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ONSOZ VE TESEKKUR

Medikal ozon bagisiklik sistemini gliclendirdiginden bireyi hastaliklara kars1 giiclii
kilar ve hiicrelerin oksijenlenmesini artirdigindan dolayr da yaslanmay1 geciktirir. Hatta
hicbir saglik sorunu olmayan kisilere de ozon kiirleri Onerilmistir. Bu yiizden 0zon
“yasamin Kkisiye geri verilmesi” olarak goriilmiistiir. Yine insan viicudunda {iretilen
toksinlerin uzaklastirilmasindan dolayi, Alman bilim ¢evrelerinde, “kanin yikanmasi”
olarak kabul gdren ozon tedavisi, ger¢ek anlamda detoks etkisi yaratmaktadir. Cesitli
nedenlerle viicuda girmis bulunan kimyasal ve biyolojik atiklarin uzaklastirilmasi veya
zararsiz hale gelmesi ozon sagaltimi ile saglanabilir. D1s kaynakli toksinlerin yaninda canli
viicudunda metabolizma arti1 olarak olusan endojen toksinlerin tibbi ozon marifetiyle
viicuttan arindirilmasi; bedenin korunmasini, sagligin geri kazanilmasini ve hiicrelerin

geng kalmasini saglar.

Medikal ozonun yukarida belirtilen baz1 pozitif 6zelliklerinin yani sira; uygulama
yontemlerinin oldukg¢a basit olmasi, hastalarca iyi tolere edilmesi, higbir yan etkisinin
olmamast ve canli organizmasinda higbir kalinti birakmamast bu ¢aligmanin

planlanmasinin baslica gerekgelerini olugturmustur.

Bu c¢alismanin planlanmasi ve yiiriitilmesinde degerli zamanlarin1 ayirarak, tez
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OZET

Deneysel Olarak Osteomyelit Olusturulan Ratlarda Medikal Ozonun
Koruyucu ve Tedavi Edici Etkilerinin Arastirilmasi

Bu caligma ile medikal ozonun ratlarda akut osteomyelit olusumunu engelleyip
engellemedigini aragtirmak, ayrica enfekte olmus kemigin sagaltiminda ozonun etkinligini
gozlemlemek amaclanmistir. Bu amagla; 24 adet, yaklasik 5 aylik, 300 —500 g agirliginda,
erkek Wistar rat kullanilmistir. Hayvanlar esit olarak 3 gruba ayrilarak; Kontrol Grubu,
Koruyucu Grup ve Tedavi Grubu olusturulmustur. Gruplarin hepsinin sag femur kemigine
intramedullar olarak Staphylococcus aureus (300 000 adet) enjekte edilerek osteomyelitis
olmasi saglanmigtir. Biitiin gruplarin klinik bulgulari; ¢alisma Oncesi ve sirasinda haftalik
olarak takip edilmistir. Kontrol Grubuna baska herhangi bir uygulama yapilmazken;
Koruyucu Gruba enfeksiyon etkeninin enjeksiyonundan bir hafta dnce baglamak iizere
giinlik ve 15 uygulamay1 iceren bir ozon kiirii diisiik konsantrasyonlu (low), 1/16
oraninda, 40 pg/ml olarak, 500 pg/kg dozda ve rektal iifleme (insiiflasyon) seklinde ozon
jeneratorii kullanilarak verilmistir. Tedavi Grubuna ise bakteri enjeksiyonundan 4 giin
sonra baglamak tiizere Koruyucu Grupta belirtilen ozonterapi seansinin aynisi
uygulanmistir. Bilimsel deneyin bitiminden iki giin sonra biitiin olgular derin anesteziye
alinarak sakrifiye edildi ve ilgili kemiklerin radyografik, mikrobiyolojik ve histopatolojik
incelemeleri yapildi.

Biitiin gruplar arasinda genel ve lokal klinik bulgular agisindan, gozle goriiliir bir fark
gozlenmedi. Kontrol Grubu ile diger gruplar arasindaki radyografik farklar istatistiksel
olarak 6nemli (P < 0.05) ve Tedavi Grubu ile Koruyucu Grup arasindaki fark ise 6nemsiz
bulundu. Klasik mikrobiyolojik kiiltiir yonteminde herhangi bir iireme olmadi. Ancak PCR
analizlerinde Tedavi Grubunda pozitiflik saptanmazken, Kontrol Grubunun biri harig
hepsinde ve Koruyucu Grubun tamaminda pozitiflik saptandi. Ancak Kontrol Grubunun
yarisinda PCR bantlar1 orta ve ileri siddette iken, Koruyucu Grubun hepsinde bantlar ¢ok
zayif idi. Histopatolojik olarak; Koruyucu Grupta hafif, Tedavi Grubunda orta ve Kontrol
Grubunda ise siddetli derecede yang: bulgular1 gozlendi. Istatistiksel olarak biitiin gruplar
birbirleriyle karsilastirildiginda; Tedavi Grubunda Kontrol Grubuna gore, Koruyucu
Grupta ise Tedavi Grubuna gore histopatolojik iyilesme diizeyi daha anlamli idi (P < 0.05).

Sonug olarak; ratlarda deneysel olarak olusturulan osteomyelit olgularinda medikal
ozonun koruyucu ve tedavi edici etkilerinin bulundugu kanisina varildu.

Anahtar Kelimeler: Rat, Medikal Ozon, Osteomyelit



ABSTRACT

Investigation of Preventive and Curative Effects of Medical Ozone in
Rats Exposed to Experimental Osteomyelitis

Investigation of preventive and therapeutic effects of medical ozone in rats with acute
osteomyelitis was aimed in this study. For these purposes, 24 male Wistar rats aged
approximately 5 months and weighed 300-500 g were used. All the animals were
randomized into 3 equal groups named Control, Preventive and Treatment Groups.
Staphylococcus aureus was injected intramedullary into right femur of each animal in 3
groups to form acute osteomyelitis. Clinical findings of all groups were noted weekly
before and during the study. The Preventive Group was taken an ozone session by rectal
insufflation daily at a concentration of 40 pug/ml, at low concentration 1/16 and at a dose of
500 ug/kg for 15 days with an ozone generator starting a week before microorganism
injection, whereas nothing were applied to Control animals. The Treatment Group was
administered the same ozone therapy sessions as the Preventive Group. But this application
was started just after 4 days following the microorganism injection. At the end of the
scientific experiment, two femurs of each animal in 3 groups were excised and examined
radiographically, microbiologically and histopathologically following the deep anaesthesia
and the sacrifice of all cases.

Noticeable differences were not observed between all groups for local and general
clinical sings. It was found that radiographic differences between the Control Group and
other two groups were significant (P < 0.05), but those between the Preventive and the
Treatment Groups were insignificant statistically. There was not any microbiological
reproduction in conventional culture methods. So, all cases of the Preventive and the
Treatment Groups were completely determined to be positive and negative respectively,
and all cases except one of the Control Group were determined to be positive in PCR
analysis. But, PCR bands of all Preventive cases were highly poor (thin bands) and
severities of the bands in half of the Controls were moderate to severe (thick bands).
Histopathologically; mild, moderate and severe inflammation findings in the Preventive,
Treatment and Control Groups were observed respectively. When compared all groups to
each other statistically; histopathological healing was significant in the Treatment Group
compared to the Control Group, and it was significant in the Preventive Group compared
to the Treatment Group (P < 0.05).

Conclusively, it was thought that preventive and curative effects of medical ozone in
rats exposed to experimental osteomyelitis had been found.

Key Words: Rat, Medical Ozone, Osteomyelitis



1. GIRIS

Oksijen insanoglunun en temel gereksinimidir ve oksijen olmadan ancak bes dakika
yasayabilir. Birgok hastalik, ihtiya¢ olan doku ve organlara yeniden yeterli oksijen
saglanmasiyla Onlenebilir veya tamamen iyilestirilebilir. Giiniimiiz diinyasinda, sadece
nefes almak artik canli viicuduna yeterli oksijeni saglayamiyor. Ciinkii canli viicudu stirekli
olarak hava, su ve yiyeceklerdeki toksinler tarafindan kirletiliyor. Sehirlerdeki oksijen
miktart % 21’in altinda ve diismeye de devam etmektedir. Sigara kullanimi, stres,
hareketsiz yasam, sagliksiz beslenme gibi durumlar da eklenince canli viicudunda
toksinlerin birikimi ve oksijen eksikligi artar. Bu da kronik yorgunluga, erken yaslanmaya,
hastaliklara ve oOzellikle de kansere zemin hazirlar. Bu ylizden insanoglu yeterli
oksijenlenmeyi saglamak i¢in nefes almaktan daha fazla sey yapmak zorundadir.

Ozonterapi doku ve hiicrelere ihtiyaci olan oksijeni en etkili sekilde saglama ve
toksinleri yok etme hususunda bilinen en giiclii tedavidir. Dr. Otto Warburg biitiin
hastaliklarin olusumu ve ilerlemesinde temel faktoriin oksijen yetersizligi ve olusan
toksinler oldugunu belirterek, ozonu “siliper potansiyele sahip oksijen” olarak ifade
etmistir.

Bilimsel, modern ve etkili bir yontem olan medikal ozon tedavisi; Batida 100 yili
askin stiredir bilinmekte olup, Rusya’da 1990-2000 yillar1 arasinda Rusya Ulusal Niikleer
Merkezi fizikg¢ilerince temel ¢alismalar ve teknik icatlarla gelistirilmistir.

Gilinlimiizde, 6zellikle giiniimiiz tibbinin etkili bir tedavi sunamadigi durumlarda,
ozon tedavisi ona gercek bir alternatif olusturmaktadir. Medikal ozon giiclii antibakteriyel,
antiviral, antifungal, immiinomodiilator, detoksifikasyon ve giiclii oksijenizasyon etkisi ile
hizli ve etkili yara iyilestirici 6zellikleri sayesinde; cerrahi, i¢ hastaliklari, dogum ve
jinekoloji, dermatoloji, dis hekimligi ve enfeksiydz hastaliklar gibi alanlarda ¢ok genis bir
kullanim imkéni bulmustur. Basit uygulama yontemleri, hastalarca iy1 tolere edilmesi,
higbir yan etkisinin olmamasi ve diisiik maliyeti ozon tedavisini uygun, pratik, glivenli ve
etkili kilmaktadir. Ozonterapi tek basina veya diger tedavi yontemlerine ek olarak

(tamamlayici) etkinliklerini artirmak amaciyla kullanilabilir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Ozon Nedir?

Ozon (0O3); ii¢ oksijen atomundan olusan, iki ters yonlii etkiye sahip, dis
yoriingesinde ciftlesmis c¢ok sayida elektron igeren, kolayca reaksiyona giren, stabil
olmayan, renksiz, atmosferde a¢ik mavi renkli ve keskin kokulu bir gazdir. Atmosferi
olusturan azot, oksijen ve karbondioksit gibi temel gazlara gdre oldukca diisiikk oranda
bulunan ozon, hem iklimi etkilemekte hem de yer yiizeyindeki canlilarin korunmasinda
onemli rol oynamaktadir. Oksijen atmosferde; oksijen atomu (O), oksijen molekiilii (O2)
ve ozon (O3) olarak ii¢ degisik formda bulunur. Ayrica ozon oksijenden az kararl ve ¢ok
yiiksek enerji tasir (Bocci ve ark. 2011b, Gerard ve Sunnen 1996, Ozler ve ark. 2009).

Ismi Yunanca “koklamak” manasina gelen “ozein (Tanrmin nefesi)” kelimesinden
gelir. Alman kimyaci Christian Friedrich Schonbein (1799-1868) tarafindan 1840 yilinda
kesfedildi. Zemin seviyelerine yakin yerlerde 10 milyon hava partikiilii bagina bir partikiil
03 (0.1 ppm = 200 pg/m?) konsantrasyonlarinda duman seklinde bulunur. Atmosferdeki
ozonun % 90’ma yakini, stratosfer olarak bilinen (20-50 km yiiksekte) yukar1 atmosferin
cok soguk bir tabakasinda sac¢ilmis halde bulunur ve yaklasik 20 km kalinligindaki bu
tabakaya “ozon tabakas1” adi verilir. Maksimum ozon yogunlugu ise 10 ppm ile 19-23.
km’ler civarindadir. Geri kalan %10’luk ozon miktar1 ise yerden 10-15. km’ye kadar
uzanan troposfer tabakasi i¢inde bulunmaktadir. Atmosferin iist katmanlarinda yiiksek
enerjiye sahip giines 1sinlarinin alt katmanlarinda ise yildirnm ¢akmasi sonucu olusan
elektrik arkinin normal oksijen molekiillerine (O2) ¢arpmasiyla ortaya ¢ikan oksijen
atomlariin (O) diger oksijen molekiilleriyle (O2) birlesmesi sonucunda ozon (O3)
meydana gelir (O2 + O + UV=> 03). Ozon tabakas1 6zellikle 290-320 nm araligindaki
ultraviyole 1sinlar1 absorbe eder. Normal sartlarda havadaki konsantrasyonu 0.02 ppm dir.
Yogunlugun 100 ppm iizerine ¢ikmasi toksik dozdur (Kutlubay ve ark.2010,
http://www.mgm.gov.tr/arastirma/ozon-ve-uv.aspx).

Ozon iretimi 240 nm’den daha kisa dalga boylu ultraviyole (UV) radyasyon
tarafindan saglanir. Ozonun parcalanmasi ise 320 nm’den yiiksek uzun dalga boylu ve 400
ile 700 nm araligindaki kisa dalga boylu ultraviyole radyasyona maruz kaldiginda meydana
gelir. Ozon iiretim ve parcalanma bolgesinin olusturulmasinda, daha uzun dalga boylu

fotonlar atmosferin i¢ine daha kolay islemektedir. Bir ozon molekiilii diisiik enerjili
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ultraviyole radyasyonu emse bile, pargalanarak oksijen molekiiliine ve serbest oksijen
atomuna doniisebilmektedir (http://www.mgm.gov.tr/arastirma/ozon-ve-uv.aspx).

Ozonu yok eden kimyasal maddeler; hidrojen, azot, klor ve brom igeren bilesiklerdir.
Bunlarin en bilinenleri ise kloroflora karbonlar (CFC), karbon tetra kloriir (CCls), metil
kloroform, metan ve nitrojen oksittir (NO). Atmosferin iist tabakalarinda koruyucu etkiye
sahipken, alt tabakalarda kirletici o6zellige sahip olur. Ozon endistri atig1 olarak
karbondioksit (CO2) ve NO ile reaksiyona girmesi ile ¢ok korozif 6zellige sahip hale gelir

(Altman 1996, http://www.mgm.gov.tr/arastirma/ozon-ve-uv.aspx).

GUNES 5 Lo e
OZONUN OLUSUM MEKANIZMASI CFC hblekidd

Ozon Yuksek Enerjili UV Isinlarinca
Etkilenmektedir

-

Sekil 2.1. Ozonun Olusum Mekanizmasi (a) ve CFC molekiiliiniin gériiniimii (b)
(http://www.mgm.gov.tr/arastirma/ozon-ve-uv.aspx)

Ekzosfer — T

Termosfer — 30k

Mezosfer — 50 kn

Stratosfer g 40kn
Troposfer

Sekil 2.2. Sicakliga gore atmosferi olusturan tabakalar (a) ve 0zon molekiiliiniin goriiniimii (b)
(http://www.mgm.gov.tr/arastirma/ozon-ve-uv.aspx)

Stratosferik ozon ayni zamanda “iyi ozon” olarak da adlandirilir. Bu tabaka, dogal bir
filtre vazifesi gorerek yeryiiziindeki tiim yasam tiirlerini giinesin zararli UV 1sinlarina kars1
korur. Diger %10’luk ozon; arag egzoslari ve endiistriyel atiklar ile karigir ve olusan ugucu
organik karisimlar ve nitrojen oksit (NO) giines 1sinlariyla reaksiyona girerek "duman"
denilen tehlikeli bir "kentsel-endiistriyel pus" halini alirlar. Kisaca yeryiiziindeki ozon,
fotokimyasal dumanin anahtar bilesenidir. Bu kétii ozon insanlarda ve hayvanlarda ciddi
g0z, burun ve solunum problemlerine neden olabilir ve tarim {iriinleriyle ormanlara zarar

verebilir. Stratosferdeki O3 ve O2, UV-B'in ¢ogunu ve UV-C'nin tamamin1 yutarak diinya
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yiizeyindeki yasami korur. Eger aksi sdzkonusu olsaydi tim bu zararli isinlar diinya
yiizeyine erisebileceklerdi. Reaksiyonlar esnasinda ozon stratosferdeki dogal bir dengenin
sonucu olarak hem {iretilir hem de yok edilir (http://www.mgm.gov.tr/arastirma/ozon-ve-
uv.aspx Bocci 2006a, Bocci 2006b,).

Ozon oksijenden 1.6 kat daha yogun ve suda 10 kat daha ¢oziinebilir bir molekiildiir.
Radikal olmamasina ragmen florine ve persiilfattan sonra en gii¢lii iiclinci oksidan
maddedir. Stabil olmadig1 i¢in depolanamaz ve yarilanma 6mrii 20 °C’de 40 dakika oldugu
icin bir defada kullanilmalidir. Ozon UV radyasyonun yanisira yiliksek voltajli elektrik
bosalmasi hareketiyle de olusabilir. Biiylik miktarlardaki ozon kuvvetli ve hos olmayan
kokusuyla gozleri ve akcigerleri rahatsiz eder. Pargalanan ozon atomlar1 nedeniyle ozon
tabakas1 igerisindeki ozonun yogunlugu azalmakta ve gilines radyasyonunun zararh
etkilerinin yeryiiziine kadar ulagsmasina neden olmaktadir (Bocci 2006a).

Cok giiclii okside etme ve ¢ok etkili dezenfektan 6zelligi sayesinde; ozon igme Suyu
saglayan aritma ve siseleme tesislerinde, gida endiistrisinde, soguk hava depolarinda,
yiizme havuzlarinda, pestisit miicadelesinde; siitciiliikk isletmelerinde, ilag fabrikalarinda,
kimyasal madde iiretim tesislerinde, agartic1 olarak ve zararli maddelerin par¢alanmasinda
kullanilir. Ozon ayni zamanda pek ¢ok gelismis iilkelerde hava kirliligini gosteren bir

kriterdir (Altman 1996, Kutlubay ve ark. 2010).

2.2. Ozonun Tarihgesi

Ozon, ¢ok eskilerden beri bilinmektedir. Ozonlama ise, yaklasik yiiz yildir bilinen bir
teknoloji olmasina ragmen kiymeti daha yeni anlasilmaktadir. Ozonun ya da oksijenli
suyun vyararlart ilk kez Isvicre'de 1840 yilinda Alman kimyaci Christian Fredrick
Schonbein tarafindan kesfedildi. Kesfinden sonraki ilk yillarda dezenfeksiyon amaciyla
kullanilmistir. ilk olarak Los Angeles ozonu sehir suyu aritmasinda kullanirken, 1860
yilinda Monaco sehrinin su aritma tesisinde dezenfeksiyon amaciyla kullanilmaya
baglanmistir. Ozon kullanimi teknolojinin gelismesiyle 1980’lerde daha da yayildi ve
kullanim alanlar1 ¢ogaldi. Ozon artik havuzlarda, sogutma sistemlerinde, kaplicalarda ve
cesitli endiistrilerde kullanildi. Ozonla yapilan ¢esitli ¢aligmalar ve deneyler sonucunda,
ozonun giiclii bir oksitleyici olmasi sayesinde suda ve havada koku giderici, mikrop kirici,
ortam1 kirleten pek ¢ok organik molekiiliin yok edicisi olarak kullanilabilecegi anlagilmis
ve kabul gormiistiir. Nicola Tesla (1896) ilk ozon jeneratoriiniin patentini aldi ve ozon tip

alaninda kullanilmaya baslad: (4/tman 1996, Ozler ve ark. 2009, Travalgi ve ark. 2010).



Ozonun kabul edilen ilk tibbi kullanimi (medikal ozon) Albert Wolff tarafindan 1915
yilinda deri hastaliklarinin tedavisinde olmustur. Ayn1 donemde Birinci Diinya Savast
sirasinda Alman askerlerinin kangren ve benzeri ciddi yaralanmalarim1 tedavi eden Dr.
Albert Wolff’olmustur. Dr. EA Fisch 1932’lerden sonra ozonlu suyu dezenfektan olarak
kullanmaya basladi. Onun hastast Dr. Payr kolit ve fistiil sagaltiminda ozonu rektal olarak
uyguladi. Bilimsel bir toplantida ozonun tedavi edici bir ajan olarak giindeme alindig ilk
onemli organizasyon ise 1935 yilinda Berlin’de toplanan 59. Alman Cerrahi Birligi
Toplantis1 (59" Meeting of the German Surgical Society) olup, burada Dr. Erwin Payr
“Cerrahi’de Ozon Uygulamalar1” baghigi altinda kendi vakalarindan olusan derleme
tiiriinde bir sunum yapmaistir. Yine Payr 1945 yilinda dolagim bozukluklarinda intravenoz
ozon enjeksiyonunu gergeklestirdi. Dr. W. Zable 1950’lerin sonuna dogru kanser
hastalarinda ozon kullanmaya basladi. Bu tarihten sonra 1980’li yillara kadar, c¢esitli
hekim ve arastiricilar ozon tedavisini miinferit olarak uygulamislardir. Bu yillardan
itibaren ise tibbi amagla ozon kullanimina yonelik gerek bilimsel ¢aligmalar, gerekse vaka
serileri literatiirlerde hizlica artmaya baslamustir (4ltman 1996, Ozler ve ark. 2009).

