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ÖZ

Amaç: Sağlıklı insanların ağız florasında maya mantarları da dahil olmak üzere birçok mikroorganizma bulunur. 
Bu denge halinin bozulması maya mantarlarının kolonizasyonuna veya ağız içi kandidoza sebep olabilir. Sunulan 
çalışmada, ağız florasında tıbbi önemi olan Candida türlerinin tanımlanması için real-time PCR (RT-PCR) 
yönteminin tanı değerinin belirlenmesi amaçlanmıştır.
Yöntem: Çukurova Üniversitesi Diş Hekimliği Fakültesinden 200 öğrenci çalışmaya dahil edildi. Katılımcılardan 
alınan konsantre ağız çalkantı suyu örnekleri steril eküvyonlu çubuk ile CHROMAgar Candida (CAC) besiyerine 
inoküle edildi. İzole edilen Candida türlerinin identifikasyonunda CAC, RT-PCR ve MALDI-TOF MS yöntemleri 
kullanıldı.
Bulgular: Toplam 52 (%26) klinik örnekten 68 maya mantarı izole edildi. En sık izole edilen türler, sıklığa göre, C. 
albicans (%36.1), C. parapsilosis (%21.3), C. dubliniensis (%14.7), C. lusitaniae (%9.8), C. kefyr (%8.2), C. lambica 
(%3.3) ve %6.6 diğer Candida türleri idi. Ağız içi mantar kolonizasyonu kullanılan diş macunu markası ile ilişkili 
bulundu (p = 0.02). Çalışmada izole edilen Candida türlerinden C. albicans, C. kefyr ve C. lambica dışındaki türler 
RT-PCR’ı takiben erime sıcaklığı analizi (MCA) ile belirlendi. Ancak, C. albicans ve C. kefyr, erime sıcaklıklarına 
(melting tempature, Tm) göre birbirinden ayırt edilemedi.
Sonuç: Candida türlerinin geleneksel yöntemler ile belirlenmesi ve birbirinden ayırt edilmesi 2–3 gün 
sürebilmektedir. İzole edilen Candida türlerinin RT-PCR analizini takiben MCA ile tanımlanması basit, ucuz ve 
çabuk bir yöntemdir. Ancak, çalışmada RT-PCR’ın Candida türlerinin kesin tanısı için (C. albicans, C. kefyr ve C. 
lambica) yeterli olmadığı görüldü.

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

ABSTRACT

Objective: A variety of microorganisms are found in the oral cavities of healthy humans, including yeast 
fungi. Disruption of the balance among these microorganisms may cause excessive yeast colonization, or oral 
candidosis. In the present study, we aimed to investigate the diagnostic value of a real-time PCR method for the 
identification of medically important Candida species in the oral flora.
Methods: Two hundred students from Çukurova University Faculty of Dentistry participated in this study. The 
concentrated oral rinse water samples from the participants were inoculated into CHROMagar Candida (CAC) 
medium with a swab. CAC along with RT-PCR and MALDI-TOF MS were used to identify the Candida species.
Results: A total of 68 yeast fungi were isolated from 52 (26%) clinical samples. The most common isolated 
species were C. albicans (36.1%), C. parapsilosis (21.3%), C. dubliniensis (14.7%), C. lusitaniae (9.8%), C. kefyr 
(8.2%), C. lambica (3.3%) and other Candida species (6.6%). Oral colonisation of yeast fungi was associated 
with the toothpaste brand (p=0.02). The Candida species isolated in this study were reliably identified by RT-
PCR melting curve analysis (MCA), except C. albicans, C. kefyr and C. lambica. However, this method could not 
distinguish C. albicans and C. kefyr based on their peak melting temperatures (Tm).
Conclusion: It may take 2–3 days for Candida species to be identified and differentiated from each other using 
conventional methods. MCA of Candida species using RT-PCR, which can be accomplished in a single day, is 
a simple, inexpensive, and rapid method. However, this study revealed that RT-PCR was not reliable in the 
identification of Candida species (C. albicans, C. kefyr, and C. lambica).
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GİRİŞ

Son 20 yılda, Candida ve kandidozların bildirilmesinde 
önemli artış olduğu bilim çevrelerinin dikkatini 
çekmiştir. Ancak, sadece invazif kandidozlar ile 
ilgili olmayıp yüzeysel kandidozları (orofarengiyal, 
vulvo-vaginal, intertrigo, onikomikoz, paroniki, 
kronik mukokütanoz) da kapsamaktadır. Bu durum, 
kuşkusuz bağışıklık sistemi baskılanmış popülasyonda 
(lösemi, lenfoma, HIV/AIDS, steroid kullanımı, 
diabetes mellitus vb.) artış ile açıklanabilir(1,2). 
Bununla birlikte, Candida’ların laboratuvar tanısında 
önemli ilerlemeler kaydedilmiş, polifazik taksonomik 
araştırmaların yanında yeni besiyerleri geliştirilmiş 
(kromojenik agarlar), yeni Candida türleri 
tanımlanmış (Candida auris) ve yeni moleküler 
temelli testler (PCR, RFLP, RT-PCR) uygulamaya 
girmiştir(3-6). Ayrıca, tıbbi mikoloji ve klinik mikoloji 
alanında farkındalık artmış ve hemen her ülkede 
referans laboratuvarların kurulmasına yönelik 
adımlar atılmıştır. Ulusal ve uluslararası ölçekte 
eğitim faaliyetleri önem kazanmıştır. Halen yeterli 
düzeyde olmasa da klinisyen-mikrobiyolog iş birliği 
desteklenmiş ve geliştirilmiştir. Sonuç olarak, mantar 
hastalıklarının tanı ve tedavisine ilişkin farkındalık 
yaratılmıştır.

