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Pp: Prevotella pallens, P.pallens

SCD: Sondalanabilir cep derinlig

Ss: Standart sapma

TIMP: Tissue inhibitor of matrix metalloproteinase
Td: Treponema denticola, T. denticola

Tf: Tannerella forsythia, T. forsythia
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OZET

Yek, E. (2006). Generalize Agresif Periodontitisli Bireylerde Baslangic Tedavisine
Destek Olarak Kullanilan Sistemik Metronidazol-Amoksisilin Kombinasyonunun
Biyokimyasal ve Mikrobiyolojik Parametreler Uzerine Etkisinin Incelenmesi. Istanbul
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Periodontoloji ABD. Doktora Tezi. Istanbul.

Bu tez calismasiin amaci generalize agresif periodontitisli bireylerde periodontal
baslangic tedavisine destek olarak uygulanan sistemik metronidazol + amoksisilin
kombinasyonu ile klinik 1yilesmenin degerlendirilmesi, diseti oluk sivist MMP-1 ve
TIMP-1 seviyelerinde meydana gelecek olasi degisimin incelenmesi, ayn1 zamanda bu
hastalik  grubunda etken patojenlerden oldugu disiliniilen Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Tannerella forsythia, Treponema denticola, Porphyromonas
gingivalis ve Pigmentli Prevotella’larin varliginin arastirilmasidir.

Bu amagla 28 agresif periodontitisli birey ¢alismaya dahil edilmistir. Kontrol grubuna
yalnizca baslangi¢ tedavisi, test grubuna ise baslangi¢ tedavisi ile birlikte sistemik
antibiyotik uygulamasi yapilmistir. klinik 6l¢timler dizideki tiim dislerde yapilmustir.
Tedavi oncesi (baslangigta) ve sonrasi 3. ve 6. aylarda gruplarin plak indeksi (PI),
gingival indeks (GI) sondalanabilir cep derinligi (SCD) ve klinik atagsman diizeyi
(KAD) o6l¢iilmiistiir. Baglangigta klinik 6l¢iimlerden 1 hafta sonra, 3. ve 6. aylarda ise
hemen Ol¢limler Oncesinde subgingival plak Ornekleri ile birlikte diseti oluk sivisi
ornekleri de toplanmistir. Plak 6rnekleri 6nceden belirlenmis olan en derin {i¢ bolgeden
havuz yontemiyle, diseti oluk sivis1 Ornekleri ise en derin boélgeden toplanmistir.
Subgingival plak o6rnekleri oncelikle kiiltiir yontemiyle incelenmis, total, fakiiltatif
anaerop ve siyah pigmentli bakteri sayimlar1 yapilmistir. Kiiltiir ortaminda
Porphyromonas gingivalis ve Prevotella intermedia grubunun tanisi yapilmis, elde
edilen saf kiiltiirlerde PCR yontemiyle Prevotella intermedia grubu bakterilerin tiir
ayrimi yapilmistir. Daha sonra direk olarak subgingival plak orneklerinden yine PCR
yontemiyle diger bakterilerle birlikte bu grup bakteriler de tekrar incelenmistir. Diseti
oluk sivisinda ise MMP-1 ve TIMP-1 seviyeleri ELISA yontemiyle degerlendirilmistir.

Calismanin bulgularia gore her iki grupta da istatistiksel olarak anlamli diizeyde klinik
tyilesme tespit edilmistir. Her iki grupta baslangica gore 3. ve 6. aylarda sondalanabilir
cep derinliginde anlam diizeyde siglasma ve klinik atagsman diizeyinde anlamli diizeyde
artiy gorilmiistiir. Diseti oluk sivisinda her iki grupta da tedavi sonrasi total MMP-1
seviyeleri anlamli diizeyde azalmistir(p<0,05). MMP-1 konsantrasyon degerleri ise test
grubunda 3. ayda baslangica gore anlamli diizeyde azalmistir (p<0,05). TIMP-1
konsantrasyon degerleri ise kontrol grubunda 6. ayda anlamli diizeyde artmistir
(p<0,05). Siyah pigmentli patojen sayisinda her iki grupta da anlamli azalma meydana
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gelmistir (p<0,05). Varhig1 arastirillan tiim patojenler icinde Tannerella forsythia
eradikasyonu saglanan tek bakteridir.

Bu c¢alisma bulgularina gore gruplar arasinda klinik Ol¢iimlerde anlamli fark
bulunamamistir. Siyah pigmentli bakteri sayist her iki grupta anlamli diizeyde
azalmistir. Benzer sekilde total MMP-1 her iki grupta anlamli diizeyde azalmistir.
TIMP-1 total ve konsantrasyon degerlerindeki degisim gruplar arasinda nalamli fark
ifade etmemistir. Sonug¢ olarak sistemik metronidazol-amoksisilin kombinasyonu ile
genaralize agresif periodontitisli bireylerde iyilesmenin klinik ve mikrobiyolojik
parametrelerinde fark yaratilamamaktadir. Ancak, Tannerella forsythia gibi belirli
patojenlerin baskin floray1 olusturdugu durumlarda yarar saglanabilir.

Anahtar Kelimeler: metronidazol, amoksisilin, genaralize agresif periodontitis,
periodontal patojenler, matriks metalloproteinazlar, doku inhibitorleri

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: T-657/17032005
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ABSTRACT

Yek, E. (2006). The evaluation of systemic metronidazole-amoxicillin combined
therapy on clinical, microbiological and biochemical parameters in patients with
generalized aggressive periodontitis. Istanbul University, Institute of Health Science,
Department of Periodontology. Doktora Tezi. Istanbul.

The purpose of this study was to evaluate the clinical healing by clinical indices,
to quantify the amount of matrix metalloproteinase-1 and tissue inhibitors TIMP-1
expressed by human gingival crevicular fluid and assess the periodontal pathogens
associated with generalized aggressive periodontitis such as Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Tannerella forsythia, Treponema denticola, Porphyromonas
gingivalis and Pigmented Prevotella’s when metronidazol-amoxicilline were
administerede adjunctive to periodontal initial therapy.

The treatment of aggressive periodontitis has presented a challenge for clinicans. There
are still no protocols for efficiently cotrolling this type of disease. By many researchs,
contribution of systemic antibiotics are established for the treatment of patiens suffering
from aggressive periodontitis. Among all these antibiotics, metronidazole-amoxicilline
presents a good choice.

Two study groups and 28 generalized aggressive periodontitis patients were included
into the study. As adjunct to scalig and root planing, patients were administered
metronidazole and amoxicillin. Clinical data were recorded at all teeth present in
dentition., plaque indice (PI), gingival indice (GI), probing depth (PD) and clinical
attachment level (CAL) were measured before sampling at baseline and after sampling
at 3rd and 6th months. Plaque samples were collected from three preselected teeth by
pooling and gingival crevicular fluid samples from depest sites at baseline, 3 months
and 6 months after treatment. At all time points gingival crevicular fluid samples were
collected to evaluate the amounts of MMP-1 and TIMP-1. Subgingival plaque samples
were analysed for quantitative data and detection of Porphyromonas gingivalis and
Pigmented Prevotella’s by culture technique. Then Prevotella’s and other pathogens
were detected by PCR directly from subgingival samples.

No differences were observed between the two study groups at any time points for
clinical datas. According to the findings, subjects in control and test groups displayed a
great reduction from baseline in probing depths and clinical attachment levels. There
was not any significant difference in the total amount of MMP-1 between groups. In the
test group the concentration values of MMP- 1 was significantly reduced at 3rd month
(p<0.05). TIMP-1 concentration values was significantly reduced in the control group.
According to the microbiological findings, the black pigmented bacteria reduced
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significantly in both of the groups (p<0.05). Tannerella forsythia was the only pathogen
eradicated by the antibiotics used in our study.

According to our findings; there was no statistically significant difference for the
clinical parameters betweeen groups. Black pigmented bacteria were reduced
significantly by both of the treatment strategies. Similarly total MMP-1 levels were
reduced to similar levels in both of the groups. The data regarding TIMP-1 total and
concantration levels show no significant difference between groups. In conclusion there
can’t be made any difference for the clinical and microbiological parameters of healing
by using this antibiotic combination with generalized aggressive periodontitis. Besides,
this combination may be useful for he eradication of spesific pathogens as Tannerella
forsythia.

Key Words: Metronidazole; amoxicillin, generalized aggressive periodontitis,
periodontal pathogens, matrix metalloproteinases, tissue inhibitors

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. T-657/17032005
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1. GIRIS VE AMAC

Periodontitisin en onemli klinik 6zellikleri klinik atagsman kaybi, alveol
kemigi kaybi1, periodontal cep formasyonu ve diseti iltihabidir. Tiim bu 6zelliklerle
birlikte disetinde ¢ekilme veya biiylime, disetinde provoke kanama, dislerde

hareketlilik ve/veya dis kayiplar1 goriilebilir.

1999°da yapilan Uluslararasi Periodontal Hastaliklarin Siniflamasi
Toplantisi’nda erken donem periodontitisler agresif periodontitisler olarak, erigkin

periodontitis terimi ise kronik periodontitis olarak degistirilmistir [8].

Agresif periodontitis hizli seyreden ve ailesel gecis gOsteren bir grup

periodontitisi igerir. Lokalize ve generalize olmak tizere iki tipi vardir.

Genel olarak olmas1 beklenen, ancak evrensel olmayan klinik 6zellikleri

sunlardir;
1-Mikrobiyal birikintiler hastaligin yikim siddetiyle uyumsuzdur.
2-Atasman ve kemik kayb1 kendiliginden durabilir.
Genaralize agresif periodontitis (GAP);

v’ genellikle 30 yas alt1 bireyleri etkiler, ancak bireyler daha yaslh

olabilir.

v’ birinci biiylik az1 ve Kesiciler disinda en az {i¢ siirekli dis

etkilenmis olmalidir.

GAP’ te tedavi amaci mikrobiyal etyolojik faktorlerle risk faktdrlerinin
elimine edilerek, hastaligin ilerlemesinin durdurulmasi1 ve tekrarlamasinin
engellenmesidir. Sistemik faktorler, immun bozukluklar ve mikrobiyal flora
nedeniyle agresif periodontitis, periodontal hastaliklar i¢inde tedavisi ve kontrol

altina alinmas1 daha gii¢ olan hastalik grubunu olusturur (8).

Periodontal hastaliklarin tedavisinde periodontal baslangi¢ tedavisinin
vazgecilmez bir yeri vardir. Ozellikle iyi plak kontrolii saglandig1 durumlarda dis
ylizeyi temizligi ve kok yilizeyi diizlestirme islemleri ile basarili sonular elde
edildigi ve elde edilen iyi halin uzun siireler korunabildigi bilinmektedir [152].

Ancak basariyla uygulanmis tedaviye ragmen 06zellikle derin ceplerin bulundugu



bolgelerde subgingival plagin kalabilmesi, mikroorganizmalarin dentin tubuluslar1
ve el aletleri ile yeteri kadar ulagilamayan furkasyon bolgelerine yerlesmeleri, bazi
patojenlerin yumusak dokuya invaze olabilmeleri gibi nedenlerle her zaman
istenilen yamit almamayabilir [2;59;29]. Iste bu durumlarda mekanik periodontal
tedavinin ¢esitli antimikrobiyallerle desteklenmesi gerekebilir. Periodontal
hastaliklarin karisik mikrobiyal etyolojiye sahip oldugu distiniildiigiinde ise;
birden fazla antibiyotik birlikte kullanilarak spektrum genisletilmeye calisilmistir.
Bu antibiyotik kombinasyonlarindan 6zellikle metronidazol-amoksisilin kiymetli
bir segenek olarak 6ne ¢ikmaktadir. Pek ¢ok arastirma periodontal tedaviye destek
olarak metronidazol+amoksisilin kullaniminin olduk¢a iyi sonuglar vaadettigine
dair veri sunmaktadir [149;211;212;223]. Bu kombinasyonun 6zellikle lokalize
agresif periodontitis ve mikrofloralarinda Aa’nin dominant oldugu bireylerde

oldukea basarili oldugu bildirilmistir [211;212].

Kollajen yikimi inflamasyon, doku yikimi, remodeling, yara iyilesmesi
veya doku tamiri esnasinda gerceklesir. Bu islem iki yolla gerceklesebilir. 1-
intraseliiler yol, 2-ekstraseliiler yol. Patolojik olmayan durumlarda diseti ve
periodontal ligaman gibi yumusak ve dinamik yapiya sahip bag dokularinda
olduk¢a yiiksek diizeylerde fagositoz ve kollajen fibril yikimi gerceklesir.
Patolojik olaylarda ise sentez ve yikim arasindaki denge bozulur. Gingivitisin
erken donemlerinde dahi disetinde bulunan kollajen fibrillerin ¢ogu bolgeye
infiltre olmak isteyen inflamatuar hiicrelere yer saglamak amaciyla yikima ugrar.
Bu siire¢ digetinin pembe ve siki goriinlimiiniin kaybolup parlak ve biitiinligi
kaybolmus bir goriiniim kazanmasina yol agar. Bu durum kroniklestikce
periodontitise doniisiim gerceklesip periodontal ligaman g¢evre destek dokularla
birlikte kaybedilebilir. Bu patolojik durumda kollajen genelde metallo-
proteinazlarla iliskili olan ekstraseliiler yolla yikima ugrar. Interstisyel kollajenaz
(MMP-1) bu enzimler arasinda en 1yi bilinenlerdendir [3;86]. MMP-1 karakteristik
N-terminal ve C-terminal fragmanlar1 iireterek tip I ve III kollajeni yikima ugratir.
MMP’lerin doku inhibitorleri olan TIMP’ler ise matriks yikimini regiile ederler.
Bu regiilasyon proteinaz inhibisyonu ya da MMP aktivasyonunun blokajiyla
gerceklesir. TIMP-1 ve TIMP-2’nin farkli MMP’leri kontrol altinda tutarlar.
TIMP-1 MMP-1"1 ¢cok daha etkin sekilde inhibe eder [126].



Bu tez g¢alismasinin amaci generalize agresif periodontitisli bireylerde
periodontal baglangi¢ tedavisine destek olarak uygulanan sistemik metronidazol +
amoksisilin kombinasyonu ile diseti oluk sivist MMP-1 ve TIMP-1 seviyelerinde
meydana gelecek olasi degisimin incelenmesi, ayn1 zamanda bu hastalik grubunda
etken patojenlerden oldugu diisliniilen 4. actinomycetemcomitans, T. forsythia, T.
denticola, P. gingivalis ve Pigmentli Prevotella’larin varliklarmin ve tedaviye
baglh olarak 3. ve 6. aylarda gruplarin subgingival mikrofloralarinda meydana
gelen total, fakiiltatif anaerop ve siyah pigmentli bakteri sayilarindaki degisimin

arastirilmasidir.



2. GENEL BILGILER

Periodontitis

Periodontitisin en 6nemli klinik 6zellikleri klinik atagsman kayb1 (KAK),
alveol kemigi kayb1 (AKK), periodontal cep formasyonu ve diseti iltithabidir. Tim
bu 6zelliklerle birlikte disetinde ¢ekilme veya biiyiime, disetinde provoke kanama,
dislerde haraketlilik ve/veya dis kayiplar1 goriilebilir. Belirli birkag istisnai durum
disinda pek ¢ok periodontitis tipi siirekli ilerleyen veya zaman zaman aktivite

artig1 gosteren kronik bir iltihap olarak kabul edilir.

Periodontitisin histopatolojik 06zellikleri ise baglant1 epitelinin mine-
sement smirmin apikaline gerilemesi, cep epiteline komsu kollajen fibrillerin
kayb1; kemik yikimi; baglanti epiteli ve cep epitelinde polimorfoniiveli 16kositlerin
varli§1 ve sayica artis1 ve plazma hiicreleri, lenfosit ve makrofajlardan zengin

iltihapsal infiltrat olarak siralanabilir.

Giliniimiizde periodontal hastalik etyolojisinde bakteriyel enfeksiyonun
primer rol oynadigi kabul edilmektedir. Pek ¢ok bakteri tiiriintin bir biofilm i¢inde
dis yiizeyinde konakladigi ve bakteri plagi olarak ifade edilen bu yapinin
periodontitisle yakindan iligkili oldugu bilinmektedir. Bu bakteri tiirleri:
A.actinomycetemcomitans, P.gingivalis.  T.forsythia, spiroketler, C.rectus,
E.nodatum, T.denticola, P.nigrescens, P.micra, F.nucleatum, ve E.corrodens’ tir.
Cesitli putatif periodontal patojen komplekslerinin duyarl bir konakta periodontal

hastalik baglatip, hastalik seyrini agirlastirdigi bilinmektedir [56].

Periodontal hastaliklar i¢inde agresif periodontitis tedavisi ve kontrol
altma alinmasi daha gii¢ olan periodontitis tipidir. Lokalize ve generalize olmak
iizere iki tipi vardwr. Generalize agresif periodontitisin klinik teshisinde birinci
biiyiik az1 ve kesici digler disinda en az ii¢ siirekli disin etkilenmis olmas1 kosulu
aranir. Atasman kaybi1 episodlar halinde ilerler. Hastalik periodontal patojenlerden
ozellikle A.actinomycetemcomitans ve P.gingivalis ile iliskilidir. Ayrica notrofil

fonksiyon bozukluklar1 da olabilir. Genellikle infeksiyon ajanina kars1 zayif serum



antikor yanit1 olusur [8]. Kronik periodontitisten farkli olarak agresif periodontitis

tedavisinin 6zellikle ¢esitli antimikrobiyallerle desteklenmesinden gerekmektedir.

Koch’un Postulatlari’nin Socransky ve ark. tarafindan periodontal

hastaliga modifiye edilmis hali su sekildedir :
e Hedef bakterinin cogunlugu periodontitisle iliskili olmalidir.

e Hedef bakterinin eliminasyonu ile hastaligin ilerleyisi

durdurabilmelidir.
e Hedef bakteriye kars1 belirgin konak yanit1 tanimlanabilmelidir.

e Eger miimkiinse bakterinin patojenitesi hayvan modelleri ile ortaya

konulabilmelidir.
e Benzer patojenite mekanizmalar1 gosterilmelidir [177;178].

Bu kriterlere dayali olarak pek ¢ok periodontopatojen bakteri belirlenmis

ve daha detayl olarak calisilmistir [45;80;179;181].

Periodontopatojenlerin belirlenmesini hedefleyen ilk ¢alismalarda saglikls,
gingivitisli ve periodontitisli bolgelerden alinan subgingival plak orneklerindeki
mikrobiyal kompozisyonlar karsilastirilmistir. Bununla birlikte subgingival plak
orneklerinde varligi saptanan bakterilerin periodontopatojenler mi yoksa cesitli
periodontitis tipleri i¢in indikatér mii olduklar1 heniiz tam olarak belirginlik

kazanmamistir

Periodontal Hastahk Etyolojisinde Mikrobiyal Faktorlerin Rolu

Insanlarda agiz boslugunda 700’{in iizerinde bakteri tiirii tespit edilmistir.
Bu tiirlerin 400’den fazlas1 periodontal cep i¢inde bulunur [132]. Cep i¢inde
yasayan bakterilerin bir kismu1 periodontal saglik, bir kismi gingivitis, bir kismi ise
periodontitisle iliskilidir ( Tablo 2-2). Daha fazla klinik 6rnek incelendikce ve de
bakteri izolasyon ve tanmi yontemleri gelistikce bu say1 artacaktir. Bu bakteri
tiirlerinin bir kismi yalnizca belirli zamanlarda insan agiz florasinda bulunur,
ancak ¢ogunlugu bakteri plagmin daimi iiyeleridir. Bunlar dis yiizeyi, diseti epiteli
ve oral epitel tarafindan saglanan ortamin asamali olarak gelisip ekolojik bir

ortama doniismesini saglarlar. Yiiksek diizeyde damarlanmaya sahip diseti bag



dokusu ve periodontal ligamente olduk¢a yakin yasamalarina ragmen bu tiirler
icerisinde yalnizca birkag1 saglikli bireylerde sistemik enfeksiyona yol acar. Bu
durum konagim dogal bagisiklik sistemlerinin siirekli olarak bakteriyel
kolonizasyonu izlemesi ve lokal dokular i¢ine bakteri girisine izin vermemesine

baglanabilir.

Dental plak bakterileri ve konak dogal savunma sistemleri arasinda siirekli
degisen bir denge vardir. Konak sahip oldugu dogal ve kazanilmis immun yanitlar
ile bakteriyel ¢ogalmay1 kontrol altinda tutmaya calisirken, plak bakterileri de
hayatta kalabilmek i¢in stirekli yeni stratejiler gelistirir. Burada planli ve hazirlikli
bir etkilesim olmamakla birlikte bakteri ve plak arasinda gelismis bir etkilesim
olarak diisiiniilebilir. Bakteriler konagin yabanci madde olarak tanimladigi ve
karsilik verdigi antijenler salarlar. Plak bakterileri kendi lokal ¢evrelerini siirekli
olarak gelistirecek adaptasyon kabiliyetine sahiptirler. Klinik olarak saglik
durumunda bu bakteriler konagin siirekli etkin bir savunma siirdirmesi i¢in
telkinde bulunurlar. Bazi daha enfeksiyoz bakterilerin de sahneye ¢iktig1 veya
konagin daha az etkin bir savunma yaptig1 belirli durumlarda ise yikici
inflamasyon baslayabilir. Konagm hayati tehlikeye yolagacak diizeyde bir
bakteriyel enfeksiyona maruz kalmamasi i¢in ilerlemis inflamasyon varliginda

mevcut lokal enfeksiyonu uzaklastirmak amaciyla dis kayiplart meydana gelir.
Gilinitimiizde plak biofilminin olusumundaki dinamik zincirlerin su sekilde
gelistigi bilinmektedir:
Planktonik hiicreler mine tlizerindeki pelikil tabakasina baglanirlar; gram-

pozitif koklar.

Tek hiicreler sayisal olarak cogalir ve dis yiizeyine yayilir; ilk yerlesen
hiicreler. Bu asamada streptokoklar deneysel gingivitisin olusumundan bir giin

sonra ortamda goriilebilir.

Tek hiicreler birbirleriyle otoagregasyon veya diger planktonik hiicrelerle

koagregasyon olustururlar.

Bu popiilasyonlar bir topluluk veya biofilm halinde biiyiirler: ilk basarili

olusum.



Altta kalan topluluklarda mikrogevreler aerobik/kapnofilikten, fakiiltatif

anaerobik ortama degismeye baslar.

Ekolojik ortam degisir ve topluluk yeniden organize olur. Bu asamada

deneysel gingivitisin olusumundan ii¢ giin sonra flament yapis1 gézlenir.

Alt katmanlardaki topluluklarin olusturdugu mikrogevreler fakiiltatiften

zorunlu anaeroba dontisiir.

Daha genis bakteri tiiriinii ihtiva eden ve artik duraganlasmis olan bir
topluluk kurulur. Bu asamada deneysel gingivitis gelisiminin yedinci giliniinde

spiroketler ve hareketli mikroorganizmalar gozlenir.

Subgingival Plak i¢inde Mikrobiyal Birliktelikler

Mor kompleks
V.parvula
A.odontolyticus

C.rectus

kompleks ompleks
S. mitis
S. oralis
S.sanguis

Streptococcus spp.
S.gordoni
S.intermedius

C.showae

S.noxia

A.actinomycetemcomitans
serotype b

Sekil 1: Mikrobiyal kompleksler icindeki ve farkhh komplekslerin aralarindaki iliskinin

diagramatik gosterimi [181]

Socransky ve ark. tarafindan 1998’de gerceklestirilen calismada 13 000’den fazla
subgingival plak 6rnegi iginde 40 subgingival mikroorganizma checkerboard

DNA-DNA hibridizasyon teknigi kullanilarak periodontal mikroorganizmalarin




olusturduklar1 komplekslerin (Sekil 1) belirlenmesi amaciyla incelenmistir. Farkli
komplekslerin mikroorganizma igeriginin mikroorganizmalarin birarada bulunma
sikligryla iligkili oldugu fikrinden yola ¢ikilmistir. Subgingival plagin erken
donem yerlesenleri komplekslerden bagimsiz ya da sar1 veya mor kompleksler
icinde bulunmustur. Plak i¢inde ikincil olarak yerlesen mikroorganizmalar ise
yesil, turuncu veya kirmizi kompleksler icinde yer almistir [181]. Bu kompleksler
icinde turuncu kompleks P. intermedia, P. nigrescense, P. micra, F. nucleatum, C.
rectus, E. nodatum, C. showae’yi igerir. Turuncu kompleks periodontal hastaligin
erken donemlerinde goriilen patojenlerle kirmizi kompleks patojenleri arasinda
koprii vazifesi goriir. Kirmizi kompleks ise periodontal hastaligin klinik
degiskenleriyle olan yakin iligkisi dolayisiyla mikrobiyolojik ¢aligmalarda 6zel bir

alan bulmustur.

2.3.1. Kirmizi1 kompleks patojenleri

Biofilm gelisim siireci i¢inde daha ge¢ zamanda yerlesim gosteren kirmizi
kompleks Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis), Tannerella forsythia (T.
forsythia) ve Treponema denticola’y1 (T. denticola) igerir [181].

Bakteri virulansi: Bir bakterinin virulansindan bahsedebilmek i¢in yalnizca
mikrobun kendi toksik ozellikleri yeterli olmaz, ayn1 zamanda duyarli bir konak
ve ikisi arasinda etkilesim gerceklesmesi gerekir. Bir bakterinin sahip oldugu

virulans faktorleri su 6zellikleri gosterilebilir:
e Mikrop-konak arasinda etkilesimin baglatilmasi
e Konak dokularina invaze olabilme
e Konak hiicresi i¢inde ¢cogalabilme
e Konak savunma sistemleriyle miicadele edebilme

Yaklasik 20-25 yil i¢inde ¢esitli calisma gruplarmin yaptiklar1 arastirmalar
sonucunda bir grup gram pozitif bakteri tiiriiniin periodontal saghigin devamai i¢in
gerekli oldugu , pek ¢cok gram negatif anaerob tiirlin de gingivitis ve periodontitis

gelisimiyle iligkili oldugu bilgisine ulagilmistir. Artik agikg¢a bilinmektedir ki



sagliklt bir oral floradan gingivitis ve periodontitise gec¢is i¢cin belirli bakteri
komplekslerine ihtiya¢ vardir. Oral florada bu kompleksler i¢cinde periodontal
hastaligin ilerlemesinde en 6nemli birliktelik kirmizi komplekstir. Bu kompleks
patojenlerden P. gingivalis ile T. fosythia generalize agresif periodontitisle daha
fazla iliskilendirilmistir [228]. Bu bakterilerin, periodontal hastaligin artan klinik

parametreleriyle prevalans ve sayica arttig1 bilinmektedir.

P. gingivalis, T. forsythia ve T. denticola plak 6rneklerinde genellikle periodontal
cebin epitel duvarina komsu ve birarada bulunurlar. P.gingivalis, T.denticola’nin
besin birlikteliginden yararlanir. Her iki bakteri kendilerini periodontal doku

yikiminin asil iiyeleri yapacak cesitli 6zelliklere sahiptir:
e Periodontal yikim gostergeleriyle birlikte ortaya cikarlar.
e Geligen biofilmde topolojik olarak birbirleriyle yakindan iliskili goriiliirler.

e In vitro ¢aligmalar dis membran proteinazlar: (arginin ve lizin spesifik
sistein proteazlari, kimotripsin benzeri serin proteazi) liretme yetenegine

sahiptirler.

T. forsythia ilk kez Tanner tarafindan 1986’da tanimlanmistir [194]. Gmiir ve ark.
T. forsythia ile P. gingivalis arasinda kuvvetli iliski saptamislardir. P. gingivalis
farkli periodontal cep bolgelerinden elde edilen plak 6rneklerinin hi¢birinde Tf

yoklugunda gozlenmemistir [63].

2.3.1.1. Porphyromonas gingivalis:

P. gingivalis kiigiik, gram negatif, siyah pigmentli periodontal patojendir [40]. P.
gingivalis’nin patojenitesi ilk olarak oral dokulara baglanmasiyla baglar.
Bakterinin bu baglantiy1 olusturmakta kullandig1 ¢esitli yapilar1 vardir: fimbrialar,
proteazlar, hemaglutininler, lipopolisakkarid. Bakteri olgun biofilm yapilarinda P.
intermedia ile koagregasyon gostererek potansiyel etkilesime girer. F. nucleatum

koagregasyonuyla birlikte P. gingivalis ve T. forsythia kolonizasyonu kolaylasir.

Bakteri-konak etkilesimi: saglikli bir dis yiizeyi biofilm olusturan bakterilerle
karsilastiginda anatomik olarak oncelikle dis yiizeyine baglanir ve diseti oluguna
uzanir. Digeti olugunun tabaninda dogrudan dis yilizeyine baglanan keratinize
olamayan baglanti epitelini olusturur. Baglant1 epiteli gecirgen bir yapiya sahiptir

ve P. gingivalis’in invazyonuna agiktir. Bu nedenle baglant1 epiteli hiicreleri
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bakteri ve iirtinlerine agiktir. P. gingivalis diseti epiteli hiicrelerinde saptanmaistir.
Bakteri  ile konak arasindaki baslangic etkilesim fibrinojen, histatin ve
fibronektini igeren cesitli konak proteinlerinin varliinda gerceklesir. Ayrica
Yilmaz ve ark. epitel hiicrelerinde bulunan B1 integrinlerinin bakterinin yiizeye

baglanmasinda reseptor rolii oynadigini gostermislerdir [230].

Tripsin-benzeri proteazlar olarakta bilinen gingipainler aslinda bir grup serin
proteazlari icerirler. Bu proteazlar bakterinin gdsterdigi proteolitik etkinin %85 ini
olustururlar. Interlokin-6 (IL-6) kemik-rezorbe edici ajanlarin varlhiginda
osteoblastlar tarafindan salgilanan bir sitokindir. Ayni sitokin hiice  kiiltiir
sistemlerinde osteoklast olusumunu da indiikler. Oral epitel hiicrelerinin P.
gingivalis ile karsilasmalar1 IL-6 salgilanmasmi uyarir. Bakteri ayrica periferik
kan mononiiklear hiicrelerden monosit kemotaksis protein-1 (MCP-1) ve
interlokin-8 (IL-8) salgilanmasini etkiler. Bakteri ayrica endotel hiicrelerinden
salgilanan MCP-1 ve IL-8 in yikimma yolagar. P.gingivalis proteinazlarinin
periodontal bag dokusunun major komponentlerinden tip I ve tip IV kollajeni,

ayrica ekstraseliiler matriks proteinlerini yiktigi gosterilmistir.

P. gingivalis konak hiicrelerinden fibroblastlar l6kositler ve makrofajlar tarafindan
salgilanan ve ekstraseliiler matriks makromolekiillerinden kollajen, fibronektin ve
laminini yikma yetenegine sahip olan pek ¢cok matriks metalloproteinaz (MMP)’in
ortaya ¢ikisint saglar. Bu enzimlerin doku inhibitorleri (TIMP) ise ileride daha
ayrmtili sekilde bahsedilecegi gibi MMP’lerin aktif bolgelerine kovalent olmayan
baglarla baglanirlar ve bag dokusunun hiicresiz matriksinin yikimi ve yeniden
yapimi arasinda denge unsuru olurlar. MMP’ler gelisen periodontal cep igine
bakteri girisine yanit olarak iiretilirler. Artan bakteri sayis1 ve bunlarin metabolik
son Uriinlerine kars1 kontrol dis1 bir doku yanit1 gelisir ve inflamasyon artar. P.
gingivalis in periodontitis gelisim asamasinda TIMP-1"1 etkisiz hale getirdigi ve
tip 1 kollajenin yikiminda rol aldigi gosterilmistir. Bakteri ayrica MMP-2 ve
MMP-9 {iretimini de indiikler.

2.3.1.2. Treponema denticola
Ik kez van Leeuwenhoek tarafindan 350 yil dnce gozlenen zorunlu anaerob
bakteridir [193]. Td’nin dis membran zar1 fonksiyonel olarak lipopolisakkaridlere,

kimyasal olarak ise diger gram pozitif lipoteikoikasidlerine benzer. Diger oral
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bakterilerden 6zellikle F. nucleatum ve P. gingivalis’le etkilesir. Bu koagregasyon
periodontal yikimin ilerlemesinde onemlidir. Oral spiroketler pek ¢ok kollajen-
binding proteini eksprese eder. Li ve ark. 7. denticola’nin sahip oldugu bu
proteinlerle tip I, IV ve V kollajene baglandigini, bu sekilde de
mikroorganizmanin baglanmasi ve kolonizasyonunda rol aldigini gdstermistir
[108]. Gram negatif bakterilerin sahip oldugu en biiylik sitotoksik molekiil
lipopolisakkariddir (LPS). LPS iltihapsal sitokinlerin salgilanmasi yoluyla
periodontal hastaligin ilerlemesine yol acar. 7. denticola’nmn sahip oldugu major
membran proteini ve kimotripsin-benzeri proteaz kompleksi konak hiicrelerinin
metabolik inhibisyonuna neden olur. 7. denticola konak savunma sistemlerinden
kacmak i¢in ¢esitli stratejiler gelistirmistir. Bakteri immunosupresif protein iiretir
ve lenfosit proliferasyonunu azaltir. Bu etki geri doniisiimsiiz bir yolla gerceklesir

ve bu hiicrelerde apoptotik yolu aktive eder.

2.3.1.3. Tannerella forsythia

Socransky ve ark. tarafindan tanimlanan kirmizi kompleksin [181] {i¢iincii iiyesi
olan T. forsythia [197] ilk kez Tanner tarafindan tanimlanmistir. Tanner ve ark.
bakteriyi gram negatif anaerobik fusiform ozellikleriyle B. forsythus olarak
tanimlamiglardir [194]. Bakteri aktif periodontitisli bdlgelerden P.gingivalis ile
birlikte izole edilmistir. Erigkinlerde ve c¢ocuklarda subgingival plak
orneklerinden, tiikriik Orneklerinden izole edilmistir. Tf periodontal doku
yikimiyla iligkili olan enzimatik peptidaz aktivitesine sahiptir. Asakkarolitik bir
mikroorganizma olmakla birlikte in vitro ortamda cesitli glikozidazlar iirettigi
gosterilmistir. 7. forsythia diseti fibroblastlarindan IL-6 ve TNF-a (tumor necrosis
factor-a) tretimini artiran lipoproteinler iiretir. Bakteri ile ilgili ¢alismalarda
kardiovaskiiler hastaliklar gibi ¢esitli sistemik hastaliklarin gelisiminde rol
oynadig1 gosterilmistir [159]. T. forsythia P. gingivalis ile birlikte periodontal cep
icine invaze olur. Bu iki tiir konak beyaz kan hiicreleri tarafindan saldiriya ugrar.
Apoptotik aktivite konak savunma hiicrelerini baskilar, cep i¢inde bu savunma
hiicrelerinin eliminasyonu bakteri kolonizasyonunu artirarak hastaligin hizla

ilerlemesine yol agar.
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Mikrobiyal tan1 yontemleri

Periodontal hastaliklarin etyolojisiyle ilgili caligmalarla birlikte
mikroorganizmalarim hastaligin etyolojisindeki yerleri de netlik kazanmaya
baslamistir. Bu asamada subgingival plak i¢inde mikroorganizmalar saptanmaya
calisilmis, bununla ilgili ilk ¢alismalar ise 151k mikroskobuyla yapilmistir. Ancak
tekil tiirlerin tanimlanmasinda olduk¢a smirli kalmistir. Bu donemde dokuz
morfotip dogru sekilde tespit edilirken oral biofilm 6rnekleri i¢indeki 500 kadar
tiir [132] saptanamadan varligini stirdiirmeye devam etmistir. Isik mikroskobu
calismalar1 Ozellikle spiroketleri de igeren hareketli tiirlerin eradikasyonunun
tedavinin basarisinda rehber kabul edildigi bir donemde bir siire etkinligini
korumustur. Elektron mikroskobunun gelistirilmesiyle birlikte daha fazla
¢oziilmeye sahip plak drnekleri galisilabilmistir. Ozellikle immunohistokimyasal
tekniklerle kombine ¢alisildiginda bakteri hiicrelerinin yerlesimiyle ilgili bilgi
vermistir. Ancak bu yontemler yalnizca kisith miktarda plak 6rneginde ve oldukga

az miktarda tiiriin calisilmasina olanak saglayabilmistir.

Kiiltiir yontemi uzun yillar boyunca plak bakterilerinin tayininde kullanilan bir
yontem olmustur. Ancak kiiltiir yontemi pek ¢ok avantajinin yaninda kismen daha
uzun zamanda sonu¢ vermesi ve pahali olmasi gibi dezavantajlara da sahiptir.
Sonu¢ olarak ise az sayida bireyden elde edilen az miktarda plak Ornegi
calisilabilmistir. Yine de kiiltiir yontemi kullanilarak 1970 ve 1980’lerde yapilan
calismalarda periodontal hastalig1 baslatip ilerlemesine neden olan pek c¢ok tiir
ortaya konmustur. Yontemin en gii¢lii yonii bakteri tiirlerinin pek cogunun kiiltiir
ortaminda yetistirilip saptanabilmesidir. Ancak kiiltiire edilemeyen spiroket gibi
tiirler bu yontemle saptanamaz. Diger bazi tiirler ise 6zel sartlar gerektirir (6rnegin
Tannerella forsythia). Glinlimiizde bu yontem 6zellikle saf kiiltiirlerin gerektigi
durumlarda kullanilmaktadir. Isik mikroskobu, elektron mikroskobu ve kiiltiir
yontemlerinin yerini zaman i¢inde daha hizli teknikler almistir. Bunlardan
antikora-dayali yontemler ve ELISA ile daha fazla plak 6rneginde ancak yine
kisith sayida tiir calisilmistir. Bu yontemler kiiltiir yontemine gére daha hizli ve
daha ucuz olmalar1 gibi {stiinliikklere sahiptir. Ancak her yeni tiire 06zgi

antikorlarm gelistirilmesi gerekir.
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Son 10 yil i¢inde polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) subgingival plak ornekleri
icinde bakteri tiirlerinin saptanmasinda kullanilmistir. Hizli ve kolay bir yontem
olmasmnin yanisira az sayidaki hiicreyi de saptayabilme 0Ozelligine sahiptir.
Yontemin en Oonemli dezavantaji kantitatif veri saglayamamasidir. Plak Ornegi
icinde mikroorganizma varligmi veya yoklugunu belirten bir yontemdir. Belirli
uygulamalar i¢in oldukga elverisli olmakla birlikte bakteri seviyelerine ihtiyag
duyulan uygulamalar i¢in uygun degildir. Real-time PCR biofilm o6rneklerinin
incelenmesinde kullanilan yontemlere eklenmistir. Bu yontem spesifik, sensitif
(hassas) ve kantitatif veri saglayabilme Ozelliklerine sahiptir. Ancak geleneksel

PCR’da oldugu gibi yine genis 6rneklerin ¢alisilmasina uygun degildir.

DNA problar dental biofilm gibi karmasik topluluklar icinde yasayan bakteri
tiirlerinin tanimlanmasinda ve numaralandirilmasinda kullanilan bir bagka
yaklagimdir. Bu problarin spesifitesi yiiksek olup, capraz reaksiyon olasiligi
disiiktiir. Oligontikleotid problar tam genomik problara gore daha az sensitiviteye
sahiptir. Tam genomik problarda bakteri tiiriiniin im genomu kullanilir, bu durum

iligkili tiirler arasinda ¢apraz reaksiyon olasiligini artirir.

Checkerboard DNA-DNA hibridizasyon teknigi kompleks mikroorganizmalar
iceren genis plak 6rneklerinde birden fazla tiiriin ¢calisilmasinda olduk¢a uygun bir
yontemdir. Checkerboard teknigi hizli, sensitif ve kismen daha ucuzdur. Kiiltiir
yonteminde yasanan kisitlamalar bu teknik ile asilmis olur. Ancak bu yontemle de
yalnizca DNA probu hazirlanmis olan tiirler ¢alisilabilir. Teknik 10* hiicreyi
saptayabilecek sensitiviteye sahiptir, ancak hibridizasyon sartlar1 degistirildigi

durumda bu say1 10*’¢ kadar inebilmektedir [180].

Yukarida sayilan tiim bu yontemlerin birbirlerine olan ustiinliikleri asagidaki

tabloda karsilastirilmistir (Tablo 2-1).
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Tablo 2-1 Plak 6rneklerinde mikrobiyal i¢erigin belirlenmesinde kullanilan yontemlerin

karsilastirilmasi:
Yontem Giiclii yam Zayif yam Uygulama
sahasi
Uzun zaman
Tanimlanmamus tiirleri gerekdirir ve . .
e S . .. pahalidir; Yeni ekosistem
Kiiltiir saptayabilir; ileri analizler i¢in ..
1o tiirler her calismalari
saf kiiltiir sunar e
zaman kiiltlire
edilemeyebilir
Genellikle ya | Ortalama plak
Secici kiltiir Ortala{na nvn.k'ta'rda tiir ve plak | ¢ok segiciya | 6rnegi igin 1-10
ornegi i¢in uygun da yeteri kadar tiirli iceren
secici degil calismalar
Simirli sayida Diagnostik
. yararl alismalarda
Immunofluoresans| Spesifite; makul diizeyde hizli antisera;az caty
) daha yararh
sayida ornek o
- olabilir
caligilabilir
Bir bireydeki
Kantitatif veri | . urlerin
sunmaz:pahali tayini(prevalans);
PCR Sensitivite; spesifite ey "l tedavi sonrasi
amplifikasyona| .. . .
bas diistik sayidaki
aglh ot
tiirlerin
saptanmasi
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Az-orta sayida

Kiyasla yavas;| plak 6rneginde
pahali; siirl sayida
Real-time PCR | Sensitivite; spesifite; kantitatif | calisilabilecek tiirle ilgili
ornek ve tiir kantitatif veri
sayist sinirl gereken
calismalar
Problar1
mevcut olan Ortalama

DNA-DNA Sensitivite: spesifite; kantitatif tiirlerle sinirl; | miktarda 6rnekte
hibridizasyon ’ ’ ortalama tiirlerin spesifik
sayida plak ve gruplarinda
tiir calisilabilir
Problar1
o . o meveut Gentis plak ve tiir
Checkerboard | Sensitivite;spesifite;kantitatif;tiim turlerde iceren calismalar
DNA-DNA ornegi kullanabilir;genis 6rnek ve| kullanilabilir; akoloii ve te daVi’
hibridizasyon tiir sayilari;pahali degil capraz J
reaksiyon calismalari
thtimali
e I . Asir1 pahalz; . .
16StDNA Kiiltiire edilebilen ve edilemeyen K da Spesifik habitatta
amplifikasyon tiirlerin saptanmasi; filogenetik coX az say bulunan tiirlerin
klonlama siniflama omeklg . arastirilmasi
caligilabilir

Socransky SS, Haffajee AD. Perio 2000 2005:38:135-187’den alinmstir [180].
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Biofilm

Dental plak bir mikrobiyal biofilmdir [116;166;221]. Biofilmler birbirlerine
ve/veya yiizeylere yapisik ve matriksle ¢evrelenmis bakteri popiilasyonlar1 olarak
tanimlanirlar [33]. Biofilmler icerdigi bakteri topluluklarinin bir biitiin olarak
korundugu ve yasamlarinin devam ettirildigi ekolojik bir topluluk olarak kabul

edilir.

