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1. OZET

Candida albicans, agiz mukozasina kolonize olabilen firsat¢1 bir patojendir. Bazi
lokal ve sistemik faktorlerin etkisi ile sayisi artarak, cesitli oral kandidiyaz tiplerine
sebep olmaktadir. Bunlarin baginda Candida iligkili protez stomatiti gelmektedir.
Genel olarak bu tiir enfeksiyonlarin tedavisinde antiseptik igeren agiz gargaralari,
antifungal tedaviye alternatif olarak kabul edilmektedir. Yapilan ¢alismalar, agiz
icindeki antiseptik konsantrasyonunun agiz dinamiklerinin etkisiyle azaldigini
gostermektedir. Bu durum, tedavi sirasinda diisiik antiseptik konsantrasyonunun
Candida’min karakterini veya patojenitesini nasil etkiledigi sorusunu akla
getirmektedir. Bu nedenle ¢alismamizda; protez stomatiti hastalarindan izole edilen
20 C. albicans susunun virulans faktorleri {lizerine (fosfolipaz ve proteinaz),
tedavide kullanilan klorheksidin glukonat (%0.2), heksetidin (%0.1) ve triklosan
(%0.045) olmak tizere 3 antiseptik solusyonunun 4 farkli sub-terapotik
konsantrasyonlarmin  (1/150, 1/200, 1/250, 1/300) etkisinin arastirilmasi
amaclanmistir. Fosfolipaz deneyi yumurta sarisi iceren Sabouraud dextroz agar
besiyerinde, proteinaz deneyi ise sigir serum albumin iceren besiyerinde
yapilmistir. Ug antiseptik ajanin 4 farkli sub-terapétik konsantrasyonu ile 30 dakika
temas edilen 20 susun fosfolipaz ve proteinaz aktivite degerlerinin, ayni suslarin
antiseptik ile temas edilmeyen (kontrol) degerlerine gore anlamli (p < 0.05) olarak
azaldign bulunmustur. Ug antiseptigin kendi sub-terapotik konsantrasyonlari
arasindaki degisim anlamli (p <0.05) bulunmustur. Bu antiseptiklerin ayni
konsantrasyonlar1 karsilagtirildiginda ise enzim diizeyleri arasinda, anlamli bir fark
bulunmamuistir (p > 0.05). Literatiir ve bulgularimizin degerlendirilmesi sonucunda;
Candida iligkili protez stomatiti tedavisinde kullanilan oral antiseptik ajanlarin sub-
terapotik  konsantrasyon degerlerinin, C. albicans’in virulans faktorlerinin
aktivitelerini azaltarak, susun patojenik etkisini azaltabilecegi veya inhibe

edebilecegi diigiincesindeyiz.

Anahtar Kelimeler: Candida iliskili protez stomatiti, Heksetidin, Klorheksidin,

Triklosan, Virulans faktorleri.



2. SUMMARY

Effect of Oral Antiseptic Agents on Phospholipase and Proteinase Enzyms of

Candida albicans

Candida albicans, an opportunistic pathogen that can colonize the oral mucosa. Some
local and systemic factors increases the number of C. albicans which causes various
types of oral candidiasis. The most common oral candidiasis type is Candida-
associated denture stomatitis. In generally, oral rinse with antiseptics which were
used as treatment of these types of infections, was considered as alternative of
antifungal treatment. Studies have suggested that the intraoral concentrations of
antiseptic decrease considerably due to the dynamics of the oral cavity. This
condition yield the question of how low antiseptic concentrations affect the character
or pathogenesis of Candida during treatment. Therefore the aim of this study was to
investigate the effect to four sub-therapeutic concentrations (1/150, 1/200, 1/250,
1/300) of mainly chlorhexidine gluconate (0.2%), hexetidine (0.1%) and triclosan
(0.045%) on the virulance factors (phospholipase and proteinase) of C. albicans
isolates from 20 patients with denture stomatitis. Phospholipase test was done on
Sabouraud dextrose agar with egg yolk, proteinase test was done on the bovine
serum albumin agar. Phospholipase and proteinase activity values of 20 strain which
were brief exposured (30 min) to four different sub-therapeutic concentrations of
three antiseptic agents decreased significantly (p<0.05) when it was compared with
the strains that were not exposured with antiseptics (control) values. There is
significant (p<0.05) difference between the self sub-therapeutic concentrations of the
three antiseptics. When the same concentrations of each antiseptic was compared,
there is no significant (p>0.05) difference between enzymatic activities. As a result
of literature research and the studies, it was thought that sub-therapeutic
concentration levels of oral antiseptic agents which are used on treatment of
Candida-associated denture stomatitis may reduce or inhibit pathogenicity effect of
strain by reducing the virulance factors of C. albicans.

Key Words: Candida-associated denture stomatitis, Chlorhexidine, Hexetidine,

Triclosan, Virulance factors.



3. GIRIS VE AMAC

Candida albicans ve baz1 Candida tirleri, agiz iginde kommensal
mikroorganizmalar olarak yasayabilmektedir. Saglikli erigkin bireylerin yaklasik
%60’inda  ve cocuklarin %26-65’inde kandidiyaz belirtileri goriilmeden de
Candida’larin agizda bulundugu bildirilmistir (29, 79, 114). Baz1 hazirlayict lokal ve
sistemik faktorler, konak ve maya arasindaki dengenin bozulmasina neden olabilir.
Bu durumda Candida kommensal yasamdan patojen duruma geger ve oral
kandidiyaz bulgular1 ortaya ¢ikabilir (8, 39). C. albicans oral kandidiyaz’a neden
olan baslica tiirdlir ve patojenik Candida tiirleri arasinda en tehlikelisidir. Bunun
muhtemel nedenlerinden biri blastospor fazindan hifal faza doniisme yetenegi
olabilir. C. albicans’1n hifal bliylime baslangicini belirleyen germ tiipleri, kandidiyaz
patogenezinden sorumlu oldugu gibi Candida’ya ait en iyi bilinen virulans
faktorlerinin (fosfolipaz, asit proteinaz) de dnemli rolii vardir. Bu enzimler, konak
hiicre membraninin fosfolipit ile protein yapisim1 bozarak, Candida’nin konak

hiicreye girisini ve enfeksiyon olusturmasini kolaylastirirlar (39, 152, 219, 222).

Oral kandidiyazin en ¢ok goriilen sekli ileri yasglarda protez kullanan bireylerde
olusan Candida-iliskili protez stomatiti’dir. Bu enfeksiyon, hareketli protezlerin (tam
veya bolimlii) altindaki bolgede ortaya ¢ikan kronik eritemli doku o6demi ile
karakterizedir (8, 16, 216). Hastaligin giderilmesinde en 6dnemli yaklagim etkin agiz
ve protez hijyeninin saglanmasi ile olmaktadir (40, 60, 216). Enfeksiyonun yaygin
oldugu, immiin sistemi baskilanmis, agiz ve protez hijyenini saglayamayan
hastalarda antifungal tedaviye bagvurulmasi gerektigi bildirilmistir (39, 50). Candida
iligkili protez stomatiti tedavisinde topikal veya sistemik yolla uygulanabilen bir¢ok
antifungal ila¢ bulunmasmma ragmen, basta klorheksidin glukonat olmak iizere
antiseptik ajan iceren cesitli agiz gargaralan alternatif olarak kullanilmaktadir (72,
224). Yapilan ¢aligmalar, tiikiiriglin seyreltici ve agiz i¢i kaslarin yikayici etkisinin
antiseptik ajanin agiz i¢i konsantrasyonlarmi onemli Olglide azalttigini ve sub-

terapotik degerlere diislirdligiinii ve bu sartlar altinda Candida’nin virulans faktorleri



(fosfolipaz, proteinaz) lizerine etkinligi ve karakteri hakkinda bilgiler siirhdir (12,

71,72, 115).

Calismamizda;

* Candida-iligkili protez stomatiti’li hastalarin agiz lezyonlarindan izole edilmis 20
C. albicans susuna kars1 Candida stomatiti tedavisinde kullanilan ti¢ oral antiseptik
ajanin (klorheksidin glukonat, heksetidin ve triklosan) dort farkli sub-terapotik
konsantrasyonlarinin C. albicans’in virulans faktorlerinden fosfolipaz ve proteinaz

aktivitesi iizerine etkisini, antiseptik uygulanmayan (kontrol) grupla karsilagtirmak,

 FElde edilen bulgular 15183inda, oral kandidiyaz tedavisinde etkin
konsantrasyonlardaki antifungal ¢ozeltilerinin gelistirilmesi konusunda oral tedavide
yol gosterici bilgilerin saptanmast ve bu konuda yeni oral solusyonlarin

gelistirilmesi amaglanmustir.



4. GENEL BILGILER

4.1. Mantarlarin Genel Ozellikleri

Mantarlar genel 6zelliklerine ve olusturduklart klinik enfeksiyon tiplerine gore
farkl1 basliklar altinda incelenebilen, genis bir enfeksiyon yelpazesine sahip
mikroorganizmalardir. Dogada 250000 kadar mantar tiirii bulunur, ancak bunlardan
sadece 150-200 kadarinin gercek yada firsat¢1 patojen olarak insanda enfeksiyon
yapma Ozelligi vardir. Mantarlarin yaptiklar1 enfeksiyonlara “mikoz” adi verilir.
Mantar enfeksiyonu ile ilgili ilk bilgilere Hindu Kutsal Yaztlari’nda (M.O. 2000-
1000) rastlanilmaktadir (5).

Okaryotik hiicre tipine sahip olan mantarlarmn bir ve gok hiicreli formlar1 vardir.
Mikrobiyoloji bunlardan kiif ve maya seklinde olanlar1 inceler. Maya mantarlar (3 -
10um) boyut olarak bakterilerden daha biiyiiktiirler. Kiiflerin boyutu ise
morfolojilerinden dolayr kesin olarak bilinmemekle beraber mayalardan daha
biiyiiktiirler. Mantar hiicrelerinde nukleuslar zarla c¢evrilidir, birden fazla kromozom
ve nukleolus vardir. Sitoplazmalarinda mitokondri, endoplazmik retikulum, golgi ve
80S ribozom organelleri bulunur. Hiicre duvarlarinda bol miktarda glukan, mannan,
kitin ve kitoz bulunur iken hiicre zarlar sterol icermektedir. Klorofil veya kloroplast

icermezler (104).

Heterotrofturlar, beslenme sekillerine gore saprofit yada parazit olarak yasarlar.
Ototrof formlar1 yoktur. Solunum sekillerine gore aerob veya fakiiltatif anaerob
ozellikte olup anaerob tiirleri yoktur. Cogu mantar, % 95 — 100 nemli ortamda 1y1i iirer.
Besiyerindeki nemin azalmast mantar sporlarinin olugsmasina neden olur. Patojen
mantarlarin sporlar1 kuruluga ¢ok direnglidir ve spor formunda yillarca yasamlarini
siirdiirebilirler. Mantarlar, en iyi iireyebildikleri sicaklik derecelerine gore psikrofilik
(0 — 20 °C), mezofilik (20 — 45 °C) ve termofilik (45 — 60 °C) olmak {izere ii¢ gruba
ayrilir. Cogu diisiik 1silara direnclidir ve 0 °C’e kadar fizyolojik fonksiyonlari devam
eder. Ureyebildikleri optimum pH 6 — 6.5 arasindadir (220).



Mantarlarda iireme, mantar tiirlii ve ortam sartlarina bagli olarak degiserek eseyli
veya eseysiz olarak gerceklesir. Ureme sporlar araciligi ile meydana gelir. Olusum
sekillerine gore eseyli ve eseysiz haploid sayida kromozom tasiyan spor cesitleri
vardir. Bu sporlar havada kolaylikla yayilir ve ¢evrenin zorlu kosullarina dayanir (38,

220).

Tibbi mikrobiyoloji a¢isindan Onem tasiyan mantarlar kiif yada maya
seklindedir. Ancak  bazilar1 dimorfizm (¢ift bi¢imlilik) ozelligi tasir, cevre
kosullarina gore her iki sekilde de dogada bulunabilirler. Bu tezde yer alan C.

albicans tiirlinlin dimorfizm 6zelligi bulunmaktadir (145, 206).

Cok hiicreli iplikcikler olusturarak gelisen mantarlara “kiif”, tek tek hiicreler
seklinde iireme gosteren mantarlara ise “maya” denir. Kiiflerin vejetatif bi¢cimlerinin
temel elementi hiflerdir. Ortalama 2 — 10 mm eninde olan bu hiflerin bazilar1 bolmeli

(septumlu) bazilar1 ise bélmesizdir (37, 95, 104) .

Tek hiicreli olan mayalar yuvarlak, oval veya silindir seklindedirler. Boyutlar1 2-
8 x 3-15 pum arasinda degisir. Gram pozitif boyanma 06zelliginde olan mayalarin
hiicre duvarlarinda mannoz, glikoz, az miktarda lipit, protein ve kitin bulunur.
Tomurcuklanarak ¢ogalirlar. Ana hiicreden tomurcuklanarak olusan yavru hiicreye
blastokonidya denir. Bu hiicre ana hiicre biiyiikliigline eristiginde, ana hiicreden
koparak yeni bir maya hiicresi halini alir. Fakat bazen bu kopma olay1 tam olarak
gergceklesemez ve yeni olusan hiicreler bir arada kalarak zincir seklini alirlar. Bu
yapiya yalanci hif, yalanci hiflerden olusmus misellere de yalanci misel denir (87,

95, 104, 175, 186, 197).

4.2. Candida

Candida cinsi mantarlar Deuteromycota boliimiiniin Blastomycetes sinifinin
Cryptococcales takiminin Cryptococcaceae ailesinde smiflandirilan yuvarlagimsi
veya oval yapida, tomurcuklanarak {ireyen, 2-5 pm biiyiikliigiinde, tiirline ve

kosullara bagli olarak gercek veya yalanci hif olusturan mayalardir (74, 198).



Bugiin tespit edilen 200 kadar Candida tiirii vardir. Bunlardan 10’u; C. albicans,
C. dubliniensis, Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida parapsilosis,
Candida krusei, Candida kefyr, Candida guilliermondii, Candida lusitaniae,
Candida stellatoidea agiz i¢inde bulunan 6nemli Candida tiirlerinden baslicalaridir.
(10, 26, 27, 29, 137). Bunlan sistematize etmek i¢in gruplayacak olursak germ tiip
pozitif ve germ tiip negatif Candida’lar olarak iki sinifa ayirabiliriz. C. albicans ve
C. dubliniensis germ tip pozitif kandidalar1 diger tiirler ise germ tiip negatif

kandidalar1 olustururlar (44).

4.2.1. Candida tarihcesi

M.O. dérdiincii yiizyilda Hippokrates ve Galen, agizda olusan pamuk¢ugu bir
oral lezyon olarak tanimlamistir (43).

1771’de Rosen von Rosenstein, agizdaki pamukcugun akcigerlerde invazif
olarak yerlesebildigini bildirmistir (43).

1839°da Bernard Rudolph Conrad von Langenbeck, tifo nedeniyle 6lmiis bir
hastanin 6zofagal mukozasindan izole ettigi giiniimiizde mantar oldugu diisiiniilen/
bilinen organizmayi tifo ile iliskili bir parazit olarak diisiinmiis ve onu “Typhus-
Leichen” (tifus cisimcikleri) olarak tanimlamistir (109, 209).

1841°de Emil Berg, saglikli bebeklere “aftoz membran materyal” inokule etmis
sonrasinda saglikli bebeklerde pamukguk olusumunu gézlemlemis buna bagli olarak
da pamukg¢ugun mantara baglh gelistigini ortaya koymustur (43).

1842°de Gruby ilk kez bugiinkii adiyla Candida albicans olan mantarin bir
“Sporotrichum” tiirii oldugunu bildirmistir .

1843’de Charles Robin bu organizmaya Oidium albicans olarak ilk ismini
vermistir .

1888’de Hansen tarafindan monilya olarak tanimlanmis olan bu mantar,
ardindan 1890°da Zoph tarafindan Monilia albicans olarak isimlendirilmistir.

1843’den beri bu mantar i¢in ¢ok fazla sinonim kullanilmis, en son olarak
1923’de Roth Berkhout pamukguk etkeni olan mikroorganizmanin bir Monilia tiiri
olmadigini bildirmis ve cins ismi olarak Candida’y1 dnermistir. Glinliimiiziin mantar

sistematiginde de halen bu ismiyle anilmaktadir (109, 209).



Germ tlip olusturma ve klamidospor iiretme gibi fenotipik ozelliklerin
benzerliklerinden dolay1 fenotipik tanimlama yontemiyle C. albicans olarak
tanimlanan ve A serotipine dahil olan bazi kokenlerin bu mantardan farkli 6zellikler
tagidig1 anlasilmis, 1995 yilinda yeni bir tiir olan C. dubliniensis ortaya ¢ikarilmistir.
Bu tarihe kadar C. dubliniensis ve C. albicans’in birbirinden ayirt edilememesi,

bilinmeyen bu tiirlin yanlis tanimlanmasina sebep oluyordu (195).

Sullivan ve ark. (196), bu atipik C. albicans kdkenlerini ilk kez irlanda’da HIV
pozitif bir hastanin agi1z boslugundan izole etmislerdir. C. dubliniensis’in yeni bir tiir
olarak ayrildig1 o giinden beri, ge¢miste yapilan yanlis tanimlamalar1 belirlemek
amaciyla retrospektif (gegmise yonelik) ¢alismalar yapilmistir. Saglikli veya hasta,
cocuk veya yetigkin bireylerden almip saklanmis c¢esitli klinik Ornekler
degerlendirilmis ve %0.8’lerden %16.5’lara kadar degisen oranlarda yanls

identifikasyon yapildigina dair sonuglar literatiire gegmistir (54, 106, 107, 146, 158).

4.2.2. Candida morfolojisi

Candida’lar maya ve hif formu olmak tizere iki temel yapisal form sergilerler.
Bazi kandidalar her iki formu da hayat devrelerinde farkli zamanlarda gosterebilirler.
Bu ozellige “dimorfizm” denilir. Maya ve hif fomlar1 arasindaki bu morfolojik

degisim cevre sartlari, beslenme durumu gibi ¢esitli faktorlere baghdir.

