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Periodontitli Hastalarda Herpes Viriislerin Goriuilme
Sikhiginin PCR ile Belirlenmesi

Amag: Yakin zamanlarda yapilan ¢aligmalarda herpesvirlslerle periodontit siddeti arasindaki
iliski ortaya konmustur. Mevcut calismada periodontitli hastalardan alinan subgingival krevikular
sivi 6rneklerinde farkli herpesvirislerin varliginin arastirilmasi ve bu hastalardaki herpesvirlis
sikhigi ile periodontitin seyrini belilemede énemli olan, plak indeksi (PI), gingival indeks (Gi) ve
cep derinligi (CD) gibi parametreler arasinda bir iligki olup olmadiginin belirlenmesi amaglandi.

Gere¢ ve Yontem: Bu amacla, Elazig Dis Hastanesi Periodontoloji Klinigine basvuran
periodontitli 52 hastadan ve periodontit yoninden saghkli 20 bireyden paper pointler periodontal
ceplere yerlestirilerek krevikular sivi 6rnekleri alindi. Daha sonra, bu o6rneklerden DNA
izolasyonlari gergeklestirildi. Elde edilen DNA’larda ve dort herpesvirise 6zgll primerler
kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile herpes viris varligi arastirildi.

Bulgular: Polimeraz zincir reaksiyonu sonuclarina goére, 52 periodontitli hasta &6rneginin
%61.5’inde EBV, %53.8'inde CMV, %32.6’sinda HSV-1 ve %25inde HSV-2 pozitifligi tespit
edildi.

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

Anahtar Kelimeler: Periodontit, PCR, HSV-1, HSV-2, EBV, CMV.

Investigation of Herpes Virus Frequency in Patients with Periodontitis by Using
PCR

Objective: Recently, a relation was revealed between herpesvirus and severity of periodontitis.
The aim of this study was to determine prevalence of herpesvirus in crevicular fluid sample which
were taken from patients with periodontitis and to reveal a relation between clinical paremeter
(plak indeks; PI, gingival indeks; Gl and probing depth; PD) and present of herpesvirus.

Materials and Methods: For this aim, total of 52 patients with periodontitis and 20 healthy
persons who attend to periodontology clinic of Elazig Tooth Hospital were included the study.
Crevicular fluid of sample of participants was taken with paper point. Later, DNAs of the samples
was extracted. The presence of herpes viruses were investigated with Polymerase Chain
Reaction (PCR) using four specific primers.

Results: EBV was determined in 61.5% of 52 patient's sample. CMV was determined in 53.8%
of 52 samples. HSV-1 and HSV-2 were determined respectively in 32.6 % and 25 % of 52
samples.

Conclusion: As result, presence of a strong etiologic relation between presence of EBV, CMV
and periodontitis, its clinic condition and a weak etiologic relation between HSV and periodontitis,
its clinic condition were convinced.

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

Girig

Periodontit, disetlerinde baglayan iltihabi degisikliklerin derin periodontal dokulara
yansidigi bir dis hastahdidir (1). Kronik periodontit, periodontal hastaliklarin en sik
rastlanilan tipi olup 35-40 yasindan sonra popilasyonun blylk bir kismini
etkilemektedir. Kronik periodontit, primer etiyolojik ajan olarak mikrobiyal plagin ve
plak birikimini kolaylastirici lokal faktorlerin sorumlu tutuldugu inatgi ve ilerleyici bir
periodontit formudur. Kronik periodontitlerde yliksek oranda (%90) anaerob ve gram
negatif bakteriler izole edilmektedir (2, 3). Yakin zamanlarda yapilan galismalarda
herpes virlslerle periodontit siddeti arasindaki iliski ortaya konmustur. Bu galismalar
hastaligin etyopatogenezinin daha ayrintili olarak anlasilmasi yéniundeki ¢alismalara
katki saglamistir. Ancak, bugun icin periodontit etyopatogenezinde herpesvirtslerin
roli ile ilgili tartismalar devam etmektedir (4). Mevcut c¢alismada, periodontitli
hastalardan alinan subgingival krevikular sivi 6rneklerinde, farkli herpes virlslerin
(Herpes simpleks virls tip 1 ve 2; HSV-1 ve HSV-2, Epstein—Barr virlis; EBV ve insan
sitomegaloviris; HCMV) varliginin arastiriimasi ve bu grup hastalardaki herpesviriis
sikh@i ile, periodontitin seyrini belirlemede 6énemli olan, plak indeks'i (Pi), gingival
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indeks (GIi) ve cep derinligi (CD) gibi parametreler
arasinda bir iligki olup olmadidinin belirlenmesi
amaglanmistir.

