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1. GIRIS VE AMAG

Alveolit dis ¢ekimi sonrasinda en sik Kkargilagilan
komplikasyonlardan biridir. Alveolit alt genede kulaga ve sakak bdlgesine,
ust cenede alin ve g6z cevresine yayilan agrilara neden olur. Bitkinlik ve
huzursuzluga sebep olma, dis ¢ekiminden 1 - 3 gln sonra ortaya ¢ikma,
kismen veya tamamen bozulmus pihti, kétl agiz kokusu ve agri kesiciler

ile hafifletiemeyen siddetli agri tablosu ile karakterizedir.” % > *

Alveolite, halitosis de eslik edebilir. Hastalar kotl tattan da
sikayetci olabilirler. Siddetine bagl olarak slresi 7 ile 10 gun arasinda
degdisebilir. Alveolar osteit, fibrinolitik alveolit veya dry soket olarak da
bilinen alveolitin goérilme sikhgi %2 — 5,3 arasindadir. Ancak molar dislerin
cekimini takiben bu oranin %20 — 35e kadar yukselebildigi rapor
edilmistir.> ® 7 * Etiyolojisinde oral bakterilerin varligi (T. denticola
cogunlukta olmak (izere), kotu oral hijyen, perikoronitis veya ileri
periodontal hastalik gibi lokal enfeksiyonlarin varhdr zorlu ¢ekimler ve
travma, ¢ekim kavitesinde artik kalmis olan kok veya kemik pargaciklarinin
varligi, ¢cekim sonrasinda soketin asiri kurete edilmesi, olugsan pihtinin
yerinden oynamasi; oral kontraseptif veya sigara kullanimi gibi etkenler

tizerinde durulmaktadir.”84

Oral kavitede alveolite neden olabilen fibrinolitik aktiviteye
sahip  mikroorganizmalar da  mevcuttur. Fibrinolitik  aktivite,
Phorphynomonans gingivalis (P. gingivalis) ve Treponema denticola (T.
denticola) varliginda da godzlemlenmistir. T. denticola plazmin benzeri
fibrinolitik aktivite uygulayarak alveolit olusumuna neden olabilmektedir.
Fibrinojenolitik ve fibrinolitik aktivite ya da her ikisini de gdsteren
mikroorganizmalar sirasiyla  Actinomyces sp., Bacteroides sp.,
Fusobacterium sp., Peptococus sp., Propinobacterium sp. ve

Staphylococuss aureus’tur.’



ilk kez 1985 yilinda bilim diinyasina sunuldugundan itibaren
‘polimeraz zincir reaksiyonu’ (PZR), hem arastirmalarda hem de klinik
laboratuarlarda tanida yeni bir ¢igir agmistir. Metot, nukleik asitlerin canli
organizma iginde bulunmadan, uygun kosullar altinda c¢ogaltiimasina
dayanan bir c¢esit "in vitro klonlama"dir.'® PZR, reaksiyonu Deoksribo
nakleik asitin (DNA) iki zincirinin yuksek 1si ile birbirinden ayrilmasini
(denatlrasyon), daha sonra sentetik oligonukleotidlerin hedef DNA'ya
baglanmasini (hibridizasyonu), sonra zincirin uzamasini (polimerizasyon)
,Gift iplikcili DNA’larin sentezi ve bu sikluslarin belirli sayida tekrarlanmasi
esasina dayanir. Bu U¢ adim (denaturasyon / primer baglanma ve DNA
sentezi) bir PZR siklusunu olusturmaktadir. Her adim farkli 1silarda
gerceklesir (sirasiyla 94°C-98°C; 37°C-65°C; 72°C ). PZR teknigi tek
veya Gift iplikgikli DNA'y1, Ribonukleik asite (RNA) hedef olarak kullanabilir.
Bu metotla bir DNA hedefini 106 ila 1012 arasinda ¢ogdaltmak mimkundur.
Yontemin temeli, c¢ogaltiimak istenen bdlgenin iki ucuna 06zgu, bu
bdlgedeki baz dizilerine tamamlayici bir ¢ift sentetik oligonUkleotid primer
(18—20 baz uzunlugunda) kullanarak; bu iki primer ile sinirlandirilan genin
enzimatik olarak sentezlenmesine dayanmaktadir.’” PZR, cok az miktarda
elde edilebilen DNA Ornekleri ile bile calismaya olanak saglamaktadir.
PZR laboratuar tanilarinda ¢ok blyuk bir hiz ve kesinlige sebep olmustur.
Anaerobik bakteriler, geleneksel kultir yontemleri kullanildiginda, 7-14
gunde tanimlanirken, PZR ile yalnizca birka¢ saatte tanimlanabilmektedir.
Bakterilerin tanimlanmasinda genellikle temel PZR yontemleri yeterlidir.
Bunun yaninda, “nested PZR”, “mdiltipleks PZR”, “Real-time PZR” gibi
varyasyonlarina da basvurulmaktadir. Bu yontemlerin ¢ogu niteliksel veya
yari nicelikseldir. Real-time PZR, reaksiyon boyunca urUnlerin devaml
olarak dl¢ulmesi ile karakterizedir ve diger PZR yodntemlerine gore daha

pratik ve hassas 6l¢l yapmaktadir.



Alveolit olgularinin meydana gelmesinde bakterilerin rolu
onceki calismalarda bildirilmistir. Ancak, literatUrler gézden gegcirildiginde
bakterilerin virilans faktorlerinin Real-time PZR kullanilarak saptandigi bir
calismaya henlz rastlanilmamaktadir. Bu ¢alismanin amaci, saglikli bir
sekilde iyilesmekte olan dis ¢ekimi soketleri ile alveolit olgularindan elde
edilen orneklerde, karsilastirmali olarak P. gingivalis ve T. denticola’nin
varhdi ile prevalanslarinin hassas bir molekuler teknik olan Real-time PZR

yontemini kullanarak incelenmesidir.



2. GENEL BILGILER
2.1 Oral flora

Yenidoganlarda agiz florasi genellikle annenin dogum kanali
florasi ile kaplanir. Bunlar genellikle Laktobasiller, Stafilokoklar,
Mikrokoklar, Korinebakteriler, Enterik bakteriler, mayalar ile aerob,
anaerob ve fakultatif Streptokoklardir. Bunlar birkag gun igerisinde
dediserek annenin agiz, el ve meme derisi florasini andirirlar. Anaerob
bakteriler, 6zellikle dis sirme doneminde damagin ilk yarilarak aciimasi

esnasinda yerlesmeye baslarlar.”

AQiz ici dokular, disler, mukoza, diseti, diseti olugu vb
yuzeyler, aerob ve anaerob bir¢ok mikroorganizmayi barindirirlar. Agiz
icerisinde en fazla karsilasilan mikroorganizma cinsi Viridans
Streptokoklardir ( %30 - 60 ). Dissiz agizda Streptokokus (S.) mutans ve
S. sanguis’e rastlanmazken, ¢ocuklarda genclerde ve eriskin agizlarinda
en yaygin cins ve sayica da en fazla olan bakteri olmasi sebebiyle disler,
bu bakteri cinsinin yerlesmesi bakimindan oldukga uygun bir ortam
olusturmaktadir. Dis plaginda S. salivarius’a, Lactobasilus’lara,
Bacteroides melaninogenicus’a (%1’den az) ve Treponemalara (%0,1)
rastlanmaktadir. Bakteri plaklarinda erken doénemlerde anaeroblar
bulunmazken plagin zamanla kalinlagsmasiyla aeroblarin ve fakultatif
anaeroblarin Ureyip oksijeni azaltarak ve plak alti kisimlarda anaerob
ortamin hazirlanmasiyla, anaeroblarin da Uremeye basladigi tespit
edilmistir. Insanda dis, diseti ve tikiriige temas etmeden diseti olugundan
saf drnek alabilmek her ne kadar zor olsa da, 6zel steril konik kagitlarla
alinan ornek ve yapilan galismalarda Uretilen mikroorganizmalar Tablo

1’de gosterildigi gibidir."



Tablo 1 : Digeti olugu sivisindan izole edilen mikroorganizmalar

T.oralis, T.macrodentium

B.vincenti

Grup Cins ve/veya tiir Uretilme orani (%)
Stafilokoklar,Enterokoklar,
Gr(+) fakultatif Str.mutans, Str.sanguis,
koklar Str.mitis,S.slivarius 28.8
Peptostreptokokuslar 7.4
Gr(+) anaerob
koklar
Gr(+) fakultatif Korinebakteriler, Laktobasiller 15.3
basiller Nokardialer
Aktinomices bifidus,
Gr(+) anaerob A. Israelii
basiller A.naeslundii, A.odontolyticus,
P.acnes, Laktobacillus buccalis, 20.2
Korinebakteriler .
Gr(-) fakultatif Neisseria sp. 0.4
koklar
Veilonella parvula, 8,7
V. alcalescens
Gr(-) anaerob
koklar
Gr (-) anaerob | Porphyromonans melaninogenicus, 17.3
basiller B.oralis, V.sputorum, E.nucleatum,
S.sputigenum
Spiroketler T. denticola, 1,9




Tablo 2 : Dil florasini olusturan milroorganizmalar

Mikroorganizma Grubu/Cinsi Izolasyon
orani

Fakultatif Streptokoklar 38.3
Veilonella’lar 14.3
Fakultatif Difteroidler 13.0
Anaerob Difteroidler 7.4
Stafilokoklar-Mikrokoklar 6.5
Bacteroidesler 5.3
Peptostreptokoklar-Peptokoklar 4.2
Neisseria’lar 2.3
Vibriolar/Campylobacterler 2.1
Fusobacterium’lar 0.8
Tanimlanamayan Gr (-) basiller 3.2
Tanimlanamayan Gr (+) koklar 2.6

Tablo 3 : Dig plagi florasini olugturan mikroorganizmalar

Fakultatif Streptokoklar 27
Fakultatif Difteroidler 23
Anaerob Difteroidler 18
Peptostreptokoklar-Peptokoklar 13
Veilonella’lar 6
Bacteroidesler 4
Fusobacterium’lar 4
Neisseria’lar 3
Vibriolar/Campylobacterler 2
Fusobacterium’lar 0.8
Tanimlanamayan Gr (-) basiller 3.2

Tanimlanamayan Gr (+) koklar 2.6




Dil floras! ile dis ylUzeyinde olusan bakteri plagi mukayese
edildiginde pek ¢ok mikroorganizmanin benzer cins ve turden oldugu
go6zlenmigtir. Belli bir ortamda ayni cins veya tlrde mikroorganizmanin
sayica artmasi mikrobiyolojik olarak enfeksiyon bulgusudur. Ancak,
periodontal enfeksiyonlarda Spiroketlerin artisi disinda diger bakterilerin
saglikli ve hasta bireylerde de benzer cins ve turde olmasi mikrobiyolojik

teshisi gliclestirmektedir."
2.2 Oral mikroorganizmalarin siniflandiriimasi
Bakteriler, mikroskobik morfolojilerine gore; 3’e ayrilirlar.

1-Yuvarlak sekilli bakteriler: Bunlara kok “coccus’lar denilir.
Taze Uretilmis kulltarlerde, ortalama 0,8 — 1,0 mcm capinda yuvarlak
bakteriler olup, sivi besi yerlerinden yapilan mikroskobik muayenelerde,
“‘Ozum salkimi”, “tespih dizilisi”, “ikili kahve c¢ekirdekleri”, “klp”, vs

sekillerinde gorulurler.

Ornegin, Stafilokokus, Streptokokus, Mikrokokus,
Peptokokus, Peptostreptokokus, Neisseria, Sarcinia, Gafkya, cinsi

bakterilerdir."

2-Cubuk/Comak sekilli bakteriler: Bunlara “basiller” denilir.
Boyutlari (en ve boylari) oldukga farklik gosterirler. Bakteri cinslerinin
blylk c¢ogunlugu bu sekillerde goérulir. Bazilari kuguk basiller (en 0,5
mcm X boy 1,5 mcm) halinde iken bazilari (0,7mcm x 5-10 mcm) daha
uzun olabilmektedir. Kimi durumlarda bdlinen hucreler birbirlerinden

ayrilmazlar ve gok daha uzun gériilebilir."’

Ornegin, Bacillus sp., Clostridium sp., Corynebacterium sp.,

Listeria sp., Branhamella sp., Mycobacterium sp., Actinomyces sp.,

7



Actinobacillus sp., Lactobacillus sp., Fusobacterium sp., Flavobacterium
sp., Bacteroides sp., Porphyromonas sp., Providencia sp., Veillonella sp.,
Propionibacterium sp., Pseudomonas sp., Pasteurella sp., Shigella sp.,
Kingella sp., Francisella sp., Brucella sp., Yersinia sp., Legionella sp.,
Haemophilus sp., Mycoplasma sp., Ureoplasma sp., Vibrio sp.,
Acinetobacter sp., Campylobacter sp., Salmonella sp., Escherichia sp.,
Citrobacter sp., Enterobacter sp., Klebsiella sp., Proteus sp., vb cinsi

bakteriler."

3-Spiral sekilli bakteriler: Aksial filamentli spiral sekilli
bakteriler, kendi eksenleri etrafinda helezonik kivrimlar bulunan,
mikroskopta burgu veya yay seklinde gorulurler. Sporsuzdurlar ve Gram

boyama &zellikleri zayif olmakla birlikte negatiftirler."’

Bakterilerin ~ farkli  hlcre vyapilari nedeniyle, cesitli
kimyasallarla farkli renklerde boyanmasina ‘Gram boyama’ denir.'> Gram
pozitif (+) bakterilerin hicre duvarlarinda bulunan peptidoglikan
(mukopeptid) tabakasi daha kalindir ve Gram negatif (-) bakterilerde
bulunmayan teikoik asit igermektedir. Gram (-) bakterilerin hiicre duvari ise
lipopolisakkaritten olusmustur. Kristal viyole ve ligol boyalari, hicre
duvarlarindan gecgerek bakterileri boyamaktadir. Gram (+) bakterilerde bu
boyalar, hucre c¢eperinden zor ayrilan bilesikler yaparak alkol
uygulandiginda mor renklerini kaybetmezler. Gram (-) bakterilerde ise
hicre c¢eperinde bulunan lipitler, alkolle ¢ozinerek, boyanirlar. Bu tur

bakteriler fuksinle boyandiklarinda pembe-kirmizi renge boyanirlar.'

2.2.1 Gram (+) koklar

Odontojenik enfeksiyondaki bakteriler normalde bireyin
vicudunda yasayan canlilardir. Agiz florasini olusturan plakta, mukoza

yuzeylerinde, gingival sulkusta bulunan bakterilerdir. Bu bakteriler aerobik
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gram pozitif koklar ve anaerobik gram negatif cubuklardir.?® Alveolit
olgularinda oral bakterilerin 6zellikle Gr (+) koklarin etkin oldugu pek c¢ok

calismada gosterilmistir.™1%16.17.18.19.20.21

a) Streptokoklar

Oral mikrofloranin buylk bir ¢ogunlugunu streptokoklar
olugstururlar ve agzin tim bdlgelerinden izole edilebilirler. Geleneksel
olarak oral streptokoklar, basit biyokimyasal ve fizyolojik testlerle
siniflandinlabilmekte ve birbirinden ayrilabilmektedir. Gunimuize kadar
oral florada tanimlanmis olan oral streptokoklar Tablo 4’de gosterildigi
gibidir.?®

Tablo 4: Tanimlanmig oral streptokok tiirleri

Grup Tiir

Mutans grubu S.mutans, serotip c,e,f
S.sabrinus serotip d,g
S.cricetus serotip a
S.rattus serotip b
S.ferus

S.macacae

S.downei serotip 4

Salivarius grubu S.salivarius
S.vestibularis

Anginosus grubu S.constellatus
S.intermedius

S.anginosus




Mitis grubu S.sangius
S.gordonii
S.parasonguis
S.oralis
S.mitis

S.crista

Diger oral streptokoklar S. pyogens, Peptostreptokok micros,

Peptostreptokok magnus, Peptostreptokok anaerobius’tur.

b) Stafilokoklar, Mikrokoklar ve Stomatokoklar

Bu gruptaki mikroorganizmalar, saglikli bireylerde oral
kaviteden izole edilmeleri olduk¢a nadir gorulir. Ancak, protez kullanan
hastalarda, gesitli oral enfeksiyon varliginda ve immun olarak baskilanmis
hastalardan elde edilen dental plak 6rneklerinde stafilokoklara saptandigi

bildirilmistir. 28

2.2.2. Gram (+) comaklar ve filamanlar

Genellikle dental plaktan izole edilebilinirler. Bu bakterilerin
siniflandinimasinda kemotaksonomik metotlar ve serolojik yaklasimlar
kullanilmaktadir. Bakterilerin siniflandiriilmasinda kemotaksonomi faktoru
onemlidir. Daha az oranda spesifitesi olan ve bakterilerin kimyasal
yapilarini esas alan bu siniflama da, bakterilerde ¢ok degisken olan
yapisal  Ozellikler nedeniyle genetik sinifama  kadar tutarli
bulunmamaktadir. ?® Bakterilerin kimyasal yapilari her ne kadar genetik bir
Ozellik gosterse de, bunlarin yetistigi veya Uredigi besi yerinin kimyasal
yapisi, osmotik basinci, pH, vs. gibi gevresel kosullar da oldukga etkili

olabilmektedir. Actinomyces sp., Eubacterium sp., Lactobacillus sp.,
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Propionibacterium sp. bu gruba dahil edilmektedir. Actinomyces sp.

grubunun tiirleri Tablo 5’ de gdsterilmektedir.?®

Tablo 5 : Tanimlanmig Aktinomiges tiirleri

Giiniimiizdeki ismi Onceki
Siniflama
Actinomyces georgiae Subgingival Actinomyces sp.
Actinomyces A. israelii serotip 2
gerencseriae A. israelii serotip 1
A. israelii A. odontolyticus
A. odontolyticus A. naeslundii serotip 1
A. naeslundii genotipler 1 | A. naeslundii serotip 2 & 3
A. naeslundii genotipler 2 | A. viscosus serotip 2
A. meyeri
A. meyeri
A. bernardiae
A. radingae
A. neuii
A. europaeus
A. graevenitzii
A. turicensis

2.2.3. Gram (-) koklar

Bu grup bakteriler, Neisseriaceae ve Veillonellae
familyasindan gelmektedirler. Neisseria sp., Branhamella sp., Moraxella
sp., Kingella sp. ve Actinobacter sp. cinsleri Neisseriaceae familyasina

dahil edilebilir."" Oral kavitenin birgok bélgesinde Veillonellae (V) familyasi
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izole edilmektedir. Ancak en ¢ok dental plakta bulunmaktadir. Bu grup V.

parvula, V. dispar ve V. atypica turlerinden olugsmaktadir.

2.2.4. Gram (-) comaklar

a) Fakliltatif anaeroblar Gr (-) rodlar

Oral bolgedeki fakultatif anaerob gram (-) rodlarin (Cubuk)
¢ogu, Haemophilus (H) genusuna aittir. Genellikle dental plak, saliva ve
epitelyal bolgelerde bulunmaktadirlar. H. parainfluenzae (biyotip 1,2 ve 3),
H. segnis (biyotip 5), H. paraphrophilus (biyotip 5), H. aphrophilus (biyotip
10), H. haemolyticus (biyotip 10,5), bu gruba dahil edilebilir. Bu tarler,
cene enfeksiyonlari ve enfektif endokardit vakalarindan izole edilmistir
ancak patojenik ozellikleri olduk¢a dusuktir. Diger fakultatif anaerob gram
(-) cubuklar arasinda bulunan Eikenella corrodens, enfektif endokardit,
abse ve periodontal hastalikli bolgelerden daha sik¢a izole

edilebilmektedir."’

Gram (-) anaerob bir mikroorganizma olan Simonsiella ise
insan ve hayvanlardaki oral kavitenin epitel yUzeylerinden izole

edilebilmektedir.

Capnocytophaga (C), CO2 bagimh gram (-) bir gubukdur.
Subgingival plak ve gingivitis vakalarindan izole edilmektedir. Bu turlere,
C. gingivalis, C. ochracea, C. sputigena, C. granulosa ve C. haemolytica
dahil edilebilir.

