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Saghkh Bireylerden ve Candida — Iliskili Protez Stomatitili
Hastalardan Izole Edilmis Stok C.albicans Suslar1 Arasmdaki
C.dubliniensis Prevalansinin Molekiiler Yontemlerle Retrospektif
Olarak Arastirilmasi

Retrospective investigation of C.dubliniensis prevalence among stock C.albicans strains isolated
from healthy individuals and patients with Candida-associated prosthetic stomatitis by molecular

methods
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Oz

Amag: Candida-iliskili protez stomatiti (C-IPS), protez takan
hastalarin yaklasik %50-65’inde saptanan oral kandidiyazin en
sik goriilen seklidir. Candida albicans’n enflamatuar patolojiden
sorumlu baslica tiir oldugu gosterilmistir. ilk kez 1995 yilinda
Dublin’de tanimlanan Candida dubliniensis’in fenotipik 6zellikler
ve neden oldugu lezyon tiirli agisidan C. albicans’a ¢ok benzedigi
saptanmistir. Gegmis yillarda C.albicans olarak tanimlanan
suslarin C.dubliniensis olma olasilig1 nedeniyle C.dubliniensis’in
tarihsel prevalansini belirlemeye gerek duyulmustur.

Gere¢ ve Yontemler: Bu ¢alismada, oral 6rneklerden izole
edilip sadece fotipik yontemlerle C.albicans olarak tanimlanan
ve 2003 yilina kadar stok koleksiyonunda tutulan 81 maya susu
molekiiler yontemlerle yeniden incelenmistir.

Bulgular: Polimeraz zincir reaksiyonu ve restriksiyon
endoniikleaz reaksiyonlar1 ile yapilan genotipik incelemede
saglikli bireylerden izole edilen 45 C.albicans susun 4’ (%8,8)
C.dubliniensis, ancak CIPS’li hastalardan izole edilen 36 susun
tamaminin C.albicans oldugu tespit edilmistir.

Sonug¢: Bu retrospektif arastirmanin sonucunda agizdan izole
edilmis 81 maya susu arasinda C.dubliniensis prevelansinin % 4.9
oldugu, ancak C-IPS patogenezinde etkin olmadig1 anlagilmustir.
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Abstract

Objectives:Candida-related denture stomatitis (C-RDS),
is the most frequent form of oral candidiasis, being detected in
approximately 50%-65% of denture-wearing patients. Candida
albicans has been shown to be the principal species responsible
for inflammatory pathology. Candida dubliniensis, first described
in Dublin in 1995, was found to be very similar to C. albicans in
terms of phenotypic features and the type of lesion it causes. It was
necessary to determine the historical prevalence of C.dubliniensis
due to the possibility that the strains identified as C.albicans in the
past years were C.dubliniensis.

Materials and Methods: In this study, 81 yeast strains
isolated from oral samples and identified as C.albicans only by
photypic methods and kept in the stock collection until 2003 were
re-examined by molecular methods.

Results:In the genotypic examination performed by
polymerase chain reaction and restriction endonuclease reactions,
4 (8.8%) of 45 C.albicans strains isolated from healthy individuals
were found to be C.dubliniensis, but all 36 strains isolated from
patients with C-RDS were C.albicans.

Conclusions:As a result of this retrospective study, it was
found that the prevalence of C.dubliniensis among 81 yeast
strains isolated orally was 4.9%, but it was not effective in the
pathogenesis of C-RDS.

