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OZET

Ag1z Yikama Cozeltisindeki Candida Tiirlerinin Belirlenmesi icin Multiplex PCR Tam
Kitlerinin Gelistirilmesi

Normal flora, konadin anatomisini, fizyolojisini, patojenlere duyarhhgmi ve
morbiditesini etkiler. Saghkh insanlarin agiz florasinda maya mantarlar1 da dahil olmak
iizere bircok mikroorganizma bulunur. Bu denge halinin bozulmas1 maya mantarlarinin
kolonizasyonuna veya agiz ici kandidoza sebep olabilir. Agi1z boslugunda sik goriilen bes
Candida tiirii (Candida albicans, Candida tropicalis, Candida krusei, Candida parapsilosis ve
Candida dubliniensis) bilinmektedir. Sunulan c¢alismada, tibbi 6nemi olan Candida
tiirlerinin belirlenmesi ve tamimlanmasi icin yeni bir real-time PCR yoénteminin
gelistirilmesi amaclanmstir.

Cukurova Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesinden yaslar1 19-36 arasinda olan
200 6grenci bu calismaya katildi. Goniillii 6@rencilerin her birinden 15 ml distile su ile
agizlarim calkalamalari istendi. Ornekler 3.000 rpm de 10 dakika santrifiij edildi. Cokelti
200 pL steril distile su icinde karistirilarak ekiivyonlu ¢ubuk ile CHROMAgar Candida
besiyerine inokiile edildi. izole edilen Candida tiirlerinin identifikasyonunda
CHROMAgar Candida besiyeri, iki ayr1 RT-PCR ve MALDI-TOF MS yoéntemleri
kullanildi. Genomik DNA izolasyonu Fungal Mini prep Kkiti ile yapildi. Gen
amplifikasyonu icin iki cift spesifik primer kullamildi. Sunulan cahsmada, Candida
tiirlerini belirlemek icin real-time polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ve erime
sicakhigi analizi (MCA) ile calisan yeni bir RT PCR-MCA yontemi gelistirildi.

Toplam 52 (%26) klinik ornekten 68 maya mantar: izole edildi. Bu 68 maya
mantarindan 61°i (%89.7) Candida spp. olup izole edilen tiirler, sikhga gore, 22 C. albicans
(%36.1), 13 C. parapsilosis (%21.3), 9 C. dubliniensis (%14.7), 6 C. lusitaniae (%9.8), 5 C.
kefyr (%8.2), 2 C. lambica (%3.3) ve 4 (%6.6) diger Candida tiirleri [1 C. krusei, 1 C.
tropicalis, 1 C. inconspicua ve 1 C. pararugosa) idi. Toplam 61 Candida izolatina iliskin
MALDI-TOF MS verileri CAC ve iki ayr1 RT-PCR sonuclan ile karsilastirildi. CAC
besiyerinde 1 C. tropicalis kokeni yesil koloni olusturdu ve C. albicans olarak yanhs
identifiye edildi. Calismada izole edilen Candida tiirlerinden C. albicans, C. kefyr ve C.
lambica disindaki tiirler RT PCR-MCA yontemi ile giivenilir olarak tammmlandi. Ancak, C.
albicans ve C. kefyr, Tm sicaklifina gore birbirinden ayirt edilemedi. Ayrica, MALDI-
TOF MS ile C. lambica olarak belirlenen iki izolat RT-PCR ile amplifiye edilemedi. Ag1z
icerisinde maya mantarlarinin varhgr: dis fircalama ahskanhg: (P > 0.1), dis tas1 varhg (P
=0.09), gece plagi kullaninu (P = 0.45), hareketli dental protez kullanim (P = 0.55), sigara
kullamimi (P = 0.24) ve gecirilmis COVID-19 infeksiyonu (P = 0.79) ile iliskili bulunmadi.
Ancak, kullanilan dis macunu markasinin mantar varhgini etkiledigi (P=0.02)belirlendi.

Candida tiirlerinin geleneksel yontemler ile belirlenmesi ve birbirinden ayirt
edilmesi 2-3 giin siirebilmektedir. Candida tiirlerinin bir giin icerisinde real-time PCR’1
takiben erime sicakhig1 analizi (MCA) basit, ucuz ve ¢abuk bir yontemdir. Ancak, sunulan
calismada Candida tiirlerinin Kesin tanisi icin yeterli bir yontem olmadig goriildii.

Anahtar kelimeler: Candida, chromogenic agar, identifikasyon, MALDI-TOF MS,
PCR, Real-time PCR.
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ABSTRACT

The Development of Multiplex PCR Diagnostic Kits for the Detection of Candida Species
in Oral Rinse Solutions

Normal flora influences the anatomy, physiology, susceptibility to pathogens and
morbidity of the host. A variety of microorganisms are found in the oral cavities of healthy
humans, including yeast fungi. Disruption of the balance among these microorganisms
may cause excessive yeast colonisation, or oral candidosis. Candida species (Candida
albicans, Candida tropicalis, Candida krusei, Candida parapsilosis and Candida
dubliniensis) are the most frequent species found in oral microflora. In the present study,
we aimed to describe a novel real-time PCR method for detecting medically important
Candida species.

Two hundred students aged 19-36 years-old from Cukurova University Faculty of
Dentistry participated in this study. The participants provided samples by rinsing their
mouths with 15 ml of distilled water. The samples were centrifuged for 10 min at 3,000
rpm. The pellets were then suspended in 200 pL of sterile distilled water and inoculated
into CHROMagar Candida (CAC) medium with a swab. CAC along with two different
RT-PCR methods and MALDI-TOF MS were used to identify the Candida species.
Genomic DNA isolation was performed using the Fungal DNA Mini Kit. Two different
primers were used for gene amplification. In this study, a new method was developed to
identify Candida species using RT-PCR and melting curve analysis (MCA).

A total of 68 yeasts were isolated from 52 (26%) clinical specimens. Of these yeasts,
61 (89.7%) were Candida species: 22 were C. albicans (36.1%), 13 were C. parapsilosis
(21.3%), nine were C. dubliniensis (14.7%), six were C. lusitaniae (9.8%), five were C. kefyr
(8.2%), two were C. lambica (3.3%) and four (6.6%) were other Candida species (one C.
krusei, one C. tropicalis, one C. inconspicua and one C. pararugosa). MALDI-TOF MS data
for a total of 61 Candida isolates were compared with CAC and two different RT-PCR
assays. In the CAC medium, one strain of C. tropicalis produced a green colony and was
incorrectly identified as C. albicans. Other than C. albicans, C. kefyr and C. lambica, the
Candida species isolated in this study were reliably identified by the RT-PCR-MCA
method. However, this method was not able to distinguish between C. albicans and C. kefyr
based on their peak melting temperatures (T,,). RT-PCR was not able to amplify two
isolates identified as C. lambica by MALDI-TOF MS. Oral colonisation of yeast fungi was
not associated with tooth brushing habits (P > 0.1), the presence of dental calculus (P =
0.09), the use of occlusal splints (P = 0.45), the use of removable dental prosthetics (P =
0.55), smoking (P = 0.24) or previous COVID-19 infection (P = 0.79). However, the
toothpaste brand used significantly affected the fungal population (P = 0.02).

It may take two to three days for Candida species to be identified and
differentiated from each other using conventional methods. MCA of Candida species using
RT-PCR, which can be accomplished in a single day, is a simple, inexpensive, and rapid
method. However, this study showed that it was not reliably able to identify Candida
species.

Key words: Candida, chromogenic agar, identification, MALDI-TOF MS, PCR,
real-time PCR



1. GIRIS VE AMAC

Insan mikrobiyomunun en baskin unsurlarindan birisi de mantarlardir. Dogada
2.2-3.8 milyon mantar tiiriinlin var oldugu tahmin edilmekte birlikte, yalnizca 760
mantar tiiriiniin insan ve hayvanlarda hastalik olusturabildigi gosterilmistir (1,2). Bu
mantarlarin: (i) bir kismi yiizeysel (Piedraia hortae vb.), (ii) bir kismi invazif
(Histoplasma capsulatum) ve (iii) bir kismi1 ise hem yiizeysel hem de invazif (Candida
albicans) hastalik etkenidir. Yeryiiztinde 1.7 milyar insanin yiizeysel mantar
hastaliklarina maruz kaldigi bilinmektedir. Ayrica, her yil, en az 1.5 milyon insan
invazif mantar hastaliklar1 sebebi ile hayatim1 kaybetmektedir (3). Ustelik mantar
hastaliklarinin insidansi her gecen giin artis gésterirken mantar infeksiyonlar1 sebebi ile
goriilen 6liimlerde de dnemli yiikselis izlenmektedir (4).

Son 20 yilda, Candida ve kandidozlarin bildirilmesinde 6nemli artis oldugu ilgili
bilim ¢evrelerinin dikkatini ¢ekmistir. Bu artis sadece invazif kandidozlar ile ilgili
olmayip yiizeysel kandidozlar1 (orofarengiyal, vulvo-vagina, intertrigo, onikomikoz,
paroniki, kronik mukokiitanoz) da kapsamaktadir. Bu durum, kuskusuz bagisiklik
sistemi baskilanmis populasyonda artis (16semi, lenfoma, HIV/AIDS, steroid kullanima,
diabetes mellitus vb.) ile aciklanabilir (5). Bununla birlikte, Candida’larin laboratuvar
tanisinda onemli ilerlemeler kaydedilmis, polifazik taksonomik arastirmalar yaninda
yeni besiyerleri gelistirilmis (kromojenik agarlar), yeni Candida tiirleri tanimlanmis
(Candida auris) ve yeni molekiiler temelli testler (PCR, RFLP, RT-PCR) uyulamaya
girmistir (6-9). Ayrica, tibbi mikoloji ve klinik mikoloji alaninda 6nemli ilerlemeler
kaydedilmis, konu iizerinde farkindalik artmig, hemen her iilkede referans
laboratuvarlarinin kurulmasina yonelik adimlar atilmistir. Ulusal ve uluslararasi dlgekte
egitim faaliyetleri 6nem kazanmistir. Halen yeterli diizeyde olmasa da klinisyen-
mikrobiyolog isbirligi desteklenmis ve gelistirilmistir. Sonu¢ olarak, mantar
hastaliklarinin tan1 ve tedavisine iliskin farkindalik yaratilmistir. Mantar hastaliklarinin
21. yiizyilda daha sik rapor edildigi bilinmektedir (10).

Modern tibbin 21. yiizyildaki tiim imkanlarina karsilik mantar hastaliklarinin
tan1 ve tedavisine iligkin sorunlar devam etmektedir. Bir mantar infeksiyonunun basarili
yonetimi ¢abuk ve giivenilir tan1 yaninda uygun antifungal tedaviye hemen baglanmasi

ile miimkiindiir. Global Action for Fungal Infections (GAFFI) 2025 yili itibari ile



mantar hastaliklarinin %95’inin taninmasimi ve yine %95’inin tedavi edilebilmesini
hedeflemistir. Klinik ve mikolojik tan1 etkenin tiir diizeyinde tanisi ile gelistirilmeli ve
dogrulanmalidir. Ancak, az gelismis ve gelismekte olan iilkelerde mikolojik tant sorunu
halen devam etmektedir. Tiir diizeyinde tani, bolgesel epidemiyolojik ozelliklerin
belirlenmesi yaninda kisi odakli tedavide de 6nemli adimlarin atilmasini saglayacaktir
(https://gafti.org/Global Action For Fungal Infections).

Sunulan calismada, hem yiizeysel hem de invazif mikoz etkeni Candida cinsi
maya mantarlarinin ¢abuk ve dogru tanisi ig¢in bir algoritma olusturulmasi
hedeflenmigtir. Bu amagla, RT-PCR testinin gelistirilmesi ve uygulanmasi, tiir
diizeyinde tanmida kullanilabilirliginin degerlendirilmesi ve elde edilen bulgularin
CHROMagar (CAC) besiyeri ve MALDI-TOF MS sonuglar1 ile karsilastirilmast ve

literatiir esliginde tartismaya agilmasi amaglanmaistir.



2. GENEL BILGILER

Mantarlar, insan ve hayvan florasinda bulunabilen mikroorganizmalardir. Son
yillarda, tarimsal alanlarda antibakteriyel ve antifungal ilaclarin kullanimiyla ilaca
direncli tiirlerin baskin oldugu mantar infeksiyonlarinin ortaya ¢iktigir goriilmektedir.
Bunlar genellikle firsat¢1 infeksiyon etkeni olarak bilinip konagin bagisiklik durumuna
gore hareket ederler. Bazi hastaliklarin tedavisinde immiin sistemi baskilayan ilaglarin
kullanilmast sonucu invazif mantar hastaliklarinin gelistigi bildirilmektedir (11).

Candida tirii mantarlar toprak, bitki, hayvan, insan ve hastane ortamindan
besinlere kadar her yerden izole edilebilmektedir. Flora iiyesi olarak da insan gastro-
intestinal kanalinin her yerinde, deride ve kadin genital organlarinda bulunmaktadir.
Normal flora da bulunan Candida tirleri bagisiklik sistemi zayiflamis hastalarda
dokular istila ederek bir infeksiyona sebep olup insan yasamini tehdit eden patolojilere

sebep olabilir (12).

2.1. Candida Cinsi Mantarlarin Tarihcesi

Agizda goriilen pamukguk hastaligi ilk kez Hipokrat (M.O. 460-370) tarafindan
milattan Once 4. ylizyilda bildirilmistir. Agiz ve vaginada siklikla goriilen, ancak
infeksiyona sebep olmayan C. albicans antibiyotik kullanimi sonucu bagisiklik
sistemindeki dengenin bozulmasi ile kandidoza sebep olur. Candida albicans, 19.
ylizyilda tanimlanmis olup yliz yili agkin bir siire iginde ¢ok c¢alisilmis ve iizerinde
20.000’den fazla makale yaymlanmis olup bilim adamlari tarafindan farkli organlardaki

etkilerini gdsteren bazi kaynaklar Cizelge 2.1°de gdsterilmistir (13).



