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OZET

Akut apikal inflamasyon, periapikal dokularda hasara yol a¢an sinirlandirilms
veya yaygin likefaksiyon seklinde olabilen lezyonlardir. Her ne kadar olusan
enfeksiyon bakterilere ve pulpada nekroz olusturan irritan baska maddelere
bagh olabilecegi ileri siiriilse de mikroorganizmalar disin pulpasi ve periapikal
dokulan ile ilgili hastaliklarda en onemli etiyolojik faktorler olarak kabul
edilmektedir. Kanal icindeki bakteriler de periapikal lezyona sebep olabilir. Bu
nedenle bakteriler kanal icinden ve kok kanal sisteminden uzaklastirnlmahdar.
Bu sayede tedavide basar saglanabilir. Kok kanal icinde inflamasyona (abse)
yol acan ¢ok sayida bakteri bulunmaktadir ve bu karisik flora hem aerobik hem
de anaerobik mikroorganizmalardan olusmaktadir. Son yillarda kok kanah
enfeksiyonlar1 ve periapikal hastahklarin biiyiik cogunlugundan anaerobik
bakterilerin sorumlu oldugu rapor edilmektedir. Bu nedenle kanal i¢indeki
aerob veya anaerob tum mikroorganizmalar, kok kanal sisteminden
uzaklastirilmadig1 siirece tedavide basarisizhiklar olabilecektir. Son yillarda

toplumumuzda uygunsuz antibiyotik kullamimi veya coklu ila¢ direncine sahip



mikroorganizmalarin sayisinda artis goriilmesi nedeniyle 6zellikle inatc1 ve
tekrarlayan enfeksiyonlarda kanal icinde bulunan mikroorganizmalarin
trlerinin belirlenmesi, tedavi igin gerekli antibiyotik secimine karar verilmesi
acisindan 6nem tasimaktadir. Bu nedenle enfekte alanlardan alinan 6rneklerin
kiiltiiriinii yapilmas1 gibi klasik, konvansiyonel mikrobiyolojik yontemler
kullanilarak mikroorganizma tiiriiniin tespit edilmesi gerekmektedir. Ancak
agiz ici bakterilerinin ¢cogunun gec¢ ve giic iireyen bakteriler olmasi, bir kisminin
anaerob kosullarda inkiibasyon siirelerinin uzun olmasi nedeniyle Kkiiltiir
yontemi ile tespiti uzun zaman almaktadir. Bununla birlikte karisik floradan
tiir diizeyinde tamimlanmasi ¢ok fazla besiyeri ve tanimlama kiti kullanimm
gerektirdigi icin masrafli ve zor olmakta, ayrica her mikroorganizma turinin
de in vitro kiiltiiriiniin yapilabilmesi miimkiin olamamaktadir. Bu ¢cahsmada
kok kanal enfeksiyonlarinda en sik goriilen bakterilerin tamémmlanmasinda hizl,
ozgiil ve giivenilir bir yontem olarak kabul edilen ve karisik flora icinde bile
hizh tiir tayinine imké&n saglayan polimeraz zincir yontemi (PZR) ve
mikroorganizmalarin nicel degerlendirilmesinde kullanilan nicel es zamanh
polimeraz zincir reaksiyonu (qPZR) teknikleri uygulanmistir. Materyal olarak
pulpal ve periapikal enfeksiyon hastaliklar1 olan dislerin kok kanalindan
aseptik sartlarda kiiltiir ornekleri Ankara Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi
Endodonti boliimiinde alinmistir. Alinan érneklerin DNA izolasyonlar1 yapilmis
ve Porphyromonas gingivalis tirl bakteri igin tasarlanan 16S rRNA bdolgesine
ozgii primerlerle PZR islemi yapilmistir. Daha sonra Porphyromonas gingivalis
tirii PZR pozitif olarak bulunan o6rneklerden es zamanh polimeraz zincir

reaksiyonu (qPZR) lightcyler 480 (Roche, isvigre) ile nicel analizleri yapilmistir.
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ABSTRACT

Acute apical inflammation which is a localized or defused liquefaction lesion has
caused periapical tissue damage. Although it has been claimed that infections
has become due to the bacteria and nonbacterial irritants as well dental pulp
and periapical tissue infections, microorganisms has been accepted as the most
important etiologic factors at these kind of infections. The presence of bacteria
in the canal may cause periapical lesion, too. For this reason the bacteria must
be removed from the interdentinal or the root canal system. So, the treatment
will be successful. There are many bacteria existing in the root canal that may
lead to inflammation (abscess) and this flora contains either aerobic or
anaerobic microorganisms. It has been reported that anaerobic microorganisms
were mostly responsible for the root canal infections and periapical diaesases.
Recently, because of the inappropriate usage of the antibiotic and the elevation
in the number of multidrug resistant microrganisms in our society, there may
be failures in the treatment if the aerobic and anaaerobic bacteria couldn’t be

removed of the root canal. Especially for the resistant and recurrent infections,



vii

type identifications of the microorgnisms in the root canal shall be important
for the antibiotic selection in treatment. Thus, classical, conventional
microbiological methods such as culture are needed. But this will take time
because of the fastitious and/or slowly growing bacteria and also some of them
are uncultivable bacteria. Besides for identification of the species within a mix
population/flora will be needed more media, chemical agents and identification
kits. So this will take long time and cost will be higher. On the other hand, it was
impossible to type every isolated strains by in vitro cultures. Polimerase chain
reaction (PCR) is accepted as a rapid, specific, sensitive and reliable technique
which enables identification of the species even among a mixed flora specifically.
Real time PCR (gPCR) technique is a kind of PCR technique which gives a
guantitative results besides typing the microrganisms. These techniques will be
used in this study. Interdentinal samples taken from the patients aseptically
from the root canal of the patients who has pulpal and periapical infections in
Ankara University Faculty of Dentistry, Department of Endodontics. Then the
bacterial DNA were isolated from the samples and amplification of the DNA
samples with oligonucleotid primers targeted to the type specific region of 16S
rRNA of Porphyromonas gingivalis strain in the study. Then electrophoresis of
the PCR samples in agarose gel and imaging of them were done. The PCR
products will be processed with the real time PCR technique by using species-
specific oligonucletide primers with a dye in 5-3 in the lightcyler 480

quantitatively (Roche®, isvigre).
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis baz1 simgeler ve kisaltmalar, agiklamalari ile birlikte

asagida sunulmustur.