Dr. Otto Warburg 1926 yilinda Berlin'de kanserin hiicre diizeyinde oksijen azligindan
meydana geldigini bildirip, bu saptamasi ile 1931 ve 1944 Nobel oOdiillerini aldi. Bu
alandaki 6diili arka arkaya 2 kez alan tek kisi olarak tarihe gecti. Tiirkiye'de ise; 1998'den
bu yana Kizilay Altintepe Arastirma Hastanesi'nde ve 2000 yilinda Istanbul’da Ozon
Saglik Hizmetlerinde ozon kullanilmaya baslanmistir. Bu tarihten sonra ozon kullanimi

Tirkiye’de beseri hekimlikte ve sonrasinda veteriner alaninda hizlica yayilmaya basladi.

2.3. Ozonun Etki Mekanizmalari
2.3.1. Ozonun Oksijenizasyon Uzerine Etkisi

Canli viicudundaki 75-100 trilyona yakin hiicre arasinda saniyede ii¢ milyara yakin
biyokimyasal reaksiyon olur. Hiicrelerin bu fonksiyonlarini siirdiirebilmesi i¢in enerjiye ve
enerji i¢in de bir yakita ihtiya¢ vardir. Iste bu yakit canlilar i¢in oksijendir. Oksijenin
olmadig1 yerde hayat da olmaz. Bu nedenle normal saglikli hiicreler “aerobik yasam”
denen bir metabolizmaya sahiptir (http://www.ozceozon.com/neden_ozon.aspx).

Ex vivo ozonlanmis otohemoterapi (O3-OHT) uygulamasinda oksijen-ozon karigimi
suda ve plazmada ¢6ziiniir. Ozon oksijene gore 1,6 kat daha yogun ve suda ¢ozliniirliigi 10
kat daha fazla olan bir molekiildiir. Coziinmesi 1siya, basinca ve konsantrasyonuna

baglidir. Doku ve hiicreler lizerinde higbir hasar verici etki olusturmaz. Biyolojik sivilarda



ise ozon oksijenden farkli olarak hizlica biyomolekiiller ile reaksiyona girer. Kan
dolagimint hizlandirir. Olusan oksijen pO2’yi 40 mmHg’den 400 mmHg’ya kadar ¢ikartir
ve hemoglobin (HbsOs) oksijene doyar. Major otohemoterapi (OHT) formunda ozon alan
tiim hastalarin arter kanindaki parsiyel O2 basincinda istatistiksel olarak anlamli artis,
karbondioksit basincinda azalma ve oksihemoglobin diizeyinde artig gézlenmistir (Bocci ve
ark. 2011a ve b, Ozler ve ark. 2009, Saini 2011).

Rektal tifleme Oncesi kalin bagirsaklarin temizligi daha iyi yapildiginda, daha fazla
gaz karigimi kana geger. Tedavi durdurulduktan sonra oksihemoglobinin reduksiyon
zamanindaki yiikseklik cok yavas (6 aya kadar) diiser. Bu yiizden, kanin artmis oksijen
igerigi, ozon tedavisi bittikten sonra dahi terapotik fayda saglayabilir (Null 1996).

Ozonidlerle birlikte, ozon ve doymamis yag asitleri arasindaki etkilesimin sonucunda
viicutta bol miktarda su bulundugundan hidroperoksitler ortaya ¢ikan iirlinlerdir. Ozonoliz
sirasinda tretilen hidrojen peroksitin ozonun tedavi edici etkinliklerinin en azindan bir
kismindan sorumlu ikincil habercisi gibi davrandigi kabul edilmektedir. ilk etkilerinden
biri eritrositlerde hemoglobine afinitesi olan 2,3-difosfogliserat (2,3-DPG) diizeyini artirma
yoluyla hemoglobin-oksijen ayrisma egrisinin saga kaymasina ve bdylece oksijenin
dokulara daha kolay birakilmasina (HbO2 + 2,3-DPG = Hb 2,3-DPG + 02) neden
olmasidir. Yani; kan destegi yetersiz olan dokulara, ila¢ uygulamalariyla elde edilemeyen,
daha fazla oksijen birakilmaktadir (Bocci 1999, Bocci 2006a, Clavo ve ark. 2004b, Ozler
ve ark. 2009).

2.3.2. Ozonun Oksidasyon Uzerine Etkisi
2.3.2.1. Oksidatif Denge ve Oksidatif Stres

Serbest radikaller organizmalarda siirekli olarak olusturulan ve antioksidan savunma
sistemi tarafindan diizenli olarak ortadan kaldirilan molekiillerdir. Bu mekanizmada serbest
radikallerin olusumu ile bunlarin antioksidan sistem tarafindan ortadan kaldirilmasi
arasinda bir denge s6z konusudur ki buna “oksidatif denge” adi1 verilir. Oksidatif denge
saglandig1 siirece organizma serbest radikallerin olumsuz etkilerinden zarar gérmez.
Antioksidan savunma mekanizmasinin yetersiz kalmasi veya serbest radikal olusumunun
artmas1 nedeniyle oksidatif dengenin serbest radikaller yoniine kaymasi durumunda
“oksidatif stres” adi verilen bir durum meydana gelir. Fazla miktarda serbest radikal
olusumu sonucu olusan oksidatif stres ile hiicrede DNA, proteinler, lipitler, karbonhidratlar

ve enzimler zarar gorebilir. Biyolojik sistemlerdeki siiperoksit anyonu, hidroksil, peroksil



ve hidrojen peroksit gibi serbest radikaller oksidatif stresin en Snemli nedenlerini
olustururlar (Kayts 2010).

Her seyden 6nce oksidan bir maddeyle karisan kan olgiilebilir bir oksidatif strese
neden olur. Yani oldukga reaktif kimyasal elgilerin olusumu ile hemostazik degisimler
olusur. Olusan oksidatif stres biyolojik yaniti indiikler ve adaptif fenomene yol agar. Bu
tiniversal yanit bakteriler, bitkiler ve memelilerde olusur. Kii¢lik ve tekrar eden stresler
oldukca faydali adaptasyon yanitini indiikler ve kritiklesen savunma mekanizmasini tekrar
canlandirir. Aynm1 zamanda baglangigta hemostaz bozuklugunu takiben konpanzator
biyolojik mekanizmanin uyarilmasi baslatilir (Bocci ve ark. 2011b).

Son zamanlarda oksidatif stresin hiicre hasarindaki rolii ve hastaliklarin altinda yatan
patolojik siireclere etkileri konusuna odaklanilmistir. Yakin zamanda yapilan ¢aligmalarda
ise oksidatif stresin bilinenin tersi etkilerinin de olabilecegi goriilmiistiir. Bu ¢aligmalarda
oksidasyon/rediiksiyon (redox) reaksiyonlarinin basta hiicre i¢i haberlesme olmak iizere
biyolojik mekanizmalarda rol aldig1 gosterilmistir. Gerek reaktif molekiiller gerekse
bunlarin c¢esitli biyolojik molekiillerle reaksiyona girmesi sonucu ortaya ¢ikan oksidasyon
iriinleri diisiik konsantrasyonlarda (fizyolojik diizeylerde)  hiicrede o6nemli roller

iistlenmektedir (Bocci ve ark. 2011a, Clavo ve ark. 2004b, Ozler ve ark. 2009).

2.3.2.2. Oksidan ve Antioksidan Sistem

Biyolojik sistemlerde serbest radikaller en fazla elektron transferi sonucu
olugmaktadir. Reaktif oksijen tiirevleri (ROT), reaktif nitrojen tiirevleri (RNT) ve diger
reaktifler olmak tizere ii¢ gruba ayrilir. Biyolojik sistemlerdeki en 6nemli serbest radikaller
oksijenden olusan radikallerdir. Serbest oksijen radikalleri dig yoriingelerinde ¢iftlesmemis
tek bir elektron bulunan kimyasal tiirevlerdir. Bunlar son derece degisken olup, kolayca
inorganik ve organik kimyasallarla reaksiyona girerler. Hiicre mitokondrilerinde olustugu
zaman, Ozellikle niikleik asitler ve yanisira ¢esitli membran molekiilleri ile etkileserek
onlar1 pargalar. Serbest radikalller 6zellikle otokatalitik reaksiyonlar1 baslatir ve hasar
zincirini ilerleterek yayarlar. Bunlar, superoksit radikalleri (O2-), hidrojen peroksit (H202)
ve OH’1 kapsar. H202 ve oksijen atomuna (singlet oksijen, O) prooksidan da denir. Ayrica
baz1 hiicre i¢i ksantin oksidaz gibi oksidazlar aktivitelerinin sonucunda direkt olarak
(mitokondri dis1) superoksit radikalleri olusturur. Bakir ve demir gibi degisimli metallerde
hiicre i¢i bazi1 reaksiyonlar sirasinda serbest elektron alip vererek serbest radikal
olusumunu katalize eder. Cesitli hiicre tiplerinde normal olarak sentezlenen O6nemli bir
kimyasal mediyator olan NO, serbest radikal olarak etki edebilir veya son derece reaktif
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nitrit tlirevlerine doniisebilir. UV 1sm1 ve iyonize radyasyon suyu hidroksil (OH.) ve
hidrojen (H) serbest radikallerine hidrolize edebilir. Radikal olusumu hipoksi, normoksi ve
hiperoksi durumlarmin hepsinde de olusur. Az miktarda serbest radikal olusumu bazi
durumlarda (bakterilerin noétrofiller tarafindan oksijen radikalleri ile Oldiirtilmesi gibi)
organizmaya yararli olabilir (Bocci 2006a, Bocci ve ark. 2011a, Kayis 2010).

Her aerobik canli molekiiler oksijenin kullanimindan kaynaklanan reaktif oksijen ve
nitrojen tiirevlerinin direkt etkileri ve bunlarin yaptig1 ikincil metabolik degisimlerden
etkilenir. Cok hiicreli organizmalar oksidatif fosforilasyonla; metabolizma oksijen
derisimini normal seviyede tutmaya calisir, yasam igin gerekli enerjiyi temin eder ve son
iiriin olan 4 elektronu indirgeyerek organizmanin suyunu iiretir. Oksijen molekiilii elektron
alarak en son suya indirgenir. Oksijene bir elektron eklenmesi sonucu siiperoksit anyonu,
iki elektron eklenmesi sonucu hidrojen peroksit, ii¢ elektron eklenmesi sonucu hidroksil
radikali ve en son dort elektron eklenmesi ile su olusur (Kayis 2010).

Aerobik oksidatif solunumu engelleyen hipoksi; hiicre zedelenmesi ve 6liimiiniin son
derece 6nemli ve yaygin nedenidir. Hipoksik durumda; hiicre diizeyinde oksidatif
fosforilasyondan anaerobik glikolize gegis, hiicre i¢cine daha fazla glukoz alimi ve hipoksi
alarmi veren trans kripsiyon faktorii sentezinin artigi gibi degisimler gozlenir. Aerobik
solunumun son basamaginda indirgenen elektronlar yine oksijen ile ortamdan
uzaklastirilirlar. Tlgili dokuda yeterli oksijen yoksa elektronlar birikir ve serbest radikalleri
olustururlar. Yani hipokside mitokondriler radikal {iretme merkezi haline gelirler. Sonugta,
enerji Uretimindeki azalma ile anaerobik glikoliz artar. Glikojenden adenozin trifosfat
(ATP) iiretimi ile hizla glikojen depolar1 tiikenmeye baslar. Artan glikoliz laktik asit ve
inorganik fosfatlarin birikimine neden olur. Boylece hiicre i¢i pH azalir. Hipoksi diizelmez
ise, mitokondriyal fonksiyonun daha da koétiilesmesi ve membran permeabilitesinin artmasi
daha fazla morfolojik bozulmaya neden olur. Hipoksi diizelirse tiim bozukluklar reverzibl
hale gelir. Eger diizelmez ise irreverzibl lezyonlar ortaya ¢ikar (Bocci 1994, Cavusoglu ve
ark. 2001).

Aerobik canlilar serbest radikallerin toksik etkilerinden korunmak i¢in antioksidan
sistemler gelistirmislerdir. Non enzimatik olanlar; iirik asit, askorbik asit, protein (6zellikle
albumin), protein olmayan tiyoller, vitamin E ve biluribindir. Enzimatik olanlar ise
stiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) ile glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon
transferaz (GST), glutatyon (GSH) ve glutatyon rediiktazdan (GR) olusan glutatyon
sistemidir (Bocci ve ark. 2011a, Calunga ve ark. 2005, Ozler ve ark. 2009).



2.3.2.3. Ozonun Serbest Radikaller Uzerine Etkisi

Ozellikle MOH (major otohemoterapi) uygulanan ozon/oksijen karisimindaki ozon;
afinite sirasiyla ¢coklu doymamis yag asitleriyle, antioksidanlarla ve sistein gibi siilthidril
(SH) grubu tasiyan tiyol bilesikleri ile reaksiyona girer. Ozonun miktarina bagli olarak
karbonhidratlar, proteinler, enzimler, DNA ve RNA bu reaksiyondan etkilenebilir. Tiim bu
bilesikler ozon karsisinda elektron donorii gibi davranarak oksitlenirler. Sonugta siiperoksit
(02-), hidrojen peroksit (H202) ve hipoklorik asit (HCIO) gibi reaktif oksijen tiirevleri
(ROT) olusur. Bu reaksiyonlardan en énemlisi doymamis yag asitlerinin oksidasyonudur
(R-CH=CH-R’+03+H20—R-CH=0+R’-CH=+H202). Bu reaksiyonda her hidrojen
peroksit ile birlikte iki de lipit oksidasyon iirlinii (lipid oxidation products; LOP)
olugmaktadir. Lipit oksidasyon iiriinleri i¢in iyi bilenen 6rnekleri; lipoperoksil radikalleri,
hidroperoksitler, malondialdehit, izoprostan, alkenaller ve 4-hidroksi-2,3-trans nonenaldir
(HNE). Goriilityor ki, ozonun biyolojik etkilerinin ortaya ¢ikmasi i¢in serbest radikallerin
varlig1 onemlidir. Serbest radikaller, ¢esitli patolojik siireclerin gerek baslaticisi, gerek ara
basamaklarda ise karisabilen, gerekse sonucunda ortaya cikabilen reaktif maddelerdir.
Bunlar, organizmada aerobik solunum sirasinda mitokondride ve fagositlerde solunum
patlamasi gibi ¢esitli fizyolojik durumlarda da olusabilmektedir (Bocci ve ark. 2011a, Kim
ve ark. 2009, Giizel ve ark. 2011, Ozler ve ark. 2009, Stiibinger ve ark. 2006).

2.3.2.4. Ozonun Antioksidan Sistem Uzerine Etkisi

Ozon sagaltimi antioksidan sistemi uyarirken lipit peroksidasyon (LPO) yogunlugunu
azaltir. Ozon uygulamasiyla LPO potansiyelinde azalma ve antioksidan savunma
sisteminde uyarilma olusur. Ayrica, elde edilen sonuclara gore ozon tedavisi lipid
peroksidasyonu ile antioksidan savunma sistemi arasinda dinamik bir denge kurmaktadir.
Antioksidan savunma sisteminin aktivasyonu ve lipid peroksidasyon degerlerinin
normalizasyonu, lipoproteinlerin toksisitesini ortadan kaldirdigindan, bunlarin arter
duvarlarina penetrasyonunu azalttigindan ve makrofajlar1 aktive ettiginden ¢ok onemli
goriilmektedir. Kendiliginden yok olusun orami bir¢ok hiicre tipinde bulunan Superoksit
Dismutazlarin etkisi ile anlamli bir sekilde arttirilir. Glutatyon da serbest radikal yikimin
katalize ederek zedelenmeye karsi hiicreleri korur (Bocci 2006a, Calunga ve ark. 2005).

Dogal olarak, organizmadaki antioksidan savunma sistemleri ozon oksidasyonuna
karst koyar. Plazmanin sahip oldugu genis antioksidan kapasite ve eritrositlerdeki

antioksidan enzimler nedeniyle, kan ozon toksisitesine karsi en direngli dokudur. Major



OHT uygulamalar sirasinda plazmada ¢dzlinen ozonun burada bulunan antioksidanlar
(bilirubin, askorbik asit, SH grubu tasiyan glutatyon ve albumin) ile reaksiyona girerek
bunlarin konsantrasyonunu azaltmaktadir. Ote yandan, ortaya ¢ikan ROT artis1 ve
antioksidanlarin azalmasi1 gecici bir durumdur. Ciinkii uygulamadan 20 dakika sonra
antioksidan diizeyleri eski haline doner. Tibbi ozon plazma i¢inde hemen hidrofilik
antioksidanlarla reaksiyona girerek 5 dk iginde; askorbik asitin % 78’ini okside ederek
dehidroaskorbata, iirik asitin % 20’sini okside ederek allantoine ve alfa tokoferoliin %

10’unu alfa tokoferil radikaline ¢evirir (Bocci ve ark. 2011a ve b, Ozler ve ark. 2009).

2.3.3. Ozonun Metabolizma Uzerine EtKisi

Ozon kan plazmasinda ¢o6ziinerek, elektron transferini ve tiim metabolizmay1
hizlandiran kimyasal el¢ilerin ortaya ¢ikmasina yol acar. Ayni zamanda ozon doymamis
yag asitleri (PUFA) ile reaksiyona girerek peroksidasyona neden olur. N-6 PUFA
peroksidasyonu fizyolojik siirlarda olusumu canli i¢in esansiyel olusunda konsensus olan
H20: ile 4-hidroksi-2E-nonenal (4-HNE) ve n-3 PUFA peroksidasyonu ise 4 hidroksi 2E-
heksenal (4-HHE) olusumuna yol agar (Bocci ve ark. 2011b).

Ozon, altin ve platin disinda tiim metalleri ve diger elementlerin ¢ogunu okside
edebilir. Ozon, yliksek oksidatif potansiyeline karsin ¢ok selektif hareket eder. Bu
selektivitenin nedeni ozon molekiiliiniin polar yapisi, yani pozitif polarize olmus oksijen
atomudur. Bu da molekiile elektrofilik karakter kazandirir. Bu nedenle, yiiksek yogunlukta
elektrona sahip molekiiller en reaktif elementlerdir. Ozon doymamis hidrokarbonlar,
aminler, siilthidril gruplar1 ve aromatik bilesikler ile tepkimeye girer. Doymamis yag
asitleri, SH- grubu iceren aromatik amino asitler ve peptidler ozona karsi hassastirlar.
Ozonun organizmanin farkli patolojik progeslerinde, lipid, karbohidrat ve proteinlerin
karacigerdeki ara metabolizmalar1 {izerinde diizenleyici etkileri vardir. Ozonterapiden
sonra; enerji metabolizmas1 uyarilarak hepatositlerde niikleer aktivite artar, yeni glikojen
olusumu meydana gelir, hepatosit rejenerasyonu uyarilir ve peritonitte karaciger tizerinde
koruyucu etki goriiliir. Hepatositlerin onarici, glikolitik ve antioksidan fonksiyonunun
hiicre i¢i mekanizmalarinin ozon ile aktivasyonu; karaciger fonksiyonlariin ve antitoksik
etkilerinin gelistirilmesi i¢in temel teskil eder. Kandaki toksik maddelerin direkt olarak
oksidasyonu, organizmadan toksik ve alerjik maddelerin temizlenmesi sirasindaki
hepatosit ylikiinii azaltir.  Ozon tedavisi hepatositlerin yagli enerji maddelerini
karbonhidratlara g¢eviren yapisal ve fonksiyonel mekanizmalarini tetiklediginden yagh
karaciger dejenerasyonu goriilmez. Ozon, lipoik asidi oksitleyerek; plazma lipidlerinde
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(kolesterol ve aterojenik lipoprotein fraksiyonlari) ve karbohidratlarda azalma meydana
getirir (Bocci ve ark. 2011a, Gerard ve Sunnen 1996).

Ozon, kandaki lipidlerle direk etkilesime girerek ve ayrica viicuttaki antioksidan
sistemi uyararak aktive eder. Ozon ozellikle aterosklerotik damar hastaliklarinda; arter ve
ven duvarindaki fibrin birikimi ve plaklar1 yikimlar. Membran kolesteroliindeki azalma ise;
membran akiskanliginin, kan akisinin ve membrana bagli yapilarin normalizasyonunu
saglar. Ozon, glukoz-6-fosfat dehidrogenaz aktivitesindeki artisa ve bu enzimin
heksozmonofosfat santindaki reaksiyonlardaki kullaniminin artisina bagli olarak kan
glukoz diizeyinde azalmaya da sebep olur. Kan laktat ve piriivat diizeylerinde de azalma
olur ki, karbohidrat metabolizmasindaki bu okside olmamuis tiriinlerin 2,3-difosfogliserat
olusum progesinde kullanimi ile agiklanabilir (Bocci 2005, Bocci 2006a, Bocci ve ark.
2011a, Null 1996).

2.3.4. Ozonun Dezenfeksiyon ve Detoksifikasyon Etkisi

Ozon bilinen her tiirlii virlis, bakteri, mantar, Rickettsia ve Chlamydia gibi gesitli
hastalik etkenlerinin dezenfeksiyonunu saglar. Bu yolla antibiyotikler ile tedavi edilmesi
cok gii¢ olan veya tedavi edilemeyen hastaliklarin tedavisi miimkiin olmaktadir. Ozon,
oksidasyon gilicii ¢cok yiiksek olan bir gaz ve bilinen en kuvvetli dogal bir dezenfektandir.
Yiiksek oksidasyon kuvveti, ozonun bakterilerin tahribatinda tam etkin bir rol oynamasina
sebep olur. Bir gr ozon, 1 m® suda bulunan mikroorganizmalarin tamamini ortalama 5
dakika iginde 6lduriir. Ozonun dezenfeksiyon etkisi; bakteri, virus, mantar, protozoon ile
bunlarin spor ve kistlerine karsi kullanildigi zaman klordan 1.5 kat daha etkilidir. Ayrica
ozon, havada bulunan oksijenin parg¢alanmasi yoluyla elde edildigi i¢in kararsiz yapisi
nedeniyle dezenfeksiyon gorevini tamamladiktan sonra daima hammaddesi olan oksijene
dontigiir. Ozon gazinin dezenfeksiyon sonrasinda artik ve kalinti birakmamasi, 6zellikle
gida sanayisinde kullanimini, diger dezenfektanlara gore avantajli kilmaktadir (Giizel ve
ark. 2011, Kim ve ark. 2009, Saini 2011, Stiibinger ve ark. 2006).