Cizelge 2.1. Candida tiirlerinin neden oldugu klinik durumlar

Yil Lezyon Referans

1825 Ozefagus Veron P

1849 Vagina Wilkinson JS

1862 Sinir sistemi Zenker FA

1869 Gastro-intestinal sistem Parrot J

1890 Uriner sistem Schmorl G

1904 Onikomikoz Dubendorfer E

1907 Deri Jacobi E

1912 Solunum yolu Castellani A

1925 Paroniki Kingery LB and Thienes CH
1928 Kemik Connor CL

1940 Kalp (endokardit) Joachim H and Polayes SH
1943 G0z (endoftalmit) Miale JB

1953 Kornea (keratit) Mendelblatt DL

Candida albicans saglikli populasyonda ¢ok sik goriilen bir maya mantaridir.
Almanya’da yapilan bir calismada, 2—6 haftalik bebeklerde %54, bir yasina kadar %46
ve 1-6 yas arasinda ise %39 oraninda goriilmiistiir. II. Diinya savasindan sonra, klinik
izolatlar mikroskop goriintiileri ve farkli kimyasallar1 oksijenli ve oksijensiz ortamda
kullanmalarina gore siiflandirilmistir. Yani klinik izolatlarda C. albicans’1, Candida
guilliermondii, Candida krusei, Candida parapsilosis ve Candida tropicalis’den ayirt
etmislerdir. Ag1z ve vaginada pamukguga sebep olan Candida tiirlerini belirlemek ve

birbirinden ayirmak i¢in hizli ve giivenilir ¢ok sayida yontem bulunmaktadir (10,13).

2.2. Candida Cinsi Mantarlarin Yapisal Ozellikleri

Candida tiirii maya mantarlar1 tek hiicreli yapiya sahiptir. Bunlar ince duvarl
olup yumurtamsi sekilli hiicreler (blastokonidyumlar) halindedir. Candida albicans
eseysiz ireme, multilateral tomurcuklanma yoluyla ger¢ek bir hif meydana
getirebilirler. Hiicre duvarinda fosforile mannanlar, glukanlar ve az miktarda kitin
bulunur. Polipeptidler hiicre duvarindaki polisakkaritlere 6zel bir sekilde baglanarak
cesitli fosfogliko-peptidlerden olusan incelikli bir yap1 ortaya c¢ikarir. Bu durum,
Candida tiirlerinin antijenik yap1 farkliliklarina sebep olur (14).

Yapisal olarak, Candida glabrata eliptik yapida tomurcuklanma sergileyen tek

hiicreli yapilar halinde iken diger Candida tirleri (C. albicans, C. krusei, C.



parapsilosis ve C. tropicalis) daha iri, ¢cok hiicreli filamanlar seklinde yalanci hifler de
olusturan 6nemli farkliliklar gosterir. Giiniimiizde en az 20 Candida tiiriinlin insanlarda
hastalik olusturdugu bilinmekte olup C. albicans tim kandidoz sekillerinden en sik
izole edilen tiirdiir. Diger Candida tiirleri ise non-albicans Candida (NAC) tiirleri
olarak bilinmektedir (15). Cizelge 2.2’de yer alan Candida tiirlerinden siklikla
karsilagilan tiirler: C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C.
guilliermondii, C. dubliniensis, C. lusitaniae ve C. kefyr’dir. HIV-pozitif bireylerin agiz
orneklerinden izole edilen C. dubliniensis ilk kez 1995’de tanimlanmustir (11). Candida
albicans ile fenotipik benzerliginden dolay1 laboratuvarda dikkat edilmesi gerekir. Tlk
kez Japonya ve Giiney Kore’den bildirilen C. auris tan1 gli¢liigii ve ilag direnci ile 6nem

arz etmektedir (7).

Cizelge 2.2. Insanda firsatc1 infeksiyon olusturan Candida tiirleri

Insan infeksiyonlarinda siklikla yer alan major patojen

Candida albicans
Insan infeksiyonlarinda siklikla yer alan NAC tiirleri
Candida glabrata
Candida tropicalis
Candida parapsilosis
Candida krusei
Candida guilliermondii
Candida dubliniensis
Candida lusitaniae
Candida kefyr
Insan infeksiyonlarinda daha az siklikla yer alan NAC tiirleri
Candida albidus
Candida catenulate,

Candida chiropterorum
Candida ciferrii
Candida famata

Candida haemulonii
Candida humicola
Candida inconspicua
Candida lambica
Candida lipolitica
Candida norvegensis
Candida pelliculosa
Candida pintolopesii
Candida pulcherrima
Candida rugosa
Candida utilis
Candida zeylanoides

Insan infeksiyonlarinda son zamanlarda énem kazanan NAC tiirii

Candida auris




2.3. insan infeksiyonlarinda sikhikla yer alan Candida tiirleri

2.3.1. Candida albicans

Insan viicudunda en sik gériilen Candida tiiriidiir. Ag1z, deri, vagina, sindirim
sistemi gibi hemen her organin normal florasinda bulunur. Bagisiklik sistemi
zayifladiginda hizla iireyerek kandidoza sebep olur. Kiiltiir yapildig1 zaman ii¢ glinde
olgunlasarak krem renginde, hamur kivaminda, diizgiin yiizeyli olarak goriiliir. Kanlh
besiyerinde koloni kenarinda ayak olarak da isimlendirilen uzantilar geligir. Ticari
olarak temin edilen CHROMagar besiyerinde C. albicans kolonileri yesildir. Mikroskop
incelemesinde yuvarlaktan ovale degisen sekilde goriiliir. Misir unlu-Tween 80 agarda
(25°C’de 72 saat sonra) bolmelerin bulundugu yerlerde blastokonidyum kiimeleri ile
birlikte yalanci hif ve biraz da ger¢ek hif olusturur. Candida albicans’in iri, kalin
duvarli ve genellikle de tekli terminal klamidosporlart 30—-37°C’de inhibe olur. Candida

albicans germ tiip testinde C. dubliniensis’e benzer reaksiyon verir ve pozitiftir (16,17).

2.3.2. Candida glabrata

Insanlarda genellikle kan dolasimi ve idrar yolu infeksiyonuna neden olur. Basit
kiltiir ortaminda 2—3 giinde koloniler olgunlasir, diger Candida tiirlerine gore biraz
daha yavas iirer. Ureme i¢in kolesterole bagimli olan izolatlarm varlig1 da bildirilmistir.
Mac Conkey agar tizerinde kiigiik koloniler olarak goriilebilir. Maya kolonileri; hamur
kivaminda, diizgiin yiizeyli, beyaz ila krem renkte goriilebilir. Mikroskop
morfolojisinde ise Misir unlu-Tween 80 agarda, 25°C’de ve 72 saatte; yalnizca kiiclik
(2-3x3—4 pm), oval maya hiicreleri goriiliir, bunlar da tekli terminal tomurcuklanma
yapar. Bu mantar trehaloz asimilasyon testi ile kolayca tanimlanabilir. Candida

glabrata infeksiyonlar1 6liim orani yiiksek infeksiyonlar arasindadir (5,17).

2.3.3. Candida tropicalis

Losemi ve diger hematolojik maliniteleri olan notropenik hastalarda goriiliir.
Koloni morfolojisi kremsi olup koloninin kenarinda hafif bir migelyal piiskiil olabilir.
CHROMagarda metalik mavi renkte goriiliir. Rutin besiyerinde yuvarlaktan ovale (3.5—
7x5.5—10 pm) degisim gostermektedir. Candida tropicalis Misir unlu-Tween 80 agarda
25°C’de 72 saatte ince ve uzun yalanci hifler boyunca tek tek veya kiicliik gruplar



halinde blastokonidyumlar olusturur. Gozyast damlasi seklinde birkag klamidospor

nadiren olusabilir (17).

2.3.4. Candida parapsilosis

Mantarlara bagli endokarditin C. albicans’tan sonra en sik goriilen ikinci
etkenidir. Yeni doganlarda goriilen invazif mantar infeksiyonlarindan da sorumludur.
Kiiltiirde ii¢ giinde iireme hizina sahiptir. Koloni morfolojisi kremsi, uzun dantel
seklinde bir goriiniim olusturur. Mikroskop morfolojisinde ise rutin primer besiyerinde
maya hiicreleri oval (2.5-4x3—-8 pm) olup Misir unlu-Tween 80 agarda, 25°C’de ve 72
saatte, yalanci hif boyunca tek tek veya kiimeler halinde blastokonidyumlar goriiliir. En
tipik 6zellikleri, nispeten kisa olan yalanci hiflerin yamuk veya kavisli goriiniimii ve dev

hiicreler olarak adlandirilan iri hiflerin varligidir (17).

2.3.5. Candida krusei

Duyarli kisilerde infeksiyon etkenidir. Baz1 kaynaklarda Pichia kudriavzevii
olarak yer alir. Koloni morfolojisi yassi, kuru goriiniimlii, mat, micelyal bir piiskiil
olusturur. CHROMagar besiyerlerindeki koloniler piirtiiklii, ortas1 pembe renkli, biiyiik
ve yaygin koloniler yapar. Misir unlu-Tween 80 agar’da 25°C’de ve 72 saatte capraz
kibrit ¢oplerine veya agaca benzer dizilim gosteren blastokonidyumlarin bulundugu

yalanci hifler olusturur. Candida krusei siklohekzimide duyarli olup laktozu da asimile

edebilir (17).

2.3.6. Candida guilliermondii

Endokardit, osteomiyelit, deri ve idrar yolu infeksiyonlarina neden oldugu
bilinmektedir. Candida guilliermondii, Candida fermentati ve Candida corpophila’y1
da icermekte olup fenotipik olarak ayirt edilemezler. Koloni morfolojisi diiz, parlak,
diizgiin kenarli ve genellikle krem renklidir. Ancak, zamanla koloniler ten renkli veya
pembemsi olabilir. Rutin primer besiyerinde ovelden uzun sekillere kadar degisebilir
(2-5%3-7 pum). Misir unlu-Tween 80 agar’da 25°C’de ve 72 saatte az sayida kisa ve
yalanci hiflerin yer aldigi maya hiicre kiimelerini olusturur, yalanci hif bdlmelerin

oldugu yerlerde siklikla kiigiik blastokonidyum gruplar: vardir (17).



2.3.7. Candida dubliniensis

HIV ile enfekte hastalardaki tekrarlayan eritremli oral kandidozla yakindan
ilgilidir. HIV-negatif olup bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda bazen kan akimi ve
diger infeksiyonlar da goriiliir. Bu organizma diinya genelinde yaygin goriilmekte olup
cesitli klinik orneklerde infeksiyon kaniti olmaksizin izole edilmektedir. Koloni
morfolojisi krem renkli, hamur kivaminda diizgiin yiizeyli kanli agar gibi
zenginlestirilmis besiyerinde koloninin kenarinda ayak olarak tanimlanan (C.
albicans’da oldugu gibi) uzantilar olusturur. CHROMagar’da Candida kolonileri
yesildir, ancak C. albicans’dan daha koyu yesil olup ton farkliliklari sadece ilk
izolasyonda fark edilebilir. Mikroskop incelemesinde ise C. albicans’a ¢ok benzer.
Misir unlu-Tween 80 agar’da 25°C’de ve 72 saat sonra psddohiflerin yanisira
bolmelerin bulundugu yerlerde yuvarlak blastokonidyum kiimeleri ile birlikte bir miktar
gercek hif meydana getirir. Tipik iri ve kalin duvarli terminal klamidosporlar, ¢iftler
veya kiiciik kiimeler halinde olusur, germ-tiip testi pozitiftir. Ancak, C. albicans
genellikle gercek veya yalanct hiflerin ucunda tek tek klamidosporlar iiretirken C.
dubliniensis ¢ok daha bol ve yalanci hifin ucundaki klamidospor salkimlart seklinde

goriiliirler (17).

2.3.8. Candida lusitaniae

Uygun besiyerlerinde iireme hiz1 3 giindiir. Koloni morfolojisinde krem renkli,
diizgiin yiizeyli, parlaktir. Mikroskop morfolojisinde ise maya hiicreleri yuvarlaktan
ovale kadar (2-6x3—10 pum) degisebilir. Misir unlu-Tween 80 agarda, 25°C’de ve 72
saatte, yalanct hifler ince, dallanmis ve kavisli goriinimde olup uzamis
blastokonidyumlardan olusan kisa zincirler vardir. C. lusitaniae morfolojik olarak C.
tropicalis ve C. parapsilosis’e benzer, ancak sellobiyozu fermente etme ve ramnozu da
asimile etme yetenegi ile ayirt edilir. Bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda firsatci

bir patojendir. Amfoterisin B’ye karsi intrinsik direng bildirilmistir (17) .

2.3.9. Candida kefyr
Genellikle patojen olmadig1 kabul edilir. Rutin primer besiyerinde, 25°C’de, {i¢
giinliik inkubasyon sonundaki kolonileri, diger tiirlerinkine gore daha kiiciik (3—8x5-12

um) olup diiz, yumusak, beyaz krem renktedir. Misir unlu-Tween 80 agar’da yalanci



hifler ve bunun etrafinda uzun, genellikle hiften ayrilip birbirine paralel dizilim gdsteren

blastosporlar goriiliir. Bu goriiniim 1rmakta yiizen kiitiiklere benzetilebilir (17).