Modern tıbbın günümüzdeki tüm imkânlarına 
karşılık, mantar hastalıklarının tanı ve tedavisine 
ilişkin sorunlar devam etmektedir. Bir mantar 
enfeksiyonunun başarılı yönetimi çabuk ve 
güvenilir tanı yanında uygun antifungal tedaviye 
hemen başlanması ile mümkündür. Global Action 
for Fungal Infections (GAFFI), 2025 yılı itibari ile 
mantar hastalıklarının %95’inin tanınmasını ve yine 
%95’inin tedavi edilebilmesini hedeflemiştir. Klinik ve 
mikolojik tanı etkenin tür düzeyinde tanımlanması ile 
geliştirilmeli ve doğrulanmalıdır. Tür düzeyinde tanı, 
bölgesel epidemiyolojik özelliklerin belirlenmesinin 
yanında kişi odaklı tedavide de önemli adımların 
atılmasını sağlayacaktır. Ancak, az gelişmiş ve 
gelişmekte olan ülkelerde mikolojik tanı sorunu 
halen devam etmektedir(7).

Sunulan çalışmada, hem yüzeysel hem de invazif 
mikoz etkeni Candida cinsi maya mantarlarının 
çabuk ve doğru tanısı için bir algoritma oluşturulması 

hedeflenmiştir. Bu amaçla, RT-PCR testinin tür 
düzeyinde tanıda değeri ve elde edilen bulguların 
CHROMagar Candida (CAC) besiyeri ve matriks 
aracılı lazer dezorbsiyon iyonizasyon uçuş zamanı 
kütle spektrometresi (MALDI-ToF MS) yöntemleri 
ile karşılaştırılması ve literatür eşliğinde tartışmaya 
açılması amaçlanmıştır.

GEREÇ VE YÖNTEM

Bu araştırma, Çukurova Üniversitesi, Tıp Fakültesi 
Girişimsel Olmayan Klinik Araştırmalar Etik 
Kurulu tarafından (11.10.2013 tarih ve 25/5 sayı) 
onaylanmıştır.

Çalışma popülasyonu ve klinik örneklerin alınması: 
Çukurova Üniversitesi Diş Hekimliği Fakültesinde 
eğitim gören ve rastgele seçilen 200 öğrenci 
çalışmaya dâhil edildi. Katılımcılara 10–15 ml steril 
distile su verilerek ağızlarını çalkalamaları istendi(8). 
Ağız çalkantı suyu örnekleri steril kapaklı 15 ml’lik 
falkon tüplerine alınarak en kısa sürede Tıbbi Mikoloji 
laboratuvarına ulaştırıldı. Klinik örnekler, 5–6 Haziran 
2022 tarihleri arasında toplandı. Çalışmaya katılmayı 
kabul eden öğrencilere diş fırçalama alışkanlığı, diş 
macunu markası, diş taşı varlığı, gece plağı kullanımı, 
hareketli dental protez kullanımı, sigara tüketimi ile 
geçirilmiş COVID-19 enfeksiyonu varlığını sorgulayan 
kısa bir anket çalışması yapıldı ve katılımcılardan 
aydınlatılmış onam belgesi alındı.

Klinik örneklerden maya mantarlarının izolasyonu: 
Klinik örnekler 3.000 rpm’de 10 dakika santrifüj 
edildi ve süpernatan kısım uzaklaştırılarak pelletin 
üzerine 400 μL steril distile su eklendi(8). Elde edilen 
konsantre ağız çalkantı suyu örneklerinden steril 
eküvyonlu çubuk ile CAC besiyerine seyreltme/tek 
koloni ekim yöntemi ile ekim yapıldı. Ekim yapılan 
besiyerleri 36°C’de 48–72 saat inkübasyona bırakıldı. 
İnkübasyon süresi sonunda besiyerleri üreme varlığı/
yokluğu, koloni morfolojileri ve pigmentasyonu ile 
çoklu mantar üremesi yönünden değerlendirildi(9). 
Mantar üremesi tespit edilen kültürlerden saf koloni 
elde etmek amacıyla Sabouraud glikoz agar (SGA, 
Merck, Darmstadt, Almanya)’a pasajları yapıldı ve 
tüm ileri işlemlerde kullanıldı.
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Maya mantarlarının tür düzeyinde identifikasyonu:
(a) CHROMAgar Candida (CAC) besiyeri: Üretici 
firmanın önerilerine göre koloni renk ve morfolojileri 
doğrultusunda besiyerleri değerlendirildi ve buna 
göre, yeşil (Candida albicans), metalik mavi (Candida 
tropicalis), kuru pembe (Candida krusei), lila/
kahverengi (Candida glabrata/Candida kefyr) ve 
beyaz (diğer Candida türleri) olarak kabul edildi ve 
tür ön tanıları kaydedildi(9). 