Simgeler Aciklama

bp Baz cifti

gr Gram

mM Mili molar

Tm Primerlerin baglanma sicakligi
pl Mikro litre

1M Mikro molar

Kisaltmalar Aciklama

A Adenin

C Sitozin

DNA Deoksiribo Nikleik Asit
dNTP Deoksiribonukleotid trifosfat
EIA Enzim Immunoassays
ELISA Antikorlarin Tanimlanmasi

(Enzyme-linked Immunosorbent Assay )

FRET floresans rezonans enerji transferi
G Guanin

IF Immunofloresans

PZR Polimeraz Zincir Reaksiyonu
RNA Ribo niikleik asit

rRNA Ribozomal Ribo nukleik asit

T Timin

Xiv



1. GIRIS

Periapikal doku hastaliklari, dislerin periapikal dokularinda hasara yol acan nekrotik
dis pulpasindaki mikrobiyal veya mikrobiyal olmayan irritanlara yanit olarak olusan,
pulpa kaynakli siddetli bir iltihapsal yanit, lokalize veya diffliz likefaksiyon
lezyonlardir. Dislerin kok kanali icinde abseye yol acan c¢ok sayida bakteri
bulunmaktadir ve bu karistk flora hem aerobik hem de anaerobik
mikroorganizmalardan  olusmaktadir.  Yapilan arastirmalarda kok  kanali
enfeksiyonlart ve periapikal hastaliklarin  biiyiikk ¢ogunlugundan anaerobik

bakterilerin sorumlu oldugu goriilmiistiir.

Ancak anaerobik bakterilerin tanimlanmasi, geleneksel kiltlr yodntemleri

kullanildiginda, 7-14 glin strebilmektedir.

Son yillarda anaerobik mikroorganizmalarin tespit edilmesinde molekuler
yaklagimlar  kullanilmaktadir. ~Mikroorganizmalarin  tanimlanmasi  amaciyla
kullanilan molekiiler yontemlerden giinimuizde en sik kullanilant ‘Polimeraz Zincir
Reaksiyonu’dur (PZR).

PZR dizisi bilinen bir DNA bdlgesinin in vitro olarak ¢ogaltilmasini saglayan bir
yontemdir. PZR genel olarak 3 asamada gerceklesir. DNA’nin iki zincirinin yiiksek
sicaklik ile birbirinden ayrilmasi (denatlrasyon), sentetik oligo nikleotidlerin hedef
DNA'’ya baglanmasi (primer baglanmasi), sonra zincirin uzamasi (polimerizasyon)
(cift iplikli DNA’larin sentezi). Bu dongiiler yaklasik 35-45 kez belirli sayida
tekrarlanir. Bu ii¢ adim (denatlirasyon/primer baglanmasi/DNA sentezi) bir PZR

dongusinii olusturur. Her adim farkli sicakliklarda gergeklesir [1].



Bu c¢alismada kok kanal enfeksiyonlarinda en sik goriilen bakterilerin
tanimlanmasinda hizli, 6zgiil ve gilivenilir bir yontem olarak kabul edilen ve karigik
flora i¢inde bile hizli tiir tayinine imkan saglayan polimeraz zincir yontemi (PZR) ve
mikroorganizmalarin nicel degerlendirilmesinde kullanilan es zamanli polimeraz
zincir reaksiyonu (qPZR) teknikleri uygulanmistir. Materyal olarak periapikal
enfeksiyon hastaliklar1 olan dislerin kok kanalindan aseptik sartlarda alinan 6rnekler
kullanildi. Ornekler Ankara Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Endodonti klinigine
basvuran hastalardan alinmistir. Alinan 6rneklerin DNA izolasyonlar1 yapilmis ve
Porphyromonas gingivalis turt bakteri igin tasarlanan 16S rRNA bolgesine 6zgi
primerlerle PZR islemi yapilmigtir. Daha sonra P. gingivalis tlrii PZR pozitif olarak
bulunan 6rneklerden es zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (QPZR) (lightcyler 480,

Roche, Isvigre) ile nicel analizleri yapilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

Baumgartner’a gore, ilk kez 1890 yilinda pulpa hastalig1 ile bakteri varligi arasinda

bir iliski oldugu ileri stiriilmiistiir [2].

1965 yilinda yapilan bir ¢alismada, bakterilerin pulpal ve periradikiler hasara neden
olduklart kanitlanmig olup, bu calismada pulpalar1 ekspoze edilen farelerde
mikroorganizma  bulunmadiginda  kendi  kendine iyilesme  gozlenirken,
mikroorganizma varliginda pulpa nekrozu ve periradikiiler lezyon olusumu

saptanmustir [2].

Pulpa ve periapikal enfeksiyonlar polimikrobiyaldir ve endodontik enfeksiyonlardaki
bakterilerin ¢ogu anaerobiktir. 1970°den once kiiltiir yontemlerindeki zorluklar
nedeniyle endodontik enfeksiyonlardan yalnizca birkag tiir izole edilebilmekteydi.
Kiltar yontemlerindeki gelismeyle, endodontik enfeksiyonlarda, apikal lezyonla
iliskili her enfekte kanal basina saptanabilen mikroorganizma sayisi 12’ye ulagmustir.
Enfekte kok kanallarindaki bakteri sayisi ile periradikiiler radyoliisensilerin boyutu

arasinda pozitif bir iliski bulunmaktadir [3].



2.1. Kok Kanal Hastaliklar1

Kok kanal enfeksiyonu terimi ile ifade edilen hastalik, bakterilerin pulpay1 tamamen
istila ettigi, pulpada kan dolagiminin tamamen durdugu, periapikal dokularin da
olaya istirak ettigi, anaerob bakterilerin hakim oldugu, kroniklesme egiliminde olan
bir enfeksiyondur. Pulpitis ile baglar, periapikal periodontitis ile dnce akut sonra

kronik olarak devam eder. Tedavi edilmezse iyilesmez [4].

