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6z

Intraoral premalign ve malign lezyonlu hastalarin doku
orneklerindeki candida tiirlerinin DNA analiziyle belirlenmesi
ve saglikh doku ile karsilagtiriimasi

Amag: Bu retrospektif calismada premalign ve malign lezyonlu ile
saglikh bireylere ait doku &rneklerindeki Candida albicans,
Candida kruseii, Candida parapsilosis, Candida
tropicalis ve Candida glabrata turlerinin  belirlenmesi
amaclanmistir.

Gereg ve Yontem: Calismaya oral premalign veya malign lezyon
suphesi nedeniyle biyopsi uygulanmis doku drnekleri dahil edildi.
Ornekler histolojik 6zelliklerine gére saglkli (n=20), displazi
(n=20), karsinoma in-situ (n=20) ve skuamoz hcreli karsinom
(SHK) (n=20) olmak Uzere 4 gruba ayrildi. DNA izolasyonunun
ardindan Candida turlerine ait DNA Orneklerinin miktar ve saflik
kontrolleri gercgeklestirildi. Kantitatif 6lcimler icin Real-Time PCR
(LightCycler 96, Almanya) kullanildi ve standart e@riler hesaplandi.
Veriler Mann-Whitney ve Wilcoxon Signed Ranks testleri ile
degerlendirildi (P<0.05).

Bulgular: Saglikli ve displazik érneklerin yer aldigi gruplarda C.
parapsilosis (10*‘DNA/50 mg) en sik gorilen Candida tarlydd.
Karsinoma in-situ grubunda C. tropicalis ve C. kruseii (10°DNA/50
mg), SHK grubunda ise C. kruseii (10°‘DNA/50 mg) seviyelerinin
daha ylksek oldugu belirlendi. Orneklerin hicbirinde C.
albicans varligi gbsterilemedi. Gruplar arasinda
farkl Candida turlerinin sayisina gére anlamli bir fark gbzlenmedi
(P>0.05). Farkl Candida turlerinin gruplar icerisindeki seviyeleri
incelendiginde; sagliklh 6rneklerde C. glabrata (10°DNA/50 mg),
displazi grubunda C. parapsilosis (10°‘DNA/50 mg), karsinoma in-
situ grubunda C. tropicalis-C. kruseii (10°DNA/50 mg), SHK
grubunda ise C. kruseii’nin (10°DNA/50 mg) en fazla sayida
g6zlenen Candida tiri oldugu belirlendi. Candida tlrlerinin
gruplar icerisindeki dagilimi anlamh degildi (P>0.05).

Sonug: Saglikli, displazik, karsinoma in situ ve skuaméz hicreli
karsinoma doku 6rneklerinde Real-Time PCR yontemiyle yapilan
kantitatif degerlendirmede Candida turlerinin tum gruplarda
benzer oranda mevcut olduklari belirlendi.

ANAHTAR KELIMELER

Oral Candida, C. albicans, agiz kanseri, Real-Time PCR,
molekiiler analiz

ABSTRACT

The determination of Candida species in tissue samples of
patients with intraoral premalignant and malignant lesions
by DNA analysis and comparison with healthy tissue

Background: Aim of this retrospective study is to determine
level of Candida albicans, Candida kruseii, Candida parapsilosis,
Candida tropicalis, Candida glabratain samples of patients with
premalignant, malignant or benign lesions.

Methods: Samples biopsied due to suspicion of premalignant
or malignant lesions were included. They were divided into 4
groups: healthy (n=20), dysplasia (n=20), carcinoma in-situ
(n=20) and squamous cell carcinoma (SCC) (n=20). Following
DNA extraction, DNA samples were examined for quantity and
quality. Quantitative measurements were performed using Real-
Time PCR (LightCycler 96, Germany), standard curves were
calculated. Data was analyzed using Mann-Whitney and
Wilcoxon Signed Ranks tests (P<0.05).