(b) MALDI-TOF MS yöntemi: Maya mantarlarının tür 
düzeyinde tanımlanmasında referans olarak MALDI-
TOF MS (Bruker Biotyper; Bruker Daltonics, Bremen, 
Almanya) kullanıldı. Taze kültürlerden tanımlanması 
yapılacak koloniden 1 μL alınıp 96’lık MALDI 
kaset kuyusuna konuldu ve oda ısısında kuruması 
beklendi. Sonrasında üzerine 1 μL %70’lik formik 
asit ve biyomarkerların tespiti için matriks solüsyonu 
(α-siyano-4-hidroksisinamik asit) eklendi ve tekrar 
oda ısısında kuruması için beklendi. Kuruyan kaset 
kuyularındaki örnekler cihaza yerleştirilip analiz 
işlemine başlandı. Cihaz ölçüm değerleri üreticinin 
talimatlarına göre; 2.3–3 arası log-skor değeri yüksek 
doğrulukta tür düzeyinde tanı, 2–2.29 arası skor 
güvenilir cins ve olası tür düzeyinde tanı, 1.7–1.99 
arası olası cins düzeyinde tanı ve 0–1.69 arası skor ise 
güvenilir olmayan tanı şeklinde değerlendirildi(10).

(c) Real-time PCR: DNA izolasyonu için üretici 
firmanın önerileri doğrultusunda hazır DNA izolasyon 
kitleri (Zymo Research, Irvine, CA, ABD; Katalog No: 
D6005) kullanıldı. RT-PCR işleminde kullanılan primer 
dizileri Tablo 1’de verildi.

RT-PCR analizi, Kalıtım Sağlık Moleküler Tanı 
Laboratuvarında (Teknokent, Sarıçam, Çukurova 
Üniversitesi) yer alan cihaz ile (Mx3000P Real-time 
PCR System, Brookprinter PlacePoway, CA, ABD), 
ITS2 bölgesine özgül UNF1-F ve UNF2-R primer 
çifti ile yapıldı. RT-PCR için hazır 5xMaster Mix 
(Solis BioDyne, Teaduspargi, Estonya) solüsyonu 
kullanıldı. PCR karışımı 20 µL hacim içinde hazırlandı. 
Konsantrasyonları 10 pmol/µL olan forward ve 
reverse primerlerden 0.5 µL eklendi. Her örnek için  
1 µL (10 ng/µL) genomik DNA kullanıldı(5). 

Referans izolatlar: Sunulan çalışmada, C. krusei ATCC 
6258, Candida inconspicua CBS 13938, C. tropicalis 
CBS 13933, C. albicans ATCC 10231, Candida 
parapsilosis ATCC 90018, C. glabrata ATCC 90030 
ve Candida dubliniensis MI 19941 olmak üzere yedi 
referans izolat incelendi. Referans izolatlar, CAC, RT-
PCR ve MALDI-TOF MS ile değerlendirildi. 

İstatistiksel analiz: Çalışma verilerinin girilmesi 
ve analizi için “Statistical Package for the Social 
Sciences IBM SPSS Statistics 22.0” istatistik programı 
kullanıldı. Kategorik değişkenler sayı ve yüzde, sayısal 
değişkenler ise ortalama ve standart sapma olarak 
verildi. Çapraz tablolar için, Pearson ki-kare testi 
kullanılarak istatistiksel anlamlılık belirlendi. Normal 
dağılıma uymamalarından dolayı tek değişkenli 
analizlerde Mann-Whitney U ve Kruskal Wallis testi 
kullanıldı. Analizler %95 güven aralığında çalışıldı. 
Tüm analizlerde, p < 0.05 değerleri istatistiksel olarak 
anlamlı kabul edildi. 

BULGULAR

Çalışmaya katılmayı kabul eden 200 katılımcının 112’si 
kadın (%56) ve 88’si erkek (%44) olup yaş ortalaması 
23 (yaş aralığı, 19–36) idi. Mantar üremesi belirlenen 
52 kişinin 34’ü (%65.4) kadın ve 18’i (%34.6) erkek 
idi. Katılımcıların cinsiyet ve maya kolonizasyonuna 
göre dağılımları Şekil 1’de verildi.

Anket Bulguları: Kullanılan diş macunu markası 
açısından A grubu ticari marka diş macunu 
kullananlar ile başka ticari marka diş macunu 
kullananlara göre maya mantarı üreme varlığı ve 
yokluğu arasında istatistiksel olarak anlamlı derecede 
fark bulundu (p=0.02). Ağız çalkantı suyunda maya 
mantarı varlığının diş taşı olanlarda olmayanlara göre  
2.28 kat fazla olduğu, ancak istatistiksel olarak anlamlı 

Tablo 1. RT-PCR ile Candida türlerinin belirlenmesinde 
kullanılan primerler

Primer kodu Primer dizisi (5′→3′)

UNF1 Forward 5′-GCA TCG ATG AAG AAC GCA GC-3′

UNF2 Reverse 5′-TTG ATA TGC TTA AGT TCA GCG G-3′
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olmadığı görüldü (p=0.09). Ayrıca, ağız içi mantar 
kolonizasyonu ile diş fırçalama alışkanlığı, gece 
plağı kullanımı, hareketli dental protez kullanımı, 
sigara kullanımı ve geçirilmiş COVID-19 enfeksiyonu 
arasında anlamlı derecede ilişki bulunmadı (p>0.05). 
Anket sonuçları ile mantar kültürlerinde maya 
mantarı üreme varlığı arasında ilişki Tablo 2’de verildi. 

