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OZET

Enjekte Edilebilir Trombositten Zengin Fibrinin Oral Mikrobiyal Patojenler

Uzerindeki Antimikrobiyal Etkinliginin In Vitro Ortamda Arastirilmas

Bu ¢alismanin amaci, e-TZF’nin E.faecalis ve C.albicans iizerindeki muhtemel
antimikrobiyal etkinliginin zamana bagl degisimini arastirmaktir. Caligmada Agustos ve
Kasim 2020 tarihleri arasinda Karadeniz Teknik Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi
Periodontoloji boliimiine bagvuran sistemik olarak saglikli 50 hastadan aliman kan
orneklerinden elde edilen e-TZF’nin antimikrobiyal etkinligi degerlendirildi. Calisma igin
onceden hazirlanan 50 pl ‘lik E.faecalis mikroorganizma siispansiyonlarinin 450 pul e-TZF
ve 450 pl tam kan ile ayr1 ayr1 karistirilarak 500 pl ‘lik Test 1 ve Kontrol 1 grubu 6rnekleri
hazirlandi. Benzer sekilde 50 pl ‘lik C.albicans mikroorganizma siispansiyonlarinin, 450 pl
e-TZF ve 450 pl tam kan ile ayr1 ayn karistirilarak 500 pl “lik Test 2 ve Kontrol 2 grubu
ornekleri hazirlandi. Orneklerden baslangig, 30., 60., 120., 180. ve 240. dakikalarda besi
yerlerine ekim yapildi ve inkiibasyondan sonra ekimi yapilan besi yerlerinde olusan koloni
sayilar1 incelendi. Test ve kontrol gruplari arasinda yapilan karsilagtirmada, baslangig
disindaki diger tiim zamanlarda, Test 1 ve Test 2 grubu Orneklerinde olusan koloni
sayilarinin Kontrol 1 ve Kontrol 2 grubuna kiyasla anlamli derecede diisiik oldugu bulundu
(p<0.001). Grup i¢i degerlendirmelerde, Test 1 grubu ve Test 2 grubu 6rneklerinde baslangig
degerlerine kiyasla diger tiim zamanlarda olusan koloni sayilarinim anlamli derecede daha
diisiik oldugu tespit edildi (p<0.001). e-TZF’nin antimikrobiyal etkinliginin zamana bagl
degisimi incelendiginde, E.faecalis iizerindeki antimikrobiyal etkinligin 60. dk’da,
C.albicans tizerindeki antimikrobiyal etkinligin ise 30. dk’da en yiiksek oldugu tespit edildi.
Zamana bagh olarak azalma gostermesine ragmen, e-TZF’nin E.faecalis ve C.albicans
tizerindeki antimikrobiyal etkinliginin 240. dk’ya kadar devam ettigi gdzlendi.
Calismamizdan elde edilen veriler sonucunda e-TZF’nin E.faecalis ve C.albicans iizerinde
antimikrobiyal etkinlik gosterdigi saptandi. e-TZF’nin farkli oral patojenler {izerindeki
zamana bagli etkinliginin degerlendirildigi ileri klinik ve laboratuvar caligmalarin

yapilmasina ihtiyag¢ vardir.

Anahatar Kelimeler: Enjekte edilebilir Trombositten Zengin Fibrin, Antimikrobiyal

etkinlik, E.faecalis, C.albicans
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ABSTRACT

Investigation Of Antimicrobial Activity Of Injectable Platelet-Rich Fibrin On
Oral Microbial Pathogens in Vitro

The aim of this study is to investigation of time-dependent change of antimicrobial
efficacy of i-PRF on Enterococcus faecalis and Candida Albicans. In this study, the
antimicrobial efficacy of i-PRF obtained from blood samples taken from 50 systemically
healthy patients who applied to Karadeniz Technical University Faculty of Dentistry
Department of Periodontology between August and November 2020 was evaluated. For the
study, 500 pl Test 1 and Control 1 group samples were prepared by mixing 50 ul E.faecalis
microorganism suspensions with 450 ul e-TZF and 450 pl whole blood separately. Similarly,
500 pl of Test 2 and Control 2 group samples were prepared by mixing 50 ul C.albicans
microorganism suspensions with 450 pl e-TZF and 450 pl whole blood separately. The
samples were inoculated at the beginning, 30th, 60th, 120th, 180th and 240th minutes and
the number of colonies formed after the incubation in the cultivated mediums were
examined. In comparison between test and control groups, it was found that the number of
colonies formed in the Test 1 and Test 2 groups were significantly lower than the Control 1
and Control 2 groups at all times except the baseline (p<0.001). In-group evaluations, the
number of colonies formed in Test 1 group and Test 2 groups samples were found to be
significantly lower at other times compared to baseline values (p<0.001). When the time-
dependent change of antimicrobial efficacy of i-PRF on E.faecalis and C.albicans was
examined, it was found that the antimicrobial activity on E.faecalis was the highest at the
60th minute and the antimicrobial activity on C.albicans at the 30th minute. Although it
decreased depending on the time, it was observed that the antimicrobial activity of i-PRF on
E.faecalis and C.albicans continued until the 240th minute. As a result of the data obtained
from our study, it was found that i-PRF showed antimicrobial activity on E.faecalis and
C.albicans. Further clinical and laboratory studies are needed to evaluate the time-dependent
effectiveness of e-TZF on different oral pathogens.

Keywords: Injectable Platelet-Rich Fibrin, Antimicrobial efficacy, E.faecalis, C.albicans
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1. GIRIS VE AMAC

Yara iyilesmesi, dis hekimligi ve tipta dnemli bir konu olmustur ve olmaya devam
etmektedir. Yapilan klinik ve laboratuvar ¢alismalarinda, birtakim biyomateryallerin yara
iyilesmesi lizerine fayda saglayabildigi gosterilmistir (1). Yara iyilesmesini hizlandirmak,
inflamasyonu diizenlemek ve rejenerasyonu arttirmak igin Yyeni biyomateryallerin
bulunmasini amaglayan sayisiz ¢alisma yapilmistir. Trombosit konsantrelerinin bu hedeflere
ulagsmadaki etkileri daha oOnce spor hekimligi ve ortopedi alanlarinda arastirilmistir.
Trombosit konsantrelerinin, rejenerasyona katilan hiicrelerin toplanmasini, ¢ogalmasini ve

olgunlasmasini kolaylastirarak, yara iyilesmesini arttirdig1 agikca gosterilmistir (2).

1997'de Whitman, Berry, Green ve 1998'de Marx ve arkadaslari, trombositten zengin
plazmanin (TZP) ¢ene-yiiz cerrahisinde kullanilmasini tesvik eden ilk arastirmacilardir (3,
4). TZP, hastadan alinan kanin santrifiije edilmesi ile elde edilen biiytime faktorlerinin otolog
bir konsantresidir. TZP'nin tipta kullanilmasinin yararlart yogun bir sekilde incelenmektedir.
TZP, doku rejenerasyonunu uyarabilen otolog biiyiime faktorlerinin bir konsantresi olarak
rejeneratif dis hekimliginde de kullanilmaktadir. Ancak, yara iyilesmesini engelledigi
bilinen antikoagiilan ajanlar kullanilarak hazirlanmasi nedeniyle dental dokulardaki
rejeneratif kapasitesi oldukga sinirlidir (5). Bununla birlikte hazirlik protokoliiniin pahali ve
karmagik olmasi, pihtilastirici ajan olarak hayvan trombinine ihtiyag duyulmasi gibi

dezavantajlar1 da bulunmaktadir (6).

TZP'nin dezavantajlarinin iistesinden gelebilmek igin yeni teknikler arastirilmistir.
Bunun sonucunda da trombositten zengin fibrin (TZF) Choukroun ve arkadaslari tarafindan
2001°de tanitilmistir. TZF ilk olarak oral ve maksillofasiyal cerrahilerde kullanilmak {izere
gelistirilmistir (7). TZF, yogun bir fibrin agina sahip, sikismis trombositler, 16kositler,
biiylime faktorleri, yapisal glikoproteinler ve sitokinlerle bir zar olusturan, ikinci nesil bir
trombosit konsantresidir. TZF, kok hiicrelerini toplayabilmekte, hiicre gogiinii ve
farklilasmasini uyarabilmektedir. Bunlara ek olarak, fizyolojik mimari yapisi yara

iyilesmesini desteklemektedir (8).

TZF, yiiksek trombosit ve l0kosit konsantrasyonuna sahip, yapisinda trombosit
kaynakli biiyiime faktorii (PDGF), vaskiiler endotelyal biiytime faktorii (VEGF), insiilin
benzeri biiytime faktorii (IGF), epidermal biiytime faktorii (EGF) ve doniistiiriicii biiylime
faktorii (TGF) dahil olmak {izere yiiksek konsantrasyonlarda biiylime faktorii igeren fibrin

matriksinden yapilmis otolog bir biyomateryaldir (9).

1



TZF dis hekimliginde, periodontal kemik i¢i defektlerin tedavisinde, furkasyon
defektlerinin rejenerasyonunda, dis eti ¢ekilmesi olan diglerin kok yiizeylerinin
kapatilmasinda, c¢ekim soketlerinde ve sinlis boslugunda yonlendirilmis kemik
rejenerasyonu operasyonlarinda tek basina veya greft materyalleri ile birlikte kombine
olarak kullanilmaktadir (10). TZF’nin gliniimiizde gelistirilmis trombositten zengin fibrin
(0-TZF) ve enjekte edilebilir trombositten zengin fibrin (e-TZF) olarak bilinen iki tipi
bulunmaktadir. e-TZF’nin diger TZF g¢esitlerinden farki daha kisa siirede ve daha diisiik

hizda santrifiij edilmesinden dolay1 enjekte edilebilir siv1 bir formda olmasidir (11).

e-TZF, herhangi bir katki maddesi igermeyen cam kapli plastik tiiplerde alinan kan
orneklerinin oda sicakliginda 700 rpm’de 3 dk (60g kuvvet ile) santrifiij edilmesiyle elde
edilmektedir. Santrifiij isleminden sonra tiipiin tist kisminda kolaylikla segilebilen turuncu
renkte bir katman (e-TZF) ve tiiplin alt kisminda kanin diger elemenlarinin bulundugu
kirmizi renkte bir katman olusmaktadir. Materyalin homojenizasyonunu engellemek igin tiip
dikkatli bir sekilde agilmakta ve en iistte yer alan e-TZF kism1 20 ml’lik enjektor (18G igneli)
yardimiyla ¢ekilmektedir (11).

e-TZF, TZF ile benzer konsepte dayanir, ancak daha yavas bir hizda ve daha kisa
stirede santrifiij edilerek elde edilmesi sayesinde diger TZF tiplerinden daha fazla sayida
rejeneratif hiicre ve daha yiiksek miktarda biiylime faktorii icerdigi diisiiniilmektedir. Bu
durum Ghanaati ve arkadaslar tarafindan yapilan “diisiik hizda santrifiij konsepti”
caligmasiyla agiklanabilmektedir (12). Bu konseptte santifiij hizinin ve siiresinin
azaltilmasinin, bir fibrin pihtis1 olusmadan 6nce e-TZF igerisinde 16kositler de dahil olmak
lizere daha fazla sayida hiicrenin toplandigi gosterilmistir. Yapilan hiicre igerigi
analizlerinde, periferik kanla kiyaslandiginda e-TZF’nin daha yiiksek konsantrasyonlarda
trombosit ve 16kosit igerdigi tespit edilmistir (13). Ayn1 zamanda, gii¢lii bir vaskiiler biiyiime
faktorii olan VEGF'yi de daha yiiksek oranda igerdigi ve yara iyilesmesi siirecindeki
anjiyogenezin ve immiin yanitin gelisimini ayni anda destekleyebildigi gosterilmistir (14).
e-TZF’nin hiicresel igerigi, bu biyolojik materyalin kandan tiiretilmis canli bir doku
oldugunu gostermektedir. Bu hiicresel igerigi canli ve stabil tutmak i¢in dikkatli bir sekilde

kullanilmas1 gerekmektedir.



Giliniimiizde dis hekimligi ve bircok tip alaninda rejeneratif cerrahi tedavilerde
kullanim1 popiiler hale gelmis olan otolog trombosit konsantrelerinin ayni zamanda cerrahi
sonrasi yara iyilesmesi, rahatsizlik ve enfeksiyonun kontrolii lizerine yararl etkilerinin de
oldugu gozlenmistir. Farkli trombosit konsantrelerinin antiinflamatuvar ve antimikrobiyal

etkinlikleri, bu alanda yapilan arastirmalar ile de desteklenmistir (15-17).

Trombosit konsantrelerinin antimikrobiyal etkinliginden esas sorumlu olan
hiicrelerin, i¢erisinde bulunan trombositler ve 16kositler oldugu diisiiniilmektedir. TZF nin
antimikrobiyal etkinliginde, igerisinde bulunan I6kositlerin mikroorganizmalar tizerindeki
dogrudan etkisinin, trombositlerin bakteriler ile dogrudan etkilesime girerek bakterilere
yapigsmasinin Ve antikora bagimli hiicre sitotoksisitesine katilmasinin rol oynadigi
diistiniilmektedir. Buna ragmen TZF’nin antimikrobiyal etkinliginden esas sorumlu olan

mekanizmalarin neler oldugu heniiz tam olarak belirlenememistir (18).

Trombosit konsantrelerinin farkli mikroorganizmalar iizerindeki antimikrobiyal
etkinliginin arastirildigi calismalarda hem gram pozitif (bazi streptokok ve stafilokok tiirleri)
hem de gram negatif (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa) bazi bakteriler,
periodontal patojenler (Aggregatibacter actinomycetemcomitans ve Porphyromonas
gingivalis) ve oral mukozadan siklikla izole edilen firsat¢1 patojenler (Enterococcus feacalis

ve Candida albicans) iizerinde antimikrobiyal etkinlige sahip oldugu bildirilmistir (17-20).

Enterokoklar tek basina, ¢iftler halinde veya kisa zincirler halinde bulunabilen gram
pozitif koklardir. Oksijen varliginda veya yoklugunda biiylime yetenegine sahip fakiiltatif
anaerob mikroorganizmalardir. Son yillarda enterokoklarin neden oldugu enfeksiyonlar
oldukca artmis olup, 6zellikle hastane enfeksiyonlarina neden olan etkenler arasinda 6n
siralarda yer almaktadir. Tiim enterokok enfeksiyonlarinin %80-90’nindan E.faecalis, %5-
15’inden ise E.faecium sorumludur. Dis hekimliginde Enterococcus tiirlerinin, 6zellikle
E.faecalis'in kronik periodontitis ve kronik apikal periodontitisi iceren basarisiz kok kanal

tedavileri ile iligkili oldugu gosterilmistir (21).

Kandida tiirleri saglikli hastalarin agiz boslugunda %35-60 arasinda degisen
oranlarda bulunabilmektedir. C.albicans oral mikrobiyatada en yaygin bulunan kandida
tiirevidir. Toplam izolatlarin %60-70’ini C.albicans olusturmaktadir. C.albicans, agiz iginde
tiikkiiriikte ve kok kanalinda olduk¢a yaygin bulunan bir mantar tiiriidiir. Sadece pulpa
nekrozu ve apikal periodontitisli dislerde degil, ayn1 zamanda patolojik periodontal cep

icerisinde de bulunabilen ve periodontal hastaligin patogenezinde rol oynayabilen firsat¢i bir
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mikroorganizma olarak kabul edilir. Agiz boslugunda bulunan kandida, konak savunma
mekanizmasint degistirdiginden patojenik mikroorganizmalarin oral florada artmasini da

kolaylastirabilir (22).