Cok hiicreli organizma hiicrelerinin antioksidan savunma sistemleri oldugundan,
ozon dokular flizerinde hasar verici ve irrite edici bir etki olusturmaz. Ozonun
fosfolipidlerin ve lipoproteinlerin oksidasyonu nedeniyle bakteriyel hiicrelerin memran
biitlinliigiinii bozar. Ozon mikrobik hiicrenin i¢ine niifuz eder, sitoplazma maddeleri ile
reaksiyona girer ve kapalt DNA plazmidlerini bakteriostatik etkinin azalmasina neden olan
acitk DNA’ya donistiiriir. Gram pozitif bakteriler, membran yapilar1 degisik olan gram
negatif bakterilere gore ozona ¢ok daha duyarlidirlar. Terapdtik dozlarda lokal, enteral ve
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parenteral ozon uygulamasi insan viicudunda higbir toksik etki olusturmaz. Ozonun detoks
etkisi insan viicudunda iretilen zararli maddelerin uzaklastirilmas:t yoluyla, olasi
zararlardan korunmasi seklinde gergeklesir. Kanmn yikanmasi olarak da kabul goéren
ozonun detoksifikasyon etkisi hepatositlerdeki karaciger filtrasyonu ve mikrozomal sistem
atkivasyonu ile gergeklesir (Null 1996).

Ozonun virusidal etkisi membran polipeptid zincirlerinin yikimiyla ortaya ¢ikar. Bu
da viriislerin hedef hiicrelere baglanmasini engeller ve RNA’nin bir zincirini ikiye bolerek
tireme reaksiyonunun temelini yok etmis olur. Kapsiillii viriisler, kapsiillii olmayanlara
gore ozona daha duyarhidir. HIV-1 ile enfekte lenfositlerin kiiltiiriinde ozonun anti-viral
etkisinin kesfedilmesi 6nemli bir bulus olmustur. Bu etki; viriis membraninin kismi yok
edilmesi ve Ozelliklerini kaybetmesi, viriis proteinlerinin transkripsiyonu ve
translasyonunu dolayistyla da virlis iiremesinin inhibe edilmesini saglayan, reverse
transkriptaz enziminin inaktivasyonu ve virlisiin hedef hiicrelere reseptorleri ile
baglanamamasi ile agiklanabilir. Burada 6nemli rol, saglam hiicreleri virilis penetrasyonuna
kars1 koruyan, biyolojik aktif peptid olan interferon sentezinin aktivasyonuna aittir. Ayrica,
HIV ile iligkili birgok enfeksiyonun da antibiyotiklere karsi direncli oldugu kanitlanmigtir
(Bocci 1994, Null 1996).

Medikal ozon ayrica giardiozis ve kriptosporidiozis gibi parazitlere karst da etkili

bulunmustur (Bocci 2006a, Gerard ve Sunnen 1996).

2.3.5. Ozonun Dolasim Sistemi Uzerine Etkisi

Intravendz ozon kiirii uygulanmasindan sonra tiim vakalarda (6zellikle heparin
antikoagiilan olarak kullanildiginda), baslangigta platelet agregasyonunda artis daha sonra
azalma tespit edilmistir. Trombositler yara iyilesmesinde etkin olan biiylime faktorleri ve
fagositozu uyaran lokositleri NFkB (niikleer faktor kB) araciligiyla bolgeye davet eden
interlokinler (IL-8) igin zengin bir kaynaktir. Kan koagiilasyon sisteminde medikal ozon
kullanimi ile belirgin bir degisiklik gézlenmemistir. Damar i¢i ozonlu serum fizyolojik
infiizyonu, hasta kaninda hiperfibrinolizise yol a¢madan fibrinolitik aktiviteyi
artirmaktadir. Hemostaz sisteminin fibrinolitik baglantisinin aktivasyonu, kismi veya tam
trombolizi uyararak trombiis gelisimini inhibe eder ve vaskiiler yataktan eliminasyonunu
saglar. Bu nedenle ozon, kan pihtilasmasinin bir progesi olan kompleks zincir
reaksiyonlarmin her safhasinda, kan koagiilasyonunda orta derecede bir azalmaya egilim
yaratir. Bu sekilde 6zellikle kan akiminin azaldigi bolgelerde intravaskiiler trombozisi
onlemis olur. Ozonlu serum fizyolojik infiizyonu, kan viskozitesini ve koagiilasyonunu
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azaltarak kan ve lenf damarlarindaki mikrodolasimi ve bu damarlardaki kan hiicrelerinin
ozelliklerini (deformasyon, agregasyon, adezyon), kan koagiilasyon 0Ozelliklerini,
transkapiller metabolizma 06zelliklerini ve mikrodamarlarin ultrastriiktiirel 6zelliklerini
tyilestirir. Bir yandan damarlarin genislemesini diger yandan kan hiicrelerinin yapimini
hizlandirmak yoluyla yeterli miktarda kanin gitmesi saglanir. Bu yolla c¢esitli damar
hastaliklarinin tedavisine yardimci olmaktadir. Bircok arastirmada ozon tedavisinin
etkilerinden birinin de periferal kan akiminin ve mikrosirkiilasyonun artirilmasidir. Ozon,
mekanizmasi tam kesin olmayan bi¢imde vazodilatasyon etkisi gosterir. Ozonlu oto-kan
veya ozonlanmig serum fizyolojik uygulanmasi serebral dokuda cGMP seviyesinde artisa
ve diiz kas protein fosforilasyonunu uyarabilen ve diiz kas relaksasyonunu saglayan
CGMP-bagimli protein kinaz aktivasyonunu saglar. Bu da serebral vazodilatasyon ile

sonuglanir (Clavo ve ark. 2004b, Clavo ve ark. 2004c, Valacchi ve Bocci 1999).

Cizelge 2.1. Medikal ozonun plazmadaki biyolojik etkileri (Bocci 2005).

Substrat Mesajcilar: Hedefler Islevsel Degisikliler
Eritrositler flerlemis O, gonderimi
o ROT > L0k0s1tle_r Immun aktlvasyor.m
— / Trombositler Biiytime faktorleri
03— ,3\>J
NO- ¢ikisind
Z \ Endotelyum I''Js'ﬂ'ir(ilyitstlelzleelldia retrlistrosit iiretimi
> LOP —_— Kemik iligi

Kok hiicre salimi

Diger organlar L .
g g Antioksidan enzim artis1

2.3.6. Ozonun Bagisiklik Sistemi Uzerine Etkisi

Tibbi ozonun immun yaniti1 uyarici kapasitesi de vardir. Ozon kiiciik dozlarda
immiinostimiilasyon ve yiiksek dozlarda immiinosiipresyon etki yapar. Ozon tedavisi;
peroksit formasyonu yoluyla fagositoz aktivasyonunda ve oOzellikle hidrojen peroksit
seviyesinin azaldigi kronik enfeksiyoz hastaliklarda onemlidir. Ozon tedavisi sayesinde
fagositozun bozulmus tiim evreleri diizelir. Fagositoz aktivasyonunun bir muhtemel sekli
de fagosit stimiile edici faktoriin sentezindeki artistir. Ozonlu serum fizyolojigin bir
sarkomun ¢evresine subkutandz enjeksiyonundan sonraki ilk sathada, fagositlerin oksijen
metabolizmasini aktive eder ve immiin hiicrelerin fagositik aktivitesini belirgin olarak
arttirir.  Oncelikle peroksitlerin  formasyonu ile uyarilan oksijen patlama evresinin
aktivasyonu ile adezyon zamaninda azalma seklindedir. Aktif oksijen formlar1 enfeksiyoz
ajanlar1 Oldiiriir ve bu ajanlar daha sonra fagositlerce yok edilir. Bununla birlikte, ozonun

fagositleri nasil stimiile ettigi acik degildir ve bu alandaki ger¢ek bulus ozonun,
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sitokinlerin hafif stimiilatorii gibi davranarak periferal insan dolagimindaki mononiikleer
hiicreleri etkilemesinin kesfedilmesidir. Daha sonra ¢ok sayida sitokinin (IFN-f, IFN-y, IL-
2, IL-6, IL-8, TNF-a) ozon tedavisi ile arttigi gosterilmistir (Bocci 1994, Null 1996,
Ohtsuka ve ark. 2006, Saini 2011).

Sitokinlerin biyolojik etki spektrumu ¢ok genis ve sentezlerinin aktif oksijen formlari
ile stimiilasyonu siiphe gotiirmez oldugundan, ozon tedavisi ile metabolik modiilasyonun
cok yonlii etkilerini acgiklamak kolaydir. Ornegin, en o6nemli sitokinlerden olan
interlokinler (IL) organizmanin savunma giicii tizerinde ¢ok sayida uyarici etkisi vardir. Is1
artis1 olur ve karacigerde C-reaktif protein sentezi 100 kat artar. Inflamatuar progesin bir
belirteci olarak bilinen bu protein bakteri hiicreleriyle birleserek fagositoz reaksiyonlarinin
artirilmasindaki kompleman proteinlerin aktivitesini artirir. Dolagima salinan interlokinler
hiicresel ve hiimoral hemostazi diizenler. T-helper hiicreleriyle reaksiyona girerek IL-2
olusumunu uyarir. IL-2 immiinglobulin sentezi yapan ve plazma hiicrelerine doniisen B
lenfositlerin fonksiyonunu regiile eder. Ayrica aktif oksijen ve peroksitlerin olusumunu
artirir ve ozonun uyardigi peroksitlerle birlikte transkripsiyonun niikleer faktorii olan NF-
@B’yi aktive eder. Kanin ozonla karsilasmasinin, sitoplazmadaki H>O> seviyesinde ani bir
artis olusturmasina izin veren NF-&B transkripsiyon faktorii, sitokin sentezinde bir
aktivator olabilir (Bocci, 1994, Bocci ve ark. 2011a, Valacchi ve Bocci 1999 ).

Sonugta, ozonun etkisi ile periferik kandaki mononiikleer hiicrelerin aktivasyonu
gerceklesir, spesifik ve non-spesifik immiin cevap yogunlasir. Canli viicudundaki
immiinolojik mekanizmalar oksijen bagimlidir: Enfeksiyon ve tiimor ajanlarina cevap
olarak serbest oksijen radikalleri olusturan makrofaj ve graniilositlerin uyarilmasi
gerceklesir. Kemotaksis ve fagositoz oksidatif metabolizmanin yogunlagsmasina yol agar.
Bu da mononiikleer kan hiicrelerinde termorezistan proteinlerin biyosentezinde artiga yol
acar. Bu proteinler tiimor nekroz faktoriiniin (TNF) olumsuz etkilerini artirir ve bilinmeyen
antijenlerin tiretimi ve prezentasyonunda, protein yapilarin koruyucu etkisini artirarak ve
immiin sistemi uyararak 6nemli bir rol oynar (Bocci 1994, Bocci 2005, Null 1996).

Biyolojik aktif maddelerin iiretiminin aktivasyonu ile kisi kendini ¢ok iyi, zinde ve
saglikli hisseder. Diger yandan her giin insanoglunun yaslanan hiicrelerinin sagliga
kavugmasi yaninda, yeni ve geng hiicrelere kavusmasi saglanir. Yapisi bozulmus dokularin
yenilenmesi ozon sayesinde miimkiin olmaktadir. Sagladigi tiim yararlarin yaninda
bedensel ve ruhsal anlamda sorunlar1 azaltarak veya yok ederek yasam kalitesini ylikseltir.

Uyku kalitesinin artmasindan, zihinsel ve fiziksel performansin artisina kadar, hayatin her
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anin1 ve yoniini olumlu ydnde etkileyen ozon sagaltimi, yasam sevincini geri
kazandirmaktadir (Null 1996).

Boylelikle, ozonun biyolojik etkileri ozonun giiclii oksidatif potansiyeline bagli olan
serbest radikallerin biyoregulatuar rolii ile aciklanabilir. Aktif oksijen formlar1t NF-&B’nin
aktivasyonunda haberci olarak gorev goriir. Kanin ozonlanmasini takiben sitoplazmada
H202’nin ani ve kisa stireli artis1 transkripsiyon faktoriin aktivasyonuna neden olabilir.
Cekirdege translokasyondan sonra NF-&B; sitokinlerin, akut faz proteinlerinin,
eritropoetinlerin  ve adeziv hiicre molekiillerinin sentezini artiran bazi genlerin
ekspresyonunu saglar. Bu, peroksit iiretiminin immiinolojik (NF-&B’nin aktivasyonu
yoluyla) ve biyokimyasal (heksozmonofosfat sant) mekanizmalarin aktivasyonu igin

onemli bir faktér oldugu anlamina gelir (Bocci 1994, Bocci 1999, Travalgi ve ark. 2010).

2.3.7. Ozonun Yangi Giderici ve Analjezik Etkisi

Agriya yol acan nedeni ortadan kaldirmanin yaninda agrinin hissedilmesine neden
olan kimyasal bilesenlerin uzaklastirilmasi yoluyla agri hissinin kisa siirede yok olmasini
saglar. Ana semptomun agri oldugu migren, romatizma ve spinal osteokondrozis gibi
birgok hastalikta ozonun analjezik etkisi goriilmiistiir. Ozonun antiinflamatuar etkisi hiicre
reaksiyonlarini regiile eden prostaglandinleri modiile edici etkisinden kaynaklanir. Ayrica
yangi sitokinlerine karst anti stokin ve biiylime faktorlerini artirir.  Doku
oksijenizasyonundaki artisa bagli olarak, agri reseptdrlerinin aktivasyonunu uyaran
tirlinlerin metabolizmasini ve atimini artirir. Oksijen salinmminin bir sonucu olarak,
modifiye hiicre membranindaki katyon-anyon dengesi tekrar saglanir ve ozon
elektrofizyolojik olarak gercek bir agr1 antgonisti gorevi goriir. Agridaki azalma katabolik
kartilaj enzimlerin inhibisyonundan da kaynaklanabilir. Intraven6z ozon infliizyonundan
sonra HLA-DR molekiillerinin yiiksek diizeydeki ekspresyonunda azalma ve CD3, CD4+,
CD8+ ve CD45 parametrelerinin normale dondiigii ve ozon kullaniminin inflamatuar
progesler i¢in alternatif bir tedavi olabilecegi gosterilmistir (Bocci 1994, Null 1996, Han ve
ark. 2007, Souza ve ark. 2010).

2.4. Medikal Ozonun Uygulama Metodlari

2.4.1. Major Otohemoterapi (Major OHT, O3-OHT)

Ozon ile major veya masif otohemoterapi, hastanin belli bir miktarda kaninin viicut

disinda (ekstrakorporeal) ozon ile zenginlestirildigi ve tekrar hastanin dolagimina verildigi
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bir yontemdir. Farkli uygulama teknikleri bulunmaktadir: Hastanin veninden disposable
kap igine, peristaltik silindir pompa ile 100-250 ml kan alinir. Burada kan ozon/oksijen
gaz karisimi ile zenginlestirilir ve rezidiiel gaz karisimi destriiktore gonderilir. Elde edilen
kan hastanin bagka bir veninden damla seti ile geri inflize edilir. Kabin igine 10 ml izotonik
NaCl soliisyonu i¢inde ¢oziinmiis 750 IU heparin 6nceden eklenir (Bocci 2006a, Bocci
2006bh, Gerard ve Sunnen 1996, Hernandez 2007, Lu ve ark. 2010, Nogales ve ark. 2008).

Major otohemoterapi (OHT), en diisiik riskli ozon uygulama bigimidir. Hasta
viicudunun disindaki bir ortamda “ozon+kan” karigiminin tekrar viicuda geri verilmesi yani
reinfiizyonudur. ilke olarak, steril, tek kullanimlik ve ozona dayamkli tedavi materyalleri
kullanilmalidir. Ozon oksijen karisimin1 “Mikroperl Yontemi” ile yapmak daha avantajli,
yan etkisi daha az ve etkinligi daha fazladir. Major OHT yontemiyle dakikada 60-90
damla reinflizyon yapilir. Sigirlarda yangisal olgulardal0 pg/ml konsantrasyonda ve 20
ug/ kg dozda Major OHT uygulanmustir (Giizel ve ark. 2011, Ohtsuka ve ark. 2006).

Major OHT esnasinda uygulanan ozon - oksijen karisimindaki ozon plazmada hizla
¢oziinlir. Ozonun bir kismi plazmada bulunan antioksidanlar ile reaksiyona girerek
bunlarin miktarlarin1 azaltir. Bu anlik olaylar sirasinda cesitli reaktif oksijen tiirevleri
(ROT) olusur. Bu radikallerin yar1 omrii ¢ok kisa oldugu icin, daha kan hastaya geri
verilemeden, yani ototransflizyondan oOnce bunlar ortadan kalkarak yerlerini lipit
oksidasyon iiriinlerine (LOP) birakirlar. Bu firiinler, biiylik oranda kandaki hakim hiicre
olan eritrositlerin membranlariin oksidasyonu ile ortaya ¢ikar. Eritrosit membranindaki
doymamis yag asitleri oksidasyona ¢ok duyarlidir. Bu reaksiyonlar sirasinda ortaya ¢ikan
hidrojen peroksit, molekiil yapisi itibariyle radikal olmayan oksitleyici bir molekiildiir
(Bocci ve ark. 2011a, Ozler ve ark. 2009).

Ozon tedavisinin klasik damar i¢i uygulamasi ilk olarak 1974 yilinda Wolff
tarafindan tarif edilmistir. Bu yontemde; kan ozona dayanikli bir sisede 5-10 dakika
oksijen/ozon karigimiyla temas ettikten sonra tekrar aynmi kisiye geri verilir. Bu
reaksiyonlar sirasinda ortaya ¢ikan hidrojen peroksit, ozonun tedavi edici etkinliklerinin en
azindan bir kismindan sorumlu ikincil habercisi gibi davranir. ik etkilerinden biri
eritrositlerde 2,3-difosfogliserat diizeyini artirmak ve bdylece oksijenin dokulara daha
kolay birakilmasina neden olmaktir. Plazmada konsantrasyonu artan hidrojen peroksit
kolayca hiicrelerin igine diffuze olarak; 16kosit ve endotel hiicrelerde c¢esitli interferon
(IFN), interlokin (IL) ve transforme edici biiyiime faktorii (TGF) yapimini da artiran
uyarilart tetikler. Lipit oksidasyon {irlinlerinin yar1 omiirleri ise saatlere varabilmekte,

dolayisiyla dmrii ¢ok kisa olan reaktif oksijen tiirevlerinin ilk etkileri sonrasinda ozonun
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gecikmis etkilerinden sorumlu tutulmaktadir. Uzun yar1 dmiirlerinden dolayr bu iirlinler
ototransfiizyon ile viicuda verilmis olur ve dolasim yoluyla dokulara ulasarak buralarda
cesitli biyolojik etkiler gosterirler. Major otohemoterapi yapilmadan Once kanin
antikoagiilan verilerek hazirlanmasi gerekir. Ciinkii ozon doza bagli olarak trombosit
fonksiyonlarmin artisina neden olmaktadir. Trombosit fonksiyonlarindaki artisin bazi
yararlt sonuglar1 da olmaktadir. Aktive olmus trombositler i¢lerinde bulunan biiyiime
faktorlerini salarak iskemi ve iilserli hastalarda iyilesmeye olumlu katki saglar. Ozon
uygulamasi ile hemoksijenaz-1 (HO-1) enziminin de uyarildigi bildirilmistir. Son yillarda
HO-1 ile yapilmis bircok c¢aligmada bu enzimin; antioksidan, antiapopitotik ve
antiinflamatuar etkilerinin oldugu gosterilmistir (Bocci 1994, Bocci ve ark. 2011a, Ozler ve
ark. 2009, Valacchi ve Bocci 1999).

2.4.2. Minor Otohemoterapi (Minor OHT)

Ozonun diger bir uygulama sekli olan minér otohemoterapide ise hastadan alinan 5
ml kan ile ayn1 miktarda 80-100 pl/ml konsantrasyonundaki oksijen/ozon karigimi bir
dakika inkiibe edilir. Bu siire zarfinda ozonun, yine ayn1 sekilde kanda 6nce ¢6ziiniip sonra
da biyolojik molekiiller ile reaksiyona girmesi beklenir. Sonrasinda bu kan, kas igine
yavas¢a enjekte edilir. Uygulama sonrasinda enjekte edilen kanin doku derinliklerine
ilerlerken pihtilagmasina ragmen hastalarda hafif sisme ve agr1 goriilebilir. Bu
uygulamanin immiinmodiilatuar bir etkisinin oldugu iddia edilmektedir. Enjeksiyon
yerinde hafifce steril inflamasyon meydana gelmektedir. Bolgeye notrofil ve monositler
gelerek denatiire proteinleri ve par¢alanmis eritrositleri fagosite etmektedir. Eger kan
icinde HCV, BV ve HIV gibi viriisler var ise ozon tarafindan inaktive edilip pargalanmis
bu viriis atiklar1 bolgeye gelen immiin hiicreler tarafindan ortadan kaldirilir. Bu islem bir
cesit as1 etkisi yaratir ve immiin sistemi antijenlere karsi uyarir (Altman 1996, Bocci 1994,
Bocci 2006a, Ozler ve ark. 2009).