2.3.10. Candida auris

ik olarak 2008’de Japonya’daki bir hastanede hastanin dis kulak kanalindan
izole edilmistir. Invazif kandidoza sebep olan ve ¢ok sayidaki ilaglara direncli bir
patojendir. Biyofilm olusturma ve hastane ortaminda varligini stirdiirme egilimindedir.
Besiyerinde ii¢ giinde 25-37°C’de hizli iirer ve ii¢ giinde olgunlagir. CAC’daki
kolonileri pembeden mora kadar degisen renklerde olabilir, inkiibasyon siiresi uzatilirsa
kirmizi olabilir. Besleyici sivi besiyerinde 2-3 ile 2.5-5 um boyutlarinda
tomurcuklanan oval veya elipsoid mayalar goriiliir. Tomurcuklanan mayalar tekli, ¢iftli
veya kiiciik kiimeler halinde {ireyebilir. Misir unlu-Tween 80 agarda 30°C’de ve 72
saate sadece maya hiicreleri goriilebilir. Candida auris’i tamimlamak i¢in yeteri kadar

0zgiil herhangi bir morfolojik veya biyokimyasal 6zellik yoktur (7,17).

2.3.11. Candida haemulonii

Periton diyalizi ile ilgili peritonit dahil invazif kandidozun gittik¢e artan siklikta
goriilen etkenidir. Candida haemulonii fenotipik olarak Candida auris’e benzer. Rutin
besiyerinde hizli iirer ve ii¢ giinde olgunlasir. Koloniler beyazdan kreme kadar degisen
renklerde diizgiin yiizeyli ve tiiyslizdiir. CAC’da 24 saatteki koloniler pembe, 72 saatte
ise koyu mor renge doniisiir. Bu 6zellik C. glabrata’nin 3—4 giinliik inkiibasyonunda da
goriiliir. Rutin besiyerinde tomurcuklanan maya hiicreleri yuvarlaktan ovale (3—5x3-6.5

um) degisir (17,18).

2.3.12. Candida rugosa

Sigirlarda mastitin temel sebebi olarak bilinirken artik insanlarda da Gnem
kazanmaya basladi. Yanik ve trauma merkezli venoz kateterle ilgili kandidemi ve iiriner
infeksiyonlarda énemlidir. Bu organizmanin neden oldugu infeksiyonlarin tedavisinin
zor oldugu bilinmektedir. Duyarlilik profilleri bolgelere gore degismektedir. Asya-
Pasifik ve Latin Amerika ilkelerine ait izolatlarin Avrupa ve Kuzey
Amerika’dakilerden daha direncli oldugu bilinmektedir. Kiiltiirde 3 glinde olgunlasir ve

beyaz ila krem renkte kuru goriiniimlii migelyal piiskiiller bulunur. CAC’da {iretildigi



zaman kenarlar1 beyaz mavi-yesil koloniler olusturmasi ¢ok tipik 6zellikleridir. Rutin
besiyerinde tomurcuklanip oval ile neredeyse silindirik (2.0-3.5x6—12 pum) sekildedir.
Misir unlu-Tween 80 agarda 25°C’de ve 72 saatte zincirler halinde blastokonidyumlu

yalanci hifler olusturur (17).

2.4. Kandidoz Epidemiyolojisi

Candida tirlerinin insanlarda ve hayvanlarda kolonizasyon yaptigi
bilinmektedir. Baslica kolonizasyon bdlgeleri agizdan rektuma kadar olan gastro-
intestinal sistemdir (16). Saglikli kisilerin agzinda Candida tasiyicilik orani %25-50
civarinda ve kdkenlerinin ise %70-80 C. albicans oldugu bilinmektedir. Candida’lar
arasinda ilk sirada C. albicans olup bunu C. tropicalis, C. parapsilosis ve C. glabrata
izlemektedir (19). Agizdaki tasiyiciik oram1 dis protezi kullanan kisilerde,
diyabetlilerde, hastanede yatan, kemoterapi alan, antibiyotik kullanan ve HIV
infeksiyonu olan hastalarda 6nemli oranda artmaktadir (20,21).

Saglik calisanlarinin derisinde yiiksek oranda tasiyicilik goriilmesi durumu
yogun bakim {initelerinde hastalara ve hastadan hastaya bulasin da 6nemli bir sebebidir.
Bu sebeple Candida infeksiyonlarmin hastane ortamindan kazanildigma dair 6dnemli
deliller bulunmaktadir. Cesitli nedenlerle hastanede yatan hastalar risk altinda olup
baslica; (i) prematiire siit bebekleri, (i1) 70 yasin {lizerindeki kisiler, (iii) hematolojik
malignite ve (iv) gastro-intestinal sistem cerrahisi geciren hastalardir. Bagisiklik
sisteminin ciddi sekilde baskilanmasi, genis spektrumlu antibiyotiklere maruz kalma,
bilingsiz antifungal ila¢ kullanimi gibi nedenler C. albicans oraninda yillar icerisinde
belirginlesen bir azalmaya sebep olurken C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis ve C.
tropicalis gibi non-albicans Candida oranlarinin da artmasina sebep olmaktadir (4).

Candida’ya bagl hastaliklarin sikliginin giin gectikge artiyor olmasi, ¢ok
sayidaki cesitli kandidoz sekillerinin daha iyi tanimlanmasina olanak saglamistir. Cok
genis bir spektrumda yer alan kandidozlar: mukoza, kiitan6z, hematojen ve derin organ

tutulumu bashig altinda kisaca agiklanmustir (11).
Mukoza Enfeksiyonlar:

v’ Oral kandidoz
v’ Candida 6zefajiti
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v' Ozefagus dis1 gastro-intestinal kandidoz

v Vulvovagina kandidozu

Kiitanoz Kandidoz Sendromlari
v' Genel yayilim gosteren kiitandz kandidoz
v’ Paroniki ve onikomikoz

v" Kronik mukokiitanoz kandidoz

Hematojen Kandidoz
v" Kandidemi
v Akut yaygin kandidoz
v" Kronik yaygin kandidoz

Derin Organ Tutulumu
v" Santral sinir sistemi kandidozu
v" Solunum yolu kandidozu
v' Kardiyak kandidoz
v' Candida endokarditi
v’ Uriner sistem kandidozu
v Kemik ve eklem infeksiyonlari
v Abdominal infeksiyonlar
v" Okiiler kandidoz

2.4.1. Mukoza infeksiyonlar

2.4.1.1. Oral kandidoz

Oral Candida enfeksiyonlar1 esas olarak

11

sistemik veya lokal bagisiklik

baskilanmasi olan hastalarda goriiliir. Risk altinda bulunan hastalar, yeni doganlar,
diyabetik hastalar, HIV infeksiyonlular, kortikosteroid ve kemoterapi uygulanan
hastalar, solid organ veya kemik iligi transplantasyonu yapilan hastalardir. Oral
kandidoza en sik neden olan C. albicans olup toplam olgularin %95’inden sorumludur.

Genel niifusun %80’ asemptomatik tasiyict olup bu durum infeksiyona yol agmaz.



Candida albicans insan konagma iyi uyum gostermis ¢ok yonlii bir organizmadir.

Bulundugu yerde herhangi bir degisiklik ona bolgeyi isgal etme firsatin1 verir (16,22).

2.4.1.2. Candida bzefajiti
AIDS, hematopoetik veya lenfatik sistem malignitesi nedeniyle tedavi goéren
hastalarda goriiliir. Ozefagus kandidozlu hastalarin iigte birinde oral kandidoz

goriilmezken oral kandidozlarin tigte ikisinde Candida 6zefajiti bulunur (5).

2.4.1.3. Ozefagus dis1 gastro-intestinal kandidoz
Ozefagustan sonra en ¢ok tutulan organ mide olup mukoza iilseresyonu seklinde
kendini gosterir. Ince ve kalin barsak tutulumu 6zefagus ve mide tutulumundan daha az

oranda goriiliir (23).

2.4.1.4. Vulvovagina kandidozu

Candida albicans basta olmak lizere diger Candida tiirleri kandidoz olusumunda
onemli rol oynar. Vulvovagina kandidozunun gelisiminde 6nemli bir sebep bulunamasa
bile ciddi seyreden olgularin oral kontraseptif, kortikosteroid, antibiyotik kullanimi ya
da diyabet ve gebelikle iligkili olabilir. Kadinlarin %75°1 hayatlarinda en az bir kez,
%S35°1 ise altta yatan bir sebep olmaksizin tekrarlayici vulvovagina kandidozuna maruz

kalir (24).

2.4.2. Kiitan6z Kandidoz Sendromlari

2.4.2.1. Genel yayihm gosteren kiitanoz kandidoz

Hem cocuklar hem de erigkinlerin govde, toraks ve ekstremiteleri {izerinde
kendini gosterir. Notropenik hastalarda baslangigta tek tek ortaya ¢ikan lezyonlar, daha
sonra birleserek genis bir alana, ya da tiim viicuda yayilir. Bu durumlar kiitanoz

kandidozun sik goriilmeyen seklidir (25).
2.4.2.2. Paroniki ve onikomikoz

Paronikinin en sik karsilagilan etken C. albicans olup diger tiirlerin de etken

oldugu bilinmektedir. Tirnak ¢evresindeki yumusak dokuda ortaya ¢ikan lezyon keskin
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bir ¢izgi halinde inflamasyona baglh olarak 1s1 artis1 ile birlikte parlama ve gerginlik
seklinde goriiliir. Paroniki daha ¢ok elleri suda is goren kisilerde, bulasikcilar ve
camasirhane calisanlar1 goriiliir. Sadece tirnakta goriilen infeksiyonlar ise onikomikoz

olarak tanimlanir.

2.4.2.3. Kronik mukokiitanoz kandidoz

Deri, mukoza, sa¢ ve tirnaklarda ortaya c¢ikan yeterli tedaviye ragmen uzun
stiren, 1srarli bir seyir izleyen Candida infeksiyonlarmi tanimlamak i¢in kullanilir (26).
Candida 0zefajiti olusabilir, yillar icerisinde 0zefagusta stenoza neden olur. Kronik
mukokiitandz kandidoz sekillerinin ¢ogu kiiciik ¢ocukluk doneminde ya da ilk yirmi yil
icerisinde ortaya ¢ikar. Karsilagilan ilk tablo oral kandidoz olup bunu tirnak ve deri

tutulumu izler.

2.4.3. Hematojen Kandidoz

2.4.3.1. Kandidemi

Kanda Candida tiirlerinin varligin1 tanimlar. Notropenik hastalarda kandidemi
kanda sinirli kalarak komplikasyonsuz seyredebilecegi gibi akut yaygin kandidoz,
kronik yaygin kandidoz veya tekli derin organ kandidozu seklinde bir tabloya da sebep
olabilir. Notropenik olmayan hastalarda kandidemi iyi bir seyir izleyerek herhangi bir
komplikasyona sebep olmayacagi gibi derin organlarin tutulumu ile komplikasyonlu bir
seyir de izleyebilir. Kandidemi gelisimine neden olan risk faktorleri; endojen ve ekzojen
faktorlerin bir sonucu olarak Candida tirleri ile kononizasyonun artmasi,
gastrointestinal sistem mukoza biitiinliigliniin zarar goérerek fungal translokasyonun

artmasi veya bagisikligin baskilanmasidir (11).

2.4.3.2. Akut dissemine kandidoz

Yenidoganlarda daha c¢ok C. albicans etkendir. Notropenik olmayan erigkin
yogun bakim hastalarinda ve hematolojik malignite nedeniyle kemoterapi alan
notropenik hastalarda ortaya cikar. Akut yaygin kandidoz, g6z de dahil olmak {izere
herhangi bir organda tutuluma sebep olabilir. Notropenik hastalarda deri lezyonlari

%10-25 arasinda goriiliirken, akciger tutulumu da ortaya ¢ikabilir.
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2.4.3.3. Kronik dissemine kandidoz
Akut yaygin kandidoz ataginin ardindan ortaya ¢ikabilir. Daha ¢ok sitotoksik
kemoterapi alan akut 16semili hastalarda goriiliir. Hepatomegali ve splenomegali

hastalarin yarisinda goriiliir.

2.4.4. Derin Organ Tutulumu
Derin organlarda ortaya ¢ikan Candida infeksiyonlarimin ¢ogu saptanamayan
hematojen kandidozun bir sonucudur. Periton diyalizi sonrasi ortaya ¢ikan Candida

peritoniti buna bir 6rnektir (12,23,25).

2.4.4.1. Santral sinir sistemi kandidozu
Candida tirleri tarafindan olusturulan santral sinir sistemi (SSS) infeksiyonlari
nadir olup meninjit ya da apse olarak ortaya ¢ikar. Ayrica, SSS cerrahisi sonucu da

kendini gosterebilir (27).

2.4.4.2. Solunum yolu kandidozu

Primer Candida pnomonisi genellikle aspirasyon sonucu meydana gelir.
Candida ampiyemi nadir goriilmekte, malignite gibi altta yatan ciddi hastalig1 olanlarda
goriiliir. Candida mediyastiniti hemen her zaman torasik cerrahi sonrasinda ortaya ¢ikar

(25).

2.4.4.3. Kardiyak kandidoz
Miyokardit her zaman hematojen kandidoz gelisen bagisikligr baskilanmis
hastalarda goriiliir. Perikardit olusumu nadir goriilmekle birlikte bagisikligin

baskilanmasi, torasik cerrahi, perikardiyektomi risk faktorleri arasinda yer alir (25).

2.4.4.4. Candida endokarditi
Kandidemi gelisen prostetik kapak hastalariin  %25’inde  endokardit
gelismektedir. Risk faktorleri arasinda biiyiik cerrahiler, dnceden var olan bakteri

endokarditi ya da kapak hastalig1 ve uzun siireli ven6z kateter varligi sayilabilir (28).
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2.4.4.5. Uriner sistem kandidozu

Candida’ya bagl alt iriner sistem infeksiyonu genellikle iiriner kateterli
hastalarda 6zellikle antibiyotik tedavisinden sonra ortaya c¢ikar. Bobrek kandidozu ise
hematojen kandidoza sekonder gelisir ve siklikla gastro-intestinal kanaldan kaynaklanir.
Risk altindakiler diyabetikler disindaki tiimor veya AIDS icin kemoterapi ile immiin

sistemi baskilanmig hastalardir (5).

