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1. OZET

Yakin zamanlarda yapilan ¢alismalarda herpesviriislerle periodontit siddeti
arasindaki iliski ortaya konmustur. Bu galismalar hastaligin etiyopatogenezinin
daha ayrintili olarak anlasilmasi yoniindeki c¢alismalara katki saglamistir. Mevcut
calismada periodontitli hastalardan alinan subgingival krevikular sivi 6rneklerinde
farkli herpesviriislerin (herpes simpleks virlis tip 1 ve 2; HSV-1 ve HSV-2,
Epstein—Barr viriis; EBV ve insan sitomegaloviriis; HCMV) varliginin arastirilmasi
ve bu hastalardaki herpesviriis sikligi ile, periodontitin seyrini belirlemede onemli
olan, plak indeksi (PI), gingival indeks (GI) ve cep derinligi (CD) gibi parametreler
arasinda bir iligki olup olmadiginin belirlenmesi amagland.

Bu amagla, 2007 yilinda Elazig Dis Hastanesi Periodontoloji Klinigine
bagvuran periodontitli 52 hastadan ve periodontit yoniinden saglikli 20 bireyden
paper pointler periodontal ceplere yerlestirilerek krevikular sivi ornekleri alindi.
Daha sonra, bu Orneklerden DNA izolasyonlar1 gergeklestirildi. Elde edilen
DNA’lar ve dort herpesviriise 0zgiil primerler kullanilarak polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) uygulandi.

Polimeraz zincir reaksiyonu sonuglarina goére, 52 periodontitli hasta
orneginin %61.5’inde EBV, %53.8’linde CMV, %32.6’sinda HSV-1 ve %25’inde
HSV-2 pozitifligi tespit edildi. Saglikli kisilerde ise %20’sinde EBV, %10’unda
CMV, 9%10’unda HSV-1 ve 9%5’inde ise HSV-2 pozitifligi belirlendi. EBV
varh@ ile klinik parametler kiyaslandifinda; hastalarm PI, GI ve CD ile EBV
varligi arasinda pozitif bir korelasyon tespit edildi (spearman’s rho). Hasta gruptaki
CMV varligr ile klinik parametreler kiyaslandiginda CMV varligi ile PI ve CD

arasinda pozitif bir korelasyon tespit edilirken gingival indeks ile bir korelasyona
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rastlanmadi. Hem HSV-1 hem de HSV-2 varligi ile klinik parametreler arasinda bir
iliski belirlenmedi.

Sonug olarak, periodontitler ve bunlarin klinik seyirleri ile EBV ve CMV
arasinda kuvvetli, HSV’lar ile de zayif bir etyolojik iliskinin oldugu kanaatine

varildi.

Anahtar Kelimeler: Periodontit, PCR, HSV-1, HSV-2, EBV, CMV
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2. ABSTRACT
INVESTIGATION OF HERPES VIRUS FREQUENCY IN PERIODONTITIS
PATIENTS BY USING PCR.

Recently a relation was revealed between herpesvirus and severity of
periodontitis. This studys contribute to understand etiopathogenesis of
periodontitis. The aim of this study was to determine prevalence of herpesvirus
(Herpes simpleks virus type 1 ve 2 (HSV-1,2), Epstein—Barr virus (EBV),
Cytomegalovirus (CMV)) in crevicular fluid sample which were taken patients
with periodontitis and to reveal a relation between clinic paremeter (plak indeks;
Pl, gingival indeks; Gl and probing depth; PD) and present of herpesvirus.

For this aim, as sample; 52 patients with periodontitis and 20 healthy persons
who attend to periodontology clinic of Elazig Tooth Hospital were accepted in
2007. Crevicular fluid of sample were taken with paper point. Later DNA was
extracted from this sample. Present of herpesvirus (HSV-1,2, EBV, CMV) were
investigated with Polymerase Chain Reaction (PCR) using specific primers.

EBV was determined in 61.5% of 52 patient’s sample. CMV was determined
in 53.8% of 52 sample. HSV-1 and HSV-2 were determined timely in 32.6 % and
25 % of 52 sample. EBV was determined in 20% of 20 sample of healthy persons.
CMV was determined in 10% of the 20 sample. HSV-1 and HSV-2 were
determined timely in 10 % and 5 % of the 20 sample. A correlation between EBV
and clinic parameter (PI, GI, PD) was determined (spearman’s rho). A correlation
between CMV and clinic parameter (Pl, PD) was determined but a correlation
between CMV and GI was not determined. A correlation between HSV-1, 2 and

clinic parameter (PI, GI, PD) was not determined.
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As result; present of a strong etiologic relation between present of EBV,
CMV and periodontitis, its clinic condition were convinced. Weak etiologic
relation between HSV and periodontitis, its clinic condition were convinced.

Key Words: Periodontitis, PCR, HSV-1, HSV-2, EBV, CMV
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3. GIRIS

Periodontit, disetlerinde baslayan iltihabi degisikliklerin derin periodontal
dokulara yansidigi bir dis hastaligidir. Bu hastalik toplumda oldukg¢a yaygindir ve
etiyolojisinde, plak ile periodontal cepteki mikrorganizmalarin ve toksik
tirtinlerinin primer roli oldugu giiniimiizde kabul edilmektedir. Ancak, bilinen bu
faktorlere ragmen periodontitin etiyolojisi tam olarak aydinlatilamamustir (1,2).

Kronik periodontit, periodontal hastaliklarin en sik rastlanilan tipi olup 35-
40 yasindan sonra popiilasyonun biiyiik bir kismini etkilemektedir. Kronik
periodontit, primer etiyolojik ajan olarak mikrobiyal plagin ve plak birikimini
kolaylastirict lokal faktorlerin sorumlu tutuldugu inatg1 ve ilerleyici bir periodontit
formudur. Kronik periodontitlerde yiiksek oranda (%90) anaerob ve gram negatif
bakteriler izole edilmektedir. Bu bakteriler arasinda P.gingivalis, P.intermedia,
Actinobacillus, actinomycetemcomitans kronik periodontitte onemli patojenler
olarak sayilabilir (4, 5). Bu patojen mikroorganizmalara ek olarak, T. forsythia, E.
corrodens, Eubacterium tirleri, F. nucleatum, B. forsythus, S. intermedius da
kronik periodontitden sorumlu tutulan mikroorganizmalardir. Ozellikle gingival
sulkus bolgesinin dis ylizeylerindeki bakteri sayisindaki artis epitelyum ve bag
dokusu yapilarini etkilemekte, dis yilizeylerinden ayrilmalarina neden olmaktadir
(1-3).

Yakin zamanlarda yapilan ¢alismalarda herpesviriislerle periodontit siddeti
arasidaki iliski ortaya konmustur. Bu caligmalar hastaligin etyopatogenezinin
daha ayrintili olarak anlasilmasi yoniindeki ¢alismalara katki saglamistir. Ancak,
bugiin i¢in periodontit etyopatogenezinde herpesviriislerin rolii ile ilgili tartigmalar

devam etmektedir (6).
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Bu calismada, periodontitli hastalardan alinan subgingival krevikular sivi
orneklerinde, farkli herpesviriislerin (Herpes simpleks viriis tip 1 ve 2; HSV-1 ve
HSV-2, Epstein—Barr viriis; EBV ve insan sitomegaloviriis; HCMV) varliginin
arastirilmast ve bu grup hastalardaki herpesviriis sikligi ile, periodontitin seyrini
belirlemede 6nemli olan, plak indeks’i (PI), gingival indeks (GI) ve cep derinligi
(CD) gibi parametreler arasinda bir iliski olup olmadigmin belirlenmesi
amaglanmistir.

3.1. Periodontal Hastalhiklar

Periodontal hastaliklar, disi destekleyen ve tutunmasini saglayan dokunun
etkilendigi bir grup hastaliktir. Tedavi edilmedigi takdirde diseti ve alveolar
kemigin hasari ile sonug¢lanmaktadir (7).

Periodontal hastaliklar toplumda yaygin olmasina ragmen siddetli formlar1
toplumun %10-15’ini ge¢memektedir. Periodontit dis c¢ekimine sebep olan
durumlarin %30-35’ini teskil etmektedir (8).

Periodontal hastaliklar genellikle kronik enflamatuar hastaliklar seklinde
gortliir. Periodontal dokunun akut enfeksiyonlar1 goriilse de dis hekimlerine bu
konuda ¢ok sik bagvurulmaz. Periodontal hastaliklarda etkilenen dokular; gingiva,
periodontal ligament, sementum ve alveolar kemiktir. Gingiva disin ve alveolar
kemigin bir kismin1 drten pembe renkli mukoz membrandir. Periodontal ligament
ise dig etini olusturan en Onemli pargadir. Sementum dislerin alt kismini oOrten
kalsifiye yapidir. Alveolar kemik ise maksilla ve mandibulada dislerin goémiilii
bulundugu kisimdir (3,9).

Periodontal hastaliklarin birkag formu vardir. Bunlar;  gingivit, akut

nekrotizan tlseratif gingivit, yetiskin periodontiti ve lokalize juvenil periodontitdir.
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Sadhkh digeti Gingivitis Periodontitis

Enflame Plak ve C
u e
Saglam digeti tartar :
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;f’ o
Periodontal S Ligament
ligament . ve kemik

kayin

Sekil 1. Saglikl dis, gingivit, periodontit (7).

Gingivit ve periodontit, periodontal dokuyu etkileyen enflamatuar hastaliklarin iki
major formudur (Sekil 1). Gingivit disetinin  yumusak dokusunun
enflamasyonudur. Gingivitte gingiva kirmizi renkli ve inflamasyon vardir.
Hastalikta gingivanin normal kenarlarinin kaybi, dokunmayla kolayca kanamasi
s0z konusudur. Klinik olarak tutunma dokusu kaybina sebep olmayan sekilde
gingivanin enflamasyonu mevcuttur. Gingivit periodontal dokunun diger
kisimlarini etkilemeden yillarca kronik bir sekilde seyredebilir. Kronik gingivit,

gingival sulkusun derinlesmesine sebep olabilir. (7,9).

Gingivitin olusumuna gore birgok farkli tipi tanimlanmistir. En sik goriileni
plak tarafindan indiiklenen tipidir. Bu tip bir¢ok kisinin agzinda mevcuttur. Klasik
goriiniimii kizariklik, sislik ve probla dokununca kanamadir. Cogu kez hasta dis
firgalama esnasindaki kanamadan sikayetcidir. Bu tip gingivit dental plak varligina
bagl olarak (bu plaklar floranin degismesine sebep olur) gelisen diisiik seviye

enfeksiyondur (8).
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Diger bir gingivit tiri sistemik faktorler tarafindan modifiye edilenlerdir.
Bunlar; puberteye bagl gingivit, menstrual siklusa bagli gingivit, gebelige bagli
gingivit, piyojenik granuloma, diyabetes mellitusa bagli gingivit ve kan
diskrazilerine bagli gingivittir. Losemiye bagl gingivit kan diskrazilerine bagli

gingivite 6rnek verilebilir (8).

Medikasyona bagli gingivitler ise ilaglarin sebep oldugu tiirlerdir. Bu tiir
gingivitlere yol acan ilaglara oral kontraseptifler, fenitoin, siklosporin gibi ilaglar

ornek verilebilir (8).

Bagka bir gingivit tiirii beslenme bozuklugu veya eksikligine bagli gelisen

tirlerdir. Askorbik asit ve protein eksikligi bu grupta yer alir (8,9).

Kronik gingivit; gingival dokunun inflamasyonu olarak tanimlanir. Bu klinik
durumda alveolar kemik rezorbsiyonu ve junctional epitelyumun apikal deviasyonu
yoktur. Cep derinligi 2mm den fazla ise kronik gingivit denir ve hiperplazi veya

6demden kaynaklanir (8).

Periodontit ise gingiva ve bitigigindeki tutunma  dokusunun
enflamasyonudur. Alveolar kemik ile bag doku kaybma sebep olmasiyla
karakterizedir. Periodontit, gingivitin dislere, destek yapilara ve kemik yapiya
ulasmis formu olarak da tamimlanabilir. Plak ve tartar, dis eti ile dis arasinda
genislemeye sebep olarak biiyiik cepler olusturmakta ve anaerobik bakterilerin
buralarda iiremesine yardimci olmaktadir. Bunlar da disi destekleyen kemik
yapilarin hasarina sebep olmaktadir. Sonug olarak bu siire¢ disin kaybina sebep

olabilmektedir. Diyabet, Down sendromu, Crohn’s hastaligi, AIDS ve diger kan
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beyaz kiire azalmasina sebep olan hallerde periodontit gelisme sikligi artmaktadir

(3,7).

Periodontitin baslangig semptomu yangisal degisiklik ve kanamali dis etleri
ve kotli kokulu agizdir. Periodontitin karakteristik Ozelliklerinden biri de diste
genis ceplerinin olmasidir. Agr1, hastaligin ge¢ evrelerine kadar yoktur, ancak apse

ya da digin diisecegi zaman meydana gelir ve bu donemin en énemli belirtisidir.

Yetiskinlerde goriilen periodontit; periodontal hastaliklarin en ciddi
formudur. Bu hastalikta gingiva, periodontal ligament ve alveolar kemik tutulumu
olur. Derin bir periodontal cep olusur. Eger tedavi edilmezse bu cebin iginde plak,
kalkulus ve debris olusumu meydana gelir. Periodontal ligament hasarlanir ve
alveolar kemigin rezorbsiyonu meydana gelir. Bu da disin kolayca hareket etmesini
saglar ve sonugta dis kaybina sebep olur. Yetiskin periodontitinin biiyiik bir kismi
kroniktir (7).

Kronik  periodontit ~ gingivadaki  enflamasyon ve  enfeksiyon
kombinasyonunun ilerlemesi sonucu olayin periodontal membranin derin dokusuna
invazyonu olarak kabul edilir. Bu form servikal sinirdaki fiber baglarin
hasarlagmasi, alveolar kemigin rezorbsiyonu, amelosemental kavsak epitelinin
apikal proliferasyonu ile karakterizedir (8,9).