Actinobacillus (A) actinomycetemcomitans, adelosanlardaki
agresif periodontal hasardan sorumludur. Mikroaerofilik, kapnofilik ve
fakultatif anaerob bir mikroorganizmadir. A. actinomycetemcomitans,

I6kotoksin, kollajenaz ve proteaz gibi gesitli virtlans faktorlerine sahiptir.
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b) Zorunlu Anaerobik Gram (-) gubuklar

Superoksit dizmutaz ve katalaz enzimine sahip olmayan
mikroorganizmalar, bu gruba girmektedir.??> Zorunlu anaerobik gram (-)
bakterilerin bazi turleri o kadar zor Gremektedir ki, fermantasyon ve enzim
aktivitesi gibi testlerde metabolitlerin konsantrasyonu memnun edici bir
analiz i¢in ¢ok dusuk oldugundan net sonuglar elde edilememektedir. Bu
mikroorganizmalarin tanimlanabilmesinde geleneksel kultir yontemleri
kullanilamamaktadir. Ancak, molekller mikrobiyolojik yontemler ile
tanimlanabilirler. Gunimuzde laboratuar kosullarinda bile kaltire edilmesi
guc olan yeni turler, PZR gibi DNA-DNA hibridizasyonu ve 16S rRNA
genin cogaltiimasini esas alan yodntemlerle tanimlanabilmektedir. 16s
rRNA geni her ture gore degisik dizinler icerdiginden bakteriler arasindaki
akrabalik iligkilerinin  g¢ikarilmasinda bir molekuler saat olarak

kullanilmaktadir.23242%26

Oral anaerobik gram (-) cubuklarin blyuk c¢ogunlugu,
Bacteroides sp. genusunun iginde yer almaktadir. Bu gruptaki bazi
organizmalar, kanli agarda uretildiklerinde karakteristik kahverengi veya
siyah pigmentli koloniler meydana getirmektedir. Bu nedenle siyah
pigmentli anaeroblar olarak bilinirler.?#?" ilk kez 1921’de Oliver ve Wherry
bu mikroorganizmalari oral bdlgeden izole etmisler ve baslangigta bu
siyah pigmentin ‘melanin’ oldugunu ileri sirmislerdir.’” Ancak, yakin
zamanda ‘protoheme’ oldugu anlasilan bu pigmentin, oksijenin toksik
etkilerinden hucreleri korumaya yardim eden bir defans mekanizmasi

olarak gérev aldigi saptanmistir 8222’
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Tablo 6: Siyah pigmentli Bacteroides tiirleri ve yeni

siniflandirmadaki adlan %

Porphyromonas: Siyah-pigmentli (asakkarolitik Bacteroides

tlrleri)

Porphyromonas asaccharolyticus

Porphyromonas gingivalis

Porphyromonas endodontalis

Prevotella: Sivah-pigmentli (sakkarolitik Bacteroides turleri)

Prevotella melaninogenica
Prevotella denticola
Prevotella loescheii
Prevotella intermedia
Prevotella nigrescens
Prevotella corporis

Prevotella tannerae

Pigmentsiz oral Bacteroides turler ve yeni siniflandirmadaki

adlari ise Tablo 7’ de gdsterilmistir.?

Tablo 7: Pigmentsiz oral Bacteroides tiirleri

Prevotella: Pigmentsiz (sakkarolitik Bacteroides tiirleri)

Prevotella buccae
Prevotella bivia
Prevotella oralis
Prevotella oris
Prevotella oulorum

Prevotella ruminicola
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Bacteroides (B) capillosus, B. forsythus, B. pneumosintes
sakkarolitik pigmentsiz tlrler olarak tanimlanmaktadir. Ancak metabolik
son urunlerine, fermentasyon profillerine ve esas enzimlerine gore
farklilasma gostermektedirler.” Yeni siniflandirma ile B. forsythusun adi
Tannerella forsythia; B. pneumosintes’in adi ise Dialister pneumosintes
olarak degismistir.>**? Zorunlu anaerob gram (-) bakterilerin bir baska ana
grubu Fusobacterium sp. (F) genusuna ait bakterilerdir. Genellikle
asakkarolitik olarak tanimlanmaktadirlar ve uzun filamanlar halinde

bulunurlar. Bu htcreler;

Fusobacterium alocis,

F.sulci

F.periodonticum

F.nucleatum
Alt gruplari;
F.subsp. nucleatum,
F.subsp. polymorphum,
F.subsp. fusiforme)

F.vincentiii dir.
Diger gram negatif anaerobik ve mikroaerofilik bakteriler;

Leptotrichia buccalis,
Wolinella succinogens
Campylobacter
Campylobacter concisus,
C. showae,
C. sputarum,
C. curvus, (Wolinella curva)
C. rectus (Wolinella recta)

C. gracilis’tir. (Bacteroides gracilis)
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Siyah pigmentli mikroorganizmalarin, kdok kanal tedavisindeki
akut alevlenmeler ve gevre dokulardaki yikici harabiyetler ile ilgisi oldugu

dusunulmektedir.

Prevotella sp. ve Porphyromonas sp. tirleri gibi pulpal
lezyonlarda var olan siyah pigmentli bakteriler, iltihabi mediatorlerin, doku
yikimi ve kemik rezorbsiyonunda rol oynayan yikici enzimlerin aktivasyonu

ile klinik semptomlarin gelisiminde énemli rol oynamaktadirlar.?*30-3'-32

Socransky ve arkadaslar,®® checkerboard DNA-DNA
hibridizasyon metodunu kullanarak periodontal hasarin ciddiyeti ile en
fazla iligkili bulduklari ‘P. gingivalis, Tannerella forsythia ve T. denticola’
Uclistune ‘kirmizi kompleks (red complex)” adini vermiglerdir. Bu
kompleks, aktif marjinal periodontitisin ilerlemesinde ve enfekte kok

kanallarina bagh periapikal hasarlarda énemli role sahiptir.>**°

Siyah  pigmentli anaerob c¢ubuklar arasinda olan
P.endodontalis, P. gingivalis, Prevotella intermedia, P.nigrescens,
periapikal enfeksiyonlardan sorumludur.’®® Siyah pigmentli bakterilere
Uye olmamasina karsin T. denticola kirmizi komplekse dahildir. P.
gingivalis ile sinerjist iligkisi bulunur ve bu sinerjinin akut periapikal

semptomlarla yakin iligkili oldugu gosterilmistir. 3432237

T. denticola, T. forsythia ve P. gingivalis’in bir diger 6zellikleri
de geleneksel kultir yontemleriyle kultlre edilmelerinin ¢ok zor olmasidir.
Bu nedenle bu mikroorganizmalar ‘zor Ureyen’ mikroorganizmalar olarak

tarif edilmislerdir.®®
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2.3 T. denticola

Spiroketler  (treponema), insan  vilcudunun  birgok
bolgesindeki  enfeksiyonlarla iliskili bulunmaktadir. Son yillarda,
spiroketlerin oral kavitede goérlilen hasarlarin gelisimindeki 6nemi ve
patojenik potansiyeli Uzerinde durulmustur. Cogu spiroket tarindn, besin
ve cevresel gereksinimlerinin saglanmasi zordur, bu nedenle kultlre

edilmelerinin cok zor, hatta bazen olanaksiz olabilecegi rapor edilmistir.*

Oral treponema turleri morfolojik Ozelliklerine ve besin
gereksinimlerine gore siniflandinlir. Morfolojik 6zelliklerine goére oral
spiroketler genellikle kiiguk, orta ve buyuk boy olarak siniflandirilirken,
besin gereksinimlerine goére oral treponema turleri; tablo 8'de

gosterilmistir.*°

Tablo 8: Besin gereksinimlerine gére oral treponema tiirleri
1.Sakkoralitik oral treponemalar:
T. pectinovorum
T. socranskii
T. amylovorum
T. lecithinolyticum
T. maltophilum
T. parvum
2. Asakkoralitik oral treponemalar
T. denticola
T. medium
T. vincentii

T. putidum
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Treponema hareketlilik o6zelligi ylksek, helezonik kivrim
gosteren asakkarolitik, anaerobik gram negatif bir bakteridir.*"*?
Uretilebilen oral spiroket tiirlerinin en iyi karakterize edilebileni T.
denticola’dir. Ancak bu bakterinin kiltire edilmesi ¢ok zordur.
Fibroblastlara, epitelyal hucrelere, eritrositlere, fibronektine, hyaltrona,
serum ve diseti sivisina baglanabilme yetenegine sahiptir.®® T.
denticola’nin patojenitesine katkida bulunan bir¢ok virtlans faktor

bulunmaktadir.

Sinerji, birden fazla mikroorganizmanin ayni ortamda
bulunduklarinda birbirlerinin etkilerini guc¢lendirmelerine verilen addr.
Bakteri turleri arasindaki sinerji, bakterilerin yasama sanslarini ve konak
dokudaki zararl etkilerini arttirmaktadir.®*® ‘Kirmizi kompleks'in iki Gyesi
olan P. gingivalis ve T. denticola’nin arasindaki sinerji birgok galismada
gosterilmistir ve bu sinerjinin kdok kanal enfeksiyonunun ilerlemesinde
énemli bir role sahip oldugu distiniimektedir.>***>** Hatta bu sinerjinin bu
bakterilerin sahip olduklari bazi virilans faktorlerinden kaynaklaniyor

olabilecedi ileri suriilmektedir.*
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Resim 1 : T. denticola elektron mikroskop goériiniimii *°

2.3.1 T. denticola’nin Virulans Faktorleri.

T. denticola’nin basglica virllans faktorleri, Major Surface
Protein (msp-Ana Yuzey Proteini) ve kemotripsin benzeri proteaz
kompleksi (CTLP) gibi sitotoksik aktiviteli ylzey proteinleri; hiicre digi veya
membranla iligkili proteolitik, hidrolitik enzimler ve metabolitlerdir.*® T.
denticola’nin bazi yuzey proteinleri adeziv, sitotoksik etkiler gosterir ve
doku yikicl aktivitelere sahiptir. Bu proteinlerin baslicalari msp ve
CTLPdir.*®*’
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a) Ana Yuzey Proteini (msp)

T. denticola'nin ylzey proteini ve antijeni major kilif
proteinidir. Major kilif proteini (msp) T. denticola’nin farkli gruplarinda farkli
molekul agirligina sahiptir. 53kDa.luk msp proteini T. denticola’nin epitel
hicrelerine, fibrinojen, fibronektin ve laminin araciligiyla konak hicrelerine
baglanmasinda 6nemli role sahiptir. Msp proteini epitel hacreleri ve
eritrositiere  karsi toksiktirler.?” Ayrica, 53 kDa.luk Msp proteini
polimorfonukleer Idkositlerin degranulasyonunu tetiklemesi ve MMP-8,
MMP-9, kollajenaz ve jelatinazin spesifik salinimini  saglayarak
enflamatuvar cevabi arttinr.*® 64 kDa Msp proteini ise T. denticola'nin

diseti fibroblastlarina adezyonunda énemli role sahiptir.>>*°

Gorevlerini siralayacak olursak;

-T. denticolanin konak hucrelere ve hlcre digi matrikse

baglanmasini diizenler.*?
- Baglandigi yiizeylerde por olusturucu aktivite gosterir.**°

- Hiicre iskeletinin diizenlenmesini saglar.*’

-Hem epitelyal hicre ylzey reseptorlerine hem de

sitoplazmik proteinlere baglanir.”’

-Epitelyal hacrelerin  sitoplazmik membranlarindaki iyon

kanallarini olusturur.”’

Bu Ozellikler, T. denticola’nin konak epitel hulcrelerindeki

sitopatik etkilerine yardimci olur.
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b) CTLP (Chymotrypsin-like protease complex) (Kemotripsin

benzeri proteaz kompleksi)

Bu protein kompleksine ‘dentilisin’ adi da verilmektedir. Bazi
T. denticola turlerinin dis membranlarinda bulunur ve adezyonda etkili

olmaktadir.>*°3 Dentilisin;
- Jelatin, laminin, fibronektin, IgA, 1gC, albumin,
transferrin, fibrinojen ve diger biyoaktif peptidleri salgilayan genis bir

substrata kargi enzimatik etki gostermektedir.

- Epitel hdcrelerine  baglanmaktadir ve  onlarin

apoptozisini indiikledigi bildirilmistir.>*

- Doku vyikimina neden olan Kkollajenolitik konak

enzimlerinin aktivasyonuna yol agabilmektedir.?’

- T. denticola msp’nin lokalizasyonuna ve

oligomerlesmesine katkida bulunur.?’

- Epitelyal yuzeylerin permeabilitelerinin  artmasini

saglamaktadir. %

- Spiroketlerin ~ konak dokuya invazyonuna ve

enfeksiyonu yaymalarina neden olmaktadir.*’

c) T. denticola'nin eritrositlerin bir araya gelmesini saglayici

etkileri ve hemolitik aktiviteleri bulunur.
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d) Adezyon ve invazyon

T. denticola, konak hucrelere ve diger doku elemanlarina
adezyon gdsterebilmekte ve hiicrelere ve dokulara invaze olabilmektedir.
T. denticola, adezyon yetenegi ile konak hucrelerine tutunur ve onlarin
harabiyetine neden olur. T. denticola’nin insan gingival fibroblastlarina
adezyonunda fibronektin, ¢cok ©Onemli bir yer tutmaktadir. Ellen ve
arkadaglari, anti fibronektin antikorlari varliginda adezyonun engelledigini
gostermistir.”®> Ayrica adezyon, mannoz ve galaktoz tarafindan da

engellenebilir.

e) T. denticola, immunomoduler (bagisiklik duzenleyici)
Ozellige sahiptir.  Polimorfonukleer I6kositlerin  degranulasyonunu
saglayarak, onlarin kollajenaz, jelatinaz ve elastaz salgilamalarina neden

olur. Superoksit ve hidrojen peroksit Gretimini engeller.
f) Flajella

Dis dokularinda hasarin gelisiminde spiroketlerin hareket
yetenegi, 6nemli rol oynamaktadir. Bu hareketliligi saglayan flajella, dnemli
bir virilans faktori olmakla beraber flajellaya sahip olmayan spiroketler
kona§l enfekte etmekte basarisiz olmaktadir.*’ Flagellar filament 3 kor
proteini FlaB1, FlaB2 ve FlaB3 ve bir major kilif proteini FlaA dan
olusmaktadir. FlaA.nin fibronektine baglanarak T. denticola’nin konak
hiicrelerine tutunmasinda rol oynadi§i diisiinilmektedir.?® T. denticola gibi
spiroketlerin hareket sistemleri sadece flajellaya bagli degildir. Bu tip
spiroketler ayni zamanda kamgisal hareketi yoneten kemotaksis icin de
gereken genleri icermektedir.*” T. denticolanin epitelyal dokulara gég,
hareketlilik ve kemotaksise bagldir. T. denticola’nin, flgE, cheA, dmcA ve
dmcB genlerinde mutasyon olmasi sonucunda, gingival epitelyal hicrelere

penetrasyonunda etkisiz kaldi§i gdsterilmistir.>*°’
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g) Kisa zincirli yag asitleri, ugucu sulfir bilesenleri,
ekstrasellller veya yuzey proteolitik ve hidrolitik enzimleri oral spiroketlerin

diger virlilans faktorleri arasinda sayilabilir.”®

T. denticolanin 46 kDa agirliginda sistalsin adi verilen
antijenik proteini demir aligverisinde 6nemli rol oynadigdi, eritrositlerin
aglutinasyonu ve lizisi ve bdylece hemoglobinin oksidasyon ve
slilfiirasyonuna sebep oldugu disiinilmektedir.®®® Bu hemolitik aktivite
hicre digi ortam ve hicrede olmaktadir. Hicre digi aktivite agirligr < 1000
Da kuguk olan molekdller ile iligkilidir ve aktivite sisteinden bagimsizdir.
Hucredeki aktivite ise molekul agirligi >10 kDa dan blyuk olan ve sisteine
ile iligkilidir. Elektron mikroskopisinde eritrosit membraninda erken
etkilesimde membran protrizyonu, sonra membranda dizensiz delikler ve
sonunda membranin tamamen kayboldugu seklinde progresif destriksiyon

izlenmistir.®’

T. denticola’nin dis zari diger gram (-) bakterilere benzerken,
dis membrandaki lipit kompozisyonu gram (+) bakterilere (lipoteikoik asit
tabakasinin bulunmasi nedeniyle) benzemektedir. T. denticola’nin purufiye
edilmis dis membran lipidi ve zenginlestiriimis dis membran lipoprotein
preperasyonunun murin makrofajlarindan IL-1, TNF-F ve Nitrik oksit

salinimini indiikledigi rapor edilmistir.®?
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2.4 Porphyromonas gingivalis

1994'te Bacteroideceae Uyelerinin 16S ribozomal protein
unitelerindeki baz siralamasina bakilarak Porphyromonas genusu
Bacteroideceae ailesi igerisinden ayrilimis 6-8 Uyeden ibaret ayri bir genus
haline getirilmigtir. Bacteroides levii, B. macacae ve B. forsythus isimli
bakteriler Porphyromonas uyeleri ile benzer biyokimyasal Ozellikler
gOstermesine ragmen baz siralamasi farkli oldugu igin Porphyromonas
genusuna dahil edilmemistir. Bu genusun en bilinen Uuyeleri: P.
asaccharolytica, P. gingivalis, P. endodontalis, P. circumdentaria ve P.
salivosa’'dir. insan a@iz florasinda bulunabilen ve hastalik yapabilen
Porphyromonanslarin ortak 6zellikleri katalaz pozitif olmalaridir. Buna
karsin insan patojeni olan iki tane P. gingivalis susu katalaz negatiftir. ki
tane de katalaz pozitif olmasina ragmen insan patojeni olmayan hayvan

kékenli P. gingivalis susu tespit edilmistir.®®

En iyi bilinen periodontal patojen suslar; P. gingivalis ATCC
33277, P. gingivalis 17A3 ve P. gingivalis W83 tur. Bunlardan 17A3 susu
1979 da bir insanin periodontitisinden, W83 ise 1967 de yine bir insanin
periodontitisinden elde edilmis stoklanarak ginimuze kadar saklanmistir.
Ayrica WPH35, HG184, HG189, 11834, A7436, HW11D-5, RB 46D-1 ve
381 suslari da iyi birer periodontal patojendir. Bunlarin genomik DNA

sekanslari tespit edilmis olup standart sus olarak saklanmaktadir.®®

Porphyromonas sp. ve baska bazi Bacteroides sp.ler
Uredikleri besi yerinde siyah renkli pigmente benzer bir madde yapabilirler.
Yakin tarihlere kadar “siyah pigmentli Bacteroides sp.” siniflamasi
Porphyromonaslar icin ayirt edici bir siniffama olarak kabul ediliyordu.
Artik bugun biz biliyoruz ki, bu siniflama Bacteroides sp.ler icin yeterince
ayirt edici degildir. CUnkl bu pigment siyah olmayabilir. Bireysel yoruma

acik olarak kiremit kirmizisi, kahverengi, yesilimsi, koyu sari renklerde
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olabilir. Aslinda beklendigi gibi melanin degil, protohemin yapisinda bir
maddedir. Siyah pigment yapimi igin besi yerinde at veya tavsan kani

bulunmasi, 7-10 giin kadar uzun bir siire inkiibe edilmesi zorunludur.®®

Ayrica herhangi bir bakteri herhangi bir zamanda siyah
pigment kodlayan geni transduksiyon ile bir baska bakteriden edinebilir
veya delesyon yolu ile mevcut siyah pigment yapabilme yetenegini
kaybedebilir. Eski terminolojiye gore siyah pigmentli Bacteroides terimi ile
kastedilen bakteriler (Bacteroides levii, B. macacae, Porphyromonas
asaccharolytica, P. gingivalis ve P. endodontalis, Prevotella corporis, P.
loescheii, P. denticola, P.melaninogenica, P. Nigrescens ve digerleri)
arasinda belirgin bir DNA homolojisi bulunmaz. Bu sebeple artik “siyah
renkli anaerobik basil” terimi kullanilmakta ve bu siyah pigment &zelligi

ayirici kriter olarak kabul edilmemektedir.®

Porphyromonas genusuna ait bakteriler Gram negatif,
anaerob, hareketsiz, bazilari daginik dizilmis kokobasil, bazilari uclar
yuvarlak sonlanan ¢omaklar halindedir. Barsak, dis genital organ ve agiz
florasinda yer alirlar. Siklikla kapali organ apselerinden, sinuzit apandisit,
dis ve diseti enfeksiyonlarindan izole edilirler, bakteriyemi yoluyla
endokardit sebebi olabilirler. P. gingivalis bu hastaliklardan en sik sorumlu
tutulan  bakteridir. Yang ve arkadaslar®, siyah  pigmentli
mikroorganizmalarin vaskiler  endotelyal bayime  faktorinun
ekspresyonunu arttirarak kalp dokusuna hasar verebileceklerini yaptiklar

bir calismada gdstermislerdir.
Porphyromonaslarin buyuk bir kismi proteinleri yapi taslarina

ayirarak enerji temin eder. Bu sebeple asakkarolitik Bacteroides sp.

sinifina girer.®
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P. gingivalis, non-fermenter, siyah pigmentli zorunlu gram
negatif bir anaerob cubukdur.®® Boyutlari 0,5 pm -1,2 ym arasindadir ve
kokobasil géruniuminde olmakla beraber morfolojisi besi yerinin
Ozelliklerine goére degismektedir. P. gingivalis, oral kavitede en c¢ok

periodontal bélgede bulunmaktadir.? %3667

Cogunlukla subgingival
bdlgelerde ve diseti olugunda tek tek duran, kapsulli ve birbirinden farkli
blyuklUkte kisa kdk zincirleri veya koko-basil kiimeleri halinde bulunur; dil
ve tonsillerden de izole edilebilmektedir. Ozellikle abseli disler ve

semptomatik peri-radikiiler lezyonlardan izole edilebilmektedir.?*%°

P. gingivalis, son on yil igerisinde Uzerinde en fazla durulan
iki oral patojenden biridir. Beslenme gereksinimi, konaktaki davranig
bicimi, ¢odu dis ve diseti enfeksiyonunda yer almasi ve birgok yikici

viriilans faktériine sahiptir 2

Surmekte olan 3. Molar dislerinin 5-7 mm.’lik periodontal
ceplerinde P. gingivalis ile birlikte Actinobacillus actinomycetemcomitans,
Prevotella intermedia ve Tannerella forsythensis bakterileri polimeraz
zincir reaksiyonu ile arastirlmis ve P. gingivalis %20 oraninda tespit

edilmistir.®®

Mandibulada osteoradyonekroz olgularinda yapilan bir
calismada, rezeke edilen 12 osteoradyonekrotik mandibulanin derin
medullar yapilarinda en predominant organizma olarak P. gingivalis tespit

edilmistir.®

Vitamin Ks ve hemin hem uremelerini hem de virllanslarini
arttirnr®®  Hemin (haemin-ferriprotophyrin 1X), siyah pigmentli diger
mikroorganizmalar icin oldugu gibi, P. gingivalis i¢cin de onemli bir
faktordur. Huacre morfolojisi besi yerinin hemin konsantrasyonuna sikica

baghdir.®® P. gingivalis, iremek ve hastalik yapabilmek i¢in en az 0,5
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Mg/ml konsantrasyonda hemine ihtiyag duyar. Heminden zengin besi
yerinde duretilen P. gingivalisin hastalik yapabilme yetenegi de daha
fazladir. Hemin bulunmayan besi yerinde ise ovoid kok gdérinimundedir,
fimbrialari bulunmaz ve ekstrasellller vezikul formasyonu goralir. Besi
yerinde 0,5 upg/ml.’'ye kadar hemin bulundugunda 1,5 ym uzunlugunda
dolgun comaklar seklinde goérunur, fimbrialari bulunur ve c¢evresinde
vezikiil (iretmez.%® Oksijene oldukca duyarlidir. Pek cok P. gingivalis tiirleri
anti-anaerobik antibiyotiklere, penicilin+tBeta Laktamaz inhibitorlerine
duyarhdir. Tetrasiklinlerden, doksisikline daha duyarlidir. Cerahat veya
kan igerisinde ve oda isisinda gunlerce canli kalabilir. P. gingivalis,
olusturdugu ekstrasellller vezikiller sayesinde fagositozdan korunabilir.
Ayrica konakta glikokaliks yapisinda bir kapsul olusturarak fagositik

kabiliyetteki konak htcrelerinden korunabilir.

