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AGIZDA MAYA YUKUNUN BELIRLENMESI VE iZOLE EDIiLEN
CANDIDA CINSi MAYALARIN TANIMLANMASI

Mikrobiyota, insan viicudun ¢ok dnemli bir parcasidir ve agiz mikrobiyotasi
insan mikrobiyotasininin 6nemli bir kismidir. Agiz, bir¢ok mikroorganizmay1
yapisinda igermektedir. Bu mikroorganizmalar, bakteri, maya, kiif, protozoon ve
arkelerdir. Mikrobiyota ¢alismalarinda genel olarak bakteriyel mikrobiyota
belirlenirken, fungal mikrobiyota ile ilgili ¢alismalar az bulunmaktadir. Bununla
birlikte son zamanlarda fungal mikrobiyota iizerine olan ¢alismalar hizla artmaktadir.
Mikrobiyota giiniimiizde insan viicudunun bir organi olarak kabul edilmekte ve sagligi
etkiledigi iizerine g¢esitli c¢aligmalar bulunmaktadir. Hatta bazi durumlarda
mikrobiyotanin bir pargasi olan mikroorganizmanin, ¢esitli kosullar altinda firsatg1
patojen durumunda hastaliklara sebep oldugu bilinmektedir. Ozellikle Candida cinsi
mayalar firsat¢i patojen mikroorganizmalardir. Bu nedenle arastirmamizda saglikli 18-
25 yas aras1 geng bireylerin agiz mikrobiyotasinda bulunan maya yiikleri ve Candida
cinsleri belirlenmistir. Calismamiza katilan 31 katilimcidan 6rnek alinmistir ve
katilimcilara anket uygulanmigtir. Katilimcilardan alinan 6rneklerin SCAF ve SDA
besiyerlerine ekimleri yapilmistir. Sonug olarak saglikli 18-25 yas arasi geng bireylerin
agiz maya yikiiniin SCAF besiyerinde 0,01+0,01 ve 1,87+0,01 log kob ve SDA
besiyerinde bakteri ve maya yiikiiniin ise 0,01+0,01 ve >3,00+0,01 log kob diizeyinde
oldugu belirlenmistir. Sayim petrilerinden toplam 500 adet izolat alinmigtir. Alinan
izolatlarin Oncelikle lam-lamel arasi preparatlari hazirlanarak maya olup olmadigi
belirlenmistir. 140 izolatin maya oldugu belirlenmistir. Maya oldugu belirlenen
izolatlara GTT yapilmigtir. GTT ile 108 tanesinin muhtemel Candida
albicans/dublinensis olabilecegi belirlenmistir. 140 izolat daha sonra MALDI-TOF
MS ile tanimlanmustir. izolatlarin 54 tanesi C. albicans, 5 tanesi C. albicans (africana),
46 tanesi C. dublinensis, 28 tanesi C. parapsilosis, 3 tanesi C. inconspicua, 3 tanesi
Pichia manshurica ve 1 tanesi Wickerhamomyces subpelliculosus olarak
tanimlanmaistir.

Anahtar sozciikler: Agiz maya yiiki, Candida spp., Agiz mikobiyotasi,
MALDI-TOF MS.



ABSTRACT
DETERMINATION YEAST LOAD AND IDENTIFICATION OF CANDIDA
SPP. ISOLATED FROM MOUTH

Microbiota is a very important part of the human body and the oral microbiota
IS an important part of the human microbiota. The mouth contains many
microorganisms such as bacteria, yeast, mold, protozoa and archaea. While in
microbiota studies are generally determined in bacterial microbiota, there are few
studies about fungal microbiota. Moreover, recent studies on fungal microbiota are
rapidly increasing. Today, microbiota is accepted as an organ of the human body and
there are various studies on its effects of human health. It is known that, in some cases,
the microorganisms as known opportunistic pathogens such as Candida genus yeasts,
which is part of the microbiota, causes diseases under changed conditions. For this
reason, yeast loads and Candida genus which found in the oral microbiota of healthy
18-25 years old individuals were determined in our study. A sample was taken from
31 participants and a questionnaire was applied to the participants. As a result, the
yeast load of healthy individuals between the ages of 18-25 years were determined
0.01£0.01 and 1.87+0.01 log cfu in SCAF medium and 0.01+0.01 and >3.00+0.01 log
cfu in SDA medium. A total of 500 isolates were isolated. Isolates were evaluated
microscopically and 140 isolates were found to be yeast. It was determined by GTT
that 108 isolates could be Candida albicans/dublinensis. Then, 140 isolates were
identified by MALDI-TOF MS. lIsolates were identificated as 54 isolates of C.
albicans, 5 isolates of C. albicans (africana), 46 isolates of C. dublinensis, 28 isolates
of C. parapsilosis, 3 isolates of C. inconspicua, 3 isolates of Pichia manshurica and 1

isolates of Wickerhamomyces subpelliculosus.

Keywords: Oral yeast load, Candida spp., Oral microbiota, MALDI-TOF MS.



ICINDEKILER

Sayfa No

TEZ ONAY FORMU ..o Hata! Yer isareti tanimlanmamus.
TESEKKUR ..ottt ettt s st en sttt s st i
OZET .ottt ii
ABSTRACT ..ttt ettt e bt sreeteere e beenbeeneenreas 1\
SEKILLER DIZINI.....coooiiiiiiieciceeeeeecee ettt vii
CIZELGELER DIZINT ..ot viii
SIMGELER VE KISALTMALAR.........cccoosetititieeteeeeeeecee e IX
Lo GIRIS oottt ettt 1
2. ONCEKI CALISMALAR .....oocoiitieeeeeee ettt 6
2.1. Insan Agzinda Yasayan Mikroorganizmalar ..............cc.coceeueveuerrncrerennennnns 6
2.2. Oral Mikobiyom ve Oral FizyOloji........cccccovviviiiieiieii i 6
2.3. Tiikiiriik ve MiKODIYOM......cccueiiiiiiiiiiiciieeee e 7
2.4. Periodontal Hastalik MiKODIYOMU ......cooviiiiiiiiiiiiiiieeee e 8
2.5. Endodontik Enfeksiyonlarin Mikobiyomlart............cccoooeiieiiiiniiiiicnnne 9
2.6. Cesitli Hastaliklar ve Oral Mikobiyom ile TlisKisi .........cccccevvveccvererennnen. 11
2.7. Oral Mikobiyom ve Oral Karsinom ..........cccccocvevieiieie e 12
S T OF- V0o [ To P TR o] o SO SRSSPSN 13
2.8.1. Candida Tiirlerinin Patojenik OzelliKIeri ............ccoevvreverivirrirerennne, 14
2.8.2. Oral Kandidoz, Patojenitesi ve Etkenleri...........ccccocveveivevciicceennns 15
2.8.3. Oral Kandidozun Ay1r1ct Tanist .......cccceeevveiiiiiniiciiniiseeseccee 18
2.8.4. 0ral BIYOTM ...c.ooiiiii s 18
2.8.5. Ornekleme ve 1zolasyon yontemleri............cocoveecveveririrerererersneennnn, 20
2.8.5.1.Candida Tiirlerinin Mikroskobik OzelliKleri...........ccccoeuevrverererennnee. 22
2.8.5.2. Candida i¢in Kullanilan Besiyerler ...........ccocuovviiiineneneninennnn 24
2.8.5.3.Candida Tiirlerinin Tanimlanmast..........c.ccceevveriveresieesinesesieeseenenns 25
2.8.6. Agizdan Toplanan Orneklerin Mikrobiyolojik Analizi ..................... 27
2.8.7. Oral Kandidozun TeAVISI .........cccerreviiierieincneeese e 28

3. MATERYAL VE YONTEM.......ccccesiieieieeeeeeeeee s, 29
3.1. Arastirma Evreni Ve OmekIem............cccoovvvvieieeieecisceeee e 29

R I ) 117<) 1 ) USSP TPR 29
3.3. IStatikSel ANALIZIET.....c.cvcveveeeeeeeeeieeeteie ettt ettt eeees 31



4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA ..o 32

4.1. Katilimcilara Uygulanan Anket ve Sonuglari..........cccccveviiiiinniieiineennn, 32

4.2.01al Maya YUK ....voeiiiieiiiicsiie i 35

4.3. Izolatlarin IdentifiIkASYONU .........cccevvvevevevieereeeieieese e, 39
5. SONUC VE ONERILER .........cceceititiiiiieieiseseeeee e, 48
KAYNAKLAR .ottt ettt be et e e te e sne e 49
S I USSP I
20 S BN Y A 01 1= <4 OO I
Ek 2. Etik KUrul IZ0 ..o 1l
EK 3. KUIUM IZ00 ...ttt v
(0746 ) 16)1Y 13O RRRRR \Y/

Vi



SEKILLER DiZiNi
Sayfa No
Sekil 2.1. Candida spp. KOH preparat mikroskop gOruntiisii. ..........ccceveerverveseennnn, 22
Sekil 2.2. A; Calcofluor boyama 151k mikiroskobu goriintiisii ve B; Ultraviyole 151k

altinda gorintlisti (40X). ..oviieiiieiiiie e 23
Sekil 2.3. Candida albicans gram ve periyodik asit-Schiff boyama mikroskop

o001 404U ] PP PPRPPR 23

vii



CIZELGELER DiZiNi

Sayfa
No
Tablo 2.1: Candida albicans ile iligkili viriilans faktorleri...........cccoovvevieiieeieecinennn, 15
Tablo 2.2: Oral kandidoz siniflandirtlmast. ..........cccoieiiiiiiiiiei e 16
Tablo 2.3: Agiz boslugundan Candida tiirlerinin izolasyon metotlari, avantaj ve
AEZAVANTAJIATT ..veiviiiiiiie e 21
Tablo 2.4: Candida tiirlerinin morfolojik 6zellikIeri ........c.coevviveriieiicieiiece e, 22

Tablo 4.1. Katilimcilarin demografik ozellikleri, agiz sagligi ve hijyeni ile ilgili

DUHGIIEIT .. 33
Tablo 4.1. (devami) Katilimcilarin demografik 6zellikleri, agiz sagligi ve hijyeni ile
QT DG . 34

Tablo 4.2. Katilimcilarin oral maya yiikiinii belirlemede kullanilan diliisyon yontemi
ile maya yiikii (log kob) ve alinan izolat SAY11art .........cccevuerieereiieiieneee e 35

Tablo 4.3. Katilimeilarin oral maya yiikiinii belirlemede kullanilan santrifiij yontemi

ile maya yiikii (log kob) ve alinan izolat say1lart ........ccccceveiiieiiniicieceee 36
Tablo 4.4. Izolatlarin isimlendirilmesi.............ccevrveeverierieererieeeese e 39
Tablo 4.4. (devami) Izolatlarimn isimlendirilmesi............ccceveveirireererereieeecreeeene, 40
Tablo 4.4. (devami)izolatlarin isimlendirilmesi.............cccvveverrereererereieeeceee e, 41
Tablo 4.4. (devami)izolatlarin isimlendirilmesi.............ccccvveverrvererererereeecceee e, 42

viii



%

AP
BLAST
CP
ELISA
gr

GTT
HIV
HOMD
ITS

IMP

kob (cfu)
KOH
MALDI-TOF MS

mL

NGS
0SCC
PBS

PCR
PFGE
RAPD DNA
REP PCR
RFLP
RIA
SCAF

SDA
SDB

SIMGELER VE KISALTMALAR

Yiizde orani

Agresif periodontitis

Basic Local Alignment Search Tool

Kronik periodontitis

Enzim bagli immunosorbent analiz

Gram

Germ tiip testi

Human Immuno-deficiency viriis

Insan Oral Mikrobiyom Projesi

Ribozomal RNA (rRNA) Internal Transcribed Spacer gen bolgesi
Insan Mikrobiyom Projesi

Koloni olusturan birim (colony forming unit)

Potasyum hidroksit

Matris destekli lazer desorpsiyon / iyonizasyon ugus siiresi kiitle
spektrofotometrisi

Mililitre

Next Generation Sequencing (Yeni Nesil Dizileme)

Oral skuamoz hiicreli karsinom

Fosfat tamponlu su

Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Pulsed Field Gel Electrophoresis

Random apmlified polymorphic DNA

Repeat sequence amplification PCR

Restriction fragment lenght polymorphosims

Radyoimmuno analiz

Saboroud Dextrose Agar with Chloromphenicol (Kloramfenikol
iceren Saboroud Dextrose Agar)

Saboroud Dextrose Agar

Saboroud Dextrose Broth



1. GIRIS

Insan viicudu, diger karmasik ¢ok hiicreli tiim 6karyotlar gibi igerisinde veya yiizeyinde
cok sayida mikroorganizmaya sahiptir. Bakteriyel bilesenler toplam mikrobiyal sayimin
%99'unu olusturur ve bu nedenle ¢ekirdek mikrobiyom olarak adlandirilirken, kalan daha az
miktarda ve daha fazla gesitlilik gdsteren mikrobiyota “nadir bir biyosfer” olusturur. Nadir
goriilen biyosferin 6nemli bir kismimi ise funguslar (mikobiyom) olusturmaktadir.
Mikobiyomun yiizdesi diisiik olmasina ragmen insan saglig1 ve hastaligi lizerindeki etkisi
genis kapsamlidir. Ornegin, nadir biyosferi olusturan 5,1 milyon fungus tiiriiniin 600'iinden
fazlasinin hafif yiizeysel hastaliktan derine inen hastaliklara, hayati tehdit eden, sistemik
enfeksiyonlara kadar g¢esitlilik gosteren insan hastaliklarina neden oldugu tahmin
edilmektedir. (Bandara, Panduwawala ve Samaranayake, 2019).

Insan Mikrobiyom Projesi'nde (IMP) ¢ok sayida bakteri tanimlanip simiflandirilmis
olmasina ragmen, mikobiyom, virome (virobiome) ve parazitome dahil nadir biyosferin
kritik bilesenleri iizerine dikkat daha az olmustur. Ozellikle diinya ¢apinda bagisiklik sistemi
baskilanmis popiilasyonlarin artis1 ile birlikte siirekli artan fungal enfeksiyon insidansina
ragmen, yerlesik funguslarin insan viicudundaki gesitliligi ve islevselligi daha az ¢alisilan
bir alan olmustur. Buna bagli olarak oral mikrobiyomun fungal bileseni olan “oral
mikobiyom” da dikkat cekmektedir. Oral mikobiyom {izerine ¢caligsmalarin az olmasinin bazi
nedenleri bulunmaktadir. Bu nedenler arasinda, geleneksel laboratuar ortaminda birgok
mantarin kiiltiire edilmemesi ve karmasik genetik kompozisyona sahip dkaryotlarin tespit
edilmelerinde olan zorluklar sayilabilir. Ek olarak, geleneksel yontemlerden koloni
olugturan birim (kob) analizi yapildiginda oral mikrobiyomun %0,1’den daha azimi
yansittigini bildirmiglerdir. Ayrica, oral mikobiyomun geleneksel laboratuvar kiiltiirlerinde
baskin bakteriler tarafindan baskilandigini belirlemisledir. Diger nedenler arasinda
funguslarin adlandirilmasinda ve fungus veritabanlarindaki zorluklar ile funguslarin
adlandirilmasinda ortaya ¢ikan tarihsel fazlaliklar ve hatalar sayilabilir. (Bandara,
Panduwawala ve Samaranayake, 2019).

Tiim insan viicudu bolgeleri, tipik olarak konak ile uyum i¢inde bir arada bulunan insan
mikrobiyomu olan karakteristik bir mikrobiyota ile kolonize edilmektedir (Wade, 2013).
Agiz mikrobiyotasi ise insan viicudundaki en kompleks ve ¢esitli mikrobiyal topluluklardan
biridir. Insan agz, viriisler, protozoonlar, funguslar, arkealar ve bakteriler de dahil olmak
tizere mikroorganizmalar tarafindan yogun sekilde kolonize durumdadir. Agiz (disler, dil,

yanaklar, sert ve yumusak damaklar, diseti ve bademciklerden olusur) boslugunda 600'den
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fazla bakteri tliri ve 100’¢ yakin fungus tiiri bulunmaktadir. Agizda bulunan
mikroorganizma toplulugu yaklagik 1000 tiirle oldukca karmagsiktir ve kolondan sonra
viicudun ikinci en karmasik mikrobiyotasina sahip oldugu gosterilmistir. (Huffnagle ve
Noverr, 2013; Wade, 2013; Monteiro-da-Silva, Araujo ve Sampio-Maia, 2014; Wu ve ark.,
2016; Garg ve ark., 2017).

Viicudumuzun g¢esitli yerlerinde mikrobiyota kommensal olarak yasamakta iken, agiz
mikrobiyotast diger mikrobiyotalardan farkli olarak ¢ogu bireyde hastaliklardan sorumlu
olmaktadir. Ozellikle dis ¢iiriigii ve periodontal hastaliklar agizda en yaygin goriilen iki
hastaliktir ve insan agiz normal mikrobiyota iiyeleri bu hastaliklarla iligkilidir. Niifusun
yaklagik %90'imda bir veya daha fazla bolgede diseti iltihabi bulunurken, %10-15' ise
periodontite kars1 hassastir. Dis ¢iiriigli icin birincil risk faktorii, fermente olabilen
karbonhidratlarin asir1 tiiketimidir. Dis c¢liriikliigii prevalansi {ilkeler arasinda biiyiik
farkliliklar gostermekle birlikte kiiresel bir sorun olmaya devam etmektedir. Agizda en ¢ok
goriilen hastaliklardan biri, hafif ve geri doniisiimlii dis eti iltihabi ile periodontal hastaliktir.
Periodontitis, yumusak doku ve kemik dokusunun tahrip edilmesine neden olan kronik bir
hastaliktir. Bu nedenle, 6zellikle gelismis tilkelerdeki insanlar dis macunu ile fircalamak
ve/veya agiz gargaralari ile durulama yapmak gibi normal agiz hijyen uygulamalar
yapmaktadirlar. Periodontal hastaliklarin ilerlemesinin, iligkili mikrobiyal topluluk ile
konak¢1 yaniti arasindaki karmagik etkilesimin bir sonucu oldugu yaygin olarak kabul
edilmektedir. Oral bakterilerin bu yaygin hastaliklardaki 6nemi nedeniyle, oral bakteriyel
topluluklarin saglik ve hastaliktaki bilesimi ve islevleri yogun olarak incelenmektedir.
(Huffnagle ve Noverr, 2013; Wade, 2013; Monteiro-da-Silva, Araujo ve Sampio-Maia,
2014, 2014; Garg ve ark., 2017).

Ag1z boslugunda bircok mikroorganizma bulunmaktadir ve bu mikrobiyal topluluk,
farkli ag1z yapilar1 ve dokulari, diyet, dis hijyeni, ksenobiyotikler ve konakg¢1 genetiginden
etkilenmektedir. Agiz boslugundan izole edilen mikroorganizmalar dis ¢irigd,
periodontitis, bademcik iltihab1 gibi agiz hastaliklarinin olusumunda rol oynar. Kisacasi,
ag1z boslugunda yasayan mikroorganizmalar ve bunlarin birbirleriyle olan iliskileri, saglik
ile hastalik arasindaki denge igin gerekli bilesenlerin temelini olusturmaktadir. Bununla
birlikte hem gastrointestinal sistem hem de solunum sistemi i¢in giris kapist olan agzin
mikrobiyolojisinin incelenmesi olduk¢a 6nemlidir ve saglik ile hastaliktaki mikrobiyal
topluluklar1 neyin olusturdugunu anlamamiza yardimci olacaktir. Bu nedenle, insan agzinin
mikrobiyolojisini incelemek ¢ok onemlidir. (Wade, 2013; Monteiro-da-Silva, Araujo ve
Sampio-Maia, 2014; Garg ve ark., 2017).



