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Candida Albicans‘in Distagi Olusumundaki Roliniin In Vitro
Olarak Incelenmesi

Amag: Bu calismanin  amaci;  periodontal  hastaligin
patogenezindeki roli tam olarak bilinmemekle birlikte bir cok
arastirmada periodontal olarak hastalikli bireylerde varligi tesbit
edilen Candida albicans (C. albicans)’in distasi olusumunda rol alip
almadiginin in vitro ortamda arastinimasidir.

Gere¢ ve Yontemler: C. albicans suslarinin canlandirimasi ve
inklbasyonu icin Sabouraud-2 % Dextrose Agar (SDA) besiyeri
kullanildi. Kalsifikasyon calismalari icin kati (B-2, B-4, modifiye), sivi
besiyeri ve Mineral Salt Basal Uygulama Tamponu (MSB)
hazirlandi. Kalsifikasyon yapip yapmadigi i1sikk mikroskobu ve
spektrofotometre ile incelendi.

Bulgular: C. albicans B-2, B-4 ve sivi besiyerlerinde kalsifikasyon
olusturuken, MSB de herhangi bir kalsifikasyon olusumu izlenmedi.

Sonug: C. albicans'in in vitro digtasl olusumuna katildigi belirlendi.
llgili mikroorganizmanin distasi olusumunda rol alarak periodontal
hastaligin ortaya ¢gikmasina katki sagladigi sdylenebilir.
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ABSTRACT

In Vitro Investigation of The Role of Candida Albicans In
Dental Calculus Formation

Background: The aim of this study is to investigate the role
of Candida albicans (C. albicans) which is detected in
periodontally diseased individuals in dental calculus
formation.

Methods: Sabouraud-2% Dextrose Agar (SDA) medium was
used for the growth and incubation of C. albicans. Solid (B-
2, B-4, modified), liquid medium and Mineral Salt Basal
Application Buffer (MSB) were prepared for calcification
studies. Calcification was examined by light microscopy and
spectrophotometer.

Results: Although calcification was determined in B-2, B-4
and liquid medium, no calcification was observed in MSB.

Conclusion: C. albicans was found to be involved in the in
vitro formation of dental calculus. It can be said that C.
albicans can contribute to the initation of periodontal
diseases by taking part in the formation of dental calculus.
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Periodontal hastaligin baslamasi ve ilerlemesinde primer
etyolojik faktdér dental plaktir. Dental plagin mineralize
olarak kalsifiye depozit sekline ddnlsmesiyle distasi
meydana gelmektedir." Distaglarinin ylizeyi metabolik
olarak aktif mikroorganizma katmani ile kaphdir ve
yapisinda bulunan non-mineralize alanlar bakterilerin
virilans  faktbrlerinin  disariya  sallnimina  olanak
saglamaktadir.2® Yapilan epidemiyolojik galigmalarda
distasi ile periodontal hastallk arasinda gucli bir
korelasyon oldu@u belirtilmigtir.*®

Dental plagin mineralizasyonunda kalsiyum iyonlarinin
depozisyonu ve kristallesme icin gerekli fiziksel sartlarin
bakteriler tarafindan olusturuldugu dustnulmektedir.
Friskopp ve Hammarstrom kalsifikasyonun filament6z
bakteriler arasinda basladigini ve filamentdz bakterilerin
kalsifikasyon icin uygun bir intermikrobiyal alan
olusturarak digtasi olusumunu destekledigini
belirtmiglerdir.®

* Usak Universitesi Dis Hekimligi Faktiltesi Periodontoloji AD, Usak, Tiirkiye

Candida albicans (C. albicans) hem saglikli hemde
sistemik olarak hastalikli bireylerin oral florasinda
bulunan ve birgcok hastaliga neden olan firsatci bir
mikroorganizmadir.” C. albicans’in periodontal
hastaligin patogenezindeki roli tam olarak
bilinmemekle birlikte bircok arastirmada
periodontal olarak hastalikli bireylerde varligi tesbit
edilmistir.8'° Yapilan galismalarda periodontal cep
bélgesinde C. albicans varligini saptanmis ve
kemik ve atagsman kaybi bulunan bireylerin digeti
dokusunda C. albicans varligi belirtilmigtir.'":2

