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Amag: Saglikli insanlarin adiz florasinda maya mantarlari da dahil olmak lizere birgcok mikroorganizma bulunur.
Bu denge halinin bozulmasi maya mantarlarinin kolonizasyonuna veya adiz i¢i kandidoza sebep olabilir. Sunulan
calismada, agiz florasinda tibbi énemi olan Candida tiirlerinin tanimlanmasi igin real-time PCR (RT-PCR)
yénteminin tani degerinin belirlenmesi amaglanmistir.

Yéntem: Cukurova Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesinden 200 égrenci calismaya dahil edildi. Katilimcilardan
alinan konsantre agiz ¢alkanti suyu 6rnekleri steril ekiivyonlu ¢ubuk ile CHROMAgar Candida (CAC) besiyerine
inokiile edildi. izole edilen Candida tiirlerinin identifikasyonunda CAC, RT-PCR ve MALDI-TOF MS yéntemleri
kullanild.

Bulgular: Toplam 52 (%26) klinik 6rnekten 68 maya mantari izole edildi. En sik izole edilen tiirler, sikhga gére, C.
albicans (%36.1), C. parapsilosis (%21.3), C. dubliniensis (%14.7), C. lusitaniae (%9.8), C. kefyr (%8.2), C. lambica
(%3.3) ve %6.6 diger Candida tiirleri idi. Agiz ici mantar kolonizasyonu kullanilan dis macunu markasi ile iliskili
bulundu (p = 0.02). Calismada izole edilen Candida tiirlerinden C. albicans, C. kefyr ve C. lambica disindaki tiirler
RT-PCR’I takiben erime sicakligi analizi (MCA) ile belirlendi. Ancak, C. albicans ve C. kefyr, erime sicakliklarina
(melting tempature, T,) gére birbirinden ayirt edilemedi.

Sonug: Candida tiirlerinin geleneksel yontemler ile belirlenmesi ve birbirinden ayirt edilmesi 2-3 giin
siirebilmektedir. izole edilen Candida tiirlerinin RT-PCR analizini takiben MCA ile tanimlanmasi basit, ucuz ve
cabuk bir yéntemdir. Ancak, ¢calismada RT-PCR’in Candida tiirlerinin kesin tanisi icin (C. albicans, C. kefyr ve C.
lambica) yeterli olmadigi gériildii.

Anahtar kelimeler: Candida, MALDI-TOF MS, real-time PCR
ABSTRACT

Objective: 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 colonization, or oral
candidosis. In the present study, we aimed to investigate the diagnostic value of a real-time PCR method for the
identification of medically important Candida species in the oral flora.

Methods: Two hundred students from Cukurova University Faculty of Dentistry participated in this study. The
concentrated oral rinse water samples from the participants were inoculated into CHROMagar Candida (CAC)
medium with a swab. CAC along with RT-PCR and MALDI-TOF MS were used to identify the Candida species.
Results: A total of 68 yeast fungi were isolated from 52 (26%) clinical samples. The most common isolated
species were C. albicans (36.1%), C. parapsilosis (21.3%), C. dubliniensis (14.7%), C. lusitaniae (9.8%), C. kefyr
(8.2%), C. lambica (3.3%) and other Candida species (6.6%). Oral colonisation of yeast fungi was associated
with the toothpaste brand (p=0.02). The Candida species isolated in this study were reliably identified by RT-
PCR melting curve analysis (MCA), except C. albicans, C. kefyr and C. lambica. However, this method could not
distinguish C. albicans and C. kefyr based on their peak melting temperatures (T,,).

Conclusion: It may take 2-3 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 revealed that RT-PCR was not reliable in the
identification of Candida species (C. albicans, C. kefyr, and C. lambica).
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GIRIS

Son 20vyilda, Candida ve kandidozlarin bildirilmesinde
onemli artis oldugu bilim cevrelerinin dikkatini
¢ekmistir. Ancak, sadece invazif kandidozlar ile
ilgili olmayip ylzeysel kandidozlari (orofarengiyal,
vulvo-vaginal, intertrigo, onikomikoz, paroniki,
kronik mukokiitanoz) da kapsamaktadir. Bu durum,
kuskusuz bagisiklik sistemi baskilanmis popiilasyonda
(losemi, lenfoma, HIV/AIDS, steroid kullanimi,
diabetes mellitus vb.) artis ile agiklanabilir®?,
Bununla birlikte, Candida’larin laboratuvar tanisinda
onemli ilerlemeler kaydedilmis, polifazik taksonomik
arastirmalarin yaninda yeni besiyerleri gelistirilmis
(kromojenik  agarlar), yeni Candida turleri
tanimlanmis (Candida auris) ve vyeni molekiler
temelli testler (PCR, RFLP, RT-PCR) uygulamaya
girmistir®®. Ayrica, tibbi mikoloji ve klinik mikoloji
alaninda farkindalik artmis ve hemen her iilkede
referans laboratuvarlarin  kurulmasina yonelik
adimlar atilmistir. Ulusal ve uluslararasi o&lgekte
egitim faaliyetleri 6nem kazanmistir. Halen yeterli
diizeyde olmasa da klinisyen-mikrobiyolog is birligi
desteklenmis ve gelistirilmistir. Sonug olarak, mantar
hastaliklarinin tani ve tedavisine iliskin farkindalik
yaratiimistir.