Oral mikrobiyom 16S ribozomal RNA ile kiiltiirden bagimsiz olarak tanimlanmaistir.
Insan Oral Mikrobiyom Veri Tabaninda (HOMD) 16S rRNA tanimlama 6zellikleri ve
genomik bilgileri ile birlikte oral bakterilerin bir listesi www.homd.org adresinde ¢evrimici
olarak mevcuttur. Methanobrevibacter cinsine ait az sayida tiir, Archaea'nin tek
temsilcisidir. Bacteria domaininden 15 simif bulundugu belirlenmesine ragmen bunlarin
%96’smin 6 simifa ait oldugu belirlenmistir. Bu smiflar Actinobacter, Bakteroides,
Firmicutes, Fusobacteria, Proteobacteria ve Spirochaetes’tir. 16S rRNA ile supragingival
plakta, Streptococcus mutans tiiriiniin baskin oldugu bununla birlikte diger S. sanguinis, S.
mitis ve S. salivarius ile Laktobasillerin ve Veillonella tiiriiniin bulundugu belirlenmistir.
Buna karsilik, subgingival plakta esas olarak periodontal patojenler olarak bilinen
Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis ve Prevotella intermedia gibi Gram
negatif anaerobik bakterilerin bulundugunu bildirmislerdir. Topluluk profili olusturma igin
yeni nesil sekanslama tekniklerinin (Next Generation Sequencing, NGS) kullanilmasi insan
mikrobiyomunun analizlerinin kapsamini biiyiik 6l¢tide arttirmaktadir. NGS platformlarinin
gelisi, ilk kez oral mikobiyomun gizli diinyasin1 aydinlatmistir ve oral mikobiyomun asamali
olarak azaltilmasini saglayan literatiir olusturulmustur. Ancak, NGS teknoloji platformlari
ve bu tlr arastirmalardan ¢ikan verilerin analizi olduk¢a maliyetlidir, bu nedenlede
arastirmalarda 6rneklem sinirlidir. Bununla birlikte, mikro akiskan teknolojisinin yeni ortaya
¢ikist bir umut 15181d1r. NGS ile birlikte kullanilan bu son teknoloji (Fluidigm multiplex PCR
gibi), tek bir adimda 40 kadar numunenin biiylik verimlilik ve maliyet tasarrufuyla analiz
edilmesini saglamaktadir. (Kraneveld ve ark., 2012; Huffnagle ve Noverr, 2013; Metwalli,
Khan, Krom ve Jabra-Rizk, 2013; Wade, 2013; Cho, Nagao, Imayoshi ve Tanaka, 2014;
Monteiro-da-Silva, Araujo ve Sampio-Maia, 2014; Garg ve ark., 2017; Bandara,
Panduwawala ve Samaranayake, 2019)

Oral mikrobiyota genellikle bir biyofilm seklinde bulunur ve oral homeostazin ve agiz
boslugunun korunmasinda ve hastalik gelisiminin 6nlenmesinde 6nemli bir rol
oynamaktadir. Oral bakterilerin kiiltiirel yontemlerle iiretilemesinin nedenleri arasinda
birgok mikroorganizma tiiriniin bulundugu bir biyofilmde olmasi, besinleri paylagsmasi ve
mikroorganizma toplulugu iiyeleri ile iletisim kurmasidir. Fretibacterium fastidiosum olarak
adlandirilan ve Synergistetes sinifinda yer alan daha 6nceleri kiiltiire edilemiyorken, karisik
laboratuvar kiiltiirlerinin koloni hibridizasyonu zenginlestirmesi yontemi ile kiiltiire
edilmesi yapilabilmistir. Mikrobiyomik, metagenomik ve transkriptomik alandaki son
gelismeler oral hastaliklarda konakgi-bakteriyel etkilesimlerin anlagilmasini ve yeni 6nleme

ve tedavi yontemlerinin belirlenmesinde katki saglayacagi belirtilmistir. (Huffnagle ve
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Noverr, 2013; Wade, 2013; Monteiro—da-Silva, Araujo ve Sampio—Maia, 2014; Garg ve
ark., 2017; Jia ve ark., 2018).

Oral mikobiyom alaninda ele alinmasi gereken ¢ok sayida soru vardir. Oral mikobiyom
ile ilgili arastirmalar su ana kadar dinamik fungus popililasyonunun anlik sonuglarini
gostermektedir. Fakat bebeklikten yetiskinlige kronolojik ¢aligmalar1 eksiktir. Agizdaki
bakteri-funguslarin ige ice olmalar1 dolayisiyla sadece yapisal ve fonksiyonel iligkilerinin
degil, ayn1 zamanda sinerjistik veya antagonistik etkilerinin belirlenmesi de diger 6nemli bir
alandir. Diger sorular, fungus toplulugunun oral bagisiklik sistemi lizerindeki etkisini ve
cesitli periodontal hastaliklar veya ciiriikler gibi agiz hastaliklarinda patojen olup
olmadiklarmin belirlenmesi diger énemli bir alandir. (Pereira, Seneviratne, Koga—Ito ve
Samaranayake, 2018). Son olarak, oral ekosistemde mevcut olan diisiik mantar
biyokiitlesinin 6rneklenmesi de dahil olmak iizere kapsamli ve giivenilir bir referans veri
tabanit olusturulmasi ve fungus mikrobiyomu verilerinin {iretilmesinde metodolojik
zorluklarin ele alinmasi igin aragtirma yapilmasi gerekmektedir. (Bandara, Panduwawala ve
Samaranayake, 2019)

Sekans analizine dayali korelasyon c¢alismalar1 kardiyovaskiiler hastalik, felg, preterm
dogum, diyabet ve pndmoni gibi bir dizi sistemik hastalikta agiz bakterilerinin rol oynadigini
gostermistir. Ag1z mikrobiyotasinin belirlenmesi ile ilgili ¢calismalar devam etmektedir,
fakat mikrobiyom tarafindan iiretilen metabolitlerin rolii tam olarak belirlenememistir.
Bununla birlikte agi1z mikrobiyomunda ve burun mikrobiyomunda bulunan bazi metabolitler
karakterize edilmistir (Zipperer ve ark., 2016; Garg ve ark., 2017). Ornegin agiz
mikrobiyomunda kommensal olarak yasayan Streptococcus salivarius bakterisinin in vitro
olarak halitozis (ag1z kokusu) ile iligkili Prevotella cinsinin siyah pigmentli bir sugsunu inhibe
eden salivarisin A ve B olarak adlandirilan antibiyotik peptidler {irettigi belirlenmistir.
Ayrica dis ciiriimelerinde demineralizasyonun kommensal olarak bulunan Streptococcus
mutans tiirii tarafindan Uretilen laktik asit Uretiminden dolay1 asiditenin artmasindan
kaynaklandig: ileri stiriilmiistiir. Lactobacillus spp. gibi bazi diger tiirlerde laktik asit
iiretmeleri sebebiyle ¢liriik olusumuna neden olabilmektedir. Laktik aside ek olarak S.
mutans, agiz boslugunda karsilastig1 mikroaerofilik kosullar altinda format, asetat, etanol ve
iki farkli mutanobaktin metabolitlerini de liretebilmektedir. S. mutans UA 159 susundan izole
edilen Mutanobactin A, ikili roller iceren melez bir poliketid-non-ribozomal peptittir. S.
mutans bakterisinin agiz bosluguna kolonize olmasi1 maya patojeni olan Candida albicans
mayasinin zararsiz maya benzeri bir durumdan hifal bi¢cimine ge¢mesini onlemektedir.

Bununla birlikte agiz mikrobiyotas1 ve konake1 etkilesimlerini tam olarak anlamak ig¢in
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filogenetik, metagenomik, transkriptomik, proteomik ve metabolomik yaklagimlarin bir
kombinasyonu gerekmektedir (Wade, 2013; Garg ve ark., 2017).

Funguslar, insanlar, hayvanlar, meyveler, sebzeler ve bitki materyali lizerinde kolonize
olabilen mikroorganizmalardir. Baz1 funguslarin insana zararli etkileri bulunmazken,
bazilarinin insanlarda zararli etkileri olabilmektedir. Zararsiz olan bazi funguslar ise bazi
faktorlere bagli olarak patojenlere ddniisebilmektedir. Ornegin Candida, insanlarda
gastrointestinal sistemin bir kommensali olarak yasar, ancak bagisiklik sistemi baskilanmis
ve hastaneye yatirilan kisilerde mukokutan6z kandidiyazize ve yaygin enfeksiyonlara neden
olabilen firsat¢1 bir patojendir. Yakin zamanda hematoloji, transplantasyon ve yogun bakim
tinitesi hastalarinda en sik goriilen fungal patojenin Candida albicans olmasina ragmen, non-
albicans tiirleri tarafindan da sistemik enfeksiyonlarin olustugu bildirilmistir. Bazi non-
albicans tiirleri antifungal ajanlara i¢sel olarak direnclidir ve bazi tiirlerinin ise biyofilm
olusturma yetenegi vardir. Biyofilm olusturma yetenegi antifungal duyarlilig: etkileyen
onemli faktorlerdendir (Pulcrano ve ark., 2013; Monteiro—da—Silva, Araujo ve Sampio—
Maia, 2014).

Birgok birey Candida tiirlerini semptomsuz olarak tasimaktadir ve Candida tiirlerinin
prevalansi yasla birlikte artmaktadir. Bununla birlikte Candida tiirleri ¢ok ¢esitli akut ve
kronik enfeksiyonlara neden olabilmektedir. Agizda bulunan kandidiyal enfeksiyonun klinik
bulgular1, mukozadaki iltihapli ve kirmizi beyaz alanlarla karakterize akut psdodomembrandz
plaklardan, kronik atrofik kandidiyal mukozitin erozif eritroplaki ve 16koplaki lezyonlarina
kadar degismektedir. Kandidiyal enfeksiyonun klasik semptomlar1 olan yanma ve acima
hissi mukozal yiizeyin hasar gormesinden kaynaklanmaktadir. Buna ek olarak, genis maya
kolonizasyonu ileri periodontal hastaliklarda ve dis ¢lirlimelerinde rol oynayabilmektedir.
Oral kandidiyazin nadir goriilen sekli kronik mukokiitanoz kandidiyazisdir. Kanserojenik
asetaldehitin mikrobiyal iiretimi ag1z kanseri ile iliskilendirilmistir. Ag1z boslugu, AIDS gibi
ciddi derecede immiin yetmezligi olan veya ndétropenik hastalar gibi bagisiklik sistemi
baskilanmis hastalarda derin veya sistemik bir kandidiyal enfeksiyon kaynagi olarak da islev
gorebilmektedir (Rautemaa ve Ramage, 2011; Kraneveld ve ark., 2012; Wade, 2013).

Bu ¢aligmanin amaci, oral mikrobiyomun bilesimi ile ilgili olan oral mikobiyomda
bulunan, kiiltiire edilebilinen maya yiikiiniin belirlenmesi ve izole Candida tiirlerinin yeni
tanimlama yontemlerinden Matris destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyon ugus stiresi kiitle
spektrofotometrisi (MALDI-TOF MS) ile tanimlanmasini kapsamaktadir.



2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Insan Agzinda Yasayan Mikroorganizmalar

Insan agzi; fungus, viriis, protozoa, arke ve bakteri gibi cesitli mikroorganizma
topluluklarini igerisinde barindirmaktadir. Funguslar, cesitli akut ve kronik enfeksiyonlara
neden olmaktadir. Diinya niifusunun hemen hemen yaris1 asemptomatik olarak Candida tiirii
mayalar1 agiz mikrobiyotasinda bulundurmaktadir. (Wade, 2013).

Agizda viriislerin de ¢esitli tiirleri bulunmaktadir. Kabakulak ve kuduz gibi bazi viral
enfeksiyonlar tiikiiriik bezlerini hedef almaktadir. Herpes simpleks viriisii ise ¢ogu
yenidogan hastada subklinik primer enfeksiyonlara, biiyiik ¢ocuklarda ise gingivostomatise
neden olabilmektedir. Entamoeba gingivalis ve Trichomonas tenax ise agizda genellikle
bulunan iki protozondur. Bakteri ve gida kalintilar1 ile beslenen saprofitlerin zararsiz oldugu
diistiniilse de E. gingivalis sayisi, periodontal hastalikli bolgelerde saglikli bolgelere gore
daha yiiksektir. (Wade, 2013).

Bakteriler ve arke, agizda bulunan en baskin mikroorganizma tiirleri olup, tiikiiriik
salgisinin ml’si bagma 100 milyon civarindadir. Agiz yiizeyinin timii, dislerde ve dis
etlerinde bir bakteriyel biyofilm ile kaplidir ve bu biyofilm agizda en yaygin iki bakteriyel
hastaliktan sorumludur: dis ¢iirigli ve periodontal hastaliklar. Bu hastaliklarda bakterilerin
rolii 19. ylizyilda tanimlanmistir ve bireysel tiirlerin patogenezdeki roliinii belirlemek i¢in

kapsamli aragtirmalar yapilmistir. (Wade, 2013).

2.2. Oral Mikobiyom ve Oral Fizyoloji

Insan mikrobiyomunun islevselligi ve dinamizmi yas ve diyet gibi fizyolojik
degisikliklere yamt vermektedir. Insan viicudunda meydana gelen fizyolojik etkilerle
bakterilerde oldugu gibi mikobiyomda da degisiklikler olusmaktadir. (Bandara,
Panduwawala ve Samaranayake, 2019). Ornegin, Ikebe ve ark. (2006) toplumda yasayan 60
yas Ustli yashilardan alman tiikiiriik 6rneklerinde oral mikobiyomun artan yas, eksik dis
sayisi, takma dis ve diislik tiikiirik akis hizlart ile 6nemli bir pozitif iliskisi oldugunu
belirlemislerdir. Li ve ark. (2012) ise huzurevlerinde yasayan yashlarm oral
mikobiyomlarinin saglik durumunun iyi olanlarin saglik durumunun kotii olanlara kiyasla
daha disiik toplam fungus yiikiine sahip oldugunu bildirmislerdir. Bunun nedenini tam
olarak belirtmezlerken, ortak mutfak esyasi kullanimi ve kotii hijyen kosullarina bagh

olabilecegini sOylemislerdir.



Oral Candida tiirlerinin &zellikle yaslilarda, gesitli cografik ve etnik kokene gore
farklilik gosterdigi ve non—albicans tiirlerinin Asya popiilasyonlarinda baskin oldugunu
belirlemislerdir. (Samaranayake, 2009; Falagas, Roussos ve Vardakas, 2010; Kraneveld ve
ark., 2012). Reichart, Samaranayake ve Philipsen (2000) Tayland'daki lepra hastalarinin
agizlarinda Candida krusei tiirliniin, insanlarda en sik bulunan C. albicans tiiriinden daha
fazla bulundugunu belirlemislerdir. Samaranayake ve Samaranayake (1994) ise literatiirde
insanlarin C. krusei tiiriiniin tastyicisi oldugunu, hem saglikli hem de hasta bireylerde tasima
oranlarinin agiz boslugu icin %6,1, gastrointestinal kanal i¢in %10,3 ve vajina i¢in %12,5
oldugunu bildirmislerdir.

Yeni dogan bebeklerin agiz bosluklarinda Candida spp. tasiyiciligi yaslilara gére daha
diisiik olup kolonizasyon oranlarinin, dogumdan yetiskinlige dogru arttigi belirlenmistir.
(Kleinegger, Lockhart, Vargas ve Soll, 1996; Kraneveld ve ark., 2012; Ward, Knights ve
Gale, 2017). Zakaria ve ark. (2017) diistik viicut kitle indeksi olanlarin agiz bosluklarinda
Candida dubliniensis ve Candida glabrata tiirlerini daha fazla tasidigini, Bandara,
Panduwawala ve Samaranayake, 2019 ise disiik tiikiiriik akis hizlarina sahiplerin C.

albicans tiiriinii tagidigini bildirmislerdir.

2.3. Tiikiiriik ve Mikobiyom

Ghannoum ve ark. (2010) 20 saglikli yetiskin (21-60 yas arasi) bireyde oral boslukta
bulunan funguslar: fosfat tamponlu su (PBS) ile agiz yikama yaparak Internal Transcribed
Spancer (ITS) primerleri kullanarak tanimlamistir. Katilimcilarin %75’inden Candida spp.
tiirlerini izole ettiklerini bildirmislerdir. Orneklerden 74 kiiltiire edilebilir ve 11 kiiltiire
edilemeyen fungi cinsi belirlemislerdir. Bu cinslerden 39 tanesinin sadece bir kiside,
16’smin iki katilimeida, 5 tanesinin ii¢ kiside ve 15 tane cinsin ise (kiiltiire edilemeyen
cinsler dahil) 4’den (%20) fazla katilimcida oldugunu bildirmislerdir. En sik izole edilen
cinsin Candida oldugunu (%75) belirtmisler ve bunu Cladosporium (%65), Aureobasidium
(%50), Saccharomycetales (%50), Aspergillus (%35), Fusarium (%30) ve Cryptococcus
(%20) cinslerinin takip ettigini bildirmislerdir.

Kraneveld ve ark. (2012) yas1 58—80 arasinda olan 82 Hollanda’li yetiskinden tiikiiriik
ornegi almislardir. Topladiklar tiikiiriik 6rneklerinin Candida spp. ve bakteriler igin ITS
bolgesi (Candida) ve 16S rDNA genini (bakteri) kullanarak kantitatif PCR analizi ile
belirlemislerdir. Hollanda’l1 yasli eriskinlerde tiikiiriik 6rneklerinin %0,06 ortalama yiikii ile
0-8,60 log kob/mL Candida spp. yiikii tespit etmislerdir. Candida spp. ylikiiniin artmasiyla

tiikriik mikrobiyomunun ¢esitliliginin 6nemli 6l¢iide azaldigini belirlemislerdir. (P=0,001).
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Candida yiikiindeki artig ile Bacilli smifinin pozitif iligskili oldugunu, Fusobacteria,
Flavobacteria ve Bacteroidia sinifi ile negatif iliskili oldugunu bildirmislerdir. Candida spp.
yiikii yiiksek olan mikrobiyomlarin daha az gesit igerdigini ve sakkarolitik ve asidojenik
bakterilerin - streptokoklarin daha baskin oldugunu belirlemislerdir.

Monteiro—da—Silva, Araujo ve Sampio—Maia (2014) oral fungal popiilasyonun bireyler
arasinda degiskenliginin yiiksek oldugunu, ancak her fungal cinsin sikliginin 30 haftalik
gbzlem siiresi boyunca sabit kaldigini ve bireysel stabilite gosterdigini belirlemislerdir. Kiif
cinslerinden ¢ogunlukla Penicillium spp., Aspergillus spp. ve Cladosporium spp. cinslerini
izole ederken, maya cinslerinden agirlikli olarak Candida spp. ve Rhodotorula spp. cinslerini
izole ettiklerini bildirmislerdir. (Bandara, Panduwawala ve Samaranayake, 2019).

Tiikiiriik mikobiyom calismalar1 halen baslangi¢ asamasindadir. Ozellikle hem saglikls
hem de hastalikli bireylerde dogumdan yetiskinlige kadar olan degisim arastirilmasi gereken

diger bir alandir. (Bandara, Panduwawala ve Samaranayake, 2019).

2.4. Periodontal Hastalik Mikobiyomu

Dis ve onu ¢evreleyen dokunun bir kisminda ya da tiimiiniinde ortaya ¢ikan hastaliklara
periodontal hastaliklar denir. Periodontal hastaliklarin mikrobiyolojisi karmagiktir ve
genellikle periodontopatojenler normal agiz mikrobiyotasinin bir pargast olduklarindan
periodontitis endojen ya da firsatgt enfeksiyon olarak tanimlanmaktadir. Her ne kadar
periodontal hastaliklarda rol oynayan birkag anahtar periodontopatojen (kirmizit kompleks
bakteriler veya anahtar tas patojenleri olarak bilinen Bacteroides forsythus, Porphyromonas
gingivalis ve Treponema denticola) konusunda fikir birligi olsa da, bu hastaligin
patogenezini agiklamak igin daha ileri ¢alismalar gerektigini belirtmektedirler. (Casado ve
ark., 2011; Scannapieco, 2013; Sztukowska ve ark., 2018; Bandara, Panduwawala ve
Samaranayake, 2019). Bununla birlikte funguslarin periodontal hastaliklarda rol
oynayabilecegi yoOniinde arastirmalarda bulunmaktadir. (Canabarro ve ark., 2013).
Canabarro ve ark. (2013) hem saglikli hem de kronik periodontitisli bireylerde Candida
parapisilosis, Rhodotorula spp., C. dubliniensis ve C. tropicalis gibi birka¢ maya tiiriinii
belirlediklerini, ancak maya pozitif kronik periodontitis hastalarinin hepsinde sadece C.
albicans oldugunu bildirmislerdir. Peters, Wu, Hayes ve Ahn (2017) periodontal
enfeksiyonlu hastalarin Ascomycota, Basidiomycota, Glomeromycota, Chytridiomycota ve
bol miktarda siniflandirilmamis mikroorganizmalar dahil olmak iizere en az bes filuma ait
150'den fazla fungal tiir tespit ettiklerini bildirmislerdir. Hem saglikli hem de periodontal

bireylerde Ascomycota (%86,5) filumunun baskin oldugunu belirlemislerdir. Ayrica daha
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onceki ¢alismalarda oldugu gibi Candida ve Aspergillus (tiim 6rneklerden %100 prevalans),
Penicillium (%97), Schizophyllum (%93), Rhodotorula (%90) ve Gibberella (%83)
cinslerini izole ettiklerini bildirmislerdir. Hem saglikli hem periodontal olarak etkilenenler
arasinda mikobiyomun genel bilesiminde anlamli bir fark bulunmadigini bildirmislerdir.

In  vitro  c¢alismalar  Porphyromonas  gingivalis ve  Aggregatibacter
actinomycetemcomitans gibi bakteri patojenlerinin Candida tiirleri ile fiziksel olarak
etkilesime girdigini géstermistir. Ayrica hem vital olmayan C. albicans hem de hiicre duvari
bilesenleri (mannoprotein—p—glukan kompleksi) bilinmeyen mekanizmalar yoluyla P.
gingivalis'in oral mukozal hiicrelerin istilasini arttirdigini belirlemislerdir. (Tamai,
Sugamata ve Kiyoura, 2011; Bandara, Panduwawala ve Samaranayake, 2019). Baska bir
arastirma ise, A. actinomycetemcomitans tiirtiniin C. albicans hifine baglanarak ve quarum
sensing sinyalizasyonu yoluyla maya biiyiimesini inhibe ettigini bildirmislerdir. (Bachtiar
ve ark., 2014). Sztukowska ve ark. (2018) C. albicans ve P. gingivalis arasindaki
etkilesimleri karakterize etmis ve spesifik proteinlerin aracilik ettigi koadezyonun, patojenik
potansiyellerini arttirmaya yarayan, P. gingivalis tarafindan gen ekspresyonunda 6nemli
degisikliklere yol actigin1 gdstermistir. Bu, bolgeler arasi etkilesimlerin oral hastaliklar
modiile edebilecegi anlamina gelecegini belirtmislerdir. (Sztukowska ve ark., 2018).

Periodontal hastaligin etiyolojik florasinin heniiz tamamen ¢o6ziilmedigi goz Oniine
alindiginda, bu bulgular, mikobiyomun periodontal enfeksiyonlarin baslatilmasinda ve
ilerlemesinde kilit bir oyuncu oldugunu 6ne siirenlerin hipotezlerini giiglendirmektedir.

