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Oral Kaviteden izole Edilen Candida albicans Suslarinin Koloni
Yapilarinin Taramall Elektron Mikroskobu ile Incelenmesi

Scanning Electron Microscobic Evaluation of the Colony Structure of
Candida albicans Strains Isolated from Oral Cavity
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Ozet
Amag: Su caligmamn-amac) oral kaviteder izols gditen Candida albicans suslaring ail kalonilann mikro-stoktinel yaplarim
bElirlamaxt

Yontem: U farkli oral anatomik bilgeden (dil damak mukozasi vo padicdontal cep viya gingival sulkus) alinan erneklerdan kiltor
Elde edildi. Kolonl marolajited targmal glakiron mikroskobu (SEM) vardim e tammiand)

Bulgular: Gral kavileden toplanan émaklerde Go Farkl koloni fipi sapland:, Kalani tigi fle igerdid hlcrelarn yapis) arasnda gangl
dlarak Fiskl oldutu garldl. Dozgin kolonilerin sadece biastosporardan olustudu ancak. dizensiz ve taysd kolonilerin ise farkl
stanlarda gercek il ve Giastospor igerdidi izlendi.

Sonue: Kolam mostolojis: g spesifiv hdeore tiplen arasinda B jlisk aldudu artava kanmugtar

Anahtar sozcOkler: Candida @ibicans, fenotipik dondsum, kandidinzis

Abstract

Objective: The am of this sludy was to determing e micro-structure of colonies of Candida albicans shaiis soiated fram fhe
ol cavly.

Methods: Cultures were oblawed from samples of theee oifforent orad analomical locations (fengue, patatinal mugasa and
HENQOCRI! 0ACKET Or uimval suleus) Celany marpholagy was determiined with scanning electran microscopic [SEM) evaluation
Rasults: Thrae diffprent colony tyoss were identified from oral cavity samplés. A general relationstie between colany type and
SIUEIre wis observed. bDmooth colonies consisted entively of blastospores whereas wrsguiar and fuzzy colonies consisted of
different proportions of teie hyphae ang biastosporss,

Canclusion: These resulls indicale & vlear relationshis between calony morohefigy and develcoment of parficular cell voes

Keywords: Candida altveans, phenotypic switthing, candidiasis

Bu ¢ahgma TUBITAK Saglik Blimler Arastirma Grubl jaralindan destokienmistir (SBAG-1673 notu prape).

Giris

Cooalbicans'm neden oldudu patolojiler ve by pato.
Idjileri inceleven calismalarin saynsinda da arlis izlen-

Candida albicans hem saghkl, hem de  sistermik mickiedir. =

tastalicyn olan biveylerin oral kavilesinden sikhikla izole

edilen ve insanda birgok hastalida neden olan flirsato
Lir mantar cinsidir,' Son willarda immiin yetmeztiai
olan haslalann  sayisincaki artisa  paralel  olarak
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Caligmalar € albicans'a ait koleni tiplerinin birbirine
kolayca dinisebildigini, yani hiicrelerin vapilanm ve
morfolojilerini (fenoliplering kolayca degistirebildigini




Bats) Son, Denidgi

urlaya keymakladir® Bu dénusumierden izerinde en
sthe duridan Wk | susunda oelenen “bevaz-opai dé-
nigtmda” ade verilen donisimdile” Bu dinbgimde
beyaz olan hincreberin gri [opak) kalonilere doniistuad
izhenmigtine Bunun yame siva, beyvar hicrelerdehn bagn
orelliklerin cpak alaniarda gdelenmedigl saplanmms,
Buma gire ddnusiim sayesinde hicrelerin moroloji-
sinde, yuzey ceelliklerinde ve dreme sekillerinde fark-
hliklar oraya ciktidy bildirilmistiv.® Pomes ve arkc” ga-
lsmalannda fenotipik dedqisimin yiikseh frekanslarda
aern donustimlu oldugunu ortaya koymustur, Feno-
Lipik eldnusiim savesinde mantar hilcresinden hifli
lorma veya valanct Wifli yapya dedgisebilme kapasite-
sinin C alfdcans'm patojenitesinde biyok roli oldudgu
sivunulmakia birlikle, bu konuda keésin bilgi yoktir®

L. albicats larkh ve gesitll koloniler olugturabilme
potansiyell ik kez DI Menna” tarafindan ortaya kon-
g v Dashea (g farkh kaloni yapst larf edilmistir,
Sonraki vllarda yaplan bir cahismada ise, 17 dedisik
sertisach koloni tipn daha bildiilmistie” Ultraviyole
racdvasyonu e fenotipik donisimid stirmile edilmis
kelonilerde dse Bildirifenlerden farkh Bircok koloni
vapist lardl edilmistic.™ Son dénemde; dedgal doni-
stim sonteu elde edilinis 38% farkh izolatta Siklikia
Bildirilen koloni tplerinin savise 5 ile 8 arasindadr.