Candida cinsi mantarlar 0karyotik hiicre tipine sahiptir. Biitiin liyeleri maya
formundadir. Bununla birlikte C. albicans ve C. dubliniensis tomurcuklanmisg
blastospor seklinden gergek hif sekline kadar degisen morfolojileriyle dimorfizm
ozelligi gosterirler. Tomurcuklanma ile meydana gelen yavru hiicrelere “blastospor”

denir. Bu hiicreler daha kiigiiktiir, yuvarlak veya oval bi¢gimlidir (95).

Blastospor ylizeyinin 6zel bir bolgesinden yeni bir hiicre materyelinin olusmasi
sonucu gelisen tomurcuk uygun biiyiikliige ulastiginda hiicrede c¢ekirdek boliinmesi
gerceklesir, boliinen hiicreler arasinda septum meydana gelir. Bu septumlar porlu bir
yapiya sahiptirler, aralarinda sitoplazma ve igerigindeki organellerin gegisi
saglanmaktadir. Septumlarla boliinme sonucu olusan ¢ok sayida hiicre birimi igeren

mikroskobik ince borulara “hif” adi verilir. Blastospor seklinden hif sekline gecis



siirecinin ara gelisim basamagindaki yapiya “cimlenme borusu” adi verilir. Bu yap1
blastosporun u¢ kismindan baslayarak devamli olarak gelisir. Boylece birinden
digerine septum ile ayrilma gostermeden dogrusal bir uzama ile sekillenen yalanci
hif olusur. Hifler, kiiflerin dolayis1 ile de kandidalarin temel yap: tiniteleridir. Bir
araya gelerek olusturdugu yapilara misel (miselyum) denir ki bu yapiy1 kiif kolonisi

olarak da degerlendirmek miimkiindiir (95, 104).

Misir-unlu agarda C. albicans ve C. dublinieisis’in dort sekil olusturdugu
goriiliir; yalanci hif, blastosporlar, klamidosporlar ve ¢ok seyrek olarak gercek hif.
Besince fakir bir ortam olan misir-unlu agar, maya hiicrelerinin iyi yedek besin
depolayan “klamidosporlar” olusturmasina yol agar. Bunlar olusurken hifin veya
yalanci hifin bir yerinde, sitoplazma yogunlagarak hifin capindan daha genis ve daha
fazla siserek duvari kalinlasir. Hiflerin i¢inde, kenarinda veya uglarinda gelisebilen
klamidosporlar, biiyiikk (8 — 12um), yuvarlak ve kalin duvarli olusumlardir. Bunlar

acliga ve diger degisik sartlara karsi canliligini koruyarak bir uyum saglarlar (221).

Koloniden alinan 6rnek Gram pozitif boyanma 6zelligi gosterir. Stvi besiyerinde
3 giinliik inkiibasyonu ger¢eklesmis olan kiiltiirden hazirlanan preparatlarda 4-6 x 6-

10 um boyutlarinda ovoid maya hiicreleri goriiliir (23, 221).

4.2.3. Candida’nmin kiiltiirii ve biyokimyasal ozellikleri

Bu mikroorganizmalarin izolasyonu sorunsuzdur. Igerisinde antifungal
bulunmayan neredeyse tiim besiyerlerinde iireyebilirler. Sabouraud dextrose agar
(SDA) ve Patetes dextrose agar, kandidalarin laboratuar kiiltiirlerinde kullanilan en
yaygin besiyerleridir. Bunlar mantarlar i¢cin 6zel besiyerleridir ve igerigindeki
yiiksek seker konsantrasyonu (%3 dekstroz yada siikroz) ile asidik pH’st (pH 4.0)
birgok bakterinin iiremesi i¢in uygun degildir. Ayrica bu besiyerlerine cesitli
antibiyotiklerin eklenmesi ile mayalar icin segicilik dereceleri arttirilabilir.
Candida’lar aerobik solunum yaparlar; ancak ilk izolasyonun %10 CO;’li atmosferde

yapilmasi Onerilir (23, 145, 206).



Aerop kosullarda, 2.5-7.5 pH degerindeki besiyerlerinde, 20 — 38 °C’de mayamsi
kokulu, krem renkli, yumusak, S tipi koloniler olustururlar. Yalnzca Candida krusei’
nin kolonileri mat, sari-beyaz renkli, ylizeyi piitiirlii ve daginiktir. Klinik 6rneklerden
yapilan kiiltlirler icin 48 — 72 saat inkiibasyon siiresi gerekir iken pasaj kiiltiirleri
daha hizhi gelisim gosterir. Inkiibasyon siiresini birka¢ haftaya cikarinca dev

koloniler gozlenir ve eskidik¢e burusur (23).

Son on yilda klinik 6rneklerden maya mantarlarinin 6zellikle de birden ¢ok tiiriin
es zamanli soyutlanmasi i¢in, laboratuvar tanisinda hizli bir degisim ve gelisme
olmustur. Bu yontemlerden birisi de, hem izolasyon hem de Candida kolonilerinin
renk ve sekillerine gore tlir diizeyinde taninmasi amaci ile kromojenik besiyerlerinin
kullanilmasidir. Kromojenik substrat iceren CHROMagar Candida o6zellikle C.
albicans, C. tropicalis ve C. krusei tirlerinin olas1 identifikasyonunda
kullanilmaktadir. Bu besiyerinde 37 °C’de 48 — 72 saat inkiibasyon sonucunda C.
albicans tirleri acgik yesil, C. tropicalis koyu mavi-lacivert, C. krusei kolonileri de
pembe renkli piirtiiklii koloniler olusturmaktadir. C. dubliniensis kolonileri ise koyu
mat yesil renkte goriliirler. Ancak C. dubliniensis'in kesin tanimi i¢in koloni
renginin tek basina yeterli olmadigi, ¢linkii C. albicans'in agik, orta ve koyu yesil
kolonileri bulundugu bildirilmistir. Diger taraftan, -70 °C de saklanan baz1 C.
dubliniensis tiplerinin agik yesil renkte koloniler gelistirdikleri de rapor edilmistir

(192).

Tim Candida tirleri glikozu fermente eder, hi¢ birisi nitrat’1 asimile edemez;
kiiltiire edildiklerinde etanol, aseton ve organik asitlerden (asetik asit, formik asit,
laktik asit, propionik asit, piirivik asit vb.) zengin metabolik son {irlinler olusur.
(121). Candida’lardan sadece C. krusei laktozu ve C. guilliermondii dulsitol’i
asimile eder. Baz1 C. krusei izolatlar1 hari¢ Candida tiirleri genellikle iireaz tliretmez

(95).

C. albicans glikoz, galaktoz ve maltozu fermente eder. Laktoz, mellibioz,
rafinoz, melisitoz ve iniiliin’i fermente etmez. Glikoz, galaktoz, maltoz, siikroz,
trehaloz, D-ksiloz ve D-mannit’i asimile eder; laktozu, rafinozu ve sellobioz’u

asimile etmez. Sikloheksidine duyarlidir. Stikrozdan gaz liretmez (23).
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C. dubliniensis galaktoz, glikoz, maltoz, siikroz, mannitol, sorbitol, 2-keto-
glukonat ve glukozamini asimile ederken; arabinoz, ksiloz, riboz, sorboz, ramnoz, d-
metil-D-glukozid, sellobioz, laktoz, mellibioz, melezitoz, rafinoz, gliserol, eritritol,
glukronat, DL-laktat, leviilinat, glukonat ve potasyum nitrat’1 asimile edememektedir

(198).

C. albicans ve C. dubliniensis’in genel biyokimyasal profilleri birbirine benzer
iken bazi reaksiyonlarda farklilik gostermektedir. Buna ornek olarak C.
dubliniensis’in, C. albicans’dan farkli olarak a-metil-D-glukozid ve ksiloz’u asimile
edememesini (6) ve intraseliiler B-glukozidaz aktivitesinin negatif olmasini (30)
verebiliriz. Tablo 1’de C. albicans ve C. dubliniensis’in benzeyen biyokimyasal

profilleri ve kiiltiir 6zellikleri gosterilmistir.
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Tablo 1. Candida albicans ve Candida dubliniensis’in benzeyen biyokimyasal ve

kiltir 6zellikleri (95).

Biyokimyasal-kiiltiir 6zellikleri

Candida albicans

Candida dubliniensis

37 °C’de iireme

Buyyonda zar olusumu

Yalanci hif olusumu

Gergek hif olusumu

Klamidospor tliretme

Germ tiip olugturma

o N o S

S e

Kapsiil varligt

Glikoz asimilasyonu

+

+

Maltoz asimilasyonu

Siikroz asimilasyonu

Laktoz asimilasyonu

Galaktoz asimilasyonu

Mellobioz asimilasyonu

Sellobioz asimilasyonu

Inozitol asimilasyonu

Ksiloz asimilasyonu

Rafinoz asimilasyonu

Trehaloz asimilasyonu

Dulsitol asimilasyonu

Glukoz fermantasyonu

Maltoz fermantasyonu

Siikroz fermantasyonu

Laktoz fermantasyonu

Galaktoz fermantasyonu

Trehaloz fermantasyonu

Ure hidrolizi

Potasyum nitrat kullanimi

Fenol oksidaz tiretimi

Askospor olusumu
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4.2.4. Candida tiirlerinin tanisi

Candida tirlerinin  tanisinda, geleneksel ve molekiiller yontemler
kullanilmaktadir. Ekim yapilan besiyerinde iireme goriilmesi sonucu mayanin hif
veya yalanct hif olusturup olusturmadigi, klamidospor varligi, karbonhidrat
asimilasyonu, nitrat asimilasyonu, seker fermentasyonu, enzimsel ve diger metabolik
aktivitelerinin arastirilmasi tanida geleneksel yontemleri olusturmaktadir. Sinyal ve

niikleik asit amplifikasyonu ise molekiiler yontemler olarak kullanilmaktadir (68).

I- Geleneksel yontemlerle tam

Candida tiirlerini tiretmek zor degildir ve tiire gére 24 — 72 saat sonra koloniler
olusur. Kiiltiirde olugan maya kolonilerinin tanisinda uygulanacak ilk basamak germ
tiip testidir. C. albicans ve C. dubliniensis hiicreleri insan veya tavsan serumu iginde
37 °C’de iki saat inkiibe edildiginde ¢imlenme borusu (germ tiip) ve bunu takiben
gercek hif olustururlar (61). Cimlenme borusunun saptanmasi etkenin C. albicans
yada C. dubliniensis oldugunu, saptanamamasi biiylik olasilikla C. albicans yada C.
dubliniensis dis1 bir tiir olabilecegini diisiindiiriir. Kesinlik ifade edilememesinin
sebebi ise C. albicans’larin yaklagik %5’inde ¢imlenme borusu testinin negatif
¢ikmasindandir (61, 95, 217). Bu durum uzun inkiibasyon ve yogun maya inokulumu
kullanilmast nedeniyle ortaya cikabilecegi gibi antifungal sagaltim uygulanmasi
sonucunda da goriilebilir (95, 217). Bu test uygulanirken dikkat edilmesi gereken bir
nokta da gdz yamlmalanidir. Ornegin, C. tropicalis ¢imlenme borusu ile
karistirilabilecek hif baslangici benzeri yapilar olusturur, ancak hifin ana hiicreden
¢ikis yerinde darlik mevcuttur ve blastokonidyalar1 C. albicans’a gore daha genistir

(78, 95, 217).

C. albicans ve C. dubliniensis tirleri %1 Tween 80 iceren misir-unlu agar gibi
besin acisindan fakir besiyerlerinde klamidospor olustururlar. Klamidosporlar C.
albicans ve C. dubliniensis’in en belirgin ozelligidir ve baska bir Candida tiri

tarafindan nadiren tretilir (217).
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C. albicans genellikle gercek veya yalanci hiflerin ucunda tek tek
klamidosporlar iiretir. Buna karsin C. dubliniensis’e ait klamidosporlar ¢ok daha bol
ve c¢ogunlukla ciftler halinde veya ii¢lii bazende kiimeler olustururarak olagandisi

diizen gosterirler (10, 217).

Ureaz testi Candida-disi mayalar ile Candida’larm birbirinden ayriminda
onemlidir. Candida lipolitica ve C. krusei’nin bazi suslart haricinde hemen hemen
tim Candida tirleri lireaz negatifitr. Bu test ile lireaz enzimi iiretimi saptanir. Bu
enzim lreyi parcalayarak amonyak agiga cikartir. Olusan amonyak, besiyeri pH’simi
arttirarak fenol kirmizis1 indikatoriiniin sar1 renkten pembe renge donilismesini saglar

(78).

Hizli trehaloz testi, C. glabrata’nin tanisinda kullanilan ve 3 saat gibi kisa bir
siirede sonug veren bir yontemdir. Trehalozu kisa siirede hizli bir sekilde hidrolize
eden C. glabrata, birgok maya tarafindan hidrolize edilen maltoza etki

gostermemektedir (149).

Hizli Candida tanis1 amaciyla bir¢ok kromojenik besiyeri gelistirilmistir. Tiire
0zgl kromojenik maddeler igeren bu besiyerlerinde Candida’lar, tirettikleri enzimler
ile reaksiyona girerek cesitli renkte koloniler olusturmaktadirlar. Bu sekilde olusan
farkli renk ve morfolojiye sahip koloniler tiir diizeyine kadar tanimlanabilirler.
CHROMagar Candida besiyerinde C. albicans, C. tropicalis ve C. krusei gibi
Candida tiirlerinin sirastyla olusturduklart yesil, ¢elik mavi ve toz pembe renkte

kolonileri sayesinde on tanis1 yapilabilmektedir (25, 223).

CHROMagar Candida besiyerinden baska, Albicans ID Agar, CandidalD,
Candiselect medium, BiGGY agar, Fluoroplate Candida, Fongiscreen 4H, Murex
Candida albicans gibi ¢ok sayida kromojenik besiyeri bulunmaktadir (73, 95).
Ancak, bu besiyerlerinde yapilan kiiltiir calismalarinda, CHROMagar Candida

besiyerinin daha giivenilir oldugu bildirilmistir.

Candida tirlerinin karbonhidratlar (glukoz, galaktoz, maltoz, siikroz, trehaloz,
nisasta, D-ksiloz) asimile etme Ozelliklerini belirleyen c¢esitli ticari kitler
gelistirilmigtir.  Bu  kitlerde mayalarin  oksijenli ortamda karbonhidratlar
kullanabilme 6zellikleri ve buna bagli olarak enzim varliklar belirlenir. Ortaya ¢ikan

biyokimyasal profil tan1 koydurucudur (95).
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Bacti-Card Candida, Murex C. albicans-50, Albicans-sure, API 20C AUX, API
Candida, Uni-Yeast-Tek, Microsan Yeast Identification Panel ve Vitek Yeast
Biochemical Card System gibi ticari karbonhidrat asimilasyon kitleri mevcuttur (47).
Bunlardan en yaygin olam1 API 20C AUX’tur. Sonuglari misirunu-tween 80 ile
beraber degerlendirildiginde birden fazla tiirlin tanim1 yapilabilmektedir (73, 78).

Candida tirlerinin tanisinda koloni olusumunu takiben ayni giin iginde sonug
veren enzim temeline dayali hizli tani testleri bulunmaktadir. Bu sistemler maya
tiirlerine 6zgiin ekzo-enzimleri saptayarak iki veya iic muhtemel tiir arasindaki
karigikligin ortadan kaldirilmasinda yararli olabilmektedir. Candida albicans screen,
Albistrip ve BactiCard Candida test kitleri C. albicans tanisinda kullanilmaktadir. Ug
sistemde de [-galaktozaminidaz ve prolin aminopeptidaz enzimlerinin {retimi
degerlendirilmektedir. Albicans-dis1 Candida tiirleri ikisini de iiretememekte yada

sadece birini tiretirken C. albicans her iki enzimi de iiretmektedir (49).

I1- Molekiiler yontemlerle tam

Candida’larin tanisinda geleneksel yontemlerin yani sira molekiiler yontemler
de kullanilmaktadir. Molekiiler yontemler arasinda polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR), geleneksel yontemlerden daha duyarhidir. 1980 yilinda Kary Mullis
tarafindan tanimlanan PCR teknigi, molekiiler arastirmalarin yapilmasinda biiytik
kolayliklar saglamig ve giiniimiiz PCR c¢alismalarinin temelini olusturmustur. Kary
Mullis’in  Thermus aquaticus bakterisinden elde ettigi termostabil Tag DNA
polimeraz enzimi sayesinde in vitro sartlarda spesifik DNA dizilerinin ¢ogaltilmasi

miimkiin hale gelmistir (68).

Candida’larin cins veya tir diizeyinde tanimlanmasinda, epidemiyolojik
tiplendirme, viriilans faktorlerinin belirlenmesi, antifungal diren¢ genlerinin
arastiritlmasi, mutasyon incelemeleri, siniflandirma ve filogenetik analizlerde PCR
gibi molekiiler yontemler kullanilmaktadir (17, 57). Fenotipik olarak C. albicans’a
cok benzeyen C. dubliniensis’in kesin tanis1 molekiiler yontemlerle saglanmaktadir

(131, 200).
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Restriksiyon enzimleri DNA’y1 spesifik bdlgelerden kesen ve bakterilerde
yabanc1 DNA’lara kars1 savunma yapan bakteriyal enzimlerdir. DNA {izerinde 4 — 8
niikleotit uzunlugundaki 6zel bolgeleri taniyarak bu bolgelerde fosfodiester baglarini
hidrolize eder ve DNA’nin kesilmesini saglarlar. Her Restriksiyon enziminin

kendisine 6zgii tanima bolgeleri vardir (68).

Ticari olarak satilabilen restriksiyon enzimleri DNA bolgelerini fragmanlara
ayirmaktadir. Bu fragmanlarin jelde yiiriitiilmesi ve uzunluklarina gore
genotiplenmesi yapilabilmektedir.

Bacillus amyloliquefaciens bakterisinden elde edilen BamHI enziminin tanima
bolgesi :
5°...GGATCC...3’
3’...CCTAG G...5’ dir.

C. albicans’a ait HWP1 geni BamHI restriksiyon enzimine 6zgii baz dizisini
igerir, C.dubliniensis HWP1 geninde bu enzime 06zgili gen dizisi bulunmamaktadir.
Bu nedenle BamHI restriksiyon enzimi C. albicans’in PCR firiinii olan 1180
niikleotit uzunlugundaki (b¢g) HWP1 genini iki parcaya (793 ve 387 bg) ayirir. C.
dubliniensis’in 930 b¢’lik HWP1 geni enzimden etkilenmez tek parca halinde kalir
(178).