Calismamizin amaci son zamanlarda periodontal tedavilerin bir¢ok asamasinda
kullanilmaya baglanan e-TZF’nin, agiz igerisinde kolonize olabilen ve yara iyilesmesi
tizerine olumsuz etkileri bulunabilen Enterococcus feacalis ve Candida albicans iizerindeki
antimikrobiyal etkinliginin arastirilmasidir. e-TZF’ nin muhtemel antimikrobiyal etkinliginin
bulundugu diistiniildiigiinde, cerrahi bolgeye e-TZF ile birlikte uygulanan greft
materyallerinin operasyon sirasinda ve sonrasinda oral patojenlerle kontamine olmasinin
engellenmesi ve yara bolgesinde olusabilecek enfeksiyon riskinin azaltilmasi sayesinde

iyilesme siirecine olumlu etkilerinin olacag diisiiniilmektedir.

Konuyla ilgili bir 6n ¢alisma yapildi ve bu ¢alisma neticesinde tam kan (Kontrol
grubu) orneklerine kiyasla e-TZF (Test grubu) 6rneklerinin antimikrobiyal etkinliklerinin
daha yiiksek oldugu gozlendi. Bu farkliliklarin kantitatif olarak olglilebilmesi ve zamana

bagli degisiminin degerlendirilebilmesi igin bu ¢alismanin yapilmasina karar verildi.



2. GENEL BILGILER
2.1. Yara lyilesmesi

Viicudun herhangi bir bolgesinde travma nedeniyle veya cerrahi islem sonucu doku
devamliliginin bozulmas1 yara olarak tanimlanmaktadir. Yara iyilesmesi, erken ve geg
donemde karsilasilan komplikasyonlar ve bunlara bagli olusan morbidite ve mortalite
nedeniyle giiniimiizde hala zorlayict bir klinik problem olmaya devam etmektedir. Yara
bolgesindeki biyolojik yiikiin azaltilmasi itizerine yapilan g¢alismalarda, akut ve uzun
donemde yara boélgesinin idamesi igin siirekli yeni teknolojilerin ve yeni terapotik
yaklasimlarin gelistirilmesine vurgu yapilarak iyilesmenin ve yara bakiminin fizyolojisine

odaklanilmustir (23, 24).

Yara iyilesmesinin genel prensipleri ve agiz dis1 bolgelerde gozlenen hiicresel ve
molekiiler olaylar, periodontal cerrahiden sonra gerceklesen iyilesme siirecleri icin de
gecerlidir. Cerrahi yaralanma, kilcal hasara ve kanamaya neden olur ve sonug olarak bir kan
pihtist olusur. Kan pihtisi, kirmizi ve beyaz kan hiicreleri (16kositler) ile trombositler dahil
olmak tizere kanin tiim hiicresel komponentlerini igerir. Piht1 iki isleve sahiptir; travmaya
ugrayan dokularin gegici olarak korunmasi ve hiicre gocii igin gecici bir matriks gorevi
gormesidir. Piht1 olusumu, herhangi bir travmaya kars1 dokuda olusan anlik cevaptir. Pthti
olusumundan sonra dokuda c¢esitli hiicrelerin sirayla gorev yaptig1 iyilesme asamalari

meydana gelmektedir (25).
2.1.1. Yara lyilesmesinin Asamalar

Her ne kadar dokular benzersiz iyilesme 6zelliklerine sahip olsalar da temelde tim
dokular birbirlerine benzer iyilesme mekanizmalarin takip ederler. Yara iyilesmesi siireci,
giinlerce devam eden agsamalardan olusmaktadir. Bu asamalar, dokularin basarili bir sekilde
yenilenmesi igin gerekli anahtar bilesenler olarak tanmimlanmigtir. Yara iyilesmesinin
asamalar1 inflamasyon, proliferasyon ve remodelasyon olarak 3’e¢ ayrilmaktadir ve her

asama ¢esitli hiicre tiplerini kapsamaktadir (26).
2.1.1.1. inflamasyon asamasi

Inflamasyon, yara iyilesme siirecinde gergeklesen ilk asamadir. Bu asamada
hemostazin saglanmasi, bakteriyel invazyonun Onlenmesi ve Olii dokularin ortamdan
uzaklastirilmas1 gergeklesmektedir. Inflamasyon asamas1 24-48 saat siirer ve sicaklik artist,

odem, kizariklik ve agr ile karakterizedir (27). Yara iyilesmesinin akut fazi, hemostazi ve



inflamatuvar yanit1 kolaylastirdigi1 bilinen PDGF’nin, prostaglandinlerin ve 16kotrienlerin
salinmasi yoluyla trombositlerin aktivasyonu ile kismen tetiklenir. Trombositler, yara
iyilesmesinin temel komponentleri olan biiyiime faktorlerinin ve sitokinlerin dogal
saglayicisi olarak erken donemde yara iyilesmesini desteklemektedir. Trombositlerden
salman PDGF, fibroblastlar, diiz kas hiicreleri, makrofajlar, monositler ve nétrofiller
tizerindeki kemotaktik ve mitojenik etkilerden sorumlu olan bir biiylime faktoriidiir. Bu
asamada noétrofiller, yaralanma bolgesine hizla go¢ eder ve yaralanmadan iki giin sonra
maksimum diizeye ulasir. Ek olarak, nétrofiller fibroblastlarin, epitel hiicrelerinin ve
vaskiiler endotel hiicrelerinin hasarli dokuya goglinii uyaran biiyiime faktorlerinin
salinmasina yardimer olur. Yaklasik 48 saat sonra, makrofajlar yara yatagindaki baskin
inflamatuvar hiicreler haline gelirler. Makrofajlar bakteri ve doku kalintilarini temizlemeye
ve notrofillerin yok edilmesine hizmet ederler. Yara iyilesme siireci ilerledik¢e yaradaki

makrofajlarin sayisi1 azalir ve fibroblastlar yara yataginin ana bileseni haline gelirler (28, 29).
2.1.1.2. Proliferasyon asamasi

Yara iyilesmesinin proliferasyon asamasinda hiicresel aktivite ve hasarli dokunun
onarimi hakimdir. 48-72 saat i¢inde fibroblastlar hasarli bolgeye gog¢ ederler ve fibroplazi
olarak tanimlanan yapisal proteinlerin sentezlenmesinde, yara matriksinin yeniden
diizenlenmesinde ve yaranin kontraksiyonunda rol oynarlar. Fibroplazi sirasinda yeni dermal
matriks ve graniilasyon dokusu olusur. Fibroplazi gergeklestikce, temel fibroblast biiyiime
faktorii gibi biiytime faktorlerinin salinmasiyla anjiyogenez siireci baglar. Anjiyogenez, yara
boslugunda yeni damarlarin iiretilmesini veya onceden var olan damarlara anastomoz ile
yeni kan damarlarinin olusumunu icerir. Makrofajlar tarafindan salinan tiimor nekroz faktor-

o (TNF-a) da anjiyogenezi ve yeni kan damarlarinin olusumunu destekler (30).
2.1.1.3. Remodelasyon asamasi

Yara iyilesmesinin son asamasi olan remodelasyon, kasilma ve yara boyutunun
kiiciiltiilmesini igerir. Birka¢ ay devam eden bu asamada inflamatuvar hiicreler giderek azalir
ve yara normal dokuyu taklit etmeye baslar. Anjiyogenez sonlanir, kollajen lifler kalic1 hale
gelir. Bu lifler yaraya diren¢ ve biitiinliik kazandirir. Sonug olarak, siirekli bir kollajen

dongiisiinii ve matriksin yeniden sekillenmesini i¢eren stabil bir hal alir (27).



2.1.2. Yara lyilesmesine Etki Eden Faktérler

Yara iyilesmesini etkileyen faktorler lokal ve sistemik faktorler olarak iki baslik

altinda incelenebilir (31).
2.1.2.1. Lokal Faktorler

e Vaskiiler bozukluklar

e Yanlis cerrahi teknik

e Doku iskemisi

e Enfeksiyon

e Hemostatik ilag¢ kullanimi1

e Yabanci cisim reaksiyonu

e Yara bolgesine bagl 6zellikler (dokunun kanlanmasi, rejenerasyon kapasitesi,
hareketliligi vb.)

2.1.2.2. Sistemik Faktorler

e Protein ve vitamin eksiklikleri (Ozellikle A ve C Vitaminleri)

e Sistemik ila¢ kullanimi (NSAII, kortikosteroidler)

e Malnutrisyon ve beslenme problemleri

e Sistemik vaskiiler hastaliklar

e Kronik ve endokrin hastaliklar (Kardiyovaskiiler, Otoimmiin hastaliklar,
Diabetes Mellitus vb.)

e Sigara kullanimi

e Alkol kullanimi1

e Radyoterapi ve kemoterapi

o Illeri yas

Yara bolgesinde meydana gelen enfeksiyon, inflamasyon siirecini uzatarak yaranin
iyilesmesini geciktirir. Yara bolgesinde enfeksiyon meydana geldigini anlamak igin
bakteriyel kiiltiirden ¢ok klinik bulgulara bakilarak karar verilir (32). Klinik olarak
enfeksiyon meydana gelebilmesi i¢in gram basina 100.000’den fazla bakterinin dokuda
bulunmasi gerekmektedir. Enfeksiyon sonucunda dokuda proteolitik enzimler agiga ¢ikar ve
hiicre lizisine yol acarak lokal doku hipoksisi gerceklesir. Tiim bunlarin sonucu olarak yara

iyilesmesinin inflamatuvar fazi uzar ve doku yikimi meydana gelir (32).



2.1.2.3. Agiz i¢cerisinde Yara Iyilesmesini Etkileyen Faktorler

Cerrahi operasyon sonrasi ya da travma sonrasi agiz igerisinde meydana gelen

yaralanmalarin iyilesmesini etkileyen faktorler lokal ve sistemik olarak ikiye ayrilir (33).

Lokal Faktorler

e Cerrahi bolgede enfeksiyon olmasi
e Flep tasarimi ve dikis yontemi

e Flep kenarlarinin beslenmesi

e Flep kalinlig1 ve gerginligi

e Operasyon sonrast kanama

Sistemik Faktorler

e Sigara kullanimi
e Diyabet
e Immiinsupresyon

e HIV-AIDS

Agiz igerisinde cerrahi islem sonrasi saglikli yara iyilesmesi, altta saglikli bir kemik
varhiginda damak ve diseti dokusunun skar olusmaksizin iyilesmesi ile karakterizedir (34).
Periodontal cerrahi islemler sonrasi yara iyilesmesi sirasinda, diseti kenarlarinda ve
interdental papiller bolgede doku biitiinliigiiniin bozulma riski bulunmaktadir. Bu riski en
aza indirmek i¢in spesifik bazi flep teknikleri, dogru insizyonlarin yapilmasi ve bdlgenin

enfeksiyondan korunmasi ¢ok énemlidir (35).

Ag1z igerisinde meydana gelen bir diger iyilesme ¢esidi dental implant ytlizeylerinde
gergeklesmektedir. Dental implant cerrahilerinde implant dogrudan kemik igerisine
yerlestirilir. Implant yerlestirildikten sonra kapatma vidasmin iizeri yumusak doku ile
kaplanir. Kemikte iyilesme, hazirlanan implant yuvasi ve implant yiizeyi arasinda
gergeklesir (35). Implant yivleri arasinda ilk olarak kan pihtilari olusur ve daha sonra piht
makrofajlar ve graniilositler tarafindan ortamdan uzaklastirilir. Fibroblastik progenitor
hiicreler tarafindan bolgede graniilasyon dokusu olusumu gergeklestirilir. Son olarak,
graniilasyon dokusundaki hiicreler kemik olusturan osteoblastlara doniisiir. Bu kemik
olusumu implantin yerlestirilmesinden 4 giin sonra baglar ve 3 ay icerisinde maksimum

kemik-implant temas1 saglanir (36).



Periodontal cerrahi islemler veya travma sonucu yaralanma meydana geldigi zaman
ylizeye tutunabilen mikroorganizmalar doku igerisine giris imkani bulmaktadir. Patojen
mikroorganizmalarin dokuya girmesi ve ¢ogalmast sonucunda da enfeksiyon
gerceklesmektedir. Mikroorganizmalar ve endotoksinleri, interlokin-1 (IL-1) ve TNF-a gibi
proinflamatuvar sitokinlerin yara bolgesinde uzun siire yiiksek seviyelerde kalmasina neden
olarak inflamasyon asamasini uzatmaktadirlar. Bu durumun uzun siire devam etmesi yaray1

kronik bir hale getirerek iyilesmeye engel olmaktadir (37, 38).

Kandaki trombosit hiicreleri ve noétrofil, monosit, lenfosit gibi 16kosit hiicreleri
araciligiyla dokudaki enfeksiyon onlenmeye ¢aligilir. Trombositler, reseptorleri araciligiyla
dolayli olarak veya trombosit mikrobisidal proteinleri (PMP) sayesinde direkt olarak dokuya
giren bakterilerle etkilesime girebilmektedir. Bu etkilesimler, yalnizca trombozu veya
hemostazi saglamanin 6tesinde enfeksiyonla miicadelede trombosit hiicrelerinin énemini

gostermektedir (39).
2.2. Trombositler
2.2.1. Trombositlerin Genel Ozellikleri

Trombositler, megakaryositlerden kdken alan, ortalama yasam siireleri 7 ila 10 giin
olan, renksiz, 2-4 um ¢apinda kiigiik, ¢ekirdeksiz ve kiiresel hiicrelerdir. Sitoplazmadaki
aktif molekiillerin dis ortama atilmasini saglayan parmak seklinde uzantilardan olusan bir
kanal sistemine sahiptirler. Morfolojik olarak hiicre duvarinda sahip olduklar1 vezikiiller ve
girinti, ¢ikintilar nedeniyle deniz siingerine benzetilirler. Trombositlerin kandaki toplam
say1s1 150.000-400.000/ul’dir. Kanda en ¢ok bulunan hiicrelerdendir ve sensorleri sayesinde

doku hasarini tanirlar (40).

Esas gorevleri hasarli endotel yiizeyine yapisarak hemostazi saglamaktir. Bu
gorevlerinin yaninda trombositler, graniillerinden serbest biraktiklari bilyiime faktorleri ve
sitokinler araciligiyla anjiyogenezi, matriks remodelasyonunu ve hiicre ¢ogalmasini
saglayarak yara iyilesmesi asamasinda 6nemli bir rol oynarlar (41, 42). Vaskiiler sistemin
koruyucular1 olarak da islev goren trombositler, bakteriyel reseptorleri agiga cikarirlar,
bakterileri absorbe etme yetenegine sahiptirler ve bir dizi konak savunma fonksiyonu

saglayan ¢esitli molekiilleri serbest birakirlar (43).



Trombositler, yapisinda graniiller igerdigi ic¢in graniilositler arasinda

sayilabilmektedir. Trombositlerde genel olarak 3 tip graniil bulunmaktadir (41, 44):

1. Dens (delta) graniiller; damar tonusu ile ilgili mediyatorleri igerirler. Bu

mediyatorler niikleotidler, biyoaktif aminler ve minerallerdir.

2. Alfa grantiller; PMP’ler, kinosidinler, mitojenik faktorler, koagiilasyon faktorleri

ve proteaz inhibitorlerinden olusan bes ¢esit protein igerirler.

