusei, C. glabrata ve C. guilliermondii ise
nadiren SAP enzimi iiretilmektedir (25).

Trichosporon tiirlerinin bu enzimi iretip iretmedigi yada enzimin
enfeksiyon patogenezinde ki rolii net degildir. Dag ve arkadaslarinin 48 T. asahii
kokeni ile yaptiklart ¢alismada higbir kokende asit proteinaz enzim aktivitesine
rastlamamuslardir (29).

Sun W ve arkadaglar1 23 T. asahii kokeni ile yaptiklart ¢alismada higbir

kokende asit proteinaz ve fosfolipaz enzim aktivitelerine rastlamamiglardir (30).
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Giileng ve arkadaslar1 ise klinik 6rneklerden izole edilen maya tiirleri ile
yaptiklar1 ¢alismada iki tane Trichosporon cuteneum tanimlamis olup, bu iki susu

proteinaz aktivitesi pozitif olarak bildirmislerdir (31).

2.6.2. Fosfolipaz Enzimi

Fosfolipaz enzimi, insan hiicre membraninda bulunan
gliserofosfolipidlerin ester baglarini hidrolize eder ve epitel hiicrelerine tutunmada
ve invazyonda énemli role sahiptirler. Ozellikle kandan izole edilen kdkenlerin
cogunda fosfolipaz aktivitesi saptanmustir. Fosfolipazlar, hidrolize ettikleri ester
baglarina 6zgiil olarak A, B, C ve D olarak siniflandirilirlar (23,25).

Fosfolipazlar ilk defa 1968°’de Costa ve arkadaslar1 tarafindan C.
albicans 'da gosterilmistir. Candida albicans disinda diger mayalarda ve Listeria
monocytogenes, Toxoplasma gondii, ve Entamoeba histolytica gibi baska patojen
mikroorganizmalar tarafindan da fosfolipaz tirettigi gosterilmistir (28).

Cafarchia ve arkadaslar1 gilivercin diskisindan izole edilen 163 maya da
fosfolipaz aktivitesi arastirmislar. Orneklerden ondort tanesi T. beigelii olarak
tanimlanmistir. Yapilan ¢alisma sonucu ondort izolatin altisinda fosfolipaz enzim
aktivitesi gosterilmistir. Bu Trichosporon igin ilk kez fosfolipaz aktivite varliginin
gosterildigi caligmadir, ancak genomda bu aktivite ile ilgili gen gdsterilememistir

(32).
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2.6.3. Esteraz Enzimi

Esteraz enzimi de lipazlar gibi triagilgliserollerin ester baglarini hidrolize
etmektedir. Lipazlardan farki suda ¢oziinebilen, uzun zincirli yag asidi iceren
substratlara etki gostermesidir (33).

Bazi Candida tirlerinin, fosfolipazin yani sira esteraz gibi enzimleri
salgilayarak, lipolitik aktivite gosterdigi belirtilmistir. ilk kez 1978’de Rudek
Candida tiirlerinde esteraz aktivitesini, tween iceren kati besiyerinde opasite testi
ile gostermistir (34).

Ekstraselliiler esteraz enzimi 1siya duyarli bir enzimdir. Maksimum esteraz
aktivitesi, tek karbon kaynagi olarak tween 80 iceren besiyerinde, pH: 5.5’de
goriilmektedir. Ayrica bir lipaz aktivatorii olan sodyum taurokolat eklenmesiyle
esteraz aktivitesinin de uyarildigi belirtilmistir (33,34,35).

Esteraz enziminin substratlar1 arasinda yer alan ve insan derisinin stratum
korneum tabakasinda yiiksek oranda bulunan triagilgliserol ve monoagilgliserol
substratlart lipolitik enzimlerin aktivitesi sonucunda parcalanmakta ve bunun
neticesinde mikroorganizmanin invazyonu ve Kolonizasyonu kolaylasmaktadir.
Esteraz enzimi iizerine yapilan arastirmalarda, Propionibacterium acnes,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus gibi bazi bakteri tiirlerinin
enfeksiyon esnasinda buenzimi irettikleri belirtilmektedir (36). Yine Penicillium
marneffei 'nin de hem hif hemde maya formunda esteraz aktivitesine sahip oldugu
gosterilmistir (35).

Trichosporon tiirleri i¢in esteraz enzim aktivite varligi yoniinden literatiire

baktigimizda kisithi veri bulunmaktadir. Dag ve arkadaslar1 48 T. asahii suglari ile
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yaptiklar1 ¢alismada tiim suslarin esteraz enzim aktivitesine sahip oldugunu

bildirmislerdir (29).

2.6.4. Hemolitik Aktivite

Hemolitik aktivite, patojenik mikroorganizmalarin demir kaynagi olarak
demir bagl proteinleri kullanarak konak i¢inde yasamalarini saglayan 6nemli bir
faktordiir. Hemoglobin bu mikroorganizmalar i¢in 6nemli bir demir kaynagidir.
Hemolizinler ise patojen mikroorganizmalarin elementer demiri kullanmak i¢in
hemi parcalamalarin1 saglayan enzimlerdendir ve Ozellikle streptokok ve
stafilokoklarin  olusturdugu enfeksiyonlarin patogenezinde rol alan Onemli
virulans faktorleri olarak bilinirler. Streptococcus gordonii’deki alfa-hemolitik
faktor olan hidrojen peroksitin C. albicans’ta varligi gosterilmistir. Bununla
birlikte Candida’larda hemolizin mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir.
Candida albicans’in indiikledigi komplemana bagli hemoliz ilk olarak 1994
yilinda Manns ve arkadaglan tarafindan glikozla zenginlestirilmis kanli agar
besiyerinde basit plak analiz yontemi ile gosterilmistir. Luo ve arkadaslar1 2001
yilinda bu metodu ¢esitli klinik 6rneklerden elde edilen farkli Candida tiirlerinin
hemolitik aktivitelerini degerlendirmek ve hemolizin {iretiminde tiirlerin spesifik
farkliliklarin1  karsilastirmak amaciyla modifiye etmislerdir. Arastiricilar bu
calismalarinda, Candida tiirlerinde 24 saatlik siirede alfa hemoliz olustugu 48 saat
sonra ise C. albicans, C. glabrata, C. kefyr, C. tropicalis ve C. krusei suslarinda

beta hemoliz olustugunu gozlemislerdir. Ayni calismada hemolitik indeks
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hesaplandiginda tiirler arasinda anlamli bir farklilik izlenmis, C. albicans ve C.
dubliniensis 'te hemolitik aktivite yiiksek bulunmustur (37,38,39).