3.1.1. Etiyoloji ve Patogenez

Periodontal hastaliklarin etiyoloji ve patogenezi ile ilgili yakin zamana
kadarki bilgilerimiz epidemiyolojik ¢alismalarin sonuglarma, doku histolojik
caligmalarina, klinik deneme ve hayvan deneylerine bagli olarak elde edilen
bilgilerden ibaretti. Bu calismalardan elde edilen sonuglara gore, periodontal

hastaliklarin olusumunun birden fazla sayida etyolojik ajandan kaynaklandigi,
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periodontitin bulunma siklig1 ve siddetinin ise birgok risk faktorleri ile arttigi
goriilmistiir. Degistirilebilir risk faktorleri arasinda uygunsuz oral hijyen, sigara
kullanimi, diabetes mellitus, alkol, stres faktorleri, kazanilmis immiin siipresyon

(HIV), uygunsuz fiziksel aktivite ve osteoporoz sayilabilir (8,10).

Periodontal hastaliklarin baslangi¢ odagi dental plaklar olarak kabul
edilmektedir. Dental plak, mukopolisakkarit matriks i¢inde bakterilerin bir birine
sikica tutunmasi ile olusturduklari kiimelerdir ve biofilm olarak isimlendirilir.
Agzin yikanmasi ile temizlenmedigi halde fircalama ile uzaklastirilabilir. Bu yap1
birgok dental problemin kaynagidir. Dis temizligini takiben 1 saat i¢inde dis
yiizeyinin mm? basma 10° bakteri tespit edilebilmektedir. S. Mutans, ekstraseliiler
polisakkaritler sentezler (glukan ve fruktan) ve bu yapilar bakterinin erkenden
kolonizasyonuna yardimci olur. Dislerin temizlenmemesi durumunda 6-10 giin
icinde gingivitlerle iliskili olan vibrio ve spiroketler dental plagin iginde tespit
edilmeye baslar. Plaktaki bakterilerin yogunlugunun Gram negatif ve anaeroba
dogru kaymasi, gingivit ve periodontal hastaliga dogru progresyonu gosterir. Digin
servikal sinirindaki plak miktar1 ile gingivitin siddeti arasinda direkt bir iligki vardir
(8).

Plak, periodontal hastaliklarin biitiin formlarinda temel etiyolojik faktordiir.
Periodontal hasar, gingival sulkusun mikroorganizmalar tarafindan dental plak
seklinde kolonizasyonunun bir sonucudur. Buna ragmen, gingivitin periodontit’e
ilerlemesi kompleks bir durumdur. Konagin savunmasi, oral ortam, organizmanin
patojenitesi, plagin olgunluk diizeyi gibi durumlar gingivitin periodontite

ilerlemesini etkileyen faktorlerdir. Periodontal hastaliklara, konagm enflamatuar
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cevabi ile komplike edilmis ¢ok faktorlii enfeksiyon seklinde bakmanin en kolay

bakis agis1 olacagi diisiiniilmektedir (3,8).

Periodontal hastaliklarin ¢ogunda, bakteriler, periodontal plagin iginde
kalmakta ¢evre dokuya invazyon yapmamaktadir. Boyle oldugu halde ¢evre doku
hasarimin nasil meydana geldigi ¢ok 1yi anlasilmamustir. Bakterilerin ortama saldigi
bazi iriinlerin bu hasar1 yapabilecegi diisiiniilmektedir. Bakteriyel endotoksinler
hiicreleri 6ldiirebilme yeteneklerinden dolayr ¢evre doku hasarindan sorumlu
tutulmuslardir. Bakteriyel proteolitik enzimler de doku hasarindan suglanan diger
bakteriyel iiriinlerdir. Sorumlu tutulan diger nedenler arasinda Immiin
mekanizmalar da vardir. Bolgeye enfeksiyon igin gelen savunma hiicrelerinin
bakterileri elimine etmek i¢in verdikleri ¢abanin doku hasarina yol agmasi olasidir
(7).

Gingivit ve periodontitin patogenezinde genellikle dis yiizeyindeki bakteri
kolonizasyonun ¢ok Onemli olduguna inanilmaktadir. Bu goriisiin temelinde,
yapilan caligmalardaki bakteriyel plak varligi ile gingivit ve periodontit varlig
arasindaki iliski yatmaktadir. Bunu destekler nitelikte yapilan g¢aligmalarda bu
bakteriyel plaklarin uzaklastirildigi durumlarda gingivitin klinik bulgularinin
geriledigi goriilmiistiir. Ayn1 sekilde klorheksidin gibi antiseptiklerin kullanildig:
durumlarda bunun bakteriyel kolonizasyonu azalttigi ve gingivit bulgularini

gerilettigi goriilmistiir (10,11).

Gingivit, genellikle bozuk oral hijyenin bir sonucudur. Uygun dis
firgalamas1 ve iplikle yapilan temizlemeler plak olusumunu azaltmaktadir. Plak,
bakteriler tarafindan yapilan yapiskan film benzeri yapilardir. Tartar, sertlesmis

plaklardir. Plaklar fircalanip temizlenmezse birkag giin icinde tartara
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donebilmektedir. Tartarin ise firgalama ile uzaklastirilmasi zordur. Gingivit,
hormonlar tarafindan provoke edilebilir ve bazen hamilelik esnasinda, piibertede ve
dogum kontrol hap1 alanlarda daha koétiilesebilir. Vitamin C ve niasin eksiklikleri
de disetlerinde kanamaya ve gingivit’e sebep olabilir (7, 8).

Mevcut bilgi birikimine ragmen dental plagin yapis1 ve fonksiyonu ile ilgili
daha fazla bilgiye ihtiya¢ vardir. Subgingival bakteriler ve onlarin gingival
krevikular sivi ile iliskileri hakkinda ileri galismalara da ihtiya¢ duyulmaktadir
(12).

3.1.2. Mikroorganizmalar ve Periodontit

Yetiskin bir insan viicudu 10" kadar hiicreden olusurken, 10 kadar
normal veya kommensal mikroorganizmay1 da ilizerinde tagimaktadir. Oral kavite
bu mikroorganizmalarin hemen hemen yarisini igermektedir. 300-600 kadar tiirden
olusan yaklasik 6 milyar mikroorganizma oral kavitede bulunmaktadir (13).

Dogumdan birkag saat sonra agizda aerobik ve fakiiltatif anaerobik
bakteriler kolonize olur. Dis etrafindaki yapilarda ii¢ yiiz den fazla tiiriin
olusturdugu bir eko sistem olugmaktadir (8).

Agizda tespit edilen 6nemli mikroorganizmalar sunlardir (8):

Streptococcus mutans grup; bu grubun iginde S. mutans ve S. sobrinus yer
alir. Bu mikroorganizmalar hem dekstran sentezlemekte hem de bir¢ok sekerden
asit olusturabilmektedir.

Streptococcus oralis grup; bu grubun iginde S. sanguis, S. mitis, ve S. oralis
yer alir. Plak i¢indeki streptokoklarin %50’sinden fazlasini bu grup olusturur. Bu

grup enfektif endokarditli hastalarin % 50’si ile iliskilendirilir.
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Streptococcus salivarius grup; tikiiriikteki streptokoklarin yarisi bu gruptur.

S. intermedius, S. angiosus, S. constellatus (6nceleri S. milleri grubu olarak
isimlendirilirdi) agizdaki apselerden en ¢ok izole edilen gruptur.

Lactobacillus, tasiyicilarinda sekonder olarak kolonize olur ve dis protezi
olanlarda siktir ve asit iiretimi fazladir.

Porphyromonas gingivalis, zorunlu anaeroptur, kronik periodontit ve agresif
periodontit ile iliskilidir.

Prevotella intermedia, kronik periodontit hastalarinda, lokalize agresif
periodontitte ve nekrotizan periodontal hastaliklarda bulunur.

Fusobacterium, zorunlu anaerobdur. Nekrotizan periodontal hastaliklarda
temel patojenlerden biri olarak kabul edilmektedir.

Candida albicans, agizdaki firsat¢1 patojenlerden biridir ve birgok insanin

agzinda kommensal olarak bulunur (8).

Baslangi¢ safhasindaki bir plaga karsi gingivanin verecegi enflamatuar
cevap bakteriyel kolonizasyon igin ideal bir ¢evre vazifesi goren gingival cep
olusumuna sebep olmaktadir. Enflamatuar cevabin dental plak varliginda
periodontal  hasarin  olusmasindaki  katkilar1  histolojik  olarak  tespit
edilebilmektedir. Ilave olarak gingival ceplerin igindeki diisiik oksijen seviyesi
periodontal  hastalik  ilerlemesi ile iliskili olan  zorunlu anaerob
mikroorganizmalarin {iremesine yardimci olmaktadir. Yiiksek CO, seviyeleri
lokalize agresif periodontitle iliskilendirilen kapnofilik organizmalarin iiremesine
yardimer olacaktir. Kisacasi, saglikli gingiva Gram pozitif kok ve basillerin florada
hakim olmasi ile iliskilidir. Floranin anaerob ve Gram negatiflerin lehine kaymasi

periodontitle iligkili bulunmustur. Her ne kadar P. gingivalis, P. intermedia ve P.
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denticola, yapilan ¢alismalarda periodontit ile iligkili bulunsa da bugiin’e kadar
yapilan arastirmalarda bir mikroorganizmanin ya da bir grup mikroorganizmanin
periodontal hastaliklarin baslangi¢ ve ilerlemesinde tek basina sorumlu olduguna
dair bir kanaat olugsmamastir (8).

Immiin durum, stres, endokrin fonksiyon (diyabet), sigara kullanimu, ilaglar,
yas, beslenme aligkanlig1 gibi sistemik faktorler, digin pozisyonu ve morfolojisi, dis
taslari, dislerin bir birinin iistiine dogru deviasyonlar1 ve travma gibi lokal faktorler
hastaligin ilerlemesine katkida bulunmaktadir (8).

Plak olusumu, bakteriler ve bunlarin toksinlerinin periodontal
hastaliklardaki rolleri bilinmekle birlikte, son yillarda yapilan ¢alismalarin 1s18inda,
herpesviriislerin de bu hastaliklarda 6nemli bir etyolojik ajan olabilecegi kabul
edilmeye baglanmistir. Bu nedenle, periodontit bakterilerin, mantarlarin ve
muhtemelen herpesviriislerin  dahil oldugu bir enfeksiyon hastaligi olarak
tanimlanabilir. Teorik olarak viral enfeksiyonlar periodontal dokunun hasarini
immiinosiipresyon yaparak veya immiinite araciligiyla hizlandirabilir (12-14).
Ayrica, herpesviriisler periodontium dokusunun yapisal hiicrelerini ve immiin
defans hiicrelerini enfekte edebilir veya hiicre popiilasyonunu degistirebilir ve bu
sekilde dokunun bakteriyel enfeksiyonlara direncini azaltabilir (15). Birgok
bakteriyel enfeksiyonun viral enfeksiyonun iizerine eklenerek siiper enfeksiyon
seklinde meydana geldigi de bilinen bir durumdur. Yakin zamanlarda yapilan
calismalarda baz1 virlislerin periodontal hastalik gelisimini ve siddetini
etkileyebilecegi rapor edilmistir (11). Herpesviriislerden 6zellikle CMV ve EBV-
1’in periodontitle yakin iliski i¢inde oldugu kanaati 6nem kazanmistir (15). Ancak

bu konu ile ilgili tartismalar ve ¢aligmalar halen devam etmektedir.
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3.1.3. Teshis

Periodontitin genel teshisi prob kontrolii ile kanamanin olmasi (hastalik
aktivitesinin en onemli gostergesidir), cep derinliginin 6l¢iimii, disin ¢evre dokuya
tutunma durumu, subgingival taslarin tespiti, dislerin mobilitesi, saglik durumu,

radyografik incelemeler yapilarak konmaktadir (8).

3.1.4. Korunma ve Tedavi

Gingivitin ve periodontitin etiyolojisinde primer olarak subgingival
biyofilm olusumu oldugu icin glinimiizde plaklarin temizlenmesi tedavide ve
korunmada en 6nemli yoldur (16). Diinya niifusunun 6nemli bir kisminin gingivit
ve periodontit hastasi oldugu disiiniildiigiinde plak eliminasyonunun kolay
olmayacagi ortadadir. Sigara kullaniminin hastaligi arttirdigr bilinen bir durumdur
ve hastalara birakmalari yoniinde telkin verilmelidir. Hastaligin sebepleri, seyri
hakkinda hastalar bilgilendirilmeli 1yi bir oral hijyenin 6nemi anlatilmalidir.
Plaklarin hastaligin gelismesindeki 6nemi belirtilmeli ve plaklarin ancak dis
fircalamasi ile temizlenebilecegi anlatilmalidir. Dis fircasinin kiigiikbasli olmasi ve
naylon killi olmasinin 6nemi agiklanmali ve floridli, anti tartar dis macunlarinin bu
duruma katkilarinin olabilecegi belirtilmelidir. Klorheksidine iceren dis macunlari
plaktaki mikroorganizmalara kars1 etkili olabilmektedir. Interdental bdlgenin
temizlenmesinde dis fircalar1 yeterli olmayabilir buralarda dis ipleri kullanilabilir.
Diizenli dis sagligi kontroliiniin 6nemi hastalara anlatilmali ve diizenli kontrol
yaptirmalar1 saglanmalidir (8,16).

Periodontal hastaligin plaga bagli olarak ortaya ¢ikan enfeksiyon hastaligi
oldugu unutulmamali ve tedavide bu husus goz 6niinde tutulmahidir. Efektif plak

kontroliiniin olmadig1 tedavi yontemleri ne kadar kompleks olurlarsa olsun
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basarisizlikla sonuc¢lanacaktir. Periodontal cerrahi de dahil olmak iizere biitiin
tedavi yontemlerinin amaci sagliklt bir agiz ortami olusturmak ve bu ortamin
stirdiiriilebilirligini saglamaktir (8,16).