Mikolojik bulgular: Katılımcılardan alınan 200 
konsantre ağız çalkantı suyu örneğinde 52 (%26) 
klinik örnekten 68 maya mantarı izole edildi. Kültür-
pozitif 52 klinik örneğin, 41’inde (%78.8) monofungal 
ve 11’inde (%21.2) polifungal popülasyon görüldü. 
Polifungal üremelerin altısında iki farklı maya türü, 
beşinde ise üç farklı maya türü vardı. Bu 68 maya 

Şekil 1. Çalışma grubunun cinsiyet ve ağız içi maya mantarı 
varlığına göre dağılımları.

Tablo 2. Ağız çalkantı suyunda maya mantarı varlığı ve yokluğunun anket verilerine göre karşılaştırılması

Üreme var
n (%)

Üreme yok
n (%) p değeri

Diş fırçalama alışkanlığı

   Günde bir kez 11 (%21.1) 20 (%13.5)

   Günde iki kez       37 (%71.2) 112 (%75.7) >0.1

   Günde üç kez 4 (%7.7) 16 (%10.8)

Kullanılan diş macunu markası

   A markası 8 (%15.4) 47 (%31.8)
0.02

   Diğer markalar 44 (%84.6) 101 (%68.2)

Diş taşı varlığı

   Var 17 (%32.7) 31 (%67.3)
0.09

   Yok 35 (%20.9) 117 (%79.1)

Gece plağı kullanımı

   Var 1 (%50.0) 1 (%50.0)
0.45

   Yok 51 (%25.8) 147 (%74.2)

Hareketli dental protez kullanımı

   Var 0 (%0.0) 2 (%100.0)
0.55

   Yok 52 (%26.3) 146 (%73.7)

Sigara tüketimi

   Var 21 (%31.3) 46 (%68.7)
0.24

   Yok 31 (%23.3) 102 (%76.7)

Geçirilmiş COVID-19 enfeksiyonu

   Var 42 (%26.4) 117 (%73.6)
0.79

   Yok 10 (%24.4) 31 (%75.6)
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mantarından 61’i (%89.7) Candida spp. olup izole 
edilen türler, sıklığa göre, 22 C. albicans (%36.1), 13 
C. parapsilosis (%21.3), 9 C. dubliniensis (%14.7), 6 
C. lusitaniae (%9.8), 5 C. kefyr (%8.2), 2 Candida 
lambica (%3.3) ve 4 (%6.6) diğer Candida türleri [1 C. 
krusei, 1 C. tropicalis, 1 C. inconspicua ve 1 Candida 
pararugosa] idi. Maya mantarlarının tür dağılımları 
Tablo 3’te verildi. 

Ayrıca, CAC besiyerinde 1 C. tropicalis kökeni yeşil 
koloni oluşturdu ve C. albicans olarak yanlış identifiye 
edildi. Bu çalışmada, ağız çalkantı örneklerinden 
izole edilen Candida türlerinin (n=61) CAC ve RT-PCR 
yöntemi ile tür tanımlamalarının karşılaştırılması 
MALDI-TOF MS yöntemi referans alınarak yapıldı ve 
Tablo 4’te sunuldu. 

Moleküler bulgular: Referans izolatların RT-PCR 
analizi ile elde edilen amplifikasyon grafikleri, 
erime sıcaklığı eğrileri ve erime pikleri Şekil 2a-c’de 
gösterildi. Klinik izolatlar ve referans suşların aynı 
zamanda ve tek seferde analizlerine ilişkin veriler ise 
Şekil 3a-c’de sunuldu.

Monofungal izolatların RT-PCR analizinden elde 
edilen Tm değerleri Şekil 4’te birlikte değerlendirildi. 
Polifungal popülasyon belirlenen örneklerden izole 
edilen Candida türlerinin Tm değerleri ise Tablo 5’te 
bir arada verildi. Ancak, C. lambica olarak identifiye 
edilen iki izolata polifungal popülasyonda yer 
almalarına karşılık, RT-PCR ile amplifiye olmamaları 
sebebiyle Tablo 5’te yer verilmedi.

TARTIŞMA

Sunulan çalışmada, sağlıklı gönüllülerin konsantre 
ağız çalkantı örneklerinde maya mantarlarının 
kolonizasyon oranları %26 (52/200) iken, sırası ile, 
%20.5’i (41/200) monofungal, %5.5’i ise (11/200) 
polifungal popülasyon idi. Bu kolonizasyon oranları, 
literatür verilerine kıyasla (%39–58.6 aralığında) 
daha düşük bulundu(11-15). Buna karşılık, Yang ve ark.
(16) 323 sağlık bölümü öğrencileri ve personelleri 
ile yaptıkları çalışmada, sonuçlarımıza kıyasla 
daha düşük (%15.3) oranda maya kolonizasyonu 
bildirmişlerdir. Katılımcıların Diş Hekimliği Fakültesi 
öğrencileri olması sebebi ile ağız ve diş temizliği 
konusundaki hassasiyet ve alışkanlıkları daha düşük 
izolasyon oranına sebep olmuş olabilir. Aynı zamanda, 
literatürde ağızda maya kolonizasyonunu belirlemek 
için ağız çalkantı suyu(12,13), konsantre ağız çalkantı 
suyu(15), tükrük(11) ve steril sürüntü çubukları(14,16) ile 
örneklerin alındığını bildiren çalışmalar mevcuttur. 
Klinik örnek alma yöntemlerinin izolasyon oranlarını 
etkileyebileceği de bilinmektedir(17).