Digeti kenarinin {izerinde olusan plak tabakasi supragingival plak, altinda olusan
plak tabakasi ise subgingival plak olarak tanimlanir. Supragingival plagin aksine
subgingival plak daha i1yi korunan bir yerlesime sahiptir ve tiikrikk ve agiz igi
abrazyon gibi savunma bariyerlerine maruz kalmaz. Subgingival plagin gelisimini
siirlayan en 6nemli etkenler plagin yerlestigi fiziksel boslugun darlig1 ve konagin
dogal bagisik yanitidir. Diseti oluk sivisi subgingival flora i¢in zengin bir besin
kaynagidir [162]. Periodontal olarak saglikli bireylerde subgingival aralik,
bakterilerin ¢ogalmasina simirh diizeyde olanak tanir. Subgingival plak birikiminin
sonuglarindan bir1 de epitelyal hiicre atagsmani seviyesininin azalmasi ve cep
derinliginin artmasi yoluyla subgingival araligm siirekli artigidir. Diseti oluk s1visi
zengin besin icerigine sahip olmakla birlikte bir dizi antimikrobiyal aktiviteye de
sahiptir. Bu sivi serum ile benzerlik gosterir ve bakteriyemi ve sistemik
infeksiyonu Onleyecek dogal ve kazanilmig savunma sistemlerine sahiptir. Dogal
bagisiklik sistemi komponentleri lizozimler, kompleman ve bradikinin, trombin ve
fibrinojen gibi vaskiiler permeabiliteyi artiran maddelerden olusur. Kazanilmis
bagisiklik komponentleri ise antikorlar ve lenfositlerdir. Polimorfo niiveli
lokositlerin  bakteriyel c¢ogalmayr engellemedeki rolii olduk¢a Onemlidir.
Lokositlerin damar disina c¢ikip diseti dokusuna ulagmalarinda ve potansiyel
patojenler ile bunlarin toksik maddelerini kontrol altina almalarini saglamada
disik seviyelerde  E-selektin ve ICAM (intracellular adhesion molecule)
ekspresyonu de gereklidir [52]. Ayrica MCP-1 (monocyte chemotaxis protein-1)
ve IL-8 (interleukin-8)’e saglikli bireylerde yine diisiik seviyelerde rastlanmaistir.
IL-8 bakteri-epitelyal doku etkilesiminin yakin oldugu bélgelerde daha yiiksekken,

derin periodontal dokularda daha az bulunmustur. Bu iltihapsal medyatorlerin
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sagliklt dokularda diisiik seviyelerdeki ekspresyonu diseti dokusunun etkili bir

dogal bagisiklik sistemine sahip oldugunu gosterir.

Dental plagm bakteri kompozisyonu yikici iltihapsal yanita yol acabilir. Sagliktan
hastaliga geciste bakteri ve salinan bakteri materyalindeki degisim konak yanitini
da degistirir. Gingivitisle iligkili mikrobiyal kompozisyon lokal iltihapsal doku
yanitiyla sonuglanan materyalleri salgilar. Bu bakteri tiirlerinin periodontal
atasman kaybi1 ve cep formasyonuna yol acacak doku irritasyonuna sebep
olmamalarina su sekilde agiklama getirilebilir. 1- kolonizasyon seviyesinin diisiik
olmasi, 2-tiirlerin periodontal patojenler kadar yiiksek virtilansa sahip olmamalari,

3-konagin etkin bir savunma sergilemesi.

Saglikli periodontal dokularin veya gingivitisin aksine periodontitiste konak yikic1
iltihapsal bir yanit gelistirir. Giiniimiizde bu yikicu iltihapsal yanitin nasil baslayip
devam ettigine dair kesin bir aciklama getirilememektedir. Bununla birlikte genel
goriis periodontitisle iligkilendirilen bakterilerin diger tiirlere gére daha fazla
kemik yikim potansiyeline sahip olmalar1 seklindedir. Loomer ve ark. tarafindan
yapilan in vitro ¢alismaya gore osteogenezis periodontal patojenler tarafindan
inhibe edilirken, patojen olmayan bakteriler boyle bir etkiye neden olmamistir

[112].

Porphyromonas gingivalis (Pg) ve Acinobacillus actinomycetemcomitans(Aa) bir
seri virulan faktor salgilama yetenegine sahiptir. Pg farkli olarak ekstraseliiler
proteazlar salgilar. Bunlardan biri olan arginin-spesifik sistein proteaz damarsal
permeabilite artisina yolagarak oluk sivisi akigini artirir. Sivi artigi ise subgingival

mikrobiyal topluluk i¢in besin demektir.

Yapilan caligmalarda Aa’nin ve Pg’nin diseti epitel hiicrelerine bakteriyel
invazyonu gosterilmistir. Bakteri hiicrelerinin konak hiicrelerine invazyonu konak
ve bakteri arasindaki uzun siireli bir adaptasyon siirecini gosterir. Gergeklesen
invazyon ile bakteri tipki biofilm gibi kendini konagm dogal bagisiklik
sistemlerinden koruyacak bir baska eminiyetli bolgeye gecmis olur. A.
actinomycetemcomitans ve P. gingivalis barindiran epitel hiicreleri mekanik tedavi
sonrasi re-infeksiyon i¢in uygun ortam olusturur. A. actinomycetemcomitans’nin
konaga invazyonu hiicreden hiicreye gecisi kolaylastirarak bakterinin hizla

cogalmasini saglar, bu sekilde de yaygin doku yikimi gerceklesir.
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Periodontal Hastahk ile Subgingival Biofilm icerigi Iliskisi

100 yildan fazla siiredir yapilan calismalar hep periodontal agidan saglikli
bireylerle periodontitisli bireylerin farkli periodontal mikrofloraya sahip olduklar:
noktasinda bulugmustur. Bu sonuca ilk olarak 151k mikroskobuyla yapilan
calismalarla wulagilmis [110], daha sonra kiiltiir mikrobiyolojisi, elektron
mikroskobu, antikora-dayali teknikler ve molekiiler tekniklerle de desteklenmistir.
Bundan 50 yil 6nce Ted Rosebury herkesin ayni tiirlere mi sahip oldugu ya da
farkin yalnizca bakteri sayilariyla mi alakali oldugu konusundaki ¢eligkisini
belirtmisti. Bugiin yapilan genis 6rnekli ve c¢ok denek sayili c¢alismalarda
periodontal hastalikli bolgelerde saglikli bolgelere oranla daha fazla sayida
mikroorganizma bulundugu, aradaki en biiyiik farkin ise kirmizi ve turuncu
komplekse ait tiirler arasinda oldugu sonucuna ulasilmistir (181). P. gingivalis, T.
forsythia, ve T. denticola’nin periodontitisli bireylerde daha sik olarak, daha fazla
oranda ve daha fazla sayida saptandigi artik literatiirde kabul goren bir goriis
olmustur. Hastalik kolonize olan tiirler tarafindan baslatilir, ancak baslangic
asamalarmin subgingival bolgede bir veya daha fazla tiirde meydana gelen
degisiklik ya da mikroorganizmalarin habitatlarinda (konak) meydana gelen lokal
veya sistemik degisikliklerle mi gerceklestigi tam olarak belirgin degildir.
Kolonize olan tiirler tarafindan konakta meydana getirilen degisiklikler lokal
iltihapsal yanita neden olabilir, bunlarin bir kismi ise kesin periodontal doku
kaybma yolagar. Konakta meydana gelen degisikliklerle kolonize olan
mikrofloranin igerigi ve metabolik aktiviteleri etkilenir. Meydana gelen bu
degisikliklerle konak ve parazit arasinda hi¢ de kolay olmayan bir denge
olusturulmaya caligilir. Periodontitisli bireylerden elde edilen plak 6rnekleri iste
bu yillar igerisinde olusturulan yeni topluluklar1 igerir. Sonug¢ olarak, saglik,
gingivitis ve periodintitiste farkli mikroorganizma topluluklarina rastlanir. Bu
mikoorganizmalar ve ve iligkili olduklar1 klinik durumlar Tablo2-2’de

gosterilmistir.

2.6.1. Periodontal bolgelerde subgingival mikrobiyal icerikle klinik
degiskenler arasindaki iliski

Subgingival mikrofloray1 etkileyen en dnemli etkenin belkide komsu periodontal

dokularm klinik durumu oldugu sdylenebilir. Burada 6nemli olan iki etken vardir:
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bunlar periodontal cebin veya diseti olugunun iltihapsal durumudur. Socransky ve
ark. tarafindan yapilan ¢alismada pek ¢ok tiirle periodontal cep derinligi arasinda
saptanabilir bir iligki olmadigi, ancak kirmizi ve turuncu komplekslere dahil olan
tim tilirlerin artan cep derinligiyle birlikte artis gosterdigi bildirilmistir [182].
Derin cep bolgelerinde P.gingivalis ve T.denticola’nin baglanabilecegi daha genis
epitel ylizeyleri bulunmaktadir. Daha fazla oranda turuncu kompleks igeren siki
baglantiya sahip olmayan bakteri zonunun s1g bolgelere kiyasla derin bolgelerde
artig gosterdigi bilinmektedir [125]. Ayrica dise komsu bdlgelerdeki lokal etkenler
epitele komsu veya ara zondaki tiirlerin lehine ¢alisirken, cebin sert doku
duvarinda bakteri gelisimini smirlamaktadir. Ornegin, dise komsu biofilmde
bulunan fermente edilebilir karbonhidratlarin varligi sakkarolitik bakterilerin
gelisimini sinirlarken, hidrojen, format, asit son {riinleri, protein yikan {riinler
gibi karbonhidrat dis1 enerji kaynaklar1 kirmizi ve turuncu komplekslerdeki pek
cok asakkarolitik tiiriin gelisimine katkida bulunur. Bir bolgede diseti iltihabimnin
varlig1 yine o bolgedeki mikroflorayi etkilemektedir. Kirmizi ve turuncu kompleks
iiyeleri periodontal iltihabin klinik olarak ©nemli bulgularindan sondalama
esnasinda kanama gdsteren bolgelerde anlamli diizeyde artmaktadir. Iltihaplh
bolgelerde artan tiirlerin iltihapla birlikte artan diseti oluk sivisina daha yakin

olduklari i¢in inflamasyondan kismen daha fazla yararlandigi sdylenebilir.

2.6.2. Periodontitisli  bireylerde saghkh ve hastahkh bélgelerdeki
mikrofloranin periodontal olarak saghkh bireylerdeki saghkh bolgelerdeki
mikroflora ile karsilastirilmasi

Ayn1 bireyde >6mm cep derinligine sahip olan ve sondalama esnasinda kanama
gozlenen bolgelerle <4 mm cep derinligine sahip olan ve sondalama esnasinda
kanama gozlenmeyen bolgeler arasinda subgingival mikrobiyal profil acisindan
anlamli fakliliklar oldugu yine Socransky ve ark. tarafindan bildirilmistir [181].
Bu calismada subgingival tiir sayilar1 arasindaki en anlamli fakliliklara ilerlemis
periodontitisli bireylerde saglikli ve hastalikli bolgelerden elde edilen 6rneklerde
saptanan kirmizi ve turuncu kompleks iiyelerinde rastlanmustir. incelenen tiim
tiirlerde ise saglikli bireylerin saglikli bolgeleri ile kronik periodontitisli bireylerin
periodontal agidan sagliklt bdlgeleri arasinda belirgin farliliklar goriilmiistiir.
Farkliliklar en belirgin sekilde yine kirmizi ve turuncu kompleks tiirlerinde ortaya

cikmaktadir. Bu bulgular klinik agidan degerlendirilecek olursa; periodontitisli
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bireylerin saglikli bolgeleri gelecekte olusabilecek periodontal doku yikimi
acisindan periodontal saglikli bireylerin saglikli bolgelerine oranla daha fazla risk
altindadir. Ancak halen lokal habitatlardaki benzerliklere ragmen periodontitisli ve
sagliklt bireylerdeki mikrobiyotanin neden bu kadar farkli oldugu sorusunun

cevabi arastirilmaktadir.

2.6.3. Konak diizeyindeki degiskenlerle subgingival biofilm icerigi arasindaki
iliski
Subgingival plak icerigini belirgin sekilde etkileyen konaga 6zgii ¢esitli faktorler

sozkonusudur. Bunlar; genetik 6zellikler, obezite, sigara gibi aliskanliklar...

2.6.3.1. Sigara:

Pek cok ¢alismada sigara ile periodontal hastaligin klinik degiskenleri arasindaki
iligki arastirilmistir. Sigara icmekte olan bireylerde sigarayi birakanlar veya sigara
icmeyenlerle karsilastirildiginda daha fazla cep derinligine sahip bolgeye, daha
fazla alveol kemigi ve atasman kaybina rastlanmistir. Ayn1 ¢alismalarda sigara
icen bireylerde sondalama esnasinda daha az kanama gozlenmistir. Klinik
bulgularla sigara arasindaki bu iliski iyi diizeyde saptanmistir, ancak ayni kuvvetli
ilisk1 subgingival plak icerigiyle iligkili olarak kurulamamustir. Arastiricilar bu
konuda celiskili veriler sunmaktadir. Ornegin Preber ve ark. 142 kronik
periodontitisli bireyi dahil ettikleri ¢alismalarinda A4.actinomycetemcomitans, P.
gingivalis ve P. intermedia sayilarinin sigara icen ve igmeyen bireyler arasinda
anlaml1 diizeyde farkliliklar géstermedigini bildirmistir [137]. Stoltenberg ise 615
eriskini dahil ettikleri caligmalarinda [190] test tiirlerinden
A.actinomycetemcomitans, P. gingivalis ve P. Intermedia, E. corrodens ve F.
nucleatum prevalanslar1 arasinda anlamli fark bulamamislardir. Renvert ve ark.
[143] 1se periodontal tedavi sonuclarini degerlendirdikleri ¢alismalarinda tedavi
sonrast mikrobiyal degisimin sigaradan c¢ok klinik degisimle 1ilgili oldugu
sonucuna ulagmistir. Eggert ve ark. ise sigara igen bireylerin s1§ bolgelerinden
icmeyenlere oranla daha sik A.actinomycetemcomitans, P. gingivalis ve P.

intermedia 1zole edildigini bildirmistir [49].

2.6.3.2. Obezite:
Glinlimiizde tiim diinya literatiiriinde asir1 kilolu veya obez bireylerin diabet,

koroner kalp hastaligi, kanser ve osteoartrit gibi hastaliklara yakalanma oranmnin
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daha fazla oldugu kabul edilmektedir. Ayni iligki son dénemde periodontal
hastalik ve obezite arasindaki iliskiyi saptamaya yonelik c¢aligmalarda
degerlendirilmistir. Kronik periodontitisli bireylerde 40 bakteri tiiriiniin
checkerboard DNA-DNA hibridizasyon yontemiyle incelendigi ¢alismada
(Socransky) viicut kitle indeksi (BMI) yiiksek bireylerde plak, sondalamada
kanama ile birlikte cep derinlikleri ve atagsman seviyelerinin daha ytliksek oldugu
bulgusuna ulasilmistir. Obezite ayrica 7. forsythia’y1 da igeren belirli patojenlerin
oranindaki artigla iligskilendirilmistir. Bu artis 6zellikle BMI>35 olan bireylerde
belirgin diizeylerde saptanmistir [180].

2.6.3.3. Genetik ozelliklerin subgingival plak icerigine etkileri:

1997°de Kornman ve ark. [95] sigara igmeyen bireylerde IL-1 gen kiimesindeki
polimorfizmerle periodontal hastalik arasindaki iligkiyi gosteren bulgular
sunmuslardir. IL-1a ve IL-18 genlerinde alel 2 polimorfizmi gdsteren bireylerin
siddetli periodontitis ge¢irme oranlarinin digerlerine gore daha yiliksek oldugunu
bildirmiglerdir. IL-1 polimorfizmi genotiplemesiyle ilgili ¢calismalarda pozitif ve
negatif genotipli bireylerin subgingival mikrobiyotalar1 arasindaki en anlamli
farkliliklarm  >6 mm cep derinligine sahip bdlgelerde gergeklestigini
bildirmislerdir. Calismanin verileri genotipi pozitif olan bireylerin derin cep
bolgelerinde kirmizi ve turuncu kompleks tiirlerinin artisin1 mikrobiyal ataga karsi
artan bir iltihapsal yanit gdsteren iltihapsal sitokinlerin iiretimindeki artigla
iliskilendirmektedir. Artan iltithapsal yanit digeti oluk sivist miktarmi artirarak
subgingival biofilmin besin icerigini de zenginlestirir. Cebin epitelyal duvarina
yakin yerlesim gosteren kirmizi kompleks tiyeleri bu igerikten en fazla yararlanan

tiirleri olustururlar.

2.6.3.4. Cografik yerlesimin subgingival plak icerigine etkileri:

Pek ¢ok c¢alisma ayni tip periodontal hastaliga sahip farkli popiilasyonlarin
subgingival mikrobiyotalarinda giinlimiize dek saptanmis olan tiirlerin yaygin
sekilde bulundugunu gostermistir [26;37;39;43;156;229]. Dogrudan farkli cografik
bolgelerde yerlesmis olan bireylerin mikrofloralarinin karsilastirildigi calismalarda
subgingival tiirlerin genisligi, seviyesi ve prevalansinda belirgin farkliliklar
bulundugu sonucuna ulasilmistir [156]. Haffajee ve ark. tarafindan 2004’te

yayimlanan calismada dort farkli cografik bolgeden kronik periodontitisli
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bireylerden elde edilen subgingival plak 6rnekleri incelenmistir. Brezilya’dan 58
birey, Sili’den 26 birey, Isve¢’ten 101, Amerika Boston’dan 115 birey klinik
olarak izlenmis ve subgingival plak 6rnekleri almmistir. Ornekler 39 bakteri tiirii
acisindan checkerboard DNA-DNA hibridizasyon yontemi kullanilarak incelenmis
ve her birey i¢in her bir tiirlin ortalama proporsiyonlar1 hesaplanmistir. 4 farkli
bolgeden elde edilen 39 test tiirliniin 12’sinin proporsiyonlarinda  belirgin
farkliliklar bulunmustur. En yliksek P.gingivalis ve F.periodonticum oranlarina
Sili’li deneklerde rastlanmistir. 7.forsythia proporsiyonu ise dort grupta anlamli
farklhiliklar gostermemistir. T.denticola ise en yiiksek proporsiyonda Brezilya’l
deneklerde gozlenmistir [79]. Farkli mikrobiyal profillere sahip bireylerin benzer
periodontal tedavi stratejilerine farkli yanitlar vermesi muhtemeldir. Ayrica bu
farkliliklar yine diinyanin farkli bdlgelerinde rastlanan hastalik siddetindeki
farkliliklara da aciklama getirebilir.

Porphyromonas gingivalis’in Periodontitiste Rolu

Porphyromonas gingivalis diger gram-negatif bakterilerden farkli olarak endotel
hiicrelerinin E-selektin iiretimini direkt olarak uyarmaz. Bu nedenle de l6kositler
ekstraseliiler hiicrelere baglanip, damar disina go¢ edemezler. Bu mekanizma ile
P. gingivalis iltihapsal yanitin anahtar bir basamagini engellemis olur. Farelerde
yapilan in vivo g¢alismalar Pg tarafindan salman lipopolisakkaridin erken dogal
bagisik yanita sebep olmadigini gostermistir. E-selektin TNF-a ve ILI1-B
tarafindan indirekt olarak aktive edilebilir, ancak caligmalar Pg’nin bu sitokinler
icin zayif bir wuyaran oldugunu gostermektedir. Pg lipopolisakkaridi
lipoppolisakkarid-baglayan proteine olduk¢a zayif baglanir, bunun sonucunda da
myeloid hiicreleri i¢in zayif bir uyaran olusturur. Ayrica Darveau ve ark.
calismalarinda  Porphyromonas gingivalis’in  diger bakteriler tarafindan da
endotel hiicrelerinde E selektin ekspresyonunun uyarilmasini engelledigini

gostermistir [40].

Pg ve lipopolisakkaridi endotel hiicrelerinden, diseti fibroblastlarindan ve diseti
epitel hiicrelerinden MCP-1, IL-8 ve ICAM ekspresyonunu engeller. Bu 6zellikleri
ile bakteri dogal ltihapsal yanit1 baskilar. Etkin bir bagisik yanitin olusamamasi

periodontal hastalik meydana gelisinde 6nemli etkenlerdendir.
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Hastaligin gingivitisten periodontitise dontistimiinde yalnizca total mikrobiyal
yiikteki artig (105-108) degil, ayn1 zamanda plak icerigindeki bakterilerin
patojeniteleri dnemlidir. 1996 yilinda yapilan Diinya Periodontoloji Toplantisi’nda
Pg, Bf ve Aa bu bakterilerin hastaligin baglamasindaki rollerinin daha 1y1
anlasilmasiyla birlikte periodontal hastalik i¢in {i¢ 6nemli patojen olarak kabul
edilmislerdir [1].

Agresif Periodontitisli Bireylerde Subgingival Mikrobiyal Flora

1999°’da yapilan Uluslararasi1 Periodontal Hastaliklarin Sunflamas1 Toplantisi’nda
erken donem periodontitisler agresif periodontitisler olarak, erigkin periodontitis
ise kronik periodontitis (KP) olarak degistirilmistir [8]. Bu degisiklikler asil olarak
hastaligin baglama yasindaki belirsizlikler, ayn1 zamanda yasin eski siniflamada
asil kriter olmas1 dolayisiyla yapilmistir. Yeni siniflama yasa bagimli olmayan bir
siiflama olarak diisliniilmiistiir. Agresif periodontitis (AP) sistemik olarak saglikli
bireylerde hizli atasman ve kemik yikimiyla karakterize ve ailesel gecis gosteren
bir periodontitis tipi olarak tamimlanabilir. Yine 1999’daki smiflamaya gore
agresif periodontitisler hastaligin yayginligina goére daha ileri sekilde siniflanmis
ve lokalize agresif periodontitis (LAP) ile generalize agresif periodontitis (GAP)
olarak iki farkli hastalik tablosu tanimlanmistir. Daha Onceki siniflamada
mikrobiyolojik  kriterlerlerden bahsedilmezken yeni smiflamada agresif
periodontitislerin ~ sekonder  ozellikler1  olarak  artmus  Actinobacillus
actinomycetemcomitans ve bazi toplumlarda da Porphyromonas gingivalis
seviyelerine dikkat cekilmistir. Mikrobiyolojik kriterlerden genellikle olmasi
beklenen fakat evrensel olmayan kriterler olarak sozedilir. Cesitli ¢alismalarda A.
actinomycetemcomitans gibi spesifik subgingival mikroorganizmalarin artmis
prevalans ve/veya proporsiyonlarinin (total floraya orani) lokalize agresif
periodontitisli bireylerin generalize agresif periodontitis ve kronik periodontititisle
ayirtdedilmesinde yardimeci kriter oldugu bildirilmistir [121;123]. Generalize
agresif periodontitisli bireylerin subgingival flora kompozisyonuyla 1ilgili
calismalar ise daha celiskili veriler sunmaktadir. Genaralize agresif periodontitis
ve kronik periodontitis arasinda subgingival florada anlamli farkliliklar oldugunu
bildiren c¢alismalarin [42] yamiswa bu tip periodontitislerdeki farkli
varyasyonlardan bahseden calismalar da [105;120]mevcuttur. Ornegin Dogan ve

ark. lokalize agresif periodontitis, generalize agresif periodontitis, generalize

23



24

kronik periodontitis ve saglikli kontrollerden olusan toplam 69 Tiirk denekle
yaptiklar1 calismada kiiltiir yontemiyle alti periodontopatojenin prevalans ve
proporsiyonunu arastirmislardir. Agresif periodontitisli bireylerde Aa oranlarinda
artis olmadigi, generalize kronik periodontitisli bireylerin énemli bir ylizdesinin
LAP ve GAP’l1 bireylere gore daha fazla oranlarda Campylobacter rectus (Cr) ve
Tannerella forsythia (Tf) tarafindan kolonize edildigi bildirilmistir. Bu ¢calismada
sunulan verilerin aksine Lee ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada [105] agresif
periodontitisli 156 ve kronik periodontitisli 165 bolgeden elde edilen subgingival
plak  Orneklerinde yedi periodontopatojenin  (A4.actinomycetemcomitans,
T forsythia, Fusobacterium.supp, P.micra, P.intermedia, P.gingivalis, Treponema
supp) prevalansi karsilastirilmistir. Caligmada agresif ve kronik periodontitisli
bireylerin hastalikli bdlgelerinden elde edilen subgingival floranin farklilik
gostermedigi bildirilmistir. Ayn1 bireylerin saglikli bolgelerinden elde edilen
orneklerde 1se diger 6 periodontal patojene gore P.intermedia  kronik
periodontitisli bireylere gore anlamli diizeyde yiliksek bulunmustur. Bu farkliliklar
diinyanin ¢esitli bdlgelerinde yasayan toplumlardaki varyasyonlarla ilgili
olabilecegi gibi hastaliklarin gruplandirilmasindaki zorluklarla da baglantili
olabilir. Ximenez ve ark. tarafindan yapilan caligmada generalize agresif
periodontitis teshisi konmus Meksikali bireylerden elde edilen subgingival plak
orneklerinin mikrobiyal kompozisyonu arastirilmis ve kronik periodontitisli
bireylerle karsilastirilmistir. Calismada checkerboard DNA-DNA hibridizasyonu
teknigi kullanilarak 40 bakteri tiirlinlin varligina bakilmistir. Tiim patojenler
arasinda yalnizca P.gingivalis, P.nigrescense ve T.forsythia GAP, generalize KP
ve periodontal olarak saglikli bireylerde istatistiksel anlamli diizeyde farkli (en
yiiksek generalize KP grubunda) bulunmustur. Generalize KP’li bireylerde
P.nigrescense, T.forsythia ve T.denticola proporsiyonlar1 daha yiiksekken, kronik
periodontitisli bireylerde P.gingivalis ve P.intermedia proporsiyonlar1 daha
yiiksek bulunmustur. A.actinomycetemcomitans ise her ii¢ grupta da benzer
diizeylerde diisiik bulunmustur. Arastirma bulgularina gore agresif ve kronik
periodontitisli gruplarin aywrdedilmesini saglayacak mikrobiyolojik farkliliga
rastlanmamistir. Varligi arastirilan 40 bakteri tiirii arasinda gruplarin subgingival

mikrobiyal profil 6zelliklerini yansitacak farkliliklar bulunmamigtir [228].
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Tablo 2-2 Periodontal saghk, gingivitis ve periodontitisle iliskilendirilen subgingival

tiirler [40]

Saghk Gingivitis Periodontitis
Streptococcus oralis Streptococcus oralis
Streptococcus sanguis Streptococcus sanguis Actinobacillus

Streptococcus mitis
Streptococcus gordonii
Streptococcus mutans
Streptococcus anginosus
Streptococcus initermedius
Gemella morbillorum
Rothia dentocariosa
Actinomyces naeslundi
Actinomyces gerencseriae
Actinomyces odontolyticus
Peptostreptococcus micros
Eubacterium nodatum
Capnocytophaga ochrea
Capnocytophaga gingivalis
Campylobacter gracilis

Fusobacterium nucleatum

subs. polymorphum

Streptococcus mitis
Streptococcus initermedius
Capnocytophaga ochrea
Capnocytophaga gingivalis
Prevotella loeschei
Peptostreptococcus micros
Eubacterium nodatum
Actinomyces naeslundi
Actinomyces israelii
Campylobacter concisus
Actinomyces odontolyticus

Fusobacterium nucleatum

subs. nucleatum
Eubacterium brachy
Eikenella corrodens

Actinobacillus
actinomycetemcomitans

serotip a.

actinomycetemcomitans

serotip b.
Bacteroides forsythus
PRO spiroketler

Treponema denticola

Prevotella nigrescens
Campylobacter rectus
Peptostreptococcus micros

Fusobacterium nucleatum

subs. vincentii

Fusobacterium nucleatum

subs. nucleatum
Selenomonas flueggeii
Enteric tiirler
Fusobacterium alocis
Lactobacillu uli

Veilonella parvula
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Bakteriyel induksiyon ile hastaligin baslamasi

y

Konak Yamti:
Notrofiller,
Monositler,
Makrofajlar

Hiicrelerden
prostaglandin E2
salgilanmasi,
Matriks
metalloproteinazlar

Antijenler, Lipopolisakkaridler

Bag
Kemik
Yikim Dokusu
Yikim

Sekil 2: Periodontal Hastalik Patogenezi (Greenstein G, Lamster I, Changing
periodontal paradigms: therapeutic implications. I.J Periodontics
Restorative Dent 2000;14:337-57)[74].

Matriks Metalloproteinazlar (MMP’ler)

Periodontal hastaliklarin patogenezi yukaridaki sekilde Ozetlenmistir (Sekil 2).
Patogenezde rol alan 6nemli enzimlerden olan ve tez ¢calismamizda da miktar1
arastirilan matriks metalloproteinazlar (bizim calismamizda MMP-1) sistemik
dolasimdan gelen ve yerlesik hiicreler tarafindan iiretilirler. Bu enzimler c¢esitli
fizyolojik ve patolojik olaylarda 6nemli role sahiptirler [16;59;60]. Diseti,

periodontal ligaman ve alveol kemigi farkli tiplerde kollajen ihtiva etmektedir
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(Tablo:2-3). MMP’ler periodonsiyumun kollajen igerigini yikan enzimlerdir.
Kollajen yikimmin patolojik olarak artismin klinik sonuglar1 atagman kaybi ve
periodontal cep olusumudur. Periodontal hastalikla miicadelede doku yikici
enzimler ile bunlarin inhibitorleri arasindaki dengenin yeniden olusturulmasi
ihtiyacinin ortaya konmasi ile konak yanitinin terminal katabolik bileseniyle ilgili
olan matriks metalloproteinazlarin modiilasyonuna yonelik yeni stratejiler

gelistirilmeye baglanmistir [65;67;69;104;151].

Konak kaynakli, bag dokusu yikimma neden olan matriks
metalloproteinazlarin (matriks metalloproteinaz-18) prototipi ilk kez 1962°de

Gross ve Lapiere tarafindan tanimlanmistir [76].

Matriks metalloproteinazlar cesitli konak hiicreleri (polimorfoniikleer
lokositler, makrofajlar, fibroblastlar, kemik, epitelyal ve endotelyal hiicreler)
tarafindan salgilanan [129] ve salinan nétral pH’da islev goren ve ekstraseliiler
matriks icerigini substrat olarak algilayan c¢inko ve kalsiyuma-baglh
endopeptidazlarin 6nemli bir ailesidir. Bu proteinazlar embriyonik gelisim, post-
partum uterusun olusumu, doku remodelingi, tiikriik bezlerinin morfogenezisi ve
dis siirmesi gibi ¢esitli fizyolojik olaylarla periodontitis, artrit, kanser,
ateroskleroz, diabet, pulmoner amfizem ve osteoporoz gibi c¢esitli patolojik

olaylarda rol alirlar.

2.8.1. Matriks metalloproteinaz ailesinin temel o6zellikleri

e Katalitik mekanizma Zn tlizerindeki aktif merkezle ilgilidir.
e Proteinazlar zimojen ( zymogen) formda salgilanirlar.

e Zimojenler proteinazlar veya organomercurialler tarafindan

etkinlestirilirler.

e Aktivasyon sonrasinda yaklasik 10.000 dalton’luk peptid kayb1
gerceklesir.

e cDNA sekanslarinin tamami kollajenaz sekanslar1 ile homolog

teskil eder (homoloji gosterir).
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e Enzimler ekstraseliiler matriksin bir veya daha fazla bilesenini

yikar.

e Aktiviteleri doku inhibitorleri (TIMP’ler) tarafindan inhibe edilir.
[225]

Ekstraseliiler Matriksin Metabolik Yikimi

Ekstraseliiler matriks yikimi birbirinden oldukca farkli ¢alisan dort ayri yolla
gerceklesir (Sekil.3.). Matriks bilesenleri matriks metalloproteinazlara ve
plazminojene bagl cesitli reaksiyonlarla meydana gelir, matriksin daha genis
fragmanlar1 ise lizozomal proteinazlarin sagladig1 fagositik yolla yikima ugrar.
Mineralize matriks osteoklastlarin hakim oldugu karmasik bir ekstra/periseliiler
yolla (osteoklastik yol) yikima ugrar. MMP’lere bagli yolun diger yollarla iligkisi
tam olarak ac¢ikliga kavusmamistir. Belirli gelisimsel ve patolojik olaylarda
MMP’ler indirekt role sahiptirler. Bu durum periodontal hastaliklar i¢inde
gecerlidir. MMP’lerin dogal substratlarinin belirlenmesi ise bu enzimlerin genis ve
icice gegmis substrat spesifiteleri nedeniyle olduk¢a zordur. Ancak hiicreler,
dokular ve interstisyel sivilarda MMP transkriptleri veya proteinlerinin varligi bu
enzimlerin in vivo ekstraseliiler matriksin metabolik remodelinginde rol aldigini

gostermektedir [16].

MMP Kollajen Lizozomal
prekiirsor fibrillerin katepsinler
aktivasyonu yikimi

1

Matriks
metalloproteinaz yolu
(Periseliiler)

Plazminojene
bagli yol

Serin proteinazlar
(Periseliiler)

Fagositik yol
Katepsinler
(Intraseliler)

Osteoklastik yol
Katepsinler
(periseliiler)

Sekil 3:Ekstraseliiler matriks yikim yollari [16]
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Kollajen yikimi inflamasyon, doku yikimi, remodeling, yara iyilesmesi
veya doku tamiri esnasinda gerceklesir. Bu islem iki yolla gerceklesebilir. 1-
intraseliiler yol, 2-ekstraseliiler yol [16;18;53]. Patolojik olmayan durumlarda
diseti ve periodontal ligaman gibi yumusak ve dinamik yapiya sahip bag
dokularinda oldukca yiliksek diizeylerde fagositoz ve kollajen fibril yikimi
gerceklesir [12;53;118;198]. Patolojik olaylarda ise sentez ve yapim arasindaki
denge bozulur. Gingivitisin erken donemlerinde dahi digetinde bulunan kollajen
fibrillerin ¢cogu bolgeye infiltre olmak isteyen inflamatuar hiicrelere yer saglamak
amaciyla yikima ugrar. Bu siire¢ disetinin pembe ve siki goriiniimiiniin kaybolup
parlak ve biitiinligii kaybolmus bir gériinim kazanmasma yol agar. Bu durum
kroniklestikce periodontitise doniisim gergeklesip periodontal ligaman gevre
destek dokularla birlikte kaybedilebilir. Bu patolojik durumda kollajen genelde
metallo-proteinazlarla iliskili olan ekstraseliiler yolla yikima ugrar [69].
Interstisyel kollajenaz (MMP-1) bu enzimler arasinda en iyi bilinenlerindendir.
MMP-1 karakteristik N-terminal ve C-terminal fragmanlar iireterek tip I ve III
kollajeni yikima ugratir. Ayrica Birkedal ve Hansen (1993) periodontal
ekstraseliiler matriks makro molekiillerinin baglangic yikimindan MMP-2
(jelatinaz), MMP-9 (tip IV kollajenaz), MMP-10 ve MMP-11 (stromelizin)’in
sorumlu oldugunu bildirmistir [16]. Matriks metalloproteinazlarin genel bir
tanimin1 yapacak olursak remodeling ve ekstraseliiler matriks bilesenlerinin
(komponentlerinin) yikimindan sorumlu Ca ve Zn’ ya bagli proteolitik enzimlerin
(proteazlar) genis bir alt grubudur. Bu molekiiller interstisyel ve bazal membran
kollajenleri ile fibronektin, elastin, laminin ve proteoglikan ¢ekirdek proteini
yikima ugratirlar. Bu potansiyel enzimler proformlar halinde salgilanir,
aktivasyonlar: ise ekstraseliiler gergeklesir. Bu proteinazlar periodontal hastalik,
artrit, kanser, pulmoner amfizem ve osteoporoz gibi ¢esitli patolojik olaylarin
disinda embriyolojik gelisim, doku remodelingi, yara iyilesmesi, tiikriik bezleri
morfogenesizi ve dig siirmesi gibi pek cok fizyolojik olayda da rol alirlar

[16:18;22;53].

Matriks metalloproteinaz inhibitorlerinden matriks metalloproteinaz doku
inhibitorleri (TIMP’ler) ve a2-makroglobulin gibi endojen inhibitdrler matriks
metalloproteinazlari inhibe etmek {izere yiiksek afiniteyle ve doniistimsiiz olarak

kovalent olmayan baglarla  baglanirlar. Doku  inhibitérleri  matriks
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metallopoteinazlarin aktif bolgelerine baglanirlar. Genellikle doku ve viicut
sivilar1 (serum ve amniotik sivi gibi) ile tiikriikk icinde dagilmis vaziyette
bulunurlar [219]. Fibroblastlar, keratinositler, monositler/makrofajlar, endotel
hiicreleri ve osteoblastlar gibi pek ¢ok periodontal hiicre tipi tarafindan eksprese
edilirler. TIMP’ler matriks metalloproteinazlar1 periseliiler olarak kontrol
ederlerken, a2-makroglobulin viicut sivilarindaki matriks metalloproteinazlar i¢in

regiilator gorevi goriir.

2.8.2. Matriks metalloproteinazlarin periodontal hastahktaki rolleri
Periodontal atasman kayb1 periodontal dokulardaki kollajen fibrillerin asir1
miktardaki yikimiyla iliskilidir. Bu enzimlerin patolojik yikimdaki rolleri pek ¢ok
calismada gosterilmistir. Ik calismalar doku kiiltiirleri ve bunlarmn kiiltiir sivilari
ile diseti biyopsileri homojenatlarinda yapilmistir [12;14;17;22;96]. Kollajenaz
aktivitesi ayni zamanda diseti oluk sivisinda gosterilmis ve aktivitenin

inflamasyonla birlikte arttig1 bildirilmistir [72].

2.8.2.1. Periodontal hastalik-matriks metalloproteinaz iliskisini destekleyen
calismalar

2.8.2.2. Dokuda yapilan cahismalar

Uitto ve ark. [206] 1998°de vyaptiklar1 caligmada tedavi edilmis
periodontitisli bireylerden elde ettikleri digeti 6rneklerinde proteinazlarin latent
formlarini1 gostermisler ve enzim aktivitelerinin iltithapli 6rneklerde daha yiiksek

oldugunu bildirmislerdir.

Sorsa ve ark. [189] iltihapli disetinde interstisyel kollajenazlari
incelemisler; diseti oluk s1vis1 (DOS) ve tiikriikte bulunan enzimlerin fibroblast-tip

interstisyel kollajenazdan ¢ok notrofil tip oldugunu bildirmislerdir.

Robertson ve ark.[147] saglikli ve hafif derece iltihapli diseti biyopsi
orneklerinin kiiltiir sivilarinda kollajenaz aktivitesi iizerinde serumla iligkili

inhibisyonu gostermislerdir.

2.8.2.3. Diseti oluk sivisinda yapilan ¢calismalar
Larivee ve ark. [103] lokalize juvenil periodontitisli hastalardan ve saglikli

kontrollerden elde ettikleri oluk sivist drneklerinde latent ve aktif kollajenazlar ile
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inhibitor seviyelerine tedavi Oncesi ve sonrasinda bakmislar, tedavi oncesinde

artan, tedavi sonrasinda ise azalan kollajenaz seviyelerini gdstermislerdir.

Kryshtalsky) ve ark. [98] calismalarinda beagle kopeklerinde saglikls,
gingivitisli ve periodontitisli bélgelerden alinan oluk sivis1 6rneklerini calismislar,
iltihapl1 bolgelerde yiiksek kollajenaz ve diisiik inhibitor aktivitelelerine
rastlamiglardir. Periodontitisli  bolgelerde yiiksek aktif enzim seviyeleri
bulunurken, saglikli ve gingivitisli bolgelerde agirliklt olarak latent formlar
bildirilmistir.

Villela ve ark. arastirmalarinda saglikli ve gingivitisli gruplar ile erigskin
periodontitis ve lokalize juvenil periodontitisli bireyler lizerinde c¢alismislardir.
Gingivitisli bireylerle karsilastirildiginda eriskin periodontitisli ve lokalize juvenil
periodontitisli gruplarda daha yiiksek kollajenaz aktivitesi bildirilmistir.
Gingivitisli bireylerde kollajenaz aktivitesini ise saglikli kontrollere gore daha
yiiksek bulmuslardir. Bu verilere gore saglikli bireylerde yalnizca ¢ok diisiik
oranlarda kollajenaz salmiminin gerceklestigi ve kollajenaz aktivitesinin hastalik
siddetiyle dogru orantili olarak arttig1 bildirilmistir. Kollajenaz aktivitesi ile diseti
oluk stvis1 hacmi (veya DOS akis orani) arasinda korelasyon bulunamamistir.
Arastirma sonuglarmma gore periodontitisli bireylerde cep derinligi ve kollajenaz
aktivitesi korelasyon gosterirken, gingivitisli bireylerde diseti 1iltihab1 ile

kollajenaz aktivitesi korelasyon gosterir [215;216].

