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Abstract

Backround: There is an urgent need to support and define effective strategies in chronic wound
therapies that do not respond to antibiotics. This situation causes the physicians to focus on
different areas and to be interested in treatment modalities. Today, successful application of
Maggot Debridement Treatment (MDT) is very interesting. The aim of this study was to isolate the
chymotrypsin gene, which is effective in wound treatment, in the laboratory by using molecular
methods.

Materials and Methods: The Erciyes University Faculty of Medicine Department of Medical
Parasitology, genomic DNA was isolated from the second stage larvae from the Lucilia sericata
colony in which we maintain the life cycle. PCR was performed using primers specific to the L.
sericata chymotrypsin gene region. After isolation of genomic DNA (gDNA) from L. sericata,
Chymotrypsin gene region was amplified using originally designed primers with PCR. PCR product
of 455 bp was obtained.

Results: The in-silico analysis of amino acids encoding the protein of Chymotrypsin have shown
that is approximately 25 kDa.

Conclusions: The L. sericata larvae debride the wound site and contribute to the deterioration of
this biofilm with the secretion of chymotrypsin, one of the important defensin molecules. At the
same time, chymotrypsin protein has important functions that accelerate wound healing and
induce scar tissue formation. The treatment of chronic and non-healing wounds is complicated by
various reasons, and we think that the experimental animals, which provide alternative
mechanisms and the important mechanisms of these compounds, are extremely important.
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Maggot Debridman Tedavisi ve Onemli Bilesenleri:
Antimikrobiyal Ajan Kimotripsin ve Protein Yapisi

Ozet

Amag: Calismamizda; MDT’de kullanilan Lucilia sericata larvalarinin yara tedavisinde etkili
defensin molekiillerinden kimotripsin geninin laboratuvar ortaminda molekiiler yontemlerle
izole edilmesi, protein yapisi, islevsel 6zellikleri ve yara tedavisindeki 6nemine diger
bilesenlerle beraber vurgu yapilmasi amag¢lanmistir.

Gereg ve Yontem: Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Parazitoloji Anabilim Dali hayat
dongiisiinii devam ettirdigimiz L. sericata kolonisinden alinan ikinci déonem larvalardan
genomik DNA izolasyonu yapilmistir. PCR, L. sericata kimotripsin gen bolgesine o6zgii
primerler kullanilarak gerceklestirildi. Genomik DNA'nin (gDNA) L. sericata'dan izole
edilmesinden sonra, Chymotrypsin gen bolgesi PCR ile orijinal olarak tasarlanmis primerler
kullanilarak amplifiye edildi. Sonugta 455 bp'lik PCR iiriinii elde edildi.

Bulgular: Kimotripsin proteinini kodlayan amino asitlerin in-silico analizi yaklasik 25 kDa
oldugunu gostermistir.

Sonug: L. sericata larvalari yara bolgesini debride ederken 6nemli defensin molekiillerinden
olan kimotripsin salgisi ile de bu biyofilmin bozulmasina katkida bulunmaktadir. Ayni
zamanda kimotripsin proteini yara iyilesmesini hizlandiric1 ve skar dokusu olusumunu
tetikleyen onemli islevlere sahiptir. Kronik ve iyilesmeyen yaralarin tedavisinin cesitli
nedenlerden dolay1 karmasiklastig1 giiniimiizde, alternatif olabilecek bilesikler ve bu
bilesiklerin 6nemli mekanizmalarini ortaya koyan deney hayvanlari calismalarinin da son
derece 6nemli oldugunu diisinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: MDT, Lucilia sericata, chymotrypsin, biofilm, antibiotic resistance.

Giris

Lucilia sericata tibbi entomolojide miyaz sinekleri olarak bilinir. Miyaz sinekleri dogada
hayvan lesleri ve bitkisel besinlerle beslenerek madde dongiisiinde rol alirlar. Bazen insan ve
hayvanlarin agik yaralarma yumurta veya larvalarini birakarak miyaza neden olurlar. L.
sericata ayni1 zamanda yara tedavisinde kullanilan bir tiirdiir. Maggot Debridement Treatment
(MDT)’de kullanilan steril larvalar canli dokuyu bozmadan 6li dokular1 segerek beslenirler
(2).