Tablo 3. MALDI-TOF MS ile tanımı doğrulanan maya 
mantarlarının türlere göre dağılımı

İzolasyon Pozitif (n)

Monofungal (N=41)

Candida albicans 17

Candida dubliniensis 6

Candida parapsilosis 8

Candida krusei -

Candida kefyr 3

Candida tropicalis -

Candida lusitaniae 2

Candida inconspicua 1

Saccharomyces cerevisiae 1

Wickerhamomyces anomalus 2

Hanseniaspora opuntiae 1

Polifungal (N=11)

Candida albicans + Candida pararugosa 1

Candida tropicalis + Candida lambica + 
Hanseniaspora opuntiae 1

Candida krusei + Candida lambica + Yarrowia 
lipolytica 1

Candida albicans + Candida kefyr 1

Candida dubliniensis + Candida parapsilosis 1

Candida dubliniensis + Candida kefyr 1

Candida parapsilosis + Candida lusitaniae 1

Candida albicans + Saccharomyces cerevisiae 1

Candida albicans + Candida lusitaniae + Candida 
parapsilosis 2

Candida dubliniensis + Candida parapsilosis + 
Candida lusitaniae 1

Toplam 52
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Şekil 2. Referans izolatların RT-PCR analizi sonucu elde edilen (A) amplifikasyon grafikleri, (B) erime sıcaklığı eğrileri ve (C) erime pikleri.

Tablo 4. CAC, RT-PCR ve MALDI-TOF MS sonuçlarının karşılaştırılması

Mantar CAC
Pozitif (n)

RT-PCR
Pozitif (n)

MALDI-TOF MS
Pozitif (n)

Candida albicans 23 22a 22

Candida dubliniensis 9 9 9

Candida krusei 1 1 1

Candida kefyr -  5a 5

Candida tropicalis - 1 1

Candida parapsilosis - 13 13

Candida inconspicua - 1 1

Candida lusitaniae - 6 6

Candida pararugosa - 1 1

Candida lambica - - 2

Yarrowia lipolytica - - 1

Saccharomyces cerevisiae - - 2

Hanseniaspora opuntiae - - 2

Wickerhamomyces anomalus - - 2

Diğer mantar türleri (beyaz koloni) 35 9 -

Toplam 68 68 68

aC. albicans ve C. kefyr diğer türlerden ayırt edilebildi, ancak Tm (°C) göre birbirlerinden ayırt edilemedi (Bkz. Şekil 4). CAC: CHROMagar Candida.
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Ağız florası; sigara kullanımı, diş fırçalama sıklığı gibi 
hijyen alışkanlıkları ve ağız içi aparat kullanımı gibi 
birçok değişkenden etkilenmektedir. Özellikle sigara 
kullanımının ağız içi Candida kolonizasyonu üzerine 
etkileri tartışma konusu olmuştur. Sigara kullanımının 
ağızda nötrofil aktivitesini ve antimikrobiyal etkinlik 

gösteren tükrük miktarını azaltmasının ağız içi Candida 
kolonizasyonunu artırdığı düşünülmektedir(17). 
Mun ve ark.(13) sigara içenlerde ağız içi Candida 
kolonizasyonunun içmeyenlere kıyasla yedi kat fazla 
olduğunu bildirmişlerdir (p=0.034). Ağız içi Candida 
kolonizasyonu ile sigara kullanımı arasında anlamlı 

Şekil 4. RT-PCR ile incelenen monofungal klinik izolatların Tm (°C) değerleri.

Şekil 3. Referans ve klinik izolatların RT-PCR analizi sonucu elde edilen (A) amplifikasyon grafikleri, (B) erime sıcaklığı eğrileri ve (C) erime 
pikleri.
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ilişki sunan çalışmalara(13,14) karşılık, çalışmamıza 
benzer olarak istatiksel farklılık görülmeyen 
çalışmalar da bildirilmiştir(11,12,15). Ağız içi hijyen 
alışkanlıkları (diş fırçalama sıklığı, diş macunu seçimi, 
aparat kullanımı gibi) mikroorganizma yüküne ve 
virülansına etki ederek ağız sağlığının korunmasına 
katkı sağlar(17). Çalışmamızda diş fırçalama 
alışkanlığı, diş taşı varlığı ve gece plağı kullanımı gibi 
değişkenlerin kolonizasyon üzerine anlamlı bir etkisi 
belirlenmemesine karşılık, diş macunu seçiminin 
anlamlı bir fark oluşturduğu görüldü (Tablo 2). Bu 
durumun sebebi farklı markaların farklı aktif bileşen 
ve konsantrasyonlara sahip olması olabilir(18).

Sağlıklı insanların ağız florasında maya mantarları 
da dâhil olmak üzere birçok mikroorganizma denge 
ve uyum içindedir. Bu denge halinin (i) bağışıklığın 
baskılanması, (ii) antibiyotik kullanımı ve (iii) farklı 
beslenme alışkanlıkları gibi durumlarda bozulması 
maya mantarlarının kolonizasyonuna veya ağız 
içi kandidoza sebep olabilir(17). C. albicans ağız 
boşluğundan ve diğer mukoza yüzeylerinden en sık 
izole edilen Candida türüdür(17,19). Çalışmamızda izole 
edilen mantar türlerinden %32.4’ü (22/68) C. albicans 
idi. Benzer çalışmalarda, bizim sonuçlarımıza kıyasla 
daha yüksek (%48–89 aralığında) C. albicans oranları 
bildirilmiştir(11-15). 