Periapikal iltihaplar her zaman akut bir safha ile baslamazlar. Akut bir baslangi¢
bulunabilecegi gibi, once siddet ve frekansi kiigiik irritasyonlar ile kronik baglayan
ve sonradan akutlasabilen bir durumda izlenebilir. Ancak kronik iltihaplarin klinik
bakimdan sessiz olmasi, hastanin hekim tarafindan c¢ogunlukla akut asamada
goriilmesine ve bodylece periapikal iltihaplarin ¢ogunlukla akut basladigi izlenimi

alimmasina neden olur [5].

Cesitli bag dokusunun birlikte bulundugu bu alanlardaki iltihaplanmalar tedavi
edilmedigi taktirde apselesme asamasina Kkadar gelinebilir. Bu apseler akut
olabildikleri gibi, bir fistiil ile agiz igine acgilarak veya organizmanin rezorptif

faaliyetleri ile de kroniklesebilir [5].

Kok kanal hastaliklar1 klinik bulgularina ve histolojik durumlarina gore akut apikal
periodontitis, kronik apikal periodontitis, akut apikal apse, kronik apikal apse,

kondensing osteitis olarak sinifladirilir [6].



2.1.1. Kok kanal hastaliklarimin simiflandirilmasi

Akut apikal periodontitis

Akut apikal periodontitis genellikle devital pulpadan kaynaklanan apikal
periodonsiyumun akut enflamasyonu olarak tanimlanir. Kok kanal sisteminin
enfeksiyonu veya travmatik yaralanmalar yolu ile ortaya ¢ikan nekrotik dokular ve

urtinler periradikiler dokularin enflamasyonuna neden olabilir [7].

Kronik Apikal Periodontitis

Kronik periapikal enflamasyonda, kok kanali igerisindeki bakteri ve konak cevabi
arasinda denge bulunmaktadir. Eger bu denge bozulursa, akut iltihabi reaksiyon

siddetli semptomlarla gelisir [8].

Bu iltihabi reaksiyonlar farkl: faktorlerin lokal olarak dretimi sonucu veya immun

reaksiyonun bir sonucu olarak kendi kendine olugsmaktadir.

Plimorf niiveli l6kositlerin birikimi sonucu iltihabi eksuda ile baglantili olan
likefaksiyon nekrozu olusur. Bu bdlgede bakteri kolonileri, nekrotik doku kalintilari,

antijen, ekzotoksin, endotoksin ve ¢esitli bakteriyel enzimler vardir [5].

Kronik apikal periodontitis dental veya periapikal granuloma olarak adlandirilabilir.



Akut apikal apse

Periapikal bag dokusunun ileri eksudasyonu ve l6kosit infiltrasyonu bulunan
periapikal bag dokusunun semptomatik iltihabi reaksiyonudur. Akut apikal

periodontitisin komsu kemige genislemesi akut apikal apseye neden olur [6].

Kronik apikal apse

Pulpal irritanlara karst periapikal bag dokusunun uzun siireli ve diisiik ylizeyli
iltihabi reaksiyonudur. Parulis ve fistiil agzindan drenaj ile karakterlidir. Kronik
apikal apse kronik apikal periodontitisden veya periapikal granulom igine kanal
irritanlarinin devamli gecisi ile veya akut periapikal abseden gelisir. Fistiil agzi
koagiilim veya epitelyal gelisim ile tikandiginda hafif agrili semptomlar olusur. Bu
semptomik evrede subakut apikal apse diisiiniilebilir. Kronik apikal apsede histolojik
olarak olusan bolgeler apeks c¢evresindeki pii bulunmasi disinda periapikal
graniilomlarla karistirilabilir. Eksudatif bolgede cok sayida nétrofilik 16kositler
vardir. Fistiil ¢ogunlukla graniilomatdz dokuyla cevrilidir, fakat stratifiye skuamdéz

epitelle de smurlt olabilir [6].

Kondensing osteitis (Pulpoperiapikal osteoskleroz)

Diisiik diizeyli ve uzun siireli pulpal irritasyona kars1 periapikal kemigin produktif bir
tepkisi olarak kemik yogunlugunda artma olur. Bu durum minarellerin
yogunluklarinin artmasindan dolay1 degil, osteoblastik hiperaktiviteden dolayidir.
Kemik trabukdllerinin kalinlig artar ve kemik iligi bosluklart ortadan kalkar. Birim
alandan daha fazla kemik dokusu vardir. Daha ¢ok genglerde kronik iltihaplh alt az1

dislerde goriiliir. Kok kanal tedavisini takiben normal trabekiiler yap: tekrar kazanilir

[6].



2.2. Kok Kanal Hastaliklara Sebep Olan Mikroorganizmalar

Genel olarak bakteriler aerob, fakiltatif anaerob ve zorunlu anaerob olarak
siiflandirilirlar. Aerob bakteriler, Gremeleri icin oksijene ihtiyag duyarlar. Fakultatif
anaerob bakteriler, liremelerini artirmak icin oksijen kullanirlar ancak oksijen
eksikliginde de iireyebilirler. Zorunlu anaerob bakteriler ise sadece oksijen

yoklugunda tireyebilirler [9].

Kok kanalina ulasabilen, periapekse girebilen ve hastalik yapabilen
mikroorganizmalarin biiyiilk ¢ogunlugu bakterilerdir. Bu bakterilerin blyuk bir
bolumu ise anaerobiktir. Bu nedenle endodontik mikrobiyoloji, biyik Olcude

anaerobik bakteriyoloji tizerine kuruludur [10].

2.2.1. Bakterilerin simiflandirilmasi

Klinik dis hekimliginde bakteriyel taksonomi ve siniflandirma olusturulmasi
onemlidir. Bunun iki 6nemli sebebi vardir; birincisi odontojenik enfeksiyonlarin
etyoloji ve patogenezinin anlasilmasmi saglar. lkincisi ise ortamda bulunan
mikroorganizmaya  gore tedavi  segenekleri  degisebileceginden,  inatgi
enfeksiyonlarda hangi bakteri tiirlerinin etken olabileceginin bilinmesi énemlidir.

Cizelge 2.1.’de Endodontik enfeksiyonlarda etken olan bakteriler verilmistir [11].