Results: C. parapsilosis (10°DNA/50 mg) was the most
common Candida species among healthy and dysplasia groups.
Level of C. tropicalis and C. kruseii (10°DNA/50 mg) was higher
in carcinoma in-situ samples, C. kruseii (10‘DNA/50 mg) was
higher among SCC. Presence of C. albicans was not detected in
any of the samples. No significant difference regarding level of
different Candida species (P>0,05) were observed. When level
of Candida was examined within each group, amount of C.
glabrata (10°DNA/50 mg), C. parapsilosis (10*DNA/50 mg), C.
tropicalis-C. kruseii (10°DNA/50 mg), C. kruseii (103DNA/50 mg)
was higher among healthy, dysplasia, carcinoma in-situ and
SCC groups respectively. No significant differences were
observed regarding level of Candida species within each group
(P>0.05).

Conclusion: The quantitative evaluation of Candida in healthy,
dysplasia, carcinoma in-situ and squamous cell carcinoma
samples using Real-Time PCR revealed similar levels
of Candida among all groups.

KEYWORDS

Oral Candida, C. albicans, oral cancer, Real-Time PCR,
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GiRiS

Agiz ici firsatgl patojenlerden olan Candida tirlerinin olusturduklar Candida enfeksiyonlarinin agiz ici malignite
gelisimindeki roli heniiz netlestirilememistir.'2 Epitelyal displazisi ve oral skuaméz hicreli karsinoma lezyonu olan
hastalarda, displazi géstermeyenlerle karsilastinidiginda daha yUksek oranda Candida kolonizasyonu oldugu ve
displazi derecelerinin artisina paralel olarak agiz i¢i fungal popllasyonun da anlamli 6lgide degistigi
g6zlenmistir.® Literatirde bu arastirmalarda tercih edilen degerlendirme yéntemi olan koloni olusturan birim
(CFU/colony forming unit), agiz epiteli yuzeyinde, tikurukte veya dental pellikilde bulunan Candida varligini
incelemek amaciyla ¢ok sik kullaniimasina ragmen,®* Candida’nin dokunun derinlerine penetrasyonu konusunda
bilgi vermek acisindan yetersizdir. Sunulan retrospektif calismada intraoral premalign ve malign lezyonlara sahip
hastalardan biyopsi amaciyla alinan doku &rneklerinde farkli Candida tirlerinin variginin molekuler biyolojik

yontemlerle kalitatif ve kantitatif olarak saptanmasi amaclanmistir.

GEREC VE YONTEM

Ege Universitesi Dishekimligi Fakiiltesi’nde Nisan 2012-Nisan 2017 tarihleri arasinda klinik muayeneleri yapilan ve
oral premalign veya malign lezyon suphesi nedeniyle biyopsi uygulanmis hastalara ait doku érnekleri calismaya
dahil edildi. Ege Universitesi, Tip Fakiiltesi, Patoloji Anabilim Dalinda histolojik incelemesi tamamlanan doku
ornekleri daha sonra arsivden alinarak histopatolojik 6zelliklerine gore saglikh (S) (n=20), hafif/orta siddette displazi
(D) (n=20), karsinoma in-situ (IN) (n=20) ve skuamoz hucreli karsinom (SHK) (n=20) olmak Uzere 4 gruba ayrildi.
Medikal anamnezinde calisma sonucunu etkileyecek sistemik dizensizlik, ilag kullanimi, riskli gebelik durumu olan
hastalara ait doku &rnekleri ve histopatolojik degerlendirme 6ncesi yapilan hazirlik strecinde zarar géren érnekler

calisma disi birakildi. Calisma protokolii Ege Universitesi Etik Kurul tarafindan 17-7.2/5 karar no. ile onaylandi.

Calismada kullanilan Candida albicans, Candida kruseii, Candida parapsilosis, Candida tropicalis ve Candida
glabrata tiirleri Ege Universitesi Fen Fakiiltesi Temel ve EndUstriyel Mikrobiyoloji Anabilim Dali ve Ege Universitesi
Tip Fakultesi Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dal’'ndan temin edildi. DNA izolasyonu amaciyla Zymo Fungal/Bacterial
DNA izolasyon kiti (Zymo Research, ABD) kullanildi. Candida tarlerine ait DNA 6rneklerinin miktarlan ve saflik
kontrolleri nanodrop spekrofotometre cihazinda (Nanodrop 2000c, Thermo Scientific, ABD) gerceklestirildi. Total
mikrobiyal DNA, Roche High Pure PCR Template Preaparation Kit (Roche Diagnostics GmbH, Almanya) ile izole
edildi. Her bir &érnekten elde edilen 50 pL total genomik DNA’nin miktar ve saflk kontrolleri nanodrop
spekrofotometre ile kontrol edildi. Kantitatif dlctimler icin Real-Time PCR (LightCycler 96, Roche Diagnostics GmbH,
Almanya) cihazi kullanildi. Turlere 6zgu primer setleri (Tablo 1) ile gerceklestirilen PCR sonrasinda elde edilen
sentetik oligonukleotidler PCR Urinu temizleme kiti (NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Kit, Macherey-Nagel
GmbH & Co. KG, Almanya) kullanilarak temizlendi. Elde edilen sonuglara gére tim DNA &rneklerinin bir seri
seyreltmeleri yapildi ve Real-Time PCR’da standart edri olusturmak igin kullanildi. Veriler Mann-Whitney testi ve