4.2.5. Candida enfeksiyonlarina neden olan konak ve virulans faktorleri

Candida tiirleri ¢ogunlukla immun sistemi zayiflamis bireylerde enfeksiyona
sebep olur (8, 39, 47, 224). Enfeksiyon olusum siirecinde, konak faktorleri ile
Candida’nin virulans faktorleri etkin rol oynar (1, 47, 62, 133, 205, 207, 222).

A. Candida enfeksiyonlarina zemin hazirlayan konak faktorleri

« Immiin sistemin baskilanmasi

* Deri ve mukoza biitiinliigliniin bozulmasi

* Uzun siire genis spektrumlu antibiyotik kullanimi
* Hiicresel immiin yetmezlik

* AIDS
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* Diyabet

* Derin yaniklar

* Endokrinolojik ve hematolojik hastaliklar
* Normal floranin baskilanmast

« Intravendz ilag kullanimi

* Travma

« Infiizyonlar i¢in kullanilan kateterler

* Parenteral beslenme

» Maligniteler

* Mekanik solunum cihazlar

* Bobrek transplantasyonu

» Kortikosteroid ve immiin baskilayici sagaltimlar
* Peptik {ilser

* Cerrahi girisimler

» Metal veya plastik protez kapaklarinin kullanimi, seklinde siralanabilir.

B. Candida tiirlerine karst konak direnc faktorleri

Candida enfeksiyonlarinda, mikroorganizmanin patojenitesi ile konagin
savunma mekanizmalar1 arasinda kompleks bir etkilesim bulunmaktadir. Konak
tarafindan olusturulan direng faktorleri 6zetle asagida siralanmustir.

* Deri ve mukoza biitlinliigliniin bozulmasi1 Candida invazyonuna yol agabilir.

* Konagin mikrobiyal florast besinler ve epitel hiicre ylizeyine yapismak i¢in
kandidalar ile yarisir, ayrica kandidalara karsi toksik firiinler olusturur. Genis
spektrumlu antibiyotik kullanilmasi flora iiyelerinin baskilanmasina ve Candida
kolonizasyonunun artmasina neden olur (204, 213).

* Derinin dermis tabakasini ge¢ip sistemik dolasima katilan kandidalarin fagositozu
once polimorf niiveli I6kositler (PNL) ve daha sonra monositler tarafindan
gergeklestirilir. PNL sayisinda azalma yada fonksiyonlarinda defektler meydana
gelmesi durumunda Candida enfeksiyonlaria karsi duyarlilik artmaktadir. Ornegin,
kronik graniilomatoz ve Chediak-Higashi sendromlu hastalarda kandidiyaz

bulgusuna daha sik rastlandig bildirilmistir (100, 109).
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* Monositler, myeloperoksidaz bagimli yada bagimsiz oksidatif mekanizmalarla
kandidalara kars1 savunma yaparlar.

* Dokuya ge¢mis makrofajlarin hem Candida blastokonidyalarini 6ldiirme hem de
yalanci hif formlarimi fagosite etme 6zellikleri bulunur. PNL ve makrofajlarda hiicre
ici 6liim, oksidatif yada oksidatif olmayan mekanizmalarla ger¢eklesmektedir (162).

* Dogal oldiiriicii hiicreler, fagositik olmayan bol ve biiyiik azurofil graniiller igeren
lenfositler olup, yalnizca baz1 Candida tiirlerine sitotoksik etki gdstermektedir (109).

* A8z ortaminda tiikiiriigiin mekanik yikayici 6zelligi bakterilerin ve mantarlarin
mukoza yiizeyinden temizlenmesinde etkin bir rol oynamaktadir. Ayrica tiikiiriikte
bulunan immunoglobulinler, prolinden zengin glikoproteinler, miisinler, sistatinler,
laktoferrin ve lizozim gibi proteinler bircok mikroorganizma iizerine engelleyici etki
gostermektedir. Baska bir deyisle, tiikiiriikk, kandidalarin {iremesi i¢in uygun bir
ortam degildir. Tiikiiriik akis hizinin az olmas1 mikrop popiilasyonlarinin 6zellikle C.
albicans’mn artmasima sebep olur. Ornegin, agiz kurulugu ile karakterize Sjogren’s
sendromlu hastalarin Candida enfeksiyonlarma karsi daha duyarli olduklar
bildirilmistir (2, 9, 132, 201).

* Candida enfeksiyonlarina karsi korunmadan sorumlu direng¢ mekanizmalari hem
hiicresel hem de hiimoral cevabi igerir. Kandidiyaz bulgusunun olusmasina sebep
olan immun yetmezligi, cogunlukla T lenfosit sayisinin azalmasi ile iligkilidir. Ancak
B lenfosit sayisinin azalmasi sonucu olusan antikor eksikligi sendromlu hastalarda,
asla ortaya ¢ikmamaktadir. Yardimc1 T (Thl) lenfositler, interferon y (IFN-y) ve
tiimor nekroz faktér a (TNF-a) salgilayarak maya enfeksiyonlarina karsi hiicresel
bagisiklig aktive ederler (177).

» Serumdaki demir baglayan proteinlerin, Candida bliylime faktorii oldugu diisiiniilen

demiri baglayarak Candida’nin iiremesini inhibe ettigi bildirilmistir (109).
C. Candida’larin patogenez ve viriilans faktorleri

Mantarlar, virulans faktorleri sayesinde konak dokusunun biitlinliigliniin
bozulmasina neden olur ve konak dokularina invazyon yapar. Yapilan ¢alismalarda

ylizeyel veya yaygin kandidiyaz enfeksiyonlarinda tek virulans faktoriiniin etken

olmadigi, konak direncini yenmek i¢in diger viriilans faktorlerinin de rol aldigi
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bildirilmistir (55, 84, 222). Konak dokusu yiizeyine yapisma, biyofilm olusturma,
fenotipik degisim, hiicre duvar1 yapisi, maya hif dimorfizmi ve enzim {retimi
Candida’larin virulansindan sorumlu faktorlerdir. Patojenlik kriterleri denilen bu
faktorler C. albicans ve diger Candida tiirlerinin virulansini belirler (109, 127, 204,
219). Virulans faktorlerinin 6nemi en iyi C. albicans tiirleriyle yapilan ¢aligmalarda

gosterilmistir (20, 222).

* Yapisma (Aderans)

Yapigsma, konak ile mikroorganizma arasindaki Ozgiin  baglantinin
gergeklestirilmesidir. Kandidalarin mukoza epitel ve endotel hiicrelerine yapigmasi
kolonizasyon ve enfeksiyon olusum siirecinde ilk basamaktir. C. albicans't bu cins
icerisinde en sik karsilasilan tiir olarak One ¢ikaran ozelliklerin basinda mukoza
yiizeylerine yapisma yetenegi gelir. Ozellikle kornea, yanak epitel hiicreleri, parotid
ve tikiiriik proteinleri, vajinal epitel hiicreleri, gastrointestinal sistem mukoza
hiicreleri ve endotel hiicrelerine aderansi gosterilmistir (22, 30, 166, 184). Aderans,
mikroorganizmanin yiizeyindeki adezinlerin konak epitel-endotel hiicre yiizeyindeki
reseptorler ile etkilesimi sonucu olusur (219). C. albicans ve C. tropicalis’de aderans
yeteneginin yliksek, C. parapsilosis’de diisik oldugu; C. krusei, C. kefyr ve C.

guilliermondii’de ise olmadig1 gosterilmistir (22).

* Biyofilm

Biyofilm, canli veya cansiz bir ylizeye yapisarak kendi iirettikleri ekstraselliiler
polimerik yapida jelsi bir tabaka i¢cinde yasayan mikroorganizmalarin olusturdugu
topluluk olarak tanimlanabilir (219). Bu olusum bir¢ok mikroorganizmanin yasam
siklusu ve varliginda 6nemli rol oynar. Basta C. albicans olmak tlizere, baz1 Candida
tiirleri bu sekilde benzer yapilar olusturarak kalin bir film tabakasina yol agarlar.
Kandidal biyofilm; maya hiicresi, yalanci ve gergek hifli hiicreler, protein ve
polisakkarit gibi hiicre dis1 yapilarin karisitmindan olusur. Bakteriyel biyofilmler
gibi, C. albicans biyofilmlerinin antimikrobiyal ilaglara direnci yanliz yasayan

hiicrelerden daha fazladir.
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Kandidanin biyofilm olusturmasinda en 6nemli unsur sahip oldugu slime
faktoriidiir. Bu faktor %40 karbohidrat ve %27 protein iceren glikokaliks yapisinda,
hiicre duvar1 disinda bulunan bir maddedir (116). Mikroorganizmanin konak hiicreye
ve yapay ylizeylere adezyonunu saglayarak etkili oldugu bildirilmistir (159). Diger
taraftan opsonizasyon, fagositoz ve kemotaksis gibi immun mekanizmalara karsi
mikroorganizmay1 koruyan slime faktorii, 16kosit ve lenfosit etkinlifinde de

azalmaya yol agmaktadir (39, 219, 218).

Candida tiirleri arasinda slime tiretimi en sik C. albicans’da goriilmektedir. Bu
sayede tibbi gereglerin (protez, kateter vb.) yiizeyine tutunarak siirekli bir enfeksiyon
odagi haline gelen kolonizasyon olusturabilirler (140, 183, 219, 166). Tibbi
gereclerde ortaya c¢ikan biyofilmlerde hem Candida hem de konaga ait faktorler rol
almaktadir. Yapisma ve kolonizasyon i¢in mantarin slime faktorii, konagin da fibrin
ve fibronektinlerinin gerekli oldugu ileri siiriilmiistiir. Ancak, son yillarda yapilan
arastirmalarda miisin, fibronektin ve mannan baglayan tiikiirik veya serum
proteinlerinin Candida biyofilmi olugsmasini kolaylastirmadigi ve akrilik yiizeylerde

Candida biyofilmi olusmasinin karmagik bir olay oldugu belirtilmistir (66).

* Morfolojik dimorfizim (Morfolojik degisim)

C. albicans, maya ve hif formlar1 arasinda geri doniisiimlii bir gecis yetenegine
sahiptir. Morfolojik degisim, bu form doniisiimiinii ifade eder. Cesitli kosullara bagh
olarak sirasi ile maya (blastospor), ¢cimlenme (germ) tiipii, yalanci hif ve gercek hif
olusumunu kapsamaktadir. Yalanci hifin, maya hiicreleri ile gergek hif arasinda bir
ara form oldugu diistiniilmektedir. C. glabrata disinda biitiin Candida tiirleri yalanci
hif olusturmaktadir. Gergek hif formu ise sadece C. albicans ve C. dubliniensis
tirlerinde bulunmaktadir (18, 140). Enfeksiyon bolgesinde hem maya hiicreleri hem

de hif olusumlar1 bulunabilmektedir.

Morfolojik degisim; Candida’larin, yasamlarini devam ettirebilmesi i¢in degil,
farkl1 ortam kosullarinda g¢ogalabilmesi i¢in gelistirdigi bir mekanizmadir. Hif
formunun dokuya maya hiicresinden daha kolay invaze olabilmesi, fagositler

tarafindan sindirilmesinin daha zor olmasi, aktif semptomlu enfeksiyonlarla iliskili
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olmast ve plastik yilizeylere yapismayr saglayan fibril yapisinda yiizey
olusturabilmesi nedeniyle Candida’nin virulans faktorleri arasinda yer aldig
bildirilmistir. Ancak maya hiicresi virulansinin daha fazla oldugunu belirten goriisler
de vardir. Bazi yazarlar enfeksiyon olusturma bakimindan iki form arasinda fark

gosterememiglerdir (18, 88, 171).

* Fenotipik degisim

Fenotipik degisim bazi patojen mikroorganizmalarda oldugu gibi C. albicans 'ta
da hiicre ylizey antijenlerini degistirerek patojenin immun sistemden korunmasini
veya mukozaya adezyonunun degismesini saglamaktadir. Bu sekilde viicudun ¢esitli

bolgelerine yapisabilmektedir.

Bazi1 C. albicans kokenleri (yaklasik %2-4’11), cogunlukla beyaz fenotip ve opak
fenotip olarak adlandirilan iki renk arasinda sigrama gosterebilir (193, 219, 222). Ilk
olarak Soll ve ark. (193) tarafindan bildirilen bu 6zellik, hiicre ve koloni yapisi

olarak fark edilebilir.

Beyaz fenotipte, yiizeyi diizgiin (S), beyaz koloniler ve tomurcuklu yuvarlak
hiicreler olugmaktadir. C. albicans kokenlerinin ¢ogu beyaz fenotiptedir. Opak
fenotipte, ylizeyi genis yassi, kenarlari piirtiiklii, gri koloniler ve tomurcuklu hiicreler
olusmaktadir. Her iki fenotipin hiicreleri arasinda hif olusturma yetenegi, generasyon
stiresi, diisiik ve yiiksek sicakliklara duyarlilik farklhidir (222). Beyaz-opak gegisin
molekiiler mekanizmasi heniiz tam ag¢iklanamamistir (219, 222). Bu sistem, C.
albicans’in patogenezinde virulans faktorii olarak, epitel hiicrelerine adezyonunda,
konagin savunma sistemine karsi koyabilmesinde ve antifungal ilaglara duyarliliginin

degisebilmesinde rol oynamaktadir (129, 193, 222).
* Hiicre duvari-Mannoprotein

C. albicans ile konak arasindaki etkilesim ¢ok karmasik olmakla birlikte birgcok
calismada, tutunma mekanizmasinin Candida ile konak hiicresinin reseptorleri

arasindaki etkilesimlerle iliskili oldugu bildirilmistir. C. albicans’in baglanti

reseptorlerinin  mannoproteinler oldugu ve memeli hiicre proteinlerinin (iC3b,
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fibrinojen, fibronectin ve laminin), C. albicans’a baglandig1 gosterilmistir (36, 45).
Mannoproteinler, %93’l karbonhidrat ve %7’si protein kisimlarindan olusan hiicre
duvar1 bilesigidir. Endoplazmik retikulum’da sentezlenip, golgi ve sekretuvar
vezikiiller aracilig1 ile plazma membranindan salinirlar (45). Enfeksiyon sirasinda bir
antijen olarak tanimlanan bu bilesik hiicresel ve hiimoral bagisik yanit1 olusturur (91,
138, 202). As1 olarak kullanabilirlikleri giindemdedir (138). Endotel ve epitel
hiicrelerine baglanmay1 sagladig: bildirilmistir (81). Hiicre yiizeyinde mannoprotein

miktari arttik¢a adezyonun da arttig1 vurgulanmistir (119, 139).

* Toksinler

C. albicans toksinleri molekiil agirliklarina gore ikiye ayrilir (84, 222):

e Yiiksek molekiil agirlikli toksinler (glikoprotein ve kanditoksin): Saglam
Candida hiicrelerinde bulunurlar. Protein ve glikoz yapisindaki bu maddeler
toksik olmasalar da kolonizasyonda yapistirici olarak gorev yaparlar.
Enfeksiyonu ve yayilmay1 kolaylastiric1 etkileri yaninda noétrofil islevlerini
bozarlar.

e Diisiik molekiil agirlikli toksinler: Oliimciil etkinlikleri vardir (222).

¢ Enzimler

Kandidalar konagin hiicre zarinin yapisini bozarak dokuda ilerlemelerine
(invazyona) yardimci olan fosfolipaz ve proteinaz gibi enzimler olusturma
yetenegine sahiptirler (39, 152). Zarlar lipid ve proteinlerden yapilmis olduklarindan
Candida tarafindan salgilanan bu enzimlerin hedefini olustururlar. Daha ¢ok C.
albicans tarafindan salgilanan bu enzimler iki ana grupta toplanmaktadir (83, 84,
188, 203, 222):

a. Fosfogliseridleri hidrolize eden fosfolipazlar ve lizofosfogliseridleri hidrolize
eden lizofosfolipazlar,

b. Peptid baglarini hidrolize eden proteinazlar.
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Fosfolipaz Enzimi

Hiicre dis1 fosfolipaz, bir¢ok mikroorganizma tarafindan iretilen 6nemli bir
enzimdir. Bu enzim, konak hiicresini pargalar veya hiicrenin yiizey 6zelliklerinin
bozulmasina sebep olur. Ozellikle hiicre zarinda bulunan fosfolipitlerin yikiminda rol
oynar (102, 103, 155, 208). Mantar patogenezinde fosfolipaz enziminin varlig1 kadar

miktar1 da 6nem tagimaktadir (27).

C. albicans suslarinda hiicre dis1 fosfolipaz etkinligi, ilk kez 1960’11 yillarda
gosterilmis ve yumurta sarist veya lesitin igceren agarda iiretilen mayalarin lipidi
pargalamasiyla olusan son iiriinleri analiz edilerek fosfolipaz varligi dogrulanmistir
(83, 115, 155). Pugh ve Cawson (169), 1975 yilinda bu enzimin tespiti i¢in temeli
lesitine dayanan sitokimyasal bir yontem gelistirmistir. Ayn1 arastiricilar, bir sonraki
calismalarinda, kandidal invazyonun ultrastriiktiirel detaylarin1 ve fosfolipaz iiretimi
yapan bolgeleri degerlendirmek i¢in bu metod ile baglantili olarak tavuk
koryoallantoik zar modelini kullanmiglardir (170). Calismada, C. albicans
blastosporlarinin hiicre membran1 iizerine yerlestirilmesi ile baslatilan invazyon
sonucunda, blastosporlarin hiicresel anlamda degistigi, fosfolipaz aktivite de rol
oynayan hifler olusturduklar1 belirtilmigtir. Hifin membran ile direkt temas eden
bolgelerinde fosfolipaz aktivitesinin yiiksek oldugu bulunmustur. Bu sonuglara
dayanarak arastiricilar, C. albicans’in dokuya yapigsmasi ve invaze olmasinda

fosfolipazin 6nemli rol oynadigini 6ne stirmiislerdir.