sor yillarda DNA yapison Lanimilayan genetlk yontern-
lerle: yapilan  calismalann savisimda artis olmasima
radmen, Kolonilerin mikro-struktirel yapdar lamm-
layan cabismalann says) strhdr,' " Taramal elek:
tron mikroskabu ile yapilan bir calisma®™ sert keloni
tipinin biyik coaunlukla yvalanc-hifleri bulunan huc-
relerden olusluguog ortava koymussa da, bu hilcre
yapis) sadece bir kelonl igin taril edilmis ve koloniye
ait bundar hagka bilgive yer verilmemistir,

Bu calismamn amagl oral kavileden jzole edilmis
€. albicans suslanna ail kolonilerin yamsim taramah
elellron mikroskobu (SEM) fle inceleyerek Koloniter
debl hicrelerin yapmsal benzerlik veya  farkhibklan
ortaya koymaktr,

Gereg ve Yontem
Bativrtee goniten

Calsmarmea dahll edilen bireyler ledavi gdrmekte
olan bdbrek ransplaniasyonu uygulanmis hastalar
dlan secildi; Transplant uygulanmas hastalar kortiko-

steroit ledavisi gbrdadl ve delavise e kandidiazis
gortime sikhgr daha yviksek oldudu icin calismaya
dahil edildi. Toplam 20 hastanm dil, diseli ve vanak
mukozas olmak leere ug farkh oral anatomik balge
sinden toplam 60 adet Ormek lopland. Omeklerin
leplanimas) 3x3 mm'lik ulak siingerler vardinmiyla bol-
aeden bas) kil (imprint cudtiee; elde edilimesiyle
aergeklagtinildi. Sal:ourand dekstroz st besiverinde
US0B) loplanan Srekler, icinde Sentarmisin (S0mgl)
Buliimetn ve boylece diger mikroorganiamalann re-
mesinin anlendidi Salouraud agar besiveri (SDA)
lgine aktarldy, Burada gelisen maya koloniler SDAYa
slok kultir olamak alind, Toplanan omekler inceleme
asamasinda Bal sidyr-serumu icine tasmd ve #3470
the 2 saat stre ile inkibe edildi, Inkibasyon sonrast
sleril plastik Gee yardinn ile bir damla serum Kiltor
bermiz Bir larn fzering asmarak jenm-tip lormasyoni-
neen var olup olimaditp mikroskobik olamk incelends,
Jemmetip femasyomumm varh@ muoblemel © allicans
varbidpnt dodrulayan en Kolay ve en ucuz yontemler-
den bivf oldwiu icin lercih edildl, € albicans varhid
ayni zamanda Klamidospor ve blastokonidya varlagna
bakilarak dodruland, O albicans varbdunin dogrulan-
masindan sonra, slobktakl drmekler steril test tupleri
Igindeki SDB igine atildy 37 Cde 24 saat sure ile in
kiib edilerel mikroorganizmalann (remeler] sadlan-
i v speblrolotometrik olarak W95 gegirgenlib olus-
turacak sekilde serum fizyolojik icerisinde suspansi-
you halinde hasrlandn. Bu sispansivondakl maya hile-
relerinin sayis 1-55107 cfu/ml olarak saptandi, Mili-
litrede S00-2000 maya hicresi olacak sekilde diliie
eciledi ve bunlardan 0,1 ml alipnarak 3DA'da 27°C e 2-
3 giin stire ile inkiibe edildl, inkibasyon sonrasinda
plaklar ciplak aozle ve  binekller mikroskop ile
dederlendirildi (X582 107BN, Zume, Cin),

Orneklerin taramal elekiron mikroskobu icin hazu-
lanmas

Binckiter mikroskop ile  dederlenditiimesi  yapilan
plaklarda farklitagma gosleren kolonilerden belirain
drnekler, cevrest ile birlikte telk tek uzaklasiinld.
Firing tassiclar Orering yerlestirilerek %250k fosfat
tampeniu glutaraldehit icinde +4°C'de 24 saat sire
ile Nikse: edildiklen sonra, fosfal tamponu ile birkag
kez yikandi, Yikama islemlerinin tamamlanmasindan
sonra alkol serisinden gegirilerek desikatorde 24 saal
siireyle bekletildl. Bu istemi takiben yaklasik 200 A




kalintdenda altmla kaplanarak JEOL JSM-5200 (Tokyo.
Japonyal marka taramal elektron mikroskobunda ce-
sith boytimelerde incelend! ve gerekli gorulen yer
lerden arnek letodraftar alind.,