(Bandara, Panduwawala ve Samaranayake, 2019).

2.5. Endodontik Enfeksiyonlarin Mikobiyomlari

Endodontik enfeksiyonlarin bakteriyolojisi ilizerine bir¢ok calisma olmasina ragmen
kiiltiire edilemeyen floray1 ortaya ¢ikaran daha yeni tekniklerle degerlendirilen mikobiyom
hakkinda literatiir az bulunmaktadir. (Hong ve ark., 2013; Tawfik, Azab, Ahmed ve Fayyad,
2018; Bandara, Panduwawala ve Samaranayake, 2019). Hong ve ark. (2013) asemptomatik
kronik apikal periodontitis ile iligkili primer ve kalic1 endodontik enfeksiyonlarda intrakanal
mikrobiyota bakteriyel topluluk profilini GS—-FLX Titanyum pyrosequencing kullanarak
incelemislerdir. 18 numuneden yapilan analiz ile 148 cins ve siniflandirilmamis 10 filum
belirlemislerdir. Bacteroidetes filumunun hem primer hem de persistan enfeksiyonlarda en
¢ok goriilen filum oldugunu bildirmislerdir. Tawfik, Azab, Ahmed ve Fayyad (2018)
Ilumina MiSeq sequencing platform kullanarak Misir Siiveys Kanali Universitesi

Hastanesi'ndeki (Endodontik Boliim) 19 hastanin primer endodontik enfeksiyonlarin
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mikrobiyal ¢esitliligini arastirmislardir. 26 filum, 245 familya ve 705 cinse %97 oraninda
benzerlik gosteren toplam 1858 adet taksonomik birim belirlemislerdir. Dort ana filumun
Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria ve Synergistetes tiim 6rneklerde baskin oldugunu
bildirmislerdir. Cins diizeyinde ise Prevotella, Bacillus, Porphyromonas, Streptococcus ve
Bacteroides tiirlerinin baskin oldugunu bildirmislerdir. Endodontik enfeksiyonlarin
ekolojisinin aydinlatilmasinin etkili intrakanal antimikrobiyallerin gelistirilmesinde gerekli
bir adim oldugunu belirtmislerdir.

Endodontik enfeksiyonlarin mikobiyomu ile ilgili c¢alismalarin biiylik ¢ogunlugu
geleneksel kiiltiirel yontemlere dayanan arastirmalardir. (Gomes, Fidel, Fidel ve de Moura
Sarquis, 2010; Dupuy ve ark., 2014; Bandara, Panduwawala ve Samaranayake, 2019).
Gomes, Fidel, Fidel ve de Moura Sarquis (2010) pulpa nekrozlu ve periapikal lezyonlu
dislerin kok kanallarinda filament6z funguslari geleneksel yontemlerle belirlemislerdir.
Filament6z funguslari 60 ornegin 17'sinden (%28.3) izole ettiklerini bildirmislerdir.
Aspergillus spp. (ustus, granulosus, niger, sydowii) 7 ornekten (%41), Emericella
quadriluniata (Aspergillus’un seksiiel formu) 1 6rnekten, Penicillium tiirleri (implicatum,
micsynvisk, lividum ve citrionigrum) 4 6rnekten (%24), Fusarium tiirleri (moniliforme ve
melanochorum) 2 ornekten (%24), Aureobasidium pullulans 1 o6rnekten, Exophiala
jeanselmei 1 ornekten, Eurotium amstelodame 1 ornekten ve Cladosporium
sphaerospermum 1 ornekten izole ettiklerini bildirmislerdir. Pulpa nekrozlu dislerin ve
periapikal lezyonlarin kok kanallarinda filamentdz funguslar i¢in pozitif kiiltiir
olusturdugunu bildirmislerdir. Persoon ve ark. (2017) ise Candida ve Malassezia cinslerinin
alt1 enfekte olmus kanaldan toplanan endodontik numunelerden en sik izole edilen funguslar
oldugunu belirtmislerdir. Az sayida numune almalarina ve izole edilen fungus ¢esitliliginin
diisik olmasma ragmen, en yaygimn izolatlarin Candida, Cladosporium, Epicoccum,
Malassezia ve Saccharomyces cinsleri oldugunu bildirmislerdir. Bu veriler ile tikiiriik
mikobiyomunun verileri benzerlik géstermektedir (Ghannoum ve ark., 2010; Dupuy ve ark.,
2014), bu nedenle oOrnek toplama yOntemlerinin dogrulugunu ve Dbiitiinligiini
degerlendirmelidirler. Persoon ve ark. (2017) ve Persoon, Crielaard ve Ozok (2017) Candida
tiirlerinin baskin oldugu kok kanali enfeksiyonlarinda funguslarin %7,5 oraninda yaygin
oldugu sonucuna varmustir. Literatiire bakildiginda, zengin bir mikobiyotanin var
olabilecegi, endodontik enfeksiyonlara neden olabilecegi ve enfekte olmus kok kanali
mikobiyomunun kapsamli bir resminin, yeni teknolojinin kullanimi yoluyla kesfedilmeyi

bekledigini gostermektedir. (Bandara, Panduwawala ve Samaranayake, 2019).
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2.6. Cesitli Hastaliklar ve Oral Mikobiyom ile iliskisi

Kiiresel olarak gittikge yaslanan bir popiilasyonun agiz saghiginda ciddi problemler
olusmaktadir ve oral homeostaz bozulmaktadir. C. albicans ve C. dublinensis tiirleri ise
immiin sistemi baskilanmis konakgilarda oral kandidiyazise neden olmaktadir. Ote yandan,
periodontitis de oral bakteriler ile konak¢1 savunma mekanizmalar1 arasindaki dengede bir
degisiklik ile indiiklenmektedir. (Schorling, Kortinga, Froschb ve Miihlschlegel, 2010; Cho,
Nagao, Imayoshi ve Tanaka, 2014).

HIV (human immunodeficiency virus) enfeksiyonu gibi immiin fonksiyon bozuklugu
kosullar1 altinda, C. albicans, mukozal ve yayilmis enfeksiyonlara neden olan firsatgi
patojenler haline gelebilmektedir (Metwalli, Khan, Krom ve Jabra—Rizk, 2013). Ozellikle
HIV hastaliginda ve 16semik hastalarda yeni teknolojiler kullanan, risk altindaki hastalarda
mikobiyotayr degerlendiren g¢alismalar bulunmaktadir. Antiretroviral tedavi kullanimina
ragmen, HIV ile enfekte olmus bireylerde oral kandidiyazis insidansi nispeten yaygin bir
bulgudur (Samaranayake, 2009; Thompson ve ark. 2010; Patel ve ark. 2012; Maurya ve ark.,
2013, Bandara, Panduwawala ve Samaranayake, 2019). Kaynak bakimindan zengin
tilkelerdeki HIV—pozitif deneklerde oral kandidiyazislerin en yaygin ajaninin C. albicans
oldugunu bildirmislerdir (Kwamin, Nartey, Codjoe ve Newman, 2013; Cho, Nagao,
Imayoshi ve Tanaka, 2014). Ek olarak periodontal hastaligi olan HIV—pozitif deneklerde
oral ve subgingival orneklerden en sik C. albicans tiirlerinin elde edildigi bildirilmistir
(Jabra-Rizk ve ark., 2001; Cho, Nagao, Imayoshi ve Tanaka, 2014). HIV-seropozitif
hastalarin subgingival plaklarindaki Candida tiirlerinin prevalansinin immiinokompetan
deneklerden daha fazla oldugunu belirtmislerdir (Feller ve Lemmer, 2008; Cho, Nagao,
Imayoshi ve Tanaka, 2014).

HIV-pozitif deneklerde oral C. albicans tasima oraniin kontrol deneklere gore daha
yiiksek oldugu ve 200-400 CD4" hiicre sayisi/uL olan hastalarda maya tagiyiciliginin daha
yiiksek oldugunu belirlemislerdir (Vargas ve Joly, 2002; Cho, Nagao, Imayoshi ve Tanaka,
2014). Oral kandidiyazis kotiilesen CD4" hiicre sayisinin habercisi ve HIV ile enfekte olmus
durumun AIDS'e gegisi olarak kabul edilir (Bandara, Panduwawala ve Samaranayake,
2019).

Bir pyrosequencing yaklasimi kullanarak, Mukherjee ve ark. (2014) HIV-enfekte
bireylerin oral mikobiyomlarini saglikli bir kohortla karsilastirmistir. Iki grup arasinda oral
mikobiyom bilesiminde bakterilerinden farkli olarak, 6nemli farkliliklar gostermistir. HIV
ile enfekte hastalar yliksek sayida Candida (%92; en bol miktarda), Epicoccum ve Alternaria

cinslerini tasirken, saglikli bireylerin Candida (%58), Pichia ve Fusarium cinslerini
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tasidigini bildirmislerdir. Candida ve Penicillium her iki grupta da yaygin iken, Candida
cinsinin HIV hastalarinda daha sik goriildiigiinii bildirmislerdir. flging bir sekilde, Pichia
cinsinin HIV ile enfekte olmus bireylerde Candida, Aspergillus ve Fusarium tiremesini
inhibe ettigini belirlemislerdir. Ek olarak Pichia cinsinin Candida biyofilm olusumunu da
inhibe ettigini belirlemiglerdir. Sonug olarak funguslar arasinda potansiyel bir negatif iligki
oldugunu ortaya koydu. Aksine, Aas ve ark. (2007) 14 HIV pozitif olguda diseti iltihab1
(n=5), periodontit (n=8) ve dogrusal diseti eritemi (n=1) ile iligkili baskin bakteriyel ve
fungal tiirleri karsilastirmislardir. Numuneleri supra ve subgingival plaktan swap ile elde
etmislerdir. Klasik periodontal patojenler olan Treponema denticola, Porphyromonas
gingivalis ve Tannerella forsythia bulunmadigini belirlemislerdir. Baskin bakteri tiirlerinin
potansiyel firsat¢i patojenler olan Gemella, Dialister, Streptococcus ve Veillonella oldugunu
belirlemiglerdir. Viral yiikleri diisiik ve CD4" diizeyi yiiksek periodontitisli olan 4 kisiden
2'sinde C. albicans tiiriiniin baskin oldugunu ve Saccharomyces cerevisiae tiiriiniin ise kiigiik
bir bilesen oldugunu belirlemislerdir. Sonugta Aas ve ark. (2007) HIV ile enfekte olmus
bireylerde subgingival plakta sadece iki mantar tiiriinii, C. albicans ve S. cerevisiae tiirlerini
belirlemislerdir. Daha kii¢lik 6rneklem biiyiikliigli ve mikrobiyal izolasyon, tespit ve dizilim
tekniklerindeki farkliliklar bu farkli sonuglara yol agmis olabilir (Cho, Nagao, Imayoshi ve
Tanaka, 2014; Bandara, Panduwawala ve Samaranayake, 2019).

Konagin, genetik polimorfizmlerini ve mikobiyomun etkilesimlerini degerlendiren tek
bir ¢alisma var. Shelburne ve ark. (2015) invaziv mukormikozlu 16semik bir hastada oral
orneginde Mucor velutinosus DNA’sin1 izole etmisler ve konakg¢i—mikrobiyom—mikobiyom
ticliisiiniin  kompleks hastaliklarin paotegenizinin anlagilmasinda 6nemli olabilecegini
belirtmislerdir. Burada, agiz boslugu veya insan viicudunun diger bolgelerinde konakei-
mikobiyum etkilesimlerinin heniiz kesfedilmemis olmasi1 ve mevcut verilerin en iyi sekilde

gecici ve seyrek olmasi dikkat ¢ekicidir. (Bandara, Panduwawala ve Samaranayake, 2019).

2.7. Oral Mikobiyom ve Oral Karsinom

Oral kanser ¢ok faktorlii bir hastalik olmasina ragmen, Candida ile enfekte olan oral
lezyonlarin malign transformasyon i¢in daha yiiksek bir egilime sahip oldugunu gosteren
bazi raporlar vardir (Fitzpatrick ve Katz, 2010; Sankari, Gayathri, Balachander ve Malathi,
2015; Gholizadeh ve ark., 2016;).

Oral skuamoz hiicreli karsinom (OSCC), tiim oral kanserlerin %90'idan fazlasini

olusturmaktadir. OSCC genellikle diinyadaki en yaygin sekizinci kanser olarak kabul
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edilmektedir ve Giiney—Orta Asya'daki en yaygin {li¢ kanser arasindadir. Terapotik
ilerlemelere ragmen, hayatta kalma orani yaklasik %50'dir, bu da OSCC'yi en yikici
malignitelerden biri haline getirmektedir. (Healy ve Moran, 2019). Son NGS verileri, Perera
ve ark. (2017) yaptiklar1 ¢alismada OSCC’de tiir zenginliginin ve gesitliliginin énemli
o6l¢iide diisiik oldugunu, genellikle OSCC’de Candida, Hannaella ve Gibberella cinslerinin
bulundugunu, fibroepitiyal poliplerde ise Alternaria ve Trametes cinslerinin daha fazla
bulundugunu belirlemislerdir. Tiir bazinda ise OSCC’de Candida albicans, Candida
etchellsii ve Hannaella luteola benzeri tiirlerin bulundugunu, fibroepitiyal poliplerde ise
Hanseniaspora uvarum benzeri tiirler, Malassezia restitta ve Aspergillus tamarii tiirlerinin
daha fazla bulundugunu belirlemislerdir. Sonug olarak, OSCC ile iligkili olarak C. albicans
tiirliinlin egemen oldugu bir disbiyotik mikobiyomun daha fazla arastirilmasi gerektigini
belirtmislerdir.

Gainza—Cirauqui ve ark. (2013) potansiyel kanserojen oral hastaliklardan izole edilen
C. albicans tiirlerinin belirli bir miktarda mutajenik asetaldehit tirettigini belirlemislerdir.
Sigara igmek ve alkol tiiketiminin kandidal mutajenik asetaldehit metabolizmasin
arttirdigini  bildirmislerdir. Sonug¢ olarak, kanserojenlik olusturan mekanizmalar,
nitrozaminler ve/veya asetaldehit gibi Candida tarafindan kanserojen bilesiklerin
tiretilmesini igerebilir (Meurman ve Uittamo, 2008; Pereira, Seneviratne, Koga—Ito ve

Samaranayake, 2018; Bandara, Panduwawala ve Samaranayake, 2019).

2.8. Candida spp.

Candida terimi, beyaz anlamina gelen Latince candid kelimesinden gelmektedir.
Candida'nin sporlari, insan mikrobiyotasinda bulunan, dimorfik, zararsiz veya konagin
bagisikligr zayifladiginda invazif patojenik pseudohif haline gelen kommensal bir maya
tirtidiir. (Li, Redding ve Dongari—Bagtzoglou, 2007; Byadarahally Raju ve Rajappa, 2011).

Bu endojen bilesenin hastaliga neden olan patojene c¢evrilmesi, diger bulasici
hastaliklarin ¢oguyla karsilastirildiginda olduk¢a benzersiz olan organizmanin kendisinin
patojenik ozelliklerinden bagka faktorlerle iliskilendirilebilir ve organizmalarin viriilansinin
patogenezdeki anahtar faktor oldugu kabul edilmektedir. Bu nedenle Candida tiirleri firsatg1
patojenlerdir. Candida enfeksiyonlarinin ne yiizeysel ne de sistematik formlarmin altta yatan
patolojilerin yoklugunda baslatilamadigi soylenebilir. (Byadarahally Raju ve Rajappa,
2011).

Pek ¢ok Candida tiirii bulunmaktadir. Bu tiirler arasinda C. albicans, C. glabrata, C.

dubliniensis, C. guilliermondii, C. krusei, C. lusitaniae, C. parapsilosis, C. tropicalis ve C.

13



kefyr tiirleri en yaygin olanlaridir. Ancak hem agiz kavitesinden geri kazanilan hem de
komensal durumda olan ve kandidoz vakalarindan sorumlu olan en yaygin tiir ise C.
albicans'tir. Bu tiirlin tiim oral maya izolatlarinin %80'inden fazlasini1 olusturdugu tahmin
edilmektedir. (Li, Redding ve Dongari—Bagtzoglou, 2007; Byadarahally Raju ve Rajappa,
2011; Criseo, Scordino ve Romeo, 2015).

Son yillarda, firsatg1 patojen olan Candida tiiriiniin neden oldugu enfeksiyonlara ilgi
artmistir. Candida'nin artan 6nemi kismen HIV enfeksiyonunun ortaya ¢ikmasi ve
immiinosupresif kemoterapinin daha yaygin kullanimi ile ilgilidir. Candida tiiriiniin
enfeksiyona neden olan suslarinin tanimlanmasi 6nemlidir, ¢linkii Candida tiirlerinin hem
enfeksiyona neden olma kabiliyetleri hem de antifungal ajanlara olan duyarliliklar
farkliliklar gostermektedir. (Samaranayake, 2009; Byadarahally Raju ve Rajappa, 2011).

C. albicans ile birlikte, Candida albicans dis1 tiirlerin insan hastaliklarindaki onemi de
belirlenmistir. C. glabrata ve C. krusei, baz1 antifungal ajanlara kars1 artan direnglerinden
dolay1 dikkat ¢eken tiirlerdir. C. dubliniensis ise patojenik olarak tanimlanmig diger bir
tiirdiir, ilk olarak 1995 yilinda HIV ile enfekte olmus bireylerde oral kandidoz vakalarindan
C. albicans ile birlikte izole edildigi bildirilmistir. (Byadarahally Raju ve Rajappa, 2011).

2.8.1. Candida Tiirlerinin Patojenik Ozellikleri

Candida tiiriiniin zararsiz mikroorganizmadan patojenik mikroorganizmaya gegisi
karmagiktir ve c¢esitli viriilans faktorlerinin ekspresyonuna yol agan ince c¢evresel
degisikliklerle ilgilidir. Hem konake¢1 hem de kandidal faktorlerin birlesimi oral kandidozun
gelismesine kati saglamaktadir. Kandidozda Candida tiirlerinden bagimsiz olarak, Candida
tiirlerinin saglikli bireylerinin mukozal yiizeylere tutunmasi viriilans: etkileyen 6nemli bir
faktordiir. Bu ozellikle, mikroorganizmanin yemek borusuna dogru nispeten sabit bir
tikiiriik akisinin mekanik yikama etkisine dayanmasi gereken agiz boslugunda énemlidir.
(Byadarahally Raju ve Rajappa, 2011). Agiz boslugunda, C. albicans ve oral bakteriler
arasindaki bag C. albicans kolonizasyonu ve kalicilig1 i¢in ¢ok 6nemlidir. (Metwalli, Khan,
Krom ve Jabra-Rizk, 2013)

Candida tiirii i¢in baskin bir viriilans faktorii belirlenememesine ragmen enfeksiyon
siirecinin gelismesinde bazi faktdrler rol oynamaktadir. Ozellikle C. albicans tiiriiniin maya
ve hifal formlar arasinda morfolojisini degistirme yetenegi patogenezine katki saglamaktadir
(Metwalli, Khan, Krom ve Jabra—Rizk, 2013). Diger viriilans faktorleri ise; Candida
tirlerinin oral ylizeylere (6rnegin nispi hiicre yiizeyi hidrofobikligi ve spesifik adezin

molekiillerinin varligl) yapismasi, konak¢i immiin savunma mekanizmalarina (6rnegin
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yiiksek frekansl fenotipik anahtarlama ve morfolojik gecis) karsi koyma kabiliyeti; konakg1
hiicrelere zarar verebilecek hidrolitik enzimlerin (6rnegin salgilanmig aspartil proteinazlar
ve fosfolipazlar) salinimidir. Candida albicans tiirii ile ilgili viriilans faktorleri Tablo 2.1°de

verilmistir. (Byadarahally Raju ve Rajappa, 2011).

Tablo 2.1: Candida albicans ile iligkili viriilans faktorleri (Byadarahally Raju ve Rajappa,

2011)

Viriilans Faktorii

Etkisi

Aderans (yapisma)

Bagil hiicre ylizeyi hidrofobikligi
Hiicre yiizeyi yapisma molekiillerinin
ifadesi

Konak savunmasindan kagma

Yiiksek frekansli fenotipik anahtarlama

Hifal gelisimi

Salgilanan aspartil proteaz iiretimi

Tamamlayici molekiillerin baglanmasi
Konak dokusunun istilas1 ve imhasi

Fosfolipaz tiretimi

Agizda tutulmay1 tesvik eder

Spesifik olmayan aderans siireci
Ozel aderans mekanizmalarini kolaylastirir

Agizda tutulmay1 tesvik eder

Hiicre yiizeyi degisimleri ile antijenik
modifikasyon

Fagositoz olasiligin1 azaltir; mayanin
fagositten kagmasina izin verir

Oral epitel isgali tesvik eder

Salgilanan IgA yikimi

Konak hiicre ve hiicre dig1 matris hasari
Antijenik maskeleme

Patojenligi arttirir

Konaker hiicrelerin zarar gormesi

2.8.2. Oral Kandidoz, Patojenitesi ve Etkenleri

Cogu birey i¢in mayalar oral mikrobiyotanin bir parcasidir ve sadece bir firsat ortaya
cikarsa enfeksiyona neden olmaktadir. Saglikli bireylerde bulunan mayalar tiikiiriik ya da
oral mukozadaki spesifik veya spesifik olmayan savunma mekanizmalar1 ve ¢ok cesitli
rekabetei oral mikroorganizmalar tarafindan baskilanmaktadir. Giinliik iyi agiz hijyeni ve
oral biyofilmlerin mekanik olarak bozulmasi enfeksiyonun engellenmesinde 6nemli bir role
sahiptir. Bu nedenle oral kandidoz, bozulmus lokal veya sistemik savunma mekanizmalari,
degisen oral mikrobiyota veya kétii oral hijyenin sonucu olarak olusabilmektedir. Ornegin,
bebeklerde oral pamukguklar genellikle oral mikrobiyotanin ve bagisiklik savunma

mekanizmalarinin olgunlasmamasindan kaynaklanmaktadir. Ilac tedavisi veya radyoterapi
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sebebiyle azalmis tiikiiriikk sekresyonu, humoral veya hiicre aracili immiinitenin primer veya
sekonder yetersizlikleri, yaslilik, beslenme yetersizligi, lokal mukozal hastaliklar (6rnegin
liken planus) ve genis spektrumlu antibiyotiklerin kullanimi, bilinen predispozan (olasilig1
artiran) faktorler arasindadir. Oral ortamin asitliginin artmasi ise Candida tiirlerinin ¢ok
diisik pH seviyelerini tolere etmesi ve lireyebilmesi dolayisiyla, bakteriyel iiremenin
baskilanarak, mayalarin liremesine uygun hale getirebilir. Bu nedenle, tedavi edilmemis
gastrodzofagiyal reflii; dilin arka boliimii, bogaz ve yemek borusunun kandidozisi igin
predispozan bir faktordiir. Oral kandidoz ayrica HIV enfeksiyonu veya diyabet gibi tanisi
konmamig ve/veya dogru kontrol edilmeyen sistemik bir hastaligin belirtisi de
olabilmektedir. (Rautemaa ve Ramage, 2011).