2.4.4.6. Kemik ve eklem infeksiyonlari

Candida’ya baglh kemik ve eklem infeksiyonlarinin ¢ogu hematojen kandidoza
sekonder gelisir. Primer Candida osteomiyeliti ve septik artrit daha siklikta gozlenir.
Osteo-artikiiler infeksiyon bir kandidemi atagi olarak meydana gelmeyebilir. Bu sebele

vertebral osteomiyelitli hastalarda tan1 gecikebilir.

2.4.4.7. Abdominal infeksiyonlar

Candida tirleri intra-abdominal Orneklerden siklikla izole edilmektedir. Akut
pankreatit sonras1 Candida infeksiyonlariin roliiniin artifin1 gosteren ¢aligmalar vardir.
Periton diyalizli hastalarda olusan peritonitlerin %8’i mantarlara bagli olup C.

albicans’da infeksiyonlarin %75’ inden sorumludur.

2.4.4.8. Okiiler kandidoz

Keratit, koryoretinit ve endoftalmit okiiler Candida infeksiyonlar1 arasinda
bulunur. Bunlardan koryoretinit ve endoftalmit hematojen kandidoza sekonder gelisir.
Enfeksiyonlar cerrahi operasyonlar sirasindaki bir trauma sonucu da olusabilir.

Bunlardan keratit lokal bir tramayla iligkilidir.

2.5. Tamsal laboratuvar testleri

Mantar infeksiyonlarinin tanist geleneksel olarak direkt mikroskop ve kiiltiir
yontemi ile gergeklestirilir (Cizelge 2.3). Bu yontemlerin yetersiz kaldigi, ge¢ sonug
verdigi veya uygulanamadigi durumlar sik karsimiza g¢ikmaktadir. Yakin donemde
gelistirilen ve tanm kilavuzlarinda Onerilen seroloji ve molekiiler temelli testler,
konvansiyonel testler ile birlikte kullanildiklarinda bazi hasta gruplarinda taniya biiyiik

katk1 saglamaktadir (12).

15



2.5.1. Direkt mikroskop incelemesi

Klinik ornekten hazirlanarak i1slak veya gram boyali preparat incelenebilir.
Kalkoflor beyaz1 ve %10-20’lik KOH’lik preparat hazirlanabilir. Candida’ya iliskin
tomurcuklanan maya hiicreleri ve yalanci hiflerden (C. glabrata harig) olusan tipik

goriiniimii ¢ok hizli ve kolay bir sekilde saptanir (10).

2.5.2. Kiiltiir

Candida tiirleri standart bir besiyerinde (Sabouraud glikoz agar) iyi iirer. Bunun
yaninda kanli agar, beyin-kalp inflizyon agar gibi besiyerlerinde de iirerler, ancak
Candida tiirlerini hem izole hem de identifiye edebilen (koloni renk ve morfolojisine
gore) kromojenik besiyerleri (CHROMagar Candida vb.) tiir diizeyinde 6n taniya da
yardimci olur (29).

2.5.3. Mannan ve anti-mannan

Antikorlarin  birlikte saptanmasi, serum oOrneklerinde Candida varliginin
saptanmasina yonelik bir testtir. Mannan/anti-mannan olarak kombine edilmis bir testin
duyarlilig1 ve 6zgilligii, sirast ile %83 ve %86 olup en iyi performansi C. albicans, C.
glabrata veya C. tropicalis infeksiyonlarinda gosterir. Bu testler infeksiyonun erken
saptanmasina yardimci olabilirler. Kan kiiltiirtinden altt giin Once pozitif sonug
verebilirler. Negatif ongorii degerinin yiiksek olmasi sebebiyle infeksiyonu dislamak

amaci ile de kullanilabilir ve bu sebeple ayirici tanida degerlidir (10).

Cizelge 2.3. Candida’larin laboratuvar tanisinda kullanilan yontemler

Islak preparat KOH veya DMSO soliisyonlar1 eklenebilir.

Gram boyama Blastospor ve hifler gram pozitif boyanir.

Kalkoflor beyazi Floresan mikroskopta mantar1 belirginlestirir. KOH
ile birlikte kullanilir.

Direkt immiinfloresan boyama Bir mantara kars1 gelistirilen isaretli monoklonal
veya poliklonal antikorla tani konur.

Mantar kiiltiirii SGA, Kromojenik agar, Kanli agar ile tiretilir.

Mannan ve anti-mannan

1,3-Beta-D-glukan Invazif mikozlara iliskin genel tani testidir.

C. albicans germ-tiip antikoru

Candida PCR Candida varligini ve tiiriini gosterir.

Histokimyasal boylar; Hematoksilen-eozin, Dokuda Candida varligini gosterir.

PAS, Gomeri’nin metamin giimiigleme boyast
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2.5.4. 1,3-Beta-D-glukan

Candida’larin tanimlanmasinda yararli olup bir¢ok mantar tiirtinde bulunmasi
nedeni ile panfungal bir test olarak bilinir. Yapilan ¢aligmalarda testin duyarliligi %80,
ozgulligl de %82 olarak bulunmustur. Bu testin kullanimini sinirlayan en biiyiik faktor

yalanci pozitifliklere yol agan bazi kosullardir (10,30).

2.5.5. Germ-tiip testi

Germ-tlip gergek hiflerin baslangici olup ana hiicreden kdken aldiklari noktada
bogumlanma gostermeyen filamanlar olarak goriiliirler. Eger filamanlar kdken aldiklari
noktada bogumlanmig ve bolmeli yapidaysalar bunlar germ tiip degil, yalanci hiflerdir.
Insan serumu, germ tiiplerinin olusumu icin miikemmel bir besiyeri olup pastor
pipetinin ucu ile yapilan inokiilasyondan sonra 35-37 °C’de 2 saatlik (120 dakika)

inkiibasyondan sonra mikroskop altinda incelenir (29).

2.5.6. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

Mantarlarin molekiiler tanimlanmasi i¢in en basarili gen hedefi ribozomal DNA
komleksidir. Okaryotlarda bu gen kopleksi 18S (kiigiik alt {initeli rDNA) geni, bir 5.8
alt tnite ve 28S (biiyiik alt tlniteli tDNA) genlerinden olusur (31-34). Bu ii¢ gen
segmenti arasinda yer alan ITS1 ve ITS2 genleri birbirinden ayiran bélgelerdir. Internal
Transcribed Spacer olarak bilinen ITS1, 18S ve 5.8S genleri arasinda ITS2 ise 5.8S ve
28S genleri arasinda yer almakta olup tiirden tiire dizi farkliliklar1 bulunmaktadir. PCR
ile bu genlerin amplifikasyonunu takiben farkli kimyasal yontemler (RT-PCR, Nested
PCR, HRMA, FRED, TagMan, Molekiiler Beacons, Microarray, Repetitive Element
PCR ve DNA dizi analizi gibi) kullanilarak Candida’larin tiir tayini basarili bir sekilde
yapilmaktadir (9,17).

DNA molekiilii iginde yer alan hedef bolgenin milyonlarca kopyasi polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) ile gerceklestirilir. Istenilen fragmenti igine alacak sekilde bir
cift primerle (oligoniikleotid) hedef bdlge tanimlanir. Amplifiye edilecek ¢ift sarmal
DNA dizisine komplementer olan biri forward digeri ise reverse primer olarak
isimlendirilir. Bu islemi gerceklestirmek i¢in mikrogram diizeyinde genomik DNA
kullanilir. Hedef DNA molekiiliiniin in vitro replikasyonu olarak da bilinen bu iglem 20

uL gibi kiiclik hacimde, uygun pH degerindeki tamponla dATP, dCTP, dGTP ve dTTP
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varliginda optimum Mg iyonu ile ideal ¢alisan DNA polimeraz enzimi ile 1-2 saat

gibi kisa bir siire i¢cinde gerceklestirilir.

2.5.7. Real-time PCR

RT-PCR hedef DNA dizisinin eszamanli olarak cogaltilmast ve miktarinin
belirlenmesine olanak saglar. Bu miktar belirleme islemi amplifikasyon dongiileri
sirasinda yapildigl icin real-time PCR olarak isimlendirilmistir. Islem sonunda jel
elektroforezine gereksinim yoktur. Bu yontem ile hedef DNA dizisi var mu diye
bakildig1 gibi farkli diziye sahip PCR iiriinlerinin goriilmesi ile tiir tayini de yapilir (31-
36).

2.5.8. T2 Manyetik Rezonans

Klinik 6rnekler cihaza yiiklenerek hiicrelerin parcalanmasini takiben PCR ile
amplifiye edilen 6rnekler paramanyetik parcaciklar ile isaretlenmis 6zgiin problar ile
hibridize edilerek bes farkli Candida tirt (C. albicans, C. tropicalis, C. krusei, C.
glabrata, C. parapsilosis) 4-5 saat gibi bir siire icinde kiiltiire dayali yontemler ile

karsilastirildiginda ¢ok daha duyarli ve 6zgiin bir sekilde (%90-98) tanimlanir (11,17).

2.5.9. MALDI-TOF-MS

Mantardan elde edilen proteinler, kiitle spektrofotometresi ile analiz edilmekte
olup genetik bilgiye gereksinim yoktur. Bu yontem mayalarin tanimlanmasinda altin
standart bir yontem haline gelmistir. Orneklerin metal bir plaka iizerine konulduktan
sonra organik bir matriks ile kaplanir. Matriks kurutuldugunda izolatdaki molekiilleri
kristalize eder. Lazer 1s1n1 ile buharlastirilip izonize olan molekiiller bir akis borusundan
gecirilirken yiiklii parcaciklart bir detektore dogru hizlandiracak yiiksek voltaj
uygulanir. Yiiklii iyonlarin detektore ulagsmasi i¢in gecen zaman (Time of Flight = TOF)
molekiiliin kiitle/yiik oranina gore degisir. TOF degerleri sisteme kaydedilerek
sistemdeki referans sonuglar ile karsilastirilip tani konur (37). Bu yontem ile kiiltiir
yapmadan bir izolat i¢indeki Candida tiirleri on dakika gibi ¢ok kisa bir siire i¢inde
analiz edilir. Kiitle spektrofotometresi pahali bir yatirnm olmasina karsilik, cok az sarf

malzemesi ile kisa siirede dogru sonug verdiginden dolay1 emsalsizdir (38).
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Sunulan tez ¢aligmasinda, saglikli goniilliilerin agi1z florasinda yer alan Candida
tiirlerinin CHROMAgar Candida besiyerinde izolasyonunu takiben RT-PCR temeline
dayali yontemlerin identifikasyon performanslarinin MALDI-TOF MS yontemi ile
karsilagtirilmast hedeflendi. Bu amagla, katilimcilarin konsantre agiz ¢alkanti suyunun
CHROMAagar besiyerine ekimleri yapildi. izole edilen maya mantarlarinin
CHROMAgar Candida ve iki ayr1t RT-PCR ile tiir tanimlama sonuglart MALDI-TOF
MS yontemi ile karsilastirildi.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calisma populasyonu ve klinik érneklerin alinmasi

Cukurova Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesinde egitim géren ve rastgele
secilen 200 Ogrenci ¢alismaya dahil edildi. Katilimcilara 10-15 ml steril distile su
verilerek agizlarim calkamalari istendi. Agiz c¢alkanti suyu Ornekleri steril kapakli 15
ml’lik falkon tiiplerine alinarak en c¢ok 30 dakika igerisinde Tibbi Mikoloji
laboratuvarina ulastirildi. Klinik 6rnekler, 5—6 Haziran 2022 tarihleri arasinda toplandi.
Calismaya katilmayr kabul eden Ogrencilere kisa bir anket calismasi yapildi ve

katilimcilardan aydinlatilmis onam belgesi alindu.

3.2. Klinik érneklerden maya mantarlarinin izolasyonu

Laboratuvara ulasan klinik 6rnekler 3.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve
stipernatan kisim uzaklastirilarak pelletin iizerine 400 pL kadar steril distile su eklendi
(39). Elde edilen konsantre agiz ¢alkant1 suyu 6rneklerinden steril ekiivyonlu ¢ubuk ile
aliman ornekler CHROMAgar Candida (CAC) besiyerine seyreltme/tek koloni ekim
yontemi uygulanarak ekildi. Ekim yapilan besiyerleri 36°C’de 72 saat inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda besiyerleri {ireme varhigi/yoklugu, koloni
morfolojileri ve pigmentasyonu ile ¢oklu mantar liremesi yoniinden degerlendirildi.
Coklu mantar tiremesi tespit edilen kiiltiirlerden saf koloni elde etmek amaciyla tekrar

pasaj yapildi.
3.3. Maya mantarlarimn tiir diizeyinde identifikasyonu

3.3.1. CHROMAgar Candida (CAC) besiyeri

CAC besiyeri kullanima hazir petrilerde temin edildikten sonra ekim yapilmak
tizere kullanilincaya kadar 4°C’de ve karanlikta saklandi ve son tiiketim tarihi goz
oniine almarak kullamldi. Uretici firmanin 6nerdigi koloni renk ve morfolojileri

dogrultusunda (Cizelge 3.1) besiyerleri degerlendirildi ve tiir 6n tanilar1 kaydedildi.
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Cizelge 3.1. CAC besiyeri i¢in tretici firmanin kullanim 6nerileri

Mikroorganizma Koloni goriiniimii
Candida albicans Yesil

Candida tropicalis Metalik mavi
Candida krusei Pembe, mat
Candida glabrata, Candida kefyr Lila-kahverengi
Diger tiirler Beyaz-lila

3.3.2 Misir unlu-Tween 80 agarda mikromorfolojinin degerlendirilmesi

Misir unlu-Tween 80 agar (Corn-Meal Agar) hazirlanirken 1.000 ml distile su ile
17 gr Misir unlu agar (Himedia; Mumbai, Hindistan) karistirtlip, 121°C’de 15 dakika
otoklavlandi. Ardindan 10 ml Tween-80 eklendi. Tek kullanimlik steril petrilere
dagitildi. Aktif iireyen bir maya kolonisi 6ze ile alindi, Dalmau yontemi esas alinarak
Misir unlu-Tween 80 besiyerinin ortasina, plagr kesmeden veya hafifce yirtarak,
birbirine paralel dort ¢izgi seklinde ekim yapildi. Ekim yapilan alanin iizeri steril bir
lamel ile kapatildi ve 27°C’de 72 saat inkiibasyona birakildi. 72 saat sonunda
incelenecek plak, kapag: kaldirilarak mikroskop altina yerlestirildi. Isik mikroskobunda
40x buytitmeli objektif ile blastospor, hif, yalanci hif ve klamidospor varlig1 ve yoklugu
ile sekli ve dizilimleri degerlendirildi (17).