Modern tibbin glinimuizdeki tim imkanlarina
karsilik, mantar hastaliklarinin tani ve tedavisine
iliskin sorunlar devam etmektedir. Bir mantar
enfeksiyonunun  basari  yonetimi  c¢abuk ve
glvenilir tani yaninda uygun antifungal tedaviye
hemen baglanmasi ile mimkiindir. Global Action
for Fungal Infections (GAFFI), 2025 yili itibari ile
mantar hastaliklarinin %95’inin taninmasini ve yine
%95’inin tedavi edilebilmesini hedeflemistir. Klinik ve
mikolojik tani etkenin tir diizeyinde tanimlanmasi ile
gelistiriimeli ve dogrulanmalidir. Tur dlzeyinde tani,
bolgesel epidemiyolojik 6zelliklerin belirlenmesinin
yaninda kisi odakli tedavide de 6nemli adimlarin
atilmasini  saglayacaktir. Ancak, az gelismis ve
gelismekte olan (Ulkelerde mikolojik tani sorunu
halen devam etmektedir”.

Sunulan galismada, hem vyizeysel hem de invazif
mikoz etkeni Candida cinsi maya mantarlarinin
cabuk ve dogru tanisi icin bir algoritma olusturulmasi
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hedeflenmistir. Bu amagla, RT-PCR testinin tdr
diizeyinde tanida degeri ve elde edilen bulgularin
CHROMagar Candida (CAC) besiyeri ve matriks
aracili lazer dezorbsiyon iyonizasyon ugus zamani
kiitle spektrometresi (MALDI-ToF MS) yontemleri
ile karsilastiriimasi ve literatiir esliginde tartismaya
acilmasi amaglanmistir.

GEREG VE YONTEM

Bu arastirma, Cukurova Universitesi, Tip Fakiiltesi
Girisimsel Olmayan  Klinik  Arastirmalar  Etik
Kurulu tarafindan (11.10.2013 tarih ve 25/5 sayi)
onaylanmustir.

Calisma populasyonu ve klinik érneklerin alinmasi:
Cukurova Universitesi Dis Hekimligi Fakiltesinde
egitim goren ve rastgele secilen 200 6grenci
calismaya dahil edildi. Katiimcilara 10-15 ml steril
distile su verilerek agizlarini ¢alkalamalari istendi®.
Agiz calkanti suyu ornekleri steril kapakli 15 ml’lik
falkon tuplerine alinarak en kisa stirede Tibbi Mikoloji
laboratuvarina ulastirildi. Klinik 6rnekler, 5-6 Haziran
2022 tarihleri arasinda toplandi. Calismaya katiimayi
kabul eden 6grencilere dis fircalama aliskanligi, dis
macunu markasi, dis tasi varligi, gece plagi kullanimi,
hareketli dental protez kullanimi, sigara tiketimi ile
gecirilmis COVID-19 enfeksiyonu varhigini sorgulayan
kisa bir anket calismasi yapildi ve katilimcilardan
aydinlatilmis onam belgesi alindi.

Klinik 6rneklerden maya mantarlarinin izolasyonu:
Klinik ornekler 3.000 rpm’de 10 dakika santrifij
edildi ve slpernatan kisim uzaklastirilarak pelletin
Uzerine 400 pL steril distile su eklendi®. Elde edilen
konsantre agiz calkanti suyu orneklerinden steril
ekivyonlu cubuk ile CAC besiyerine seyreltme/tek
koloni ekim yontemi ile ekim yapildi. Ekim yapilan
besiyerleri 36°C’de 48—72 saat inkibasyona birakildi.
inkiibasyon siiresi sonunda besiyerleri tireme varligi/
yoklugu, koloni morfolojileri ve pigmentasyonu ile
coklu mantar Gremesi yoninden degerlendirildi®.
Mantar Gremesi tespit edilen kultirlerden saf koloni
elde etmek amaciyla Sabouraud glikoz agar (SGA,
Merck, Darmstadt, Almanya)’a pasajlari yapildi ve
tim ileri islemlerde kullanildi.
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Maya mantarlarinin tir diizeyinde identifikasyonu:
(a) CHROMAgar Candida (CAC) besiyeri: Uretici
firmanin onerilerine gére koloni renk ve morfolojileri
dogrultusunda besiyerleri degerlendirildi ve buna
gore, yesil (Candida albicans), metalik mavi (Candida
tropicalis), kuru pembe (Candida krusei), lila/
kahverengi (Candida glabrata/Candida kefyr) ve
beyaz (diger Candida tirleri) olarak kabul edildi ve
tir 6n tanilar kaydedildi®.