Cizelge 2.1. Endodontik enfeksiyonlarda etken olan bakterilerin siniflandiriimasi

Gram — Koklar

Gram — Cubuklar

Gram + Koklar

Gram + Cubuklar

Anaerobik

Bakteriler

Veillonella Prevotella Peptostreptokoklar | Eubacterium
Porphyromonas Bifidobacterium
Bacteroides Clostridium
Fusobacterium Propionibacterium
Campylobacter Lactobacillus
Selenomonas Actinomyces
Treponema

Fakultatif ve

aerobic bakteriler

Neisseria Actinobacillus Streptococus Propionibacterium
Haemophilus Gemella Lactobacillus
Eikenella Enterococcus Actinomyces
Capnocytophaga | Staphylococcus Bacillus
Enterobacter Micrococcus Corynebacterium
Klebsiella
Escherichia

Citrobacter
Pseudomonas
Xantomonas

Proteus




2.2.2. Enfekte kok kanalinda bulunan mikroorganizmalar

Agiz boslugu, nazofarenks ve gastrointestinal kanaldaki herhangi bir
mikroorganizma, pulpa veya kok kanalini enfekte edebilir. Yapilan g¢alismalarin
sonuglarina gore enfekte kok kanallarindan en sik izole edilen mikroorganizmalar;
Alfa Hemolitik Streptokoklar, Gamma Hemolitik Streptokoklar ve Enterokoklardir.
Staphylococcus aureus ve Beta Hemolitik Streptokoklara daha az oranda
rastlanmustir [9,12,13].

Streptococcus cinsi

Gram pozitif, yuvarlak veya oval sekilli, sporsuz, genellikle hareketsiz, aerop veya
fakiiltatif anaerob olan Streptokoklar uzun zincirler yapmalarina ragmen bazen ikiser
ikiser veya kisa zincirler halinde de goriilebilirler. Pek ¢cok calismada Alfa Hemolitik

Streptokoklarin  enfekte kok kanallarinda bulunan mikroorganizmalar oldugu
bildirilmistir [14].

Bu grupta Streptococcus mitis, Streptococcus salivarius, Streptococcus sangius,
Streptococcus mutans, Streptococus milleri sayilabilir. Streptococcus mitis ve
Streptococcus salivarius ise enfekte kok kanal florasinda en sik bulunan iki tiirdiir.
Bu mikroorganizmalar ortamda bulunan oksijeni tuketerek anaerop patojen

bakterilerin Uremesini artirirlar [15,16].

Siklikla izole edilen diger bir grupta genellikle sindirim sisteminde bulunan, bu
sebeple enterokok olarak bilinen Streptococus faecalis (Enterococcus faecalis)’tir
[17].
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Bu mikroorganizma diigiikk viriilansa sahip olmakla beraber patojendir. Kok
kanallarinda sik rastlanir ve antimikrobiyal ajanlara direngli oldugu icin ortadan
kaldirilmalar1 oldukga giictiir. Patojenitesi yiiksek olan beta hemolitik streptokoklar
ve daha diisiikk patojeniteye sahip olan non-hemolitik streptokoklar da daha az

siklikla olmakla beraber kok kanal kiiltiirlerinde ayirt edilmektedirler [16].

Staphylococus cinsi

Gram pozitif, yuvarlak, hareketsiz, sporsuz, aerob bakterilerdir. Stafilokoklar normal
agiz florasinda siklikla bulunmalarina ragmen kok kanal enfeksiyonlarinda gok
onemli degildirler. Staphylococus aureus patojendir ancak endodontik kultiirde
diisik oranda izole edilmektedir. Antiseptik ve dezenfektanlara ise oldukca
direncglidir [16].

Actinomyces cinsi

Gram pozitif, dallanan, filaman seklindeki anaerob veya fakiltatif anaerob
mikroorganizmalardir. Gegmiste bunlarin mantarlarla bakteriler arasinda yer aldiklari
diistinlilmistiir. Bugiin ise hiicre duvar1 bileseni ve penisiline hassasiyet gibi bircok
bakimdan mantarlardan ¢ok bakterilere daha yakin olduklar1 bilinmektedir.
Actinomyces israelii, siklikla derin ¢iirik lezyonlarmda bulunmakla beraber
konvansiyonel endodontik tedavi ve uzayan antibiyotik tadavisine cevap vermeyen
ve tedavinin tamamlanmasi i¢in cerrahi miidahaleye gereksinim duyulan inatci

periapikal enfeksiyonlardan izole edilebilmektedirler [16,18].
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Bacteroides cinsi

Gram negatif, hareketsiz, sporsuz, zorunlu anaerop, pleomorfik ¢ubuklardir. Uremesi
icin ortamda kan ve K vitaminine ihtiya¢ duyan, yavas {ireyen bir organizmadir.
Melanin {iiretmesine bagli olarak siyah koloniler olusturur. Patojenitesine yardim
eden kollogenaz gibi hidrolitik enzimler yaninda baska bakteriler igin toksik olan

amonyak ve hidrojen sulfit olusturur [10].

Porphyromonas ve Prevotella cinsi

Endodontik enfeksiyonlarda %30 ila %50 oraninda siklikla izole edilen, siyah
pigmentli bakteri tiirleri daha dnceleri Bacteroides cinsi i¢inde yer alirken, son yillar-
da asakkarolitik olan tiirleri Porphyromonas ad1 altinda ayr1 bir cins olarak yeniden
smiflandirilmigtir.  Bunlar  Porphyromonas asaccharolyticus, Porphyromonas

gingivalis ve Porphyromonas endodontalis’tir [19].

Sakkarolitik olan siyah pigmentli bakteriler ise Prevotella olarak isimlendirilmistir.
Bunlar ise Prevotella melaninogenica, Prevotella denticola, Prevotella loescheii,
Prevotella intermedia ve Prevotella corporis’tir. Porphyromonas gingivalis ve
Porphyromonas endodontalis sadece akut enfeksiyonlarda izole edilerken,
Provotella intermedia hem semptomatik hemde asemptomatik enfeksiyonlarda
bulunmaktadir [20,21].

Yapilan ¢alismalarda; Provotella intermedia soyunun, Prevotella nigrescens olarak
ayr1 bir tiir igerdigi ve Prevotella nigrescens’in endodontik orijinli enfeksiyonlarda
daha sik izole edildigi bildirilmistir [22,23].
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Peptostreptococcus cinsi

Anaerop streptokoklar Peptostreptokok olarak adlandirilir. Yiiksek oranda proteolitik
olmalar1 ve pulpa nekrozu halinde tipik olan diisik oksijenli ortamda Utreme

kabiliyetine sahip olmalar1 patojenitelerinde dnemli rol oynamaktadir [24].