3.3.3. MALDI-TOF MS

Matriks ile desteklenmis lazer desorpsiyon iyonizasyon-ugus zamani kiitle
spektrometre yontemi ile tiir tanimlamasi giiniimiizde referans yontem olarak kabul
edilmektedir. Calismada, kromojenik besiyerinde {iretilen maya kolonilerinin
tanimlanmas1 amaciyla referans olarak MALDI-TOF MS (Bruker Biotyper; Bruker
Daltonics, Bremen, Almanya) kullanildi. Tiir diizeyinde tanimlama i¢in taze kiiltlirler
kullanildi. Koloniden 1 pL alinip 96’lik MALDI kaset kuyusuna konuldu ve oda
isisinda  kurumast beklendi. Sonrasinda {iizerine 1 pL %70’lik formik asit ve
biyomarkerlarin tespiti i¢in matriks sollisyonu (a-siyano-4-hidroksisinamik asit) eklendi
ve tekrar oda 1sisinda kurumasi i¢in beklendi. Kuruyan kaset kuyularindaki érnekler
cihaza yerlestirilip analiz islemine baslandi. Cihaz Olglim degerleri {ireticinin

talimatlarina gore (Cizelge 3.2) siniflandirildi (40).
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Cizelge 3.2. Bruker Daltonik MALDI Biotyper i¢in skor degerlerinin agiklanmasi

Skor Aciklama
Yiiksek olasilikli tiir tanimlamast
2.300-3.000
2.000-2.299 Giivenilir cins tanimlamasi, olast tiir tanimlamasi
1.700-1.999 Olasi cins tanimlamasi
Giivenilir olmayan tanimlama
0.000-1.699

3.3.4. Referans izolatlar

Sunulan calismada, C. krusei ATCC 6258, C. inconspicua CBS 13938, C.
tropicalis CBS 13933, C. albicans ATCC 10231, C. parapsilosis ATCC 90018, C.
glabrata ATCC 90030 ve C. dubliniensis MI 19941 olmak iizere yedi referans izolat
incelendi. Referans izolatlarin CAC besiyerinde koloni morfolojileri degerlendirildi.
Ayrica, Misir unlu-Tween 80 igeren agarda mikromorfoloji degerlendirmeleri, real-time

PCR ve MALDI-TOF MS yontemleri ile tiir tanimlamalar1 dogrulandi.

3.3.5. Mantar DNA’sinin izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in hazir kit (Katalog No: D6005) kullanildi. Kutu igerigi
(Zymo Research, Irvine, CA, ABD) Sekil 3.1°de verilmistir. Reaktifler oda sicakliginda
stabil olup izolasyonda otomatik pipet (100-1000 pL) ve mini santrifiij (10.000 g)

gereklidir.
o ZR BashingBead Lysis Tiipii 50 adet
o BashingBead Tamponu 40 ml
o Genomik Lysis Tamponu 100 ml
o DNA Pre-Wash Tamponu 15 ml
o g-DNA Wash Tamponu 50 ml
o DNA eliisyon tamponu 10 ml
o Zymo Spin III-F Filitre 50 adet
o Zymo Spin II- Kolon 50 adet
o Toplama Tiipt 150 adet
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Sekil 3.1. Mantar DNA’s1 izolasyon kiti ve igerigi

Mantardan DNA izolasyon iglemi

Bir ependorf tiipiine 200 pL saf su eklendikten sonra kapagi kapatilip hassas
terazide tartildi.

Kiiltiir ortaminda tretilmis mantar kolonilerinden 2-3 6ze dolusu tiipe alinip
karistirildi.

Tiipler tekrar tartildi. Ortalama 40-50 mg yas doku bu tiip icerisinde siispanse
edildi.

Bu karisim ZR BashingBead Lysis Tiipiine otomatik pipet ile transfer edildi.
Uzerine 750 pL BashingBead Tamponu eklenip, alt iist edilerek 5-10 dakika
karistirildi.

Bu tiipler Mini santrifiijde 10.000 g de 1 dakika santrifiij edildi.

Her ornek i¢in bir toplama tiipii i¢ine bir Zymo Spin III-F filtre yerlestirildi.
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Santrifiij edilen ZR BashingBead Lysis Tiipiliniin iist fazindan 400 pL filtre
tizerine alind1.

Mini santrifiijde 8.000 g de 1 dakika santrifiij edildikten sonra filtre atild1.

Filtrat tizerine 1.200 uL Genomik Lysis Tamponu eklenip karigtirildi.

Yeni bir toplama tiipli i¢ine Zymo Spin II- Kolon yerlestirilerek igine 800 pL
karisim aktarildi.

Minisantrifiijde 10.000 g de 1 dakika santrifiij edilip kalan 800 pL de kolona
aktarild.

Minisantrifiijde 10.000 g de 1 dakika santrifiij edildikten sonra toplama tiipii
atildi.

Yeni bir toplama tiipline alinan kolon icine 200 pL. DNA Pre-Wash Tamponu
eklendi.

10.000g de 1 dakika santrifiij edildikten sonra, 500 uL g-DNA Wash Tamponu
eklendi.

10.000g de 1 dakika santrifiij edildikten sonra kolon bir ependorf tiipii icine
alindi.

Kolon i¢gine 100 pL. DNA eliisyon tamponu ilave edilerek 10.000g de 30 saniye
santrifiij edildi.

Ependorf icine alinan DNA 0Orneginin konsantrasyonu Olgiildiikten sonra -

20°C’de saklanda.

3.3.6. PCR (Polymerase Chain Reaction)
PCR islemi Termal Cycler cihazi ile iic basamakta gerceklestirilmektedir.

Denatiirasyon, primer baglanmasi ve zincir uzamasmi saglayan sicaklik ve zaman

degerleri Sekil 3.2 de gosterilmistir.

Gen amplifikasyonu i¢in kalip olarak kullanilan DNA molekiilii ¢ift zincir olup

95 dereceye kadar isitilinca iki zincir ortaya ¢ikar. Sicaklik 50-60°C’ye disiirildigi

zaman PCR isleminde kullanilmakta olan primerler kendisine komplementer olan tek

iplikgik DNA bolgesine baglanir. Sicakligin 72°C’ye yiikseltilmesi ile Taq DNA

polimeraz primerlerin 3’0OH kismina niikleosit trifosfatlar tarafindan saglanan bazlari

(A,C,G,T) ekleyerek sentezi baslatir. Denatiirasyon (95°C), primer baglanmasi (55—

60°C) ve zincir uzamasindan (72°C) meydana gelen siirece dongii (cycle) denir. Termal
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cycler ile 30—40 kez tekrarlanan dongii ile gen amplifikasyonu gerceklestirilmis olur.
Islem sonucu beklenen gen pargas1 agaroz jel elektroforezini takiben etidyum bromiir ile

boyanarak goriintiilenir.

cycle #nesesees >

e

L

ST T

o s peeens
G HO: i
3 PR D S .
st L8 Lot (3] et (3
2 (2 2
0 cycle #1 cycle #2 cycle #3 cycle #4

Sekil 3.2. Polimeraz zincir reaksiyonunda ilk dongiiler gosterilmistir

Candida tiirlerini PCR temeline dayali yontemler ile belirlemek icin ¢ok

kullanilan rDNA iizerinde yer alan ITS1 ve ITS2 bolgeleri Sekil 3.3’de gosterildi.

ITS-1 IT5-2
185 5.85 285

Sekil 3.3. PCR ile Candida tiirlerini belirlemek i¢in ITS1 ve ITS2 bolgeleri
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3.3.7. Real-time PCR
Candida tiirlerini belirlemek amaci ile ITS2 bolgesine spesifik primer ¢iftleri
tercih edildi. Real-time PCR cihaz1 Sekil 3.4.’de, uygulanan program ise Cizelge 3.3.’de
gosterildi. RT-PCR isleminde kullanilan primer dizileri Cizelge 3.4.’de verildi.

Sekil 3.4. RT-PCR yapmak i¢in kullanilan termal cycler

Cizelge 3.3. Candida tiirlerini RT-PCR ile belirlemek i¢in kullanilan program

Sicaklik Islem
95°C 10 dakika Baslarken AmpliTaq Aktivasyonu
95°C 15 saniye Denatiirasyon
40
55°C 20 saniye Primer baglanmasi o
dongii
72°C 45 saniye Zincirin uzamasi
60-95°C (0.1°C/sn) Melting curve analizi
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Cizelge 3.4. RT-PCR ile Candida tiirlerini belirlemek icin kullanilan primerler

Primer kodu Primer dizisi (5'—3")

5.8S-1 Forward 5'-CAACGGATCTCTTGGTTCTC-3'

28S-1Reverse 5'-CGGGTAGTCCTACCTGATTT-3'

UNF1 Forward 5'-GCA TCG ATG AAG AAC GCA GC-3'

UNF2 Reverse 5-TTG ATA TGC TTA AGT TCA GCG G-3'

Referans ve klinik izolatlardan elde edilen DNA o6rnekleri ile RT-PCR analizi iki
ayri laboratuvarda yapildi. Soyle ki; (1) Ilk ¢alisma, Cukurova Universitesi
Teknokent’de ITS2 bolgesine 6zgiil 5.8S-1F ve 28S-1R primer ¢ifti ile Sekil 3.4°de
gosterilen cihaz (Mx3000P Real-time PCR System, Brookprinter PlacePoway, CA,
ABD) ile yapildi. RT-PCR i¢in hazir 5xMaster Mix (Solis BioDyne, Teaduspargi,
Estonya) kullanildi. PCR karisimi1 20 pL hacim i¢inde hazirlandi. Konsantrasyonlar1 10
pmol/uL olan forward ve reverse primerlerden 0.5 pL eklendi (Cizelge 3.4). Her 6rnek
icin 1puL (10 ng/uL) genomik DNA kullanildi. Ayrica, caligmalar UNF1 ve UNF2
primerleri ile tekrar edildi.

Ikinci ¢aligma ise yine referans Candida suslar ve klinik izolatlardan elde edilen
DNA ornekleri kullanildi. UNF1 ve UNF2 nolu primerler (Cizelge 3.4) ile GEN
PLAZA Biyoteknoloji Merkezi Laboratuvarinda da (Ankara) RT-PCR (LongGene
Q2000B, Hangzhou, Cin) ve SYBR green Master Mix (Hibrigen Biyoteknoloji
Arastirma ve Gelistirme San. ve Tic. A.S. TUBITAK Gebze Yerleskesi, Gebze,
Kocaeli) ile amplifiye edilerek erime sicakliklar1 (Tm) Cizelge 3.5’de, melting curve

egrileri de Sekil 3.5’de gosterildi.

Cizelge 3.5. Melting curve analizi sonrasi referans izolatlarin Tm degerleri

Sira | Referans Referans Tiire 6zgii Erime noktasi
No | Suslar numaralari renkler Tm°C

1 C. krusei ATCC 6258 Acik yesil 90.7

2 C. inconspicua CBS 13938 Kirmizi 88.1

3 CBS 13933 83.8

5 C. albicans ATCC 10231 Mor 86.5

7 ATCC 90018

8 C. glabrata ATCC 90030 Turuncu 85.3

10 C. dubliniensis MI 19941 Mavi 85.8
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Sekil 3.5. RT-PCR sonrast Melting Curve egrisi

Bu 6n ¢alisma ile referans drneklerin birbirinden farkli erime sicakligina (Tm)
sahip olduklar1 goriildi. Boylece RT-PCR ile erime sicakligi analizi (MTA) de
yapilarak toplumda sik goriilen Candida tiirlerinin giin iginde tanist miimkiin hale

getirilmis oldu.

28



4. BULGULAR

Bu arastirma, Cukurova Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi grencisi olup
bilinen bir hastalifi olmayan rastgele segilen 200 goniilli iizerinde yiiriitiildi.
Katilimcilarin 112°si kadin (%56) ve 88’si erkek (%44) olup yas ortalamasi 23 (yas
araligi, 19-36) idi. Katilimcilardan alinan konsantre agiz calkanti suyu Orneklerinin
mantar kiiltiirlerinde 52 (%26) klinik Ornekten 68 maya mantar1 izole edildi.
Katilimcilarin cinsiyet ve maya kolonizasyonuna gore dagilimlar1 Sekil 4.1°de verildi.

Ureme olan 52 kisinin 34’{i (% 65.4) kadin ve 18’1 ( %34.6) erkek idi.

120
100
80
60
40
20

Kadin Erkek
EVAR mYOK

Sekil 4.1. Katilimcilarin cinsiyet ve maya mantari varligina gore dagilimlar

4.1. Anket Bulgular

Calismaya katilan goniilliillerde dis fircalama aligkanligi, dis macunu markasi,
dis tasi, gece plagi kullanimi, hareketli dental protez kullanimi, sigara tiiketimi ile
gecirilmis COVID-19 infeksiyonu varligini sorgulayan kisa bir anket ¢aligmasi yapildi.
Anket sonuglart ile mantar kiiltiirlerinde maya mantar1 iireme varlig1 arasinda iliski
Cizelge 4.1°de verildi.