Hastaya verilen ozon miktar1 dereceli olarak artirilabilir veya tedavi kiirli siiresince
sabit tutulabilir. Minr OHT’ye 5 ml kan ile baslanir ve 10 ml’ye kadar ¢ikartilir (Hatta
kronik hastalig1 olanlarda 20 ml). Islem iki giinde bir tekrarlanir ve daha sonra haftada 1-2
uygulamaya gegilir. Bir tedavi kiirti 6-12 uygulama igerebilir ve her tedavi kiirii 2—3 ayda
bir endikasyona gore tekrarlanabilir. Kronik hastalig1 olanlar genelde trombozise yatkin
oldugundan, hastadan alinan kan heparinlenmelidir. Bu metot 6zellikle alerjik durumlarda,
kronik yangilarda, onkoloji ve gerontolojide kullanilmaktadir. Geleneksel tedavi ile
karsilagtirildiginda, yan etkilerinin olmayis1 ve yiiksek klinik etkiye sahip olmasi
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avantajidir. Ozon kas i¢i ve sinir ¢evresine 10-80 pg/ml olarak enjekte edilebilir (Altman

1996, Bocci 2006a, Bocci 2006b, Lin ve ark. 2011).

2.4.3. Lokal Ozon Uygulamasi

Hasarli deri, yaralar, trofik iilserler, oral mukoza membran ve dis genital organlara
ozon-oksijen gaz karisimi ve ozonlanmis sivilar (su, kristaloid soliisyonlar, antiseptikler,
nebati yaglar) uygulanir. Calisma odasina ozon sizintisim1 engellemek icin tedavi kapali

sistemlerle yapilmalidir (Altman 1996, Gerard ve Sunnen 1996).

2.4.3.1. Ozonlu Su Banyosu (Balneoterapi)

Su ve sicak maden suyu, yaygin cilt ve doku progeslerinin iyilesmesine yardim eder.
Kan ile lenfatik akimlar sadece ozon ve oksijen degil ayn1 zamanda mineralleri de alirlar.
Ozon-mineral banyolar1 oOzellikle periferal kan akimi bozukluklari, egzema, iilser ve
hiperenfekte yaralarin tedavisinde kullanim alani bulur. Once hasarli deri bolgesi serum
fizyolojik veya distile su ile nemlendirilmis bir gazli bez ile ortiiliir. Ciinkii ozon kuru deri
tizerindeki bakterilere etkili degildir. Ekstremitelerdeki lezyonlarda “mini banyo” adi
verilen plastik torbalar kullanilir. Torba 30°C’de 5-8 litre distile veya maden suyu ile
doldurulur. Hasta ekstremite bu torba i¢ine yerlestirilir ve 6zel bir bandaj ile kapatilir. Su
10 mg/l konsantrasyonda ve 1 I/dk akimi hizinda ozonlanarak torbanin tabanina
yerlestirilmis bir sonda ile verilir. Bir ucu destriiktere baglanmig sondanin diger ucu torba
icine yerlestirilerek rezidiiel ozonun alinmasi saglanir. Tedavi 20-30 dk siirer. Bu metot
ozonun tiptaki ilk kullanim seklidir. O zamanda kullanilan malzemeler bu metodun yaygin
olarak kullanimmi kisitlamistir. Gilinlimiizde, ozon gaz yikamasmi tipta genis alanda
kullanmaya izin veren ozona direngli malzemeler bulunmaktadir. Ozonlu su ayrica 0.8-1
mg/l dozda (in vitro) bazi antibiyotiklerle kiyaslandiginda daha az endotoksin olusumuna

neden olmaktadir (Altman 1996, Gerard ve Sunnen 1996, Shinozuka ve ark, 2007).

2.4.3.2. Intraartikiiler Ozon Enjeksiyonu

Intraartikiiler ve periartikiiler ozon/oksijen gaz karisimi enjeksiyonlarmin, degisik
formdaki eklem hasarlarinin tedavisinde olumlu sonuglar1 vardir. Eklem igine veya
cevresine enjekte edilecek medikal ozonun dozu ve hacmi eklem biiylikliigline ve
patolojinin klinik goriiniimiine baghdir. Eklem biyiikliigiine gére 5-60 ml ozon - oksijen
gaz karisimi uygulanir. Eklem i¢i 40 pg/ml ozon uygulamasi (haftalik ve 3 hafta siireyle)

ratlarda sinovitisi geriletmistir. Enjeksiyondan sonra bu bolge gazli bez ile tamponlanmali
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ve flaster ile sabitlenmelidir. Enjeksiyondan sonra eklemin agrisiz bdlgelerine pasif masaj
uygulanir. Ozon tedavisi tedavi etkinligini belirgin olarak artiran medikal ve fizik tedavi
metotlari ile kombine edildiginde tiim artropatilerde basariyla kullanilabilir. (Null 1996, Yu
ve ark. 2011).

2.4.3.3. Ozonlu Zeytinyagi

Uygulanmasi ve elde edilmesi kolay oldugu i¢in ozon tedavisinin en ¢ok uygulanan
yontemlerinden biridir. Ozonlu zeytinyaginin antiseptik ve rejeneratif 6zellikleri vardir.
Biyolojik maddeler iizerine ¢ok daha wuzun siireli etki eden ozonidler, ozonlu
soliisyonlardan ¢ok daha fazla aktiftir. Doymamis yag asidi ozonidinin oksijene olan
afinitesinden dolay1, mikroorganizmalarin bir reseptoriine baglanir ve onu bloke eder.
Ozonlu yag 10-100 kez diliisyondan sonra dahi mikroplara karsi sterilize edici etkisini
korur. Ozonlu zeytinyagi dokulara penetre olarak aktif oksijen birakir. Boylelikle bu
bolgedeki kan akimini artirir, metabolik siiregleri aktive eder, bolgedeki graniilasyon ve
epitelizasyonu hizlandirir. Ozonun bakterisidal ve fungisidal etkisi belli bir latent
dénemden sonra baglar. Bu o6zellikte yag elde etmek i¢in O3 yogunlugu mukozalar igin 2
mg/l ve deri igin 10 mg/l olarak ayarlanir ve 50 ml yag igin 60 dk boyunca ozonlama
islemi stirdiiriiliir (Geweely 2006, Travalgi ve ark. 2010).

Norodermatit, trofik iilser, yara yiizeyleri, yaniklar, bocek isirmalari ve kozmetik
amagla ozonlanmis yag kullanilir. Uygulama yoOntemleri arasinda, vajinaya tampon,
rektuma mikrolavman ve oral uygulamalar bulunmaktadir. Oral zeytinyagi alimi 6zefageal
patolojilerde endikedir. Ozonlanmis yag kapsiil seklinde mide veya duodenum
iilserlerinde, gastritte ve giardia tedavisinde oral olarak da verilebilir. Uretimi igin
farmakolojik zeytinyagi kullanilir. Koyu renkli bir sise iginde serin yerde muhafaza
edildiginde, ozonlu zeytinyag: terapétik 6zelliklerini 6 ay boyunca korur (Altman 1996,
Giiven ve ark. 2008).

2.4.4. Rektal ve Vajinal Ozon Insuflasyonu

Ozon uygulama yontemlerinden biri de ilk defa Dr. Aubourg tarafindan savunulan
02-0O3 gaz karisiminin rektum igerisine jeneratdr ve 6zel hortumu araciliiyla tiflenmesidir
(insiiflasyon). Bu metot genelde bagirsaklarin kronik kolit ve fistiilleri gibi yangisal
hastaliklarinda endikedir. Verilen ozonun 6nemli kismi fekal icerik tarafindan noétralize
edilir. Kalan kistm mukozayr orten glikokaliks ve mukoproteinlerden olusan katman

icerisinde ¢oziiniir ve bu bilesiklerle reaksiyona girerek LOP’ nin olusumuna neden olur.
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Bu peroksitler oksijen ile birlikte mukozadan birka¢ saniye sonra emilerek kana karigir.
Portal ven aracilifiyla karacigere ulasir. Oz gazmin rektal yolla uygulanmasi (rektal
insuflasyon) hastada kesinlikle hic¢bir rahatsizlik hissettirmez. Bu amagla 5-35 pg/ml
konsantrasyonda ve 200-300 ml hacimdeki gaz karisimi kolorektal olarak uygulanir.
Ancak Kiiba gibi iilkelerde 50 pg/ml konsantrasyonda ve uzun siireli (20 seans) olarak
kullanilmaktadir. Bu sekil uygulamanin mutajenik olabilecegi unutulmamalidir. Her seye
ragmen rektal insiiflasyon yolu son zamanlarda biitiin hastaliklarda kullanilmaya
baslamistir. Daha az invaziv olmasindan dolay1 genel saglik ve yeniden canlanma igin de
kullanilmaktadir (Altman 1996, Bocci 2005, Bocci ve ark. 2011a).

Rektal ozon insiiflasyonu, bir yandan patojenik mikroorganizmalarca bozulmusg
barsak flora dengesini restore etmek i¢in lokal antiinflamatuar ve dezenfeksiyon metodu
olarak kullanilirken diger yandan intravendz enjeksiyonun miimkiin olmadigi durumlarda
major otohemoterapi ve parenteral inflizyona alternatif olarak kullanilabilir. Ozon - oksijen
gaz karisiminin rektumdan hizli rezorpsiyonu kandaki oksijen seviyesini artirir ve buna
bagli olarak da sistemik metabolik bir etki olusturur. Bagisiklik sisteminden sorumlu olan
lenfositlerin %70°1 barsaklarda bulunur. Bu ylizden rektum yoluyla uygulanan ozon immiin
sistemin regiilasyonu i¢in de kullanilabilir Laboratuvar bulgulari, major ya da mindr
otohemoterapiye uygun olmayan hastalarda ozonun, rektal {ifleme yoluyla uygulanmasi
yeglenir. Bu islemin uygulama siiresi 10-20 sn olmalidir. Ciinkii fazla ozon insiiflasyonu,
ozon - oksijen gaz karistmimin intestinal gazlarla karistigi ve bu sekilde barsak
mukozasindaki etklinligi azaldigi i¢cin daha az etkilidir. Hizli rektal iifleme ampullada
basing artigina neden olur ve bu da ozon/oksijen gaz karisiminin mukoza i¢in daha genis
bir alan ve hizli difiizyon saglar. Bu basing artig1 sigmoidde peristaltik hareketlere neden
olur. Bu da verilen gazin daha ileri hareketini zorlastirir (Bocci 2006a, Bocci 2006b).

Diisiik ozon konsantrasyonu hiperemiyi ve rejenerasyon saglarken, yliksek
konsantrasyonlar kanamay1 durdurucu ve baskterisidal etki gosterir. Insuflasyon Janet
siringast veya PVC boru ile rektal katetere baglanmis 6zel plastik torbalar vasitasiyla
lavman sonras1 yapilir. Her giin veya giinde iki kez uygulanan iglemlerde verilen ozon -
oksijen gaz karigiminin hacmi artirtlir. Yiiksek hacimlerde gaz karisimi verilecekse, el
yardimi ile karma masaj yapilmasi Onerilir ve bdylece gaz kalin barsaklarda esit olarak
dagilir. i1k rektal insuflasyondan sonra karinda sislik hissi, intestinal agr1, bulanti, genel bir
sikintt hali goriilebilir ve bu durum kisa siirede kaybolur. Rektal insuflasyon formundaki

ozonterapi herhangi bir yan etki olusturmaz (Altman 1996, Bocci 2006a, Bocci 2007a).
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Vulvovajinit ve vajinal enfeksiyonlarda ozonlanmis serum fizyolojik disposable bir
vajinal kateter yardimiyla patolojik icerigin yikanmasi i¢in vajinal insuflasyon seklinde
kullanilir. Boylece terapétik ajanin kivrimli bir yapiya sahip vajina epitelinin hemen
tamamina temas etmesi saglanir. Serumun ozonlanmasi i¢in kullanilan gaz karigimindaki
ozon konsantrasyonu 3-5 mcg/ml arasinda degisir. Tedavi her giin, 6-8 giin siireyle ve
200-400 ml hacminde uygulanir. Vajinal insuflasyon icin ozon - oksijen gaz karigmi
1500-2500 mcg/l ozon konsantrasyonda vajinal spekulum iizerine baglanmis intravajinal
u¢ iginden 0.5-1 I/dk hizinda 5-10 dakika verilebilir. Ozonlanmis distile su da sprey
halinde vajina i¢ine verilebilir (Altman 1996, Bocci 2005).

2.4.5. Oral Ozon Uygulamasi

Bu amagla ozon; gaz, ozonlu distile su ve bitkisel yag seklinde agiz yoluyla
uygulanabilir. Gaz karigimi bir prob vasitasiyla mide i¢ine basingla uygulanabilir. Ozonlu
su agizdan ya da rektal yikama seklinde de alinabilir. Ozonlama i¢in distile veya iki kere
distile edilmis su kullanilmasi onerilir. Koti kalitedeki su ozonun bozulmasini hizlandirir.
Asit ortamda 0zon - oksijen gaz karisimi daha stabilken, alkali ortamda ozon pargalanmasi
cok daha hizli gerceklesir. Ozonlu distile suyun oda 1sisinda yaklasik yarilanma 6mrii 30
dk oldugundan, ozonlu suyun elde edilmesinden hemen sonra kullanilmasi onerilir. Daha
disiik sicaklikta ¢oziinmiis ozon su iginde daha uzun siire korunur. Yeni hazirlanmis
ozonlu distile su buzdolabinda yaklasik 1 saat saklanabilir. Uygulama i¢in; 2500-10000
mcg/l ozon, 20 dk ozonlama siiresi ve 1 1/dk ozon - oksijen gaz karigiminin akim hiz1
gerekir. Daha uzun siire ozonlama su ic¢indeki ¢0ziinmiis ozonun miktarini artirmaz.
Ozonlu suyun gastrit, 6zefajit, peptik iilser ve kronik kolesistitte oral alimi endikedir.
Ozonlu su; stomatit, paradontosis, dis ¢ekimi sonrasi, enfekte yaralarimin tedavisi ve
cerrahi iglemlerden once oral kavitenin genel dezenfeksiyonunda endikedir (Altman 1996,

Stiibinger ve ark. 2006).

2.4.6. Subkutan Ozon Enjeksiyonu (Ozon Kabarciklar)

Bu metot dermatoloji (piyoderma, dermatit, psoriazis), cerrahi (trofik iilser, deri
lezyonlari, piiriilan yara yiizeyleri, dekiibit, fronkiil, yaniklar), noroloji (periferal sinir
sistemi hastaliklar1) ve diger tibbi alanlarda yaygin bir bigimde kullanilmaktadir.
Subkutandz ozon enjeksiyonu; lokal etkilerinin yani sira tiim organizmanin dinamiginde
artis, metabolik progeslerde iyilesme ve kendini iyi hissetme gibi olumlu sonuglar ortaya

cikarir. Bu akim hizi hastada agr1 hissine neden olmaz ve ozon ile doymamis yag asitleri
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arasindaki etkilesime bagli olarak subkutandz hiicre dokusunda lipolizi hizlandirir.
Subkutandz ozon enjeksiyonu 1000-5000 mcg/L ozon konsantrasyonunda ve her patolojik
bolge icin 5-50 ml uygulanir. Bir enjeksiyonda 1-2 ml gaz karistmi uygulanir.
Enjeksiyonlar hipodermik igne ile hasarli bolgenin etrafina ve hiperemi sinirindan 0.5-1
cm uzakliga yapilir. Her giin veya iki giinde bir yapilan ozon enjeksiyonu sonucunda
bolgede ozon kabarciklart olugur. Tedavi siiresi hastaligin klinik goriinlimiine gore degisir.
Islem agrilidir ancak agr1 ve yanma hissi ¢ok ¢abuk yok olarak yerini uzun siireli sicaklik
hissi alir. Subkutanéz ozon tedavisinin baska bir uygulama sekli de, ozon akupunktur
tedavisidir. Ozon tedavisi ile akupunkturun kombinasyonu, sadece enerji sirkiilasyonunda
yeni bir impuls olusumu degil ayn1 zamanda hiicrelerin ozon tedavi ile oksijen kullanimini
saglayarak bu impulsun devami elde edilmis olur. Meridyen hatlar1 boyunca subkutanz
ozon enjeksiyonu ile ozon kolaylikla yayilabilir ve secilen noktaya her durumda ulasir. Bir
seansta 8-10 noktaya enjeksiyon yapilir. Tedavi 10—12 giinliik seansi igerir. Akupunktur
ve ozon tedavisinin kombinasyonu bazi kronik hastaliklarda kullanilabilir. Bu tedavinin
diizenli ve uzun siireli kullanimiyla hastalar saglikli bir yasam kalitesine ulasirlar (Bocci

1994, Li ve ark. 2007).

2.4.7. Damar ici Ozon Enjeksiyonlar

Bu metotlar arteriyal ve vendz kan dolasim bozukluklarinda, ozon/oksijen gaz
karisiminin vaskiiler akim igine direk olarak verilir. Bu yoOntemlerin uygulanmasi
muhtemel komplikasyonlara neden olabileceginden biiyiik beceri gerektirir. Bu nedenle
intraarteriyal ve intravendz ozon - oksijen gaz enjeksiyonu pek uygulanmamaktadir. Bu

metot ancak arteriyel dolagim bozukluklarinda kullanilabilir (Altman 1996).

2.5. Ozonterapi Endikasyonlar:

Ozon tedavisi, antikoagiilanlar hari¢ diger tiim ilaglar ve fizik terapiler ile kombine
olarak kullanilabilir. Ozon etkisini artirdig1 i¢in analjezik, sedatif, antibakteriyel ve
hipotansif ilag dozlarinin azaltilmasina izin verir. Dahasi, ozon tedavisinin diger terapotik
metotlarla kombine edilerek olusturulan kompleks tedavinin etkisi kullanilan tedavi ile
elde edilen etkilerin aritmetik toplamindan daha fazladir. Medikal ozon cerrahide (Enfekte
yara, yanik ve ilserler, osteomyelit, piiriilan peritonit, akut tromboflebit, diabetik ayak
lezyonlari, kalin barsak cerrahisi 6ncesi hastalarin preoperatif hazirliginda ve postoperatif
uygulamalarinda, pitriilan artrit, deforman artrozis ve onkolojide), i¢c hastaliklarinda

(Iskemik kalp hastalig1, dolasim bozuklugu ensefalopatisi, alt ekstremitelerin aterosklerotik
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arteriyal dolagim bozukluklari, diabetes mellitus, kronik bronsit, bronsial astim, kronik
pyelonefrit, kronik gastrit, gastrik ve duodenal iilser6z hastalik, kronik noniilserdz kolit ve
kronik hepatit), tirolojide (Akut ve kronik bobrek yetmezligi, sistopyelonefrit, iirogenital
tiiberkiiloz, cinsel yolla bulasan hastaliklar ve kronik prostatit), jinekolojide (Spontan
abortus, gestozis, gebelik anemisi, fetus enfeksiyonu, erken toksikoz, fetoplasental
yetmezlik, genital organlarin inflamatuar hastaliklarinda, bakteriyel vajinozis ve vulvar
distrofi), nérolojide (Isemik atak rehabilitasyonu, kronik serebrovaskiiler yetmezlik,
migren, sistemik skleroz, kompresif iskemik ndropatiler ve spinal osteokondrozis),
dermatolojide (Alt ekstremitelerin trofik iilserleri, cilt anjitinin tilserdz formlari, piyoderma
ve akne, herpes, egzema, atopik dermatit, diger kasintili dermatit, fronkiilozis,
skleroderma, liken planus, biilloz dermatit, psoryazis ve kollajenozis) ve kozmetolojide
(Akne isilik, selliilit, lokal lipodistrofi, alopesi ve seboreik dermatit) genis kullanim alani
bulmustur (Bocci 2006a, Bocci 2006b, Bocci 2009, Calunga ve ark. 2005, Lu ve ark. 2010,
Ozler ve ark. 2009).

2.6. Ozonterapi Kontrendikasyonlari

Ozon tedavisinin yan etkisi yok denecek kadar azdir. Bildirilen yan etkiler uygulama
hatalarina bagli lokal komplikasyonlardir. Genel olarak ozon tedavisinde goriilen yan
etkilerin; allerjik reaksiyonlar, emboliler ve infeksiyonlar oldugu bildirilmektedir. Bunlar
genellikle sistemik uygulamalarda goriilmistiir. Topikal uygulamada sozi edilecek tek
negatif etki yaralarda meydana gelen hafif diizeyde irritasyonlardir. Ancak bazen
ozonterapi uygulanmast sakincali olabilir. Bu durumlar; glukoz 6 fosfat dehidrogenaz
enzim eksikligi (favizm), 6zellikle erken donem olmak iizere hamilelik, anjiotensin ¢evirici
enzim (ACE) inhibitorii tedavisi gorenler, hipertiroidizm, kanama bozuklugu, kronik
pankreatit, yeni gecirilmis kalp krizi, kontrol altina alinamayan kardiyovaskiiler hastaliklar
ve 0zona reaksiyon gosteren astim hastalari olarak siralanabilir. Komplikasyonlarin tim
uygulamalara orant 1 milyonda 7 (% 0,0007) vakadir. Ozon tedavisinin yan etkileri
genellikle ozon-oksijen karigiminin intravendz verilmesinden kaynaklanir ki bu yontem
artitk giinlimiizde pek kullanilmamaktadir. Muhtemel yan etkilerin nedenleri genellikle
yanlis uygulama teknigi ve ozon dozunun hatali se¢imidir. Akciger ve goézler ozonun
toksik etkisine en hassas organlardir. Gozdeki irritasyonu ve akcigere etkileri
konsantrasyon, sicaklik, nem ve maruz kalinan siireye bagli olarak degisir. Diisiik
konsantrasyonda ozon inhalasyonu bogazda irritasyon ve oksiiriige yol agarken, yliksek
konsantrasyonlar1 akciger 6demine neden olabilir. Ozon solundugunda toksik bir gazdir.
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Goze ve akcigerlere temas etmemelidir. Cilinkii bunlarin nétralizasyon kapasitesi ve
antioksidanlar1 minimal diizeyde oldugu i¢in ozona karst ¢ok duyarlidirlar (Altman 1996,
Bocci 2006a, Kutlubay ve ark 2010, Ozler ve ark. 2009).

