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OZET

Oral kandidiyaz insanlarda en sik goriilen Candida enfeksiyonu olup, etken olarak siklikla C.albicans
sorumlu tutulmaktadir. Candida enfeksiyonlarinin gelisiminde etkene ait cesitli viriilans faktorlerinin ya-
ni sira konagin immiin yaniti da 6nemli rol oynamaktadir. Saglkli bireylerde oral kavitede Candida ko-
lonizasyon orani %25-30 iken, immunsupresif kisilerde bu oran daha ytiksektir. Calismamizda saglikl
ve deneysel olarak immiin sistemi baskilanmis farelerde, C.albicans ile oral kandidiyaz modeli olusturu-
larak, gruplar arasinda Candida kolonizasyon oranlarinin ve dil ve 6zefagus dokularinda gelisen histo-
patolojik degisikliklerin kargilastinlmasi amaclanmistir. Calismaya alinan 21 adet BALB/c tiirii fare; kont-
rol grubu (Grup 1; n= 7), saglhkl grup (Grup 2; n=7) ve immiin sistemi baskilanmis grup (Grup 3; n=
7) olmak tizere li¢ gruba ayrilmistir. Grup 3’teki farelerde immiinstipresyon, subkitan prednizolon en-
jeksiyonu ile saglanmistir. Grup 2 ve 3’te deneysel oral kandidiyaz olusturulmasi icin, asit proteinaz ve
fosfolipaz enzim aktivitesi negatif, biyofilm tretmeyen, flukonazol ve amfoterisin B’ye duyarli C.albicans
susunun emdirildigi ekiivyonlar; Grup 1’de ise C.albicans yerine serum fizyolojik emdirilmis ekiivyonlar
kullanilmistir. Oral kandidiyaz modelinin dérdiincl giiniinde farelerin dorsal dil ylizeyinden alinan si-
riintl 6rneklerinin kantitatif ekimi sonucunda Grup 1’de Gireme goriilmezken, Grup 3’te saptanan ko-
loni sayisi Grup 2'ye gére anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p= 0.002). Farelerden alinan dil ve 6ze-
fagus dokulari hematoksilen-eozin ve PAS (periodic acid schiff) ile boyanarak enflamatuvar yanit, apse
olusumu, vaskiiler konjesyon, vazodilatasyon, maya ve hif varligi acisindan degerlendirilmistir. Ozefa-
gus dokusundaki enflamasyon dikkate alindiginda; Grup 3 ile Grup 1 arasinda anlamli bir fark sapta-
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nirken (p= 0.023), Grup 3 ile Grup 2 arasinda fark gézlenmemistir (p= 0.107). Dil dokusunda olusan
enflamasyon ise Grup 2 ve Grup 3 arasinda istatistiksel olarak anlamli bulunmazken (p= 0.317), bu iki
grubun kontrol grubuna gore farki anlaml (sirasiyla; p= 0.00 ve p= 0.002) bulunmustur. Benzer olarak
dil ve 6zefagus dokularindaki konjesyon da Grup 2 ve 3’te kontrol grubuna gére anlamli farkhhk gos-
termis; ancak Grup 2 ve Grup 3 arasinda istatistiksel olarak anlaml bir farklilik olmadigr gorilmustar.
Sonug olarak, C.albicans’in neden oldugu oral kandidiyaz tablosunda, konagin immiin durumunun ya-
ni sira etkene ait virtilans faktorlerinin etkisinin de ele alindigi kapsamli calismalarin yapilmasi gerekti-
gi ve deneysel hayvan modellerinin bu konuda yol gosterici olacagi dusinulmustr.

Anahtar sozciikler: Candida albicans; oral kandidiyaz; hayvan modeli; immdin sistem.