P. gingivalis 30 pg/ml’ den dusik konsantrasyonlarda
klorhekzidin (Kh) icerisinde bile Ureyebilir. Hiicre gévdesinin ve vezikullerin
enzimatik aktiviteleri kullanilan Kh den hi¢ etkiienmemektedir. Tam aksine,
dusuk konsantrasyonda (<30 upg/ml) Kh ile muamele edilen bakteriler,
membran gecirgenlikleri bozuldugu i¢in ortama daha fazla vezikul, tripsin
benzeri proteazlar, alkalin fosfataz ve N-asetil-B-glukozaminidaz gibi
enzimler salarlar. Fakat bu vezikullerinin ve enzimlerinin litik etkileri bayUk
Olcide kayip olur. Bu nedenle, Kh kullanilacaksa 30 pg/ml
konsantrasyondan daha yogun kullaniimali ve sadece profilaktik amaclarla

uygulanmalidir.®®
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Resim 2 : P. gingivalis elektron mikroskop goriintiisii. "°

2.4.1 Porphyromonas gingivalis’in Virtlans Faktorleri

P. gingivalis’in baglica virtlans faktorleri sunlardir:
a)Kapsul

Kapsul, P. gingivalislerin gogunda bulunan énemli bir virlans
faktoradar. P. gingivalis, kapsuler serotipine bagh olarak virilansi da
degisim gostermektedir.”” Alti adet kapsiiler serotip bulunmakla beraber
bu kapsiiller K antijeninin varligi ile yakin iligkilidir.”? K antijeninin varhig P.
gingivalis'in fagositoza direncini saglamaktadir.”®> Gonzales ve ark.”
kapsuler polisakkarit (CPS) ile asilanmis farelerin P. gingivalis’in yol agtigi
oral kemik kaybindan korundugunu ispatlamiglardir. Bu nedenle, CPS’ nin,
P. gingivalise bagh oral kemik kaybindan korunmada asilama ydntemi

olarak kullanilabilecegini ileri suirmuslerdir.
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b) Fimbriya

Her bakteri gibi P. gingivalisin de konakta hastalik
yapabilmesi igin ilk dnce konak dokuya tutunmasi gerekir. Konaktaki diseti
epitel hulcrelerine, cesitli konak proteinlerine fimbriyalar aracihgi ile
tutunur.®®* P. gingivalis fimbriyalari ayrica sitokin Uretimi ve kemik
rezorbsiyonuna neden olmak gibi cok gesitli biyolojik aktivitelere sahiptir.”
P. gingivalis’in hucre yuzeyinde iki farkli tipte fimbriya bulunur. Fimbriyali
P. gingivalislerin fimbriyasiz olanlara gore insan dendritik hucrelerine daha
kolay girebildigi in vitro olarak gdsterilmistir.”® Bu fimbriya farkliliklari
yumusak doku enfeksiyonlarinin gelisimini etkilemektedir. Epitel
hicrelerinin ylzeylerinde bulunan 50 ve 40 kDa luk 2 protein bu fimbrialar
icin reseptdr gorevi gorur. Bunlardan 50 kDa luk protein ayni zamanda
epitel hlcresinin keratin baglayan reseptoridar. Dolayisiyla bu tutunma
tripsin ile inaktive edilebilir. Salya kaplanmis hidroksilapatit ylzeylere,

konak sert dokularina, epitele de fimbriyalar tutunabilir.®®

c) Glikozil Transferaz gtf-A geni

Porphyromonas gingivalis'ten glikozil transferaz geni izole
edilmis ve gtfA olarak adlandirmislardir.”” Morfolojik olarak gtfA’ya sahip
olmayan P. gingivalis olgun fimbriyadan yoksundur, disik otoagregasyon
ve hlcrelere baglanma yetenegi gostermektedir. gtfA geni adezyonu
dizenlemek suretiyle P. gingivalisin patojenitesinde 6nemli rol

oynamaktadir.
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d) Asetilnérominik ve glukoronik asit

P. gingivalisn konak hucrelere baglanmasinda 6nemli role

sahiptir.”®

e) Invazyon

P. gingivalis i¢cin dnemli bir virilans faktoru de konak dokuya
ve hucrelere invaze olabilme yetenegidir. P. gingivalis diseti epitel
hicrelerine yuksek oranda girmektedir. Genellikle bakteriler, konak hucre
cekirdeginin gevresindeki bolgede birikirler.” Hatta konak hiicrelerin icinde
24 saatten daha uzun bir sure kalabilmekte ve hucrelerin sekil ve
boyutlarindaki degisiklikler ile birlikte aktin hicre iskeletinin yeniden
dizenlenmesini saglamaktadirlar. P. gingivalis, endodontik giris yolunu

kullanarak koroner arter endotelyal hiicrelerine dogru da ilerleyebilir.2°

f) Kollajenaz (prtC)

P. gingivalis tarafindan salgilanan dnemli ve etkin bir virilans
faktoru olan kollajenaz, siyah pigmentli anaerob diger bakteriler tarafindan
da Uretiliyor olsa da, gergek kollajenaz Ureten tek bakteri P.
gingivalis'tir 8'®? Kollajenaz geni, kdk cevresinde meydana gelen
hasarlarda da P. gingivalis igin 6nemli bir yayllma faktoéri olarak

distnilmektedir.®®

g) Toksinler

P. gingivalis icin ¢ok 6nemli bir virllans faktoru ve kemik
rezorbsiyonunda rol oynayan ana etken olarak ileri strtlen lipopolisakkarit
(LPS) konak dokunun harabiyetine neden olan biyolojik aktiviteleri ydneten

bir molekiildiir.”®®*%° p. gingivalis LPS ile tesvik edilen kemik rezorbsiyonu
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ve gingival dokudaki interlokin-6 (IL-6) Uretimi, CD14’e karsi gelistirilen
antikor tarafindan engellenir. CD14, insan gingival fibroblastlari ve gingival
epitelyal hiicrelerdeki LPS icin belirgin bir reseptordiir.”®%® Lipopolisakkarit
ve periapikal lezyon varligi arasinda dogru oranti var oldugu
dustiniimektedir.”®®® Apikal periodontitisli dislerin pulpalarinda, yiiksek
seviyelerde LPS bulundugu bildirilmis ve bakterilerin bu mekanizma ile
apikal lezyon olusturduklari ileri siriimistir.®” Ayrica enfekte pulpa
nekrozlarindaki gram negatif bakterilerin prevalansi ile LPS seviyeleri

arasinda giiglii bir iliskinin var oldugu da gdsterilmistir.?’”
h) Proteaz ve Proteaz inhibitorleri

Gingipain virllans belirleyici ana faktordir ve sistein
proteinaz ile karakterizedir.® P. gingivalisin bu sistein proteinazlari,
genellikle periodontal patojenlerin baslica virulans faktorleri olmakla
beraber gingipainler mikrobiyal vampirlerin molekuler digleri sekline

benzetiimektedir.?**°"

Bradikinin ve trombin, sinerjist c¢alisan proinflamatuar
ajanlardir ve kemik rezorbsiyonunu tetikleyen guglu bir etkiye sahiptir. Bu
proteinazlar rgpA, rgpB ve kgp genleriyle kodludur. Arjinine 6zgu
proteolitik aktivite rgpA/b ile lys-spesifik aktivite ise kgp ile kodlanir.*!
Nadkarni ve arkadaslan®, vyaptiklari bir calismada P. gingivalisiin
biyotiplerini Lysgingipain (kgp) gene gore siniflandirmistir. Lourbakos ve
arkadaslar®®, arjinine 6zgii gingipain-R’lerin (rgpB ve HRgpA), insan
trombositlerindeki hlcre i¢i kalsiyumda artisa neden oldugunu ve
trombinle vyarigacak etkinlikte trombosit kiumelenmesi sagladigini
bildirmislerdir. HRgp, P. gingivalis'in virilansinda fosfolipit baglayan ve
enzim aktivitesini dizenleyen hemaglutinin/adezyon etki alani varligi
nedeniyle rgpB’den daha énemlidir.** Gingipainler, ayrica konak matriks

metalloproteinazlarin kontrolinde guglu etkiye sahiptir. Gingipainlerin P.
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gingivalis ve T.forsythia arasindaki patolojik sinerjisinde de Onemli

olabilecegi diisiinilmektedir.*

l)Hemin

Bu bakteri icin ortamda hemin bulunmasi patojeniteyi
oldukgca artirir. Hic hemin icermeyen besi yerinde Uretilen P. gingivalis
kiiltir sizintilerinden (5 x 10° CFU) deney hayvanlarina kasiktan
enjeksiyon ile verildiginde hayvanlarda hastalik olusturulamazken Ayni
deney 0,33 pyg/ml hemin iceren besi yerinde Uretilen P. gingivalis suglari ile
tekrarlandiginda % 20’si 6lur. Hemin zengin ortamda uretilse bile belirli bir
hicre sayisinin altinda yapilan enjeksiyonlar ile deney hayvanlarinda
hastalik olusturulamamaktadir. P. gingivalisin virilansi doza bagimhdir. P.
gingivalis enjeksiyonlari ile hastalandirilan deney hayvanlarinin histolojik
incelemelerinde enjeksiyon bolgesinde lokal reaksiyonlar ve submukoz
inflamasyon sahalari gérilmektedir. Inokllasyon dozu arttinildiginda
enjeksiyon bolgesinde lokal nekrozlar gorulir. YUksek dozlarda enjeksiyon
bolgesinde killarin dokulmesi, kas dokusunda 6dem, yaygin bad doku
nekrozlari, deride dekolmanlar ve lokalize apseler goérulur. Deney
hayvanlarinin  otopsilerinde karacigerlerinde herhangi bir patolojik
degisime rastlanmamigtir. Ancak akcigerde I6kosit infiltrasyonu, 6dem ve
alveolar kollaps tespit edilmistir. Bu deneylerde bakterinin Uretildigi ortama
vit Ky ilavesi mortaliteyi arttirmaktadir. Hemin varken bakterinin ortama
saldigi butirik asit diseti dokusunda IL-6, IL-8, IL-11 salinmasini arttirir ve
T lenfositleri icin toksiktir, T lenfositlerin apoptozisini arttirir, diseti

fibroblastlarini doza baglh olarak siiprese eder.®

AQ1z boslugunun dogal sivi ve sekresyonlarinda hemin ve vit
K1 bulunmaz. Bu bakterinin patojenite kazanabilmesi igin iki hemin kaynagi
mevcuttur: Birincisi Camphylobacter, Veillonella ve Wolinella Uyelerinin

katabolik artiklari (kommensal iligki), ikincisi ise konadin kendisidir.
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Konagin eritrositlerini pargalayarak hemin elde eder. Bunu yapabilmek igin

ekstraselller vezikillerin icerisindeki litik enzimleri kullanir.?2%2

Fibrinolitik sistem enflamatuvar lezyonlarin yayilmasini ve
konnektif dokunun bozulmasini saglayan ekstraselliler proteolizisi
dizenledigi icin enflamatuvar reaksiyonlarda Onem tasimaktadir.
Fibrinolitik sistem plazminojen aktivatorleri tarafindan aktive edilmektedir.
Bu aktivatorler serin proteazis ile katalizlenerek plazminojeni plazmine
cevirmektedir. Plazmin, aktif prokollojenleri ve diger matriks
metalloproteinler Gzerine agresif etki gostererek enflamatuvar lezyonlarda
doku yikimina sebep olmaktadir. Gunumuizde yapilan calismalarda
bakteriyel enfeksiyonlarda plazminojen-plazmin sisteminin varhdi ifade
edilmistir® P. gingivalis enfeksiyonun yayilmasina neden olan

fibrinojenolitik ve fibrinolitik aktivite géstermektedir.®

Dis hekimliginde ¢cogu oral enfeksiyon, belirli bir etiyolojik
ajan tanimlanmadan ampirik olarak tedavi edilmektedir. Ornek olarak
abselerin gogunun penisilin ile, periodontal enfeksiyonlarin ¢ogunun ise
tetrasiklinle tedavi edilmesi gibi. Ancak, bu ampirik yaklasim her zaman
basarili olamamaktadir. Klinik mikrobiyolojide en dogru ve iyi yaklasim

etiyolojik mikroorganizmayi tanimlamak, takiben uygun tedaviyi se¢gmek

olmalidir.
25 Oral Mikroorganizmalarda Fibrinojenolitik ve
Fibrinolitik Aktivite
Yara cevresindeki fibrin birikimi, yara cevresinde bulunan
dokulari, mikroorganizma  invazyonuna  karsi korumakta ve

mikroorganizmalara kargi savunma mekanizmasinda 6nemli rol
oynamaktadir. Bu nedenle, kanda fibrinojen miktarinin artmasi enfeksiyoz

bir hastaligin belirleyicisidir. Fibrin olusumu 3 basamakta gergeklesir:
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I.  Fibrin monomerlerinin olusmasi: Fibrinojen disulfat baglari
ile birbirine bagli G¢ polipeptid zincirden (alfa-beta-gama) olusur. Trombin
(Flla), alfa ve beta terminal uclarindaki argenil glisin baglarini hidrolize
ugratarak fibrinojeni fibrin monomerlerine ayirir ve dolasima fibrinopeptid

A ve B salinimina sebep olur.*®

Il. Fibrin monomerlerinin polimerizasyonu: Elektronegatif
olarak gugclu fibrinopeptidlerin ayrilmasi ile geriye kalan fibrin monomerleri

kolayca hidrojen baglari ile birbirlerine baglanarak polimerize olurlar.®

[ll. Fibrin pihtinin stabilizasyonu: Olusan fibrin polimerleri
kovalent disulfid baglari ile stabil kilinir. Bu agsama igin fibrin stabilize edici
faktor (FXIII), trombin ve Ca*" gerekmektedir. Burada FXIII'nin trombinin

aciga cikmasi ile aktive oldugunu belirtmekte yarar vardir.®

Fibrin pihtinin olusmasini saglayan Trombin, Protrombin’nin
(FI) inaktif prekursorlerinden kaynak almaktadir. Protrombinden trombin
olugsmasi igin birgok proteolitik basamak gerekmektedir. Son basamak
faktor onun (FX) aktif hale (FXa) doniismesidir. Ayrica Ca™, faktor bes
(FV) ve fosfolipit ylzey de gerekmektedir. FXa ise diger serin
proteazlardan sentezlenen aktif prekirsorlerle ortaya ¢ikmaktadir. FXa iki

yolla akif hale gelir:

1.Ekstrinsik Yol: Doku faktori (TF) tarafindan hizla aktive
edilir. TF bir lipoproteindir. Primer olarak endotel hasari ile salinir. Ayrica
trombositler ve monosit / makrofajlar tarafindan da sentezlenebilir. Ca**
iyonu varliginda TF hizla faktor yediyi (FVII) aktive etmektedir (FVlla).
TF/FVlla kompleksi de hizla FX'u aktive (FXa) etmektedir. TF tarafindan

hizla aktive olan bir yoldur.%®

2.Intrinsik  Yol: intrinsik yolun baslangici son derece
komplekstir. Faktor onikinin (FXII) aktivasyonu kanin yabanci bir ylzeyle
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temasi ile baglar. Bu yuzey invitro olarak bir cam, silikon veya plastik
olabilir. in vivo olarak da kollajendir. intrinsik yol dzetle yiizey temasi ile
ekstrinsik yol ise doku hasari neticesinde aktif hale gelir. Her iki yol FX

seviyesinde birleserek ortak bir yoldan ilerlerler.”®

Aktive olan FXII, faktér onbiri (FXI) aktif hale (FXla) gegirir.
Bu basamak Ca™ iyonunun varligindan bagimsizdir. FXla, Ca™, TF, FVII
ve fosfolipit yuzeyin varliginda faktor dokuzu (FIX) aktif hale (FIXa) getirir.
F1Xa, bir ko-faktor olan faktor sekiz (FVIII) varhginda FX'u aktif hale (FXa)
getirir.  Burada FVIIIin etkisinin trombin varliginda zenginlestigini

belirtmekte yarar vardir.%®

intrinsik yolun baslangici olan FXII 6zellik tagimaktadir. FXII
herhangi bir proteolitik basamak gerekmeden kanin herhangi bir yabanci
yuzeyle temasi ile aktive olmaktadir. Aktive olan FXIl ayni zamanda birgok
reaksiyonun zayif aktivatoradar. Yani FXII, FXI'i aktive ederken ayni
zamanda prekallikrein ve plazminojeni de aktive etmektedir. Bilindigi gibi
prekallikreinin indliklenmesi ile kallikreinden kininojen ve son urln olarak
bradikinin, plazminojenin induklenmesi ile de plazmin olugsmaktadir. Bu
reaksiyonlar daima geri donisum mekanizmasi ile birbirlerini etkilerler.
Yani kallikrein, kininojen ve plazmin de ayni zamanda FXII'yi aktive

edebilme yetenegindedirler.?®
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intrinsik yol Ekstrinsik yol

Yuzey temasi

!
Xl - —- — Xlla doku faktorl <« «—«— doku hasari
! l*Ca
! !
Xl - — Xla Vila ««— «—« VII
! !
*Ca | !
! !
IX—>———IXa !
! !
X— —» —>—>— — — Xa(ortak yol)
!
!
protrombin(i)»—— — — — trombin(11a)——plt aktivasyonu
!
| *Ca

fibrinojen ——— fibrin

!
*Ca | Xllla «—«XIll

!
dayanikli fibrin

Sekil 1: intrinsik ve ekstrinsik yolun sematik gériiniimii
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2.5.1 inhibitér Mekanizmalar

Organizmada fibrin olusumunu sinirlayan veya olusan fibrini

imha eden mekanizmalar da mevcuttur. Bunlar:
1. Self inhibisyon:

Prokoagilan maddeler daima aktive ettikleri sistemi

denetlerler.
2. Spesifik inhibitorler:

-Antitrombin  Ill:  Aktif serinproteazlarin en  6nemli
inaktivatoradur. Primer etkisi FXa Uzerinedir. Fakat trombin, FIXa, FXla,

FXlla ve kallikrein Uzerine de inaktivasyon etkisi vardir.

-Heparin Co-Faktor Il: Trombin (Flla) aktivasyonunu inhibe
eder. Yukardaki iki inhibitor proteinin aktivasyonu da heparin ile

zenginlesir.

-Protein C: FV ve FVIInin énemli inhibitoridir. K vitamini
bagimli bir proteindir. Aktivasyonu icin trombinin endotel membran proteini

(trombomodulin) ile temasi gerekmektedir.

-Protein S: Protein C aktivasyonu igin gereklidir. Trombosit

membranindaki inhibisyon mekanizmasini aktive eder.

-Doku Faktér Yolu inhibitérii (Tissue factor Pathway
Inhibitor=TFPI): Ekstrinsik yol inhibitérudur. "FVII-FXa" etkilesimini inhibe

etmektedir.