Wilcoxon Signed Ranks test ile degerlendirildi (P<0.05).
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Tablo 1. Candida tiirlerinin Real-Time PCR ile kantitatif analizinde kullanilan primer setleri

Hedef Primer  Oligoniikleotid dizileri (5'— 3") Uzunluk Sicakhk

organizma adi (bp) (°C)

C. albicans Calb1 TTTATCAACTTGTCACACCAGA 273 51
Calb2 ATCCCGCCTTACCACTACCG

C. glabrata Cgactl F GACGGCGATTATGAGTTAGGAG 102 53
CgactlR GTAGCATCTGTGCAGGTAGTT

C. krusei Trfpd F AGGCAGCAGACTTGTACCTT 183 54
TrfpAR  TGCCCAGTTTCGAGGTGAGA

C. tropicalis Trf4 F TGTTGGTGGTCTTGGTGGGT 108 57
Trf4 R ACCCCCAAATTGTCTAATGCAC

C. parapsilosis Sadh F ACCCGTTGTGAGAAGTGCCA 124 57

Sadh R ACCAAGCCTATGTCCGCAACT

BULGULAR

Tum calisma gruplarinda Candida albicans digindaki diger Candida turleri kalitatif olarak saptandi. Farkl
gruplarda Candida gbzlenen 6rnek sayilar ve yuzleri Tablo 2°de sunulmaktadir. Kantitatif hesaplamalar sirasinda
bazi 6érneklerde Real-Time PCR cihazinin saptama esik limitinin altinda deg@erler elde edildigi igin bu &rneklere ait

veriler kantitatif olarak dikkate alinmadi.

Tablo 2. Candida varhg belirlenen 6rnek sayilari ve oranlari

Pozitif Ornek Sayis1 (Kalitatif)

Gruplar Toplam C.albicans C.glabrata C.kruseii C.tropicalis C.parapsilosis

Ornek (%) (%) (%) (%) (%)
Sayisi
Saghkh 20 ND* 11 (55) 6 (30) ND 3 (15)
Displazi 20 ND 11 (55) 9 7 (35) 3 (15)
In-Situ 20 ND 6 (30) 10 1(5) ND
SHK 20 ND 8 (40) 8 (40) 2 (10) 1(5)

Saglikh ve displazik 6rneklerin yer aldigi gruplarda C. parapsilosis en sik gorilen tiirdi (10*DNA/50 mg), bunu saglikl
grupta C. glabrata ve C. kruseii (10°DNA/50 mg), displazi grubunda ise C. tropicalis ve C. kruseii (10°DNA/50 mg)
izledi. Her iki grupta da C. albicans belirlenemezken, saglikli érneklerde C. tropicalis gosterilemedi. Karsinoma in-
situ grubunda C. tropicalis ve C. kruseii en sik goriilen Candida turleriydi (105DNA/50 mgq); C. parapsilosis ve C.
albicans saptanmadi. Kanserli doku &rneklerinin yer aldigi grupta C. kruseii en sik izlenen mikroorganizmaydi
(10*DNA/50 mg); bunu sirasiyla C. tropicalis (103DNA/50 mg) ve C. parapsilosis (102DNA/50 mg) izledi (Tablo 3).
Gruplar kendi iclerinde farkli Candida tirlerinin sayisina gére karsilastirldiginda anlamli bir fark belirlenmedi
(P>0.05).
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Tablo 3. Real-Time PCR ile pozitif olarak saptanan Candida tiirlerinin kantitatif degerleri