ABSTRACT

Oral candidiasis which is the most common type of Candida infections affecting humans, is most
frequently caused by C.albicans. Immune response of the host, as well as a variety of virulence factors
of the causative agent, play important roles in the development of Candida infections. The colonizati-
on rate of Candida in the oral cavity of healthy individuals, is between 25-30%, however, this rate is
reported to be increased in immunosuppressive subjects. In our study, we established an oral candidi-
asis model with C.albicans in healthy and experimentally immunocompromised mice and aimed to
compare Candida colonization rates and histopathological changes occurred in the tongue and esop-
hagus tissues of the animal groups. A total of 21 BALB/c mice were grouped as control (Group 1; n=
7), healthy (Group 2; n= 7) and immunocompromised (Group 3; n= 7) groups. Immunosuppression
in mice was performed by subcutaneous injection of prednisolone. For experimental oral candidiasis,
cotton swab impregnated with C.albicans strains which did not have acid proteinase and phospholi-
pase enzyme activity, no biofilm production, and sensitive to fluconazole and amphotericin B, were
used. In the control group, physiological saline solution was used instead of C.albicans strain. In the
forth day of experimental oral candidiasis model swab samples taken from the dorsal tongue surface
of mice were evaluated by quantitative cultivation method. No yeast colonies were detected in Group
1 while more significant number of yeast colonies were observed in Group 3 compared to Group 2
(p= 0.002). Tongue and esophagus tissues of mice were stained with hematoxylin-eosin and periodic
acid schiff staining and evaluated in terms of inflammatory response, abscess formation, vascular con-
gestion, vasodilation and for the presence of yeast and hyphae. When the inflammation in esophagus
was considered, statistically significant difference was determined between group 1 and group 3 (p=
0.023), however, no difference was detected between group 2 and 3 (p= 0.107). The level of inflam-
mation in tongue tissue exhibited no difference between groups 2 and 3 (p= 0.317) while the diffe-
rence was significant when these groups were compared to the control group (p= 0.00, p= 0.002, res-
pectively). Similarly, the level of congestion in tongue tissue exhibited no difference between groups
2 and 3, however, the difference was significant when compared to the control group. To enlighten
the relation between host immune status and oral candidiasis caused by C. albicans, further larger-sca-
le studies also concerning the various virulence factors of the infectious agent, should be conducted
by the use of experimental animal models which may successfully guide us in this regard.

Key words: Candida albicans; oral candidiasis; animal model; immune system.

GiRiS
Firsatcl patojen olan Candida turleri, saglikh kisilerin gastrointestinal ve genital sistem-
lerinde komensal olarak bulunabilmektedir. Konak¢inin immiin durumuna bagli olarak

akut veya kronik lokalize mukokitanoz enfeksiyonlardan, yasami tehdit eden yaygin has-
taliklara kadar genis bir yelpazede hastaliklara yol acabilirler'.
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Oral kandidiyaz tablosu, insanlarda en sik goriilen Candida enfeksiyonu olup, dilde ya
da dudak mukozasinda beyaz yama tarzi plak olusumu ile seyretmektedir. Oral kandidi-
yazda en sik izole edilen tiir C.albicans’tir ve enfeksiyonun gelisiminde, mayalarin germ
tip ve yalanci hif yapimi, fenotipik degisim, fosfolipaz enzimi ve salgisal asit proteinaz
(SAP) gibi virtlans faktorlerinin yani sira konakginin immdan sisteminin de 6nemli roli
vardir’*. C.albicans proteinazlari, albumin, hemoglobin, keratin, kollajen, miisin, salgi-
sal IgA ve kompleman komponentleri gibi bircok proteini parcalayarak mayanin konak
direnc mekanizmalarindan kagmasini kolaylastirmaktadir®. Ekstraseliiler fosfolipazlar ise,
konak hiicre membranindaki fosfolipidleri parcalayarak membran hasarina yol agmakta-
dirS. Bir diger viriilans faktérii olan biyofilm iretimi ile Candida’lar konak hiicresine, pro-
tezlere, kateterlere tutunarak kolonize olmakta ve 6zellikle imminstpresif konakta inva-
zif hastaliklarin gelismesine yol acmaktadir’-. Son yillarda genis spektrumlu antibiyotik-
ler, sitotoksik ilaclar ve kortikosteroidlerin yaygin kullanimi, oral kandidiyaz prevalansin-
da artisa neden olmustur®.