3. Lizozomal graniiller; proteazlar ve glikozidazlar gibi trombosit fibrin tikag
olusumuyla doku yenilenmesini ve yara iyilesmesini saglayan gesitli enzimleri igeren

graniillerdir (41, 45).

Trombositler enfeksiyona ve damar hasarina miidahalede ilk gorev alan hiicrelerdir.
Patojen mikroorganizmalarin erken tespit edilmesine katki sagladiklari gibi konak
savunmasinin iyilestirilmesini ve aktive edilmesini de saglarlar (45). Trombositler ¢esitli
mikrobiyal patojenlerle dogrudan veya dolayli olarak etkilesime girerek kan dolasiminda
bulunan patojenleri temizlerler (46). Makrofajlarin yaptigina benzer bir sekilde kan
dolagiminda ve dokularda bulunan patojen mikroorganizmalar1 igerisine alarak fagosite
ederler. Ancak bu islemin gergek bir fagositoz olup olmadigi net olarak gosterilememistir

(42, 45).
2.2.2. Trombositlerin Mikrobiyal Tehlikeleri Tanimasi

Trombositlerin mikroorganizmalara bagli olusan tehlikeleri tanimasi ve yanit
vermesi ile ilgili mekanizmalar heniiz tam olarak agiklanamamistir. In vitro ve hayvan
caligmalarinda, trombositlerin bakterilere 6zgii proteinden zengin alanlari hedef aldig:
gosterilmistir (42). Bakterilere 6zgii bu peptitlerin trombositleri, toll benzeri (TLR)
reseptorler ve IL-1 ailesinden diger sitokinler yoluyla uyardigi ve bu uyarilma sonucunda da
reseptorlerin sayisinda onemli miktarda artis oldugu diistiniilmektedir. Trombositlerin,
bakteriyel enfeksiyon kaynakli aktivasyonunda TLR1 ve TLR6 artist olurken, trombin ile
aktivasyonu sonucunda énemli miktarda TLR9 artis1 olmaktadir (47).

Trombositlerin enfeksiyona karsi konak savunmasina katkida bulundugu kavrama,
trombosit yapist ve islevi ile ilgili bir dizi kanitla dogrulanmaktadir. Ornegin trombositler,
notrofiller ve monositler gibi fagositoz 6zelligine sahip hiicreler ile ortak yiizey antijenlerine
sahiptirler ki bunlar; 40-kDa FcyRII reseptorii (48), IgE i¢in FceRI reseptorii (49), C-reaktif
protein reseptorii (50) ve trombospondin reseptéric CD36°dir (51). Bununla birlikte
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trombositler, C3a ve C5a reseptorleri de igerirler ve lokositlerin konak savunmasinda

oynadigi role benzer sekilde TNF-a, IL-1, IL-6 sitokinlerine kars1 duyarlilik gosterirler (44).
2.2.3. Trombositlerin Konak Savunmasindaki Rolleri

Trombositlerin konak savunmasina 6nemli 6l¢iide katki saglayan ¢esitli yapilara ve
fonksiyonlara sahip oldugu giiniimiizde agik¢a bilinmektedir. Trombositler, patojen
mikroorganizmalarin erken asamada tespit edilmesini, konak savunmasinin aktivasyonunu
ve arttirtlmasini1 saglamaktadir. Son yillarda trombositlerin konak savunmasina katki
saglayan molekillerini ve mekanizmalarini tanimlamak amaciyla pek ¢ok c¢alisma

yapilmustir (52, 53).
2.2.3.1. Trombosit Mikrobisidal Proteinler (PMP) ve Kinosidinler

Insan trombositlerindeki antimikrobiyal peptitleri ilk olarak Tang ve ark.
tanimlamiglardir. Giiniimiizde, aktive olmus trombositlerin graniillerinden bir dizi efektor
peptidin serbest birakildig bilinmektedir (52). PMP olarak bilinen bu peptitler direkt olarak
mikrobisidal etkilere sahiptir (54).

Trombositlerin antimikrobiyal etkilerinin arastirildigi ¢alismalarda, PMP’nin bir alt
tipi olan klasik kemokinlerin mikrobisidal aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir.
Kemokinin etkileri ile birlikte mikrobisidal etkinlige sahip oldugu anlasilan bu peptitler,
kinosidinler olarak adlandirilmigtir  (54). Trombositlerin  aktivasyonu sonucunda
graniillerden hizla salinan kinosidinler, bakteriyel patojenler iizerinde giiglii bir
antimikrobiyal aktivite gosterirler. Kinosidinler, kan dolasiminda inaktif olarak bulunan

klasik antimikrobiyal proteinlerden farkli olarak doku hasari1 sonucu kan dolagimina girerler
(55).

Konak savunmasindaki mikrobisidal proteinlerin ve kinosidinlerin antimikrobiyal
etkinliginin gesitli asamalar sonucunda gergeklestigi tespit edilmistir. Mikroorganizma ile
karsilagtiktan sonra trombosit hiicreleri aktive olur ve graniillerinden PMP’ler, kinosidinler
ve ADP/ATP molekiilleri salinir. Ac¢iga ¢ikan ADP uyarilmamis komsu trombositlerde
P2X1/P2Y12 reseptorlerine baglanarak komsu trombosit hiicrelerinin de aktive olmasini
saglar. Bunun sonucunda aktive olmus trombosit hiicrelerinden tekrar PMP’ler ve
kinosidinler degrantile olurlar. Gergeklesen bu dongii, viicutta olusan enfeksiyon sinirlanana

kadar artarak devam eder (56).
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2.2.3.2. Trombositlerin Amplifikasyon Basamag

Trombosit amplifikasyonu, uyarilmis trombosit hiicrelerinin graniillerinden salinan
proteinlerin komsu trombosit hiicrelerini aktive ederek uyarilan trombosit hiicre miktarinin
artmasidir. Trombositlerin amplifikasyon basamagi viicudun konak savunma sisteminin
uyarilmasi agisindan Onemli bir asamadir. Trombosit hiicrelerinin mikroorganizma ile
etkilesime girmesini takiben graniillerinden PMP’lerin ve kinosidinlerin salindigi
bilinmektedir (57).

Trombosit-mikroorganizma etkilesim mekanizmasi, birbirini takip eden ve tekrarlayan

bir dizi asamalar1 igermektedir (45, 57):

e Mikroorganizmaya yanit olarak trombositlerin aktivasyonu,

e PMP'lerin, kinosidinlerin ve ADP/ATP'nin degraniilasyonu,

e Inaktif halde bulunan komsu trombositler iizerindeki P2X1/P2Y12 reseptdrlerinin
aktivasyonu,

e Birbirine komsu trombositlerden PMP ve kinosidin salinmasinin tekrarlamasi
2.2.4. Trombositlerin Mikroorganizmalarla Etkilesimleri

Trombositler ve trombositlerden salinan mikrobisidal proteinler ile kinosidinler,
viral, bakteriyel, fungal ve protozoal patojenlerin tiimii ile etkilesime girebilmektedir. Ancak
bu etkilesim her mikroorganizma igin farkli sekillerde meydana gelmektedir ve
trombositlerin patojen mikroorganizmalar ile etkilesimleri dogrudan veya dolayli olarak

gerceklesmektedir (44, 58-60).

PMP’lerin ve kinosidinlerin konak savunmasindaki 6énemi son yillarda daha ¢ok
dikkat ¢ekmeye baslamistir. Yapilan in vitro, ex vivo ve in vivo ¢alismalarda PMP'lerin,
kinosidinlerin ve sentetik tiirevlerinin, gram pozitif ve gram negatif bakteriler ile mantarlar

tizerinde antimikrobiyal etkinlik gosterdigi bildirilmistir (44, 61).

PMP’ler ve kinosidinler, dogrudan antimikrobiyal etkilerinin yaninda, nétrofil ve
monosit gibi konak savunmasinda gorevli hiicreler ile etkilesime girerek dolayli yoldan
konak savunma hiicrelerinin antimikrobiyal etkinliklerini de uyarirlar ve antimikrobiyal
yanitin artmasii saglarlar. Bu anlamda nétrofil ve trombosit hiicrelerinin etkilesimleri
viicudun bakteriyel enfeksiyona karsi savunmasinda olduk¢a 6nemlidir. Mikroorganizma ile
etkilesime girdikten sonra trombositlerden salinan PMP’ler ve kinosidinler 6zel bazi

reseptorler araciligiyla noétrofillere ve monositlere baglanirlar. Bu baglanti nétrofillerin
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fagositozunu ve hiicre i¢i 61diirme mekanizmalarini arttirir (62). Ayn1 zamanda trombositler
gram pozitif ve gram negatif bakterilere yanit olarak ndtrofillerin oksidatif patlama

aktivitesini de giiglendirirler (63).
2.2.4.1. Trombositler ve Bakteriyel Patojen Etkilesimleri

Trombositler ve bakteriyel patojen etkilesimleri ile ilgili yapilan en eski metodik
aragtirmalar Clawson ve White’in yapmis oldugu arastirmalardir. Bu arastirmalarda
bakteriyel patojenlerin, insan ve diger memelilerin trombositlerine yapistig1 ve toplandigi,
trombositleri aktive ettigi ve trombositlerin degraniilasyonunu hizlandirdigi gosterilmistir
(64-67). Genel olarak bakteri-trombosit etkilesimi birbirini takip eden bir dizi asama ile
gerceklesmektedir (68):

e Direkt temas
e Morfogenez
e Erken agregasyon

e Geri doniisiimsiiz agregasyon

Bakteriler ve trombositler arasindaki etkilesimin baslamasini saglayan ilk asama,
bakterilerin direkt olarak trombosit hiicreleri ile temasa gegmesi sonucunda gerceklesir. Bu
asama birka¢ dakika i¢inde tamamlanarak trombositlerde morfogenez asamasinin
tetiklenmesini saglar. Morfogenez asamasinda trombosit hiicreleri sekil degistirerek diskoid
formdan daha diizensiz bir yapiya doniisiirler. Bu asamada graniiller organize olarak
sitoplazmaya dogru hareket ederler. Graniillerin organizasyonunu takiben trombosit
hiicrelerinde degraniilasyon ger¢eklesir ve graniillerden salinan trombospondin ve fibrinojen
gibi mediyatorler trombosit hiicrelerinin erken agregasyonunu uyarir (67). Bakteri ve
trombositler arasindaki agregasyon i¢in esik bir bakteri konsantrasyon degeri mevcuttur. Her
mikroorganizma igin farklilik gdsteren bu esik konsantrasyonun altindaki miktarlarda
agregasyon devam etmezken, tistiindeki miktarlarda geri doniistimsiiz agregasyon meydana
gelir (68). Trombositler ve bakteriler arasindaki agregasyon ger¢eklesmeden once belirgin
bir gecikme siiresi vardir. Bakteri konsantrasyonunun yiiksek olmasi bu siireyi kisaltsa da
tamamen ortadan kaldirmaz. Baz1 bakteriler i¢in gecikme siiresi 90-120 saniye kadar kisa

olmasina ragmen baz1 bakteriler i¢in 20 dakikaya kadar uzayabilir (68).
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Farkli bakteri cinsleri, hatta ayn1 cinsin farkl tiirleri, farkli sekilde trombositlere
yapisabilir, onlar1 aktive edebilir, kiimelenebilir ve trombositlerin degranulasyonunu
indiikleyebilir. Ornegin, Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis ve Escherichia coli in vitro olarak insan trombositlerine hizla yapisir ve trombosit
agregasyonu olustururken (64-67), Staphylococcus epidermidis ve Streptococcus
pneumoniae gibi kan dolagimina giren baz1 bakteriler, trombosit agregasyonu

olusturmamaktadir (64).

Trombositler ile Gram Pozitif Bakterilerin Etkilesimleri

Trombositler ile gram pozitif bakteriler arasindaki mekanizmalart gostermek
amaciyla gesitli bakteri gruplar ile ¢alismalar yapilmistir. Gram pozitif bakteriler ve
trombositler arasindaki etkilesimi en iyi Staphylococcus tiirleri {izerine yapilan ¢alismalar
tanimlamigtir. Genel olarak bu c¢alismalar, mikroorganizmanin toksinleri ve kapsiil
bilesenleri ile trombosit aktivasyonunu saglayan yiizey proteinleri iizerine odaklanmistir

(69-71).

Staphylococcus tiirleri enfektif endokarditin etiyolojileri arasinda en sik rastlanan
etkendir (72) ve aym zamanda ikinci en sik goriilen bakteriyemi etkenidir (73).
Staphylococcus tiirleri arasindan 6zellikle S.aureus’un kapsiil bilesenleri ve toksinleri
izerine arastirmalar yapilmigtir. Trombositler ile etkilesime giren S.aureus toksinleri
arasinda en kapsamli calismalar alfa toksin {izerine yapilmistir. Bu ekzotoksinin
trombositlerin, eritrositlerin ve hatta bazi1 lokositlerin hiicre zar ile etkilesime girerek
hiicrede hasara ve sonunda hiicrenin lizisine neden oldugu bildirilmistir (44). Trier ve ark.,
S.aureus ve trombosit etkilesimi iizerine yaptiklar1 calismada, trombosit/S.aureus
konsantrasyonunun 10:1 veya daha yiiksek oldugu durumlarda trombositlerin S.aureus’un

¢ogalmasini 6nemli derecede azalttigini1 géstermislerdir (57).

Trombositler ile Gram Negatif Bakterilerin Etkilesimleri

Gram  pozitif — mikroorganizmalar ile  kiyaslandiginda gram  negatif
mikroorganizmalar ve trombosit etkilesimleri hakkinda literatiirde nispeten daha az bilgi
bulunmaktadir (41, 58, 74). Bu etkilesimler ile ilgili en iyi ornekler, trombositler ile
Pseudomonas aeruginosa veya Yersinia tiirleri arasindaki etkilesimleri degerlendiren
caligmalardir (75, 76). Coutinho ve ark., P.aeruginosa kaynakli major viriilans faktor
fosfolipaz C’nin doza bagimli olarak trombosit agregasyonuna neden oldugunu
bildirmiglerdir (75).
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2.2.4.2. Mantarlar ile Trombositlerin Etkilesimleri

PMP’lerin ve kinosidinlerin immiin savunma fonksiyonlar1 bakteriyel patojenlere
kars1 oldugu gibi mantarlara ve bazi protozoalara kars: da etkilidir (45). Trombositler,
graniillerinden salinan proteinleri araciligiyla Zygomycetes iizerinde antifungal etkiye
sahiptir ve mantarlarin biiylimesini ve yayilmasin1 Onemli Olgiide azaltmaktadir.
Trombositlerin, mantarlarin (Rhizopus spp., Rhizomucor spp., Mucor spp. ve Absidia spp.)
konidya ve hiflerle ¢ogalmasini ciddi 6l¢iide azaltarak fungal biiylimenin gii¢lii bir inhibitorii
oldugu gosterilmistir (77). Ayn1 zamanda ¢esitli ¢calismalarda PMP’lerin Candida tiirleri
tizerinde antifungal aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir (78-80).

2.3. Beyaz Kan Hiicreleri (Lokositler, Akyuvarlar)
2.3.1. Lokositlerin Genel Ozellikleri

Lokosit kelimesi Yunanca 16kos (beyaz) ve kito (hiicre) kelimelerinden koken alir,
dolayisiyla da beyaz kan hiicresi terimi yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu hiicreler
hemopoietik hiicre hattindan gelisir. Hemopoietik kok hiicreler yetiskinlerde kemik iliginde

ve ayrica az miktarda kanda bulunurlar (81).