-Plazmin: Olusan fibrin yapinin ¢déztlmesini saglar. Bu isleme

fibrinolizis adi verilmektedir.
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2.5.2 Fibrinolizis

Organizmada koagulasyonun regulasyonunda fibrinolizis son
derece 6nemli bir basamaktir ve olusan fibrin pihtinin ¢éztlmesi islemidir.
Bu olay plazminojen-bagimsiz ve plazminojen-bagimli olmak Uzere iki
sekilde gelismektedir. Notrofil proteaz, plazminojen-bagimsiz yolun major
komponentidir. Bu yol ayni zamanda anjiogenesis, embriyojenik gelisim ve
hicre hareketinde de 6nemlidir. Plazmin-bagimli Plazminojen aktivator
(PA)/Plazmin sistemi fibrin ¢dzulmesinde en fazla etkin olan sistemdir. Bu
sistemdeki plazminojen aktivatorleri esas olarak plazma-plazminojen
aktivatoru, urokinaz-plazminojen aktivator (uPA) ve doku-plazminojen
aktivatoradur (tPA).

Doku-plazminojen aktivatoru; endotel hicresinde
bulunmaktadir. Bu aktivator ates, egzersiz gibi durumlarda ve vazoaktif
ajanlarin etkisi ile sentezlenmektedir. Yalniz travma durumunda plazmaya

gecgmektedir.

Plazma plazminojen aktivatori; son derece labildir ve
inaktivatorler tarafindan hizla plazmada veya Kkaracigerde inaktive
olmaktadir. Kronik karaciger hastaligi olanlarda fibrinolitik aktivitenin

artmasinda onemli bir faktorddir.

Bir diger dnemli inaktivator Grokinazdir. Urokinaz da bobrekte
sentezlenmekte ve idrarla atiimaktadir. Idrarda daima az miktarda
plazminojen bulunmaktadir. Bunun kaynagi muhtemelen bdbrekte
sentezlenen urokinaz ve filtre edilen diger aktivatorlerdir. Renal traktlsteki
antikoagulan aktivitede bu aktivatorlerin roli 6nemli olarak kabul

edilmektedir.

38



Plazminojen, bu aktivatorlerin etkiledigi maddedir. Proteaz
yapidaki aktivatorlerin etkisi ile plazminojen plazmine c¢evrilmektedir.
Plazmin bir serinproteazdir ve fibrini de i¢ceren birgok substrata reaksiyon
vermektedir. Bir anlamda trombus olusurken plazminojende fibrin
tromblse mudahale etmeye baslamaktadir. Plazminin fibrinolizis etkisi
erken ve ge¢ devrede olmak Uzere iki asamada gerceklestirmektedir.
Erken devrede fibrinojene etki etmek konusunda trombinle kompetisyona
girmekte ve antitrombin etki ile fibrin polimerizasyonunu ve trombosit
agregasyonunu engellemektedir. Geg¢ devrede ise fibrinojeni hidrolize

ugratarak polimerizasyonu énlemektedir.%

Fibrinin ¢ozulme mekanizmasi 6zetle doku-plazminojeninin
endotel tarafindan salinimi ve plazminojeni aktive etmesi ile baslamakta
ve fibrin solubl dallara hidrolize olmaktadir. Bu sirada kullaniimayan

plazminlerde hemen antiplazminler tarafindan inaktive edilir.*

Bazi 6zel durumlarda patolojik fibrinolizis de s6z konusudur.
Yani doku travmasi, yanik, tumor, cerrahi gibi durumlarda doku-
plazminojen aktivatorl asiri miktarda dolasima katilmakta ve koagulasyon

mekanizmasi engellenmektedir.*®

Koagulasyon ile fibrinolizis arasinda yakin bir iligki vardir.
Fibrinolitik sistemler koagiilasyonla birlikte stimiile olmaktadir. Ornegin
FXII (Hageman faktor)’ln stimlilasyonu ayni zamanda plazminojenin
plazmine gevrilmesini aktive etmektedir. Trombin de plazmin icin zayif bir

aktivatordiir.®®

Oral bolgede fibrinolitik aktiviteye sahip mikroorganizmalar
saptanmistir. Staphylococuss aureus ailesi ve B hemolitik streptokoklar
fibrinolitik aktiviteye sahip olmakla beraber, burun kanamasi olan
hastalarin burun ve bogaz bdlgesinden ayirt edilmigstir. Fibrinolitik aktivite,

Bacterioides asaccharolyticus (B. Gingivalis) ve T. denticola'da da
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g6zlemlenmistir. Her iki mikroorganizma periodontal hastaliklar ve akut

nekrotizan Ulseratif gingivitisle de iliskilidir.*®

T. denticola plazmin benzeri fibrinolitik aktivite uygulayarak
alveolit olusumuna neden olabilmektedir. T. denticola’nin fibrinolitik
aktivitesi hiicre disinda gerceklesmektedir'® Alveolit olusumu ile ilgisi
oldugu dudsunulen mikroorganizmalar arasinda Streptococci (S. Viridans,

S. Lactis ve Corynebacteria xerosis) de sayllmaktadir '’

Fibrinojenolitik ve fibrinolitik aktivite ya da her ikisini de
gOsteren  mikroorganizmalar, Actinomyces sp., Bacteroides sp.,
Fusobacterium sp., Peptococus sp., Propinobacterium sp. ve

Staphylococuss aureus’tur.

2.6 Alveolit

Dis ¢ekiminden sonra en sik karsilasilan problemlerden biri
de alveolittir. Alveolit terimi, Crawford tarafindan 1896’dan bu yana
literatiirde kullaniimaktadir.'% Bu tarihten sonra, alveolar osteitis, lokalize
osteitis, postoperatif alveolitis, alveolgia, alveolitis sicca dolorosa, septik
soket, nekrotik soket, lokalize osteomiyelit ve fibrinolitik alveolitis gibi

terimler de kullaniimistir.'®

Alveolit alt cenede kulaga ve sakak bolgesine, Ust ¢enede
alin ve g6z cevresine yayillan agrilara neden olarak, bitkinlik ve
huzursuzluga sebep olan, dis gcekiminden 24 - 72 saat sonra ortaya ¢ikan,
kismen veya tamamen bozulmus pihti, kéti agiz kokusu ve agri kesiciler

ile hafifletiiemeyen siddetli agrilarin oldugu bir durumdur. 104105106

Alveolitin dis c¢ekiminden sonraki birinci glinde ortaya
¢lkmamasinin  nedeni, kan pihtisindaki  antiplazminin  pihtiyi

parcalanmadan sorumlu olan plazminden énce tiikenmesidir.'®
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Alveolite halitosis de eslik edebilir. Hastalar koétu tattan
sikayetci olabilirler. Siddetine bagli olarak 7 - 10 gun surebilir. Alveolar
osteit, fibrinolitik alveolit veya dry soket olarak da bilinen alveolitin
insidansinin %2 — 5, dgluncl molarlarin gekimini takiben ise %20 — 35

oldugu gésterilmistir 2'107 108109

Alveolitin nedeni ¢ekim sonrasi olusan pihtinin bozulmasi
olarak gOsteriimektedir. Pihtida var olan fibrin aginin fibrinolitik aktivite
sonucu bozulmasi ile soket Uzerindeki koruyucu tabaka ortadan
kalkmaktadir. Sokette kan pihtisinin kaybolmasi nedeniyle nekrotik debris

olabilir-14,105,1 10,111

Etiyolojide oral bakteriler, kdtu oral hijyen, perikoronitis ve
ileri periodontal hastalik gibi dnceden lokal enfeksiyon bulunmasi durumu,
¢ekim zorlugu ve travma, yarada kalan kok ve kemik pargalari, cekimden
sonra alveolun asiri kuretaji, pihtinin yerinden oynatiimasi, oral
kontraseptif ve sigara kullanimi, hekimin deneyimi  Uzerinde

durulmaktadir 14,15,16,17,18,19,20,21

Etiyolojide etken olabilecek oral bakteriler arasinda
Actinomyces viscosus ve Streptococcus mutansa, hayvan modellerinde
olusturulan dis cekim soketlerinde rastlanmistir.”’? Nitzan ve ark.'™
perikoronitiste etken olan mikroorganizmalarin alveolit olusumuna neden
olabilecegini belirtmiglerdir. Ozellikle T. denticola'nin alveolit olusumunda
onemli bir etken oldugunu savunmustur. Buna ilaveten ¢ocukluk
doneminde alveolitin meydana gelmemesinin nedeni olarak da bu

mikroorganizmanin o caglarda agizda bulunmadigini gdstermektedir.’*®

Cogu arastirmaci, alveolitin gelisiminde ¢ekim zorlugu ve

travmanin etkili oldugu konusunda hemfikirdir.'®>"'*11>11¢ Flep Kkaldirilip
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osteotomi yapilan cerrahi dis c¢ekimi islemlerinde alveolit olgular
artmaktadir."® Bir calismada daha az deneyimli olan cerrahlarin yaptigi alt
goémala yirmi yas disleri operasyonlarinda alveolitin en gok meydana gelen
komplikasyon oldugu rapor edilmistir.'’ Dis cekimi sirasinda meydana
gelen travmanin soket igerisindeki kemigin vaskuller yapisini bozdugu
saptanmistir. Bunun yaninda kavite tabanindaki damarlarda da trombozise
neden olabilmektedir. Bazi arastirmacilar da travmanin doku
dayanikhligini  azaltigina ve yara enfeksiyonuna yol agtigini
bildirmistir.”"®'"®  Birn (1973), dis cekimi sirasinda meydana gelen
travmanin alveolar kemik hucrelerine zarar verdigini ve alveolar kemik
iliginin enflamasyonuna ve bunun da alveolitin patogenezisinde en énemli
faktor olan fibrinolitik aktiviteye neden olan doku aktivatorlerinin ortaya

cikmasini neden oldugunu bildirmistir, '%°

Dis cekimi sonrasi iyilesme sirasinda kan akiminin zayif
olmasi da alveolite neden olabilmektedir.'®® Lokal anestezilerdeki
vazokonstruktorler de bir diger patogenetik faktordur. Bazi arastirmacilar
periodontal intraligamenter  anestezinin  blok ve infiltrasyonel
enjeksiyonlardan daha fazla alveolit olusumuna yol actigini iddia

etmektedir.'?’

Oral kontraseptif kullanan kadin hastalarda ise alveolit daha
yiiksek oranda meydana gelmektedir.'?*'#*'#* 196(0’larda oral kontraseptif
kullanan hastalar ile alveolit arasinda pozitif korelasyon kurulmustur'®
Ostrojen, pirojen benzerleri ve bazi ilacglar, endirekt olarak fibrinolitik
sistemi aktive ederler. BOylece kan pihtisinda lizis meydana gelir ve
alveolit olusumuna neden olur. Oral kontraseptifler ve fibrinolitik aktivite
faktor I, VII, VIII ve X gibi faktdrlerin sayisinin artmasina neden

olmaktadir.'?®
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Gunde bir paket sigara igcen hastalarda alveolit olusma
insidansi %20 artmakta iken, operasyon guni ya da operasyon sonrasi

birinci giinde sigara icen hastalarda bu artis %40 olarak bildirilmistir."?’

Alveolitten korunmak igin antifibrinolitik ilaglar, steroid ve
nonsteroid antienflamatuar ilaglar, antiseptikler ve topikal ya da sistemik
antimikrobiyal ilaglar kullaniimaktadir'®® Bunun yaninda &zellikle
klorhekzidin igeren gargaralarin alveolit olusumunu blyuk o6lgtide dnlendigi

de bildirilmigtjr,12%:130.131.132.133

Amoksisilin, klindamisin, ve metronidazolin alveolitten
korunmak adina sinirh bir etkisi oldugu ancak tetrasiklinin daha etkili

oldugu g('jsterilmi$tir.134’135’136’137’138‘139‘140‘141

2.6.1 Alveolitin Patogenezi

Klinik ve laboratuar c¢alismalar alveolitin patogenezisinin
nedeni olarak fibrinolitik aktivitenin artmasi oldugunu
gostermistir.'% 142143144 Birn  kan pihtisinin parsiyel veya tam lizisi ve
destriksiyonunun inflamasyon son ucunda doku kinazlarinin ortaya
clkmasina ve bodylece kandaki plazminojenin direkt ya da endirekt

195 Alveolar kemik

aktivasyonuna neden oldugunu iddia etmistir,
hlcrelerinde travma sonrasi direkt doku aktivatorleri salindiginda,
plazminojen plazmine donUsur sonug¢ olarak fibrin dagilarak pihti
parcalanmis olur. Bu donisim doku yada plazma pro-aktivatorleri ve
aktivatorlerinin varligi ile saglanir. Bu aktivatorler, direkt (fizyolojik) ve
endirekt (nonfizyolojik) olarak siniflandirilir. lleri alt siniflandirma ise
intrinsik ve ekstrinsik aktivatorler olmasina bagl olarak orijinlerine gore
yapilir." Direkt intrinsik aktivatérler Faktér Xll-bagimli aktivator ve
urokinaz igerir. Direkt ekstrinsik aktivatorler doku plazminojen aktivatorleri

ve endotelyal plazminojen aktivatorlerini igermektedir. Doku plazminojen
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aktivatérleri alveolar kemik de dahil cogu doku tipinde bulunmaktadir.™®
Endirekt aktivatorler bakteriler tarafindan Uretilen streptokinaz ve
stafilokinaz gibi maddeler igerir. Bu da bakterilerin alveolit gelisimine

neden oldugunu destekleyen bir teoridir.

Alveolit olgularinda agrinin varliginin nedeni olarak ise
sokette bulunan kinin formasyonu gosterilmistir. Kininlerin primer olarak

efferent sinirleri aktive ettigi gosterilmistir.'*”4®

Plazmin, alveolar kemik iliginde kalikreini kinine donusturur.
Bu yuzden plazminin varligi alveolitin iki 6nemli karakteristik 6zelligi olan

norolojik agri ve kan pihtisinin pargalanmasina neden olmaktadir.™’

2.7 Bakteri Genetigi

Canlilarin genetik maddesi, RNA virlUsleri disinda DNA'dIr.
DNA, buyldk bir molekul yapisindadir. Bir DNA molekull iki iplikgigin
sarmal halde bulunmasiyla olugsur. DNA molekllinin birimleri
nukleotidlerdir. Bir nukleotidde fosforik asit, deoksiriboz ve organik baz
bulunur. Deoksiriboz 5 karbon ile fosforik aside, 1 karbon ile organik baza

baghdir. Niikleotidlerin arasinda 3' 5' fosfodiester bagi vardir."’

Organik bazlar, purin ve primidinler olmak Uzere ikiye ayrilir.
Purinler adenin(A) ve guanin(G), primidinler, timin(T) (urasil) ve
sitozinden(S) olugsur. Bakteri DNA'si septal mezozoma baghdir. Bu
noktada kirilma olusarak DNA iplikgikleri ayrilirlar. DNA'nin tasidigi genetik
sifre bir kag bin nikleotid yapisindaki genler araciligiyla olusur. Genin
DNA'daki yerine lokus adi verilir. Genetik 6zellikler, genler araciligiyla
tayin edilir. DNA'da, bir maddenin sentezi ile ilgili genler ardi ardina

bulunur. Sentezle ilgili genler ve bunlarin g¢alismasini kontrol eden yapi
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genleri vardir. Bu genler birleserek operon'u olustururlar. Operon'un

calismasi da diizenleyici (= regiilator) genin kontrolii altindadir.”

Nukleotidlerin bir araya gelmesi ile olusan DNA iplikgigi bir
poliniikleotid yapidadir. iki iplik¢ik (izerinde organik bazlardan A ile timin T
arasinda (T=A) iki hidrojen molekullu yer alirken, sitozin C ile G arasinda
Uc¢ hidrojen bagi (C=G) bulunur. Bundan dolayi, bir DNA molekilinde
adenin miktari timin miktarina, sitozin miktari guanin miktarina egittir.
Ancak, DNA molekultu Gzerinde A+T miktari, C+G miktarina esit degildir.
A+T/C+G orani, her canli turd icin 6zgul olup degismez karakterdedir.
Mikroorganizmalarin siniflandiriimasinda bu 6zellikten yararlaniimaktadir.
C+G/DNA molekulune orani birbirine yakinlk gdsteren mikroorganizmalar

ayni cins ve tir icine dahil edilmektedir."”’

DNA molekulunin vyapisinda bulunan A, T, C ve G
molekullerinin sayisi, gesitli olasiliklarda dizilis bicimleri her canli igin
dedismez ve Ozgulluk gosterir. Bir DNA molekulinde bulunan purin ve
primidin organik bazlarinin dizilim dizeninde olabilecek ¢esitlilik insandan
viruse kadar milyonlarca tir canlinin DNA vyapisinin farklihgini
aciklayabilmektedir. Bunun dogal sonucu olarak dogada milyonlarca canli

tiirli ve bu tiirlerin birbirine benzeyen bireyleri (fenotipleri) bulunmaktadir."’

Canlilarin, temelde enzimlerin etkinlik gosterdidi sayisiz
yasamsal iglevleri bulunur. Bu islevlerin her birinden sorumlu DNA
molekult Gzerinde genetik birimler bulunmaktadir. Canlilarin her bir
yasamsal islevini ydneten genetik birimlere gen denir. Genler genel olarak
uzunluklari yaklagsik 1000 -5000 olan nukleotid giftlerinden olusurlar.
Genler, sorumlu olduklari islevleri, sentez ettikleri enzimler ile
yurutmektedirler. Enzimler ise protein yapisinda olduklarindan, gen; ayri

bir protein yapisini belirleyen bir DNA parcasi olarak da tanimlanabilir."
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Protein molekulld, belirli sayida aminoasidin belli bir sira ile
yan yana gelmesi ile olugur. DNA'da bunu saglayan bir protein kodlama
sistemi bulunmaktadir. Protein icerisinde yer alan amino asitlerin
kodlamasi, pdarinli primidinli ndkleotidlerin U¢lu gruplar halinde dizilisi ile
saglanmaktadir. Her birisi bir aminoasidi kodlayacak sekilde olan bu UGglu
gruplara triplet ya da genetik kod birimi karsiligi olarak bir kodon adi verilir.
Proteinlerin yapisina giren aminoasit sayisi yirmidir. Buna karsin A, T, C
ve G Uclu olarak yan yana gelmeleri ile olusabilecek kodon sayisi teorik
olarak 64'tur. Bunun anlami ise bir aminoasidi kodlayacak birden fazla
aminoasidin bulunmasidir. Onceki arastirmalarda 61 Ucli kodonun hangi
aminoasidi kodladigi ve kalan 3 kodonun ise protein sentezine nokta

koyan kodonlar oldugu gésterilmistir."’
DNA molekulinin iki 6nemli 6zelligi bulunmaktadir.

- DNA'nin yapisini  olusturan iki polinikleotid zinciri
birbirinden ayrildiklari zaman her iplikgigin eskiden karsisinda bulunan
diger yarimi yeniden ve aynen olusturabilme yetenedi vardir. Buna

DNA'nin replikasyonu denir.

- DNA polimeraz enzimi ve DNA sentezinde gerekli maddeler
bir araya konulduklarinda, bir sure sonra yeni DNA molekilleri sentez
edilmekte ve sonucta DNA miktari baglangica gobre artmaktadir. Bu
g6zlemden yararlanarak ¢ok az miktardaki mikroorganizma DNA’lari
cogaltiimakta ve hastalik etkeni olan mikroorganizmalar
tanimlanabilmektedir. Bu yodnteme ise Polimeraz Zincir (=chain)
Reaksiyonu (PZR) denilmektedir '
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2.8 PZR ( Polimeraz Zincir Reaksiyonu )

Mikroorganizmalarin  tanimlanmasi  amaciyla kullanilan
genotip tabanli molekuler mikrobiyolojik ydntemlerden gunumizde en
populer olani, 16S ribozomal RNA genlerindeki 06zel bdlgelerinin
cogaltildigr ‘Polimeraz Zincir Reaksiyonu’ (PZR) dur. Kary Mullis
tarafindan ilk kez bilim dinyasina sunulan Polimeraz Zincir Reaksiyonu,
modern bilimi tamamen degistirmistir."*® Kary Mullis bu bulusundan dolays

1993 yilinda Nobel Kimya Odiiliine hak kazanmistir,"*°

PZR, diger saptama yontemlerinden en az 10- 100 kat daha
duyarlidir ki bu yiiksek duyarlilik onu bu amag icin ideal kilar'*® Ayrica
PZR ydnteminde, saptama igin kultir yonteminde oldugu gibi bakteri
uretilmesi islemine gerek duyulmamaktadir. Bu 6zellik, gcekim soketlerinde
sikca rastlanan ve zor ureyen anaerobik bakterilerin tanimlanmasinda

onemli bir avantaj olusturur.

DNA replikasyonunda 6nce, topoizomeraz enziminin etkisiyle
super sarmal acilir. Helakaz enziminin etkisiyle ise iki DNA iplikgiginin
arasinda ayrilma ve catallanma olusur. Stabilizasyon proteinleri yardimiyla
iki DNA iplik¢iginin sentez esnasinda devamli agik kalmasi saglanir. Cift

iplikli DNA molekulinde DNA iplikgileri birbirine ters yonde paraleldirler.