Maggot tedavisinin klinik gozlemlerde etkili olmasi, maggotlarin nekrotik dokuyu
kaldirdigini, enfeksiyondan armma sagladigimi  ve graniilasyon doku olusumunu
hizlandirdigini gostermektedir (2). 1990’larin basinda ABD’de ve 1995°den itibaren de
Kanada, Avustralya, Ingiltere, Almanya, Isvigre, Isveg, Finlandiya, Fransa, Avusturya,
Danimarka, Ukrayna, Hollanda, Misir, Tayland ve Israil gibi 20°den fazla iilkede 3000’den
fazla hekimin kronik ve iyilesmeyen yaralarin tedavisinde yaygin olarak kullandigi bir yontem
olmustur (1). Dekubitus iilseri, vendz bacak {iilseri ve diyabetik ayak {iilserleri gibi kronik,
iyilesmeyen yaralarin tedavilerinin BNHS’ye (British National Health Service) yillik
maliyetinin; artan cerrahi karmagiklik, hastane enfeksiyonlarindaki artig, yash niifus artisi,
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iyilesmeyen ameliyat yaralarinin sayisinin gelecekte artabilecegi diisiiniildiiglinde yilikselmesi
beklenmektedir (1,3).

Iyilesmeyen yaralarda mevcut nekrotik dokular; bakteri iiremesini destekler, antibiyotik
sizmasini inhibe eder, graniilasyon dokusu ve daha sonraki re-epitelizasyon olusumunu &nler
ve ara kontraksiyonu engeller. Kullanilan cerrahi debridman ya da bakteri kolajenazi igeren
maddelerin veya karigimlarin etkinlikleri smirlidir. Mevcut debridman yontemleri, keskin
cerrahi, otolitik, hidrodinamik, biyoterapi ve enzimatik triinleri kapsamaktadir. Biyoterapi
etki mekanizmasi ile eksojen enzimatik debridman {iriinleri arasinda Ortiisme vardir. L.
sericata larvasi, bazi insan anologlari dahil, ortak enzimler spektrumu i¢eren sindirim salgilar
kullanarak cansiz dokuyu degrade eder (4,5). {lging bir sekilde, bu enzimlerin bazilari, alkalin
pH optimumuna sahiptir. Ozel debridman iiriinlerindeki streptokinaz ve kolajenaz ise,
fizyolojik pH’a yakin maksimum aktiviteye sahiptir. Bu da bagka bir debridman madde
olarak kabul edilmis genis bir pH araliginda aktiflige sahiptir (6). Salgilanan kolejenazlar,
tripsin, kimotripsin benzeri enzimler sayesinde her bir kurtcuk 24 saat igersinde 25 mg
nekrotik dokuyu kaldirma kapasitesine sahiptir (7).

Larvalarin viicutlan kutikula tabakasi ve iizerinde diken benzeri tiiylerle kaplidir. Kurtguklar,
ag1z kancasi kullanarak viicudun 6ne dogru cekilmesini saglarlar. Yara yiizeyinde kurtcuk
hareketleri ile olusan agrilar muhtemelen dikensi tiiyler ve agiz kancasiyla iligkilidir.
Proteolitik enzimlerin yaranin sinir veya sinir uglarinin iltihaplanmasina kars1 etki etmesinden
dolay1 agr1 olusabilir (8). Agrilari en aza indirmede bagvurulan bazi uygulamalar; giindiiz 6-8
saat gibi kisa siireli kurt¢uk uygulamasi yapmak, poset benzeri paketlerle uygulama yapmak,
kiigiik ve az sayida kurtguk kullanarak tedavi etmek seklinde olmaktadir. Karsilagilan ve
tartigilan bir diger sorun ise hasta kaygisi “igreng faktor” diir. Kronik yarasi bulunan hastalarin
biliylik ¢ogunlugu MDT’yi kabul etmektedirler. Kurtguklarla ilgili herhangi bir alerjik
reaksiyon su ana kadar tarif edilmemistir. Kurt¢uk tedavisi agresif ilerleyen yaralarda
(anaerobik ya da aerobik-anaerobik yumusak doku enfeksiyonlari ve fasiit gibi)
kullanilmamalidir. Uzuvlar1 tehdit eden enfeksiyonlar acil oldugu icin cerrahi drenaj daha
uygun tedavidir. Tiim cerrahi miidahaleler yapildiktan sonra MDT yardimci tedavi olarak
uygulanabilir (9).