Literatiirde Trichosporon tiirlerinde hemolitik aktivite varligini arastiran
kisith sayida ¢alisma bulunmaktadir. Sun W. ve arkadaslar1 23 T. asahii kokeni ile

yaptiklar1 ¢aligmada bazi kokenlerde hemolitik aktiviteye rastlamiglardir (30).

2.6.5. Koagiilaz Enzimi

Koagiilaz, ekstraselliiler bir proenzimdir. Coagulase-Reacting faktor
(CRF) ile birleserek aktif duruma gecer ve plazmayr pihtilagtirir, plazma
fibrinojenini  baglayarak, organizmalarin agliitinasyonuna ve plazmanin
pihtilagmasina sebep olur. Serbest ve bagli olmak tizere iki farkli koagiilaz formu
olusabilir. Serbest koagiilaz, organizmanin sivi halinde kiiltiirlerinde olusan
ekstraselliiler bir enzimdir. Kiimelestirme faktorii olarak da bilinen bagli koagiilaz
ise organizmanin hiicre duvarma bagl kalir. Kiimelestirme faktorii liretmeyen
izolatlar, ekstraselliiler koagiilaz (serbest koagiilaz) olusturup olusturamadiklar
acisindan test edilmelidir (40,41). Staphylococcus aureus igin standart belirleyici
olan koagiilazla, patojen olan-Olmayan stafilokok ayrimi yapilir. Koagiilaz pozitif
stafilokoklarin {izerinde olusan kalin fibrin tabakasinin, mikroorganizmay1
fagositoza kars1 koruyarak, patojenlige katki sagladigi ileri stirilmektedir (40).

Plazmay1 pihtilastirma yetenegini gosteren koagiilaz deneyi, S. aureus’u
diger stafilokoklardan ayirt etmede en yaygin olarak kullanilan ve en ¢ok 6nem
tasiyan identifikasyon kriteridir. Staphylococcus’un koagiilaz iiretebildigi, ilk kez

1903 yilinda Loeb tarafindan bildirilmistir. iki farkli yontemle koagiilaz testi
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yapilabilir. Birincisi stafilokoklarin besiyerine saldiklar1 serbest koagiilazin
arastinldig1 tiip testidir. ikincisi ise kiimelestirme faktorii olarak da bilinen baglh
koagiilazin arastirildigi lam deneyidir. Lam deneyi hizli1 sonu¢ vermekle birlikte,
S. aureus suslarinin %10-15’i bu yontemle negatif sonug verebilir (40,41,42).

Candida’larda koagiilaz tretimi ilk kez Rodrigues ve arkadaslar
tarafindan 2003’de gosterilmistir (43). Daha sonra Yigit ve arkadaslar
Candida’larda koagiiaz aktivitesini gostermek icin koyun, tavsan ve insan
plazmasi kullanmis ve farkli duyarhiliklar bulmuslardir. Insan plazmasi ile hicbir
izolatda koagiilaz aktivitesi gosterilemezken, koyun ve tavsan plazmasi ile
koagiilasyon gdsterilmistir. Koagiilaz aktivitesini tespit i¢in en uygun testin tavsan
plazmasi oldugunu bildirmislerdir (44).

Literatiirde 7richosporon tiirlerinde koagiilaz aktivitesi iizerine yapilmis

bir ¢alisma bulunmamaktadir.

2.7. Klinik

Trichosporon insan viicudunun ¢esitli bolgelerinde kolonize olabilen tibbi
oneme sahip bir cinstir. Bu maya benzeri patojen derin, mukoza iliskili veya
yiizeyel enfeksiyonlara sebep olabilir. Yiizeyel enfeksiyon ve allerjik pnémoni
immunbagisik kisilerde goriiliirken, derin enfeksiyonlar ise hematolojik malignite
gibi immunsupresyon durumlarinda goériiliir (6,17). Tablo 1.’de Trichosporon
enfeksiyonlarmin kaynaklari, major etyolojik ajan ve enfeksiyon ile iligkili

durumlar 6zetlenmektedir (6).
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Tablo 1. Trikosporonoz enfeksiyon kaynagi, major ajan, iliskili durum (9)

Enfeksiyon Enfeksiyon tipi Major ajan Mliskili durum
kategorisi
Invazif Fungemi, idrar yolu T. asahii, Kanser, vaskuler-uriner
enfeksiyonu, peritonit, T. mucoides, katater, organ
endokardit, vs. T asteroides transplantasyonu, genis
spektrumlu antibiyotik
kullanimi
Allerjik Yaz tipi asir1 duyarlilik T. cutaneum Sicak ve nemli hava,
pnomoni pnémonisi cevresel kontaminasyon
Yiizeyel Beyaz piedra T. inkin, Geng yas, kadin
T. cutaneum, cinsiyet, uzun sag,
T. ovoides, nem, kotii hijyen, sag
T. loubieri band1 kullanilmasi

2.7.1. Yiizeyel Enfeksiyonlar

Insanda Trichosporon enfeksiyonun klinigi sacta diizensiz nodiiller ile

karakterize, beyaz piedra olarak adlandirilan, genellikle iyi huylu lezyonlardir. Bu

nodiiller gevsek, yumusak bir dokuya sahip, sa¢ gévdesine bagli olan, beyaz veya

acik kahverengi olabilir. Beyaz piedra ¢ocuklar1 ve erigkinleri tutan, tropik ve

iliman bolgelerde goriilen bir hastaliktir. Beyaz piedra vakalarinin ¢ogu, 6zellikle

cocuklar ve geng eriskinlerde, 6zellikle kadinlarda bildirilmistir. Sag¢li deri, sakal,

biyik, kas, koltuk altt ve ozellikle genital killar1 tutabilir. Etken aniis ¢evresini

kolonize edebilir ve cinsel yolla bulas s6z konusu olabilir. Trichosporon

cuteneum, T. inkin, T. mucoides ve T. ovoides tiirlerinin neden oldugu bir

enfeksiyondur. Trichosporon inkin daha ¢ok kasik bdlgesinden, T. ovoides ise bas
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bolgesinden izole edilir. Bunlara ek olarak, T. loubieri insanlarda yiizeysel
enfeksiyona sebep olan bir tiir olarak literatiirde rapor edilmistir (5,6,7,17).