Peptococcus cinsi

Anaerop stafilokoklar Peptokok olarak adlandirilir. Periapikal enfeksiyonlarda
Bakteriodes tiirleri ile birlikte izole edildikleri bildirilmistir. Bu organizmalarin kom-

binasyonu kronik periapikal lezyonlar: alevliendirmektedir [24].

Bifidobacterium cinsi

Gram pozitif, hareketsiz, dallanabilen, zorunlu anaerob ¢omaklardir. Ortamda fazla
CO; bulundugunda O;’i daha fazla tolare eder. Hiicre lipitlerinde poligliserol ve
fosfolipitler bulunur. Bunlar konak doku igin toksiktir. Derin dentin ¢uruklerinde
izole edilebilir. Kok kanalinda pek sik olmamakla birlikte bulunabilecek Bi-
fidobakteriumlar sunlardir: B.bifidum, B.dentium [10].

Spirochaete cinsi

Endoplazmik flajelli, hareketli bakterilerdir. iki aileye ayrilirlar. Birinci ailede
Spiroket, Treponema, Cristispira ve Borrelia cinsleri bulunur. Ikinci ailede sadece
Leptospira cinsi  bulunur. Enfekte kok kanalima girebilen spiroketler;
T.macrodentium, T.minitum, T.orale, T.paraluiscuniculi, T.refringes,

T.scoliodontum, T.vincentii’dir [10].
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2.2.3. Bu ¢caliymada kullanilan anaerop mikroorganizmazlar

Peptostreptococcus micros

Agiz, iist solunum yolu bagirsak, vajen ve derinin normal florasinda bulunan anaerop
bakteridir. Ozellikle yumusak doku apselerinden izole edilirler. Ayrica agiz
patolojisinde predominant anaerop kok olarak rol oynar. ilerleyeci tip periodontit ve

endodontik apselere sebep olurlar [24].

Prevotella nigrescens

Gram negatif anaerob bir basildir. Bu bakteri tim mukoza yuzeylerinde, 6zellikle
tonsil ve dil kriptlerinde, dis plaklarinda, dis eti yariklarinda ve gastroinstestinal
sistemde normal flora elemani olarak bulunurlar. Kok kanal enfeksiyonlarinda %16.7
oraninda da P. gingivalis ve P. endodontalis gibi bakterilerle beraber bulunmaktadir.
Piyore ve gingivit gibi peridontal hastaliklarda diger anaerop gram negatif basillerle

birlikte énemli rol oynarlar [10,25].

Porphyromonas gingivalis

Fermantasyon yapmayan, siyah pigmentli zorunlu gram negatif bir anaerob roddur.
Boyutlar1 0.5 ym-1.2 um arasindadir ve kokobasil gorinumiindedir. P.gingivalis,
birincil ekolojik ortami agiz kavitesinde bulunan énemli bir periodontal patojendir.
Cogunlukla subgingival bolgelerde ve diseti olugunda bulunur; dil ve tonsillerden de
izole edilebilmektedir. Daha ¢ok periodontal sorunlu dislerin periodonsiyumlarinda
rastlanilsa da, son yillarda yapilan molekiiler mikrobiyolojik ¢aligmalar
P.gingivalisin enfekte kok kanalinin da baslica patojenlerinden biri oldugunu
gostermistir. P.gingivalis, kok kanalindaki karisik anaerobik floranin bir iiyesidir.
Ozellikle abseli disler ve semptomatik periradikiiler lezyonlardan izole
edilebilmektedir [26].
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Actinomyces israelii

Insanlarda agiz boslugunda (tonsillalar, disler), gastrointestinal sistemde (apendiks,
kolon) ve genital bdlgede normal flora {iyesi olarak bulunan, nadiren hastaliga neden

olan anaerobik gram pozitif bir bakteridir [27].

Actinomikoz olgularin yaris1 servikofasiyal bolgede goriilen infeksiyonlardir. Bu
olgularin da ¢ogunlugu agizda ve mandibulada infeksiyon seklinde goralir. Oral
kavitenin iyatrojenik travmalarini veya cerrahi operasyonlar: takip eden birka¢ hafta
veya ay sonra enfeksiyon gelismesini takiben periodontit veya kok kanal
infeksiyonlarina yol agabilmektedir. Ayrica A.israelii diger fakiiltatif anaerob ve
mikroaerofil bakterilerle beraber nekrotik pulpit, periapikal abselerde siklikla goriilen
bakterilerdendir [28].

Treponema denticola

Treponema denticola gram (-), hareketli, asakkarolitik, spiral sekilli anaerobik bir
spirokettir. Treponema denticolanin viriilans faktorleri flagellum (kamc1), endotoksin
(lipopolisakkarit), proteinaz enzimleri, major kilif proteini (Msp)’dir. Treponema
denticolanin dis zar1 diger gram (-) bakterilere benzerken, dis membrandaki lipit
kompozisyonu gram (+) bakterilere (lipoteikoik asit tabakasinin bulunmasi

nedeniyle) benzemektedir [29].

T.denticola periradikiler abse patogenezinde P. gingivalis, Tannerella forsythia gibi

kirmiz1 kompleks grubundaki bakterilerle beraber bulunmaktadir [30].
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2.3. Mikroorganizmalarin Tanimlanmasinda Kullanilan Yontemler

Mikroorganizmalarin (bakterilerin) cins ve tiirlerini ayirmada Mikroskopi, Gram
Boyama, Kiltir Teknikleri (Aerobik ve Anaerobik Teknikler), Immunolojik Testler
[immunofloresans (IF), Enzim Immunoassay (EIA), Latex Aglutinasyon,
Immunodot/Blot, Flow Sitometri, Enzyme-linked Immunosorbent Assay], Molekuler
Testler [Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR), DNA-DNA Hibridizasyon] gibi

yontemler kullanilmaktadir.