Son yillarda MDT’de kullanilan larvalarin etkinligine ragmen, tedavinin yaygin kullaniminda
kisitlayict durumlar bulunmaktadir. Bu nedenle, rekombinant DNA teknolojisi ¢aligsmalari ile
yara tedavisinde onemli bilesiklerin ortaya ¢ikarilmasi, liretimi ve karakterizasyonu igin
bagarili ¢alismalar devam etmektedir (10). Bu bilesenler i¢inde lucifensin gibi antibakteriyel,
lucimycin gibi antifungal peptitlerin yan1 sira kimotripsin gibi skar dokusu olusumunu
hizlandirict ve biyofilm olusumunu 6nleyici antimikrobiyal ajanlar yer almaktadir.
Caligmamizda; MDT’de kullanilan L. sericata’min yara tedavisinde etkili defensin
molekiillerinden kimotripsin geninin laboratuvar ortaminda molekiiler yontemlerle izole
edilmesi, protein yapisi, islevsel oOzellikleri ve kurtcuk tedavisindeki Onemine diger
bilesenlerle beraber vurgu yapilmasi amaglanmuistir.

GEREC ve YONTEM

Lucilia sericata Larvalari ve Uretimi

Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Parazitoloji Anabilim Dali laboratuvarlarinda
hayat dongiisii devam ettirilen L. sericata kolonisinden larvalar ¢alisma igin alinip
kullanildi (Sekil 1), (Sekil 2), (Sekil 3). L. sericata sineklerinin iretimi, 27-30°C sicakliga
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ve %42-44 bagil neme sahip insektaryum iinitemizde %20’lik seker ve karaciger pargalari
kullanilarak yapildi. Pupalar bir hafta boyunca 15 c¢cm ¢apinda, 20 cm yiiksekliginde
icerisinde talas olan ve agz tiille kapali tasima kabinda bekletildi. Bir haftanin sonunda
pupalar talag ortamindan alinip temiz ve agzi yine tiille kapali kafese konuldu. Yeni neslin
yetisecegi bu kafeslere pupalardan ¢ikacak sineklerin protein ihtiyaglarini karsilayacaklari
ve ayni zamanda iizerine yumurtlayacaklart 50 gr sigir karacigeri veya sigir eti ve
karbonhidrat ihtiyaglarini karsilayacaklar1 %20’lik sekerli su konuldu. Yaklasik 1 giinde
yumurtalardan ¢ikan hareketli birinci dénem larva (L1) 1 giin igerisinde hareketli (L2) larva
haline gelmektedir. Hareketli larva (L2) asamasindan 1 giin sonra hareketli larva (L3)
olusmaktadir. Hareketli larvanin (L3) 1-3 giin igerisinde hareketi yavaslamakta ve
hareketsiz pupa evresine gegmektedir. Hareketli larva (L2) karaciger lizerinden almarak
calismada kullanildi.

e

Sekil 2. Sigir karacigeri ile beslenen L. sericata larvalari.
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Sekil 3. L. sericata: erigskin ve yumurtalar.

Genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu (Qiagen, Almanya) dokudan DNA izolasyonu prosediiriine gore
yapildi. L. sericata kolonisinden alinan L2 larva 1,5 ml’lik steril ependorf tiipii icerisinde
bir kiirdan yardimiyla parcalandi. Uzerine 150 pl Buffer ATL eklendi ve vortekslendi.
Homojen hale gelen karisim tizerine 20 ul Proteinaz K eklendi ve vortekslendi. Karigim
56°C’de 3 saat inkiibe edilirken her yarim saatte bir vortekslendi. Daha sonraki islemler kit
prosediiriine uygun bir sekilde devam ettirilip sonlandirilarak elde edilen genomik DNA
molekiiler ¢alisma 6ncesinde -20°C’de saklandi.

PCR

PCR c¢aligmasinda L. sericata’nin kimotripsin gen bolgesine spesifik primerler L.
sericata_chymotrypsin_F: 5’-CAC CGG GTC GCA TTA CAA ATG GCC-3’ ve L.
sericata_chymotrypsin_R: 5’-CCA AAC GAG CCC ATT GCA AA-3’ kullanildi. PCR i¢in
12,5 pl 2x Taq Master Mix (Takara, Japonya), 3ul genomik DNA ve birer pul F ve R (20
pmol) primerlerinden olusan 25 pl’lik karisim hazirlandi ve 95°C’de 10 dk’lik 6n 1sitmaile
baglayan sirasiyla 94°C denatiirasyon, 56°C baglanma, 72°C uzamadan olusan 35 dongii
sonras1 72°C’de 7 dk’lik son uzama ile biten PCR programi kullanildi. PCR sonrast {iriin,
%1.51ik agaroz jelde elektroforez edildi ve ChemiDoc Imaging Systems (Bio-Rad, ABD)
jel gorlintiileme cihaziyla goriintiilendi.

L. sericata Kimotripsin Proteininin Niikleotid Sekansi, Aminoasit Dizilimi ve Ug
Boyutlu Yapisinin Elde Edilmesi

DNA dizi analizi yapilarak elde edilen L. sericata kimotripsin gen dizisi kullanilarak
http://www.ebi.ac.uk/Tools/st/emboss_transeq/ adresindeki  program ile Kkimotripsin
proteininin aminoasit dizilimi elde edildi.
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgiid=index adresindeki J mol programi
kullanilarak kimotripsin proteininin ii¢ boyutlu sekli elde edildi.

Bulgular

Bu calismada, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Parazitoloji Anabilim Dali
laboratuvarlarinda hayat dongiisii devam ettirilen L. sericata kolonisinden alinan larvalar
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kullanildi. L2 larvalardan genomik DNA, genomik DNA’dan da PCR ile 455 bg
biiyiikliiglinde kimotripsin geni PCR {iriinii elde edildi (Sekil 4).

Sekil 4. M:100 b¢ Marker (GeneAll), N: Negatif kontrol, 1: L. sericata’nin 455 bg
biiyiikliigiinde kimotripsin geni PCR iiriinii.

PCR ile elde edilen L. sericata kimotripsin gemmn DNA dizi analizi yaplldl (Sekil 5).

1 10 10 30 :0 _0
GGGTCGCATTACAAATGGCEAAGATGCTGTCATGG JACAATTCCCCTATCAA GTTG _'ITCT GTCCTTGAAATTG JATAACTTC
ﬂo 103 110 110 130 1-10 1:0 10’3
AAATCTTETTGGTGCGGEG JTTCTTT GATCGGCAACGAATGGGTTTTGACTGET JCTCACT GCACCGACGGT JTCAAA GCTG
0 m Z 210 210

TGACCGTATATTTGGGTGCCACC ;TAC GTACCCAAGCTGAAGTTAAATACACT ;TTAAACCCA GC ;ATATTCTCATCCATCC
50 20 pr] 280 0 300 30 30
TGGCTGGAATAACAAAACTTTAAAGAATGATATTTCTTTGGTCAAGATTCCCGAAACCGCTTATACTGCCTTGATTCAACCC
30 EEn) 350 30 370 380 30 400 410
GTTGAATTGCCCGCTCTTGCCAGETCTTATCCTTCCTTTGCCGGTGATGAGGTTATTGCTTCTGGTTGGGGTCGTATTTCTG
410 430 oo 450 455
ACTCTGTGACCGGTGTTACCAACTATTTGCAATGGGCTCGTTTGE

Sekil 5. L. sericata kimotripsin geninin DNA dizi analiz sonucu.