Kullanilan dis macunu markas1 agisindan A grubu ticari marka dis macunu
kullananlarda B grubu ticari marka dis macunu kullananlara gére maya mantar1 {ireme

varlig1 ve yoklugu arasinda istatistiksel olarak anlamli derecede fark bulundu. Sensodyn
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(A grubu) harici dis macunu kullananlarda 3.06 kat (P=0.02) fazla iireme goriildii. Dis
tas1 olanlarda olmayanlar gore 2.28 kat (P=0.09) fazla iireme oldugu goriildii. Agiz i¢i
mantar kolonizasyonu ile dis tast varligi, dis fircalama aliskanligi, gece plagi kullanimi,
hareketli dental protez kullanimi, sigara kullanim1 ve gegirilmis COVID-19 enfeksiyonu

arasinda anlaml1 derecede iliski bulunmadi.

Cizelge 4.1. Agiz ve dis bakimu ile ag1z ¢alkanti suyundaki maya mantar1 varlig1 arasindaki iliski

Ureme var Ureme yok P degeri
n (%) n (%)

Dis fircalama aliskanhg

Giinde bir kez 11 (%21.2) 20 (%13.5)

Giinde iki kez 37 (%71.2) 112 (%75.%) >0.1
Giinde ii¢ kez 4 (%7.7) 16 (9%10.8)

Kullanilan dis macunu markasi

Sensodyn 8 (%15.4) 47 (%31.8) 0.02
Diger 44 (%84.6) 101 (%68.2)

Dis tas1 varhgi

Var 17 (%32.7) 31 (%67.3) 0.09
Yok 35 (%20.9) 117 (%79.1)

Gece plag kullanimi

Var 1 (%50.0) 1 (%50.0) 0.45
Yok 51 (%25.8) 147 (%74.2)

Hareketli dental protez kullanimi

Var 0 (%0.0) 2 (%100.0) 0.55
Yok 52 (%26.3) 146 (%73.7)

Sigara tiiketimi

Var 21 (%31.3) 46 (%68.7) 0.24
Yok 31 (%23.3) 102 (%76.7)

Gegirilmis Covid-19 infeksiyonu

Var 42 (%26.4) 117 (%73,6) 0.79
Yok 10 (%24.4) 31 (%75.6)
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4.2. Mikolojik bulgular

Katilimcilardan alinan 200 konsantre agiz c¢alkanti suyu Orneginin mantar
kiiltiirleri yapildi. Toplam 52 (%26) klinik 6rnekten 68 maya mantar1 izole edildi.
Kiiltiir-pozitif 52 klinik 6rnegin, 41’inde (%78.8) monofungal ve 11’inde (%21.2)
polifungal populasyon goriildii. Polifungal iiremelerin 6’sinda iki farkli maya tiird,
5’inde ise li¢ farkli maya tiirii vardi. Bu 68 maya mantarindan 61°1 (%89.7) Candida
spp. olup izole edilen tiirler, sikliga gore, 22 C. albicans (%36.1), 13 C. parapsilosis
(%21.3), 9 C. dubliniensis (%14.7), 6 C. lusitaniae (%9.8), 5 C. kefyr (%8.2), 2 C.
lambica (%3.3) ve 4 (%6.6) diger Candida tirleri [1 C. krusei, 1 C. tropicalis, 1 C.
inconspicua ve 1 C. pararugosa] idi. Maya mantarlarinin tiir dagilimlar1 Cizelge 4.2.’de

ve Cizelge 4.3.’de verildi.

Cizelge 4.2. CHROMAgar Candida besiyerinde izole edilen maya mantarlarinin tiirlere gére dagilimi

Monofungal izolasyon (41) Pozitif (n)

C. albicans 17
C. dubliniensis 6
C. parapsilosis

C. krusei -
C. kefyr 3
C. tropicalis -
C. lusitaniae

C. inconspicua
Saccharomyces cerevisiae

Wickerhamomyces anomalus

—_— N = = N

Hanseniaspora opuntiae

Polifungal izolasyon (11) Pozitif (n)

C. albicans + C. pararugosa 1
C. tropicalis + C. lambica + Hanseniaspora opuntiae
C. krusei + C. lambica + Yarrowia lipolytica

C. albicans + C. kefyr

C. dubliniensis + C. parapsilosis

C. dubliniensis + C. kefyr

C. parapsilosis + C. lusitaniae

C. albicans + Saccharomyces cerevisiae

C. albicans + C. lusitaniae + C. parapsilosis

—_ N = R e e e e e

C. dubliniensis + C. parapsilosis + C. lusitaniae

W
[\S)

Toplam
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Klinik 6rneklerden elde edilen C. albicans ve C. dubliniensis izolatlarinin CAC
besiyerinde iiretilmesi sonucu elde edilen kolonilerin farkli renklenmeleri Sekil 4.2.°de

gosterildi.

R e i
crr sy
.

A
-

Sekil 4.2. Candida albicans (agik yesil-sag) ve C. dubliniensis’in (koyu yesil-sol) CHROMAgar Candida

besiyerinde 37°C’de 48 saat inkiibasyon sonucu koloni morfolojileri.

Calismada kullanilan referans suslarin CHROMagar Candida besiyerinde
37°C’de 48 saat inkiibasyonu sonucunda renklenmeleri Sekil 4.3’te sunuldu. Referans
suslarin MALDI-TOF MS yontemi ile tanimlanmalar: tekrarlandiginda C. kefyr olarak
kabul edilen susun Geotrichum capitatum olarak tanimlanmasi {izerine kontamine
oldugu degerlendirilip calisma dis1 birakildi. Ayrica, CAC besiyerinde 1 C. tropicalis
kokeni yesil koloni olusturdu ve yanlis olarak C. albicans olarak identifiye edildi.

Bu calismada, agiz ¢alkalama oOrneklerinden izole edilen Candida tiirlerinin
(n=61) CAC ve her iki RT-PCR yontemi yaninda MALDI-TOF MS ydnteminin tiir
tanimlamalarinin karsilagtirilmasi yapildi ve Cizelge 4.3’te sunuldu. MALDI-TOF MS,

referans yontem olarak kabul edildi.
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Sekil 4.3. CHROMagar Candida besiyerinde 37°C’de 48 saat inkiibasyon sonucu referans suslarin

koloni renk ve sekilleri

Cizelge 4.3.Klinik izolatlarin tiir tanimlamalarinin CAC, RT-PCR ve MALDI-TOF MS yontemleri ile

karsilastirilmasi
CAC RT-PCR' RT-PCR’ MALDI-TOF
C. albicans 23 22 22 22
C. dubliniensis 9 9 9 9
C. krusei 1 1 1 1
C. kefyr - 5 5 5
C. tropicalis - 1 1 1
C. parapsilosis - 13 13 13
C. inconspicua - 1 1 1
C. lusitaniae - 6 6 6
C. pararugosa - 1 1 1
C. lambica - - - 2
Yarrowia lipolytica - - - 1
Saccharomyces cerevisiae - - - 2
Hanseniaspora opuntiae - - - 2
Wickerhamomyces anomalus - - - 2
Diger mantar tiirleri (beyaz koloni) 35 9 9 -
Toplam 68 68 68 68

RT-PCR Gen Plaza' ve RT-PCR Teknokent” sonuglaridir.
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4.3. Molekiiler bulgular
Yedi referans susdan DNA izole edildikten sonra RT-PCR ile iki farkli

laboratuvarda amplifikasyon yapilarak Tm degerleri elde edildi. Bunlardan 'Gen Plaza

laboratuvarinda referans Orneklere ait melting pikleri Sekil 4.4’te, amplifikasyon

grafikleri Sekil 4.5°te, melting curve egrileri ise Sekil 4.6’da gosterilmistir.
Ayni referans suslardan izole edilen DNA oOrnekleri Cukurova Universitesi

kampiisii i¢inde bulunan *Teknokent’de (Kalitim Saglik Molekiiler Tani Laboratuvarr)
analiz edildi. Her iki laboratuvarda elde edilen Tm degerleri Cizelge 4.4’te verilmistir.

Bu iki laboratuvarda kullanilan primerler ITS2 genini ¢ogaltmak tizere tasarlandi.
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Sekil 4.4. Referans izolatlarin melting pikleri (her tiir i¢in farkli renk kullanildi).
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Cizelge 4.4.RT-PCR ile analizi yapilan referans izolatlarin Tm degerleri

No | Referans suslar | Egrideki renkler | 'Gen Plaza (Tm) °C >Teknokent (Tm)°C
1 C. krusei Acik yesil 90.7 91.0
2 C. inconspicua Kirmizi 88.1 88.8
3 83.7 84.8
5 C. albicans Mor 86.5 87.1
7 C. parapsilosis Gri 84.7 85.4
8 C. glabrata Turuncu 85.9 85.9
10 C. dubliniensis Mavi 85.7 86.1
Amplification
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Sekil 4.5. Referans izolatlarin amplifikasyon grafikleri
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Sekil 4.6. Referans izolatlarin melting curve egrileri

DNA izole edildikten sonra referans suslar ve klinik izolatlar ayn1 zamanda ve
tek seferde analiz edilmis olup amplifikasyon grafikleri Sekil 4.7°de, melting curve

egrileri Sekil 4.8’de ve melting pikleri Sekil 4.9°da birlikte gosterilmistir.
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AR

L L
24 30

Sekil 4.7. Referans ve klinik izolatlarin amplifikasyon egrileri

Referans ve monofungal izolatlarin iki farkli laboratuvarda (Gen Plaza ve
Teknokent) RT-PCR ile analizi edildikten sonra elde edilen Tm degerleri Cizelge 4.5’de
birlikte gosterilmistir. Monofungal ve polifungal Candida tiirleri Tm degerlerine gore
gruplandirilip Cizelge 4.6’de 6zetlendi. Ancak, C. lambica olarak identifiye edilen iki
izolat (127 ve 132) ise RT-PCR ile amplifiye olmadigi icin Cizelge 4.6’de yer

verilmedi.
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Sekil 4.8. Referans ve klinik izolatlarin melting curve egrileri

Melt Curve

Sekil 4.9. Referans ve klinik izolatlarin melting pikleri
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Cizelge 4.5.1ki farkli laboratuvarda RT-PCR ile analizi yapilan 6rneklerin Tm degerleri

Sira DNA GEN PLAZA TEKNOKENT
No No Tm (°C) Tm (°C)
1 1 90.7 91.0
2 2 88.1 88.8
3 3 83.7 84.8
4 5 86.5 87.1
5 7 84.7 85.4
6 8 85.9 85.9
7 10 85.7 86.1
8 11 85.5 86.1
9 22 85.5 86.2
10 25 86.2 87.1
11 32 86.2 87.0
12 43 85.2 86.2
13 44 85.4 86.2
14 48 86.4 87.1
15 59 86.3 87.1
16 63 86.1 87.0
17 65 86.1 87.1
18 72 86.2 87.1
19 73 87.2 88.0
20 77 86.2 87.1
21 78 85.7 86.4
22 82 86.2 87.0
23 94 86.4 87.0
24 103 85.8 86.2
25 105 86.2 87.1
26 109 86.4 87.2
27 113 86.7 87.1
28 120 87.2 87.9
29 128 86.4 86.9
30 130 86.4 87.0
31 134 86.0 87.1
32 142 84.1 85.5
33 147 84.5 85.5
34 148 84.7 85.5
35 149 84.6 85.6
36 152 84.4 85.6
37 158 84.2 85.6
38 163 84.7 85.6
39 171 86.3 87.0
40 176 86.3 87.1
41 187 86.4 87.2
42 197 84.6 85.5
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Cizelge 4.6.Monofungal ve polifungal Candida tiirlerinin RT-PCR ile elde edilen Tm degerleri

DNA | C. albicans | C. dubliniensis | C. inconspicua | C. kefyr | C. krusei | C.1 C. parapsil C. pararugosa | C. tropicalis
No Tm (°C) Tm (°C) Tm (°C) Tm (°C) | Tm (°C) Tm (°C) Tm (°C) Tm (°C) Tm (°C)
11 85.50
22 85.50
23 87.90
25 86.29
32 86.20
33 86.29 86.20
43 85.20
44 85.40
48 86.40
59 86.29
63 86.09
65 86.09
72 86.20
73 87.20
77 86.20
78 85.70
82 86.29
87 86.40
94 86.40
103 85.79
105 86.20
107 86.20 81.79
109 86.40
113 86.70
120 87.29
127 83.79 L
128 86.40
130 86.40
132 90.59 L
134 86.00

142 84.09
147 84.79 | 84.50
148 84.70 | 84.59
149 84.59
152 84.40
158 84.70 | 84.20
163 84.70

169 85.79 84.70
171 86.29

175 87.29 84.29
176 86.29

181 85.79 86.40

186 86.40 87.29 84.59

187 86.40

189 85.50 87.20 84.20

190 86.70 87.20 84.40

195 86.20

197 84.59
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5. TARTISMA

Sunulan g¢alismada, saglikli goniilliilerin agiz boslugunda yer alan Candida ve
diger maya mantarlarinin belirlenmesi yaninda Candida’larin  tiir  diizeyinde
identifikasyon yontemlerinin; CAC, iki ayr1 Real-time PCR ve MALDI-TOF MS
yontemleri kullanilarak karsilastirilmast amaglandi. Calismamizda saglikli goniilliilerin
konsantre agiz calkanti suyu orneklerinde maya mantarlarinin kolonizasyon oranlari
%26 (52/200) olup bunlarin %?20.5’1 (41/200) monofungal, %5.5’1 ise (11/200)
polifungal popiilasyon idi. Bu kolonizasyon oranlari, literatiir verilerine kiyasla (%39—
%58.6) daha diisiikk bulundu (41-45). Buna karsilik, Yang ve ark. 323 saglik boliimii
ogrencileri ve personelleri ile yaptiklar1 ¢alismada, sonuglarimiza kiyasla daha diistik
(%15.3) oranda maya kolonizasyonu bildirmislerdir (46).