Kryshtalsky ve Sodek [97] beagle kopeklerinde yaptiklar1 caligmada
saglikli, gingivitisli ve periodontitisli bolgelerden diseti oluk sivis1 6rnekleri elde
edip bazi kollajenazlar ve inhibitorlerine bakmiglardir. En fazla latent formda
kollajenaza gingivitisli orneklerde rastlanirken, en fazla inhibitdr miktar1 ise

kontrol 6rneklerinde gézlenmistir.

Suomalainen ve ark. [191] tarafindan yapilan ¢alismada tedavi edilmemis
lokalize juvenil periodontitisli bireylerde yalnizca vertebra kollajenazina
rastlanmigtir. Bu kollajenazin tip I ve tip III kollajenazi tip II kollajenaza gore
daha hizl1 ¥4 ve % uzunlukta fragmanlarina ayirdig: bildirilmistir. Aragtirmacilara
gore bu durum fibroblastlar, epitel hiicreleri ve makrofajlar tarafindan iiretilen

kollajenler i¢in bir gosterge olarak kabul edilmistir.
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Lee ve ark. [107] hizli ilerleyen periodontitis, gingivitis ve stabil
durumdaki hasta gruplarinda kollajenaz aktivitesine bakmaislar, arastirma sonucuna
gore hizli ilerleyen periodontitisli bireylerde oldukga yiiksek kollajenaz aktivitesi
bildirmislerdir. Latent kollajenaz miktarin1 gingivitisli bireylerde hizli ilerleyen
periodontitise gore daha fazla bulmuslardir. Bu ¢aligma agresif periodontitislerde
periodontal bag dokusu yikiminda aktif nétrofil kollajenazlarin direkt roliinii

vurgulamaktadir.

2.8.2.4. In situ hibridizasyon ve immunohistokimyasal calismalar

Wooley ve Davies [226] yaptiklar1 immunohistokimyasal c¢aligmada
hastalikkli doku orneklerini tedavi edilmis bolgelerdeki doku Ornekleriyle
karsilagtrmiglar ve Ozellikle 16kositlerin ¢evresinde belirgin kollajenaz aktivitesi

bulmuslardir.

Bir diger immunohistokimyasal ¢alismada Westerlund ve ark. diseti, diseti
oluk sivis1 ve tiikriikte yaptiklar1 incelemeler sonrast MMP-9 ve PMN-jelatinazin
ozellikle yikilmakta olan polimorfoniikleer l6kositler tarafindan iiretildigini ortaya

koymuslardir [220].

Pinchback ve ark. ilerlemis yikict periodontitise sahip bireylerden elde
ettikleri doku 6rneklerini immunohistokimyasal olarak incelemisler ve MMP-1 ve
TIMP-1"1n 6zelllikle epitele yakin yiizeylerde bulunan damarlarla iligkili olduklar1
sonucuna varmislardir. MMP-1’e incelenen doku kesitlerinde rastlanirken TIMP-

1 ve TIMP-2’ye rastlanmamustir [136].

Nomura ve ark. in situ ¢aligmalarinda periodontitisten etkilenmis doku
ornekleri ile saglikli diseti doku orneklerini karsilastirmiglar, periodontitisten
etkilenmis 6rneklerde daha yliksek MMP-1(fibroblast tip-kollajenaz) ve TIMP-1
messenger RNA seviyeleri tespit etmislerdir. TIMP-2 mRNA seviyelerinin ise
sagliklt 6rnekler ile periodontitisten etkilenmis 6rneklerde farklilik gostermedigi

bildirilmistir [126].

Tonetti ve ark. [202] tarafindan yapilan bir diger in situ caligmada saglikli
bolgelerden alinmig biyopsi Orneklerinde MMP-3 messenger RNA’sma

rastlanmazken, periodontitisli bdlgelerin % 38’inde ayni kollajenazin mRNA’sin1
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tespit etmislerdir. MMP-8 mRNA’sma ise saglikli bdolgelerin %]17’sinde,

periodontitisli bolgelerin %46’sinda rastlanmigtir.

Aiba ve ark. [3] in situ calismalarinda normal ve iltihapli diseti 6rneklerini
incelemisler ve iltihapli diseti Orneklerinde MMP-1 mRNA’sinda artis
saptamiglardr.  MMP-8 ve TIMP-1 gen ekspresyonunda ise degisiklik
gozlememislerdir. Iltihapli disetinde en yiiksek messenger RNA seviyesine
TIMP-1°de rastlanirken, en diisiik seviyeler MMP-8’de belirlenmistir. Erigkin
periodontitiste yilksek MMP-1 mRNA seviyeleri Nomura’nin ¢alismasiyla [126]
benzerlik gosterirken, juvenil periodontitiste MMP-1 seviyeleri daha yiiksek

bulunmustur .

Kubota ve ark. [100] saglikli ve hastalikli 6rnekleri incelemisler; MMP-1,
MMP-3 ve TIMP-1 messenger RNA’sin1 hastalikli grupta anlamli yiiksek
bulmuslardir. TIMP-2 seviyelerinde ise anlamli fark goriillmemistir. MMP-3
mRNA’s1t MMP-1 mRNA’smmdan, MMP-1 mRNA’s1 da MMP-8 mRNA’sindan
yiiksek bulunmustur. Bu bulgu diseti oluk sivisinda MMP-8’in daha yiiksek
bulundugu diger ¢aligsmalarla [66] uyumsuzdur.

Kubota ve ark. tarafindan yapilan diger bir in situ ¢alismada [99] TIMP-1
ve TIMP-2 eksprese eden hiicreler hafif diizeyde gingivitisle karsilastirilinca
periodontitisli grupta daha yiiksek bulunmustur. Hiicre infiltrasyonunun yogun
oldugu diseti bag dokusunda her iki doku inhibitoriine ait mRNA eksprese eden
hiicrelere rastlanirken, TIMP-2 mRNA’ sma yalnizca cep epiteline komsu bag

dokusunda rastlanmaistir.

Uitto ve ark.’nin [206] MMP-13 ekspresyonuyla ilgili in situ calismada
MMP-13’lin farklilasmamis epitel hiicrelerince eksprese edildigi ve bu enzimin
kronik iltihapta goriilen epitelin bag dokusuna gociiyle iliskili olan kollajen

yikimiyla ilgili olabilecegi sonucuna varilmistir.

Tervahartiala ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada eriskin periodontitis ve
lokalize juvenil periodontitisli gruplardan diseti O6rnekleri ile diseti oluk sivisi
ornekleri elde edilmis ve kollajenolitik MMP’lerde MMP-2, MMP-8, MMP-13 ve
MMP-14 in situ hibridizasyon yontemiyle, MMP-§, MMP-13 ve MMP-7
immunohistokimyasal yontemle, MMP-2, MMP-7, MMP-13 ve MMP-14 Western

Immunoblot yéntemiyle incelenmistir. MMP-13 mRNA’sina erigkin periodontitis
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ve lokalize juvenil periodontitisli bireylerin oluk epiteli ile subepitelyal
fibroblastlar ve monosit/makrofaj benzeri hiicrelerinde rastlanmigtirr. MMP-8
mRNA’sma hasta gruplarmin her ikisindede oluk epitelinde rastlanmistir. MMP-
14 ise yalnizca erigkin periodontitisli bireylerin digeti bag dokularinda bulunan
fibroblast ve monosit/makrofaj benzeri hiicrelerinde goézlenmistir. MMP-2
transkriptleri ise erigkin periodontitisli grup oluk epiteli hiicrelerinde goriilmiistiir.
Immunohistokimyasal boyamalarda MMP-13-pozitif hiicreler eriskin periodontitis
ve lokalize juvenil periodontitisli gruplarda saglikli kontrollere gére daha yogun
boyanmistir. Yine hasta gruplarinda MMP-8 nétrofillerin hiicre i¢i graniillerinde
glicli  immunoreaktivite gostermistir. MMP-8-pozitif noétrofiller erigkin
periodontitisli grupta diffuz dagilim gosterirken, lokalize juvenil periodontitisli
grupta ise fokal perivaskiiler dagilim gostermistir. Calismada erigkin periodontitis
ve lokalize juvenil periodontitiste periodontal inflamasyonun diseti oluk
epitelinden MMP-2, MMP-8 ve MMP-13 salininmina yol actigi, MMP-14 i¢in
boyle bir etkiye sebep olmadig1 gdsterilmistir [200].

2.8.2.5. ELISA calismalan

Diseti oluk sivisinda fibroblast kaynakli enzimlerin ve doku inhibitoriiniin
degerlendirildigi ilk c¢alisma Haerian ve ark. tarafindan gerceklestirilmistir.
Calismada ayn1 bireyin gingivitisli, periodontitisli ve saglikli bolgelerinden alinan
diseti oluk sivisi ornekleri degerlendirilmis. MMP-3 proenzim ve aktif enzim
seviyeleri ile TIMP-1 seviyelerinin hastalikli bolgelerde (gingivitis ve
periodontitis) saglikli bolgelere gére anlamli daha yiiksek enzim seviyeleri tespit
edilmistir. TIMP-1 ve MMP-3 seviyeleri gingivitisli ve periodontitisli bolgelerin
ayirt edilmesine olanak saglamayacak sekilde benzer bulunmustur. TIMP-1’in
hastalikli bolgelerde saglikli bolgelere oranla yiiksek seviyeleri bakteriyel
uyaranla MMP ekspresyonunun gerceklesmesi, konak kaynakli hiicrelerin doku
yikimma sebep olmasi ve devam eden yikimin farkedilmesiyle birlikte doku
kaynakli inhibitorlerin yine konak hiicreleri tarafindan iiretilmesi olarak

aciklanmstir [77].

Haerian ve ark. tarafindan yapilan diger bir calismada ileri periodontal
yikimin goriildiigii bolgelerden tedavi oncesi ve sonrasinda oluk sivisi ornekleri

almmig, MMP-1, MMP-3 ve TIMP-1 seviyelerine bakilmistir. Saglikli, gingivitisli
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ve periodontitisli  bolgelerden elde edilen Ornekler havuza alinip
degerlendirildiginde diseti oluk sivist MMP-3 ve TIMP-1 seviyeleri ile klinik
parametreler arasinda korelasyon kurulmustur. Ancak farkli bdlgelerden elde
edilen ornekler ayr1 ayr1 degerlendirildiginde klinik ve biyokimyasal parametreler
arasinda korelasyon kurulamamistir. Arastiricilar tedavi dncesi MMP-1, MMP-3
ve TIMP-1 seviyelerinin tedavi sonuglarinin tahmin edilebilirligi {izerine

etkilerinin kisitli oldugu sonucuna varmistir [78].

Ingman ve ark.” nin yaptiklar1 calismada eriskin periodontitis, lokalize
juvenil periodontitis ve kontrol bireylerinden diseti oluk sivis1 ve uyarilmis tiikriik
ornekleri alinmistir. Erigkin periodontitis ve kontrol grubuyla karsilastirildiginda
digeti oluk sivisi MMP-1 seviyeleri lokalize juvenil periodontitisli bireylerde
anlaml diizeyde yiiksek bulunmustur. Yine lokalize juvenil periodontitis grubunda
eriskin periodontitis ve kontrol gruplariyla karsilastirildiginda anlamli yiiksek
TIMP-1 seviyelerine rastlanmistir. Lokalize juvenil periodontitis ve kontrolle
karsilastirildiginda tiikrik MMP-8 seviyeleri eriskin periodontitisli grupta daha
yiiksek bulunmustur. Ayn1 grupta diseti oluk sivist MMP-9 seviyeleri de lokalize
juvenil periodontitis ve kontrolle karsilastirildiginda anlamh diizeyde yiiksek
bulunmustur. MMP-3’e tiim gruplarda ¢ok diisiik oranlarda rastlanmistir. MMP-
8’in erigkin periodontitisli bireylerde tiikriikk, diseti oluk sivist ve diseti
dokularindaki asil kollajenaz, MMP-1’in ise lokalize juvenil periodontitisli
bireylerin digeti oluk sivilarinda bulunan asil kollajenaz oldugu sonucuna

varilmistir [86].

Emingil ve ark. [51] kisa siire 6nce yayimlanmig ¢calismalarinda generalize
agresif periodontitis, kronik periodontitis, gingivitis ve periodontal saglikli 4
grupta MMP-7, TIMP-1 seviyelerine ELISA ile, EMMPRIN (ekstraseliiler matriks
metalloproteinaz inducer) seviyelerine ise spesifik antikorlar kullanilarak Western
Immunoblot teknigi ile bakmislar. Arastirma sonuglarma gore diseti oluk sivisi
total MMP-7 miktarlar1 ¢alisma gruplar1 arasinda benzer bulunmus. GAP, KP ve
gingivitisli grup diseti oluk sivist total EMMPRIN miktarlar1 periodontal saglikli
bireylere gore daha yiiksek bulunmus. Hasta gruplar1 icinde en yiliksek total
EMMPRIN miktar1 GAP’Ii bireylerde goriilmiis. KP grubuna oranla GAP
grubunda TIMP-1 ve EMMPRIN seviyeleri daha yliksek olmakla birlikte bu fark
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anlamli bulunmamis. Saglikli gruba oranla diger gruplarda istatistiksel anlamli
diizeyde yiiksek total TIMP-1 miktarina rastlanmis. Gingivitisli gruba kiyasla
GAP ve KP’li gruplarda total TIMP-1 seviyeleri anlamli diizeyde yiiksek
bulunmus. Saglikli bireylerde MMP-7 varligi bu enzimin baglant1 epitelinin
antibakteriyel savunmasiyla ilgili olarak epitel hiicreleri tarafindan iiretildigini
gosterir. Hasta gruplar1 i¢inde benzer MMP-7 seviyelerinin enzimin diger
MMP’lerde oldugu gibi patogenezde Onemli bir role sahip olmadigin
gostermektedir. Baglant1 epitelinin cep epiteline doniistiigii durumda epitel
hiicreleri arttk MMP-7 {iretememekte ve savunma fonksiyonlarini yitirmektedir.
GAP ve KP’li gruplarda gozlenen daha yiiksek TIMP-1 seviyeleri arastiricilara
gore konagm kendisini MMP’lerin daha ileri doku yikici etkilerinden korumak

amaciyla doku inhibitorlerini tiretmesi seklinde yorumlanmustir.

Soell ve ark. tarafindan yapilan c¢alismada saglikli ve periodontitisli
orneklerde MMP-1, MMP-2, MMP-3 ve MMP-9 metalloproteinazlar1 seviye,
aktivite ve aktif formlarmin yiizdesi, TIMP-1 ve TIMP-2 seviye, cathepsin-C ise
aktivite agisindan ayni diseti orneklerinde ve karsilik gelen oluk sivilarinda
karsilastirilmiglar, hem oluk sivis1 hem de diseti 6rneklerinde MMP-1, MMP-2,
MMP-3 ve MMP-9 seviyelerinde artig, buna karsiik TIMP-1 ve TIMP-2
seviyelerinde azalma gozlemlemislerdir. Arastirmada doku yikiminin MMP’lerin
latent formlarinin ani aktivasyon kazanmasindan c¢ok, doku inhibitorleri ile
MMP’ler arasindaki dengenin bozulmasiyla iliskili oldugu sonucuna varilmistir

[186].

Alpagot ve ark. ¢alismalarinda belirli periodontitisli bdlgelerde atagsman
kaybmin degerlendirilmesinde diseti oluk sivist MMP-3 ve TIMP-1 seviyelerinin
prognostik yOniinii arastrmislardir. Bu amagla ayni bireyin saglikli  ve
periodontitisli ikiser bolgesinden baslangig, 3. ay ve 6. ayda diseti oluk sivisi
ornekleri almislardir. Periodontitisli bolgelerde MMP-3 ve TIMP-1 seviyeleri
sagliklt bolgelere gore daha fazla bulunmustur. MMP-3 ve TIMP-1 seviyeleri
periodontitisli bolgelerde anlamli diizeyde farkli bulunurken, saglikli bolgelerde
fark goriilmemistir. Atagsman kaybmim devam ettigi aktif bolgelerde MMP-3 ve
TIMP-1 seviyelerinin pasif bdlgelere gore anlamli diizeyde yiiksek oldugu
gorilmiistiir. Arastiricilar MMP-3 ve TIMP-1 seviyeleri ile birlikte sigara
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kullannmin ve yasm periodontitisli bolgelerin prognozunun degerlendirilmesinde

onemli parametreler oldugu sonucuna varmiglardir [4].

Matriks Metalloproteinaz Aktivitesi ve Periodontal Hastahk

Periodontal hastaliklarda matriks metalloproteinazlar sitokin hareketinin ve
osteoklast aktivasyonunun modifikasyonunda oldugu kadar koruyucu serpinler,
bazal membran ve ekstraseliller matriks yikiminda anahtar role sahiptirler [184].
Az sayida periodontal patojenin (Pg ve Aa gibi) bakteriyel kollajenaz iiretme
yetenegine sahip olduklarinin [188] bilinmesiyle birlikte bu kollajenazlarin doku

yikiminda major role sahip olmadiklar: diistiniilmektedir.

Ekstraseliiler matriks yalnizca kollajen fibrillerden degil, kollajenazin
kollajen substrata erisimde ilk olarak kaldirilmas: gereken yapilar olan
proteoglikanlar ve fibronektinden olusur. MMP-3 (stromelizin) proteoglikanlarin
ve fibronektinin yikiminda etkilidir. Hem yerlesik diseti hiicreleri hem de
periodontal ligaman hiicreleri normal doku turnoverinda gerekli olan
kollajenazlar1 iiretirler. Notrofil ve makrofajlar gibi iltihapsal hiicreler matriks
metalloproteinazlar iretirler. Bu hiicrelerden notrofiller periodontitis  gibi
iltihapsal hastaliklarda jelatinaz ve kollajenaz enzimlerinin en 6nemli kaynagidir.
Ayrica epitel hiicreleri kollajenaz {iretimiyle mevcut enzim seviyelerini artirarak
baglant1 epitelinin apikale gocilinii ve daha sonra gelisen bag dokusu yikimini
kolaylastirirlar. Uitto ve ark. 1998’de yayimnlanan c¢alismalarinda proenflamatuar
sitokin olan TNF-a’nin cep epiteli hiicrelerinden MMP-13 {iretimini uyardigini
bildirmislerdir [206]. Matriks metalloproteinazlarin periodontal yikimdaki rolleri
pek ¢ok arastirict tarafindan saptanmistir. Bu ¢alismalarda kiiltiir ortaminda diseti
orneklerinde artmis kollajenaz seviyeleri, periodontal ceplerden alinan oluk sivisi
orneklerinde ve komsu iltihapl dokularda latent enzim formlarinin degil ama aktif
formlarin artmis degerleri [72;107] ve periodontal lezyonlardan elde edilen diseti
fibroblastlar1 ve periodontal ligaman hiicreleri ile keratinosit, endotel hiicreleri,
osteoblastlar, hatta osteoklastlarda matriks metalloproteinaz messenger
mRNA’smin varligi gosterilmistir. Iltihapsal hiicrelerden &zellikle nétrofiller
matriks metalloproteinazlara bagl periodontal doku yikiminda 6zellikle 6nemli
yere sahiptirler [107]. Tim bu ¢aligmalara ek olarak doksisiklin gibi eksojen

matriks metalloproteinaz inhibitorlerinin insanlarda ve deney hayvanlarinda
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periodontal yikimi geciktirmeleri proteinazlarin bu patolojik olaydaki rollerini
destekler [21;64;139] Ramamurthy ve ark. tarafindan yapilan calismada ilk defa
tetrasiklin tiirevleri harici ilaglar (CH1766:merkaptoasil grubu CH 6631:non-
peptidik hidroksamik asid) MMP inhibitorii olarak degerlendirilmistir [139].
Golub ve ark. (1995) c¢alismalarinda eriskin periodontitisli ~ bireylerin
inflamasyonlu digeti Orneklerinden elde edilen kollajenaz ve jelatinazlarin
cogunun yerlesik hiicreler (epitel, fibroblast) veya makrofajlar tarafindan degil
bolgeye go¢ eden PMN-Iokositler tarafindan tiretildigini bildirmislerdir. Arastirma
farmakolojik seviyelerdeki doksisiklinin direkt olarak patolojik olarak artmis
seviyedeki konak kaynakli MMP’leri inhibe ederken bakteriyel kaynaklh
kollajenazlar iizerinde boyle bir etkileri olmadigi sonucuna varmustir [71]. Erigkin
periodontitisli bireylerde yapilan calismalarda [117;130] diseti oluk sivisinda
bulunan asir1 miktarda fazla aktif kollajenin kaynagmin noétrofil tip matriks
matalloproteinaz (MMP-8) ve jelatinaz (MMP-9) oldugu sonucuna varilmstir.
Yine ayn1 hasta grubunda diseti oluk sivisinda fibroblast tip kollajenaz (MMP-1)
proteini ve doku Orneklerinde yine ayni kollajenazin messenger RNA’sina
rastlanmistir. Sorsa ve ark. tarafindan 1999°da yaymmlanan c¢aligmaya gore
fibroblastlar gibi mezenkimal hiicrelerin lipopolisakkarid ve IL-18 ve TNF-a gibi
sitokinlerle karsilagsmalar1 halinde MMP-8 eksprese etme yetenegine sahip
olduklar1 gosterilmistir [34]. De Carlo’ nun arastirmasia gore P. gingivalis’ten
elde edilen bakteriyel thiol proteinazlarin fibroblastlarda ve epitelyal hiicrelerde
yikic1 matriks metalloproteinazlarin ve kollajen yikan fenotiplerinin iiretimine
neden olur [41]. Haerian tarafindan 1995°te yayimlanan ¢alismada [77] hastalarin
saglikli, gingivitisli ve periodontitisli bolgelerinden alinan oluk sivisi ornekleri
degerlendirilmis ve fibroblast tip kollajenazin mevcut Orneklerin yalnizca
%20’sinde ayirt edilebilir diizeylerde oldugu ve hastaligin siddetiyle korelasyon
gostermedigi bulunmustur. Western blot analiz yonteminin kullanildigi bir baska
calismada MMP-8, MMP-13 ve MMP-1"in diseti oluk sivisindaki total kollajenaz
miktarina gore oranlar sirayla %94-96, %3-4, %0-1 olarak belirlenmistir [ 148].
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MMP inhibitérleri
Matriks metalloproteinaz inhibitorlerinin patogenezdeki dnemi bag dokusu
yikimmin aktif matriks metalloproteinazlar ile bunlarin endojen inhibitorleri

arasindaki dengenin bozulmasi sonucu gergeklesmesiyle alakalidir.

Bag dokusunun proteolitik yikiminin durdurulmasi veya geciktirilmesinde
yetersiz miktardaki dogal veya doku inhibitérlerinin kompanse edilmesi terapdtik
bir 6neme sahiptir. Bu inhibitdrlerin eksojen olarak yerine koyulmasinda gesitli

stratejiler gelistirilebilir. Ornegin;
e enzimlerin sentez veya saliniminin inhibe edilmesi
e latent enzimlerin aktivasyonunun engellenmesi

e olgun matriks metalloproteinazlarin aktivasyonunun inhibe

edilmesi
e endojen doku inhibitdrlerinin uyarilmasi

e konak endojen inhibitorlerinin proteolitik aktivasyondan korunmasi

[151].

Matriks metalloproteinazlarin endojen inhibitorleri matriks metalloproteinaz doku
inhibitorleri (TIMP’ler) ve a2-makroglobulindir. o2-makroglobulin MMP’lere
kovalent olmayan baglarla baglanir. Doku inhibitorleri MMP aktivitesini
periseliiler olarak kontrol altinda tutarken, a2-makroglobulin viicut sivilarindaki
MMP’ler iizerinde regiilatdr gorevi yapar. Inflamasyon esnasinda damar disina

cikarak ekstraseliiler matriks i¢inde de fonksiyon gorebilir.

Matriks metalloproteinazlarin eksojen yollarla inhibe edilmesinde in vitro
cesitli ajanlar denenmistir. Bunlar: Zn 2+ ve C2+ selasyon ajanlar1 ( EDTA ve 1,
10 fenantrolin), siilfiir bazli inhibitorler, fosfordz iceren peptidler, fosfonamid ve
tripeptid fosfinat analoglari, hidroksamid asid iiriinleri, bifosfonadlar. Tim bu
ajanlar i¢cinde giivenli ve etkin olabilecek tek ilag olarak tetrasiklin analoglar1
kabul edilmistir [28;36;151]. Ik defa Golub tarafindan 1987°de ila¢ molekiiliiniin
A halkasmin 4. karbonundan dimetil amino grubunun ¢ikarilmasiyla antibakteriyel
ozelliginden arindirilarak elde edilen kimyasal olarak modifiye tetrasiklinler

tanimlanmustir. Tetrasiklinler iki yolla matriks metalloproteinaz inhibe ederler:
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1- ekstraseliiler matriks i¢inde aktif hale ge¢gmis olan matriks metalloproteinazlari
inhibe ederler. Bu yol tetrasiklinlerin Zn>" ve Ca®" baglama 6zellikleriyle ilgilidir

[70].

2- ekstraseliiler matriks icinde pro-matriks metalloproteinazlarin aktif matriks

metalloproteinazlara doniistimiiniin engellenmesi [22;176].

Tetrasiklinlerin ekstraseliiler matriks yikiminit indirekt yollarla engelledigi
bilinmektedir. Bir serum proteini olan al-antitripsin (al-proteinaz inhibitorii)
konagm bir diger doku yikim proteinazlarindan olan serin proteinazlara (6zellikle
PMN elastaz) karst konagin Onemli savunma sistemlerindendir. Matriks
metalloproteinazlarin ol-antitripsini yiktig1 ve inaktive ettigi bilinmektedir.
Dolayisiyla MMP’lerin tetrasiklinler tarafindan inhibisyonu elastaza duyarl
substratlar1 (elastik fibriller, fibronektin, proteoglikanlar ve MMP doku
inhibitorleri) proteolitik ataktan korurlar [66]. Tetrasiklinlerin ekstraseliiler
matriks yikimini inhibe ettigi bir diger potansiyel mekanizma ise pro-TNF-a’nin
aktivasyonunun engellenmesi  yoluyla kuvvetli sitokinlerin ve TNF-a’ nin

olusumlarmin azaltilmasidir .

2.10.1. Matriks metalloproteinazlar ve doku inhibitorleri

Bag dokusunun remodelingi normal biiylime ve gelisim esnasinda meydana gelir,
ancak uzun yillardan beri pek cok hastalik kollajen ekstraseliiler matriksin
yikimiyla iliskilendirilmektedir. Rezorpsiyon yerlesik bag dokusu hiicreleri ve
inflamasyon durumlarinda bolgeye go¢ eden hiicreler tarafindan meydana getirilir.
Ekstraseliiler matriksin molekiiler organizasyonu hiicre hareketlerini etkiler ve
diferansiasyonun ve gelisimin pek ¢ok asamasinda rol alir. Doku remodelingi
biiylik oranda enzimler, aktivatorler, inhibitorlerle, sitokin ve biiyiime faktorleri
gibi regiilasyon molekiillerinin iiretimiyle 1lgili olan hiicreyle-matriks ve hiicreyle-
hiicre etkilesimleriyle regiile edilmektedir. Periodontal hastalik gibi cesitli
patolojik durumlarda hizlanan bag dokusu yikimi normal regiilasyon

mekanizmalariin islememesiyle iliskilendirilebilir.

Pek cok matriks yap1 ve fonksiyonunun asil belirleyeni protein icerigidir. Dogal
olarak da doku yikim procesinin anahtar enzimleri endopeptidazlar yani
proteinazlardir. Matriks molekiilleri 4 ana gruptan proteinazlar tarafindan yikima

ugratilabilirler (metallo, serin, sistein, aspartat aktif site residues). Bu enzimlerin
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in vivo ortamda rolleri dokunun g¢evresel durumu, 6zellikle de inflamatuar hiicre
varliginda hiicre tipine gore degisir. Intraseliiler yola gdre ekstraseliiler yolla
gergeklesen matriks turnover miktar1 her duruma goére ayri bir karakteristige
sahiptir. Kemik yikimi gibi 6zel durumlar haricinde ekstraseliiler yikimim genelde
notral pH’da gerceklestigi varsayilir. Sonug olarak metallo ve serin ailelerine ait
proteinazlar fonksiyonda en fazla gorev alan ve yikimin baslangi¢ fazindan en

fazla sorumlu olan enzimlerdir.

Metalloproteinaz ailesinin iiyeleri bag dokusu hiicrelerinin yanisira monosit ve
makrofaj gibi hemopoietik hiicreler, keratinositler, endotelyal hiicreler ve pek ¢ok
tiimOr hiicresi tarafindan sentezlenebilirler. Sinerjist olarak doku matriksinin tiim

makromolekiillerini sindirebilirler.

Metalloproteinaz ailesi su alt gruplara ayrilir:

1-Interstisyel kollajenazlar: MMP-1, MMP-8, MMP-13
2-Jelatinazlar (Tip IV kollajenazlar): MMP-2, MMP-9
3-Stromelizinler: MMP-3, MMP-10, MMP-11
4-Membrana-bagli grup: MMP-14, MMP-15, MMP-16, MMP-17

Matrilizin (MMP-7) ve metalloelastaz (MMP-12) tam olarak bu gruplara

uymazlar.

Latent Metalloproteinazlarin Etkin Proteinazlara Doniisiimii

Metalloproteinazlarin 6nemli Ozelliklerinden bir tanesi de latent proformlar
halinde salgilanmalar1 ve sistein iceren propeptide sahip olmalaridir. Bu sistein
latent formlar icindeki aktif bolgede bulunan Zn™ (ginko)’ya baghdir.
Plazminojen aktivatorii (uPA)’niin hareketi ile bir serin protein olan plazmin
plazminojenden elde edilir. Cesitli hiicre modellerinde ve pek ¢ok in vivo
durumda kollajenaz ve stromelizin-1 aktivasyonunda uPA’nin etkili oldugu
gosterilmigstir. Bu aktivasyon progesi plazminojen aktivatoriiniin reseptoriine bagl
oldugu hiicre ylizeyinde veya yakinlarinda gerceklesir. Plazminin kendisinin

matriks yikimma yol agtigma dair yeterli kanit yoktur.

Stromelizinler farkli substrat spesifitesine sahip pek ¢ok protein tarafindan aktive

edilebilir. In vitro sistemlerde stromelizin-1 diger durumlarda diisiik aktiviteye
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sahip kollajenazlarin etkin sekilde aktivasyonu i¢in gereklidir. Stromelizin ayrica
jelatinaz-B (MMP-9)’nin i¢in de etkili bir aktivator olabilir. Periodontal patojenler
tarafindan salgilanan eksojen proteazlarmm da prokollajenaz i¢in aktivator
olabilecegi son donemde yapilan ¢esitli caligmalarda gosterilmistir. Ayrica bazi
spesifik durumlarda diger proteinazlarin da cogunun aktivator gérevi yapabilecegi

gosterilmistir.

Plazmin gibi proteinazlar gelatinaz-A icin etkili aktivatorler degildir. Gelatinaz —
A’nin aktivasyon mekanizmasiyla ilgili calismalar devam etmektedir. Aktivasyon
projelatinaz A’nin fibroblast membranlariyla inkiibasyonuyla gerceklesir [92] ve
C-terminal domain’in hiicre yiizeyine baglanmasmi gerektirir [218]. Sato ve ark.
[157] ile Cao ve ark. [27] yaptiklar1 caligmalarda membran komponentinin yeni
bir membrana bagli metalloproteinaz tipi (MT-1 proteinaz, MMP-14) oldugunu
aciklamiglardir. MT-1 proteinin ayrica prokollajenazi aktive ettigi de bilinmektedir

[93].

Metalloproteinazlar yaygin proteinaz inhibitdrii op-makroglobulin tarafindan
inhibe edilseler de dokulardaki asil metalloproteinaz inhibitorleri metalloproteinaz
doku inhibitorleridir. Doku inhibitorleri metalloproteinazlar ile yiiksek afiniteye
sahip, doniisiimsiiz, kovalent olmayan baglar olustururlar. Diger proteinaz
smiflarinin inhibitorlerinden farkli olarak etkinliklerini belirleyen spesifik bir

bolgeleri yoktur.

TIMP-1 makrofajlardan oldugu kadar pek ¢cok bag dokusu hiicresi tarafindan da
sentezlenen ve salgilanan 30kDa molekiiler agirhiga sahip bir glikoproteindir.
TIMP-1 pek ¢ok viicut sivisinda belirlenebilir. Insan melanoma hiicreleri
tarafindan salgilanan ve 21kDa agirliga sahip glikozlanmamais protein olan TIMP-
2 ise TIMP-1 ile benzerlik gosterir, fakat farkli sekansa sahiptir. Bu nedenle de
kontrol mekanizmalar1 farklidir. TIMP-1 ile yalnizca %40 benzerlik gostermekle
birlikte onemli yapisal 6zelliklerden biri olan alt1 disiilfid bagi TIMP-2’de de
mevcuttur. TIMP-2 gelatinaz-A’nin proformuna baglanirken, projelatinaz B’ye
baglanamaz, projelatinaz-B ise TIMP-1’e baglanabilir. Ayni1 ailenin bir diger tiyesi

ise TIMP-3 tiir ve ilk olarak tavuk hiicrelerinden izole edilmistir.

Metalloproteinazlar ve doku inhibitérlerinin sentezi hormonlar, sitokinler ve

ekstraseliler matriks tarafindan kontrol edilir.
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MMP’lerin ve doku inhibitdrlerinin bag dokusu hiicreleri tarafindan sentezi ve
salinimi sitokinler, biiyiime faktorleri ve hormonlar arasindaki karmasik
etkilesimler tarafindan regiile edilir. Pek ¢ok faktdr monosit ve makrofajlarin
driinleridir ve iltihapsal durumlarda iiretimleri metalloproteinaz sentezi ve doku
yikiminin anahtar bir basamagidir [146]. Metalloproteinazlarin regiilasyonunda
IL-1 Ozel bir 6neme sahiptir. Ayrica yapilan ¢alismalarda TNF, prostaglandinler
ve IL-10’un rolleri de gosterilmistir [115]. insan fibroblast hiicreleriyle yapilan
calismalar IL-o’nin IL-B’den patogenezde daha Onemli olabilecegini bildirir
[124;128]. Yeni membrana-bagli metalloproteinazlar da yine biiyiime faktorleri

tarafindan regiile edilebilirler.

Transforming growth factor-B (TGF- B3) sitokine bagli metalloproteinaz ve doku
inhibitorlerinin sentezini modiil edebilme 6zellligi nedeniyle daha fazla Gnem
kazanmaktadir. Doku inhibit6rlerinin roliiniin aktivasyon seviyesi ve substrat
yikiminda  metalloproteinaz aktivitesininin sik1 sekilde kontrolii oldugu
disiiniilmektedir  [85].  Diger  proteinaz  inhibitor  sistemleri  gibi
metalloproteinazlar da yalnizca inhibitdr konsantrasyonlarinin enzimlere oranla
daha diisiik oldugu belirli yerlerde aktif olabilirler. Yapilan caligmalar insan
periodontal ligaman hiicrelerinde proteinaz ve proteinaz inhibitorlerinin
ekstraseliiler matriks molekiillerinden fibronektin ve fibronektin fragmanlari
tarafindan modiile edilebilecegini gosterir. Kapilla ve ark. fibronektin
molekiiliiniin bu yolla ligaman hiicre fonksiyonlarmi modiile edip, periodontal

hastaliga katkida bulunabilecegini bildirmistir [92].

Digeti dokusunda latent ve aktif halde bulunan kollajenazlar ile inflamasyon
derecesi arasinda iliski bulunmustur [130]. Kontrollii ¢alismalarda kollajenaz
aktivitesinin yalnizca diseti dokusunda degil, ayni zamanda periodontitisli
bireylerde diseti oluk sivisinda da artis gosterdigi bulunmustur [103;206]. Bu
kollajenazin kismen doku, daha ¢ok da notrofil kaynakli oldugu diisiiniilmektedir.
Doku inhibitorlerinin yalnizca saglikli bireylerde veya klinik olarak saglikli
bolgelerde tespit edilebilecegi gosterilmistir [103]. Lee ve ark. MMP-8 seviyesi ile
hastalik aktivitesi arasindaki korelasyonu gosterirken [105], Hayakawa [84]
hastalikl1 bireylerde tiikriik 6rneklerinde TIMP-1 diizeylerinin artmis oldugunu

gostermistir. Bu ¢alisma sonuglarina gore periodontal hastalik aktivitesi
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metalloproteinazlar ile bunlarin doku inhibitorleri arasindaki dengenin bozulmasi
ile meydana gelir. Van der Zee’nin ¢alismasinda belirli durumlarda aktive olan
prokollajenler i¢in yumusak bag dokusunun bir depo gorevi yaptig1 belirtilmistir
[207]. Metalloproteinaz aktivitesinin g¢esitli ilaglarla kontrol altinda tutulabilecegi
pek cok arastirmada gosterilmistir [64;65;67;69;72]. Metalloproteinazlari neden

oldugu matriks yikimmimn onlenmesinde su stratejiler diistiniilmiistiir [150]:
1. metalloproteinaz aktivitesine yol agan ajanlarin bloke edilmesi
2. metalloproteinaz mesajlarinin translasyonunun énlenmesi
3. proenzimlerin aktivasyonunun dnlenmesi
4. aktif metalloproteinazlarin inhibisyonu
5. dogal inhibitorlerin regiilasyonu (TIMP’ler)

6. 1lk 5 stratejinin kombinasyonu

Glinlimiizde bu yollar icinde {lizerinde en fazla arastrma yapilani aktif
metalloproteinazlarin inhibisyonudur. Baglangicta tetrasiklinlerin MMP-8’1 inhibe
edici etkiye sahip oldugu diisiiniilmiistiir. Daha sonra yapilan c¢alismalarda
doksisiklinin Ca++ iyonunu baglayip latent metalloproteinazlar1 proteolize daha
duyarli hale getirip enzimatik aktivite kaybina yol agtigi gosterilmistir.
Tetrasiklinlerin bir baska etki mekanizmasinin sitokine bagli metalloproteinaz

iiretimini etkilemeleri oldugu diisiiniilmektedir [5].

Tablo 2-3 Periodontal dokularda kollajen tiplerinin dagihm [145]

Doku Kollajen
Digeti LIOLIV,V,VI
Periodontal ligaman LIOLIV,V, VL XII
Alveol kemigi LIV
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Tablo 2-4 insan matriks metalloproteinazlar1 siniflama ve ozellikleri

45

Molekiiler agirlik
MMP numaralandirma )
Gruplar Matriks substrat gruplar1
ve adlandirma kDa proform kDa
aktif
MMP-1 fibroblast; Fibriler kollajenler
CL1
) 55 45
MMP-8 nétrofil;CL2 Jelatinler
Kollajenazlar 75 58
65
Proteoglikan cekirdegi
protein
MMP-13 CL3
MMP-2  GLA 266 Tip IV kolajende spesifik
lokus
Jelatinazlar
Jelatinler
TiplV
Tip A% VILX,XI
kollajenazlar
kollajenler
MMP-9 GLB 92 86 Elastin
MMP-3 . .
Stromelizinler Proteoglikan cekirdek
57 45 |proteini
57 44 |Ti IX kollajenin helikal-
51 olmayan bdlgeleri

Tip X,XI kollajen
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MMP-10

MMP11

Laminin
Elastin
Fibronektin
Jelatinler

Prokollajen LILIII

Stromelizin le ayn1

Matrilizin MMP-7 PUMP 28 19 |Elastin
Metalloelaztazlary MMP-12  makrofaj Matrilizinle ayni
Membran tip MMP-14 MT1 MMP Projelatinaz A
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Periodontal Hastahk Tedavisinde Sistemik Antibiyotikler

Giliniimiizde periodontal tedavinin amaci hastalikla iliskili periodontal
patojenlerin baskilanmasi veya tam olarak eradikasyonudur [174;179]. Mevcut
tedavi secenekleri ise bu patojenlerin eliminasyonunda farkli yeterlilige sahiptir.
Periodontal baslangic tedavisi ile subgingival florada bulunan Campylobacter
rectus tam olarak ortamdan uzaklastirilabilirken [142], ayni1 tedavi segeneginde,
Bacteroides  forsythus, staphilococci ve enterik c¢omaklar tam olarak
uzaklastirilamamakta [48;135;140;163] ayrica Actinobacillus
actinomycetemcomitans [143;192;224] ve Peptostreptococcus micros [141]
anlamli diizeylerde azaltilamamaktadir. El aletleri ile yapilan mekanik temizligin
mevcut periodontal patojenleri tam olarak elimine edememesi veya yeteri kadar

azaltamamasinin sebepleri arasinda;

-A.actinomycetemcomitans’ i subepitelyal diseti dokular1 igerisine invaze

olabilme yetenegi, [29;134].

-A.actinomycetemcomitans, Peptostreptococcus micros gibi bakterilerin

oluk epiteline penetre olabilme 6zellikleri [44;55].
- Porphyromonas gingivalis’in kollajen dokuya baglanma yetenegi [124].

-Sement ve kok dentini tubuluslarinda meydana gelen yapisal degisimler

[2;62].

-Bakterilerin sert subgingival birikintiler, el aletleri ile erisilmesi gii¢
furkasyon bolgeleri ve diger anatomik olusumlarin igine yerlesmis olmalari

sayilabilir [122;161].