Hayvan modelleri, antifungal ilaglarin terapotik etkinliginin incelenmesinde ve Candi-
da enfeksiyonlarinda virlilans faktorlerinin ve patogenezin arastiriimasinda siklikla kulla-
nilmaktadir'®'!. Konvansiyonel laboratuvar fareleri, kalici oral floralarinda Candida’nin
bulunmamasi nedeniyle oral kandidiyazin deneysel modellerinde siklikla tercih edilmek-
tedir'2. Bu calismada, saglikli ve deneysel olarak immiin sistemi baskilanmus farelerde, vi-
rulansi dusuk ve antifungallere duyarl C.albicans susu ile gelistirilen oral kandidiyaz mo-
delinde, Candida kolonizasyon oranlari ve kolonizasyona bagli olarak dil ve 6zefagus do-
kularinda gelisen histopatolojik degisikliklerin karsilastinlmasi amaclanmustir.

GEREC ve YONTEM
Deney Hayvanlari

Calismada, konvansiyonel yontemlerle yetistirilen 6-8 haftalik, yaklasik 18-20 g agirhgin-
da 21 adet BALB/c fare susu kullanildi'3. Calisma Dokuz Eyliil Universitesi Hayvan Deney-
leri Yerel Etik Kurulunun onayi ile yuritildi (HADYEK NO: 79/2009). Farelerden steril
ekuvyon ile orofarengeal siirlintli 6rnekleri alinarak sabouraud dekstroz agara (SDA) (Oxo-
id, Ingiltere) ekim yapildi ve 48 saat 35°C’de inkiibe edilen plaklarda maya tremesi sap-
tanmayan fareler calismaya alindi. Yirmi bir adet BALB/c tiri fare; kontrol grubu (Grup 1;
n=7), saglikh grup (Grup 2; n= 7) ve immiuin sistemi baskilanmis grup (Grup 3; n=7) ol-
mak Uzere (i¢ gruba ayrildi. immin sistemin baskilanmasi amaciyla Grup 3'teki farelere
Candida inokiilasyonundan bir giin 6nce ve (g giin sonra 100 mg/kg dozunda subkiitan
prednizolon uygulandi. Candida inokiilasyonundan bir giin 6nce farelerin icme sularina
0.83 mg/L tetrasiklin hidroklorid eklenerek deney sonuna kadar bu suyu icmeleri saglan-
di's.

Orofarengeal Kandidiyaz (OPC) Modeli

Bu amacla, Kamai ve arkadaslari'# tarafindan tanimlanan model uygulandi. Bu model
icin SAP ve fosfolipaz enzim aktivitesi negatif, biyofilm tGretmeyen, flukonazol ve amfo-
terisin B’ye duyarli C.albicans susu kullanildi. Susun, SDA’da Uretilerek elde edilen taze

338 MiKROBIiYOLOJi BULTENi



Karaman M, Kiray M, Bayrakal V, Bagriyanik HA, Yilmaz O, Bahar IH.

kiiltirlerinden koloniler toplandi ve steril tuzlu su ile 2 x 108 blastokonidya/ml olacak se-
kilde stispansiyon hazirlandi. Intraperitoneal uygulanan ketamin ve ksilazin kombinasyo-
nu ile fareler anesteziye alindi. 3 mm capli steril pamuk cubuklar 100’er yl Candida sus-
pansiyonu ile doyurulduktan sonra saglikli ve immiuinsipresif farelerin oral kavitesi icin-
de iki saat sureyle bekletildi. Kontrol grubunda bu islem serum fizyolojik emdirilmis pa-
muklu ¢ubuk ile yapildi.

Tanimlama ve Koloni Sayimi

inokiilasyon sonrasi ikinci giinden itibaren farelerin agiz mukozalari kontrol edilerek
beyaz yama tarzi plaklarin gelisimi degerlendirildi. Dordlincu giin, sakrifikasyon 6ncesi
tum gruplardaki farelerden steril ekiivyon ile dorsal dil ylizeyi ve orofarenksten alinan si-
riintl ornekleri 1 ml steril distile su icinde karistinildi. Kantitatif olarak SDA’ya ekimler ger-
ceklestirildi ve 37°C’de 48 saat inkiibe edilen plaklarda olusan koloniler sayildi. Denek-
lerden izole edilen suglarin tanimlanmasi, cimlenme borusu (germ tiip) testi, CHROMa-
gar Candida besiyerindeki koloni morfolojisi ve misir unu tween 80 besiyerindeki goru-
ndmu ile yapild.