Bulgular

Mikrobiyolojik ekimlerin tekrarlanmasin lakip eden
surenin sonundd orayva cikan farkh Rolonilerin ik
rikroskobu alindaki morfolajik gormintilen Resim 1
& ve Je zlenmektedin, Resim 'de gozlenen: kolon
yapesinun homaojen  olarak yuvarlab sekilde  aldugn
tortilurken, Resim 2'dekl Kolonilerin yer yer uzanus
aldugu belivlendi. Farkh yapidaki uciimct grup kolo-
ilerin vcunda ise taysu uzantilar oldugu gozlend
[Resim 3

Elektron mikeoskaby ile vapilan incelemelerde izole
celilen farkh koloniler arasinda, dizgun smooth), dil-
LENSE (rregutary ve aysh fuzzy) olarak anmlanan
kexlatiler oldudu izlendi.

Resim 1. Gral Candithy dealallanng il shiespm kalonilern ek
ik kabis girinimlen (8351

Besim 2, Oval Candida frolatlanng all dieensiz kolonilerin il
rrifrshob goninimien (x5),
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Hesim 3. (ual Condida izelmthos ail livss kolontledn i
mikreskobu gorunosker x5

Dizgiin koloniler

B kotond yapsmda yer alan hilcre tipinin blasto-
sporlardan (maya hicresli zengin oldugu aozlendi,
Nicreler arasinda yer yer tomurcuklanmakia olanlar
secilitken, hucreler arasinda ad clusturan flamentle-
rin arthstk olarak divilmis zincir giriniist verdidai lz-
lendi, Dlzatin goriniimdeki hilcrelerin yam sira, uza-
mis clarak goclenen oval hicreler mesvcutio (Resin 4)

Besim 8. [1uzitin kelonl modolnjising obusturan mantae bicrelord
i fraenh clebtron mikreshobik gorinamlee (s 3500,

Diizensiz koloniler

Bu keloni morfolojisinde ver alan hilcrelerin dizaiin
hiicrelerden farkh olarak daha cok sayida uzamis
hiicreter igerdidi ve hifli yapimn hakim oldudgu izlendi.
Hiflerin gercek veya yalanc hif olup olmadifp aliglitkle
ayirt edilivordu. Yer yer maya hucreleri izlenirken,
arada ana hilcrelern varbdn da goelendi. Bu koloni
morfelojising olugturan hicrelerin bir balgede yoqun




Baks, San, Demesr

olurak. Billl yapda oldudu zlenirken, b bdlaelere
Rormsu dlanlarda maya hucrelerinin yodue obibugiu
gorildu (Resim 35 Buna karsin, koleniye: kticlik b
yutmede bakildifinda: tamarmen hifll yapinim ve kaln
il demeticrinin oldudu gozlendi. Digensly kolonilere
kesil yuzevinden bakildiqmda ise, periferdeki bolaele-
rin daba ax kiyromb ve koloni yazeyinde tamamen hifii
vapl oldugu izlenithen merkersde mava hucrelerinin

vosqun oldugu saptand) Resim G
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Resim 5. frensts kolonbyapson clustian yer yer ko bocre-
lerirmin ivlendigs Biften @ermmin saguoa Lcamaly el it
ritk ekl b mOrim g o 500

13kU

Keslm 6, Diizensiz ketoni mortabojisin

HISD SAKm

alugturan  haceelern. yodun
alazal hili yopda ke dlgeye Remsu alankeda
frbar osrelerinin gérisiam (x350)

Tiysi kolaniler

Mg kolond  merlelofising olusturan hilcrelerin
merkesden disan dedru sinsal wrantilar sergiledidl
gézlendi, Bu koloni Hipini elusturan hilcreler arasinda
maya hicrelert, valanct hifler ve gercek hifler meveul
idi. Hicrelerin belirgin bir dizilis tarzt olmamakla
birlitte, viantilan olusturan dallann cesith boyikihikle
maya hileresi icerdiagi ve klamidosportann  varhidy
saptandi (Resim 7.