L. sericata kimotripsin proteini gen dizisi kullanilarak 151 aminoasitten olugan kimotripsin
protein yapisi elde edildi (Sekil 6).

10 0 an 70
RV&LQMAKMLSWDNSI’ IKLVCP *NWITSNLLGAAVL*SATNGF*LLLTAI’TVSKL*FY IWVI’I’YVI’ KLKLNTLLNFA FSS
1CO 110 120 130 140 151

IL.AGITKL*RMIFLWSRFI’KI’LILF*FNI’LI\ICI’LLI’ALILFLI'\.-"MRLLLL\-’GVVFLTL*I’VLI’TICNGL\-"

Sekil 6. L. sericata kimotripsin proteininin aminoasit dizisi.

L. sericata kimotripsin proteini gen dizisi kullanilarak proteinin 3 boyutlu yapisi elde edildi
(Sekil 7).

Sekil 7. L. sericata kimotripsin proteininin ii¢ boyutlu yapist.
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Tartisma

MDT, sterilize edilmis canli sinek larvalarinin (maggot, kurt¢uk) kronik yaralarin
debridmaninda, dezenfeksiyonunda yani tedavisinde kullanilmasidir. Bagka bir ifade ile
tedavi amactyla kontrollii yara miyazi olusturmasidir. Kurtcuk tedavisi, larva tedavisi,
biyo-cerrahik debridman ve biyocerrahi olarak da isimlendirilen ve 6zel ekipmanlarin
kullanildig1 bu uygulamada en ¢ok L. sericata’nin L2 larvalar tercih edilmektedir (11).
Kurtguklarin mikrobik saldirilara karsi dayanikli olmasi gerekmektedir. Larvalarin
antibakteriyel aktiviteleri ile ilgili ilk g¢aligmalara William Bear (1931) tarafindan
baslanmistir. Elde edilen ilk veriler de larvalarin bakterileri yiyerek oldiirdiigii kanisina
varilmistir (12). Bu ¢alismalarda larvalarin bagirsaklarinin iginde bakterileri 6ldirdigi
gosterilmigtir. Erdmann ve arkadaglar L. sericata’nin sindirim sistemi igersinde Proteus
mirabilis tiirii gram negatif bakterinin metabolik iriinleri oldugunu kanitlamis ve
antibakteriyel Ozelligini tanimlamaya c¢aligmiglardir (13). L. sericata’nin sindirim
sisteminde go¢ eden Escherichia coli bakterilerinin iirettigi proteinler incelenmistir. Lazer
konfokal tarama mikroskobu kullanilarak bakterinin tirettigi yesil fluoresanli proteinler
incelenmistir. E. coli’nin sindirim sistemi go¢ii sirasinda en fazla fluoresan proteinlerin
kursak ve on bagirsakta oldugu tespit edilmis, orta ve arka bagirsak ucunda 6nemli
derecede azaldig1 belirlenmistir. Kursakta % 66,7, orta bagirsakta % 55,6 ve arka bagirsakta
ise % 17,8 canli bakteri bulunmustur (14).

Yara tedavisinde enfeksiyon ciddi problemlere yol agmaktadir. Metisiline direngli
Staphylocococcus aureus (MRSA) diyabetik ayak iilserlerinde iyilesmeyi engelleyen en
onemli etkenlerden biridir. Larvalar, MRSA enfekte yaralarin iyilesmesinde ve
dezenfeksiyonunda oldukga etkilidir (15). Gram pozitif MRSA, metisiline duyarl S.aureus
(MSSA), Streptococcus pyogenes ve daha az Olgiide etkili gram negatif Pseudonomas
aeruginosa’ya karsi antibakteriyel aktivesi 194, 152 ve 138 Da olan ii¢ molekiil izole
edilmistir. Larvalardan salgilanan bu molekiillerin patojen ve nonpatojen ¢ok sayida
bakteriye karsi etkili oldugu bildirilmistir (16).