Yeni bir iplikgik 5'-3' yonunde iken, digeri 3'-5' ydninde
bulunmaktadir. Replikasyon esnasinda ise karsida olusacak iplikgikler
tersi yoninde yani 5'-3' yonun karsisinda 3'-5' yonde sentez olacaktir.

Replikasyonda iki durum s6z konusudur.

- DNA polimeraz Ill enzimi, 3'-5' yonuindeki DNA'y1 kalip

olarak kullanarak 5'-3' ydoninde sentez yapiimaktadir.
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- 5'-3' DNA kalibinda ise 6nce primaz enzimi yardimi ile
sentezlenen primer RNA kalip olarak kullaniimakta ve yine DNA polimeraz
lll enzimi yardimiyla 5'-3' yonunde DNA sentez edilmektedir. Ancak bu
DNA iplikgigi, surekli olarak sentez edilmemekte, 6nce 1000-2000
nukleotid uzunlugunda DNA segmentleri halinde (Okazaki segmentleri)

olusturulmaktadir.

Daha sonra bu segmentler DNA polimeraz | enzimi
yardimiyla bir araya getiriimektedir. Bakterinin kendi DNA'sI icin gegerli
kurallar bakteri igerisinde yer alan diger DNA yapilari igin de gecerlidir.
Hucre iginde bu sekilde bagimsiz olarak kendilerini esletme yetenegdindeki

birimlerin her birine replikon denir.

Bakteri DNA'sI Uzerinde genler belirli bir duzen icinde yer
alirlar. Ozellikle birbirleriyle gok yakin iliskide bulunan enzimlere ait
genlerin olusturduklari bu tlr gen gruplarina ise operon denir. Operonlarda
birbirleriyle ¢ok yakin iligkili genlerin yani sira, bunlarin bir arada

¢alismasini saglayan yardimci genler de bulunmaktadir.

DNA molekuli gerektiginde kendisinden RNA molekuld

olusturabilmekte ve hiicrenin biyolojik fonksiyonlarini yénetilebilmektedir."

2.8.1 PZR’in Kullanim Alanlari '°

1. Kalitsal hastaliklarda hastanin ve tagiyicinin tanisinda

2. Prenatal tanida

3. Klinik érneklerde patojen organizmalarin tanisinda

4. Adli tipta
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5. Onkogenezisin arastiriimasinda

6.Problarin olugturulmasinda, klonlamada, gen ekspresyon

arastirmalarinda,

7. DNA dizi analizinde, blylk miktarda DNA &rneklerinin

olusturulmasinda,

8. Bilinmeyen dizilerin tayininde,

9.Gecgmis DNA'nin incelenmesi ve evriminin

aydinlatiimasinda,

10.RFLP “Restriction Fragment Length Polymorphism”
analizinde,

11. In vitro fertilizasyon yapilan tek hucrede, implantasyon
oncesi genetik testlerin yapilmasi ve sonra implantasyon gergeklestiriimesi

ile bebegin normal dogmasinin saglanmasinda,

12. DNA protein etkilesiminin arastiriimasinda (footprinting)

kullanilabilir.

PZR yonteminin icadi ve gelisimi, son yuzyilda molekuler
teknolojideki en 6nemli ilerleme olarak gorilmekle beraber biyolojik ve
tibbi arastirmalara etkisi olduk¢a fazladir. PZR, gen ve genom
calismalarinin sayisini arttirmistir. Ginumuzde PZR kullanarak herhangi
bir organizmadan herhangi bir geni gogaltmak mimkuinddr. Yontem, DNA’
nin in vitro replikasyonu ve basit reaksiyonlarin tekrarlayan déngulerinden
olusmaktadir.”®® Temel olarak, ardi ardina 25-35 siklusta DNA polimeraz
enzimi hedef DNA'y1 ¢cogaltmaktadir. PZR bir g¢esit in vitro klonlama olarak

da tanimlanabilir.
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ik olarak, 1sI gok yikseltilerek cift sarmalli DNA’nin tek
sarmala denatlrasyonu saglanir. Isi dusurulerek bir cift oligonukleotid
primer, hedef DNA dizisindeki tamamlayici eglerine yapisir buna
“annealing” adi verilir. Primerler kopyalanacak DNA bdlgesinin limitlerini
tanimlar. Biraz daha arttirilan sicaklikta DNA polimeraz enzimi, primerlere
baglanarak, nukleotidleri ikinci sarmali uzatmak icin eklerler. Devam eden
dongulerde bu basamaklar daha fazla DNA kopyasi olusturmak igin
tekrarlanir. 30 donglden sonra tek bir baslangi¢ molekulinden hedef

dizinin milyonlarca kopyasi Uretilebilmektedir.??
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Sekil 2 : Cift sarmalli DNA molekiil yap|3|151
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Sekil 3 : Polimeraz zincir reaksiyonunda gergeklesen basamaklar.'’

Amplifikasyon UrUnin saptanmasi ise; kopyalari ¢ikarilan
primerler arasinda kalan belli baz cifti buyukligindeki bdlgenin jel
uzerinde veya amplifikasyon yapilan bdlgeye uygun tamamlayici prob ile

hibridizasyon sonrasi belirlenmesi ile gerceklesmektedir.

2.8.2 PZR’da Kullanilan Baslica Bilesenler %199 152

1. Hedef DNA

incelenecek olan érnegin DNA’ si, PZR reaksiyonuna tek

veya cift zincirli olarak eklenebilir. DNA’nin uzunlugu PZR’in etkinligi icin

51



onemli bir faktdér olmamakla beraber, bir restriksiyon enzimi ile kisaltilirsa,

sonug¢ daha basarili olur.

2.0Oligonukleotid Primerler

Hedef DNA'nin dizilerini tamamlayan tek zincirli sentetik
oligonukleotid primerler reaksiyona genellikle 1mM konsantrasyonda
eklenir. Bu miktar, cogunlukla 30 donguluk bir PZR icin yeterlidir.
Primerlerin ylUksek konsantrasyonlari, ektopik bdlgelere yapismalarina
neden olarak, istenen hedef DNA disindaki bdlgelerde ¢ogalma meydana
getirebilir. Yetersiz konsantrasyonlari ise PZR Graninin ¢ok az miktarda
olusmasina neden olur. Primer tasariminda dikkat edilmesi gereken

kurallar sunlardir:

-Oligonukleotid dizisi 6zgun olmal

-3’ ucunda G-C olmali

-Baz dagilimi ve kompozisyonu rastgele olmali (G/C orani %
45-55)

-Primer uzunlugu optimum 18-25 bazlik olmali

-Iki primer arali§i 100-600 baz ifti (bg) olmali

-Primer kendisi ya da diger primer ile komplementer
(tamamlayici) diziler igermemelidir.

3. 4-deoksiribonukleotid trifosfat (ANTP)

DNA sentezi sirasinda serbest deoksiribonukleotid

trifosfatlara ihtiyagc duyulmaktadir. PZR reaksiyonu sirasinda en fazla
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O0zgulligu saglamak igin dNTP’lerin konsantrasyonu 200 uM dizeyinde
olmalidir. Ardarda yapilacak dondurma-¢dzdirme iglemleri de dNTP’nin
raf dGmrinu kisaltacagindan; daha sonra kullanilacak miktarlar ayrilip +20

°C’ de saklanmalidir.

4. Tamponlar

Standart PZR tamponunun x10 konsantrasyonundaki stogu,
500 mM KCI, 100 mM Tris-Cl, 15 mM MgCI2 icermektedir. PZR sirasinda
x1 konsantrasyona sulandirilan tampondan gelen Mg+2 iyonunun optimal
konsantrasyonu oldukca dusuk oldugundan (1.5 mM), kalip DNA
hazirlanirken yuksek konsantrasyonda selasyon yapici ajanlarin
bulunmamasi gerekir. Ayrica fosfatlar gibi negatif yukla iyonik gruplar

olmamalidir.

Bir PZR ilk kez vyuratuldiginde, Mg+2 konsantrasyonu,
optimizasyonu saglamak icin ayarlanmalidir. Burada TrisCl (10mM) ve KCI
(50mM) sabit tutulup MgCl, konsantrasyonu 0.05-5 mM arasinda (0.5 mM
artisla) denenir. dNTP, DNA ve proteinlerin timu Mg+2 iyonunu
bagladiklarindan, her PZR protokolinde Mg+2 konsantrasyonu ampirik

olarak ayarlanmalidir.

Serbest magnezyumu etkileyen faktorler sunlardir:

-DNA 0Ornegi

-Ornekte EDTA, sitrat gibi selasyon yapan ajanlarin olmasi

-dNTP

-Protein
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5. DNA Polimeraz

DNA polimerizasyonunda en dnemli nokta DNA polimerazin
dogrulugudur. Saflastiriimis DNA polimerazlar, molekuler biyolojinin en
onemli araglarindan biridir. En ¢ok kullanilan DNA polimeraz Thermus
aquaticus adi verilen termofilik bakteriden izole edilen ve vyuksek
sicakliklara dayanabilen bir enzimdir."*%%1%2 DNA’ nin DNA polimerazlar
araciliiyla sentezi, hem ¢ok kompleks hem de 6nemli dlglide sirali bir

islemdir.

DNA polimerazin reaksiyona fazla miktarda konmasi ile
olusan PZR UrGinUinin miktari artmaz, ancak hata olusma sansi artar.
Serbest Mg+2 konsantrasyonunun azalmasi ve reaksiyonun pH’inin

dusurulmesi ile Taq polimerazin dogrulugu arttirilabilir.

PZR basamaklari i¢in gereken en uygun isilar, denatlrasyon
icin 94 °C, annealing icin 40-72 °C, polimerizasyon icin 72 °C’ dir."*? Bu ii¢
basamak 25-40 kez tekrarlanir, daha sonra reaksiyonun sogumasi igin

urunler, PZR tipine gore 4 °C’ye alinir veya oda sicakliginda saklanir.

Mikrobiyolojik drneklerde bakteri tanimlanmasi igin genellikle
yukarida anlatildigi gibi konvansiyonel bir PZR ddngusu kullanilirken,
zaman zaman in-situ PZR, nested PZR, multipleks PZR, Real-time PZR
(Gergcek zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu), Arms-PZR, RFLP
(Restriction fragment length  polimorfism), SSCP (Single-Strand
Conformation Polymorphism), Q-PZR (Quantitive PZR) gibi varyasyonlara
da basvurulmaktadir.”®®'2 Dis hekimligi biliminde érneklerin incelenmesi

amaciyla en sik kullanilan PZR yontemleri, sirasiyla:
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Nested PZR: PZR’'In hem duyarlihdini hem de 6zguallugunu
arttirmak igin gelistirilmis bir yontemdir.’>® Nested PZR tekniginde, bir set
primer kullanilarak yapilan ilk amplifikasyonu, ilk PZR Granindeki daha
kiguk spesifik dizileri tamamlayan 2. setin kullaniimasi ile yapilan
reamplifikasyon takip eder. nPZR, PZR ile karsilastirildiginda, daha
yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliik gdstermektedir.”*'** Eger amplifikasyonun
ilk asamasinda spesifik olmayan diziler olusur ise, bu non-spesifik Grtinler
genellikle 2. turda kullanilan nested primerleri tamamlamayacaktir.
Amplifikasyonun 2. turu, azaltiimis bir doku debrisi ve ilk turda amplifiye
edilemeyen diger DNA dizileri ile yiritilir.” Yine de maniiplasyon
sirasinda yapilan yanlisliklar, yanlis pozitif sonuglara neden olabilir; bunu

onlemek igin dzel stratejiler belirlenmelidir."

Multipleks PZR: Multipleks PZR, farkli bakteri tirlerinin ayni
anda saptanmasina olanak veren bir yéntemdir.?* Her biri hedef bakteri
turlerine 6zgu olan bir dizi farkli primer gifti, tek tlpli amplifikasyon
reaksiyonunda kullanilir. Bu yaklagim, analiz suresini, gerekli ayirag ve
kalip miktarini asgariye indirir. Ancak bir multipleks PZR protokoli
gelistirmek primer kombinasyonlari ve reaksiyon durumlari baglaminda

cok kompleks bir siirectir.’™

Real-time PZR: Codu PZR yontemi niteliksel veya yari
nicelikseldir. Real-time PZR ise bundan farkli olarak reaksiyon boyunca
drdnlerin  devamli olarak olgulmesi ile karakterizedir. Bu oOlgimin
yapilabilmesi i¢in, DNA'ya baglanma yetenedine sahip floresan boyalar
kullanilabilece@i gibi, hedef diziye 6zgul floresan maddeler ile isaretli
oligonukleotid problar da kullanilabilmektedir. Prob kullanilan deneylerde,
probun 6zgul diziye hibridizasyonu c¢ogunlukla floresan rezonans enerji
transferi (FRET) yontemi ile saptanmaktadir. Genellikle takip edilen iki

yaklasim vardir:
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Birincisi, bildirici (reporter) boya ile baskilayici (quencher)
boyanin birbirinden ayrilmasi ile ortaya c¢ikan floresans; ikincisi ise, iki
boyay! birbirlerine ¢ok yakin bir uzakliga getirerek olusturulan floresan
yayilimidir." Birinci yaklasima TagMan sistemi, ikinci yaklasima ise Light
Cycler érnek olarak gdsterilebilir. Ozguil primer ciftine ek olarak, TagMan
sistemi, 5’- ucunda floresan reporter boya, 3’- ucunda da quencher
boyadan olusan florojenik probu kullanir®® Prob, PZR islemi boyunca
amplikonun tamamlayici zincirine baglandiginda, Tag DNA polimeraz,
probu, primerlerden birinin uzamasi sirasinda pargalar ve boya molekulleri
yer degistirir ve ayrilir. Elektronik olarak uyarilmis reporter boya, artik
quencher boya tarafindan baskilanmaz ve floresan yayilimi, floresan
detektoru tarafindan gorintulenir. Her PZR siklusunda floresan yayiliminin
izlenmesi suretiyle reaksiyonun ilerlemesi gercek zamanl olarak kaydedilir
ve drnekteki DNA miktari belirlenir '°° Light Cycler yaklasimi, iki floresanla
isaretli 2 oligonukleotide dayanir ki; bu oligonukleotidler, hedef PZR
arindndn  komsu  bdlgelerine yapisir. Bir boya, 1sik kaynagi ile
hareketlenir, enerjisini ikinci boyaya aktarir ve bu da daha sonra
saptanacak olan belli bir dalga boyu yayar. Bu 2 boyanin spesifik floresan
isareti Uretmek igin fiziksel olarak birbirlerine yakin olmalari gerekir. Eger
isaretlenmis iki prob, spesifik PZR amplikonunun yakin bolgelerini hibridize
ederse, iki boya arasindaki sonu¢ FRET, Urinudn miktari ile orantili olarak
floresanda bir ylUkselmeye neden olur. Real-time PZR &lgumleri, klinik
orneklerdeki total bakteri sayisinin yani sira, tek tek hedef tlrlerin de
miktarinin belirlenmesine olanak verir ve birka¢ dakikada bile bakterileri

saptayabilir.5%192.156.157

2.8.3 PZR'In Kiiltiir Yontemine Gore Sagladigi Avantajlar:'®’

1. Hem kultirGd yapilabilen hem de yapilamayan bakteri

turlerini saptayabilmektedir.

56



2. Yuksek ozgulluk gosterir ve mikrobiyal turlerin kesin

tanimlanmasina olanak saglar.

3.Klinik orneklerdeki mikrobiyal turleri Uretilmelerine gerek
duymaksizin saptayabilmektedir. Bagska bir deyisle mikroorganizmalarin

vital olmalari sart degildir.

4. Kiltr yontemine ve diger molekuler biyolojik yontemlere

gore daha duyarlidir.

5. Genellikle daha kisa zaman gerektirmektedir.

6. Ornekleme ve tasima sirasinda kontrolli anaerobik
ortamlara gereksinim gostermemektedir. Zor Ureyen bakteriler tasima

sirasinda canliliklarini yitirseler bile saptanabilmektedir.

7. Antimikrobiyal tedavi sirasinda da kullanilabilmektedir.

8. Az sayida mikroorganizmayi bile saptayabilen bir yontem

oldug@u icin 6rnek miktarinin az olmasi sorun yaratmaz.

9. Epidemiyolojik c¢alismalar icin ¢ok sayida 0rnek
kullanildiginda, ornekler dusuk sicakliklarda saklanip bir seferde

incelenebilir.

PZR yodntemi ile bakteri turlerinin incelenmesi gogunlukla
periodontoloji ve endodonti alaninda olmustur. incelenen bakteri tirleri
arasinda, B. Gingivalis, Actynomyces, T. denticola, Provetella intermedia,

B. Forsytus, T. Forsythia, P. Endodontalis sayllabilir_159
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Akut apikal apselerde endodontik patojenlerin
arastirlmasinda, PZR ile bakteri turleri ayirt edilmistir. Kok kanallarindan
alinan bakteri 6rneklerinin PZR ile incelenmesi sonucunda ise odontojenik

enfeksiyonlara neden olabilecek bakteri tiirleri tespit edilmistir '°%76%°"

Periodontal hastaliklarin mikrobiyolojik teshis metotlar
arasinda; mikroskop, gaz-likit kromotografi, PZR, ELIZA, immunofloresan,
FISH teknigi ve kultir sayilabilmektedir. Yapilan bir calismada bu
yontemlerin avantajlari, dezavantajlari, maliyeti ve hassasiyetleri arasinda
bir karsilastirma yapilmigtir. Sonug¢ olarak kdltur ve PZR ydntemi
ginumuizde en kullanisli yontem oldugu ortaya

konulmugtur 162,163,164,165,166,167,168,169

Anaerobik bakteri kaltard ve PZR,
A.actynomychetocominans, B. Gingivalis, Provetella intermedia, T.
Forsythia, Fusobakterium nukleatum ve T. denticola tirlerinde
mikrobiyolojik teshisleri karsilastiriimistir. Bu ¢alismanin sonucunda PZR
tekniginin bu alti periopatojenin incelenmesinde oldukga basit, hizli ve

hassas bir yéntem oldugu ortaya konulmustur,'6%163170

Oral florada PZR analizi igin bakteri drnekleri daha ¢ok dil
dorsumundan, subgingival plaktan, supragingival bdlgeden, kok
kanallarindan elde edilmistir. Bunun yaninda dental implant uygulanan
hastalarda periimplantitis olgularinda periodontopatik bakteri
kolonizasyonunun osseointegre implantin periodontal cebinde PZR ile

analizi yapilmigtir.

Dis cekimi sonrasi meydana gelen alveolit olgularinda PZR
analizi ile bakteri analizi daha ©Once gergeklestirimemistir. Alveolit
olgularinin meydana gelmesinde 6nemli bir etken oldugu dusunulen

bakteri turlerinin (6zellikle T. denticola ve P. gingivalis) hassas, dusuk
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maliyeti ve hizli  sonu¢ veren PZR teknigi ile analizi
gerceklestirilebilecektir. Ayrica saglikli ¢ekim soketinden elde edilecek
kontrol verileri ile karsilastirilarak bu konuda bakterilerin roli agik bir

sekilde anlasilabilecektir.
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3. GEREG VE YONTEM

Bu calismada saglikli dis cekim soketi ve alveolit tanisi
konmus c¢ekim soketlerinden alinan o6rnekler Real-time PZR ydntemi
kullanilarak incelendi. incelenen bu érneklerde P. gingivalisve T. denticola
varligi ve prevalanslari incelenerek her iki grup arasinda istatistiksel olarak

karsilastirmalar yapildi.

3.1. Ornek Segimi

Bu tez calismasinda, Gazi Universitesi Dis Hekimligi
Faklltesi Agiz Dis Cene Hastaliklari ve Cerrahisi Anabilim Dalr’nda dis
cekimleri yapilan hastalardan érnekler elde edildi. Yagslari 17 - 62 arasinda
degisen 100 hastadan alinan oOrnekler incelendi. Hastalarin dis ¢ekim
islemi oncesinde ve sonrasinda herhangi bir antibiyotik ve klorhekzidin
iceren gargara kullanmamis olmalarina dikkat edildi. Hastalar, postoperatif
semptomlarina gore alveolit ve saglikli ¢cekim soketi olarak iki gruba

ayrildi.

Alveolit olan hastalar, alt cenede kulaga ve sakak bdlgesine,
ust cenede alin ve goz cevresine yayilan agr kesiciler ile hafifletiiemeyen
siddetli agrilara neden olarak, bitkinlik ve huzursuzluga sebep olan, dis
cekiminden 24 - 72 saat sonra ortaya ¢ikan, kismen veya tamamen
bozulmus  piht ve  Kkotl agiz  kokusu olmasi seklinde
deQerIendiriIdi.3'14‘21‘104‘105‘106‘108‘

Oral kontraseptif kullanan kadin hastalarda alveolit daha
yiiksek oranda meydana gelmektedir.'?'%*'2* 1960’larda oral kontraseptif
kullanan hastalar ile alveolit arasinda pozitif korelasyon kurulmustur'®
Ostrojen, pirojen benzerleri ve bazi ilaglar, endirekt olarak fibrinolitik

sistemi aktive ederler. BOylece kan pihtisinda lizis meydana gelir ve
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alveolit olusumuna neden olur. Oral kontraseptifler ve fibrinolitik aktivite
faktor I, VII, VIII ve X gibi faktdrlerin sayisinin artmasina neden
olmaktadir,'® bu nedenle bu calismaya katilan olgularin oral kontraseptif

kullanip kullanmadigi da sorgulanmustir.