(b) MALDI-TOF MS y6ntemi: Maya mantarlarinin tar
diizeyinde tanimlanmasinda referans olarak MALDI-
TOF MS (Bruker Biotyper; Bruker Daltonics, Bremen,
Almanya) kullanildi. Taze kiiltirlerden tanimlanmasi
yapilacak koloniden 1 pL alinip 96’k MALDI
kaset kuyusuna konuldu ve oda isisinda kurumasi
beklendi. Sonrasinda lzerine 1 uL %70’lik formik
asit ve biyomarkerlarin tespiti igin matriks sollisyonu
(a-siyano-4-hidroksisinamik asit) eklendi ve tekrar
oda 1sisinda kurumasi igin beklendi. Kuruyan kaset
kuyularindaki ornekler cihaza vyerlestirilip analiz
islemine baslandi. Cihaz 6l¢lim degerleri Ureticinin
talimatlarina gore; 2.3-3 arasi log-skor degeri ylksek
dogrulukta tur dizeyinde tani, 2-2.29 arasi skor
glvenilir cins ve olasi tiir diizeyinde tani, 1.7-1.99
arasi olasi cins diizeyinde tani ve 0—1.69 arasi skor ise
guvenilir olmayan tani seklinde degerlendirildi*®,

(c) Real-time PCR: DNA izolasyonu igin Uretici
firmanin 6nerileri dogrultusunda hazir DNA izolasyon
kitleri (Zymo Research, Irvine, CA, ABD; Katalog No:
D6005) kullanildi. RT-PCR isleminde kullanilan primer
dizileri Tablo 1’de verildi.

RT-PCR analizi, Kalitim Saghk Molekller Tani
Laboratuvarinda (Teknokent, Saricam, Cukurova
Universitesi) yer alan cihaz ile (Mx3000P Real-time
PCR System, Brookprinter PlacePoway, CA, ABD),
ITS2 bolgesine 6zgll UNF1-F ve UNF2-R primer
cifti ile yapildi. RT-PCR i¢in hazir 5xMaster Mix
(Solis BioDyne, Teaduspargi, Estonya) sollisyonu
kullanildi. PCR karigimi 20 pL hacim iginde hazirlandi.
Konsantrasyonlari 10 pmol/uL olan forward ve
reverse primerlerden 0.5 pL eklendi. Her 6rnek icin
1 pL (10 ng/pL) genomik DNA kullanildi®,

Tablo 1. RT-PCR ile Candida tiirlerinin belirlenmesinde
kullanilan primerler

Primer kodu Primer dizisi (5'>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 izolatlar: Sunulan g¢alismada, C. krusei ATCC
6258, Candida inconspicua CBS 13938, C. tropicalis
CBS 13933, C. albicans ATCC 10231, Candida
parapsilosis ATCC 90018, C. glabrata ATCC 90030
ve Candida dubliniensis Ml 19941 olmak Uzere yedi
referans izolat incelendi. Referans izolatlar, CAC, RT-
PCR ve MALDI-TOF MS ile degerlendirildi.

istatistiksel analizz Calisma verilerinin girilmesi
ve analizi igin “Statistical Package for the Social
Sciences IBM SPSS Statistics 22.0” istatistik programi
kullanildi. Kategorik degiskenler sayi ve yiizde, sayisal
degiskenler ise ortalama ve standart sapma olarak
verildi. Capraz tablolar igin, Pearson ki-kare testi
kullanilarak istatistiksel anlamlilik belirlendi. Normal
dagilima uymamalarindan dolayr tek degiskenli
analizlerde Mann-Whitney U ve Kruskal Wallis testi
kullanildi. Analizler %95 gliven araliginda calisildi.
Tum analizlerde, p < 0.05 degerleri istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Calismaya katilmayi kabul eden 200 katilimcinin 112’si
kadin (%56) ve 88'si erkek (%44) olup yas ortalamasi
23 (yas araligl, 19-36) idi. Mantar GUremesi belirlenen
52 kisinin 34’0 (%65.4) kadin ve 18’i (%34.6) erkek
idi. Katihmcilarin cinsiyet ve maya kolonizasyonuna
gore dagilimlari Sekil 1’de verildi.

Anket Bulgulari: Kullanilan dis macunu markasi
acisindan A grubu ticari marka dis macunu
kullananlar ile baska ticari marka dis macunu
kullananlara gére maya mantari tGreme varhgl ve
yoklugu arasinda istatistiksel olarak anlamli derecede
fark bulundu (p=0.02). Agiz calkanti suyunda maya
mantari varhginin dis tasi olanlarda olmayanlara gore
2.28 kat fazla oldugu, ancak istatistiksel olarak anlamli
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olmadigl goruldi (p=0.09). Ayrica, agiz i¢ci mantar
kolonizasyonu ile dis fircalama aliskanhgi, gece
plagr kullanimi, hareketli dental protez kullanimi,
sigara kullanimi ve gegirilmis COVID-19 enfeksiyonu
arasinda anlaml derecede iliski bulunmadi (p>0.05).
Anket sonuglari ile mantar kiltiirlerinde maya
mantari Greme varhigi arasinda iliski Tablo 2’de verildi.