Bir ¢aligmada viriislii ortamlarda yetistirilen ve yaralanarak enfekte edilen steril olmayan
larvalar ile steril larvalar karsilagtirilmistir. Yarali ve steril olmayan larvalarin, steril
larvalara gore daha fazla antibakteriyel maddeler salgiladiklar gézlemlenmistir. Yine bu
calisgmada MSSA, MRSA ve Gram negatif bakterilerden P.aeruginosa, Serratia
marcescens, E.coli ve Klebsiella pneumoniae bulunan yaralarda diisiik molekiil agirligina
sahip peptitler bulunmustur. Bu bulgularla larva salgilarinin bakterileri notralize ettigi
konusunda fikir birligine varilmistir. Larvalar tarafindan, E.coli, P.aeruginosa, MSSA,
MRSA gibi bakterilere kars1 iki dakika sonra diisiik agirliga sahip molekiiller salgilanmaya
baglanmistir ve 15 dakika igerisinde bakterilerin %901 imha edilmistir.

Elektron mikroskobu ile yapilan ¢aligmalarda; membranda goriilen hizli K+ degisimleri ve
diistik agirliga sahip peptitlerin hiicrelerin yok olmasina neden olduklar1 gésterilmistir (16).
Kronik yaralarda olusan bakteriler genellikle biyofilm i¢inde bulunurlar. Biyofilm iginde
bulunan bu bakteriler antibiyotik ve bagisiklik sisteminden korunurlar. Kronik yaralarda
larvanin ekzoenzimleri biyofilm tabakasini inhibe ettigi gibi olusan biyofilm tabakasini da
bozmaktadir. Kronik yaralarda biyofilm ile iligkili S.aureus ve P. aeruginosa en uygun
tirlerdir. Kurtcuk salgilari, S. aureus ve P. aeruginosa’nin olusturduklar biyofilmlere karsi
etkilidir. Biyofilm bozulmasi sonucu, bakteriler antibiyotiklere, immun sistem
faaliyetlerine karsi duyarli hale gelmektedirler. Kronik enfeksiyonlar, genel olarak,
S.aureus ve S.epidermidis gibi stafilokoklar tarafindan olusturulan biyofilmler ile
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iliskilendirilir. Stafilokok biyofilm olusumu birka¢ adim igerir. ilk olarak, hiicre duvar ile
iligkili adezinler araciligi ile bakteriler biyomateryale baglanir; daha sonra ¢ok bakterili bir
tabaka olusturarak birikirler. S. aureus ve S. epidermidis, biyofilm biriktirmek ve meydana
getirmek igin icaADBC lokusu tarafindan sentezlenen (PNAG) polymericN-
asetilglukosamin olarak da adlandirilan (PIA) polisakkarit hiicreler aras1 adezini gibi birkag
farkli hiicreler arasi yapiskan mekanizmalari kullanirlar (17). Yapilan bir ¢aligmada
S.aureus ve S.epidermidis tarafindan PE (Polyetylene), TI (Titanium), SSS (Surgical
stainless steel=Paslanmaz c¢elik) {izerine biyofilm olusturulmustur. Olusturulan
biyofilmlere maggot salgilariin etkileri arastirilmigtir. Bakterilerin yedi giin sonunda PE,
TI, SSS {izerinde biyofilm olusturdugu gozlenmistir. Biyofilm olusumu besinci giinden
sonra artmaya baslamis ve ydinci giinde en yiiksek seviyesine ulasmistir. Farkli
konsantrasyonlarda biyofilm iizerine maggot sekresyonlar1 uygulanmistir. SSS {izerinde
S.aureus’un olusturdugu biyofilme 0,31 ug maggot salgist uygulanmasi sonucunda % 59,5
inhibisyon olusturarak maksimum etkiye ulagmistir. PE iizerinde S.aureus’un olusturdugu
biyofilme 0,83 ng maggot salgisi uygulanmasi sonucunda % 60,8 inhibisyon ile maksimum
etkiye ulagsmstir. TI tizerinde S. aureus’un olusturdugu biyofilme 8,33 pg maggot salgist
uygulanmast sonucunda inhibisyon olusturdugu goézlenmistir. SSS iizerinde S.
epidermidis’in olusturdugu biyofilme 25 pg maggot salgis1 uygulanmasi sonucunda % 67,7
inhibisyon olusturdugu gézlenmistir. PE {izerinde S. epidermidis’in olusturdugu biyofilme
0,33 pg maggot salgisi uygulanmasi sonucunda % 92,2 inhibisyon olugturarak maksimum
etkiye ulagsmustir. TI tizerinde S. epidermidis’in olusturdugu biyofilme 0,31-0,93 pg maggot
salgis1 uygulanmasi sonucunda biyofilmde azalma goriilmiistiir. Sonu¢ olarak maggot
sekresyonu var olan biyofilmi bozmaktadir (18).