2.7. Cerrahi Hastalklarda Ozonterapi

2.7.1. Kulak ve Goz Hastaliklarinda Ozonterapi

Medikal ozon, kulakta antibakteriyel, antihipoksik ve hiicresel-humoral immiinite
regulatorii olarak kullanilabilir. Orta kulak iltihabinin tedavisi i¢in irrigasyon seklinde (5-7
uygulama) 600 mcg/l konsantrasyonda gaz ya da soliisyon halinde ozonterapinin
kullanilmast Onerilir. Ozonlanmig serum fizyolojigin lokal kullanimi kulak akintisinin
durmasina ve timpanik mukozadaki yanginin giderilmesine yardim eder. Bu uygulamanin
yangiya isaret eden ‘“myeloperoksidaz” enzim seviyesini istatistiksel olarak Onemli
derecede diisiirdiigii bildirilmistir (Shakov ve Edeleva 1999). Ayrica kronik purulent otitis
media olgularinda Pogosov ve ark. (2001) ultrasonoterapiye paralel olarak 10 mg/I
konsantrasyonda ozonlanmig serum fizyolojigin lokal kullanimin1 6nermektedir.

Ozon; keratokonjiktivitis, kornea tilserleri, glakom, retinal dejenerasyonlar ve retinitis
pigmentosa gibi bircok gz hastaliginin sagaltiminda kullanilir. Yapilan bir caligmada;
keratokonjunktivitis ya da kornea {ilseri bulunan toplam 59 kedi degerlendirilmis, sagaltim
amaciyla ozon ve susam yagi karisimi lokal olarak uygulanmis ve basarili sonuglar elde
edilmistir. Yine endoftalmitis bulunan olgularda ozonla doyurulmus serum fizyolojigin
intravitreal uygulamasiyla basarili sonuglar elde edilmistir Ozonterapi 800-1000 mcg/I
konsantrasyonda ozonlanmis serum fizyolojigin (giinasirt 5-6 uygulama) intravenoz
infiizyonu seklinde gerceklestirilir. Gergeklestirilen oksidatif terapinin sonuglari gérme
keskinliginde artma olarak ortaya ¢ikar. Tedavinin herhangi bir yan etkisi gézlenmemistir

(Bocci 2006b, Giizel ve ark. 2011, Null 1996, Vigna ve Menéndez-Cepero 2007).

2.7.2. Dis Hekimliginde Ozonterapi

Ozonterapi, ilag dozunun azaltilmasina hatta bazi durumlarda tamamen kesilmesine
olanak saglayan ve dis hekimliginde kulanilan geleneksel tedavi metotlar1 i¢in iyi bir
tamamlayic1 metottur. Lokal tedavide primer olarak ozonlu su genis kullanim alan1 bulur.
Dis ¢iiriigli, macun ve gargaralarin kullanimi sayesinde gerilemekte ya da yavaslamaktadir.
Ozon % 99.9 basan ile steril edilen dis ylizeyine agiz sivilarinda siirekli bulunan

minerallerin (en 6nemlisi kalsiyum tuzlar1) ¢iiriikten bosalan bolgeyi doldurmasini saglar.
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Ozonterapi yalnizca ¢iiriik tedavisi ve dislerin korunmasinda degil, ayn1 zamanda diseti
hastaliklarinda, aftéz iilserasyonlarin tedavisinde ve disleri beyazlatmak i¢in de
kullanilabilir. Dis dolgusu yapilacaksa, dolgu konulmadan 6nce ozon uygulanmasi, islem
sonrasi agriyt ve hassasiyeti engeller. Kanal tedavisi esnasinda ozon uygulayarak
bakterilerin yok edilmesi, ¢ogu kez birkag¢ seans siirebilecek bir islemi tek seansa
indirecektir. Dental cerrahi sonrasi agriyr azaltmak icin yine ozon uygulanabilir (Saini
2011, Stiibinger ve ark. 2006).

Paradontozis veya alevlenmis apikal progeslerden dolay1 dental ekstraksiyonlar ve
protezde, secilecek yontem dezenfektan ve stimiilan etkisinden dolayr ozonlu sudur.
Cerrahiden 6nce dezenfeksiyon amaciyla oral kavitenin ve apsenin ozonlu su ile yikanmasi
Onerilir. Bu prosediir sonraki 2-3 giin boyunca, yara kavitesi tam olarak iyilesene kadar
tekrarlanir. Dis kavitesinin hazirlanmasi sirasinda ve konservatif dis hekimliginde ozonlu
su dezenfeksiyon i¢in kullanilir. Oral hijyenin artirilmasi ve optimizasyonu i¢in 2 mg/l
konsatrasyonda ozonlanmig serum fizyolojik dis temizlik evresinde yikama formunda
kullanilir. Bu iki metodun kombinasyonu oral kavitenin mikroflorasi {izerinde yiiksek bir

etki ortaya koyar (Lukinykh ve Kosiuga Slu 7998, Saini 2011, Stiibinger ve ark. 2006).

2.7.3. Peritonitte Ozonterapi

Ozonterapinin peritonitin degisik formlarmin tedavisinde oOzellikle intraperitoneal
yolla kullanim1 ozonun ikili patogenetik etki mekanizmasina dayalidir. Birincisi, bakteri,
viriis ve mantarlara karsi, membranlarinin fosfolipid ve lipoproteinlerin oksidasyonuna,
polipeptid ve protein zincirlerin kirilmasia bagli olarak bozulmasi sonucu ortaya ¢ikan
dezenfektan etkidir. Ikincisi, plazma ve hiicre membranlarinda bulunan protein-lipid
kompleksleriyle ilgili olarak, hiicresel seviyede pO2’nin artmasina ve hipoksinin ortadan
kalkmasina, biyolojik aktif maddelerin tranformasyon ve sentezine, tokseminin ortadan
kaldirilmasina, immiinkompetan hiicrelerin aktivasyonuna, reolojik ve kanin oksijen tagima
fonksiyonunun iyilesmesine lipit peroksidasyon progeslerinin yogunlugunun azalmasina ve
organizmanin antioksidan savunma sisteminin aktivasyonuna yol agan sistemik metabolik
etkidir. Bu durum peritonitislerin sagaltiminda biiyiik bir 6nem arz eder (Giizel ve ark.
2011, Shinozuka ve ark. 2008).

Souza ve ark. (2010) yaptiklar1 ¢calismada, ratlarda fekal kontaminasyon ile peritonitis
olusturarak periton i¢i ozon sagaltimi yapmislardir. Ozonun, bakterileri inaktif hale
getirerek ve sitokin salinimini azaltarak enfeksiyona karsi yangisal cevabr sinirlandirdigini
gostermiglerdir. Yine Bette ve ark. (2006) tarafindan yapilan diger bir ¢alismada, ratlara
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fekal kontaminasyondan once ozon proflaksisi yapilmis, ardindan tazobactam/piperacillin
ile kombine edilmistir. Bu yontemin, ozonun 6n uygulama ile bagisiklik sistemini aktive
etmesiyle ratlarin hayatta kalma oranini artirdig1 goriilmiistiir.

Ozonterapinin uygun kullanimi peritonite bagli endotoksikozu, komplikasyonlar1 ve
Olim oranini azaltmakta ve iyilesmeyi hizlandirmaktadir. Ozon tedavi semasi, peritonitin
formuna, yayilimina ve evresine gore diizenlenir. Ameliyat sirasinda, peritonit kaynagi
elimine edildikten sonra, karin i¢i serum fizyolojik ile yikanir. Gaz karisimi 20 ml/kg
dozda, % 5’lik ozon ve 102 pg/ml konsantrasyonda periton i¢i olarak (giinde 1-2 kez ve 5
giin siireyle) uygulanabilir. Parenteral, enteral ve major otohemoterapi peritoneal lavaj ile

kombine edilebilir (Bette ve ark. 2006, Souza ve ark. 2010).

2.7.4. Yara ve Yaniklarda Ozonterapi

Ozon yara tizerindeki etkisini; bakteri enfeksiyonunu azaltmak, yaray1 onarmak ya da
yara bolgesindeki oksijen miktarin1 artirmak suretiyle yaptigi bildirilmektedir. Ozona
maruz birakilan kronik ya da akut yara bolgesinde, yara iyilesmesinde son derece dnemli
olan bliylime faktorlerinin (TGF) aktivitesinde artis oldugu belirtilmektedir. Buna bagh
olarak da, anjiyogenezis, fibroblast aktivitesi ve kollojen sentezinin arttig1 gosterilmistir
(Bocci 2006a, Bocci 2007b, Kim ve ark. 2009, Travalgi ve ark. 2010, Valacchi ve Bocci
1999).

Medikal ozon lavaj i¢in serum fizyolojik, distile su ve antiseptiklerle karigtirilabilir.
Yara ve kavite temizliginde, periton lavajinda, dializde ve bandaj uygulamalarinda
antiseptik soliisyonlar da ozonlanir (24 mg/l). Gaz formundaki ozon ve ozon igeren
kristaloid soliisyonlar bakteriyel floranin (stafilokoklar, proteus, kolibasiller, klebsiella,
mantarlar, anaeraobik flora) ¢ogalmasini baskilayabilecek durumdadir. Ozon ile
mikroplarin antibiyotiklere duyarlilig: artarak dozlar1 ve kullanim stireleri azalir. Yaralarda
hizli bakteriyel dekontaminasyon olur, yara yiizeyi nekrotik dokulardan temizlenir,
graniilasyon, fibrozis ve kenar epitelizasyonu baslatir. Ozonterapi ile 3-4. giinlerde agr
sendromu ortadan kalkar (Giiven ve ark. 2008, Tylicki ve ark. 2004).

Ozonun tek basina deri hiicresi igine penetre olabilme 6zelligi bulunmaz. Ancak
susam yag1 ya da zeytinyagi gibi ¢oklu doymamis yag asitleriyle oksidatif reaksiyona
girerek deriye penetre olabilir. Deri iizerinde olusturulan yaralara uygulanmasi halinde,
yara iyilesmesini hizlandirdigi bildirilmektedir. Buradan yola ¢ikilarak, kronik yara
iyilesmesinde oOzellikle de atrofik ve isemik iilserler ile diyabete bagli yaralarin
sagaltiminda kullanilmaktadir (Bocci 2006a, Kim ve ark. 2009, Travalgi ve ark. 2010).
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Kronik yaralarda; uzun siire saf ozonun kullanilmasi yara iyilesmesini geciktirirken,
oksijen/ozon karisimi ya da ozonlanmig yaglarin uygulanmasi, bolgedeki bakteri sayisini
azaltir, oksijenizasyonu saglar ve yara iyilesmesini hizlandirir. Yara iyilesmesinde
kullanilan ozonun dozu da olduk¢a 6nemlidir. Cok diisiik ve ¢ok yiiksek dozlarda yara
iyilesmesini geciktirirken, orta diizeylerdeki ozon konsantrasyonlarindan ¢ok daha olumlu
sonuglar elde edilebilmektedir (Giizel ve ark. 2011, Travalgi ve ark. 2010).

Oksidatif stres; yanik sokunun ilk giinlerinden itibaren oksidatif progeslerin ani artisi
ve antioksidan savunma sisteminin yetmezligine bagl olarak gelisir. Terapdtik dozlarda
ozon kullanilmas1 lipid peroksidasyon ve antioksidan enzimler arasindaki dinamik
dengenin restorasyonunu kolaylastirir. Endotoksemi seviyesinde belirgin bir azalma olur
ve sonugta immiinolojik durum diizelir ve fagositoz aktivitesi artar. Ozon respiratuar,
kardiyovaskiiler ve sekretuar sistemlerin optimizasyonunu saglar. Yanik hastalarindaki
poliorganik yetmezlik sendromunu artiran tiim patolojik progeslerin diizeltilmesinde aktif
rol oynar. Tiim bunlar ozonterapinin bir endojen detoks olarak diisliniilmesine izin verir.
Bu amagla; termik travmalarin kompleks tedavisinde, ozonlanmis serum fizyolojik her giin
infiizyon yapilir, lokal tedavisi (plastik torbalama) gerceklestirilir veya hastanin kendi kani
ile major otohemoterapiye bas vurulur. Islem kontaminasyon durumunda 10 mg/l ozon
konsatrasyonunda 30 dk uygulama ile baglanir ve yara temizligi saglandiktan sonra
epitelizasyon i¢in konsantrasyon 1-2 mg/I’ye siire de 10 dk’ya kadar diisiiriiliir. Yanik
ylizeylerinin epitelizasyon evresinde ozonlu zeytinyagi uygulamak daha uygundur (Bocci

2005, Clavo ve ark. 2004b).

2.7.5. Onkolojide Ozonterapi

Genel olarak kanser hiicreleri oksijensiz ortamda olusur ve ¢ogalir. Ozon yoluyla
yiiksek oksijene kavusan dokulardaki kanserojen hiicreler iireme yetenegini yitirirler.
Tiimdrler, normal dokulara oranla daha hipoksik olan bolgelerde gelisme imkani bulurlar.
Tiimor hipoksisi, angiogenezisin artmasina ve daha agresif tiimor davranisina neden olur.
Uzun siireli isemiler, normal dokularin 6liimiine yol agarken, tiimdrlerin gelismesini saglar.
Ayn1 zamanda timdral hipoksi, radyoterapi ve kemoterapi gibi sagaltim girisimlerini de
olumsuz sekilde etkiler. Olduk¢a fazla yan etkisi olan radyoterapi ve kemoterapinin yan
etkilerini azaltmak icin, 6zellikle oksijenin radyosensitizer ve kemosensitizer etkisinden
faydalanmak i¢in ozon uygulamasi tiimorlii hastalarda faydali olabilir (Bocci ve ark. 2005,
Bocci 2007b, Clavo ve ark. 2004a, Clavo ve ark. 2004b, Gerard ve Sunnen 1996).

27



Uzun siireli uygulanan ozon sagaltimi, dokulardaki oksijen miktarini artirarak
timorlii dokunun hipoksik durumunu diizeltir. Boylelikle daha az agresif bir tiimor
davranig1 olusturur. Dokulardaki oksijen diizeyini artirmak icin, birgok farkli yontem
kullanilmasina karsin, bunlardan higbirinin dokularda kalic1 bir normoksi olusturamadigi
goriilmiistiir. Bu yontemlerin 15-30 dakikadan fazla uygulanmasinin, vazokonstriksiyona
yol agarak dokulara olan kan akimini azalttig1 da belirtilmistir (Bocci ve ark. 2005, Bocci
2007b, Clavo ve ark. 2004a, Clavo ve ark. 2004b, Gerard ve Sunnen 1996).

Kuz’michev ve Kuz’'micheva (2004)galismasinda, tiroid nodiillii geng¢ hastalari
degerlendirmis; bir gruba ilag ve major otohemoterapi, diger gruba ise sadece ilag
sagaltim1 uygulamistir. Calisma sonunda, ozon uygulanan bireylerde tiroid dokusundaki
kan akiminin iyilestigi ve lezyonlarin kiigtildiigii izlenmistir (Giizel ve ark. 2011).

Tavsanlarda yapilan bir arastirmada; kulaklarinda sukuamoz hiicre karsinomasi
olusturulmus deneklerden bir gruba sadece O, digerine O3/O2 karisimi intraperitoneal
tifleme yontemiyle verilmistir. Oz verilen deneklerin % 23,1’nin, ozon grubunun %50’sinin

ve kontrol grubunda ise % 7,1’inin yasadig1 saptanmustir (Giizel ve ark. 2011).

2.7.6. Ortopedide Ozonterapi

Osteomyelit, eklem ve bazi omurga hastaliklarinda ozonterapi yaygin olarak
kullanilmaya baslamistir. Osteomiyelitislerin sagaltimi, ortopedistler igin son derece
giictlir. Bu duruma enfeksiyona yol acan bakterilerin gerek antibiyotiklere karsi olan
direnci gerekse antibiyotiklerin enfeksiyon bolgesine yeterince penetre olamamalar1 yol
acar. Bu tiir olgularda ozonun hem lokal hem de major otohemoterapi ile uygulanmasi,
hizl1 bir dezenfeksiyon ile birlikte hizli bir 1yilesme saglar. Disk fitiklarinda ozon, disk
igerisine ya da paravertebral bolgeye uygulanabilir (32 ng/ul dozda ve yaklagik 1.5-2 1 pl).
Bolgeye uygulanan ozonun olusturdugu oksidatif etki ile niikleus pulposus’da
denatlirasyon ve atrofi meydana gelir. Bu durum, hem omurilik {izerindeki baskinin
azalmasina hem de kan ve lenf dolasiminin rahatlamasina olanak saglar. Ayn1 zamanda
bolgede olusan aseptik yanginin gerilemesine ve hastanin agrisinin azalmasina da yardimci
olarak hem antiinflamatuvar hem de analjezik etki gosterir (Bocci 1999, Bocci 2007b, Han
ve ark. 2007, Lu ve ark. 2010, Muto ve ark. 2008).

Akut interdigital flegmonlu 60 inekte yapilan karsilastirmali bir caligmada
(Scrollavezza ve ark. 2002); medikal ozonun ceftiofur ve oksitetrasiklinlerden daha iyi

sonug verdigi ve ozonterapinin antibiyotiklere alternatif olabilecegi sonucuna varilmistir.
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Akut ve kronik maksiller siniizitte, maksillofasiyal cerrahide, acik mandibular
kiriklarin tedavisinde ve spinal osteokondrozis olgularinda oral ve siniis i¢i yikama igin
ozonlanmis serum fizyolojik ya da distile su kullanilir. Kendine has 6zellikleri sayesinde,
ozonterapi deforme artroz, artrit, eklem romatizmasi ve epikondilit gibi akut ve kronik
artropatilerin tedavisinde antiinflamatuar ve analjezik amacgla kullanilmaktadir. Hasarl
dokulardaki mikrosirkiilasyonu restore eder, dekonjesyonu saglar, efflizyonu azaltir,
kikirdakta rejeneratif etki olusturur ve eklemde pasif ve aktif hareket artar. Ozon
enjeksiyonlar1 haftada 2-3 kez ve ortalama 8-10 uygulama seklinde yapilir. Ozonterapi
kiirii 3-5 aylik agrisiz donemden sonra tekrar edilmelidir. Oksidatif terapi Steroidlerle
kombine edildiginde artropatilerde tedavinin etkinligi artar ve bu terapi organizmanin

yapisal hemostazini korur (Null 1996, Stiibinger ve ark. 2006, Yu ve ark. 2011).

Cizelge 2.2. Degisik hastalik gruplarinda 6nerilen medikal ozon dozlar1 (Bocci 2005)

ONERILEN O; KONSANTRASYONLARI
Baglangi¢ (mcg/ml) Tleri (mcg/ml)
Enfeksiyoz hastaliklar 20-25 70
Vaskiiler hastahklar 20 40
Dejeneratif hastahiklar 20 30-40
Solunum hastahklar: 10 30-40
Otoimmun hastahklar 50 80
Metastatik Tiimorler 25 70-90

2.8. Ozon Jeneratorii

Medikal uygulamalarda ozon O2 - O3 karisimi halinde kullanilir. Bu karisimda O2
orani en az % 95 ve O3 orani ise en fazla % 5 olmalidir (internal kullanim i¢in % 0.05 ozon
ve % 99.95 oksijen, harici kullanimlar i¢in % 5 ozon ve % 95 oksijen karisimi). Bu amagla
kullanilan ozon jeneratorleri paslanmaz ¢elik, nétral cam ve teflon gibi ozona direngli
materyalden imal edilmelidir. Gergek zamanli olarak fotometrik olarak kalibre
edilebilmelidir. Ozon jeneratoriinden 1 g ozon elde etmek igin 20-25 W elektrik enerjisine
ihtiya¢ vardir. Medikal ozon, saf medikal oksijenin, ozon olusturmak iizere (tibbi ozon
jeneratorii kullanarak) elektriksel olarak aktive edilmesiyle elde edilir. Ozonun, 10-80
ug/ml doz araligindaki kullanimi1 herhangi bir yan etki olusturmadigi, ayrica ayni oranlarin
gerek eritrosit gerekse 16kosit fonksiyonlari iizerinde de olumsuz etkisinin bulunmadigi
bildirilmektedir (Altman 1996, Bocci 2006a, Bocci 2006b, Bocci 2007a, Li ve ark. 2007,
Tylicki ve ark. 2004).
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2.9. Osteomyelitis

2.9.1. Tanim

Osteomyelitis kemik medullasinin ve iliskili dokularin pyojen mikroorganizmalar
tarafindan sekonder olarak olusturulan akut ve kronik yangisidir. Klinik gériinlimiiniin ve
patofizyolojisinin degisikliginden dolay1, osteomyeliti klinik olarak degerlendirmek

oldukga zordur (Patel ve ark. 2009).

2.9.2. Neden

Osteomyelit bakteriyel ve mikotik olmak tiizere iki gruba ayrilir. Rota (kemik
operasyonlar1, agik kirik, 1sirik, atesli silah ve yabanci cisime bagli yumusak doku
yaralanmalar1, periodondit, rinit ve otit gibi fokal enfeksiyonlar), monomikrobiyal
(Stafilokoklar), polimikrobiyal (gram pozitif ve negatifler karigimi) ve anaerobik
enfeksiyonlar bakteriyel osteomyelite neden olur. Koksidiyoz, blastomikoz, histoplasmoz,
kriptokokkoz ve aspergilloz baslica mikotik osteomyelit nedenleridir (Arican 2012,
Deprem ve Yesildere 2006).