Mikolojik  bulgular: Katihmcilardan alinan 200
konsantre agiz calkanti suyu 6rneginde 52 (%26)
klinik 6rnekten 68 maya mantari izole edildi. Kiltur-
pozitif 52 klinik 6rnegin, 41’inde (%78.8) monofungal
ve 11’inde (%21.2) polifungal popilasyon gorilda.
Polifungal Gremelerin altisinda iki farkli maya tird,
besinde ise Ug¢ farkli maya tird vardi. Bu 68 maya

Tablo 2. Agiz ¢alkanti suyunda maya mantari varlig ve yoklugunun anket verilerine gére karsilagtiriimasi

Ureme var Ureme yok deteri
n (%) n (%) pdes
Dis fircalama aliskanhigi
Giinde bir kez 11 (%21.1) 20 (%13.5)
Glnde iki kez 37 (%71.2) 112 (%75.7) >0.1
Glinde Ug kez 4 (%7.7) 16 (%10.8)
Kullanilan dis macunu markasi
A markasi 8 (%15.4) 47 (%31.8)
0.02
Diger markalar 44 (%84.6) 101 (%68.2)
Dis tagi varligi
Var 17 (%32.7) 31 (%67.3)
0.09
Yok 35(%20.9) 117 (%79.1)
Gece plagi 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 tiketimi
Var 21 (%31.3) 46 (%68.7)
0.24
Yok 31 (%23.3) 102 (%76.7)
Gegirilmis COVID-19 enfeksiyonu
Var 42 (%26.4) 117 (%73.6)
0.79
Yok 10 (%24.4) 31 (%75.6)
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mantarindan 61'i (%89.7) Candida spp. olup izole
edilen tlrler, 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 Candida
lambica (%3.3) ve 4 (%6.6) diger Candida tirleri [1 C.
krusei, 1 C. tropicalis, 1 C. inconspicua ve 1 Candida
pararugosa] idi. Maya mantarlarinin tir dagihimlari
Tablo 3’te verildi.

Tablo 3. MALDI-TOF MS ile tanimi dogrulanan maya
mantarlarinin tiirlere gére dagihmi

izolasyon Pozitif (n)
Monofungal (N=41)

Candida albicans 17
Candida dubliniensis 6
Candida parapsilosis 8
Candida krusei -
Candida kefyr 3
Candida tropicalis -
Candida lusitaniae 2
Candida inconspicua 1
Saccharomyces cerevisiae 1
Wickerhamomyces anomalus 2
Hanseniaspora opuntiae 1
Polifungal (N=11)

Candida albicans + Candida pararugosa 1
Candida tropicalis + Candida lambica + 1
Hanseniaspora opuntiae

Candida krusei + Candida lambica + Yarrowia 1
lipolytica

Candida albicans + Candida kefyr 1
Candida dubliniensis + Candida parapsilosis 1
Candida dubliniensis + Candida kefyr 1
Candida parapsilosis + Candida lusitaniae 1
Candida albicans + Saccharomyces cerevisiae 1
Candida albicans + Candida lusitaniae + Candida )
parapsilosis

Candida dubliniensis + Candida parapsilosis + 1
Candida lusitaniae

Toplam 52

Ayrica, CAC besiyerinde 1 C. tropicalis kokeni yesil
koloni olusturdu ve C. albicans olarak yanhs identifiye
edildi. Bu calismada, agiz calkanti 6rneklerinden
izole edilen Candida tiirlerinin (n=61) CAC ve RT-PCR
yontemi ile tdr tanimlamalarinin karsilastiriimasi
MALDI-TOF MS yontemi referans alinarak yapildi ve
Tablo 4’te sunuldu.

Molekiler bulgular: Referans izolatlarin RT-PCR
analizi ile elde edilen amplifikasyon grafikleri,
erime sicakligi egrileri ve erime pikleri Sekil 2a-c'de
gosterildi. Klinik izolatlar ve referans suslarin ayni
zamanda ve tek seferde analizlerine iliskin veriler ise
Sekil 3a-c’de sunuldu.

Monofungal izolatlarin RT-PCR analizinden elde
edilen Tm degerleri Sekil 4’te birlikte degerlendirildi.
Polifungal popiilasyon belirlenen 6rneklerden izole
edilen Candida turlerinin Tm degerleri ise Tablo 5’te
bir arada verildi. Ancak, C. lambica olarak identifiye
edilen iki izolata polifungal popllasyonda vyer
almalarina karsilik, RT-PCR ile amplifiye olmamalari
sebebiyle Tablo 5’te yer verilmedi.

TARTISMA

Sunulan c¢alismada, saglikh gondllilerin konsantre
agiz calkanti orneklerinde maya mantarlarinin
kolonizasyon oranlari %26 (52/200) iken, sirasi ile,
%20.5"i (41/200) monofungal, %5.5’'i ise (11/200)
polifungal popilasyon idi. Bu kolonizasyon oranlari,
literatlir verilerine kiyasla (%39-58.6 araliginda)
daha distk bulundu®-), Buna karsilik, Yang ve ark.
(18 323 saglik bolimi 6grencileri ve personelleri
ile yaptiklari ¢alismada, sonuglarimiza kiyasla
daha disiik (%15.3) oranda maya kolonizasyonu
bildirmislerdir. Katilimcilarin Dis Hekimligi Fakdiltesi
ogrencileri olmasi sebebi ile agiz ve dis temizligi
konusundaki hassasiyet ve aliskanliklari daha diistk
izolasyon oranina sebep olmus olabilir. Ayni zamanda,
literatlirde agizda maya kolonizasyonunu belirlemek
icin agiz calkanti suyu*>*3, konsantre agiz calkant
suyu™) tikrak® ve steril stirinti gubuklar® jle
orneklerin alindigini bildiren ¢alismalar mevcuttur.
Klinik 6rnek alma yontemlerinin izolasyon oranlarini
etkileyebilecegi de bilinmektedir®”),
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Tablo 4. CAC, RT-PCR ve MALDI-TOF MS sonuglarinin karsilastiriimasi