Debridmana yardimci kurtguk sekresyonlarinda metaloproteazlar, serin proteazlar gibi
bilesenler ve antibakteriyel aktiviteleri olan ve iyilesmeye yardimci olabilen aspartil
bilesikleri de tespit edilmistir (19). Yara kabuklarini etkin bir sekilde azaltan, kimotripsin
benzeri proteinazin varlig1 bilinmektedir. Armstrong ve arkadaslari huzur evinde yasayan
hastalarda bulunan alt ekstremite yaralarinda kurtcuk tedavisi ile vaka-kontrol ¢aligmasi
kurarak tedavinin klinik 6nemini gostermislerdir. Calisma ile kurt¢uk tedavisinin klinik
degerlendirmelerinde; daha az enfeksiyon, daha az antibiyotik kullanimi ve daha az
ampiitasyona gereksinim oldugu vurgulanmistir (20). Kurtguk tedavisinde graniilasyon
dokusu olusumundaki artis hizli yara kapanmasi kontrollii deneyleriyle gosterilmistir. Elde
edilen debridman sonras1 iyilesme oranlar1 Baer’in gézlemlerini kamitlamigtir. 1930’larda
kurtcuk ile muamele edilmis yaralarin alkalitesinin, izole edilmis allantoin ve iire ihtiva
eden bilesiklerden kaynaklandig1 ve yara iyilesmesinde etkili oldugu disiiniilmiistiir (21).
Bugiin bile allantoin ve iire bir¢ok kozmetik {iriiniin i¢inde bulunmaktadir.

Yakin zamanda yapilan calismada, kurtguk salgilarimin doku kiiltiiriinde fibroblast ve
endotel doku ¢ogalmasini uyardig: gosterilmistir. Tedavi edilen yaralardan alman biyopsi
orneklerinde, anjiyogenez ve graniilasyon dokusu ortaya c¢ikmaktadir. Wolina ve
arkadaslar1, tedavi Oncesi ve kurtcuk tedavisi sonrasi hastalar1 transfer spektroskopi
kullanarak degerlendirmiglerdir. Kurtguk tedavisi uygulanan hastalarda vaskiiler perfiizyon
ve doku oksijenlenmesinin artmig oldugunu gostermislerdir (22). Larva salgilari laminin,
fibronektin ve kollajen tip I-1I gibi ekstraseliiler matriks komponetlerinde azalmaya sebep
olmakta ve yarada iyilesmeyi hizlandirmaktadir. Ayrica ekstraseliiler matriks
komponentleri ve fibrinin yikimi yarada fibroblastlarin gogiine, proliferasyona,
anjiogenesise ve l6kosit invazyonuna neden olmaktadir (23). ABD’de tibbi kurtguklarin
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iiretimiyle ilgili standartlar FDA tarafindan diizenlenmektedir. Bu diizenlemelere gore; cilt
ve yumusak doku yaralari, basi iilserleri vendz dolasim bozuklugundan kaynaklanan
tilserler, diyabetik ayak iilseri, ndropatik ayak tilserleri, travma veya cerrahi sonrasi olusan
yaralarda kurtguklar kullanilmaktadir.