3.2. Dis GCekim Soketlerinden Ornek Alinmasi

Dis c¢ekimini takip eden 2. gunde hastalarin semptomlari
degerlendirilerek ¢ekim kavitelerinden cerrahi kuret (SMIC, China)
kullanilarak érnekler alindi. Alinan érnekler, 0,5 ml % 0,09luk NaCl iceren

ependorf tlplere konuldu ve -70 derecede donduruldu.

Resim 3: Dig ¢gekimi sonrasi saglikl iyilesme gosteren ¢ekim soketi
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Resim 4: Dig ¢ekimi sonrasi alveolit vakasi

Resim 5: Disg ¢ekim soketinden 6rnek alinmasi
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3.3 Orneklerin PZR ile incelemesi

Doku ornekleri 1,5 ml'lik ependorf tlpleri igerisinde Gazi
Universitesi Tip Fakdiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuarina ulagtiriimistir,
Orneklerden bakteriyel DNA izolasyonu ve saflastirilmasi igin silika
matriksli cevirme kolonu kit sistemi kullanilmistir. Ornekler, sindirme
tamponu icerisinde 55°C - 65°C’de eriyene kadar inkiibe edilmistir. Daha
sonra 100l sUspansiyon tamponu iginde stspanse edilmigstir. 10,000 X g
ivmede 3 dakika santrifij edildikten sonra, 180ul ikinci sUspansiyon
tamponu iginde siispanse edilmistir. 20ul proteinaz K eklenerek 65°C’de
20 dakika inkube edilmigtir. Her 5 dakikada bir 6rnekler karigtiriimistir. iki
hacim (~400ul) baglama tamponu eklenerek 65°C’de 10 dakika inkiibe
edilmistir. 200ul saf etanol eklenerek karistiriimistir. Ornekler kitin toplama
tuplerine vyerlestiriimis ¢evirme kolonlarina yuklenerek 10,000 X g’de 1
dakika santriflj edilmistir. Toplama tlplerindeki stzintlu dokulerek kolonlar
Uzerine 750ul yikama tamponu eklenmis ve 10,000 x g ivmede 1 dakika
santriflj edilmistir. Yikama sonrasi c¢evirme Kkolonlari, kalan alkolin
uzaklagtirilmasi igin 10.000 X g ivme ile 2 dakika santrifuj edilmistir.
Elisyon basamagi icin ¢evirme kolonlari temiz mikrosantriflj tupleri
uzerine alinmistir. Kolonlara ellisyon tamponu olarak 10 mM Tris-Cl pH 9.0
eklenmistir. Kolonlar 10.000 x g ivmesi ile 30 saniye santrifuj edilerek elde

edilen suzuntl es zamanli PZT igin kalip DNA olarak kullaniimistir.
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Resim 6: 1,5 ml'lik ependorf tiipleri igerisinde doku érnekleri

Orneklerde P. gingivalisve T. denticola DNA'si varhgini
arastirmak icin bu mikroorganizmalarin 16S rDNA dizilerine 06zgul
oligonukleotid primer ve floresan isaretli 5' hidroliz problarinin kullanildigi
es zamanli PZT yapilmistir. Calismada kullanilan oligonukleotid primer ve

floresan isaretli problarin dizileri Tablo 9'da verilmistir.
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Tablo 9: Es zamanlhi PZT deneylerinde kullanilan oligoniikleotid

primer ve floresan igaretli 5' hidroliz problari.

Hedef Primer / Prob|Nukleotid dizisi Kaynak
Organizma |Adi
Porphyrom |Pg16SF 5-TCGGTAAGTCAGCGGTGAAAC-3'
onas Pg16SR 5-ATGGCAAGCTGCCTTCGCAAT-3'
gingivalis
Pg16SP 5'-FAM-CTCAACGTTCAGCCTGCCGTTGAAA-
TAMRA-3'
T. denticola | Td16SF 5'-GAATGTGCTCATTTACATAAAGGT-3'
Td16SR 5'-GATACCCATCGTTGCCTTGGT-3'
Td16SP 5'-FAM-ATGGGCCCGCGTCCCATTAGCT-TAMRA-
3'

Her bir tepkime tupl, 1 X konsantrayonda TagMan ® es
zamanli tepkime karisimi, ileri ve geri oligonukleotid primerlerin her
birinden 0.7 uM, floresan isaretli 5' hidroliz probundan 0.2 uM ve 0.1 — 1
ug kalip DNA icerecek sekilde 25 pl hacimde hazirlanmistir. Herbir
tepkime igin pozitif kontrol kalip DNA'siI olarak galigilan organizmalarin
kultdrler suspansiyonlarindan kaynatma yontemi ile elde edilen DNA
¢Ozeltileri, negatif kontrol olarak ise PZT safliginda su kullaniimistir. Termal
doéngii programi 95°C'de 10 dakika enzim aktivasyonu ve denatiirasyonun
ardindan 40 déngii boyunca 30 saniye 95°C'de denatiirasyon, 1 dakika
60° uzama olacak sekilde diizenlenmistir. Florometrik 6lciimler her
dongunidn uzama basamaginda gergeklestirilmistir. Elde edilen mutlak
floresans degerleri ile ¢odalma edrileri cizilmistir. GUrdltd  bandi
belirlendikten sonra pozitif kontrolin c¢ogalma edrisi verdigi, negatif
kontrolde egri gdozlenmedigi tepkimeler gecerli sayilarak analiz yapilmistir.
Cogalma egrisi elde edilen ornekler hedef organizma yonunden DNA

pozitif olarak degerlendirilmistir.
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Resim 8: DNA ekstraksiyonu sirasinda gergeklestirilen inkiibasyon.
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Resim 9: Gergek zamanli florometrik PZR cihazi
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4. BULGULAR

Real-time PZR ile incelenen toplam 100 adet &rnegin
tumande bakteri DNA’si tespit edildi. Bodylece kullanilan DNA
ekstraksiyonu metodu dogrulandi ve PZR’in kan, takurik, vb. materyallerle

inhibe olmadigi ve dogru olarak yurutildigu kesinlestirildi.

Calismamizda klinik tanisi belirlenen vakalardan elde edilen
toplam 100 adet 6rnegin 45’i alveolit, 55’i saglikli ¢cekim soketi grubuna

aitti.

Klinik bulgulara dayanarak tani konulan gruplar ve

gruplardaki 6rnek sayilari Tablo 10’ da gosterilmistir.

Real-time PZR’la inceleme sonuglarinda 45 alveolit
vakasinin 33’ Unde (%73,33) ve 55 saglikh ¢ekim soketinin 33 ‘Ginde (%
60) ve toplamda 100 6rnegin 66’sinda T. denticola DNA’sI saptandi. T.
denticola degiskeni bakimindan alveolit ve saglikli soket gruplari arasinda
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi. (p=1,16 p>0.05)
(Tablo 10)

Tablo 10: Calismaya alinan hastalarin kok kanal orneklerinde T.

denticola DNA’si varliginin klinik tani tiplerine gére dagilimi.

Klinik tani Negatif (%) Pozitif (%) Toplam (%)
Alveolit 12 (26,6) 33(73,33) 45
Saglikl soket 22 (40) 33 (60) 55
Toplam 34 (34) 66 (66 ) 100
p=1,16

68



Real-time PZR ile incelenen 100 0&rnegin 73’GUnde P.
gingivalis DNA’sI saptandi. 45 alveolit vakasinin 34’Ginde (%75,55) ve 55
saglikli ¢cekim soketinin 39'unda (%70,9) P. gingivalis DNA’s1 oldugu
belirlendi. P. gingivalis degiskeni bakimindan alveolit ve saglikli soket
gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi. (p=0,45
p>0.05) (Tablo 11).

Tablo 11: Calismaya alinan hastalarin kok kanal 6rneklerinde P.

gingivalis DNA’sI varliginin klinik tani tiplerine goére dagilimi.

Klinik tani Negatif (%) Pozitif (%) Toplam (%)
Alveolit 11(24,44) 34 (75,55) 45
Saglikl soket 16 (29,09) 39 (70.,9) 55
Toplam 27 (27) 73 (73) 100
p=0,45

Real-time PZR ile incelenen 100 0&rnegin 54’Gnde P.
gingivalis ve T. denticola DNA’s| saptandi. Toplam 45 alveolit vakasinin
27’'sinde (%60) ve 55 saglikli ¢cekim soketinin 27’sinde (%49,09) P.
gingivalis ve T. denticola DNA’sI oldugu belirlendi. P. gingivalis ve T.
denticola degiskeni bakimindan alveolit ve saglikli soket gruplari arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi. (p=0,809 p>0.05)(Tablo 12)
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Tablo 12: Calismaya alinan hastalarin kék kanal 6rneklerinde P.

gingivalis ve T. denticola DNA’si varliginin klinik tani tiplerine gére dagilimi.

Klinik tani Negatif (%) Pozitif (%) Toplam
Alveolit 18 (40) 27 (60) 45
Saglikli soket 28 (50,90) 27 (49,09) 55
Toplam 46 (46) 54 (54) 100
0=0,809
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Sekil 4: Dis ¢cekim soketlerinden alinan 6rneklerde T. denticola’nin

negatif sonucu.
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Sekil 5: Dis ¢ekim soketlerinden alinan 6rneklerde P. gingivalis’in

pozitif sonucu.

Calismamiza katilan 45 Kkisilik alveolit grubunda hastalarin
kadin ve erkek oranlarina gore dagilimi incelendiginde; 35 kadin (%77,8)
ve 10 erkek (%22,2) olarak belirlenmistir (Tablo 13). Cinsiyet oranlari

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir. (p=0,034, p<0,05)

Yas ortalamalari ise 17-62 arasinda (ortalama yas 33,48)
degismektedir. Yasa gore degerlendirme; 15-19, 20-29, 30-39, 40-49 ve
50+ olarak siniflandirilarak yapilmistir. Buna gore en sik alveolit ile

karsilasan grup, %29 oraninda 20-29 yas arasidir. (Sekil 6)
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Tablo 13: Alveolit olgularinda cinsiyete goére dagilim

Cinsiyet Sayl %
Kadin 35 77,8
Erkek 10 22.2
Toplam 45 100
p=0,034

9% 13%

22%

29%

27%

m15-19
m 20-29
030-39
040-49
m 50+

Sekil 6: Alveolit olgularinin yaglara goére dagilimi

Tablo 14: Alveolit olgularinin yaglara gore siklhigi ve daghimi

Yas grubu Sikhgi %
15-19 6 13,3
20-29 13 28,9
30-39 12 26,7
40-49 10 22,2
50+ 4 8.9
Toplam 45 100
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Calismamizda alveolit olgusu tespit edilen dis ¢ekim
soketleri, alt c¢ene posterior ve Ust c¢ene posterior olarak
gruplandiriidiginda; 45 olgudan 30’u (%66,7) alt cenede posterior bdlgede,
45 olgudan 15i (%33,3) de ust c¢ene posterior bolgede oldugu
saptanmistir (Tablo 15). Dis ¢ekim bdlgeleri agisindan iki grup arasinda

istatisitksel olarak anlamli bir fark saptanmistir. (p=0,041 p<0,05)

Tablo 15: Alveolit olgularinin dis ¢gekim bdlgelerine gore dagilimi

Dis cekim bolgesi sikligi %
Ust cene posterior 15 33,3
Alt cene posterior 30 66,7
Toplam 45 100
p=0,041

Diglerin c¢ekim zorlugu acisindan degerlendirildiginde;
travmatik olmayan normal dis ¢ekimi ve travmatik olan komplikasyonlu
veya kemik retansiyonlu dis ¢ekimi olarak siniflandirilmigtir. Buna gore;
alveolit olgularinda atravmatik ¢ekim yapilmis olan 14 hasta varken
(%31,1) travmatik ¢ekim yapilan 31 hasta (%68,9) vardir (Tablo 16). Dis
¢ekim zorlugu acgisindan iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark vardir. (p=0,037, p<0,05)
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Tablo 16: Alveolit olgularinin ¢gekim zorluguna gére dagilimi

Cekim zorlugu Siklik %
Normal 14 311
Komplikasyonlu 31 68.9
Toplam 45 100
p=0,037

Alveolit olgularinda hastalarin sigara kullanip kullanmadigina
bakildiginda 45 alveolit saptanan hastadan 16’sinin sigara kullandigi
(%35,5), 29'unun ise sigara kullanmadigi (%64,5) tespit edilmistir (Tablo
17).

Tablo 17: Alveolit olgularinin sigara aligkanligina gére dagilimi

Sigara Aliskanhgi Siklik %

Kullanan 16 35,5
Kullanmayan 29 64.5
Toplam 45 100

Real-time PZR ile incelenen 45 alveolit olgusunun 33
tanesinde T. denticola tespit edilirken 12 vakada ise tespit edilmemistir.
Sigara kullanimi ve T. denticola bakteri tarinin varlidi arasinda iliski
degerlendiginde; 16 sigara kullanan hastada T. denticola bakteri tlriine 14
vakada rastlanirken (%87,5), 2 vakada ise rastlanmamistir (%12,5). 29

sigara kullanmayan hastada T. denticola bakteri tlirine 19 vakada
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rastlanirken (%65,5), 10 vakada rastlanmamistir (%34,5) (Tablo 18). Bu
sonuglara gore sigara kullanimi ve T. denticola varh@1 arasinda anlamli bir
fark yoktur. (p=0,164 p>0,05)

Tablo 18 : Alveolit olgularinda T. denticola varligi ve sigara kullanimi

arasindaki iligki

T. denticola (+) | T. denticola (-) |Toplam

Sigara kullanan 14 2 16
% 87,5 12,5 100

Sigara kullanmayan 19 10 29
% 65,5 34,5 100

Toplam 33 12 45
73,3 26,7 100

p=0,164

Real-time PZR ile incelenen 45 alveolit olgusunun 34
tanesinde P. gingivalis tespit edilirken 11 vakada ise tespit edilmemistir.
Sigara kullanimi ve P. gingivalis bakteri tirinin varli§i arasinda iliski
degerlendiginde; 16 sigara kullanan hastada P. gingivalis bakteri tiriine 12
vakada rastlanirken (%75,0), 4 vakada ise rastlanmamistir (%25,0).
Toplamda 29 sigara kullanmayan hastada P. gingivalis bakteri tirine 22
vakada rastlanirken (%75,9), 7 vakada rastlanmamistir (%24,1) (Tablo
19). Bu sonuglara goére sigara kullanimi ve P. gingivalis varligi arasinda
anlamli bir fark yoktur. (p=1,00 p>0,05)
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Tablo 19: Alveolit olgularinda P. gingivalis varhgi ve sigara kullanimi

arasindaki iligki

P. gingivalis (+) | P. gingivalis (-) |Toplam

Sigara kullanan 12 4 16
% 75 25 100

Sigara kullanmayan 22 7 29
% 75,9 24,1 100

Toplam 34 11 45
75,6 244 100

p=1,00

Real-time PZR ile incelenen 45 alveolit olgusunun 27

tanesinde P. gingivalis ve T. denticola birlikte tespit edilirken 18 vakada ise
tespit edilmemigtir. Sigara kullanimi ve P. gingivalis ve T. denticola bakteri
turlerinin varligi arasinda iligki degerlendiginde; 16 sigara kullanan
hastada P. gingivalis ve T. denticola bakteri turlerine 11 vakada birlikte
rastlanirken (%68,8), 5 vakada ise rastlanmamistir (%31,2). Toplam 29
sigara kullanmayan hastada P. gingivalis ve T. denticola bakteri turlerine
birlikte 16 vakada rastlanirken (%55,2),

(%44,8) (Tablo 20). Bu sonuglara gore sigara kullanimi ve P. gingivalis ve

13 vakada rastlanmamigtir

T. denticola’'nin birlikte bulunmasi
(p=0,527 p>0,05)

arasinda anlamli bir fark yoktur.

Tablo 20: Alveolit olgularinda P. gingivalis ve T. denticola’nin

birlikte varligi ve sigara kullanimi arasindaki iligki

P.ging ve T.dent(+) | P.ging veT.den(-) Top.

Sigara kullanan 11 5 16
% 68,8 31,3 100

Sigara kullanmayan 16 13 29
% 55,2 44,8 100

Toplam 27 18 45
60 40 100

p=0,527
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Calismamizda 45 alveolit vakasinda 41 hasta agr
sikayetinden bahsederken (%91,1), 4 hasta ise agrisinin olmadigini
belirtmistir (%8,9). Hastalarin agri semptomunun sigara kullanmalari ile
iligkileri degerlendirildiginde; sigara kullanan 16 hastanin 15’i agrisinin
oldugunu belirtirken (%93,8), 1 hastanin ise agri sikayeti yoktur (%6,3).
Sigara kullanmayan hastalarda ise 29 sigara aligkanligi olmayan
hastalarin 26 tanesi agrisinin oldugunu belirtirken (%89,7), 3 hastanin ise
agr sikayeti yoktur (%10,3) (Tablo 21). Bu veriler isiginda, alveolit
olgularinda sigara aligkanligi ile agri semptomu arasinda anlaml bir fark
bulunamamistir (p=1,000 p>0,05).

Tablo 21: Alveolit olgularinda agri semptomu ve sigara kullanimi
arasindaki iligki

Agri(+) Agri(-) Top.

Sigara kullanan 15 1 16
% 93,8 6,3 100

Sigara kullanmayan 26 3 29
% 89,7 10,3 100

Toplam 41 4 45
91,1 8,9 100

p=1,000

Calismamizda 45 alveolit vakasinda agdiz kokusu sikayeti
olanlar 29 kisi (%64,4) iken 16 Kisinin (%35,6) agiz kokusu sikayeti yoktur.
Hastalarin agiz kokusu bulgusu ve sigara kullanmalari ile iligkileri
degerlendirildiginde; sigara kullanan 16 hastanin 13’Unde (%81,3) agiz
kokusu sikayeti varken, 3 hastada (%18,8) yoktur. 29 sigara kullanmayan
hastada ise 16 hastada (%55,2) adiz kokusu sikayeti varken 13 hastada
(%44,8) yoktur (Tablo22). Bu duruma gore; sigara kullanimi hastalarda
daha fazla agiz kokusuna sebebiyet veriyor denilebilir. Ancak, bu durum

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir. (p=0,087 p<0,10)
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Tablo 22: Alveolit olgularinda agiz kokusu ve sigara kullanimi

arasindaki iligki

Agiz kokusu(+) Agiz kokusu(-) Top.

Sigara kullanan 13 3 16
% 81,3 18,8 100

Sigara kullanmayan 16 13 29
% 55,2 44,8 100

Toplam 29 16 45
64,4 35,6 100

p=0,087

Alveolit olgularinda meydana gelen kismen ve tamamen
pihti kaybi bulgulari degerlendirildiginde, 45 alveolit vakasindan 41 vakada
(%91,1) tamamen pihti kaybi gozlenirken, 4 vakada (%8,9) kismi pihti
kaybina rastlanmistir. Sigara aligkanligi olan hastalarla, kismi ve tam pihti
kaybi olan hastalar arasinda; sigara kullanan 16 hastanin 16’sinda da
(%100) tamamen pihti kaybi meydana gelmistir. Sigara kullanmayan 29
hastanin ise 25’inde (%86,2) tamamen pihti kaybi gbzlenirken, 4 hastada
(%13,8) ise kismi pihti kaybi meydana gelmistir (Tablo 23). Bu verilere
dayanarak sigara kullanimi ile pihti kaybi arasinda anlamli bir fark
bulunamamistir. (p=0,281 p>0,05)

Tablo 23: Alveolit olgularinda pithti kaybi ve sigara kullanimi

arasindaki iligki

Pihti kaybi tam Pihti kaybi kismi Top.

Sigara kullanan 16 0 16
% 100 0 100

Sigara kullanmayan 25 4 29
% 86,2 13,8 100

Toplam 41 4 45
91,1 8,9 100

p=0,281
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Alveolit olgularindaki 35 kadin hastanin 28’inde (%80) ¢cekim
soketlerinden alinan drneklerde P. gingivalis bakteri tirine rastlanirken,
7’sinde (%20) ise rastlanmamistir. Alveolit bulgusu olan 10 erkek hastanin
6’'sinda (%60) cekim soketlerinden alinan orneklerde P. gingivalis
goralurken, 4’Unde (%40) ise goriimemistir (Tablo 24). Bu veriler 1s1ginda
alveolit olgularinda cinsiyet ile ¢ekim soketlerinde bulunan P. gingivalis
bakteri turl arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir.
(p=0,228 p>0,05)

Tablo 24: Alveolit olgularinda cinsiyet ile ¢ekim soketlerinde

bulunan P. gingivalis bakteri arasindaki iligki

P. gingivalis (+) P. gingivalis (-) Top.
Kadin 28 7 35
% 80 20 100
Erkek 6 4 10
% 60 40 100
Toplam 34 11 45
75,6 24,4 100

p=0,228

Alveolit olgularindaki 35 kadin hastanin 21’inde (%60) ¢ekim
soketlerinden alinan Orneklerde P. gingivalis ve T. denticola bakteri
turlerinin her ikisine rastlanirken, 14’dnde (%40) ise rastlanmamistir.
Alveolit bulgusu olan 10 erkek hastanin 6’sinda (%60) ¢cekim soketlerinden
alinan orneklerde P. gingivalis ve T. denticola bakteri tlrlerinin her ikisi de
goralurken, 4’Unde (%40) ise goriimemigstir (Tablo 25). Bu veriler 1s1ginda
alveolit olgularinda cinsiyet ile ¢ekim soketlerinde P. gingivalis ve T.
denticola bakteri turlerinin her ikisinin bulunmasi arasinda da istatistiksel

olarak anlamli bir fark bulunamamigtir. (p=1,000 p>0,05)
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Tablo 25: Alveolit olgularinda cinsiyet ile ¢ekim soketlerinde P.

gingivalis ve T. denticola bakteri tlrlerinin her ikisinin bulunmasi arasindaki

iligki

P.ging+Tdent (+) P.ging+Tdent (-) Top.