Gruplar Maksimum (adet/50 mg) Minimum Say (adet/50 mg) Ortalama Sayi (adet/50 mg)

C.alb C.gla C.kru C.tro C.par C.alb C.gla C.kru C.tro C.par C.alb C.gla C.kru C.tro C.par
Saghkh ND 2.13x10° 2.81x10° ND* 1.2x10* ND 2.37x10* 5.47x10? ND 3.43x10° ND 7.67x10? 1.99x10° ND 6.87x10°
Displazi ND 3.09x10° 4.44x10° 6.05x10° 4.19x10* ND 1.69x10° 7.23x10" 1.42x10? 3.14x10° ND 2.42x10° 1.81x10° 1.92x10° 2.74x10*
In-situ ND 2.86x10° 2.45x10° 3.26x10° ND ND 1.43x10° 1.60x10? 3.26x10° ND ND 2.34x10° 1.03x10° 3.26x10° ND
SHK ND 3.10x10° 1.57x10° 1.38x10° 6.68x10° ND 2.08x10° 7.69x10* 3.07x10% 6.68 x10° ND 2.60x10° 2.56x10° 8.44x10? 6.68x10?

Candida tirlerinin farkli gruplardaki seviyeleri incelendiginde; saglikli érneklerde C. glabrata (103DNA/50 mg),
displazi grubunda C. parapsilosis (10°DNA/50 mg), karsinoma in-situ grubunda C. tropicalis ve C.
kruseii (10°DNA/50mg), SHK grubunda ise C. kruseii'nin (103DNA/50 mg) en fazla sayida gézlenen Candida tiirii

oldugu belirlendi (Tablo 3). Candida tlrlerinin seviyeleri gruplar arasinda anlamli fark géstermedi (P>0.05).

TARTISMA

Sonuglarimiz Candida turlerinin farkli histolojik 6rnek gruplari arasinda degisken bir dagihim gdsterdigini ve gruplar
arasinda kantitatif degerler acisindan anlamh bir fark olmadigini ortaya koymaktadir. Calismamizda saglhkh doku
orneklerindeki C. glabrata miktarinin diger gruplardan 108 kat daha fazla oldugu, C. tropicalis’in displazi, in-situ ve
kanserli 6rneklerde daha sik gbzlendigi, C. albicans’in ise dokuda beklenenin tersine Real-Time PCR cihazi ile tespit

edilemeyecek kadar dusik miktarlarda yer aldidi ortaya konmustur.

Calkalama ya da swap y6ntemi ile tim agizdan alinan érneklerinin kromojenik bir besi yerine ekilerek Greme olusan
ornek sayilarinin incelendigi kalitatif arastirmalarda C. albicans’in genel populasyonda gérime sikliginin %40 ila 60
arasinda degistigi bildirilmigtir.5’Ancak kantitatif analizlerde, saglikh érneklerde agizdaki tim Candida turleri 06 +
0.21CFU/mL seviyesindedir ve histolojik olarak Candida hiflerinin varli§i gdzlenmemistir.8 A§iz ici érneklerin swap,
calkalama ve konsantre edilmis galkalama ydntemiyle elde edildidi bir arastirmada tiim Candida tirlerinin swapta
23 CFU, 100 ul calkalama soltsyonunda 56 CFU ve 100 ul konsantre edilmis calkalama sollisyonunda 485 CFU
seviyesinde oldugu bildiriimistir.® Bu arastirmalar, kantitatif yontemlerle elde edilen sonuglarin kalitatif yéntemlerden
cok daha disuk oranda Candida kolonizasyonu saptadigini gdstermektedir. Calismamizda ise lezyon bdélgesinden
ve epitelin derin katlarindan alinan érnekler dahil edilmis ve sonuglar 50 mg 6rnekteki mikroorganizma sayisi olarak
ifade edilmistir. Bu nedenle sonuglarimizin tim agizdan ¢alkalama yéntemi ile alinan ve mL ya da uL’deki CFU olarak
bildirilen érneklere yonelik sonugclarla karsilastirimasi mimkuan degildir ve benzer galisma yéntemini kullanan, daha

fazla sayida 6rnek Uzerinde gerceklestirilen calismalara gerek duyulmaktadir.

TESEKKUR

Bu arastirma Ege Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan 17-Dis 016/ID: 367 proje

numarasi ile desteklenmistir.
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