Mantar CAC RT-PCR MALDI-TOF MS
Pozitif (n) Pozitif (n) Pozitif (n)
Candida albicans 23 22° 22
Candida dubliniensis 9 9 9
Candida krusei 1 1 1
Candida kefyr - 52 5
Candida tropicalis - 1 1
Candida parapsilosis - 13 13
Candida inconspicua - 1 1
Candida lusitaniae - 6 6
Candida pararugosa - 1 1
Candida lambica - - 2
Yarrowia lipolytica - - 1
Saccharomyces cerevisiae - - 2
Hanseniaspora opuntiae - - 2
Wickerhamomyces anomalus - - 2
Diger mantar turleri (beyaz koloni) 35 9 -
Toplam 68 68 68

aC. albicans ve C. kefyr diger tiirlerden ayirt edilebildi, ancak Tm (°C) gére birbirlerinden ayirt edilemedi (Bkz. Sekil 4). CAC: CHROMagar Candida.

Amplification Melt Curve
5 o - \
= ] TR
=~ C. krusei ATCC 6258
C. inconspicua CBS 13938
i C. tropicalis CBS 13933
h A C. albicans ATCC 10231
. A C. parapsilosis ATCC 90018
= g C. glabrata ATCC 90030
= C. dubliniensis MI 19941
—— T—:u,

Sekil 2. Referans izolatlarin RT-PCR analizi sonucu elde edilen (A) amplifikasyon grafikleri, (B) erime sicakligi egrileri ve (C) erime pikleri.
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]

Sekil 3. Referans ve klinik izolatlarin RT-PCR analizi sonucu elde edilen (A) amplifikasyon grafikleri, (B) erime sicakhg egrileri ve (C) erime

pikleri.
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Sekil 4. RT-PCR ile incelenen monofungal klinik izolatlarin Tm (°C) degerleri.

Agiz florasi; sigara kullanimi, dis fircalama sikligi gibi
hijyen aliskanliklari ve agiz ici aparat kullanimi gibi
bircok degiskenden etkilenmektedir. Ozellikle sigara
kullaniminin agiz i¢i Candida kolonizasyonu Uzerine
etkileri tartisma konusu olmustur. Sigara kullaniminin
agizda notrofil aktivitesini ve antimikrobiyal etkinlik

gosterentikrik miktariniazaltmasininagizigi Candida
kolonizasyonunu  artirdigr  disinilmektedir®?.
Mun ve ark.®® sigara icenlerde agiz i¢i Candida
kolonizasyonunun igmeyenlere kiyasla yedi kat fazla
oldugunu bildirmislerdir (p=0.034). Agiz i¢ci Candida
kolonizasyonu ile sigara kullanimi arasinda anlamh
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iliski sunan calismalara®% karsilik, calismamiza
benzer olarak istatiksel farkhlik gorilmeyen
calismalar da bildirilmistir**2%3)  Agiz ici hijyen
aliskanliklari (dis firgalama sikhigi, dis macunu segimi,
aparat kullanimi gibi) mikroorganizma yukine ve
virilansina etki ederek agiz saglhginin korunmasina
katki  saglar®”,  Calhismamizda dis fircalama
ahiskanhg, dis tasi varhigi ve gece plagi kullanimi gibi
degiskenlerin kolonizasyon (izerine anlamli bir etkisi
belirlenmemesine karsilik, dis macunu segiminin
anlamli bir fark olusturdugu gorildi (Tablo 2). Bu
durumun sebebi farkli markalarin farkh aktif bilesen
ve konsantrasyonlara sahip olmasi olabilir*®,

Saglikh insanlarin agiz florasinda maya mantarlari
da dahil olmak Gzere bircok mikroorganizma denge
ve uyum icindedir. Bu denge halinin (i) bagisikligin
baskilanmasi, (ii) antibiyotik kullanimi ve (iii) farkh
beslenme aliskanliklari gibi durumlarda bozulmasi
maya mantarlarinin kolonizasyonuna veya agiz
ici kandidoza sebep olabilir®. C. albicans agiz
boslugundan ve diger mukoza yuzeylerinden en sik
izole edilen Candida tirtidir® ), Calismamizda izole
edilen mantartiirlerinden %32.4°1i (22/68) C. albicans
idi. Benzer galismalarda, bizim sonuglarimiza kiyasla
daha yiiksek (%48-89 araliginda) C. albicans oranlari
bildirilmistir®15),