Gereg ve Yontem

Caligma Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji
ve Kilinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali ile Elazig Dis
Hastanesi'nin ortak katkilari ile gerceklestirildi. Firat
Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu'nca onaylanan
c¢alismada Elazig Dis Hastanesi Periodontoloji Klinigi'ne
basvuran periodontitli 52 hastadan alinan krevikular sivi
ornekleri hasta grubunu olustururken kontrol grubu
olarak 20 saglikh bireyden krevikular sivi érnekleri alindi.
Hasta grubunu yaslari 33-67 arasinda degisen (ortalama
49.9) 23 bayan ve 29 erkekten toplanan O&rnekler
olustururken, saghkli grubu da yaslari 30-56 arasinda
degisen (ortalama 43.3) 10 erkek ve 10 bayandan
toplanan 6rnekler tegkil etti.

Orneklerin toplanmasi ve analize hazirlanmasi:
Calismada kullanilan ornekler periodontoloji
polikliniginde hasta baginda alindi. Ornekler son alti ay
icinde antibiyotik almamis hastalardan temin edildi.

Tablo 1. Plak indeksi (Pi)

Periodontitli Hastalarda Herpes Viruslerin Gérilme ...

F.U. Sag. Bil. Tip Derg.

Genellikle bu tip galismalarda sikga kullanildigi ve bu
sayede calismalar arasinda mukayese imkani sagladigi
icin, 6rnek alinan hastalarin Silness- Lée’lin plak indeksi
ve gingival indeksi skorlandi (Tablo 1 ve 2). Ayrica
hastalarin dis cep derinligi belirlendi.

Hastalardan o&rnekler alinmadan 6nce hastalarin
agizlarini 30 sn kadar klorhexidine ile yikamalari istendi.
Paper pointler (micro-IDent-plus/Hain-Lifescience) dig
hekimleri tarafindan periodontal ceplere yerlestirildi.
Krevikular siviyr emmesi igin 30 sn bekletildikten sonra,
paper pointler steril kapakli ependorflara alindi. Ornekler
buz akileri ile birlikte hizli bir sekilde laboratuvara
ulastirildi. Ornekler laboratuvarda calisilacak zamana
kadar -80°C derecede stoklandi.

Tdm dis 6rneklerinden QlAamp DNA Mini Kit ile
uretici firmanin (Qiagen) Onerileri dogrultusunda DNA
izolasyonu yapildi.

Asagida belirtilen primerler kullanilarak In-House
PCR ile HSV-1, HSV-2, EBV, CMV-1, CMV-2 varlidi izole
edilen DNA 6rneklerinde arastirildi (Tablo 3).

Skor Kriter
0 Pl Plak yok
1 D Disin gingival kenarina yapismis film plagi mevcut ancak goriintii saglayacak solusyonlar ya da
dis yuzeyine prob kullanarak gorulebilmekte.
2 G Gingival cebin iginde veya dis ylizeyinde giplak gozle gorilebilen orta derecede yumusak
depozit birikimi
3 G Gingival cep veya dis ylzeyinde bol miktarda yumusak depozit birikimi mevcut.
Tablo 2. Gingival indeks (Gi).
Gortnim Kanama inflamasyon Skor
N Normal Yok Yok 0
Gingivanin renginde hafif degisiklik gingivanin Yok Hafif 1
sertliginde hafif degisiklikle birlikte hafif 5dem
K Kizariklik, hipertrofi, 6dem P Prob dokunmasi ve Orta 2
bastirma ile kanama
B Belirgin kizariklik, hipertrofi, 6dem, Spontan kanama Siddetli 3