Keywords:C.dubliniensis, C.albicans, Candida related
denture stomatitis
Giris

Candida, insanlarin biiyiikk bir kismmin agiz

mikrobiyotasinda normalde az sayida bulunan kommensal
mayadir (Raju & Rajappa, 2011; Deo & Deshmukh.
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2019). Saglikli konaklarda zararli olarak kabul edilmez,
ancak kandidiyaz ile sonuglanan firsat¢1 enfeksiyonlara
neden olabilir (Akpan & Morgan, 2002; Vila ve ark.,
2019). Yashilik, agiz ortaminda ve dolayisiyla agiz
mikrobiyotasinda degisikliklere neden olan protez takmay1
gerektirir (Zomorodian ve ark, 2011). Agiz ortamindaki
mikroplar, protez 6zelliklerine, Candida tiirlerine ve agiz
hijyeni uygulamalarina bagli olarak protez ytlizeyini kolonize
eder ve yapiskan biyofilm olusturur (Salerno ve ark., 2011;
Prakash ve ark., 2015; Mousa ve ark., 2020). Polimetil
metakrilat gibi sentetik polimerlerden yapilan protezler
dogal olarak mikro gézeneklidir ve bu nedenle Candida’nin
kolayca tutunmasma ve kolonilesmesine neden olur.
Giliniimiizde, kolonilesmeyi azaltmaya yonelik c¢alismalar
hala siirmektedir (Mendez-Serrano ve ark., 2020 ; Acosta
ve ark., 2020).Ayrica diyet, bagisiklik yetersizliligi, yiizey
puriizlilligi, protez temizleyicileri, temizleme yontemleri,
besin kalintili tiikiiriik, yas, hormonal dengesizlik ve diger
predispozan faktdrler gibi bircok konak faktorii protez
ylizeyine tutunmay1 ve kolonizasyonu kolaylagtirir(Odds ve
ark., 1998 Akpan & Morgan, 2002; Rodrigues ve ark., 2019;
Thiyahuddin ve ark., 2019). Protezler ylizeyinde gelisen
mikrobiyal biyofilm, Candida iliskili protez stomatiti
(C-IPS) olarak bilinen kandidiyaz patogenezi baslatabilir
(Salerno ve ark, 2011; Badar6 ve ark., 2020).Simdiye
kadar yapilan calismalarda, Candida albicans’m C-iPS ile
iliskili baslica tiir oldugu gosterilmistir (Akpan & Morgan,
2002; Arias ve ark., 2008; Gendreau & Loewy, 2011;Gad
& Fouda, 2020). Fakat artan ila¢ kullanimi, edinsel immiin
yetmezlik sendromu (AIDS) ve diger etkenlere bagli olarak
albicans olmayan Candida tiirlerinin de patojen olabilecegi
bildirilmistir (Maenza ve ark., 1998; Kurnatowska AJ, 2001;
Akpan & Morgan, 2002, Muadcheingka &Tantivitayakul,
2015). Ozellikle AIDS’li hastalarin agiz boslugundan izole
edilenler arasinda Candida dubliniensis dikkat ¢cekmistir
(Odds ve ark., 1998; Aboualigalehdari ve ark., 2020).
Bu tiirtin 6nemli bir o&zelligi, mikozlarin tedavisinde
yaygin olarak kullanilan bir antifungal olan flukonazole
in vitro direng gelistirmesidir (Moran ve ark., 1998;
Aboualigalehdari ve ark., 2020). C.dubliniensis ilk defa
1995 yilinda Dublin’de Sullivian ve ark. (Sullivan ve
ark .,1995; Coleman ve ark., 1997 ) tarafindan fenotipik
(tireme ve goriiniim) 6zellikleri agisindan C.albicans’a g¢ok
benzeyen fakat genetik diizeyde ondan farkli olan yeni bir
tiir olarak tanimlanmistir. Son 15 yilda yapilan ¢alismalar,
bu tirtin HIV ile enfekte hastalarda, diyabet hastalarinda ve
ayrica saglikl kisilerde hastalikla iliskili oldugunu ortaya
koymustur (Rodrigues ve ark., 2019; Thiyahuddin ve ark.,

2019; Aboualigalehdari ve ark., 2020). Epidemiyolojik
calismalar, HIV ile enfekte hastalarin agiz boslugunda C.
dubliniensis prevalansinin %1.5 ile 32 arasinda degistigini
gostermigtir (Sullivan ve ark., 1995; Coleman ark., 1997;
Clark-Ordo” nez ve ark., 2017). C. dubliniensis’in C.
albicans ile birgok fenotipik 6zelligi paylagmasi nedeniyle,
geemis yillarda C. albicans olarak tanimlanan bazi oral klinik
izolatlarin, C. dubliniensis’in yanlis tanimlanmis izolatlar1
olabilecegi diistinilmistiir (Odds ve ark., 1998 ; Sant’ana
Maiano ve ark., 2003). Bu nedenle ¢alismamizda 1997-
2003 yillar1 arasinda Marmara Universitesi Dis Hekimligi
Fakiiltesi Mikrobiyoloji laboratuvarina gonderilen 45
saglikli ve 36 C-IPS’li bireyin ag1z 6rneklerinden iiretilmis,
sadece fenotipik yontemlerle C.albicans olarak tanimlanmis
toplam 81 stok sus arasinda C.dubliniensis varligi molekiiler
yontemler kullanilarak aragtirtlmistir.