Sistemik antibiyotikler serum yoluyla periodontal dokular ve cep icerisine girerek,
el aletlerinin veya topikal antibiyotiklerin ulasamadigi organizmalar1 etkiler.
Sistemik antibiyotik tedavisi ayrica dil sirt1 ve diger oral yiizeylerdeki patojenleri
de etkileyerek rekolonizasyonu geciktirir [123]. Sistemik antibiyotikler yine A.
actinomycetemcomitans ve diger patojenlerle iligkili periodontal enfeksiyonlarin
eliminasyonunda gerekli olabilir. Periodontopatojen mikrofloranin farkh
antibiyotik duyarliligina sahip pek ¢ok mikroorganizma tiiriinii icermesi ve ancak

belirli birka¢ durumda klinik gostergelerin patojen mikroflora hakkinda fikir
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vermesi nedeniyle yanlis antibiyotik tercihi yapilabilir. Bu durum insanlarda
faydali mikrobiyal ekolojinin zarar gormesine ve direngli tiirlerin ortaya ¢ikmasima
yol agabilir. Bu nedenle en uygun antibiyotik se¢iminde ideal olan mikrobiyolojik
analiz ve antibiyotik duyarlik testlerinin yapilmasidir [11;47;195]. Mikrobiyolojik
analiz oOzellikle geleneksel periodontal tedaviye cevap vermeyen ve g¢esitli
mikroorganizma komplekslerinin birarada bulundugu periodontal hastalik
tiplerinde onerilmektedir. Ayrica uygun antibiyotik se¢iminde bireyin genel saglik
durumu ve antibiyotiklerin muhtemel yan etkileri de gz Oniinde

bulundurulmalidir.

Gilintimiize dek periodontal tedavide pek c¢ok antibiyotik  sistemik olarak
uygulanmis ve bunlarn klinik, mikrobiyolojik ve radyografik parametreler iizerine
etkileri degerlendirilmistir. Bu antibiyotikler i¢inde penisilinler, tetrasiklinler,
metronidazol ve klindamisin en sik kullanilanlardandir. Periodontitis lezyonlar1
genellikle karigik patojen bakteri kompozisyonu icermektedir. Bu nedenle de
periodontal tedavide kombine antibiyotik uygulamalar1
(metronidazol+amoksisilin, metronidazol+ciprofloksasin) giderek artan bir 6neme

sahiptir [169;170].

Antibiyotiklerin kullanimi, dozaj, uygulama yolu ve sikligmin belirlenmesinde
ilacin farmakolojik 6zellikleri énemlidir. Ilacin énemli farmakolojik 6zellikleri
arasinda absorbsiyon derecesi, metabolizma orani ve infeksiyon bolgesinde etkin
antimikrobiyal seviyeyi koruma siiresi sayilabilir. Etkin antimikrobiyal seviyenin
korunabilmesi i¢in penisilinler ve klindamisin giinde iic defa, metronidazol,
ciprofloksasin ve eritromisin giinde iki defa, doksisiklin ve azitromisinin ise giinde
bir defa alinmasi yeterlidir. Tenenbaum ve ark. yaptiklari ¢alismada Amoksisilin -
klavulanik asidin ilacin birka¢ doz kullanimi sonrasi diseti oluk sivisinda
periodontal patojenlerden Prevotella intermedia’nin MIK diizeyinin iizerine
¢ikabildigini gostermislerdir [199]. Metronidazol kolaylikla diseti dokusu ve diseti
oluk siwvisinda etkin antibakteriyel konsantrasyonlara ulasabilmektedir
[24;109;208]. Azitromisin hem saglikli hem de hastaliktan patolojik olarak
etkilenmis dokulara iyi diizeyde penetre olma 6zelligi gosterir [19]. Daha 6nceki
goriisiin  aksine Sakkelari ve ark. yaptiklar1 g¢alismada sistemik uygulanan

tetrasiklinin diseti oluk sivisi konsantrasyonunun plazma konsantrasyonundan az
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oldugunu ve bireyler arasinda oldukca farkli degerlere (0-8pug/ml) rastlandigini
bildirmistir [153]. Calismaya dahil edilen Orneklerin yaklasik %50’sinde
Iug/ml’lik  konsantrasyon degerleri elde edilememesi sistemik tetrasiklin
uygulama sonrasi elde edilen farkli klinik yanitlara bir agiklama olarak
degerlendirilmistir. Sistemik antibiyotik uygulamalarimin radyografik olarak
izlenen alveol kemigi diizeyini de artirdigina dair calismalar mevcuttur. Bu
calismalarda arastiricilar 7-10 gilinliik metronidazol veya 12 giinliik tetrasiklin
kullaniminin % 25-30" dan daha az alveol kemigine sahip bolgelerin oranini
azaltip, daha fazla kemik voliimii bulunan bolge sayisini artirdigini bildirmiglerdir

[158;203].

Antimikrobiyaller:

Folik asit metabolizmasi
-sulfonamidler

Protein sentezi (30 S inhibitorleri )
-Tetrasiklinler, aminoglikozidler

Plazma membrani
-polimiksinler

DNA giraz
-Nalidiksik asid, kinolonlar

-Eritromisin, klindamisin

Hiicre Iuvarl sentezi
-Penisilinler, sefalosporinler, vankomisin

Sekil 4: Major antibiyotiklerin etki mekanizmasi [213]
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2.12.1. Antibiyotik tlrleri

Baz1 antimikrobiyal ajanlar konak hiicrelerinde olmayan bazi yollarla
mikroorganizmalarm metabolizmalarint bozarlar. Antimetabolitler olarak bilinen
bu ajanlar bazi mikrobiyal enzimler i¢in inhibitdr gorevi goriir veya

mikroorganizma i¢in toksik olan bazi bilesiklerin olugsmasina yol acarlar.

Bakteri hiicre duvarinin 6nemli bir yapisal komponenti peptidoglikanlardir.
Peptidoglikanlar peptid-yan zincirleri ile birbirine baglhidirlar. Bu amin zinciri -
laktam antibiyotikleri (penisilinler, sefalosporinler,monobaktamlar ve penemler)
icin hedef teskil ederler. Gram-pozitif bakteriler lizerine etkili olan diger hiicre
duvari inhibitorleri ise (vankomisin) peptidoglikan sentezini onlerler. Bir baska
antibiyotik grubu ise (naladiksik asit, oflaksosin, ciprofloksasin) bakteri DNA’s1
icin yiiksek oranda 6ldiiriicii olan DNA giraz enzimi yoluyla etkisini gosterir. Bir
grup antibiyotik ise bakteri protein sentezini inhibe eder (aminoglikozidler,
tetrasiklinler, kloramfenikol). Farkli antibiyotik gruplari bakteriler iizerine farkli
yollarla etki ederler (Sekil 4). Sonu¢ olarak bazi antibiyotikler bakteri tiirlerinin
kiigiik bir kismi tiizerine  etkilidir ve dar-spektrumlu antibiyotikler olarak
adlandirilir, digerleri ise daha cok sayida bakteri tiirli lizerine etkilidir ve genis-

spektrumlu antibiyotikler olarak adlandirilirlar.
Ideal bir antimikrobiyal ajanda bulunmasi gereken ozellikler sunlardr:

Mikroorganizma {izerine selektif toksisite gostermelidir, Okaryotik

hiicrelere toksik olmamalidir.
Bakteriostatik olmaktan ¢ok bakterisid olmalidir.

Viicut sivilarinda yiliksek oranda diliie edildigi zaman dahi aktivitesini

koruyabilmelidir.
Yeteri kadar uzun sure aktif kalabilmelidir.

Konak savunma sistemine yardimcit olmali ve tamamlayici gorevi

gormelidir.
Allerjiye sebep olmamalidir.

Kommensal mikrofloray1 ciddi oranda bozacak etkiye sahip olmamalidir.
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Diger ilaglarla minimum diizeylerde etkilesime girmeli, yan etki

gostermemelidir [213]

2.12.1.1. Aktivite

Ideal bir ajan patojen mikroorganizmalar1 hasara ugratirken, kommensal
flora iizerine minimal etkiye sahip olmali. Tercihen antibiyotik hizli bakterisid
etkiye sahip olmalidir. Ilacin aktivitesi direncli mikroorganizmalarm varlig: ile

azalabilir.

2.12.2. Toksisite

Biitiin antibiyotikler i¢in konak dokular1 tizerine diisiik toksisiteye sahip
olmasi 6nemli bir kriterdir. Minor diizeydeki yan etkiler daha yayginken, daha
siddetli yan etkiler kalici hasara yol agabilir (6rn.: gentamisine bagli duyma
kayb1). Metronidazol gibi bazi antibiyotikler ise indirekt toksisiteye sahiptirler ve
teratojenik etkileri bulunur (fetiise zararli). Tetrasiklinler ise hamile kadinlarda
kullanim1 sonrast kemik gelisimi ve dis dokular1 iizerine istenmeyen etkiler

gosterir [213].

2.12.3. Farmakoloji

Antimikrobiyal ajanin absorbsiyonu viicut sivilarinda ve dokularda dagilimu,
metabolizmas1 ve itrah1 ajanin etken mikrorganizmaya hizla ulasip, yeteri kadar
uzun siire belirli bir konsantrasyonda kalabilmesine izin verecek sekilde olmalidir.
Antibiyotigin kandaki seviyesi in vitro minimum inhibitor konsantrasyonunun 2-8

kat1 fazla olmalidir.

2.12.3.1. Antimikrobiyal tedavide farmakokinetik degiskenler:
[lacin infeksiyon bolgesine difiizyonu: ¢evre dokularin lipid ¢6ziiniirliigiine, asidik

ortamda erime orani ve pH’sina gore degisir.

Plazma proteinlerine baglanma: yalnizca serbest antimikrobiyal ajanlar dokulara
difiize olabilirler. Viicut proteinlerine baglanma orani doksisiklin, klindamisin ve
baz1 penisilinler i¢cin %80-96’dan ciprofloksasin, amoksisilin ve metronidazol i¢in

%25 ve asagisina kadar degiskenlik gosterir.
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Inokulum etki: yogun mikrobiyal popiilasyon nedeniyle antibiyotigin optimal
etkisinin azalmasidir. Mikrobiyal yogunlugun azaltilmasi_(dis yiizeyi temizligi ve

kok yilizeyi diizlestirme islemleri ile) inokulum etkiyi azaltir.

2.12.4. fla¢ dozu

Bir antimikrobiyal ajanin optimal dozu konagin dogal mikrobiyal florasina en az
hasarin verilerek maksimum klinik yararin elde edildigi miktardir. Pek cok
antimikrobiyal ajanin basarisinda 6nemli bir nokta ilacin serum konsantrasyonu ve
infeksiyonun bulundugu dokudaki seviyesidir. Kisa siireli tedaviler ilacin toksik

ve allerjik yan etkiler gdsterme olasiligini azaltacaktir [213].

2.12.4.1. Orofasiyal infeksiyonlarda ila¢ dozu esaslar:
Metronidazol ve florokinolonlar gibi konsantrasyona-dayali antibiyotiklerde B3-
laktam antibiyotiklerinden farkli olarak kisa siire icinde yiliksek doz

uygulanmalidir.
Ozellikle tetrasiklinler icin yiikleme dozu uygulanmalidir.

Doku bariyerlerinin asilabilmesi i¢in MIK’in 2-8 kat1 kadar fazla kan seviyesi elde

edilmelidir.

Etkin kan seviyelerinin muhafaza edilebilmesi i¢in, penisilin ve sefalosporin gibi

zamana-bagli antibiyotikler sik araliklarla kullandirilmalidir.

2.12.4.2. Antibiyotik kombinasyonlari
Baz1 infeksiyonlarda tekli antibiyotik tedavisi hastaligin kontrol altina alinmasinda
yeterli olmayabilir. Bu durumda farkli antibiyotiklerin kombine edilmesi

gerekebilir.

Iki antimikrobiyal ajan bakteri metabolizmasina farkli noktalarda etki ederek
patojen iizerinde sinerjist etki gdsterebilir. Ornegin metronidazoliin, amoksisilin
ile veya ciprofloksasin ile kombinasyonuda Actinobacillus
actinomycetemcomitans’a karsi sinerjizma elde edilir. ki antibiyotik arasindaki
sinerjistik etkilesim nedeniyle iki antimikrobiyal ajanin MIK konsantrasyonlari
anlamli diizeyde azalir. Metronidazol ile amoksisilinin farmakolojik 6zellikleri,

DOS, serum konsantrasyonlar1 Tablo 2-5’te ifade edilmistir.
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Antibiyotiklerin etkilesimi:
Bakteriostatik + bakteriostatik ajan: genellikle etkinlik artar
Bakterisid + bakteriostatik: siklikla antagonistik etki

Bakterisid + bakterisid etki: sinerjist etki

Tablo 2-5 Metronidazol-Amoksisilin farmakokinetik ézellikleri, DOS, SERUM konsantrasyonlari
[155]

METRONIDAZOL AMOKSISILIN
Serum proteinlerine
<20 20

baglanma orani (%)
Serum ik seviyesi

P Y 12 6,15
(pg/ml)
Pik konsantrasyonu erigim . s
siiresi (saat) .
Yarilanma 6mrii (saat) 8 1-1.2
Standart dozlarda (250mg,
3x1) serum  seviyesi 14.3 5.5-7.5
(pg/ml)
Standart dozlarda (250mg,
3x1) DOS 13.7 3-4
seviyesi(U/mL)
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Periodontal  tedavinin  sistemik  antibiyotik  uygulamalar1 ile

desteklenmesini gerektirebilecek durumlar:

-lyi yapilmis geleneksel periodontal tedaviye ragmen atasman kaybimnin

devam ettigi durumlar

-Geleneksel periodontal tedavi ve periodontal cerrahiye cevap vermeyen

durumlar

-Agresif periodontitisler (lokalize agresif periodontitis, generalize agresif

periodontitis)
-Periodontal hastalik i¢in hazirlayici rol oynayan sistemik hastaliklar

-Akut periodontal infeksiyonlar (periodontal abse, ANUG, NUP) [61]

2.12.5. Kombine antimikrobiyal tedavi
Oral infeksiyonlardaki subgingival mikroflora farkli antimikrobiyal
duyarhiliga sahip pek ¢ok tiirden olustugu i¢in tedavinin etkinliginin artirilmasimda

iki veya daha fazla antibiyotigin birlikte kullanilmasi yararl olabilir [210].

Amoksisilin ve klavulanik asid: klavulanik asid amoksisilini bakteriyel
penisilinazlarin enzimatik yikici etkisinden korur. Bu sekilde korunmus
amoksisilinden etkilenen bakterilerin gram pozitif ve gram negatif bakteriler
oldugu diistiniilmektedir. Bu kombinasyonun inat¢1 periodontitislerin tedavisinde

klinik basariya sahip oldugu gosterilmistir [32;113;114;217].

Metronidazol: Calismalar metronidazoliin amoksisilin veya amoksisilin-
klavulonik asid ile kombinasyonunun agresif periodontitis ve inat¢i periodontitisli
bireylerin  tedavisinde  etkili  oldugunu  gostermistir  [211;212].  A.
actinomycetemcomitans’a karst tek baglarma etkisizken, metronidazol ve
hidroksimetaboliti amoksisilin ile kombine edildiginde sinerjist etki gosterir [133].
Metronidazol =~ gram negatif bakterilerin cogu iizerine etkiliyken, amoksisilin
fakiiltatif ve aerob bakteriler iizerine etkilidir. Bu durum bu iki antibiyotigin
kombinasyonunu periodontal enfeksiyonlar gibi karisik infeksiyonlara karsi

kiymetli kilmaktadir [210].
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2.12.6. Agresif Periodontitisli Bireylerde Farkh Sistemik Antibiyotik
Uygulamalan

Sigusch ve ark. tarafindan yapilan calismada farkli antibiyotik
preparatlarinin destegi ile birlikte uygulanan iki asamali periodontal baslangic
tedavisinin klinik, mikrobiyolojik parametreler ile birlikte diseti oluk sivisi
polimorfoniiklear  nétrofillerin ~ fagositik  kapasitesi  lizerine  etkileri
degerlendirilmistir. Doksisiklin, metronidazol ve klindamisin ile antibiyotik
uygulanmayan toplam 4 grubun 6 ve 24 aylik takipleri yapilmistir. Bu gruplar
icerisinde metronidazol ve klindamisin uygulanan grupta anlamli diizeyde fazla
klinik atasman kazancit meydana gelmistir. Metronidazol ve klindamisin kullanilan
gruplarda Porphyromonas gingivalis ve Actinabacillus actinomycetemcomitans
neredeyse tamamen elimine edilmistir. Doksisiklin kullanlan grupta Aa 24. ayda
tedavi Oncesi degerlere donerken Pg diizeyleri de yine tedavi dncesi degerlere
yaklagmistir. Arastiricilar metronidazol ve klindamisinin periodontopatojen
bakterilerin  subgingival bolgelerde eradikasyonu ve konak yanitinin
artirilmasinda, ayrica anlamli diizeyde atasman kazanci elde edilmesinde
doksisiklin ve antibiyotiksiz tedaviye gore daha etkili oldugunu belirtmislerdir

[164].

Xajigeorgiou ve ark. tarafindan yapilan c¢alismada generalize agresif
periodontitisli bireylerde farkl antibiyotik uygulamalarinin
(metronidazol+amoksisilin, metronidazol, doksisiklin) klinik ve mikrobiyolojik
parametreler tiizerine etkileri karsilastrmali olarak incelenmis. Birinci gruba
periodontal baslangic¢ tedavisi bittikten hemen sonra metronidazol (500 mg 3x1, 7
giin) + amoksisilin (500 mg 3x1, 7 giin), ikinci gruba doksisiklin (100 mg, ilk giin
200 mg yiikleme dozu, 2 hafta), {i¢iincii gruba yalnizca metronidazol (500 mg 3x1,
7 giin) uygulanmis. Calismaya antibiyotik uygulanmayan bir de kontrol grubu
dahil edilmis. Tiim gruplarda sondalanabilir cep derinliginde anlamli diizeyde
fazla ve gruplar arasinda benzer miktarda siglasma elde edilmis.
Metronidazol+amoksislin ve metronidazol gruplarinda >6 mm cep derinligine
sahip bolge yiizdesinde kontrole gore anlamh fazla azalma izlenmis. Calismada
tedavi oncesi mikrobiyolojik incelemede Aa serotip b’ye tiim deneklerin %81’ inde
rastlanmis. Yalnizca baslangic tedavisi uygulanan grupta varhigi arastirilan

patojenler arasinda tedavinin yalnizca Pg tlizerindeki etkileri 6. ayda da devam
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etmis. Aa kolonilerinde ise tedavi Oncesi degerlere donme egilimi gdzlenmis.
Ayni grupta Tf ve Td diizeylerinde tedavi ile birlikte azalmaya rastlanmamas.
Antibiyotik gruplar1 arasinda yalnizca metronidazol+amoksislin grubunda tedavi
sonras1 6. haftada tiim patojenlerde anlamli azalma gézlenmis. Yalnizca baslangic
tedavisi uygulanan grupta Aa diizeylerinde azalmaya rastlanmamasina karsin
kombine antibiyotik grubunda meydana gelen azalma 6 ay devam etmis.
Doksisiklin uygulanan grupta Pg, Tf ve Td diizeylerinde tedavi sonras1 6. haftada
anlamli azalma meydana gelirken ayni sonuglara Aa ile ilgili olarak rastlanmamas.
Metronidazol uygulanan grupta Pg, Tf ve Td prevalans ve diizeylerinde meydana
gelen anlamli azalmanin 6 ay devam ettigi belirlenirken, ayni ilacin Aa
diizeylerinde ise yalnizca baslangic tedavisi uygulanan grupla benzer sonuclar
verdigi saptanmistir. Caligmanin 6. ay verilerine gore antibiyotik alimindan
sonraki incelemede belirlenen bakteri prevalans ve diizeylerindeki azalmanin
yalnizca metronidazol + amoksisilin ve metronidazol gruplarinda benzer diizeyleri
korudugu gbzlenmistir. Arastiricilar metronidazol+amoksisilin kombinasyonunun
Aa, Pg, Tf ve Td’ yi anlaml1 diizeyde azalttigmni, ayni etkinin metronidazoliin tek
basina kullanimi ile elde edilemedigini bildirmislerdir. Calismada bakteriostatik
etkili antimikrobiyallerin biofilm infeksiyonlarinin tedavisinde generalize agresif

periodontitisli hasta grubunda uygun segenek olmadig bildirilmistir [227].

2.12.7. Metronidazol+Amoksisilin Kombinasyonuyla Ilgili Cahsmalar

Pek cok arastirma periodontal tedaviye destek olarak metronidazol +
amoksisilin kullaniminin oldukga i1yi sonuclar vadettigine dair veri sunmaktadir.
Bu kombinasyonun 6zellikle lokalize agresif periodontitis ve mikrofloralarinda
Aa’nin dominant oldugu bireylerde oldukca basarili oldugu pek cok arastirici

tarafindan bildirilmistir [57;133;201;212;223;224].

Van Winkelhoff ve ark. 11 lokalize juvenil periodontitis ve 11 hizli
ilerleyen periodontitisli bireyi dahil ettikleri ¢aligmalarinda standart kiiltiir
yontemi ile 4. actinomycetemcomitans ile birlikte Bacteroides gingivalis ve
Bacteroides intermedius sayilarmi kombine antibiyotik tedavisi ile desteklenen
periodontal baslangic tedavisi oncesinde ve sonrasi 2-4. aylar ile 9-11. aylarda

degerlendirmislerdir. Calisma sonuglarma gore tedavi 6ncesi toplanan subgingival
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orneklerin tamamimda mevcut olan Aa’ya, 2-4. aylarda ve 9-11. aylarda
rastlanmamistir. Bacteroides gingivalis yine tedavi sonrasi izole edilememistir.
Bacteroides intermedius ise alt1 bireyde tedavi sonrasi diisiik seviyelerde izole
edilebilmistir. Arastiricilar Aa ile enfekte periodontitisli bireylerin tedavisinde
metronidazol + amoksisilin kombinasyonunun etkin oldugunu bildirmislerdir.

[211].

Van Winkelhoff ve ark. tarafindan yapilan calismada farkli periodontitis
tiplerinde periodontal baslangi¢c tedavisiyle birlikte metronidazol + amoksisilin
kombinasyonunun A.actinomycetemcomitans Tlizerine etkinligi arastirilmais.
Calismaya lokalize juvenil periodontitis, eriskin periodontitis ve inatci
periodontitisli toplam 118 birey dahil edilmis. Yapilan mikrobiyolojik incelemede
Aa’nin yanm1 swra siyah pigmentli gram negatif anaeroblarin sayilar1 tedavi
oncesinde ve tedavi sonrasi 3. ve 9. aylarda degerlendirilmis. Baglangi¢ tedavisi
tamamlandiktan sonra bireylere metronidazol (250 mg, 3x1) + amoksisilin (375
mg, 3x1) 7 gin sireyle kullandirilmis. Arastiricilar siddetli periodontitisli
bireylerde subgingival A.actinomycetemcomitans’m baskilanmasinda
kombinasyonun mekanik tedavi ile birlikte uygulamasmin basarili sonuglarina

dikkat ¢ekmislerdir [212].

Pavicic ve ark. in vitro calismalarinda metronidazol, metronidazol
hidroksimetaboliti ve amoksisilin’in birbirleri ile etkilesimlerini ve bu ii¢ bilesigin
A.actinomycetemcomitans lizerine aktivitelerini degerlendirmiglerdir. Calismada
her iki bilesigin de (metronidazol ve karacigerde iiretilen metaboliti) amoksisilin
ile sinerjizma gosterdigi gozlenmistir. Arastiricilar metronidazol ve amoksisilinin
birlikte kullaniminda, ayr1 ayr1 gosterdikleri etkinin yani sira, hidroksimetabolitin
de kombinasyonla sinerjistik  Ozelliginin  Ozellikle karisik  anaerobik
enfeksiyonlarda katkida bulundugunu gostermektedir. Yine arastiricilara gore
Aa’nin belirli suslarinin metronidazole duyarli olmamalari, buna karsin bazi
kisilerde metronidazoliin periodontal ceplerden Aa’y1r etkin sekilde elimine
edebilmesi metronidazol ve hidroksimetabolitinin sinerjistik etkilesimleri ile

aciklanabilir [133].

Flemmig ve ark. daha once tedavi olmamis 48 erigkin peridontitisli bireyi

yalnizca mekanik tedavi ve mekanik tedavi sonrast kombine antibiyotik
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uygulanacak iki gruba ayirdiklar1 ¢caligmalarinda tedavi oncesi, tedavi sonrast 10.
giin, tedavi sonras1 3, 6, 9, 12. aylarda subgingival bdlgelerle birlikte dil dorsumu,
tonsiller, yanak mukozalarinin dahil oldugu miik6z membranlardan plak 6rnekleri
toplamislardir.  Ornekler PCR (polimerase chain reaction) yontemiyle
incelenmistir. Calisma sonuglarma gore sistemik metronidazol + amoksisilin
uygulamas1 Aa’y1 oral kaviteden uzun donem uzaklastirabilirken, ayni basarili

sonuglara Pg ile ilgili olarak rastlanmamistir [57].

Ayn1 ¢aligmanin klinik tedavi sonuglariin yine ayni takip donemlerinde
degerlendirildigi bdliimiinde ise baslangic subgingival mikrobiyal analizlerinde
Pg’den bagimsiz olarak Aa’ ya sahip olan bireylerde antibiyotik uygulanmayan
bireylerle karsilastirildiginda 2 mm ve istii klinik atasman kazanci oldugu ayrica
atagsman kayb1 olasiliginin da atagsman kaybi1 meydana gelen bolgelerde 0.8 mm
oraninda azaldigi bildirilmistir. Baslangi¢c subgingival analizlerinde yalnizca Pg

saptanan bireylerde ise atasman kaybi1 riskinin arttig1 gériilmiistiir [58].

Pavicic ve ark. ¢aligmalarinda daha onceki periodontal tedavilere yeterli
yanit vermeyen A.a ile iligkili periodontitisli bireylere periodontal baslangic
tedavisini takiben metronidazol (250 mg, 3x1, 7 giin ) + amoksisilin (375 mg, 3x1,
7 gin) kullandrmiglar ve  A.actinomycetemcomitans’in  uzun donem
rekolonizasyonunu  arastrmuglardir.  Arastrmaya gére bu kombinasyon
A.actinomycetemcomitans’1t yalnizca periodontal bolgelerde degil dil, tonsiller
bolge, yanak mukozasi ve tiikriikte de kiltiire edilebilir diizeylerin altina
indirebilmistir. Calisma sonuglarma gore uzun donem takip sonrasi Aa’ya bagh
rekolonizasyona oldukca nadir rastlanmistir. Aa’nin eliminasyonu ile klinik

parametrelerdeki iyilesme arasinda da pozitif korelasyon goriilmiistiir [133].

Rooney ve ark. ilerlemis kronik periodontitisli bireylerde sistemik
metronidazol + amoksisilin kullaniminmn klinik ve mikrobiyolojik parametreler
iizerine etkilerini inceledikleri ¢calismaya 66 bireyi dahil etmislerdir. Calismada
biri metronidazol + amoksisilin (amoksisilin 250 mg kapsiil, 3x1, 7 giin,
metronidazol 200 mg tablet, 3x1, 7 gilin), biri metronidazol + plasebo
(metronidazol 200 mg tablet) uygulanan iki grup ile amoksisilin + plasebo( 250
mg amoksisilin kapsiil, 3x1, 7 giin) ve plasebo + plasebo kullandirilan toplam dort

grubun klinik ve mikrobiyolojik parametreleri 0., 3. ve 6. aylarda degerlendirilmis.
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Aa, Pg, Pi oranlarina kiiltiir yontemiyle bakilmis, ayrica total bakteri sayilar1 da
kaydedilmis. Calismada baslangic Pg diizeyleri %27, Aa diizeyleri ise %11 olup
istatistiksel analize izin vermeyecek kadar az bulunmus. P.intermedia tiir
ayrimmin yapilmadig1 calismada P.intermedia grubu bakteri sayilar1 3. ay
analizlerde metronidazol + amoksilin ve metronidazol gruplarinda anlamli daha
az bulunmus. Tim tedavi gruplari arasinda metronidazol + amoksisilin grubunda
biitlin iyilesme parametreleri daha anlamli olarak gozlenmis. Arastiricilar
metronidazol + amoksisilin kombinasyonunu literatiirle orantili olarak klinik ve

mikrobiyolojik anlamli yararini bildirmislerdir [149].

Serino ve ark. (2001) calismalarinda klinik takiple inat¢i1 periodontitis
tanis1 koyulmus 17 birey iizerinde periodontal baslagic tedavisini destekleme
amaglt sistemik antibiyotik tedavisinin etkinligini klinik, radyografik ve
mikrobiyolojik acidan degerlendirmisler. Total bakteri miktarlarinin yanisira Aa,
Pg ve Pi oranlarina kiiltiir yontemiyle bakmislar. Denekler 2 hafta siiren baslangic
tedavisi esnasinda metronidazol (400 mg, 3x1) + amoksisilin (750 mg, 2x1)
kullanmis. 3. yil verilerine gore total bakteri miktarlarin baslangic degerlerine
dondiigii, Aa ve Pg miktarlarmmn arttigi, Pi miktarlarmin ise degismedigi
gozlenmis. 3. ve 5. yil takipler arasinda meydana gelen atagsman kaybmin 1. ve 3.
yildaki ile benzer ozellik gosterdigi saptanmus. Arastiricilar 6zellikle baslangic
tedavisi ile mekanik olarak yeteri kadar iyi temizlenemeyen kok ylizeyleri
nedeniyle meydana gelen reinfeksiyonun oOnlenmesinde cerrahi miidahalenin

gerekliligini bildirmislerdir [161].

Winkel ve ark. tarafindan yapilan calismada baslangic tedavisinin
tamamlanmasimndan 6 hafta sonra gerekli bolgelerde tekrar baslangi¢c tedavisi
uygulanmis olan ve beraberinde sistemik antibiyotik (metronidazol 375 mg, 3x1 +
amoksisilin 250 mg, 3x1) veya plasebo kullanilan iki grup baslangic ve ilag
kullanimin1 takiben 3. ay verilerine gore klinik ve mikrobiyolojik agidan
karsilagtirilmig. Total bakteri sayillarmin yani siwra Bacteroides forsythus,
Fusobacterium nucleatum ve Peptostreptococcus micros ile Actinobacillus
actinomycetemcomitans oranlar1 degerlendirilmis. Arastirma sonuglarina goére
antibiyotik uygulanan grup tedavinin klinik sonuclar1 agisindan daha basarili

bulunmus. Ayrica calismada amoksisilin ve metronidazol kombine kullaniminin
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Aa’yr kiiltiire edilebilir seviyelerin altmna indirebildigi, varligi arastirilan diger
patojenlerin ise oranlarmi azalttigi saptanmistir. Baslangigta P.gingivalis ile
enfekte bireylerde plasebo ile karsilastirildiginda cep derinliginde anlamli daha
fazla siglasmaya rastlanmis. P.gingivalis negatif bireylerde ise test ve plasebo
arasinda ayni parametre agisindan fark goriilmemis. Arastiricilar baslangic
tedavisine destek olarak kullanilan kombine metronidazol ve amoksisilin
uygulamasinin  yalnizca Dbaglangi¢ tedavisine gore daha 1yi klinitk ve

mikrobiyolojik sonuglar sundugunu bildirmislerdir [223].

Berglundh ve ark. tarafindan metronidazol (250 mg,3x1) + amoksisilin (250mg
3x1,) ile desteklenmis periodontal baslangi¢ tedavisinin klinik ve mikrobiyolojik
olarak, ayrica iltihapsal lezyonlarda meydana getirdigi degisikliklerin saptanmasi
amaciyla yaptiklar1 ¢caligmada plasebo ve ila¢ kullanilan iki grup karsilastirilmas.
Total bakteri sayilarmin yanisira Aa, Pg ve Pi sayilarina bakilmis. Ayrica rastgele
secilen bir interproksimal papil bolgesinden diseti 6rnekleri alinmis. Arastiricilar
baslangic tedavisine destek olarak metronidazol + amoksisilin kullaniminin
mevcut periodontal durumun iyilestirilmesinde, Aa, Pg, Pi gibi putatif periodontal
patojenlerin eliminasyonu veya baskilanmasinda, aymi zamanda iltihapsal
lezyonun boyutlarinin azalmasinda kontrol grubuna gore anlamli daha iyi sonuglar

sundugunu bildirmislerdir [15].

Haffajee ve ark. inat¢1 periodontitisli 14 bireyi dahil ettikleri calismada lokal
(tetrasiklin fibril, 1 hafta) ve sistemik (amoksisilin 500 mg 3x1, 14 giin +
metronidazol 250 mg 3x1, 14 giin) antibiyotik uygulamalarinin bu bireylerde
zaten azalmis olan subgingival kolonizasynunu daha da geriye ¢ekilip
cekilemeyeceginin, aynt zamanda olusacak mikrobiyal degisimin periodontal
destek dokularin stabilizasyonuna olan katkilarim1 degerlendirmek amaciyla
yaptiklar1 calismada toplam 40 subgingival bakteri tiiriiniin varligini checkerboard
DNA-DNA hibridizasyon teknigiyle arastirmislar. Arastiricilar kombinasyon
tedavisinden klinik olarak en fazla yarar goren grubun P.gingivalis prevalansinda
azalma saglanabilen grup oldugunu, bu grubu diger siyah pigmentli bakteriler ve
T forsythensis’in azalma saglanabildigi bireylerin takip etti§ini gozlemistir.

Arastirma  sonunda inat¢t  periodontitisli  bireylerin dogru  antibiyotik
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kombinasyonu ile tedavi edilmeleri sonucunda periodontal ac¢idan stabililite

saglanabilecegi bildirilmistir [83].
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3. GEREG VE YONTEM
Mikrobiyolojik Analizlerde Kullamlan Geregler
Asagida belirtilen cihazlar kullanilmistir.
Agaroz Jel Elektroforez Diizenegi, Minicell Primo Ec200, Thermoec

Orneklerin  PCR’da incelenmesi asamasmnda jelin yiiriitiilmesinde

kullanilmastir

Agaroz Jel Elektroforez Giic Kaynagi, Ec250, E-C Apparatus Co
Elektroforez islemi esnasinda elektrik akimi saglanmasinda kullanilmistir.
Anaerop Kavanoz, Oxoid

Petrilerin anaerop ortamda inkiibasyonunda kullanilmistir

Buzdolabi, Arcelik No Frost

Kiiltiir ile tam1 yonteminde kullanilan bast malzemelerin ve hazirlanmig

besiyerlerinin muhafazasinda kullanilmistir.

Buz Yapici, Cornelius

DNA ekstraksiyonu agamasinda kullanilmastir.

Derin Dondurucu -70°C, Heraeus

Orneklerin PCR’da ¢alisilincaya dek saklanmasinda kullanilmistr.
Distilel Su Cihazi, Ns 112, Niive

Besiyerleri ve PCR karisimmin hazirlanmasi asamasinda distile su elde

edilmesinde kullanilmistir.
Etiiv, Memmert

Inokiilasyonu yapilmis petrilerin Anaerop ve CO2’li ortamda 37°Cde

bekletilmesinde kullanilmstir.

Giic Kaynag, Edi

Hassas Terazi, Ax200, Shimadzu

Hassas terazi besiyerlerinin hazirlanmasi asamasinda kullanilmistir.

Isisal Dongii Cihazi, Mastercycler, Eppendorf
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PCR karisgimmin bakteri ekstraksiyonu eklenerek c¢ogaltilmasinda

kullanilmastir.

Kuru Blok Isitici, Techne Db.2d
Laminar Flow, Heareus

Manyetik Karistirici, Mk 418, Niive

Agaroz jel elektroforezi i¢cin kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi esnasinda

kullanilmistir.
Otoklav Ot 4060, Niive

Besiyerlerinin  hazirlanma asamasinda gerekli olan materyallerin

sterilizasyonunda kullanilmistir.
Otomatik Mikropipetler, Microlit

Ph Metre, Eutech

Polaroid Transliiminator, 6h20, Polaroid
Sogutmali Santrifiij, Biofuge Pico, Heareus
DNA ekstraksiyonu agamasinda supernatant elde edilmesinde kullanilmustir.
Su Banyosu, Bm 402, Niive

DNA ekstraksiyonu agsamasinda kullanilmistir.
2.1.2.20.Uv Kaynagi, Vilber Laurmat

UV 15181 elde edilmesinde kullanilmigtir.

Uv Lambasi, 13203, Microbiologie

1-Elektroforez  jelinin  elektroforez  iglemi  tamamlandiktan  sonra

degerlendirilmesinde kullanilmigtir.

2-Petrilerde liremis olan bakteri kolonilerin fluoresans verme 6zellikleri agisindan

incelenmesinde kullanilmustir.
Vorteks, Mix 20, Falc

VMG III tasima siwvist i¢ine alman subgingival plak Orneklerinin

vortekslenmesinde kullanilmstir.

Mikroskop, Olympus Om System
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Spiroketlerin sayilmasi i¢in kullanilmistir.

100°liik Mercek, Ea 100

Spiroketlerin sayilmasinda mikroskopta bu biiylitmede ¢alisilmistir.
Fotograf Makinesi, Olympus (Mikroskop ile Baglantil)
Mikroskoptaki goriintiilerin fotograflanmasinda kullanilmistir.
Gimza Boyalan (Gerekli Diger Soliisyonlar)

Spiroket sayiminda kullanilan lamlarin boyanmasinda kullanilmstir.
Lamlar

Spiroket saymmi lamlar iizerinde, boyanmis bakterilerin mikroskopta

sayilmasi ile gergeklestirilmistir.

Immersiyon Yagi, Olympus Optical Co, Ltd

Mikroskobik incelemede lamlarin degerlendirilmesinde kullanilmastir.
Mikrobiyolojik Analizlerde Kullanilan Kimyasal Maddeler Ve Gozeltiler

Agar, Merck (1.01613)

Tasima i¢in kullanilan transport sivi ile PY buyyon hazirlanmasinda

kullanilmstir.

Agaroz, Sigma (A-9539)

Anaerogen, Oxoid (Ano25a)

Anaerop kavanozlarda anaerop ortam olusturulmasinda kullanilmistir.
Anaerop Indikatérii, Oxoid (Br55)

Anaerop kavanozlarda anaerop ortam olusumunun kontroliinde

kullanilmstir.
An Ident Diskleri, Oxoid (Adm62605)
Bakteri antibiyotik duyarlik ve direncinin tespitinde kullanilmistir.

Hazir Tam Kitleri

Api20a, biomérieux.
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Bakterilerin indol olusumu ve asidifikasyonlarinin degerlendirilmesinde

kullanilmistir. Ksilen ve Ehrlich reagentleri ile birlikte kullanilmigtir.

Indol olusumuna gore bakteriler P.intermedia ailesi olarak adlandirilmis ve

tiir ayrimi i¢cin PCR protokoliine sokulmustur.
Apizym, Biomérieux

Bakterilerin enzim aktivitelerinin degerlendirilmesinde kullanilmistir. Kit

Zym A ve Zym B reagentleri icermektedir.
Referans kartlar ile karsilastirilarak degerlendirme yapilmistir.
Asetik Asit Glacial, Merck (Um2789)

TAE tamponu 10x elde edilmesinde tris baz ve EDTA ile birlikte

kullanilmstir.
Bromfenol Mavisi, Merck (L.307222)

Agaroz jel elektroforezi i¢in kullanilan ¢ozeltilerden yiikleme tamponunun

hazirlanmasinda gliserol ile birlikte kullanilmstir.
Kalsiyum Kloriir, Riedel-De Haen (S260299)

Tuz stok soliisyonu II’'nin hazirlanmasinda diger igerikle birlikte

kullanilmistir.

Dekstrozsuz Triptik Soyagar, Acumedia

Dntp Set, Fermentas

PCR asamasinda PCR karisimimin hazirlanmasinda kullanilmistir.
Eskiilin, Difco (015812)

Eskiilinli buyyon hazirlanmasinda kullanilmistir.

Etanol, Riedel-De Haen (32221)

Etidyum  Bromid (2,7 Diamino-10,Ethyl-9phenyl-Phenanthridnium
Bromide), Sigma ( E-8751)

Agaroz jel elektroforezinde kullanilmak {izere distile suda ¢oziilerek

hazirlanmistir.

Etilendiamintetraasetikasit (Edta), Sigma (4884)
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DNA ektraksiyonunde lizis tamponunun hazirlanmasida kullanilmistir.
Fenilmerkiirik Asetat, Sigma (P-5554)

Tasmma i¢in kullanilan transport sivi (VMGIII) hazirlanmasinda kullanilan

tuz stok soliisyonunun elde edilmesinde kullanilmaistir.

Ferrik Sitrat, Sigma (F6129)

Eskiilinli buyyon hazirlanmasinda kullanilmistir.

Glukoz, Sigma (G7528)

Glukozlu buyyon hazirlanmasinda PY buyyon ile birlikte kullanilmastir.
Hemin, Fluka (51280)

CDC anaerop kanli agar besiyerinin hazirlanmasimda sodyum hidroksid

ilave edilerek ve distile su ile sulandirilarak kullanilmastir.
Hidroklorik Asit, Sigma (H 7020)

PCR 10X tampon ¢6zeltisinin hazirlanmasinda kullanilmistir.
Hidroklorik Asit, Riedel De Haen (30721)

Kovac’s ayiraci yapiminda kullanilmastir.

Izoamil Alkol, Sigma (I3643)

Kovac’s ayiraci yapiminda kullanilmastir.

Jelatin, Lachema (30963)

PCR ‘da kullanmilan PCR tampon 10x c¢o6zeltisinin hazirlanmasinda

kullanilmstir.

Potasyum Kloriir, Lachema (30384)

PCR tampon ¢6zeltisinin hazirlanmasinda ulanilmaistir.