Lokositler, sitoplazmalarinda graniiller olan graniiler hiicreler (graniilositler) ve
nispeten temiz sitoplazmali agraniiler hiicreler (lenfositler ve monositler) olarak ikiye
ayrilirlar (Sekil 1).

Graniiler hiicreler ndétrofiller, eozinofiller ve bazofillerden olusmaktadir.
Polimorfoniikleer 16kositler, PMN, PML olarak da adlandirilan graniilositler, dogustan gelen
bagisiklik sisteminin merkezi hiicresel faktorleridir. Notrofiller, giiclii fagositoz yapan
inflamasyonun en 6nemli hiicreleridir ve bakteriyel enfeksiyonlarda kandaki sayilar belirgin
sekilde artmaktadir. Eozinofiller, fagositoz kapasiteleri sinirli hiicrelerdir ve genellikle
viicudun alerjenlere ve parazitlere karsi reaksiyonlarindan sorumludurlar. Graniillerinde
bulunan proteinler ve oksijen metabolitleri sayesinde parazit membranini pargalayarak etki
gostermektedirler. Bazofiller, kandaki sayilari en diisiik olan 16kosit hiicrelerdir ve fagositoz
yetenekleri olmamasina ragmen dokulara go¢ edebilirler. Dokulara gegen bazofil hiicreleri
mast hiicresi olarak adlandirilmaktadir. Mast hiicreleri sitokin sentezler ve IgE ile olusan

alerjik reaksiyonlara katilirlar (82—84).
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Agraniiler hiicreler ise monositler ve lenfositlerden olusur. Monositler kemik iliginde
olgunlasip kana gegerek yaklasik 8 saat dolasimda kalirlar ve daha sonra dokuya yerleserek
olgun makrofaj halini alirlar. Temel islevleri fagositoz, antijen sunma ve sekresyondur (85).
Lenfositler, ¢aplar1 ve sitoplazma miktarlarina gére T lenfositler, B lenfositler ve dogal
oOldiiriicti hiicreler (Natural Killer) olarak ti¢ alt tipe ayrilirlar ve toplam 16kosit hiicrelerinin
%20-40 kadarin olustururlar. Lenfosit hiicrelerinin %80’ini olusturan T lenfositler, kemik
iligindeki kok hiicrelerin timiise gelip olgunlagsmasi sonucu olusurlar. T lenfositler timusta
olgunlasma asamasinda yiizey antijenleri kazanarak alt tiplere ayrilirlar ve genellikle
hiicresel bagisikliktan sorumludurlar (84, 86). B lenfositler toplam lenfosit hiicrelerinin
%10’unu olustururlar ve T lenfositlerden farkli olarak kemik iliginde olgunlasirlar. Antijen
ile uyarilmalar1 sonucunda iki alt tipe ayrilirlar ve temel olarak antikor {iretimi ile humoral
immiin yanittan sorumludurlar (87, 88). Dogal 6ldiiriicii hiicreler kemik iliginden koken alan
ve viriislere kars1 dogal bagisiklik yanitta ilk gorev alan hiicrelerdir. Biiyiik graniillii lenfosit

olarak da adlandirilmaktadirlar ve tiim lenfositlerin %10 ’unu olustururlar (89).

Wy i

Monosit

D

“* Lenfositler Notrofil

Beyaz Kan Hiicreleri

Sekil 1. Agraniiler ve graniiler beyaz kan hiicreleri.

16



2.3.2. Lokositlerin Konak Savunmasindaki Rolii

Grantilositler olduk¢a kisa Omiirlii hiicrelerdir ve kan dolasiminda bulunan
lokositlerin %60-70’1ini olustururlar. Graniilosit hiicrelerden biri olan nétrofiller I6kositlerin

%60’ 11, graniilositlerin %90’ 11 olusturmaktadir (90).

Notrofiller bagisiklik sisteminin temel unsurlarindan biridir ve iyilesme siirecinde
onemli rol oynarlar. Noétrofillerin baslica fonksiyonlar1 fagositoz ve hiicre i¢i dldiirme
aktivitesidir. Enfeksiyon bolgesinde lokalize olan nétrofiller uygun sekilde opsonize edilmis

yapilara baglanip onlar1 fagosite ederler (90).

Notrofillerin graniilleri, ¢esitli antimikrobiyal peptitler ve enzimler igermektedir ve
biiylik 6l¢iide fagozom igerisinde degraniile edilerek yutulan mikroorganizmalar {izerinde
etki gostermektedirler (82). Bu peptitlerden bazilar1 &zellikle aragtirilmigtir ki bunlar;
laktoferrin, defensinler, bakterisidal/gercirgenlik arttiran protein (BPI), azurosidin/heparin
baglayici protein, katelisidinler, fosfolipaz A2, kalprotektindir. Antimikrobiyal peptitler
genellikle yapisal olarak hidrofobik ve hidrofilik yanlara sahip olacak sekilde diizenlenir. Bu
Ozellik hem su igeren hem de lipit bakimindan zengin membranla etkilesime girmelerini

saglamaktadir (91, 92).

Lizozomal katyonik proteinler olarak da adlandirilan defensinler, dogustan gelen
bagisikligin olusmasi agisindan hem noétrofiller hem de trombositler i¢in olduk¢a 6nemlidir.
Iceriginde bulundan molekiiller sadece antibakteriyel degil, ayn1 zamanda antiviral,
antiparazitik ve antifungal etki de gosterirler. Defensinlerin antimikrobiyal aktivitesinin
mekanizmasi, bir mikroorganizmanin hiicre zar1 ile birlesmeleri ve ardindan apoptozise yol

acan birka¢ metabolik siireci baglatmasiyla gergeklesmektedir (93).

Lokositler, antienfeksiydz etkilerinin yani sira IL-1pB, IL-6, IL-4 ve TNF-a gibi
onemli immiin sitokinlerin salinmasi yoluyla yara iyilesmesinde de anahtar rol oynayan
hiicrelerdir. Konak savunmasindaki rollerinin iyi tanimlanmasiyla birlikte l6kositler,
biyomateryallerin konak dokuya uyum saglama yetenegini kontrol eden diizenleyiciler

olarak da islev géormektedirler.
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2.4. Trombosit Konsantrelerinin Gelisimi

Dokuda meydana gelen yaralanmalarda iyilesmeyi arttirmak ve enfeksiyonu
engellemek igin uygun biyomateryallerin gelistirilmesine yonelik klinik arastirmalar uzun
stiredir devam etmektedir. Hekimler yapilan cerrahi miidahalelerden sonra dokunun yeniden
sekillenme siireci ve sag kalimi iizerine sonuglar1 iyilestirmek i¢in son 50 yilda fibrin
yapistiricilart ve buna benzer triinleri kullanmaktadir. Kan tiirevlerinin kullanimi ilk kez
1972 yilinda Matras ve ark. tarafindan tanimlanmis ve konsantre fibrinojenden (trombin ve
kalsiyumun indiikledigi polimerizasyon) olusan fibrin yapistiricilar yaralar1 kapatmak ve
iyilesmeyi uyarmak amaciyla kullaniimaya baslanmstir (94). Uretim protokollerinin
karmasik olmasi ve ¢apraz enfeksiyon riski tasimalar1 nedeniyle, fibrin yapistiricilarin klinik
kullanimlar1 olduk¢a sinirli kalmistir (95). Benzer etkilerin saglanmasi amaciyla fibrin
yapistiricilarin yerine trombosit konsantrelerinin kullanimi ilk olarak 1997 yilinda Whitman
ve ark. tarafindan ortaya atilmis (3) ve son yirmi yilda énemli bir aragtirma konusu haline
gelmistir. Farkli sistemler ve protokoller ile olusturulan trombosit konsantrelerinin hepsi,
orijinal transflizyon trombosit konsantreleriyle ayni ad1 tagiyan trombositten zengin plazma
(TZP) olarak adlandirilmistir (96).

2.4.1. Trombositten Zengin Plazma

TZP’nin gelisimi ilk olarak 1980’li yillarda baslamistir. Farkli TZP hazirlama
protokolleri bulunmasina ragmen, bu protokollerin ortak noktasi, hastadan alinan kanin basit
ve otomatik makineler kullanilarak hemen trombosit konsantresi haline doniistiiriilmesidir
(97). Cerrahi islem Oncesinde veya cerrahi sirasinda trombosit aktivasyonunu veya
degraniilasyonunu 6nlemek i¢in antikoagiilan igeren tiiplerde hastadan alinan venoz kan
hemen santrifiij edilmektedir. Ilk santrifiij (yumusak doéndiirme), alman kanm ii¢ farkli
katman seklinde ayrilmasini saglar. Tiipiin alt kisminda kirmizi kan hiicreleri yer alir ve
toplam hacmin %55’ini olusturur. Tiipiin tepe kisminda trombosit agisindan fakir plazma
(TFP) olarak adlandirilan aseliiler plazma yer alir. Bu iki tabaka arasinda trombosit
konsantrasyonunun biiyiik 6l¢iide arttig1 ara katman olan “buffy coat” yer alir ve toplam
hacmin sadece %5’ini olusturur. ilk tiipte olusan TFP katmani ile buffy coat denilen kisim
ve az miktarda kirmizi1 kan hiicresi enjektdr kullanilarak antikoagiilan icermeyen baska bir
tiipe aktarilir. Ikinci tiip daha hizli ve uzun siireli (sert dondiirme) bir ayarlama ile santrifiij
edilir. Bu ikinci santrifiij asamasindan sonra tiipiin list kisminda biriken TFP kismi atilarak

altinda toplanan 16kosit ve trombosit agisindan zengin plazma (L-TZP) elde edilir (Sekil 2).
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Elde edilen TZP; sigir trombini ve/veya kalsiyum klorit ile karistirilarak trombosit

aktivasyonu saglanir ve jel formuna getirilir (97, 98).

Trombositten zengin plazma doku rejenerasyonunu uyarabilen bir otolog
biyomateryal olarak tip ve dis hekimliginde siklikla kullanilmistir. Ancak yapilan
calismalarda TZP’nin rejeneratif kapasitesinin simirlt oldugu gosterilmistir (99, 100).
TZP’nin hazirlanmasi i¢in kullanilan antikoagiilan ajanlarin dokunun rejenerasyonunu
baskiladig: bildirilmistir (101). Bununla birlikte hazirlik protokoliiniin pahali ve karmasik
olmasi pihtilastirict ajan olarak hayvan trombini kullanilmasi gibi dezavantajlarinin
bulunmasi nedeniyle dis hekimliginde 6zellikle de rejeneratif islemlerde kullanimi giderek

azalmistir.

TEP
(aynims)
TFP | |

— L-TZP
BC A

2 Basamak: L-TZP i¢in
hizh ve uzun santrifi

1 Basamak: Yavas ve kisa santnifiy

Sekil 2. TZP hazirlaniginin sematik gosterimi (96).

2.4.2. Trombositten Zengin Fibrin

2000’1 yillarin basinda yara iyilesmesi iizerinde olumsuz etkileri oldugu bilinen
antikoagiilanlar kullanilmadan yeni bir trombosit konsantresinin gelistirilmesi hedefiyle
Choukroun ve arkadaslar tarafindan simdilerde ikinci nesil trombosit konsantresi olarak

bilinen trombositten zengin fibrin (TZF) gelistirildi (7). TZF, antikoagiilan ya da trombin
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gerektirmeksizin kanin santrifiijlenmesi ile elde edilir. TZP’nin elde edilme asamalarina

kiyasla TZF’nin hazirlanmasi daha basit ve giivenli kabul edilmektedir (102).

TZF hazirlamak i¢in hastadan alinan vendz kan antikoagiilan igermeyen bos cam
tiiplerde 2700 rpm’de 12 dakika boyunca santrifiij edilir (102). Santrifiij islemi sonucunda
3 tabakali bir yap1 olusur (Sekil 3). Tiipiin alt kisminda kirmizi kan hiicreleri ¢okerken iist
kisimda aseliiler plazma tabakasi olusur. Bu tabakalarin ortasinda trombositlerin ve
16kositlerin ¢gogunun konsantre halde oldugu 3 boyutlu mimariye sahip giiglii bir fibrin
tabaka olusur (103, 104). Bu fibrin tabaka TZF ya da ayn1 zamanda I6kosit ve trombositten
zengin fibrin (L-TZF) olarak adlandirilir. TZF hazirlama protokoliiniin basarili bir sekilde
tamamlanmasi hastadan alinan kanin hizlica santrifiij edilmesiyle dogrudan iliskilidir. Elde
edilen TZF jel seklinde yada iki gazli bez arasinda hassas bir sekilde sikistirilarak elde edilen
giiclii bir membran seklinde oral (8), maksillofasiyal (14, 105), kulak burun bogaz (106) ve
plastik cerrahi (107) alanlarinda kullanilmaktadir.

— ASELULER PLAZ

KIRMIZI KAN H{

Sekil 3. TZF hazirlandiktan sonra tabakalarin goriiniimii (102).

TZF, yara iyilesmesinde 6nemli etkileri olan gesitli bitylime faktorlerine sahiptir ve
bu sayede hiicre proliferasyonunu ve doku rejenerasyonunu énemli miktarda arttirmaktadir.
TZF’nin igerisinde, PDGF, VEGF, IGF, EGF ve TGF-f gibi rejenerasyonun saglanmasi igin
¢ok 6nemli olan biiyiime faktorleri yogun olarak bulunmaktadir (108). Bu biiyiime faktorleri

yara iyilesmesinin erken doneminde inflamatuvar yaniti diizenlerler, anjiyogenezi uyarirlar,
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hiicre farklilagsmasina yardimci olurlar, osteogenezi stimule ederler, kollajen sentezini ve
remodelasyonu arttirirlar. TZF, icerisindeki biiyiime faktorleri sayesinde yara iyilesmesini
hizlandirdig1 gibi, trombosit, 16kosit, monosit ve granulosit hiicreleri sayesinde konagin
bagisiklik yanitin1 da destekler. TZP’ye kiyasla TZF’nin igeriginde daha yliksek oranda
bulunan trombosit ve 16kosit hiicreleri, antienfeksiydz etkinlik ile birlikte interlokin ve timor
nekroz faktor gibi immiin sitokinlerin salimini saglayarak konak savunmasini arttirmaktadir
(109). Bu nedenle yapilan cerrahi islemlerde TZF kullanimi, patojen mikroorganizmalara
kars1 gelismis bir savunma olusturmakta ve bu durum daha diisiik enfeksiyon oranlarinin

elde edilebilmesini saglamaktadir (110-112).