Distasl olusumunda bakterilerin etkileri arastiriimis
olmasina ragmen kesin ve aciklayici bilgilere
ulasilamamaktadir. Ozellikle distasi olusumuna
katlan ve distasi icerisinde bulunan bakterilerin
kalsifikasyon ~mekanizmasinda gérev  yapip
yapmadiklan bilinmemektedir. C. albicans’in dis
sert dokularina bagdlanarak biyofilm tabakasi
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olusumundaki rolu ile ilgili herhangi bir calisma mevcut
degildir. Bu baglamda caligmanin amaci C. albicans’in
in vitro ortamda kalsifikasyon olusumuna katihp
katlmadiginin belirlenmesidir.

GEREC VE YONTEMLER

Calismada kullanilan C. albicans suslari uluslararasi
kaltir koleksiyonu olan ATCC (The American Type
Culture Collection-Georgetown University, Bacteria
Department, Washington, U.S.A)’den temin edildi. C.

albicans’'in  aksesyon kodu ATCC 10231 idi.
C.albicans’'in canlandirimasi ve inkibasyonu icin
Sabouraud-2% Dextrose Agar (SDA) besiyeri

hazirlandi.
SDA besiyerinin hazirlanmasi

250 ml besiyeri icin; 2,5 g special peptone, 5 g glukoz,
4 g agar steril su icerisine ilave edildi. Besiyeri
otoklavda 121°C’de 20 dk steril edildi. 45-50°C’ye
kadar sogutulduktan sonra steril petrilere ddkulerek
katilagsmaya birakildi. Besiyerleri gunlik ve taze olarak
hazirlandi ve ekim islemi yapilincaya kadar oda isisinda
muhafaza edildi.

Canlandirma ve inkiibasyon

ATCC’den ticari olarak temin edilen liyofilize C.
albicans suslan Uzerine steril serum fizyolojik
eklenerek slspanse edildi. Steril pipet kullanilarak
suspanse haldeki C. albicans susu besiyerine
aktarildi. Aerobik sartlar altinda 37°C 48 saat etlvde
inklibasyon islemi yapildi. inkilbasyon sonrasi
besiyerinde olusan koloniler incelendi. Geligen
kolonilerden bir 6ze dolusu kdltlr alindi. Besiyerini
iceren petri kabina birkag mm ¢apinda yayma islemi
yapildi. Daha sonra bu 6ze araciigyla yaylma
alanindan baslayarak cizgi ekimine gecildi. Cizgi ekimi
birbirini 90 derece aclyla kesen bdlgeler olusturacak
sekilde yapildi. EKim yapilmig petri kabi aerobik sartlar
altinda etivde 37°C’de 48 saat inkibe edildi.
Canlandirma ve gelismesi saglanan C. albicans
mineralizasyon denemeleri yapilincaya kadar %15-18
gliserol igceren ortamda -78°C de muhafaza edildi.

Canlandirilip inkiibasyonu yapilan C. albicans’in kati
ve sivi besiyerlerine ekimi ile mineral salt basal
tamponu (MSB) icerisine uygulamasi yapild.

Kati Besiyerine Ekim

Hazirlanan mikroorganizmalarin her biri B-4, B-2 ve
standart besiyerlerinin modifiye edilmesi ile olugan kati
besiyerlerine ekimi yapildi. Modifiye besiyeri standart
besiyerlerinin 3/4' 10k kismina %0,15-%0,25 oraninda
kalsiyum asetat katilarak olusturuldu. inkiibasyonun 3.,

5., 7., 14., 28. ve 40. gunlerinde petri plaklarinda kristal
olusumu i1sik mikroskobu (LM) altinda tesbit edildi.

B-4 besiyeri hazirlanigi; 0,25 g kalsiyum asetat, 0,4 g
maya 6zutd, 1 g glukoz ve 1,8 g agar karigsimi 100 ml saf
su icerisine ilave edildi. pH 7.2’ ye ayarlandi ve besiyeri
otoklavda steril edildi. 45-50°C’ye kadar sogutulduktan
sonra steril petrilere dokulerek katlagsmaya birakildi.™
B-2 besiyeri hazirlanisi; 2 g kazein, 0,5 g glukoz, 6 g tris,
0,5 g maya 6zutu, 0,75 g kalsiyum asetat ve 7,5 g agar
kanisimi 500 ml saf su igerisine ilave edildi. pH 7.4’e
ayarlandi ve besiyeri otoklavda steril edildi. 45-50°C’ye
kadar sogutulduktan sonra steril petrilere dokilerek
katilagsmaya birakildi.'*