Histopatolojik Degerlendirme

Candida inokulasyonu sonrasi dordiincli guin tim gruplardaki fareler stirtintii 6rnek-
lerinin alinmasindan sonra toksik doz anestezik madde ile sakrifiye edilerek dil ve 6zefa-
gus dokulari %10 formalin iceren ortama alindi. Rutin doku islemi sonrasinda parafine
gomiilen dokulardan mikrotom ile (Leica RM2255) 4-5 p kaliniginda kesitler elde edile-
rek hematoksilen-eozin (HE) ve PAS (periodic acid schiff) boyalari uygulandi. Hazirlanan
preparatlar 1sik mikroskobu ile incelendi ve goruntilendi.

istatistiksel Analiz

Tam veriler “SPSS 15.0 for Windows” istatistik programinda degerlendirildi. Gruplar
arasindaki fark ki-kare testi ile, ikili grup karsilastirmalari ise Mann-Whitney U testi ile ya-
pildi. Istatistiksel anlamlilik icin p< 0.05 kabul edildi.

BULGULAR

inokilasyon sonrasi ikinci giinden itibaren farelerin agiz mukozalar degerlendirildigin-
de; kontrol grubunda (Grup 1) bir degisiklik gozlenmezken, saglhkli (Grup 2) ve immiin
sistemi baskilanmig (Grup 3) farelerde pamukguk tablosuna benzer beyaz yama tarzi plak-
larin gelistigi saptanmistir. Oral kandidiyaz modelinin dérdiinct gliniinde, farelerden ali-
nan suriintt 6rneklerinin kantitatif ekimi sonucunda Grup 1’de ireme goriilmemis; Grup
2 ve Grup 3'teki tiim farelerde ise C.albicans Gremesi saptanmistir. Grup 3’te saptanan ko-
loni sayisi Grup 2'ye gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p= 0.002) (Sekil 1).

Deneklerden alinan dil ve 6zefagus dokulari HE ile boyanarak enflamatuvar yanit, ap-
se olusumu, vaskdiler konjesyon ve vazodilatasyon acisindan dedgerlendirilmis, PAS ile
mantar varligi ve fungal morfolojinin aydinlatiimasi amaclanmistir (Resim 1). Belirtilen
parametreler kesitlerde bulunup bulunmamalarina gore var/yok seklinde skorlanmustir.
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Sekil 1. Deneysel enfeksiyonun dérdiincii gtiniinde dorsal dil yiizeyi ve orofarenksten alinan siiriintii érnekle-
rinde tireyen Candida kolonisi sayilari.

Resim 1. Grup 2 ve Grup 3'te 6zefagus doku kesitlerindeki mayalarin (oklar) 151k mikroskobik gértintisii (A:

HE; B: PAS boyama). 2A ve 3A’da kiiclik resimlerdeki ok baslari konjesyonu, 3B’de kiictik resimdeki yildizlar
enflamatuvar hiicreleri isaret etmektedir.
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Ozefagus dokusunda meydana gelen enflamasyon degerlendirildiginde; Grup 3 ile
Grup 1 arasinda anlamli bir fark saptanirken (p= 0.023), Grup 2 ile arasinda fark gozlen-
memistir (p= 0.107). Dil dokusunda olusan enflamasyon ise Grup 2 ve Grup 3 arasinda
istatistiksel olarak anlaml bulunmazken (p= 0.317), bu iki grubun kontrol grubuna go-
re farki anlamli (sirasiyla; p= 0.00 ve p= 0.002) bulunmustur. Ozefagus dokusundaki
konjesyon dikkate alindiginda; Grup 2 ve 3 ile Grup 1 arasindaki fark anlamli bulunmus
(p= 0.002), ancak Grup 2 ve 3 kendi aralarinda anlamh fark gostermemistir (p= 1.00).
Benzer sekilde dil dokusundaki konjesyon da, Grup 2 ve 3'te Grup 1’e gore anlamli ola-
rak farkli iken (sirasiyla; p= 0.023 ve p= 0.007), Grup 2 ve 3 kendi aralarinda anlamli bir
fark gostermemislerdir (p= 0.591).