Daha sonra gergeklestirilen calismalarda arastiricilar, kandidal fosfolipazin
saptanmasi i¢in daha basit yontemlerin gelistirilmesi konusuna yonelmislerdir. Odds
ve Abbott (157), C. albicans’in hiicre i¢i fosfolipaz A ve lizofosfolipaz aktivitesini
6lcmek i¢in biyokimyasal bir yontem tanimlamistir. Bu yontemin bir dezavantaji,
zaman alic1 olmasindan dolay1 ¢ok sayida izolatin test edilememesidir. Price ve ark.
(168), C. albicans’1n fosfolipaz aktivitesinin nicel olarak saptandigi plak yontemini
gelistirmiglerdir. Bu yontemde, fosfolipitten zengin yumurta saris1 ve lesitin konmus
SDA besiyerinde {lretilen fosfolipaz olumlu Candida izolatlarinin kolonilerinin
etrafinda yogun, beyaz belirgin bir presipitasyon zonu olugsmaktadir. Beyaz zonun
olusumu, muhtemelen yumurta sarisinda mevcut olan fosfolipitlerin fosfolipaz

tarafindan parcalanmasi sonucu agiga cikan yag asitleri ile kalsiyum kompleksinin

23



varligina baglanmistir (83, 168). Daha sonra bu yontem, Samaranayake ve ark (185)

tarafindan modifiye edilmistir.

Fosfolipazlar, gliserofosfolipid’lerdeki bir veya daha fazla ester bagini hidrolize
etme yetenegine sahiptir. Parcaladiklar1 6zgiil ester baglarina gére A, B, C ve D
olmak {izere dort tipe ayrildiklar1 gosterilmistir (124, 168). Bunlarin arasinda ilk
saptanan fosfolipaz A tipinin, yikim {riinii olan lizofosfolipidleri pargalayan
lizofosfolipaz’larin da varlig1 belirtilmistir. Bunlarin tiimii de C. albicans suslarinda
tanimlanmis ve klonlanmistir (75). Bugiin, en iyi aktivite gdsterenin fosfolipaz B
oldugu diisiiniilmektedir (155). Ozellikle bu enzimin, Candida enfeksiyonlarmin
tanisi icin ileri serolojik testlerin gelistirilmesinde faydali olabilecegi vurgulanmistir
(83). Fosfolipaz C’nin ise mantarlar da dahil olmak {izere bazi 6nemli hiicresel
fonksiyonlar1 kontrol ettigi, 6zellikle plazma membran reseptorlerine gelen uyarilarin
alimmasinda roliiniin oldugu belirtilmistir (28). Son olarak tanimlanan fosfolipaz D
enziminin Ozellikle C.albicans’m dimorfik gegisinde Onemli bir rol oynadigi

bildirilmistir (142).

Farkli Candida tiirlerinin fosfolipaz iiretme yeteneklerinin incelendigi plak
metodu ile yapilan ¢alismalarda, Onceleri sadece C. albicans’in fosfolipaz
tiretebildigi, son yapilan ¢aligmalarda ise albicans olmayan Candida tiirlerinde de bu
enzimin varlig1 ve virulans faktorii olarak islev gordiigli gosterilmistir (27, 58, 83).
Clancy ve ark. (56), albicans olmayan Candida tiirlerinde fosfolipaz etkinligini
arastirmiglar, elde ettikleri sonuglara gore C. glabrata izolatlarmin %41°1, C.
parapsilosis’in %50’s1, C.tropicalis’in %70°1, C. lusitaniae’nin %80’1 ve de C.
krusei’nin de %10’u aktivite gostermistir. Oral C. dubliniensis ile ilgili yapilan ilk
caligmalarda, enzim aktivitesinin bulunmadigi belirtilmis, ilerleyen caligmalarda ise
enzim aktivitesinin varlig1 gosterilmis ancak C. albicans’a kiyasla daha az oranda
oldugu bildirilmistir (158).

C. albicans kokenlerinin fosfolipaz iiretim sikliklari, izole edildikleri bolgeye
veya enfeksiyon tiirine ve bazi sistemik hastaliklarin  varligina gore
iligkilendirilmistir (90, 103, 168). Price ve ark. (168) kan, idrar ve yara drneklerinden
izole ettikleri C. albicans kokenlerinde fosfolipaz iiretim oranlarinin sirasiyla %55,
%1350, %30 oldugunu bildirmislerdir. Bosco ve ark.’nin (35) yapmis oldugu enzimatik

calismada, AIDS’li ¢ocuklardan soyutlanan C. albicans suslarinin %53.8’inde ve
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AIDS’li olmayanlardan soyutlananlarin %33.3’linde fosfolipaz {retim etkinligi
saptanmustir. Ibrahim ve ark. (103), kan &rneklerinden izole ettikleri C. albicans
suslarinda fosfolipaz aktivitesini, saglikli bireylerin agzindan izole edilenlere oranla
daha yiiksek bulmuslardir. Kadir ve ark. (115), yapmis oldugu benzer bir ¢alismada,
protez stomatiti’li hastalardan izole edilmis C. albicans suslarinin fosfolipaz
aktivitelerinin, saglikli bireylerin agiz i¢inden izole edilenlere gore daha fazla
oldugunu bildirmistir. Bu farkin nedeni olarak protez altinda pH’nin diismesine
neden olan cevresel faktorlerin, mayalarin fosfolipaz aktivitesini arttirdigini ve bu

0zelligin izolasyon sonrasi da devam ettigini belirtmiglerdir.

Proteinaz enzimi

Kandidalarda asit proteinaz enzimi ilk defa 1965 yilinda Staib (194) tarafindan
saptanmig, lic yil sonra da Remold ve Fasold (173), bu enzimi saflastirarak
tiplendirmistir (20). Patojen kandidalarin salgiladig hiicre dis1 proteinaz enzimi doku
harabiyetine bagli olarak, mayanin yayilmasini, mukozalarda devamli kalmasini ve

mayay1 konagin savunma sistemine karst korumasini saglamaktadir (219).

Proteinaz enzimi, asit pH’da (pH 2.5-4) aktivasyon gostermesi nedeniyle “asit
proteinaz”, ¢ok miktarda aspartik asit rezidiilleri i¢erdiginden ‘“‘aspartat proteinaz”,
pepstatin ile inhibe oldugu icin “karboksil proteinaz” gibi adlarla anilmistir. Ancak,
1993’de “American Society for Microbiology’’tarafindan salgisal aspartik proteinaz

(Sap) olarak tanimlanmastir (75, 127).

Baz1 Candida tiirleri tek nitrojen kaynagi olarak protein igeren besiyerlerinde
iiretildiklerinde proteinaz salgilarlar. Bu enzim, siklikla C. albicans, orta derecede C.
parapsilosis ve daha az derecede C. tropicalis, kdkenleri tarafindan iiretilmektedir
(222). Klinikle iliskili diger Candida tiirlerinde de (C. dubliniensis, C. glabrata, C.
lusitaniae, C. krusei ve C. guilliermondii) tretildigi bildirilmis olmakla birlikte, C.
dubliniensis ile yapilan ¢alismalarda sonucglarin g¢eliskili oldugu ifade edilmistir (47,

58,92, 222, 225).

Germaine ve Tellefson (82), Candida nin salgiladig1 proteinaz enziminin pH

6'dan daha yiiksek degerlerde denatiire oldugunu ve bu nedenle pH’s1 6.75 — 7.24
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olan agiz boslugunda Candida patojenligi ile iligkisinin olmadigini bildirmistir. Buna
karsin diger arastiricilar, insan agiz boslugu kosullarinin C. albicans’in proteinaz
tiretimini etkilemedigini ve patojenitede 6nemli rol oynadigini vurgulamistir (24, 55,

151).

Aspartik proteinaz enziminin, viicutta fizyolojik Onemi olan albumin,
immunoglobulin, laktoferin, laktoperoksidaz, miisin ve sistatin A gibi substratlari
sindirdigi, bu yolla daha kolay invaze oldugu gosterilmistir (105). Mukozal
savunmada Onemi olan salgisal IgA’yr pargalamast nedeni ile kandidanin
adezyonundan da sorumlu tutulmustur (172). Ayrica proteinaz salgilayan
kandidalarin PNL tarafindan daha zor fagosite edildigi ve hiicre i¢inde daha az

oranda oldiirildigi bildirilmistir (105, 127).

Glikoprotein yapisindaki bu enzimin karboksil ucunda 16sin, azot ucunda
triptofan bulunur. Tek bir yapida oldugu diisiiniilen enzimin molekiiler diizeyde
yapilan ¢aligmalarda farkli biyokimyasal 6zelliklere sahip izoenzimlerden olustugu
ve bunlart kodlayan farkli genlerin (Sap) varligi anlasilmistir (75, 222). Sap
genlerinin, morfolojik dimorfizm ve fenotipik degisim ile ilgili oldugu gosterilmistir.
Bu genler Sapl, Sap2,.......... Sapl0 olarak adlandirilmistir (64, 103, 124, 152).
Sapl, Sap2, ve Sap3 maya hiicrelerinden Sap4, Sap5 ve Sap6 ise hifli hiicrelerinden
salinir (124, 154, 222). Ayrica Sap2 ve Sap3 enzimlerinin kandidanin opak ve beyaz
fenotiplerinden, Sap1’in ise yalniz opak fenotipinden salgilandigi bildirilmistir (212,
222). Ayn1 zamanda bu enzimin salinimi ortamin igerigine de bagli olup, Sap4, Sap5
ve Sap6 notral pH’da aktive olurken Sap2’nin asidik pH’da aktive oldugu
bulunmustur (127, 212).

Oral kandidiyaz bulgusu bulunan hastalarin ve saglikli bireylerin agiz
orneklerinden izole edilen C. albicans suslarinda Sap2, Sap4, Sap5 ve Sap6 baskin
olarak bulunmus, Sapl ve Sap3 ise yalniz oral kandidiyazli hastalarda saptanmigtir

(63, 152).

Akbas ve ark.(7), klinik 6rneklerden izole ettikleri C. albicans izolatlarini, flora
tiyesi olanlarla karsilagtirmis, klinik Orneklere ait 73 C. albicans susunun
%73.9’unda ve 34 flora susunun ise %29.4’linde proteinaz aktivitesi saptamislardir.

Bu farki istatistiksel olarak anlamli bulmuslardir. McMullan-Vogel ve ark. (143) da
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protez stomatiti’li hasta grubundan izole edilen mayalarin saglikli bireylerden izole
edilenlere oranla daha yiiksek proteinaz aktivitesi gosterdigini bildirmislerdir. Bunun
nedeni olarak, protez alti doku bdlgesinde pH degerinin diisiik olmasinin proteinaz
aktivitesi lehine olabilecegini belirtmislerdir. Buna karsin, bazi arastiricilar, protez
altt dokudaki diisiik pH’nin proteinaz enzim aktivitesini etkilemedigini, olusan
farkliligin mayanin hastalik etkeni olmasindan kaynaklandigini, proteinaz liretmeyen
C. albicans ve diger Candida tiirlerinin zayif patojen olduklarini yada patojen
olmadiklarini bildirmislerdir (128, 180). Ornegin, Koga-Ito ve ark.(120), kandidiyaz
tanist konmus protez kullanan hastalardan izole edilen mayalarin protez kullanan
saglikli bireylerden izole edilenlere gore daha fazla proteinaz aktivitesi gosterdigini
belirtmislerdir. Oral kandidiyazli hastalarin agizlarindan izole edilen C. albicans
suslarinin incelendigi bir baska ¢alismada, proteinaz aktivitesinin saglikli bireylerden

izole edilenlere oranla anlamli derecede daha yiiksek oldugu bildirilmistir (125).

4.2.6. Candida tiirlerinin neden oldugu enfeksiyonlar

Son 20 yilda 6nemli patojenler haline gelen Candida tiirleri, hem yiizeyel hem
de yasamui tehdit edici sistemik enfeksiyonlara yol agabilmektedir. Yiizeyel
enfeksiyonlar daha ¢ok toplumda goriiliirken, derin sistemik enfeksiyonlar hastane
kaynaklidir (nozokomiyal). Kandidalar, genellikle firsatci mikroorganizmalardir.
Cesitli risk faktorleri olan kisilerde Candida enfeksiyonu goriiliir ve risk faktorlerinin
derecesi ile orantili olarak enfeksiyon siddeti artar. Candida enfeksiyonlarinin klinik
yansimasit: I- Mukozal ve kutandz, II- Kronik mukokutandz ve III- Sistemik

kandidiyaz olmak iizere iice ayrilir (70, 100, 145).
I- Mukozal ve kutanoz kandidiyaz

Kutanéz Candida enfeksiyonlar1 genellikle dogal olarak olugmaktadir. Travma,
diyabet, AIDS, gebelik, yasin ¢ok kiiciik veya ilerlemis olmasi, dogum kontrol

haplari, uzun siire antibiyotik yada kortikosteroid ile sagaltim, immiin yetmezlik,

hormonal bozukluk ve derinin uzun siire nemli kalmasi gibi faktorler bu tiir Candida
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enfeksiyonunun olugsmasina neden olabilir. Olustugu bolgeye gore degisik isimler
alan mukozal ve kutan6z kandidiyaz ¢esitleri mevcuttur (145, 217). Bunlar:

- Oral kandidiyaz

- Ozofagus kandidiyaz (Candida 6zofajiti)

- Ozofagus dis1 gastrointestinal kandidiyaz

- Vajinal kandidiyaz (vulvovajinit)

- Deri kandidiyaz1 ( 6rnek: onikomikoz ve paronisya) seklinde siralanabilir.

II- Kronik mukokutanoz kandidiyaz

Kronik mukokutanéz kandidiyaz, genellikle l6kosit fonksiyon bozuklugu veya
endokrin sistem ile ilgili defektler sonucunda deri ve mukoza membranlarinda olusan

kronik yiizeyel bir enfeksiyondur (148, 162, 211, 217).

I11- Sistemik kandidiyaz

Sistemik kandidiyaz, Candida tilirlerinin kan dolagimma girmesinden

kaynaklanir ve viicudun herhangi bir doku veya organi ile iligkili olabilir.

Kalp (perikardit, miyokardit, endokardit), meninksler (menenjit), idrar yolu
(liretrit ve sistit), deri, goz, karaciger ve dalak, enfeksiyonun en sik gerceklestigi

bolgelerdir (204, 206).

Sistemik kandidiyaz kandidemiyi izler. Konak savunmasinin normal oldugu
durumlarda, kandidemi gegici olup, viicut, mantar1 kisa siirede uzaklastirir. Fakat
immiin yetmezlik durumunda Candida kandan uzaklastirilamaz ve kanda ¢ogalarak

herhangi bir organ veya sisteme yerlesip enfeksiyon odaklar1 meydana getirir (204).
4.3. Oral Candida Tastyicihig:

Insan agzi, viicudun en kompleks ve degisken mikrop florasini olusturur. Uygun
1s1s1, nemi, pH’s1, ¢esitli besinler icermesi ve degisik bolgelerinde farkli oksijen

basincinin  bulunmasi birgok mikroorganizma tiiriiniin  kolonize olmasini

saglamaktadir. Bunlarin arasinda bircok maya tlirii bulunabilmektedir. Cesitli
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calismalara bakildiginda, C. albicans en sik izole edilen maya olmakla birlikte agiz
icinde C. glabrata, C. tropicalis, C. kefr, C. krusei, C. guilliermondii ve C.
parapsilosis gibi diger Candida tiirleri de yer almaktadir. Saglikli bireyler icin
bildirilen tasiyicilik orani, %25 — 75 arasindadir (147). Bu oran ornek alinan
popiilasyona, yasa gore ve Ornek alma tekniginin hassasiyetine bagli olarak
degismektedir (114, 158). Yapilan ¢alismalarda C. albicans en fazla dil dorsumundan
izole edilirken bunu sirasiyla damak ve yanak mukozasi takip etmektedir (8, 60, 136,

210).

Agi1z icinde, basta C. albicans olmak iizere Candida tiirlerinin varligi bir
kandidiyaz belirtisi oldugunu gdstermez, ¢iinkii bu mikroorganizmalar saglikli
bireylerin agzinda kommensal olarak yasarlar. Ancak bazi oral ve sistemik
faktorlerin etkisi altinda kommensal durumdan virulan duruma gecerek farkl tipte

oral kandidiyaz’a sebep olurlar (48, 186).

4.4. Oral Kandidiyaz

Oral mukozada en sik rastlanan mantar enfeksiyonudur. C. albicans bu
enfeksiyonla iliskili tiir olmakla beraber, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis,
C. guillermondii ve C. krusei gibi albicans olmayan diger mantar tiirlerinin de
patojenik oldugu bildirilmistir (47). C. dubliniensis ise, yakin zaman Once ilk kez
HIV ile enfekte kisilerin oral lezyonlarindan izole edilmis ve daha sonra diger
sistemik enfeksiyonlarin lezyonlarinda da bulunmustur (196). Oral kandidiyaz’in
goriilme sikligimin yiiksek olmasi, normal florada bulunan Candida’nin hastalik

etkeni olmasini kolaylastiran faktorlerin artmasi ile agiklanir (89).

Genis spektrumlu antibiyotik kullanimi, uzun siiren kanser tedavisi, immun
sistem yetmezligi, HIV, diyabet ve siddetli beslenme bozukluklari oral kandidiyaz’in
ortaya ¢ikmasina neden olur. Oral risk faktorleri olarak hareketli protez kullanimi,
tiikiiriik bezi fonksiyonunun azalmasi, inhale kortikosteroid kullanimi, oral kanserler

ve kotii agiz hijyeni sayilabilir (77, 209).

Oral kandidiyaz psoédomembrandz, eritematdz ve hiperplastik olmak iizere {i¢

ayr1 tipe ayrilir. Hiperplastik tip genellikle kronik digerleri ise akut lezyonlar
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seklinde olusur (67, 182). Bu iyi tanimlanmis kandidiyaz tiplerine ek olarak ¢ok
faktorlii Candida-baglantili baska bir hastalik grubu da bulunmaktadir. Bunlarin
basinda, protez kullananlarin {cte ikisinde goriilen Candida ile iliskili protez
stomatiti olmak {izere angular keilit ve median romboid glossit gelir (13, 42).
Oral kandidiyaz {i¢ baslik altinda incelenebilir:
1. Akut kandidiyaz
e Akut psddomembrandz kandidiyaz (pamukguk)
e Akut eritemat6z kandidiyaz
2. Kronik kandidiyaz
e Kronik hiperplastik kandidiyaz (kandidal 16koplaki)
e Candida iligkili protez stomatiti
e Median romboid glossitis

3. Angular keilitis

1. Psodomembranoz kandidiyaz (Pamukcuk)

Oral kandidiyaz’in en yaygin seklidir. "Pamukcuk" adi genelde bebeklerin
agzinda goriilen enfeksiyon i¢in kullanilmakla beraber yetiskinlerin agzinda veya
bogazinda meydana gelen Candida enfeksiyonlart i¢in de kullanilir. Klasik olarak
akut bir enfeksiyondur, fakat astim tedavisi i¢in nefes (inhalasyon) yoluyla
kortikosteroid alan ve immun yetmezligi olan kisilerde aylar, hatta yillar icinde
tekrarlayabilir. Genellikle yeni doganlarda, immun sistemi baskilanmis kisilerde,
uzun siire antibiyotik tedavisi gérmiis kimselerde ve HIV ile enfekte hastalarda

ortaya cikar. Losemi ve diger maligniteli hastalarda da sik goriiliir (8, 60, 150, 182).