Sivi Besiyerine Ekim

Sivi besiyeri B-2 besiyerine agarin katiimamasi sonucu
elde edildi. Besiyeri hazirlandiktan sonra otoklavda steril
edildi ve plastik erlene aktarildi. Sivi besiyerine ekimden
sonra inkibasyonun 10., 20. ve 40. gunlerinde svi
besiyerinden steril pipetler araciligiyla alinan érnekler lam
Uzerine yayildi ve LM altinda incelendi.

Mineral Salt Basal Uygulama Tamponu

1 litre saf su icerisine 0,75 g dipotasyum fosfat, 0,2 g
monopotasyum fosfat ve 0,09 g magnezyum sulfat ilave
edilmesiyle MSB olusturuldu.15 Bu igerigin pH’si 7.0
olarak ayarlandi ve 0.22 um’lik filtreler araciigiyla steril
edildi.

Hazirlanan MSB igeriginden 9 ml alindi ve igerisine C.
albicans McFarland Standard | referans alinarak ilave
edildi ve suspansiyon olusturuldu. Hazirlanan
suspansiyona hacim 10 ml olacak sekilde tekrar MSB
icerigi ilave edildi. Hazirlanan igerige stok solusyonundan
otomatik pipetler araciiiyla damla damla 140 g/l
kalsiyum klorir (CaCl,) toplam hacim 12 ml olana kadar
ilave edildi. Damla damla ilave esnasinda ¢okelme olup
olmadigi gézlendi ve kesin sonuglar icin 24 saat beklendi.
Kontrol grubu olusturmak amaciyla 10 ml MSB igerigine
herhangi bir mikroorganizma ilave etmeden 2 ml 140 g/l
CacCl; ilave edildi.

MSB icerisinde olusan kalsifikasyonu kisisel gézlemden
arindinp  sayisal  deQerler elde etmek igin
spektrofotometre kullanildi. Spektrofotometrede 540
nanometre dalga boyunda % transmitans alind..
Transmitans alarak ¢ozeltiye giren 1sigin yizde kaginin
cozeltiden ciktigi gosterildi. Kontrol grubunu kér kabul
ederek solusyondaki bulaniklik  derecesini  yani
kalsifikasyon miktarlar degerlendirildi.

BULGULAR

Kati besiyerine ekim bulgulari; C. albicans’in hem B-2
hem de B-4 besiyerlerinde kalsifikasyon olusturdugu
gbzlendi (Sekil 1 ve Sekil 2). Modifiye besiyerinde ise
zenginlestirici olarak kullanilan kan ve heminden dolayi
IStk mikroskobu altinda herhangi bir tesbit yapilamadi.
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Sekil 1

C. albicans’in B-4 besiyerinde olusturdugu kristal tanecikleri (40x10
LM). Kalsifikasyon odaklar1 ok isareti ile gosterilmistir.

Sekil 2

C. albicans’in B-2 besiyerinde olusturdugu kristal tanecikleri (40x10
LM). Kalsifikasyon odaklar1 ok isareti ile gosterilmistir

Sivi besiyerine ekim icin B-2 besiyerinin sivi hali

kullanildi.  Sivi  besiyerinde de C. albicans‘in
kalsifikasyon olusturdugu gozlendi (Sekil 3).
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Sekil 3

C. albicans’m siv1 besiyerinde olusturdugu kristal tanecikleri (100x10
LM). Kalsifikasyon odaklar1 ok isareti ile gosterilmistir

MSB icerigine CaCl, eklendiginde C. albicans iceren
solusyon kontrol grubuna gbére mineralizasyon
gOstermedi (Sekil 4).

. albicans

Kontrol grubu

Sekil 4

C. albicans’in siv1 besiyerinde olusturdugu kristal tanecikleri (10010
LM). Kalsifikasyon odaklar1 ok isareti ile gosterilmistir

C. albicans’in transmitansinin kontrol grubuna goére
dusuk olmakla birlikte anlamli bir farklilk gézlenmedi
(Tablo 1).

Tablo 1.