Trichosporon tiirlerinden Ozellikle T. cutaneum, onikomikoz gibi diger
yiizeyel enfeksiyonlara da sebep olabilir. Meksikali arastirmacilara gore tinea
pedis-onikomikozlu hastalarin %2.8-%42.8’den Trichosporon tiirlerini izole
etmislerdir (45).

Yizeyel enfeksiyonlara ek olarak Trichosporon cinsi yaz tipi asiri
duyarlilik ~ pndmonisine  sebep  olur.  Bu  hastalik  Trichosporon
artrokonidiyumlarinin siirekli inhalasyonuyla ortaya ¢ikan tip III veya tip IV asir
duyarlilik reaksiyonudur. Yaz tipi asir1 duyarlilik pnémonisi sadece Japonya’da
goriilen bir hastalik olup genellikle yaz aylarinda baslar ve sonbahar ortalarina
kadar devam eder. Yaz tipi asir1 duyarlilik pndmonisi immunkompleks aracilig
ile akcigerde doku hasar1 sonrasi gelisen asir1 duyarlilik reaksiyonudur. Pulmoner
lezyonlardan yapilan biyopsilerde epitelmoit hiicreler ve santral nekrozu olmayan
graniilomlar goriiliir. Fungusun graniilomatéz alveolite neden olan potent
antijenik yapis1 glukuronoksilomannan antijenidir (16,18).

Tiim aile bireylerinde goriilebilir, hasta ev ortamindan uzaklastirilirsa
semptomlar kaybolur ve ev provakasyon testi pozitiftir. Oksiiriik, dispne ve
remitan ates hastaligin klinik triyadidir. Akciger fonksiyon testlerinde bozulma,
l16kositoz ve akciger grafilerinde yaygin nodiiler tutulumlar saptanabilir. PPD testi
negatiftir. En sik saptanan etiyolojik etkenler basta T. cutaneum olmak {izere, T.

dermatis, T. asahii ‘dir (16).
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2.7.2. Invazif Enfeksiyon

Watson ve Kallichurum 1970°de ilk invazif Trichosporon enfeksiyonu
olarak serebral absede etyolojik etken; T. cuteneum bildirmesinin ardindan birgok
farkli klinik tabloda invazif enfeksiyon tamimlanmistir (7). lzumi K. 2009°da
Trichosporon asahii’e bagl gelisen endokardit olgusu yayinlamistir (46). Usha ise
2010°da duodenal perforasyon sonrasi T. beigelii’e bagli peritonit bildirmistir
(47).

Trichosporon invazif enfeksiyonlari genellikle gastrointestinal kanal
kolonizasyonu sonrasinda 6zellikle de santral venoz katater kullanimui ile ilgilidir.
Trichosporon tiirleri hematolojik malignitesi olan hasta grubunda Candida
enfeksiyonlarindan sonra ikinci siklikta goriilen etken olarak bildirilmistir.
Antifungal tedaviye ragmen %50-80 oraninda mortalite goriilmektedir (6).

Girmenia tarafindan 2005’de hematolojik malignitesi olan hastalarda
invazif trikosporonoz igin yapilan ¢ok merkezli biiyiik bir ¢calisma yapilmistir. 20
yillik retrospektif taramada tiim diinyada 287 trikosporonoz olgusu bildirilmistir.
Bunlarin biiyiikk kismi1 Kuzey Amerika’dan (33.9%), daha sonra Avrupa (27.6%)
ve Asya (23.3%)’dan bildirilmistir (6,48).

Suzuki ve arkadaglart 2010’da retrospektif olarak 33 Trichosporon
fungemili hastay1 klinik agidan degerlendirmisler. Hastalarin %82’si akut 16semi,
%85’1 ndtropenik ve % 90°n1 ise en az bes giin siire ile antifungal terapi almistir.
Oniki hastada deri lezyonlar1, ondokuz hastada ise pndmoni bildirilmistir. On giin

icinde fungemiye bagli mortalite %67- %76 oraninda goriilmistiir (6,49).
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Trichosporon hemotolojik yayilim ile genellikle fungemi ve atese neden
olurken daha az olmakla birlikte organa spesifik enfeksiyon olgular1 da
bildirilmektedir. Pnoémoni, yumusak doku lezyonlari, peritonit, endoftalmi,
endokardit, beyin apsesi, menenjit, artrit, 6zofajit, lenfadenopati, karaciger, dalak
apsesi gibi olgular goriilmektedir (6).

Peritonit; Trichosporon’a bagli periton diyaliz sonrasi gelisen en yaygin
peritoneal enfeksiyondur. Fungal peritonit daha dnce bakteriyel peritonit dykiisii
olan hastalarda; ates, karinda dolgunluk ve bulanik periton diyaliz sivisi
semptomlar ile karakterizedir (6).

Trichosporon’a bagli endokardit nadir olarak goriilsede, dogal veya
prostetik kapaklarda bildirilme sikligi artmistir. Hastalarda siklikla biiytlik
vejetasyonlar gelisip aort, alt ekstremite veya beyne embolizasyon
gerceklesmektedir. Bu hastalarda kapak replasmani zorunlu olmasina kargin
niiksler goriilmekte ve antifungal terapi yetersiz kalmaktadir (6,7).

Idrar yolu enfeksiyonu da bu patojene bagliolarak genellikle {iriner
obstriiksiyon, lriner kataterizasyon ve yogun antibiyoterapi ile iliskili olarak
gelisir. Bobrek hasari ve bobrek disfonksiyonuna sebep olabilir (6).