2.3.1. Kultur yontemi

Mikroorganizmalarin tanimlanmasinda kullanilan en yaygin yontem kiiltiir
yontemidir. Kiiltiir islemleri, mikroorganizmalarin laboratuvar kosullarinda

Uretilmesini esas almaktadir [2].

Bu teknik, bir 6rnek igerisindeki ¢ok cesitli bakteri tiirlerin tanimlanmasina izin

vermektedir. Ancak kiiltiir yonteminin bazi eksik yonleri bulunmaktadir [31].

a) Kultir yontemleri, bircok mikroorganizmay1 zor iretmekte veya hig
iretememekte, bu nedenle yanlis negatif sonuglar dogurabilmektedir.

b) Cogu zaman diagnostik bir sonug almak i¢in ¢ok yavas kalmaktadir.

c) Bakterilerin fenotipik dzellikleri nedeniyle diisiik 6zgiilliige sahiptir ve bu nedenle
mikrobiyal tiirlerin birbirinden ayrilmasinda belirgin sinirlamalar1 bulunur.

d) Diisiik sayidaki ve zor iireyen mikroorganizmalar1 hesaplamada diisiik duyarliliga
sahiptir.

e) Orneklerin tasinma tipine gore sonuglar degiskenlik gosterebilir. Orneklerin
taginma ortami anaerobik bakterilerin yasamasina izin vermelidir.

f) Zaman alic1 ve pahalidir [2,32].
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2.3.2. Polimeraz zincir reaksiyonu

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), in vitro kosullarinda DNA dizilerinin
cogaltilmas: esasina dayanmaktadir. PZR; basit, 6zgul ve hassas bir tekniktir. PZR

teknigi, temelde ¢ asamadan olusmaktadir [1,33].

DNA zincirinin acilmasi

Kalip DNA 92-95 °C de 1-2 dakika tutularak cift sarmal yapidaki DNA iplikgikleri
birbirlerinden ayrilmaktadir. DNA zincirini ayirmak i¢in, bazi durumlarda 5-10

dakika 6n 1sitma yapmak gerekebilir [34,35].

Primerlerin acilan DNA zincirlerine yapismasi

Reaksiyon sicakliginin, 37-65 °C’ye dusurulerek oligonukleotid primerlerinin agilan
DNA zincirlerinin kendi baz dizilerine karsilik gelen bolgeye yapismasi islemidir. Bu
islem, tiretilecek baz uzunluguna baglh olarak 30-60 saniyede ger¢eklesmektedir [36].

Primer uzamasi

DNA zincirleri Uzerine yapisan primerlerin DNA polimeraz enzimi (Tag DNA
polymerase) vasitasiyla uzatilmasidir. Tag DNA polymerase 72 °C sicaklikta daha iyi

calistig icin genel olarak tiim gogaltma iglemleri bu sicaklikta yapilmaktadir [37].

PZR sonucunda elde edilen driin, ¢ogaltilmas:i hedeflenen DNA parcas: ile iki

primerin toplam uzunlugu kadardir [35].
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PZR optimizasyon

PZR teknolojisinin gelismesiyle ¢cok farkli PZR uygulamalar: da ortaya ¢ikmistir. Bu
nedenle, yeni PZR uygulamasinin diizenli ve optimum bir sekilde ¢alismast icin her

laboratuarda yeniden ayarlanmas: gerekmektedir [35].

Eger PZR sartlar1 yeni PZR uygulamast igin uygun bir sekilde yeniden ayarlanmazsa
bazi problemlerle karsilasilabilmektedir [35,36,37].

Bu problemler; PZR dan beklenen Uriun ya az alinir yada hi¢ alinmaz, primerlerin
yanlis baglanmasindan dolay1 6zgul olmayan bantlar olusabilir, primer-dimer
olusumu ortaya Gikabilir ve bu olusumlar ¢ogaltma islemini yavaslatir, yeni
sentezlenen DNA dizilerinde mutasyon veya istenilenden farkli diziler ortaya

cikabilir.
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2.3.3. PZR calisma sartlarim etkileyen faktorler

Enzim konsantrasyonu

Diger PZR sartlar1 optimum seviyede oldugu zaman 100 pl reaksiyon icin onerilen
Tag DNA polimeraz enzim yogunlugu 1-2.5 Unitedir. Fakat enzim gereksinimi
kullanilan kalip DNA veya primere gore degisebilir. Enzim yogunlugu diistik olursa
elde edilecek trtiin (DNA) az olur. Enzim yogunlugu yuksek olursa 6zgul olmayan
bantlar ortaya ¢ikabilir [36,37,39].

Magnezyum konsantrasyonu

PZR uygulamalarinda magnezyum (Mg) iyon yogunlugunu ayarlamak onemlidir.
Clnkld Mg yogunlugu primerlerin agilan DNA zincirlerine yapismasini, kalip DNA’
nin agilma sicakligini, PZR sonucunda elde edilen DNA Kkalitesini, primer-dimer bag
olusumlarini, enzim aktivitesi ve giivenilirligini etkilemektedir. Ayrica, Taqg DNA
polimeraz enziminin iyi bir sekilde calisabilmesi igin; kalip DNA, primerler ve
nikleotid bazlar: tizerinde serbest Mg iyonlarinin bulunmasi gerekir. Bu ylzden 0.5-
25 mM arasinda Mg iyonlarinin  dNTP yogunlugu igerisinde bulunmasi
gerekmektedir [35,36].

Deoksinikleotid trifosfatlar (dNTPs)

Her bir deoksinukleotid (A, G, C, T) yogunlugu 20- 200 uM arasinda oldugunda
genellikle PZR uygulamalarindan iyi sonug alinabilmektedir. Bu dort bazin yogunluk
icerisindeki oran1t esit olmahdir. Baslangic stok solisyonu 10 mM kadar
seyreltildikten sonra, kiglk hacimlere ayrilarak 20 °C de saklanmalidir. dNTP
yogunlugunun ylksek olmasi yeni sentezlenen DNA dizilerinde istenilenden farkl
dizilerin hatali olarak ortaya ¢ikmasina sebep olabilir. Bu ylzden miimkiin oldugu
kadar diistik yogunlukta dNTP’ leri kullanmak PZR 6zgiilligiinii ve giivenilirligini
artirmaktadir [35,36,40].
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Diger reaksiyon unsurlari

PZR uygulamalarinda genel olarak 10-50 mM arasinda Tris-HCI tampon cozeltisi
(pH 8.3-8.8) kullanilir. Bu tampon ¢ozeltinin 20 °C de pH’ s1 6.8 ile 7.8 arasinda
degisir. PZR karsimi igerisine 50 mM KCI ilave edilirse primer baglanmasin
kolaylastrir. Fakat 50 mM’ 1n Gzerindeki KCI veya 50 mM NaCl Tag DNA
polimeraz aktivitesini engeller. Ayrica, PZR sollisyonuna Jelatin (gelatin), bovine
serum albumin veya Tween 20 deterjan1 eklenirse enzimin daha iyi calismasina
yardimct olurlar. Fakat bu maddeler eklenmeden de PZR protokolleri ¢ok iyi bir
sekilde calisabilmektedir [36,41,42].