Periodontal tedavinin prensipleri ii¢ fazda incelenir:

1- Baslangig fazi: Gingivitin kontrol veya eliminasyonu ve daha ileri
periodontal hastaliklara ilerlemesinin engellenmesi ve plaklarm temizlenmesini
icerir

2- Diizeltici faz: Bu fazda temel olarak fonksiyonlarin restorasyonu ve ilgili
yerlere estetik yaklasim yapilmasini igerir.

3- Bakim (destek) fazi: Hastaligin rekiirrensinden korunmak icin hastanin

motivasyonunun arttirilmasi ve hastanin takibe alinmasi ile ilgili fazdir.

Periodontal hastaliklarda cerrahi olmayan tedavi yontemleri debritman,
restorasyon (hastaligi alevlendirecek faktorlerin uzaklastirilmasi), antiseptik ve
antibiyotik kullanimindan ibarettir. Periodontal hastaliklarda tek bir patojen etkili
olmadigi halde Gram negatiflerin ve anaeroblarin eliminasyonunun periodontal

iyilesmeye katkilari gosterilmistir (7).

Tartarlarin ~ profesyonel dis  hekimleri tarafindan  temizlenmesi
gerekmektedir. Tedaviden sonra periodontal doku hizla iyilesmektedir. Vitamin
eksikligine bagli gingivitin tedavisinde vitamin destegi 6nemli bir unsurdur. Bazen
antibiyotik tedavisi gingival ve dental temizlenme i¢in gerekli olabilir.
Periodontitin tedavisi profesyonel dental tedavi gerektirir. Disin cevresindeki
cepler, tartar ve plaklar temizlenmelidir. Apseler antibiyotik ve gerekli hallerde
cerrahi ile kombine olarak tedavi edilmelidir. Apse kemige ulastiysa antibiyotik

tedavisi uzun tutulmali ve giiglii antibiyotikler verilmelidir (7).
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Periodontal ~ cerrahinin  amaglar1 ise dis yiizeyinden tortularin
uzaklagtirllmasi, temizlenebilir subgingival dis yiizeyinin olusturulmasi ve
hasarlanmis periodontal dokunun iyilesebilmesi i¢in gerekli miidahaleleri

gerceklestirmektir (8).

3.2. Herpesviriisler

Herpesvirtisler zarfli, ikozahedral kapsitli, biiyiik ve kompleks DNA
virtislerdir (Sekil 2). Virion morfolojileri, replikasyonlari, latent/tekrarlayan
enfeksiyon yapmalari, enfeksiyonun kontrol altina alinmasinda ve semptomlarin
ortaya ¢ikisinda hiicresel bagisiklik yanitinin 6nemli rol oynamasi herpesviriislerin
ortak Ozellikleridir. Herpesviriis ailesi i¢inde 100 dolayinda virlis bulunur. Bu
virtisler i¢inde Herpes simpleks viriis tip 1 ve 2 (HSV-1 ve HSV-2), varisella zoster
viris (VZV), human sitomegaloviriis (HCMV), Epstein-Barr viriis (EBV), human
herpesviriis 6 ve 7 (HHV-6,HHV-7), Kaposi sarkomuyla iliskili viriis (HHV-8)

insanlarda siklikla enfeksiyona neden olan virtislerdir (17).
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Glikoprotein
cikintilar=Peplomer

Sekil 2. Herpesviriislerin genel morfolojik yapisi (18).

Herpesviriisler; zarf glikoproteinleriyle (gB ve gC) konak hiicre zarinda
bulunan  6zgiil hiicre  reseptorlerine  (6zellikle  heparan  siilfat  ve
glikozaminoglikanlar vasitasiyla) tutunarak, fiizyon ile hiicre igine girerler. Viriisle
konak hiicrenin flizyonu sonucu viriondan viral-host-shutoff (VHS), o trans-
inducing factor (a-TIF) ve fosfoprotein adi verilen proteinlerin salinmasina yol
acar. VHS konak hiicrenin mRNA’sin1 bloke ederek hiicrenin protein sentezini
durdurur. o-TIF ve fosfoprotein ise hiicre g¢ekirdegine taginir. DNA kapsitten
kurtulur ve ¢ekirdek zarinin porlarindan gecerek fosfoprotein yardimiyla hemen
halkasal forma doniisiir. Enfeksiyondan kisa siire sonra ¢ok erken genler (a-genleri)
transkripte edilir. Bu genler kendilerinin ve erken genlerinin sentezini diizenleyen
proteinleri kodlar. a-genleri hiicresel RNA polimeraz araciligi ile transkripte edilir.
Transkripsiyon o-TIF tarafindan indiiklenir. Sitoplazmada translasyona ugrayan

proteinler (Cok erken proteinler: Immediate early protein) hiicre ¢ekirdegine
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taginir. Bunlar erken gen grubunun transkripsiyonuna sebep olur. Bu proteinlerde
viral timidin kinaz ve DNA polimeraz genom replikasyonunu destekler. Konak
hiicrenin kromatini pargalanir ve ¢ekirdek zarma dogru itilir. Viral DNA donen
halka mekanizmasiyla replike olur ve bu esnada viriisiin yapisal proteinlerini
olusturan gama proteinleri (ge¢ proteinler; late protein) sentezlenir. Kapsit
proteinleri tarafindan bos kapsit olusturulur ve yeni sentezlenen viriis DNA’lar1 bu
kapsitlerin i¢ine yerlesir. Sonug olarak viriis ¢ekirdek zarindan tomurcuklanarak

zarf yapisint da kazanmis olur (Sekil 3) (17).
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Sekil 3. Herpesviriislerin replikasyonu (19).

Herpesviriisler insanlarda persistan enfeksiyonlara yol agarlar. Bu
persistanlik latent ve tekrarlayan enfeksiyonlar seklinde olabilir (17).
Herpesviriisler insanlarda bir ¢ok farkli sistemde ve farkli seyirde hastaliga yol
acabilmektedir. Takip eden boliimde ¢alismamiza konu edilen herpesviriisler ve bu
viriislerin sebep oldugu hastaliklar hakkinda genel bilgiler sunulacaktir. Yapilan
calismalarda EBV ve CMYV ile periodontitler arasindaki etiyolojik iliski HSV-1 ve
HSV-2’ye gore daha kuvvetli oldugu i¢in, konu anlatiminda EBV ve CMV daha

ayrintili olarak anlatilmistir.
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3.2.1. Herpes Simpleks Viriis Tip 1 ve 2

HSV-1 ve HSV-2 oncelikle oral ve genital mukoza epitel hiicrelerini
etkilemekte ve buralarda primer enfeksiyon odaklari olusturmaktadirlar. Daha
sonra, buradan noronlara ndronlardan da ndron ¢ekirdegine ilerleyerek ndronlarda
genom formunda latent olarak kalabilmektedir. HSV-1 ve HSV-2 enfeksiyonlari
toplumda oldukca yaygindir ve ¢cogunlukla da erken ¢ocukluk donemlerinde viriis
agiz ya da burun yoluyla alinmaktadir. Hastanin immiinitesi diistiiglinde latent
enfeksiyon aktive olabilmekte epitelyum hiicrelerinde gogalarak yaralara sebep
olmaktadir. Latent HSV-1 enfeksiyonlar1 immiinsiipresif hastalarda ensefalit gibi
ciddi komplikasyonlara sebep olabilmektedir. HSV-2 genital herpesin etkenidir.
Seksiiel olarak bulagsmaktadir. Yeni doganlarda ¢ok ciddi seyredebilir (20).

HSV-1 ve HSV-2’nin DNA homolojisi, antijenik yapi, doku tropizmi ve
benzer hastalik belirtileri gibi birgok ozellikleri ortaktir. HSV hizli ¢ogalir ve
oldukga sitolitiktir. HSV’nin genomu yaklasik 150 kilobaz ¢ifti (kb¢) uzunluktadir
ve bu genom yaklasik 70 polipeptidi kodlar. Bu proteinlerin bir ¢ogunun
replikasyon ve latentlikteki fonksiyonlar1 halen bilinmemektedir (17).

HSV ¢ok farkli hiicrelerde replike olabilir. Buna bagli olarak
gingivostomatit, Kkeratokonjunktivit, ensefalit, genital hastaliklar ve yeni dogan
enfeksiyonlart gibi ¢ok farkli hastaliklara yol agabilir. HSV sinir hiicrelerinde latent
enfeksiyona neden olur ve tekrarlar sik goriliir. Viriis tikiriikle, vaginal
sekresyonlarla, semenle veya herhangi bir lezyondaki sividan bulasabilecegi gibi
viremi sirasinda plasentadan gecerek konjenital enfeksiyonlara da yol acabilir.
HSV sitolitik enfeksiyona neden olur patolojik degisiklikler enflamatuar yanitla

birlikte enfekte hiicrelerin nekrozuna baghdir. HSV-1 ve HSV-2 deri ve
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mukozalarda benzer goriiniimlii lezyonlara sebep olur. Her iki viriis de vezikiiler
lezyonlara yol agar ve virlsler genellikle vezikiillerden izole edilebilir. Enfekte
hiicrelerde balonlasma, Cowdry Tip A intraniikleer inkliizyon cisimciklerinin
olugmasi, kromatinin marjinasyonu ve ¢ok cekirdekli dev hiicrelerin olugmasi
karakteristik histopatolojik degisikliklerdir. Notralizan antikorlarin varliginda bile
olabilen hiicre fiizyonu HSV’nin hiicreden hiicreye yayilirken kullandig etkili bir
yontemdir. Orofaringeal HSV-1 enfeksiyonlar trigeminal gangliyonlarda latent
enfeksiyona neden olurken, genital HSV-2 enfeksiyonlar1 sakral gangliyonlarda
latent olarak kalirlar. Primer HSV enfeksiyonlar1 genellikle agir seyretmez veya
asemptomatiktir. Sistemik enfeksiyon gelisimi ¢ok nadirdir. Viral replikasyonu ve
viremiyi sinirlandiramayan bagisiklik sistemi baskilanmis konaklarda yaygin organ
tutulumu goriilebilir. Konakta HSV’ye kars1 6zgiil sivisal ve hiicresel bagisiklik
yanitin olugsmasina karsin spontan reaktivasyonlar goriilebilir. Bununla birlikte,
bagisiklik yanit1 viral replikasyonu sinirlandirir. Bu nedenle tekrarlayan
enfeksiyonlar daha sinirli ve daha hafif seyirlidir. Primer enfeksiyon sirasinda
gecici IgM antikorlart olusur bunu IgG ve IgA tipi antikorlarin olusumu izler ve bu
antikorlar uzun siire kalir. HSV-2’nin viremi yapma potansiyeli HSV-1’den daha
yiiksektir (17,20).

HSV-1 ve HSV-2’nin sitolojik tanisinda Tzanck testi yapilir. Vezikiil
tabanindan hazirlanan preparatin Giemza veya Wright boyasiyla boyanmasi ile
HSV ve VZV ig¢in karakteristik olan intraniikleer Cowdry A inkliizyon cisimcikleri,
multiniikleer dev hiicre ve sinsitya olusumu goriiliir (20).

HSV-1 ve HSV-2’de kesin tan1 yontemi viriisiin izolasyonudur. Viriisiin
tiretilme sans1 en yiiksek olan lezyonlar basta vezikiiller olmak iizere sirasiyla

pustiiler lezyonlar, {iilserler ve kurutlardir. Bu virlisler Hela, Hep-2, insan
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embriyonik fibroblast veya tavsan bobrek hiicre kiiltiirtinde 1-3 giin i¢inde sitopatik
etki olusturur. Ardindan iireyen viriis immunofloresan testi (IFA) veya DNA
problart ile tanimlanabilir. Serolojik tani yalniz primer hastaligin tanisi ve
epidemiyolojik caligmalarda yararlidir. Anlamli bir titre artis1 olmayacagi igin
tekrarlayan enfeksiyonlarin tanisinda kullanilmaz. Ayrica molekiiler yontemlerle
viriis DNA’s1 tespit edilebilir. Tedavide bir niikleozid analogu olan asiklovir halen
HSV’ye kars1 kullanimda olan en etkili ilagtir (17).

3.2.2. Epstein—Barr Viriis

Epstein—Barr viriis (EBV) herpesviriislerin gamma herpesvirinae alt
ailesine dahil bir DNA viriistiir. Bu viriis yaklasik 172 kb¢ uzunlugunda bir lineer
cift zincirli DNA’ya sahiptir ve DNA’da GC oran1 %59°dur. Geg antijenleri viral
kapsit antijen (VCA) ve membran antijen (MA) viriisiin yapisal komponentleridir.
MA’ya karsi olusan antikorlar viriisii notralize etmektedir. Epstein—Barr viriis
niikleer antijen (EBNA), latent membran proteinleridir (LMP). Viriisiin bir kag tane
EBNA bélgesi vardir. Yalniz immortalizasyonun baglamasi i¢in EBNA-2 gereklidir
(22).

Hayatin ilk yilinda insanlarin % 90’indan fazlas1 Epstein-Barr viriis ile
enfekte olur. Gelismis {ilkelerde enfeksiyon adolesan donemine kadar
sarkabilmektedir (18). EBV, primer enfeksiyondan sonra tiikiiriikten izole
edilebilir. Siklikla opiismeyle bulasabilir. Inkiibasyon periyodunun 30-50 giin
oldugu tahmin edilmektedir (21).