Mayalar; yapay malzemelerin yilizeylerine yapigsmayi saglayan bazi faktorlere sahiptir.
(Byadarahally Raju ve Rajappa, 2011; Rautemaa ve Ramage, 2011). Disler, dis dolgular1 ve
protezler, ortodontik aletler, dil takilar1 ve agiz boslugunda mevcut olan bir endotrakeal tiip
gibi ¢gesitli yapay ve dogal olmayan yiizeyler eger diizenli olarak iyi sekilde temizlenmezse
maya rezervuari olabilmektedir. Bu ylizeylerde, mayalar antimikrobiyal tedaviye direncli ve
yiiksek mukozal iltihaplanmalarla iligkili oldugu bildirilen kompleks kandidia-bakteriyel
biyofilm konsorsiyumu hizlica olusturabilmektedir. Oral kandidozis tedavisi i¢in bu gibi
faktorler g6z oOniinde bulundurulmali, aranmali ve tanimlanmali ve bunlarin ydnetimi
tedavinin ayrilmaz bir parcasi olmalidir. Onleyici faktérlerin ve biyofilm yapisinin kontrolii
olmadan antimikrobiyal tedavi niiksle sonuglanacaktir. (Rautemaa ve Ramage, 2011).

Oral kandidoz temel olarak iki gruba boliinmiistiir. Grup I veya birincil oral kandidozda
deri veya diger mukozalara tutulum olmadan agiz boslugunda lokalize lezyonlar olmaktadir.
Grup Il veya sekonder oral kandidozda ise deri gibi diger ekstraoral bolgelerin yani sira
agizda lezyona neden olanlardir. (Byadarahally Raju ve Rajappa, 2011). Oral kandidozlarin

siniflandirilmasi Tablo 2.2°de verilmistir.

Tablo 2.2: Oral kandidoz siniflandirilmasi (Byadarahally Raju ve Rajappa, 2011).

Primer oral kandidoz (Grup I) Sekonder oral kandidoz (Grup 1)
Ps6domembrandz (6zellikle akut) Ailesel kronik mukokutandz kandidoz
Eritemli (akut / kronik) Diffiiz kronik mukokutandz kandidoz

Hiperplastik (6zellikle kronik)
Q) Plak benzeri Kandidoz endokrinopati sendromu
(i)  Nodiiler / benekli

Candida ile iliskili lezyonlar Ailevi mukokutandz kandidoz
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Takma dis stomatitleri Siddetli kombine immiin yetmezlik
Agcisal cheilitis Di George sendromu
Medyan eskenar dortgen glossit Kronik graniilomat6z hastalik
Kazanilmig bagisiklik yetmezligi sendromu

Dogrusal digeti eritemi .
(AIDS)

Candida albicans, oral kandidozun en yaygin nedeni olmakla birlikte C. glabrata, C.
parapsilosis, C. krusei ve C. tropicalis gibi tiirler de genellikle enfeksiyonlardan izole
edilmektedir. Tim kandidal tiirler mukozite neden olmasima ragmen, tiirlerin bulunma
sikligir ve antifungal duyarliliklar1 farkliliklar gostermektedir. Konakg1 yiizeylere yapisma,
morfolojik transformasyon ve hiicre dis1 enzim tretimi gibi gesitli viriilans faktorleri
biyofilm olusumunda olduk¢a oOnemlidir ve Candida tiirlerinin patogenizine katki
saglamaktadir. Kandidal tirlerin ¢ogu in vivo ortamda mayanin mukozal yiizeye
yapigsmasinin yani sira oral epitel ig¢ine niifuz etmesine yardimci olan hifal yapilar
olusturmaktadir. Fakat C. glabrata tirii hifal yapilar iretmez, ancak immiin sistemi
baskilanmis hastalarda kan enfeksiyonlarina neden olmaktadir. C. glabrata tiirii yash
kisilerin agiz boslugunda daha sik goriilmektedir. Onemli olarak, klinik izolatlar arasinda
azol antifungallerine karsi direngli C. glabrata ve C. krusei klinik izolatlar1 daha ¢ok
bulunmaktadir, fakat azol antifungallerine karsi direngli C. albicans neredeyse hig
bulunmamaktadir. Bu durum ozellikle birden fazla azol antifungal kullanma 6ykiisii olan
yiiksek riskli hastalarda olduk¢a 6nemlidir. Bu nedenle oral kandidoza neden olan tiiriin
dogru mikrobiyolojik tanimi ve uygun antifungal ilacin se¢imi olduk¢a Onemlidir.
(Rautemaa ve Ramage, 2011).

Samaranayake, MacFarlane ve Williamson (1987) yaptiklari bir ¢alismada ticari olarak
mevcut olan Chrome agarin dnciisii olan Pagano—Levin agar gibi bir farkli diferansiyel ortam
kullanarak, hasta popiilasyonunda multispesifik Candida'nin oral tasginmasini gostermistir.
Kohortlarindaki oral Candida enfeksiyonlarinin %15'inin polimikrobiyal oldugunu ve
karisik Candida tiirlerinin neden oldugunu belirtmislerdir (Samaranayake, MacFarlane ve
Williamson, 1987). Daha sonraki ¢alismalar bu bulgular1 dogrulamistir (Samaranayake,
2009). ikinci calismalarmi tamamen fenotipik analizlerle, laboratuvar kiiltiirii ve tiir
tanimlamasi ile ger¢eklestirmislerdir. (Bandara, Panduwawala ve Samaranayake, 2019).

Imabayashi ve ark. (2016) ITS1 bolgesinin gelecek nesil dizilimini kullanarak,
kandida enfeksiyonlu hastalarda bulunan Candida tiirii ile birlikte bulunan fungus tiirlerini

belirlemek i¢in mikobiyomu incelemiglerdir. Psddomembrandz oral kandidiyazis
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hastalarinda saglikli kontrollere kiyasla goreceli olarak daha diisiik fungal tiir bollugu
bulundugunu belirtmislerdir (Imabayashi ve ark., 2016). Test ile kontrol denekleri arasinda
45 ortak fungus tirii bulmuslardir. Bununla birlikte, sadece 22 ilave fungus tiirii
psddomembranéz kandidiyazis hastalarindan izole edilirken, saglikli bireylerden 41 ilave
mantar tiirii izole etmislerdir. Psédomembrandz kandidiazisli hastalarda C. dubliniensis, C.
parapsilosis, Wallumia sebi, Rhodosporidium babjevae, C. krusei, Antrodiella micra,
Cladosporium sphaerospermum ve Sporidiobolales tiirlerinin yogun olarak bulundugu,
saglikli bireylerde ise Exophiala equina, Cladosporium halotolerans ve Agaricomycetes
tiirlerinin yogun olarak bulundugunu bildirmislerdir. (Imabayashi ve ark., 2016). Candida
tiirleri hem saglikli hem de kandidiyazisli iki grupta da bulunurken, C. dubliniensis’in
kandidiyazisli grupta daha fazla bulundugunu belirlemislerdir. Arastirmacilar, saglikli ve
kandidiyazis gruplarinin mikobiyomlarinda belirgin bir fark bulunmadigini ve hastaligin
patogenezinin, mikrobiyal sus farkliliklarinin, patojenik potansiyelin ve konakg¢1 bagigikligin
etkilesiminin bir sonucu olabilecegini belirtmislerdir. (Shelburne ve ark., 2015; Bandara,

Panduwawala ve Samaranayake, 2019).

2.8.3. Oral Kandidozun Ayirici Tamsi

[ltihapli mukozadaki beyaz plaklarin ve oral kandidoz disindaki oral mukozadaki eroziv
eritroplakik ve 16koplakik lezyonlarm birgok olasi nedeni bulunmaktadir. Ornegin, soguk
algimhigr sikayeti bulunan hastalarda eritem ve oral mukozanin agrisini igeren spesifik
olmayan oral semptomlar olabilmektedir. Agiz bakim iriinlerine alerji de maya
enfeksiyonuna benzer semptomlara ve enflamasyona neden olabilir. Oral liken planus gibi
bir mukozal veya mukokutandz hastaligin klinik tablosu da oral kandidoza
benzeyebilmektedir. Bazi ilaglar (metotreksat, sitotoksik ilaglar) eritem ve oral mukozanin
tilserasyonuna neden olabilmektedir. Oral iilser ise agiz kanserine neden olabilmektedir.
(Rautemaa ve Ramage, 2011). Bu nedenle, oral kandidozun klinik teshisi klinik bulgulara
gore yapilmaktadir, diger mukozit nedenleri var oldugunda mantar kiltiri ile
dogrulanmalidir. Bunun i¢in Candida spp. mevcut olabilecegi durumlari tanimlamak ve
6l¢mek i¢in miimkiinse mikrobiyolojik 6rnekler alinmali ve antifungal duyarlilik testi i¢in

izolatlar saklanmalidir. (Byadarahally Raju ve Rajappa, 2011; Rautemaa ve Ramage, 2011).

2.8.4. Oral Biyofilm
Oral dental dokular1 olugturan mine, dentin ve sementum tabakalar1 oral kati yiizeyi

mikrobiyal hiicrelerin baglandig1 bir zar ile kaplanmaktadir. Birincil kolonizatorler ve ikincil
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mikroorganizmalar, dislerin yilizeyinde birbirine yapigmaktadir ve kolektif bir fizyolojiyle
bir topluluk olusturan bir ekzopolisakkarit matrisi olusturmaktadir. Dis plagi olarak bilinen
ortaya ¢ikan biyofilm, dis ve dis eti dokularinda dis hastaliklarina yol agan yiiksek
konsantrasyonlarda mikrobiyal metabolitleri olusturmaktadir. Bu karisik biyofilmlerdeki
cesitli tiirler arasindaki etkilesimler, kiimelesme olarak bilinen oral fenomenin organizma
tutulmasin1  kolaylastirmaya yarayan bir organizmanmn varligi diger patojenik
mikroorganizmalar i¢in bir nis olusturmada sinerjistik etkiye sahip olabilir. Biyofilmdeki
bakteriler her zaman metabolik olarak aktiftir, bu da pH'ta dalgalanmalara ve diste mineral
kaybina neden olmaktadir, sonugta dis sert dokularinin ¢dziilmesi ve dig ¢iiriigli olarak
bilinen lezyonlarin olusumu ile sonuclanmaktadir. ilging bir sekilde, bir organizma
tarafindan bir metabolit atilmasi, diger organizmalar tarafindan bir besin maddesi olarak
kullanilmast ve bir substratin bir organizmanin enzimatik aktivitesi ile parcalanmasi farkl
organizmalar i¢in substratlar olusturmasi dolayisiyla oral bakteriler arasinda metabolik bir
iletisim oldugu bildirilmistir. (Metwalli, Khan, Krom ve Jabra—Rizk, 2013; Krom, Kidwai
ve Ten Cate, 2014).

Biyofilmler, kendiliginden iiretilen koruyucu bir hiicre dis1 matriks igine alinmus,
yiizeyle iliskili ve/veya birbirine baglanmis yiiksek yapilanma gosteren mikroorganizma
topluluklaridir. Biyofilmler tipik olarak antibiyotikler ile ters iliskilidir ve genellikle konakg1
immiin faktorlerinden etkilenmemektedir. Agiz boslugu, Candida tiirlerinin hastaliga neden
olmasinda kilit bir rol oynayan bir mikrobik yasam tarzi i¢in en uygun ortami temsil
etmektedir. Hif ve ekstrapolimerik materyaller yapisal biitiinliik, yapiskanlik kapasiteleri ve
antifungal direnclere katkilari nedeniyle biyofilm olusma modelinin temelini
olusturmaktadir. Ek olarak, hiicre dis1 proteolitik ve lipolitik enzimlerin salinimi
patojenitelerine katki da saglamaktadir. Son zamanlarda, biyofilm olusumunun kontrolsiiz
tip 1 diyabetli hastalarda bazi1 C. albicans izolatlarinin proteinaz aktivitesi ile pozitif iliskili
oldugu da bildirilmistir. Bu inat¢1 yapilar, bitisik mukozanin ayni anda iltihaplanmasina
neden olurken kandidal suslarin canli kalmasina yardimci olan avantajlar saglamaktadir.
Biyofilm fenotipi ile patojenite arasindaki iliski, yogun bakim ortaminda biyofilm olusturma
kabiliyeti ile 6liim orani arasinda anlamli bir iligki oldugu bildirilen raporlarda bildirilmistir.
Bu nedenle, agiz saglig1 planlanirken tiim saglik calisanlarinin biyofilmlerin etkilerini gz
oniinde bulundurmalari olduk¢a oOnemlidir. Tekrarlayan veya direncli olmayan oral
kandidoz, yenilenmeyen oral yiizeylerdeki biyofilmlere dikkat edilmemesinin sonucudur.

(Rautemaa ve Ramage, 2011).
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2.8.5. Ornekleme ve Izolasyon yontemleri

Mayalar, agiz boslugu yiizeylerini oldukca diizensiz bir sekilde kolonize etmektedir.
Mikrobiyolojik analiz i¢in materyal, aktif hastalik siirecini temsil eden bir sahadan
alinmalidir. Bir klinik muayenede agiz acik iken birbirinden uzak goriinen agiz boslugu
bolgeleri anatomisi nedeniyle agiz kapandiginda yakin temasta olabilmektedir. Mukoza
iltithabina neden olan maya kiitlesinin etkilenen mukozaya yapismadigi, bunun yerine bir
biyofilm olarak yenilenmeyen bitisik bir yiizeyde (dis, protez) biliylimesi miimkiindiir.
Ornegin, bir dil iilserinden toplanan bir numuneden elde edilen maya iireme miktar1 ¢ok az
olabilir fakat bitisik dislerin lingual ylizeyinden toplanan 6rneklerde iireme miktar1 ¢ok
olabilmektedir. Bu nedenle, bir oral mantar kiiltiirii ile ilgili laboratuar raporunun
yorumlanmasi, tam drnekleme yerinin bilgisi olmadan miimkiin degildir. Yine hastanin oral
hijyeni zayifsa, maya bulgusu herhangi bir iltihaplanma belirtisi olmadan agir olabilir. Ornek
toplama ve raporun yorumlanmasi bu nedenle dikkate alinmasini gerektirir. (Rautemaa ve
Ramage, 2011).

Agizdan ornek toplama yontemleri 6nemlidir. Candida tiirlerinin agiz boslugu i¢inde
izolasyonu i¢in mevcut olan drnek toplama yontemleri arasinda smear, swab, baski kiiltiirii,
biitiin tiikiiriigiin toplanmasi, konsantre oral durulama ve mukozal biyosi sayilabilir.
Ornegin, lokalize enflamasyon alanlar1 veya siipheli enfeksiyon rezervuarlar1 gibi lezyonun
belirlendigi ve ulagabilir oldugu durumlarda, lezyonun i¢inde bulunan mikroorganizmalar
hakkinda bilgi saglayacagindan siklikla oral swab veya baski kiiltiirii gibi dogrudan
ornekleme yontemi tercih edilmektedir. Etkilenen mukozay1 6rneklemenin yani sira bitigik
olarak yenilenmeyen bir yiizeyi (protez dis) Orneklemek de gerekmektedir. Bu protez
stomatit vakalarinda dnemlidir. Oral durulama, protez stomatit gibi hastaliklar i¢in uygun
ornek toplama yontemidir. Lezyonun belirlenemedigi ya da ulasilmasi zor oldugu
durumlarda biitlin tiikiiriik kiiltiirii ya da oral durulamaya dayanan dolayli 6rneklem daha
kabul edilebilmektedir. Fungus yiikiiniin kantitatif tahmini i¢in baski kiiltiirii, konsantre oral
durulama ve biitiin tiikiiriik kiiltiirii kullanilmaktadir. Konsantre oral durulama drnekleri ise
temiz durulama Orneklerinden ve baski kiiltiirlerinden daha hassastir. Ayrica, protezin
dogrudan sonikasyonunun kullanilmasi, kandidal biyofilm enfeksiyonunun hem miktarini
hem de 6zelliklerini 6nemli lgiide arttirmaktadir. Her yontemin kendine 6zgii avantaj ve
dezavantajlar1 vardir ve Ornekleme tekniginin se¢imi Oncelikle arastirilacak lezyonun
dogasina gore belirlenmelidir. Bu ornekleme teknikleri, kolonizasyon ve enfeksiyon
arasindaki ayrimda faydali olan kompleks oral mikolojik ekolojinin kesin bir yansimasini

saglamaktadir. Bu 6rneklerin analizi, numune igindeki mayalarin miktar1 ve tiiriiniin bir
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tahminini saglamaktadir. Tablo 2.3’de 6rneklem yontemlerinin avantaj ve dezavantajlari

verilmistir. (Byadarahally Raju ve Rajappa, 2011; Rautemaa ve Ramage, 2011).

Tablo 2.3: Agiz boslugundan Candida tiirlerinin izolasyon metotlari, avantaj ve
dezavantajlar1 (Byadarahally Raju ve Rajappa, 2011).
izolasyon metodu Avantaj Dezavantaj

e el . . . Numunenin toplanmasi ile ilgili sorunlar
Biitiin tiikiiriigiin  Hassas; canli mikrorganizmalar izole p &

ortaya cikabilir; bolgeye 6zgiin degildir.

kiiltiirii edilir
Konsantre oral Nicel; canli mikrorganizmalar izole Bazi hastalar durulama kullanmakta
durulama edilir zorlaniyor; bolgeye 6zgiin degildir.

Kullanimi kolay; canli

mikrorganizmalar izole edilir, bolgeye

Swab Standartlastirmak zor

ozglidiir.

Canl1 hiicreler belirlenemez; tiir kimligi

Smear Kullanimi kolay; kiiltiire bagl degildir kolayca dogrulanamaz

Nicel; canli mikrorganizmalar izole
Baska kiiltiirii edilir Bazi bolgeleri igin 6rneklemesi zordur
Bi : Kronik hiperplastik kandidoz i¢in Invazif ve diger kandidoz formlari icin

iyopsi o
uygundur uygun degildir

Swab: Bir lezyon bolgesine swabin siiriilmesi ile Candida iiremesi belirlenmesi
saglanabilmekte ve yar1 kantitatif sonuglar elde edilebilmektedir. Ornekleme yaklagimu ise
steril bir pamuklu ¢ubugu lezyon dokusu iizerine hafifce siirtmeyi ve daha sonra Sabouraud
Dekstroz Agar (SDA) gibi bir birincil izolasyon ortamina ekimi igermektedir. (Byadarahally
Raju ve Rajappa, 2011).

Konsantre Oral Durulama: Agizda calkalama tekniginde, drnek alinacak kisinin 1
dakika boyunca agizda 10 mL steril PBS (0.01M, pH7.2) ¢alkalamasi gerekmektedir. Cozelti
daha sonra santrifiijleme ile konsantre edilir (10 kat) ve sonra spiral plak yontemi ile
genellikle 50uL hacim besiyerine inokiile edilmektedir. 24—48 saat 37°C'de inkiibasyondan
sonra, iireyen kolonilerin sayilmasi ile sonuclar degerlendirmektedir ve durulama basina,
mL bagsina koloni olusturan birimler (kob/mL) olarak ifade edilmektedir. (Byadarahally Raju
ve Rajappa, 2011).

Baski Kiiltiirii: Bask1 yontemi, ornek alinmadan hemen 6nce boyutlar: bilinen (tipik

olarak 2,5 cm?) steril bir kdpiik ped Sabouraud Dextrose Broth (SDB) gibi sivi besiyerine
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ile muamele edilmektedir. Daha sonra ped 30 saniye boyunca hedef bolgeye (mukoza veya

intraoral protez) yerlestirilmekte ve daha sonra kiiltlir i¢in bir agara aktarilmaktadir.

(Byadarahally Raju ve Rajappa, 2011).