Gere¢ ve Yontemler

Bu ¢alismamizda, 1997-2003 yillart arasinda Marmara
Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Mikrobiyoloji Bilim
Dali laboratuvaria gonderilen dil tstii ve damak siiriintii
orneklerinden izole edilmis sadece fenotipik yontemlerle
tanim1 yapilmis 81 stok C.albicans sus arastirilmistir.
Bu suslarin 36’s1 C-IPS bulgusu gosteren 40 — 70 yas
aras1 protez kullanan hastalardan; 45°i ise 0-60 yas arast,
protez kullanmayan (saglikli) bireylerden elde edilmistir.
Calismamizda kontrol susu olarak C.albicans CBS 6431 ve
C.dubliniensis CBS 7987 kullanilmistir.

Deney baslangicinda, stok suslar CHROMagar Candida
besiyeri plaklarma ekilmis ve 37°C de 48 saat inkiibe
edilmistir. C.dubliniensis’ tanimlamak i¢in dnce germ tiip,
klamidospor olusturma ve farkli 1s1 derecelerinde (37°C,
42°C ve 48°C) tireme gibi fenotipik ayirict tani yontemleri
uygulanmis, daha sonra molekiiler tani yontemleriyle
karsilastirilmistir.

Suslara uygulanan molekiiler yontemler sirasi ile DNA
izolasyonu, PCR teknigi ile HWP1 geni amplifikasyonu ve
RFLP teknigi ile amplikonlarin kesilmesi seklinde olmustur.
DNA izolasyonu “High Pure PCR Template Preparation”
ticari kiti kullanilarak gerceklestirilmistir. Ardindan PCR
teknigi ile suslarin HPW1 (Hyphal Wall Protein 1) gen
uzunlugu polimorfizmleri gorlintiilenmistir. Son olarak
da RFLP teknigi ile olusan gen amplikonlarinin BamH1
restriksiyon enzimi ile reaksiyonu sonucu olusan parga gen
polimorfizmleri goriintiilenerek incelenmistir (Romeo ve
ark,. 2000) .
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Bulgular
C-IPS’li hastalardan izole edilen ve sadece klasik
fenotipik yontemlerle C.albicans olarak tanimlanan

36 sus, hem fenotipik hem de PCR ydntemleriyle
yeniden degerlendirilmis, tamaminin C.albicans oldugu
dogrulanmistir.  Ancak protez kullanmayan saglikli
bireylerden izole edilen 45 C.albicans susunun 4’niin
C.dubliniensis oldugu tespit edilmistir. Bu suslarin 4’1 de 8

yas alt1 saglikli cocuklarda goriilmiistiir (Tablo 1).

Tablo 1: 81 adet stok susun molekiiler yotemler kullanilarak
ortaya ¢ikarilmis reidentifikasyon oranlari

Fenotipik yontemle Genotl}) ik y:)nfemle . .
geriye doniik Reidentifikasyon
tamimlanmis (1997- i .
reidentifikasyon orani
2003)
sonugclari

45 adet stok C. albicans | 41 adet C.albicans % 8.8
susu 4 adet C.dubliniensis
(saghkl birey kokenli)
36 adet stok C.albicans |36 adet C.albicans % 0
susu
(protez stomatitli
kokenli)
Total 81 stok adet 77 adet C.albicans % 4.9
C.albicans susu 4 adet C.dubliniensis