2.9.3. Klinik Bulgular

Akut fazda; istahsizlik, hareketsizlik, kilo kaybi ve ates gibi genel semptomlara
rastlanir. Hastalikl1 periost ve cevresindeki kaslar sis, agrili ve sicaktir. Kronik olgularda

fibrozis, kas atrofisi, lenfadenopati ve kontraktiir sekillenir (Deprem ve Yesildere 2006).

2.9.4. Tam

Anamnez, fiziksel muayene, mikrobiyoloji ve radyoloji ile taniya gidilir. Ozellikle

radyografik bulgular ve bakteriyel kiiltiir taniy1 kesinlestirir (Deprem ve Yesildere 2006).

2.9.5. Radyografik Bulgular

Akut osteomyelit olgularinda; erken donemde kemik anormalligi goriilmez. Sadece
yumusak dokuda sisme vardir. Daha sonra (1-2 hafta) periostal lireme reaksiyonlari
gozlenir. Bu donemde diafiz safti uzamaya ve eklemi de i¢ine almaya meyillidir. Yeni
kemik ve korteks arasinda radyolusent hat goriilebilir. Korteks ve medullada erime (lizis)
ve kemik apsesi dikkati ¢eker (4rican 2012).

Kronik osteomyelit durumunda; kemik duvarinda lizis, sekester ve periostal lireme

gozlemlenir (4Arican 2012). Kemik emilimi medullada erimeye, kirik kemik uglarmnin
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yuvarlanmasina ve korteksin incelmesine neden olur. Periostal yeni kemik olusumlari

gevreye yerlesmis, sivri ve asir1 bliylimiis halde gozlenirler (Deprem ve Yesildere 2006).

2.9.6. Sagaltim

Kemigin kapillar membranini direkt gegebilen ve interstisyel sivilarin i¢ine sizarak
genisge yayilabilen ilaglar; betalaktamlar (sefalosporinler ve penisilinler), aminoglikozitler
ve kinolonlardir. Akut osteomyelitler genelde 4-6 haftalik antibakteriyel tedavi ile
tyilestirilebilirler. Kronik osteomyelitler ise debridman ve sekesterlerin uzaklastirilmasiyla
ancak iyilesebilir. Antibiyotik emdirilmis petler kronik olgularda faydalidir. Bazen drenaj,
kirigin stabilizasyonu, kemik greftlerinin kullanilmasi ve onceden uygulanan implantin
uzaklastirilmasi gerekebilir (Deprem ve Yesildere 2006).

Metisiline duyarli  Staphylococcus —aureus’un tedavisinde quinolon smifi
antibakteriyel ajanlar kullanilir. Ugiincii kusak quinolon olan levofloksasinin gr pozitif, gr
negatif ve anaerobik bakterilere kars1 istisnai bir genis spektrum aktivitesi vardir (Shirtliff
ve ark. 2001). Yapilan bir ¢alismada (Greenberg ve ark, 2000), levofloxacin, lomefloxacin
ve ciprofloxacin gibi fluoroquinolonlarin kronik osteomyelitis olgularinda oral olarak
verilmesinin uzun siire kullanimi1 ve debridmanla birlikte uygulanmasi ile etkin ve giivenli
bir sagaltim secenegi sundugu sonucuna varimistir (6zellikle levofloxacin en ideali).
Ayrica kronik osteomyelit sagaltiminda ofloxacin’in % 91 oraninda basar1 sagladigi da
rapor edilmistir (Shirtliff ve ark. 2001). Yine akut ostemyelit olgularinda vankomisin etkin
bulunmazken, ti¢iincli kusak bir sefalosporin olan ceftaroline ve linezolid daha etkin olarak
goriilmiistiir. Ayrica ceftaroline eklem ve ortopedik enfeksiyonlarda da oldukga aktiftir
(Jacqueline ve ark. 2010). Kronik osteomyelitin sagaltiminda antibiyotik ve debridmana ek
olarak lokal ozon veya hiperbarik oksijen uygulamas: da oldukga faydali bulunmustur
(Steinhart ve ark. 1999). Mader (1987) Aril floroqunolon olan genis spektrumlu olan
A56619’u osteomyelit sagaltiminda kullanmig ve Staphylococcus aureus eradikasyonunu
yiiksek diizeyde bulmustur.

Sunulan bu calisma ile; ratlarda medikal ve cerrahi girisim ile bile sagaltimi oldukga
gii¢ olan osteomyelit olgularinda, medikal ozonun koruyucu ve tedavi edici etkilerinin olup

olmadiginin arastirilmasi amaglanmaistir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Kullanilan Hayvanlar ve Gruplar

Bu c¢alisma icin, 5 aylik ve 300-500 g canli agirliginda 24 adet erkek Wistar rat
kullanildi. Hayvanlar (24 adet) esit olarak ve rastgele Kontrol Grubu (Vaka no: 09-16),
Koruyucu Grup (Vaka no: 17-24) ve Tedavi Grubu (Vaka no: 01-08) olmak iizere 3 gruba
ayrildi. Bireysel olarak ayri kafeslere yerlestirilen hayvanlara yeterli miktarda su ve

standard rat yemi verildi. Calisma boyunca hepsine saglik yoniinden klinik gézlem yapildi.
B i . AP e
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Sekil 3.1. Deney Hayvanlari Unitesinde yer alan ve galismada kullanilan kafes ve ratlarin goriiniimii
(a). Oksijen tiipiinil ozon jeneratdriine baglayan regiilator (b).

3.2. Enfeksiyonun Olusturulmasi

Sekil 3.2. Kemik medullasinin 22G igne ile femurun lateral kondilusundan agilmasi (a) ve insiilin
ignesiyle uygulanan intramedullar mikrop enjeksiyonunun gériiniimii (b).

Ratlara énce 5 mg/kg xylazine (Alfazine®, Alfasan) ve 50 mg/kg ketalar (Alfamine®,
Alfasan) kas i¢i olarak uygulanarak genel anesteziye alindi. Daha sonra ilgili bacak istte
olacak sekilde yaniistii yatirildi. Onceden tiras edilen distal femur lateral kisminin
antisepsisi saglandiktan sonra, 1 cm’lik deri ensizyonu yapildi ve 22 G siyah uglu enjektor
ignesi ile femurun lateral kondilusundan femur saftina paralel yonlendirilerek medullaya
ulagildi. Bu enjektor ignesi ¢ikartilip insiilin ignesi ile medulla i¢ine 300 000 adet
Staphylococcus aureus iceren 10 IU (0.1 ml) bakteriyel suspansiyon enjekte edildi. Ignenin

geri ¢ekilmesinden hemen sonra delik ucuna yaklasik 30 saniye basing uygulandi. Daha
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sonra deri birka¢ dikisle kapatildi ve bolge pansuman altinda korundu. Osteomyelit

olusumu i¢in 4 giin beklendi.

3.3. Medikal Ozonun Uygulanmasi

Kontrol Grubuna ozon kiirli uygulanmazken; Koruyucu Gruba enfeksiyon etkeninin
enjeksiyonundan bir hafta 6nce baslamak iizere giinliik ve 15 uygulamay1 igeren bir ozon
kiiri 40 pg/ml 1/16’likk diisiik konsantrasyonda, 500 pg/kg dozda ve rektal iifleme
(insiiflasyon) seklinde ozon jeneratorii (Ozone Helps marka ve EOG 100 model Jenerator)
kullanilarak verildi. Bakteriyel enjeksiyonu takiben ozon kiirline bitinceye kadar devam
edildi. Tedavi Grubunda ise bakteri enjeksiyonundan 4 giin sonra; giinlik ve 15
uygulamay1 igeren bir ozon kiirii 40 pg/ml 1/16’lik diisiik konsantrasyonda, 500 pg/kg
dozda ve rektal iifleme (insiiflasyon) seklinde ozon jeneratorii kullanilarak verildi. Medikal
ozon; jeneratorden 10 cm’lik plastik pistonlu tek kullanimlik enjektorle alindi ve hemen
ozona direngli 10 Ch genisliginde bir besleme sondasi araciligiyla yavasca (20 sn) kolon
icerisine verildi. Verilen gazin geri ¢ikmamasi i¢in de yardimci personel tarafindan

enjeksiyon esnasinda ve sonrasinda aniise yaklagik 1 dakika kadar basing uygulandi.

{

Sekil 3.3. Calismada kullanilan medikal Ozon Jeneratorii (a) ve Medikal Ozonun rektal olarak uygulanisi (b).

3.4. Klinik Bulgular

Klinik goriiniimii, yem ve su tiikketimi, canli agirligi gibi genel bulgular ile lokal 1s1
artis1, siskinlik, apse olusumu, fistiillesme, topallik ve duyarlilik gibi lokal bilgiler

belirlenerek artis ya da azalis durumlar1 haftalik olarak not edilerek kayit altina alind.

3.5. Radyografik Bulgular

Hayvanlarin biitiin femurlar1 eksize edildikten sonra radyogramlar1 (Bilgisayarli

radyografi) alindi. Enfekte edilen kemiklerdeki opasite artigi, kemik yikimlanmasi, korteks
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biitiinliigli, kemikteki kalinlagma ve lezyonun yayginligi takip edildi. Diger saglam
femurun radyogrami ile de simetrik kiyaslama yapilarak farkliliklar kaydedildi. Biitiin
olgularin radyogramlarinda; fokal opasite ve radyolusent alanlar, sag femur kortekslerinin
yapisi, kemikteki osteomyelitin yayginligi, patellanin etkilesimi ve genel kemik biitiinligt
osteomyelitin ana kistaslar1 olarak géz oniinde tutuldu. Boylece tiim gruplar ve vakalar ayri
ayr1 degerlendirilerek lezyonun siddetine gore derecelendirildi. Radyogramlar Shirtliff ve
ark. (2001) tarafindan bildirilen kriterler modifiye edilerek degerlendirildi.

Ik 6nce sag ve sol femurlar radyogram iizerinde birlikte degerlendirilerek; anatomik
sekil, kemik kisimlar1 arasindaki ahenk ve uyum birbiriyle kiyaslandi. Sekil, ahenk ve
uyum biitiinliigii birbirine yakin ise “+”, tiim kemikte kalinlagma varsa “++” ve yapisal
degisim varsa “+++ seklinde degerlendirildi. Kortekslerdeki incelme “+”, goriilemez hale
gelmesi “++” ve genis yikimlanmis olmasi “+++” olarak degerlendirildi. Fokal opasite ve
radyolusent odaklar kemigin tiim diafiz bolgesinin tigte birine kadar ise “+”, {igte ikisine
kadar ise “++” ve lcte ikinin iizerinde ise “+++” olarak kabul edildi. Osteomyelit kemigin
distal {gtebiri ile siirli ise “+”, kemigin icteikisine yayilmigsa “++” ve tlim diafizi
kaplamigsa “+++” olarak diisiiniildii. Patelladaki yikimlanma da ayni sekilde tige ayirarak
degerlendirildi. Biitiin degerlendirmeler “+” hafif, “++” orta siddet ve “+++” siddetli
olarak ifade edildi. Eger hicbir lezyon yoksa negatif bulgu manasma gelen “---*
kullanildi.

isareti

3.6. Mikrobiyolojik Analizler

Radyografik incelemeden hemen sonra, biitiin kemikler suprakondiler olarak kirildi.

Intramedullar swap 6rnekleri alinarak kiiltiir ve PCR incelemeleri yapildi.

Sekil 3.4. Swap ornegi almak igin kemigin distal kisimdan makasla kesilmesi (a) ve kemik
medullasindan mikrobiyolojik inceleme i¢in 6rnegin alinmasi (b).

3.6.1. Kiiltiir Siispansiyonunun Hazirlanmasi

Bu amagla Staphylococcus aureus ATCC 25923 susu Nutrient Agarda iiretildi ve taze

kiiltiirden 6ze ile alinarak tiip icerisindeki steril PBS de cozdiiriilerek siispanse edildi.
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Hazirlanan siispansiyon Den-1 (MacFarland Densitometer, Biosan) cihazinda odlgiilerek
Mac-Farland 0,5’e ayarlandi. Hazirlanan silispansiyondan alinarak her bir deneme
hayvaninin sag femur kemigine intramedullar olarak 100 pl olacak sekilde enjekte edildi.
Ayrica hazirlanan bu siispansiyondan alinan 6rnekler PCR islemine tabi tutularak etken
teyit edildi.

Otopsi sonrast da kemikler steril sartlarda kirilarak kemik ilikleri agiga ¢ikartildiktan
sonra steril swaplar ile 6rneklemeler yapildi. Alinan swap 6rnekleri vakit gecirilmeden
mikrobiyoloji laboratuvarina ulastirilarak Kanli Agara ekimleri yapildi ve 37 °C de 72 saat

stireyle inkiibasyona birakildi.

3.6.2. Niikleik Asit izolasyonu

Steril swap Ornekleri Kanli Agara ekim yapildiktan sonra steril tlipler i¢indeki 1 ml
steril PBS icerisinde 30 dakika bekletilerek, swap iceriginin steril PBS igerisinde
¢oziinmesi saglandi. Daha sonra bu siispansiyonlardan molekiiler analizlerde kalip DNA
olarak kullanilacak DNA’nin elde edilmesi amaciyla fenol/kloroform/izoamil alkol

yontemi kullanilarak Niikleik Asit izolasyonu yapildi (Sambrook ve Russell, 2002).
3.6.3. PCR Karisimimin Hazirlanmasi

Bu ¢alismada, Staphylococcus aureus primer seti kullanildi. Kullanilan primerlerin
baz dizileri, baglandiklar1 spesifik gen bolgeleri ve PCR firlinlerinin uzunluklar1 Cizelge
3.1’de gosterilmistir. PCR karisimi (her bir 6rnek i¢in); 10xPCR tamponundan 2,5 pl,
MgCl2’den 3 mM, dNTP’den (10 mM) 200 uM, Primer I’den 25 pmol, Primer II’den 25
pmol ve Taq DNA Polimeraz’dan 1,5 IU olacak sekilde olusturuldu. Bu karisima 20 pl’lik
hacme ulasincaya kadar distile su eklendi. Bu ana karisim her tiipe 20’ser ul olarak
dagitildi ve herbirine 5 pl 6rnek DNA’s1 eklenerek toplam reaksiyon hacmi 25 ul’ye
tamamlandi. Tim PCR karisimlar1 ayn1 oranda hazirlandi. Bu karisima gore hazirlanan
ornekler ¢ogaltma icin dnceden programlanmis thermal cycler cihazina yerlestirildi.

Cizelge 3. 1. Primerlerin baz dizileri, baglandiklar: spesifik gen bdlgeleri ve PCR fiirlinlerinin
uzunluklar (Riffon 2001)

Etken Ad1 Primer Primer Dizisi Uzunluk
Staphylococcus | Sau 327 | 5’-GGA CGA CAT TAG ACG AAT CA-3’
aureus Sau 1645 | 5-CGG GCA CCT ATT TTC TAT CT-3° | 1318 bp
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3.6.4. DNA Amplifikasyonu

Amplifikasyon islemi arastirilan etkenlerin belirlenmesinde kullanilan primerlerin
secildigi kaynak literatiirlerde (Riffon 2001) 6nerilen yonteme gore ayri ayri yapildi.
94 °C’de 3 dakika on denatiirasyon, 94 °C’de 45 saniye denatiirasyon, 64 °C’de 60 saniye
primer baglanmasi, 72 °C’de 120 saniye yeni DNA zincirinin sentezlenmesi olmak {izere
toplam 30 dongl yapildi. En son asamada 72 °C’de 7 dakika bekletilerek reaksiyon
tamamlandi. Olusan amplifikasyon iiriinleri agaroz jel elektroforezi ile UV 1s1k altinda

goriintiilendi (Sambrook ve Russell 2002).

3.7. Histopatoloji

Medikal ozon uygulamasmin bitiminden iki glin sonra biitiin olgular derin
anesteziye almarak (10 mg/kg xylazine (Alfazine®, Alfasan) ve 100 mg/kg ketalar
(Alfamine®, Alfasan), kas ici) sakrifiye edildi ve ilgili kemiklerin histopatolojik
incelemeleri yapildi.

Alinan tiim kemik ornekleri; ilk olarak %10’luk nétral formalin soliisyonunda 4 C°
sicaklikta bir gece bekletildikten sonra PBS soliisyonuna atildi. Daha sonra dekalsifikasyon
islemi i¢in %10’luk formik asit soliisyonunda oda sicakliginda bir hafta boyunca bekletildi.
Dehidrasyonu takiben artan dereceli alkollerde tespit edilerek parafine gomiildii. Parafin
bloklardan 5 pm kalinliginda kesitler alinarak hematoksilen-eozin (H&E) ile boyandi.
Hazirlanan preparatlardan 151k mikroskop altinda (Olympus CX31) incelemeler yapildi.
Lezyonlarin mikrofotograflar1 alindi (Olympus DP12).

Histopatolojik degerlendirmede; akut yangi gostergesi olarak notrofil 16kosit artisi,
kanama ve nekroz; iyilesme kriteri olarak da bagdoku iremesinin yogunlugu
derecelendirildi. Osteomyelitte olusan yangi ve yangi kriterlerinin yogunluklarina gore
derecelendirilmesi; yok (---), hafif (+), orta dereceli (++) ve siddetli (+++) seklinde
gosterildi. Herhangi bir islem yapilmayan sol femurlar ise Referans Grubu olarak
kullanildi.

3.8. Istatistiksel Analizler
Radyografik ve histopatolojik bulgulardan elde edilen nonparametrik analizlerin
istatistikleri yapildi. Once gruplar ici her denek igin median (ortanca) olusturuldu. Daha
sonra li¢clii gruplar arasi karsilastirmalar i¢in “Kruskal Wallis Testi” ve ikili gruplar arasi
karsilastirmalar i¢in “Mann Whitney U Testi” kullanilarak gruplararasi ortancalar (P) elde
edildi. Calismada P < 0.05 diizeyi istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Klinik Bulgular

4.1.1. Genel Klinik Bulgular

Biitiin olgularda inspeksiyondaki genel goriiniim oldukga aktifti. Gilinlilk yem ve su
tiikketimi gibi genel bulgular ¢calisma boyunca tiim gruplarda normal gézlendi. Vaka no 03
ve 04’de (Tedavi) galismanin ikinci haftasinda ishal gozlendi. Ayrica 24 nolu olguda
(Koruyucu) yine ikinci haftada ozon uygulamasini takiben kisa siireli sok goriildi. Calisma
boyunca 6liim vakasina hi¢bir grupta rastlanmadi. Kontrol Grubundakilerin canli agirliklari
ikinci haftanin sonuna kadar dramatik bir sekilde diistii. Koruyucu Grupta operasyona
kadar canli agirlik ortalamasinin azaldigi ve operasyondan sonra bir hafta iginde yari
yartya toparlandigi gozlendi. Tedavi Grubunda ise yine ilk hafta icerisinde agirlik

ortalamas diiserken takip eden haftada toparlanmaya baslamistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Gruplarin ortalama canli agirliklarinin haftalik seyri.

Kontrol Grubu | Koruyucu Grup | Tedavi Grubu
Hafta (No: 9-16) (No: 17-24) (No: 1-8)
0. 414.38 ¢ 393.13 g 376.25 ¢
1. 389.50 g 353.50 g 341.75¢
2. 366.50 g 374.25¢ 357.75 g

4.1.2. Lokal Klinik Bulgular

4.1.2.1. Kontrol Grubu

Lokal 1s1 artis1, duyarhilik, topallik, siskinlik, apse olusumu ve fistiillesme gibi lokal
bilgiler degerlendirildiginde ilk hafta; olgularin iki tanesinde orta, 5 tanesinde hafif
derecede ve 1 tanesinde de siddetli topallik gozlendi. Orta dereceli topallik gozlenen
vakalarda hayvanlar ilgili ayagin1 yere basarken parmaklarini kapali tutuyordu. Bolgede
sislik ve 1s1 artis1 yok denecek kadar azdi. ikinci hafta; topallik dereceleri pek degismezken
lokal 1s1 artis1 ve sislikte belirgin bir artigin varligi saptandi (Cizelge 4.2).

4.1.2.2. Koruyucu Grup

Osteomyelit etkenlerinin enjeksiyonundan bir hafta sonraki incelemede; 2 vakada

hafif, 5 vakada orta ve 1 vakada da siddetli topallik goriildii. Lokal 1s1 artis1 ve sislik ise
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belli belirsizdi. Daha sonraki haftada; topalliklarin azaldigi, sisligin hafif arttig1 ancak lokal
1sinin pek degismedigi saptandi. Bu grupta da apse olusumu ve fistiillesme gibi bir durum

gbzlenmedi (Cizelge 4.2).

4.1.2.3. Tedavi Grubu

Osteomyelit etkenlerinin enjeksiyonundan bir hafta sonraki incelemede; iki vakada
hafif olmak tiizere digerlerinde orta derece topallik goriildii. Lokal 1s1 artis1 ve sislik ise
belli belirsizdi. Daha sonraki haftada; topalligin hafif azaldigi, sisligin hafif arttig1 ancak
lokal 1simin pek degismedigi saptandi. Tedavi Grubunda da apse ve fistiil gézlenmedi
(Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Osteomyelit etkenlerinin enjeksiyonundan 1 ve 2 hafta sonraki lokal klinik gériiniim.
Lezyonlarin derecelendirilmesi: “+” hafif, “++ orta, “+++ siddetli

Kontrol Grubu Tedavi Grubu Koruyucu Grup
(No: 09-16) (No: 01-08) (No:17-24)
Topalhk Is1 Sislik | Topalhk Is1 Sislik | Topallik Is1 Sislik
1 hafta sonra + + + ++ + + ++ + +
2 hafta sonra + ++ ++ + + ++ + + ++

Swap Ornekleri almak i¢in eksize edilen kemikler steril cerrahi makasla suprakondiler
olarak kesilirken; Tedavi Grubuna ait femurun makasa karst ciddi bir direng gosterdigi,
Koruyucu Grubun ayni sekilde belirgin bir direng gosterdigi, ancak Kontrol Grubunun ise

cok az direng gosterdigi tespit edildi.