Dissemine enfeksiyonda molekiiler yontemler ile etyolojik ajan olarak en
sik T.asahii izole edilmistir (6,7).

Invazif trikosporonoz ¢ogunlukla kanser, diyabet, ndtropenik hastalar gibi
immunsuprese kisilerde bildirilmistir. Ancak, Rastogi ve arkadaglar1 flukonazol

tedavisi ile iyilesen immiin bagisik bir hastada T. asahii’e bagh gelisen
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meningoensefalit ve pndmoni olgusu bildirmistir. Bu Trichosporon tiirlerinin

insandaki patojenik roliinii gostermistir (50).

2.8. Tam Yontemleri

European Organization for Research and Treatment of Cancer/Invasive
Fungal Infection Cooperative Group (EORTC/IFICG)’a gore invazif
trikosporonoz asagidaki gibi tanimlanmaktadir;

1- “Kanitlanmig invazif trikosporonoz™: en az bir kriterin gosterilmesi:

(i) Kan kiiltiirinde Trichosporon tiirleri iireyen hastalarda es zamanl
klinik belirti ve bulgularin olmasi

(it) Beyin omurilik sivis1 (BOS) kiiltiirlerinde Trichosporon tirlerinin
uremesi,

(iif) Kultiri pozitif ve mevcut biyopsi orneklerinde Trichosporon
tiirleri ile uyumlu mantar elemanlarinin histopatolojik olarak
kanitlanmasi

2- “Muhtemel invazif trikosporonoz™:

(1) En az bir ana faktor varligi (immunsupresif ilag kullanimi,
notropeni, devam eden ates, genis spektrumlu antibiyotik
kullanimi)

(i) Bir mikrobiyolojik o6lgiit (siipheli bir biyolojik materyalde
Trichosporon tirleri ile uyumlu kiiltiir tiremesi)

(iii) Bir major klinik kriter (goriintileme veya sitobiyokimyasal

bulgu) (51).
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Yiizeyel ve invazif trikosporonoz mikrobiyolojik tanisi klasik kiiltiir
bulgular ile direk baki ve biyopsi 6rneklerinde Trichosporon tirleri ile uyumlu
mantar elemanlarin1 (hif, pseudohif, artrokonidia, blastokonidia) tanimlamaya
dayanmaktadir. Invazif enfeksiyon tanisi igin doku ve kiiltiirden sonug elde etmek
altin standart olsada bazi hastalar igin biyopsi 6rneklerinden izolasyon zor olabilir

(5,6,16).

2.8.1. Fenotipik Tan1 Yontemleri

Trichosporon tiirlerini tamimlamak i¢cin morfolojik, biyokimyasal ve
molekiiler yontemler gibi gesitli yontemler kullanilmaktadir. Genel Mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda Trichosporon tirlerini tanimlamak igin fenotipik yontemlerin
rutin kullanimi daha uygun olmasina ragmen sinirli sonug vermektedir. Molekiiler
yontemler tiir tanimlamasinda daha duyarl ancak rutin laboratuvar kullanimi igin
pahali yontemlerdir (6).

Kutan6z lezyonlarin incelemesinde %10 KOH ile hazirlanan 1slak
preparatlarda psodohif, hif, blastokonidiyum ve artrokonidiyum goriilebilir.
Trichosporon tiirleri tipik olarak blastokonidyalar1 artrokonidyalarin iki
kosesinden de cikarir ve tavsan kulagi goriiniimii verirler (52). Morfolojik bir¢ok
ozelligi ile Blastoschizomyces capitatum ile benzerlik gosterir. Her iki tiir de
septali hifler, psodohif ve artrospor olustururlar. Morfolojik olarak birbirinden
ayrilmayan bu iki tiir fizyolojik ve diger testlerle birbirinden ayrilabilir. Her
ikiside nonfermentatif mikroorganizmalardir. En 6nemli farklar1 B. capitatum un

tireaz aktivitesinin olmamasidir (3). Aym sekilde Geotrichum tiirleri de
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artrokonidia iiretebilmektedir. Geotrichum ve Trichosporon fenotipik olarak
benzer 6zellikler gosterseler bile genotipik yapilari farkl iki tiirdiir. ITS niikleotid
sekans analizine gore %80°den az benzer yapidadirlar. Spesifik PCR yontemleri

ile bu iki cinsin ayrimi yapilabilir (6).

Tablo 2. Trichosporon, Geotrichum ve Blastoschizomyces capitatumayrimi (3)

Trichosporon B. capitatum Geotrichum
Artrospor + + +
Blastospor + + _
Annellospor _ + _
Ureaz aktivitesi + _ _
C.neoformans lateks + _ _
agliitinasyonu

Direk baki sonrasi kesin tan1 Trichosporon’un kan, doku, idrar, solunum
yolu &rnekleri, periton gibi &rneklerin kiiltiiriinde iiretilmesi ile konur. Inhibitor
oldugu i¢in siklohekzimit olmayan SDA kullanilmalidir. Genis bir 1s1 araliginda
(25-40°C) tireme yeteneginde olsalarda optimum iireme isilart 30°C’dir. Rutin
kiiltiir besiyerinde 5-7 giin i¢inde {irerler; gencken koloniler krem renkli yumusak
koloniler seklindedir. Daha sonra memrandz, radyal oluklanmalar ve kivrimlar
olusur (3).

Trichosporon tiirlerinin fenotipik yontemlerle tanimlanmasi kolonilerin
biyokimyasal profil gibi mikromorfolojik karakterinin belirlenmesi temeline
dayanmaktadir (tablo 3). Artrokonidia aramak i¢in slayt mikrokiiltiirii hazirlamak
Trichosporon tiiriinii belirlemede ¢ok faydali bir yontemdir (6). Lam kiiltiir
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yonteminde T. loubieri ve T. mycotoxinivorans fiisiform dev hiicreler olusturur
(17). Ancak, diger morfolojik ve biyokimyasal testler tir seviyesinde
Trichosporon izolatlarin1 tam tanimlamaya izin vermez. Bu nedenle, maya
tirtiniin belirlenmesinde kullanilan klasik yontemlerin Trichosporon tirleri igin
smirli dogruluk ve tekrarlanabilirlige sahip oldugu soyleyenebilir. Sinirlamalara
ragmen Trichosporon’u tanimlamak i¢in kullanilan manuel - otomatik sistemler
gelistirilmistir. Manuel sistemlerden ID 32C (bioMe rieux, Mercy Etoile, France),
API 20C AUX (bioMe rieux, Mercy 1’Etoile, France) sadece T. asahii, T. inkin, T.

mucoides’i tanimlayabilmektedir (3,6).