Choukroun ve arkadaslar1 tarafindan hazirlanan klasik TZF protokoliinde yiiksek
goreceli santrifiij kuvveti (708 g) (Relative centrifugation force, RCF) uygulanmaktadir (7).
Uygulanan RCF’nin azaltilmasiyla gelismis trombositten zengin fibrin (g-TZF; 208 ¢
kuvveti) (11) ve enjekte edilebilir trombositten zengin fibrin (e-TZF; 60 g kuvveti) (113)
olarak tanimlanan yeni iki tip TZF elde edilmistir. Prensip olarak santrifiij kuvvetinin
azaltilmasi, kandaki hiicrelerin tiipiin asag1 kismina ¢ékmesini azaltip iist kisimda toplanan
hiicre sayisin1 arttirarak TZF matriksi icerisinde hapsedilen 16kosit sayisinin da artmasini
saglamaktadir. Bu prensip diisiik hizda santrifiij konsepti (low-speed centrifugation concept)
olarak adlandirilmaktadir (113) (Sekil 4). Cesitli in vitro arastirmalarda uygulanan goreceli
santrifiij kuvvetinin azaltilmasi sayesinde trombosit konsantrelerindeki hiicresel igerigin ve

trombositlerden salinan bitylime faktorii miktarinin artis gosterdigi bildirilmistir (12).

inflamatuvar Hicreler
BUyUme Faktorleri

G-Kuvveti

COF- L roun ve

Sekil 4. Diisiik hizda santrifiij konseptinin farkli TZF iiriinlerinin elde edilmesine katkis1 (12).
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2.4.2.1. Gelistirilmis Trombositten Zengin Fibrin (g-TZF)

Gelistirilmis trombositten zengin fibrin (g-TZF), Choukroun tarafindan hazirlanan
TZF protokoliindeki goreceli santrifiij kuvvetinin 208g’ye diistiriilmesi sonucu elde
edilmektedir. g-TZF, kanin cam tiiplerde 1500 rpm’de 14 dk santrifiij edilmesi ile
hazirlanmaktadir. Hazirlik protokoliinde yapilan degisiklikler sayesinde g-TZF’de,
trombosit ile 16kosit hiicre sayisinda ve bilylime faktorlerinin saliminda bir artis oldugu
gozlenmektedir. TZF’den daha genis ve daha gozenekli bir fibrin yapiya sahip olan g-TZF,
cerrahi bolgede hiicresel penetrasyonu 6nemli 6l¢iide kolaylastirmaktadir (11). Ancak yapisi
geregi membran formunda oldugu i¢in kemik greftleri ile kombine kullaniminda homojen

bir yap1 olusturulamamakta ve klinik olarak uygulanmasi sirasinda zorluklar yasanmaktadir.
2.4.2.2. Enjekte Edilebilir Trombositten Zengin Fibrin (e-TZF)

Yapilan ¢aligmalarda, TZF nin yara iyilesmesinde ve rejeneratif islemlerde TZP’ye
kiyasla daha etkili oldugu gosterilmistir (114). Bu daha istiin 6zelliklere sahip TZF’nin
klinik islemlerde enjekte edilerek kullanilabilmesi igin s1vi formda bir TZF’nin gelistirilmesi
fikri dogmustur. Ayrica yapilan calismalarda santrifiij kuvvetinin diisiiriilmesi ile TZF
icerisinde daha fazla hiicre ve biiylime faktorii toplanarak rejeneratif kapasitesinin de
arttirllabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu amagcla santrifiij kuvvetinin azaltilmasi, santrifiij
stiresinin kisaltilmast ve antikoagiilan icermeyen plastik tiiplerin kullanilmas ile enjekte
edilebilir bir TZF (e-TZF) elde edilmistir (12). Stvi formdaki TZF’nin elde edilmesi, enjekte
edilerek kullaniminin yaninda kemik greftleri ile birlikte karigtirilarak homojen bir yapi

halinde kullanilabilmesini de kolaylastirmustir.

e-TZF hazirlama protokoliinde, herhangi bir katki maddesi igermeyen plastik tiipteki
kanin 700 rpm’de 3 dakika (60g) boyunca santrifiij edilmesinden sonra tiipiin iist kisminda
sar1 turuncu bir s1vi halinde olan e-TZF ve alt kisimda kirmizi bir yap1 halinde olan kirmizi
kan hiicreleri olusur. Materyalin homojenizasyonunu engellemek i¢in tiip dikkatli bir sekilde
acilir ve en lstte yer alan e-TZF kism1 20 ml’lik enjektor (18G igneli) yardimiyla ¢ekilir
(11). Santrifiij isleminden sonra 10-15 dakikaya kadar sivi formunu korumaya devam eden
e-TZF daha sonra kat1 fibrin haline gelmektedir (12). Santrifiij kuvvetinin azalmasi, dikkat
cekici bir sekilde, e-TZF igeriginin trombosit ve 16kosit agisindan daha da zenginlesmesini
saglamaktadir. Akis sitometrisi ile yapilan analizler, e-TZF’ nin tiim kati TZF bazh
matriksler arasinda en yiiksek trombosit ve 16kosit sayisina sahip oldugunu gostermektedir

(Sekil 5). Dahasi, e-TZF ve diger sivi kan konsantrelerindeki toplam hiicre sayisinin
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karsilagtirmali analizlerinde e-TZF’de anlamli 6l¢lide daha yiiksek sayida trombosit, 16kosit,

monosit ve granulosit oldugu gosterilmistir (113).

1.5%108 - 2.0x10% ~
= I 16x10*
3 10x10° 4 3
S s i3 O, 1.2x10* 4 T
2 5.0x10° - 8 4.0x10° -
S =
£ 2.0x10° 4
0 -_F._‘__ 0 - =
TZF e-TZF TZF e-TZF

Sekil 5. Trombosit ve 16kosit hiicre sayilar1 acisindan TZF ve e-TZF’nin karsilastirmali
grafigi (12).

e-TZF yapisit geregi kemik greft materyalleri ile kombine kullanildiginda greft
partikiillerinin blok greft benzeri homojen bir yap1 haline gelmesini saglar. Bu homojen yap1
“sticky bone” olarak adlandirilir. Kemik grefti ile bir biitiin haline gelen e-TZF, hiicre icerigi
sayesinde greft materyalinin uygulandigi bolgedeki rejeneratif kapasitesini arttirir. Bununla

birlikte greft partikiillerinin dagilmasini da Onleyerek bolgeden uzaklagsmasini engeller
(115).

Alveoler kretlerdeki atrofinin onlenmesi, yara iyilesmesinin desteklenmesi, dis
cekimi sonrast soketin korunmasi ve maksiller siniis tabaninin yiikseltilmesi iglemlerinde
kemikte rejenerasyon siirecini hizlandirmak ve rejenerasyonu arttirmak igin kemik greft
materyalleri ile birlikte e-TZF’nin kombine kullanimi olduk¢a yaygimlagmistir (116, 117).
Ayrica, TZF bazli materyallerin siklikla kullanildigr periodontal yumusak doku
rejenerasyonu islemlerinde e-TZF de kullanilmaya baglanmistir. Bu anlamda kronik
periodontitis tedavisinde (118) ve diseti ¢ekilmelerinin rejenerasyonunda (119) TZF bazh

materyallerin klinik kullanimi oldukga artis géstermistir.

e-TZF’nin s1v1 formda olmasi sayesinde klinik kullanimi ortopedik cerrahide (120),
artritik eklem tedavilerinde(121) ve spor hekimliginde yeni bir bakis agis1 saglamis ve
uygulama alanlar1 genislemistir. Temporomandibular eklem (TME) disfonksiyonuna bagl
kronik agr1 goriilen hastalarda, e-TZF’ nin TME igerisine enjeksiyonu ile agrinin azaldig

bildirilmistir (109). Ayrica e-TZF, estetik tip alaninda otolog materyal olarak cilt
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genglestirme amaciyla, yabanci materyallere bagl gelisebilen kontaminasyonun énlenmesi

ve enfeksiyon riskinin azaltilmasi amaciyla da kullanilmaktadir (12).
2.5. Oral Florada Bulunan Mikroorganizmalar

Oral flora, 300°den fazla farkli mikroorganizma tiiriiniin bulundugu kompleks bir
ekosistemdir. Agiz boslugunda, farkli mikroorganizma topluluklarinin kolonize olabilecegi

disler, ag1z mukozasi, dil ve diseti s1visi gibi farkli ortamlar mevcuttur (122).

Oral floraya mikroorganizmalarin ilk yerlesimi dogumla birlikte baslamaktadir.
Yapilan c¢alismalarda Streptococcus salivarus’un oral floraya ilk yerlesen bakteri tiirii
oldugu bildirilmistir (123). Disler siirmeden 6nce genellikle Stafilokoklar, Neisseria sp,
Corynebacterium sp., nadiren Lactobacillus sp. bulunurken, disler siirdiikten sonra anaerob
spiroketler, Bacteroides sp., Fusiform basiller, Lactobasillus sp., Candida sp. ve
Actinomyces sp. daha yogun halde bulunurlar. Dislerin ¢ikmasindan sonra yerlesen

mikroorganizmalar, kalic1 oral floray1 meydana getirirler (124).

Cocukluk donemindeki flora, yeni mikroorganizma tiirlerinin gelmesiyle birlikte
erigkinlik doneminde degisir. Bu donemde oral florada, gram pozitif mikroorganizma olarak;
Staphylococcus sp., Enterococcus sp., Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis,
Streptococcus mitis, Peptostreptococcus sp., Corynebacterium sp., Lactobacillus sp.,
Nocardia sp., gram negatif mikroorganizma olarak; Neisseria sp., Veilonella sp.
Bacterioides sp. gibi bakteri tiirleri bulunur (125).

Erigkinlik doneminde dis, dis plagi, dis eti ve dil ylizeyinde yerlesik halde bulunan
bakteriler kalici floray1 olustururlar. Normalde kalici flora ile viicut arasinda bir denge
bulunurken bu dengenin bozulmast durumunda kalict florada bulunan bazi
mikroorganizmalar bolgeye kolonize olup hastalik olusturabilirler. Agiz i¢indeki normal
florada bulunan bakteriler, enfeksiyon ve hastaliga neden olabilecek patojeniteye sahiptirler.
Bu bakteriler ciiriik, diseti iltihabi, perikoronit ve periodontal hastaliklar gibi ag1z igerisinde
gozlenen cesitli hastaliklara neden olmaktadirlar. Oral florada patojeniteye sahip tiirler,
Streptococcus sp., Peptostreptococcus sp., Bacteroides sp., Camphylobacter sp.,
Actinomyces sp., Eubacterium sp., Lactobacillus sp., Fusobacterium sp., Veillonella sp.,

Enterobacter sp., Bifidobacterium sp. ‘dur. (125).
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Enterokoklar, insanlarda gastrointestinal sistemde, oral kavitede ve genital bolgede
kommensal bir mikroorganizma olarak bulunan gram pozitif koklardir (126). insanlarda
idrar yolunu, kan dolasimini, endokardiyumu, safra yollarini, yanik yaralarimi ve kalici
yabanci cihazlar (stent, kalp pili gibi) enfekte ederek ¢esitli hastaliklara neden olabilirler.
Enterokoklar nozokomiyal enfeksiyona neden olan bakteriyel patojenler arasinda ilk tigte
yer almaktadir (127).

Son yillarda enterokoklarin neden oldugu enfeksiyonlar olduk¢a artmis olup,
insanlarda enterokok enfeksiyonlarinin yaklasik %90°1 E.faecalis ten kaynaklanmaktadir

(128). E.faecalis, hareketsiz, planktonik formda, giftler ve zincirler halinde goriiniir (129).

E.faecalis’in oral floradan izole edilmesi, bu mikroorganizmaya bagli gelisen
enfeksiyonlar i¢in agiz boslugunun bir kaynak olup olamayacagi sorularini da beraberinde
getirmistir. Dahasi, agiz saghgmnin dogrudan veya dolayli olarak E.faecalis’in
kolonizasyonunu etkileyebilecegi diisiiniilmiistiir. Yapilan ¢alismalarda ¢iiriik aktivitesi
yiiksek olan okul ¢agi gocuklarinin %60°1nin ve endodontik enfeksiyonu bulunan hastalarin
%75’inin agiz boslugunun cesitli yerlerinden alinan orneklerinde enterokoklar tespit
edilmistir (130).

E.faecalis siklikla kanal tedavisi gérmiis dislerin kanallarinda ve kok cevresinde
bulunmaktadir. Endodontik tedavinin basarisiz oldugu dislerde en yaygin bulunan inatci
mikroorganizmadir (131, 132). E.faecalis kanal tedavisi basarisiz olmus dislerin ¢ekimi
sonrasinda trabekiiler kemikte canliligini siirdiirebilmektedir. Bu nedenle bu bolgelere
uygulanan implant tedavilerinde gozlenen basarisizliklarin baglica sorumlusunun E.faecalis
olabilecegi diistintilmektedir (133, 134). Hayatta kalmasini saglayan virulans faktorlere
sahip olan E.faecalis, ¢esitli antibiyotiklere karsi duyarlidir. Cogu E.faecalis susu
amoksisiline duyarli olmasina ragmen bazi tiirleri rifampisin, eritromisin, ve azitromisine

kars1 direng gosterebilmektedir (135).

Bakteri tiirleri ile birlikte firsat¢r patojen olarak Candida tiirleri de oral florada
enfeksiyon ve hastaliklara neden olabilmektedir. Candida cinsi maya mantarlari, insanlarda
deri, gastrointestinal sistem, genitoiiriner sistem ve solunum sistemi mukozalarinin normal
florasinda bulunmaktadir. Ek olarak toprak ve besinlerde de candida tiirlerine
rastlanmaktadir. Candida tiirleri arasinda invaziv olmayan, mukoza ve deri lezyonlarina en

stk neden olan C.albicans tir (136, 137).
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C.albicans, insan mukozal yiizeyleri ve biyomateryal yiizeylerinde kolonize olabilen
firsat¢1 patojen bir mantar tiridiir (138, 139). C.albicans in viriilans faktorleri arasinda;
farkli substratlara yapismasi, hif tiretmesi, hidrolitik enzimlere sahip olmasi, dokulari istila

etmesi ve inflamatuvar yanit1 aktive etmesi gosterilmektedir (140, 141).

C.albicans enfeksiyonlarinda siireci baslatan kritik adim, C.albicans 'in konak epitel
hiicrelerine adezyonudur. 11k iki saat icerisinde yiizeye yapisan Candida, 1-11 saat igerisinde
biyofilm gelisiminin ilk asamasini tamamlar (142). Biyofilm igindeki Candida nin
antifungal ilaglara karst diren¢ gosterdigi ilk olarak Hawser ve Douglas tarafindan
gosterilmis ve biyofilm gelisimi boyunca antifungal ila¢ direncinin arttigi bildirilmistir
(143).

C.albicans saglikli bireylerde agiz boslugunda %45-65 oraninda bulunan kommensal
bir mantardir. C.albicans ' m protezlerin akrilik yiizeylerine karsi afinitesi bulunmaktadir
(144). Parsiyel protez kullanan hastalarda agiz boslugunda C.albicans goriilme siklig1 %60-
100’e yiikselmektedir. Bu hastalarda, protezlerin altinda kalan dokuda oksijen miktar1 ve
tilkiiriik akis1 azalarak mantarlarin biliylimesi i¢in ideal anaerobik mikro ¢evre olustugu
zaman kandida enfeksiyonlari goriilebilmektedir (145, 146). Parsiyel protez kullanan
hastalarin agiz boslugunda bulunan Candida tiirlerinin, siirekli yutulmasi ve aspirasyonu
nedeniyle bagisikligi baskilanmis yashi hastalarda beklenmedik enfeksiyonlara yol
acabilmektedir (147).

Candida tiirii mantarlarin yalnizca oral kandidal lezyonlarla degil ayni zamanda
periodontitis ve periimplantitis ile de iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir. Petrovic ve ark.
yaptiklar1 ¢alismada, kronik periodontitis hastalarinin subgingival plak oOrneklerinde
Candida kolonizasyonu tespit etmislerdir (148). Baska bir ¢aligmada da, sagikli implantlarin
subgingival plak drneklerine kiyasla periimplantitis goriilen implantlarin plak drneklerinden

daha yiiksek miktarlarda C.albicans izole edilmistir (149).
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3. GEREC VE YONTEM

Karadeniz Teknik Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Periodontoloji Anabilim Dal1
ve Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda ortak yiiriitiilen ¢alismamiza etik
kurul onay1 (2020/21) alinarak baslandi. In vitro olarak gerceklestirilen calismamizda
hastalardan alinan kanlardan elde edilen e-TZF ile 6nceden hazirlanan mikroorganizma
stispansiyonlar1 karistirilarak belirli zamanlarda ilgili besi yerlerine ekilip inkiibasyondan

sonra olusan koloni sayilar1 degerlendirildi.
3.1. Hasta Sec¢imi

Agustos ve Kasim 2020 tarihleri arasinda poliklinigimize basvuran sistemik olarak
saglikli oldugunu beyan eden hastalar goniillii onam formu esliginde ¢alismaya dahil edildi.
Sistemik bir hastaliga sahip olan, son 3 ay igerisinde antibiyotik kullanan, sigara icen,

antikoagiilan ila¢ kullanan, gebelik ve laktasyon déneminde bulunan hastalar ¢alismaya

dahil edilmedi.