EBV’nin semptom ve bulgular1 lokal olarak tonsillite sebep olurken
sistemik olarak ates, yorgunluk, lenfositoz (atipik lenfositler), lenfadenopati,
splenomegaliye yol agar. Semptomlar yaklagik 10 giin kadar siirer (1-4 hafta),

cocuklardaki bir ¢ok enfeksiyon asemptomatiktir. Yetiskinlerde yorgunluk belirgin
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olmakla birlikte uzamis bir nekahet donemi olabilir (21). Ampisilin kullanimi
sonrast alerjik rash yaygindir. Nadir komplikasyonu dalak riiptiirii, hava yolu
obstruksiyonu, fatal miyokardit,  meningoensefalit, ikter, nefrit, pnomoni,
trombositopenik purpura ve Guillain-Barre sendromuna sebep olabilir. Bazi
hastalarda kronik yorgunluk sendromu EBV enfeksiyonu ile iligskilendirilmistir.
EBV ayni zamanda bazi malign tiimorler ve eritrofagositozla iliskilendirilmistir
(21).

EBYV tiikriikte bulunabildigi i¢in 6piisme, bardak veya dis firgas: gibi ortak
kullanilan esyalar ile bulasabilir. EBV nin doku tropizmi kisitlidir. EBV’nin hiicre
reseptoric komleman C3b’nin reseptorii ile aynidir. Her ikisi de CR2(CD21)’i
kullanir. CR2 nazofarinks, orofarinks epitelyum hiicreleri ile B lenfositlerde
bulunur. Lenfositlerde replikasyonunu tamamlamadan latent forma geger. EBV ile
enfekte hiicrelerde immortalizasyon oldukg¢a yiiksektir. Yalniz bu hiicrelerin
%10’unun azindan viriis partikiilii salinir. Viral DNA biiylik bir kismi immortal
hiicreler i¢inde u¢ uca eklenmis sekilde halkasal epizomlar halinde bulunur.
Immortal hiicrelerden 6 farkli EBV niikleer antijeni (EBNA1-6) ve iki adet latent
membran proteininin (LMP1, LMP2) iginde bulundugu en az 10 viral genom
iriinii agiklatilmaktadir. Hiicre c¢esitli indiikleyicilerle uyarildiginda latentlik
bozulup EBV genomu aktive olarak replikasyona baglayabilir. EBV antijenleri
viral replikasyon dongiisiiniin hangi doneminde agiklatildiklar1 temel alinarak ii¢
grupta toplanir.

1- Latent olarak enfekte olmus hiicrelerde sentezlenen latent faz antijenleri: Bu
antijenler EBV genomu bulunan biitiin hiicrelerden agiklatilir. Bunlar EBV niikleer

antijenleri (EBNA1-6) ve latent membran proteinleridir (LMP1 ve LMP2). Bu
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antijenlerden yalniz EBNA-1 siirekli olarak agiklanmaktadir. Latent faz antijenleri
hiicre zarinda sitotoksik T hiicreleri i¢in hedef olustururlar.

2- Erken antijenler (early antijen: EA): Yapisal olmayan proteinlerdir. Bu proteinlerin
sentezi dretimli viral replikasyonun basladigini gosterir.  EA’nin  EA-R
(sitoplazmada sinirli) ve EA-D (hem ¢ekirdek hem sitoplazmada yaygin) olmak
tizere iki tipi vardir.

3- Geg antijenler: Viral kapsit antijeni (VCA) ve viral zarfin membran antijenidir. Bu
antijenler tretimli viral replikasyonun siirdigii hiicrelerde bol miktarda tretilir
(18).

EBV genomu igeren B lenfositleri Olimsiiz olmakta veya transforme
olmaktadir. Bu hiicrelerde EBV antijenleri veya genomu tespit edilebilmektedir.
Immortal hiicrelerdeki EBV genomu ¢ogu kez epizomal, ¢ift zincirli, sirkiiler
durumdadir. Buna ragmen bazilar1 hiicre genomuna entegre olabilmekte ve bu
sekilde B hiicre mitojenizasyon siireci baslatilmis olmaktadir (21).

3.2.2.1. EBV’nin Sebep Oldugu Hastahklar

Enfeksiydz mononiikleoz :

Enfeksiy6z mononiikleoz (EMN) genelde enfekte tiikiiriikle bulagir ve
farenjit tablosuna sebep olur. Bunu lenfoid doku ve B lenfositlerin enfeksiyonu
izler. Viriis, B lenfositler i¢in mitojenik oldugu i¢in hiicrelerde poliklonal
transformasyona sebep olur. Bu non-spesifik aktivasyon sonucu heterofil antikorlar
olusur. Enfekte B hiicrelerinin kontrolii i¢in baskilayic1 T hiicreleri (CDS8) aktive
olur. Bu ise hastalik sirasinda goriilen mononiikleer hiicre artisinin olusmasina ve
atipik lenfositlerin (downey hiicreleri) olusmasina yol acar. Hastalik esnasinda

hepatosplenomegali (HSM) ve yaygin lenfadenopati goriiliir. Hiicresel bagisikligi
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yeterli olanlarda enfeksiyon kontrol altina alinir ve viriis B lenfositlerinde latent
forma gecer ve konagin hayati boyunca taginir (18).

Burkitt lenfoma :

Burkitt lenfomalarin biiyliik kisminda EBV tespit edilmistir. Afrika’daki
burkitt lenfoma tiimérlerinin yaklasik %90°inda EBV DNA’s1 ve EBNA-1 antijeni
saptanir. Diinyanin diger bolgelerindeki burkitt lenfomalarda EBV DNA pozitifligi
ise %20°dir.

Nazofaringeal karsinom :

Nazofaringeal karsinom (NFK) Cinli erkeklerde sik goriilen epitelyal hiicre
kanseridir. Timor hiicreleri az diferansiye olmustur ve hizla ilerler. Genetik ve
cevresel faktorler de gelismesinde etkilidir.

EBV’nin indiikledigi lenfoproliferatif hastaliklar :

EBV, hiicresel bagisiklik yanitinin normal olmadigi kisilerde cesitli
lenfoproliferatif hastaliklara yol agabilir. Transplant hastalar1 primer enfeksiyondan
veya latent virlisin reaktivasyonundan sonra transplantasyon  sonrasi
lenfoproliferatif hastalik icin risk altindadir. Lenfomalar genellikle multiklonaldir.
Burkitt lenfomaya benzer kromozom anomalileri gostermezler.

Hairy oral l6koplaki :

Hairy oral l6koplaki AIDS’li hastalarda ve transplantasyon yapilanlarda
goriilen dilde sigil benzeri lezyonlarla karakterize firsat¢1 bir EBV enfeksiyonudur
(18).

3.2.2.2. EBV Infeksiyonlarimin Tam ve Tedavisi

Enfeksiyon mononiikleozun etiyolojik teshisi serolojiktir. Lam aglutinasyon
testi heterofil antikorlarin tespitinde kullanilabilen kolay bir yontemdir. Heterofil

antikorlar direkt viral antijenlere yonelik degildir koyun, at, kegi ve deve
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eritrositlerine karsi reaksiyon vermektedir. Genellikle bu antikorlar hastaligin ilk
haftasinda ortaya ¢ikmakta ve 8 hafta kadar siirmektedir. Heterofil antikorlar EMN
icin patogonomiktir. Bu antikorlarin varliginin hassasiyeti on’lu yaslarda ve
yetiskinlerde %95°dir. Yalmiz kiigiik ¢ocuklarda bu antikorlar olmayabilir.
EBV’nin spesifik serolojisinde VCA ve EBNA’larin tespiti Onemlidir. Akut
enfeksiyonda VCA antikorlar1 tespit edilebilir. EBNA antikorlar1 akut
enfeksiyondan haftalar veya aylar sonra tespit edilebilir (21).

EMN’lilerin orofaringeal orneklerinin viriis kiiltiirii ile %80-90 hastada
EBV tespit edilebilir. Buna ragmen EBV’nin tan1 amagla kiiltlirii zahmetli bir istir.
Viriisiin enfeksiyonundan haftalar hatta aylar sonra bile oral tespiti miimkiin
oldugundan enfeksiyonun teshisinde kiiltiiriin yorumu zordur. DNA hibridizasyon
yontemleri ve PCR ile virlis genomunun tespiti de teshiste kullanilan
yontemlerdendir (21).

EMN’li hastalarda tam kan sayimi1 ve periferik yaymada mutlak lenfositoz
saptanir. Yaklasgtk 12000-18000/mm? olan beyaz kiire sayisinin %60-70’i lenfosit
ve monositlerden olusur. Bazi hastalarda ¢ok az sayida anormal lenfosit goriiliirken
bir kisim hastada bu lenfositlerin oranit %90’lara kadar ¢ikabilir. Bunlara atipik
lenfositler (downey hiicreleri) de denir. Atipik lenfositler olgun lenfositlerden daha
bliylik modifiye sitotoksik T hiicreleridir. Niikleuslar1 biiylik ve lobiiler,
sitoplazmalar1 ise ¢ogu kez vakuolli ve bazofiliktir. Bu lenfositler CMV
enfeksiyonu gibi baz1 bagka hastaliklarda da goriilebilir.

EBV spesifik antikor testleri arasinda en sik kullanilan serolojik testler
EBV’ye karst olusmus anti-VCA antikorlarinin arastirildigit enzime bagh
immunosorbent assay (ELISA) ve immunofloresan antikor (IFA) testleridir. VCA-

IgM yanit1 akut EMN tanisinda kullanilir. VCA-IgG yanit1 ise gegirilmis hastaligin
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tanisinda kullanilir. anti-VCA antikorlarmin negatifligi kisinin EBV enfeksiyonu
gecirmedigini gosterir.

VCA-IgA pozitifliginin nazofarinks karsinomu ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir.
IFA yontemi ile akut EMN 1i hastalarin %70’inde anti-EA-D , ¢ok az bir
bolimiinde ise anti-EA-R antikorlart pozitiftir. Burkitt lenfomada EA-R antikoru
(ylksek titrede), nazofarinks karsinomunda ise EA-D antikoru pozitiftir. Ayrica
anti-EBNA antikorlari da EMN gegirenlerde yasam boyu kalir ve ge¢irilmis
enfeksiyonu gosterir.

Tedavisinde kullanilabilecek etkili bir antiviral ilag yoktur (18).

3.2.3. Sitomegaloviriis (CMV)

Herpesviriisler i¢inde en biiylik genoma sahip olan viriistiir. Kodladig1 ¢cok
sayida proteinden yalniz kiiciik bir boliimii karakterize edilmistir. CMV, hiicre
kiiltiirlerinde karakteristik sitopatik etki olusturur. Herpesviriislerdeki tipik
intraniikleer inkliizyon cisimciklerine ek olarak periniikleer sitoplazmik
inkliizyonlar ve ¢ok cekirdekli sitomegalik hiicrelerde goriiliir. CMV, yiiksek
siklikta konjenital enfeksiyona neden oldugu i¢in Onemli bir halk sagligi
problemidir. Ayrica, saglikli bireylerde hafif seyirli, bagisiklik sistemi baskilanmis
hastalarda ise agir CMV enfeksiyonlari goriilebilir.

Insan CMV idrarda, tiikiiriikte, semende, anne siitiinde, sekresyonlarda ve
dolagimdaki beyaz kan hiicrelerinde bulunabilir. Oral ve solunum yoluyla yayilim
CMV’nin muhtemelen en dnde gelen bulasma yoludur. Buna karsin viriis plasenta
yoluyla konjenital olarak bulasabilecegi gibi kan transfiizyonu ve cinsel iliski ile de
bulasabilmektedir. Amerika’da yapilan bir calismada dogan bebeklerin %1’inin

CMV ile enfekte oldugu belirlenmistir. Enfekte olarak doganlarin da %7’°sinde
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viriise bagl kiigiik beyin ¢ap1 ve hepatoslenomegali gibi dogumsal problemler
tespit edilmistir (20).

CMV  polimorf niiveli 16kositlerde, mononiikleer hiicrelerde, B
lenfositlerinde, epitelyum hiicrelerinde, kalp, bobrek, tiikiiriik bezi, adrenal bezi
gibi organlarda, kemik iligi stromal hiicrelerinde latent enfeksiyona neden olur.
Primer CMV enfeksiyonu T siipresor hiicrelerde artisa yol acarak CD4/CD8
oraninin azalmasina neden olur. Ayrica, Ig’lerin Fc bolgesine non-spesifik olarak
baglanip Fc reseptorii gibi rol oynayan ve bdylece enfekte hiicrelerin immiin
temizlemeden korunmasina yardim eden bir glikoprotein iiretir. Birgok insanin
serumunda CMV’ ye kars1 6zgiil IgM, G ve A smifi antikorlar saptanabilir.

CMV en sik konjenital defekte sebep olan viriistlir. Gebelik sirasinda
gecirilen primer maternal enfeksiyonlar sitomegalik inkliizyon hastaliginin biiyiik
bir boliimiinden sorumludur. Daha 6nce CMV ile enfekte olmus kadinlarda gebelik
sirasinda reaktivasyon siktir. Term’e yakin gebelerin yaklagik %13 iiniin genital
sekresyonlarinda CMV saptanmaktadir. Bu gebelerden dogan bebeklerin yaklasik
yarist dogum esnasinda CMV ile enfekte olmaktadir.

Biiyiik ¢ocuklarda ve yetiskinlerde primer CMV enfeksiyonlari ¢ogu kez
asemptomatik olarak gegirilmesine karsin EBV’nin yol agtigi mononiikleoz
enfeksiyonuna benzer bir klinik tabloda goriilebilir. CMV, mononiikleozunda
farenjit daha hafiftir. Atipik lenfositler goriilmesine karsin heterofil antikorlar
negatiftir. CMV heterofil antikor negatif mononiikleoz olgularinin %20-50’sinden
sorumludur. CMV bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda karakteristik firsatgi
enfeksiyon ajanlarindan biridir. Yaygin hastalikta bircok organda tipik sitomegalik

inliizyon hiicreleri bulunabilir.
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CMV enfeksiyonlarinin  histolojik  karakteristigi multiniikleer dev
hiicrelerdir. Idrar, tiikriik, kan, BAL ve doku biyopsilerinden alman érneklerin HE
ile boyanmasi ile CMV igin karakteristik santral yerlesimli, yogun owl’s eye (
baykus gozii) olarak adlandirilan bazofilik intraniikleer inkliizyon cisimcikleri
goriiliir.