Rivera ve ark.(15) 96 sağlıklı gönüllünün konsantre ağız 
çalkantı suyunda maya kolonizasyonunu inceledikleri 
çalışmalarında izole edilen maya kolonilerini 28S rRNA 
sekans analizi ile tanımladıklarında en sık izole edilen 

üç türü, sırası ile, C. albicans (%52.0), C. parapsilosis 
(%17.9) ve C. dubliniensis (%7.5) olarak bildirmişlerdir. 
Bu sonuçlar, çalışmamızda elde edilen %13.2 (9/68) 
C. dubliniensis izolasyon oranı ile uyumludur. Ancak, 
ağızda maya kolonizasyonunu irdeleyen başka 
çalışmalarda ise C. dubliniensis bildirilmemiştir(11,12,14). 
Söz konusu çalışmalarda identifikasyon amacıyla 
yalnızca fenotipik yöntemlerin kullanılması albicans-
dışı Candida türlerinin yanlışlıkla C. albicans olarak 
tanımlanmasına sebep olabileceği düşünüldü. 

Klinik örneklerden izole edilen albicans-dışı Candida 
türlerinden biri de C. parapsilosis olup özellikle 
kandidemilerde en sık rastlanan ikinci Candida türü 
olarak bildirilmektedir(19-21). Özellikle, flukonazol 
dirençli C. parapsilosis ülkemiz için giderek büyüyen 
bir sorundur(21). Çalışmamızda, C. albicans’ı takiben 
en sık izole edilen tür C. parapsilosis (%19.1, 13/68) 
idi. C. parapsilosis’in deride flora üyesi olduğundan 
sağlık çalışanlarının elleri aracılığı ile (horizontal 
bulaş) yayıldığı ve hastane enfeksiyonlarına sebep 
olduğu düşünülmektedir(21,22). 

Çalışmamızda 11 (%5.5) katılımcıda polifungal 
popülasyon belirlendi. Rivera ve ark.(15) polifungal 
popülasyon oranını (en çok C. albicans + C. 
parapsilosis) %21.8 olarak bildirmişlerdir. Bu oran, 
benzer bazı çalışmalarda ise %7.1–11.2 olarak 
sunulmuştur(11-13). Çalışmamızda baskın birliktelik 
olarak tarif edebileceğimiz bir tür dağılımı dikkati 
çekmedi, ancak önceki verilere kıyasla polifungal 
popülasyon oranı daha düşük idi. Ayrıca, C. albicans 

Tablo 5. Polifungal popülasyondan izole edilen Candida türlerinin RT-PCR ile elde edilen Tm (°C) değerleri*

DNA No Candida albicans Candida 
dubliniensis Candida kefyr Candida 

lusitaniae
Candida 

parapsilosis
Candida 

pararugosa

33 87.2 84.8

107 87.2 84.1

169 86.3 85.6

175 87.9 85.5

181 86.2 84.9

186 87.1 87.8 85.5

189 86.3 87.9 85.5

190 87.1 87.9 85.6

*Toplam 11 polifungal popülasyon belirlenmesine karşılık yalnızca Candida türü olan ve amplifiye edilebilen izolatları içermektedir.
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ve C. glabrata’nın birlikte kolonizasyonunun ağız 
epiteline invazyonu ve doku hasarını artırdığı 
bilinmektedir(17,23). Bununla birlikte, diğer mantar 
türlerinin bir arada bulunmasının virülans özelliğine 
katkısı üzerine daha fazla sayıda çalışmaya ihtiyaç 
duyulmaktadır. Rivera ve ark.(15) çalışmaları 
sonucu aynı kişide birden fazla sayıda mantar 
kolonizasyonunun ağız içi aparat kullanımı (p = 0.016) 
ve kötü ağız hijyeni (O’Leary index, p=0.012) ile ilişkili 
olduğu bulunmuştur. 

Çalışmamızın sonuçlarımıza benzer olarak Yang ve 
ark.(16) polifungal popülasyon oranını %6.1 olarak 
bildirmişlerdir. Bu durumun, seçilen örneklem 
grubunun ağız ve diş bakımı konusunda görece 
bilinçli bir popülasyon olması ile açıklanabileceği 
düşünülmüştür. Wang ve ark.(24) ağız içi kandidozu 
şüphesi olmayan sağlıklı ve hastanede yatan toplam 
1.799 kişiden steril pamuklu çubukla ağız sürüntü 
örnekleri aldıkları çalışmada katılımcıların 415’inde 
(%23.1) maya kolonizasyonu rapor etmişlerdir. ITS 
dizi analizi sonucunda en sık izole edilen türler C. 
albicans (%42), C. tropicalis (%20), C. glabrata (%5.5) 
ve C. parapsilosis (%4.1) olarak tanımlanmıştır. Aynı 
zamanda tanımlanan maya türlerinin dağılımına yaş, 
doğum yeri, ikametgâh yeri ve mevcut sağlık durumu 
gibi faktörlerin katkıda bulunduğu, ancak cinsiyet 
ve etnik kökenin etki etmediğini bildirmişlerdir(24). 
Sonuç olarak, izole edilen türlerin dağılımı, çalışma 
popülasyonlarına ve kullanılan tür tanımlama 
yöntemlerine göre farklılık gösterebilir. 