Katilimeilarin Dis Hekimligi Fakiiltesi 6grencileri olmasi sebebi ile agiz ve dis
temizligi konusundaki hassasiyet ve aliskanliklar1 daha diisiik izolasyon oranina sebep
olmus olabilir. Ayn1 zamanda, literatiirde agizda maya kolonizasyonunu belirlemek i¢in
ag1z calkant1 suyu (42,43), konsantre agiz calkant1 suyu (45), tiikriikk (41) ve steril
stiriintii gubuklar1 (44,46) ile 6rneklerin alindigini bildiren ¢alismalar mevcuttur. Klinik
ornek alma yontemlerinin izolasyon oranlarini etkileyebilecegi de belirtilmistir (47).

Ag1z florast; sigara kullanimi, dis fircalama siklig1 gibi hijyen aligkanliklar1 ve
ag1z i¢i aparat kullammi gibi bircok degiskenden etkilenmektedir. Ozellikle sigara
kullaniminin ag1z i¢i Candida kolonizasyonu iizerine etkileri tartisma konusu olmustur.
Sigara kullanimmin agizda nétrofil aktivitesini ve antimikrobiyal etkinlik gdsteren
tikrik miktarin1  azaltmasinin a1z i¢i Candida kolonizasyonunu artirdigi
diistiniilmektedir (47). Mun ve ark sigara i¢enlerde agi1z i¢i Candida kolonizasyonunun
icmeyenlere kiyasla yedi kat fazla oldugu bildirmislerdir (P = 0.034) (43). Agiz ici
Candida kolonizasyonu ile sigara tiiketimi arasinda anlamli iligki sunan ¢alismalara
karsilik (43,44), ¢alismamiza benzer olarak istatiksel farklilik gériilmeyen caligmalar da
bildirilmistir (41,42,45). Agiz i¢i hijyen aliskanliklar1 (dis fircalama siklig1, dis macunu
secimi, aparat kullanimi gibi) mikroorganizma ytikiinli ve viriilansina etki ederek agiz
saglhiginin korunmasina katki saglar (47). Calismamizda dis fircalama aliskanligi, dis
tas1 varlig1 ve gece plagi kullanimi gibi degiskenlerin kolonizasyon iizerine anlamli bir

etkisi belirlenmemesine karsilik, dis macunu se¢iminin anlamli bir fark olusturdugu
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goriildiic (P=0.02). Bu durumun sebebi farkli markalarin farkli aktif bilesen ve
konsantrasyonlari olabilir (48).

Saglikli insanlarin agiz florasinda maya mantarlar1 da dahil olmak iizere birgok
mikroorganizma denge ve uyum icindedir. Bu denge halinin (i) immunsupresyon, (ii)
antibiyotik kullanim1 ve (iii) farkli beslenme aligkanliklar1 gibi durumlarda bozulmasi
maya mantarlarinin kolonizasyonuna veya agiz i¢i kandidoza sebep olabilir (47).
Candida albicans ag1z boslugundan ve diger mukoza ylizeylerinden en sik izole edilen
Candida tiridir (47,49). Calismamizda izole edilen mantar tiirlerinden %32.4°1
(22/68) C. albicans idi. Benzer calismalarda, bizim sonuglara kiyasla daha yiiksek
(%48-89) C. albicans oranlart bildirilmistir (41-45). S6z konusu ¢aligmalarda
identifikasyon amaciyla yalmizca fenotipik yontemlerin kullanilmasi albicans-dist
Candida tiirlerinin yanhslikla C. albicans olarak tanimlanmasina sebep olmus olabilir.

Ornek olarak, C. dubliniensis’in baz1 fenotipik 6zellikleri (Misir unlu-Tween 80
agarda klamidospor olusturmasi ve germ-tiip testinin pozitif olmasi gibi) C. albicans’a
benzer ve esasen taksonomik olarak yakin iliskili bir baska tiirdiir. ik olarak AIDS
hastalarinda oral kandidoz ile iligkili olarak bildirilmistir. Kromojenik besiyerinde de C.
albicans’a kiyasla daha koyu yesil renkte koloniler olusturur (50). Rivera ve ark. 96
saglikli  goniilliiniin konsantre agiz c¢alkanti suyunda maya kolonizasyonunu
inceledikleri calismalarinda izole edilen maya kolonilerini 28S rRNA sekans analizi ile
tanimladiklarinda en sik izole edilen {i¢ tiiri, sirast ile C. albicans (%52.0), C.
parapsilosis (%17.9) ve C. dubliniensis (%7.5) olarak bildirmislerdir (45). Bu sonuglar,
calismamizda elde edilen %13.2°s1 (9/68) C. dubliniensis izolasyon orani ile uyumludur.
Ancak, agizda maya kolonizasyonunu irdeleyen baska ¢alismalarda ise C. dubliniensis
bildirilmemistir (41,42,44). Bu durum, s6z konusu ¢alismalarda tiir tanimlamalarinin
yalnizca fenotipik yontemlerle yapilmasi ile de agiklanabilir.

Klinik 6rneklerden izole edilen albicans-dis1 Candida tirlerinden biri de C.
parapsilosis olup 6zellikle kandidemilerde en sik rastlanan ikinci Candida tiirii olarak
bildirilmektedir (49,51,52). Ozellikle, flukonazol direngli C. parapsilosis iilkemiz igin
giderek biiyiiyen bir sorundur (52). Calismamizda, C. albicans’1 takiben en sik izole
edilen tiir C. parapsilosis (%19.1, 13/68) idi. Candida parapsilosis deride flora iiyesi
olup saglik calisanlarinin elleri araciligi ile (horizontal bulas) yayildigi ve hastane

infeksiyonlarina sebep oldugu diisliniilmektedir. Biyofilm olusturma gibi baz1 viriilans
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Ozelliklerinin katkisiyla parenteral beslenenlerde kateter ve benzeri yiizeylerde once
kolonize olup daha sonra infeksiyona sebep oldugu bilinmektedir (51,53). Viriilans
ozellikleri ayrintili olarak tanimlanan C. parapsilosis’in son yillarda Y132F mutasyonu
bulunan izolatlarinda artis goriilmesi flukonazol direnci ve mortalite artisi ile iliskili
oldugu gosterildiginden klinik Orneklerden yiiksek oranda izole edilmesi endise
vericidir (52,53).

Caligmamizda 11 (%5.5) katilimcida polifungal populasyon belirlendi. Rivera ve
ark. 96 saglikli katilimcida polifungal populasyon oranini da (en ¢ok C. albicans + C.
parapsilosis) %21.8 olarak bildirmislerdir (45). Bu oran, benzer bazi ¢aligmalarda ise
%7.1-11.2 olarak bildirilmistir (41-43). Calismamizda baskin birliktelik olarak tarif
edebilecegimiz bir tlir dagilimi dikkati ¢ekmedi, ancak Onceki verilere kiyasla
polifungal populasyon orani daha diisiik idi. Ayrica, C. albicans ve C. glabrata’nin
birlikte kolonizasyonunun agiz epiteline invazyonu ve doku hasarini artirdigi 6nceki
caligmalarda bildirilmistir (47,54). Bununla birlikte, diger mantar tiirlerinin bir arada
bulunmasinin viriilans 6zelligine katkisi iizerine daha fazla sayida ¢aligmaya ihtiyag
duyulmaktadir. Rivera ve ark. ayn1 kiside birden fazla sayida mantar kolonizasyonunun
agiz i¢i aparat kullanimi (p=0.016) ve kotli agiz hijyeni (O’Leary index, p=0.012) ile
iliskili oldugunu bildirmislerdir (45).

Calismamizin sonuglarimiza benzer olarak Yang ve arkadaslar1 polifungal
populasyon oranint %6.1 olarak bildirmislerdir (46). Bu durumun, se¢ilen 6rneklem
grubunun agiz ve dis bakimi konusunda gorece bilingli bir populasyon olmasi ile
aciklanabilecegi diistiniilmiistiir. Wang ve ark. agiz i¢i kandidozu siiphesi olmayan
saglikli ve hastanede yatan toplam 1.799 kisiden steril pamuklu ¢ubukla agiz siiriintii
ornekleri aldiklar1 ¢alismada katilimcilarin 415’inde (%23.1) maya kolonizasyonunu
rapor etmislerdir. ITS gen analizi sonucunda en sik izole edilen tiirler C. albicans
(%42), C. tropicalis (%20), C. glabrata (%5.5) ve C. parapsilosis (%4.1) olarak
tanimlanmistir. Ayni zamanda tanimlanan maya tiirlerinin dagilimina yas, dogum yeri,
ikametgah yeri ve mevcut saglik durumu gibi faktorlerin katkida bulundugu, ancak
cinsiyet ve etnik kokenin etki etmedigini bildirmislerdir (55). Sonug olarak, izole edilen
tiirlerin dagilimi, calisma populasyonlarina ve kullanilan tiir tanimlama ydntemlerine

gore farklilik gosterebilir.
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CAC besiyeri tek plakta izolasyona ek olarak koloni renk ve sekillerinin
degerlendirilmesiyle bazi maya mantarlarinin (C. albicans, C. tropicalis, C. krusei ve C.
glabrata) hizli identifikasyonuna olanak saglar. Ayni zamanda bu besiyerinin kullanimi
farkli tiirden kolonilerin bir arada oldugu klinik 6rneklerde polifungal populasyonlar
tanimlama kolaylig1 sunar (56,57). CAC besiyerinin performansi, farkli klinik 6rnekler
ve inkiibasyon siireleri ile ilgili literatiirde ¢caligmasinda degerlendirilmistir (24,58). Her
ne kadar CAC besiyerinin kilavuzunda C. dubliniensis i¢in renk tanimlamasi yer almasa
da ozellikle ilk izolasyonda ve taze pasajlarda koyu yesil renk olusumu ile bildirilmistir
(50,57). Ozellikle fenotipik olarak benzer bu iki yakn iliskili tiiriin ayriminda CAC
besiyerinin kullanim1 ve dikkatli degerlendirilmesi ile C. dubliniensis’in olasi
tanimlanamama sorunu giderilecektir. Ayrica, C. parapsilosis’in klinik O6rneklerden
izole edilen en sik tiirlerden biri olmasma karsilik, CAC besiyerinde 6zgiil renk
olusturmamasi bu besiyerinin kullanimini sinirlayici bir 6zelliktir. Ayrica, kiiltiirlerin
degerlendirilmesi sirasinda farkli morfolojilerde gbz Onilinde bulundurulmali ve
degerlendirlmelidir.

Klinik éneme sahip maya mantarlarinin hizli ve dogru tanimlanmasi erken tan
ve tedaviye olanak saglar. Bu sebeple tiir tanimlamasinda tercih edilmesi gereken
yontemin giivenilir olmasi siiregelen bir ihtiyagtir. Son yillarda tiir tanimlamasinda
kolay ve hizli uygulanabilir, tekrarlanabilir ve yiiksek dogruluk degerine sahip olan
MALDI-TOF MS yonteminin kullanimi yayginlasmaktadir (59,60). MALDI-TOF MS,
ozellikle maya mantarlarinin tiir diizeyinde tanisinda basarili bir yontem olup tanimlama
icin log-skor degerlerinin 1.7’ye dek disiiriilebilecegi bildirilmistir (60,61). Sow ve
arkadaslar1 218 maya izolatinin identifikasyonunda konvansiyonel yontemler (germ-tiip
testi, Misir unlu-Tween 80 agarda yapisal 6zelliklerin degerlendirilmesi ve API 20C
kiti) ile MALDI-TOF MS yoOnteminin tiir diizeyinde tanimlamalarini
karsilagtirmiglardir. Konvansiyonel yontemlerle 208 (%95.4) izolati, MALDI-TOF MS
yontemi ile de 214 (%98.1) izolat1 dogru tanimlanmislardir. Ayrica, konvansiyonel
yontemlerle tiir diizeyinde tanimlamaya (24-48 saat) kiyasla MALDI-TOF MS
yonteminin daha kisa siirede sonug¢ vermesi (1 saat) ve izolat bagina maliyetinin daha
ucuz olmasi vurgulanmistir (61,62). MALDI-TOF MS yo6nteminin, maya mantarlarinin

identifikasyonunda %90’1n {lizerinde 6zgiilliige sahip oldugu bildirilmistir (63). Ancak,
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Aspergillus ve Mucorales gibi kiif mantarlarinin identifikasyonunda bu yontemin tani
degeri sinirhi olup giivenilir degildir (59,64).

Arastehfar ve ark. referans yontem olarak D1/D2 rDNA dizi analizini kullanarak
MALDI-TOF MS yontemi ile tanimlamaya kiyasla API 20C AUX ve 21-plex PCR
yontemlerinin dogruluk ve kolay uygulanabilirliklerini karsilastirdiklar1 ¢aligmalarinda,
MALDI-TOF MS yonteminin 301 maya izolatinin %98.3’iinii, en sik goriilen bes
Candida tirtintin (C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis ve C. krusei)
ise tamamini (%100) dogru tanimladigini gostermislerdir. Bu oranlar API 20C AUX
icin %83.7 ve %97.2, 21-plex PCR i¢in %87.3 ve %100 seklinde bildirilmistir.
Yontemlerin izolat basima tanimlama maliyetlerinin karsilagtirilmasinda ise MALDI-
TOF MS yontemi (0.3 Euro’dan az) en ucuz olup diger yontemler sirasi ile 21-plex PCR
3 Euro ve API 20C AUX 5.9 Euro olarak bulunmustur.

MALDI-TOF MS yontemi yiiksek dogruluk oranma sahip maliyet-etkinlik
yoniinden uygun bir yontemdir. Ayrica, 21-plex PCR yontemi de hizli sonu¢ vermesine
ek olarak dogruluk degerleri kabul edilebilir oldugundan giivenilir bir tanimlama
yontemi olabilir (65).