Rivera ve ark.*® 96 saglikli gnullinin konsantre agiz
calkanti suyunda maya kolonizasyonunu inceledikleri
calismalarindaizole edilen maya kolonilerini 28S rRNA
sekans analizi ile tanimladiklarinda en sik izole edilen

Turk Mikrobiyol Cemiy Derg 2023;53(4):245-257

(g tdra, sirasiile, C. albicans (%52.0), C. parapsilosis
(%17.9) ve C. dubliniensis (%7.5) olarak bildirmislerdir.
Bu sonuglar, ¢calismamizda elde edilen %13.2 (9/68)
C. dubliniensis izolasyon orani ile uyumludur. Ancak,
agizda maya kolonizasyonunu irdeleyen baska
calismalarda ise C. dubliniensis bildirilmemistir{*+1214),
S6z konusu c¢alismalarda identifikasyon amaciyla
yalnizca fenotipik yontemlerin kullanilmasi albicans-
disi Candida tirlerinin yanlislikla C. albicans olarak
tanimlanmasina sebep olabilecegi diistinildi.

Klinik 6rneklerden izole edilen albicans-disi Candida
turlerinden biri de C. parapsilosis olup o0zellikle
kandidemilerde en sik rastlanan ikinci Candida tiri
olarak bildirilmektedir®®2, Ozellikle, flukonazol
direncli C. parapsilosis Glkemiz icin giderek blylyen
bir sorundur®, Calismamizda, C. albicans’i takiben
en sik izole edilen tur C. parapsilosis (%19.1, 13/68)
idi. C. parapsilosis’in deride flora liyesi oldugundan
saglik calisanlarinin elleri aracihigl ile (horizontal
bulas) yayildigi ve hastane enfeksiyonlarina sebep
oldugu disiinilmektedir+22,

Calismamizda 11 (%5.5) katiimcida polifungal
popllasyon belirlendi. Rivera ve ark.®® polifungal
popilasyon oranini (en ¢ok C. albicans + C.
parapsilosis) %21.8 olarak bildirmislerdir. Bu oran,
benzer bazi c¢alismalarda ise %7.1-11.2 olarak
sunulmustur®3_ Calismamizda baskin birliktelik
olarak tarif edebilecegimiz bir tir dagilimi dikkati
cekmedi, ancak onceki verilere kiyasla polifungal
popilasyon orani daha dusik idi. Ayrica, C. albicans

Tablo 5. Polifungal popiilasyondan izole edilen Candida tiirlerinin RT-PCR ile elde edilen Tm (°C) degerleri*

DNA No Candida albicans dfl;ll;'lzgtasis Candida kefyr I(fsai::r’;(i’:e pac;";’:s’::;:;s p;"::’:‘:ig‘j;a
33 87.2 84.8

107 87.2 84.1
169 86.3 85.6

175 87.9 85.5

181 86.2 84.9

186 87.1 87.8 85.5

189 86.3 87.9 85.5

190 87.1 87.9 85.6

*Toplam 11 polifungal popiilasyon belirlenmesine karsilik yalnizca Candida tiirii olan ve amplifiye edilebilen izolatlari icermektedir.
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ve C. glabrata’nin birlikte kolonizasyonunun agiz
epiteline invazyonu ve doku hasarini artirdig
bilinmektedir®?¥, Bununla birlikte, diger mantar
turlerinin bir arada bulunmasinin virlilans 6zelligine
katkisi lizerine daha fazla sayida ¢alismaya ihtiyag
duyulmaktadir. ark.®®  calismalari
sonucu ayni kiside birden fazla sayida mantar

Rivera ve

kolonizasyonunun agiz ici aparat kullanimi (p = 0.016)
ve kotl agiz hijyeni (O’Leary index, p=0.012) ile iliskili
oldugu bulunmustur.

Calismamizin sonuglarimiza benzer olarak Yang ve
ark.“® polifungal popilasyon oranini %6.1 olarak
bildirmislerdir.
grubunun agiz ve dis bakimi konusunda gorece
bilingli bir poplilasyon olmasi ile agiklanabilecegi
dustnllmustir. Wang ve ark.?® agiz ici kandidozu
siiphesi olmayan saglikh ve hastanede yatan toplam

Bu durumun, secilen 6rneklem

1.799 kisiden steril pamuklu ¢ubukla agiz strintiu
ornekleri aldiklari calismada katilimcilarin 415’inde
(%23.1) maya kolonizasyonu rapor etmislerdir. ITS
dizi analizi sonucunda en sik izole edilen tirler C.
albicans (%42), C. tropicalis (%20), C. glabrata (%5.5)
ve C. parapsilosis (%4.1) olarak tanimlanmistir. Ayni
zamanda tanimlanan maya tirlerinin dagilimina yas,
dogum yeri, ikametgah yeri ve mevcut saglik durumu
gibi faktorlerin katkida bulundugu, ancak cinsiyet
ve etnik kokenin etki etmedigini bildirmislerdir?®,
Sonug olarak, izole edilen turlerin dagihmi, calisma
populasyonlarina ve
yontemlerine gore farkhlk gosterebilir.