Ulserasyon

Tablo 3. Calismada kullanilan primerler

Virus Egi;: Uriin uzunlugu (bp) Primer Dizilimleri

HSV-1 gpC 450 bp P1 (5" TGA CGT TTG CCT GGT TCC TG 3')
HSV-1 gpC 450 bp P2 (5' GAA GAG AGG GTG GCG GCT TTA 3))
HSV-2 1.PCR apG 184 bp P1 (5° TCA GCC CAT CCT CCT TCG GCA GTA 3')
HSV-2 1.PCR gpG 184 bp P2 (5' GAT CTG GTA CTC GAA TGT TCT CCG 3')
HSV-2 2.PCR gpG 100 bp P3 (5' AGA CGT GCG GGT CGT ACA CG 3')
HSV-2 2.PCR apG 100 bp P4 (5' CGC GCG GTC CCA GAT CGG CA 3)
EBV gp220 239 bp P1 (5' AGG GAT GCC TGG ACA CAA GA 3)
EBV gp220 239 bp P2 (5' TGG TGC TGC TGG TGG TGG CAA T 3))
CMV-1.PCR uL123 438 bp P1 (5' CAA GCG GCC TCT GAT AAC CAAGC 3')
CMV-1.PCR UL123 438 bp P2 (5'CTC TTC CTC TGG GGC AAC TTC CTC 3)
CMV-2.PCR uL123 190 bp P3 (5' CCG ATC CTC TGA GAG TCT GCT CTC 3')
CMV-2.PCR uL123 190 bp P4 (5' CAG CCA CAATTA CTG AGG ACA GA 3)
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Tum PCR ¢ogaltma Urtnleri etidyum bromidli %2’lik
agaroz jelde yurutllerek elektroforezle yuratildi ve UV
transilluminatérde incelenerek olusan bantlar
degerlendirildi.

Hastalikh gruptaki EBV, CMV varligi ile saglikh
gruptaki EBV, CMV varligi arasindaki farkin anlamli olup
olmadigini tespit etmek igin fisher’'s exact testi uygulandi.
Viriis varligi ile Pi, GI ve cep derinligi arasindaki iliski
spearman’s korelasyon analizi ile gergeklestirildi.

Bulgular

Yapilan PCR neticesinde 52 0rnegin 32'sinde
(%61.5) EBV pozitif olarak belirlendi. EBV DNA
yoninden pozitif ve negatif olan bazi 6rneklerin PCR
ardnlerinin jel géruntusu Sekil 1°de verilmigtir.

Sekil 1. EBV pozitif ve negatif PCR Urlnleri (239 bp)

Ayni 6rneklerden CMV DNA pozitifligini belirlemek
icin yapilan nested PCR sonucunda ise 6rneklerin 28
inde (%53.8) CMV DNA pozitifligi tespit edildi.

Hasta grubunun HSV-1 ve HSV-2 primerleri ile
kurulan PCR sonuglarinda ise HSV-1 ve HSV-2 pozitifligi
sirayla 17 (%32.6) ve 13 (%25) olarak tespit edildi. Hasta
ve saglkli grubun érneklerinde virtslerin gorilme sikligi
tablo 4 de gdsterildi (Tablo 4).

Tablo 4. Hasta grubunda PCR’la tespit edilen virls
sikligr.

Periodontitli Hastalarda Herpes Virlslerin Gorilme ...