Kurtcuk tedavisi ayrica yaniklar, burger hastaligy, seliilit, postoperatif yaralar, iilseratif deri
kanserleri, lenfostaz, ndropatiler, osteomiyelit, mastoidit, talasemi, polisitemi, nekrotik
timorler dahil genis bir patolojik yalpazede iyilesmeyen yaralardan nekrotik dokuyu
temizleyerek yara iyilesmesine neden olmaktadir (24-26). Larval tedavi diyabetik ayak
iilserasyonu, osteomyelit, kronik bacak iilserleri, dekiibit iilserler gibi kronik ve enfekte
yaralarda uygulanir. Kronik yaralarda en fazla vakayr diyabetik ayak iilserleri
olusturmaktadir. Diyabet hastalarinin, diyabete bagl olarak gelisen ayak iilserlerinin
gelisme riski % 12-25 oranindadir. Diyabete bagli olusan ayak iilserleri, hastanede kalma
stiresinin artigina, tedavide yiiksek maliyete ve alt ekstremite ampiitasyonuna neden
olmaktadir (27). Diyabetik ayak iilserleri nontravmatik ampiitasyonlarin % 40-60’1n1
olusturur. Diyabete bagli gelisen ayak iilserlerinde Giirlek ve arkadaslar1 tarafindan
tilkemizde yapilan bir ¢alismada ampiitasyon orant % 36,7 bulunmustur (28). Yesil ve
arkadaslar1 1998-2008 yillar1 arasinda diyabetik ayak iilserli 574 hasta tizerinde yaptig1
¢alismada ampiitasyon oram1 % 37 olarak bildirilmistir (29). Ilaca direngli patojenlerin
ortadan kaldirilmasi yara tedavisinde onemli bir yere sahiptir. Bu nedenle kurtguk
tedavisine katilan bilesikleri ve mekanizmalarin1 tanimak i¢in antimikrobiyal
karakterizasyonunu arastirmak gerekmektedir (30). Bu bilesenler iginde; lucifensin gibi
antibakteriyel, lucimycin gibi antifungal peptitlerin yaninda skar dokusu olusumunu
hizlandirict1 ve biyofilm yapisimt bozan proteinlerden kimotripsin yer almaktadir.
Biyocerrahi etkili bir yontem olsa da, bazi uygulayicilar tarafindan genel olarak kabul
gormemektedir. Raf dmriiniin sinirh olmasi ve nihai tiiketiciler adina larva iiretimi i¢in 6zel
sartlar gerektirmesi yoniinden sinirlamalar1 bulunmaktadir.

Sonug

Calismamiz ile giiniimiizde kronik yara tedavisinde alternatif bir yontem olan MDT’de en
stk kullanilan tiirlerden L. sericata’nin onemli genlerinden kimotripsin geni izole
edilmistir. Maggot proteinleri; yara tedavisi, biyofilm olusumunu engelleme, ampiite
olabilecek uzuvlarda geri kazanim noktalarinda 6nemli bir yerde durmaktadir. Antibiyotik
direnci ve kronik yaralarin tedavisinde yasanan zorluklar disiiniildiigiinde alternatif
olabilecek uygulamalarin son derece Onemli oldugu asikardir. Yara tedavisinde
antibiyotiklere alternatif olabilecek veya beraber kullanilabilecegi bilesiklerin ortaya
cikarilmas1 ve uygulamalart noktasinda; parazitologlar, mikrobiyologlar, enfeksiyon
hastaliklar1 uzmanlari, dermatologlar, alternatif tip uzmanlari, kimyagerler, cerrahlarin vs
multidisipliner ¢alismalarina son derece ihtiyag duyulmaktadir. Kronik ve iyilesmeyen yara
tedavilerinde bu tiirden bilesiklerin ortaya ¢ikarilmasi ile birlikte deney hayvanlarinda
yapilabilecek ¢alismalarin sayilarinin da arttirilmasinin 6nemli oldugu kanisindayiz.
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