kullanilan tir tanimlama

Sow ve ark.?® 218 maya izolatinin identifikasyonunda
geleneksel yontemler (germ-tlp testi, Misir unlu-
Tween 80 agarda yapisal 6zelliklerin degerlendirilmesi
ve API 20C kiti) ile MALDI-TOF MS yonteminin tlr
dizeyinde  tanimlamalarini  karsilastirmiglardir.
Geleneksel yontemlerle 208 (%95.4) izolati, MALDI-
TOF MS yontemi ile de 214 (%98.1) izolati dogru
tanimlamislardir. Ayrica, geleneksel yontemlerle tir
diizeyinde tanimlamaya (24-48 saat) kiyasla MALDI-
TOF MS ydnteminin daha kisa sirede sonug vermesi
(1 saat) ve izolat basina maliyetinin daha ucuz olmasi
vurgulanmigti. MALDI-TOF MS yénteminin, maya
mantarlarinin identifikasyonunda %90’in Uzerinde
ozglllige sahip oldugu bilinmektedir®?°, Ancak,
Aspergillus ve Mucorales gibi kif mantarlarinin
identifikasyonunda bu yéntemin tani degeri sinirli
olup guvenilir degildir®?”,

Real-time PCR cihazlari amplifiye olan DNA
miktarini, islem sirasinda floresan isaretli problarla
hibridizasyon sonucu tespit edebildigi gibi DNA
molekiliine baglanan SYBR® Green gibi boyalar ile de
yapabilmektedir®®. Boya kullanimi problardan ok
dahaucuzolmasinakarsilik, ¢iftzincirDNAmolekiliine
non-spesifik baglanmasi gibi sakincalari da vardir?®.
RT-PCR sonrasi erime sicakligi analizi (MCA)
yapilarak bu sorunun Gstesinden gelinebilmektedir.
GunUmuzde RT-PCR igin hazirlanmis hidroliz ve
hibridizasyon problari iceren tani kitleri Candida’larin
rutin analizi icin kullaniimaktadir®®. Tm degeri, PCR
sonucu elde edilen gift zincir DNA molekdillerinin
yarisinin tek zincir DNA molekillerine donustigu

Tablo 6. Calismada referans ve klinik izolatlar ile elde edilen RT-PCR MCA sonuglari ile literatiir verilerinin karsilastiriimasi

Candida tiirleri Bl-]r ::::;(;Ta Somog\a:';iaz;e ark 2 Gutzn;::nr E:i )ark 63) Horve.lrtr:\1 \(Ioeci)ll'k 1)
Candida krusei ATCC 6258 91.0 90.8 91.5 89.8
Candida inconspicua CBS 13938 88.8 88.0 - -
Candida lusitaniae® 87.2 86.1 - -
Candida albicans ATCC 10231 87.1 87.1 87.5 87.1
Candida kefyr® 86.4 - - -
Candida glabrata ATCC 90030 85.9 84.9 86.3 -
Candida dubliniensis M| 19941 86.1 85.5 - 85.5
Candida parapsilosis ATCC 90018 85.4 85.4 84.9 85.4
Candida tropicalis CBS 13933 84.8 84.5 84.7 84.5

¢: Klinik izolat
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sicakhk degeridir®Y. MCA yoéntemi ile analizini
yaptigimiz dokuz Candida tirinin Tm degerlerinin
tg farkli grubun verileri ile karsilastirilmasi Tablo 6’da
gosterilmistir. Bu sonuglar gdz o6niine alindiginda
MCA'nin tercih edilebilir bir se¢im oldugu sonucuna
varilabilir®>3%, Decat ve arkadaslar ITS2 bolgesine
6zgl primerler kullanarak 16 Candida tirini RT-
PCR’dan sonra erime sicakligi analizi ile ayni gin
icerisinde birbirinden ayirt etmeyi basarmistir®),

Son vyillarda, High Resolution Melting Analysis
(HRMA, vyiksek c¢ozindrlikli erime egrisi analizi)
yontemi Tibbi Mikrobiyoloji disiplininde sikhkla
kullaniimaktadir®®. PCR ile elde edilen amplikondaki
G-C miktari (%) arttikca erime sicakhg (Tm) da
yikselmekte olup amplikondaki tek baz degisimi dahi
HRMA yontemi ile belirlenmektedir. Bu yontemde
yuksek konsantrasyonlarda DNA polimerazi (Taq
Polymerase) inhibe etme 06zelligi olmayan, ¢ift zincir
DNA molekilline ¢ok iyi baglanabilen 6zel boyalar
(LCGreen® ve EvaGreen® gibi) kullanilir. HRMA ile
amplikon boyunu da hesaba katan gelistirilmis
yazilim programi ile erime sicakligi belirlenir. RT-PCR
HRMA ozellikle nokta mutasyonlarinin belirlenmesi
icin yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu yontemle
kisa amplikonlarda (50-300 bg) glvenilir sonuglar
alinirkenuzun PCR Urtinlerinde coklu erime piklerielde
edilmekte olup kesin taniyi guiglestirmektedir®¢37),