Tartisma

Agiz boslugundaki 700 kadar mikroorganizma tiirii
arasinda Candida cinsinden maya mantarlari da bulunur
(Prakash ve ark., 2015; Deo & Deshmukh, 2019). Genel
poptilasyonda, herhangi bir semptom yapmaksizin tagima
oranlarmin %20 ile %75 arasinda degistigi bildirilmistir
(Akpan & Morgan, 2002; Samaranayake, 2009; Mun
ve ark., 2015;Kimsa ve ark., 2020). Seker hastalar1 ve
bagigiklik sistemi baskilanmig bireylerde bu oranin
daha da yiiksek oldugu gozlenmistir (Lourengo ve ark.,
2017,Sampath ve ark., 2019). C. albicans, insan agiz
boslugundan izole edilen en yaygin (%20-50) tiir olmasinin
yam sira (Noble ve ark., 2017; Khan I, 2020), C. glabrata,
C. tropicalis ve C. dubliniensis gibi diger tiirler de daha az
siklikla bulunmaktadir. (Martin ve ark., 2010 ; Kimsa ve
ark., 2020). Agiz boslugunda kommensal olarak az sayida
yasayan bu organizmalarin, bazi lokal ve sitemik faktorlerin
etkisiyle asir1 tiremelerinin bir sonucu olarak kandidiyaz
¢gibi firsat¢1 enfeksiyonlara neden olduklari tespit edilmistir
(Singh ve ark., 2014; Millsop & Faze, 2016; Hellstein
& Marekg , 2019; Vila ve ark, 2020 ).Oral kandidiyaz,
ozellikle erken ve sonraki yasamda en sik goriilen insan
mantar enfeksiyonudur (Akpan & Morgan, 2002; Sharma

A, 2019). Yashlarda, 6zellikle protez takanlarda ve aym
zamanda diabetes mellitus gibi sistemik bir hastalig1 veya
bagisiklik yetmezligi olan kisiler arasinda yaygin bir sorun
oldugu goriilmiistiir (Odds ve ark., 1998; Akpan & Morgan,
2002; Rodrigues ve ark., 2019; Thiyahuddin ve ark., 2019;
Sharma , 2019).

Bir protezin agiz bosluguna yerlestirilmesi, diisiik
oksijenli, diisik pH’li ve anaerobik bir ortamla kandida
iremesine elverigli bir mikro ortam olusturur (Gleiznys
ve ark., 2015; Vila ve ark, 2020.) Bunun nedeni, Candida
tirlerinin akrilige daha iyi yapismasi, protez ylizeyleri
altinda tiikiiriik akisinin azalmasi, uygun olmayan protez
veya kot agiz hijyeni olabilir (Akpan & Morgan, 2002;
Baran & Nalgaci, 2009;Prakash ve ark., 2015).

Protez kullanimina bagli olarak gelisen kandidiyaz,
kronik atrofik kandidiyaz veya Candida iliskili protez
stomatiti olarak tanimlanmistir (Sharma, 2019 ; Vila
ve ark, 2020). Epidemiyolojik calismalar, bu hastalig
gelistiren bireylerin tiikiiriik, damak mukozasi ve dil
mukozast Orneklerinden izole edilen C albicans’in
protez stomatiti gelisiminin ana nedeni oldugunu, ancak
hastaligin patogenezinde rol oynayabilecek diger Candida
tiirlerinin varligini da bildirmistir (Gasparoto ve ark., 2009;
Zomorodian ve ark, 2011: Prakash ve ark., 2015). Ozellikle,
Temmuz 1995’de Dublin’de tanimlanan C.dubliniensis’in
ilk izolasyonu HIV’li hastalarda tekrarlayan agiz kandidiyaz
lezyonlarindan yapilmistir (Sullivan ve ark., 1995; Coleman

ve ark., 1997).

C.dubliniensis’in  C.albicans ile bircok fenotipik
ozelligi paylastigi ve neden oldugu kandidiyaz hastaliginin
klinik bulgularinin siklikla eritematéz seklinde oldugu
gbzlenmistir (Coronado ve ark., 2013; Liverio ve ark.,
2017). C-IPS’in klinik bulgularmin ayni sekilde oldugu ve
lezyonlardan izole edilen mayalarin %70 — %80 kadarini
C.albicans kokenleri olusturdugu tespit edilmistir (Akpan
& Morgan, 2002; Arias ve ark., 2008; Gendreau & Loewy,
2011; Gad & Fouda, 2020). Bu durum aklimiza ge¢miste
yapilan c¢alismalarda C.albicans olarak tanimlanmis
izolatlarmm kacinin C.dubliniensis olabilecegi sorusunu
getirmistir. Bu nedenle calismamizin amaci, gecmiste
saghkl bireyler ve C-IPS’li hastalardan izole ettigimiz
C.albicans suslarmi yeniden degerlendirip, ne kadarinin

C.dubliniensis oldugunu arastirmak olmustur.