3.2. Besiyerlerinin Hazirlanisi

3.2.1. Kanh Agarin (KA) Hazirlanisi

Blood agar base (Neogen, Lansing, ABD) : 37 gr
Distile su : 1000 ml

Besi yeri igerigi distile suda ¢oziildii, otoklavda 121 °C’de 15 dk siireyle sterilize
edildi, 50 °C’ye kadar sogutuldu. Uzerine steril %35 koyun kani (Kalibre, Sivas, Tiirkiye)
eklendi. Steril petri kutularina ortalama 20 ml (4 mm kalinliginda) olacak sekilde dokiildi
(Resim 1).

3.2.2. Saboraoud Dextrose Agarin (SDA) Hazirlamisi
SDA (Neogen, Lansing, ABD) : 62 gr
Distile su : 1000 ml

Besi yeri igerigi distile suda ¢oziildii, otoklavda 121 °C’de 15 dk siireyle sterilize
edildi, 50 °C’ye kadar sogutuldu. Steril petri kutularina ortalama 20 ml (4 mm kalinliginda)
olacak sekilde dokiildii (Resim 1).
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Resim 1. Besi yerlerinin hazirlanisinda kullanilan otoklav ve besi yeri tozlari

3.3. Mikroorganizma Siispansiyonlarimin Hazirlanmasi

T1ibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal1 stoklarinda bulunan bir standart bakteri susu olan
E.feacalis ATCC 29212 %5 koyun kani ilaveli KA’da atmosferik kosullarda bir gece
37°C’de inkiibe edildi. Ertesi giin, iireyen kolonilerden steril 6ze ile alinan bakteri, fosfat-
tamponlu tuzlu su (Phosphate Buffered Saline, PBS, (pH 7.2) Oxoid, Birlesik Krallik) icinde
McFarland’in 0.5 no’lu tiipiiniin bulanikligina esdeger bulaniklikta olacak sekilde siispanse
edildi (yaklasik 1.5x108 bakteri/ml). Ug adet steril 1,5 ml’lik santrifiij tiiplerine 900’er ul
PBS eklendi. Bakteri siispansiyonundan 100 pl alinarak bu tiiplerden ilkine eklendi ve
vortekslendikten (ISOLAB Laborgerate GmbH, Eschau, Almanya) sonra buradan 100 ul bir
sonraki tiipe aktarildi. Isleme ayni sekilde devam edildiginde son tiipte bakteri
konsantrasyonu yaklasik 1.5x10° bakteri/ml olan bakteri calisma siispansiyonu elde edildi.
Bu siispansiyondan 50 ul steril 1,5 ml’lik santrifiij tiiplerine alikotlanarak -20°C’de
stokland1.

Ayni sekilde Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali stoklarinda bulunan bir standart
maya susu olan C.albicans ATCC 60193 SDA’da atmosferik kosullarda 35°C’de inkiibe
edildi. Ureyen kolonilerden steril dze ile alman maya, fosfat-tamponlu tuzlu su (Phosphate
Buffered Saline, PBS, (pH 7.2) Oxoid, Birlesik Krallik) iginde McFarland’mn 0.5 no’lu
tiipiiniin bulanikligina esdeger bulaniklikta olacak sekilde siispanse edildi (yaklasik 1x10°
maya/ml). Bir adet steril 1,5 ml’lik santrifiij tiipiine 900 pul PBS eklendi. Maya

28



stispansiyonundan 100 ul alinarak bu tiipe eklendikten sonra vortekslemek (ISOLAB
Laborgerite GmbH, Eschau, Almanya) suretiyle konsantrasyonu yaklasik 1x10° maya/ml
olan maya caligma siispansiyonu elde edildi. Bu siispansiyondan 50 ul, steril 1,5 ml’lik

santrifiij tiiplerine alikotlanarak -20°C’de stokland.

3.4. e-TZF ve Kan Orneklerinin hazirlanmas1 ve Antimikrobiyal Etkinliklerinin

Arastirilmasi

Calismaya dahil olan her hastadan 10ml’lik katki maddesi igermeyen plastik tiiplerde
(Becton Dickinson, BD, New Jersey, ABD) (Resim 2a) toplam 20 ml (iki tiip) kan 6rnegi
alind1. Daha sonra bu tiipler oda sicakliginda santrifiij cihazinda (PR-Fix, Istanbul, Tiirkiye)
700 rpm’de 3 dk (60 g kuvvet altinda) santrifiij edildi. Santrifiij isleminin ardindan tiipiin alt
kisminda kirmizi kan hiicreleri, ist kisminda ise turuncu renkte sivi haldeki e-TZF olustu.
Tiip dikkatli bir sekilde agildiktan sonra iistte yer alan e-TZF 20 ml’lik steril enjektor (18G
igneli) yardimiyla ¢ekilerek her hastadan ortalama 2 ml e-TZF elde edildi. Buna ek olarak
hastalardan kontrol grubunu olusturmasi amaciyla lityum heparin kapli plastik tiipler
(Becton Dickinson, BD, New Jersey, ABD) (Resim 2b) kullanilarak 2 ml tam kan 6rnegi
alindi. e-TZF ve tam kan 6rnekleri numaralandirilarak her bir steril ependorf tiiptinde 450 pl

ornek olacak sekilde hazirlandi.

Calisma baglaminda 6nceden hazirlanan ve -80°C buzdolabinda (Ilshin Lab Co.,
Ltd., Seoul, Kore) saklanan 1.5x10° koloni olusturan birim (kob)/ml E.faecalis iceren
siispansiyondan 50 pl otomatik pipet ile gekilip 450 pl e-TZF 6rnegine eklenerek 1.5x10%
kob/ml E.faecalis bakterisi iceren Test 1 grubu ornekleri hazirlandi. Ayni sekilde -80°C
buzdolabinda saklanan 1x10° kob/ml C.albicans igeren siispansiyondan 50 pl otomatik pipet
ile cekilip 450 ul e-TZF &rnegine eklenerek 1x10* kob/ml C.albicans mayas: iceren Test 2
grubu ornekleri hazirlandi. Test grubu orneklerinin hazirlaniginda oldugu gibi e-TZF yerine
tam kan kullanilarak, 50 pl E.faecalis bakterisi ve 50 ul C.albicans mayas: ilgili
stispansiyonlardan otomatik pipetler ile ¢ekilip her birinde 450 pl tam kan bulunan ependorf
tiiplerine ayr1 ayr1 eklenerek 1.5x10* kob/ml bakteri igeren Kontrol 1 grubu ve 1x10* kob/ml

maya i¢eren Kontrol 2 grubu 6rnekleri hazirlandi (Tablo 1) (Resim 3).

Hazirlanan e-TZF o6rneklerinin antimikrobiyal etkileri Tanriverdi ve ark.’nin (150)
yaptiklarina benzer sekilde zamana karst mikroorganizma sayisinin dlgiildiigii yontemle
arastirildi. Test ve kontrol gruplari i¢in hazirlanan 6rneklerden baslangig, 30., 60., 120., 180.
ve 240. dakikalarda 10 ul hacimli otomatik pipetler ve plastik 6zeler kullanilarak dublike
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ekimler yapildi. E.faecalis iceren Test 1 grubu ve Kontrol 1 grubu ornekleri KA besi
yerlerine ekildi ve 37°C’de 18-24 saat inkiibe edildi. C.albicans i¢eren Test 2 grubu ve
Kontrol 2 grubu 6rnekleri SDA besi yerlerine ekildi ve 35°C’de 18-24 saat inkiibe edildi.

Ekimi yapilan besi yerlerinin inkiibasyonu tamamlandiktan sonra ¢ikarilarak 1s1k
altinda biiyiiteg kullanilarak olusan koloniler sayildi (Resim 4 ve Resim 5). Dublike

ekimlerin aritmetik ortalamasi alinarak istatistiksel degerlendirmeler yapildi.

Tablo 1. Calisma 6rneklerinin gruplandirilmasi

TEST 1 GRUBU

KONTROL 1 GRUBU

TEST 2 GRUBU

KONTROL 2 GRUBU

e-TZF/E.faecalis

Kan/E.faecalis

e-TZF/C.albicans

Kan/C.albicans

Hasta
(n=50)
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Sekil 6. e-TZF ve Kan o6rneklerinin hazirlanisinin sematik gosterimi
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Resim 2. Calismamizda kullanilan kan alma tiipleri a) e-TZF’nin hazirlanisinda kullanilan

kan alma tiipii. b) Kontrol grubu kan 6rneklerinin alinmasinda kullanilan kan alma tiipii

Test 1 Grubu
Kontrol 1 Grubu
*Kontrol 2 Grubu

‘Tcst 2 Grubu

|

Resim 3. Calismada hazirlanan ependorf tiiplerdeki Test ve Kontrol grubu 6rnekleri
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Resim 4. E.faecalis 6rneklerinin inkiibasyon sonrasi goriiniimii

a. Baglangig Test 1 grubu ekimlerinin gériiniimii b. Baslangi¢ Kontrol 1 grubu ekimlerinin gortiniimii
C. 30. dk Test 1 grubu ekimlerinin goriniimi d. 30. dk Kontrol 1 grubu ekimlerinin gériiniimii
e. 60. dk Test 1 grubu ekimlerinin gériniimi f. 60. dk Kontrol 1 grubu ekimlerinin goriiniimii
g. 120. dk Test 1 grubu ekimlerinin goriiniimi h. 120. dk Kontrol 1 grubu ekimlerinin goriiniimii
j. 180. dk Test 1 grubu ekimlerinin goriintimii K. 180. dk Kontrol 1 grubu ekimlerinin gériinimi
I. 240. dk Test 1 grubu ekimlerinin gériniimii m. 240. dk Kontrol 1 grubu ekimlerinin goriniimi
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Resim 5. C.albicans 6rneklerinin inkiibasyon sonrasi goriiniimii

a. Baglangig Test 2 grubu ekimlerinin gériiniimii b. Baslangi¢ Kontrol 2 grubu ekimlerinin goriiniimii
C. 30. dk Test 2 grubu ekimlerinin goriiniimi d. 30. dk Kontrol 2 grubu ekimlerinin goriiniimii
e. 60. dk Test 2 grubu ekimlerinin goriiniimii f. 60. dk Kontrol 2 grubu ekimlerinin goériiniimii
g. 120. dk Test 2 grubu ekimlerinin goriiniimii h. 120. dk Kontrol 2 grubu ekimlerinin goriiniimii
j. 180. dk Test 2 grubu ekimlerinin goriiniimii kK. 180. dk Kontrol 2 grubu ekimlerinin gériinimi
I. 240. dk Test 2 grubu ekimlerinin gériiniimii m. 240. dk Kontrol 2 grubu ekimlerinin gériiniim.
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3.5. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizde SPSS for Windows 17.0 (IBM, New York, ABD) kullanild1.
Tanimlayici istatistikler ortalama + standart sapma ve frekans (%) degerleri olarak verildi.
Normal dagilima uygunluk analizi Kolmogorov Smirnov testi ile gerceklestirildi. Gruplar
arasi karsilastirmada Mann Whitney U testi ve Grup i¢i zamana bagli degisimlerin analizleri
icin Friedman,Wilcoxon testleri ve Bonferroni diizeltmesi uygulandi. p<0.05 diizeyi

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Demografik Bulgular

Calismamiza yas ortalamasi 31,72 £ 8,75 olan 24’{i kadin (%48), 26’s1 erkek (%52)
toplam 50 hasta dahil edilmistir. Ekimler dublike yapildig1 i¢in her bir ¢alisma grubunda tek

bir 6l¢iim zamaninda 100 6rnek olacak sekilde toplamda 2400 6rnek degerlendirilmistir.
4.2. Koloni Sayllarinin Zamana Bagh Degisiminin Gruplar Arasi Degerlendirilmesi

E.faecalis ile hazirlanan Test 1 ve Kontrol 1 grubu 6rneklerinin baslangig, 30., 60.,
120., 180. ve 240. dk’da yapilan ekimlerinden elde edilen koloni sayilarinin ortalama

degerleri Tablo 2, Sekil 7 ve Sekil 9°de verilmistir.

E.faecalis ile hazirlanan Test 1 ve Kontrol 1 06rneklerinin koloni sayilari
incelendiginde baslangi¢ degerleri disindaki tiim zamanlarda test grubundaki 6rneklerin
koloni sayilarinin kontrol grubundakilere kiyasla daha diisiik oldugu saptandi. Gruplar

arasindaki bu fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.001).

Tablo 2. E.faecalis ile hazirlanan Test 1 ve Kontrol 1 grubu 6rneklerinin farkli zamanlardaki
koloni sayilariin degerlendirilmesi

TEST 1 GRUBU KONTROL 1 GRUBU
E faecalis KOI(():]I; f(i)lg)llal‘l KOI(():; fgg)ﬂarl p
Ortalama + SS Ortalama + SS

Baslangic 132,7 + 29,28~ 141,25 + 25,032 p>0.05
30. dk 15,20 + 13,928 ¢ 136,03 + 28,622 p<0.001
60. dk 11,65 + 10,568 143,10 + 33,962 p<0.001
120. dk 17,20 + 12,78¢ 164,65 + 43,13b p<0.001
180. dk 33,32 +23,38P 214,43 £ 45,72° p<0.001
240. dk 73,26 £42,91F 258,380 = 39,76OI p<0.001

* Ayni siitunda yer alan farkl: st karakterler arasinda p<0.001 seviyesinde anlaml
derecede farklilik oldugunu gostermektedir.
* p<0.001 olan degerler gruplar arasinda anlamli derecede farklilik oldugunu

gostermektedir.
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Sekil 7. E.faecalis koloni sayilarinin gruplar arasi karsilastirmali grafigi.

C.albicans ile hazirlanan Test 2 ve Kontrol 2 grubu 6rneklerinin baslangig, 30., 60.,
120., 180. ve 240. dk’da yapilan ekimlerinden elde edilen koloni sayilarinin ortalama
degerleri Tablo 3, Sekil 8 ve Sekil 10°da verilmistir.