2.8.5.1.Candida Tiirlerinin Mikroskobik Ozellikleri

Candida tiirlerinin morfolojik 6zellikleri Tablo 2.4’te verilmistir. Bir smear, maya veya

hifal formu ayirt etmede dnemlidir, fakat kiiltiirel yontemlere gore daha az hassastir. Ornegin

potasyum hidroksit (KOH) preparat1 ile karakteristik iki dall1 dallanma (yaklasik 45°’lik bir

actyla) ve pigmentsiz septat hif belirlenebilmektedir (Sekil 1). KOH-Calcofluor floresan

boyama yonteminde ise hif, maya hiicreleri ve diger fungal elementler gibi fungal 6zellikler

floresans gostermektedir

(Sekil 2). (Byadarahally Raju ve Rajappa, 2011).

Tablo 2.4: Candida tiirlerinin morfolojik 6zellikleri (Byadarahally Raju ve Rajappa, 2011)

Morfolojik Ozellkiler
Boyut (um) 3-6
Sekil Kiiresel veya oval

Tomurcuk sayisi
Tomurcuklarin eklenmesi
Kalinhk

Psodohif ve/veya hif
Cekirdek sayisi

Tek ve/veya zincirli
Sinirh

Ince

Karakteristik

Tek

r

: o .h‘
‘ it “) — -k’."h

& ‘

‘q\. : \
® @9
@

| @@wjf’ e

Sekil 2.1. Candida spp. KOH preparat mikroskop goriintiisii.

(https://www.stepwards.com/?page_id=10997. Erisim tarihi: 10.08.2019)
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Sekil 2.2. A; Calcofluor boyama 1sik mikiroskobu goriintiisii ve B; Ultraviyole 151k altinda
goriintiisiit  (40X).  (https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-

pharmaceutical-science/potassium-hydroxide, Erisim tarihi: 10.08.2019)

Lezyon bolgesinden alinan bir smear lama sabitlenir ve daha sonra gram boyama veya
periyodik asit Schiff boyama teknigi uygulanir. Bu yontem ile Sekil 2.3’de goriildiigii gibi
kandidal hif ve mayalar koyu mavi-mor (Gram-boyama) veya kirmizi/mor (periyodik asit

Schiff boyama) goriiniirler. (Byadarahally Raju ve Rajappa, 2011).

Sekil 2.3. Candida albicans gram ve periyodik asit -Schiff boyama mikroskop goriintiisii.
(https://il.wp.com/microbeonline.com/wp-content/uploads/2015/09/New-
Picture.pnghttps://clinicalgate.com/the-yeasts/. Ertisim tarihi: 10.08.2019)

Kronik hiperplastik kandidoz durumunda, PAS veya Gomori’nin metenamin giimiis
boyalar1 kullanarak histolojik boyama ile Candida'yi tespit etmek i¢in lezyonun bir biyopsisi
gerekmektedir. Fungal elementlerin dokularda gosterilmesinde boyama Yyontemleri
onemlidir. Blastosporlarin ve hifin veya psodohifin varligi, Candida tiri olarak
tanimlamasini saglayabilir ve diger histopatolojik 6zelliklerin varlig1 goz oniine alindiginda
kronik hiperplastik kandidoz teshisi konulmasmi saglayabilir. (Byadarahally Raju ve
Rajappa, 2011).
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2.8.5.2. Candida i¢in Kullanilan Besiyerler

Candida i¢in en sik kullanilan birincil izolasyon ortami, Candida'nin liremesine izin
vermesine ragmen, diisiik pH nedeniyle bir¢ok oral bakteri tiirliniin biiyliimesini baskilayan
SDA besiyeridir. Antibiyotik iceren SDA besiyerlerinin kullanilmasi ise segiciligi
arttirmaktadir. SDA besiyeri agizdaki Candida tiirlerini belirlemek igin genellikle aerobik
olarak 37°C’de 2448 saat inkiibe edilmektedir. SDA besiyerinde gelisen Candida Jar krem
renkli, piiriizsiiz, digbiikey koloniler olarak tiremektedirler ve Candida tiirleri arasinda
farklilasma nadiren de olsa miimkiindiir. Birden fazla Candida tiiriiniin oral 6rneklerin
yaklagik %10'unda bulundugu ve son yillarda non-albicans tiirlerin tespit edilmesinin
giderek daha 6nemli hale geldigi belirtilmistir. (Byadarahally Raju ve Rajappa, 2011).

Son yillarda, primer kiiltiirden sonra koloni gériiniimiine ve rengine dayanarak bazi
Candida tiirlerinin tanimlanmasina izin veren baska diferansiyel besiyerleri gelistirilmistir.
Bu tiir besiyerlerin avantaji, tek bir enfeksiyonda g¢oklu Candida tiirlerinin varliginin
belirlenmesi ve sonraki tedavi seceneklerinin segilmesinde onemli olabilecek tiirlerin
belirlenebilmesidir. Bu tip diferansiyel besiyerleri arasinda Pagano—Levin agar veya ticari
olarak temin edilebilen CHROMagar Candida, Albicans ID, Fluroplate veya Candichrom
albicans gibi kromojenik agarlar yer almaktadir. (Byadarahally Raju ve Rajappa, 2011).

Pagano—Levin agar, trifeniltetrazolyum kloriiriin indirgenmesi yontemine dayanarak
Candida tiirleri arasinda ayrim yapmaktadir. Bu besiyerinde C. albicans tiirii agik-soluk
renkte lireme gosterirken, diger Candida tiirleri pembe renkte iireme gostermektedirler.
Pagano-Levin agar, SDA'ya benzer bir duyarliliga sahiptir ancak ornekteki birden fazla
tiirtin tespitini saglamaktadir.(Samaranayake, MacFarlane ve Williamson, 1987).

CHROMagar Candida ise koloni rengi ve goriiniimiine dayali olarak C. albicans,
Candida tropicalis ve Candida krusei tiirlerini tanimlamaktadir (Zarei Mahmoudabadi ve
ark., 2000; Martins, Koga—Ito ve Jorge, 2002; Nejad, Rafeiei ve Moosanejad, 2011; Patel ve
ark., 2012)

Albicans ID ve Fluroplate’in ise C. albicans'in varsayimsal tanimlamasi igin faydali
oldugu bildirilmistir. (Urzua ve ark., 2008; Byadarahally Raju ve Rajappa, 2011; Canabarro
ve ark., 2013; Monteiro—da-Silva, Araujo ve Sampio—Maia, 2014)

Besiyerlerinin tanimlama 6zgiilligiinii ise CHROMagar Candida i¢in %95 ve Albicans
ID ve Fluroplate agarlari i¢in %98,6 olarak bildirmislerdir. CHROMagar Candida'nin
birincil izolasyon agar olarak kullanimi, C. dubliniensis tiiriniin C. albicans tiiriinden ayirt
edilmesine izin veren bir yaklasim olarak belirtilmistir. CHROMagar Candida'da C.

dubliniensis kolonisinin rengi, C. albicans kolonisi rengine kiyasla daha koyu yesil
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oldugunu bildirmiglerdir. Ayrica C. dubliniensis tiiriiniin 45°C gibi yiiksek inkiibasyon
sicakliginda agar besiyerinde tirememesi C. albicans tiirlinden ayrimi igin alternatif bir test
olarak kullanilmaktadir. (Zarei Mahmoudabadi ve ark., 2000; Byadarahally Raju ve
Rajappa, 2011; Nejad, Rafeiei ve Moosanejad, 2011; Patel ve ark., 2012).

2.8.5.3.Candida Tiirlerinin Tanimlanmasi

Birincil kiltiir ortamina dayali mayalarin tanimlanmasi izolatlarin morfolojik ve
fizyolojik 6zelliklerine dayanan ¢esitli geleneksel ilave testler yardimiyla yapilabilmektedir.
(Byadarahally Raju ve Rajappa, 2011).

Morfolojik Ozellikler: Germ tiip testi (GTT) C. albicans tiiriinii tanimlamak igin
kullanilan standart laboratuvar yontemidir. GTT at serumunda 37°C'de 2—4 saat siireyle
inkiibe edildiginde hifal cikintilarinin (germ tiipleri) uyarilmasini igcermektedir. C.
stellatoidea ve C. dubliniensis tarafindan da paylasilan bir 6zellik olan germ tiipiinii C.
albicans izolatlarinin yaklasik %95'i tiretmektedir. (Zarei Mahmoudabadi ve ark., 2000;
Byadarahally Raju ve Rajappa, 2011; Nejad, Rafeiei ve Moosanejad, 2011; Patel ve ark.,
2012).

C. albicans ve C. dubliniensis tiirleri klamidosporlar olarak bilinen morfolojik
ozellikleri tretme kabiliyetlerine baglh olarak diger tiirlerden ayrilabilmektedir.
Klamidosporlar, misir unu agar (Corn Meal Agar) gibi besleyici olarak fakir bir besiyerinde
izolatlarin kiiltiiriinii takiben hiflerin uglarinda iiretilen kiiresel yapilardir. Izolatlar agar
tizerinde ¢apraz hat seklinde ekilir ve steril bir lamel ile kapatilir. Agarlar 2448 saat 37°C'de
inkiibe edilir ve daha sonra klamidospor varligi i¢in mikroskobik olarak incelenir. (Zarei
Mahmoudabadi ve ark., 2000; Martins, Koga—Ito ve Jorge, 2002; Urztia ve ark., 2008;
Gomes, Fidel, Fidel ve de Moura Sarquis, 2010; Byadarahally Raju ve Rajappa, 2011; Nejad,
Rafeiei ve Moosanejad, 2011; Patel ve ark., 2012).

Fizyolojik Kriterler/Biyokimyasal Tanimlama: Candida tiirlerinin biyokimyasal olarak
tanimlanmasi biiyiik 6l¢iide karbonhidrat kullanimina dayanmaktadir. Geleneksel testler,
karbon kaynagi olmayan bir bazal agar besiyeri yiizeyine izolatlarin yayma plak ekimini
icermektedir. Karbonhidrat ¢ozeltileri ise agar igerisine agilan kuyucuklara ilave edilir ya da
karbonhidrat ¢ozeltisi bos filtre kagidi diske emdirilir ve disk agar yiizeyine yerlestirilir.
Karbon kaynaginin ¢evresindeki iireme, hangi karbonhidratlart kullandigini géstermektedir.
Ticari sistemler ayn1 prensibe dayanir, ancak test karbonhidratlar: bir test seridi tizerinde
bulunan plastik kuyucuklara yerlestirilmistir. Her kuyucuktaki {ireme, bazi bulaniklik veya

renk degisiklikleriyle okunur. Test sonuglarindan elde edilen sayisal kodlar, veri tabani ile
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karsilastirilir ve izolat tanimlanir. (Martins, Koga—Ito ve Jorge, 2002; Byadarahally Raju ve
Rajappa, 2011).

Seroloji: Candida izolatlarinin klinik dnemini belirlemek igin siklikla serolojik testler
de kullanilmaktadir. C. albicans’a kars1 IgG antikorlarmin titresindeki artis
immiinokompetan bireylerde invaziv kandidiyazi yansitabilmektedir. IgA ve IgM
antikorlarinin tespiti ise akut bir enfeksiyonu tanimlamak i¢in 6nemlidir. Bagisiklik sistemi
baskilanmis bireylerde siklikla antikor iiretimi degiskenlik gosterir ve boyle bir durumda bir
antijen saptama testinin kullanilmasi onerilmektedir. Enzim bagli immiinosorbent analizi
(ELISA) ve radyo immiino analizi (RIA) gibi testler ya da gelismis iilkelerde kullanilan
hiicre duvart mannaninin veya sitoplazmik bilesenlerin belirlenmesinde kullanilan analizler
ile kandidal antijenler belirlenebilmektedir. Serolojik tani testleri hala hassasiyet ve
Ozgiillikten yoksundur. Ayrica immiin sistemi baskilanmis hastalarda antikor iiretimi
degiskendir ve tanmiy1 karmasik hale getirmektedir. Bu nedenle fungal antijenleri ve
metabolitleri dolasimdan siklikla hizli bir sekilde atilmaktadir ve 6zellikle ciddi altta yatan
hastalig1 olan hastalarda veya immiinsiipresif ilaclar alan hastalarda antikorlarin varligi her
zaman bir Candida enfeksiyonu oldugu anlamina gelmemektedir. Serolojik testler normalde
oral kandidoz i¢in tanisal bir arag¢ degildir. Bununla birlikte, bu tiir testler, antimikotik
tedaviye zayif yanit veren siddetli oral kandidoz hastalarinda prognostik bir arag
olabilmektedir. (Byadarahally Raju ve Rajappa, 2011).

Molekiiler Tabanli Tanimlama Yontemleri: Genetik cesitlilik analizi ile tanimlama
fenotipik kriterlere dayanan yontemler kullanmaktan daha kararli bir yaklasimdir. Genetik
varyasyona dayali Candida'min tanimlanmasinda DNA-DNA hibridizasyonu veya jel
elektroforezi kullanilarak Kesilmis pargalardaki uzunluk farkliliklar1 (restriction fragment
length polymorphisms, RFLP'ler) ve elektroforetik karyotip farklarinin analizleri
kullanilmaktadir. Candida tiirlerinin tanimlanmasi igin tiirlere 6zgii PCR yaklagimlar1 da
kullanilmaktadir. Candida tiirlerinin ayirt edilmesi i¢in bir¢ok hedef gen bildirilmistir, fakat
en sik kullanilan ribozomal RNA operon dizileridir. Jel elektroforez ¢oziindiiriilmesinden
sonra elde edilen ya dogrudan sekanslama ile ya da smurli endoniikleazlariyla PCR
sekanslarinin kesilmesini takiben sinirli fragman analizi kullanilarak belirlenen PCR {iriin
sekansi varyasyonuna dayanarak tanimlama yapilabilmektedir. (Urztia ve ark., 2008;
Byadarahally Raju ve Rajappa, 2011; Kraneveld ve ark., 2012).

Peptit niikleik asit yontemi ile floreans in situ hibridizasyon (PNA Fish), canli C.
albicans hiicrelerinin rRNA'sinda yiiksek oranda korunan tiire 6zgii dizileri hedef alan yeni

bir tespit teknigidir. Amplifikasyona ihtiyag duymadan hiicreleri bireysel olarak dogrudan
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tespit edebilmektedir. Bu teknik, C. albicans tiiriine fenotipik olarak benzer C. dubliniensis
tiiriiniin ayirt edilmesine izin vermektedir ve yontemin 6zgiilliigiiniin %100, hassasiyetinin
ise %98,7—-100 arasinda oldugu bildirilmistir. (Byadarahally Raju ve Rajappa, 2011).

Candida tiirlerinin suslarin1  tanimlamak igin molekiiler tabanli teknolojiler
kullanilmakla birlikte Darbeli Alan Jel Elektroforezi (Pulsed Field Gel Electrophoresis,
PFGE), Rastgele Giiglendirilmis Polimorfik DNA (Random Amplified Polymorphic DNA,
RAPD DNA) analizi ve tekrarli dizi amplifikasyon PCR (repeat sequence amplification
PCR, REP PCR) teknikleri de kullanilmaktadir. (Kleinegger, Lockhart, Vargas ve Soll,
1996; Byadarahally Raju ve Rajappa, 2011; Li ve ark., 2012). Ayrica giiniimiizde NGS ile
de tanimlamalar yapilmaktadir (Tawfik, Azab, Ahmed ve Fayyad, 2018).

Son zamanlarda, proteomik yaklasim kullanilarak mikrobiyal tiirlerin tanimlanmasi
kromatografik ve hatta DNA'ya bagimli yontemlere alternatif olarak popiiler hale gelmistir.
Bu yontemlerden en ¢ok kullanilan; Matris destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyon ugus
stiresi kiitle spektrofotometrisi (MALDI-TOF MS) dir. Bu teknik; kiitle (m) ve yiik (z) m/z
degerlerini hesaplayarak 2—20 kDa'lik bir kiitle araliginda bulunan, oldukga bol proteinlerin
saptanmasina dayanir. Boylece, her bir mikroorganizma i¢in, proteinlerin olusturdugu
spektrumlar ile tipik bir spektrum (MS parmak izi) olusturulur ve mikroorganizmalarin
tanimlanmasi1 saglanir. (Yaman, Akyar ve Can, 2012; Bader, 2013; Chalupova, Raus,
Sedlafova ve Sebela, 2014; Panda ve ark, 2015; Cassagne ve ark., 2016; Angeletti, 2017)
Cesitli caligmalar ile MALDI-TOF MS ile funguslarin tanimlanmasim %87,2-99,3
dogrulukta tanimlama yaptigini1 bildirmislerdir (Hendrickx, Goffinet, Swinne, Detandt,
2011; Jamal, Ahmad, Khan ve Rotimi, 2014; Sendid ve ark., 2013; Panda ve ark, 2015)

2.8.6. Agizdan Toplanan Orneklerin Mikrobiyolojik Analizi

Candida tiirleri insan mikrobiyotasinda oldugu i¢in agizdaki varligin1 ve/veya sayisini
belirlemek igin uygun izolasyon yontemlerinin kullanilmasi énemlidir. Candida tiirlerinin
enfekte edici suslarin tanimlanmasi 6nem arz etmektedir, ¢linkii Candida tiirlerinin hem
enfeksiyona neden olma kabiliyetleri hem de antifungal ajanlara kars1 duyarliliklar: farklilik
gostermektedir. Candida tiirlerini tanimlamak i¢in morfolojik kiiltiir testleri, diferansiyel
besiyerleri ve biyokimyasal asimilasyon testleri gibi ¢esitli fenotopik yontemler
kullanilmaktadir. Bu yontemler biiyiik 6l¢iide epidemiyolojik arastirmalarda kullanilan yeni
molekiiler tekniklerle desteklenmektedir. (Byadarahally Raju ve Rajappa, 2011).

Hasta tekrarlayan kandidal enfeksiyona veya sistemik mantar enfeksiyonu risk

faktorlerine sahipse, oral maya mukozitinin teshisi daima kiiltiirle dogrulanmis enfeksiyon
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tanisina, tilir seviyesinin tanimlanmasina ve antifungal duyarlilik testine dayanmalidir. Ag1z
mayalarinin antifungal duyarlilik testleri, disk difiizyon ve E—test metodolojilerine, Klinik
Laboratuar Standartlar1 Enstitlisii (CLSI) veya EUCAST tarafindan belirlenen broth
mikrodiliisyon analizlerine dayanmaktadir. Tiim bu deneyler, mikrobiyolojik olarak direncli
suslarin bulunup bulunmadiginin belirlenmesinde faydali olsa da, bu enfeksiyonlarda
biyofilm yapilarinin rolii g6z 6niine alindiginda potansiyel olarak yanilticidir. Spesifikasyon,
antifungal tedaviyi yonlendirmek i¢in yeterli olmalidir, fakat antifungal duyarlilik tiikiirtik
icindeki maya tiirii ve biyofilmin dis uglarini yansitan iiremenin serbest yasam (planktonik)
asamasina baghdir. Serbest yasayan hiicrelerin geri kalani, bazi durumlarda planktonik
hiicrelerin bin katina kadar olan antifungal bilesiklere kars1 olduk¢a direnc¢lidir. Bunu ele
almak icin, oral teshis laboratuvarlarinin klinisyenlere daha net bir tedavi stratejisi
saglayacak olan rutin metodoloji olarak biyofilm duyarlilik testlerini kullanmasi yerinde

olabilir. (Rautemaa ve Ramage, 2011).

2.8.7. Oral Kandidozun Tedavisi

Biyofilm enfeksiyonlarinin tedavisinin terapotik temel tasi, her zaman mekanik veya
cerrahi bozulma ve biyofilmin ¢ikarilmasidir. ilaglar biyofilmlere zayif bir sekilde niifuz
eder ve biyofilme yonelik tedavi olmadan cevap zayif ve gegicidir. Ek olarak, biyofilm
icindeki diisiik ila¢ konsantrasyonlari, direngli suslarin secilmesi ve zenginlestirilmesi i¢in
potansiyel bir risk yaratmaktadir. Diigiik dozlarla tedaviden genellikle ayni sebepten
kacmilmalidir. Karisik biyofilm enfeksiyonlarmin tedavisinde, biyofilmin g¢esitli
mikroorganizmalarina karsi es zamanli olarak ilag tedavisini hedeflemek akilcidir, yalnizca
onemli olarak goriilen bir patojene karsi ilag tedavisi uygulanmamalidir. Ek olarak, diger
hastaliklarm ydnetimi de dnemlidir. Ornegin, astimli hastalarda inhale steroid uygulama
tekniklerinin gézden gegirilmesi gerekebilir. Bazi hastalarda gastrodzofageal refliiniin veya
diyabetin tedavisinin de daha iyi kontrol edilmesini gerektirebilir. (Rautemaa ve Ramage,
2011).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Arastirma Evreni Ve Orneklem

Arastirma yontemi kesitsel tiirde olup, tanimlayici bir calismadir.

Aragtirma evrenini 2018-2019 Egitim Ogretim Yil'nda Canakkale Onsekiz Mart
Universitesi Saglik Yiiksekokulu biinyesinde yer alan Hemsirelik ve Ebelik Béliimii’nde
halen okumakta olan 4. sinif 6grencileri olusturmaktadir. Orneklem grubu olarak bu birimin
secilmesindeki ilk neden boliimiin saglik hizmetleri ile ilgili olmasidir. Diger bir neden ise
ogrencilerin not kaygisinin bulunmamasidir. Saglik hizmetleri ile ilgili olmalar1 nedeniyle

de calismaya goniillii olarak katilacaklart diistintilmiistiir.

Arastirmanin kurumsal izni okul ydnetiminden, etik kurul onay: ise Universitenin
Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan alindi (No: 18920478-050.01.04-E1800031135).
Arastirmada veri toplama islemine baglamadan Once Ogrencilere arastirmanin amaci ve
kapsami1 hakkinda bilgi verilerek arastirmaya katilmay1 kabul ettiklerine dair s6zlii ve yazili

onamlar1 alindi.