Kadin 21 7 35

% 60 40 100

Erkek 6 4 10

% 60 40 100

Toplam 34 11 45

60 40 100

p=1,000

Alveoilit olgularinda ¢ekim sekli ile bakteri turlerinin varligi

anlaml bir fark bulunamamustir. (p=0,287 p>0,05)

arasindaki iligski de degerlendiriimigtir. 45 alveolit olgusundaki 14 normal
dis ¢ekimi yapilan dis ¢ekim soketinin 12'sinde (%85,7) T. denticola
bulunurken, 2’sinde (%14,3) ise bulunmamistir. 45 alveolit olgusundaki 31
komplikasyonlu dis ¢ekim soketinin 271’inde (%67,7) T. denticola
bulunurken 10’unda (%32,3) ise bulunmamistir (Tablo 26). Bu veriler

Isiginda alveoilit olgularinda ¢ekim sekli ile T. denticola varligi arasinda

Tablo 26: Alveoilit olgularinda ¢ekim sekli ile T. denticola varlig

arasindaki iligki

T. denticola (+) T. denticola (-) Top.

Normal ¢ekim 12 2 14
% 85,7 14,3 100

Komp. ¢ekim 21 10 10
% 67,7 32,3 100

Toplam 33 12 45
73,3 26.7 100

p=0,287
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45 alveolit olgusundaki 14 normal dis ¢ekimi yapilan dis
¢cekim soketinin 10’'unda (%71,4) P. gingivalis bulunurken, 4’ande (%28,6)
ise bulunmamistir. 45 alveolit olgusundaki 31 komplikasyonlu dis ¢ekim
soketinin 24’Unde (%77,4) P. gingivalis bulunurken 7’sinde (22,6) ise
bulunmamistir (Tablo 27). Bu veriler 1s1ginda alveoilit olgularinda ¢ekim
sekli ile P. gingivalis varligi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunamamistir. (p=0,717 p>0,05)

Tablo 27: Alveoilit olgularinda ¢ekim sekli ile P. gingivalis varlig

arasindaki iligki

P. gingivalis (+) P. gingivalis(-) Top.

Normal ¢ekim 10 4 14
% 71,4 28,6 100

Komp. ¢ekim 24 7 10
% 77,4 22,6 100

Toplam 34 11 45
75,6 24,4 100

p=0,717

45 alveolit olgusundaki 14 normal dis ¢ekimi yapilan dis
cekim soketinin 9'unda (%64,3) P. gingivalis ve T. denticola bakteri
turlerinin her ikisi de bulunurken, 5’'inde (%35,7) ise bulunmamigtir. 45
alveolit olgusundaki 31 komplikasyonlu dis ¢ekim soketinin 18’inde
(%58,1) P. gingivalis ve T. denticola bakteri turlerinin her ikisi de
bulunurken 13’Unde (%41,9) ise bulunmamistir (Tablo 28). Bu veriler
IsIginda alveoilit olgularinda ¢ekim sekli ile P. gingivalis ve T. denticola
bakteri tarlerinin her ikisinin birden bulunmasi arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark bulunamamistir. (p=0,753, p>0,05)
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Tablo 28: Alveoilit olgularinda ¢ekim sekli ile P. gingivalis ve T.

denticola bakteri tiirlerinin her ikisinin birden bulunmasi arasindaki iligki

P.ging ve T.dent(+) | P.ging ve T.dent(-) | Top.

Normal ¢ekim 9 5 14
% 64,3 35,7 100

Komp. ¢ekim 18 13 10
% 58,1 41,9 100

Toplam 27 18 45
60 40 100

p=0,753
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5. TARTISMA

Alveolit olusumunda oral florada bulunan
mikroorganizmalarin rolU daha onceki bilimsel yayinlarda

6,7,8,9,14,15,16,,17,18,19,20,21,68,69

tartisilmigtir. Bu mikroorganizmalar arasinda

Ozellikle T. denticola ve P. gingivalis dnemli 6l¢clide yer almaktadir.

Bu mikroorganizmalarin geleneksel kultar yontemleri ile
uretiimeleri oldukgca zordur. T. denticola ve P. gingivalis ‘kirmizi
kompleks'’in iki 6nemli Uyesi olup kultur teknigiyle cok zor Uuretilebilen
mikroorganizmalardir.?’**>*® Bu mikroorganizmalar daha cok periodontal
ve kok kanal patojenleri olarak bilinmektedir. Bu ¢alismada alveolit olgulari
uzerinde ilk kez molekuler biyolojik yontemler kullanilarak bu bakterilerin

varligi ve patojeniteleri arastiriimigtir.

Molekuler mikrobiyolojik yontemlerle mikroorganizmalarin
mikrobiyal DNA’larinin saptanmasi ile enfeksiyoz hastaliklar hakkindaki
bilgide 6nemli dlglide artisa neden olmus ve ¢ogu hastaligin etkili ve hizli

tanisina olanak saglamistir.’’%173

Molekuler mikrobiyolojik teknikler
arasinda en fazla duyarlihk ve 6zgulligu PZR ydntemi gostermektedir.
Ornegin DNA hibridizasyon ydntemi PZR ile karsilagtiriidiginda érnek
basina 10°® hucre saptayabilirken, PZR tek bir hlcreyi bile saptayabilecek
duyarliiga sahiptir."”* PZR, diger saptama ydntemlerinden en az 10 - 100
kat daha duyarlidir.”™® Ayrica PZR yénteminde, saptama igin kdiltir
yonteminde  oldugu gibi  bakteri  Uretilmesi iglemine  gerek
duyulmamaktadir. Bu 6Ozellik, ¢cekim soketlerinde sik¢a rastlanan ve zor
ureyen anaerobik bakterilerin tanimlanmasinda o6nemli bir avantaj
olusturur. Anaerobik bakterilerin tanimlanmasi, geleneksel kultlr
yontemleri kullanildiginda 7-14 gln gerektirirken, PZR ile yalnizca birkag

saatte basarilabilmektedir.”™ Hatta bu ydntemin ilerlemesi ile ‘altin
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standart’ 6zelliginde olan kultur yontemlerinin guncelligi ve etkinligi

sorgulanmaya baslanmistir.

Bu galismada tim bu avantajlarindan dolay! T. denticola ve
P. gingivalisin arastirnimasinda PZR yodntemi tercih edilmistir. PZR
yonteminin  uygulanma teknigindeki farkliliklar nedeniyle cgesitli
varyasyonlari bulunmaktadir. Bizim ¢alismamizda, diger PZR tekniklerine
gOre daha duyarli, 6zgul ve hizli 6lgim yapabildigi distnulen “Real-time
PZR’ kullanilmistir.’">17¢

P. gingivalis ve T. denticola daha 6nceden enfekte kok kanal
olgularinda ve periodontal patojen olarak hem geleneksel hem de
molekuler biyolojik yontemlerle incelenmistir. Oral florada PZR analizi igin
bakteri Ornekleri daha c¢ok dil dorsumundan, subgingival plaktan,
supragingival bolgeden, kdk kanallarindan da érnek elde edilmistir. Bunun
yanisira dental implant sonrasi gorulebilen periimplantitis olgularinda
periopatojen bakteri kolonizasyonunun PZR ile analizi yapilmistir. Yani
PZR yoéntemi ile bakteri turlerinin incelenmesi ¢ogunlukla periodontoloji ve
endodonti alaninda olmustur. incelenen bakteri tirleri arasinda, B.
Gingivalis, Actynomyces, T. denticola, Provetella Intermedia, B. Forsytus,

T. Forsythia, P. Endodontalis sayilabilir **°

Calismamizda incelenen
bakteri tlrleri ve incelenen drnekler farklilik gostermektedir. Dis c¢ekimi
sonrasi meydana gelen alveolit olgularinda PZR analizi ile T. denticola ve
P. gingivalis bakteri turlerinin incelenmesi daha once

gergeklestiriimemistir.

T. denticola'nin bazi yuzey proteinleri adeziv, sitotoksik
etkiler gosterir ve doku yikicl aktivitelere sahiptir. Bu proteinlerin
baslicalari msp ve CTLP'dir.***” Bunlardan msp proteini, T. denticola'nin
diseti fibroblastlarina adezyonunda énemli role sahiptir.*>*® CTLP vyani

diger adiyla dentilisin, doku yikimina neden olan kollajenolitik konak
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enzimlerinin aktivasyonuna yol acabilmektedir?” T. denticola, konak
hicrelere ve diger doku elemanlarina adezyon goOsterebilmekte ve
hiicrelere ve dokulara invaze olabilmektedir.*® Dis dokularinda hasarin
gelisiminde spiroketlerin hareket yetenegi, énemli rol oynamaktadir. Bu
hareketliligi saglayan flajella, 6nemli bir virilans faktoru olmakla beraber
flajellaya sahip olmayan spiroketler konagi enfekte etmekte basarisiz
olmaktadir.’” T. denticolanin bu tip virllans faktorleri ile hicrelere
adezyon (gostererek dokulara invaze olmasi, fibroblastik aktiviteyi
bozmasi, boylece doku yikimina neden oldugu anlasilmaktadir. Ayrica T.
denticola’nin sistalsin denen antijenik proteini, eritrositlerin aglitinasyonu
ve lizisi ve bdylece hemoglobinin oksidasyon ve sulfUrasyonuna sebep
oldugu ve bu sayede hicre iginde ve disinda hemolitik aktiviteye neden

oldugu diistiniimektedir.>®°

T. denticola 6nemli d6lglide diseti fibroblastlarina adezyon
ozelligine sahiptir.® Tr.denticola tiirlerinin dis membranlarinda bulunan ve
adezyonda etkili olan dentisilin, fibronektin, IgA, 1gC, albumin, transferrin,
fibrinojen ve diger biyoaktif peptidleri salgilayan genis bir substrata kargi
enzimatik etki gdstermektedir.®*> Ayrica doku yikimina neden olan
kollajenolitik konak enzimlerinin aktivasyonuna yol acgabilmektedir.?’
Alveolitin olusum mekanizmasinda da bilindigi gibi fibrinolitik aktivitenin
bozulmasi s6z konusudur. Bizim ¢alismamizda bu mekanizma ve bakteri
iliskisi gdz onune alinmistir. Ancak incelenen olgularda, T. denticola ve

alveolit vakalari arasinda istatistiksel olarak anlamlilik saptanmamigtir.

Nitzan ve  ark.'™  perikoronitiste ~ etken  olan
mikroorganizmalarin alveolit olusumuna neden olabilecegini belirtmiglerdir.
Ozellikle T. denticola'nin alveolit olusumunda énemli bir etken oldugunu
savunmustur. Buna ilaveten g¢ocukluk déneminde alveolitin meydana
gelmemesinin nedeni olarak da bu mikroorganizmanin o ¢aglarda agizda

bulunmadigini gdstermektedir.'™ Bizim yapmis oldugumuz incelemeler
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sonucunda saglikli ¢ekim soketleri ve alveolit olgulari arasinda T.

denticola prevalansi agisindan anlamli bir fark olmadigi saptanmistir.

P. gingivalisin  sintzit, apandisit, dis ve diseti
enfeksiyonlarina neden olabilecegi bilinmektedir. Hatta bakteriyemi yoluyla
endokardite de neden olabilmektedirler.®® Agiz florasinda en sik
periodontal dokularda gériildigiine dair calismalar mevcuttur.?? 3636667
Calismamizda dis c¢ekim soketlerinde varliginin bu dokulardan
kaynaklandigi duasunulmektedir. Cogunlukla subgingival bdlgelerde ve
diseti olugunda, ozellikle apseli digler ve semptomatik peri-radikiler

lezyonlardan izole edilebilmektedir.%%%°

Store ve ark.?® | mandibulada osteoradyonekroz olgularinda
yapilan bir galismada, rezeke edilen 12 osteoradyonekrotik mandibulanin
derin medullar yapilarinda en predominant organizma olarak P. gingivalis'i
tespit etmistir. Bu da bize doku iyilesmesinin oldukga zor ve ge¢ oldugu
osteoradyonekroz vakalari gibi iyilesmenin geciktigi olgularda P.

gingivalisin etkili olabilecegini gostermektedir.

Bunun yanisira heminden zengin besi yerinde Uretilen P.
gingivalisin hastalik yapabilme yeteneginin fazla oldugu da rapor edilmistir.
Hemin varken bakterinin ortama saldigi butirik asit diseti dokusunda IL-6,
IL-8, IL-11 salinmasini arttirir ve T lenfositleri icin toksiktir, T lenfositlerin
apoptozisini arttirir, diseti fibroblastlarini doza bagli olarak siiprese eder.®
Fibrinolitik sistem enflamatuvar lezyonlarin yayilmasini ve konnektif
dokunun bozulmasini saglayan ekstrasellller proteolizisi dizenledigi igin
enflamatuvar reaksiyonlarda o6nem tasimaktadir. Bu nedenle P.
gingivalisin alveolite neden olabilen etkilerinden biri de fibrinolitik aktivite

neticesinde olabilecedi ileri siiriilebilmektedir.?®
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P. gingivalis konaktaki diseti epitel hucrelerine, cesitli konak

proteinlerine fimbrialar aracihgi ile tutunur.®®

P. gingivalis fimbriyalari
ayrica sitokin Uretimi ve kemik rezorbsiyonuna neden olmak gibi ¢ok cesitli
biyolojik aktivitelere de sahiptir.”> Konak hiicrelerin igerisinde 24 saatten
fazla canl kalabilir. Dis dokularinda bu kadar uzun sure canli kalabilmeleri
ve burada rezorbsiyona neden olabilmeleri dis ¢ekimi sonrasinda da bu
bakterinin alveolit olusumundan sorumlu olabileceginin bir gostergesi

olarak da agiklanabilir.

Kollajenaz, P. gingivalis tarafindan salgilanan énemli ve etkin
bir virllans faktori olarak duretilir ve bunu Ureten tek bakteri P.
gingivalis'tir 8%, Kollajenaz geni, kok cevresinde meydana gelen
hasarlarda da P. gingivalis igin O6nemli bir yayilm faktori olarak
dustinilmektedir.®®> P. gingivalis icin cok onemli bir viriilans faktori ve
kemik rezorbsiyonunda rol oynayan ana etken olarak ileri surulen
lipopolisakkarit (LPS) konak dokunun harabiyetine neden olan biyolojik
aktiviteleri ydneten bir molekiildir.”®®*% LPS ve periapikal lezyon varligi
arasinda dogru oranti varligi disinilmektedir.”®®® Bu tip kdk cevresi ve
kemik rezorbsiyonuna etkilerinin fazla olmasindan dolayl da dis ¢ekimi
sonras! olusabilecek alveolit vakalarinda etkisinin olduk¢a fazla oldugu

dusunulebilir.

P. gingivalis, ¢ogu dis ve diseti enfeksiyonunda vyer
almaktadir ve bircok yikici viriilans faktériine sahiptir? Stirmekte olan 3.
Molar diglerinin 5-7 mm’lik periodontal ceplerinde P. gingivalis PZR ile
arastirilmis ve %20 oraninda tespit edilmistir.®® Bizim calismamizda
alveolit gozlenen 30 adet alt molar dis c¢ekim soketlerinin 22’sinde P.

gingivalis saptanmistir.

P. gingivalis enfeksiyonlarin yayllmasina neden olan

fibrinojenolitik ve fibrinolitik aktivite gostermektedir.®®%" Gésterdigi bu
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aktivite nedeniyle alveolit olgularina neden olabilir. Bu ylzden
calismamizda P. gingivalis alveolit olgularinda ve saglikli ¢ekim
soketlerinde karsilastirmali olarak incelenmis ancak istatistiksel olarak
anlamli bir farklihk bulunamamigtir. Yapilan istatistiksel analizler, saglkl
cekim kaviteleri ve alveolit olgularinda P. gingivalis varlhidmnin anlamli

Olcude bir farkhlik géstermedigini saptamistir.

‘Kirmizi kompleks’in iki Uyesi olan P. gingivalis ve T.
denticola’nin arasindaki sineriji bir gok calismada gosterilmistir.3***>* Hatta
bu sinerjinin bu bakterilerin sahip olduklari bazi virilans faktoérlerinden
kaynaklaniyor olabilecegi de ileri siirilmektedir.** Calismamizda Real-time
PZR ile incelenen 100 6rnegin 54’ande P. gingivalis ve T. denticola DNA'sI
saptanmigtir. Toplam 45 alveolit vakasinin 27’sinde (%60) ve 55 saglikli
cekim soketinin 27’sinde (%49,09) P. gingivalis ve T. denticola her ikisinin

birden DNA’sinin var oldugu belirlenmistir.

Fibrinolitik  aktivite, P. gingivalis ve T. denticolada
g6zlemlenen bir durumdur. Her iki mikroorganizmanin periodontal
hastaliklar ve akut nekrotizan ulseratif gingivitisde bir arada oldugu onceki
calismalarda saptanmistir.®® Ancak, bizim calismamizda saglikh c¢ekim
soketleri ve alveolit olgulari arasinda T. denticola ve P. gingivalis

bakterileri prevalansi agisindan herhangi anlamli bir fark gézlenmemigtir.

Alveolit olgularinda antibiyotik kullanimi hakkinda yapilan
pek ¢ok calisma vardir. Bunlardan 6zellikle alveolite neden olabildiklerini
dusundukleri anaerobik bakteriler Uzerine etkili olan metronidazol,
penisilin, klindamisin ve eritromisin kullanimi hakkinda

arastiniimigtir >2%121.177

Buna karsin, alveolit vakalarinda antibiyotik
kullanimini énermeyen otdrler de vardir."”® Bizim calismamizda, son bir

ayda antibiyotik kullanmamig olan hastalar calismaya dahil edilmistir.
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Dolayisiyla antibiyotik kullaniminin bakteriler ve alveolit olusumu Uzerine

etkisinden bagimsiz olarak vakalar incelenmistir.

Alveolit olgularinin etiyolojisinde bakteriyel enfeksiyon,
travma ve biyokimyasal ajanlar da yer almaktadir. Birn 1973te
plazminojeni plazmine donusturen fibrinolitik aktiviteyi alveolit olgularinda
tanimlamis ve dzellikle dis ¢ekim soketlerinde pihti kaybinin buna neden
oluyor oldugunu géstermistir.'®'7%'8 By pihti kaybina neden olabilecek
anaerobik bakteriler de (6zellikle T. denticola ve P. gingivalis) ¢alismalarda
tanimlanmigtir. Bu bakterilerin varligi, ¢galismamizda alveolit olusumu ile
anlamli bir fark olusturmadigi goristiinden hareketle daha ileri galismalarin

yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

P. gingivalis 30 pg/mlI’ den dusik konsantrasyonlarda
klorhekzidin (Kh) icerisinde bile Ureyebilir. Hiicre gdvdesinin ve vezikullerin
enzimatik aktiviteleri kullanilan Kh den hi¢ etkiienmemektedir. Tam aksine,
dusuk konsantrasyonda (<30 upg/ml) KH ile muamele edilen bakteriler,
membran gecirgenlikleri bozuldugu i¢in ortama daha fazla vezikil, tripsin
benzeri proteazlar, alkalin fosfataz ve N-asetil-B-glukozaminidaz gibi
enzimler salarlar. Fakat bu vezikullerinin ve enzimlerinin litik etkileri bUyUk
Olcide kayip olur. Bu nedenle, Kh kullanilacaksa 30 pg/ml
konsantrasyondan daha yogun kullaniimali ve sadece profilaktik amaclarla
uygulanmaldir.®® Larsen ve ark.’® yaptigi calismada islem &ncesi
uygulanan Kh gargaranin  alveoliti %60 oraninda azalttigini
gostermislerdir. Yine Rango ve Szkutnik™' islem éncesi 30 sn %0,12’lik
Kh uygulanan vakalarda alveolit insidansinin % 50 oraninda azaldigini
bildirmislerdir. Hermesh ve ark.® da islemden bir hafta énce ve islemden
bir hafta sonra 30 sn %0,12’lik 15 ml Kh uygulanan hastalarda %38
oraninda alveolit olgularinda azalma kaydetmistir. Benzer bir ¢alismada
Tjenberg' de Kh kullaniminin alveolit insidansinda azalma sagladigini

rapor etmistir. Bu nedenle calismamiza, alveolit olusum insidansini
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azalttigi bilinen islem 6ncesi veya sonrasi %0,12’lik Kh agiz gargarasini

kullanmayan hastalar dahil edilmistir.