Virtsler Hasta (n: 52) Saglikh (n: 20)
EBV 32 (%61.5) 4 (%20)
CMV 28 (%53.8) 2 (%10)
HSV-1 17 (%32.6) 2 (%10)
HSV-2 13 (%25) 1(%5)

Elde edilen pozitif PCR sonuglarinin hastalarin plak
indeksi, gingival indeksi, cep derinligi ile yapilan
spearman’s rho korelasyon analizinde EBV-1 varligi ile
bahsedilen (¢ parametre arasinda anlamli bir korelasyon
tespit edilirken (P< 0.01) CMV varligi ile 2 parametre
(plak indeksi (P<0.01), cep derinligi (P<0.05) arasinda
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anlaml bir korelasyon tespit edilmis fakat gingival indeks
ile anlamh bir iliski gésterilememistir.

Elde edilen sonuglara gore HSV-1 ve HSV-2 varlig
ile plak indeksi, gingival indeksi, cep derinligi arasinda
anlamh bir korelasyon iligkisi yoktur.

Tartisma

Gingivit ve periodontitin genellikle dis ylzeyinde
kolonize olan bakteriler tarafindan baslatilan hasarin
sonucunda meydana geldigine inaniimaktadir (5). Bu
gbrusin temelinde, plak varhgi ile gingivititis ve
periodontit arasindaki pozitif iliski yatmaktadir. Plak
mevcudiyetinde gingivitin  ve periodontitin  siddeti
artmaktadir  (6).  Bakteriyel plagin  periodontit
patogenezindeki 6nemine ait kanitlarin olmasina ragmen
bozuk oral hijyen, sigara kullanimi gibi ekzojenik
faktorler, insanlar arasindaki immun cevap farkhliklar
gibi endojen faktorler hastahigin meydana gelmesine
katki yapmaktadir (7-10). Yakin zamanda yapilan
calismalarda bazi virUslerin periodontal hastalik gelisimi
ve siddetine katkilarinin olabilecegdi ileri surilmis ve
buna dair kanitlar elde edilmistir (5, 11, 12). Herpesviriis
enfeksiyonlarina genellikle ¢ocukluk ¢aginda oral
sekresyonlar ile temas yoluyla yakalaniimaktadir (13-16).
Primer herpetik gingivit viral orjinli gingivitin en sik
sebebidir (17). Bu virUslerin rekirrensleri herpes
labialis’de oldugu gibi genellikle mukokutandz birlesim
yerlerinde olmaktadir. Damak ve gingiva rekurrenslerin
diger sik gorildigi yerlerdir (18, 19). insanlarin %90’
indan fazlasinin EBV ile enfekte oldugu duslnulurken,
CMV nin endustrilegsmis Ulkelerde 20 li yaslara kadar
populasyonun %90’ini etkiledigi hesaplanmaktadir (20-
25). Herpes virlslerin periodontal hastalik etyolojisinde
yer almalari ile ilgili hipotezler bu virlslerin periodontal
hastaligi olan kisilerin gingival dokularinda, gingival
krevikular sivilarinda, subgingival plaklarinda tespit
edilmesine  dayanmaktadir (5, 26) Yaptigimiz
calismadaki EBV ve CMV pozitifligi oranlari hem yurt disi
hem de yurt iginde vyapilan calismalarla uyumlu
bulunmustur (11, 12). Yapilan g¢alismalarin pek gogunda
degisken oranlarda genel HSV veya HSV-1'in varligi
bildirilirken, HSV-2 varligi ya disuk oranlarda belirlenmis
ya da tespit edilmemistir (27- 29).

Sonug olarak, EBV ve CMV varlgi ile periodontit ve
periodontitin klinik siddeti arasinda kuvvetli bir iliski
oldugu kanaatine varilirken HSV ler ile periodontit
arasindaki iliskinin zayif oldugu disunulmektedir. Fakat
konu ile ilgili yapilan galismalarin az olmasi, ¢alismalarda
pek cok farkli parametreye bakilma zorunlulugu ve
dedisken sonuglarin elde edilmesi dikkate alindigi
zaman, eldeki bulgulara gére herpesviruslerle periodontit
arasinda sebep-sonug iligkisinin tam olarak
aydinlatilmasi igin reseptér dizeyinde c¢alismalarin
artirlimasi gerektigini dustinmekteyiz.
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