3.2. Yontem
Ornekleme islemi daha 6nce yapilan c¢alismalar dikkate alinarak se¢ilmistir. Ornek alim
islemi saat 11.00 ile 14.00 arasinda yapilmistir. Ogrencilere drnek alinmadan 1 saat &ncesine
kadar yemek yememesi ve dislerini firgalamamasi sdylenmistir. 30.04.2019 tarihinde saat
12.00°de Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Saglik Yiiksekokulu, Hemsirelik Boliimii 4.
Sinif 6grencisi 29 kisiden ilk ornekler alinmistir. 08.05.2019 tarihinde saat 12.00°de ise
Hemsirelik Boliimii 4. sinif 6grencisi 15 kisiden ve Ebelik Bolimii 4. Siif 6grencisi 16
kisiden olmak iizere toplam 31 kisiden 6rnek alinmustir. Orneklemede 10 mL steril PBS
kullanilarak 1 dk siireyle agiz yikama yontemi uygulanmistir. (Samaranayake, MacFarlane
ve Williamson 1987; Martins, Koga—Ito ve Jorge, 2002; Ghannoum ve ark., 2010). Ornekler
alindiktan hemen sonra laboratuvara soguk zincirde tasinmistir ve analize alinana kadar
+4°C°de bekletilmistir. Analiz 6 saat igerisinde yapilmistir. Ornekler alinirken ayn1 zamanda
katilimcilara 20 soruluk bir anket uygulanmistir. Anket 6rnegi Ekler kisminda verilmistir.

Orneklerin 6ncelikle maya yiikleri belirlenmistir. Bu amacla iki farkli ydntem
kullanilmustir.

[k yéntem; 6rneklerin 10*’e kadar seri diliisyonlar1 hazirlanarak kloramfenikol igeren

Sabouraud Dextrose Agar (SCAF) besiyerine yayma plak yontemine (100 pL) gore ekimleri
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yapilmistir. Her drnek i¢in; her diliisyondan iki petriye ekim yapilmis olup, toplam 8 adet
SCAF besiyeri kullanilmigtir. Literatiire baktigimizda arastirmacilar inkiibasyon sicakligi
i¢in 25°C ve 37°C’yi kullanmislardir. Hatta bir ¢alismada 25°C’de daha fazla maya izolati
tiredigi belirtilmistir. (Monteiro-da-Silva, Araujo ve Sampio-Maia, 2014). Fakat diger tiim
calismalarda 37°C secilmesi dolayisiyla ¢alismamizda bu inkiibasyon sicakligi tercih
edilmistir. Petriler 37°C’de 48 saat inkiibasyona tabi tutulmustur. (Martins, Koga—Ito ve
Jorge, 2002; Urzha ve ark., 2008; Gomes, Fidel, Fidel ve de Moura Sarquis, 2010).
Inkiibasyondan sonra éncelikle sayim yapilmustir ve iireme olan petrilerden drnek almmustir.

Ikinci yontemde ise oOrnekler oncelikle 4000 rpm’de 20 dk santrifiijlenmistir.
Santrifiijleme isleminden sonra siipernatant kismi atilmigtir. (Ghannoum ve ark., 2010).
Pellet kismina steril, pH:7 PBS’den400 uL ilave edilmistir ve 15 sn vorteklenmistir. Daha
sonra SDA ve SCAF besiyerine yayma plak yontemine (100 pL) gore ekimleri yapilmustir.
Ekimlerde 2 adet SDA besiyeri ve 2 adet SCAF besiyeri olmak iizere her 6rnek igin toplam
4 adet besiyerine ekim yapilmistir. Petriler 37°C’de 48 saat inkiibasyona tabi tutulmustur.
Inkiibasyondan sonra éncelikle sayim yapilmistir ve iireme olan petrilerden drnek alinmistir.
(Martins, Koga-Ito ve Jorge, 2002; Urzta ve ark., 2008)

Sayim petrilerinden maya izolatlar1 alinmistir. Bunun i¢in bir 6rnege ait tiim sayim
petrileri bir araya konulmustur ve gozle degerlendirilmistir. Goz ile yapilan degerlendirmede
koloni rengi, koloni kenar yapisi, koloni yiiksekligi gibi koloni yapis1 kriterleri dikkate
alinarak izolatlar alinmigtir. Alinan izolatlar ilk olarak SDA igeren petri plaklarina ekimleri
yapilarak koloniler tek diistiriilmiistiir. Tek diisen kolonilerden ana stoklar alinmistir. Ana
stoklar SDB iceren tiiplere alinmistir. Ana stok olarak alinan tiiplerde gelistirilen izolatlardan
lam-lamel arasi1 preparat hazirlanarak izolatlarin maya olup olmadigi belirlenmistir.

Izolatlardan Candida albicans/dublinensis tiirlerini belirlemek icin GTT yapilmustir.
GTT icin 0,5 ml insan serumu kullanilmistir. icerisine SDB’deki saf kiiltiirden 10 uL ilave
edilerek 37°C’de 2 saat inkiibe edildikten sonra lam—lamel arasi preparat ile germ tiip
olusumu belirlenmistir. (Dogan, Giilmez ve Arikan Akdagli, 2016)

Izolatlarin yeni nesil tanimlama ydntemlerinden MALDI-TOF MS ile tanimlanmasi
gerceklestirilmistir (Hendrickx, Goffinet, Swinne, Detandt, 2011; Jamal, Ahmad, Khan ve
Rotimi, 2014; Sendid ve ark., 2013; Panda ve ark, 2015). Mayalarin identifikasyonunda
Bruker Microflex (Bruker, Biotyper; Bruker Daltonics, Bremen, Germany) Flex Control 3.0
yazilimi kullamlmistir. Identifikasyon hizmet alimi seklinde T.C. Saglik Bakanligi Halk
Saghig1 Genel Miidiirliigii Mikrobiyoloji Referans Laboratuvarlar1 ve Biyolojik Uriinler
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Daire Bagkanligt Ulusal Molekiiler Mikrobiyoloji Referans Laboratuvari tarafindan
gerceklestirilmistir.

3.3. istatiksel Analizler
Istatiksel analizler SPSS 23 programi kullanilarak yapilmustir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Katihmcilara Uygulanan Anket ve Sonuclari

Calismamiza toplam 55 kisi katilmistir, fakat ilk 6rneklemeye katilan 29 kisinin oral
maya yiiki belirlenemedigi i¢in ikinci 6rneklemeye katilan 31 (5 kisi hem ilk hem ikinci
orneklemeye katilmistir) kisinin 6rnekleri ¢alismamizda dikkate alinmistir ve sonuglar ikinci
orneklemeye katilan kisiler lizerinden degerlendirilmistir.

Katilimeilarin demografik 6zelliklerine baktigimizda, katilimeilarin %87,1°1 kadin ve
%12,9’1i erkektir. Katilimcilarin yas ortalamasinin 22,10+0,63 oldugu belirlenmistir.
Calismamiza katilan 2 kadin katilimcinin evli oldugu ve digerlerinin medeni durumun bekar
oldugu belirlenmistir. Katilimcilarin demografik o6zellikleri ve ©6rnek alimi sirasinda
uygulanan anketin sonuglar1 Tablo 4.1°de verilmistir.

Katilimeilarin agiz hijyeni ile ilgili olarak; dis fir¢calama sikliginin giinde bir olarak ifade
edenlerin %9,7 (5 kisi) oldugu, giinde iki kere fircalarim olarak ifade edenlerin %77,4 (24
kisi) ve her yemekten sonra fir¢alarim diyenlerin %6,5 (2) oraninda oldugu tespit edilmistir.
Dis hekimine her ay giderim diyenlerin oraninin %3,2 (1 kisi), i¢ ayda bir giderim diyenlerin
%16,1 (5 kisi), yilda bir giderim diyenlerin %32,3 (10 kisi) ve disim ile ilgili sikint1 olmadan
gitmem diyenlerin oraninin %41,9 (13 kisi) oldugu tespit edilmistir. “Dis ipi
kullaniyormusunuz?” sorusuna ise evet diyenlerin oranin %25,8 (8 kisi) ve hayir diyenlerin
oranin ise %67,7 oldugu belirlenmistir. A1z ¢alkalama suyu kullananlarin oranin %38,7
oldugu, kullanmayanlarin ise %54,8 (17) oldugu tespit edilmistir. Dis fir¢alarini degistirme
sikliklarinin ayda bir oldugu sdyleyen 3 kisi (%9,7), li¢ ayda bir deyen 14 kisi (%45,2), alt1
ayda bir diyen 9 kisi (%29,0) ve aklima geldikce degistirirm diyen 3 kisinin (%9,7) oldugu
tespit edilmistir. Dis tas1 temizligi yaptiranlarin oraninin %38,7 (12 kisi) ve yaptirmayanlarin
oranin %54,8 (17 kisi) oldugu belirlenmistir.

Katilimcilarin agiz saglig ile ilgili olarak ise disleri ile ilgili saglik problemi olanlarin
oraninin %38,7 oldugu, disleri ile ilgili saglik problemi olmayanlarin oranin %54,8 (17)
oldugu tespit edilmistir. Dislerinde protez olan kisi sayisinin 3 oldugu (%9,7) belirlenmistir.
Disinde dolgu olanlarin sayisinin 20 kisi (%64,5) oldugu ve dolgu olmayanlarin sayisinin 9
kisi (%29,0) oldugu tespit edilmistir. Dislerini fir¢alama sirasinda dis etlerinde kanama
olanlarin oranmin %35,5 (11 kisi) ve kanama olmayanlarinin oraninin %54,8 (17 kisi)
oldugu belirlenmistir. Yirmilik dislerini ¢ektirenlerin sayisini 5 kisi (%16,1) ve daha once

dis teli kullananlarin sayisini 4 kisi (1%2,9) oldugu tespit edilmistir.
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Tablo 4.1. Katilimcilarin demografik 6zellikleri, agiz sagligi ve hijyeni ile ilgili bilgileri

Soru Cevap N (%)
Cinsivet Kadin 27 (87.1)
1nsiye Erkek 4 (12’9)

21 5(16,1%)
Yas 22 16 (51,6)
23 8 (25,8)
. 2(6,5)
. Evli ’
Medeni durum Beldr 29 (93,5)
Giinde bir 30,7
Dislerinizi fircalama sikhigimz Giinde iki 24 (17,4)
nedir? Her yemekten sonra 2(6,5)
Hig )
Ayda bir 13.2)
Uc ayda bir 5(16,1)
Dis hekime gitme sikhiginiz nedir?  Yilda bir 10 (32,3)
Dis ile ilgili sikintist 13 (41.9)
olmadan asla
Dis ipi kullanir misimz? Pt L")
S1p : Hayir 21(67,7)
0
Agiz calkalama suyu (gargara) Evet 12 (38,7%)
kullanir misiniz? Hayir 17 (54,8)
Ayda bir 3(9.7)
Dis fircamizi ne siklikla Ug ayda bir 14 (45,2)
degistirirsiniz? Altr ayda bir 9(29,0)
Aklima geldikge 3(9.7)
Evet 12 (38,7)
Dis tas1 temizligi yaptirir misiniz? Ve 17(54,8)
Hayir :
Halen disleri ile ilgili saghk Evet 12.(38,7)
problemi var m? Hayir 17 (54,8)
Dislerinizde dolgu mevcut mu? Evet 20643)
3 g : Hayir 9 (29,0)
Evet 3(9,7)
A 0
Dislerinde protez var mi? Hayir 26 (83.9)

*Katilimcilar, bazi sorulara cevap vermedigi icin, bazi yiizdeler %100 degildir.
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Tablo 4.1. (devami) Katilimcilarin demografik o6zellikleri, agiz sagligi ve hijyeni ile ilgili
bilgileri

Soru Cevap N (%)

Dislerinizi fircaladiginizda dis Evet 11 (35,5)

etlerinizde kanama oluyor mu? Hayir 17 (54,8)
Evet 5(16.1)

Yirmilik dislerinizi ¢ektirdiniz mi? 23 (74,2)
Hayir

Daha once hig dis teli kullandiniz Evet 4 (12,9)

2 25 (80,6)

mi: Hayir
Giinde bir '2 65)
Giinde iki :

. o

Ne siklikla sakiz ¢ignersiniz? Aklima geldikge 22 (71,0)
Hig 5 (16,1)

Kullandiginiz dis macununun Evet 17(54.8)

icerigine dikkat ediyor musunuz? Hayir 12 (38,7)
Son bir ay iginde 5(16,1)

En son ne zaman antibiyotik Son lcggfghde 9 (29,0)
Son alt1 ay icinde 6 (19,4)

kullandinmiz? F
Bir yildan uzun siire 6nce 9 (29,0)

Her giin

. 4(12,9)
Hafta bir ;
9
Alkol ne siklikla kullaniyorsunuz? Ayda bir 11 (35,5)
Hic 14 (45,2)
Kola ya da asitli icecekler Evet 22 (71,0)
kullaniyorsunuz? Hayir 7 (22,6)

*Katilimcilar, bazi sorulara cevap vermedigi i¢in, bazi ylizdeler %100 degildir.

Katilimcilarin agiz maya yiikiinii ve ¢esitliligini etkileyecegi diisiindiiglimiiz diger
parametreler de katilimcilara anket formunda sorulmustur. Giinde iki kez sakiz ¢ignerim
diyenlerin oranin %6,5 (2 kisi), aklima geldikce sakiz ¢ignerim diyenlerin oraninin %71,0
(22 kisi) ve hi¢ sakiz ¢ignemem diyenlerin oranin %16,1 (5 kisi) oldugu tespit edilmistir.
Kullandig1 dis macunu igerigine dikkat eden kisi sayisinin 17 (%54,8) ve kola ya da asitli
igecekler tiikketenlerin sayisinin 22 (%71,0) oldugu belirlenmistir. Haftada bir alkol tiiketirim
diyenlerin oraninin %12,9 (4 kisi), ayda bir alkol tiiketirim diyenlerin oraninin %35,5 (11
kisi) ve alkol tiiketmem diyenlerin oranint %45,2 (14 kisi) oldugu tespit edilmistir. Son

olarak en son antibiyotik kullanimlart ile ilgili olarak; son bir ay igerisinde antibiyotik
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kullananlarin 5 kisi (%16,1) ve son alt1 ay icerisinde antibiyotik kullananlarin 6 kisi (%19,4)
oldugu belirlenmistir. Son ii¢ ay icerisinde antibiyotik kullananlarin ve bir yi1ldan uzun siire

once antibiyotik tiiketenlerin oranlarinin ise ayni ve 9 kisi (%29,0) oldugu belirlenmistir.

4.2.0ral Maya Yiikii

Arastirmaya katilan kisilerin oral yiikiiniin belirlenmesinde kullanilan diliisyon ekimi
ile yapilan sonuglar1 Tablo 4.2.’de verilmistir. Tablo 4.3’de ise oral yiikiin belirlenmesinde
kullanilan santrifiij yontemine ait sonuglar sunulmustur.

Katilimeilarin agiz maya yiikii belirlenmesinde kullanilan diliisyon yonteminde, 29
kisiden 6rnek alinmis olup, katilimeilardan sadece 3 kiside maya yiikii oldugu belirlenmistir.
Ik &rneklemede maya yiikii tespit edilen ii¢ kisi ikinci drneklemeye katilmamustir. Ikinci
orneklemede santrifiij yontemiyle yapilan ekimlerde toplam 31 kisiden 6rnek alinmig olup
(bunlarin 5 kisisi ilk drneklemeye de katilan kisilerdi), katilimcilarin 12 tanesinde maya
yiikii tespit edilmistir. Hem ilk hem de ikinci 6rneklemeye katilan 5 kisiden dillisyon
yontemiyle maya yiikii tespit edilemezken, santrifiij yontemiyle ekimde 5 kisiden 2’sinde
maya yikil tespit edilmistir. Bu yiizden toplam 55 farkli kisiden 6rnek alinmistir. Sonuglar
degerlendirilirken ikinci 6rneklemeye katilan katilimcilarin sonuglar1 degerlendirilmistir.

Katilimeilarin agiz maya yiikii i¢in kullanilan diliisyon yonteminde SCAF besiyerinde
bir kiside 4 koloni, iki kiside ise 1’er koloni olmak iizere maya yiikii tespit edilmistir. Bu
nedenle yontem degisikligine gidilmis ve ikinci 6rneklemede toplanan 6rnekler ilk olarak
santrifiijlenmis ve sonra ekimleri yapilmistir. Ek olarak hem SCAF hem de SDA besiyeri
birlikte kullanilmistir. Sonu¢ olarak SCAF besiyerinde maya yiikiiniin 0,72+1,01 ile
1,87+0,01 log kob arasinda degistigi belirlenmistir. Bununla birlikte ayn1 6rneklerden SDA
besiyerinde ise bakteri ve maya toplam yiikiiniin 1,79+0,0 ile >3,00 log kob arasinda
degistigi belirlenmistir. Maya yiikleri ile katilimcilarin anket sonuglar1 arasinda istatiksel

olarak anlamli bir fark olmadigi belirlenmistir (P=0,05).

Tablo 4.2. Katilimcilarin oral maya yiikiinii belirlemede kullanilan diliisyon yontemi ile
maya yiikii (log kob) ve alinan izolat sayilari

Katihmai Yéntem SCAF log kob
No (koloni sayisi)

SCAF izolat Says
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1* Diliisyon 0 0
2 Diliisyon 0 0
3 Diliisyon 0 0
4 Diliisyon 0 0
5 Diliisyon 0 0
6 Diliisyon 0 0
T Diliisyon 0 0
8 Diliisyon 0 0
9 Diliisyon 0 0
10 Diliisyon 0 0
11 Diliisyon 0 0
12 Diliisyon 0,00+0,01 (1 koloni) 1
13 Diliisyon 0 0
14 Diliisyon 0 0
15 Diliisyon 0 0
16 Diliisyon 0 0
17 Diliisyon 0 0
18 Diliisyon 0,30+0,01 (4 koloni) 4
19 Diliisyon 0 0
20 Diliisyon 0 0
21 Diliisyon 0,00+0,01 (1 koloni) 1
22 Diliisyon 0 0
23 Diliisyon 0 0
24 Diliisyon 0 0
25 Diliisyon 0 0
26 Diliisyon 0 0
27 Diliisyon 0 0
28 Diliisyon 0 0
29 Diliisyon 0 0
Toplam 6

*Her iki orneklemeye katilan katilimcilar

Tablo 4.3. Katilimcilarin oral maya yiikiinii belirlemede kullanilan santrifiij yontemi ile
maya ylikii (log kob) ve alinan izolat sayilari

Katilimce
No

Yontem

SCAF

SCAF

SDA izolat

SDA
izolat

SDA
Bakteri
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Sayis Maya Sayisi
Sayisi
il Santriftij | 1,87+0,01 | 1,95+0,04 9 6 4
5 Santrifiij 0 >3,00 0 0 13
i Santriftij | 1,33+0,18 | 1,79+0,04 5 8 0
20 Santrifiij 0 >3,00 0 0 13
25 Santrifiij 0 >3,00 0 0 13
30 Santrifiij 0 >3,00 0 0 13
31 Santrifiij 0 >3,00 0 0 16
32 Santriftyjy | 0,95+0,11 >3,00 7 11 0
33 Santrifiij 0 >3,00 0 0 16
34 Santrifiij 0 >3,00 0 0 7
35 Santrifiij 0 >3,00 0 1 0
36 Santrifiij | 1,16+0,06 >3,00 5 4 2
37 Santrifiij 0 >3,00 0 0 0
38 Santrifiij 0 >3,00 0 0 11
39 Santrifiij 0 >3,00 0 0 10
40 Santrifijj 0 >3,00 0 0 4
41 Santrifiij 0 >3,00 0 0 0
42 Santriftijy | 0,78+0,01 >3,00 5 5 0
43 Santrifiij 0 >3,00 0 0 10
44 Santriftyy | 1,32+0,03 >3,00 5 4 6
45 Santrifijj 0 >3,00 0 0 13
46 Santrifiij | 0,01+0,01 >3,00 1 0 13
47 Santrifij | 1,71+0,01 >3,00 8 8 2
48 Santrifiij 0 >3,00 0 0 7
49 Santrifiij | 1,68+0,01 >3,00 7 7 3
50 Santrifijj 0 >3,00 0 0 14
51 Santrifiij | 0,90+0,42 >3,00 5 4 1
52 Santrifiij | 0,72+1,01 >3,00 5 5 0
53 Santrifty | 0,75+0,64 >3,00 5 4 1
54 Santrifiij 0 >3,00 0 0 4
55 Santrifiij 0 >3,00 0 0 12
Toplam 67 67 134

*Her iki orneklemeye katilan katilimcilar

Sayim petrilerinden farkli koloni morfolojisine sahip koloniler gozle degerlendirilerek
izolat alinmistir. SCAF besiyerinden alinan izolatlarin maya oldugu belirlenirken, SDA
besiyerinden alinan izolatlarin biiyiikk ¢ogunlugunun bakteri oldugu belirlenmistir. Sonug
olarak yiikii belirlemede SDA besiyeri daha iyi belirlemis gibi gériinse de bu besiyerinde
biiyiik ¢ogunlukla bakteriler tiremistir. Bu nedenle ag1z maya yiikii ¢calismasinda maya ytki
belirlenecek ise antibiyotikli bir besiyerinin kullanilmasi dnerilmektedir. Samaranayake,
MacFarlane ve Williamson (1987) 150 kisiden agiz ¢calkalama suyu 6rnekleri toplamislar ve

bunlar1 Pagano—Levin agar ve SDA besiyerine ekimlerini yapmislardir. Sonug¢ olarak
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Pagano—Levin agar besiyerinin mayalari elde etmede SDA besiyerine gore biraz daha iistiin
oldugunu bildirmislerdir. Yapilan bu ¢alisma; ¢alismamizda oldugu gibi agiz maya yiikii
veya izolasyonu i¢in daha spesifik bir besiyeri kullanilmasi gerektigini gostermektedir.