CMV hiicre kiiltiiriinde virlis bogaz c¢alkanti sivist ve idrardan kolaylikla
izole edilebilir. CMV sadece insan diploid fibroblast hiicre kiiltiirlerinde iirer.
Kiiltiirde sitopatik etki olusturur. Serojik olarak fetusda CMV IgM pozitifligi
konjenital enfeksiyonu gosterir. Normal konakta serokonversiyon primer CMV
enfeksiyonu igin iyi bir gostergedir. Bagisik yetmezlikli hastalarda yeterli antikor
yanit1 olmadigindan bdyle hastalarda CMV reaktivasyonunu saptamak i¢cin CMV
antijeni testi yapilmaktadir. Bu yontemde CMV antijeni IFA ile semi kantitatif
olarak saptanmaktadir. Son yillarda 6zellikle immiinsiiprese hastalarda CMV’nin
kalitatif ve kantitatif saptanmasinda PCR yontemi de kullanilmaktadir. Tedavide
gansiklovir, foskarnet ve sidofovir bagisik yetmezlikli hastalardaki CMV
enfeksiyonlarinda yararlidir (18).

3.3. PCR Yontemi

Polimeraz  zincir reaksiyonu (PCR), DNA yapisinin tam olarak
aydinlatilmas1 ve rekombinant DNA teknolojisinin gelismesinden sonra molekiiler
biyoloji alaninda ortaya ¢ikan en biiyiik yenilik olarak kabul edilmektedir. Bu
teknik herhangi bir tek kopya gen diziliminin in vitro sartlarda bir kag¢ saat i¢inde
milyonlarca kez c¢ogaltilmasina imkan vermektedir (22-24). Dolayisiyla, ¢ok az
sayidaki hedef DNA’nin kisa siirede cogaltilmasini ve daha sonra DNA'nin
hibridizasyon deneylerinde etiketli prob kullanilarak kolaylikla

kimliklendirilmesini saglayabilmektedir. Ayrica, PCR RNA'nin tespiti i¢in
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uygulanabilmektedir. Bu durumda, dncelikle RNA'nin DNA'ya doniistiiriilmesi i¢in
reverse transkriptaz adimi1 deneye dahil edilmektedir. PCR tekniginin RNA’da da
kullanilmast RNA virlisler’in tespiti ile birlikte ozellikle rekombinant DNA
teknolojisinde mRNA’dan DNA’ya akisi saglamasi bakiminda da ¢ok 6nem arz
etmektedir. PCR tekniginde genomun tamamini ¢ogaltmak gerekli degildir ve
genellikle biitiin genom ¢ogaltilmaz. Cogaltilmasi istenen genom igindeki kisa
dizilimin iki ucunu temsil eden iki oligoniikleotid primerin sentezlenebilmesi igin
bu dizilimin iki ucunun bilinmesi gerekmektedir. Ancak, bu segilen bolgeye uygun
primerlerin ayn1 genom veya elde edilecek 6rnekte bulunabilecek diger DNA’lar
tizerinde bulunmamasi1 gerekmektedir. Bu nedenle primer se¢cimi PCR’de kritik bir
adim olarak degerlendirilmektedir. Primer se¢iminden sonra, bir PCR déngiisii su

asamalardan olusur :

1-Ayrilma (Denaturasyon): Cift iplikli DNA’nin birka¢ saniye 94-96 °C 181
ile tek iplikli DNA’ya ayrilmasidir.

2-Baglanma (Annealing): Ornegin, bir kag dk. 30-60 °C’de tutularak,
primerlerin (spesifik sentetik oligoniikleotidler ) tek iplik DNA’daki hedef
bolgelere baglanmasinin saglanmasidir.

3-Uzatma (Extansion): Polimeraz enzimi yardimi ile tek iplik DNA
kaliplarina baglanan primerlerin 5°—3’ yoniinde baglayarak yeni DNA’y1
sentezlemesidir. DNA zincirinin komplementerini sentezlemesi igin 65-72 °C de
birka¢ dk. beklenir. Baglanma sikluslarini takiben orijinal DNA segmenti yeni
komplementer DNA’lar olusturur. Boylece her PCR siklusunda mevcut spesifik
DNA miktart iki katina ¢ikmaktadir. Bu islem 30 kez tekrarlanarak bir milyardan

fazla hedef DNA parcaciginin sentezlenmesi miimkiin olur (22-24).
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Cogaltma isleminden sonra PCR iiriinleri genellikle agaroz jel iizerindeki
kuyucuklara yiiklenir ve daha sonra elektroforez islemine tabi tutulur. Ayrica prob
teknolojisiyle isaretli DNA dizilimleri kullanilarak da PCR iiriinleri gdsterilebilir
(22-24).

PCR’nin en 6nemli avantaji 25 baz ¢ifti (bg)’den 10000 bg¢’ye kadar olan
spesifik DNA dizilerini ¢ogaltma kabiliyetine sahip olmasidir. Primer spesifik
hedef dizileri kullanmaktadir ve bir DNA parc¢asi sadece 3 saat igerisinde milyon
defa kopyalanabilir. PCR’nin dezavantajlar1 yanlis negatif ve pozitif sonu¢ verme
ihtimaline sahip olmasidir. Bu durumlara sebep olan faktdrler belirlenmis bunlara
karst ¢Oziim yollar1 gelistirilmistir (22). Bu nedenle, PCR yontemi iyon
konsantrasyonu, 1s1, primer konsantrasyonu ve niikleotid konsantrasyonu gibi
sartlarin ¢ok dikkatlice ayarlandigi bir ortamda yiiriitiilmelidir. Bu kontrollii
sartlardan sapma halinde 06zgiil olmayan ¢ogaltmalar ortaya c¢ikabilir. Bu
problemler, PCR'nin arastirma metodu olma kimliginden rutin teshis metodu
kimligine ge¢mesini geciktirmistir. Bu nedenle, bugiin, kili kirk yararcasina
gosterilen dikkat neticesinde ve deneyimli laboratuar ¢alisanlarinin varliginda, PCR
yontemi, glivenilir bir metod olarak kabul edilmektedir (22-24).

PCR, tibbi arastirma alanlarinin birgcogunda Onemli kullanim alam
bulmustur. Ozellikle mikrobiyolojide yavas iireyen veya kiiltiirii yapilamayan
bircok mikroorganizmanin direkt tanisinda olduk¢a basar1 saglamaktadir.
Amplifikasyon metodlar1 giiniimiizde, amplifiye iiriinlerin hizli tespitini saglayan
metotlarla kombine olarak kullanilmakta olup rutin tani ig¢in olduk¢a hassas hale
gelmislerdir. Amplifikasyon yontemlerinin bu kadar hizli gelisiminde iki onemli
gelismenin pay1 vardir. Bunlardan birincisi daha 6nce bahsedildigi gibi termofilik

bir bakteri olan Thermus aquaticus adli bakteriden 1siya dayanikli DNA

43



polimerazin izolasyonudur. Bu enzim Tag DNA polimeraz olarak tanimlanmis
olup, farkli 1s1 araliklarinda aktivitesini siirdiirebilmektedir. Ikinci olarak da
bilgisayar kontrollii termal dongii cihazlarinin gelistirilmesidir. Klasik PCR
disinda, RNA’nin amplifikasyonu i¢in reverz transkriptaz PCR (RT-PCR), 6n
amplifikasyonla elde edilen uzun gen dizileri igerisindeki daha spesifik ve kisa
dizilerin amplifikasyonu icin ‘“nested” PCR ve oOrnekteki birden fazla
mikroorganizmaya ait veya bir mikroorganizmanin geni iizerindeki farkli bolgeleri

ayni anda ¢ogaltmak amaciyla gelistirilmis multipleks PCR yontemleri mevcuttur

(22-24).
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4. GEREC VE YONTEM
4.1. Hastalarin Secimi
Calisma Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik
Mikrobiyoloji Anabilim Dali ile Elazig Dis Hastanesi’nin ortak katkilari ile
gerceklestirildi. Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’nca onaylanan
caligmada Elazig Dis Hastanesi Periodontoloji Klinigi’ne basvuran periodontitli 52
hastadan alinan krevikular sivi 6rnekleri hasta grubunu olustururken kontrol grubu
olarak 20 saglikli bireyden krevikular sivi 6rnekleri alindi. Hasta grubunu yaslari
33-67 arasinda degisen (ortalama 49.9) 23 bayan ve 29 erkekten toplanan drnekler
olustururken, saglikli grubu da yaslar1 30-56 arasinda degisen (ortalama 43.3) 10
erkek ve 10 bayandan toplanan drnekler teskil etti.
4.2. Orneklerin toplanmasi ve analize hazirlanmasi
Calismada kullanilan 6rnekler periodontoloji polikliniginde hasta basinda
alindi. Ornekler son alti ay icinde antibiyotik almamis hastalardan temin edildi.
Genellikle bu tip ¢aligmalarda sik¢a kullanildigi ve bu sayede calismalar arasinda
mukayese imkani sagladigi icin, Ornek alinan hastalarin Silness- Loe’iin plak
indeksi ve gingival indeksi skorlandi (Tablo 1 ve 2). Ayrica hastalarin dis cep
derinligi belirlendi.

Tablo 1. Plak indeksi (PI).

Skor Kriter

0 ak yok

1 isin gingival kenarma yapigmis film plagi mevcut ancak goriintii
saglayacak solusyonlar ya da dis yiizeyine prob kullanarak
goriilebilmekte.

2 ingival cebin i¢inde veya dis yiizeyinde ¢iplak gézle goriilebilen
orta derecede yumusak depozit birikimi

3 ingival cep veya dis yiizeyinde bol miktarda yumusak depozit

birikimi mevcut.
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Tablo 2. Gingival indeks (GI).

Goriiniim
ormal
ingivanin renginde hafif degisiklik
ve gingivanin sertliginde hafif
degisiklikle birlikte hafif 6dem
1zariklik, hipertrofi, 6dem

slirgin kizariklik, hipertrofi, 6dem,
iilserasyon

Kanama
Yok
Yok

'rob dokunmasi
ve bastirma
ile kanama

pontan kanama

inflamasyon
Yok
Hafif

Orta

Siddetli

kor

Hastalardan ornekler alinmadan Once hastalarin  agizlarint 30 sn kadar

klorhexidine ile yikamalar1 istendi. Paper pointler (micro-1Dent-plus/Hain-

Lifescience) dis hekimleri tarafindan periodontal ceplere yerlestirildi (Sekil 4).

Krevikular siviyt emmesi i¢in 30 sn bekletildikten sonra, paper pointler steril

kapakli ependorflara alindi. Ornekler buz akiileri ile birlikte hizli bir sekilde

laboratuvara ulastirildi. Ornekler laboratuvarda calisilacak zamana kadar -80°C

derecede stoklandi.

Sekil 4. Paper point’ler kullanilarak 6rnek alimi.

44— Paper point
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4.3. Cihazlar

Bu ¢alismada kullanilan demirbas malzemelerin baslicalari; hiicre kiiltiir
etiivii (Heraus Co. UK), elektroforez cihazi (Consort E833, Belgium), elektroforez
tanki, fotograf makinesi (Polaroid, UK) ve fotograf filmi (Polaroid 667), 1s1 blogu
(Major Science MD-02, Belgium), santrifiij cihaz1 (Hettich Zentrifugen Mikro 22R,
Germany), PCR cihazi (AB Applied Biosystems 2720 thermal Cycler, Singapour),
ultraviyole transilluminatdr (Vilber Lourmat, France), elektronik hassas terazi

(Sartorius BC 410,Germany) ve hiz ayarli vorteks (VELP Scientifica, Italy) .

4.4. Kontrol Viriisleri

Tim PCR asamalarinda pozitif kontrol olarak kullanilan HSV-1 wal ve
HSV-2/333 viriis suslar1 Karadeniz Teknik Universitesi, Mikrobiyoloji Anabilim
Dali’ndan temin edildi. Kuru buz igerisinde getirtilen viriisler hiicre kiiltiiriine
ekilinceye kadar - 80 °C’de saklandi. HSV-1 ve HSV-2’ye ilave olarak yine PCR
asamalarinda pozitif kontrol olarak EBV ile enfekte oldugu bilinen 16kosit hiicre
(EBV/NCL-BL1514) kiiltiirii (Gazi Universitesi, Tip Fakiiltesi, Immiinoloji A.D)
kullanildi. CMV igin ise kullanilan pozitif kontroller ise indnii Universitesi Tip
Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali’ndan temin edildi.
Bu amagla CMV DNA pozitifligi yoniinden aragtirllmak iizere laboratuara
gonderilen serum Ornekleri kullanildi. Bu orneklerle “Real-Time” PCR yontemi
icin “Arthus CMV PCR” kiti kullanilarak Rotor-Gene 3000 (Corbett Research)
cihazi ile viral yiikler arastirildi (yontemin duyarliligi 0.24 kopya/ul, P=0.005).
Kitlerin igeriginde PCR inhibisyonunu saptamak icin i¢ kontroller ve DNA
izolasyonunu denetlemek icin dis kontroller mevcuttu. Standartlarin esik degerleri

g0z Oniine alinarak 6rneklerdeki viral yiik kantitatif olarak degerlendirildi.
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4.5, Hiicre Kiiltiirii ve Viriis Uretilmesi

HSV-1 ve HSV-2 viriislerinin iiretilmesi amaciyla devamli hiicre hatt1 olan
Madin-Darby sigir bobrek hiicreleri (MDBK; American Type Culture Collection,

MD, USA) kullanildi.