Tablo 3. Klinik 6nemi olan Trichosporon tiirlerinin fenotipik 6zellikleri (17)

Ozellik T.asahii | T.asteroides | T.cutaneum | T.inkin | T.ovoides | T.mucoides
Melibiyoz

+ +
asimilasyonu - - - a
L-arabinitol + + + _ _ +
Sorbitol _ \4 + _ _ +
Rafinoz _ _ + _ \4 +
37°C’de lireme + \% _ + + +
42°C’de iireme _ _ _ \4 _ -
%0.1 siklohekzimit _ \V _ _ _ +
Ureaz + + + + + +
Fisiform dev hiicre _ _ _ _ _ _

2.8.2. Antijen Arama
Trichosporon tiirlerinin hiicre duvarinda Cryptococcus’a benzer olarak

glukuronoksilomannan (GXM) bulunmaktadir (6). Benzer yiizey antijen
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bulundurmasi nedeni ile serum kriptokok antijeni icin gelistirilen lateks
agliitinasyonu siklikla invazif trikosporonoz olgularinda da pozitif sonug verir. Bu
test Trichosporon enfeksiyonlarinin erken tanisinda hizli, kolay uygulanabilir ve
ucuz olmasi nedeniyle kullanilmaktadir. Antifungal tedavi sirasinda Trichosporon
tiirlerinin  hiicre duvarindaki hizli degisiklikler nedeniyle test sonuglari
negatiflesebilmektedir. Bu olgularda antifungal tedaviye yanit alindig
diistintilerek tedavi sonlandirilmamalidir (16).

1,3-B-D-glukan (BDG) fungal hiicre duvari i¢in 6zel bir polisakkarit
bileseni olup ve invazif mantar enfeksiyon tanisi alan hastalarin kaninda tespit
edilir. Serum BDG Candida ve Aspergillus fungemilerinde yiikselir,
Cryptococcus ve Zigomicetes enfeksiyonlarinda ise nadiren yiikselebilir. Bu
nedenle invazif fungal enfeksiyon erken tanisi ve antifungal kemoterapi takibinde
BDG kullanilabilir. Nakase ve arkadaglari retrospektif olarak hematolojik
hastalarda Trichosporon fungemisi goriilen 28 hastayr incelemislerdir. Bu
hastalarin 16’sinda (%57) B-D glukan testi yiiksek bulunmustur. Ayrica bu
hastalar arasinda BDG negatif olanlarda erken 6liim, BDG pozitif olanlara goére

daha fazla olmustur (45).

2.8.3. Molekiiler Yontemler

Yakin zamanda invazif trikosporonoz tanisi i¢in PCR tabanli molekiiler
yontemler ve flow sitometri yontemleri gelistirilmistir. Bu yontemler klinik rutin
uygulama igin yeterli standardizasyona sahip olmamasina ragmen gelecekte Klinik

dogrulama igin 6nemli bir yere geleceklerdir (6).
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Sano ve arkadaslar1 kan kiiltiiriinde T. asahii tanimlanan ii¢ otopsiden
farkli dokular alarak 30 doku 6rnegi lizerinde ¢alismislardir. Tiire 6zgi primer ile
170 bp, 259 bp ve 412 bp farkli rtDNA boyutlarinda nested PCR kullanmislardir.
Test edilen 30 6rnekten 20 tanesi hematoksilen- eosin (H &E) boyama ile pozitif,
22 tanesi ise Grocott boyama ile pozitif bulunmustur. 170 bp fragmanda 22 pozitif
ornegin 20 tanesi pozitif bulunmus, 259 bp fragmanda ise 22 6rnekten 12 pozitif
varken 412 bp fragmanda hig pozitif bulunamamustir (53).

Trichosporon viicut sivilarinda PCR ile tanimlanabilmektedir. Nagai ve
arkadaslar1 histopatolojik olarak trikosporonoz tanisi alan hastalarin serumunu
nested PCR kullanarak T. asahii arastirmislardir. incelenen onbir &rnegin yedi
tanesi PCR ile alt1 tanesi ise GXM antijen ile pozitif bulunmustur (54).

Sugita ve arkadaslar1 T. asahii tanisi i¢in rDNA bolgesini ¢ogaltmak igin
nested PCR kullanmisglardir. Yedi farkli invazif trikosporonoz tanisi otopsi ile
kesinlesmis hastadan onbir serum 6rneginden PCR ve lateks agliitinasyon ile
Trichosporon tanimlamasi ¢alismislardir. Onbir 6rnekten dokuzunda PCR ile T.
asahii DNA’s1 saptamislardir, lateks agliitiinasyon ile ise onbir 6rnekten yedi
tanesini pozitif olarak bulmuslardir (55).

Sugita ve arkadaslar1 Trichosporon tiirlerini spesifik olarak tanimlamak
icin TRF ve TRR primerlerini dizayn etmistir. Bu oligoniikleotid dizileri
Trichosporon disinda patojen olan diger mayalarin ribozomal gen bolgelerini
cogaltmamustir (7,56). ITS gen bolgesi kullanilarak evrensel primerler ITS1, ITS4
ile Trichosporon tiirleri 6nemli sayida tanimlanmistir. Ancak bu gen bolgesi T.

domesticum ve T. montevideese gibi yakin tiirleri ayirt edememistir. IGS1 gen
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bolgesi kullanilarak Trichosporon spesifik 26F,5SR primerler ile tiim tiirler
tanimlanabilmistir (14). Diaz ve arkadaslart Luminex 100 flow sitometri ile 26S
(D1/D2), ITS ve IGS1 gen bolgelerini kullanarak tiire 6zgii problar ile birbirine
yakin tiirler olan T. asahii, T. japonicum ve T. asteroides’i ayirt etmislerdir (57).
Tiir tanimlamasinda fenotipik yontemler yerine IGS1 gen bolgesi gibi spesifik
DNA analizleri kullanilmas1 gerekir. Izolatlar tamimlama icin molekiiler

yontemlerin kullanildig: referans laboratuvarlara gonderilmelidir (7).