Laktoz, Sigma (L.3625)

Laktozlu buyyon hazirlanmasinda PY buyyon ile birlikte kullanilmustir.
Maya Ozeti, Merck (1.03753)

CDC anaerop kanli agar besiyeri ve PY buyyon hazirlanmasinda

kullanilmstir.
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Magnezyum Siilfat, Merck (A5882)

Tuz stok soliisyonu hazirlanmasinda kullanilmistir.

Mikrobank™, Pro-Lab Diagnostics 8pl.160)

Tanis1 konulmus bakteri suglarinin saklanmasinda kullanilmugtir.
Sodyum Kloriir, Merck (1.06400)

Tuzlu su hazirlanmasinda distile su ile sulandirilarak kullanilmistir.
P-Dimetilaminobenzaldehit, Sigma (D2004)

Kovac’s ayiraci yapiminda kullanilmastir.

Sellobioz, Sigma (C7252)

Sellobiyozlu buyyon hazirlanmasinda PY buyyon ile birlikte kullanilmistir.
Sistein Hidroklorid, Merck (1.02839)

Tasmma i¢in kullanilan transport besiyeri (VMGIII) hazirlanmasinda

kullanilmstir.
Sodyum Gliserofosfat, Merck (1.041264)

Tasima i¢in kullanilan transport besiyeri (VMGIII) i¢in tuz stok soliisyonu

II’nin hazirlanmasinda kullanilmistir.

Taq Dna Polimeraz, Sigma (T8524)

PCR asamasinda PCR karisiminda kullanilmistir.
Tiyoglikallik Asit, Fluka (886509

Tasima icin kullanilan transport besiyeri (VMGIII) hazirlanmasinda

kullanilmstir.

Triptik Soy Agar, Merck (1.05458)

CDC anaerop kanli agar besiyerinin hazirlanmasida kullanilmistir.
Triptoz, Merck (1.10237)

Tasmma i¢in kullanilan transport besiyeri (VMGIII) hazirlanmasinda

kullanilmstir.
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Trisma Base, Sigma (T-8524)
PCR tampon 10x ¢ozeltisinin hazirlanmasinda kullanilmistir.
Triton-X100, Sigma (T8787)

DNA ekstraksiyonunda kullanilan ¢ozeltilerden Lizis tamponunun

hazirlanmasida kullanilmistir.
Vankomisin, Fluka (94747)

Bakteri kolonilerinin Porphyromonas ve Prevotella cinsi olarak ayriminda

kullanilmastir.
Vitamin K, Liba Lab

CDC  anaerop kanli agar besiyerinin hazirlanmasinda distile su ile

sulandirilarak kullanilmastir.

®xhaemn, Fermentas (Sm0251)

Agaroz jelinin yiiriitiilmesi esnasinda kullanilmistir.

Biyokimyasal Analizlerde Kullanilan Gerecler Kitler
Mmp-1 Sandwich Elisa Test Kiti, Chemicon

Digeti oluk sivisi o6rneklerinde MMP-1 seviyelerinin belirlenmesinde

kullanilmastir
TIMP-1 Sandwich Ehsa Test Kiti, Biosource

Digeti oluk sivis1 Orneklerinde TIMP-1 seviyelerinin belirlenmesinde

kullanilmastir.

Distile Su Cihaz1

Sarf Malzemeleri

Periopaper (Gingival Fluid Collection Strips, Proflow, Amityville)
Digeti oluk sivis1 6rneklerinin elde edilmesinde kullanilmastir.
Mikropipetler Ve Uclar

Yikama Sisesi

Tiipler
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Eppendorf Tiipleri (1,5 MI)

Diseti oluk sivis1 drneklerinin emdirildigi kagit striplerin saklanmasinda

kullanilmastir.

Dereceli Silindir (500 Ml)
Polipropilen Test Tiipleri
Spektrofotometre Cihazi

Kuyucuklarin i¢indeki tepkimenin durdurulmasi sonucu 96 kuyucukta
olusan absorbansin 450/540 veya 450/595 nm dual dalgaboylarini

kullanarak 6l¢iilmesinde yararlanilmistir.
Biyokimyasal Analizlerde Kullanilan Kimyasal Madde Ve Cozeltiler
MMP-1 Konjugas1 (Horse Raddish Peroxidase-Hrp)

Peroksidaz ile konjlige edilmis olan 0.6 ml anti-MMP-1 monoklonal

antikoru 12 ml test tampon ¢ozeltisi ile diliie edilmistir.
Pro-MMP-1 Protein Standardi

Liofifize edilmis 3.6 ng insan proMMP-1 proteini igerir.
TIMP-1 konjugasi (horse raddish peroxidase-hrp)

Peroksidaz ile konjiige edilmis olan 0.6 ml anti-TIMP-1 monoklonal

antikoru 12 ml test tampon ¢ozeltisi ile diliie edilmistir.
Test Tampon Cozeltisi (Bsa icerikli Sodyum Fosfat)

BSA igeren liofilize edilmis 2 sise sodyum fosfat tampon ¢ozeltisinden

olusur. 20 ml distile su ile sulandirilmigtir

Yikama Tampon Cozeltisi (sodyum fosfat tampon ¢ozeltisi, ph:7)
pH:7.0. sodyum fosfat soliisyonundan 20 ml kullanilmistir.
Kromojenik Substrat (tetra-metilbenzidin-TMB)

Isiga duyarli bir reagent olmasi dolayisiyla giines 15g¢1 ve UV’den
korunarak calisilmistir. 12 ml tetra-metilbenzidin (TMB) igerir.

Durdurma Soliisyonu (2.5N siilfiirik asid)

2.5 N siilfiirik asid igerir.
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HASTA SECiMi

Istanbul Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Periodontoloji Anabilim Dali
Kliniklerine 2003-2006 yillar1 arasinda basvuran, yapilan klinik ve radyografik
muayeneler sonucunda generalize agresif periodontitis teshisi konmus olan, yaslari
15 ile 41 arasinda degisen, 13’1 erkek, 15’1 kadin olmak {izere toplam 28 birey

deney ve kontrol gruplarini olusturmak tizere secilmistir.

Deney ve kontrol gruplarinda yeralacak biitiin bireylere American
Academy of Periodontology’nin 1999°da yaymlamis oldugu yeni periodontal
hastalik siniflamasina ve ilgili kriterler gére generalize agresif periodontitis tanisi
konmustur [8]. Calismaya dahil edilecek bireylerde periodontal hastaligi modifiye
edebilecek sistemik hastaliga sahip olmama, hamilelik veya oral kontraseptif
kullanmama, son alt1 ay i¢inde antibiyotik kullanmama, kullanilacak ilaglara kars1
allerjik reaksiyon hikayesi bulunmama, giinde en fazla 10 adet sigara i¢cme
kosullar1 aranmistir. Ayrica hastaligin siddetinin lokal faktorlerle uyumlu
olmamasi, birinci biiylik az1 ve kesiciler digsinda en az 3 diste daha ileri diizeyde
atagsman ve kemik kaybi, en az sekiz diste >4 mm atagman kayb1 olmasi kritelerine
dikkat edildi. Arastirmaya dahil edilen her bir bireyin klinik indeks dlgiimleri ve
periotron degerleri doktora arastrma formuna kaydedildi. Uygulanan arastirma

plan1 Sekil 5°te gosterilmektedir.

Deney ve kontrol gruplarini olusturan bireylerin cinsiyete gore dagilimlar1 Tablo

3-1"deki gibidir.

Tablo 3-1: Deney ve kontrol gruplarim olusturan bireylerin cinsiyete gore dagiimlari

Erkek Kadn
Deney grubu 5 8
Kontrol grubu 7 8
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Klinik Olgiimler

Calismada yer alacak tiim hastalara calismanin gere¢ ve yontemi ile ilgili
ayrintili bilgi verildikten sonra onamlar1 alinmistir. Ayrintili sistemik ve oral
anamnezleri alindiktan sonra periodontal durumun tespiti amaciyla su klinik

indeksler ve 6l¢iimler yapilmistir:
1. Plak Indeksi (PI)
2. Gingival indeks (GI)
3. Sondalanabilir Cep Derinligi (SCD)
4. Klinik Atasman Seviyesi (KAS)

Olgiimler, biitiin dislerde 6 bdlgede (mezio-vestibiil, mid-vestibiil, disto-
vestibiil, meziolingual, lingual, disto-lingual) yapilmistir. Periodontal
tedavi Oncesi durumun tespiti amaciyla yapilan Slgiimler tedavi sonrasi 3.ay ve
6.aylarda da tekrarlanarak grup 1i¢i ve gruplar aras1 karsilastirmalarda
kullanilmistir. Plak ve gingival indeks Ol¢iimleri *Williams tip periodontal sonda
ile, periodontal sondalama derinligi ve klinik atasman diizeyi 6l¢iimleri *North

Carolina tip periodontal sonda ile yapilmistir.

3.6.1. Plak indeksi (Silness-Loe, 1964) [165]
Tim disler pamuk tamponlarla izole edilip hava spreyi ile kurutulduktan
sonra digler iizerinde bulunan mikrobiyal dental plak gozle ve dis hekimligi

sondasi ile degerlendirilmistir.
Indekste skorlandirma su sekildedir:

Skor 0: gozle muayenede ve sonda ile kazindiginda diseti kenarinda plak

yok
Skor 1: sonda ile kazindiginda plak varhigi
Skor 2: gozle de goriilebilir birikim

Skor 3: mevcut birikim interdental bolgeyi tamamen doldurmus.
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3.6.2. Gingival indeks (Loe-Silness, 1963) [111]

Kesici ve kanin digler ile kiiciik azilarda dislerin vestibiil ve oral
ylizeylerinde meziyal veya distal kose cizgileri ile palatinal/lingual orta noktalar,
biiylik az1 dislerde ise tiiberkiil tepeleri rehber alinarak ol¢iim gergeklestirilmistir.

Disgetinin iltihapsal diizeyini belirleme amaciyla yapilmastir.
Indekste skorlandirma su sekildedir:
Skor 0: saglikli diseti

Skor 1: hafif iltihap, renkte hafif degisiklik, 6dem ve parlaklik, sondalama

esnasinda kanama yok

Skor 2: orta derecede iltihap: kizariklik, 6dem, kanama, sondalama

esnasinda kanama.

Skor 3: siddetli iltihap; belirgin kirmizilik ve 6dem, {ilser, spontan

kanamaya egilim.

3.6.3. Sondalanabilir cep derinligi

Sondalanabilir cep derinligi orta diizeyde bir sondalama kuvveti
uygulandiginda diseti kenar1 ile periodontal sondanin ucu arasindaki mesafe olarak

Olctilmiistiir.

Kesici ve kanin digler ile kiiciik azilarda dislerin vestibiil ve oral
ylizeylerinde meziyal veya distal kose cizgileri ile palatinal/lingual orta noktalar,
biiylik az1 dislerde ise tiiberkiil tepeleri rehber alinarak ol¢iim gergeklestirilmistir.

Serbest diseti kenar1 ile cep tabani arasindaki mesafe dlgiilerek kaydedilmistir.

3.6.4. Klinik atasman seviyesi
Klinik atagsman seviyesi orta diizeyde bir sondalama kuvveti
uygulandiginda periodontal sondanin ucu ile mine-sement sinir1 arasindaki mesafe

olarak ol¢iilmiistiir.

Kesici ve kanin digler ile kiiciik azilarda dislerin vestibiil ve oral
ylizeylerinde meziyal veya distal kose cizgileri ile orta noktalar, biiylik az1 dislerde
ise tiiberkiil tepeleri rehber alinarak ol¢iim gergeklestirilmistir. Mine-sement sinir1

ile cep tabani arasindaki mesafe 6lctilerek kaydedilmistir.
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Tedavi Plam

Uygulanacak periodontal tedavi dncesinde tiim hastalara mikrobiyal dental
plak ve periodontitis iligkisi anlatilmis, agiz bakimi ve uygulamalar1 hakkinda
ayrintili bilgi verilmistir. Bu kapsamda dis fircalama yontemi olarak Modifiye
Bass anlatilmis, arayliz bakiminda ise disarasi fircalar1 ile disipi kullanimi
konusunda egitim verilmistir. Supragingival dis ylizeyi temizliginde ultrasonik
aletler* ve el aletleri** kombine kullanilmigtir. Supragingival temizlik sonrasi cila
pat1 ve naylon fir¢a kullanilarak polisaj islemi yapilmistir. Subgingival temizlikte
yine el aletleri** ve ultrasonik aletler kombine kullanilmistir. El aleti olarak
azaltilmis Gracey seti kullamilmustir ( 5-6, 7-8, 11-12, 13-14). Dis ylizeyi temizligi
ve kok yiizeyi diizlestirme islemleri her bir seansi ortalama 90 dakika siiren iki
seansta bitirilmis, periodontal baslangic tedavisine baslanan ilk giin deney
grubunda antibiyotik uygulamasina ( metronidazol 500 mg + amoksisilin 500 mg,
3x1, 7 gilin siireyle) baslanmistir. Arastirmamizin ayrintili plam1 Sekil 4’te ifade

edilmistir. Arastirma kapsaminda bulunan tiim hastalar 6 aylik takip doneminin

sona ermesinin ardindan flap cerrahisi ve rejeneratif yontemler ag¢isindan

degerlendirilmek tizere klinigimizin rutin hasta protokoliine dahil edilmistir.

*Dentsply/Cavitron™, SPS, 30 K, TFI 1000, Dentsply, U.S.A.
**Gracey, SAS 56,SAS 7-8, SAS,11-12,SAS13-14
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Subgingival Plak Orneklerinin Toplanmasi

Subgingival plak oOrneklerinin elde edilecegi bolgeler daha Onceden
yapilmis olan klinik Olgiimlere dayali olarak belirlenmistir. Buna gére SCD > 5
mm , PI>2 mm, GI>2 olan ii¢ bdlge mikrobiyolojik 6rnekleme igin secilmistir.
Ornekleme icin tek koklii dis bolgeleri, ayn1 cep derinligine sahip bdlgeler i¢inde
ise tiikriik izolasyonu daha kolay olan mezial bdlgeler tercih edilmistir. Tim
ornekler vestibiil yiizeylerden elde edilmistir. Ornek alim bolgeleri pamuk
tamponlarla izole edildikten sonra supragingival plaklar steril gaz tamponlar
yardimiyla uzaklastirilmistir. Her bolgede bir adet adet 40 no steril paper point cep
tabanma yerlestirildikten sonra 20 sn siireyle beklenmistir. Elde edilen plak
ornekleri, havuz yontemiyle icinde 1 ml tasiyici stvi' [119] bulunan ayni
eppendorf tiipiine yerlestirilerek iki saat i¢inde laboratuara ulastirilmistir. Ornek

alim1 baslangig, tedavi sonrasi 3. ay ve 6. aylarda gergeklestirilmistir.
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= Kiiltiir yontemiyle tanis1 konulan Prevotella intermedia grubu bakterilerin
saf kiiltiirlerinden daha sonra PCR yOntemiyle tiir ayrimi yapilmis; P.
intermedia, P. nigrescense ve P. pallens varligma bakilmistir. Kiiltiir
yontemiyle ayrica P. gingivalis tanis1 da konulmustur. Petrilerde bakteri
sayimlar1 yapilarak total bakteri , fakiiltatif anaerop ve siyah pigmentli
bakteri sayilarma ulagilmis; bu veriler daha sonra kantitatif mikrobiyolojik

degerlendirmelerde kullanilmistur..

= Daha sonra direk olarak subgingival plak 6rneklerinden PCR yOntemiyle
varlig1 arastirilan periodontal patojenler: Prevotella intermedia (Pi),
Prevotella nigrescense (Pn), Prevotella pallens (Pp), Tannerella forsythia
(Tf), Treponema denticola (Td), Porphyromonas gingivalis (Pg),

Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa) [127].

Kullamilan Cozelti ve Besiyerleri

3.9.1. Tasima icin kullanilan transport sivisi
VMGA(Viability medium, Goteborg, anaerobically prepared and
sterilized)IIl:

Yapilisi: Distile su i¢inde agar kaynatilarak eritildi. 50°C’ye kadar
sogutulduktan sonra bacto jelatin, triptoz, tiyoton, sistein hidroklorid ve
tiyoglikallik asid yavas yavas eritilerek karisima eklendi. Uzerine 6nceden
hazirlanmis olan tuz stok soliisyonu ilave edildi. 1NaOH ile pH7.5’e
ayarlandi. 15 dakika 121°C’de otoklavda sterilize edildi. Kullanilincaya
dek oda sicakliginda saklandi [119].

Tuz stok soliisyonu II:

Yapilisi: 800 ml distile suda fenil merkiirik asetat hafifce isitilarak
eritilmistir. CaCI26H20, KCL, NaCl, MgSO47H20 ve sodyum
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gliserofosfat ilave edilerek karisim 1000 ml’ye tamamlanmistir. Kullanim

anina dek soliisyon oda sicakliginda saklanmaistir.

Kontrol: VMGIII tastyic1 sivisinda subgingival plak Orneginin bakteri
icerigi ve sayisinda degisim olmaksizin 24 saat bekletilebilecegi yapilan
kontrollerle saptanmistir. Kontroller 0., 2. saat, 24. saat ve 48. saatlerdeki

kiiltiir incelemeleri ile gergeklestirilmistir.
3.9.2. Sulandirim i¢in Kullanilan Soliisyon
Tuzlu Su
Cam tiiplerin i¢ine 4.5’er mililitre pipetlerle dagitilmis ve 121°C’de 15
dakika otoklavda sterilize edilmistir.
3.9.3. Kullanmilan Besiyeri

3.9.3.1. CDC (Centers for Disease Control) Anaerop Kanh Agar:

100 ml distile su i¢ine maya Ozeti ve triptik soy agar konulmus ve

121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize edilmistir.
YHemin Stok Soliisyonu

Hemin stok soliisyonu 90 ml’lik distile suya 10 ml IN sodyum hidroksid

ve 0.5 g hemin eklenerek elde edilmistir.
¥Sulandlrllmls Vitamin K;:
99ml’lik distile suya 1 ml Vitamin K; eklenerek 100ml’lik sulandirilmis
vitamin K1 elde edilmistir.
3.9.3.2. Tamda kullanilan besiyerleri
PY (Peptone Yeast Extract) Buyyon:

Dekstrozsuz TSB 275 ¢g

Agar 1.5¢g

Maya Ozeti 5g

L-sistein 400 mg

Distile su 1000 ml, 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize

edildikten sonra Vitamin K1 (10 mg) ve hemin (5 mg) eklenmistir.
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Glukozlu buyyon

PY buyyona glukoz ilave edilerek elde edilmistir.

Laktozlu Buyyon

Sellobiyozlu buyyon

PY buyyona sellobiyoz ilave edilerek elde edilmistir.

Eskiilinli buyyon

PY buyyona eskiilin ve ferrik sitrat ilave edilerek elde edilmistir.
Kovac’s Ayiraci

Bakteri saf kiiltiirtinden elde edilmis olan buyyon kiiltiiriinde indol pozitif

veya negatifligin belirlenmesinde kullanilmistir.

Kontroller: NCTC 11834, Prevotella nigrescens NCTC 9336, Prevotella
loescheii NCTC 11321 standart suslar ile yapilmistir.

Saklama Icin Kullanilan Besiyeri

Saklama icin igerisinde hazir besiyeri ve 25 poréz boncuk bulunan

Mikrobank tiipleri kullanilmastir.

3.9.4. Hazir tam Kkitleri

3.9.4.1. Api 20A:
Anaerop bakterilerin 21 ayr1 biyokimyasal 6zelliklerinin tek bir panelde
incelenebildigi kitlerdir. 20 mikrotiip igerisinde bulunan dehidrate
substratlar ile bakterilerin glikoz, laktoz, mannoz, sakkaroz, maltoz,
salisin, ksiloz, arabinoz, gliserol,sellobiyoz, mannoz, mellesitoz, rafinoz,
sorbitol, ramnoz ve trehalozdan asit olusturmalar1 indol, iireaz
olusturmalar1 ile katalaz olusturmalaria ve jelatin ile eskiilini hidrolize
etme Ozelliklerinin degerlendirilmesinde kullanilir. Kit Ksilen ve Ehrlich

reagentlerine sahiptir.

3.9.4.2. Api ZYM
Bakterilerin enzim aktivitelerinin incelenmesinde kullanilmistir. Kt

icindeki panelde enzimatik reaksiyonu saglayabilen substrat ve tamponlar1
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iceren 19 adet kuyucuk ve kontrol olarak 1 adet olmak {izere toplam 20

adet kuyucuk bulunmaktadir.

Kitin sahip oldugu substratlar alkalen fosfataz, steraz, esteraz lipaz, valin
arilamidaz, 16sin arilamidaz, sistin arilamidaz, tripsin, a-kemotripsin,
asitfosfastaz, naftol-AS-BI-fosfohidrolaz, a-galaktosidaz, B-galaktosidaz,
B-glukuronidaz, a-glukosidaz, B-glukosidaz, N-asetil-B-glukozaminidaz, o-
mannosidaz,a-fukosidaz enzimlerini igerir. Kit Zym A ve Zym B olarak

adalandirilmis olan 2 adet reagent icermektedir.
3.9.5. PCR I¢in Kullamilan Tampon Cozeltiler ve Soliisyonlar
DNA ekstraksiyonu I¢in Kullamlan Cozelti
Lizis Tamponu
Tris HCL (pH 8) 100 mM
EDTA 10mM pH: 8 olacak sekilde hazirlanmistir.

TritonX-100 %100

3.9.5.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonunda Kullanilan Cozeltiler
PCR Tampon 10X

Tris-HCL (3 8.3)  100mM

Jelatin 50.01
MgCL, I5mM
KCL 500mM

Deoksi Niikleozid Trifosfatlar (d1ATP, dCTP, dGTP, dTTP,)

dATP  (100nM), 10 ul )
dCTP  (100nM), 10 ul Her birinden eklenerek 60ul su ilave edilmis

ve 10 defa seyreltilerek hazirlanmstir.

~—

dTTP  (100nM), 10 pul o
Kullanincaya dek -20 C’de saklanmistir.

dGTP  (100nM), 10 ul

J
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Taq DNA Polimeraz

5U/ ul tag DNA polimeraz’dan 0.20 pl kullanilmistir.

Primerler

Cozelti halinde bulunan primerlerden 50 pikomol olacak sekilde tekrar
sulandirim1 yapilmistir. Ayr1 ayr1 eppendorf tiiplerine konulduktan sonra,

kullanincaya dek -20°C’de saklanmustir.
Kullanilan Primerler

P.intermedia ve P. nigrescense i¢in tiire 6zel 16STRNA primerleri:

No Sekans (5°-3%) Amplikon Uzunlugu

Pi; TTTGTTGGGGAGTAAAGCGGG 575bp

Pi, TCAACATCTGTGTATCCTGCGT

Pn; ATGAAACAATTTTCGGGTAAG 804bp

Pn, CCCACGTCTCTGTGGGCTGCGA

Pg; 5-ATAATG ACA ACA GCA GGA A-3

Pg, TCTTGCCAACCACCAGTTCCATTG C-3

Td 5-TAGT-CATGCGAATAAGCCCC-3’

Aa; TCG CGA ATC AGC TCG CCG-3 285 bp

Aa; GCT TTG CCA GCT CCT CACC-3

Kullanilan tiire 6zel primerler, Ashimoto ve ark. ve Kiilek¢i ve ark.

tarafindan 6zgiilliigii ve duyarliligi incelenmis primerlerdir [9;101].
3.9.5.2. Agaroz Jel Elektroforezi icin Kullamlan Cozeltiler

Tris Asetik Asit Glasiyal EDTA (TAE) Tamponu 10x

( Jel ve Tanklar i¢in Tampon Cozelti)

Soliisyon 1/10 oraninda distile su ile sulandirilarak kullanilmistir.
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Etidyum Bromid

Distile suda manyetik karistirici ile uzun siire bekletilerek ¢oziinmiistiir.
10mg/ml olarak hazirlanmis ve daha sonra kullanilmak iizere +4°C’de

saklanmustir.
Yiikleme Tamponu

Bromfenol mavisi ve gliserol uygun miktarlarda TAE tamponu iginde

karistirilarak hazirlanmistir.

3.9.6. Kultur Yontemi :
Subgingival plak oOrnekleri Iml tasiyict sivi (VMGIII) [119] iceren
eppendorf tilipleri iginde Ornek almmini takiben 2 saat igerisinde

laboratuvara ulastirimistir.

3.9.6.1. Inokiilasyon:
Subgingival plak 6rnekleri 60 saniye vortekslendikten sonra 4.5 ml tuzlu
suya 0.5 ml plak iceren VMGIII aktarilarak steril tuzlu suda 10 kath
sulandirimlar1 elde edilmistir. Direkt ve 10 kathi sulandirimlardan CDC
anaerop kanl agara 0.1’er ml inokiile edilmistir. Geriye kalan ornek

spiroket sayimi i¢in kullanilmak {izere lam {izerine aktarilarak saklanmistir.

3.9.6.2. Inkiibasyon:
CDC  Anaerop kanli agar petrilerin ikigser tanesi %80N,, %10H,,
%10CO;’l1 anaerop sistemde (Anaerogen) 37°C’de 7 giin, birer tanesi ise
mum sondiirme kavanozunda olusturulan %5-7 CO;’li ortamda 37° C’de 2

giin inkiibe edilmistir.

Tani:

3.10.1. Bakteri Sayilarinin Hesaplanmasi:
Kantitatif kiiltiir degerlendirmeleri i¢cin besiyerlerinde iireyen koloniler

sayilmis ve ml’deki koloni olusturma iinitesi (cfu)olarak hesaplanmistir.

koloni sayis1

ml’deki koloni miktari =

(cfu/ml) Inokulum miktar1 x sulandirim orani

81



82

Anaerop ortamda iireyen koloniler total kiiltiir edilebilir bakteri koloni
miktarmin hesaplanmasinda, CO2’li ortamda iireyen bakteriler ise fakiiltatif
anaerop bakteri koloni miktarnm hesaplanmasinda kullanilmistir. Sayimlari
yapilan petrilerden daha sonra bakteri kolonilerinin identifikasyonu amaciyla saf

kiiltiirlerinin elde edilmesinde yararlanilmistir.

Total kiiltiir edilebilir bakteri koloni miktarlarindan fakiiltatif anaerop
bakteri koloni miktarlarmin ¢ikartilmasi ile zorunlu anaerop fakiiltatif bakteri

koloni miktarlar1 hesaplanmaistir.

3.10.2. Porphyromonas ve Pigmentli Prevotella’larin Tanisi:

3.10.2.1. On (Cins diizeyinde) Tam:
Koloni sekli:

CDC Anaerop agarda, anaerop ortamda iireyen siyah ya da kahverengi
koloniler Prevotella ya da Porphyromonas cinsi olarak ayirdedilmis ve saf

kiiltiirlerin alimina ge¢ilmistir.
Saf kiiltiirlerin alimi:

CDC anaerop kanl agara tek koloniden bir tarafi yogun olmak tizere ekim

yapilmistir.
Ozel potensli disklerin ( An-Ident Dics) yerlestirilmesi:

Saf kiiltiir i¢cin yogun ekim yapilan bolge iizerine antibiyotik tani
disklerinden vankomisin (5pg), kanamisin (100pg), kolistin (10pg) diskleri
yerlestirilerek anaerop ortamda 48 saat inkiibe edilmistir. Diskler etrafinda olusan
bakterisiz bdlge capmin miktarina gore antibiyotik veya direncliligine karar

verilmistir.
Bolge ¢ap1: 210 mm duyarlilik gostergesi
<10 mm direnglilik gostergesi

Duyarlik ve direncin belirlenmesinde vankomisin baz almmistir.

Vankomisine direngli olan suslar Prevotella cinsi olarak, duyarli olan suslar
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Porphyromonas cinsi olarak degerlendirilmis ve ileri tani ydntemlerine

gecilmistir.

3.10.2.2. {leri (Tiir Diizeyinde) Tan:

Fluoresans verme:

Saf kiiltiirleri elde edilmis olan kolonilere uzun dalga boylu (365nm)
ultraviyole 15181 altinda bakilmistir. Kiremit kirmizisi renkte fluoresans veren
koloniler pigmentli Prevotella’lar ve P. gingivalis disindaki diger

Porphyromonas’lar olarak ayirdedilmistir [90;173].

3.10.2.3. indol olusumu (Triptofonaz)
Buyyon testi:

2 ml PY buyyon iizerine bakterinin saf kiiltiiriinden hazirlanan buyyon
kiiltiiriinden 0.5 ml ekim yapilarak anaerop ortamda 48 saat bekletilmistir. Uzerine

2 damla Kovacs’ ayiract damlatilmistir.

Buyyonun st kisminda kirmizi renkte halka olusumu bakterinin
triptofonaz enzimine sahip oldugunu ve triptofonu hidrolize ettigini gosterir.
Calismamizda kirmizi halka olusumu indol pozitif olarak degerlendirilmistir
(Resim 1). Sar1 halka olusumu ise bakterinin triptofonaz enziminden yoksun
oldugunu gosterir. Calismamizda sar1 halka olusumu indol negatif olarak

degerlendirilmistir.

3.10.2.4. Api 20A ile inceleme:

3 McFarland yogunlugunda bakteri siispansiyonu indol kuyucuguna
mikropipetler ile birakilmis ve kuyucugun agzi parafin ile kapatilmistir. Test
paneli anaerop ortamda 37°C’de 48 saat inkiibe edildikten sonra etiivden
cikarilmis ve iizerine 1 damla ksilen damlatilmistir. Birka¢ dakikalik bekleme
siiresinin ardindan Ehrlich reagenti damlatilarak 5 dakika daha beklenmis ve
kuyucugun agzindaki renk deg§isimi gozlenmistir. Kirmizi renkte damlacik
olusumu indol pozitif, sar1 rekte damlacik olusumu ise indol negatif olarak

degerlendirilmistir.

3.10.2.5. Karbonhidrat Fermentasyonu:
Buyyon Testi:
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2 ml laktoz, glukoz ve sellobiyozlu buyyon {izerine bakterinin saf
kiiltiirden hazirlanan buyyon kiiltiiriinden 0.5 ml ekim yapilarak anaerop ortamda
48 saat 37°Cde inkiibe edilmistir. Besiyerlerindeki ireme sonrasinda olusan asit

iiretimi ph indikatdori ile incelenmistir.

pH 5.5’1n altindaki degerler asit liretimi pozitif, izerindeki degerler ise asit

iiretimi negatif olarak degerlendirilmistir.

3.10.2.6. Api 20A ile inceleme:

Test panelinde bulunan kuyucuklara 3 McFarland yogunlugunda bakteri
stispansiyonu mikropipetleri ile birakilmis ve anaerop ortamda 37°C’de 48 saat
inkiibasyona brrakilmistir. Kuyucuklarda olusan sar1 renk asidifikasyon pozitif,

eflatun renk ise asidifikasyon negatif olarak degerlendirilmistir.

3.10.2.7. Eskiilin hidrolizi:
Buyyon testi:

2 ml eskiilinli buyyon {izerine bakterinin saf kiiltiiriinden elde edilen
buyyon kiiltiiriinden 0.5 ml ekim yapilarak anaerop ortamda 37°C’de 48 saat
inkiibe edilmistir. Besiyerini iceren cam tiip 365 nm dalga boyuna sahip
ultraviyole 15181 altinda incelenmistir. Besiyerinin ultraviyole 1181 altinda
fluoresans vermemesi eskiilin molekiiliiniin bakteri enzimi tarafindan hidrolize
edildiginde ortaya ¢ikan eskiiletinin ferrik amonyum sitrat ile reaksiyona girdigini
gosterir. Bu reaksiyonda eskiilin hidrolizi ile ortaya ¢ikan fluoresans vermeme
eskiilin pozitif, eskiilin hidrolizinin gerceklesmemesi ile ortaya ¢ikan mavi-beyaz

fluoresans verme ise eskiilin negatif olarak degerlendirilmistir.

3.10.2.8. Api20A ile inceleme:
3McFarland yogunlugunda bakteri siispansiyonu mikropipetler ile eskiilin
kuyucuguna birakilmis ve anaerop ortamda 37°C’de 48 saat inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonrasi uv ile fluoresans olusumuna bakilmistir.

Kuyucugun fluoresans vermemesi eskiilin hidrolizinin pozitif, fluoresans

vermesi ise eskiilin hidrolizinin negatif oldugu seklinde yorumlanmistir.

3.10.3. Enzim Aktivitiviteleri:
Api ZYM ile inceleme:
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Test panelinde bulunan 20 adet kuyucuga 65’er ul bakteri siispansiyonu
inokiile edilmistir. Kit i¢cinde bulunan kuyucuklar dehidrate substratlara sahiptir.
Inokiilasyon sonrasi panel 4 saat 37°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi
sonrasinda ZYM A ve ZYM B reagentlerin eklenmis ve olusan renk tonlar1 ve
yogunluklarmm referans kart ile karsilastirmasi ile degerlendirme yapilmistir
(Resim 2). Degerlendirme sonrasinda iki ve tizeri degerler poitif olarak kabul

edilmistir.

Indol olusumu pozitif olan P.intermedia, P.nigrescense ve P. pallens P.
intermedia ailesi adi altinda gruplandirilmis ve PCR’da P intermedia ve P.
nigrescense ve P. pallens tiir ayrimi yapilmustir. Indol negatif olarak reaksiyon
veren suslardan laktozla da etkilesimi negatif olanlar P. corporis, laktozla
etkilesimi pozitif olanlar ise P. melaninogenica grubu olarak degerlendirilmistir.
Bu gruptan eskiilin hidrolizi negatif olan suslardan a- galaktosidoz pozitif olanlar
P. melaninogenica, negatif olanlar ise P. tannerae olarak , eskiilin hidrolizi pozitif
olan suslardan sellobiyoz pozitif olanlar P. loescheii, negatif olanlar ise P.

denticola olarak degerlendirilmistir.

Kiiltiir yontemiyle tanis1 konulan suglar PCR’da tiir ayriminda kullanilmak

lizere hazir besiyerine alinarak (Microbank™) -70° de saklanmigtir.

PCR ile Tan1 Yontemi

3.11.1. DNA Ekstraksiyonu

Biyokimyasal yollarla P. intermedia ailesi olarak identifikasyonu yapilan suslar,
muhafaza edildikleri saklama besiyerlerinden 1 ml buyyon icine aktarilarak
siispansiyonlar1 hazirlanmis ve DNA ekstraksiyonlar1 kaynatma yontemine gore

yapilmistir [9].

90ul bakyeri siispansiyonu eppendorf tiiplerine koyularak, iizerine 10 pl 1 izis
tamponu ilave edilmis ve 5 sn silireyle vortekslenmistir. Daha sonra 6rnekler 5
dak. boyunca su banyosunda kaynatilmistir. Kaynatilan 6rnekler kuru buz icine
almarak 10 dakika bekletilmis ve 10 000 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij
edilmistir. Elde edilen siipernatant bir bagka eppendorf tiipiine alinarak -20°C’de

muhafaza edilmistir.
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3.11.2. PCR Protokolii

3.11.2.1. PCR Karisimi

Temiz odada hazirlanan karisim, ekstraksiyon odasinda iizerine 10 pl bakteri
ekstraksiyonu konularak 1sisal dongii cihazinda ¢ogaltilmis ve %2’lik agaroz jelde
yiiriitiilmistiir. Her amplifikasyonda pozitif kontrol olarak P. intermedia ATCC
25611 veya P. nigrescense NCTC 9336 P. gingivalis ATCC 33277, T. denticola
ATCC 35405 A.actinomycetemcomitans ATCC 33384 referans suslarinin template
DNA’s1 ve negatif kontrol olarak steril distile su kullanilmigtir [101].

PCR Programi

94°C’de 2 dakika, 60°C’de 2 dakika, 72°C’de 2 dakika 40 defalik
dongiilerle devam ettirilmis, 72°C’de 2 dakika ve +4°C’de PCR programi

sonlandirilmistir.

3.11.2.2. Agaroz Jel Elektroforezi
Elektriksel gii¢ kullanilarak DN A’nin katoddan anoda dogru go¢ etmesi prensibine
dayali olan bir yontemdir. Agaroz jel elektroforezi DNA’nin molekiiler agirligmin

ve/veya safliginin belirlenmesinde kullanilir.

3.11.2.3. Elektroforez Jelin Jazirlanmasi

%2’lik agaroz jel 1XTAE tamponunda eritilmistir. Yaklasik 65°C’ye kadar
sogutulduktan sonra karisima DNA boyast olarak 10mg/ml etidyum bromid
eklenmistir. Jel kabma taraklar yerlestirildikten sonra elektroforez tankina

aktarilmasi ile tank icine 2xTAE konularak 6rneklerin yiiriitiilmesine gecilmistir.

3.11.2.4. Elektroforez Jelin Yiiriitiilmesi

Orneklerin tiim PCR asamalarindan gegirilmelerinden sonra, eppendorf
tiiplerindeki 10 pl’lik PCR iirtinleri, 20 pl yiikleme tamponu ile karistirilarak jele
yiliklenmistir. Sonrasinda gii¢ kaynagindan saglanan elektrik akimi (100V, 60mA)
ille 20 dakika -elektroforez islemi gerceklestirilmistir. Elektroforez islemi

gerceklestirildikten sonra jel UV altinda incelenerek fotograf cekimi yapilmistir.

Molekiiler boyut standardi olarak ®x174 DNA-HAE III digest
kullanmilmistir.  Beklenen biiyiikliikteki tek band pozitif sonug¢ olarak

degerlendirilmistir.
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Diseti oluk sivis1 (DOS) érneklerinin toplanmasi

Mikrobiyal Ornekleme Oncesinde ayni bolgeler diseti oluk sivisi alimmda da
kullanilmistir. Ornekleme &ncesinde imterproksimal bdlgedeki supragingival plak
steril bir kiiret yardimiyla uzaklastirildi. Ayni ylizeyler hava spreyi ile nazikge
kurutulduktan sonra pamuk tamponlar ile izole edildi. Ornekler filtre kagitlar:
(paper strips)® ile alind1. Filtre kagitlar1 hafif bir direnc hissedilinceye kadar cep
icine itildi ve 30 sn siireyle beklendi. Ornekleme esnasinda doku hasarma yol
acmamaya Ozen gosterildi. Kan bulasmis olan kagitlar atildi. Filtre kagitlari
tarafindan emilen diseti oluk sivisinin hacmi daha 6nceden kalibre edilmis olan
periotron 6000° cihazi ile elde edilen egride yerine konularak hesaplandi. Daha
sonra steril eppendorf tiliplerine konulan filtre kagitlar1 analiz giinline dek -
40°C’de saklandi. Elektronik diseti oluk sivisi okuma cihazindan elde edilen

degerler standart kalibrasyon egrisine gore hacim degerine ¢evirildi.

Periotron 6000¥ Cihazinin Kalibrasyonu (*Harco Electronics, Winnipeg,
Canada)

Her bir filtre kagidi iizerinde toplanan diseti oluk sivisinin gercek hacminin
belirlenebilmesi i¢in Periotron cihazinda elde edilen birimler kullanilarak
kalibrasyon grafigi (parabol) elde edildi. 0,01 pl ile 1 pl arasinda, 6nceden bilinen
hacimlerde serum fizyolojik emdirilmis kagitlar periotron cihazinda okutularak
birimler elde edildi. Bu islem her 0,01 ul’lik sivi i¢in {i¢ defa tekrarlanarak
ortalamalar alindi. Elde edilen grafik ile her bir periotron biriminin karsilik geldigi

hacim degeri belirlendi (Sekil 6, Sekil 7) [102].

¥ Proflow, Amityville, NY
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Diseti oluk sivisini filtre kagitlarindan geri kazanilmasi

Filtre kagitlar1 ELISA ile g¢alisilacak giin buzdolabindan c¢ikarilmistir. Her bir
ELISA i¢in gerekli 6rnek miktar1 100 mikrolitre olarak belirlendi. Her iki
ELISA’nin ayn1 giin yapilmasina karar verilmis oldugu icin toplam 200
mikrolitrelik sivi elde edilmeye calisildi. Laboratuvarda olusabilecek kayiplar
g6z0niine alinarak (yaklasik %10 kadar) fosfat tamponunun bulundugu eppendorf
tiiptine 110 mikrolitrelik fosfat tamponu eklenerek ~ 10000rpm’de 10 dakika bir
defa sanriftij yapildi. Sivi, bir pipetle temiz bir eppendorf tiipiine alindi. Filtre
kagidinin bulundugu ilk eppendorf tiipii icine yeniden 110 mikrolitrelik tampon
swvist eklenerek ayni iglem tekrarlandi. Elde edilen sivi da ilk sivinmn aktarildig:
tiipe eklendi. Boylece her bir DOS 6rnegi 240 mikrolitrelik siviya aktarilmis oldu.
Buradaki toplam miktar daha sonra DOS 06rnegi i¢indeki MMP-1, TIMP-1
miktarmin hesaplanmasinda kullanilmistir. Periotronla elde edilen hacim ise

konsantrasyon hesabinda kullanilmaistir.

DOS orneklerinin islenmesi

Filtre kagitlar1 tarafindan emilen sivi 75ul 0.2M NaCl, 1mM CaCl, 50 mM Tris-
HCI soliisyonu igeren pH:7.8 ortamda 22°C’de 2 saat siireye ayristirildi ve bu
ekstrenin 14 pl’si 5 pl’lik Laemli-6rnek tamponunda 100°C’de 3 dakika
kaynatildi. Vortekslendikten sonra 19- ul karisim her bir jel slota uygulandi.