Resim 7. Merhersdet perifers

P igmsal pdantibar ddslenen
fuwst Caredicht s kedosilerinin eleblron ke
skatuk-qoranurmu iS00

Tartisma

C, alfricans’ i ortam kosullanma adapte olabilimek icin
uelistivdiai bir kags mekanizrmas) olarak tammlanan
tfenotpile dintstnm. koleni marfolajisinde ortaya cikan
degisikiitler olarak da ladl ediimektedi Carnediclet nin
standarl bir labomtuar susuna gok sayida farkl)
iglerm uyqulanarak yaplan cahsmalarda, tek bir susun
& farkl koloni fenolipi olusturabildial gostenmis ve bu
ferotipler; duzgln (smeathi, yildie (star), balka iring)
diizensiz lireegular, blzusmus (wrinkled), cizaili
(stipple, st Jugay ve sapka
lenedirlemistin,

(hat) clamak isim-
Daha sonra yaplan cahsmatarda ise,
sadece standart suslann dedil, viacudun farklh balge
lerinden izole edilen kommensal veya patojenik sus-
lartry da Tenalipik donlistim gdsterdiai ve bu dontisii-
mun patojenil suslarda daha Tneh (yitksek frelansh)
artaya kb bildirilmistiv.'® Sus donisama ile koloni
mortolofisinde meyvdana aelen dedisiklikler disinda
tarklt suslarda gdzlenen donisim Geelliklert benzerlik
tagimaktadir.™ 7 Benrer olarab tammlanan bu deel-
likler arasinda; spontan donistimin zl veya yavas
frekansta gelisebibmesi, dondsiomin fenotipler ara-
sinda gerd donilsiimli olarak lekrarlanabilmesi, qg-
nelde lemel olarak yuvarlak-dilz [enotipin gdalenmesi,
ortam kosullanna adaple olmus dominant fenotip-
lerin simell sayida ohimas) ve im fenotiplering dustik
dozda ultraviyole i ile stimile edilerek donusim
trekansmm ariiniabilmes] saplmaktadir. Birbirinden
fenatipik olaak farkl olan kelonilerde gdzlenen mor-
lolajik dedisikliklere alt hilcresel mekanizma tam ola-
rak agikhk kazanmanns almakia birlikte, farkl kaloni-

B



fn Larkh o oranda ve vzunlukta hifler iceren hiicre
ferden-alustugu bilinmektedir. ™' ER olarak, hizh fre-
karsta ortaya gikan diailsum ve suslann birbirine dao-
nisebilme kapasifesi hiicrelerde bazr aenetik dedgi-
sililiklerin oldugunu ve bunun diniisiing mekanizna-
st lemel Geelliging slusturdudunu dugindtnmek-
teddin. Y

Ural kaviteden izole elligimiz-ormekler Gzerinde vaps-
lan SEM incelemeler e gbrlenen keloni lipleri ara-
st dugiun, dizensie ve thyst kolonilern varhd
sdptandl. Elektron mikroskobu ile yapilan inceleme-
teer, Farkl kelond yapilanneda: farkh hiiere tplerdnin ol
duguau orlaya keymakladir, Kolonl sekli fle koloniyi
olugluran hucrelern morfolojik dzellikler arasmda
sapladidinnz iliski. Radiord ve arkadastarmm® cabsmas
sia ail bulgutar fle benzerlib gostennekledin. Elehkiron
mikroskobunda biyilk buyiitme ibe vapilan inceleme:
ler, hicreler arasimeda fzlenen ve hicreleri birlestiven
bir interseltler matrls yapisin varlidom orlaya koy-
makladir, Odds." hicreler arasmda gdzlenen ag ya-
psinckaki maliisin Candicla'mn dig hticee duvanndan
salaitanan fibriler vapelakl materyalin sayvica artma-
sima bagh olarak ve sadece agar tzerinde uretilen
maniarlarda izlendidini savunmaktadie. Radford ve
ark. ke, eleltron mikeoskobu fle yaptiklan incelemie-
leerde o gornumiin Gzellikle duzent veya diensiz
hinstk kolond tipinde alin hucrelern ylzeyinde qeli-
sen voaun hifli vapedan kaynaklandiim gostermistir,
Celismanmeda saptanan dugensiz vapdaki kolanilerin
maorfolajisinde de benyzer sekilde yoaun hil demetleri-
nin izlenmesi Radfond ve arkadaslannm® hulgulan e
uyurmludur, Tiysa koloni Lipi fle dazgiin koloni lipin-
the qozledigimiz hiicrelerin sirasiyla hiften veya maya
Bilcresinden yodun olusu da benzer incelemeler ya-
pran arastinailann bulgulan ile benzerlik gostermekte-
dir,” "

Sonuc

L. athicans'in patujenitesinin by mikroorganizmarn
komak hiicreye vapismast ve viksek frekansta déni-
sum aostermesi e iliskili oldudu bilinmektedir, SEM
e yaphiguniz incelemelerde elde edilen sonuclara
gore; oral kavileden fzole edilen C. albicans suslan-
min, U ana hitcrs yapsim iceren tig farkh tipte koloni
olisturdugu belidendi. Buna gére, farkh koloni mor-
flojisindeki C. albicans suslanmin hilcre yapist ve jge-
fdi yonunden farkhliklar adsterdiging soylemek mam-
kiandiir
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