Sow ve ark.(25) 218 maya izolatının identifikasyonunda 
geleneksel yöntemler (germ-tüp testi, Mısır unlu-
Tween 80 agarda yapısal özelliklerin değerlendirilmesi 
ve API 20C kiti) ile MALDI-TOF MS yönteminin tür 
düzeyinde tanımlamalarını karşılaştırmışlardır. 
Geleneksel yöntemlerle 208 (%95.4) izolatı, MALDI-
TOF MS yöntemi ile de 214 (%98.1) izolatı doğru 
tanımlamışlardır. Ayrıca, geleneksel yöntemlerle tür 
düzeyinde tanımlamaya (24–48 saat) kıyasla MALDI-
TOF MS yönteminin daha kısa sürede sonuç vermesi 
(1 saat) ve izolat başına maliyetinin daha ucuz olması 
vurgulanmıştır. MALDI-TOF MS yönteminin, maya 
mantarlarının identifikasyonunda %90’ın üzerinde 
özgüllüğe sahip olduğu bilinmektedir(25,26). Ancak, 
Aspergillus ve Mucorales gibi küf mantarlarının 
identifikasyonunda bu yöntemin tanı değeri sınırlı 
olup güvenilir değildir(27). 

Real-time PCR cihazları amplifiye olan DNA 
miktarını, işlem sırasında floresan işaretli problarla 
hibridizasyon sonucu tespit edebildiği gibi DNA 
molekülüne bağlanan SYBR® Green gibi boyalar ile de 
yapabilmektedir(28). Boya kullanımı problardan çok 
daha ucuz olmasına karşılık, çift zincir DNA molekülüne 
non-spesifik bağlanması gibi sakıncaları da vardır(29). 
RT-PCR sonrası erime sıcaklığı analizi (MCA) 
yapılarak bu sorunun üstesinden gelinebilmektedir. 
Günümüzde RT-PCR için hazırlanmış hidroliz ve 
hibridizasyon probları içeren tanı kitleri Candida’ların 
rutin analizi için kullanılmaktadır(30). Tm değeri, PCR 
sonucu elde edilen çift zincir DNA moleküllerinin 
yarısının tek zincir DNA moleküllerine dönüştüğü 

Tablo 6. Çalışmada referans ve klinik izolatlar ile elde edilen RT-PCR MCA sonuçları ile literatür verilerinin karşılaştırılması

Candida türleri Bu çalışma
Tm (°C)

Somogyvári ve ark (32)

Tm (°C)
Gutzmer ve ark (33)

Tm (°C)
Horvath ve ark (31)

Tm (°C)

Candida krusei ATCC 6258 91.0 90.8 91.5 89.8

Candida inconspicua CBS 13938 88.8 88.0 - -

Candida lusitaniae§ 87.2 86.1 - -

Candida albicans ATCC 10231 87.1 87.1 87.5 87.1

Candida kefyr§ 86.4 - - -

Candida glabrata ATCC 90030 85.9 84.9 86.3 -

Candida dubliniensis MI 19941 86.1 85.5 - 85.5

Candida parapsilosis ATCC 90018 85.4 85.4 84.9 85.4

Candida tropicalis CBS 13933 84.8 84.5 84.7 84.5

§: Klinik izolat
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sıcaklık değeridir(31). MCA yöntemi ile analizini 
yaptığımız dokuz Candida türünün Tm değerlerinin 
üç farklı grubun verileri ile karşılaştırılması Tablo 6’da 
gösterilmiştir. Bu sonuçlar göz önüne alındığında 
MCA’nın tercih edilebilir bir seçim olduğu sonucuna 
varılabilir(32-34). Decat ve arkadaşları ITS2 bölgesine 
özgü primerler kullanarak 16 Candida türünü RT-
PCR’dan sonra erime sıcaklığı analizi ile aynı gün 
içerisinde birbirinden ayırt etmeyi başarmıştır(35). 

Son yıllarda, High Resolution Melting Analysis 
(HRMA, yüksek çözünürlüklü erime eğrisi analizi) 
yöntemi Tıbbi Mikrobiyoloji disiplininde sıklıkla 
kullanılmaktadır(36). PCR ile elde edilen amplikondaki 
G-C miktarı (%) arttıkça erime sıcaklığı (Tm) da 
yükselmekte olup amplikondaki tek baz değişimi dahi 
HRMA yöntemi ile belirlenmektedir. Bu yöntemde 
yüksek konsantrasyonlarda DNA polimerazı (Taq 
Polymerase) inhibe etme özelliği olmayan, çift zincir 
DNA molekülüne çok iyi bağlanabilen özel boyalar 
(LCGreen® ve EvaGreen® gibi) kullanılır. HRMA ile 
amplikon boyunu da hesaba katan geliştirilmiş 
yazılım programı ile erime sıcaklığı belirlenir. RT-PCR 
HRMA özellikle nokta mutasyonlarının belirlenmesi 
için yaygın olarak kullanılmaktadır. Bu yöntemle 
kısa amplikonlarda (50–300 bç) güvenilir sonuçlar 
alınırken uzun PCR ürünlerinde çoklu erime pikleri elde 
edilmekte olup kesin tanıyı güçleştirmektedir(36,37). 