Turk Mikrobiyol Cemiy Derg 2023;53(4):245-257

GUnUmuzde bazi arastirmacilar Candida turlerinin
belirlenmesinde RT-PCR HRMA yontemini tercih
etmektedir2343839) Nemcova ve ark.®* RT-PCR HRMA
yontemi ile bir cift primer kullanarak 25 mantar
tlrtni incelemis ve bunlardan dokuz Candida tiirQ
icin aldigi sonuglar Tablo 7’de gosterilmistir. Her
Candida tarinin Tm degerinin bu ¢alismada RT-PCR
MCA ile buldugumuz Tm degerlerinden yaklasik 4°C
daha diistik oldugu ve bu durumun yéntem farkindan
kaynaklanabilecegi dustnildi (Tablo 7). Ancak,
Somogyvéri ve ark.®? HRMA yéntemini kullanarak
sekiz mantar tiri icin elde ettigi Tm degerlerinin
diger HRMA sonuglarindan 2°C kadar farkli oldugu
acikca gorilmektedir (Tablo 7). Bu farkin kullanilan
PCR master miks ve degerlendirmeyi yapan yazilim
programindan  kaynaklandigi  disutinilmektedir.
HRMA yontemi ile her Candida tiriiniin Tm derecesi
MCA yonteminden daha disik hesaplandigindan
90°C Uzerindeki Tm degerlerine sahip Aspergillus
turlerinden kolayca ayrim yapilmasina imkan
saglamistir3240),

Bu calismada, MALDI-TOF MS ile 10 farkli Candida
tari belirlendi, ancak C. lambica olarak tanimlanan
iki klinik izolatin DNA’si RT-PCR ile amplifiye
edilemedi. Nemcova ve ark.®¥ da ayni primer gifti ile
RT-PCR HRMA yontemiyle C. lambica’nin amplifiye
olmadigini bildirmistir. Yazarlar, C. lambica referans

Tablo 7. Calismada referans ve klinik izolatlar ile belirlenen RT-PCR MCA sonuglari ile literatiirde bildirilen HRMA sonuglarinin

karsilagtiriimasi

) o Fragment Somogyvarive Nemcova ve Bu calisma
Candida tiirleri uzunlugu GC orani ark.©®? ark.® MCA
HRMA HRMA
(b.g.) (%) Tm (°C) Tm (°C) Tm farki®¥ Tm (°C)

Candida krusei ATCC 6258 336 55 88.6 86.6 4.4 91.0
Candida inconspicua CBS 13938 295 52 86.4 84.6 4.2 88.8
Candida lusitaniae§ 244 50 85.4 83.6 3.6 87.2
Candida albicans ATCC 10231 326 47 84.5 82.9 4.2 87.1
Candida kefyr® 422 46 - 82.6 3.8 86.4
Candida glabrata ATCC 90030 408 46 83.2 81.7 4.2 85.9
Candida dubliniensis M1 19941 331 46 83.5 82.0 4.1 86.1
Candida parapsilosis ATCC 90018 300 43 82.6 81.5 3.9 85.4
Candida tropicalis CBS 13933 317 40 81.8 79.4 5.4 84.8

¢: Klinik izolat; MCA: Erime sicakligi analizi; HRMA: Yiiksek ¢6ziindirliikli erime egrisi analizi.
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izolatint HRMA ile tanimlamis, ancak Uc¢ klinik
izolatin amplifiye edilememesini primer baglanma
yoresindeki dizi degisikligine baglamistir®4,

Sunulan galismada, literatiirde de oldugu gibi, HRMA
ve MCA yontemi ile Tm degerlerinin ¢cok yakin oldugu
tdrlerin ayrimi yapilamadi. Soyle ki; C. albicans ve
C. kefyr ayni Tm derecelerine (°C) sahip oldugu igin
CAC besiyerinde farkli renkte koloni olusturmalari
sebebi ile tani konuldu ve bu sonu¢ MALDI-TOF MS
yontemi ile dogrulandi. HRMA ve MCA, reaktiflerinin
ucuzlugu, her RT-PCR cihazina uygunlugu ve kisa
siirede sonug vermesi sebebi ile son yillarda tercih
edilmektedir®y,

Bu calismada, klinik érneklerden énce CAC ile hem
mantar kaltlrld yapildi hem de lg¢ Candida tiri
(C. albicans, C. dubliniensis ve C. krusei) 6n tani
diizeyinde belirlendi. Once, referans izolatlar ile
reaksiyon kosullari (PCR) optimize edildi. Sonra,
maya kolonilerinden izole edilen DNA ile C. lambica
hari¢ tlim izolatlarin Tm degerleri belirlendi ve tir
tayinleri yapildi. Ayrica, C. albicans ve C. kefyr, Tm
degerlerine gore ayirt edilemedi. MALDI-TOF MS
sonuglari ile karsilastinldiginda RT-PCR yonteminin
C. albicans, C. kefyr ve C. lambica tanisi icin glivenilir
olmayacagi goruldi. Bu sebeple Candida cinsi maya
mantarlarinin laboratuvar tanisinda polifazik ayrimin
onemi anlasildi ve 6zenle vurgulanmasina ihtiyag
duyuldu.
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