2.3.4. PZR’1n kullanim alanlari

PZR kalitsal hastaliklarda hastanin ve tasiyicinin tanisinda, prenatal tanida, klinik
orneklerde patojen organizmalarin  tanisinda, Adli tipta Onkogenezisin
arastirilmasinda, problarin  olusturulmasinda, klonlamada, gen ekspresyon
aragtirmalarinda, DNA dizi analizinde, biliylikk miktarda DNA o6rneklerinin
olusturulmasinda, bilinmeyen dizilerin tayininde, ge¢mis DNA’nin incelenmesi ve
evriminin aydinlatilmasinda, in vitro fertilizasyon yapilan tek hiicrede, implantasyon
oncesi genetik testlerin yapilmasi ve sonra implantasyon gergeklestirilmesi ile
bebegin normal dogmasmin saglanmasinda, DNA protein etkilesiminin

arastirilmasinda (footprinting) kullanilabilir [43].
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2.3.5. Es zamanh polimeraz zincir reaksiyonu

Nikleik asit ¢ogalmasiyla es zamanli olarak artis gosteren floresans sinyalin
Olgiilmesiyle, kisa siirede nicel sonug verebilen bir PZR ¢esididir. Ticari olarak
gelistirilmis ii¢ tipi bulunmaktadir. Bunlar; LightCyler (Roche), TaqMan (PE
Biosystem) ve iCycler (BIO-RAD)’ dir. LightCycler sisteminin uygulanmasinda;
yalnizca ¢ift zincirli DNA’ya baglandiklarinda floresans veren boyalar (Syber green
1) kullanilarak, ¢ogalmaya bagli DNA artisi, ortaya ¢ikan floresansin miktartyla
Olcllmektedir. Primerin baglanmasini takiben gergeklestirilen uzama asamasinda,
hedef DNA’nin ¢ift sarmal hale gelmesiyle DNA’ya baglanan Syber green 1 miktari
artmakta ve buna bagl olarak yayilan floresans miktarinda artis gézlenmektedir
[44,45,46].

Bu uygulamada, floresans artisi her zaman 0zgiun cogaltmay1 gostermeyebilir.
Clnku, cift sarmal DNA’ya giren Syber green 1 ortamda hedef molekiller
olmadiginda primerlerin kendi aralarinda gergeklesecek olan baglanmalar (primer
dimer) sonucunda da yapiya katilarak floresans olusumuna sebep olabilmektedir. Bu
olumsuz faktorii gidermek icin amplifikasyon {riinlerinin erime egrisi analizi
yapilmaktadir. Her cift sarmal DNA, kendine 6zgii erime egrisi degerine sahiptir.
PZR ¢ogalmasinin ardindan sicaklik yavas yavas yiikseltilerek, belirli araliklarla
tiipteki floresans miktar1 kaydedilir [47].

Cift sarmal DNA zincirleri birbirinden ayrilmaya baslaymnca Syber green 1 boya
serbest kalmakta ve floresans miktar1 azalmaktadir. Denatiirasyon oldugunda
floresans sinyal aniden diismektedir. Erime egrisinden yararlanilarak amplikonun Tm
derecesi saptanabilmektedir. Incelenen &rnege ait Tm derecesi, ayni kosullarda
isleme alinan pozitif kontroliin Tm derecesiyle karsilastirilarak, PZR sonucunun
dogru veya hatali olduguna karar verilmektedir. LightCycler’in diger bir uygulama
sekli, hedefe 0Ozgiil problar kullanmaktir. Burada problarla testin 06zgilligi
arttirilmistir. Problardan biri 3’ ucundan floresans boyayla isaretli (dondr boya),

digeri 5° ucundan alici boyayla (acceptor dye) isaretlenmistir. Problar, hedef
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amplikonlar tizerinde birbirine yakin (1-5 nukleotid uzaklikta) yere baglanmakta ve
isaretli uglar yan yana gelmektedir. Iki boyanin yan yana gelmesiyle agiga ¢ikan
enerji, ikinci prob iizerindeki alici boyay: etkileyerek floresans olusumuna yol

agmaktadir [48].

FRET (Fluoresance resonance energy transfer) olarak adlandirilan bu enerji transferi
sonucunda olusan floresans miktari, ortamdaki hibridizasyonun derecesine, diger bir
ifadeyle PZR dongusl siiresince olusan amplikonlarin miktarina bagli olarak
artmaktadir. TagMan sisteminde, 5’ ve 3’ uclarindan florokrom (floresans veren)
maddelerle isaretli prob kullanilmaktadir. Probun 5’ ucunda raportér florokrom (6-
carboxyfluorescein= 6-FAM), 3’ ucunda ise baskilayici (quencher) florokrom (6-
carboxy-tetramethyl-rhodamine=TAMRA) bulunmaktadir. Prob, tek sarmal hale
getirilen hedef molekiil iizerinde, primerlerin baglanma bdlgesinin arasinda kalan
yere baglanir. Probla hedef molekiil arasindaki hibridizasyon devam ettigi siirece
raportdr florokrom maddenin sinyal olusturmasi, 3’ ugtaki baskilayic1 florokrom
tarafindan engellenmektedir. Primerlerin hedef niikleik asite baglanmasini takiben
baslatilan primer uzamasi probun baglandigr noktaya kadar geldiginde, sentezin
devam edebilmesi icin Taqg DNA polimeraz enzimi 5°—3’ niikleaz aktivitesini
kullanarak probu 5’ uctan yikmaya baslar. Boylece raportor florokrom serbest hale
geger ve sinyal olusturur. Her dongude iiretilen amplikon miktarina paralel olarak

sinyal siddeti de artmaktadir [47,48].