Klinik olarak dil iizerinde, dis etlerinde ve bukkal mukozada beyazimtirak
plaklar tarzinda agrisiz lezyonlar goriiliir. Plaklar alttaki mukozaya yapisiktir,
kazinilldiginda alttan eritematdz zemin ortaya ¢ikar ve bu hiperplastik kandidiyaz
(oral 16koplaki) ile ayirict tanida 6nemlidir. Enfeksiyon bogaza yayilabilir ve ciddi

disfajiye yol acabilir (8, 60, 182).
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2. Erimatoz (Atrofik) kandidiyaz

Uzun siireli genis spektrumlu antibiyotik kullanimi, kortikosteroid kullanimi ve
HIV enfeksiyonu ile iligkilidir. Daha ¢ok protez altindaki sert damak bolgesinde
goriilmesine ragmen papillalarin kaybiyla beraber dilin dorsumunda ve diger
mukozal yilizeylerde de olusabilir. Bu bolgelerde diiz eritemli ve parlak lezyonlar

goriiliir. Hastalar yanma hissinden sikayetci olabilirler (8, 182).

3. Hiperplastik kandidiyaz (Oral lokoplaki)

Nedeni tam olarak bilinmeyen, immun sistem yetmezligi ile iligkili olabilecegi
diistiniilen seyrek rastlanan oral kandidiyaz seklidir. Genelde yanak mukozasinin
anterior kisminda veya dilde, silindiginde uzaklagsmayan, bulundugu yiizeye sikica
yapismis beyaz plaklar seklinde ortaya ¢ikar. Bu beyaz plaklarin goriiniimii kiigiik, az
yogun veya seffaf formlardan biiyiikk, yogun ve opak formlara kadar cesitlilik
gosterir. Bazi kaynaklar, hiperplastik kandidiyaz’in kanser gelisimine katkida

bulundugu, malign transformasyon tasiyabildigi goriisiinii icerir (8, 60, 182).

4. Candida ile iliskili protez stomatiti

Candida ile iligkili protez stomatiti tam veya boliimlii hareketli protezlerin
altindaki bolgede ortaya ¢ikan kronik eritem ve doku 6demidir. En 6nemli nedeni,
dogal tiikiiriik salgisinin az oldugu damak ve protez yiizeyi arasinda, Candida’nin
asirt ¢ogalmasidir (76, 80, 216, 224). Candida’nin yani sira, bakteriyel enfeksiyon,
mekanik travma ve muhtemelen dokunun protez tabanina gostermis oldugu allerjik

reaksiyon gibi diger faktorler de neden olmaktadir (53, 76, 80, 174).

Diinya Saghk Orgiiti'niin siniflandirmasinda “denture stomatitis” (protez
stomatiti) olarak gecmektedir. ileri yaslarda protez kullananlarin yaklasik iicte
ikisinde C. albicans, C. glabrata ve C. tropicalis gibi tiirler soyutlanmistir. Agiz
lezyonlarindan en sik izole edilenler arasinda C. albicans (yaklasik olarak %70 - 80)

gelmektedir (8, 164).
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Protez stomatiti eritemli bolge her zaman protez sinirlari igerisinde kalir, olgular
bliyiik ¢cogunlukla {ist ¢genede gozlemlenir. Alt protezler vakum yapmadiklarindan
dolay1 mukozay1 sikica 6rtmezler, bu sayede protezle mukoza arasina giren tiikiiriik
hem bdlgeyi temizler hem de dis etkenlerin seyreltilmesini saglar. Bu nedenle alt

¢enede protez stomatiti cok nadir izlenir (8, 216, 224).

Protez stomatiti asemptomatiktir yani yanma, yara hissi, tat degisikligi gibi
subjektif semptomlar ya hi¢ yoktur yada ¢ok azdir. Hastalar genelde olusan
degisikligin farkina varamazlar (60, 216, 224).

5. Median romboid glossit

Median romboid glossit, onceleri dilin gelisimsel bozukluklar1 arasinda yer
almig, son yillarda Candida enfeksiyonuna bagh gelistigi ileri siriilmiistiir.
Genellikle yashi erkeklerde  rastlanir. Ozellikle sigara ve inhale steroidleri
kullananlarda daha yaygindir. Dilin iistiinde, sirkumvallat papillanin hemen oniinde,
simetrik olarak yerlesmis, eritemli bir alan olarak goriiliir. Atrofik filiform papillanin
olusmasiyla ortaya ¢ikar (15, 60, 224). Biyopsi alman vakalarin %85’inde C.
albicans soyutlanmaktadir (8, 15, 224).

6. Angular Kkeilit (Acisal keilit, Perles)

Angular keilit, ag1z kenarlariin kronik veya akut inflamasyonudur. Agr1, eritem
ve fisstirler ile karakterizedir. Yash bireylerde agiz kenarlarindaki cilt kirisikliklar
veya uzun siliren dental islemlerden sonra olusan kivrimlar tiikiiriik doldurur ve
irritasyona sebep olur. Bunun sonucunda sekonder olarak C.albicans ve/veya bakteri
(stafilokok ve streptokoklar) enfeksiyonu gelisir. Demir eksikligi anemisi, B
vitamin eksikligi ve ayrica HIV hastalig1 da tetikleyici faktorler arasinda sayilabilir

(52, 191, 210).
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4.5. Oral Kandidiyaz Tedavisi

Gecen 20 yil i¢inde oral kandidiyazi1 kontrol altina alacak sekilde diizenlenmis
olan tedavilerin etkinliginde ve kapsaminda bir¢cok degisiklik olmustur (187).
Kandidiyaz tedavisinde ilk yapilmasi gereken Candida’nin deri ve mukozalarda
kolonize olmasini saglayan faktorleri ortadan kaldirmak yada tedavi etmektir. Eger
bir birey Candida ile enfekte olmus ise lokal veya genel bir immun problemden
siiphe edilebilir. Boyle bir durumda kan sekeri kontrol altina alinmali, varsa
kullandig1 kortizol veya genis spektrumlu antibiyotikler kesilmeli, immun yetmezlik
olusturabilecek her tiirlii sebep sorgulanmali ve miimkiinse giderilmelidir. Immiin

problem bulunamadiginda veya diizeltilemediginde anti-kandidal tedavi uygulanir

(23).

Komplike olmayan oral kandidiyaz olgularinda oral hijyen ve topikal tedavi
genellikle yeterli olmaktadir. Oral hijyenden kasit, diglerin, bukkal kavitenin, dilin ve
protezlerin giinliik temizligidir (7). Agir olgularda veya immun yetmezligi olan

kisilerde 1 — 2 hafta siire ile oral antifungal tedavisi gerekir (23).

Protez stomatitinde tedavi yoOntemi ise, etyolojisinde rol oynayan faktorler
dikkate alinarak secilmelidir. Protez hatalarinin giderilmesi, protezin temiz tutulmasi
ve stlirekli protez takilmasi aligkanligindan vazgecilmesi gibi Onlemlerin yeterli
oldugu, antifungal ila¢ tedavisine gerek kalmayacagi  bildirilmistir (16). Bu

yaklagimin gercekei olmadigini savunanlar da vardir (31, 32, 50, 174).

Protez stomatitinin tedavisinde kabul géren en onemli yaklasimin dis, yanak
boslugu, dil ve protez hijyeninin gerekliligi oldugu vurgulanmistir (39, 60, 161,
216). Bunun igin protezlerin gilinliik temizliklerinin yapilmasi, her gece ¢ikarilmasi
ve gece boyunca yada en az alt1 saat boyunca dezenfektanda bekletilmesi onerilmistir
(8). Ancak immiin sistemi baskilanmis bireylerde, infeksiyonun yaygin oldugu
durumlarda, agiz ve protez hijyeninin saglanamadigi hastalarda sistemik antimikotik

tedaviye gereksinim duyuldugu belirtilmistir (39, 50).
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Topikal antifungal terapi

Komplike olmayan oral kandidiyaz tedavisinde ve sistemik tedavi siiresinin
kisaltilmasinda topikal antifungal tedavi tavsiye edilmektedir. Sistemik tedavide
olusabilen yan etkiler ve ilag etkilesimleri topikal tedavide goriilmemektedir.
Yirminci yiizyilin baslarinda topikal tedavi gentian moru boyasi ile uygulanmus,
ancak boyaya kars1 gelisen direng¢ ve oral mukozay1 boyamasi nedeniyle yerine polin
grubunda yer alan nistatin ve amfoterisin B ¢ozeltisi kullanilmistir. Bu antifungaller
mantar hiicresinin membran yapisindaki sterollere baglanarak membran

gecirgenliginin bozulmasina sebep olurlar.

Nistatin ve amfoterisin B ¢ozeltisi gastrointestinal sistemden absorbe
edilemediginden, agiz igine lokal olarak uygulanirlar. Bir azol olan mikonazol
cozeltisi de agiz igine lokal olarak uygulanabilir ancak kusma ve ishal gibi yan
etkileri nedeniyle kullanimi sinirhidir. Oral kandidiyaz tedavisinde en ¢ok kullanilan
topikal ajan nistatindir. Agiz gargarasi, pastil ve siispansiyon olarak
kullanilabilmektedir. Tadin1 iyi bulmayan hastalara alternatif olarak klotrimazol

¢ozeltisi uygulanir (24, 187).

Sistemik antifungal tedavi

Topikal tedaviye direncli ve sistemik enfeksiyon gelistirme riski yliksek olan
oral kandidiyaz vakalarinda sistemik antifungal tedavi uygulanir (187). Nistatin
iceren agiz gargaralar1 ve azol grubundan klotrimazol preparatlar1 yiiksek oranda
sakkaroz icerdiginden dis clirlimesi s6z konusu oldugunda veya diyabet, steroid
kullanimi ve immiin yetmezlik sonucu olusan oral kandidiyaz vakalarinda
onerilmemektedir. Bu durumda triazol’lerden flukonazol ve itrakonazol’iin daha
etkili oldugu bulunmustur (145, 206). Ketokonazol de bu ajanlar kadar etkili olmakla
birlikte karacigere toksik etki gosterdiginden ileri yastaki hastalarda

kullanilmamaktadir.

Flukonazol, mantar hiicresinin plazma zarinin Onemli yapt tast olan
ergosterol’iin sentezinde rol alan enzimlere karsi giiclii inhibitor etki gdsterir. Bu

nedenle hiicre duvar1 olusumunu bozarak hiicresel igerigin disar1 sizmasina ve bunun
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sonucunda da hiicrenin 6lmesine sebep olur. Flukonazol, Candida tiirleri de dahil
genis bir antifungal etkiye sahiptir, karacigere toksik etkisinin ¢ok az olmasi
nedeniyle tercih edilmektedir. Ancak bazi Candida tiirleri 6rnegin, C. krusei ve C.

glabrata dogal olarak flukonazole kars1 direnglidirler (187).

Maya hiicrelerinde antifungal ilaglara karsi direng gelisimi, kandidiyaz
tedavisinde 6nemli bir problemdir. Oral kandidiyaz belirtisi gosteren HIV ile enfekte
hastalarin agi1z i¢inden izole edilen C. dubliniensis tiirlerinin flukonazole kars1 direng
gelistirdigi bildirilmistir (165). Nyugen (156), gelisen flukonazol direncinin uzun

stire ila¢ kullantmindan kaynaklandigini savunmustur.

Itrakonazol, flukonazol’e kiyasla daha genis bir etkiye sahiptir. Ozellikle

flukonazol’e direng gelismesi sonucu iyi bir alternatif de olusturur.

Angular keilit, antifungal steroid kremler ve merhemler ile tedavi edilir, ayn

zamanda diyet eksiklikleri de tedavi edilmelidir (187).

4.6. Kandidiyaz tedavisinde agiz gargaralarinin yeri

Ag1z gargaralar1 giiniimiiz modern dishekimligi kliniginde ve giinliik oral hijyen
uygulamalarinda yer almistir. Baslica kullanim alanlar1 dig ¢lirigiiniin 6nlenmesi ve
periodontal hastaliklarin tedavisi olmakla beraber; ortodonti, protez ve implant
hastalari, agiz i¢i cerrahi iglemler sonrasi, kserostomi, kandidiyaz, bakteriyemi ve
infeksiyon riski tagiyan hastalar i¢in Onerilmektedir (24, 135, 153). Antifungal
ozelligine sahip agiz gargaralar1 AIDS hastalarinda oral kandidiyazi onlemek i¢in
kullanilmaktadir. Antibakteriyal agiz gargaralar ise infektif endokardit riski tasiyan

hastalarda profilaktik olarak uygulanmaktadir (187).
4.6.1. Klorheksidin glukonat

Klorheksidin glukonat (1:6-4’-klorofenil-guanidoheksan), ilk defa 1950’li
yillarda Ingiltere’de gelistirilmis ve 1970’li yillarda ABD’de onaylanmis genis

spekturumlu katyonik ozelliginde bir antimikrobiyal ajandir. Molekiiler formiili,

C22H30CLoN o’ dur. Gram negatif, Gram pozitif bakteriler, mayalar, baz1 mantar tiirleri
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ve virlisler gibi mikroorganizmalarin ¢oguna etkilidir (24, 72, 86, 110). Diisiik
konsantrasyonda bakteriyostatik, yiiksek konsantrasyonda bakterisidal etkiye
sahiptir. Topikal olarak uygulanmasindan sonra, uzatilmis bakteriyostatik etkisinin
arkasindan bakteriyosidal etki gosterir (69). Klorheksidin nétral pH’da pozitif yiiklii
oldugundan; agiz calkalamasi sirasinda dis, plak ve oral mukoza ylizeylerinde
bulunan negatif ylike sahip mikroorganizmalarin hiicre duvari ile sitoplazmik
membran yapisini bozarak ozmotik dengenin kaybina, boylece hiicre i¢i bilesenlerin

disariya sizmasina ve hiicrenin par¢alanmasina sebep olur (21, 85).

Dishekimliginde klorheksidin glukonatin 6nerilen kullanim alanlari:
* Dental plak gelismesini ve beraberinde ¢iiriik riski ile bakteriyal gingiviti (diseti
iltihabi1) azaltilmasinda,
* Herpetik gingivostomat tedavisi ve profilaksisinde,
* Bas-boyun kanserleri ile ilgili radyoterapi ve kemoterapi goren hastalarda sekonder
enfeksiyon gelisimini 6nlemede,
* Dental islem Oncesi ve sonrasinda agizda antiseptik ortam yaratmada,
*Protezin yipranmasi sonucu olusan oral bakteriyel yada fungal mukoza

enflamasyonlarinin tedavisinde kullanilir.

Klorheksidin igeren agiz gargaralarn oral kandidiyazin tedavisinde destek veya
bazen de alternatif olarak onerilmektedir (69). Klorheksidin glukonat (%0.2),
Candida baglantili protez stomatiti ve psddomembranéz kandidiyaz tedavisinde
gargara olarak kullanilabilir. Siispansiyon formu ise gece boyu protez dezenfektani
olarak verilebilir (141). HIV ile enfekte oral kandidiyaz’li ¢ocuklarda yapilan bir
calismada, klorheksidin iceren gargaralar etkili bulunmustur (26). Agiz gargaralari
icinde klorheksidin’i iistiin kilan 6zelligi dis minesi, bakteri ve tiikiiriik proteinleri
iceren agiz bdlgelerinin icine girebilmesidir. Calkalamay:1 takiben klorheksidin
glukonat’in yaklasik %30’u oral kavitede kalir ve agizdaki sivilar igerisine adsorbe
olup bu yerlerden 24 saat siiresince kademeli olarak salinir. Klorheksidin
kullananlarda tedavinin 2. haftasindan itibaren dislerde ve dilde kahverengi renk

degisikligi goriilebilir (3, 4, 8, 24, 72).
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4.6.2. Heksetidin

Bir hexahidroprimidin olan heksetidin (1,3-bis(2-etilexil)-5-metil-5-amino-
hexahidroprimidin)’in, molekiiler formiilii C;;H4sN3 olup hem in-vitro hem de in-
vivo’da genis spektrumlu antibakteriyel ve antifungal etkiye sahip bir ajandir (85,
176, 190, 214). Gram pozitif ve negatif mikroorganizmalarla birlikte mayalara (C.
albicans) da etkili oldugu iyi bilinmektedir (176). Klorheksidin ile benzer etkileri
olan bu ajanin, hiicre i¢indeki glikoliz ve ATP sentezini de inhibe ettigi bildirilmistir
(121). Faranjit, tonsilit ve agiz i¢inde yapilan operasyonlardan sonra antiseptik olarak
kullanilir. Agiz hijyeninin saglanmasinda uygulanan heksetidin i¢eren gargaralar
dental plak birikimini azaltarak gingivit olusmasini 6nler. Bununla beraber, ylizeysel
kandidiyaz ve sistemik komplikasyonlardaki Onleyici rolii klinik olarak

kanitlanmustir (111, 176).

Agiz  gargarast  olarak  %0.1  w/v’lik  konsantrasyonlar1  giivenle
uygulanabilmektedir (76). Ancak ii¢ haftayr asan kullanimlarinda deskuamativ
lezyonlar, dislerde renklenme, agizda tat bozuklugu, agr1 ve uyusma gibi yan etkiler

olusturdugu bildirilmistir (3, 123).