Hiicre kiiltiiri esnasinda, hiicrelerin ¢ogaltilmast i¢in, %10 Fotal Sigir
Serum (FBS; SIGMA, F-2442)’u igeren hazir Dulbecco's Modified Eagle's
Medium Nutrient Mixture F-12 (DMEM; SIGMA) vasat1 tercih edildi. Vasatlarin
hazirlanmas1 esnasinda her ml vasat i¢in 0,01 mg streptomisin, 100 iinite penisilin
(SIGMA) vasata ilave edildi. Viriis liretimi amaciyla ise %1 FBS iceren DMEM

vasatindan faydalanildi (25).

HSV-1 ve HSV-2 viriisleri 25 cm?’lik hiicre kiiltiir kaplarinda iiretilen ve
kap yiizeyinin % 80’inde tek tabaka olusturmus olan MDBK hiicrelerine
adsorpsiyona bagl metot ile ekildi. Hiicreleri giinliik olarak mikroskopta incelendi

(26).

Hiicrelerin yaklasik %70’inde sitopatik etkinin (CPE) goriildiigii asamada
hiicre kaplar1 6nce - 20 °C’ye kaldirildi ve burada 1 saat tutuldu. Daha sonra, hiicre
kaplar1 37 °C’ye alindi. Tam ¢6ziinmeden sonra, kaplardaki igerik 10 ml’lik
santrifiij tiiptine aktarildi ve 3000 rpm’de (Hettich, Tuttlingen, Germany) 10 dk.
santrifiij islemi gerceklestirildi. Santrifiijle hiicre artiklarindan arindirilan st sivilar
0,5 mI’lik kisimlara boliinerek, PCR’de kullanilincaya kadar - 80 °C’ye kaldirildu.
Ayrica, dondurulan HSV-1 viriislerinin biri ¢ikartilarak bu viriisiin titresi yine
MDBK hiicrelerinde ve 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarinda klasik titrasyon

metoduna gore gerceklestirildi
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4.6. Kontrol Viriislerinden DNA Izolasyonu: HSV-1 ve HSV-2 enfekte
hiicre st sivilarinda, CMV pozitif serum ve EBV enfekte hiicrelerden DNA
izolasyonu klasik fenol-klorfrom ekstraksiyon metodu kullanilarak gergeklestirildi.
Bu amagla, - 80 °C’de ¢ikartilan ve 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine aktarilan 100
ul viris 6rnekleri tizerine 500 ul K-Tamponu (20 mM Tris pH 8.0, 10 mM
EDTA, % 0.5 SDS ve 2 mg/ml proteinase-K) ilave edildi. Sindirim i¢in 37 °C’de 2
saat beklendi. Tiiplere 600 ul fenol-klorform ilave edildi ve 1 dk’lik vorteks islemi
gerceklestirildi. Tiipler 12000 rpm’de 15 dk. santrifiij edildikten sonra, st sivilar
0,5 ml’lik temiz mikrosantrifijj tiiplerine aktarildi. Tiplere 1/10 volim 3 M Na-
Asetat (pH 5.2) ve 2 voliim saf ethanol ilave edildi. Vorteksleme ve -80 °C’de 2
saat beklemeyi takiben, 12000 rpm’de 15 dk’lik santrifiij islemi tekrarlandi. Ust
stvilar uzaklagtirildi ve pelet DNA’lar ilizerine %70’lik ethanol eklenip ve hafif
vorteksleme gerceklestirildi. Santrifiij islemi tekrar edildikten sonra, ist sivilar
dokiildii ve tiiplerde bulunabilecek alkoliin tam olarak uzaklagmasi igin DNA
peletleri oda 1sisinda kurumaya birakildi. Kurutulmus DNA peletleri 50 pl steril
distile H,0 ile sulandirildi ve PCR’de kullanilincaya kadar — 20 °C’ye kaldirildi.

4.7. PCR’nin Deteksiyon Limitinin Tespiti: Calismada yer alan viral
etkenlerin ekstraksiyon ve PCR’nin duyarliligini test etmek igin pozitif kontrol
olarak kullanilan ve titresi belirlenen HSV-1 standart susunun 10 kat azalan
dilusyonlar1 ile PCR islemi gergeklestirildi (26).

4.8. Paper pointlerden DNA izolasyonu

Tiim dis 6rneklerinden QIAamp DNA Mini Kit ile {iretici firmanin (Qiagen)

onerileri dogrultusunda DNA izolasyonu yapildi.

[zolasyon protokolii su sekilde uyguland:
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On hazirlik asamasinda, 6rnekler oda 1sisina getirildi. Daha sonra soliisyon
AWI1 (19 ml AW1’e 25 ml etanol ilave edilip toplam volim 44 ml seklinde
ayarlandi) ve solisyon AW2 (13 ml soliisyon iizerine 30 ml etanol birakilarak
toplam voliim 43 ml seklinde ayarlandi) taze olarak hazirlandi.

Bu hazirlik agsamalarini takiben;

1- Paper pointler 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine (eppendorf) kesilerek
yerlestirildi. Uzerlerine 180 pl soliisyon ATL ilave edildi.

2- Ornekler 85 °C’lik 1s1 blogunda (Major Science MD-02, Belgium) 10 dk.
inkiibe edildi. Takiben kisa bir siire (45 sn) 3000 rpm’de santrifiij (Hettich
Zentrifugen Mikro 22R, Germany) yapildi.

3- Tiiplere kit i¢inde yer alan 20 pl proteinaz soliisyonu ilave edilip karigim
vortekslendi (Labinco L46, Netherlands). Ornekler 56 °C derecede bir saat
bekletildi. Santrifiij islemi tekrarlandi.

4- Tiplere 200 pl buffer solisyon AL ilave edilip, tiipler vortekslendi.
Ornekler 70 °C derecede 10 dK. inkiibe edildi ve santrifiij islemi tekrar edildi.

5- Tiiplere 200 pl etanol (%100) ilave edilip vortekslendikten sonra kisa bir
stire santrifiij islemi tekrarlandi.

6- Karistm 2 ml’lik tiiplin i¢ine alindiktan sonra 8000 devirde bir dk.
santrifiij edildi. Takiben kolon yeni 2 mI’lik tiipe alindu.

7- Karigimin iistiine 500 pl buffer solisyon AW1 ilave edilip 8000 devirde
bir dk. santrifiij edildi. Kolon yeni bir 2 ml lik tiipe alind.

8- Kolona 500 pl soliisyon AW?2 ilave edilip, kolon 14000 devirde ti¢ dk.
santrifiij edildi.

9- Kolonlar 1.5 ml tiiplere alindi. Uzerlerine 150 ul buffer AE ilave edilip

oda 1sisinda 5 dk. inkiibe edildi. Takiben 8000 rpm’de bir dk. santrifiij edildi.
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10- Elde edilen yaklastk 150 pl’lik DNA materyali PCR asamasinda

kullanilmak tizere - 20 °C derecede saklandi.
4.9. Oligoniikleotidler (Primerler)

Calismada, Jlontek firmasina sentezlettirilmis olan oligoniikleotitler
(primerler) kullanildi. Ayrica kullanilan diger primerlerden farkli olarak, HSV-1
DNA varligimi belirlemek i¢in ise 6zel bir primer dizayn programiyla elde edilen
primerler (oligoyap 3.0-GATA Viroloji Bilim Dali, ANKARA) dizayn edildi.

Primerlerin niikleotid dizileri ve PCR iiriin boyutlar1 Tablo 3’de gosterilmistir.

Tablo 3. Calismada kullanilan primerler (27-29).

Hedef }
Virus Uriin uzunlugu (bp)  Primer Dizilimleri

Bolge
HSV-1 gpC 450 bp P1 (5" TGACGT TTG CCT GGT TCC TG 3
HSV-1 gpC 450 bp P2 (5" GAA GAG AGG GTG GCG GCT TTA 3)
HSV-2 1.PCR apG 184 bp P1 (5> TCA GCC CAT CCT CCT TCG GCA GTA 3"
HSV-2 1.PCR apG 184 bp P2 (5'GAT CTG GTACTC GAATGT TCT CCG 3))
HSV-2 2.PCR apG 100 bp P3 (5" AGA CGT GCG GGT CGT ACA CG 3)
HSV-2 2.PCR apG 100 bp P4 (5'CGC GCG GTC CCA GAT CGG CA 3)
EBV gp220 239 bp P1 (5" AGG GAT GCC TGG ACACAAGA 3)
EBV gp220 239 bp P2 (5’ TGG TGC TGC TGG TGG TGG CAAT 3))
CMV-1.PCR UL123 438 bp P1 (5" CAA GCG GCC TCT GAT AACCAAGC 3)
CMV-1.PCR UL123 438 bp P2 (5'CTCTTCCTCTGG GGC AACTTCCTC 3)
CMV-2.PCR UL123 190 bp P3 (5'CCG ATC CTC TGA GAG TCT GCT CTC 3)
CMV-2.PCR UL123 190 bp P4 (5'CAG CCACAATTACTG AGGACAGA3)
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4.10. PCR Asamasi

4.10.1. EBV ve HSV-1 viriisleri i¢in spesifik PCR

Bu asamada EBV ig¢in, gp220 gen bolgesine spesifik olan ileri P1 (5' GGC
TGG TGT CAC CTG TGT TA 3') ve geri P2 (5 GGC TGG TGT CAC CTG TGT
TA 3'") primerleri kullanilirken, HSV-1 i¢in ise 6zel bir primer dizayn programiyla
elde edilen ileri P1 (5 TGA CGT TTG CCT GGT TCC TG 3') ve geri P2 (5' GAA
GAG AGG GTG GCG GCT TTA 3') primerleri (oligoyap 3.0-GATA Viroloji
Bilim Dali, ANKARA) kullanilmistir.

Polimeraz zincir reaksiyonu icin, her bir tiipe 6rnek basma 5 pl MgCl,
(26mM), 5 pl buffer, (10x) 4 ul ANTP (2.5 mM/Fermentas), her bir ileri ve geri
primerden 1 pl, 0.5 pl Tag DNA polimeraz (Fermentas) ve 24.5 ul dH,O’dan
olusan PCR karisimi1 ve 10 pl kalip DNA konularak toplam 50 pl {izerinden PCR
kuruldu. Tipler 1s1 dongii cihazina (AB Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler,
Singapour) yerlestirilerek ilk asamada ¢ift sarmal DNA molekiillerinin denatiire
edilmesi amaciyla 94°C’de 4 dk.lik bir dongiiye tabi tutuldu. Polimeraz zincir
reaksiyonu isleminin ikinci asamasi ise sirasiyla 94°C’de 1 dk. ayrilma
(denaturation), 56°C’de 1 dk. baglanma (annealing), 72°C’de 1 dk. uzatma
(elongation) olmak iizere, 40 dongii lizerinden 1s1 dongii cihazinda gergeklestirildi.
Kirk siklusun sonunda {igiincli asama olan uzatma periyodu igin 72°C’de 10 dk.
tutuldu. Cogaltma sonrasi, EBV icin 239 (bg¢) ve HSV-1 icin ise 450 bg
uzunlugundaki tirtinler etidyum bromidli (Sigma Co., UK) % 2’lik agaroz jelde
yiritilerek elektroforezle ayirt edildi ve UV transilluminatér (Vilber Lourmat,
France) ile olusan bantlar incelendi. Sonuglar fotograf makinesi ( Polaroid, UK) ve

fotograf filmi (Polaroid 667) kullanilarak goriintiilendi.
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Bu asamada Orneklere uygulanan biitiin islemler, EBV ve HSV-1 viriis

pozitif kontrolleri i¢in de uygulandi.

4.10.2. CMV ve HSV-2 viriisleri icin spesifik nested PCR

Herpesviriis ailesinden olan CMV ve HSV-2 viriislerini belirlemeye yonelik
nested PCR asamasinda kullanilan primerler, CMV viriis i¢in UL123 ve HSV-2
viriis i¢in ise gpG gen bdlgeleri ilizerinden se¢ilmistir (27-29). Nested PCR’nin
birinci agamasinda CMV DNA pozitifligini belirlemek i¢in Tablo 3°de belirtilen
igsel primerler P1 (5' CAA GCG GCC TCT GAT AAC CAAGC 3)ve P2 (5'CTC
TTC CTC TGG GGC AAC TTC CTC 3") primerler kullanilirken, HSV-2 DNA
pozitifligini tespit edebilmek i¢in ise P1 (5 TCA GCC CAT CCT CCT TCG GCA
GTA 3) ve P2 (5 GAT CTG GTA CTC GAA TGT TCT CCG 3) igsel

primerlerinden yararlanilmistir.

Reaksiyon miksi i¢in, her bir tiipe 6rnek bagma 5 ul MgCl, (25mM), 5 ul
buffer, (10x) 4 ul ANTP (2.5 mM), her bir igsel ileri ve geri primerlerinden 1 pl, 0.5
pul Taqg DNA polimeraz ve 24.5 pul dH,O’dan olusan PCR karisimi ve 10 pl
template DNA konularak toplam 50 pl {izerinden PCR kuruldu. Tiipler cihaza

yerlestirilerek, EBV ve HSV-1 i¢in kullanilan PCR sartlar1 uygulandi.

Nested PCR’nin ikinci asamasi igin, birinci PCR firtinlerinden 2 ul DNA
kalip olarak kullanilirken, primer olarak CMV igin dissal ileri P3 (5' CCG ATC
CTC TGA GAG TCT GCT CTC 3') ve geri P4 (5 CAG CCA CAA TTA CTG
AGG ACA GA 3') primerlerinden yararlanilirken, HSV-2 i¢in ise digsal ileri P3
(5" AGA CGT GCG GGT CGT ACA CG 3') ve geri P4 (5' CGC GCG GTC CCA

GAT CGG CA 3') primerleri kullanildi. Reaksiyon karisimi birinci PCR
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asamasinda anlatildigi gibi 50 pl iizerinden hazirlandi. Tiiplerin cihaza tekrar
yerlestirilmesinden sonra ise yukaridaki PCR sartlarinda fakat 32 dongiide islem
gerceklestirildi. Reaksiyon sonunda CMYV igin 190 b¢ ve HSV-2 i¢in ise 100 bg
uzunlugundaki triinler etidyum bromidli %2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek
elektroforezle ayirt edildi. Daha sonra ise UV transilluminator ile olusan bantlar

incelenerek bant profilleri fotograf makinesi ve fotograf filmi ile goriintiilendi.