TIMP-1 ve MMP-1’in Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
ile Analizi:

3.16.1. MMP-1 ve TIMP-1 ELiSA’si

MMP-1* ve TIMP-1** enzim seviyelerine liretici firma kullanma talimatlarina
uygun sekilde ELISA yontemi ile bakilmistir. DOS 6rnekleri her iki enzim iginde
1:10 ve

1:15 diliisyonlarda c¢alisilmistir. TIMP-1 ELISA**(BIOSOURCE International,
Inc California, USA) kiti 1ng/ml, MMP-1 ELISA* kiti (Calbiochem, Canada) ise
0.023ng/ml hassasiyetle ¢alismaktadir.
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3.16.2. MMP-1/TIMP-1 ELISA Yénteminin Gahsma ilkesi

TIMP-1 ve MMP-1 ELISA iki monoklonal antikora sahip bir sandvi¢ enzim
immuno assaydir. Insan MMP-1/TIMP-1 icin spesifik olan proteinler kit i¢inde
gelen plastik kuyucuklara sabitlenmistir. Test Ornekleri ve standartlar pipetle
kuyucuklara birakilir. Ornekler icinde mevcut MMP-1/TIMP-1 proteini bu
antikorlar tarafindan yakalanir. Yakalanmamis olan materyal yikanarak
uzaklastirilir. Horse radish peroksidaz (HRP) ile konjuge edilmis monoklonal anti-
MMP-1/antiTIMP-1 antikoru kuyucuklara eklenir. Renkli tepkimede agiga ¢ikan

iirlin spektrofotometre cihazi ile kantitatif olarak hesaplanir.

3.16.3. Diseti Oluk Sivis1 Orneklerinin Sandwich Elisa Yontemiyle Cahsilmasi

Ornekler kullanic1 talimatlarina uygun olarak su sekilde ¢alisiimustir:
=  MMP-1 standardi 1 ml H20ile sulandirild1 ve iyice karistirildi.

= Assay buffer icine 20 ml H20 ilave edildi ve kullanima hazir hale
getirildi.

3.16.4. Standartlarin ve orneklerin eklenmesi

= 5 seri tiip alind1

= Her bir tiip tizerine 1.8,0.9,0.45,0.23 ve 0,11ng/ml degerleri
kaydedildi.

= Her bir tiipe 250 ml assay buffer ilave edildi.

= Sulandirilan standart tiipiinden (3.6 ng/ml iceren) 250 ml
alindi, 1. tiipe ilave edildi, karistirildi ve seri diliisyon

yapild1
= 100 ml standart ve 6rneklerden kuyulara ilave edildi.

= 2 saat oda 1sisinda inkiibasyona birakildi.
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* Yikama soliisyonu hazirlandi (480 ml H20+20 ml yikama

soliisyonu).
= 5 kez kuyucuklar yikandu.

= Konjuge hazirlandi. MMP-1 konjuge sisesi 12ml assay

buffer ile sulandirildi.

= 100 ml kuyulara ilave edildi. 1saat oda i1sisinda inkiibe

edildi.
=  Tekrar 5 defa yikand1.

= 100 ml kullanima hazir substrat soliilsyonu ilave edildi ve

karanlik ortamda 30 dakika inkiibe edildi.
= 100 ml stop soliisyonu ile tepkime durduruldu.

= 450/540 nm’de 30 dakika i¢inde okundu.
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Sekil 6:MMP-1 standart egrisi-formiilii
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istatistiksel incelemeler

Calismamizda klinik veriler hasta bazinda degerlendirilmis olup her birey
icin tiim agiz ortalamalar1 istatistiksel degerlendirmede bir birim olarak kabul
edilmistir.  Laboratuar  verileri ise bdlge bazinda degerlendirilmistir.
Mikrobiyolojik veriler; 3 bolgeden alinan 6rneklerin havuz yontemiyle toplanmis
olmas1 nedeniyle elde edilen sayisal degerler bir birim olarak kabul edilmistir.
Biyokimyasal veriler; en derin tek bdlgeden elde edilen sonuglar bir birim olarak
degerlendirilmistir. Elde edilen bulgular degerlendirilirken, istatistiksel analizler
icin SPSS (Statistical Package for Social Sciences) for Windows 15.0 programi
kullanildi. Calisma verileri degerlendirilirken tanimlayici istatistiksel metodlarin
(Ortalama, Standart sapma) yanisira niceliksel verilerin karsilastirilmasinda
normal dagilim gosteren parametrelerin gruplar arasi karsilastirmalarinda Student t
test, takip stlirelerine gore grup ici degerlendirmelerinde tekrarli Ol¢iimlerde
Varyans analizi ve Paired samples t test kullanildi. Normal dagilim géstermeyen
parametrelerin gruplar arasi karsilastirmalarmda Mann Whitney U test; takip
siirelerine gore grup i¢ci degerlendirmelerinde Friedman test ve Wilcoxon Sing
Rank test kullanildi. Niteliksel verilerin karsilastirilmasinda ise Ki-Kare testi,
Fisher’s Exact Ki-Kare testi ve McNemar test kullanildi. Sonuglar % 95’lik gliven

araliginda, anlamlilik p<0.05 diizeyinde degerlendirildi.
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PERIODONTOLOJIi ANABILIiM DALI
DOKTORA ARASTIRMA FORMU

Tez Danismani:Prof. Dr. Serdar Cintan Doktora Ogrencisi: Emine Cifcibas1Yek
HASTA ADI-SOYADI: GRUP NO:
OLCUM TARIHI: OLCUM NO:

PLAK INDEKSI ( Silness- Loe, 1964)
5 4 3 2 1 1 2 3 4 5 6

GINGIVAL iNDEKS (Loe-Silness, 1963)
4 3 2 1 1 2 3 4 5 6

4 3 2 1 1 2 3 4 5 6

SONDALANABILIR CEP DERINLIGI

4 3 2 1 1 2 3 4 5 6
4 3 2 1 1 2 3 4 5 6
KLINiK ATASMAN DUZEYI
4 3 2 1 1 2 3 4 5 6
4 3 2 1 1 2 3 4 5 6
PERIOTRON DEGERLERI
4 3 2 1 1 2 3 4 5 6
4 3 2 1 1 2 3 4 5 6
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4. BULGULAR

Calisma Mayis 2003-Aralik 2006 tarihleri arasinda Istanbul Universitesi
Dis Hekimligi Fakiiltesi’nde toplam 28 olgu iizerinde yapilmustir. Olgularin
yaslar1 15 ile 45 arasinda degigsmekte olup ortalama yas 31,144+7,46’dir. Olgularin
%75’1 (21) kadin; % 25’1 (7) erkektir. Calismamizda tiim Ol¢liimler ve
orneklemeler toplam iic defa yapilmustir. Ilk &lciimler baslangic (baseline)
degerlerini; ikinci 6lgiimler tedavi sonrasi 3.ay (TS 3. ay) ve ii¢lincii dlglimler ise
tedavi sonras1 6 ay (TS 6. ay) degerleri yansitmaktadir. Test grubunu periodontal
baslangic¢ tedavisi ile birlikte kombine antibiyotik uygulanan (metronidazol 500
mg 3x1, 1 hafta siireyle + Amoksisilin 500 mg, 3x1, 1 hafta siireyle) denekler,
kontrol grubunu ise yalnizca periodontal baslangic tedavisi uygulanan denekler

olusturmaktadir.

Klinik Bulgular

Tablo 4-1 Plak indeksi (PT) degerlendirmeleri

Kontrol Test
pe
Ort£SD Ort+SD
Baseline 2,14+0,47 2,25+0,28 0,475
Plak indeksi TS 3. ay 1,05+0,41 1,29+0,32 0,110
TS 6. ay 1,10+0,39 1,19+0,28 0,496
D& 0,001%** 0,001**
tBaslangic— 3. ay 0,001*%* 0,001 **
tBaslangic — 6. ay 0,001*%* 0,001 **
13. ay — 6. ay 0,755 0,404

*ok p<0.01 varyans analizi
7 . Paired samples test

o : Student t test

& : Tekrarl 6lciimlerde

Baglangic PI degerlerinde periodontal baslangic tedavisi ile birlikte
antibiyotik kullanilan (test) ve yalnizca baslangic tedavisi yapilan (kontrol) gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik goriilmemektedir (p>0.05). Gruplar
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arast degerlendirmede tedavi sonrasi 3.ay ve 6.ay Olglimleri de yine anlamh
farklilik gostermemektedir (p>0.05) (Tablo 4-1)

Kontrol grubunda; Baslangic olgliimleri ile TS 3. ay ve TS 6. ay ol¢iimleri
arasinda istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamli farklilhik vardir (p<0.01).
Baslangic degerlere gore 3.ay ve 6.aylarda plak skorlarinda goriilen azalma (Sekil
8) ileri diizeyde anlamli bulunurken (p<0.01); 3.ay ve 6.ay arasndaki degisim
istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05) (Tablo 4-1).

Test grubunda; Baglangic Olctimleri ile, TS 3. ay ve TS 6. ay Olglimleri
arasinda istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamli farklilhik vardir (p<0.01).
Baslangic degerlere gore 3.ay ve 6.aylarda plak skorlarinda goriilen azalma (Sekil
8) ileri diizeyde anlamli bulunurken (p<0.01); 3.ay ve 6.ay arasindaki degisim
istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05) (Tablo 4-1).

Plak indeksi

ortalama

2,5

2,

1,5

0,5

Test Kontrol

B basglangic BTS 3. ay OTS 6. ay

Sekil 8: Plak indeksi 6lgiimlerinin dagilim
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Tablo 4-2 : Gingival Indeks (GI) degerlendirmeleri

Kontrol Test
p.
Ort=SD Ort£SD
Baslangic¢ 1,82+0,55 1,81+0,41 0,956
Gingival S
. TS 3. a
indeks y 1,20+0,15 1,16+0,18 0,559
TS 6. ay 1,20+0,39 1,24+0,18 0,710
p& 0,001%* 0,001%*
tBaslangic — 3. ay 0,001*%* 0,001 **
tBaslangic — 6. ay 0,001*%* 0,001 **
t3. ay — 6. ay 0,980 0,116
ok p<0.01

o : Student t test
& . Tekrarl dlgiimlerde varyans analizi
7 . Paired samples test

GI baslangi¢ degerlerinde test ve kontrol gruplari arasinda istatistiksel
olarak anlamli farklilik goriilmemektedir (p>0.05). Tedavi sonras1 3.ay ve 6.ay
Olglimleri gruplar aras1 degerlendirmede anlamli farklilik gostermemektedir
(p>0.05) (Tablo 4-2).

Kontrol grubunda; Baslangic, TS 3. ay ve TS 6. ay GI degerleri arasinda
istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamli farklilik vardwr (p<0.01). Baslangic
degerlere gore; 3.ay ve 6.aylarda GI skorlarinda goriilen azalma (Sekil 9) ileri
diizeyde anlamli bulunurken (p<0.01); 3.ay ile 6.ay arasindaki degisim (Sekil 9)
istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05) (Tablo 4-2).

Test grubunda; Baslangig, TS 3. ay ve TS 6. ay GI degerleri arasinda
istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamli farklilik vardwr (p<0.01). Baslangic
degerlere gore; 3.ay ve 6.aylarda GI skorlarinda goriilen azalma (Sekil 9) ileri
diizeyde anlamli bulunurken (p<0.01); 3.ay ile 6.ay arasindaki degisim (Sekil 9)
istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05) (Tablo 4-2).
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Gingival indeks

ortalam
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OBaglang! BTS 3. COTS 6.
¢ ay ay

Sekil 9. Gingival indeks dlciimlerinin dagilimi
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Tablo 4-3. Sondalanabilir Cep Derinligi (SCD) Degerlendirmeleri

Kontrol Test
p.
Ort=SD Ort£SD
Baslangic 3,69+0,69 4,04+0,56 0,163
Sondalanabilir
Cep Derinligi TS 3. ay 2,53+0,54 2,74+0,51 0,300
TS 6. ay 2,47+0,48 2,57+0,37 0,519
p& 0,001** 0,001%*
tBaslangic — 3. ay 0,001** 0,001 **
tBaslangic — 6. ay 0,001*%* 0,001 **
3. ay — 6. ay 0,518 0,114
*k p<0.01

o : Student t test
& . Tekrarl dlgiimlerde varyans analizi
7 . Paired samples test

SCD baslangi¢ dl¢iimlerinde test ve kontrol arasinda istatistiksel olarak
anlamh farklilik goriilmemektedir (p>0.05). Tedavi sonras1 3.ay ve 6.ay Ol¢timleri
de gruplar aras1 degerlendirmede yine anlamli farklilik géstermemektedir (p>0.05)
(Tablo 4-3).

Kontrol grubunda; Baslangic degerler ile TS 3. ay ve TS 6. ay
sondalanabilir cep derinligi Olciimleri arasinda istatistiksel olarak ileri diizeyde
anlamli farklilik vardir (p<<0.01). Yapilan grup i¢i karsilastirmalarda; baslangica
gore 3.ay ve 6.aylarda goriilen siglasmalar (Sekil 10) ileri diizeyde anlamli
bulunurken (p<0.01); 3.ay ile 6.ay arasindaki degisim (Sekil 10) istatistiksel olarak
anlaml degildir (p>0.05) (Tablo 4-3).

Test grubunda; Baslangic degerler ile TS 3. ay ve TS 6. ay sondalanabilir
cep derinligi 6lgiimleri arasinda istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamli farklilik
vardir (p<0.01). Yapilan grup i¢i karsilastirmalarda; baslangica gore 3.ay ve
6.aylarda goriilen siglasmalar (Sekil 10) ileri diizeyde anlamli bulunurken
(p<0.01); 3.ay ile 6.ay arasindaki degisim (Sekil 10) istatistiksel olarak anlamli
degildir (p>0.05) (Tablo 4-3).
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Sekil 10: Sondalanabilir cep derinligi él¢iimlerinin dagilim
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Tablo 4-4: Klinik Atasman Seviyesi Degerlendirmeleri

100

Kontrol Test
p.
Ort=SD Ort£SD
Baslangl
Klinik slangi¢ 3,34+1,38 3,82+1,04 0,312
Atasman TS 3. ay 2,34+1,19 2,70£1,09 0,425
Seviyesi
TS 6. ay 2,43+1,10 2,83+1,24 0,371
p& 0,001%* 0,001%*
tBaslangi¢ — 3. ay 0,001 *%* 0,001 **
tBaslangic — 6. ay 0,001*%* 0,001 **
3. ay — 6. ay 0,274 0,553
*k p<0.01

o : Student t test
& . Tekrarl dlgiimlerde varyans analizi
7 . Paired samples test

KAS baslangi¢ 6l¢iimlerinde test ve kontrol gruplari arasinda istatistiksel
olarak anlamli farklilik goriilmemektedir (p>0.05). Tedavi sonras1 3.ay ve 6.ay
Olglimleri de gruplar arasi degerlendirmede yine anlamli farkhilik
gostermemektedir (p>0.05) (Tablo 4-4).

Kontrol grubunda; Baslangig, TS 3. ay ve TS 6. ay KAS O0l¢iimleri
arasinda istatistiksel olarak ileri diizeyde anlaml farklilik vardir (p<0.01). Yapilan
grup i¢i karsilastirmalarda; baslangica gore 3.ay ve 6.aylarda goriilen kazanglar
(Sekil 11) ileri diizeyde anlamli bulunurken (p<0.01); 3.ay ile 6.ay arasindaki
degisim (Sekil 11) istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05 (Tablo 4-4)).

Test grubunda; Baslangig, TS 3. ay ve TS 6. ay KAS arasinda istatistiksel
olarak ileri diizeyde anlamli farklilik vardwr (p<0.01). Yapilan grup ici
karsilagtirmalarda; baslangica gore 3.ay ve 6.aylarda goriilen kazanclar (Sekil 11)
iler1 diizeyde anlamli bulunurken (p<0.01); 3.ay ile 6.ay arasindaki degisim
(Sekil 11) istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05) (Tablo 4-4).
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Klinik Atagman Seviyesi

ortalam

3,51

2,51

1,5

0,51

Kontrol Test

mBaslangic mTS 3.ay OTS 6. ay

Sekil 11: Klinik atagsman seviyesi 6l¢iimlerinin dagihmi
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Tablo 4-5. Klinik indeks degerlerinin farklarina gore degerlendirilmeleri

Kontrol Test
Ort£SD Ort+SD pe
(medyan) (medyan)
Baslangic — TS 1.08+0.58 0.96+0.33 0.629
3.ay (0.97) (0.98) )
Plak indeksi  Baslangig-TS 1.04:0.44 1.05+0.44 0.982
Farklan 6. ay (1.18) (1.15) ’
0.05+057 0.09+0.40
TS 3-TS 6. ay (-0.06) (0.24) 0.596
Baslangic — TS 0.61+0.50 0.65+0.38 0.982
3.ay (0.55) (0.82) )
Gingival indeks Baslangig-TS 0,62+0,41 0.56+0.34 0.730
Farklan 6. ay (0,43) (0,57) )
0.003+0.41 -0.08+0.17
TS 3-TS 6. ay (-0.08) (-0.09) 0.712
Baslangic — TS 1.16+0.46 1.30+0.39 0.201
Sondalanabili 3.ay (1.04) (1.40) )
oneaanadt il Baglangie-TS  1.22+0.63 1.46+0.58
Cep Derinligi 6 0.94 143 0.201
Farklan - ay ( ’6 ) 6 ( ’6 )
0.06+0.3 0.16+£0.35
TS 3-TS 6. ay (0.03) (0.07) 0.363
Baslangic — TS 0.99+0.62 1.13+0.40 0.235
Klinik A 3.ay (0.77) (0.99) )
S inik Atasman p o Jangic-TS  0.91+0.55 0.99+0.91
eviyest 6 0.68) (1.08) 0.467
Farklan -ay ©. ’
TS 3. ay-TS 6. -0.08+0.29 -0.14+0.80 0.618
ay (-0.10) (0.05) )

o : Mann Whitney U test

Plak indeksi olciimlerinde; Baslangica gore TS 3.ay degisimleri gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklihk gdstermemektedir (p>0.05).
Baslangica gore TS 6.ayda plak skorlarinda meydana gelen azalma, ayrica 3. ay ve
6. ay plak skorlar1 arasmda meydana gelen degisim gruplar arasinda anlamli
farklilik gostermemektedir (p>0.05) (Tablo 4-5).

Gingival indeks élgiimlerinde; Baslangica gore TS 3.ay degisimleri
gruplara gore istatistiksel olarak anlamli farklilik gdstermemektedir (p>0.05).
Baslangica gore TS 6.ayda gingival indeks skorlarinda meydana gelen degisim,
ayrica TS 3.ay ve TS 6.ay gingival indeks skorlar1 arasinda meydana gelen
degisim gruplar arasinda anlaml farklilik géstermemektedir (p>0.05) (Tablo 4-5).

Sondalanabilir cep derinligi olciimleri; Baslangica goére TS 3.ayda
sondalanabilir cep derinliginde meydana gelen siglasma gruplar arasinda
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istatistiksel olarak anlamli farklilik gdostermemektedir (p>0.05). Baslangica gore
TS 6.ay degisimleri ve TS 3.ay ile TS 6.ay arasinda meydana gelen degisimler de
gruplar arasinda anlamli farklilik gostermemektedir (p>0.05) (Tablo 4-5).

Klinik atasman seviyesi olgiimlerinde; Baslangica gore TS 3.ayda klinik
atagsman seviyesinde meydana gelen kazang gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli farklilik géstermemektedir (p>0.05). Baslangica gore TS 6.ay degisimleri
ve TS 3.ay ile TS 6.ay arasinda meydana gelen degisimler de gruplar arasinda
anlaml farklilik géstermemektedir (p>0.05) (Tablo 4-5).
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Mikrobiyolojik Bulgular

4.2.1. Kantitatif kiiltlir degerlendirmeleri

Tablo 4-6. Total bakteri sayillarinin 6rnek zamanlarina gore degerlendirilmeleri

Kontrol Test

Ort+SE Ort+SE pe

(medyan) (medyan)

+ +
TOTAL Baslangi¢ ?16725’§4 99,83 ?2953(’39 154,72 0,679
BAKTERI 324,84+115,05 270,67+102,49
SAYISI TS 3. ay (77,5) (90) 0,697
(x10% CFU/ml 412,89+92,40  456,46+119,81
TS 6. ay (300) (250) 0,853

ph 0,199 0,500
TBaslangic — 3. ay 0,173 0,422
TBaslangi¢ — 6. ay 0,807 0,753
3. ay — 6. ay 0,345 0,228

SE: Standart error

o : Mann Whitney U test
& : Friedman test

7. Wilcoxon sing Rank test

Total bakteri sayisi baslangic degerlerinde test ve kontrol gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik gériilmemektedir (p>0.05). Tedavi sonrasi 3.ay
ve 6.ay degerlerinde test grubundaki total bakteri sayis1 daha fazla azalmis
olmakla birlikte bu fark gruplar arasinda anlamli degildir. (p>0.05) (Tablo 4-6).

Kontrol grubunda; Baslangic, TS 3. ay ve TS. 6. ay total bakteri sayis1
degerlerinde istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamli farklilik yoktur (p>0.05).
Yapilan grup ici karsilastirmalarda; baslangica gore 3.ay ve 6.aylarda goriilen
degisimler anlamli bulunmamistir (p>0.05); 3.ay ile 6.ay arasindaki degisim de
istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05) (Tablo 4-6).

Test grubu; Baslangic, TS 3. ay ve TS 6. ay total bakteri sayisi
degerlerinde istatistiksel olarak anlamli farklilik yoktur (p>0.05). Yapilan grup ici
karsilagtirmalarda; baslangica gore 3.ay ve 6.aylarda goriilen degisimler anlamli
bulunmamistir (p>0.05); 3.ay ile 6.ay arasindaki degisim de istatistiksel olarak
anlaml degildir (p>0.05) (Tablo 4-6).
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Tablo 4-7. Fakiiltatif anaerop bakteri sayllariminin 6rnek zamanlarina gore degerlendirilmeleri

Kontrol Test
p.

Ort+SE Ort+£SE

(medyan) (medyan)
FAKULTATIF  padangic 21,61+17,59  8,77+5,65 0.627
ANAEROP (3,24) @
BAKTERI TS 3. ay 9,24+5,45 3,36£091 943
SAYISI (1,35) (2,70)

6 TS 6. a 43,13432,9 11,96+6,45
(x10°CFU/ml) y (4.20) (2.30) 0,555
ph 0,849 0,689
TBaslangi¢ — 3. ay 0,975 0,807
TBaslangi¢c— 6. ay 0,875 0,463
3. ay — 6. ay 0,382 0,875

SE: Standart error

o : Mann Whitney U test
& : Friedman test

7. Wilcoxon sing Rank test

Fakiiltatif anaerop bakteri sayis1 baslangic degerlerinde test ve kontrol
gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamhi farklilik goriilmemektedir (p>0.05).
Tedavi sonrasi 3.ay ve 6.ay degerleri de test grubunda daha az sayida ger¢eklesmis
olmakla birlikte bu farklar gruplar arasinda anlamlilik gdostermemektedir (p>0.05)
(Tablo 4-7).

Kontrol grubunda; Baslangig, TS. 3. ay ve TS. 6. ay fakiiltatif anaerop
bakteri sayis1 degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik yoktur
(p>0.05). Yapilan grup i¢i karsilastirmalarda; baslangica gore 3.ayda meydana
gelen azalmaya karsin iki 6l¢ciim zamani arasindaki bu fark anlamli bulunmamagtir.
Baslangic ile 6.ay arasinda fakiiltatif anaerop bakteri sayisinda artig goriilmekle
birlikte bu fark anlamlhi degildir (p>0.05); 3.ay ile 6.ay arasindaki degisim de
istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir (p>0.05) (Tablo 4-7).

Test grubunda; Baslangig, TS. 3.ay ve TS. 6.ay fakiiltatif anaerop bakteri
sayist degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik yoktur (p>0.05).
Yapilan grup ici karsilastirmalarda da; baslangica gore 3.ayda meydana gelen
azalmaya karsin, iki 6l¢iim zamani arasindaki bu fark anlamli bulunmamistir
(p>0.05); 3.ay ile 6.ay arasindaki degisim de istatistiksel olarak anlamli degildir
(p>0.05) (Tablo 4-7).
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Tablo 4-8. Zorunlu anaerop bakteri sayillarimin 6rnek zamanlarina gore degerlendirilmeleri

Kontrol Test
p.
Ort+£SE Ort+SE
(medyan) (medyan)
Baslane 358,58491,48  490,20+146,28
ZORUNLU slangic (247 (240) 0,467
ANAEROP 324,61+695,83  261,24+102,92
TS 3.a ’ > ’ >
SAYISI ) (49,7 0,512
6
(X10°CFU/mI) 15 6, ay 392,69+81,45  405,74+113,42 0,525
(280) (232)
ph 0,395 0,558
TBaslangi¢ — 3. ay 0,433 0,279
TBaslangi¢ — 6. ay 0,851 0,388
3. ay — 6. ay 0,638 0,346

SE: Standart error

o : Mann Whitney U test
& : Friedman test

7 . Wilcoxon sing Rank test

Zorunlu anaerop bakteri sayist baslangic degerlerinde test ve kontrol
gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik goriilmemektedir (p>0.05).
Tedavi sonras1 3.ay ve 6.ay degerlerinde test grubunda kontrol grubuna gore daha
fazla azalma meydana gelmis olmakla birlikte bu fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmamaistir (p>0.05) (Tablo 4-8).

Kontrol grubu; Baslangig, TS 3. ay ve TS 6. ay zorunlu anaerop bakteri
sayist degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik yoktur (p>0.05).
Yapilan grup i¢i karsilastirmalarda da; baslangica gore 3.ay ve 6.aylarda goriilen
degisimler anlamli bulunmamistir (p>0.05); 3.ay ile 6.ay arasinda goriilen artiga
ragmen, meydana gelen degisim istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05)
(Tablo 4-8).

Test grubu; Baslangic, TS 3. ay ve TS 6. ay zorunlu anaerop bakteri sayisi
degerleri arasi istatistiksel olarak anlamli farklilik yoktur (p>0.05). Yapilan grup
ici karsilastirmalarda da; baslangica gore 3. ay degerlerindeki azalmaya karsin, bu
fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05); 3.ay ile 6.ay arasindaki
degisim de istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05) (Tablo 4-8).
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Tablo 4-9: Siyah pigmentli bakteri sayllarinin 6rnek zamanina gore degerlendirilmesi

Kontrol Test
p.
Ort+SE Ort+SE
(medyan) (medyan)
Baslangic 26,98+15,18 80,77£22,31 0,008
Siyah 4) (70)
i i + +
Pigmentli TS 3. ay ?(,)85%3)0,46 (1(,)934)1 23 0,881
CFU/ml 0 ;8 0,18 4 (’)7 1,63
TS 6. a 58+, 071,
y 0) (0,02) 0,154
pe 0,001 ** 0,001 **
fBaslangic — 3. ay 0,005** 0,008**
TBaslangic — 6. ay 0,006** 0,008**
3. ay — 6. ay 0,386 0,328
SE: Standart error **p<0,05

o : Mann Whitney U test
& : Friedman test
7 . Wilcoxon sing Rank test

Siyah Pigmentli bakteri sayis1 baslangic degerlendirmelerinde test
grubunda goriilen ytikseklik istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamli bulunmustur
(p<0,01). Tedavi sonrasi 3.ay ve 6.ay Olclimleri ise gruplar arasinda anlamli
farklilik gostermemektedir (p>0.05) (Tablo 4-9).

Kontrol grubunda; Baslangic, TS 3. ay ve TS. 6. ay siyah pigmentli
bakteri sayis1 Olclimleri arasinda istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamli farklilik
vardir (p<0.01). Yapilan grup i¢i karsilastirmalarda; baslangica gore 3.ay ve
6.aylarda goriilen azalma (Sekil 12) ileri diizeyde anlamli bulunurken (p<0.01);
3.ay ile 6.ay arasindaki degisim (Sekil 12) istatistiksel olarak anlamli degildir
(p>0.05) (Tablo 4-9).

Test grubunda; Baslangic, TS 3. ay ve TS 6. ay siyah pigmentli bakteri
sayist Olciimleri arasinda istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamli farklilik vardir
(p<0.01). Yapilan grup ici karsilastirmalarda; baslangica gére 3.ay ve 6.aylarda
goriilen azalma (Sekil 12) ileri diizeyde anlamli bulunurken (p<0.01); 3.ay ile 6.ay
arasindaki degisim (Sekil 12) istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05) (Tablo
4-9).
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ortalama
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Kontrol Test

O Baglangic BTS 3.ay O TS 6. ay

Sekil 12: Siyah pigmentli bakteri sayilarimn dagilim grafigi
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Tablo 4-10: Kantitatif kiiltir bulgularimin farklarina gore degerlendirilmeleri

109

Kontrol Test
Ort+SD Ort+SD Pe
(medyan) (medyan)
Baslangic — -593.0+£2508.5  228.9+693.3 0.698
Zorunlu TS 3.ay (760) (786) )
Anaerop  Baslangi¢-TS -37.8+413.2 118.7+£670.2 0.504
Bakteri Sayis1 6. ay (-10.9) (72.7) )
CFU/ml 555.142461.9  -122.7+622.2
TS 3-TS 6. ay (-202.5) (-66.7) 0.817
. Baslangic — 26.03+53.33 79.73+66.98 0.007%*
Siyah TS 3.ay (4.0) (70.0) ’
Pigmentli  pyglangie-TS  26.54+54.31  77.10+65.42 0.010%
Bakteri Sayis1 ¢ ay (4.0) (70.0) .
CFU/ml 0.47+1.53 -2.12+7.54
TS 3-TS 6. ay (0.0) (0.0) 0.251
<0.05 *<0.01

o : Mann Whitney U test

Zorunlu anaerop bakteri sayist degerlendirmeleri; Baslangic degerlere
gore TS 3.ay degisimleri gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
gostermemektedir (p>0.05). Basglangica gore TS 6.ay degisimleri ve TS 3.ay ile TS
6.ay zorunlu anaerop bakteri sayilar1 arasinda meydana gelen de§isimler de
gruplar arasinda anlamli farklilik gostermemektedir (p>0.05) (Tablo 4-10).

Siyah pigmentli bakteri sayist degerlendirmeleri; Baglangica gore TS 3.ay
degisimleri gruplar arasinda istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamli farklilik
gostermektedir (p<0.01) (Tablo 4-10).

Baslangica gore TS 6.ay degisimleri de gruplar arasinda anlamli farklilik
gostermektedir (p<0.05); yine test grubunda meydana gelen degisim kontrol
grubuna gore anlaml diizeyde yiiksek olarak saptanmustir. TS 3.ay ile TS 6.ay
arasinda meydana gelen  degisimler de gruplara gore anlamli farklilik
gostermemektedir (p>0.05) (Tablo 4-10).

Biyokimyasal Bulgular

Tablo 4-11: Total TIMP-1(pg) diizeylerinin degerlendirmesi
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Kontrol Test

p.
Ort=SD Ort£SD
Baslangi¢ 674,62+183,66  748,59+268,98 0,415
Total TIMP-1
(pg) TS 3. ay 881,76+911,45 827,88+142,75 0,569
TS 6. ay 793,70+313,05  704,61+150,36 0,375
ph 0,239 0,748
TBaslangi¢ — 3. ay 0,337 0,808
TBaslangi¢ — 6. ay 0,239 0,553
3. ay — 6. ay 0,731 0,598

o : Student t test
& . Tekrarl dlgiimlerde varyans analizi
7 . Paired samples test

Total TIMP-1 (pg) baslangi¢c degerlerinde test ve kontrol gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik goriilmemektedir (p>0.05). Tedavi sonrasi 3.ay
ve 6.ay degerleri de gruplar arasinda anlamh farklilik gostermemektedir (p>0.05)
(Tablo 4-11).

Kontrol grubu; Baslangic, TS 3. ay ve TS 6. ay total TIMP-1 diizeyleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik yoktur (p>0.05). Total TIMP-1
diizeyinde 3. ayda baslangica gore meydana gelen artisa karsin, bu fark anlamh
bulunmamistir. TIMP-1 diizeyinde 3. aya gore 6. ayda diislis meydana gelmistir,
ancak bu fark yine anlamh degildir. (p>0.05) (Tablo 4-11).

Test grubu; Baslangig, TS 3. ay ve TS 6. ay total TIMP-1 diizeyleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik yoktur (p>0.05). Total TIMP-1
diizeyinde baslangica gore 3. ayda meydana gelen artisa karsin, meydana gelen
degisim istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05);. 3. aya gore 6. ayda
diisiis meydana gelmistir, ancak bu degisim anlaml degildir (p>0.05)(Tablo 4-11).
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Tablo 4-12: TIMP-1 (pg/vol) diizeylerinin degerlendirilmesi

Kontrol Test
p.
Ort=SD Ort£SD
Bazal 3455,26+1828,89 3412,56+2505,49 0,960
TIMP-1
(pg/vol) TS 3. ay 5626,84+9047,75 3951,96+2065,88 0,537
TS 6. ay 5029,53+£2776,81 4735,49+2286,04 0,770
ph 0,024* 0,273
fBaslangi¢ — 3. ay 0,350 0,565
tBaslangic — 6. ay 0,036* 0,273
3. ay — 6. ay 0,819 0,385
* p<0.05

o : Student t test
& . Tekrarl dlgiimlerde varyans analizi
7 . Paired samples test

TIMP-1 (pg/vol) baslangi¢ diizeylerinde test ve kontrol gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik goriilmemektedir (p>0.05). Tedavi sonrasi 3.ay
ve 6.ay diizeyleri de gruplar arasinda anlamli farklilik gostermemektedir (p>0.05).
Tedavi sonras1 6. ay TIMP-1 (pg/vol) diizeyleri test grubunda artis yoniindeki
egilimine devam ederken, kontrol grubunda azalmaya baslamaktadir (Tablo 4-12).

Kontrol grubu; Baslangic, TS 3. ay ve TS 6. ay TIMP-1 (pg/vol) diizeyleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilhik vardir (p<0.05). Yapilan grup ici
karsilagtirmalarda; baglangica goére 3. ayda meydana gelen artig (Sekil 13)
istatistiksel olarak anlamli bulunmazken (p>0.05); baslangic ile 6. ay diizeyleri
arasinda meydana gelen degisim anlamli bulunmustur (p<0.05); 3.ay ile 6.ay
arasindaki degigim istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05) (Tablo 4-12).

Test grubu; Baslangig, TS 3. ay ve TS 6. ay TIMP-1 (pg/vol) diizeyleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik yoktur (p>0.05). Yapilan grup ici
karsilagtirmalarda da; baslangi¢ diizeylere gore hem 3. ayda hem de 6. ayda
meydana gelen artisa (Sekil 13) ragmen aradaki fark anlamli bulunmamistir
(p>0.05) (Tablo 4-12).
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Tablo 4-13: Total MMP-1 (pg diizeyi) diizeylerinin degerlendirilmesi

Kontrol Test
pe
Ort+SD Ort+SD
Baslangi¢ 405,03+124,56  432,40+197,33 0,681
Total MMP TS 3. ay 299,46+124,07  249,19+75,65 0,230
TS 6. ay 289,01+142,26  261,49+78,86 0,555
ph 0,012 0,007
tBaslangic — 3. ay 0,003 ** 0,001 **
TBaslangic — 6. ay 0,042* 0,007**
3. ay — 6. ay 0,810 0,661

* p<0.05 **p<0,01

o : Student t test

& . Tekrarl dlgiimlerde varyans analizi
7 . Paired samples test

Total MMP-1 (pg) baslangic diizeylerinde test ve kontrol gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik goriilmemektedir (p>0.05). Tedavi sonrasi 3.ay
ve 6.ay degerleri de gruplar arasinda anlamh farklilik gostermemektedir (p>0.05)
(Tablo 4-13).

Kontrol grubu; Baslangic, TS 3. ay ve TS 6. ay Total MMP-1 (pg)
degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.05). Yapilan
grup ici karsilastirmalarda; baslangica gore 3.ayda enzim diizeyinde meydana
gelen azalma (p<0,01) ve baslangica gore 6.ayda meydana gelen azalma (Sekil 14)
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05); 3.ay ile 6.ay arasinda meydana
gelen degisim (Sekil 14) istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05) (Tablo 4-
13).

Test grubu; Baslangig, TS 3. ay ve TS 6. ay Total MMP-1 (pg) degerleri
arasinda istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamli farklilik vardir (p<0.01). Yapilan
grup i¢i karsilastirmalarda; baslangica gore 3.ayda ve baslangica gore 6.ayda
enzim diizeyinde meydana gelen azalma (Sekil 14) istatistiksel olarak ileri
diizeyde anlamli bulunmustur (p<0.01); 3.ay ile 6.ay arasindaki degisim (Sekil 14)
istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05) (Tablo 4-13).
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Tablo 4-14: MMP-1 ( pg/vol) olciimlerinin degerlendirilmesi

Kontrol Test
p.
Ort£SD Ort£SD
Baslangic 2072,45+1110,43 2434,39+1947,68 0,574
MMP-1
(pg/vol) TS 3. ay 1734,97£910,03  1320,47+£746,70 0,215
TS 6. ay 1805,83+£1499,93  1723,73+799,08 0,866
ph 0,623 0,04*
tBaslangic — 3. ay 0,338 0,047%*
TBaslangic — 6. ay 0,616 0,239
3. ay — 6. ay 0,898 0,188
* p<0.05

o : Student t test
& . Tekrarl dlgiimlerde varyans analizi
7 . Paired samples test

MMP-1 (pg/vol) baslangi¢ diizeylerinde test ve kontrol gruplari arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik goriilmemektedir (p>0.05). Tedavi sonrasi 3.ay
ve 6.ay enzim diizeyleri gruplar arasinda anlamhi farklilik gostermemektedir
(p>0.05) (Tablo 4-14).

Kontrol grubu; Baslangic, TS 3. ay ve TS 6. ay MMP-1 (pg/vol) diizeyleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik yoktur (p>0.05). Yapilan grup ici
karsilagtirmalarda baslangica gore 3. ayda ve baglangica goére 6. ayda enzim
diizeylerinde azalma meydana gelmesine karsin, gorilen degisimler anlamhi
bulunmamistir (p>0.05); 3.ay ile 6.ay arasindaki degisim de istatistiksel olarak
anlaml degildir (p>0.05) (Tablo 4-14).

Test grubu; Baslangig, TS 3. ay ve TS 6. ay MMP-1 (pg/vol) diizeyleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.05). Yapilan grup ici
karsilagtirmalarda; baglangica goére 3.ayda meydana gelen azalma anlaml
bulunurken (p<0.05); baslangica gore 6.ayda meydana gelen azalma istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05); 3.ay ile 6.ay arasinda meydana gelen
degisim istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05) (Tablo 4-14).
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Tablo 4-15: Biyokimyasal dl¢iimlerin farklarina gore degerlendirilmeleri
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Kontrol Test
Ort£SD Ort+SD pe
(medyan) (medyan)
Baslangic — TS -234,4+879.3  20,714287.46 0.918
3.ay (-59.5) (-34.0)
Total TIMP-1 Baslangic-TS  -124.7+£378.6 43.97+248.9 0.258
(pg) 6. ay (-86.8) (-5.10) )
.1+974.2 23.26+148.4
TS 3-TS 6. ay 88(_749;) 3 (265.5)8 0.130
Baslangic — TS  105.5+115.1 183.2+147.1 0.261
3.ay (119.9) (172.2)
Total MMP-1 Baslangi¢c-TS 116.0+£230.5 179.9+£179.5 0.407
(pg) 6. ay (166.0) (229.1) .
10.45+165. -12.29+94,
TS 3-TS 6. ay 0 (353.55 3 (1?.893) 39 0.464
Baslangic — TS 337.4+1317.5 1113.9+1727.1 0.329
3.ay (109.26) (434.5)
MMP-1  Baslangic-TS  266.6£2011.6  710.6+1976.7 0.845
(pg/vol) 6. ay (363.8) (650.8) .
TS 3. ay-TS 6. -70.8+2106.3 -403.2+994 .4 0.362
ay (262.3) (-445.3)

o : Mann Whitney U test

Total TIMP-1 (pg) diizeyi dlciimleri; Baslangica gore TS 3.ay degisimleri

gruplara gore istatistiksel olarak anlamli farklilik gdstermemektedir (p>0.05).
Baslangica gore TS 6.ay degisimleri ve TS 3.ay ile TS 6.ay molekiil diizeyleri
arasindaki degisimler de gruplar arasinda anlamli farklhilik gdstermemektedir
(p>0.05) (Tablo 4-14).

Total MMP-1(pg) élciimleri; Baslangica gore TS 3.ay degisimleri gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklihk gdstermemektedir (p>0.05).
Basglangica gore TS 6.ay degisimleri ve TS 3.ay ile TS 6.ay arasinda meydana
gelen degisimler de gruplar arasinda anlamli farklilik géstermemektedir (p>0.05)
(Tablo 4-14).

MMP-1 (pg/vol) olgiimleri; Baslangica gore TS 3.ay degisimleri gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliblk gdstermemektedir (p>0.05).
Baslangica gore TS 6.ay degisimleri ve TS 3.ay ile TS 6.ay arasinda meydana
gelen degisimler de gruplar arasinda anlamli farklilik géstermemektedir (p>0.05)
(Tablo 4-14).
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Tablo 4-16: PCR analizleri sonrasi Pi, Pn ve Pp saptanma durumuna gore gruplar arasi
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degerlendirmeler
Kontrol Test
n (%) n (%) ’
Pi (baslangic) 4 (% 33.,3) 4 (% 36,4) 1,000
Pi (TS 3.ay) 2 (% 20,0) 4 (% 40,0) 0,652
Pi (TS 6.ay) 2 (% 16,7) 4 (% 40,0) 70,221
Pn (baslangic) 0 (% 0,0) 1(%9,1) 0,478
Pn (TS 3.ay) 0 (% 0,0) 2 (% 20,0) 0,195
Pn (TS 6.ay) 0 (% 0,0) 2 (% 20,0) 0,195
Pp (Baslangic) 5% 41,7) 1(%9,1) 0,155
Pp (TS 3.ay) 4 (% 33,3) 2 (% 20,0) 0,646
Pp (TS 6.ay) 2 (% 20,0) 1 (% 10,0) 0,594

o : Fisher’s exact test 7:Ki kare test

Baslangi¢ analizlerde saptanan Pi (Prevotella intermedia) oranlar1 (Sekil
15) gruplar arasinda anlamh farkhilik gostermemektedir (p>0.05); tedavi sonrasi
3.ayda bakteri goOriilme oranlar1 gruplar arasinda anlamli  farklilik
gostermemektedir (p>0.05). Tedavi sonras1 6.ayda yine Pi saptanma oranlara
gore gruplar arasinda anlamli farklilik gériilmemistir (p>0.05) (Tablo 4-16).