Ozefagus ve dil dokularinda maya varliginin degerlendirilmesi sonucunda; Grup 2 ve
Grup 3 ile Grup 1 arasinda anlamli bir fark oldugu (p= 0.00), Grup 2 ve 3 kargilastirildi-
ginda ise Grup 3'te maya orani daha fazla olmakla birlikte bu farkin istatistiksel olarak
anlamli olmadigi gorilmdstir (p= 1.00). Gruplarin hicbirinde dil ve 6zefagus dokularin-
da hif varligi tespit edilmemistir.

TARTISMA

C.albicans'in neden oldugu enfeksiyonlarda tek bir virilans faktoriiniin etkin olmadigs,
konakginin immiin yanitinin da énemli oldugu vurgulanmaktadir®. Enfeksiyonlarin gelis-
mesinde, Candida tarafindan Uretilen cesitli enzimlerin roli olmakla birlikte proteinaz ve
fosfolipaz tiretiminin patogenezi 6nemli 6lciide artirdigi rapor edilmektedir'>-18, Calisma-
mizda deneysel oral kandidiyaz icin proteinaz ve fosfolipaz aktivitesi negatif, biyofilm
tiretmeyen, flukonazol ve amfoterisin B'ye duyarli C.albicans susu kullanilmistir. Boylece
gruplar arasinda gerek Candida kolonizasyon oranlari agisindan, gerekse dil ve 6zefagus
dokularindaki histopatolojik degisiklikler acisindan karsilastirma yaparken calisilan viriilans
faktorlerinin etkisi olmadan konakg¢inin immiin sistemi dikkate alinabilmistir.

Yapilan calismalarda, saglikli bireylerde kandidalarin oral kaviteye yerlesim oraninin
%25-30 oldugu, immun sistemi baskilanmis kisilerde ise Candida ile asemptomatik oral
kolonizasyon ve ardindan OPC tablosunun gériilme sikhiginin arttigr bildiriimektedir'®-2°,
Calismamizda saglkli ve deneysel olarak immuin sistemi baskilanmis farelerde gelistirilen
oral kandidiyaz modeli sonrasi gruplar arasinda C.albicans kolonizasyon oranlari acisin-
dan fark bulunmamigtir. Buna karsilik immiin sistemi baskilanmig farelerde dorsal dil yuG-
zeyinden alinan surlinti orneklerinde ireyen Candida kolonilerinin sayisi, saglikh farele-
re gore anlamli olarak yiiksek bulunmugstur. Bu bulgu hem 6zefagus hem de dil doku ke-
sitlerinin 1s1k mikroskobu incelemesinde Grup 3’te maya oraninin daha fazla saptanmasi
ile desteklenmistir. Bu calismada C.albicans kolonizasyon oranlari agisindan gruplar ara-
sinda fark bulunmamasi, daha onceki literattir bilgileri ile celiskili gibi gorinmekle birlik-
te, son zamanlarda bu veriyi destekleyen bazi arastirmalar yayinlanmistir. Dongari-Bagt-
zoglou ve arkadaslari?!, immiinsiipresif tedavi alan transplantli hasta grubu ile saglikl
kontrol grubunu, oral mukozada C.albicans kolonizasyonu acisindan karsilagtirmiglar ve
gruplar arasinda bir fark olmadigini bildirmislerdir. Yine bu calismada, organ transplan-
tasyonu yapilan hastalarda oral Candida yikunin saglkh gruba gore daha yiksek oldu-
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gunun gosterilmis olmasi verilerimizi desteklemektedir. Arastirmacilar immunsupresyo-
nun suresi, kullanilan immunsipresif ilacin dozu ya da tiri ile oral Candida tastyicihg
arasinda korelasyon olmadigini da belirtmislerdir?'. Diger calismalarda ise, oral mukoza-
da maya kolonizasyon ya da enfeksiyon oranlari saglikh kisilerde %51.7, HIV/AIDS'li ol-
gularda %66.7 olarak bildiriimekte, oral Candida tastyicihginin CD4* T hiicrelerinin sayi-
st ya da viral yiik ile iliskili olmadigi ifade edilmektedir?>23,