Sekil 4.1. Osteomyelit olusturulan ratlarda topalligin goriiniimii. Koruyucu Grupta yere tam basamayan bir
olgu (a), Tedavi Grubunda parmaklarinin ucuyla yere basan bir olgu (b) ve Kontrol Grubunda ayagini yere
basmak istemeyen bir olgunun (¢) goriiniimii.

4.2. Radyografik Bulgular

4.2.1. Kontrol Grubu

En siddetli osteomyelit bulgular1 bu grupta tespit edildi. Ayrica saglam kemikle
kiyaslandiginda kemik saftinin total olarak biiyiidiigii ve dikdortgen hale geldigi goriildii
(Sekil 4.4a). Sol femurla kiyaslandiginda lezyonlu kemikteki biitiinliik degisimi ve

osteomyelit olusumunun kemikteki yaygmligir agisindan sag femurlarin bozuklugu orta
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siddette idi. Patelladaki yikimlanma orani hafif derece olarak gozlendi (Sekil 4.3C). Diger
radyogram bulgular ise siddetli olarak tespit edildi. Her radyografik parametre i¢in “+”
degeri rakamsal olarak “1” kabul edildiginde, bu grubun skoru 95 olarak bulundu (Cizelge
4.3).

4.2.2. Tedavi Grubu

Bu grupta siddetli radyogram bulgularina rastlanmazken, lezyonlar hafif-orta derece
idi. Patelladaki yikimlanma orani negatife yakin; sol femurla kiyaslandiginda lezyonlu
kemikteki biitiinliik degisimi, osteomyelit olusumunun kemikteki yaygmligi ve fokal
radyolusent alanlar hafif; diger radyogram bulgular1 ise orta siddette bulundu. Grubun
skoru ise 51 olarak sayildi. Kontrol Grubu ile kiyaslandiginda % 46.3 oraninda az oldugu
hesaplandi (Cizelge 4.3).

4.2.3. Koruyucu Grup

Bu grupta da siddetli radyogram bulgusuna rastlanmazken, patelladaki yikimlanma
orani negatife yakin bulundu. Sol femurla kiyaslandiginda lezyonlu kemikteki biitiinliik
degisimi, osteomyelit olusumunun kemikteki yayginligi hafif siddette bulundu. Diger
radyogram bulgularmin siddeti ise orta dereceli idi. Bu grubun skoru 45 ve azalma orani

ise Kontrol Grubu ile kiyaslandiginda % 52.6 idi (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Biitiin olgularda radyogram bulgularinin gruplara gére derecelendirilmesi.
Bulgularin Derecelendirilmesi: YOK (---), minimum (+), orta (++), siddetli (+++)

KONTROL GRUBU

RADYOGRAM BULGULARI 09 10 11 12 13 14 15 16
Kemik biitiinliigiinde degisim (Sol femurla kiyas) + ++ + ++ |+ |+ |+ |+t
Fokal radyolusent alanlar e T o o R e I B
Fokal opasitenin yayginlhigi + ++ + I i B T
Osteomyelit olusumunun kemikteki yayginligi + + + e I = = R o
Kemik korteks yikimlanmasi ++ | +++ + +++ |+ |+ | |+
Patelladaki yikimlanma orani + + + + + ++ -—- +

TEDAVI GRUBU

RADYOGRAM BULGULARI 01 02 03 04 05 06 07 08
Kemik biitiinliigiinde degisim (Sol femurla kiyas) + + + + R
Fokal radyolusent alanlar + + + + + + + +
Fokal opasitenin yayginligi ++ | ++ | ++ + + + + ++
Osteomyelit olusumunun kemikteki yayginligi + + + + + + + +
Kemik korteks yikimlanmasi + ++ | ++ | ++ | ++ | ++ + +
Patelladaki yikimlanma orant + + _— + — — — +

KORUYUCU GRUP

RADYOGRAM BULGULARI 17 18 19 20 21 22 23 24
Kemik biitiinligiinde degisim (Sol femurla kiyas) | --- + + - + S N
Fokal radyolusent alanlar ++ | ++ + ++ | ++ | ++ + +
Fokal opasitenin yayginligi + ++ | ++ + + + + +
Osteomyelit olusumunun kemikteki yayginligt + + + + + + + +
Kemik korteks yikimlanmasi + + ++ + + + + +
Patelladaki yikimlanma orani —_ | --- + _— + S I




Sekil 4.2. Kontrol, Tedavi ve Koruyucu Grupta osteomyelitin diafiz boyunca yayginligin1 gdsteren
radyogram ornekleri. Kontrol Grubunda lezyon biitiin diafizi kaplamigken (A), diger gruplarda lezyonlar
distal tigtebir bolgede sinirh kalmstir (B). Ayrica Kontrol kemikte kalinlagma mevcuttur.

Sekil 4.3. Kontrol, Tedavi ve Koruyucu Grupta osteomyelitin distal bolgedeki yayginligini gosteren
radyogramlar. Kontrol Grubunda radyolusent alanlarin yayginligi (A), kemikteki kalinlagsma (B) ve
patelladaki hafif yikimlanma (C) dikkati ¢ekerken, diger gruplarda lezyonlar daha hafif ve kemik biitinliigi
normale yakin goriilmektedir. Ayrica Koruyucu Gruptaki kemikte korteks biitiinliik arzetmektedir.

Sekil 4.4. Kontrol Grubu olgularindan tipik birinin pozitif (a), simetrik (b) ve negatif (¢) goriiniimil. Sol
kemikle kiyaslandiginda kemigin kalinlastig1 ve deforme oldugu gézlenmektedir.
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Radyografik bulgularin istatistiksel degerlendirilmesinde; Kontrol Grubunun
radyogram bulgulart diger gruplarla kiyaslandiginda her ikisinde de istatistiksel olarak
anlamli bulundu (P < 0.05). Ancak ozon verilen gruplar birbiriyle karsilastirildiginda ise

istatistiksel olarak anlamsiz bir durum ortaya ¢ikt1 (Cizelge 4.6).

4.3. Mikrobiyolojik Bulgular

[lk 24 saatte iireme olmamasi nedeniyle inkiibasyon siiresi 48 ve 72 saate kadar
uzatildi. Ancak 72 saatlik silirenin sanunda da yapilan ekimler neticesinde herhangi bir
bakteriyel iireme olmadi. Yapilan PCR ¢alismalari sonucunda, hayvanlara verilen etken
stispansiyonundan yapilan analizlerde siispansiyon ile verilen Staphylococcus aureus
suslar teyit edildi (Sekil 4.5a). Yapilan klasik kiiltiir yontemiyle hayvanlardan alinan swap
orneklerinin hi¢ birinden {ireme olmadi. Tim swap Orneklerinden yapilan PCR
analizlerinde ise; Tedavi Grubunda bulunan Orneklerin higbirinde spesifik bantlara
rastlanamazken, Kontrol Grubunda bir vaka oOrnegi hari¢ digerlerinin hepsinde ve
Koruyucu Grupta ise olgularin tiimiinde Staphylococcus aureus spesifik bantlar: belirlendi.
Yani Tedavi Grubunda pozitiflik saptanamazken, Kontrol Grubunda yedi olguda ve
Koruyucu Grupta ise sekiz olguda pozitiflik saptandi. Ancak Koruyucu Grupta tespit
edilen tiim bantlar olduk¢a zayif (ince) iken; Tedavi Grubunun 6rneklerinden 3’1 zayif (%

37.5), 2’si orta derece (% 25) ve 2’si de (% 25) siddetli (kalin bant) idi (Sekil 4.5b).

2 3 4

|
¢ 500 bp

Koruyucu Grup Negatif Kontrol

Sekil 4.5. Deneysel amacli hayvanlara verilen bakteri siispansiyon sivilarindan yapilan PCR analizlerinden
elde edilen Staphylococcus aureus spesifik PCR bantlari (1318 base pair, bp) (a). Hayvanlardan alinan swap
orneklerinden yapilan Staphylococcus aureus spesifik PCR analiz sonuglari (b).

4.4. Histopatolojik Bulgular
4.4.1. Referans grubu

Referans grubundaki (sol femurlar) kemik dokusu isik mikroskobunda normal
olarak izlendi ve mikrofotograflar: histolojik olarak goriintiilendi (Sekil 4.6). Herhangi bir

yang1 ve enfeksiyon gibi patolojik bulguya rastlanmadi (Cizelge 4.4).
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4.4.2. Kontrol Grubu

Medikal ozon tedavisi

uygulanmayan

Kontrol

Grubundaki

kemiklerin

histopatolojik incelemesinde; nétrofil 16kosit artisi, nekroz, kanama ve bagdoku iiremesi

grubun biitlin bireylerinde degisik oranlarda gozlendi. Kanama ve nekrozun biitlin

bireylerde goriildiigi tek grup bu idi (Cizelge 4.4). Grup ortalamalar1 dikkate alindiginda;

siddetli derecede kanama ve nekroz alanlarinin gézlendigi sdylenebilir. Ayrica ¢ok sayida

notrofil 16kosit kiimelenmesinden olusan intramediiller apse olusumlar dikkati ¢ekti (Sekil

4.7). Yangisal hiicrelerden makrofajlara, az sayida lenfositlere ve yer yer bag doku hiicre

tiremelerine rastlandi (Sekil 4.8). Koruyucu ve Tedavi Gruplari ile kiyaslandiginda; derece

olarak yangi bulgular1 Kontrol Grubunda en siddetli olarak gozlemlendi (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.4. Biitiin olgularin gruplara ve histopatolojik bulgulara gére degerlendirilmesi. Bulgularin
Derecelendirilmesi: Yok (---), minimum (+), orta (++), siddetli (+++)

KONTROL GRUBU

HISTOPATOLOJIK BULGULAR 09 10 11 12 13 14 15 16
Notrofil Lokosit Artisi 4 | | | A | A | | |
Bagdoku Uremesi + + + + + + + +
Nekroz +++ | ++ +++ | 4+ ++ +++ | |
Kanama S T T e O e O O O e O

TEDAViI GRUBU

HISTOPATOLOJIK BULGULAR 01 02 03 04 05 06 07 08
Notrofil Lokosit Artis ++ | ++ ++ ++ ++ + ++ ++
Bagdoku Uremesi RIS [RUFRY [ FIVIRS I [RIVIR [VIFIR [RIVIR
Nekroz — — - — — _— _— _—
Kanama + + + + + + + +

KORUYUCU GRUP

HiSTOPATOLOJIK BULGULAR 17 | 18 19 20 21 22 23 24
Notrofil Lokosit Artist + + + + + + + +
Bagdoku Uremesi F4 |+ | | | | | |
Nekroz - — o _— — _— _— _—
Kanama — — — — — — — —

Cizelge 4.5. Gruplar aras1 yanginin histopatolojik olarak derecelendirilmesi ve histopatolojik bulgularin
degerlendirilmesi. Bulgularin Derecelendirilmesi: YOK (---), minimum (+), orta (++), siddetli (+++)

Yanginin Ortalama Derecelendirilmesi

Yok Hafif Orta Siddetli
Referans Grubu (Sol femurlar) 0 - - -
Kontrol Grubu (No: 9-16) - - - +++
Koruyucu Grubu (No: 17-24) - + - -
Tedavi Grubu (No: 1-8) - - ++ -
Histopatolojik Bulgularin Degerlendirilmesi
Gruplar Notrofil Lokosit Bagdoku Nekroz Kanama
Artisi Uremesi
Referans Grubu (sol femurlar)
Kontrol Grubu (No: 9-16) +++ + +++ T+
Tedavi Grubu (No: 1-8) ++ ++ +
Koruyucu Grup (No: 17-24) + +++
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4.4.3. Tedavi Grubu

Yanginin derecesi acisindan histopatolojik olarak degerlendirildiginde, Tedavi
Grubunda orta derecede yangi ve enfeksiyon bulgulari ortalamasina rastlandi. Yine
osteomyelit olusturulduktan sonra medikal ozon uygulanan Tedavi Grubunda, noétrofil
16kosit yogunlugunun azaldigi (orta derece) dikkati ¢ekti. Hemen hemen hi¢ nekrotik
kemik dokusuna rastlanmadi. Yine orta derecede bag doku iiremesi gozlemlenirken
(Cizelge 4.5), yer yer (hafif derece) kanama odaklarina rastlandi (Sekil 4.9). Grup bireysel
olarak degerlendirildiginde diger lezyonlar degisik oranlarda goriiliirken, hicbir bireyde

nekroz bulgusuna rastlanamadi (Cizelge 4.4)

4.4.4. Koruyucu Grup

Koruyucu Grupta ortalama olarak hafif derecede yangi bulgular1 gozlendi. Onceden
ozon verilen Koruyucu Grubun histopatolojik incelemesinde; nétrofil 16kositlerin
yogunlugunda belirgin azalma (hafif derece) gozlenirken, aksine siddetli bagdoku tiremesi
(Sekil 4.10) gortldi (Cizelge 4.5). Diger patolojik bulgular grubun biitiin olgularinda
gozlenirken, kanama ve nekroz alanlarina higbir bireyde rastlanmadi (Cizelge 4.4).

Histopatolojik  bulgular istatistiksel olarak degerlendirildiginde ise; ozon
kullanilmayan grubun bulgular1 ozon kullanilan her iki gruptan da istatistiksel olarak
anlamli bulundu (P < 0.05). Yine Koruyucu ve Tedavi Gruplari birbiriyle kiyaslandiginda
da iki grup arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli (P < 0.05) idi (Cizelge 4.6).

Ozon verilen gruplardaki (Tedavi ve Koruyucu) istatistiksel bulgularin;
histopatolojik olarak yangi kriterlerine yansidigi, radyografik bulgulara ise yansimadigi
tespit edildi.

Sekil 4.6. Referans Grubunda histolojik olarak normal kemik dokusunun gériiniimii (H&EX200).
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Sekil 4.7. Kontrol Grubuna ait kemiklerin histopatolojik incelemesinde genis kirmizi renkli kanama
ve agik pembe renkli nekroz alanlarinin (A), ¢cok sayida mor renkli nétrofil 16kosit kiimelenmesinin (B) ve
buna bagl olusan intramediiller apse (C) olusumunun goriiniimi (Sirastyla H&EX300 ve H&EX200).

Sekil 4.8. Yine Kontrol Grubunda yangisal hiicrelerden pembe stoplazmali makrofajlar (A), az
sayida diizgiin ¢ekirdekli lenfositler (B) ve yer yer geng olgunlasmamis ipliksi bag doku (fibroblast) hiicre
tremelerinin (C) goriiniimii (Sirasiyla H&EX60 ve H&EX200).

Sekil 4.9. Tedavi Grubunun histopatolojik goriiniimleri. Kanama azalarak hiperemik damarlar
ortaya ¢ikmusg (A). Yangisal hiicre (notrofil 16kosit) yogunlugu Kontrol Grubuna gére azalmis ve bag dokusu
hiicreleri artmistir (B). Ancak Tedavi Grubunda nekrotik kemik dokusu gézlenmedi (Sirasiyla H&EX200,
H&EX60 ve H&EX60).
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Sekil 4.10. Koruyucu Grubun histopatolojik goriiniimleri. Notrofil l6kositlerin yogunlugunda ¢ok
belirgin azalma gozlenirken (A), fibroblastik iiremelerde siddetli artis dikkati cekmektedir. Oyleki
olgunlagmis bag doku hiicreleri (fibrositler) mekik seklinde goriilmektedir (B). Bu grupta kanama ve nekroz
alanlarina rastlanmadi (Sirasiyla H&EX200, H&EX60 ve H&EX30).

Cizelge 4.6. Radyografik ve histopatolojik bulgularin nonparametrik istatistik analizleri. Uglii grup arasi
karsilastirmalar * Kruskal Wallis Testi ve ikili grup karsilastirmalari ise * Mann Whitney U Testi ile yapilda.

Radyografik Bulgular Histopatolojik Bulgular
Gruplar | Olgu | Median P Median P
09 + +++
10 ++ +++
11 + +++
Kontrol 12 +++ +++
Grubu 13 +++ ++
14 ++ +++
15 +++ +++
16 ++ +++
01 T T 0.002"
02 + +
03 + +
Tedavi 04 + 0.001" ++ X
Grubu 05 + + 0.000
06 + +
07 + +
08 + +
17 + " 0.000"
18 + -
19 + -
Koruyucu | 20 +
Grup 21 +
22 + -
23 + o
24 + —
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5. TARTISMA

Osteomyelitli hastalardan en yaygin olarak izole edilen patojenler; methicillin,
cephalothin, lincomycin, kanamycin, chloramphenicol ve vancomycine duyarli ancak
penicillin, tetracycline, erythromycin ve streptomycine direngli olan Staphylococcus
aureus’ dur (Norden 1970, Shirtliff ve ark. 2001). Ortopedi alaninda Staphylococcus
aureus etkeninin neden oldugu kemik enfeksiyonu 6nemli bir problemdir. Antibiyotiklere
kars1 direncinin siirekli artmasi, hem yeni antibiyotiklere yonelmeyi hem de uygun
modellerde yeni deneysel ¢alismalarin yapilmasini zorunlu kilmaktadir (Oguz ve ark.
2011). Stafilokok tiirlerinin genellikle % 40-50 oraninda monomikrobiyal kemik
enfeksiyonuna (4rican 2012) yol agmasi da diisliniildiigiinde, bu durum etkenin tercih
nedenini belirlemis ve medikal ozonun alternatif bir sagaltim segenegi olarak
kullanilmasini anlasilir kilmistir.

Osteomyelitisin tedavisi oldukga zor olup, kompleks ve multidisipliner bir yaklagim
gerektirir. Cerrahi debridman ve antibiyotik uygulamasi baglica tedavi secenekleri
olmasina ragmen, sagaltim uzun zaman alir ve yan etkilerinin olusmasi miimkiindiir. Yine
yangi bolgesinin kanla beslenememesi, hipoksi ve doku iskemisi tedavideki basarisizligin
en onemli nedenleridir. Son zamanlarda debridmani takiben antibiyotik salinimi yapan
polimetilmetakrilat petlerinin bolgeye yerlestirilmesi ve inhalasyon seklinde hiperbarik
oksijen (HBO) uygulamasiyla da iyi sonuglar alinmis olsa da, osteomyelit tamamen
¢oziilebilmis degildir (Oguz ve ark. 2011). Bu yiizden sunulan arastirmada alternatif ve ek
bir sagaltim olabilecegi diisliniilen medikal ozon kullanildi. Kald1 ki, Oguz ve ark. (2011)
yaptiklar1 calismada medikal ozonun osteomyelit sagaltiminda HBO uygulamasindan daha
etkili oldugunu ancak ikisinin birlikte kullanilmasi adjuvant tedavi agisindan sinerjik etki
olusturdugunu belirtmistir.

Antibiyotiklerin kesfinden sonra akut osteomyelitten kaynaklanan mortalite orani
azalmistir. Buna ragmen kemoterapi her derde deva olarak goriilmemektedir. Bazen
antibiyotik sagaltimina ragmen %15-30’lara varan kronik osteomyelit sekillenebilmektedir.
Enfeksiyonla sonuglanan kemik travma ve operasyonlari da kronik osteomyelite neden
olabilir (Norden 1970). Akut faz osteomyelitin giiniimiiz standart tedavi metodu parenteral
antibiyotiktir. Bu problemler yalniz oral antibiyotik uygulamasiyla hafifletilebilir.
Debridman ve 4-6 hafta siiren parenteral antibiyotik iyilesmenin kose taslarini olusturur
(Shirtliff ve ark. 2001, Steinhart ve ark. 1999). Ancak bunun sekonder enfeksiyon, hasta
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uyumsuzlugu ve yiiksek fiyathi olmasi gibi negatif etkileri vardir. Ayrica organizmanin
antibiyotiklere karsi siirekli artan diren¢ kazanmasi alternatifler iizerinde calismayi
gerektirmektedir. Zaten bu ¢alismayla da standart tedaviye tamamlayici ve alternatif olarak
medikal ozonun koruyucu ve tedavi edici etkilerinin olup olmadig: aragtirilmistir.

Kesfinden sonraki ilk yillarda dezenfeksiyon amaciyla kullanilirken, yillar igerisinde
yapilan ¢alismalar ozonun medikal kullanimini giindeme getirmistir. Ozon tedavisi belirli
bir miktarda ozon - oksijen karisiminin viicut bosluklarina ya da dolasim sistemine
uygulanmasi olarak Ozetlenebilir. Ozon - oksijen gaz karisimi intravendz, subkutan ve
intramuskuler kullanim disinda; intraartikiiler (Yu ve ark. 2011), intraperitoneal (Souza ve
ark. 2010), rektal (Calunga ve ark. 2005), intradiskal (Han ve ark. 2007) ve topikal de
(Travalgi ve ark. 2010) uygulanabilir. Ozon uygulamasi esnasinda oksidatif stres ve lipid
oksidasyonu sonucu olusan hidrojen peroksit ikincil haberci gibi davranarak ozon
tedavisinin biyolojik etkilerine aracilik eder. Tekrarlayan ozon uygulamalari sonucunda
antioksidan sistem uyarilarak oksidatif strese karsi diren¢ gelisir. Ayrica hiicre
membraninda bulunan yag asitlerinin oksidasyonuna bagli olarak cesitli sitokin diizeyleri
de artar. Ozon tedavisi 0zellikle inflamatuar siirecin yogun olarak yasandigi ve immiin
sistemin On planda yer aldig1 fizyopatolojik durumlarda yardimer tedavi yontemi olarak
kullanilmaktadir (Altman 1996, Bocci 1994, Bocci ve ark. 2011a, Gerard ve Sunnen 1996,
Ozler ve ark. 2009). Medikal ozonun Staphylococcus aureus etkenine karsi etkin olmast,
canlida savunma sistemini harekete gecirmesi ve oksijenizasyon etkisi birlikte
diisiiniildiiglinde; bu faktorlerin birlikte sinerjik etki yaptigi, yangili dokulara iyi penetre
oldugu ve enfeksiyonu azalttig1 diisiiniilebilir.