C.dubliniensis’in ilk tanimlanmasindan sonra yapilan
caligmalarda oral kandidiyaz belirtileri bulunan semptomatik
HIV pozitif hastalarmin %32’inde ve asemptomatik HIV
pozitif bireylerin %25’inde C.dubliniensis kokeni tespit
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edilmistir(Colemanveark., 1997).Bu calismalari retrospektif
calismalar takip etmis ve kiiltiir koleksiyonlarinda yanlig
tamimlanmis suslar oldugu bildirilmistir (Odds ve ark.,
1998). Bilinen en eski C.dubliniensis stok susu 1957°de
Ingiltere’de 6lmiis bir hastanin akciger rneginden izole
edilmigtir. Daha caligmalarda
kokeni, saglikli bireylerin (Mosca ve ark., 2005), diyabet
ve kistik fibrozli hastalarin agzindan izole edilmistir
(Pinjonve ark., 1998;Willis ve ark., 2000; Peltroche ve
ark., 2002). Tiirkiye’de ise ilk izolasyon 1998-99 yillarinda
gergeklesmistir (Yiicel A & Kantarcioglu, 1996; Hilmioglu
ve ark., 1998).

sonraki C.dubliniensis

C. albicans’1 C. dubliniensis’ten ayirabilen molekiiler
yontemleri kullanan calismalar, C-IPS’li klinik 6rneklerde
C. dubliniensis izolat1 olmadigini veya sadece bir iki izolatin
var olabilecegini bildirmistir. Mosca ve arkadaslarinin
yaptig1 bir ¢aligmada 12 ergenin protez ile temas eden iist
damak bolgesinden alinan siirlintii 6rneklerinden sadece
birinden C.dubliniensis susu izole edilmistir (Mosca ve ark.,
2005). Yapilan bir bagka calismada orta ve ileri yas grubu
45 protez stomatitli hastanin kullandig1 protez materyali
ve mukozalarindan alinan Orneklerden sadece birinde
C.dubliniensis susu bulunmustur (Marcos-Arias ve ark.,
2009). Pintove arkadaglariinyaptigibircalismada 70 sagliklt
ve 70 protez stomatitli hastadan alinan iist damak siirlintii
orneklerinden C.dubliniensis susu izole edilememistir
(Pinto ve ark., 2008). Bizim caligmamizda 1997-2003
yillarinda protez stomatitli 40-60 yas aras1 hastalardan izole
edilmis ve stok C.albicans olarak tanimlanmig stok 36 sus
arasinda yapilan arastirmanin sonucunda C.dubliniensis
susu saptanmamustir. Bununla birlikte 0-60 yas arasi saglikli
bireylerden izole edilerek C.albicans olarak tanimlanmis
45 stok susdan 4’0 C.dubliniensis olarak tanimlanmistir.
Ilging olan; yeniden adlandirilan bu 4 susun 3-8 yas arasi
cocuklardan izole edilmis olmasidir. Elde ettigimiz verilerin
onceki raporlara benzer sekilde oldugu goriilmistiir.

Bazi calismalar protez kullananlarda protez kaynakli
stomatit varligina bakilmaksizin C.dubliniensis prevelansini
aragtirmis ve yaklagik %10 oraninda oldugunu bildirmistir
(Gasparoto ve ark., 2009; Zomorodian ve ark,2011). Ancak
protez altindaki mukozadan izole edilen C.dubliniensis
suslarinin kaginin lezyonlu veya lezyonsuz bélgeden oldugu
hakkinda bilgi verilmemistir.

Literatiir bilgileri ve elde ettigimiz veriler 1s18inda
Candida iliskili protez stomatiti’li hastalarda C.albicans
In patojenik bir maya olarak hala etkinligini korudugu;
C.dubliniensis prevalansinin ise ya disiik oldugu ya da hig

olmadig1 (Marcos —Arias ve ark.,2009; Gauch ve ark., 2018;
Senna ve ark., 2018; Aslani ve ark., 2018) ve bu konunun
aydinlatilmasi i¢in daha farkli epidemiyolojik caligmalara
ihtiya¢ duyuldugu anlasilmistir.
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