Günümüzde bazı araştırmacılar Candida türlerinin 
belirlenmesinde RT-PCR HRMA yöntemini tercih 
etmektedir(32,34,38,39). Nemcova ve ark.(34) RT-PCR HRMA 
yöntemi ile bir çift primer kullanarak 25 mantar 
türünü incelemiş ve bunlardan dokuz Candida türü 
için aldığı sonuçlar Tablo 7’de gösterilmiştir. Her 
Candida türünün Tm değerinin bu çalışmada RT-PCR 
MCA ile bulduğumuz Tm değerlerinden yaklaşık 4°C 
daha düşük olduğu ve bu durumun yöntem farkından 
kaynaklanabileceği düşünüldü (Tablo 7). Ancak, 
Somogyvári ve ark.(32) HRMA yöntemini kullanarak 
sekiz mantar türü için elde ettiği Tm değerlerinin 
diğer HRMA sonuçlarından 2°C kadar farklı olduğu 
açıkça görülmektedir (Tablo 7). Bu farkın kullanılan 
PCR master miks ve değerlendirmeyi yapan yazılım 
programından kaynaklandığı düşünülmektedir. 
HRMA yöntemi ile her Candida türünün Tm derecesi 
MCA yönteminden daha düşük hesaplandığından 
90°C üzerindeki Tm değerlerine sahip Aspergillus 
türlerinden kolayca ayrım yapılmasına imkan 
sağlamıştır(32,40). 

Bu çalışmada, MALDI-TOF MS ile 10 farklı Candida 
türü belirlendi, ancak C. lambica olarak tanımlanan 
iki klinik izolatın DNA’sı RT-PCR ile amplifiye 
edilemedi. Nemcova ve ark.(34) da aynı primer çifti ile 
RT-PCR HRMA yöntemiyle C. lambica’nın amplifiye 
olmadığını bildirmiştir. Yazarlar, C. lambica referans 

Tablo 7. Çalışmada referans ve klinik izolatlar ile belirlenen RT-PCR MCA sonuçları ile literatürde bildirilen HRMA sonuçlarının 
karşılaştırılması

Candida türleri Fragment 
uzunluğu GC oranı

Somogyvári ve 
ark.(32)

HRMA

Nemcova ve 
ark.(34)

HRMA

Bu çalışma 
MCA

(b.ç.) (%) Tm (°C) Tm (°C) Tm farkı(34) Tm (°C)

Candida krusei ATCC 6258 336 55 88.6 86.6 4.4 91.0

Candida inconspicua CBS 13938 295 52 86.4 84.6 4.2 88.8

Candida lusitaniae§ 244 50 85.4 83.6 3.6 87.2

Candida albicans ATCC 10231 326 47 84.5 82.9 4.2 87.1

Candida kefyr§ 422 46 – 82.6 3.8 86.4

Candida glabrata ATCC 90030 408 46 83.2 81.7 4.2 85.9

Candida dubliniensis MI 19941 331 46 83.5 82.0 4.1 86.1

Candida parapsilosis ATCC 90018 300 43 82.6 81.5 3.9 85.4

Candida tropicalis CBS 13933 317 40 81.8 79.4 5.4 84.8

§: Klinik izolat; MCA: Erime sıcaklığı analizi; HRMA: Yüksek çözünürlüklü erime eğrisi analizi.
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izolatını HRMA ile tanımlamış, ancak üç klinik 
izolatın amplifiye edilememesini primer bağlanma 
yöresindeki dizi değişikliğine bağlamıştır(34). 

Sunulan çalışmada, literatürde de olduğu gibi, HRMA 
ve MCA yöntemi ile Tm değerlerinin çok yakın olduğu 
türlerin ayrımı yapılamadı. Şöyle ki; C. albicans ve 
C. kefyr aynı Tm derecelerine (°C) sahip olduğu için 
CAC besiyerinde farklı renkte koloni oluşturmaları 
sebebi ile tanı konuldu ve bu sonuç MALDI-TOF MS 
yöntemi ile doğrulandı. HRMA ve MCA, reaktiflerinin 
ucuzluğu, her RT-PCR cihazına uygunluğu ve kısa 
sürede sonuç vermesi sebebi ile son yıllarda tercih 
edilmektedir(41). 

Bu çalışmada, klinik örneklerden önce CAC ile hem 
mantar kültürü yapıldı hem de üç Candida türü 
(C. albicans, C. dubliniensis ve C. krusei) ön tanı 
düzeyinde belirlendi. Önce, referans izolatlar ile 
reaksiyon koşulları (PCR) optimize edildi. Sonra, 
maya kolonilerinden izole edilen DNA ile C. lambica 
hariç tüm izolatların Tm değerleri belirlendi ve tür 
tayinleri yapıldı. Ayrıca, C. albicans ve C. kefyr, Tm 
değerlerine göre ayırt edilemedi. MALDI-TOF MS 
sonuçları ile karşılaştırıldığında RT-PCR yönteminin 
C. albicans, C. kefyr ve C. lambica tanısı için güvenilir 
olmayacağı görüldü. Bu sebeple Candida cinsi maya 
mantarlarının laboratuvar tanısında polifazik ayrımın 
önemi anlaşıldı ve özenle vurgulanmasına ihtiyaç 
duyuldu.
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