Candida tiirlerinin molekiiler tanist PCR-RFLP yontemi ile yillar oOnce
baslamisti. Bu yontemde polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile amplifiye edilen hedef
genlerin (ITS1 veya ITS2) restriksiyon enzimleri ile inkiibasyonunu takiben agaroz jel
elektroforezi ile ayristirilip etidyum bromiir ile boyanarak ultraviyole alanda goriintiisii
alimir. PCR-RFLP ile bazi tiirlerin ayirt edilmesi icin restriksiyon enzimlerinin sinirl
olmast yaninda jel hazirlanmast ve boyanmasi gibi ¢ok basamakli islemler
bulunmaktadir (66,67). Bu yontemin ayirici tanida yetersizligi yaninda zaman alic1 ve
maliyeti sebebiyle hastanelerin rutin laboratuvarinda tercih edilmez.

PCR temelli yontemler ile birden fazla Candida tiiriine 6zgli primerlerin
kullanilmas1 sonucunda multipleks PCR testi gelistirilmistir. ilk asamada genis
ozgilligii olan primer ¢ifti ile mantarin ITS bolgesi ¢ogaltilir. Daha sonra PCR {iriinii
tiire 6zgiil primerler ile tekrar reaksiyona sokulup, amplikonlarin agaroz jel iizerinde
farkli bantlar olusturmasi izlenir. Mantar ve diger mikroorganizmalara bagli yalanci
pozitifligi ortadan kaldiran bu yontem ile aymi giin igerisinde birden fazla mantarin tiir

diizeyinde tanis1 dogru ve giivenilir bir sekilde yapilmaktadir (32-34).
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Real-time PCR cihazlar1 amplifiye olan DNA miktarini islem sirasinda floresan
isaretli problarla hibridizasyon sonucu tespit edebildigi gibi DNA molekiiliine baglanan
SYBR® Green gibi boyalar ile de yapabilmektedir (68). Boya problardan ¢ok daha ucuz
olmasina ragmen cift zincir DNA molekiiliine non-spesifik baglanmasi gibi sakincalari
da vardir (69). RT-PCR sonras1 melting curve analizi (MCA) yapilarak bu sorunun
iistesinden gelinebilmektedir. Giliniimiizde RT-PCR i¢in hazirlanmis hidroliz ve
hibridizasyon problar1 igeren tani1 kitleri Candida’larim rutin  analizi  igin
kullanilmaktadir (70). Son yillarda, MCA ile Candida tiirlerinin belirlenmesi daha ¢ok
tercih edilmektedir. RT-PCR cihaz1 ile amlifikasyondan sonra sicaklik yiikseltilerek
amplikonlarin erime noktasi (Tm) belirlenebilir. Tm degeri, PCR sonucu elde edilen cift
zincir DNA molekiillerinin yarisin tek zincir DNA molekiillerine doniistiigii 1s1
degeridir (71). MCA yontemi ile analizini yaptigimiz 9 Candida tiiriiniin Tm degerleri
Cizelge 5.1°de gosterilmistir. Bu ¢izelgede ti¢ farkli grubun yaptigi calismada elde
edilen Tm degerleri ile bizim sonuglar karsilastirildiginda MCA’nin dogru bir se¢im
oldugu sonucuna varilabilir (35,36,71). RT-PCR’dan sonra erime sicakligi analizi
(MTA= melting temparature analysis) ile Decat ve arkadaslart ITS2 bolgesine 6zgii
primerler kullanarak RT-PCR MTA ile kiiltiirii yapilmis 16 Candida tiiriinii ayn1 giin

igerisinde birbirinden ayirt etmeyi basarmistir (72).

Cizelge 5.1. Bu ¢alisma ile diger kaynaklarda yer alan RT-PCR-MCA sonuglar1 birlikte gosterilmistir.

Sira G;\r/ll gﬁza Tei/[ncolljent Somolg/;?/?ri (36) Gut%nif@ 5) Horl\\:l?kﬁ7 1)
No | Candida tiirleri Tm Tm Tm Tm Tm
1 C. krusei 90.7 91.0 90.8 91.5 89,8
2 C. inconspicua 88.1 88.8 88.0 -

3 C. lusitaniae 87.2 87.2 86.1 -

4 C. albicans 86.5 87.1 87.1 87.5 87.1
5 C. kefyr 86.4 86.4 -

6 C. glabrata 85.9 85.9 84.9 86.3

7 C. dubliniensis 85.7 86.1 85.5 85.5
8 C. parapsilosis 84.7 85.4 85.4 84.9 85.4
9 C. tropicalis 83.7 84.8 84.5 84.7 84.5

Son yillarda HRMA (High Resolution Melting Analysis) yontemi Mikrobiyoloji
disiplininde siklikla kullanilmaktadir (73). PCR ile elde edilen amplikondaki G-C
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miktar1 (%) arttik¢a erime sicakligi (Tm) da yiikselmekte olup amplikondaki tek baz
degisimi dahi HRMA yontemi ile belirlenmektedir. Bu yontemde yiiksek
konsantrasyonda DNA polimerazi1 (Taq Polymerase) inhibe etme 6zelligi olmayan, c¢ift
zincir DNA molekiiline ¢ok iyi baglanabilen 6zel boyalar (LCGreen® ve EvaGreen®
gibi) kullanilir. HRMA ile amplikon boyunu da hesaba katan gelistirilmis software ile
erime sicakligi belirlenir. RT-PCR-HRMA 6zellikle nokta mutasyonlarinin belirlenmesi
icin yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu yontemle kisa amplikonlarda (50-300 bg)
giivenilir sonuglar alinirken uzun PCR f{irlinlerinde ¢oklu melting pikleri elde edilmekte
olup kesin taniy1 giiclestirmektedir (73,74).

Giinlimiizde bazi1 arastirmacilar Candida tiirlerini belirlemek icin RT-PCR
HRMA yontemini tercih etmektedir (36,75-78). Nemcova ve ark. RT-PCR HRMA
yontemi ile bir ¢ift primer kullanarak 25 mantar tiirlinii analiz etmis ve bunlardan 9
Candida tirl i¢in aldig1 sonuclar Cizelge 5.2.°de gosterilmistir (76). Her Candida
tiiriniin Tm degeri bizim RT-PCR MCA ile buldugumuz Tm degerlerinden yaklasik 4
derece daha diisiik olup, bu durum yontem farkindan kaynaklanmaktadir. Ancak,
Somogyvari ve ark. HRMA yontemini kullanarak 8 mantar tiirii i¢in elde ettigi Tm
degerleri de Cizelge 5.2.’de verildi ve diger HRMA sonuglarindan 2°C kadar farkli
oldugu agike¢a goriildii (36). Bu farkin kullanilan PCR master mix ve degerlendirmeyi
yapan programdan (software) kaynaklandigi bilinmektedir. Cok gelistirilmis bir
program (software) ile sonuclarin degerlendirildigi HRMA yonteminde her tiiriin Tm
derecesi MCA yonteminden daha diisiik hesaplanarak 90°C iizerindeki Tm degerlerine
sahip Aspergillus tiirlerinden kolayca ayrilabilmesi ise bliyiik bir avantaj saglamaktadir

(8,368).
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Cizelge 5.2. Sunulan ¢aligmada bulunan RT-PCR MCA sonuglar ile iki farkli grubun ulastigt HRMA

sonuglar1 birlikte gosterilmistir.

Sira Candida Somogyvari ve ark.(35) Nemcova ve ark.(76) Bu ¢alisma
No tiirleri HRMA HRMA MCA
Tm °C Tm | PCR(b.g.) | GC% | Tm farki Tm
1 C. krusei 88.6 86.6 336 55 4.1 90.7
2 C. inconspicua 86.4 84.6 295 52 4.1 88.1
3 C. lusitaniae 854 83.6 244 50 3.6 87.2
4 | C. albicans 84.5 82.9 326 47 3.6 86.5
5 C. kefyr — 82.6 422 46 3.8 86.4
6 | C. glabrata 83.2 81.7 408 46 4.2 85.9
7 C. dubliniensis 83.5 82.0 331 46 3.8 85.7
8 C. parapsilosis 82.6 81.5 300 43 32 84.7
9 C. tropicalis 81.8 79.4 317 40 4.4 83.7

Bu ¢alismada, MALDI-TOF MS ile 10 farkli Candida tiirii belirlendi, ancak C.
lambica olarak tanimlanan iki klinik 6rnegin DNA’s1t RT-PCR ile amplifiye edilemedi.
Nemcova ve arkadaglart da aynmi primer ¢ifti ile RT-PCR HRMA yontemiyle C.
lambica’nin amplifiye olmadigin1 bildirmistir (76). Yazarlar, C. lambica referans
izolatint HRMA ile tanimlamis, ancak ti¢ klinik izolatin amplifiye edilememesini primer
baglanma yoresindeki dizi degisikligine baglamistir (76,79).

Sunulan ¢aligmada, literatlirde de oldugu gibi, HRMA ve MCA yontemi ile Tm
degerlerinin ¢ok yakin oldugu tiirlerin ayrimi yapilamadi. Soyle ki; C. albicans ve C.
kefyr aynm1 Tm derecelerine (°C) sahip oldugu i¢in CAC besiyerinde farkli renkte koloni
olusturmalar1 sebebi ile tan1 konuldu ve sonu¢ MALDI-TOF MS ile dogrulandi. Bu iki
yontemin reaktifleri ucuz, her RT-PCR cihazina uygun ve kisa siirede sonu¢ vermesi
sebebi ile son yillarda pek ¢ok rutin analizlerde tercih edilmektedir (36,80,81).

Bu tez calismasinda referans izolatlardan faydalanarak reaksiyon kosullari
(PCR) optimize edildikten sonra klinik 6rneklerin énce CAC ile hem mantar kiiltiirii
yapildt hem de ii¢ Candida tirii (C. albicans, C. dubliniensis ve C. krusei) 6n tani
diizeyinde belirlendi. Kolonilerden izole edilen DNA ile C. lambica hari¢ tim
izolatlarin Tm degerleri belirlendi ve tiir analizleri yapildi. Ayrica, C. albicans ve C.
kefyr, Tm degerlerine goére aywrt edilemedi. MALDI-TOF MS sonuglar ile
karsilastirildiginda RT-PCR yonteminin C. albicans, C. kefyr ve C. lambica tanisi igin
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giivenilir olmayacagi anlasildi. Bu sebeple Candida cinsi maya mantarlarini laboratuvar

tanisinda polifazik ayrimin 6nemi anlasildi ve 6zenle vurgulanmasina ihtiyag duyuldu.
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6. SONUC VE ONERILER

Sunulan calismada, Candida izolatlarinin identifikasyonunda referans olarak
MALDI-TOF MS yo6ntemi kullanildi ve sonuglart CAC besiyeri ve iki ayr1 RT-
PCR yontemi ile karsilastirildi. Candida-dis1 maya mantarlarinin RT-PCR ile
identifikasyonu hedeflenmedi ve ¢aligiimadi.

. Katilimcilardan alman 200 konsantre agiz calkanti suyu Orneginin mantar
kiiltiirleri yapildi. Caligmada, 52 (%26) klinik 6rnekten toplam 68 maya mantar1
izole edildi.

. Agiz igerisinde maya mantarlarinin varligini kullanilan dis macunu markasinin
etkiledigi (P=0.02) belirlendi.

. Kiiltlir-pozitif 52 klinik 6rnegin, 41’inde (%78.8) monofungal ve 11’inde
(%21.2) polifungal populasyon goriildii. Polifungal iiremelerin 6’sinda iki farkl
maya tiirii ve 5’inde ise ii¢ farkli maya tiirii vardi.

. Bu 68 maya mantarindan 61’1 (%89.7) Candida spp. olup izole edilen tiirler,
sikliga gore, 22 C. albicans (%36.1), 13 C. parapsilosis (%21.3), 9 C.
dubliniensis (%14.7), 6 C. lusitaniae (%9.8), 5 C. kefyr (%8.2), 2 C. lambica
(%3.3) ve 4 (%6.6) diger Candida tirleri [1 C. krusei, 1 C. tropicalis, 1 C.
inconspicua ve 1 C. pararugosal] idi.

. Calismada MALDI-TOF MS ile identifiye edilen Candida-dis1 diger maya
mantarlar1 ise Yarrowia lipolytica (n=1), Saccharomyces cerevisiae (n=2),
Hanseniaspora opuntiae (n=2) ve Wickerhamomyces anomalus (n=2) idi.

. CAC besiyerinde bir C. tropicalis kokeni yesil koloni olusturdu ve yanlis olarak
C. albicans olarak identifiye edildi.

. Referans suslardan hazirlanan DNA Ornekleri her PCR caligmasinda kontrol
amaci ile mutlaka kullanilmalidir.

. Oncelikle, real-time PCR yéntemleri optimize edildi ve (kendi aralarinda
karsilagtirmas1 yapildiktan sonra) MALDI-TOF MS sonuglar ile karsilastirildi.
Real-time PCR’1n C. albicans, C. kefyr ve C. lambica disindaki tiirler i¢in dogru

ve sonuglarinin uyumlu oldugu goriildii.
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13.

Soyle ki; RT-PCR yontemi ile ¢alismada izole edilen dokuz Candida tiiriinden
altis1 Melting Curve Analizi (MCA) yontemi ile tiir diizeyinde tanimlandi, ancak
iki tiir, C. albicans ve C. kefyr, melting curve analizine gore (Tm) birbirlerinden
ayirt edilemedi.

Ayrica, C. lambica izolatlarmin primer baglanma bolgelerindeki baz degisikligi
sebebi ile hem MCA hem de HRMA ile tanimlanmas1 miimkiin olmadi.

Klinik izolatlardan Candida identifikasyonu icin Oncelikle kromojenik bir
besiyeri ile kiiltiir yapilmali, RT-PCR MCA sonuglar1 kiiltiir sonuglar1 ve
miimkiinse MALDI-TOF MS ile birlikte degerlendirilmelidir.

Candida cinsi maya mantarlarmin tiir tanisinda polifazik yontemler

Onerilmelidir.
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