Bu asamada 6rneklere uygulanan biitiin islemler, HSV-2 virlis susuna ve

CMV viriis pozitif DNA kontrolii i¢in de uygulandi.

Calismanin her asamasinda pozitif ve negatif kontroller kullanildi. PCR
denemelerinde optimum sonucun elde edilebilmesi i¢in sikluslarda, baglanma
isilarinda ve templat DNA miktarlarinda bazi degisiklikler yapildi. Pozitif
kontrollerle gergeklestirilen 52°C, 56°C, 58°C baglanma isilarina yapilan PCR’de
en iyi sonucun 56°C de saptandig goriildii.

4.11. Agaroz Jel Elektroforezi

Tim PCR g¢ogaltma iriinleri etidyum bromidli %2’lik agaroz jelde
yiiriitiilerek elektroforezle gog ettirildi ve UV transilluminatérde incelenerek olusan
bantlar goriildii. %2’lik agaroz jel hazirlamak igin 2 gr agaroz tartilarak 100 ml
TAE (Bu soliisyonun 6nce 50X’lik stok sekli hazirlandi. Bu amagla 242 gr TRIS-
base, 57.1 gr glacial asetik asit ve 100 ml 0.5 M EDTA (etilendinitrilotetraasetik
asit, pH 8) 1 litre distile suda ¢6ziildii. Bu stok soliisyon kullanilirken 50 kat distile
suda karistirilarak kullanilir hale getirildi) soliisyonunda kaynatilmak suretiyle
eritildi. Eriyen agaroz-TAE soliisyonu karisimi 60 °C’ye sogutulduktan sonra, i¢ine
DNA bantlarin ultraviyole 1s1k altinda goriiniir hale gelmesini saglamak icin 15 pl

etidyum bromid eklenerek iyice homojenize edildi. Sivi halde olan jel, katilasmasi
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icin jel kalibina dokiildii. Polimeraz Zincir Reaksiyonu tirlinlerinden 10 pl alinip 3
ul yiikleme tamponu (bromphenol blue ve xylene cyanole) ile karistirilarak jeldeki
kuyucuklara yiiklendi. Beklenen bant boyutlarinin belirlenebilmesi amaciyla 100
b¢’lik DNA markeri de jele yiiklendi. Jel 15-20 dk. siire ile 150 volt sabit akimda
elektroforez edildi ve UV transilluminator cihazi ile goriintiilendikten sonra bantlar
degerlendirildi. Hastalikli gruptaki EBV,CMV varlig1 ile saglikli gruptaki
EBV,CMV varlig1 arasindaki farkin anlamli olup olmadigini tespit etmek igin
fisher’s exact testi uygulandi. Viriis varligi1 ile Pi, GI ve cepderinligi arasindaki

iligski spearman’s korelasyon analizi ile gergeklestirildi.
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5. BULGULAR

5.1. HSV-1 ve HSV-2 Viriislerinin Uretilmesi:

Adsorpsiyona bagli metotla MDBK hiicrelerine ekilen HSV-1 ve HSV-2
viriislerinin hiicreye etkileri mikroskobik olarak takip edildi. Mikroskobik bakida,
viriis ekilmeyen kontrol MDBK hiicrelerine (Sekil 5) kiyasla, 6zellikle HSV-1
enfekte hiicrelerde, ekimden yaklasik 24 saat sonra hiicre sismeleri ile karakterize
ilk CPE odaklar1 goriilmeye basladi. HSV-2 enfekte hiicrelerde ise ayni CPE’ler
ekimden yaklasik 36 saat sonra goriilmeye basladi. Bu CPE odaklarin yine HSV-1
enfekte hiicrelerde ekimden yaklasik 48 saat sonra parcalanmaya basladiklar tespit
edildi (Sekil 6). HSV-1 enfekte ise enfeksiyondan yaklagik 60 saat sonra hiicre
parcalanmalar1 tespit edildi. Elde edilen HSV-1 iist sivisi ile gerceklestirilen
titrasyon deneyi neticesinde viriisiin titresi doku kiiltiir infeksiyoz doz so (DK.ID

s0); log 10 > olarak tespit edildi.
5.2. PCR’nin Deteksiyon Limiti:

Calismada ekstraksiyon ve PCR’nin duyarliligini test etmek i¢in pozitif
kontrol olarak HSV-1 standart susunun 10 kat azalan dilusyonlar ile
gerceklestirilen ¢alismada, PCR’nin deteksiyon limiti yaklasik 20 viriis partikeli

olarak kaydedildi.
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Sekil 5. Viriis ekilmeyen kontrol MDBK hiicrelerinin mikroskobik

goruntisu.

Sekil 6. HSV-1 enfekte MDBK hiicrelerin ekimden yaklasik 48 saat sonraki

mikroskobik goriintiisii.
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5.3. Orneklerin PCR Sonuglari:

Calismaya alinan periodontitli hasta grubunun krevikular sivi 6rneklerinden
elde edilen DNA’lardan EBV primerleri kullanilarak yapilan PCR neticesinde 52
ornegin 32 sinde (%61.5) EBV pozitif olarak belirlendi. EBV i¢in, gp220 gen
bolgesine spesifik olan primerler kullanilarak yapilan PCR’de beklenildigi gibi
yaklasik 239 b¢’lik bant profilleri %2’lik agaroz jel elektroforezi sonucunda elde
edilmistir. EBV DNA yoniinden pozitif ve negatif olan bazi 6rneklerin PCR

tirlinlerinin jel goriintiisii Sekil 7°de verilmistir.

-
o
-
o
£
®

Sekil 7. EBV pozitif ve negatif PCR tirtinleri (239 bg). M: 50 bg’lik DNA markeri
(Fermentas), 7: EBV igin pozitif kontrol-EBV DNA’sindan elde edilen PCR iiriini,
1,2,5,6: EBV yoniinden pozitif 6rnekler, 3: PCR negatif kontrol, 4: DNA izolasyonu
negatif kontrol. Ayn1 dérneklerden CMV DNA pozitifligini belirlemek icin yapilan
nested PCR sonucunda ise drneklerin 28 inde (%53.8) CMV DNA pozitifligi tespit

edildi. CMV wviriis i¢in ULI123 gen bdlgesine spesifik olan primerlerin
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kullanilmasiyla uygulanan PCR yontemi sonucunda, elde edilen ¢ogaltma
tirtinlerinin agaroz jel elektroforez bant goriintiilerinin degerlendirilmesiyle

beklenildigi gibi pozitif 6rneklerde 190 bg’lik bantlar elde edilmistir (Sekil 8).

Sekil 8. CMV pozitif ve negatif PCR iriinleri (190 bg). M1: 100 b¢’lik
DNA markeri (Fermantas), 1,3: CMV yoniinden pozitif 6rnekler, 2: PCR negatif
kontrol, 4: CMV pozitif kontrol.

Hasta grubunun HSV-1 ve HSV-2 primerleri ile kurulan PCR sonuglarinda ise HSV-1

ve HSV-2 pozitifligi sirayla 17 (%32.6) ve 13 (%25) olarak kaydedildi (Tablo 4).

Tablo 4. Hasta grubunda PCR’la tespit edilen viriis siklig.

Viriisler Yiizde (n:52)
EBV 32 (%61.5)
CMV 28 (%53.8)
HSV-1 17 (%32.6)
HSV-2 13 (%25)
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HSV-1 igin 6zel bir primer dizayn programiyla (oligoyap 3.0) elde edilen
gpC gen bolgesine spesifik olan primerler kullanilarak yapilan PCR’da, HSV-2
viriis sugunda ve pozitif 6rneklerde beklenildigi gibi 450 bg’lik bantlar, 6rneklerin
%2’lik agaroz jel elektroforezde go¢ ettirilmesiyle belirlenmistir. Elektroforez

sonrasi pozitif drneklere ait olan bant profilleri Sekil 9°da yer almaktadir.

Sekil 9. HSV-1 pozitif PCR iriinleri (450 bg). M1: 100 b¢’lik DNA
markeri, 1: HSV-1 i¢in pozitif kontrol, 2,3,4: HSV-2 yoniinden pozitif 6rnekler,
M2: M: 50 b¢’lik DNA markeri.

CMV viriis DNA pozitifligini belirleyebilmek i¢in uygulanan nested PCR
yontemi, HSV-2 DNA pozitifligini de tespit etmek i¢in kullanilmistir. Bunun igin
primerler HSV-2 gpG gen bolgesi tizerinden segilmistir. Uygulanan PCR yontemi
sonucunda ise, elde edilen cogaltma iiriinlerinin agaroz jel elektroforez bant
goriintiilerinin degerlendirilmesiyle beklenildigi gibi pozitif 6rneklerde 100 bg¢’lik

bantlar elde edilmistir (Sekil 10).
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Sekil 10. HSV-2 pozitif ve negatif PCR iiriinleri (100 bg). M2: 50 bg¢’lik
DNA markeri (Fermentas), 6: EBV i¢in pozitif kontrol-EBV DNA’sindan elde
edilen PCR iiriinii, 1,2,,5,: EBV yoniinden pozitif 6rnekler, 3: PCR negatif kontrol,
4: DNA izolasyonu negatif kontrol.

Hasta grubu ile ayni primerler kullanilarak ve aym1 PCR sartlar
uygulanarak yapilan PCR sonucunda ise saglikli bireylerin 4’tinde (%20) EBV,
2’sinde (%10) CMV, 2’sinde (%10) HSV-1 ve 1’inde (%b5) ise HSV-2 DNA

pozitifligi belirlendi (Tablo 5).

Tablo 5. Saglikli grupta PCR’le tespit edilen viriis siklig1.

Viriisler Yiizde (n:20)
EBV-1 4 (%20)
CMV 2 (%10)
HSV-1 2 (%10)
HSV-2 1 (%5)

Elde edilen pozitif PCR sonuglarinin hastalarin plak indeksi, gingival indeksi, cep
derinligi ile yapilan spearman’s rho korelasyon analizinde EBV-1 varligi ile
bahsedilen ii¢ parametre arasinda anlamli bir korelasyon tespit edilmistir (p < 0.01).

Elde edilen PCR sonuglarina gore CMV varligi ile 2 parametre (plak indeksi (p <
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0.01), cep derinligi (p < 0.05)) arasinda anlamli bir korelasyon tespit edilirken
gingival indeks ile anlamli bir iliski gdsterilememistir. Elde edilen sonuglara gore
HSV-1 ve HSV-2 varligi ile plak indeksi, gingival indeksi, cep derinligi arasinda
anlamli bir korelasyon iliskisi tespit edilmemistir (Tablo 6).

Saglikli grupta klinik parametreler ile viriis varlig1 arasinda anlaml bir iliski
tespit edilememistir. Hastalikli gruptaki EBV,CMV varlig1 ile saglikli gruptaki
EBV,CMYV varlig arasindaki fark anlamli bulunmustur (fisher’s exact testi). HSV-
1ve HSV-2 i¢in istatistiksel anlamli bir fark tespit edilmemistir.

PCR bulgulara gore ¢alismada konu edilen 4 insan herpesviriisiiniin hasta
grubunda varlig1 ile saglikli grupta varligi arasinda iligkiye bakildigi zaman ise,
herpesviriislerin  varligi ile periodontit goriilmesi arasinda bir korelasyon
belirlenmistir.

Tablo 6. Viriis varligr ile plak indeksi, gingival indeksi, cep derinligi arasindaki
korelasyon (n:52).