Klinik 6rneklerden C.albicans’in izole edilmesi durumunda, bunun gercek bir patojen
mi yoksa normal flora tyesi mi oldugunun ayirt edilmesi her zaman kolay olmamakta-
dir. Bu mantarin kolonizasyondan invazyon asamasina nasil gectigi, hangi mekanizma-
larla konak hasarina yol actigi konusunda arastirmalar yogun olarak yurittilmektedir. Bi-
zim calismamizda Grup 2 ve Grup 3'te tum farelerin dorsal dil ylizeyinden alinan striin-
th orneklerinde Candida kolonizasyonu gosterilmistir. Literattirde oral olarak Candida uy-
gulamasi yontemi ile hayvanlarin timiinde asemptomatik kolonizasyon olusturulabildi-
gi bildiriimektedir'®. Asemptomatik kolonizasyonu géstermek icin hayvanlarin oral kavi-
telerinden siriintl alip SDA’'da Uretmek yeterlidir; ancak enfeksiyona giden siirecte 6zel-
likle hif varliginin ve epitelyal invazyonun gésterilmesi énem tagir''. Oral kandidiyazda
C.albicans'in mukozadaki histopatolojik strecleri, (a) mukozaya adezyon, (b) proliferas-
yon ve hif olusumu, (c) derin epitelyal dokulara invazyon olmak Uzere l¢ basamaktan
olusmaktadir. Adezyon basamaginda dil yiizeyi mukoidal bir orti ile kaplanmakta ve ma-
ya hucreleri bu alanda kiimeler olusturmaktadir. Enfeksiyon stirecini kolaylastiran bu mu-
koidal yapi tam olarak aciklanamamakla birlikte, bu konudaki goruslerden birisi konagin
takiragundeki musin yapisinin etkisi; digeri ise Candida’'nin biyofilm Gretimi kaynakli
olabilecegidir?*. Bu calismada Candida kolonizasyonu sonrasi dil ve 6zefagus doku kesit-
lerinin 151k mikroskobunda degerlendirilmesi sonucunda her iki grupta da farelerin tu-
miinde maya varligi gosterilmekle birlikte hif varligi gosterilememistir. Farelerin dil ve
0zefagus doku kesitleri enflamatuvar yanit, apse olusumu, vaskiiler konjesyon ve vazodi-
latasyon acisindan isik mikroskobu ile degerlendirildiginde ise Grup 2 ve Grup 3 arasin-
da istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamustir. Bu durum, oral kandidiyazi olustur-
mak icin kullandigimiz susun virtilansinin dusik olmasi ve 6zellikle de biyofilm tretme-
mesi nedeniyle deneysel modelin asemptomatik oral kolonizasyon agamasinda kaldigini,
dolayisiyla proliferasyon ve hif olusumu asamasina ilerleyemedigini distindirmektedir.
Deneysel olarak immiin sistemi baskilanmis farelerde dorsal dil yilizeyinden alinan strin-
th orneklerinde saptanan koloni sayisinin saglikli gruba gore yiiksek olmasinda ise kona-
gin immuin durumu etkili olmus olabilir.

Sonug olarak; bu calismada elde edilen veriler, C.albicans'in neden oldugu oral kandi-
diyaz tablosunda, kolonizasyondan enfeksiyona giden surecte, tek basina konagin im-
miin sisteminin etkili olmadigini gostermekle birlikte, bu konuda daha ileri calismalara
gereksinim oldugu aciktir. C.albicans’in virulans faktorlerinin ve konak immin durumu-
nun birlikte ele alindigi calismalarda, 6zellikle deneysel hayvan modellerinin yol gosteri-
ci olacagi kanisindayiz.
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