Baslangi¢ analizlerde saptanan Pn (Prevotella nigrescense) oranlar (Sekil
15) gruplar arasinda anlamh farkhilik gostermemektedir (p>0.05); tedavi sonrasi
3.ayda bakteri goriilme oranlar1 (Sekil 15) gruplar arasinda anlamli farklilik
gostermemektedir (p>0.05). Tedavi sonras1 6. ayda Pn goriilme oranlarina gore
gruplar arasinda yine anlaml fark goriilmemistir (p>0.05) (Tablo 4-16).

Baslangi¢ analizlerde saptanan Pp (Prevotella pallens) baslangic oranlari
(Sekil 15) gruplar arasinda anlamh farklilik gostermemektedir (p>0.05); tedavi
sonrasi 3.ayda bakteri goriilme oranlar1 (Sekil 15)gruplar arasinda anlamli farklilik
gostermemektedir (p>0.05). Tedavi sonras1 6.ayda yine Pp saptanma oranlarina
gore gruplar arasinda anlamhi farklilk goriilmemistir (Tablo 4-16).
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(p>0.05).
Pp TS 6.ay _ 7
oo g5, :
Pp Baglanglg_ /
Pn TS 6.ay |
Pn TS 3.ay
Pn Baslangic
Pi TS 6.ay
Pi TS 3.2y —
pi Baslanglg—
0 é 1‘0 1‘5 2‘0 2‘5 ’3:0 ’3:5 4‘0 4‘5
oran (%)

O Test M Kontrol

Sekil 15: PCR analizleri sonras: Pi, Pn ve Pp saptanma oranlarimin gruplara gore dagilimu
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Tablo 4-17: PCR analizleri sonras1 Tf, Td ve Pg saptanma oranlarimin gruplara gore dagihim

Test Kontrol
pe

n (%) n (%)
Tf (baslangic) 8 (% 66,7) 7 (% 63,6) 1,000
Tf (TS 3.ay) 0 (% 0,0) 1 (% 11,1) 0,429
Tf (TS 6.ay) 0 (% 0,0) 1 (% 11,1) 0,429
Td (baslangic) 7(% 63,6) 7 (% 63,6) 0,640
Td (TS 3.ay) 5(%45.5) 4 (% 44,4) 1,000
Td (TS 6.ay) 4 (% 33,3) 4 (% 44,4) 0,673
Pg (baslangic) 3 (% 27,3) 4 (% 33.,3) 1,000
Pg (TS 3.ay) 1 (% 11,1) 4 (% 33,3) 0,338
Pg (TS 6.ay) 2 (% 22,2) 4 (% 33,3) 0,659

o : Fisher’s exact test

Baslangi¢ (tedavi oncesi) PCR analizlerde Tf (Tannerella forsythia)
goriilme oranlar1 (Sekil 16) gruplar arasinda anlamli farklilik gostermemektedir
(p>0.05); Tedavi sonras1 3.ayda Tf goriilme oranlar1 (Sekil 16) gruplar arasinda
anlamli farklilik gostermemektedir (p>0.05). Tedavi sonrasi 6.ayda yine T nin
goriilme oranlar1 gruplar arasinda anlamli farklilik gostermemektedir (p>0.05)
(Tablo 4-17).

Baslangi¢ (tedavi oncesi) PCR analizlerde Td (Treponema denticola)
goriilme oranlar1 (Sekil 16) gruplar arasinda anlamli farklilik gostermemektedir
(p>0.05); Tedavi Sonras1 3.ayda Td goriilme oranlar1 (Sekil 16) gruplar arasinda
anlaml farklilik géstermemektedir (p>0.05). Tedavi sonrasi 6.ayda yine Td nin
goriilme oranlar1 gruplar arasinda anlamli farklilik gostermemektedir (p>0.05)
(Tablo 4-17).

Baslangi¢ (tedavi oncesi) PCR analizlerde Pg (Porphyromonas gingivalis)
goriilme oranlar1 (Sekil 16)gruplar arasinda anlamli farklilik géstermemektedir
(p>0.05); Tedavi Sonras1 3.ayda Pg goriilme oranlar1 (Sekil 16) gruplar arasinda
anlaml farklilik géstermemektedir (p>0.05). Tedavi sonrasi 6.ayda yine Pg
goriilme oranlar1 gruplar arasinda anlamli farklilik gostermemektedir (p>0.05)
(Tablo 4-17).
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oy TS G_ay__l
Pg TS 3.ayh I

Pg basl.

Td TS 6.ay I =
Td TS 3.ay J

Td basl.

Tf TS 6.ay
Tf TS 3.ay

Tf basl..

(o)
oran (%) = Kontrol ® Test

Sekil 16: PCR analizleri sonras: Tf, Td ve Pg saptanma oranlarimin gruplara gore dagihim
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Tablo 4-18: PCR analizleri sonrasi Aa saptanma oranlarinin gruplara gore dagilim

Kontrol Test
p.
n (%) n (%)
Aa Baslangi¢ 0 (% 0,0) 1(%9,1) 0,478
Aa TS 3.ay 2 (% 16,7) 1 (% 10,0) 1,000
Aa TS 6.ay 4 (% 33,3) 1 (% 10,0) 0,323

o : Fisher’s exact test

Baslangic (tedavi 6ncesi) PCR analizlerde Aa (Actinobacillus
actinomycetemcomitans) goriilme oranlar1 gruplar arasinda anlamli farklilik
gostermemektedir (p>0.05). Tedavi sonras1 3.ayda Aa goriilme oranlar1 (Sekil 17)
gruplar arasinda anlamli farklilik gostermemektedir (p>0.05). Tedavi sonrasi
6.ayda yine Aa goriilme oranlar1 (Sekil 17) gruplar arasinda anlamli farklilik
gostermemektedir (p>0.05) (Tablo 4-18).

oran (%
35

301
25
20

Kontrol
15 E Test

107

Aa baglangic  Aa TS 3.ay Aa TS 6.ay

Sekil 17:PCR analizleri sonrasi Aa saptanma oranlarinin gruplara gore dagilinu
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Tablo 4-19: Pi varh@mn grup ici degisimlerinin degerlendirilmesi

Kontrol Test
n % pe n % pe

Pi Baslangic 4 36.4 4 40.0
0.500 1.000

Pi TS. 3.ay 2 18.2 4 40.0

Pi Baslangic 4 36.4 4 40.0
0.500 1.000

Pi TS 6.ay 2 18.2 4 40.0

Pi TS. 3.ay 2 18.2 4 44.4
1.000 0,500

Pi TS 6.ay 2 18.2 4 44.1

o : McNemar test

Kontrol grubu olgularda; Baslangicta Pi goriilme orani ile tedavi sonrasi
3.ayda Pi goriilme oranlar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmamaistir (p>0,05). Baslangicta Pi goriilme orani ile tedavi sonrasi 6.ayda Pi
goriilme oranlar1 arasindaki fark da istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p>0,05). Tedavi sonras1 3.ayda bakteri goriilme orani ile tedavi sonrasi 6.ayda
bakteri goriilme oranlar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamastir

(p>0,05) (Tablo 4-19).

Test grubu olgularda; Baslangicta Pi goriilme orani ile tedavi sonrasi
3.ayda Pi goriilme oranlar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmamaistir (p>0,05). Baslangicta Pi goriilme orani ile tedavi sonrasi 6.ayda Pi
goriilme oranlar1 arasindaki fark da istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p>0,05). Tedavi sonrasi1 3.ayda bakteri goriilme orani ile tedavi sonras1 6.ayda Pi
de bakteri gorilme oranlar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli

bulunmamaistir (p>0,05) (Tablo 4-19).
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Tablo 4-20: Pn varh@min grup i¢i degisimlerinin degerlendirilmesi

Kontrol
n % pe

Pn Baslangic 1 10.0

1.000
Pn TS. 3.ay 2 20.0
Pn Baslangic 1 10.0

1.000
Pn TS 6.ay 2 20.0
Pn TS. 3.ay 1 11.1

1,000
Pn TS 6.ay 2 22.2

o : McNemar test

Test grubu olgularda; Baslangigta, TS 3.ayda ve TS 6.ayda Pn de bakteri
goriilmemistir (Tablo 4-20).

Kontrol grubu olgularda; Baslangigta Pn goriilme orani ile tedavi sonrasi
3.ayda Pn goriilme oranlar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmamaistir (p>0,05). Baslangicta Pn goriilme orani ile tedavi sonras1 6.ayda Pn
goriilme oranlar1 arasindaki fark da istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p>0,05). Tedavi sonras1 3.ayda bakteri goriilme orani ile tedavi sonrasi 6.ayda
bakteri goriilme oranlar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamastir

(p>0,05) (Tablo 4-20).
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Tablo 4-21: Pp varh@min grup i¢i degisimlerinin degerlendirilmesi

Kontrol Test
n % pe n % pe

Pp Baslangic 5 45,5 1 10,0
1.000 1.000

Pp TS 3.ay 4 36,4 2 20.0

Pp Baslangic 4 36,4 1 10.0
0,625 1.000

Pp TS 6.ay 2 18.2 1 10.0

Pp TS 3.ay 4 36,4 2 22.2
1.000 1.000

Pp TS 6.ay 2 18.2 1 10,0

o : McNemar test

Ila¢ kullamilmayan olgularda; baslangicta Pp goriilme orani ile tedavi
sonrast 3.ayda Pp goriilme oranlar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmamaistir (p>0,05). Baslangicta Pp goriilme orani ile tedavi sonrasi 6.ayda Pp
de bakteri goriilme oranlar1 arasindaki fark da istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir (p>0,05). Tedavi sonras1 3.ayda bakteri goriilme oram ile tedavi
sonras1t 6.ayda Pp goriilme oranlar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli

bulunmamaigtir (p>0,05) (Tablo 4-21).

Ila¢ kullanan olgularda; baslangigta Pp goriilme oran ile tedavi sonrasi
3.ayda Pp de bakteri goriilme oranlar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmamaistir (p>0,05). Baslangicta Pp goriilme orani ile tedavi sonrasi 6.ayda Pp
de bakteri goriilme oranlar1 arasindaki fark da istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir (p>0,05). Tedavi sonras1 3.ayda bakteri goriilme oram ile tedavi
sonras1t 6.ayda Pp goriilme oranlar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli

bulunmamaigtir (p>0,05) (Tablo 4-21).

Tablo 4-22: Tf varhigimin grup ici degisimlerinin degerlendirilmesi
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Test Kontrol
n % pe n % pe

Tf Baslangic 8 66,7 5 55,6

0,016* 0.125
TfTS. 3.ay 0 - 1 11.1
Tf Baslangic 8 66,7 5 55,6

0,016* 0.219
Tf TS 6.ay 0 - 1 11.1
TfTS. 3.ay 0 - 1 11.1
TE TS 6.ay 0 - 1 12,5
o : McNemar test *n<0.05

Test grubu olgularda; Baslangic analizlerde kontrol grubundaki
bireylerin %66,7’sinda Tt varlig1 saptanmustir, ancak tedavi sonrasi 3.ayda kontrol
grubu bireylerin hicbirinden ayni bakteri izole edilememistir; bu durum
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Baslangic Tf goriilme orani ile
tedavi sonras1 6.ayda Tf gorlilme oranlar1 arasindaki fark da istatistiksel olarak

anlamli bulunmustur (p<0,05) (Tablo 4-22).

Kontrol grubu olgularda; Baslangi¢ analizlerde bireylerin %55,6’sinda Tt
varlig1 saptanmistir, tedavi sonras1 3. ayda ise test grubu bireylerin % 11.1’inde
ayn1 bakteri izole edilmistir. Meydana gelen azalmaya ragmen bakteri goriilme
oranlar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05).
Baslangictaki Tf goriilme orani ile tedavi sonrasi 6.ayda Tf goriilme oranlari
arasindaki fark da istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05). Tedavi
sonrast 3.ayda bakteri goriilme orani ile tedavi sonrasi 6.ayda Tf de bakteri
goriilme oranlar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir

(p>0,05) (Tablo 4-22).

Tablo 4-23: Td varhgimn grup i¢i degisimlerinin degerlendirilmesi
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Kontrol Test
n % pe n % pe

Td Baslangi¢ 7 63,6 7 77,8
0,687 0,375

Td TS. 3.ay 5 45,5 4 44,4

Td Baslangi¢ 7 63,6 7 77,8
0,453 0,250

Td TS 6.ay 4 36,4 4 44,4

Td TS. 3.ay 5 45,5 4 50,0
1.000 1.000

Td TS 6.ay 4 36,4 4 44,4

o : McNemar test

Kontrol grubu olgularda; Baslangicta Td goriilme orani ile tedavi sonrasi
3.ayda Td goriilme oranlar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmamaistir (p>0,05). Baslangi¢ Td goriilme orani ile tedavi sonras1 6.ayda Td
goriilme oranlar1 arasindaki fark da istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p>0,05). Tedavi sonras1 3.ayda bakteri goriilme orani ile tedavi sonrasi 6.ayda
bakteri goriilme oranlar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamastir

(p>0,05) (Tablo 4-23).

Test grubu olgularda; Baslangicta Td goriilme orani ile tedavi sonrasi
3.ayda Td goriilme oranlar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmamaistir (p>0,05). Baslangi¢ Td goriilme orani ile tedavi sonras1 6.ayda Td
goriilme oranlar1 arasindaki fark da istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p>0,05). Tedavi sonras1 3.ayda bakteri goriilme orani ile tedavi sonras1 6.ayda
bakteri goriilme oranlar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamastir

(p>0,05) (Tablo 4-23).
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Tablo 4-24: Pg varhigimin grup ici degisimlerinin degerlendirilmesi

Kontrol Test
n % pe n % pe

Pg Baslangic 4 36,4 3 27,3
1,000 1,000

Pg TS. 3.ay 4 36,4 1 11,1

Pg Baslangic 4 36,4 3 27,3
1,000 0,250

Pg TS 6.ay 4 36,4 2 22,2

Pg TS. 3.ay 4 36,4 1 12,5
1.000 1.000

Pg TS 6.ay 4 36,4 2 25,0

o : McNemar test

Kontrol grubu olgularda; Baslangigta Pg goriilme orani ile tedavi sonrasi
3.ayda Pg goriilme oranlar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmamaistir (p>0,05). Baslangicta Pg goriilme orani ile tedavi sonrasi 6.ayda Pg
goriilme oranlar1 arasindaki fark da istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p>0,05). Tedavi sonras1 3.ayda bakteri goriilme orani ile tedavi sonras1 6.ayda
bakteri goriilme oranlar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamastir

(p>0,05) (Tablo 4-24).

Test grubu olgularda; Baslangigta Pg goriilme orani ile tedavi sonrasi
3.ayda Pg goriilme oranlar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmamaistir (p>0,05). Baslangicta Pg goriilme orani ile tedavi sonrasi 6.ayda Pg
goriilme oranlar1 arasindaki fark da istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p>0,05). Tedavi sonras1 3.ayda bakteri goriilme orani ile tedavi sonras1 6.ayda
bakteri goriilme oranlar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamastir

(p>0,05) (Tablo 4-24).
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Tablo 4-25: Aa varhigimn grup i¢i degisimlerinin degerlendirilmesi

Kontrol Test
n % pe n % pe

Aa Baslangi¢ 0 0 1 10,0
1,000 1,000

Aa TS. 3.ay 2 9,1 1 10,0

Aa Baslangi¢ 0 0 1 10,0
0,250 1,000

Aa TS 6.ay 4 27,3 1 10,0

Aa TS. 3.ay 2 18,2 1 11,1
0,500 1.000

Aa TS 6.ay 4 36,4 1 11,1

o : McNemar test

Kontrol grubu olgularda; Baslangicta Aa goriilme orani ile tedavi sonrasi
3.ayda Aa goriilme oranlar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamh
bulunmamistir (p>0,05). Baslangicta Aa goriilme orami ile tedavi sonrasi 6.ayda
Aa goriilme oranlar1 arasindaki fark da istatistiksel olarak anlamli bulunmamastir
(p>0,05). Tedavi sonras1 3.ayda bakteri goriilme orani ile tedavi sonras1 6.ayda
bakteri goriilme oranlar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamastir

(p>0,05) (Tablo 4-25).

Test grubu olgularda; Baslangicta Aa goriilme orani ile tedavi sonrasi
3.ayda Aa goriilme oranlar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamh
bulunmamistir (p>0,05). Baslangicta Aa goriilme orani ile tedavi sonrasi 6.ayda
Aa goriilme oranlar1 arasindaki fark da istatistiksel olarak anlamli bulunmamastir
(p>0,05). Tedavi sonras1 3.ayda bakteri goriilme orani ile tedavi sonras1 6.ayda
bakteri goriilme oranlar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamastir

(p>0,05) (Tablo 4-25).
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Tablo 4-26: Kirmuzi kompleks ( Tf, Td, Pg) varhigimn gruplara gore degerlendirilmesi

129

Kontrol Test .
n (%) n (%) P
0 1(%8,3) 0
1 4 (Td) Td:5
0, 0
Tf+Td+Pg (/033’?) 5 (/045f5) ) oss
Baslangi¢ Td+Pg:2 Tf+Td:2 ,
2 Tf+Td:3 Td+Pg:2
5 (%41,7) 4 (% 36,4)
3(Tf+Td+Pg) 2 (%16,7) 2 (%]18,2)
0 4 (%33,3) 4 (%44,4)
Tf+Td+Pg 1 ggﬁ Td:4
g : 0
TS 3.ay 6(%s50,0)  T(R44D 0,856
) Td+Pg:2 Tf+Td:1
0
2 (%16,7) 1 (%11,1)
Tf+Td:2
0 7 (9%58,3) Td+Pg:2
4 (%44,4)
Tf+Td+Pg Td:1
2 (%16,7)
2 Td+Pg:3 T+Td:2
3 (%25,0) 2 (%22,2)

o : Ki kare test

Gruplarin baslangic Tf, Td, Pg dagilimlar1 arasinda istatistiksel olarak
anlaml farklilik gériilmemektedir (p>0.05) (Tablo 4-26).

Tf, Td, Pg tedavi sonras1 3.ay dagilimlar1 da gruplara gore istatistiksel
olarak anlamli farklilik gostermemektedir (p>0.05) (Tablo 4-26).

Tf, Td, Pg tedavi sonras1 6.ay dagilimlar1 da gruplara gore istatistiksel
olarak anlamli farklilik gostermemektedir (p>0.05) (Tablo 4-26).
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Tablo 4-27: Saf kiiltiirde yapilan PCR incelemeleri sonuglari

Test Kontrol
Pi Pn Pp Pi Pn Pp
Baslangic | 5 1 5 2 1
3. ay S -- 1 -- 3
6. ay 2 2 -- 1 -- 2

Prevotella cinsi bakteriler tiir diizeyinde incelendiginde P. intermedia grubu olarak
adlandirilmig ve PCR ile yapilan tiir ayriminda 19 susun P. intermedia, 5 susun P.
nigrescense ve 8 susun P. pallens oldugu belirlenmistir. Baslangic mikrobiyolojik
incelemede test ve kontrol gruplarinda 5’er hastada P. intermedia, test grubunda 1
hastada P. nigrescense, kontrol grubunda 2 hastada P. nigrescense, test ve kontrol
gruplarindal’er hastada P. pallens’e rastlanmistir. 3. ayda test grubunda P.
intermedia sayisinda azalma gozlenmemistir. Kontrol grubunda ise P. intermedia
pozitif hasta sayis1 1’e diigmiistiir. Kontrol grubunda baslanngigta 1 olan P.
pallens pozitif hasta sayis1 3. ayda 3 olarak gerceklesmistir.

P. gingivalis 1se tiim ¢alisma hastalarinin 5’inde kiiltiir yontemiyle izole edilmistir.
P. gingivalis pozitif bireylerin hi¢birinde kontrol zamanlarinda ayni bakteri izole
edilmemistir (Tablo 4-27). Direk subgingival incelemelerde; test grubunda tiim
ornek zamanlarinda elde edilen suslardan 12’sinin P.intermedia, 3’iiniin P.
nigrescense, 4’Uniin P. pallens oldugu belirlenmistir. Kontrol grubunda ise bu

rakamlar P. intermedia 8, P. nigrescense 1 ve P. pallens 9 olarak gerceklesmistir
(Tablo 4-28) .

Tablo: 4-28: Direk subgingival plak 6rneklerinde yapilan PCR incelemeleri

Test Kontrol

Pi Pn Pp Pi Pn Pp
Baslangic | 4 -- 4 1 3
3. ay 4 1 1 2 -- 4
6. ay 4 -- 2 -- 2
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Resim 1: Buyyonda indol olusumu deneyi.
Indol: pozitif

Resim 2: API ZYM testinin uygulanmasi
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5.TARTISMA

Periodontal hastaliklarin tedavisinde periodontal bagslangic tedavisinin
vazgecilmez bir yeri vardir. Ozellikle iyi plak kontrolii saglandig1 durumlarda dis
ylizeyi temizligi ve kok ylizeyi diizlestirme islemleri ile basarili sonuglar elde
edildigi ve elde edilen iyi halin uzun siireler korunabildigi bilinmektedir. Ancak
basariyla uygulanmis tedaviye ragmen Ozellikle derin ceplerin bulundugu
bolgelerde subgingival plagin persiste kalabilmesi, mikroorganizmalarin dentin
tubuluslar1 ve el aletleri ile yeteri kadar ulasilamayan furkasyon bdlgelerine
yerlesmeleri, bazi patojenlerin yumusak dokuya invaze olabilmeleri, gibi
nedenlerle her zaman istenilen yanit alinamayabilir [2;25;29;144]. Bunun yani
sira periodontal patojenlerin agiz icinde dil, tonsillalar gibi farkli bolgelere
yerlesmeleri nedeniyle buralardan kaynak alan patojenler nedeniyle tedavi sonrasi
erken donemlerde rekolonizasyon, dolayisiyla da hastaligin tekrarlama egilimine
girmesi tedaviyi etkileyen oOnemli bir basarisizlik faktorii olarak kabul
edilmektedir [10]. Cerrahi olmayan periodontal tedavinin basarisini etkileyen tiim
bu faktorler gézoniine alindiginda mekanik tedavinin gesitli antimikrobiyallerle
desteklenmesi giindeme gelmistir [171]. Periodontal tedavide sistemik antibiyotik
kullanim1 ile ilgili ilk c¢aligmalar genellikle tekli antibiyotik uygulamalarmni
icermekteydi (tetrasiklinler, penisilin, klindamisin, metronidazol...). Bir donem
ozellikle agresif periodontitislerin tedavisinde yaygm olarak kullanilan
tetrasiklinlerin 2000’li yillarda yayimnlanan bir arastirmaya gore diseti oluk
sivisinda ulastig1 konsantrasyonun serum konsantrasyonunun altinda kaldig:

gosterilmigtir [153].

Periodontitis lezyonlarinin karigik patojenik bakteri icerigi diisliniildiigiinde ise
kombine antibiyotik uygulamalar1 dikkat c¢ekmistir. Bu kombinasyonlardan
ozellikle metronidazol-amoksisilin 4. actinomycetemcomitans lizerine olan segici
etkisinin yanisira ¢esitli anaerobik periodontal infeksiyonlardaki etkileri nedeniyle
olduk¢a kiymetli bir secenektir [175]. Tim bu bilgiler birlikte
degerlendirildiginde arastirmamizda metronidazol-amoksisilin kombine
kullanimimni1 tercih ettik. Literatiirde Onerilen dozlarin disinda {iilkemizde

antibiyotiklerin regeteye bagli kalmaksizin bilingsiz kullanimmin ve olusmus
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potansiyel bir antibiyotik tolerans sorununun asilmasmin hedeflenmesi ve
literatlirde bizim dozumuzla ayni dozda amoksisilinin (500 mg, 3x1) bizim
kullanimimizdan (7 giin) daha uzun siire uygulanmis olmasi (14 giin) ve yine ayni
calismada amoksisilin ile kombine kullanilan metronidazoliin (250 mg, 3x1) 14
giin siireyle uygulanmis olmasi dolayisiyla daha yiliksek dozda kullanmay1 uygun

gordiik [85].

Periodontal baslangic tedavisi sonrast ilk klinik degerlendirmeyi 3. ayda
yaptik. Tedavinin uzun donem etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla 6. ayda da
tiim degerlendirmelerimizi tekrarladik. Diizenli plak kontroliine sahip bireylerde
cerrahi olmayan periodontal tedavi sonrasi iyilesmenin ~3-6 ayda tamamlanmasi

nedeniyle kontrol zamanimizi bu siireyle sinirli tutmay1 uygun gordiik [152].

Calismaya katilan bireylerden 2’sinde ilag kullanimi esnasinda diyare,
I’inde ise bas donmesi sikayeti meydana geldi. Arastirmada yer alan bireyler
diizenli araliklarla plak kontrolii agisindan izlendi ve gerekli goriilen durumlarda

supragingival dis yilizeyi temizlikleri tekrarlandu.

Periodontitis diseti iltithabinin varligi, periodontal cep olusumu, atagsman
kayb1 ve alveolar kemik kaybiyla karakterize bir hastaliktir [73]. Uygulanmis olan
tedavinin klinik olarak etkinliginin anlagilmasi ancak bu parametrelerdeki
degisimin 6l¢iilmesiyle miimkiin olmaktadir. Bu dlgiimlerden en sik kullanilanlar1
ve klinik kullanima yonelik olanlar1 plak indeksi, gingival indeks, sondalama
derinligi ve klinik atagsman seviyesi dl¢timleridir. Biz calismamizda tiim 6lgtimleri

her bir dis icin 6 noktadan gerceklestirdik.

Matriks metalloproteinazlarin (MMP’ler) asil islevi hiicre plazma
membrant veya ekstraseliller matriks icinde bulunan proteinlerin yikimidir.
Ekstraseliiler matriks kollajen iceren ve kollajen igcermeyen proteinlerden olusur.
Kollajenazlarin kollajen substrata erisebilmeleri i¢in dncelikle belirli MMP’lerin
proteoglikanlar1 ve fibronektini ortadan kaldirmasi gerekir [154]. Fibroblastlar,
keratinositler, notrofiller, makrofajlar ve endotelyal hiicrelerden olusan
periodontal doku hiicreleri MMP’lerin asil kaynaklarini olustururlar. Periodontal
dokularmn saglik durumunda kollajen homeostaz1 MMP-1’in kontrolii altindadir.
[itihap durumunda ise cesitli mediatdrler MMP diretimini artirirlar. MMP

fonksiyonlarmin diizenlenmesinde ise en 6nemli gorev bunlarin endojen doku
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inhibitorleri (TIMP’ler) ile a2-makroglobuline diismektedir. Doku inhibitorleri de
tipki MMP’ler gibi fibroblast, keratinosit, endotel hiicreleri, makrofajlar gibi
konak hiicreleri tarafindan iiretilirler. Iltihapli periodontal dokularda MMP’ler ile
TIMP’ler arasindaki dengenin bozulmasi klinik atasmanin ve alveol kemiginin
kaybiyla sonuclanir. Saglik, gingivitis, kronik periodontitis, agresif periodontitis
gibi farkli kosullar altinda diseti dokulari, diseti oluk sivisi ve tiikriikte farkli
seviyelerde MMP kombinasyonlar1 gosterilmistir [77;86].

Matriks metalloproteinaz seviyelerinin doku yikimi ve remodeling
esnasinda artig gosterdigi bilinmektedir. Pek ¢ok in vitro ve in vivo g¢alismada
MMP’ler ile periodontal hastalik arasindaki iligki ortaya koyulmustur.
Periodontitisli bireylerde diseti oluk sivis1 ve doku 6rneklerinde MMP-1, MMP-2,
MMP-3, MMP-8 ve MMP-9 varlig1 gosterilmistir [3;202].

Hastaligin remisyon periyotlarinda ise matriks metalloproteinazlarin doku
inhibitorlerindeki (TIMPler) artis sayesinde dokuda tekrar bir denge gelisir. Soell
ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada periodontitisli bireylerin diseti oluk sivis1 ve
doku oOrneklerinde saglikli kontrollere gore daha yiiksek oranda MMP-1 ve
anlaml daha diisiik seviyelerde TIMP-1 g6zlenmistitir [186].

Periodontal hastalik aktivitesinin belirlenmesinde yikimin goriildigi
bolgelerde diseti oluk sivisi seviyelerinde artis oldugu bilinen MMP-1’in
incelenmesi etkili bir yontemdir. Biz ¢alismamizda MMP-1 seviyeleri ile ayni
kollajenazin doku inhibitérii olan TIMP-1 seviyelerinde tedaviye bagli olarak
gelisen degisimleri inceledik. Diseti oluk sivist 6rnekleri tedavi 6ncesinde klinik
Olciimlerden 1 hafta sonra, tedavi sonrasi takip donemlerinde ise klinik dlgiimler
oncesinde elde edilmistir. Ornek alim ydntemi gere¢ ve ydntem boliimiinde

ayrintili olarak anlatilmis olup, literatiirle uyumludur.

Subgingival plagin mikrobiyolojik incelemesi etyolojiye yonelik
arastirmalarm yanisira periodontitisin  klinik tedavisinde dogru antibiyotik
seciminde de kullanilmaktadir. Mikrobiyolojik incelemenin dogru sonug
vermesinde etkili faktorler den biri de plagin toplanmasinda kullanilan tekniktir.
Tanner ve Goodson [196] Kkiiret, scaler, paper point, kaniil ve cep irrigasyonu
yontemlerini degerlendirmislerdir. Kiiltlir caligmalarinda paper point ile 6rmnek

toplama yonteminin daha yaygin kullanildigini ancak burada o6zellikle dokuya
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yapisik olan mikroorganizmalarda kayip olabilecegini bildirmislerdir. Kornman
ise [94] kiiretle plak toplama yOnteminden Ozellikle subgingival ekolojinin
bozulmasmin istenmedigi durumlarda kac¢milmasi gerektigini bildirmistir.
Loomer kiiret ve paper pointle plak toplama yontemlerini kendi iglerinde
degerlendirmis ve paper pointlerle subgingival plagmn dig tabakasindan daha
patojen olan mikroorganizmalarin toplanabildigini belirtmistir [112]. Jervoe ve ark
tarafindan 2007°de yaymlanan arastirmaya gore ise kiiret ile plak toplama
yontemiyle tiim Ornekleme zamanlarinda daha fazla total bakteri sayilarina
ulasilmig, ancak hedef bakteriler agisindan bulgular degerlendirildiginde ki

yontem arasinda benzer sonuglara rastlandig1 bildirilmistir [88].

Calismamizda periodontal patojen varliginin belirlenmesinde literatiirdeki
antibiyotik caligmalariyla uyumlu olarak kantitatif veriler elde edebilmek amaciyla
standart kiiltiir yontemi kullanilmis, daha sonra ayni 6rneklerde PCR analizleri de
yapilarak sonuclar karsilastirilmistir. Varligr kiiltiir yontemiyle de arastirilan
Porphyromas gingivalis ve Prevotella cinsi bakterilere ek olarak Actinabacillus
actinomycetemcomitans (Aggregatibacter actinomycetemcomitans), Treponema
denticola, Tannerella forsythia da aranmistir. Prevotella intermedia grubunun tiir

ayrimui (P. intermedia, P. nigrescense, P. pallens) PCR yontemiyle yapilmistir.

Kiiltiir yontemi periodontal patojenlerin belirlenmesinde kullanilan
referans yontemdir. PCR yontemleri ise (geleneksel veya real-time) hassas ve hizli
yontemlerdir. Real-time PCR ile ayn1 zamanda kantitatif sonuglar da
almabilmektedir. Bizim ¢alismamizda gerek kiiltiir gerekse PCR yOntemleriyle
varliklar1  arastirilan  bakterilerden  Actinobacillus — actinomycetemcomitans
Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia ve Treponema denticola’nin hem
periodontitisler hem de periimplantitislerle iligkileri ortaya konmustur

[46;80;167;172;181;209].

Anaerobik kiiltliir yontemi canli hiicrelere dayali bir yontemdir. Bu teknik
varolan tiim patojenlerin spesifik olmayan yolla arastirilabilmesini saglar [168].
Bu sekilde beklenmedik patojen kolonileriyle de karsilagilabilir. Rutin problarla
ise bunu gergeklestirmek miimkiin degildir. Bu gibi avantajlarinin yanisira
problarla karsilastirildiginda ozellikle diisiik konsantrasyonlardaki

mikroorganizmalar1 saptayamamaktadir. Kiiltiir yonteminde bakterinin saptanma
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esigi 10° iken molekiiler tekniklerde ayn1 esik 10* dir. Real-time PCR ydnteminde,
Problar ve/veya primerlar hem yasayan hemde Oli bakteri DNA’smi1
belirleyebilmektedir. Bu sekilde periodontal cebin hedef bakteriyle ilgili
tarihcesini yansittigr sOylenebilir [214]. Burada degerlendirilmesi gereken bir
diger konu klinik kullanimda hangi yontemin daha kiymetli oldugudur. Anaerobik
kiiltiir yontemi cebin i¢inde bulundugu devinimle ilgili daha fazla bilgi verirken
PCR yontemleri ise mevcut periodontitisin tarihgesini sunar. Problarla diisiik
konsantrasyonlarda dahi cep i¢inde yasayan veya yasamis patojenler belirlenebilir.
Bu sekilde yanizca hedef patojenlerle ilgili olarak daha hassas bir yontem oldugu
sOylenebilir. Analiz siirelerinde ise anaerobik Kkiiltiir yonteminde 7-8 giin
gerekliyken PCR i¢in bu siireler ¢ok daha kisadir. Kiiltlir yonteminin bilinen en
onemli avantajlarindan biri de antibiyotik duyarlik testlerinin yapilabilmesidir..
Konvansiyonel ve molekiiler teknikler birbirlerini tamamlayici teknikler olarak

degerlendirilebilir.

Geleneksel mikrobiyolojik teknikler kullanilarak mikrobiyolojik ag¢idan
karmagsik ekosistemlerle ilgili genis skalali c¢aligmalar yapmak miimkiin
olamamaktadir. Molekiiler yOntemlerden real-time PCR ydntemi pek ¢ok
avantajina ragmen farkl tiirleri iceren genis miktarda miktarlardaki Orneklerin
incelenmesi i¢in uygun bir yontem olamamaktadir [214]. Yeni prob-hedef
formatindaki molekiiler yontemlerden checkerboard DNA-DNA hibridizasyon ise
fazla sayida tiir iceren ¢ok miktardaki 6rnegin detayli seklide calisiimasina izin
veren bir yontemdir. Bu yontem ilk kez Socransky ve ark. tarafindan
tanimlanmistir [183]. Oral  bakterilerin tespit edilmesinde 40 adet tiire 6zgii
DNA-DNA hibridizasyon probu kullanilan ¢alismada subgingival plak i¢indeki
bakteri tiirlerinin birbirinden farkli kompleksler halinde bulunduklar:
gosterilmistir. Socransky ve ark. cluster analizi kullanarak 5 ana bakteri kompleksi
gozlemlemislerdir. Bunlardan Pg, Tf ve Td’ den olusan kirmiz1 kompleks 6zellikle
sondalanabilir cep derinligi ve sondalamada kanama gibi klinik parametrelerle
yakindan iligkilidir [181]. Checkerboard yontemi saglikli ve gingivitisli bireylerde
supra ve subgingival plagin mikrobiyal i¢eriginin belirlenmesinde, periodontal
durumla iligkili olarak tiikriik mikrobiyota seviyelerinin belirlenmesinde,
subgingival plak icerigi ve sigara iliskisinin belirlenmesinde, farkli cografik

bolgelerde subgingival mikrobiyotadaki farkliliklarin gozlenmesinde, etnik/irk
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iligkili gruplarda pariodontal durumun saptanmasinda, ayrica farkli periodontal
tedavilerin etkinliklerinin degerlendirilmesinde kullanilmistir [20;35;54;81;83].

Bu teknik hizli, hassas ve diger molekiiler yontemlere gore daha ucuzdur .

Periodontal yeniden degerlendirmenin dokiimante edildigi pek ¢ok
literatiirde en uygun yeniden degerlendirme zamani olarak 2 hafta ile 6 ay arasinda
degisen zaman araliklari ifade edilmektedir. Amerikan Periodontoloji
Akademisi’nin konsensiis raporuna gore ise tedavi sonrasi baslangi¢ yanitin
degerlendirilmesinde 4-6 haftalik zaman araliginin yeterli oldugu bildirilmektedir
[30]. Tedavi sonras1 1. haftada cep derinliginde meydana gelen siglasmanin diseti
cekilmesiyle meydana geldigi, sonraki 3 haftalik zaman diliminde meydana gelen
siglasmanin ise klinik atasman seviyesindeki artigla ilgili oldugu bildirilmistir.
Periodontal baslangic tedavisi sonrasi uygun degerlendirme sartlar1 su sekilde

siralanabilir;

e BT (baslangic tedavisi) sonrasi dis yiizeyinde yeniden baglanti
epitelinin olusumu i¢in 1-2 haftanin ge¢cmesi gerekmektedir; iki

haftadan once yapilan klinik degerlendirme icin asir1 erkendir.

e BT sonrasinda bag dokusunun tamiri i¢in 4-8 haftalik bir zamanin

gecmesi gerekmektedir.

e Mekanik temizlik sonrasi subgingival mikroflora yeniden iki ay
icinde tedavi Oncesi kompozisyonuna ve seviyelerine donme
egilimindedir.

e Iki aydan daha uzun bir siire sonra yeniden degerlendirme

yapilmast patojen bakteriler periodontal cepler i¢inde yeniden

cogalmis olacaklar i¢in uygun degildir.

e Literatiirle uyumlu olarak BT sonrasi 4-8 hafta arast1 uygun

degerlendirme zamani olarak diisiiniilebilir.

e Belirlenen zamanda klinik degiskenlerde 6zellikle anterior dislerde
azalma beklenirken ayni diizeyde iyilesmeye furkasyon bolgelerine

sahip cok koklii dislerde rastlanmayabilir.
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e Okliizal diizenleme sonrasi yeniden degerlendirme icin ise 6-12 ay

beklenmelidir. [160].

Periodontal baslangi¢ tedavisinin amaci iltthabin parametrelerinin azaltilarak
¢Oziilmesi, cep derinliginde siglasma elde edilmesi, klinik atagsman seviyesinde
kazang saglanmasinin yanisira telkinlerle hastanin agiz bakimi aligkanliklarinin
optimum diizeylere ulastirilarak tedavinin 1yi  sonuglarmin  devamimin

saglanmasidir.

Calismamizda tedavi prosediirii dort segment dis ylizeyi temizligi ve kok ylizeyi
diizlestirme islemlerinin tamamlanmasi seklinde tasarlanmistir. Test grubu
mekanik temizligin basladig1 birinci giinde antibiyotik kullanmaya basladi, kontrol
grubu ise baslangic tedavisini destekleyici nitelikte herhangi bir ilag veya
antiseptik kullanmadi. Antibiyotik kulllanim siiresinin bir hafta olmas1 dolayisiyla

baslangi¢ tedavisinin de her iki grupta bir hafta i¢inde bitirilmesi planlandu.

Ik kez Quirynen ve ark. tarafindan tanimlanan ‘tek asamal1 baslangic tedavisi’ tek
seansta dort segment dis yiizeyi temizligi ve kok yiizeyi diizlestirme islemlerinin
tamamlanmas1 esasina dayanmaktadir. Burada amag tedavi edilmemis bolgelerden
tedavisi tamamlanmis bolgelere olacak olan muhtemel bulagmanin Oniine
gecmektir [138]. Calisma sonuglarina gore tek seansta tedavisi bitirilen grubun
klinik ve mikrobiyolojik bulgular1 daha iyidir. Apatzidou ve Kinane tarafindan
daha sonra yaymlanan, tek asamali tedavi ile kadranlarmm farklh haftalarda
tedavisinin klinik ve mikrobiyolojik degiskenler agisindan karsilastirildig:
calismaya gore ise gruplar arasinda takip zamanlarinda anlamli fark bulunmamistir
[6;7]. Biz de ¢alismamizda hasta acgisindan tolere edilmesi daha kolay olan iki

asamali tedavi seklini tercih ettik.

Calismamizin kantitatif mikrobiyolojik bulgularinda her iki grupta da total
bakteri sayilarinda baslangic degerlere gore azalma meydana gelmis ancak test
grubunda meydana gelen azalma kontrol grubuna gore daha fazla diizeyde
gerceklesmistir (Tablo 4-6). Zorunlu anaerob bakteri sayilarinda ise yine test
grubunda 3.ayda kontrol grubuna gore daha fazla azalma meydana gelmis, 6.ayda
bakteri sayilar1 her iki grupta da tekrar artmustir (Tablo 4-8). Periodontal hastalikla
yakindan iligkilendirilen siyah pigmentli patojen sayilarinda ise her iki grupta da

baslangica gore 3. ve 6. aylarda istatiksel anlamli azalma meydana gelmis (Tablo
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4-9), ancak farklarin degerlendirmesine bakildiginda test gubunda istatistikesl
anlamli farklilik goriilmektedir (Tablo 4-10). Bu durum kullanilan antibiyotiklerin
ozellikle yakin takip doneminde (3. ay) daha etkili olmasiyla aciklanabilir. 6.ayda
kontrol grubunda test grubuna gore daha az sayida siyah pigmentli patojen izole
edilmesi ise baslangigta test grubunda anlamli diizeyde daha fazla siyah pigmentli

bakteri bulunmaszyla iligkili olabilir.