Pedodontistlerin
deneyimleri

Kontrol grubu 99.9

demografik ve mesleki

C. albicans 98.8

Lenfadenopati’nin eslik ettigi akut apikal apseli bir disi
olan 10 yasindaki hastanizdaki 6ncelikli antibiyotik
segiminiz ne olur?

Anketimize katilan pedodontistler, béyle bir durumda %
86.5’i amoksisilin + klavulanik asit kombinasyonunu
tercih edeceklerini belirtmislerdir. (Sekil 3).

TARTISMA

Distasi formasyonu temelde dental plagin elimine
edilmemesi sonucu tikurik ve digeti olugu sivisi esasli
amorf materyal ve mikroorganizma icerikli organik
matriks Uzerine kalsiyum fosfat kristallerinin gcokelmesi
sonucu olugur.’® Digtagl formasyonu alkali ortam
varliginda tUkUrikte bulunan kalsiyum ve fosfat
iyonlarinin ¢ékelmeye baslamasi ve mineral formunu
almasiyla gerceklesir. Bu ¢dkelme, ortamda bulunan
bakterilerin alkali sartlan geligtirmesiyle ve plak
icerisinde var olan mineralizasyon cekirdekleriyle
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bakterilerin kristalizasyon ve mineralizasyonda rol
alarak distasi olusumuna katki sagladigi ve periodontal
hastaliklar igin risk olusturdugu dustndlmektedir.

Distasi olusum mekanizmasi Gzerine yapilan ¢alismalar
bakterilerin roline dikkat cekmis ama bu iligkiyi tam
olarak aciklayamamistir. Bakterilerin distasi olusumuna
katihip katiimadigi yéniinde yapilan ¢alismalar sinirlidir
ve daha cok bakterilerin pasif katihmini géstermeye
yOneliktir.'®20 Bu galismada C. albicans’in periodontal
hastallk olusumunda katkida bulunmasinin yani sira
distasli olusumunda da rol alip almadidi incelenmeye
calsildi. C. albicans eger distasi olusumunda rol
oynuyorsa, rolinin ise aktif mi yoksa pasif mi
oldugunu belirlemek igin farkl besiyerleri kullanildi. Bu
dogrultuda C. albicans’in aktif mineralizasyonunu
tesbit etmek icin kati ve siwvi besiyerlerine ekimleri
yapildi. Pasif mineralizasyonun tesbiti icin ise MSB
tamponu kullanildi.

Boquet ve ark. 1973 yilinda mikroorganizmalar
Uzerinde  vyapillan  kalsifikasyon  calismalarinda
uyguladiklari daha sonra da bircok arastirici tarafindan
da kullanilan B-4 besiyeri ve B-4 besiyerinin modifiye
edilmesi ile hazirlanan B-2 besiyeri calismamizda
kullanildi.’®'* B-4 ve B-2 besiyerlerinin yani sira
modifiye besiyeri de olusturuldu. Arastirmamiz Gg farkl
kati besiyeri kullanilmasi yonulyle diger tim in vitro
kalsifikasyon arastirmalarindan ustunlik
gOstermektedir. Dis hekimliginde ise bu besiyerleri
kullanilarak herhangi bir kalsifikasyon arastirmasi
yapiimamigtir.

B-2 ve B-4 besiyerlerinde kalsifikasyon odaklari
gérulirken, modifiye besiyerinde ise herhangi bir
kalsifikasyon odadi tesbit edilemedi. Bizim
calismamizla paralellik gésteren bir calismada in vitro
ortamda C. albicans’n uygun kosullar altinda
intraselller kalsifikasyon yaptidi ortaya konmustur.?!
Ancak bu calisma incelendiginde herhangi bir
besiyerinden ve ekimin yapildig kosullardan
bahsedilmemektedir. C. albicans’in hem B-2 hemde B-
4 besiyerlerinde kalsifikasyon gdstermesi iki sebebe
baglanabilir. Bunlardan birincisi C. albicans’in fizyolojik
u¢ durumlara iyi bir uyum kapasitesine sahip olmasi,
digeri ise ortamda glikoz ve iki degerlikli iyon (Ca+2)
varliginda biyofilm olusturma kapasitesinin
artmasidir.22 C. albicans zorlu sartlar altinda canliligini
surdurebilen ve biyofilm olusturma kapasitesi yluksek
bir mikroorganizmadir.2® Bu bilgiler dogrultusunda C.
albicans’in hem kendi organik yapisinin, hem de
olusturdugu biyofilm yapinin minerallerin birikmesi icin
sablon gorevi gordigu ve kalsifikasyon olusturdugu
disundalebilir.