4.6.3. Triklosan

Triklosan, iki fenol bilesiginden olusan iyonik olmayan, kirli beyaz, kokusuz,
tatsiz bir germisittir. Kimyasal adi1 2,4,4’-trikloro-2’-hidroksidifenileter olup,
molekiiler formiilii C;,H;7Cl30;’dir (69, 120). Genis spektrumlu antibakteriyel ve
antifungal bir ajan olan triklosan’in sabun, deodorant, antibakteriyel cilt iirlinleri, dis
macunlar1 ve agiz gargaralarinda kullanimi yaygindir (164). Patel ve ark. (164)
yapmis olduklar1 ¢aligmada, florid ile birlikte agiz gargarasi olarak kullanilan 0.3
g/ml triklosan’in 6zellikle CD4 hiicre sayis1 diisiik HIV’1i hastalarda oral Candida
sayisini azalttigini ve bu nedenle antifungal ila¢ tedavisine gerek duyulmadigini
belirtmislerdir. Pizzo ve ark. (167), triklosan’1n inhibitdr etkisinin mikroorganizmalar
icin Oldiiriicti oldugunu ancak kolonizasyon, enfeksiyon ve adezyon asamalarinda
etkili olmadigin1 bildirmislerdir. Saglik ve agiz bakimi alaninda 25 yil boyunca

yapilan caligmalarda, uygun konsantrasyonlarda iyi formiile edilmis triklosan’in
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genis spektrumlu antimikrobiyal aktivite gosterdigi kanitlanmistir (69, 189). Fungusit
yada fungustatik etkisinin, hiicre duvarin1 gegerek sitoplazmik membran yapisini
bozma yoluyla oldugu bildirilmistir (96, 112, 144). Diisiikk konsantrasyonda,
triklosan’in  hiicre membranina baglanarak besin alinimini ve organizmaninin
bliylimesini 6nledigi, yiiksek konsantrasyonlarda ise membrani tahrip ederek
hiicresel icerigin membrandan disar1 sizmasina ve bdylece hiicre Oliimiine sebep

oldugu gosterilmistir (130, 134).

Triklosan’in hazir olarak bulunmasi, ucuz olmasi, agiz hijyenini saglarken ciddi
yan etkiler olusturmamasi, diren¢ gelistirmemesi ve ayrica analjezik 6zelliklerinin

olmasi en 6nemli avantajlaridir (20, 85).
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5. GEREC ve YONTEM

5.1. Gerecg Listesi
5.1.1. Candida albicans kokenleri

Agustos 2005-Aralik 2006 tarihleri arasinda, Marmara Universitesi
Dishekimligi Fakiiltesi Oral Diagnoz klinigine bagvuran protez stomatiti’li hastalara
ait ag1z siirlintli 6rneklerinden izole edilip, insan serumunda 37 °C’de 2 — 2.5 saatte
¢imlenme borusu gelistirme, misir unlu Tween-80 agarda klamidospor iiretme ve
API20C AUX ticari kit ile asimilasyon testleri gibi tani yoOntemlerinin
uygulanmasinin yani sira PCR molekiiler yontemiyle C. albicans oldugu kesinlesen
80 sus calisma kapsamima alinmistir. Bu suslarin arasindan giiglii fosfolipaz ve
proteinaz aktivitesi goOsteren 20 C. albicans kokeni secilmis ve deneylerde

kullanilmustir.

5.1.2. Kimyasal maddeler
- NaCl (Merck)

- CaCl, (Molekula)

- KH,PO4 (Merck)

- MgS0O4 (Merck)

- C6H807H20 (Merck)

- Na,HPO42H,0 (Merck)

5.1.3. Seker

- Dekstroz (Merck)
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5.1.4. Tamponlar ve cozeltiler

- Fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS) (Oxoid)
- Sitrik asit-disodyum hidrojen fosfat tampon ¢ozeltisi
a) C¢HsO7H,0 21.01 gr/ 1000 ml distile su (0.1 M)
b) Na,HPO42H,O  35.6 gr/ 1000 ml distile su (0.2 M)
a ve b c¢ozeltileri uygun miktarda karistirilarak pH 4.2 olan tampon c¢ozelti

hazirlanmistir.

5.1.5. Agiz ¢ozeltileri

- Klorheksidin glukonat (Merkez Lab. Istanbul)
- Heksetidin (Sigma)
- Triklosan (Merkez Lab. istanbul)

5.1.6. Besiyerleri

- Sabouraud Dekstroz Agar (SDA) (Merck)
- Yumurta sarili SDA besiyeri

Besiyerinin hazirlanist:

SDA 13¢g
NaCl 11.7¢g
CaCl, 0.11g

184 ml distile su igerisinde siispansiyon haline getirilerek otoklavda 121 °C’de

15 dakika steril edilmistir.

Eggyolk emiilsiyon (Oxoid), 1000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmis, elde
edilen {ist sividan tamami alinarak %10 oraninda ilave etmek i¢in eksik olan kisim
steril distile su ile 20 ml’ye tamamlanip 45 — 50 °C’ye sogutulmus yukarida adi

gecen besiyerine eklenmistir.
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Sitrik asit ve disodyum hidrojen fosfat tamponu ile besiyeri steril kosullarda pH
4.2 olacak sekilde ayarlandiktan sonra petri kutularina (15 cm) 25’er ml

dokiilmiistiir.

- %1°lik Sigir Serum Albumin (SSA) igeren kati besiyeri

Besiyerinin hazirlanisi:

Dekstroz 2gr
KH,PO, 0.1g
MgSO4 0.05¢g
Agar 2g

100 ml distile su iginde siispansiyon haline getirilerek otoklavda 110 °C’de 15
dakika steril edilmistir.

S1gir serum albumin (Sigma) lg

Distile su 100 ml

Yukaridaki karisim manyetik karistiricida ¢oziildiikten sonra 0.22 um c¢apindaki
membran filtreden gegirilerek steril edilmistir. Hazirlanan protein ¢ozeltisi, 45-50
°C’ye sogutulmus olan besiyerine %20 oraninda olacak sekilde eklenmis ve sitrik
asit-disodyum hidrojen fosfat tampon c¢ozeltisi ile pH 4.2’ye ayarlandiktan sonra

petri kutularma (15 cm) 25’er ml dokiilmiistiir.

5.1.7. Kullamilan araglar ve cihazlar

- pH metre (Mettler-Toledo)
- Terazi (AND)

- Etiiv (Electro-mag)

- Otoklav (USSR-91)

- Pastor firin1 (Niive)

- Buzdolabi1 (+4 °C) (Profilo)
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- Dondurucu (-70 °C) (Sanyo)
- Santrifiij (Heraeus)

- Vorteks karistirict (Nuvemix)
- Manyetik karistiric1 (Oxoid)
- Colony counter (FunkeGerber)
- Otomatik pipetler

- Cam tiip

- Mezur

- Beher

- Enjektor

- Kagt diskler

- Ekiivyon

- pH indikator kagidi

- 0.22 um membran filitre

- Petri kaplar1

- Ekiivyon

5.2. Yontem

5.2.1. Antiseptik ajanlarin terapotik konsantrasyonlarinin hazirlanmasi

Klorheksidin glukonat (%0.2), heksetidin (%0.1) ve 2.4,4'trikloro-2-
hydroksidifenil eter (triklosan, %0.045)’in subterapotik konsantrasyonlart (1:150,
1:200, 1:250, 1:300) deney 6ncesi pH’s1 7.2 olan fosfat tampon ¢ozeltisinde (PBS)
hazirlanmastir.

Antiseptik ajanlarin terapotik konsantrasyonu:

* Klorheksidin glukonat’in %4’liik ¢6zeltisinden 0.2 ml alinmis 3.8 ml PBS’ye ilave
edilmistir.
» Heksetidin’in %1°lik stok ¢ozeltisinden 1 ml hacim alinmis 9 ml PBS’ye ilave
edilmistir.
* Toz halinde bulunan triklosan’in ham maddesinden 0.045 gram alinmis, alkol

ilavesi ile 100 ml’ye tamamlanmustir.
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Antiseptik ajanlarin sub-terap6tik konsantrasyonlari:
Her bir antiseptik ajanin terapdtik konsantrasyonundan sirastyla 1.49, 1.99, 2.49

ve 2.99 ml PBS iceren 4’er tiipe 10’ar pl ilave edilerek hazirlanmustir.

5.2.2. Maya siispansiyonlarinin hazirlanmasi

C. albicans suslar1 SDA’da pasajlanarak 37 °C de 24 saat bekletilmistir. Ureyen
kolonilerden steril fosfat tamponu (PBS) kullanilarak Mc Farland 0.5’e¢ uygun
bulaniklikta maya siispansiyonlar (yaklasik 10® blastokonidya/ml) hazirlanmistir.
Hiicre siispansiyonundan 1 ml hacim alinmig 9 ml PBS igeren tiipe ilave edilmistir.

Bu diliisyon sonucunda siispansiyonlarin her biri ml’de 10’ maya hiicresi icermistir.

5.2.3. C. albicans suslarinin antiseptik ajanla temas edilmesi

Oral antiseptik ajanlarin fosfolipaz ve proteinaz enzimleri ilizerine etkisini
incelemek i¢in, protez stomatiti sikayeti olan hastalarin st damak siiriintii
orneklerinden soyutlanmis 20 C. albicans susu kullanilmistir. Her bir susun PBS ile
hazirlanns siispansiyonundan (10’ maya/ml) 1ml’lik iki hacim almmus iki ayr tiipe
konmustur. Tiipler 3000 rpm’de 10 dakika santrifiijde ¢evrilerek iist sivilar atilmig
dibe ¢okmiis mayalar1 bulunduran tiiplerden birine 1 ml PBS (kontrol) digerine ise 1
ml antiseptik iceren PBS  konmustur. Bu islem her bir antiseptigin farkl
konsantrasyonu i¢in uygulanmistir. Tipler c¢alkalayic1 etiivde 30 dakika inkiibe
edildikten sonra 3000 rpm’de 10 dakika soguk (+4 °C) santrifiijde ¢evrilmistir. Ust
stvi tamamen atilmig dibe ¢oken maya hiicreleri, steril PBS ile iki kez santrifiij
edilerek yikanmistir. Antiseptik ajan kalintilarim1 tamamen ortadan kaldirmak igin
yikama islemi iki kez daha tekrarlanmistir. Yikama isleminden sonra, maya hiicreleri
1 ml PBS’de tekrar siispanse edilmistir. Antiseptik ajanin uzaklagtirilmasi isleminden
sonra kontrol (K, K,, K3, K4) ve deney (T, T,, T3, T4) maya siispansiyonlarindan
canli koloni saymmi yapilmistir. Kontrol ve deney dahil her bir maya
siispansiyonundan 0.1 ml hacim alinmus on-katli (107,102 ve 107) seyreltmeler
yapilmustir. Her bir seyreltme tliptinden 0.1 ml alinip SDA’ya ekim yapilarak 37 °C’

de 48 saat bekletilmistir. Sayimlar neticesinde, daha Once antiseptik ile muamele
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edilen maya siispansiyonunda azalma goriilmesi durumunda, kontrolden azalma
oraninda maya siispansiyonu ¢ekilip, ¢cekilen miktar kadar da PBS ilave edilmistir.

Calismamizin her basamagindaki kontrol ve deneyler ayni anda {iglii calisilmistir.

5.2.4. Fosfolipaz deneyi

Fosfolipaz aktivitesinin tayininde Samaranayake ve ark. (185) tarafindan

modifiye edilen Price ve ark. (168)’nin plak yontemi kullanilmistir.

Ug antiseptik ajanin ayn1 sub-terapotik konsantrasyonlar ile 30 dakika temas
ettirilen deney ve kontrol maya siispansiyonlarindan alinan 10 pl 6rnekler, yumurta
sartli SDA besiyerinin yilizeyine damlatilmistir. Daha sonra, besiyerleri 37 °C’de,
nemli ortamda 4 giin inkiibe edilmistir. Fosfolipaz aktivitesi; iireyen C. albicans
kolonilerinin ¢evresinde olusan belirgin halka saklindeki presipitasyon zonu (P,)
Olctilerek ve koloni ile birlikte presipitasyon zonunun (Resim 1) toplam c¢apinin,

koloni ¢apina oran1 hesaplanarak degerlendirilmistir.

Resim 1. Antiseptiklerin ayni konsantrasyonuyla bekletilen susun ve

kontrollerinin fosfolipaz aktivitesi.
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5.2.5. Asit proteinaz deneyi

C. albicans suslarmin proteinaz aktivitesinin incelenmesi icin, altin standart

olarak kabul edilen sigir serum albumin agar (SSAA) kullanilmistir.

Ug antiseptik ajanin ayn1 sub-terapotik konsantrasyonlar ile 30 dakika temas
ettirilen deney ve kontrol maya siispansiyonlarindan alman 10 pl 6rnekler, SSAA

ylizeyine yerlestirilmis steril kagit disklere damlatilmistir.

Besiyerleri 37 °C’de, nemli ortamda 5 giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonunda, besiyerinde protein kaynagi olarak bulunan sigir serum albuminin
parcalanmasiyla, diskin ¢evresinde olusan seffaf zonlarin (Resim 2) genisliklerinin

mm’lik Sl¢iimleri yapilarak, proteolitik aktivite diizeyi belirlenmistir (51, 160, 181).

Resim 2. Antiseptiklerin ayn1 konsantrasyonuyla bekletilen susun ve

kontrollerinin proteinaz aktivitesi.
5.2.6. C. albicans suslarinda enzim aktivitesinin takibi
Ug antiseptik ajanm sub-terapdtik konsantrasyonlari ile 30 dakika temas ettirilen

deney ve kontrol maya siispansiyonlari SDA’ya ekilmis, 24 saat’lik

inkiibasyonundan sonra enzim aktivite degerleri incelenmistir.
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5.3. Istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel analizler icin “Statistical Package for Social Sciences (SPSS) for
Windows  15.0” paket programi  kullanilmistir.  Calisma  verilerinin
degerlendirilmesinde; tanimlayict istatistiksel metotlarin (ortalama (ort), standart
sapma (SS)) yanm sira niceliksel verilerin karsilastirilmasinda; ikiden fazla grubun
gruplar aras1 karsilastirilmalarinda Multivariate-ANOVA (M-ANOVA) Wilk’s
Lambda testi kullanilmistir. Normal dagilim gosteren parametrelerin grup ici
kargilagtirmalarinda paired sample t testi kullanilmistir. Sonuglar %95°lik giiven

araliginda, anlamlilik p< 0.05 diizeyinde degerlendirilmistir.
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6. BULGULAR

6.1. Suslarin Enzim Aktiviteleri

Fenotipik ve molekiiler yontemlerle C. albicans olarak tanimlanan toplam 80
susun 26’sinda (%32.5) sadece fosfolipaz, 30’unda (%37.5) sadece proteinaz ve
24’tinde (%30) hem fosfolipaz hem de proteinaz aktivitesi saptanmistir. Her iki
enzim aktivitesine sahip 24 susun 2’si zayif fosfolipaz-gii¢lii proteinaz, 2’si de giiclii
fosfolipaz-zayif proteinaz aktivitesi gostermistir. Bu 4 sus elenmis, geriye kalan ayni
anda gii¢lii fosfolipaz ve proteinaz aktivitesi gosteren 20 sus calisma kapsamina

alinmustir.

6.2. Klorheksidin ile Temas Eden C. albicans Kokenlerinin Enzim Aktiviteleri

Klorheksidin glukonat’in dort farkli sub-terapotik konsantrasyonu ile 30 dakika
temas ettirilen toplam 20 susun ortalama fosfolipaz ve proteinaz degerleri kontrol
degerlerine gore azalmistir ( Tablo 2 ve 3). Bu azalma istatistiksel a¢idan anlamh
(p<0.05) bulunmustur. Fosfolipaz aktivitesinin ortalama degerlerinin incelenmesinde
sub-terapotik konsantrasyonlar (test gruplari) arasindaki farklilik anlamli (p<0.05)
bulunmustur. Proteinaz aktivitesinde, T3 (1/250) ve T4 (1/300) konsantrasyonlari

disinda diger konsantrasyonlar arasinda anlamli (p<0.05) bir fark saptanmustir.
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Tablo 2. Klorheksidin glukonat ile temas eden C. albicans kdkenlerinin fosfolipaz

aktivite (Pz) degerleri (n=20).

Pz (mm)

C. albicans kokenleri 'K, T, K T, Ks T; Ki T
CAl 1.52 1.50 1.53 1.51 1.53 1.52 1.53 1.53
CA2 1.35 1.32 1.36 1.34 1.50 148 1.52 1.51
CA3 1.52 1.40 1.55 1.43 1.55 1.53 1.58 1.56
CA4 1.57 1.49 1.56 1.52 1.58 1.55 1.59 1.56
CA5S 1.50 142 1.58 1.50 1.55 1.53 1.56 1.55
CA6 1.50 1.42 1.50 1.46 1.54 1.50 1.55 1.53
CA7 1.58 1.50 1.59 1.52 1.53 1.50 1.65 1.60
CA8 1.56 1.32 1.55 1.40 1.60 1.58 1.61 1.60
CA9 1.64 1.50 1.64 1.57 1.66 1.64 1.66 1.65
CA10 1.53 1.24 1.57 1.35 1.60 1.55 1.62 1.60
CAll 1.47 1.40 1.53 147 1.55 1.52 1.58 1.57
CA12 1.67 1.53 1.67 1.60 1.66 1.60 1.67 1.65
CAI13 1.47 1.36 1.49 1.39 1.58 1.55 1.59 1.58
CAl4 1.63 1.50 1.60 1.50 1.66 1.64 1.66 1.65
CAl5 1.52 142 1.53 148 1.55 1.53 1.56 1.55
CAl6 1.60 145 1.62 1.52 1.66 1.63 1.67 1.66
CA17 1.60 148 1.62 1.55 1.64 1.60 1.65 1.63
CAI1S8 1.53 1.38 1.55 148 1.60 1.58 1.61 1.60
CA19 1.60 143 1.61 1.49 1.65 1.63 1.66 1.65
CA20 1.60 1.50 1.61 1.52 1.63 1.60 1.63 1.61
Pz o 1.55 1.43 1.56 1.48 1.59 1.56 1.61 1.59
+SS +0.07 £0.08  +0.07 +0.07 +0.05 +0.05 +0.05 +0.05

*Sub-terapétik 4 konsantrasyonu T, (1/150), T, (1/200), T; (1/250), T, (1/300) ve kontrolleri K;, K,
K3, K, olarak ifade edilmistir.
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Tablo 3. Klorheksidin glukonat ile temas eden C. albicans kokenlerinin proteinaz

aktivite (Pz) degerleri (n=20).