C.albicans ile hazirlanan Test 2 ve Kontrol 2 o&rneklerinin koloni sayilari
incelendiginde baglangi¢ degerleri digindaki tim zamanlarda test grubundaki 6rneklerin
koloni sayilarmin kontrol grubundakilere kiyasla daha diisiik oldugu saptandi. Gruplar

arasindaki bu fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.001).
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Tablo 3. C.albicans ile hazirlanan Test 2 ve Kontrol 2 grubu o&rneklerinin farkli

zamanlardaki koloni sayilarinin degerlendirilmesi

TEST 2 GRUBU | KONTROL 2 GRUBU
c.albicans Kol(():; fgg)ﬂarl Kol(():; fgg)ﬂarl p
Ortalama + SS Ortalama + SS

Baslangi¢ 191,11 + 34,524 200,09 + 35,49"’1’b p>0.05
30. dk 10,28 + 7,728 189,95 + 32,982 p<0.001
60. dk 10,61 + 6,588 202,81 + 36,78° p<0.001
120. dk 11,62+ 7,18%¢ 220,76 + 37,87° p<0.001
180. dk 13,28 + 8,28C 242,73 + 32,961 p<0.001
240. dk 16,36 + 10,32° 286,01 + 28,59° p<0.001

* Ayni siitunda yer alan farkli ist karakterler arasinda p<0.001 seviyesinde anlamli
derecede farklilik oldugunu géstermektedir.
* p<0.001 olan degerler gruplar arasinda anlamli derecede farklilik oldugunu

gostermektedir.
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Sekil 8. C.albicans koloni sayilarinin gruplar arasi karsilagtirmali grafigi.
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4.3. Koloni Sayilarinin Zamana Bagh Degisiminin Grup I¢i Degerlendirilmesi

E.faecalis ile hazirlanan Test 1 grubu o&rnekleri koloni sayilarinin grup igi
karsilastirmas1 incelendiginde, baslangig¢ degerlerine kiyasla diger zamanlardaki koloni
sayilarinin anlamli derecede daha diisiik oldugu tespit edildi (p<0.001) (Sekil 9). Grup
igerisindeki karsilagtirmada 60. dk’da koloni sayisinin en diisiik oldugu bulundu. 60. dk’dan

sonra koloni sayisinin zamana bagli olarak arttig1 gézlendi.

E.faecalis ile hazirlanan Kontrol 1 grubu érneklerinin koloni sayilarinda baslangig
degerleriyle karsilastirildiginda 30. dk’da istatistiksel olarak anlamli olmayan bir diisiis
gozlense de, 30. dk’dan sonra koloni sayilarinin zamana bagli olarak arttig1 saptandi. 120.,
180. ve 240. dk’da saptanan koloni sayilarinin baslangig, 30. ve 60. dk’daki degerlere kiyasla
anlamli derecede daha yiiksek oldugu gézlendi (p<0.001) (Sekil 9).

300
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9 e 141,25 136,03
5 —_——
o 132,7
100 73,26
50 33,32
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0
0 30 60 120 180 240
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Sekil 9. E.faecalis ile hazirlanan Test 1 (e-TZF) ve Kontrol 1 (Kan) grubu 6rneklerinin

koloni sayilarinin zamana bagli degisimi
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C.albicans ile hazirlanan Test 2 grubu ornekleri koloni sayilarinin grup igi
karsilastirmasi incelendiginde, baslangic degerlerine kiyasla diger zamanlardaki koloni
sayilarinin anlamli derecede daha diisiik oldugu tespit edildi (p<0.001) (Sekil 10). Grup
igerisindeki karsilastirmada 30. dk’da koloni sayisinin en diisiik oldugu bulundu. 30. dk’dan
sonra koloni sayisinin zamana bagli olarak artis gosterdigi ancak bu artisin sadece 240. dk’da

anlamli oldugu gozlendi (p<0.001).

C.albicans ile hazirlanan Kontrol 2 grubu 6rneklerinin koloni sayilarinda baslangig
degerleriyle karsilastirildiginda 30. dk’da istatistiksel olarak anlamli olmayan bir diisiis
gozlense de, 30. dk’dan sonra koloni sayilarinin zamana bagl olarak arttig1 saptandi. 120.,
180. ve 240. dk’da saptanan koloni sayilarinin baslangig, 30. ve 60. dk’daki degerlere kiyasla
anlamli derecede daha yiiksek oldugu gézlendi (p<0.001) (Sekil 10).
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Sekil 10. C.albicans ile hazirlanan Test 2 (e-TZF) ve Kontrol 2 (Kan) grubu 6rneklerinin

koloni sayilarinin zamana bagli degisimi
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5. TARTISMA

Travma nedeniyle veya cerrahi islem sonucunda doku devamliliginin bozulmas: ile
viicutta meydana gelen hasarlar yara olarak tanimlanmaktadir (24). Meydana gelen yaranin
iyilesmesi agiz igerisinde ve agiz disindaki dokularda temelde benzer iyilesme
mekanizmalarini takip ederek gergeklesmektedir. lyilesme mekanizmalarinda erken ve geg
donemde karsilagilan komplikasyonlar gilinlimiizde cerrahi islemler sonrasinda dokunun
biitlinliigiinlin yeniden saglanmasi agisindan hekimler i¢in zorlayici bir klinik problem

olmaya devam etmektedir.

Yara iyilesmesi ve doku rejenerasyonundaki gecikmelere en ¢ok neden olan
komplikasyonlardan biri enfeksiyondur (151). Cerrahi islem uygulanan bdlgede, oral
patojenler nedeniyle veya uygulanan greft materyallerinin operasyon sirasinda veya
sonrasinda kontamine olmasi nedeniyle enfeksiyon gelismesi, dokunun iyilesmesini
bozmakta ve istenilen basarinin elde edilememesine neden olmaktadir. Son zamanlarda
cerrahi islem sonrasi yara bolgesinde biyofilm olusturan bakterilerin meydana getirdigi
enfeksiyonlarin, yaranin kroniklesmesine neden olabilecegi diisiiniilmektedir. Konagin
bagisiklik sisteminin biyofilm matriksine karsi daha az etkili olmasi ve biyofilmlerin
antibiyotiklere kars1 toleransinin yiiksek olmasi cerrahi sonrasi yara bolgesinde enfeksiyon

riskinin artmasi ile sonuglanmaktadir (152, 153).

Son yillarda bakteriyel direncin artmast ve tedavilerde buna bagh olusan
basarisizliklarin yaygin olarak goriilmesi halk saglig1 agisindan kiiresel bir endise haline
gelmistir (154). Bununla birlikte enfeksiyon olusmasini dnlemek ve olusan enfeksiyonu
tedavi etmek amaciyla antibiyotik kullaniminin artmasi, antibiyotiklere karsi ¢oklu ilag
direnci gelisimini ciddi bir tehdit haline getirmistir. Bu alanda yapilan giincel aragtirmalar
enfeksiyonla savagmak i¢in yeni ajanlar ve stratejiler bulmaya ve ek olarak iyilesme siirecini

kisaltmaya odaklanmigtir (61).

Bu amaclar dogrultusunda enfeksiyon gelisme riskini azaltan, iyilesmeyi hizlandiran
ve destekleyen, dokunun rejeneratif kapasitesini arttiran ve inflamasyonu diizenleyen
biyomateryallerin bulunmasi igin pek ¢ok arastirma yapilmistir. Trombosit konsantrelerinin,
yara iyilesmesine katilan hiicrelerin toplanmasini ve c¢ogalmasimi kolaylastirarak yara

iyilesmesi lizerine olumlu etkilere sahip oldugu agikca gosterilmistir (2).

Trombosit konsantrelerinin dis hekimliginde ilk kullanimi Whitman ve ark.’nin
yaptig1 calisma ile 1997°de baglamistir. Bu ¢alismada TZP’nin yara iyilesmesi {izerine
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olumlu etkilerinin oldugu gosterilmistir (3). TZP nin hazirlik protokoliiniin karmasik olmasi,
aktiflestirilmesi i¢in ek maddeler gerekmesi ve antikoagiilan kullanilarak hazirlanmasi gibi
dezavantajlarinin bulunmasi, ayrica rejeneratif islemlerdeki olumlu etkilerinin sinirli olmasi
nedeniyle yeni trombosit konsantrelerinin bulunmasina odaklanilmistir. Choukroun ve ark.
tarafindan antikoagiilan ve ek maddeler kullanilmadan olusturulan TZF, ilk olarak oral ve
maksillofasiyal cerrahi islemlerde kullanilmak iizere gelistirilmistir (7). TZP ve TZF yara
tyilesmesi iizerindeki olumlu etkileri sayesinde dental cerrahi islemlerde uzun bir siire
kullanilmistir. Bu dirlinlerin  hazirlik protokollerinde yapilacak modifikasyonlar ile
icerigindeki hiicresel komponentler arttirilarak rejeneratif kapasitelerinin iyilestirilebilecegi
diistiniilmiis ve bu amagla hazirlama protokoliindeki santrifiij hiz1 ve siiresi azaltilarak fibrin
pihtis1 olusmadan sivi haldeki enjekte edilebilir TZF (e-TZF) elde edilmistir. Yapilan
calismalarda, e-TZF’nin igeriginde daha yogun 16kosit ve trombosit hiicreleri ile birlikte

daha fazla miktarda biiyiime faktori toplandigi gosterilmistir (11, 13).

Trombosit konsantrelerinin yara iyilesmesi tizerine olumlu etkileri ile birlikte
iceriginde bulunan trombosit, 16kosit, monosit ve granulosit hiicreleri sayesinde uygulandigi
bolgede antimikrobiyal etkinlik saglayabilecegi disiiniilerek bu konu ile ilgili pek ¢ok in
vitro ¢alisma yapilmstir (16, 17, 19, 155-158). Yang ve ark. yaptiklari calismada, TZP, TFP
ve L-TZF’nin periodontal patojen mikroorganizmalar {izerindeki antibakteriyel etkinligini
degerlendirmiglerdir. Tiim trombosit konsantrelerinin mikroorganizmalarin biiyiimesini
inhibe ettigini ve TZP’nin periodontal patojenler {izerinde daha giiclii antibakteriyel etkiye
sahip oldugunu tespit etmislerdir (17). Mariani ve ark. Escherichia Coli, Staphylococcus
Aureus, Klebsiella Pneumoniae, Pseudomonas Aeruginosa ve Enterococcus Faecalis
tizerinde TZP ve L-TZP’nin mikrobisidal aktivitesini degerlendirmisler ve her iki trombosit
konsantresinin, Klebsiella Pneumoniae disindaki diger mikroorganizmalarin ¢ogalmasini 4
saate kadar inhibe ettigini gostermislerdir (19). Intravia ve ark. S.aureus, S.epidermidis ve
metisiline-direngli Staphylococcus aureus bakterileri tizerinde iki farkli sekilde hazirlanan
TZP’nin antibakteriyel Ozelliklerini arastirmislardir. Arastirmacilar, diisiik 16kosit ve
trombosit konsantrasyonu igeren TZP ile yiiksek 16kosit ve trombosit konsantrasyonu igeren
TZP o6rneklerinin tam kana kiyasla 8 saate kadar bakteriyel biiyiimeyi dnemli miktarda
azalttigin1 bulmuglardir. Trombosit ve 16kosit konsantrasyonundaki farkliliklara ragmen iki
TZP oOrnegi arasinda antibakteriyel aktivite agisindan anlamli bir fark bulunmadigim
gozlemlemislerdir (16). Literatirde TZP’nin E.faecalis iizerindeki antibakteriyel

etkinliginin bulundugunu gosteren pek ¢ok calisma (55, 80, 156, 159) olmasina ragmen,
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Bielecki ve ark. calismalarinda TZP’nin E.faecalis iizerinde antibakteriyel bir etkinlik
gostermedigini saptamigtir (160). Yapilan c¢aligmalardaki sonuglarin c¢eliskili olmasi,
kullanilan TZP konsantrelerinin farkli formlarda olmasina (jel veya sivi), trombosit ile
16kosit hiicre yogunlugunun farkli olmasina, antibakteriyel aktiviteyi degerlendirmek i¢in
kullanilan testlerin farkli hassasiyete sahip olmasina ve bakteriyel suslarin kendine 6zgii

farkli 6zelliklerinin bulunmasina baglanmigtir (18).

Trombosit konsantrelerinin periodontal tedavilerde kullaniminin artmasiyla birlikte
Ozellikle periodontal patojen mikroorganizmalar tizerindeki antibakteriyel etkinligini
degerlendiren galismalar da yapilmistir (20, 161, 162). Periodontal hastaliktan primer olarak
sorumlu oldugu diistiniilen ve periodontal patojen mikroorganizmalar olarak kabul edilen
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa) ve Porphyromonas gingivalis (Pg) lizerinde
trombosit konsantrelerinin antibakteriyel etkinliginin degerlendirildigi bir ¢alismada,
TZP’nin Aa ve Pg’nin biliylimesini dnemli miktarda inhibe ettigi ancak TZF’nin bu
patojenler lizerinde herhangi bir antibakteriyel aktivite gostermedigi tespit edilmistir. Bu
durum, kullanilmis olan TZF’nin jel formunda olmasindan dolay1 antibakteriyel etkinlikten
sorumlu olan trombosit ve 16kosit hiicrelerinin fibrin ag disina ¢ikip bakterilerle etkilesime
girememesi ile agiklanmistir. Ayni zamanda TZP’nin aktiflestirilmesinde kullanilan
kalsiyum kloriiriin de antibakteriyel aktiviteye bir katki saglamis olabilecegi bildirilmistir
(20). TZF'nin antibakteriyel etkinliginin metranidazol ile karsilastirildigi bir ¢alismada,
TZF’nin periodontal patojen bakteriler lizerindeki antibakteriyel etkinliginin daha diisiik
oldugu saptanmis ancak antibakteriyel ajanlarda gozlenebilen yan etkilerin otolog bir
preperat olan TZF’de g6zlenmemesinin 6nemli bir avantaj saglayacagi diistiniilmiistiir. Bu
nedenle arastirmacilar ameliyat sonrasi enfeksiyonlarin kontroliinde TZF kullaniminin farkl

caligmalarla daha fazla arastirilmasi gerektigini bildirmislerdir (162).

Trombosit konsantrelerinin antimikrobiyal etkinliginden esas sorumlu hiicrelerin,
trombositler ve 16kositler oldugu bilinmektedir. Trombosit konsantrelerindeki l6kositlerin
mikroorganizmalar tizerinde direkt antimikrobiyal etki gosterdigi, trombositlerin hem
bakteriler ile etkilesime girerek hem de antikora bagimli hiicre sitotoksisitesine katilarak
antimikrobiyal etki gosterdigi diisiiniilmektedir (18). Ghanaati ve ark.’nin diisiik hizda
santrifiij konsepti lizerine yaptigi calismada, santrifiij kuvvetinin 60g’ye diisiiriilmesi
sonucunda gelistirilen e-TZF’nin, tam kana ve diger trombosit konsantreleri olan TZP, TZF

ve g-TZF’ye kiyasla daha fazla trombosit, 16kosit, monosit ve granulosit hiicresi i¢cerdigi
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tespit edilmistir. Hiicresel igerigi yiiksek oldugu i¢in e-TZF’ nin antimikrobiyal etkinliginin
diger trombosit konsantrelerinden daha yiiksek olacagi diistiniilmistiir (12, 113).

Literatiirde trombosit konsantrelerinin antimikrobiyal etkinligi {izerine pek c¢ok
calisma yapilmis olmasina ragmen, e-TZF’nin antimikrobiyal etkinliginin degerlendirildigi
caligma sayis1 oldukga sinirlidir. Ayrica, e-TZF’nin antimikrobiyal etkinliginin zamana bagl
degisimini inceleyen bir calisma bulunmamaktadir. Calismamiz, son yillarda klinik
kullanimi1 giderek artan ve trombosit konsantreleri arasinda hiicresel igerigi en yiiksek olan
e-TZF’nin E.faecalis ve C.albicans iizerindeki antimikrobiyal etkinliginin zamana bagl

degerlendirildigi ilk ¢aligmadir.