Kraneveld ve ark. (2012) yas1 58—80 arasinda olan 82 Hollandali yetigskinden tiikiirtik
ornegi almislardir. Topladiklar tiikiiriik 6rneklerinin Candida spp. ve bakteriler igin ITS
bolgesi (Candida) ve 16S rDNA geninin (bakteri) kullanarak kantitatif PCR analizi ile
belirlemislerdir. Hollandali yash eriskinlerde tiikiiriik 6rneklerinin %0,06 ortalama ytikii ile
0-8,60 kob/mL Candida spp. yiikii tespit etmislerdir. Li ve ark., (2012) huzurevinde kalan
yasl yetigkinlerin agiz fungus yiikiinii belirlemiglerdir. Caligmaya katilan 18 katilimeinin dil
dorsumunda >4 log kob fungus bulundugunu ve 35 tanesinde >5 log kob fungus yiikiinii
astigim1 belirlemislerdir. Bu ¢alismalarda agiz fungus yiikiiniin belirlenmesinde PCR
yontemi kullanilmig olup, katilimeilarini yash bireyler olusturmaktadir. Calismamizda ise
geng bireyler degerlendirilmis olup, agizda maya yiikii geleneksel yontemlerle belirlenmistir
ve kiiltiire edilemeyen tiirler kagirilmistir. Ek olarak calismamizda sadece maya yiki
belirlenirken, diger calismalarda ise toplam fungus yiikii degerlendirilmistir, dolayisiyla biz
bu caligmalara gére maya ylikiinii daha az tespit ettik.

Monteiro—da—Silva, Araujo ve Sampio—Maia, (2014) yaptiklari ¢alismada Portekiz
Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi'ndeki yiiksek lisans programi besinci smifta bulunan
40 saghkli ogrencinin katilimiyla agiz mikrobiyotasinda bulunan fungal yiiki
aragtirmislardir. Ornekleme ydntemleri calismamizdaki yonteme biiyiik oranda benzeyen bu
caligmada farkli olarak ekimler Sabouraud Glucose Agar’a yapilmistir. Ayrica petrilerin
yarisini 25°C'de yarisini ise 37°C'de 7 giin siire ile inkiibe etmislerdir. Mayalar1 tanimlamak
icin API sistemini (API/ID32C) (BioM'erieux, Marcy L'Etoile, Fransa) kullanmislardir.
Bizim calismamiza benzer olarak onlar da katilimcilariin %20’sinin agiz fungus yiikiiniin
1,70-2,60 log kob/mL arasinda oldugunu belirlemislerdir. Arastirmacilar; 37°C'ye gore
25°C’de inkiibasyonda funguslar1 daha 1yi tespit ettiklerini bildirmislerdir. 25°C'de inkiibe
edildiginde orneklerin %100'inde kiif ve %92,5’inde maya iiredigini belirlerken, 37°C'de
inkiibe edilen petrilerin %42,5'inde kiif ve %45'inde ise maya iiredigini tespit etmislerdir.
Calismamizda, bu caligmanin Onermesine uygun olarak petrilerimiz 37°C’de inkiibe
edilmistir.

Literatiir ile ¢alismamiz sonuglar arasinda farkliliklar bulunmaktadir. Bunun nedenleri
arasinda birgok faktor bulunmaktadir. Bu faktorler arasinda yas grubu, demografik
ozellikler, kisilerin agiz saglhigi ve hijyeni, Orneklem yontemleri ve sayim ydntemi

farkliliklar1 bulunmaktadir.
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4.3. Izolatlarin Identifikasyonu

Oral maya yiikii sayim petrilerinden elde edilen izolatlar geleneksel yontemlerden lam-
lamel aras1 preparat ve GTT sonuglar1 degerlendirilerek tanimlanmistir. Ayrica izolatlar yeni
tanimlama sistemlerinden olan MALDI-TOF MS yontemi kullanilarak tanimlanmaistir.
izolatlarin geleneksel tanimlama yontemine gére ve MALDI-TOF MS yéntemine gore
isimlendirilmeleri Tablo 4.4’te verilmistir.

Sayim petrilerinden 500 adet izolat alinmistir. Bu izolatlardan yalnizca 140 tanesinin
maya oldugu lam—lamel aras1 hazirlanan preparatlar ile belirlenmistir ve Tablo 4.4.’te izolat
kodlar ile belirtilmistir. Maya oldugu belirlenen izolatlara GTT yapilmistir. GTT ile 108
izolatin muhtemel Candida albicans/dublinensis olabilecegi belirlenmistir. 140 izolat daha
sonra MALDI-TOF MS ile tanimlanmistir. izolatlarin 54 tanesi C. albicans, 5 tanesi C.
albicans (africana), 46 tanesi C. dublinensis, 28 tanesi C. parapsilosis, 3 tanesi C.
inconspicua, 3 tanesi Pichia manshurica ve 1 tanesi Wickerhamomyces subpelliculosus
olarak tanimlanmistir. 12 izolatin geleneksel yontemle isimlendirilmesi ile MALDI-TOF
MS ile isimlendirilmesi arasinda fark bulunmustur. MALDI-TOF MS sonucunda;
geleneksel yontem ile Candida albicans/dublinensis olabilecegi diisiiniilen 108 izolattan 5
tanesi C. parapsilosis, 2 tanesi C. inconspicua olarak isimlendirilmistir. Ayrica MALDI-
TOF MS sonucunda; GTT negatif olan 32 izolattan 2 tanesinin C. dublinensis ve 3 tanesinin
ise C. albicans oldugu bulunmustur. GTT ile MALDI-TOF MS sonuglar1 arasinda 140
izolattan 12 tanesinin isimlendirilmesinde uyusmazlik goriilmistiir. Standart yontemle
yapilacak tanimlamalardan sonra hangi isimlendirme yonteminde yanlislik oldugu tespit
edilebilir.

Tablo 4.4. izolatlarn isimlendirilmesi

Katih izolat | GTT Geleneksel Yontemlere MALDI-TOF MS MALDI-
mcl v s i . . TOF MS
Kodu | (+/-) Gore Identifikasyonu Identifikasyonu -
no Skoru
1 101 + C. albicans/C. dublinensis Candida albicans
1 102 + C. albicans/C. dublinensis Candida albicans 1.900
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1 103 + C. albicans/C. dublinensis Candida albicans 1.828
1 104 + C. albicans/C. dublinensis Candida albicans 1.723
1 105 + C. albicans/C. dublinensis Candida albicans 1.809
. . . Candida
1 106 + C. albicans/C. dublinensis albicans. (africana) 1.676
. . . Candida
1 107 + C. albicans/C. dublinensis albicans_(africana) 1.471
1 108 + C. albicans/C. dublinensis Candida albicans 1.744
1 109 + C. albicans/C. dublinensis Candida albicans 1.703
1 111 + C. albicans/C. dublinensis Candida albicans 1674 |
1 112 + C. albicans/C. dublinensis Candida albicans 1.964
1 114 + C. albicans/C. dublinensis Candida albicans 1.74
1 116 + C. albicans/C. dublinensis Candida albicans 1.601 |
1 117 + C. albicans/C. dublinensis Candida albicans 1422 |
1 119 + C. albicans/C. dublinensis Candida albicans 1.736
7 120 + C. albicans/C. dublinensis Candida dubliniensis 1.825
7 121 + C. albicans/C. dublinensis Candida dubliniensis 1590 |
7 122 + C. albicans/C. dublinensis Candida albicans 1.773
7 123 + C. albicans/C. dublinensis Candida dubliniensis 2169 |
7 124 + C. albicans/C. dublinensis Candida dubliniensis 1.861
7 125 + C. albicans/C. dublinensis Candida dubliniensis 1.765
7 126 + C. albicans/C. dublinensis Candida dubliniensis 1536 |
7 127 + C. albicans/C. dublinensis Candida dubliniensis 1.751
7 128 + C. albicans/C. dublinensis Candida dubliniensis 1.728
7 129 + C. albicans/C. dublinensis Candida dubliniensis 1565 |
7 130 + C. albicans/C. dublinensis Candida dubliniensis 1.797
7 131 + C. albicans/C. dublinensis Candida dubliniensis
0 132 - - Candida dubliniensis
36 133 + C. albicans/C. dublinensis Candida dubliniensis 1.755
36 134 + C. albicans/C. dublinensis Candida dubliniensis 1.937
36 135 + C. albicans/C. dublinensis Candida dubliniensis 1.808
36 136 + C. albicans/C. dublinensis Candida dubliniensis 2.004 |
36 137 + C. albicans/C. dublinensis Candida dubliniensis 1.821
36 138 + C. albicans/C. dublinensis Candida dubliniensis
36 139 + C. albicans/C. dublinensis Candida dubliniensis
36 140 + C. albicans/C. dublinensis Candida dubliniensis
36 143 + C. albicans/C. dublinensis Candida dubliniensis
42 144 - Pichia manshurica 1.919
+ C. albicans/C. dublinensis Candida parapsilosis
42 146 - Candida parapsilosis
42 147 - Pichia manshurica
42 148 - Candida parapsilosis
42 149 - Candida parapsilosis

;1.700-1.999 Olas1 cins kimligi,

Tablo 4.4. (devami) Izolatlarin isimlendirilmesi

Pichia manshurica

Katih izolat | GTT Geleneksel Yontemlere MALDI-TOF MS MALDI-
mcl v . . . TOF MS
Kodu | (+/-) Gore Identifikasyonu Identifikasyonu -
no Skoru
42 151 - Candida parapsilosis
42 152 - Candida inconspicua 1.774
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;1.700-1.999 Olas1 cins kimligi,

Tablo 4.4. (devami)izolatlarin isimlendirilmesi

42 153 - Candida parapsilosis 1.903
44 154 + C. albicans/C. dublinensis Candida dubliniensis 1.859
44 155 + C. albicans/C. dublinensis Candida albicans 1.828
44 156 + C. albicans/C. dublinensis Candida albicans 1.703
- 157 - Candida albicans 1.964
44 158 + C. albicans/C. dublinensis Candida dubliniensis 1.773
:I l - Candida dubliniensis
+ C. albicans/C. dublinensis Candida inconspicua 1.706
44 167 + C. albicans/C. dublinensis Candida dubliniensis 1.908
- 168 + C. albicans/C. dublinensis Candida parapsilosis 1.785
47 169 + C. albicans/C. dublinensis Candida dubliniensis
47 170 + C. albicans/C. dublinensis Candida albicans
47 171 + C. albicans/C. dublinensis Candida albicans 1.905
B 172 + C. albicans/C. dublinensis Candida inconspicua 1.720
47 173 + C. albicans/C. dublinensis Candida albicans 1.920
47 174 + C. albicans/C. dublinensis Candida dubliniensis 1.908
W 175 + C. albicans/C. dublinensis Candida parapsilosis 1.785
47 176 + C. albicans/C. dublinensis Candida albicans 1.905
47 177 + C. albicans/C. dublinensis Candida albicans 1.972
47 178 + C. albicans/C. dublinensis Candida albicans 1.886
47 179 + C. albicans/C. dublinensis Candida albicans 1.848
. . r Candida
47 181 + C. albicans/C. dublinensis albicans_(africana) 1.911
47 182 + C. albicans/C. dublinensis Candida albicans 1.761
47 184 + C. albicans/C. dublinensis Candida albicans 1.888
47 185 + C. albicans/C. dublinensis Candida albicans
47 186 + C. albicans/C. dublinensis Candida albicans
49 187 + C. albicans/C. dublinensis Candida albicans 1.722
49 188 + C. albicans/C. dublinensis Candida albicans 1.769
49 189 + C. albicans/C. dublinensis Candida albicans 1.806
49 190 + C. albicans/C. dublinensis Candida albicans
49 191 + C. albicans/C. dublinensis Candida albicans 1.750
49 192 + C. albicans/C. dublinensis Candida albicans 1.847
49 193-1 + C. albicans/C. dublinensis Candida albicans
49 193-2 + C. albicans/C. dublinensis Candida albicans 1.896
49 194 + C. albicans/C. dublinensis Candida albicans 1.783
49 197 + C. albicans/C. dublinensis Candida albicans 1.903
49 198 + C. albicans/C. dublinensis Candida albicans 1.938
49 199 + C. albicans/C. dublinensis Candida albicans 1.784
49 201 + C. albicans/C. dublinensis Candida albicans 1.761
49 202 + C. albicans/C. dublinensis Candida albicans
51 203 + C. albicans/C. dublinensis Candida dubliniensis
51 204 + C. albicans/C. dublinensis Candida dubliniensis
51 205 + C. albicans/C. dublinensis Candida dubliniensis 1.765

K;:zllh izolat | GTT Gelenqksel Yontemlere MALDI-TOF MS .'?_/I(')A\FL:\D/IIS-
Kodu | (+/-) Gore Identifikasyonu Identifikasyonu
no Skoru*
51 206 + C. albicans/C. dublinensis Candida dubliniensis
51 207 + C. albicans/C. dublinensis Candida dubliniensis
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51 209 + C. albicans/C. dublinensis Candida dubliniensis
51 210 + C. albicans/C. dublinensis Candida dubliniensis
51 211 + C. albicans/C. dublinensis Candida dubliniensis
51 212 + C. albicans/C. dublinensis Candida dubliniensis 1.867
52 213 + C. albicans/C. dublinensis Candida dubliniensis 1.728
52 214 + C. albicans/C. dublinensis Candida dubliniensis
52 215 + C. albicans/C. dublinensis Candida dubliniensis
- B2 216 + C. albicans/C. dublinensis Candida parapsilosis 1.882
52 217 + C. albicans/C. dublinensis Candida dubliniensis 1584 |
52 218 + C. albicans/C. dublinensis Candida dubliniensis 1.689 |
52 219 + C. albicans/C. dublinensis Candida dubliniensis 1.842
52 220 + C. albicans/C. dublinensis Candida dubliniensis 1.665 |
52 221 + C. albicans/C. dublinensis Candida dubliniensis 1.808
52 222 + C. albicans/C. dublinensis Candida dubliniensis
53 223 + C. albicans/C. dublinensis Candida albicans
53 224 + C. albicans/C. dublinensis Candida albicans
53 225 + C. albicans/C. dublinensis Candida albicans
53 226 + C. albicans/C. dublinensis Candida albicans
- B8 227 - Candida albicans
B8 | P28 - Candida albicans
53 229 + C. albicans/C. dublinensis Candida albicans
53 230 + C. albicans/C. dublinensis Candida albicans
4 . . Candida
53 231 + C. albicans/C. dublinensis . .
albicans_(africana)
32 301 - Candida parapsilosis
32 302 - Candida parapsilosis
32 303 - Candida parapsilosis
32 304 - Candida parapsilosis
32 305 - Candida parapsilosis
32 306 - Candida parapsilosis
32 307 - Candida parapsilosis
32 308 - Candida parapsilosis
32 309 - Candida parapsilosis
32 310 - Candida parapsilosis
32 311 - Candida parapsilosis
32 312 - Candida parapsilosis
32 313 - Candida parapsilosis
32 314 - Candida parapsilosis
32 315 - Candida parapsilosis
32 316 - Candida parapsilosis
32 317 - Candida parapsilosis
32 318 - Candida parapsilosis

;1.700-1.999 Olas1 cins kimligi,

Tablo 4.4. (devami)izolatlarin isimlendirilmesi

Wickerhamomyces
subpelliculosus

Katih izolat | GTT Geleneksel Yontemlere MALDI-TOF MS MALDI-
mcl . . . . TOF MS
Kodu | (+/-) Gore Identifikasyonu Identifikasyonu -
no Skoru
46 | W00 + C. albicans/C. dublinensis Candida parapsilosis 1.808
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12 469 + C. albicans/C. dublinensis Candida dubliniensis 1.902

18 | 470 + C. albicans/C. dublinensis Candida albicans 1.660 |
. . . Candida

18 471 + C. albicans/C. dublinensis albicans_(afticana) 1.443

18 472 + C. albicans/C. dublinensis Candida albicans 1.766

18 473 + C. albicans/C. dublinensis Candida albicans 1.871

21 474 + C

. albicans/C. dublinensis Candida albicans 1.886

;1.700-1.999 Olas1 cins kimligi;

31 kisiden yapilan maya yiikii ¢aligmasinda katilimcilarin %38,71’inin (12 kisi)

maya tastyicisi oldugu belirlenmistir. Bunlardan sadece 3 kiside C. albicans, 2 kiside C.
albicans ve C. dublinensis, 2 kiside sadece C. dublinensis, 1 kiside C. parapsilosis, C.
inconspicua ve Pichia manshurica, 1 kiside C. albicans, C.dublinensis ve C. inconspicua, 1
kiside C. dublinensis ve C. parapsilosis, 1 kiside ise sadece C. parapsilosis belirlenmistir.
Katilimcilardan birinde SDA besiyerinden alinan izolat ise MALDI-TOF MS ile
Wickerhamomyces subpelliculosus olarak tanimlanmustir.

C. parapsilosis tasiyicist oldugu belirlenen kisilerin C. albicans tasiyicisi olmadigi,
fakat C. dublinensis tasiyicist oldugu belirlenmistir. Iki kisiden (%6,45) izole edilen C.
inconspicua tiirii tastyicilarindan birinde C. parapsilosis ile birlikte tasidigini, digerinde ise
hem C. albicans hem de C. dublinensis ile birlikte tasidig1 belirlenmistir.

Kleinegger, Lockhart, VVargas ve Soll, (1996) lowa eyaletinde yasayan 172 kisiyi bes
gruba ayirarak (0,5-1,5 yas aras1 A1 grubu, 2-7 yas A2 grubu, 15-18 yas arast A3 grubu, 30-
45 yag arast A4 grubu ve 60 yas ve lizeri AS grubu) agizda bulunan Candida yiikiinii
Southern blot hibridizasyon teknigi kullanarak belirlemiglerdir. A1 grubundaki bireylerin
%44'inlin ve A2 grubundaki test edilen bireylerin sadece %?24'iniin tasiyici oldugunu
belirlemislerdir. A3 grubunda Candida tasiyiciliginin %40, grup A4'te %53'e ve grup AS'te
%359 oldugunu bildirmislerdir. Yas ile birlikte Candida tasiyiciliginin arttigini
bildirmislerdir. Kleinegger, Lockhart, VVargas ve Soll, (1996) tarafindan yapilan arastirmada
calismamizi olusturan yas grubu bulunmamakla bilirkte A2 ve A3 grubu arasindaki degerin
arasinda bir oran ¢alismamizda bulunmustur. Bu nedenle ¢alismayla sonuglarimiz benzerdir.

Martins, Koga—Ito ve Jorge, 2002’de yaptiklar1 ¢alismada Sdo José dos
Campos/UNESP dis kliniklerinden 25 ile 55 yas arasindaki 68 saglikli katilimecidan 6rnek
toplamisglardir. Calismamizda kullanilan 6rnekleme yontemine benzer bir yontem kullanarak
topladiklar1 ornekleri santrifiijleme sonrasi ekimlerini ger¢eklestirmislerdir. Calismamiza

benzer olarak SCAF besiyerine ekim yapmuslar, farkli olarak ise CHROM agar Candida
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(CHROM agar, Paris, Fransa) iizerine de ekimlerini yapmiglardir. Maya izolatlarini,
Samaranayake ve MacFarlane'e ve Sandvén'e gore CHROM agar'da iireme ve germ tiipii
testi, hif, yalanc1i hif (pseudohyphae) ve klamidospor olusturmasi, karbonhidrat
fermantasyonu ve asimilasyon ile tanimlamiglardir. Candida tiirlerini 42 kisiden (%61,76)
izole ettiklerini bildirmislerdir. En sik izole edilen tiirlerin ise C. albicans, bunu takiben C.
tropicalis (%20,42), C. glabrata (%6,12) ve C. kefyr (%2,04) oldugunu bildirmislerdir.
Calismamizda geng¢ saglikli bireylerin maya yiikii belirlendigi i¢in Candida tiirleri ile
tastyicilik orani1 %35,48 olarak belirlenmistir.

Liguori ve ark. (2007) tarafindan 2004-2005 yillar1 arasinda toplam 78 oral durulama
¢ozeltisi analiz edilmistir. Fenotipik olarak 63 6rnekte maya oldugu, 15 6rnekte ise maya
olmadigimi belirlemislerdir. En sik izole ettikleri tiirlerin C albicans (48 sus, %76,2),
ardindan C. glabrata (6 suslar, %9,5), C. tropicalis (5 sus, %7,9), C. krusei (2 sus, %3,2),
C. parapsilosis (1 sus, %1,6) ve C. famata (1 sus, %1,6) oldugunu bildirmislerdir.
Calismamizda ise en sik izole edilen iki tiirden biri olan C. albicans 6 kiside ve 3 kiside C.
parapsilosis izolat1 tanimlanmis olup diger Candida tiirleri elde edilememistir.