Pz (mm)

C. albicans kokenleri K, T K, T, Ks T; Ki T
CAl 1 0.8 1 0.9 1.1 09 1.2 1
CA2 1.5 1.2 1.5 14 1.5 1.5 1.5 1.5
CA3 1.3 1 1.5 14 1 1 1.2 1
CA4 1.6 1 1.7 13 1 1 1 1
CA5S 1.5 1 1.6 1.2 1.3 1.1 1.3 1.2
CA6 1.6 1 1.6 12 1.1 1 1.1 1.1
CA7 1.3 1 1.2 1.1 1.5 14 1.4 14
CA8 1.5 1.3 1.6 14 1.8 1.8 1.9 19
CA9 1.2 1 1.3 1.3 1.5 14 1.6 1.6
CA10 1.5 1.4 1.5 14 1.7 1.7 1.8 1.8
CAll 1.1 1 1.2 1.1 1.4 13 1.4 14
CA12 1.5 1.3 1.6 1.5 1.7 1.6 1.8 1.7
CAI13 1.4 1 1.4 12 1.7 1.6 1.8 1.7
CAl4 1.3 1 1.4 12 1.7 1.6 1.7 1.6
CAIl5 1.1 1 1.2 1 1.6 1.6 1.7 1.7
CAl6 1.3 1 1.4 12 1.5 14 1.7 1.6
CA17 1.2 1 1.3 1.2 1.4 14 1.5 1.5
CAI18 1.6 1.1 1.7 1.2 1.7 1.6 1.8 1.8
CA19 1.3 1 1.2 1.1 1.6 14 1.7 1.6
CA20 1.3 1 1.1 1.1 1.6 14 1.5 14
Pz o 1.36  1.06 1.4 122 1.47 1.39 1.53 1.48
+SS +0.18 +0.14 =+0.21 #0.15 +0.25 £0.26  +0.26 +0.28

*Sub-terapétik 4 konsantrasyonu T, (1/150), T, (1/200), T; (1/250), T, (1/300) ve kontrolleri K;, K,
K3, K, olarak ifade edilmistir.
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6.3. Heksetidin ile Temas Eden C. albicans Kokenlerinin Enzim Aktiviteleri

Heksetidin ile temas eden C. albicans kokenlerinin ortalama fosfolipaz ve
proteinaz degerleri kontrollerine gére anlamli (p<<0.05) olarak azalmistir (Tablo 4 ve
5). Antiseptik ajanin sub-terapotik konsantrasyonlarinda, fosfolipaz aktiviteleri
arasinda anlamli (p<0.05) bir fark bulunmustur. Proteinaz aktivitesinde ise T3 (1/250)
ve T4 (1/300) konsantrasyonlarinin disinda anlamli (p<0.05) bir fark saptanmstir.

Tablo 4. Heksetidin ile temas eden C. albicans kokenlerinin fosfolipaz aktivite (Pz) degerleri (n=20).

Pz (mm)

C. albicans kokenleri "K;, T, K T, K T; Ki T4

CAl 1.50 1.42 1.51 1.45 1.50 1.49 1.53 1.52
CA2 1.36 1.35 1.37 1.36 1.55 1.53 1.55 1.54
CA3 1.50 1.40 1.52 1.50 1.52 148 1.54 1.52
CA4 1.59 1.55 1.59 1.57 1.60 1.58 1.61 1.60
CAS 1.50 1.40 1.50 142 1.55 1.54 1.55 1.55
CA6 1.50 1.42 1.50 146 1.58 1.55 1.60 1.58
CA7 1.52 142 1.55 1.50 1.60 1.60 1.67 1.66
CAS 1.61 1.60 1.61 1.53 1.60 1.55 1.60 1.58
CA9 1.60 1.33 1.60 1.47 1.70 1.68 1.69 1.69
CA10 1.60 1.53 1.67 1.60 1.63 1.60 1.65 1.64
CAll 1.57 143 1.57 1.50 1.59 1.53 1.60 1.58
CA12 1.50 1.38 1.50 144 1.60 1.58 1.61 1.60
CAI13 1.60 1.50 1.62 1.55 1.65 1.62 1.66 1.65
CAl4 1.50 1.40 1.52 148 1.55 1.50 1.56 1.53
CAl5 1.53 1.49 1.55 1.51 1.55 1.54 1.55 1.55
CAl6 1.60 1.52 1.62 1.58 1.62 1.60 1.63 1.62
CA17 1.58 1.45 1.59 1.50 1.57 1.55 1.58 1.57
CAI18 1.54 142 1.55 1.44 1.55 1.53 1.56 1.56
CA19 1.62 1.52 1.63 1.55 1.64 1.62 1.64 1.63
CA20 1.60 1.52 1.60 1.58 1.62 1.60 1.63 1.63
PZon 155 145 156 1.50 159 156  1.60 159
+SS +0.06 +0.07 =+0.07 £0.06 +0.05 +0.05 +0.05 +0.05

*Sub-terapétik 4 konsantrasyonu T; (1/150), T (1/200), T; (1/250), T, (1/300) ve kontrolleri K;, K;,
K3, K, olarak ifade edilmistir.
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Tablo 5. Heksetidin ile temas eden C. albicans kokenlerinin proteinaz aktivite (Pz)

degerleri (n=20).

Pz (mm)

C. albicans kokenleri 'K, T, K, T, K; T; Ki T4
CAl 1.5 1.4 1.5 14 1.6 1.5 1.7 1.6
CA2 1.6 1.2 1.7 14 1.6 1.6 1.6 1.6
CA3 1.6 1.2 1.7 14 1.6 1.6 1.6 1.5
CA4 1.8 1.3 1.9 14 1.5 14 1.5 1.4
CA5S 1.7 1.3 1.8 1.7 1.3 1.1 1.3 1.3
CA6 1.3 1 1.5 1.2 1.3 1.2 1.3 1.3
CA7 1.6 1 1.7 1.2 1.6 14 1.6 1.6
CA8 1.8 1.6 1.9 1.6 2.2 2 2.1 2
CA9 1.2 1 1.3 1 1.5 13 1.6 1.5
CA10 1.4 1.2 1.5 14 1.9 19 1.9 1.8
CAll 1.1 0.9 1 0.9 1.5 14 1.5 1.4
CA12 1.6 1.4 1.6 1.5 1.9 19 2 2
CAI13 1.2 1 1.3 1.3 1.9 1.7 1.8 1.6
CAl4 1.1 0,9 1.3 1 1.5 14 1.6 1.5
CAl5 1.4 1 1.3 13 1.8 1.6 1.9 1.8
CAl6 1.4 1 1.3 1.2 1.5 14 1.5 1.5
CA17 1.5 1 1.4 12 1.6 1.5 1.8 1.7
CAI1S8 1.6 1.3 1.7 14 1.7 1.7 1.8 1.6
CA19 1.4 1 1.5 1.2 1.5 14 1.5 1.5
CA20 1.4 1.2 1.4 14 1.8 1.6 1.8 1.7
Pz o 1.38 1.15 1.52 1.31 1.64 1.53 1.67 1.6
+SS +0.21 #0.19 =+0.23 +0.2 +0.22 +0.23 +0.22 £0.2

*Sub-terapétik 4 konsantrasyonu T, (1/150), T, (1/200), T; (1/250), T, (1/300) ve kontrolleri K;, K,
K3, K, olarak ifade edilmistir.

51



6.4. Triklosan ile Temas Eden C. albicans Kokenlerinin Enzim AKktiviteleri

Triklosan’in sub-terap6tik konsantrasyonlar1 ile temas eden C. albicans
kokenlerinin ortalama fosfolipaz ve proteinaz (Tablo 6 ve 7) degerleri kontrol
degerlerine gore anlamli (p<0.05) olarak azalmigtir. Antiseptik ajanin sub-terapotik
konsantrasyonlarinda ki, hem fosfolipaz hem de proteinaz aktiviteleri arasinda
anlamli (p<0.05) bir fark bulunmustur.

Tablo 6. Triklosan ile temas eden C. albicans kokenlerinin fosfolipaz aktivite (Pz) degerleri (n=20).

Pz (mm)

C. albicans kokenleri 'K, T K, T, K; T; Kie Ts

CAl 1.55 1.45 1.53 1.50 1.52 1.51 1.53 1.52
CA2 1.48 1.36 1.48 1.37 1.52 1.50 1.55 1.54
CA3 1.53 148 1.52 149 1.55 1.50 1.55 1.53
CA4 1.55 1.50 1.57 1.53 1.56 1.54 1.56 1.55
CAS 1.46 1.38 1.46 1.40 1.52 1.50 1.53 1.52
CA6 1.50 1.42 1.50 146 1.60 1.55 1.62 1.60
CA7 1.58 1.50 1.59 1.52 1.73 1.70 1.68 1.65
CAS 1.63 1.54 1.66 1.55 1.63 1.58 1.65 1.63
CA9 1.47 1.40 1.47 140 1.55 1.53 1.55 1.53
CA10 1.57 1.43 1.57 1.50 1.58 1.57 1.59 1.59
CAll 1.53 147 1.53 1.53 1.55 1.52 1.58 1.55
CA12 1.50 1.44 1.50 1.50 1.62 1.60 1.63 1.61
CAI13 1.45 1.33 1.47 1.39 1.52 1.50 1.55 1.53
CAl4 1.50 142 1.52 1.43 1.55 1.52 1.56 1.53
CAl5 1.50 1.40 1.51 143 1.58 1.56 1.59 1.58
CAl6 1.63 1.55 1.65 1.60 1.59 1.56 1.59 1.57
CA17 1.50 1.40 1.52 144 1.58 1.57 1.58 1.58
CAI18 1.54 1.32 1.55 1.38 1.56 1.53 1.56 1.55
CA19 1.58 1.38 1.58 142 1.59 1.55 1.60 1.58
CA20 1.65 1.38 1.65 1.55 1.64 1.60 1.64 1.63
PZon 154 143 154 147 158 155 159 157
+SS +0.06 £0.06  +0.06 +0.07 +0.05 £0.05 +0.04 +0.04

*Sub-terapétik 4 konsantrasyonu T; (1/150), T (1/200), T; (1/250), T, (1/300) ve kontrolleri K;, K;,
K3, K, olarak ifade edilmistir.
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Tablo 7. Triklosan ile temas eden C. albicans kokenlerinin proteinaz aktivite (Pz)

degerleri (n=20).

Pz (mm)
C. albicans kokenleri 'K, T, K, T, K T; Ks Ty
CAl 1 0.8 1.2 1.2 1.3 1 1.5 1.4
CA2 1.7 1.4 1.6 1.3 1.6 1.6 1.6 1.6
CA3 1.5 1 1.3 1 1.4 1.2 1.4 1.3
CA4 1.9 1.2 1.8 14 1.9 1.7 1.9 1.8
CA5S 1.8 1.2 1.8 14 1.5 14 1.6 1.4
CA6 1.8 1 1.7 1.2 1.6 1.6 1.7 1.6
CA7 1.4 1 1.5 1.2 1.7 1.7 1.6 1.6
CA8 1.8 1.3 1.8 1.6 1.8 1.6 1.8 1.6
CA9 1.4 1 1.5 1.2 1.6 14 1.7 1.6
CA10 1.2 1 1.2 1.1 1.6 1.5 1.7 1.7
CAll 1 0.8 1.1 09 1.6 14 1.7 1.6
CA12 1.5 1.3 1.6 1.5 2 1.8 1.9 1.9
CAI13 1.5 1.1 1.6 1.3 1.7 1.6 1.8 1.8
CAl4 1.4 1 1.4 1.3 1.5 1.5 1.5 1.5
CAl5 1.1 1 1.3 1.2 1.5 1.5 1.6 1.6
CAl6 1.4 1.2 1.5 14 1.6 1.5 1.6 1.6
CA17 1.3 1 1.4 12 1.6 1.6 1.7 1.7
CAI18 1.5 1.1 1.6 1.2 1.5 13 1.5 1.4
CA19 1.6 1.3 1.6 14 1.8 1.8 1.8 1.8
CA20 1.4 1.3 1.5 14 1.6 1.5 1.6 1.6
Pz 1.46 1.1 1.5 1.27 1.59 1.51 1.66 1.61
+SS +0.26 +0.17 +0.21 £0.17 +0.22 £0.26 +0.19 +£0.23

*Sub-terapotik 4 konsantrasyonu T; (1/150), T, (1/200), T; (1/250), T, (1/300) ve kontrolleri K,, K, ,

K3, K, olarak ifade edilmistir.
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6.5. U¢ Antiseptigin Enzim Aktivitelerine Olan Etkilerinin Kiyaslanmasi

Her ii¢ antiseptik ajanin sub-terapdtik konsantrasyonlarmin C. albicans’in
fosfolipaz ve proteinaz aktivitesi iizerine etkilerinin kiyaslanmasi goriilmektedir

(Sekil 1, 2).

Fosfolipaz aktivitesinin azalmasinda, sirasiyla T; (1/150) ve T, (1/200)
konsantrasyonlarinda  klorheksidin (%7.74, %5.13), Ts (1/250) ve T4 (1/300)
konsantrasyonlarinda ise triklosan (%1.9, %1.26) etkili olmustur. Ancak antiseptikler
arasi ayni sub-terapotik konsantrasyonlarindaki farklilik, istatistiksel agidan anlamli

bulunmamistir (p>0.05).

10+

KHK HEK TRN

‘D 1. konsantrasyon 0 2. konsantrasyon 0O 3. konsantrasyon @ 4. konsantrasyon

Sekil 1. Konsantrasyonlarina gore antiseptiklerin fosfolipaz aktivitesi tizerine azalma

etkilerinin %’de dagilimi.
Proteinaz aktivitesinin azalmasinda sirasiyla T; (1/150) ve T, (1/200)

konsantrasyonlarinda triklosan (%24.66, %15.33), Ts (1/250) ve T4 (1/300)
konsantrasyonlarinda ise heksetidin (%6.71, %4.19) etkili olmustur. Ancak
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antiseptikler arasi aymi sub-terapoOtik konsantrasyonlarindaki farklilik istatistiksel

acidan anlamli bulunmamistir (p>0.05).

30

254

20

151

10+

KHK HEK TRN

‘I:I 1. konsantrasyon @ 2. konsantrasyon O 3. konsantrasyon @ 4. konsantrasyon

Sekil 2. Konsantrasyonlarina gore antiseptiklerin proteinaz aktivitesi lizerine azalma

etkilerinin %’de dagilimi.

6.6. Fosfolipaz ve Proteinaz Aktivitesinin Takibi

Antiseptiklerin sub-terapotik konsantrasyonlarinda 30 dak. temas ettirilen C.
albicans kokenlerinin 24 saat inkubasyonundan sonra goriilen fosfolipaz ve proteinaz
aktivite degerleri ile kontrolleri kiyaslanmustir (Tablo 8 ve 9). Bazilarinda ¢ok az bir
azalma goriilmiis, ¢ogunda ise fark saptanmamistir. Deney gruplarinin ortalama
fosfolipaz ve proteinaz degerleri ile kontrol degerleri arasindaki farklilik istatistiksel

acidan anlamli bulunmamstir (p>0.05).
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Tablo 8. Antiseptiklerin sub-terapotik konsantrasyonlarinda 30 dak. temas eden C. albicans

kokenlerinin 24 saat inkiibasyon sonrasi ortalama fosfolipaz aktivitesinde azalma oranlari

(%).

Pz, azalmasi (%)

Antiseptikler * T T, T; T, P degeri
Klorheksidin glukonat 0.57 1.14 0 0 >0.05
Heksetidin 0 0.57 0 0 >0.05
Triklosan 0.57 1.14 0 0 >0.05

#Pasajlama oncesinde temas ettirildikleri sub-terapotik konsantrasyon degerleri (T)

Tablo 8’de tiim antiseptiklerin T3 (1/250) ve T4 (1/300) konsantrasyonlarinin
kiiltiirlerinde ~ bir  degisiklik  gorlilmezken,  heksetidin’in ~ T;  (1/150)
konsantrasyonunun  kiiltiirinde de bir degisiklik gdzlenmemistir. Diger
konsantrasyonlarin pasajlarinda ise ¢ok diisiik oranda gozlenen bu azalmalar ise

istatistiksel acidan anlamli bulunmamistir (p>0.05).

Tablo 9. Antiseptiklerin sub-terap6tik konsantrasyonlarinda 30 dak. temas eden C. albicans

kokenlerinin 24 saat inkiibasyon sonrasi ortalama proteinaz aktivitesinde azalma oranlari

(%).

Pz, azalmasi (%)

Antiseptikler * T T, Ts T, P degeri
Klorheksidin glukonat 0 0 1.39 0 >0.05
Heksetidin 0.69 069 0 0 >0.05
Triklosan 1.39 0.69 1.39  2.08 >0.05

# Pasajlama oncesinde temas ettirildikleri konsantrasyon degerleri (T)

Tablo 9’da klorheksidin’in T, (1/150), T, (1/200) ve T4 (1/300)
konsantrasyonunun pasajinda ve heksetidin’in de T; (1/250) ve T4 (1/300)
konsantrasyonunun pasajinda deger degismemektedir. Diger sub-terapdtik
konsantrasyonlarin pasajlarinda ¢ok diisiik oranda goézlenen azalmalar ise istatistiksel

acidan anlamli bulunmamastir (p>0.05).
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7. TARTISMA ve SONUC

Tiim diinyada mantar enfeksiyonlari, yasami tehdit eden boyutta hizla
artmaktadir. Mantar enfeksiyonlar1 i¢inde, klinik tablo olarak bakildiginda karsimiza
daha cok oral kandidiyaz c¢ikmaktadir (186, 187). Bu enfeksiyonlarin sikliginin
temelinde, ag1z igcinde kommensal olarak varligini siirdiiren Candida’nin patojen hale
gecmesinde rol oynayan hazirlayict faktorlerin  kolaylastirici etkisinin oldugu
diisiiniilmektedir. Tiikiiriik akis hizi, tikiiriik pH’s1, protezler ile alkol kullanim1 ve
sigara aliskanliklar1 gibi bazi ana faktorler oral Candida tiirlerinin tasiyiciliginin
artmastyla iligkili bulunmustur (113, 205). Ayrica, HIV ile enfekte bireylerin %
90’1ndan fazlasinda oral kandidiyaz goriilmektedir (13).

Son yillarda Candida enfeksiyonlarinda morbidite ve mortalite oranlarinin
artmasi, c¢alismalarin Candida’larin viriilans faktorleri lizerinde yogunlasmasina
neden olmustur. Candida patogenezinde yer alan viriilans faktorlerinin
belirlenmesinde bir¢ok in vitro test gelistirilmistir. Hayvan modellerinde olusturulan
Candida enfeksiyonlarinda, Candida’ya ait virulans faktorleri ile konagin savunma
sisteminin Onemi ortaya c¢ikarilarak Candida enfeksiyonlarinda yeni tedavi

alternatifleri gelistirilmeye baslanmistir (126, 127, 222).