E.faecalis, endodontik tedavi sonrasi inatg1 enfeksiyonlar dahil olmak tizere farkli
periradikiiler hastalik formlariyla iligkilidir ve basarisiz endodontik tedavilerde en sik tespit
edilen mikroorganizmadir (131, 132, 163, 164). E.faecalis’in, basarisiz endodontik tedavi
nedeniyle ¢ekilmis dislerin soketinde hayatta kalabilecegi ve bu bélgeye uygulanan
implantlarin  ¢evresinde kemik kaybina ve periimplantitise neden olabilecegi
diistiniilmektedir (134, 165). Viriilansinin yiiksek olmasi ve antibakteriyel ajanlara karsi
olduk¢a direngli olmasindan dolayr E.faecalis, patojen mikroorganizmalarin
eliminasyonunun  test edildigi c¢alismalarda altin standart olarak kullanilan

mikroorganizmadir (166).

Oral kandidal lezyonlar, dis hekimligi pratiginde en sik karsilasilan mantar
enfeksiyonlaridir ve bu lezyonlarin %80’inden fazlas1 C.albicans’tan kaynaklanmaktadir.
C.albicans, mukozal yiizeylerde ve biyomateryallerin yiizeylerinde kolonize olabilen firsatg1
bir patojendir (138, 139). Oral florada bulunan C.albicans saglikli dokularda enfeksiyona
neden olmazken, biitlinligli bozulan dokularda enfeksiyona neden olabilmektedir (167,
168). Periimplantitis goriilen implantlarin subgingival biyofilm 6rneklerinden yiiksek
miktarda C.albicans’in izole edilmis olmasi, bu mikroorganizmanin periimplantitisin

gelismesinde rol oynayabilecegini diistindiirmektedir (149, 169).

Literatiirde e-TZF’nin antimikrobiyal etkinliginin arastirildigr sinirli sayidaki
calismada (170-172), e-TZF’nin farkli mikroorganizma tiirleri iizerindeki antibakteriyel
etkinligi degerlendirilmis olmasina ragmen, E.faecalis tizerindeki antibakteriyel etkinliginin
incelendigi bir caligma bulunmamaktadir. Ayni zamanda literatiire baktifimizda TZP ve
TZF’nin antifungal etkinliginin arastirildig1 ¢alismalar (16, 19, 80, 159, 173) mevcutken e-

TZF’nin antifungal etkinliinin arastirildigi bir calisma bulunmamaktadir. Bu yiizden

43



caligmamizda, e-TZF’nin antifungal etkinliginin degerlendirilmesi i¢in C.albicans mantari,
antibakteriyel etkinliginin degerlendirilmesi i¢in ise patojenlerin eliminasyonunun test

edilmesinde altin standart olarak kabul edilen E.faecalis incelendi.

e-TZF’nin antimikrobiyal etkinliginin arastirildigi giincel ¢alismalarda ¢ogunlukla
agar well difiizyon ve sivi mikrodiliisyon antimikrobiyal duyarlilik yontemleri
kullanilmistir. (170-172). Agar well diflizyon yonteminde, zon ¢aplarinin giivenilir sekilde
ol¢iilememesi, kuyucuk derinliginin ve besi yeri kalinliginin dogru sekilde ayarlanamamasi
yontemin hassasiyetini oldukga etkilemektedir (174). Sivi mikrodiliisyon yontemi ise in
vitro antifungal duyarlilik yontemleri arasinda referans yontem olarak onerilse de zaman
alict ve galisilmasi oldukga zahmetli bir yontemdir (175). Bahsedilen yontemlerin bu
ozellikleri goz Oniine alindiginda, ¢alismamizda e-TZF’nin antimikrobiyal etkinligi,
Tanriverdi ve ark’nin (150) yaptiklarina benzer sekilde mikroorganizma sayisinin zamana

bagli degisiminin 6l¢iildiigii koloni sayim yontemiyle incelendi.

Bielecka ve ark. L-TZP’nin E.faecalis, S.aureus, E.coli, K.pneumoniae ve
P.aeruginosa tizerindeki antimikrobiyal etkinligini arastirdiklar1 ¢aligmada, L-TZP’nin
E.coli ve K.pneumoniae iizerinde antimikrobiyal aktivite gostermedigini, E.faecalis,
S.aureus ve P.aeruginosa nin ¢ogalmasini ise etkili bir sekilde inhibe ettigini bulmuslardir
(176). Tohidnezhad ve ark. TZP’nin antimikrobiyal mekanizmasini arastirmak igin
yaptiklar1 ¢alismada, TZP’nin E.coli, B.megaterium, P.aeruginosa, E.faecalis ve P.mirabilis
tizerindeki antimikrobiyal etkinligini gostermislerdir (177). Mariani ve ark. yaptiklari
calismada, TZP’nin E.coli, S.aureus, P.aeruginosa, K.pneumoniae ve E.faecalis tizerindeki
antimikrobiyal etkinli§ini ve bu etkinligin zamana bagli degisimini aragtirmislardir.
Hazirladiklar1 6rneklerin koloni sayilarini, 1., 2., 4. ve 18. saatlerde degerlendirmisler ve
TZP’nin 2. saate kadar bakterilerin ¢ogalmasini etkili bir sekilde inhibe ettigini tespit
etmislerdir. Mevcut sonuglar ile TZP’nin cerrahi miidahaleler sirasinda bakteriyel
kontaminasyonlara kars1 erken donemde koruma saglayabilecegini bildirmislerdir (19, 159).
Calismamizda, e-TZF’nin E.faecalis iizerindeki antibakteriyel etkinliginin zamana bagli
degisimi incelendiginde, antibakteriyel etkinligin 60. dk’da en yiiksek oldugu, 60. dk’dan
sonra azalmasina ragmen 240. dk’ya kadar devam ettigi saptandi. Bu sayede e-TZF’nin
onceki ¢alismada Onerildigi gibi cerrahi islemler sirasinda veya sonrasinda kontanimasyona
ve buna bagli enfeksiyon gelisimine karsi erken donemde koruma saglayabilecegini

diisiinmekteyiz.
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Drago ve ark. TZP’nin E.faecalis, C.albicans, S.agalactiae, S.oralis ve P.aeruginosa
tizerindeki antimikrobiyal etkinligini arastirdiklar: ¢alismada, P.aeruginosa disindaki diger
tiim mikroorganizmalarin ¢ogalmasimin TZP tarafindan inhibe edildigini gostermislerdir.
TZP’nin postoperatif enfeksiyonlarla miicadelede yararli bir biyomateryal olarak
kullanilabilecegini bildirmislerdir (80). Drago ve ark. TZP’nin ayni mikroorganizmalar
tizerindeki antimikrobiyal etkinliginin mekanizmasini arastirdiklar1 baska bir ¢alismada,
antimikrobiyal etkinligin plazma bilesenleri ve trombosit kaynakli1 faktorlerin bir isbirligi ile
saglandigini tespit etmislerdir (156). Simsek B. yapmis oldugu ¢alismada, TZP’nin farkli
konsantrasyonlardaki C.albicans iizerindeki antifungal etkinligini 1., 2., 4., 8. ve 16.
saatlerde incelemistir. Arastirmaci, TZP’nin C.albicans iizerinde in vitro fungistatik
etkisinin oldugunu, bu etkinligin kontrol grubuna kiyasla 4. saatte hala devam ettigini, 8.
saatte ¢ok azaldigim1 ve 16. saatte tamamen ortadan kalktigini tespit etmistir (173).
Calismamizda e-TZF’nin C.albicans iizerindeki antifungal etkinliginin zamana bagl
degisimi incelendiginde, antifungal etkinligin 30. dk’da en yiiksek oldugu, 30. dk’dan sonra
azalmasina ragmen 240. dk’ya kadar devam ettigi saptandi. e-TZF nin C.albicans tizerindeki
antifungal etkinligi sayesinde, yaralanma sonrasi biitiinliigii bozulan dokuda C.albicans
invazyonu sonucunda ger¢eklesebilecek kandidal enfeksiyonlara karsi erken donemde

koruma saglayabilecegini diisiinmekteyiz.

Nagaraja ve ark. 2020 yilinda TZF’nin antibakteriyel ve antifungal etkinliklerini
degerlendirdikleri caligmada, TZF nin antibakteriyel etkinlik gosterdigini ancak C.albicans
suslar1 tizerinde antifungal etkinlik gostermedigini bildirmislerdir (178). Calismamizin
sonuglarinin bu ¢alismaninkinden farkli olmasi, Nagaraja ve ark.’nin c¢alismasinda
kullanilan TZF nin s1v1 formda olmamasi ve hiicre iceriginin e-TZF’den daha diisiik olmasi

ile agiklanabilir.

Karde ve ark. yaptiklari caligmada e-TZF’nin antibakteriyel etkinligini diger
trombosit konsantreleri ile karsilastirarak incelemislerdir. Calismanin sonucunda e-TZF’nin
oral mikroflora ¢evresinde bulunan mikroorganizmalar izerinde maksimum inhibisyon
bolgesi olusturdugu goriilmistiir. Trombosit konsantrelerinin  antibakteriyel etkileri
birbirleri ile kiyaslandiginda en yiiksekten en diisiige dogru e-TZF>TZF>TZP seklinde
oldugu saptanmistir. Calismada ayni zamanda trombosit konsantrelerinin trombosit hiicre

sayilar1 da degerlendirilmis ve tam kana kiyasla e-TZF ve TZP’nin trombosit sayisinin
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sirastyla %503 ve %464 oraninda fazla oldugu goriliirken bu oranin TZF’de %87 oldugu
bulunmustur (170).

Baska bir ¢alismada Kour ve ark. e-TZF, TZF ve TZP’nin P.gingivalis (Pg) ve
A.actinomycetemcomitans (Aa) tizerindeki antibakteriyel etkinligini agar well difiizyon
metodu kullanarak degerlendirmislerdir (171). Pg ile hazirlanan orneklerin inhibisyon
bolgeleri incelendiginde en genis inhibisyon alaninin e-TZF’de olustugu, TZP’nin de
TZF’ye kiyasla daha genis bir inhibisyon alanina sahip oldugu gozlenmistir. Aa ile
hazirlanan 6rneklerde ise TZF ve e-TZF’ye kiyasla en genis inhibisyon alaninin TZP’de
oldugu bildirilmistir. Her iki mikroorganizma i¢in TZF nin antibakteriyel etkinliginin diger
iki trombosit konsantresine kiyasla daha disiikk olmasi, TZF’nin trombosit ve 16kosit
konsantrasyonunun diger trombosit konsantrelerine kiyasla daha diisiik olmasi ile
aciklanmistir. Bu sonu¢ daha o6nce TZP ve TZF’nin antibakteriyel etkinliklerinin

kiyaslandig1 diger ¢alismalarla da uyumludur (17, 20).

Jasmine ve ark., minimum inhibitér konsantrasyon (MiK) ve minimum bakterisidal
konsantrasyon (MBK) degerleri bakimindan e-TZF’nin S.aureus ve Staphylococcus
epidermis tizerindeki antibakteriyel etkinligini degerlendirdikleri ¢alismada, e-TZF’nin her
iki mikroorganizma iizerinde de antimikrobiyal etkinlik gdsterdigini ve e-TZF’nin biyofilm
olusumunda o6nemli bir azalma sagladigimi tespit etmislerdir. Ayrica, e-TZF’nin
antimikrobiyal ve antibiyofilm etkilerinin gecirgenlik proteinleri, laktoferinler, defensinler,
heparin baglayic1 proteinler ve fosfolipaz A2 araciligiyla olusabilecegini bildirmislerdir
(172).

Giincel literatiirde e-TZF nin antimikrobiyal etkinliginin arastirildig: sinirli sayidaki
calismada kullanilan metodlarin ve incelenen mikroorganizmalarin ¢alismamizdakilerden
farkli olmasindan dolay1 calismamizin sonuglari ile net bir kiyaslama yapilamamustir.
Bilgimiz dahilinde ¢alismamiz e-TZF’nin E.faecalis ve C.albicans mikroorganizmalari
tizerindeki antimikrobiyal etkinliginin degerlendirildigi ilk ¢alismadir. Ayrica, e-TZF nin
antimikrobiyal etkinliginin zamana bagli degisimini inceleyen bir ¢alisma da

bulunmamaktadir.
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Periodontal hastaliklarin etiyolojisinde rol oynayan baslica mikroorganizmalarin
A.actinomycetemcomitans, P.gingivalis, Prevotella intermedia, Tanneralla forsythia,
Fusobacterium nucleatum ve Treponema denticola oldugu olduk¢a iyi bilinmektedir.
Periodontal patojenler olarak kabul edilen bu mikroorganizmalar zorunlu veya fakiiltatif
anaerob, gram negatif bakterilerdir. Laboratuvar c¢alisma imkanlarimizin bu
mikroorganizmalarin incelenebilmesi i¢in yeterli olmamasi nedeniyle, c¢aligmamizda e-

TZF’nin bu periodontal patojenler lizerindeki antimikrobiyal etkinligi incelenememistir.

Calismamizin arastirma biitgesinin hazirlanan 6rnek sayisini sinirlandirmasindan
dolay1, e-TZF’nin antimikrobiyal etkinliginin zamana bagl degisimi 240. dk’ya kadar

degerlendirilebilmis, daha uzun siiredeki etkileri incelenememistir.
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6. SONUC ve ONERILER

1.

Calismamizin amaci, e-TZF’nin E.faecalis ve C.albicans iizerindeki muhtemel
antimikrobiyal etkinliginin zamana bagli degisiminin in vitro olarak arastirilmasidir.
Arastirmamizda; e-TZF’nin E.faecalis ve C.albicans iizerinde antimikrobiyal
etkinlik gosterdigi in vitro ortamda saptandi.

Tam kanla kiyaslandiginda, e-TZF’nin E.faecalis ve C.albicans {izerindeki
antimikrobiyal etkinliginin incelenen tiim zamanlarda anlamli derecede daha yiiksek
oldugu bulundu.

e-TZF’nin antimikrobiyal etkinliginin zamana bagh degisimi incelendiginde,
E.faecalis iizerindeki antimikrobiyal etkinligin 60. dk’da, C.albicans iizerindeki
antimikrobiyal etkinligin 30. dk’da en yiiksek oldugu tespit edildi. Bu etkinliklerin
zamana bagl azalma gostermesine ragmen 240. dk’ya kadar devam ettigi gozlendi.
e-TZF’nin antimikrobiyal etkinligi sayesinde cerrahi islemler sirasinda ve sonrasinda
olusabilecek kontaminasyona ve dokunun enfeksiyonuna engel olabilecegini
diisiinmekteyiz.

e-TZF ile kemik greft materyallerinin kombine kullanimi sayesinde, 6zellikle siniis
ogmentasyonu gibi rejeneratif islemlerde greft partikiillerinin kontamine olmasinin
ve buna bagh enfeksiyon gelisiminin Onlenebilecegini ve rejeneratif islemlerin
basarisinin arttirilabilecegini diistinmekteyiz.

Antimikrobiyal etkileri sayesinde otolog bir biyomateryal olarak e-TZF’nin cerrahi
islemlerde kullaniminin antimikrobiyal ilag gereksinimini azaltacagini diisiiniiyoruz.
Antimikrobiyal ila¢ kullanimimin azalmasi sonucu ilaca bagh gelisen yan etkilerin
goriilme sikliginin ve mikroorganizma direncinin de azalacagina inanmaktayiz.
e-TZF’nin periodontal hastaliklarin gelismesinde rol oynayan periodontopatojen
mikroorganizmalar {izerine antimikrobiyal etkinliginin degerlendirildigi ileri

caligmalarin yapilmasina ihtiyag vardir.
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