Calismamizda idame fazinda (baslangi¢ ile 3.ay, 3.ay ile 6.ay arasi) yalnizca
supragingival temizlik yapilmistir. Periyodik yapilan subgingival temizlikler
idame fazinda daha fazla tercih edilmekle birlikte supra ve subgingival temizligin
idame fazindaki etkilerinin dogrudan karsilastirildig: tek calisma olan Jenkins’in

calismasinda anlamli farktan bahsedilmemektedir [87].

Calismamizin klinik bulgular1 plak indeks skorlarmin her iki grupta iki takip
zamaninda da ( 3. ay ve 6. ay) anlaml1 diizeyde azaldigini, test ve kontrol gruplar1
arasinda fark olmadigmi gostermektedir. Bu durum dort haftada bir yapilan
supragingival temizlik ve proflaksi islemleri, ayn1 zamanda agiz bakimi egitiminin
her seansta tekrarlanmasiyla agiklanabilir. Gingival indeks degerleri de plak
skorlarina paralel olarak her iki takip doneminde de anlamli diizeyde azalmis ve
yine test ve kontrol gruplar1 arasinda fark bulunmamistir. Calismamizin bu

bulgulart literatiirle uyumludur [15;83;133].

Calismamizda baslangic cep derinliklerine goére ayrim yapilmamis olup, dl¢iimler
ag1iz i¢cinde bulunan tim dislerden, Ornekler ise tek kok/gok kok ayrimi
yapilmaksizin en derin periodontal cep bolgelerinden elde edilmistir. Literatiirdeki
diger calismalara goére daha sig olan baslangic atasman seviyeleri ve cep
derinlikleri s1g bolgeler nedeniyle agiz ortalamasinda meydana gelen azalmayla

iliskilidir [15;149].

Literatiirde antibiyotik kullanimina iliskin yeralan pek c¢ok derleme ve meta-
analize ragmen halen belirli hastalik tiplerine 0zgii standart protokoller
bulunmamaktadir . Subgingival biofilmlerde bulunan mikrobiyal komplekslerin
farkliligi nedeniyle kisiye Ozgii ilag seciminde mikrobiyolojik Ornekleme,
antibiyotik duyarlik testleri ve ilacin DOS konsantrasyonlar1 ile minimum

inhibitdr konsantrasyonlar1 (MiK) bilinmelidir [13;82].
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Calismamizda klinik atagsman seviyelerinde 3. ayda elde edilen kazancin
stabilitesini koruyamadig1 ve 6. aya ulasildiginda atagsman kaybinin (klinik olarak
anlamli olmasa bile) basladig1 goriilmektedir. Hasta grubumuz generalize agresif
periodontitisli bireylerden olusmaktadir. Bu durum bu hasta grubunda konak

savunmasindaki yetersizligin bir géstergesi olarak kabul edilebilir [91].

Calismamizin  subgingival plak Orneklerinden dogrudan yapilan PCR
incelemelerinin sonuglarma baktigimizda; P. intermedia prevalansinda; test
grubunda baslangi¢ degerler ile takip donemleri arasinda prevalansta degisiklik
meydana gelmemistir. Kontrol grubunda ise P. intermedia prevalansinda 6. ayda
%350 azalma gerceklesmis, ancak tam eliminasyon meydana gelmemistir. Bununla
birlikte ¢galismamizin kantitatif bulgularinda siyah pigmentli patojen sayisinda her
iki grupta anlamli azalma meydana gelmistir. P. pallens prevalansinda; kontrol
grubunda baslangigta P. pallens (+) olan bes bireyin birinde 3. ayda P. pallens
eliminasyonu goriilmiis, 6. ayda ise prevalansta azalma devam etmistir. Test
grubunda 3. ayda P.pallens prevalanst artmis, 6. ayda ise tekrar baslangic
diizeyine donmiistiir (Tablo 4-16). Literatiirde bu bakteri ile ilgili antibiyotik
calismast yoktur. Biz bakterinin azaltilmasi/eliminasyonunun yalnizca mekanik
tedavi ile saglanabilecegini diisiinmekteyiz. 7. forsythia prevalansinda; test
grubunda baslangigta T.forsythia (+) olan sekiz hastanin higbirinde 3. ve 6. aylarda
aynt bakteriye rastlanmamis olup, tam eliminasyon saglanmistir. Kontrol
grubunda ise T.forsythia (+) olan bes hastanin birinde 3. ayda ayni bakteriye
rastlanmig, 3. ayda olusan tablo 6. ayda korunmustur (Tablo 4-22). T. denticola
prevalansinda; her iki grupta da baslangigta 7 olan T.denticola pozitif birey sayisi
test grubunda 3. ayda 5, kontrol grubunda ise 4 olarak saptanmistir. 6. ayda ise test
grubunda 7. denticola pozitif birey sayis1 4’e diigsmiis, kontrol gubunda herhangi
bir degisim s6z konusu olmamistir. (Tablo 4-23). Literatiir ile uyumlu olarak
yalnizca mekanik tedavi ile bakteri uzun siireler baskilanabilir. P. gingivalis
prevalansina baktigimizda; kontrol grubunda dokuya invaze olma yetenegi bilinen
P. gingivalis’in prevalansinda takip zamanlarinda azalmaya rastlanmamistir
(Tablo 4-24). Literatiirde bakterinin antibiyotik kullanimmin hemen sonrasinda
(10. giin) eliminasyon bildiren ¢alismalar mevcuttur [50;57;58], ancak bizim
antibiyotik uygulama sonrasi ilk degerlendirmemiz 3. ayda gerceklesmistir. Test

grubunda ise 3. ayda prevalansta baglangica gore azalma meydana gelmis, ancak
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6. ayda tekrar baslangi¢ degerlere donme egilimi kazanmistir. Bu durum agiz igi
diger bolgelerden bulasma sonucunda rekolonizasyon ihtimalini akla
getirmektedir. Bulgularimiz literatiir ile uyumludur. A. actinomycetemcomitans
varliginda; kontrol grubunda baslangicta Aa varlig1 tespit edilememistir. Ancak
diger takip donemlerinde 4. actinomycetemcomitans pozitifligine rastlanmis, 3.
ayda iki bireyde A. actinomycetemcomitans goriiliirken, 6. ayda dort bireyde
bakteri varligina rastlanmistir. Bu durum A. actinomycetemcomitans’nin mekanik
tedavi ile yetersiz eliminasyonu ya da agiz i¢i diger bdlgelerden bakterinin
bulagmasiyla iliskilendirilebilir. Test grubunda ise bir hastada baslangigta tespit
edilen pozitiflik devam etmis, ancak A4. actinomycetemcomitans prevalansinda
artls olmamistir. Bu durum antibiyotik ile diger bolgelerde bulunan bakterinin de
baskilanmis olabilecegini diisiindiirtmektedir. Ancak literatiir karsilagtirmasi

yapmak i¢in sayimiz yetersizdir.

Ehmke ve ark. tarafindan yapilan 24 ay takipli calismada bizim ¢alismamizin PCR
incelemelerinde varliklarin1 arastirdigimiz patojenlere yine PCR yontemiyle
bakilmistir [50]. Calismanin [50] mikrobiyolojik  bulgularina gore;
A.actinomycetemcomitans dismda varlhigi arastirilan hicbir patojende uzun
donemde tam bir eradikasyon saglanmamistir. 24.ayin  sonunda ise
A.actinomycetemcomitans prevalansmmm kontrol grubunda da azalmis olmasi
nedeniyle gruplar arasinda anlamli fark gergeklesmemistir. Ancak 3. ve 18.aylar
arasi degerlerde test grubunda bakteri anlamli oranda azalmistir. Test grubunda
yalnizca bir hastada P. gingivalis eradikasyonu saglanmistir. P. gingivalis
prevalansiyla ilgili gegici azalmaya yalnizca antibiyotik uygulama sonrasi 10.
glinde saglanmistir. Bizim ¢alismamizda ise P. gingivalis izolasyon bulgularina
bakildiginda baslangigta P. gingivalis pozitif olan 3 bireyden birinin pozitifligini
korudugu, 6. ayda ise iki bireyde yeniden pozitiflik saptandig1 goriilmektedir. P.
intermedia, ve T. denticola prevalansinda ise her iki tedavi sekli ile de eradikasyon
saglanamamis, T.forsythia ise test grubunda eradike edilmistir. Pi prevalansinda
test grubunda tedavi sonrasi degism olmamistir. Ehmke’nin c¢alismasinda [50]
A.actinomycetemcomitans’m 24 aya kadar olan baskilanmasi ve yine P.
gingivalis’nin 10. giine kadar siiren baskilanmasi disinda uygulanan tek seferlik
destekleyici kombine antibiyotik tedavisi ile diger patojenlerin (E. corrodens,

Treponema ssp., T.forsythia) prevalans profillerinde herhangi bir azalma
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olmamakla birlikte E. corrodens’de artis, T.forsythia’da ise yalnizca gegici bir
azalmayla karsilasilmistir [50]. Bizim calismamizda T.forsythia 3. ve 6. ay
kontrollerde test grubunda eradike edilmis, kontrol grubunda ise yalniz bir hasta
pozitifligini devam ettirmistir. Calismamizin T. forsythia’ya iliskin bulgular1 bu
calismayla uyumsuz, 7. denticola prevalansinda her iki gruptada Ehmke’nin
bulgularinda rastlanan artisin olmayip, hatta azalma gozlenmis olmasi1 nedeniyle
uyumsuz, P. intermedia prevalansinda ise her iki grupta da anlamli azalma

meydana gelmemesiyle uyumlu bulunmustur.

Haffajee ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada [83] inat¢1 periodontitisli bireylerde
periodontal baslangi¢ tedavisi uygulanmig, PD>4 mm olan bdlgelere tetrasiklin
fibriller yerlestirilmis. Baslangi¢c tedavisinin ilk seansiyla birlikte hastalara
metronidazol 250 mg, 3x1 ve amoksisilin 500 mg, 3x1, 14 giin siireyle
kullandirilmis. Calismanin  klinik bulgularma bakildiginda klinik atagsman
seviyesinde gelisimin 6. ve 12. aylar arasinda gerceklestigi ve 24. aya kadar
devam ettigi goriilmektedir. Tedaviye iyi yanit veren grupta elde edilen atasman
kazanci 0.77+£0.11 mm olarak gergeklesmis. Bizim calismamizda ise 3. ayda
kontrol grubunda ortalama 0.99+0.62 mm, test grubunda ise 1.13 +0.40 mm
kazang elde edilmistir. Bu degerler Haffajee’nin degerlerinden daha yiiksektir.
Ancak yine ¢alismamizda 6. ayda atagsman seviyelerinde 3. aya gore her iki grupta

da klinik olarak thmal edilebilir diizeylerde kayip meydana gelmistr.

Calismanin mikrobiyolojik bulgularina bakildiginda tedavi sonrasi bulgularda
turuncu ve kirmizi kompleks iiyelerinin ¢ogunlugu (P.intermedia, P.nigrescense,
T forsythia, P.gingivalis) 3. ayda meydana gelen azalmay1 devam ettirmemis ve
9-24 aylar arasinda tekrar artis egilimine girmistir. Bizim c¢alismamizda ise 7.
forsythia test grubunda eradike olmus, T.denticola her iki gruptada benzer
diizeylerde ancak istatistiksel anlam ifade etmeyen oranlarda azalmis, P.gingivalis

ise 3. ayda azalip, 6. ayda tekrar artmaya baslamistir.

Pavicic ve ark. tarafindan yapilan calismada (1994) 48 adet lokalize agresif
periodontitisli hastaya periodontal baslangi¢ tedavisi sonrasi ayni antibiyotik
kombinasyonu uygulanmistir [133]. Klinik Olgiimler ve Orneklemeler bizim
calismamizla uyumlu olarak tedavi sonrasi 3. ayda, sonraki orneklemeler ise

kontrol zamani daha uzun tutularak 24. ayda gerceklestirilmistir. Calismada kanl
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agar petrilerde P. gingivalis, P.intermedia, P. micros, B.forsythus sayilar ile total
bakteri sayilarina bakilmis, ayrica TSBV agar petrilerde lireyen Aa kolonileri yine
sayilarak kantitatif veriler elde edilmis. Calismada baslangicta bulunan yiiksek Aa
prevalansinin  arastrmaya dahil edilen hasta grubuyla ilgili oldugu
disiiniilmektedir. Calisma  bulgularma goére bu kombinasyon Aa’nin
eliminasyonunda son derece etkilidir. Baslangicta Pg pozitif olan bireylerden
2’sinde yine Pg pozitifligine rastlanmistir. Pi sayilarinda anlamli azalma
gozlenirken, tam eliminasyon saglanmamistir. Calismanin bulgulart bizim
bulgularimizla uyumludur. Ayni ¢alismanin klinik bulgularina bakildiginda;
hastalarin ¢ogunda 24. ayda da devam eden klinik atasman kazanci ve cep
siglagmas1 goriilmiis, birka¢ hastada ise bizim ¢alismamizla uyumlu olarak 1. ve 2.
kontroller arasinda hastalik seyrinde ilerlemeye rastlanmistir. Calismamizin klinik

bulgular1 da bu yondedir.

Van Winkelhoff ve ark. tarafindan yapilan calismada ise (1989)
kombinasyonun Aa’nin eliminasyonunda oldukc¢a etkili oldugu, ancak Pi
sayllarinda anlamli azalma saglamadigi bildirilmistir. Pi sayilarinda ise bizim
calismamizda test grubunda azalma meydana gelmis, ancak bu azalmanin
istatistiksel anlam ifade etmedigi belirlenmistir. Calismanin klinik bulgular1
mikrobiyolojik bulgular ile korelasyon gostermektedir. Bizim ¢aligmamizda da
mikrobiyolojik diizeyde iyilesmeye klinik bulgulardaki diizelme eslik etmektedir
[211].

Van Winkelhoff ve ark. tarafindan yapilan ayni antibiyotik
kombinasyonunun kullanildigi, 118 denegin dahil edildigi bir diger ¢aligmada
(1992), denekler lokalize agresif peiodontitis, kronik periodontitis ve inatci
periodontitis gruplarma ayrilmis [212]. Baslangi¢ tedavisi tamamlandiktan sonra
tiim gruplara antibiyotik kombinasyonu uygulanmis ve kiiltiir yontemi kullanilarak
periodontal patojenlerden A.actinomycetemcomitans, P.gingivalis ve P.intermedia
varliklarina bakilmis. A.actinomycetemcomitans pozitif olan 118 bireyin 114’
iinde tedavi sonras1 Aa saptanmamis. Baslangicta P.gingivalis (+) 34 bireyin
dordiinde tekrar P.gingivalis, baslangicta P.intermedia (+) olan 67 bireyin ise
32’sinde tekrar P.intermedia’ ye rastlanmstir. Sonu¢ olarak c¢alisma;

A.actinomycetemcomitans lizerinde anlamli etkiler bildirirken P.gingivalis pozitif
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birey sayisinda anlamli azalma, P.intermedia pozitif birey sayisinda is yar1 yariya
azalma bildirilmistir. Bizim ¢alismamizin PCR bulgularina gore P. intermedia
prevalanst test grubunda azaltilamamistir. Ayni1 caligmanin klinik verilerine
bakildiginda farkli periodontitis tiplerinde tedavinin klinik sonuglar1 arasinda fark
goriilmezken, grup i¢i karsilagtirmalarda baslangic ve tedavi sonrasinda anlamli
farkliliklar goriilmektedir. Bizim calismamizda da grup i¢i karsilastirmalarda

klinik parametrelerde anlamli farkliliklar bulunmustur.

Flemmig ve ark. tarafindan yapilan kontrolli calismaya
A.actinomycetemcomitans ve/veya P. gingivalis (+) olan 48 eriskin periodontitisli
bireyler dahil edilmis ve bireyler ayni bakterilerin varligi acisindan
degerlendirilmis [58]. Test grubuna baglangic tedavisi ile birlikte metronidazol
250 mg, 3x1 ve amoksisilim 375 mg, 3x1, 8 giin siireyle uygulanmig, subgingival
plak o6rnekleri baslangic, 10. giin, 3., 6., 9. ve 12. aylarda elde edilmistir. Bakteri
analizleri PCR yoOntemiyle gerceklestirilmistir. Calismanin mikrobiyolojik
bulgularinda test grubu hastalarda A.actinomycetemcomitans’nin saptanma
oranlar1 anlamli diizeyde azalmis. Antibiyotik tedavisi subgingival plak iginde
bulunan A.actinomycetemcomitans tizerine etkin bulunurken ayni1 anlamli
sonuglara miik6z membranlarda bulunan A.actinomycetemcomitans’ ya iliskin
olarak rastlanmamis. P. gingivalis prevalansinda yalnizca antibiyotik
uygulamasinin hemen sonrasindaki 10. glinde ve test grubunda anlamli azalma
goriilmiis, 6. ve 12. aylar arasinda gruplar arasinda anlamli fark goriilmemistir.
Baslangicta (+) olan 15 test grubu hastasmin yalnizca ikisinde kontrol
zamanlarinin hi¢ birinde bakteriye rastlanmazken, kontrol grubu hastalarinin
tamaminda takip zamanlarinda ayni bakteriye rastlanmis. Arastiricilar P.
gingivalis prevalansinda azalmayla yalnizca 10. giinde karsilagmislardir; bulgular
bu yoniiyle Ehmke’nin bulgulariyla da korelasyon gostermektedir. Bizim
calismamizin bulgular1 da baslangigta P. gingivalis (+) olan kontrol grubu
hastalarin diger kontrol zamanlarinda da ayni bakteriye rastlanmis olmasi, test
grubu hastalarin ise yalnizca birinde tiim kontrol zamanlarinda tam eliminasyon
saglanmis olmasiyla Flemmig’in bulgulariyla uyumludur.  Ayni calismada
antibiyotik kombinasyonunun A.actinomycetemcomitans’nin saptanma sikligina
iliskili bulgularina bakilacak olursa test ve kontrol gruplar1 arasinda anlamli farkin

yalmizca 9. ve 12. ay kontrollerde gerceklestigi goriilmektedir. Bizim
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calismamizda gruplar arasinda 4. actinomycetemcomitans ile ilgili anlamli fark

hi¢bir kontrol zamaninda goriilmemistir

. Calismanin klinik bulgularinin sunuldugu diger calismada [57] yalnizca
bir hastanin P. gingivalis (-) olmas1 dolayisiyla istatistiksel degerlendirme
yapilamamis, ancak P. gingivalis varhigindan bagimsiz olarak baslangicta A.
actinomycetemcomitans (+) olan test grubu hastalarinda tedavi sonrasi atagsman
kazanci insidanst 2 mm daha yiiksek bulunmus. A. actinomycetemcomitans’in
baskilandigt  yedi test ve ii¢ kontrol grubu hastasinda ise A4.
actinomycetemcomitans’in persiste kaldigir hastalara goére daha fazla atagsman
kazanci saglanmis. Bizim c¢alismamizda ise klinik bulgular bakteri varligina gore
degerlendirilmemistitr. Ancak tedavi gruplari1 arasinda meydana gelen yaklasik

atagman kazanci1 ve cep siglasmasi agisindan fark bulunmamastir.

Generalize agresif periodontitisli bireylerin dahil edildigi ve ayni
antibiyotik kombinasyonunun destekleyici etkisinin degerlendirildigi plasebo
kontrollii ¢alismada [223] mikrobiyolojik analizler baslangicta ve ilag bitiminden
sonraki 3. ayda yapilmis [223]. Kiiltir yontemi  kullanilarak
A.actinomycetemcomitans, B. forsythus, P. gingivalis, P. intermedia, F. nucleatum
ve P. micros varliklar1 arastirilmis. Calismanin mikrobiyolojik bulgularma
bakildiginda P. gingivalis, , B. forsythus ve P. intermedia pozitif birey sayisi
acisindan antibiyotik ve plasebo kullanan gruplar arasinda anlamli fark bulunmus.
Klinik bulgular antibiyotik kullanan grup lehine gerceklesmis. Ayni takip
araliklarinin kullanildig1 bizim c¢alismamizda da klinik atasman seviyesi ve cep

derinligi degiskenleri agisindan gruplar arasinda anlamli fark bulunmamustir.

Calismamizin P. intermedia ile ilgili bulgularinin korelasyon gosterdigi bir
diger calisma Berglundh ve ark. [15] tarafindan gergeklestirilmistir. Calismada
gruplar oncelikle antibiyotik kullanilan sekiz hasta ve plasebo uygulanan sekiz
hasta olmak tizere ikiye ayrilmis. Her gruptaki hastalarin ¢apraz iki segmentlerine
mekanik tedavi uygulanirken, diger iki segmentlerine herhangi bir tedavi
uygulanmamig;  boylece  dort calisma  grubu  elde  edilmis. 4.
actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P. intermedia proporsiyonlarina ve total
bakteri sayilarina kiiltiir yontemiyle bakilan c¢alismada P. intermedia’nin

eliminasyonuna higbir grupta rastlanmamus.
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Diseti olugu s1vist serum, 16kositler, periodonsiyumun yapisal hiicreleri ve
oral bakterilerden kaynak alan karmasik bir yapidir. Bu sivi periodontal hastalik
ve tedavi sonrasi iyilesme gostergelerini sunabilen biiyiik bir potansiyele sahiptir.
ve Treponema denticola gibi periodontal patojenler virulanslarmmin bir pargasi
olarak genis spektrumlu noétral proteinazlar iiretirler. Bakteriler tarafindan tiretilen
bu proteinazlar periodontitis hastalarinda, plak ve diseti olugu sivist 6rneklerinde

saptanabilir.

Digeti olugu sivist icinde bulunan konak kaynakli maddeler antikorlar,
sitokinler, enzimler ve doku yikim fiirtinleridir [31]. Oluk sivisinda bulunan
antikorlar lokal ve sistemik olarak sentezlenen molekiiller icerir ve belirli
mikrobiyal tiirlerin kolonizasyonunu ifade eder. Antikorlar konagin patojen
bakterilere kars1 korunmasinda anahtar role sahiptir. Bununla birlikte yine ayni

antikorlar periodonsiyumda iltihapsal yikimi da baglatabilirler.

Inflamasyon esnasinda periodontal dokularda 18kositler, epitel hiicreleri ve
bag dokusundan proteolitik hiicreler salinir. Bu enzimler i¢inde matriks
metalloproteinazlar  periodontal dokularm yikiminda asil role sahiptir
[51;202;204]. Periodontal hastaliklarda belirli bir MMP indikatoriiniin
bulunmasinda caligmalar iltihapsal siire¢ icinde notrofillerden salgilananlarin
disinda, hastaligin aktif doku yikim episodlarinda salgilanan enzimler ilizerinde
yogunlagmalidir. Enzimlerin latent ve aktif hallerinin birlikte yapildigi total

Olciimlerin yani sira yalnizca aktif fazdaki aktiviteleri de 6l¢iilebilmelidir .

Sonu¢  olarak  diseti olugu  swvisinin  periodontal  durumun
degerlendirilmesinde benzersiz bir pencere actigini soyleyebiliriz. Diseti olugu
stvis1 toplama iglemi diger yontemlere gore son derece non-invaziv ve basit bir
yontemdir. Oluk sivisinin periodontitisin erken donemlerde teshisi ve periodontal
dokularin tedavi sonrasi iyilesme siirecinin degerlendirilmesindeki roliiniin

anlasilmasi 50 y1l 6ncesine dayanmaktadir [75].

Diseti olugu sivisiyla ilgili ilk arastirmalar sivinin olusumunu oluk ve
baglant1 epitellerinin altinda bulunan bag dokusundaki iltihapsal degisimlerle
iliskilendirmeye yoneliktir. Bu degisimlerin baslicas: c¢esitli kimyasal ve
mekanik yollarla kan damarlarinda meydana gelen permeabilite artisiydi. Diseti

olugunun sistemik dolasimin bir parcasi olarak disliniilmesiyle birlikte ilk
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calismalar sistemik dolagimdaki maddelerin DOS’ a gectigini ispatlar nitelikteydi.
Bu amacgla kopeklerde yapilan ilk calismalar dolasima verilen fluoresans
maddenin diseti olugu sivisina gectigini gostermistir [23]. Oluk sivisiyla yapilan
hayvan caligmalarin1 insan ¢aligmalar1 takip etti. Oral epitelin fluorokrom
maddenin diseti oluguna gegisine izin vermemesi baglanti1 epiteli ile oral epitel
arasindaki permeabilite farkinin anlasilmasini sagladi. Diseti olugu epitelinde
stvinin taginmasi bu durumun fizyolojik mi yoksa patolojik bir siire¢ mi olduguna
iligkin sorular1 olusturdu. Sonraki ¢aligmalar oluk sivis1 akismin ¢igneme ya da dis
fircalama gibi uyaranlarla birlikte belirgin artigin1 gosterdi. Bu gelismeyle birlikte
oluk sivisi iiretiminin uyarilmasi i¢in kimyasal veya mekanik uyaranlara ihtiyag
oldugunu, dolayisiyla da bu sivinin patolojik bir fenomen olarak algilanmasi
geregi ortaya kondu. Patolojik bir sivi olmakla birlikte arastiricilar oluk sivismin
ozellikle diseti olugu bolgesinin korunmasindaki yararli etkilerini de
belirtmiglerdir. Diseti olugu bdlgesindeki karbon partikiilleri ya da bakterilerin
yok edilmesinin yani sira, konak kaynakli ya da sistemik dolasimda bulunan
antibiyotikler gibi ¢esitli antibakteriyel maddelerin diseti oluguna tasinmasindaki

onemli roli agiklik kazanmistir.

Digeti olugu sivisinin bir transiida m1 yoksa oluk sivisinda ozmotik basing
farkiyla olusan interstisyel bir sivi mi olduguna iliskin tartigmalar baglangigta
inflamasyon dncesinde olusan sivinin transiida oldugu, uyaranla birlikte iltihapsal

bir eksiidaya doniistiigii noktasinda fikirbirligiyle sonu¢lanmistir [205].

Diseti olugu swvisinin  toplanmasma yonelik pek c¢ok ydntem
tanimlanmistir. Bu yontemlerin tercih edilmesi ¢esitli avantaj ve dezavantajlarinin
degerlendirilmesiyle miimkiindiir. Bunlardan biri olan diseti yikama ydnteminde;
diseti olugu genellikle sabit bir hacimdeki izotonik bir soliisyonla yikanir. Bu
yontemle toplanan sivi diliie oluk sivisini ve plazma proteinleri gibi maddeleri
icerir. Oluk bolgesinden hiicre toplanmasinda etkili bir yontem olmakla birlikte,
uygulama sahast kisithdir ve yalnizca kiiciik denek sayili g¢alismalar ig¢in
uygundur. En Onemli dezavantaji ise aspirasyonla sivinin tamaminin
toplanamamasidir. Bir diger yontem olan kapiller tiiplerle toplamada; belirli
caplardaki tiipler diseti olugu girigsine yerlestirilir. Harekete gecen oluk sivisi

kapiller hareketle tiiplere yonelir. Tiiplerin ¢ap1 bilindigi i¢in sivinin gog¢ ettigi
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mesafe ile hacim hesabi1 yapilir. Ancak bdlge iltihapli ve biiyiik miktarda diseti
olugu sivisina sahip olmadik¢a bu yontemle yeterli oluk sivisi toplamak oldukga
zordur. Ayrica tiiplere alman sivi Orneginin tamamimnin  geri kazanilmasi da
oldukca giictiir. Bizim de tercih ettigimiz yontem olan filtre kagitlariyla toplama
yontemi ise; oldukca kolay ve hizli bir yontemdir. Farkli bolgelere uygulanabilir
ve diger yontemlere gére en az travmatik yontemdir. Bu yontemde kagit tercihe
gore oluk i¢cine veya oluk digina yerlestirilebilir. Oluk i¢ine yerlestirme daha ¢ok
tercih edilen bir yontemdir. Burada kagit periodontal cebin veya olugun girigine ya
da cep tabanina hafif direng hissedilinceye kadar yerlestirilir. Biz ¢alismamizda
tedavi sonras1 da yeterli sivi hacmi elde edebilmek amaciyla oluk i¢i yontemi
tercih ettik. S1g ve saglikli bolgelerde filtre kagidinin oluk girisine ve cep tabanina
yerlestirilmesi arasinda verilen travma ve elde edilen sivi hacmi agisindan fark

olmadig1 bilinmektedir [75].

Elde edilen oluk sivisinin hacminin belirlenmesinde literatiirde farkl
yontemler tanimlanmistir. Bu yontemlerden biri filtre kagidi iizerinde 1slanan
bdlgenin boyutsal olarak degerlendirilmesidir. Bu yonteme gore daha dogru olan
bir diger yontem kagidin ninhidrin ile boyanmasi ve oluk sivisinin biriktigi
bolgede olusan mor rengin degerlendirilmesidir. Benzer bir diger yontem ise oluk
sivis1 toplanmadan 2 saat Once sistemik dolasima flouresan madde verilerek
kagidin ultraviyole 15181 altinda degerlendirilmesidir. Flouresanla isaretleme
boyama yontemine gore daha hassas bir yontem olarak kabul edilmektedir. Ancak
bu yontemlerin higbirisi dogru sekilde hacim hesabi yapilmasina izin
vermemektedir. Bu amagla gelistirilmis olan Periotron® cihazi bizim ¢alismamizda
da oluk sivis1 hacminin hesaplanmasinda kullanilmistir. Cihaz iki metal elektroda
sahiptir. Elektrotlara kuru kagit yerlestirildiginde dijital okuyucu ‘sifir’ degerini
vermektedir. Islak kagitta ise okuyucuda artan bir deger goriiliir. Oldukca hizl bir
teknik olmakla birlikte oluk sivisi igeriginde herhangi bir degisiklige sebep
olmamas1 sonraki laboratuvar islemlerini de miimkiin kilar. Simdiye dek fii¢
periotron tipi (600, 6000,8000) iiretilmistir. Her {i¢c periotron da filtre kagitlardan
elde edilen sivinin hacminin hesaplanmasinda etkilidir. Biz ¢alismamizda
Periotron 6000 ® cihazmi kullandik. Cihazin kalibrasyonu 0,1 pl ile 1 pl arasinda
degisen miktarlarda serum fizyolojik emdirilen filtre kagitlarinin 6l¢iimiin her

hacim i¢in ii¢ defa tekrarlanarak cihazda okutulmasi ve bu ii¢ degerin aritmetik
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ortalamalarinin hesaplanarak elde edilen paraboliin kullanilmasiyla saglanmastir.
Periotron cihazinin kalibrasyonu geriye doniik yapilamamaktadir. Bu nedenle
calisma siiresince ayda bir gerceklestirilen kalibrasyon islemi sonrasi elde edilen

paraboller hacim hesabinda kullanilmistir.

Digeti olugu sivisi toplama islemi 6ncesinde bolgenin plak ve tiikriikten
izolasyonu onemlidir. Filtre kagitlar1 tizerinde plak varliginin hesaplanan hacim
iizerinde belirgin etkisi gosterilmistir. Genis bir plak kitlesinin igerdigi sivi diseti
oluk sivist olarak degerlendirilecegi icin hacim hesabinin dogru sekilde
yapilmasmi engelleyecektir. Biz calismamizda 6rnek alimi esnasinda plakla
kontaminasyonun Oniine gegebilmek i¢in supragingival plagi disetini travmatize
etmeden 1yi sekilde elimine etmeye ¢alistik. Tiim ¢abalara ragmen plak veya kan
ile kontamine olmus olan filtre kagitlarin1 degerlendirme dis1 biraktik. Bolgenin
pamuk tamponlarla izolasyonu ve hafif sekilde kurutulmasi islemi tiikriikle olan
kontaminasyonun engellenmesinde yeterli yontemler olarak bilinmektedir. Biz de
calismamiz esnasinda ayni yontemlerle kolaylikla tiikriikle kontaminasyonun

Ontine gecebildik.

Filtre kagitlarma emdirilmis olan diseti oluk sivismin geri kazanilmasinda
farkli arastrma gruplart farkli yOntemler kullanmaktadir [89]. Literatiirde
bildirilmis olan degisik sivi konsantrasyonlarmin sebeplerinden biri de sivinin
elisyonunda kullanilan yontemlerin farkidir. Biz ¢aliyjmamizda santrfiij ile geri

kazanim yontemini tercih ettik.

Periodontal hastaliklar periodontal dokularmm kollajen fibril ve diger
ekstraseliiler matriks bilesenlerinin yikima ugramasiyla karakterizedir. Periodontal
ekstraseliiler matriksin yikiminda muhtemel yollardan biri de insan ve bakteri
kaynakli proteinazlarin bagimsiz ya da birlikte hareketleridir [187;188]. Ancak
periodontal dokularin yikimindan esas olarak sorumlu olan kollajenazlarin konak
kaynakli MMP’ler oldugu bilinmektedir. MMP’lerin doku inhibitérleri olan
TIMP’ler ise matriks yikimini regiile ederler. Bu regiilasyon proteinaz inhibisyonu
ya da MMP aktivasyonunun blokajiyla gergeklesir. TIMP-1 ve TIMP-2
mRNA’smin farkli faktorler tarafindan eksprese edildigi bildirilmistir. Ayrica
TIMP-1 ve TIMP-2’nin farkli MMP’leri kontrol altinda tuttuklar1 da
bilinmektedir. Ornegin TIMP-2, MMP-2 ve MMP-9’ye kars1 daha etkiliyken,
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TIMP-1’in MMP-1"1 diger inhibitore gore daha etkin sekilde baskiladig:
bilinmektedir. Ingman ve ark. lokalize agresif periodontitisli bireylerin diseti oluk
sivilarinda  MMP-1’in  dominant kollajenaz oldugunu, kronik periodontitisli
bireylerin diseti dokusu, diseti oluk sivis1 ve tiikriiklerinde asil kollajenazin ise
MMP-8 oldugunu bildirmistir [86]. Aiba ve ark. ise bu goriisiin aksine MMP-1
mRNA’smin kronik periodontitisli bireylerin iltihapsal lezyonlarinda artis
gosterdigine dikkat ¢ekmistir [3]. Bu bulgular Nomura ve ark.’nin bulgulariyla
korelasyon gostermektedir [126]. Diseti oluk sivisinda MMP-1 varliginin
gosterilmis olmasina ragmen periodontal baslangic tedavisiyle enzim seviyesinin
azaldigin1 gosteren az sayida calisma vardir [204]. Biz calismamizda generalize
agresif periodontitisli bireylerde periodontal baslangi¢ tedavisi uygulanan kontrol
ve ilave olarak kombine antibiyotik kullanilan test grubunda diseti oluk sivisi
MMP-1 ve TIMP-1 seviyelerini arastirdik. Literatiirde ayni antibiyotik
kombinasyonu kullanilan ve DOS’ta MMP-1 ve TIMP-1 seviyelerinin
degerlendirildigi  baska bir caligmaya rastlanmamustir. Klinik degiskenler tek
baslarina hastaligin seyriyle ilgili tam bir fikir verememektedir, bu nedenle
arastirmalar atagsman kaybiyla DOS igeriginin iliskisini inceleyerek hastalik
aktivitesinin ve tedaviye kars1 gelisecek yanitin onceden tahminin edilebilirligine
odaklanmistir. Tiiter ve ark.’nmin c¢alismasinda [204] tedavi sonras1 MMP-1
seviyesinde anlamli azalma, TIMP-1 seviyesinde ise anlamli artis bulunmustur.
Tedavi sonrast TIMP-1 seviyesinin artisin1  arastiricilar  su  sekilde
yorumlamiglardir; 1) Serbest TIMP-lere baglanan MMP-1 seviyesinde azalma
dolayisiyla artmis olabilir ancak TIMP-1 regiilasyonu yalnizca MMP-1’e baglh
degildir. 2) Faz I tedavi ile birlikte notrofil sayisinda ve dokuda iltihabin
¢Oziilmesi ve iyilesmeya bagh olarak elastaz miktarinda azalma sonucunda TIMP
miktar1 artmig olabilir. 3) Artmis TIMP-1 seviyesi molekiiliin iyilesme siirecindeki
yerini gosterir. Hayakawa ve ark. periodontal baslangi¢ tedavisi sonrasi tiikriikte
TIMP-1 konsantrasyonunda artis ve kollajenaz aktivitesinde azalma bildirmislerdir

[84].

Alpagot ve ark. tarafindan yapilan ¢aligmada periodontitisli ve saglikli

bireylerde TIMP-1 ve MMP-3 diizeyleri bizim ¢alismamizda da kullandigimiz
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yontem olan sandwich ELISA yontemiyle degerlendirilmis ve periodontitisli
grupta istatistiksel anlamli daha yliksek MMP-3 ve TIMP-1 diizeylerine
rastlanmigtir. Calismanin sonuglar1 periodontitisli bolgelerde artmug MMP-3 ve
TIMP-1 diizeylerinin atagsman kaybinin izlenmesinde prognostik faktorler
olabilecegi seklinde yorumlanmistir [4]. Bizim c¢aligmamizda saglikli kontrol
grubu bulunmamaktadir. Ancak iyilesmeye bagh kontrol grubunda TIMP-1

konsantrasyon diizeylerinde artig goriilmiistiir

Titer ve ark. tarafindan yapilan calismaya (2002) kronik periodontitisli
bireyler dahil edilmis, periodontal baslangi¢ tedavisi Oncesinde ve sonrasinda
digseti oluk sivist MMP-1 ve TIMP-1 seviyelerinin belirlenmesinde ELISA
yontemi kullanilmistir. Tedavi sonrasi bizim ¢alismamizla uyumlu olarak MMP-1

seviyelerinde azalma ve TIMP-1 seviyelerinde artis goriilmiistiir [204].

Emingil ve ark. tarafindan yapilan c¢aligmada [51] generalize agresif
periodontitis, kronik periodontitis, gingivitis ve saglikli bireylerin diseti oluk
sivilarinda  ELISA  yontemiyle MMP-7 ve TIMP-1 arastirilmis. Arastirma
bulgularma gore hastalik siddeti azaldikca TIMP-1 seviyelerinde artig
gerceklesmis. Bizde ¢alismamizda her iki grupta da tedavi sonrasi 3. ayda TIMP-1
seviyelerinde artis saptadik. Yine Emingil’in ¢alismasinda TIMP-1 seviyeleri ile
klinik degiskenlerden klinik atagman seviyesi ve sondalanabilir cep derinligi
arasinda gozlenen korelasyon bizim calismamizda da gozlenmistir. Arastirma

sonuglar1 bizim ¢aligmamizla uyumludur.

Biz ¢alismamizda oluk sivisi elde edilen bdlgelerin se¢imini hastalik
aktivitesinden bagimsiz olarak baslangi¢c cep derinliklerine gore yaptik. Burada
ornek bolgeleri gecmiste periodontal yikim meydana gelmis olan bolgelerdi. Aktif
yikimin goriildiigii veya pasif olan bolgelerde farkli oranlarda aktif ve/veya latent
enzimlerle karsilasilmasi beklenebilir. Enzimin aktif veya latent fazda olmasi

iltihapsal ekstidanin yikim potansiyeliyle ilgili fikir verir.

Lee ve ark. aktif bolgelerde aktif enzimlerle karsilasma sikligmin benzer
cep derinliklerine sahip inaktif bolgelerden daha fazla oldugunu bildirmistir [106].
Golub ve ark. periodontitisli hasta grubunda uygulanan ilave diisik doz
doksisiklinin DOS kollajenaz aktivitesinde azalma sagladigini bildirmistir [68].
Ayni arastirict MMP-1"1n tetrasiklin thnhibisyonuna diren¢li oldugunu MMP-8 ve
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MMP-13’lin ise tetrasiklin inhibisyonuna kars1 olduk¢a duyarli oldugunu
bildirmistir. Bizim c¢alismamizda mekanik tedaviye ek olarak kullanilan
metronidazol ve amoksisilin kombinasyonunun DOS MMP-1 konsantrasyon

degerlerinde anlamli azalma sagladig1 goriilmiistiir (Tablo 4-14) .

Calismamizda her iki gruptada MMP-1 seviyeleriyle klinik degiskenler
arasinda korelasyon bulunmustur. Ancak gruplardan birinde digerine gore daha
fazla korelasyon saptanmamistir. Biyokimyasal ve klinik parametreler arasindaki
korelasyonun degerlendirildigi calismalardaki farkli bulgular 6rnekleme
yonteminde ya da uygulanan laboratuvar tekniklerindeki farkliliklarla
iliskilendirilebilir. Bizim bulgularimiz mekanik tedavi sonrasinda MMP-1

seviyelerinde azalma, TIMP-1 seviyelerinde artig yoniindedir.
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5. SONUGLAR

Her iki tedavi grubunda 3. ve 6. aylarda baslangica gore
sondalama derinliginde anlamli diizeyde siglagsma goriilmiistiir.

Gruplar arasinda fark goriilmemistir.

Kinik atagman seviyesi Olclimlerinde baslangica gore her iki
grupta anlamh diizeyde artig goriiliirken, gruplar arasinda fark

goriilmemistir.

Plak indeksi ve gingival indeks ol¢iimlerinde her iki grupta da
anlamhi dlizeyde azalma goriilmiistiir. Gruplar arasinda fark

bulunmamastir.

Her iki grupta da MMP-1 total diizeylerinde baslangica gore 3.

ve 6. aylarda anlaml1 azalma meydana gelmistir.

MMP-1 konsantrasyon diizeyinde test grubunda anlamli azalma
goriilmiistiir.
TIMP-1 total diizeylerinde her iki grupta meydana gelen artis

istatistiksel anlam ifade etmemektedir.

Her iki grupta da siyah pigmentli patojen sayisi anlamli

diizeyde azalmstir.

Metronidazol+amoksisilin  kombinasyonu 7. forsythia’nin

eradikasyonunda uygun bir segenek olabilir.

Konak yaniti ve mikrobiyal flora uyguladigimiz antibiyotik

kombinasyonu ile uzun siireler baskilanamamaktadir.

Benzer antibiyotik uygulamalarinda mikrobiyolojik  ve
biyokimyasal takipler 3 aydan daha kisa siireler icinde

gerceklestirilmelidir.
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