2.8.4. Histopatolojik Tani

Trichosporon enfeksiyonlarinda enfekte dokular 0.5-1.0 cm arasinda
degisebilen, kirmizi1 renkli dokuyla c¢evrili mikronodiiller igerir. Gastrointestinal
sistemde iilserler ve hemorajik infarkt iceren erozyonlar saptanabilir. Nodiillerin
mikroskobik incelemesinde fungal elementler iceren nekrotik merkezli odaklar ya
1s1nsal formda veya tamamen sekilsiz olabilir. Fungal elementler vaskiiler yapilar
istila edebilir. Blastokonidiya, artrokonidiya ve hifalarin gériinimii invaziv
Trichosporon enfeksiyonu tanisini destekler. Fungal elementlerin etrafini saran
hiicresel inflamasyon nadiren goriilen hemorajiler nedeniyle degisken olabilir.
Multiniikleer dev hiicreler igeren graniilomatdz inflamasyonda rapor edilmistir
(16,58).

Obana ve arkadaslar1 dokuz otopsiden elde ettikleri doku Kkesitlerinde
Trichosporon hiicrelerini Grocott boyasi ile gostermislerdir. Doku kesitlerinde
Candida ve Aspergillus bulunamadiginda musikarmin boyasi ile Trichosporon

aramiglardir.  Periyodikasit-methenamin-giimiis (PAM) boyast ile doku
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kesitlerinde Trichosporon elemanlart iyi tanimlamislardir. Doku kesitlerinde
Candida ve Trichosporon ayrimi yapabilmek igin Grocott boyast ve PAM boyasi
kullanmislar; bu sekilde hifal boyut farki ve hiicre duvarinda glimiis graniil

birikimini gostererek ayirim yapmuslardir (59).

2.9. Tedavi

Beyaz piedrada killarin tras edilmesiyle nodiiller ortadan kaldirilabilir.
Medikal tedavide ekonazol gibi bir azolle topikal tedavi veya oral ketokonazol
tedavisiyle basarili sonuglar alinmakla birlikte niiks siktir (5,16).

Yaz tipi asir1 duyarlilik pndmonisinin tedavisinde antifungal ilaclarin yeri
yoktur. Hastanin Trichosporon antijen inhalasyonunu engellemek igin yasadigi
ortamdan uzaklastirilmasi yeterlidir. Herhangi spesifik bir tedavi vermeden sadece
ev ortamindan uzaklastirilmakla bile semptomlar birkag giin i¢inde kaybolur. Agir
olgularda sistemik kortikosteroit tedavisi onerilmektedir (16).

Amfoterisin B, flukonazol ve itrokonazol trikosporonoz tedavisinde
kullanilan antifungallerdir, ancak invazif enfeksiyonlarda in-vivo etkinliklerinin
yetersiz olmasi nedeniyle bu enfeksiyonlarin mortalitesi halen yiiksektir. Invazif
trikosporonozda en 6nemli sorunlardan biri etkenin morfolojik olarak Candida
tirleriyle karigtirilmasidir.  Bu  tiir  kanigikliklar  genellikle Trichosporon
enfeksiyonlart i¢in yetersiz antifungal tedavilerin verilmesi ve tedavi
basarisizliklariyla sonuglanmaktadir. Ciinkii invazif mantar infeksiyonlarinin
ampirik tedavisinde kullanilan amfoterisin B ile klinik yanit oranlar diisiiktiir ve

tedavi basarisizlikla sonuglanabilmektedir. Bu mantarlarin mikonazol, flukonazol,
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itrakonazol gibi azollere in-vitro duyarliliklart genellikle iyi olmakla birlikte
klinik basarisizliklar da bildirilmistir. itrakonazol, amfoterisin B veya kaspofungin
proflaksisi  verilen olgularda Trichosporon tiirlerine baglhh fungemiler
gbzlenmistir. Yiiksek doz amfoterisin B (1-1.5 mg/kg/d) + flukonazol (800-1600
mg/giin) veya flusitozin kombinasyonlar1 ile basarili sonuglar bildirilmekle
birlikte bu yaklasim heniiz tam olarak kabul gérmemektedir (6,12,16).

Vorikonazol, posakonazol ve ravukonazol gibi yeni azollerle Trichosporon
tiirlerine karsi invitro olarak miikemmel sonuglar elde edilmistir. Elde edilen
kisith klinik deneyimler de bu sonuglar1 desteklemektedir. Lipozomal amfoterisin
B ile tedavisi basarisizlikla sonuglanan bir olguda Trichosporon fungemisi
vorikonazolle basarili bir sekilde eradike edilmistir (6,16,60).

5-fluorocytosine’in (5FC) trikosporonoz tedavisindeki rolii ile ilgili olarak,
eldeki veriler smirli olmakla birlikte in vitro veriler Trichosporon suslarinin
bliyiilk bir kisminin 5FC’e daha az duyarli veya direngli olabilecegini
diistindiirmektedir (61).

Ekinokandin grubu antifungal ilaglar, Trichosporon tiirlerinde in vitro
smirli ve yetersiz aktivite gostermektedir. Literatiirde ekinokandin grubu
antifungal ila¢ ile tedavi altinda iken gelisen Trichosporon enfeksiyonlar
bildirilmistir (62,63). Bu nedenle Trichosporon enfeksiyonlarinin tedavisinde
ekinokandinler dnerilmemektedir. Triazol grubu antifungal ilaglar en ¢ok Onerilen
ilaglar olmakla birlikte Trichosporon enfeksiyonlarmin tedavisinde kullanilacak

optimal antifungal ila¢ heniiz kesinlik kazanmamustir (8).
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Kan kiiltiir pozitifligi sebat eden olgularda uygulanan antifungal tedaviye
direng olasiligi nedeniyle mutlaka tedavi degisikligine gidilmelidir. Kateter iliskili
infeksiyonlarda periton diyaliz kateteri ve kalici1 intravaskiiler kateterler de dahil
olmak iizere tiim kateterler ¢ikarilmalidir. Trikosporonozda diger invazif mantar
enfeksiyonlarinda oldugu gibi belirli bir antifungal tedavi siiresi olmamakla
birlikte, klinik durumda diizelme, atesin diismesi ve mantar eradikasyonu elde
edilinceye ve tiim viseral lezyonlar kayboluncaya kadar tedaviye devam
edilmelidir (6).