Urzua ve ark., 2008’de yaptiklar: ¢alismada agresif ve kronik periodontitisli hastalarda
ve saglikli bireylerde subgingival bolgede ve mukozalarinda bulunan maya mikrobiyatasini
arastirmuslardir. 28 saglikli birey, 20 agresif periodontitisli (AP) ve 26 kronik periodontitisli
(CP) hastadan 6rnek toplamuslardir. Ornekleri kisilerin durumuna gore belirledikleri
bolgelerden swab ile almislar ve SDA besiyerine yayma plak yontemiyle ekim yaptiktan
sonra 37°C’de 24 saat siire ile inkiibe etmislerdir. Sayim petrilerinden izolat alarak,
izolatlarin germ tiipii, klasik testler ve CHROM agar Candida ile tanimlanmasi yapilmaistir.
C. albicans ve C. dubliniensis suslarin1 ayirt etmek igin izolatlar ksiloz igeren SDA da
42°C'de inkiibe edilmistir. Gerektiginde Fungichrom ve API ID 32C test kitlerini
kullanmiglardir. Geleneksel tanimlama testi sonuglarinin belirsiz oldugu durumlarda ITS1—
5.8 [rDNA-ITS2 bolgesinin ITS1 ve ITS4 primerlerinin dizilendirilmesi ile
tamamlamiglardir. Saglikli bireylerin bulundugu grupta toplam 10 tastyicinin tamami
mukozada maya kolonizasyonunu gostermistir, ancak bu kisilerin sadece bir tanesinin (%10)
subgingiva icinde maya kolonizasyonu belirlenmistir. AP'li dokuz hastanin %100'tinde
mukozada, sadece 4'linde (%44) subgingivada maya bulundugunu tespit etmislerdir. Son
olarak CP'li 18 hastanin 17'sinde (%94,4) mukozada, sekizinde (%44,4) subgingivada maya
kolonize oldugunu bildirmislerdir. U¢ gruptan toplam 3396 izolat almislardir ve bu
izolatlarin C. albicans (%87,5), C. dubliniensis (%8,4) ve C. glabrata (%2,6) oldugunu ve

geri kalan %0,5'lik kismin ise diger tiirler oldugunu (Kluyveromyces, Saccharomyces ve
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Rhodotorula) tespit etmislerdir. Peters, Wu, Hayes ve Ahn (2017) 15 periodontal hastaligi
olan ve 15 saglikli bireyde oral yikama 6rnegi toplamislar ve drneklerde bulunan funguslari
ITS genine gore tanimlamuslar. Toplanan 6rneklerden 81 cins ve 154 tiir izole ettiklerini ve
Candida ile Aspergillus cinslerinin katilimcilarin tiimiimiinde bulundugunu bildirmislerdir.
Ayrica katilimcilarin %97’sinden Penicillium, %93’tinden Schizophyllum, %90’inindan
Rhodotorula ve %83’iinden Gibberella cinslerinin bulundugu belirlemislerdir. Periodontal
hastalig1 olanlar ile agiz sagligi iyi olan katilimecilar arasinda genel oral mikobiyom ¢esitliligi
veya bilesiminde 6nemli farkliliklar bulunmadigini bildirmislerdir. Daha 6nce yapilan kiiltiir
temelli ¢aligmalarda periodontal hastaliklar ile iligkili bulunan Candida cinsinin, Peters, Wu,
Hayes ve Ahn (2017) periodontal hastaligi olan katilimcilar ile agiz sagligi iyi olan
katilimcilar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gostermedigini (P=0,52)
bildirmislerdir. Iki calismada da molekiiler teknikler kullanilarak hem hasta hem de saglikli
bireylerde agizda bulunan kiifler belirlenmistir. Calismamizda ise sadece saglikli geng
bireylerin maya yiikii belirlenmistr. Bu nedenle en sik izole edilen maya hem ¢aligmalarda
hem de ¢alismamizda Candida tiirleri olmustur.

Ghannoum ve ark. (2010) 20 saglikli yetiskin (21-60 yas aras1) bireyde oral boslukta
bulunan fungileri PBS ile agiz yikama yaparak ITS primerleri kullanarak tanimlamistir.
Katilimcilarm  %75’inden Candida spp. tiirlerini izole ettiklerini bildirmislerdir.
Orneklerden 74 kiiltiire edilebilir ve 11 kiiltiire edilemeyen fungi cinsi belirlemislerdir. En
sik izole edilen cinsin Candida oldugunu belirtmisler ve bunu Cladosporium (%65),
Aureobasidium (%50), Saccharomycetales (%50), Aspergillus (%35), Fusarium (%30) ve
Cryptococcus (%20) cinslerinin takip ettigini bildirmislerdir Calismamizda sadece mayalar
degerlendirilmis olup, sadece kiiltiire edilebilen 140 maya izolatindan 136 tanesinin Candida
cinsi mayalar oldugu belirlenmistir.

Monteiro—da—Silva, Araujo ve Sampio—Maia, (2014) yaptiklar1 ¢alismada Portekiz
Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi'ndeki yiiksek lisans programi besinci sinifta bulunan
40 saglikli ogrencinin katilimiyla agiz mikrobiyotasinda bulunan fungal tiirleri
belirlemislerdir. Orneklerden en ¢ok izole edilen funguslarin Candida spp. (%67,5),
Rhodotorula spp. (%75), Penicillium spp. (%85), Aspergillus spp. (%75), Cladosporium
spp. (%72,5), Trichoderma spp. (%10), Scedosporium spp. (%7,5), Alternaria spp. (%5) ve
Rhizopus spp. (%2,5) oldugunu bildirmislerdir. izole edilen Candida tiirlerinin ise C.
albicans, C. parapsilosis ve C. tropicalis oldugu bildirmislerdir. Yas, cinsiyet, oral
kontraseptif ilaglarin kullanim1 ve alkol aligkanliklar1 gibi degiskenlerin agiz boslugunda

belirlenen funguslarin prevalansini ve konsantrasyonunu etkiledigini (P<0,05); oral hijyen
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veya dis clirigii gibi durumlarin ise Candida spp., Rhodotorula spp., A. fumigatus veya
Trichoderma spp. prevalansini etkilemedigini (P<0,05) tespit etmislerdir. Calismada sik
izole edilen iki Candida tiirii calismamizda da sik izole edilen tiirlerdir. Bununla birlikte
calismamizda maya yiikii ile katilimcilarin demografik 6zellikleri ve agiz hijyeni ile ilgili
olarak istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamustir.

Li ve ark., (2012) huzurevinde kalan yasli yetiskenlerin agiz mikobiyomunda Candida
albicans cinsinin en sik tespit edildigini, ardindan Candida dubliniensis (78 katilimci),
Malassezia restricta (57 katilimci) ve Candida tropicalis (45 katilimci) tespit edildigini
bildirmislerdir. Sonug olarak yaslilarin agiz boslugunun Candida tiirleri ile sinirli olmayan
cesitli fungus tiirlerinin yerlestigini ve dagiliminin gesitli saglik durumlarindan (ateslenme
gibi) etkilendigini bildirmislerdir. Zakaria ve ark. (2017) 75-99 yas arasindaki 181 erkek ve
229 kadin katilimcimin tiikiirtikteki fungus popiilasyonunu PCR bazli molekiiler teknikle
degerlendirmislerdir. Aragtirmaya katilan katilimcilarin 6nceden antibiyotik kullanmamis
olanlarin1 se¢mislerdir. Sonug¢ olarak katilimecilarin %98,4’tiniin C. albicans tasiyicisi
oldugu, tiikiiriik fungus yiikiiniin >4 log kob/mL {izerinde olan katilimcilarin %54’ tiniinde
C. glabrata ve %38,1’inde C. dubliniensis tastyicist olduklarini belirlemislerdir. C.albicans,
C. glabrata ve C. dubliniensis tiirlerinin Japon toplumunda yasayan yaslilarin oral
mikobiyomunda baskin olarak bulundugunu belirlemislerdir. Calismamizda gen¢ saglikli
bireylerin degerlendirilmis olmasi sebebiyle agizda buluan maya tiirlerinde farkliliklar
buulnmaktadir. Bununla birlikte, hem 6nceki calismalarda hem de ¢alismamizda yas grubu
degismesine ragmen baskin tiirler arasinda C. albicans ile C. dublinensis oldugu
gorilmektedir.

Quiles—Melero, Garcia-Rodriguez, Gomez—Lopez ve Mingorance (2012) C.
parapsilosis, C. orthopsilosis ve C. metapsilosis tiirlerinin hizli tanimlanmasinda MALDI-
TOF MS sistemini degerlendirmislerdir. 103 izolat1 (referans sus ve Kklinik izolat) hem
MALDI-TOF MS hem de ITS1 gen bolgesine gore tanimlamiglardir. Sonugta iki yontem
arasindaki uyumun %100 oldugunu, C. parapsilosis grubu igindeki tiirlerin hizli ve giivenilir
bir sekilde ayirt edilmesinde yararli olabilecegini bildirmislerdir. Sendid ve ark. (2013)
klinik 6rneklerden izole edilen mayalarin tanimlamasi icin MALDI-TOF MS ve geleneksel
yontemlerin  performansini  karsilagtirmiglardir.  Toplam 1207 maya izolatini
tanimlamislardir. Referans yontem olarak ITS gen bdlgesi ile tanimlamislardir. Sonug olarak
geleneksel yontem ve MALDI-TOF MS ile tanimlamada %91,5 (1105) izolat uyumlu
gozlenirken, %6,1’inin (74) izolatin yanlis tanimlandigin1 bildirmislerdir. Molekiiler

tanimlama, bu 74 izolatin 73 tanesinin MALDI-TOF MS tarafindan dogru bir sekilde
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tanmimlandigmi bildirmislerdir. ki teknik arasindaki uyum, yakindan iliskili tiirlerin (C.
albicans-C. dubliniensis; C. inconspicua- C. norvegensis; C. parapsilosis-C. metapsilosis-
C. orthopsilosis) tanimlanmasi dahil, tibbi agidan 6nemli maya tiirlerinin tanimlanmasinda
%98-100 dogrulukta oldugunu bildirmislerdir. C. famata, C. lambica ve C. magnoliae veya
Geotrichum tiirlerine ait izolatlarin sadece %2,3'inin MALDI-TOF MS ile
tanimlanabildigini ve Trichosporon spp. tiirlerinin ise MALDI-TOF MS ile
tanimlanamadigimi bildirmislerdir. MALDI-TOF MS yonteminin geleneksel tanimlama
yontemlerine gére mayalarin tanimlanmasinda giivenilir, hizli ve maliyet agisindan diisiik
oldugunu ve alternatif olabilecegini bildirmislerdir. Jamal, Ahmad, Khan ve Rotimi (2014)
MALDI-TOF MS ile VITEK 2 sisteminin klinik maya izolatlarin1 tanimlamadaki
performanslarini karsilastirmislardir. 188 klinik maya izolatin1 Bruker Biotyper ve VITEK
MS ile analiz etmislerdir. VITEK 2, VITEK MS ve Bruker Biotyper MS sistemlerinin dogru
tanimlama yiizdelerinin sirasiyla %94,1 (177/188), %93,0 (175/188) ve %92,6 (174/188)
oldugunu bildirmislerdir. VITEK MS tarafindan ii¢ izolat tanimlanmamigken, dokuz C.
orthopsilosis izolatin1 C. parapsilosis olarak yanlis tanimlanmistir, bunun nedenin ise bu
tiirlin veritabaninda olmamasindan kaynaklandigini belirtmiglerdir. On bir izolatin Bruker
Biotyper tarafindan tanimlanmamis veya yanlis tanimlanmis ve 14 tanesinin daha dogru bir
sekilde tanimlanmasina ragmen, skorunun <1,7'de altinda oldugunu ve sonuglarin giivenilir
olmadigini belirtmislerdir. Taj-Aldeen ve ark. (2014) Katar'daki bir hastanede 1 Ocak 2004
ile 31 Aralik 2010 arasindaki donemi kapsayan retrospektif bir ¢calisma gerceklestirmislerdir.
Kandidemisi olan 187 hastadan elde edilen 201 izolatin MALDI-TOF MS ile molekiiler
teknikle tanimlama ile ayni sonuglart verdigini belirlemislerdir. Geleneksel yontemle
tanimlama da ise 21 izolatin (%10,4) sadece cins diizeyinde tanimlanabildigini
bildirmislerdir. Yukarida ¢alismalarda, MALDI-TOF MS ile yapilan tanimlama
calismalarinin hizli, ucuz ve yiiksek oranda dogru tanimlama giiciine sahip oldugu
bildirilmistir. Bizim ¢alismamizda da MALDI-TOF MS ile tanimlamay1 yukarida belirtilen
avantajlardan dolay1 sectik, fakat yine literatiirde bahsedildigi gibi referans bir yontem ile
calismay1 gerceklestiremedik. Referans yontem ile ¢alismasini planladik, fakat proje biitgesi
ile ilgili sikintilardan dolayr diger metotlar1 uygulayamadik. Calismamizla ilgili ileride

yapilacak referans yontem ile bu eksiklik giderilecektir.
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5. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak 18-25 yas aras1 geng saglikli bireylerin agiz maya yiikii belirlenmistir.
Ag1Z maya yiikiiniin geng saglikli bireylerde SCAF besiyerinde 0,72+1,01 ile 1,87+0,01 log
kob; SDA besiyerinde ise bakteri ve maya yiikiiniin 1,7940,0 ile >3,00 log kob arasinda
degistigi belirlenmistir.

Arastirmanmizda iki farkli ekim ydntemi kullanilmustir. Ik 6rneklemede alinan agiz
calkalama sularinin seri diliisyonlar1 hazirlanarak, her diliisyondan iki SCAF besiyerine
ekim yapilmustir. Fakat maya yiikii elde edilememistir. Ikinci 6rneklemede santrifiijleme
yontemi kullanilmistir ve toplanan agiz calkalama sular1 oncelikle 4000 rpm’de 20 dk
santrifiijlenmis ve supernatant kismi atilmistir. Pellet kismina 400 pLL PBS eklenerek iki adet
SCAF ve iki adet SDA besiyerine ekimleri yapilmistir. Sonug olarak petrilerden sayim
sonuclar1 alinmistir. Ek olarak santrifiijleme yonteminde iki besiyerinden alinan izolatlar
degerlendirdigimizde SCAF besiyerinden elde edilen izolatlarin maya oldugu, ama SDA
besiyerinden elde edilen izolatlarin ise genellikle bakteri izolatlari oldugu belirlenmistir. Bu
nedenle agiz Orneklerinden maya yiikiiniin belirlenmesinde santrifiijleme y&nteminin
kullanilmasi ve maya izolasyonu yapilabilmesi i¢in antibiyotikli (SCAF gibi) ya da spesifik
(CHROMAgar Candida gibi) bir besiyerinin kullanilmasi 6nerilmektedir.

MALDI-TOF MS ile izolatlarin %38,57 sinin (54 tane) C. albicans, %3,57sinin (5
tane) C. albicans (africana), %32,86’siin (46 tane) C. dublinensis, %20’sinin (28 tane) C.
parapsilosis, %2,14’tiniin (3 tane) C. inconspicua, %?2,14’{iniin (3 tane) Pichia manshurica
ve %0,72’sinin (1 tane) Wickerhamomyces subpelliculosus tiirleri oldugu tespit edilmistir.
MALDI-TOF MS ile gelencksel yontemlerle tanimlamada 12 izolatin isimlendirilmesinde
uyusmazlik goriilmiistiir. Bununla birlikte MALDI-TOF MS ile tanimlanan izolatlarmn 39
tanesinin skoru <1,7 olup giivenilir olmayan tamimlama icersindedir. Izolatlarin tiir
diizeyinde dogru tanimlanmas1 ve giivenilir olmayan tanimlamalarin belirlenebilmesi i¢in
daha ileri hem geleneksel hem de molekiiler tekniklerle tanimlamalarin yapilmasi
gerekmektedir.

Gilinlimiizde mikrobiyom c¢alismalarinda NGS c¢alismalari hiz  kazanmistir.
Calismamiz ise geleneksel kiiltiire dayali yontemle gercgeklestirilmistir. Bu nedenle
calismamizda kiiltiire edilemeyen tiirler ag1z maya yiikiiniin belirlenmesinde kacirilmistir.
Ek olarak literatiirde bulunan ¢alismalar cogunlukla hastaliklt bireyler arasinda
gerceklestirilmistir ve yas aralifi cok genistir. Bu nedenle yas araligi dar olan ve
katilimcilarin 6zelliklerinin daha kapsamli belirlenebilecegi NGS ¢aligmalarinin yapilmasi

onerilmektedir.
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EK 1. Anket Ornegi

Veri numarasi: Boliim: Tarih:
1) Cinsiyet: 12) Dis fircamiz1 ne sikhkla degistirirsiniz?
2) Yas: A) ayda bir
3) Medeni durum: B) tig ayda bir
4) Dislerinizi fircalama sikhgimz nedir? C) alt1 ayda bir
A) giinde bir D) aklima geldikce
B) giinde iki 13) Dislerinizi fircaladigimzda dis etlerinizde kanama

oluyor mu?
() her yemekten sonra
A) Hayr B) Evet
D) hig¢
14) Yirmilik dislerinizi ¢ektirdiniz mi?
5)Dis hekime gitme sikh@imz nedir?
A) Haymr B) Evet
A) ayda bir ) Hay )
. 15) Dis tas1 temizligi yaptirnr msimz?
B) ii¢ ayda bir
A) Hayr B) Evet
C) yilda bir

16) Kullandigimz dis macununun icerigine dikkat

D) dis ile ilgili sikintis1 olmadan asla
ediyor musunuz?

6) Dis ipi kullamr misimz?
A) Hayr B) Evet

A) Hayr B) Evet
17) Daha once hi¢ dis teli kullandimz mm?

7) Ag1z calkalama suyu (gargara) kullamr misimz?
. i g A) Hayr B) Evet

A) Haywr B) Evet
18) En son ne zaman antibiyotik kullandimz?

8) Halen disleri ile ilgili saghk problemi var m? . .
A) son bir ay icinde

A) Hayr B) Evet
B) son ti¢ ay i¢inde

9) Dislerinizde dolgu mevcut mu? .
C) son alt1 ay icinde

A) Hayr B) Evet )
D) bir yildan uzun siire énce

10) Dislerinde protez var m?
19) Alkol ne sikhikla kullaniyorsunuz?

A) Haywr B) Evet
) Hay ) A) her giin

11) Ne sikhikla sakiz cignersiniz? .
B) hafta bir

A) giinde bir .
C) ayda bir

B) giinde iki
D) hi¢

() aklima geldikce
20) Kola ya da asitli icecekler kullamyorsunuz?

D) hig¢
A) Hayr B) Evet

imza
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Ek 4. Spiralli Tez Kontrol Formu

2) Kapakta sadece bashk bold ve 14 punto, dier yazilar normal renkte

venl2 punto yazilmalidir.
3) Tez savunma sinavinda kabul edilmis tezler i¢in, tezin sirti tez yazim

kilavuzuna uygun olarak diizenlenmis olmalidir.

4) Kabul edilmis tez konusu ile tezin bas sayfasindaki tez

olmalidir.

7) Anahtar kelimeler (en fazla) 5 adet olmalidir.

8) Ingilizce 6zetin baginda konu bagh 81 yazilmalidr,

9) Metin ve kaynaklarm timg 1,5 aralikli olmaldir.

10) Tezde yazim karakteri olarak “Times New Roman” kullanilmalidir.

11) Web sayfa kaynaklar1 metin iginde de gegmelidir (parantez iginde

guncelleme tarihi ile birlikte). Kaynaklar bolimiinde de ciimlenin en

sonunda Erisim adresi ve Erigim tarihi sirasiyla verilmelidir.

12) Calismanmin Etik Kuryl onayi, varsa kurum onayi tezin en arkasina

konmalidir.

Tarih: 16/01/2020

Gilgin OZCAN ATES
")

Tarih: 16/01/2020

Pr\(ﬁgﬁserref OTKUN




Ek 5. Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Spiralli/Ciltli

Tez Yazim Kontrol Listesi

KONTROL BASLIGI OGRENCI DANISMAN

Tez yaziminda kullanilan yaz fipi mm
Sayfa kenar bosluklar: mm
Kapak sayfasi diizeni XUYGUN m
I¢ kapak sayfast diizeni mm
Onay sayfas1 diizeni mw
Beyan sayfasi igerigi ve diizeni mm
igindekiler sayfast diizeni mm

Tesekkiir sayfas: 5 | ouvGuN |
Tiirkce dzet @
Ingilizce 6zet %

Simgeler ve kisaltmalar dizini X m

Sekiller dizini ®UYGUN
Tablolar dizini tUYGUN m
Tezin 6n sayfalarimn siralamas UYGUN oUYGUN
On sayfalarin numaralandiriimas; oUYGUN
Sayfalarinin numaralandiriimas; oUYGUN
Bagliklarinin numaralandirilmas; *UYGUN oUYGUN
Sekil, resim ve tablo RUYGUN oUYGUN
numaralandirmasi
Yontem ve Gereg XUYGUN oUYGUN
Bulgular XUYGUN oUYGUN
| Tartisma | XUYGUN oUYGUN
Sonug ve Oneriler MUYGUN oUYGUN :/
Kaynaklar XyGun oUYGUN
Atiflar (alint1 ve gondermeler) MUYGUN oUYGUN
Ekler (etik kurul onayi, vs) S YGUN oUYGUN
Tez plam MIYGUN oUYGUN
Dil (anlatim, yazim —imla) XXYGUN oUYGUN
Kagit ve baski ozelligi MIYGUN ocUYGUN
Tezin son seklinin elektronik XUYGUN oUYGUN
kopyasi
Tarih: 16/01/2020 Tarih: 16/01/2020
Gilgin OZCAN ATES userrefit OTKUN
“
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