Konak ve maya arasindaki dengeyi bozan ¢esitli sistemik ve yerel kosullarda
Candida tiirleri; konak epitel hiicrelerine kolonizasyonu saglayacak, derindeki
hiicrelere yerleserek istila edebilecek yada konak savunma sistemini etkileyebilecek
nitelikte, kendine 0zgii savunma mekanizmalarin1 devreye sokabilmektedir (8, 46,
94, 143). Candida enfeksiyonlarinin patogenezinde en iyi bilinen viriilans faktorleri
proteolitk enzimler ve fosfolipazlardir (34, 83, 103, 222). Bu virulans faktorleri
cesitli Candida tiirlerinde farkli oranlarda etkili olmakla birlikte calismalar
cogunlukla, her iki enzimi ayni anda iiretebilen baglica maya tiirli olan C. albicans
tizerinde yogunlasmistir. C. albicans’in disindaki bazi Candida tiirlerinde diisiik
oranlarda fosfolipaz veya proteinaz aktivitesi gosterilmis olsa da her iki enzimi

iretenlere ¢ok az rastlanmaktadir (84, 118).
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C. albicans kokenleri tarafindan firetilen fosfolipaz ve proteinaz enzimleri,
konak hiicresinin pargalanmasina, yilizey oOzelliklerini degistirmesine, mayanin
dokuya adezyonuna ve penetrasyonuna yardimci olmaktadir. Sonug¢ olarak, doku
hasar1 gelistirerek mantarlarin invazyonunu kolaylastirir. Enzimlerin varligi kadar
miktart da Onem tasimaktadir (39, 43, 55). Calismamizda fosfolipaz etkinligi
gosteren C. albicans kokenleri arasindan, enzim iiretme miktar1 fazla olanlar

secilmistir.

Farkli ¢aligmalarda, viriilans faktorleri arastirilan C. albicans kdkenlerinde ayni
anda fosfolipaz ve proteinaz aktivitesinin varligr degisik oranlarda bildirilmistir.
Enzim iiretim sikliklart izole edildikleri bolgeye veya enfeksiyon tiirline ve bazi

sistemik hastaliklarin varligina gore iliskilendirilmistir (58, 118, 205).

Literatiire bakildiginda C. albicans’in enzimatik aktivitesini arastiran yurt i¢i ve
yurt dist birgok calisma bulunmaktadir. Yapilan caligmalarin 6nemli bir kisminda
farkli enzim aktivitelerine sahip C. albicans suslarinin orani belirlenmis, ancak ayni
anda birden ¢ok enzim aktivitesi bulunduranlarin orani1 hakkinda yeterli bilgi
verilmemistir. Birden fazla enzim aktivitesine sahip maya oranlarimi veren az
sayidaki calismalarda bile hangi enzim aktivitesinin gii¢lii yada zayif oldugu konusu

tam olarak belirtilmemistir (118, 163, 205).

Shimizu ve ark.(199), izole ettikleri C. albicans suslarinin %73 {iniin ayn1 anda
fosfolipaz ve proteinaz iirettigini ve bu suslarin fare deneylerinde %100 mortaliteye
neden oldugunu bildirmislerdir. Ayrica, enzimlerin herhangi birinin eksikliginde
virulansin azaldigini belirterek, patojenitedeki rollerini vurgulamiglardir. Penha ve
ark. (163), protez stomatiti’li 49 hastanin iist damak bolgesinden siirlintii 6rnekleri
toplayarak C. albicans’in sikligin1 ve enzim aktivitesini incelemislerdir. Toplam 49
hastanin 37’sinden (%75.5) Candida izole ettiklerini ve bunlarin 30’unun (%81.1) C.
albicans oldugunu bildirmislerdir. Ayrica izole ettikleri 30 C. albicans susunun
tamaminin (%100) giiclii proteinaz, 25’inin (%83.3) ise proteinaz ile birlikte
fosfolipaz enzimi {irettigini saptamislardir. Fosfolipaz pozitif olan 25 Ornegin

%36.6’s11n giiclii pozitif bulundugunu bildirmislerdir.
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Kantarcioglu ve Yicel (118), klinik orneklerden (solunum yolu, iirogenital
bolge, kan, agiz boslugu) izole ettikleri toplam 60 C. albicans susundan 56’sinin
(%93.3) fosfolipaz, 57’sinin (%95) proteinaz ve 56’smin her iki enzim aktivitesini
gosterdigini belirtmiglerdir. Yakin zamanlarda yapilan benzer bir ¢aligmada, tip 2
diyabetli 210 Cin’li hastadan izole edilen 126 C. albicans susunun tamaminin
fosfolipaz ve proteinaz aktivitesi gosterdigi bildirilmistir (205). Her iki ¢calismada da

incelenen mayalarin enzim aktivite giicli hakkinda bilgi verilmemistir.

Calismamizda, protez stomatiti’li hastalardan izole edilip stoklanan 80 C.
albicans susunun 26’s1 (%32.5) sadece fosfolipaz, 30’u (%37.5) sadece proteinaz ve
24’1 de (%30) ayn1 anda fosfolipaz ve proteinaz enzim aktivitesi gdstermistir. Her iki
enzim aktivitesine sahip 24 susun 4’linde enzim aktivitelerinden birinin digerine
kiyasla zayif, 20’sinde (%25) ise her ikisinin de gii¢lii oldugu goriilmiistiir. Guiglii
enzim aktivitesinin virulansda etkili oldugunu bildiren ¢alismalar dogrultusunda,
aktivite gli¢leri fazla olan 20 sus calisma kapsamina alinmistir. Elde ettigimiz her iki
enzim aktivitesine sahip C. albicans oraninin diger caligmalarin sonuglarina gore
diisiik oldugu goriilmektedir. Bunun nedeni olarak kullandigimiz suslarin birincil

izolasyon kokenli olmamasi diisliniilmiistiir.

Protez kullananlarin %11-67’sinde goriilen Candida iliskili protez stomatiti
protezin Orttigli dokunun enflamasyonudur. Etiyolojisi tam olarak bilinmemesine
ragmen, kabul goren en énemli nedeninin C. albicans’a baglh olarak gelisen, mantar
enfeksiyonu oldugu gosterilmistir (216). Candida iliskili protez stomatiti’nin
tedavisinde protez kullanim ve temizlik aliskanliklarinda degisiklik yapilmasi yeterli
olmakla birlikte, bazi durumlarda antifungal tedaviye de gereksinim oldugu
belirtilmistir (187, 216). Oral kandidiyaz tedavisinde sistemik ve lokal olarak
uygulanan bir¢ok antifungal ajan bulunmaktadir. Ayrica, C. albicans dahil olmak
tizere bircok mikroorganizmaya karst genis spektrumlu antimikrobiyal aktivite
gosteren antiseptiklerden klorheksidin’in antifungal tedaviye destek bazen de

alternatif olarak kullanildig1 bildirilmistir (187, 215).
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Klorheksidin, 1970’lerden beri oral kandidiyaz tedavisinde antifungal ajanlara
alternatif olarak kullanilmaktadir (41). Candida tiirleri iizerine fungusidal etki
gostermekle birlikte, mayanin organik ve inorganik substratlara adezyonunu 6nemli
derecede baskiladigr bildirilmistir (15, 33, 59, 141). A&z i¢indeki en Onemli
biyolojik 6zelligi; diisiik konsantrasyonlarda antimikrobiyal aktivite gosterdigi, uzun
siiren terapotik etkinli§e sahip oldugu, gastrointestinal sistemden emiliminin diisiik
oldugu ve dis ylizeylerinde plak olusumunu 6nleme yada olusmus plagi uzaklastirma
yetenegi oldugu bildirilmistir (71, 72). Bu nedenle, 9%0.2’lik klorheksidin
glukonat’in, Candida iligkili protez stomatiti ve akut pseudomembrandz kandidiyaz
tedavisinde gargara olarak, %?2’lik silispansiyonunun ise protezlerin giinliik
dezenfeksiyonunda kullanimi bir¢ok arastirici tarafindan Onerilmistir (71, 108).
Ancak Budtz-Jorgensen (41), klorheksidin glukonat ¢ozeltisinin agiz i¢i mantar
enfeksiyonlarinda giinlik rutin protez dezenfeksiyonu i¢in kullaniminin
Onerilemeyecegini, c¢linkii protezlerin boyandigini ve antiseptige karsi direng
gelistigini bildirmistir. Bilhan ve ark. (31) ise klorheksidin glukonat ¢ozeltisinin
oldukca etkili oldugunu ancak en basarili tedavi yontemi olmadigint vurgulamistir.
Buna karsilik Jacobsen ve ark. (108), 1979 yilinda klorheksidin’in basarisini
kanitlamistir. Ayrica Kulak ve ark. (122) 1994’te yapmis olduklar1 ¢alismada, protez
stomatiti tedavisinde klorheksidin’in flukonazol ile kombine kullaniminin tek basina

flukonazol kullanimindan daha etkili oldugunu belirtmislerdir.

Klorheksidin glukonat igeren gargara ile yapilan calkalama sonrasinda,
gargaranin %30 unun 24 saat agiz i¢inde kalabilecegi bildirilmistir. Ancak, ilk bir
saat icinde tiikiiriigiin seyreltici ve oral kaslarin temizleyici etkileriyle antiseptik
ajanin bilyiik bir kisminin uzaklastirildigi, bu sekilde terapdtik etkisinin azaldigi
gosterilmistir (71, 72). Bu nedenle, kisa bir siire klorhekisidin glukonat’in terapotik
konsantrasyonlarina maruz kalan patojen mayanin bir siire sonra ajanin sub-terapdtik
konsantrasyonlari ile kars1 karsiya kalabilecegi, bu kosullar altinda karakterinin veya
davranisinin nasil etkilenecegi sorusu bazi arastiricilarin dikkatini ¢ekmistir (71, 111,
115). Ayrica, agiz i¢indeki dinamik etkilerin diger oral antiseptik ajanlarin terapdtik
konsantrasyonlarini da azaltabilecegi ileri siiriilmiistiir (71). Bu dogrultuda, yapilan
caligmalarin bir kismi oral antiseptik ajanin terapotik, ¢ogunlugu ise sub-terapotik

konsantrasyonlarinin mayanin iireme siiresi, epitel hiicrelerine adezyonu, germ tiip
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olusturma, hidrofobisite gibi viriilans faktorleri lizerinde yogunlagsmistir (59, 71, 93,

97,111, 115, 167).

Darwazeh ve ark. (59), 12 saglikli ve 12 diyabet hastasindan izole edilen C.
albicans suslarini, 1 dakika siireyle klorheksidin glukonat’mm %0.2’lik terapdtik
konsantrasyonu ile temas ettirmigler ve yanak epitel hiicrelerine adezyonunu
incelemislerdir. Antiseptik ajan ile temas ettirilmis C. albicans suglarmin (her iki
gruptan izole edilen), epitel hiicrelere adezyonunun Onemli derecede azaldiginmi
saptamiglardir. Arastiricilar ¢alismalarinda, klorheksidin’in bilinen fungusidal
etkisinin yaninda, mayalarin epitel hiicrelere yapismasini engelleyici etkisinin de
bulundugunu bildirmislerdir. Jones ve ark. (111) calismalarinda, heksetidin’in 4
farkli konsantrasyonu (%0.1, %0.05, %0.01 ve %0.005) ile 30 saniye bekletilen
protez stomatiti etkeni 1 adet C. albicans susunun yanak epitel hiicrelerine

adezyonunun anlamli derecede (p<0.05) azaldigini bildirmislerdir.

Farkli bir yontem uygulayan Pizzo ve ark. (167), 6 ay 6ncesine kadar antibiyotik
almamig ve agiz gargarast kullanmamis 4 saglikli goniilliiniin agiz ici li¢ antiseptik
ajan (%0.2’lik klorheksidin glukonat, %0.05°1ik setilpridinyum klorid ve %0.045°1ik
triklosan) uygulamasinin oncesi ve sonrasinda yanak mukozasindan epitel hiicre
ornekleri alip, ATCC 90029 standart C. albicans susu ile in vitro adezyonlarini
incelemislerdir. Klorheksidin ve setilpridinyum klorid gargara uygulamasinin
mayanin epitel hiicrelere adezyonunu 6nemli derecede azalttigini (sirasiyla %77.8,
%80.06), triklosan’in ise etkilemedigini bildirmislerdir. Bu sayede adezyonun
onlenmesiyle, Candida kolonizasyonu ve enfeksiyonunun da Onlenebilecegini
dolayistyla, tedavide antifungal ajanlara alternatif olarak bu 2 ajanin

kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Ellepola ve Samaranayake’nin (71) calismasinda, HIV ile enfekte hastalarin
agzindan izole edilen 10 adet C. albicans susu klorheksidin glukonat’in ii¢ farkli sub-
terapdtik konsantrasyonu ile 30 dakika kisa bir siire bekletilerek, germ tiip olusturma
yetenekleri incelenmis ve antiseptik ile bekletilmemis ayni suglarla (kontrol)
karsilastirilmistir.  Antiseptik ajanin %0.005, %0.0025 ve 9%0.00125 olan sub-

terapdtik konsantrasyonlari ile bekletilen suslarin germ tiip olusturma &zelliklerinin

61



strastyla %81.23 (p<0.01), %42.74 (p<0.01) ve %9.13 oraninda anlamli (p<0.05)

derecede azaldig1 bildirilmistir.

Anil ve ark. (12) calismasinda ise, klorheksidin glukonat’in Candida
adezyonunda en etkili faktdr olan hiicre yiizey hidrofobisitesi tizerine etkisi, bifazik
sulu-hidrokarbon metodu kullanilarak arastirilmistir. Calismada, antiseptik ajaninin
iki sub-terapdtik (%0.005 ve 9%0.0025) konsantrasyonu ile 1 saat bekletilen C.
albicans suslariin yiizey hidrofobisitesinin kontrol suslara gore onemli derecede

azaldig1 bildirilmistir.

Bu c¢aligmalarda, oral antiseptik ajanlarin C. albicans’in epitel hiicrelere
adezyonu, hiicre yiizey hidrofobisitesi ve germ tiip olusturma gibi virulans
ozelliklerini azaltabilecegi, boylece patojenitesini inhibe edebilecegi belirtilmistir.
Ancak, kandidal enfeksiyonun patojenitesinde, onemli rol oynayan fosfolipaz ve

proteinaz enzimi iizerine etkileri hakkinda yeterli bilgi verilmemistir.

Kadir ve ark. (115) yapmis oldugu son ¢alismada, protez stomatiti’li hastalarin
ist damak bolgesinden izole edilen 10 C. albicans susu, klorheksidin glukonat’in iki
farkli sub-terapdtik konsantrasyonu (%0.002 ve 9%0.0012) ile 30 dakika temas
ettirilerek, klorheksidinin fosfolipaz aktivitesi {izerine etkisi incelenmistir.
Klorheksidin’in  %0.002 ve %0.0012°1ik konsantrasyonlarina maruz kalan C.
albicans suglarinin ortalama fosfolipaz degerleri antiseptik ile bekletilmemis ayni
suslara (kontrol) goére anlamli derecede azaldigi (sirastyla %11.72, %9.25)
gosterilmistir. Calismada, protez stomatiti etiyolojisinde fosfolipaz enziminden daha
etkili olan proteinaz enzimi arastirilmamus, ayrica diger oral antiseptik ajanlarin, her

iki enzim aktivitesi lizerine etkilerine bakilmamustir.

Calismamizda, klorheksidin glukonat ile birlikte heksetidin ve triklosan’in 4
farklt sub-terapotik konsantrasyonunun her iki enzim (fosfolipaz ve proteinaz)
aktivitesi iizerine etkileri incelenmistir. Ug farkl1 ajanin tiim konsantrasyonlari ile 30
dakika temas ettirilen 20 C. albicans susunun ortalama enzim degerlerinin kontrol
degerlere gore anlamli derecede azaldig1 goriilmiistiir. Ancak deney ve kontrol olarak
kullandigimiz suslarin 24 saat’lik kiiltlirlerinde enzim aktiviteleri arasinda kayda

deger bir faklilik saptanmamustir.
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Oral antiseptik ajanlarin Candida’nin enzimatik aktivitesi {lizerine olumsuz
etkisinin mekanizmalar1 tam olarak bilinmemektedir. Yapilan ultrastriiktiirel
calismada antiseptik ajana maruz kalan Candida’nin hiicre duvariin degisebilecegi,
sitoplazma bilesenlerinin kaybolabilecegi ve glikoz alimin1 azaltmasi sonucu hiicre
fonksiyonlarin1 azaltabilecegi gdosterilmistir (32). Ayrica, Hiom ve ark. (98),
klorheksidin di-asetat’a (CHA) maruz kalan Saccharomyces cerevisiae maya
hiicresinden K+ ve pentoz materyelinin sizdigin1 ve bdylece hiicre ig¢inde temel
bilesenlerin etkilenebilecegini ileri siirmiislerdir. Diger taraftan, ii¢ antiseptik ajanin
C. albicans hiicresine girisinin 15-30 saniye arasinda kisa bir siirede gergeklestigi
belirtilmistir (99, 117). Bu nedenle ¢calismamizda Candida’nin ii¢ antiseptik ajan ile
30 dakika gibi kisa bir siire temas ettirilmesinin, hem hiicre duvar1 yapisini, hem de
fosfolipaz ve proteinaz iiretimini saglayan diger hiicresel olaylar etkileyebilecegi

diisiincesindeyiz.

Tim bu bilgilerin 1518inda sonu¢ olarak, c¢alismamizda, agiz boslugu
dinamiklerinin etkileri nedeniyle terapdtik degerlerden sub-terapotik degerlere diisen
oral antiseptik ajanlarin, C. albicans’in 6nemli virulans faktorlerinden olan fosfolipaz
ve proteinaz enzim aktivitesini azaltabilecegi, bdylece oral Candida
enfeksiyonlarinin tedavisini olumlu ydnde etkileyebilecegi goriilmektedir. Oral
Candida enfeksiyonlarimin tedavisinde kullanilan bu antiseptik ajanlarin maya
lizerine inhibitdr etkisi ile beraber virulans faktorlerine etki edebilecek 6zelliklerinin
belirlenmesinin, oral kandidiyaz tedavisinde daha etkin yeni ilaglarin gelistirilmesine
katkida bulunabilecegi diigiincesindeyiz. Ancak suslarin, antiseptiklere karsi farkl
duyarliliklar gosteriyor olmasinin, tedavide dikkate alinmasi gerektigi gibi, bu

konuda daha kapsamli in vitro ve in vivo ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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