Trikosporonozda diger firsat¢1 enfeksiyonlarla benzer sekilde konak
faktorleri basarili klinik sonuglar elde edilmesi i¢in ¢ok O6nemlidir ve in vitro
antifungal duyarlilik tedavi basarisim1 belirleyen tek faktor degildir. Febril
notropenik olgularda immiinitenin diizelmesi ve 6zellikle notrofil sayisinin artis
klinik yanit i¢in belirleyicidir. Bu nedenle notropenik olgularda graniilosit koloni
uyarict faktorlerin antifungal tedaviye eklenmesi klinik basar1 sansini artirabilir.
Benzer sekilde steroid ve diger immiinsupressif ilaglarin dozunun miimkiin
oldugunca azaltilmasida nétropeninin diizelmesine katkida bulunacaktir. Lokalize
veya kiitandz enfeksiyonlarda antifungal tedaviyle birlikte cerrahi debritman da

yapilmalidir (12,16).

2.10. Antifungal Duyarhhk Testleri
The Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) mayalar igin
acikladigr antifungal duyarlilik testlerinde Trichosporon cinsi igin 6zel bir

dokiiman bildirmemektedir. Mevcut ¢alismalarda Trichosporon igin uygulanan
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antifungal duyarlilik testleri Candida ve C. neoformans i¢in 2008’de standardize
edilmis ve s1vi mikrodiliisyon yontemi kullanilmistir (6,8,64).

Trichosporon tiirlerinin duyarliliklartyla ilgili ¢ok sayida c¢alisma
yapilmistir. Invazif trikosporonozlu ndtropenik hastalardan izole edilen T. Beigelii
suslarinda amfoterisin B direnci pek c¢ok caligmada bildirilmistir. Bu suslarda
amfoterisin B’nin minimum fungisidal konsantrasyonunun (MFK) minimum
inhibitér konsantrasyonlarindan (MIK) dikkate deger sekilde yiiksek oldugu ve
amfoterisin B’ye tolerans gelistigi gosterilmistir. Bu izolatlarin yeni siniflamaya
gore hangi tiire ait olduklar1 tam olarak bilinmemektedir, ancak invaziv hastaligin
T. asahii ve T. mucoides ile olustugu diistiniiliirse amfoterisin B’ye toleransin bu
suslarda oldugu varsayilabilir. Benzer sekilde, flukonazol bazi Trichosporon
izolatlarina kars1 yiiksek MIK diizeylerine sahiptir. Itrakonazol ve posakonazol
igin MIK degerleri nispeten daha diisiiktiir. Vorikonazol ise in vitro olarak
itrakonazol gibi diger azollere gore en potent antifungal olarak goziikmektedir.
Terbinafinin tek basina ya da azollerle kombinasyonu Trichosporon izolatlarina
kars1 in vitro aktiviteye sahiptir. Kaspofungin, anidulafungin ve FK463 gibi biitiin
ekinokandinlerin MIK degerleri ¢ok yiiksektir ve bu ilaglarm Trichosporon

izolatlarma kars1 etkinligi yoktur (8,16)
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Gerecler
3.1.1. Besiyerleri, Ticari Kitler
- Sabouraud Dekstroz Agar (Oxoid, Ingiltere)
- %5-10 Koyun Kanli Sabouroud Dekstroz Agar (ORBAK)
- Corn Meal Agar (HIMEDIA, Hindistan)
- Pepton (Oxoid, ingiltere)
- Sabouraud Dekstroz Broth (Sigma, ABD)
- Agar (HIMEDIA, Hindistan)
- Agaroz (Applichem, Almanya)

- ID 32 C (bioMérieux, Fransa)

3.1.2. Kimyasallar

- Dekstroz (Merck, Almanya)

- Glukoz (Fluka)

- Sigir Serum Albumin Fraksiyonu V (BSA) (Sigma, ABD)
- NaCl (Merck, Almanya)

- KCI (Merck, Almanya)

- KHyPO4 (Merck, Almanya)

- MgSO,47H,0 (Merck, Almanya)

- CaCl; (Merck, Almanya)

- CgHgO7H,0 (Lachema)

- Na;HPO42H,0 (Merck, Almanya)
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3.1.3. Tamponlar ve Soliisyonlar

- Sitrik asit-disodyum hidrojen fosfat tampon ¢ozeltisi
1) C¢HgO7H,0 21.01 gr / 1000 ml distile su 0,1 M)
2) Na;HPO42H,0 35.6 gr / 1000 ml distile su (0,2 M)

pH 4.2 olan tampon ¢6zelti hazirlanmasi ig¢in 1 ve 2 numarali ¢6zeltiler
uygun miktarda karistiritlmastir.