C. albicans’in kati besiyerinde oldugu gibi sivi
besiyerinde de kalsifikasyon olusturdugu gézlendi. Bu
mikroorganizmanin  sivi  besiyerinde olusturdugu
kalsifikasyon odaklari kati besiyerindekilerden daha
klcuk boyutta ve daha az miktardadir. Kati besiyerinde

mikroorganizma kolonisinden ekstraselliler ortama
diffize olan molekuller koloniye belli bir mesafede veya
koloniler arasinda kristal olugsmasini tesvik etmektedir.
Sivi ortamda ise ortama salgilanan molekdller tim sivi
icerisine dagildigindan dolayr konsantrasyon katiya
nazaran daha disuk olmaktadir. Bundan dolayi
kristalizasyon kati besiyerine gére biraz daha ge¢ ve
zayif bir sekilde ortaya ¢ikmaktadir. Sivi besiyerinde
kristallerin daha kiclUk olmasi besiyeri igerigine
baglanamaz c¢lnkl her iki besiyeri igerisindeki iyon
yogunlugu agisindan aynidir. Sivi besiyerinde, sadece
besiyerinin  katlasmasi icin gerekli olan agar
kullanilmamistir.

MSB nanopartikil sentezinde kullanilan 6zel bir
tampondur sistemidir.?* igerigi dipotasyum fosfat ve
monopotasyum fosfat kullanilarak olusturulan bir fosfat
tamponu ile magnezyum silfattan olusmaktadir.?
MSB’yi kullanmamizin nedeni pH stabilitesi saglayan
iyi bir tampon olmasi ve icerisinde bulunan sulfat ve
fosfatin kalsiyum ile birleserek partiktl olusturmasidir.
Doygun kalsiyum c¢dzeltisi olusturmak igcin CaCl,
kullanmamizin nedeni ise CaCly’nin sivi ortamda iyi
¢codzulmesi ve Ca+2 olusturabilmesidir. MSB igerisine
ilave edilen CaCl, miktari toplam hacmin %20’sinden
fazla olmayacak sekilde yapilmasindaki ana etken
doygunlugun asin bir sekilde arttinimayip kendi
kendine ¢okelmesinin dnline gegcmektir.

C. albicans kati ve sivi besiyerinde kalsifikasyon
olusturdugu halde MSB igerisinde herhangi bir
kalsifikasyon go&stermedi. C. albicans kati ve sivi
besiyerinde herhangi bir organik molekuile tutunarak
kalsifikasyon ¢ekirdedi olusturup kristal olusturabildigi
halde MSB icerisinde tutunabilecedi bir organik
molekil olmadigindan kalsifikasyon olusturamamigtir.
Organik molekule tutunma hem mikroorganizma igin
hem de mikroorganizmanin kalsifikasyon cekirdegi
olusturabilmesi acisindan énemlidir. C. albicans’in
transmitansinin kontrol grubuna gére disuk olmasinin
nedeni; kontrol solusyonu icerisinde herhangi bir
mikroorganizmanin bulunmamasi, kalsifikasyon
gb6zlenmeyen C. albicans solusyonun da ise
mikroorganizma varliginin solusyona giren isinlarin
ufak bir kismini tutmasindan ileri gelmektedir.

SONUG

C. albicans periodontal hastalikli bireylerde izole
edilmesine ragmen periodontal hastaliktaki roli tam
olarak bilinmemektedir. C. albicans’in  rolinu
aciklamaya calisan bu aragtirmada C. albicans’in kati
ve sivi besiyerlerinde kalsifikasyon olusturdugu MSB
icerisinde ise kalsifikasyon olusturmadigi gézlendi. C.
albicans’in distasi olusumuna aktif olarak katilabilecegi
belirlendi. ilgili mikroorganizmanin distasi olusumunda
aktif rol alarak periodontal hastaligin ortaya c¢ikisinda
rol oynadigi séylenebilir.
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