Yara cevresindeki fibrin birikimi, yara cevresinde bulunan
dokulari, mikroorganizma  invazyonuna  karsi korumakta ve
mikroorganizmalara kargi savunma mekanizmasinda 6nemli rol
oynamaktadir.*® Organizmada fibrin olusumunu sinirlayan veya olusan
fibrini imha eden mekanizmalar da mevcuttur. Ozellikle plazmin, olusan
fibrin yapinin ¢dzllmesine neden olur ki buna fibrinolizis adi
verilmektedir.* Oral bélgede fibrinolitik aktiviteye sahip mikroorganizmalar
saptanmistir. T. denticola'nin fibrinolitik aktivitesi hicre disinda
gerceklesmektedir '° Alveolit olusumu ile ilgisi oldugu distnilen
mikroorganizmalar arasinda Streptococci (S. Viridans, S. Lactis ve
Corynebacteria xerosis) de sayllmaktadir '®' Staphylococuss aureus ailesi
ve B hemolitik streptokoklar fibrinolitik aktiviteye sahiptir ozellikle P.
gingivalis ve T. denticola (plazmin benzeri fibrinolitik aktivite uygulayarak)
periodontal hastaliklar ve alveolit olgularindan da sorumlu tutulmaktadir.
Fibrinojenolitik ve fibrinolitik aktivite ya da her ikisini de gdsteren
mikroorganizmalar arasinda T. denticola ve P. gingivalis disinda
Actinomyces sp., Bacteroides sp., Fusobacterium sp., Peptococus sp.,
Propinobacterium sp. ve Staphylococuss aureus da sayilabilmektedir. Bu
bakteri tlrleri arasinda da 06zellikle molekuler biyolojik ydntemlerle

karsilastirmali galismalara ihtiyag duyulmaktadir.

Birn, dis ¢ekimi sonrasinda olusan kan pihtisinda fibrinolitik
aktivitenin dis cekimi sonrasi ikinci giinde ortaya giktigini géstermistir.*®
Cunku kan pihtisindaki antiplazmin, pihtiyr parcalamadan sorumlu olan
plazminden 6nce ortadan kaybolmaktadir.*® Bu nedenle hastalar dis

¢ekiminden iki gun sonra degerlendirilmigtir.
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Dis cekimi sonrasi iyilesme sirasinda kan akiminin zayif
olmasi da alveolite neden olabilmektedir.'®® Lokal anestezilerdeki
vazokonstruktorler de bir diger patogenetik faktordur. Bazi arastirmacilar
periodontal intraligamenter  anestezinin  blok ve infiltrasyonel
enjeksiyonlardan daha fazla alveolit olusumuna yol actigini iddia

3121 Bunun yani sira Tsirlis ve ark.”® her iki anestezi

etmektedir.
uygulamasi arasinda anlamli bir fark olmadigini gostermistir. Ayrica
Turner, 1274 dis ¢ekimi uyguladigi bir calismada ekstra 2ml yapilan lokal
infiltratif anestezinin alveolit olusum riskini yUkselttigi fakat istatistiksel
olarak anlamli bir fark yaratmadidini da rapor etmistir. Bazi aragtirmacilar,
lokal anestezikteki vazokonstruktorin alveolit olusumunda buyuk bir etkisi
oldugunu diisinmemektedir.’*® Otérler, vazokonstriiktor iceren lokal
anestezik maddelerin kan akimini yavaslatabilecegini, bunun da oksijen
iletimini azaltabilecegini bu yuzden de iyilesmenin gecikecegini
savunmaktadir. Ayrica epinefrinin de fibrinolizisi arttirdigini da rapor
edilmistir.”® Bizim calismamiza dahil olan hastalarin timiine standart
rejyonel ve lokal anestezi teknikleri (Ust genede tiber anestezi, alt genede

mandibular ve infiltratif anestezi) uygulanmistir.

1960’larda oral kontraseptif kullanan hastalar ile alveolit
arasinda pozitif korelasyon kurulmustur.'?®> Oral kontraseptif kullanan kadin

hastalarda alveolit daha yiiksek oranda gériildigi rapor edilmigtir 122123124

ve Lilly ve ark.'®

alveolit olgularinin oral kontraseptif kullanan hastalarda
kullanmayanlara oranla U¢ kat daha fazla géruldigunu bildirmistir. Garcia
ve ark.”® de bu bulgular desteklemistir. Ostrojen, pirojen benzer bazi
ilaclar, endirekt olarak fibrinolitik sistemi aktive ederler. Bdylece kan
pihtisinda lizis meydana gelir ve alveolit olusumuna neden olur. Catellani

ve ark.'®®

oral kontraseptiflerdeki Ostrojen dozunun azalmasiyla alveolit
olgularinin da azaldigini gostermistir. Oral kontraseptifler ve fibrinolitik
aktivite faktor II, VII, VIII ve X gibi faktorlerin sayisinin artmasina neden

olmaktadir.’®® Bu nedenle ¢alismamiza katilan olgularin oral kontraseptif
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kullanip kullanmadigi sorgulanmig ve oral kontraseptif kullanmayan

hastalar secilmigtir.

Sweet ve Butler'®, alveolit olgularinin kadinlarda %4,1
oraninda iken erkeklerde %0,5 olarak goéruldugunu gostermistir.
Tjenberg'®, alveolitin kadinlarda erkeklere oranla 5 kat daha fazla

gorildigini rapor etmistir. Garcia'® ve Lilly'®

nin de arastirmalari bu
calismalari desteklemektedir. Catellani ve ark.'®®, oral kontraseptif
kullaniminin ve menstural donemde Ostrojen hormonundaki degisikliklerin
neticesinde fibrinolitik aktivitedeki artisin alveolite neden olabilecegini ve
bu ylzden kadinlarda daha ylksek oranda goéruldiguini savunmuslardir.
Calismamizda alveolit olgulari arasinda kadin ve erkek oranlari arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark ortaya c¢ikmistir. Kadinlarda alveolit

olgusu daha fazla goralmustir (%77,8) (P<0,05).

Cogdu literatirde alveolitin gocukluk ¢aginda meydana
gelmedigini ve hastanin yasi ile bu insidansin arttigi belirtilmigtir."18%186.187
McGregor'® ise alveolitin Ugiincli ve dérdiincii dekatta en yiiksek
insidansta goruldugunu rapor etmistir. Diger yandan o yas araligi sigara

kullaniminin yilksek oranda gériildiigi yaslardir.'®

Calismamizda alveolit
olgularinda yas ortalamasi 33,48 (17-62) olup, en sik alveolit ile

karsilasan grup, %29 oraninda 20-29 yas arasidir.

Alveolit olgularinin daha ¢ok alt c¢cene molar bdlgede
meydana geldigini beliten pek ¢ok calisma vardir. Hatta mandibular
Ucuncu molar dislerde oran %20-30’a kadar ¢ikabilmektedir. Bu durumun
o bdlgede ozellikle gomull dis ¢ekimi sonrasi komplikasyon oraninin
yuksek olmasi ve normal dis ¢ekimine nazaran daha travmatik bir islem

olmasi ile ilgili oldugu calismalarda belirtilmistir,'%®12123.140

Calismamizda
alveolit vakalarinda Ust ¢ene posterior bolge ve alt gene posterior bolgede

diger calismalara paralel sekilde istatistiksel olarak anlamli bir fark
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bulunmustur. Alt ¢cene posterior bolgede yapilan dis ¢gekimlerinde alveolit

olgusu daha fazla gérulmastir (%66,7) (p<0,05).

Bazi arastirmacilar, cerrahi travma ile alveolit arasinda bir
iliski bulamasalar da c¢ogu literatir bu iliskiyi desteklemektedir.
105,116,128.139.171,179.188.190 Trayma, dis gekimi sonrasinda olmasi gerektigi
sekilde trombozosisi engellemekte, kan akisini azaltmakta ve soketin
etrafindaki kemikte basinca neden olmaktadir.> Bazi arastirmacilar
travmanin doku dayaniklihgini azalttigi ve bundan dolayr yaranin
anaeroblar tarafindan enfekte oldugunu belirtmislerdir.>'"® Birn hiicrelere
zarar verildiginde alveolar kemikten acida c¢ikan FXIl ya da Hegamon
faktorun, kan, doku ve endotelyal plazminojen aktivatorlerinden Urokinaz
gibi fibrinolitik aktivite doku aktivatérlerini aciga cikardigini belirtmistir.’®
Calismamizda da alveolit vakalarinda travmatik ¢ekim olarak
degerlendirilen grup ile atravmatik c¢ekim olarak degerlendirilen grup
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu bulunmustur. Travmatik

¢ekim yapilan hastalarda alveolit olgusu daha fazla gértulmustir (%68,9).

Sigara, noétrofil kemotaksisini ve fagositozunu azaltmakta ve
immunoglobulin Gretimini engellemektedir. Meechan ve ark.'®’ 3541 dis
¢cekimi Uzerinde yaptigi arastirmada dis ¢ekimi sonrasi sigara kullaniminin
kanin dig cekim soketlerinde birikmesinin oldukca azaldigi ve agir
icicilerde (>20 sigara/gun) sigara igmeyenlere oranla alveolit insidansini
arttirdigini ortaya ¢ikarmiglardir. Nikotinin oral mukozada absorbsiyonu
vazokonstriiktor etki gérilmektedir.’®' Sweet ve Butler 400 mandibular dis
cekimi Uzerinde yaptidi calismada sigara kullananlarin kullanmayanlara
oranla daha yuksek alveolit insidansina sahip oldugunu rapor
etmislerdir."”?” Ayni arastirmacilara gore bu risk, giinde on adetten fazla
icenlerde %12, gunde bir paketten fazla icenlerde ise %20 oraninda
artmaktadir. Sigara i¢imi sirasinda pihtinin negatif basingla ortadan

127,192

kaybolmasi da diger bir problemdir. Calismamizda alveolit
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vakalarinda sigara kullanimi agisindan anlamli bir fark bulunmamistir.
Alveolit olgularinda sigara iciminin bakteri tarleri ile iligkileri de
degerlendirilmistir. Ancak T. denticola ve P. gingivalis bakteri turleri ile

sigara kullanimi arasinda herhangi anlamli bir iligki kurulamamigtir.

Alveolit alt cenede kulaga ve sakak bolgesine, Ust ¢enede
alin ve g6z cevresine yayilan ve agri kesiciler ile hafifletiemeyen siddetli
agrilarin oldugu bir durumdur.'*1941951% Birn  a§r1 olusumunun dis cekim
soketinde kinin formasyonu ile ortaya c¢iktigini ortaya koymustur. Kinin
diger enflamatuar medyatdrlerle ve algojenik substanslarla beraber primer
afferent sinirlerini aktive etmektedir."*” Plazmin de alveolar kemik iliginde
kallikreini  kinine donustirmektedir. Bu sebeple plazmin alveolite
karakteristik iki olgudan sorumludur; birincisi norolojik agri digeri ise kan
pthtisinin - bozulmasidir.™’  Alveolit olgularinda hastalarimizin = %91,1

oraninda agn varhgi tespit edilmistir.

Sigara kullaniminin alveolit olusumu ile ilgisi daha &nce
ortaya konmustur. Ancak alveolit olgularinda agr sikayeti olanlarin sigara
kullanimina bakildiginda herhangi anlamli bir iliski olmadigi ortaya
cikmigtir. (p>0,05)

Klinik ve laboratuar c¢alismalar alveolitin patogenezisinin
nedeni olarak fibrinolitik aktivitenin artmasi oldugunu
gostermistir.'% 142143144 Birn  kan pihtisinin parsiyel veya tam lizisi ve
destriksiyonunun inflamasyon son ucunda doku kinazlarinin ortaya
clkmasina ve bodylece kandaki plazminojenin direkt ya da indirekt
aktivasyonuna neden oldugunu iddia etmistir'® Alveolit olgularinda
meydana gelen kismen ve tamamen pihtt  kaybi  bulgulari
degerlendirildiginde, 45 alveolit vakasindan 41 vakada (%91,1) tamamen

pihti kaybi gozlenirken, 4 vakada (%8,9) kismi pihti kaybina rastlanmigtir.
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Ayrica calismamizda sigara kullanimi ile pihti kaybi arasindaki iliski de

degerlendirilmis ancak anlamli bir fark bulunamamistir. (p>0,05)

Alveolit vakalarinin cinsiyetler arasinda anlamli derecede
farkll oranlarda oldugu daha 6nceki ¢alismalarda ve bizim ¢alismamizda
da ortaya konulmustur.'%?:122:180. 184185 Alyeolit olusumuna neden olabilen
P. gingivalis ve T. denticola bakteri tUrlerinin ayri ayri veya birlikte dis
¢cekim soketlerinde bulunuyor olmasi ve cinsiyetler arasinda fark olusturup
olusturmadigi c¢alismamizda sorgulanmigtir. Ancak bakteri tlrleri ve
cinsiyet gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamh bir fark

bulunamamistir. (p>0,05)

Alveolit olgulari ile travma arasindaki iliski pek ¢ok galismada
ve bizim calismamizda da ortaya konmustur.'0>116:128.139.171.179.188.190 Ryjq
¢ekim zorlugu ile alveolit olusumuna neden olabilen T. denticola ve P.
gingivalis bakteri turleri arasindaki iligki istatistiksel olarak anlamli

bulunmamistir.

Literatir gb6zden gegirildiginde bu c¢alisma dis ¢ekim
soketlerinde T. denticola ve P. gingivalis bakterilerinin PZR ydntemi ile
incelendigi ilk calismadir. P. gingivalis ve T. denticola’nin periodontal ve
endodontik patojen olarak PZR teknikleri ile incelendigi pek ¢ok galisma
vardir. Ancak c¢ekim kavitesinde varligi ilk defa tarafimizdan molekuler

mikrobiyolojik teknikler kullanilarak degerlendirilmigtir.

Kaltir yodntemiyle dretiimesi zor veya imkansiz olan
mikroorganizmalarin 16S rRNA boélgelerinin PZR kullanilarak gogaltilmasi
molekuler mikrobiyolojide ¢igir agmistir. PZR kuiltar yontemlerine gore
daha hassas, 6zgul ve hizlidir, ayrica daha kesin sonuglar saglar. Bu

metotlarin yerinde kullanimi, dis c¢ekim soketlerinde olusabilen alveolit
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olgularinin  belilenmesine, anlasiimasina ve tedavi stratejilerinin

geligtiriimesine 6nemli katkilar saglayacagina inaniimaktadir.
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6. SONUGLAR

Dis cekim soketlerinde T. denticola ve P. gingivalis bakteri
turlerinin Gergek Zamanlh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real-time PZR) ile
incelenerek kargilastiriimasi isimli tez galismamizda asagidaki sonuglar

elde edilmigtir.

1.Real-time PZR ile incelenen toplam 100 adet 6rnegin
timinde bakteri DNA’si tespit edildi. Bodylece kullanilan DNA
ekstraksiyonu metodu dogrulandi ve PZR’in kan, takurik, vb. materyallerle

inhibe olmadigi ve dogru olarak yurutildigu kesinlestirildi.

2. Real-time PZR ile incelenen 100 &rnegin 54’Unde P.

gingivalis ve T. denticola DNA’sI saptandi.

3. 45 alveolit vakasinin 27’sinde (%60) ve 55 saglikh ¢ekim
soketinin 27’sinde (%49,09) P. gingivalis ve T. denticola DNA’sI oldugu
belirlendi. P. gingivalis ve T. denticola degiskeni bakimindan alveolit ve
saglikli soket gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi

saptanmistir. (p>0.05)

4. Real-time PZR’ la inceleme sonuglarinda 45 alveolit
vakasinin 33’ Unde (%73,33) ve 55 saglikh ¢ekim soketinin 33 ‘Gnde (%
60) ve toplamda 100 6rnegin 66’sinda T. denticola DNA’sI saptandi. T.
denticola degiskeni bakimindan Alveolit ve saglikli soket gruplari arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir. (p>0.05)

5. Real-time PZR ile incelenen 100 Ornegin 73’Unde P.
gingivalis DNA’sI saptandi. 45 alveolit vakasinin 34’Ginde (%75,55) ve 55
saglkli ¢cekim soketinin 39'unda (%70,9) P. gingivalis DNA’s1 oldugu

belirlendi. P. gingivalis degiskeni bakimindan Alveolit ve saglkli soket
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gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir.
(p>0.05)

6.Bu sonuglar dikkate alindiginda saglikli ¢ekim soketi ve
alveolit olgulari arasinda T. denticola ve P. gingivalis bakteri turleri her iki
sokette de buyUk oranda bulunmasi ile alveolit olusum mekanizmasinda

bu iki bakterinin direkt iligkilendirilemeyecegdi sonucu elde edilmistir.

7. Calismamiza katilan 45 kisilik alveolit grubunda hastalarin
kadin ve erkek oranlarina gore dagilimi incelendiginde; 35 kadin (%77,8)
ve 10 erkek (%22,2) olarak belirlenmigtir. Cinsiyet oranlari arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir. (p<0,05)

8. Calismamizda alveolit olgusu tespit edilen dis ¢ekim
soketleri, alt c¢ene posterior ve Ust c¢ene posterior olarak
gruplandiriidiginda; 45 olgudan 30’u (%66,7) alt cenede posterior bdlgede,
45 olgudan 15i (%33,3) de ust c¢ene posterior bodlgede oldugu
saptanmistir. Dis ¢ekim bolgeleri acisindan iki grup arasinda istatisitksel

olarak anlamli bir fark saptanmigtir. (p<0,05)

9. Dislerin ¢ekim zorlugu acisindan degerlendirildiginde;
travmatik olmayan normal dis ¢ekimi ve travmatik olan komplikasyonlu
veya kemik retansiyonlu dis ¢ekimi olarak siniflandirilmigtir. Buna gore;
alveolit olgularinda atravmatik ¢ekim yapilmis olan 14 hasta varken
(%31,1) travmatik ¢ekim yapilan 31 hasta (%68,9) vardir. Dis ¢ekim
zorlugu agisindan iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
vardir. (p<0,05)
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7. OZET

Dis ¢cekimi sonrasi ¢gekim soketlerinden T. denticola ve P.

gingivalisturlerinin PZR analizi ile incelenerek karsilagtiriimasi.

Bu ¢alismanin amaci, dis ¢ekimi sonrasi ¢ekim soketlerinde
T. denticola ve P. gingivalisbakteri turlerinin, varligi ve prevalanslarinin
Real-time PZR ile belirlenmesidir. Bu iki bakteri tirinin varliginin, alveolit

olgulari ve saglikli dis ¢ekim soketleri ile iligkileri kargilastiriimistir.

100 hastadan elde edilen drnekler, alveolit ve saglikli soket
olarak iki gruba ayrilmistir. DNA ekstraksiyonunun ardindan ornekler, T.
denticola ve P. gingivalis igin 6zgul primer ve problar kullanilarak Real-

time PZR ile incelendi.

Real-time PZR’la inceleme sonuglarinda 45 alveolit
vakasinin 33’ Unde (%73,33) ve 55 saglikh ¢ekim soketinin 33 ‘Uinde (%
60) ve toplamda 100 6rnegin 66’sinda T. denticola DNA’sI saptandi. Real-
time PZR ile incelenen 100 6rnegin 73’Unde P. gingivalis DNA’sI saptandi.
45 alveolit vakasinin 34’Unde (%75,55) ve 55 saglikli ¢ekim soketinin
39’unda (%70,9) P. gingivalis DNA’sI oldugu belirlendi. P. gingivalis ve T.
denticola degiskeni bakimindan alveolit ve saglikli soket gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi1 saptanmistir. (p>0.05)

Anahtar soézcukler: Porphyromonas gingivalis, Real-time PZR, T.

denticola, alveolit
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8. SUMMARY

investigation and Comparison of T. denticola and P.
gingivaliswith polymerase chain reaction (PCR) techniques after

tooth extraction on dental sockets.

The aim of this study was to assess the presence and
prevalence of T. denticola, P. gingivalis in the infected alveolar osteitis and
healty dental sockets by Real-time PCR. The relationship between the
presence of these two bacteries and alveolar osteitis and healty dental

sockets was also evaluated.

The samples of 100 patient’s dental sockets were divided
into the following two clinical groups; alveolar osteitis and healty dental
sockets. DNA was extracted from samples
which were further analysed using the primers and probes that are specific

for T. denticola and P. gingivalis.

T. denticola was found in 66% of the total samples, in 33 of
45 cases with alveolar osteitis (73,33%) and in 33 of 55 with healty dental
sockets (60%). P. gingivalis was observed in 73% of the total samples, in
34 of 45 cases with alveolar osteitis (75,55%) and in 39 of 55 with healty
dental sockets (70,9%). The association between the presence of the

bacteries and clinical situations was not statistically significant (p>0.05).

Key words: Porphyromonas gingivalis, Real-time PZR, T.

denticola, alveolar osteitis.
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