- % 0,9 NacCl ¢ozeltisi

- Insan Plazmasi

- Tavsan Plazmasi; Bactident Coagulase (Merck, Almanya)

3.1.4. Kullanilan Arag¢ ve Cihazlar

- Terazi (Kern, Almanya)

- Etiiv (Elektro-Mag,M5040BP, Tiirkiye)

- Derin Dondurucu,- 20 °C (Ugur, Tiirkiye)

- Buzdolab1 (Argelik, Tirkiye)

- Derin Dondurucu, -80 °C (New Brunswick Scientific, ABD)
- Otoklav (Sanyo, Japonya)

- Sogutmal1 Mikrosantrifiij (Labconco, ABD)

- Vorteks Cihazi (VELP, Scientifica, Almanya)

- pH Metre (Fisher Scientific, ABD)

- Mc Farland Dansitometre (DEN1 Biosan, Tiirkiye)

- lIsik Mikroskobu ve Dijital Fotograf Makinesi CX31 (Olympus,

Japonya)
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- Smif 2 Biyogiivenlik Kabini (Metis Biyoteknoloji, Tiirkiye)

- Mikropipetler ve Uglar1 (Expell, Mcksika-Beta PetteTM, ABD)
- Filtre (0.2 um 'lik membran filtre, corning)

- Enjektor 5, 10 ml

- Ekiivyon

- Petri Kaplari, Tiipler, Mezur, Pipet Uglar1, Sporlar

3.1.5. Calismada Kullanilan Kokenler

2010 - 2012 yillar1 arasinda Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Mikoloji
laboratuvarina maya tiplendirmesi i¢in gelen kiiltiir 6rneklerinden, Trichosporon
tiirii olarak sonuglanan 20 koken, Dr. Takashi Sugita’dan (Japonya) elde edilen on

Trichosporon asahii ve on farkli Trichosporon tiirii galismaya alinmistir.

3.1.6. Standart Kokenler

Candida albicans (ATCC 10231)

Candida tropicalis (NRRLY 12968)

Candida glabrata (ATCC 90030)

Staphylococcus aureus (ATCC 25923)
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3.2. Yontemler

3.2.1. Trichosporon Tzir Tanimlamasi

3.2.1.1. Sabouraud dekstroz agar (SDA) hazirlanmasi

Alman klinik Ornekler, mantarlarin iretilmesinde kullanilan bir genel
{iretim besiyeri olan SDA (Oxoid, Ingiltere) besiyerine ekilmistir.

100 ml besiyeri i¢in;

- Sabouraud Dekstroz Agar 6.5 gr

- Agaroz 0.5gr

- Distile su 100 ml

Besiyeri karigimi otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edilerek 9 cm
capinda steril petri kaplarma kalinligt 4 mm olacak sekilde 25’er ml dokiilerek
katilasincaya kadar bekletildi ve kullanilincaya kadar +4°C’de buzdolabinda

sakland.

3.3.1.2. Musir unu-tween 80 agar’in (corn meal agar) hazirlanmasi
100 ml besiyeri i¢in:

- Misir unu agar 1.79gr

Agar 5 gr

Tween 80 1ml

Distile su 100ml

Otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edilip ve steril petri kaplarina
dokiildii. SDA’da iiremis 24 saatlik koloniden 6ze ile alinarak misir unlu tween 80

agara ¢izgi ekim yapildiktan sonra ekim c¢izgilerinin iizerine steril edilmis lamel
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kapatildi. Petriler oda 1sisinda 72 saat inkiibasyona birakilip mikroskop altinda

incelendi.

3.3.1.3. Karbonhidrat asimilasyon testi-ID 32 C sistemi

Biyokimyasal 6zelliklerine gore identifikasyon igin yari otomatize ID 32C
(bioMérieux, Marcy 1’Etoile, France) sistemi kullanildi. Striplerde, 32 kuyucuk
olup kontrol kuyucugu hari¢ her birinde bir dehidrate karbonhidrat maddesi
bulunur ve mayalarin {iremesine gore degerlendirme yapilmaktadir.

ID 32C stribinde D-galaktoz, actidione (siklohekzimid), D-sakkaroz, N-
asetil glukozamin, laktik asit, L-arabinoz, D-sellobiyoz, D-rafinoz, D-maltoz, D-
trehaloz, potasyum 2-keto-glukonat, metil-a-D-glukopiranozit, D-mannitol, D-
laktoz, inozitol, D-sorbitol, D-ksiloz, D-riboz, gliserol, L-ramnoz, palatinoz,
eritritol, D-melibiyoz, sodyum glukuronat, D-melezitoz, potasyum glukonat,
levulinat, D-glukoz, L-sorboz, glukozamin, eskiilin ve kontrol kuyucuklari
bulunmaktadir.

C besiyerinden 135 pl alinarak kontrol kuyucuguna konuldu. SDA’daki
24-48 saatlik maya kolonilerinden steril bir 6ze ile alinarak, bulamikligi 2
McFarland olacak sekilde siispansiyon medyum (%0,85 NaCl) igerisinde
karistirilip, bu siispansiyonun 250 pl’si Kit icerisinde olan C besiyeri igine
aktarildi. Bu karigimdan, stribin her kuyucuguna 135 ul dagitildi. Stribin kapag:
kapatilarak 30°C’de, nemli ortamda, 24-48 saat inkiibasyona birakildi. APl 1D32
C ile mayalarin karbonhidrat asimilasyon yetenekleri, 24-48. saatlerde

degerlendirildi.
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Gozle; bulanik olan kuyucuklarda tireme pozitif kabul edilirken, negatif

kontrolde tiremenin olmamasina dikkat edildi.

3.2.2. Salgisal Asit Proteinaz Deneyi
Salgisal asit proteinaz enzim aktivitesinin degerlendirilmesi igin,
Trichosporon kékenleri %1’°lik sigir serum albumini iceren Sigir Serum Albumin

Agar (SSAA)’a ekildi (31,65).

3.2.2.1. Besiyerinin hazirlanigi

100 ml SSAA igin;

Dekstroz 2 gr

- KHyPO,4 0.19r

- MgSO,47H,0 0.05gr

- Agar 2gr

- Distile su 100ml

Besiyeri karigimi otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edilerek, sitrik asit
tamponu ile pH 5.0’e ayarland1 ve besiyeri igerisindeki agarin donmamast i¢in 50
°C’lik su banyosuna konuldu (65).

Temel besiyerine eklenen protein ¢ozelti;

- Sigir serum albumin (Fraksiyon V) 1 gr

- Distile su 100 ml

Sigir serum albumini distile su igerisinde ¢oziindiikten sonra 0.2 pm’lik

membran filtre kullanilarak steril edildi. Sigir serum albumini ile hazirlanan
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protein ¢ozeltisi temel besiyerine % 20 oraninda eklenerek, 9 cm ¢apinda steril
petri kaplarma kalinligit 4 mm olac