Viriisler Plak indeks singival indeks Cep derinligi
EBV-1 846" 807" 828"
CMV 3737 273 281"
HSV-1 -,213 -,209 -,241
HSV-2 ,051 ,033 107

" Korelasyon anlamli p < 0.05

" Korelasyon anlamli p < 0.01
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TARTISMA
Gingivit ve periodontitin genellikle dis yiizeyinde kolonize olan bakteriler
tarafindan baglatilan hasarin sonucunda meydana geldigine inanilmaktadir (11). Bu
goriisiin temelinde, plak varligi ile gingivititis ve periodontit arasindaki pozitif
iliski yatmaktadir. Plak mevcudiyetinde gingivitin ve periodontitin siddeti
artmaktadir (30,31). ilave olarak yapilan ¢alismalarda dis yiizeyindeki plak ve
bakteriler mekanik olarak uzaklastirildiklarinda ya da klorheksidin gibi ajanlarla
bakteri kolonizasyonu engellendiginde inflamatuvar olayin geriledigi goriilmiistiir
(32,33). Benzer sekilde antibiyotik kullanimi plak skorunu azaltmakta ve gingivitin
klinik durumunda gerileme olmaktadir (34). Bakteriyel plagin periodontit
patogenezindeki dnemine ait kanitlarin olmasina ragmen bozuk oral hijyen, sigara
kullanim1 gibi ekzojenik faktorler, insanlar arasindaki immiin cevap farkliliklar
gibi endojen faktorler hastaligin meydana gelmesine katki yapmaktadir (35-38).
Yapilan ¢aligmalarda siddetli periodontitin diinya genelinde %7-15 arasinda oldugu
bildirilmistir (11).
Viral enfeksiyonlarin ¢ogunda bakteriyel siiper enfeksiyonlar goriilmektedir.
Bu durumun en iyi bilinen drneklerinden biri influenzadir. influenza epidemileri
sirasinda en sik Oliim, yasli insanlarda meydana gelmekte ve genellikle bu
hastalarda Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae veya Haemophilus
influenzae gibi etkenlerin sebep oldugu ikinci bir bakteriyel infeksiyon
bulunmaktadir (37). Yakin zamanda yapilan ¢alismalarda bazi viriislerin
periodontal hastalik gelisimi ve siddetine katkilarinin olabilecegi ileri sliriilmiistiir
(11).
Yapilan caligmalarda herpesviriislerin periodontal hastalik patogenezinde

katkilarinin olabilecegine dair bulgular elde edilmistir (11,14,15). Herpesviriis
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enfeksiyonlarina genellikle ¢cocukluk caginda oral sekresyonlar ile temas yoluyla
yakalanilmaktadir (40-44). HSV-1 ve 2 tiim diinyada yaygindir ve genellikle deri
ve mukozalar etkiler (38). Bu viriisler kisiden kisiye mukozal sekresyonlar ya da
lezyona direk temasla bulagmaktadir (45-47). Her ikisi de oral ve genital
enfeksiyon yapabilir (48). Ganglionlara yerlesen viriisiin ne sekilde aktive oldugu
cok iyi anlagilmamistir ancak, immiin siipresyon, stres, travma, ultraviyole veya
ates aktivasyona sebep olabilmektedir (43). Primer herpetik gingivit viral orjinli
gingivitin en sik sebebidir (49). Bu viriislerin rekiirrensleri herpes labialis’de
oldugu gibi genellikle mukokutan6z birlesim yerlerinde olmaktadir. Damak ve
gingiva rekiirrenslerin diger sik goriildiigii yerlerdir (43,44). Insanlarin %90° mdan
fazlasi EBV ile enfektedir (50-52). EBV Kanla veya oral sekresyonlarla
bulagsmakta ve orofarinksin epitelyal hiicrelerinde veya B lenfositlerinde replike
olmaktadir (50). EBV infeksiyonlar1 ¢ocuklarda subklinik seyrederken
yetiskinlerde EMN’ye sebep olmaktadir. EMN nin en sik rastlanan semptomu ates,
lenfadenopati ve faranjittir. Oral iilserler, damakta petesi ve daha az yaygm
olarakda gingival iilserasyon goriilebilir (50,53). CMV. konjenital ve perinatal
enfeksiyonlarin en sik sebebidir (54). Endiistrilesmis tilkelerde CMV 20 li yaslara
kadar populasyonun %90’1m1 etkilemektedir (54-56). CMV birgok farkli epitelyum
hiicresini, endotel hiicresini, diiz kas hiicresini, mezensimal hiicreleri, hepatositleri,
graniilositleri enfekte edebilmektedir. CMV tiikriik, idrar, semen, siit gibi bircok
viicut sekresyonunda bulunabilmektedir. CMV enfeksiyonlar1 genelde subklinik
seyretmesine kargin immiinitesi baskilanmis kisilerde degisik klinik durumlara
sebep olabilmektedir (54-56).

Herpesviriislerin periodontal hastalik etyolojisinde yer almalar ile ilgili

hipotezler bu viriislerin periodontal hastaligi olan kisilerin gingival dokularinda,
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gingival krevikular sivilarinda, subgingival plaklarinda tespit edilmesine
dayanmaktadir (11,57). Gingival dokuda HSV-1 antijenlerinin tespitine yonelik
oncii ¢alismalardan biri Ehrlich ve ark. tarafindan yapilmistir. Calismada indirek
immiinoflorasan yontemiyle periodontal hastaligi olan hastalardan alinan gingival
orneklerinde HSV-1 antijenleri gosterilmistir (58). Saboia-Dantas ve ark. yaptigi
benzer bir ¢alismada immiinohistokimyasal yontemlerle dis ekstraksiyonu yapilmisg
35 asemptomatik apikal periodontiti olan hastanin dis 6rneklerinin %31’inde EBV
pozitif olarak tespit edilirken, %23’tinde CMV antijen pozitifligi belirlenmistir.
Ayni ¢alismada %14 6rnekte ise her iki virlis pozitif olarak tespit edilmistir (59).
Viral antijenlerin gosterilmesine veya viriislerin izolasyonuna yonelik
dizayn edilen yukaridakine benzer caligmalar uzun siire almaktadir, sonuglarin
degerlendirilmesi zordur. Hiicre kiiltirii ve immunohistopatolojik deney
ekipmanlar gerekmektedir. Bu nedenle, son yillarda pek ¢ok mikrobiyal etkenin
hizli, 6zgiil ve duyarli bir sekilde teshisinde oldugu gibi, periodontitli hastalarda
herpesviriis varligin1  belirlemeye yonelik c¢aligmalarda PCR  ydnteminin
kullanildigin1 gormekteyiz. Contreras ve ark. 11 periodontiti olmayan saglikli
kiginin ve 14 tane de periodontitli hastanin cep Ornekleri ve gingival doku
orneklerini toplayarak ve bu Orneklerde nested-PCR ile EBV ve CMV DNA
varh@mi aragtirmigtir. Bu ¢alismada saglikli kisilerin cep orneklerinin %9’unda
CMV tespit edilirken %18’inde EBV tespit edilmistir. Ayni kisilerin doku
orneklerinde ise CMV %]18’inde tespit edilirken EBV %27’sinde belirlenmistir.
Periodontitli hastalardan alinan cep orneklerinde ise CMV DNA pozitiflik
%64’iken doku orneklerinde pozitiflik %86 olarak bildirilmistir (15). Contreras ve
ark. yaptiklar1 diger bir ¢alismada 26 hastanin periodontal ceplerinden alinan

orneklerde PCR ile HSV-1 ve HSV-2 arastirmiglar c¢alisilan 6rneklerin hepsinde
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HSV-1 DNA pozitifligi saptanirken HSV-2 &rneklerin  hi¢ birinde tespit
edilememistir (60). Klemenc ve ark. yaptigi benzer bir ¢alismada paper pointle
alinan 66 adet periodontitli hastanin krevikular sivi 6rneginde PCR yontemi ile
EBV DNA’s1 orneklerin %43.9’unda tespit edilirken CMV DNA’s1 &rneklerin
%3’iinde tespit edilmistir. Ayn1 ¢alismada EBV pozitifligi ile PI, CD ve Gi
arasindaki korelasyona da bakilmistir. EBV pozitifligi ile PI ve CD arasinda pozitif
korelasyon tespit edilirken, Gi ile arasinda korelasyon tespit edilememistir (14).
Parra ve ark. ise yaptiklar1 ¢alismada 56 hastanin krevikular sivisinda PCR ile EBV
pozitifligini %30, CMV pozitifligini %60 ve HSV pozitifligini ise %20 olarak
tespit etmislerdir (61). Wu ve ark. yaptiklar1 benzer bir ¢alismada, 65 adet kronik
periodontitli hastanin, 65 adet gingivitli hastanin ve 24 adet saglikli bireyin paper
pointlerle aldiklar1 subgingival Orneklerinde PCR ile amplifikasyon ardindan
yaptiklar1 restriction fragment length polymorphisms (RFLP) analizinde EBV-1 ve
EBV-2 DNA varligina bakmislardir. Bu ¢alismada EBV-1’i periodontitli hastalarin
%47.7’sinde, gingivitli hastalarin %24.6’sinda ve saglikli kisilerin %16.7 sinde
tespit etmislerdir. EBV-2’yi ise periodontitli hastalarin %15.4’tinde, gingivitli
hastalarin %7.7’sinde saptarken saglikli kisilerde EBV-2yi tespit etmemislerdir.
Klinik parametre olarak kullandiklar1 probla dokununca kanama (BOP) ile viriis
varhig1 arasinda bir iligski oldugunu bildirmislerdir (62). Konstantinidis ve ark. ise
kronik periodontitli hastalarda disin farkli bolgelerinden aldiklar1 6rneklerde PCR
yontemi ile ¢alismiglar ve cep derinligi > 7 mm olanlarda EBV varligin1 %56
bulurken cep derinligi < 4 mm olanlarda EBV varligi1 %9 olarak tespit
etmislerdir. Ancak farkli bolgelerden elde edilen sonuclari ve hastalarin EBV
serolojisini de dikkate aldiklarinda EBV ile periodontal hastalik arasindaki iligskinin

¢ok kuvvetli olmadigina dair kanaat belirtmislerdir (63). Sunden ve ark. marjinal ve
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apikal periodontit 6rneklerinde gergeklestirdikleri yakin bir zamandaki ¢alismada
apikal periodontitte EBV DNA varligin1 %50 olarak belirlerken, CMV varligini
tespit etmemislerdir. Ayni ¢alismada marjinal periodontitte EBV DNA varligi %40
ve CMV varligt %12 olarak kaydedilmistir (64). Yukaridaki calismalarin
tamaminda hasta ve kontrol gruplarinda EBV ve CMV prevalanslar1 arasinda
istatiksel bir fark bildirilmis olmasina ragmen, Santangelo ve ark. yaptiklari
calismada iki grup arasinda bu viriisler bakimindan istatiksel bir fark olmadigin

bildirmislerdir (65).

Periodontitli vakalarda yapilan ¢alismalarda genel olarak EBV ve CMV
varligina bakilmistir. Herpesviriis ailesi i¢inde bulunan ve ¢ogunlukla bu iki viriisle
birlikte periodontitli hastalarda calisilan diger bir viris de HSV’dir (61,65-78).
HSV viriisleri bazi c¢aligmalarda genel primerlerle yalnizca HSV  olarak
(70,72,75,78) bazi ¢alismalarda da HSV-1 ve HSV-2 primerleri ile arastirilmistir
(68,69,77). Yapilan galigmalarin pek ¢ogunda degisken oranlarda genel HSV veya
HSV-1’in varlig1 bildirilirken, HSV-2 varlig1 ya diisiik oranlarda belirlenmis ya da

tespit edilmemistir (65,66,70,72,74-78).

Ulkemizde de son yillarda periodontal drneklerde herpesviriislerin varligin
belirlemeye yonelik caligmalara rastlanmaktadir. Ancak, bu calismalarin sayisi
olduk¢a azdir (66,67,74,79-81). Saygun ve ark. gerceklestirdikleri c¢alismada
agresif periodontit olgularinda EBV varligmi %72 olarak saptarken saglikli
kisilerde bu oran1 %6 olarak tespit etmislerdir (66). Saygun ve ark.
gerceklestirdikleri diger bir ¢alismada periodontal apselerde, apse bolgesinde
yiiksek bir oranda EBV ve CMV varligin1 bildirmislerdir (67). Ulkemizde yapilan

baska bir ¢alismada Kubar ve ark. EBV varligim1 agresif periodontitli hastalarda
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%89 olarak tespit ederken kronik periodontitli hastalarda %46 olarak
bildirmiglerdir (79). Kubar ve ark. yaptigi diger ¢alismada ise 16 adet agresif
periodontiti olan hastadan periodontal kiiretle elde ettikleri 6rneklerde reel time
PCR ile CMV varligi taramiglar ve bu hastalarin %68.8’inde CMV DNA’simi
tespit etmislerdir (80). Yapar ve ark. agresif periodontitli hastalarda
herpesviriislerin varligini belirlemeye yonelik gergeklestirdikleri ¢alismada yiliksek

prevalansta EBV ve CMV DNA varlig1 bildirmislerdir (81).

Sunulan c¢aligmada 52 periodontit hasta Orneginin %61.5’inde EBV
pozitifligi tespit edilirken bu oran saglikli kisilerde %20 olarak bulunmustur. EBV
varligt ile klinik parametler kiyaslandiginda; hastalarin plak indeksi, gingival
indeksi, cep derinligi ile EBV varlig1 arasinda anlamli pozitif bir korelasyon tespit
edilmistir. CMV ise 52 hastanin %53.8’linde pozitif olarak bulunmustur. Saglikli
grupta CMV oran1 %10 olarak belirlenmigtir. Hastalikli gruptaki CMV varlig: ile
klinik parametreler kiyaslandiginda CMV varlig1 ile plak indeksi ve cep derinligi
arasinda pozitif bir korelasyon tespit edilirken gingival indeks ile bir korelasyon
saptanmamustir. HSV-1 hastalikli grupta %32.6 olarak tespit edilirken saglikli
grupta %10 olarak tespit edilmistir. HSV-2 hastalikli grupta %25 olarak tespit
edilirken saglikli grupta %5 olarak tespit edilmistir. Hem HSV-1 hem de HSV-2
varligi ile klinik parametreler arasinda bir iligki tespit edilmemistir. Yaptigimiz
calismadaki EBV pozitifligi oranlar1 hem yurt dist hem de yurt i¢inde yapilan
calismalarla uyumlu bulunmustur. Calismadaki CMV pozitifligi oranlart ile
uyumlu yurt dist ve yurt i¢i ¢alismalar olmasina ragmen, uyumlu olmayan
caligmalara da rastlanmistir. EBV ve CMV ile kiyaslandigi zaman, periodontitli

hastalarda HSV-1 ve HSV-2 bulunma sikligi ile ilgili az sayida calismaya
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rastlanmaktadir ve mevcut c¢alismadakine benzer velveya farkli sonuglar
bildirilmektedir.

Sonug olarak, EBV ve CMV varlig: ile periodontit ve periodontit’in klinik
siddeti arasinda kuvvetli bir iliski oldugu kanaatine varilirken HSV ler ile
periodontit arasindaki iligkinin zayif oldugu diistiniilmektedir.

Fakat konu ile ilgili yapilan ¢aligmalarin az olmasi, ¢alismalarda pek ¢ok
farkl1 parametreye bakilma zorunlulugu ve degisken sonuglarin elde edilmesi
dikkate alindig1 zaman, eldeki bulgulara gore herpesviriislerle periodontit arasinda
sebep-sonug iligkisinin tam olarak aydinlatilmasi i¢in benzer ¢aligmalarin

artirtlmasi gerektigini diistinmekteyiz.
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