Giiniimiizde, medikal ozon gii¢lii antibakteriyel (Shinozuka ve ark. 2008), antiviral
(Roy ve ark. 1981), antifungal (Geweely 2006), immiinomodiilator, detoksifikasyon ve
gliclii oksijenizasyon etkisi ile hizli ve etkili yara iyilestirici 6zellikleri sayesinde; cerrahi
(Calunga ve ark. 2005), i¢ hastaliklar1 (Tylicki ve ark. 2004), dogum ve jinekoloji (Ogata
2000), dermatoloji (Kim ve ark. 2009), dis hekimligi (Saini 2011), onkoloji (Clavo ve ark.
2004a) ve enfeksiyoz hastaliklar (Souza ve ark. 2010) gibi alanlarda ¢ok genis bir kullanim
imkan1 bulmustur (Giiven ve ark. 2008). Bu amagla diinyada ve iilkemizde tonlarca
antibakteriyel, antifungal, antiparaziter, antiviral, antienflamatuvar ve diger destek tedavi
ilaglarinin kullanildigi g6z oniinde bulundurulursa; ozonterapi gibi zararsiz ve ucuz bir
tedavinin {lilke ekonomisine katki saglayacagi yadsinamaz. Zira ozonun tek basina ya da
tamamlayict ajan olarak kullanilmasi; adi gecen ilaglarin dozunun ve miktarinin

azalmasina katkida bulunacak ve yan etkilerini de minimuma dstirecektir.
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Medikal ozon deneysel olarak kullanilan laboratuvar hayvanlarmin disinda;
kopeklerde (Han ve ark. 2007), sigirlarda (Ogata ve Nagahata 2000) ve atlarda (Alvarenga
ve ark. 2009) da calisilmis ve pozitif sonuglar alinmistir. Yapilan literatiir taramada;
Ozellikle 2000’li yillarin basinda ve ondan sonraki yillarda deney hayvanlarindaki
calismalar ¢1g gibi biiyiimiis ve beseri hekimlikte de klinik uygulamalar bir hayli artmistir.
Ancak ciftlik ve pet hayvanlarinda yeterince klinik uygulama yapilmamistir. Bu ¢aligma da
gostermistir ki, yapilan bilimsel caligmalar artirilmali, tibbi ozon bu hayvanlarda da daha
fazla uygulanmali ve veteriner pratiginde yayginlastirilmalidir.

Basit uygulama yontemleri, hastalarca iyi tolere edilmesi, higbir yan etkisinin
olmamasi ve diisiik maliyeti ozon tedavisini uygun, pratik, giivenli ve etkili kilmaktadir.
Ozonterapi tek basina veya diger tedavi yontemlerine ek olarak (tamamlayici) etkinliklerini
artirmak amaciyla kullanilabilir. Ozon uygulamalar1 sonucunda olugsmasi beklenen ROT ve
LOP’in terapotik etki gosterebilmesi i¢in belli bir konsantrasyonda olmasi gerekir. Yapilan
calismalarda ozonun terapdtik konsantrasyonu 10—80 pg/ml olarak belirlenmistir. Bu ozon
konsantrasyonu Rice-Evans’in tarif ettigi (Ozler ve ark. 2009) total antioksidan kapasiteyi
% 25’den fazla diisiirmedigi gibi, azalan antioksidanlar 20 dakika sonra eski haline
gelmektedir. Ayrica, ayni oranlarin gerek eritrosit gerekse 16kosit fonksiyonlari {izerinde
de olumsuz etkisinin bulunmadig1 bildirilmektedir (Bocci 1994, Bocci ve ark. 2011a, Ozler
ve ark. 2009).

Ozonun; peritonitisler, purulent ve iyilesmeyen yaralar, dekiibitisler, termik
travmalar, yikimlayici akciger ve pleura hastaliklari, artropatiler, arteriosklerosiz,
diyabetus mellitus komplikasyonlari, pankreatitler, timoral olusumlar, géz hastaliklari, dis
hekimligi, ortopedik hastaliklar, deri hastaliklar1 ve lumbal disk hernilerinin sagaltimi gibi
bir¢ok kullanim alan1 vardir (Bocci 1999, Giiven ve ark. 2008, Han ve ark. 2007, Souza ve
ark. 2010, Travalgi ve ark. 2010, Vigna ve Menéndez-Cepero 2007). Belirtilen temel
etkileri sayesinde ozonun; enfeksiyoz, dejeneratif, immun depresan, vaskuler ve ortopedik
bozukluklarla sonuglanan pek ¢ok hastaligin sagaltiminda uygulama alani buldugu
sOylenebilir.

Klinik goriiniimiiniin ve patofizyolojisinin degisikliginden dolay1, osteomyeliti klinik
olarak degerlendirmek oldukc¢a zordur. Patel ve ark (2009) yaptigi ¢alismada ideal bir
osteomyelit modelinin olmadigini bildirmistir. Bu yiizden de in vivo deneysel ¢alismalarda
degisik hayvan ve ¢aligma modelleri olusturulmustur (Patel ve ark. 2009). Norden (1970)
yaptig1 ¢aligmada osteomyelit olusturma amacli enjeksiyondan bir hafta sonra bacaklarin

diz bolgesinde hafifce sismeye basladigini ve 2-3 hafta sonra da distal metafizde
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genislemenin oldugunu belirtmistir. Yapilan ¢alismada da elde edilen lokal klinik bulgular
bu calismayla uygunluk gostermistir. Kontrol, Tedavi ve Koruyucu Gruplar klinik olarak
birlikte degerlendirildiginde; Tedavi ve Koruyucu Grubun Kontrol Grubuna gére kismen
1yi oldugu gozlendi ancak belirgin bir fark saptanamadi (Cizelge 4.2). Klinik olarak gruplar
arasinda gozle goriliir bir farkin gézlenmedigini sdylemek daha dogru bir ifade olabilir.

Radyografik degerlendirmede; Kontrol Grubu ile diger gruplar arasinda farkliliklar
gozlendi. Radyogram bulgular1 Kontrol Grubunda genelde orta - siddetli bulunurken,
Tedavi ve Koruyucu Grupta hafif - orta siddette tespit edildi. Medikal ozon verilen gruplar
birbiriyle kiyaslandiginda radyografik olarak pek fark gézlenmedi (Cizelge 4.3). Yapilan
istatistiksel analiz de gostermistir ki; Kontrol Grubu ile diger gruplar arasindaki fark
onemli (P < 0.05) ve Tedavi Grubu ile Koruyucu Grup arasindaki fark ise onemsizdi
(Cizelge 4.6). Kemik distal saftinda fokal opasiteler ve radyolusent alanlar, kemik
korteksinde bozulma, kemik saftinda kalinlasma ve deformasyon, kismi patellar hasarlar ve
osteomyelitin degisik oranlarda yayilmasi gibi baglica radyografik bulgular gruplarin
hepsinde gozlendi (Sekil 4.2, 4.3, 4.4). Shirtliff ve ark. (2001) belirgin rontgen bulgularinin
enfeksiyonu takiben en az 2 hafta sonra goriildiiglinii ve ayrica bir ay arayla iki kez rontgen
¢cekmelerine ragmen belirgin bir fark gozlemleyemediklerini bildirmiglerdir. Sunulan
calisma mikrop enjeksiyonunu takiben iki hafta i¢inde sonlandirilmasina ragmen, dijital
rontgenin kullanilmasi ve goriintiilerin biiyiitiilerek yakindan inceleme olanagindan dolay1
gruplar arasi radyografik farklarin tespiti miimkiin olabilmistir.

Swap ornekleri almak igin suprakondiler femur bolgesi kesilirken; hem Tedavi hem
de Koruyucu Gruba ait kemiklerin makasa kars1 ciddi bir direng gostermesi ve Kontrol
Grubunun ise ¢ok az diren¢ gdstermesi arastiricilar tarafindan ilgi ¢ekici bulundu. Burada
Kontrol Grubundaki kemiklerde histopatolojik olarak genis yangi, nekroz ve apse
odaklarinin (Sekil 4.7) saptanmasi; kemigin radyografik olarak kalinlagmasina, deforme
olmasia (Sekil 4.4) ve kemik korteksinin direncinin azalmasina baglanabilir. Ciinkii ozon
uygulanan gruplarda patolojik bulgularin azalmasi (Sekil 4.9 ve 4.10) yangiya kars1 pozitif
etkilerinden dolay1 kemiklerin diren¢ kazanmasina yol agmustir.

Klasik mikrobiyolojik ekimlerin higbirisinde tireme olmadig1 i¢in, Gruplar arasinda
higbir farklilik ortaya konamadi. Bu yiizden PCR uygulamasina gereksinim duyuldu (Sekil
4.5). Gruplar arasindaki farkliligi mikrobiyolojik olarak ancak PCR ortaya koyabildi. Fakat
bakteri plaklarmin (bantlar) Tedavi Grubunun tiim bireylerinde negatif ¢ikarken, diger
gruplarda bir denek hari¢ hepsinde pozitif ¢ikmasi; radyografik ve histopatolojik bulgular

ile uyumluluk saglamadi. Bu durum ortamda yikimlanmis dokularin g¢oklugu ve
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ornekleme yapilan boélge ile iligkili olabilir. Hem belirtilen bu neden hem de PCR’in
kantite agisindan bakteri yogunlugunu degerlendirememesi; sunulan ¢aligmaya ayricalik ve
farkindalik katmamistir. Ancak Kontrol Grubunun % 50’sinde defektif bakteri hiicrelerine
ait bantlarin orta ve ileri derecede siddetli olmasi (kalin bant), bu Grupta Oli
mikroorgaizmalarin hala yogun oldugunu ve heniiz elimine edilemedigini agikca
gostermistir (Sekil 4.5b). Yine Tedavi Grubunda defektli hiicreler tamamen elimine
edilirken, Koruyucu Grupta az da kalsa biitiin bireylerinden tamamen elimine edilememesi
arastiricilar tarafindan ilging bulunmustur. Bu durum tibbi ozonun Koruyucu Grupta
immunmodulatér ve Tedavi Grubunda ise immunaktivator olarak davranmis olabilecegini
diistindirmiistiir.

Gruplar arasindaki esas belirleyici ve ayirici farkliliklar histopatolojik incelemeler
sonucunda ortaya cikmistir. Zira biitliin gruplar birbirleriyle karsilagtirildiginda farklar
istatistiksel olarak 6nemli bulundu (P < 0.05). Ancak medikal ozon verilen gruplar
acisindan bakildiginda; histopatolojik bulgular radyogram bulgulart ile tam uyum
gostermezken mikrobiyolojik bulgular ile biraz uyumsuzluk gosterdi.

Kesfinden sonraki ilk yillarda en 6nemli antiseptiklerden biri olan ozonun bu etkisi
giicli okside edici Ozelliginden kaynaklanmaktadir. Etkisini virlisler ve bakteriler dahil
tim mikroorganizmalar iizerine gosterir ve bunlara ait toksinleri okside eder (Bocci ve ark.
2004, Saini 2011). Medikal ozonun intraartikiiler enjeksiyonu; basta diz ve omuz eklemi
olmak iizere akut ve kronik agrili tiim eklem rahatsizliklarinda tedavi yontemi olarak
kullanilmigtir (Viebahn-Haensler 2005). Ayrica antibiyotiklere karsi gelisen direng ve
antibiyotiklerin enfeksiyon bdlgesine yeterince penetre olamamasi gibi sebepler goz
Oniinde bulunduruldugunda, sagaltimi olduk¢a giic bir hastalik olarak goriilen
osteomyelitin tedavisinde de medikal ozon uygulamalart ile basarili sonuglar alinmistir
(Bocci 2006a, Bocci 2006b, Lu ve ark. 2010).

Bu deneysel c¢alismada, Staphylococcus aureus bakterisinin femura intramedullar
yolla verilmesi ile ratlarda osteomyelitis olusturuldu ve tedavisinde medikal ozonun
etkinligi aragtirildi. Herhangi bir tedavi gérmeyen osteomyelitisli grupta (Kontrol Grubu)
yogun noétrofil 16kosit toplanmalarindan (Sekil 4.8) olusan intramediiller apse olusumu ile
kemikte genis kanama ve nekroz alanlar1 (Sekil 4.7) gozlendi. Diger calisma gruplarinda
ise osteomyelitisin tedavisi i¢in farkli zamanlarda medikal ozon ratlara verildi. Her iki
grupta da medikal ozonun osteomyelitiste olusan yangisal reaksiyonu azalttigi gozlendi

(Cizelge 4.4 ve 4.5). Tedavi ve Koruyucu Grup birbiriyle kiyaslandiginda ise yangi ve
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enfeksiyon azalmasi Tedavi Grubunda (Sekil 4.9) digerine gore (Sekil 4.10) daha diisiik
idi.

Ancak bir hafta oncesinden medikal ozon verilmeye basglanan ve sonrasinda
deneysel osteomyelit olusturulan grupta (Koruyucu Grup); deneysel mikrop
enjeksiyonundan 4 giin sonra medikal ozon tedavisi yapilan gruba (Tedavi Grubu) kiyasla
iyilesme siirecinin daha hizli sekillendigi, ortamda yangisal hiicrelerin yerine prolifere olan
fibroblastik {liremelerin daha yogun gozlenmesi ile gosterildi. Koruyucu Grupta, notrofil
l6kositler yerini biiyilk oranda bag dokusu hiicrelerinden olusan iiremelere birakmuistir.
Tedavi Grubunda da nétrofil 16kosit yogunlugunda Kontrol Grubuna kiyasla azalma dikkat
cekiciydi (Cizelge 4.4 ve Resim 4.7, 4.8, 4.9, 4.10).

Bag dokusu hiicrelerindeki bu artis ile bakteriye karst gelisen yangisal reaksiyonun
geriledigini ve onun yerine reperasyon faaliyetinin basladigini diisiindiirdii. Boylece
bakteriyel enfeksiyona karsi birincil yanit olarak gelisen basta notrofil 16kositler olmak
tizere diger yangisal hiicrelerin yogunlugundaki azalma; medikal ozonun daha Onceki
caligmalarda da bildirildigi gibi (Martinez-Sanchez ve ark. 2005, Muto ve ark. 2008,
Giilmen ve ark. 2013, Tasdemir ve ark. 2013) enfeksiyoz hastaliklara kars1 tedavi edici ve
koruyucu etkisinin oldugu kanitlanmis oldu (Resim 4.10).

Ozellikle medikal ozon kullanilan gruplar incelendiginde; Tedavi Grubunda
yangisal hiicrelerin azaldigi, kanamanin minimuma diistiigli ve nekrozun biitiin bireylerde
ortadan kalktig1 dikkati ¢ekti. Koruyucu Grup degerlendirildiginde ise yangisal hiicrelerin
daha da azaldigi, kanama ve nekrozun ise tamamen ortadan kalktigi gozlendi. Kemik
dokusunda izlenen nekrotik ve hemorajik degisiklerin medikal ozon tedavisi ile minimum
diizeye inmesi ve hatta tamamen ortadan kalkmasi medikal ozonun membran
permeabilitesi ve hiicresel hasardan sorumlu olan reaktif oksijen radikallerinin (Elvis and
Ekta 2011, Viebahn-Haensler 2005) olusumunu azalttigi yani oksidatif ve histopatolojik
hasar1 onledigi kanisina varildi. Ayrica medikal ozonun giiglii antibakteriyel (Shinozuka ve
ark. 2008), immunmodiilatér (Ohtsuka ve ark. 2006), antienflamatuvar (Tylicki ve ark.
2004), oksidasyon (Calunga ve ark. 2005) ve oksijenizasyon (Clavo ve ark. 2004a) etkileri
de goz Oniinde bulunduruldugunda; sonug oldukga ¢arpici goriildii. Hatta nekrozun yanisira
kanamanin da biitiin bireylerde ortadan kalkmasi ozonun koruyucu etkisini daha da 6ne
cikarmistir (Cizelge 4.4).

Yapilan ¢alismada, sag femur medullalarindan alinan swap Orneklerinin klasik
kiiltir yontemi kullanilarak yapilan mikrobiyolojik incelemeleri sonucunda, hemen hemen

higbir 6rnekte izolasyon olmadi ve dolayisiyla da gruplar arasinda higbir fark goriilmedi.
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Klasik kiiltiir yontemi kullanarak ilik orneklerinden yapilan ekimler sonucu iiremenin
olmamasi; yangt kimyasallar1 ya da yangi hiicreleri tarafindan fagosite edilmis olan
etkenlerin iireyemedigini ve bu yolla bakteriyolojik liremenin baskilandigini diistindiirdii.
Benzeri bir durum 6zellikle Staphylococcus aureus kokenli mastitislerde daha once
bildirilmistir. Bu 6rneklerde PCR kullanim1 ya da farkli kiiltiir 6ncesi bazi islemlerden
gecirilerek kiiltiirlerin yapilmasi1 onerilmistir (Phuektes ve ark. 2001, Godden ve ark.
2002). Ancak PCR analizlerinde; Tedavi Grubunda hig¢ pozitiflik saptanamazken, Kontrol
Grubunda yedi olguda ve Koruyucu Grupta ise sekiz olguda pozitiflik saptandi (Sekil
4.5b). PCR analizlerinde medikal ozon uygulanan gruplarda pozitiflik dikkate alindiginda;
Tedavi Grubunda hemen hemen biitiin mikroorganizmalarin bdlgeden elimine edildigi ve
Koruyucu Gruptaki etkenlerin biiyiik oranda elimine edildigi ancak diisikk yogunlukta da
olsa hala var oldugu disiinilebilir. Medikal ozon verilmeyen Kontrol Grubunda ise
bakteriyel iiremenin engellenmesine ragmen enfeksiyonun ve etkenlerin tam olarak elimine
edilemedigi ve hatta bazi vakalarda biiyilk oranda (% 50) mikroplarin yogun oldugu
sOylenebilir.

Medikal 0zon; sunulan bu ¢alismada atravmatik, biyolojik temelli, ucuz, giivenli ve
kolay uygulanabilir bir bilimsel tedavi destegi sunmustur. Yalniz basina kullanilmasina
ragmen hem koruyucu hem de sagaltici etkisi goriilen ozon; eger diger sagaltim segenekleri
ile de birlestirilirse mitkemmel bir tamamlayici ajan olabilecegi, kullanilan diger ajanlarin
dozlarmi diislirecegi, yan etkilerini azaltacagi ve daha ekonomik bir sagaltim secenegi
sunabilecegi kanisini arastiricilarda uyandirdi. Ancak medikal ozonun yayginlastirilmasi
yanisira; enfeksiydz, dejeneratif, immun depresan, vaskuler, ortopedik ve diger
bozukluklardaki etki mekanizmasi yeni bilimsel ¢alismalarla iyice aydinlhiga
kavusturulmali ve klinik sonuglar1 aydinlatilmalidir. En 6nemlisi de klinik olgulara
uyarlanarak medikal ozon kullanim metodlar1 veteriner pratigine ivedi olarak

aktarilmalidir.
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6. SONUC

Makroskopik olarak, swap almak iizere kemiklere uygulanan travmada siibjektif
olarak medikal ozonun enfekte kemige belirgin derecede direng kazandirdig1 gézlendi.

Yanginin derecesi acisindan histopatolojik olarak degerlendirildiginde; Referans
Grubunda yangi hi¢ goriilmezken, Koruyucu Grupta hafif, Tedavi Grubunda orta ve
Kontrol Grubunda ise siddetli yangi ve enfeksiyon bulgularmin gozlendigi séylenebilir.
Yani histopatolojik bakida, medikal ozon uygulamasmin ilgili kemikteki yangi ve
enfeksiyon siddetini her iki uygulama seklinde de azalttigi saptandi.

Yangi belirtilerinin radyografik acidan degerlendirmesinde ozon verilen iki grup
arasinda istatistiksel olarak bir fark bulunmazken, histopatolojik a¢idan anlamli olarak
belirlendi. Ancak Kontrol ile diger gruplar arasindaki radyografik ve histopatolojik
bulgular istatistiksel olarak olduk¢a 6énemli bulundu (P < 0.05).

PCR bulgulari, Kontrol Grubundaki bantlarin siddetini ortaya koysa da; bu galisma
sonuclar1 agisindan ¢ok degerli ve ayricalikli bir metod olarak goriilmedi.

Tedavi Grubunun biitiin deneklerinde nekroz goriilmezken, Koruyucu Grubun
bireylerinde nekrozun yanisira kanamanin da hi¢ gériilmemesi ilging bulundu.

Sonug olarak; ratlarda deneysel olarak olusturulan osteomyelitte medikal ozonun
koruyucu ve tedavi edici etkilerinin bulundugu kanisina varildi. Bu iki etki birbiriyle
kiyaslandiginda, medikal ozonun koruyucu etkisinin tedavi edici etkisinden daha iistiin

oldugu bu bilimsel ¢aligmayla ortaya kondu.
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