Es Zamanli PZR, kisa siirede nicel sonu¢ verebilmektedir. Tlpler agilmadan taniya
gidildigi i¢in kontaminasyon riski diisliktiir. Elektroforeze gerek kalmadan ¢ogalma
esnasinda sonug¢ alinabilmektedir. Ayrica floresan veren problar kullanilarak hedef

nikleik asitteki mutasyonlar saptanabilmektedir [49].
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Kok kanal materyali

Bu tez ¢alismasinda enfekte kok kanallarindan 6rnek almak icin oncelikle Ankara
Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul’'undan Etik Kurul Raporu alindi. Ornekler,
Ankara Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Endodonti Anabilim Dali’na kok kanal
tedavisi icin bagvuran ve yas araligt 18-70 arasinda degisen 30 hastanin kok
kanallarindan alindi. Ozellikle hastalarin son ii¢ ay igerisinde herhangi bir antibiyotik

kullanmamis ve herhangi bir sistematik hastalig1 olmamasina dikkat edildi.
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3.1.2. Tampon ve ¢oOzeltiler

Ornek alirken kullanilan materyaller

- %3’k hidrojen peroksit (H20,) ¢ozeltisi
- % 2.5’ lik sodyum hipoklorit (NaOCI)

- steril elmas fissr frez

- % 5’lik sodyum tiyosulfat

- steril salin ¢ozeltisi

- 15 numarali K tipi ege

- Kagit konlar

DNA izolasyonu icin kullanilan ¢ozeltiler

- Proteinaz K

- AL Buffer

- Saf Ethanol

- AW1 Tamponu
- AW?2 Tamponu
- AE Tamponu

PZR icin kullanilan cozeltiler

- Taq polimeraz tamponu (10X) : 100 mM Tris-HCI (Ph 8,3), 500 mM
KCL 1mg/ml jelatin

- MgCl,: 25mM

- Niikleotit karigimi: 10mM dNTP (dATP, dTTP, dGTP, dCTP)

- Taq polimeraz 5 u/pul

- Distile su

- Primerler: Kullanilan primer dizileri Cizelge 3.1°de belirtilmistir.
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Cizelge 3.1. Bakteri primer dizileri

Bakteri tir adlar )
Oligonukleotid dizisi

1 | Prevotella 5" ATG AAA CAAAGG TTT TCC GGT AAG 3’

nigrescens 5"CCCACGTCTCTGTGG GCT GCGAZ

2 | Peptostreptococcus 5 TCGAACGTGATTTTITGTGGA ¥

micros 5" TCCAGAGTTCCCACCTCT 3

3 | Porphyromonas 5 AGG CAGCTTGCC ATACTGCG ¥

gingivalis 5 ACT GTT AGC AAC AAC TAC CGA TGT 3’

4 | Treponema 5 TAATACCGAATGTGC TCATTTACAT3’

denticola 5 TCAAAGCATTCCCTCTTCTTCTTA Y

5 | Actinomyces israelii 5’ AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3

O M O M| O M | T O| T

5’ CCA AAACACCAC AAAAGTGA Y

Agoroz jel elektroforez icin kullanilan matervaller

- % 2’lik agaroz jel: 2 gr agaroz 100 ml TAE tamponu icerisinde
¢oOziilerek hazirlandi.

- TAE tamponu (Tris asetat tamponu): 242 gr Tris base, 57,1 ml glasial
asetik asit, 100 ml 0,5M EDTA (pH 8,0) distile suda ¢6ziilerek hazirlandi.

- Yikleme tamponu: %40 sukroz, %0,025 bromfenol mavisi, %0,25
ksilen siyanol

- Etidyum bromdiir: 10mg/ml derisimde hazirlandi.
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Es zamanli PZR’de kullanilan materyaller

- Distile su

- MgCl,: 25mM

- Enzim (Taq polimeraz) + Tampon karigimi: 1a (Enzim) , 1b (Tampon)
1b’den 60 pl 1a’ya aktarilarak hazirlandi.

- Primerler: 20 uM.

- Problar: 20 uM

P. gingivalis Standartlari: Gazi Dig Hekimligi Oral Mikrobiyoloji boliimiinden alinan
Saf P. gingivalis bakteri kolonisi DNA izolasyonu yapildi.

3.2. Metot

3.2.1. Kok kanallarindan 6rnek alinmasi

Ornek almacak disler pomza ve su ile temizlendi. Sonra rubber-dam izolasyonu
yapildi. Dis kronu %3’lik hidrojen peroksit ve % 2,5’luk sodyum hipoklorit (NaOCI)
ile dezenfekte edildi. Endodontik giris kaviteleri steril elmas fissiir frezlerle acildu.
Giris kavitesi acildiktan sonra pulpa odast % 2,5’luk sodyum hipoklorit ile yikandi.
Ardindan bu ¢ozeltinin % 5’lik sodyum tiyosiilfat ile aktivasyonu giderildi. 15
numaral K tipi ege kullanilarak kok ucuna dogru girildi ve ¢alisma uzunlugu tespit
edildi. Ege ile kok kanalinda ¢evirme ve hafif¢e kazima islemi yapildi. K6k kanali
kuru oldugu durumlarda az miktarda steril salin ¢ozeltisi uygulandi. Kanala uygun
kagit kon, ege ile ayn1 seviyeye kadar yerlestirilip kanaldaki siviyr emmesi saglandi.
Bu islem birka¢ kez tekrarlandi. Herbir kagit kon kanal igerisinde birer dakika
bekletildi. Ornek alma isleminden sonra kagit konlar steril ependorflara yerlestirildi.
Tupler, DNA izolasyonu 0ncesi -80 °C’ ye ayarlanmig derin dondurucularda
depoland: ve bekletildi (Ankara Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Laboratuvari). Herbir hastanin bir disinden 6rnek alindi ve toplamda 30 kanal 6rnegi
elde edildi.
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3.2.2. DNA izolasyonu

Bu ¢alismada DNA’larinin izolasyonu i¢in; QIAGEN QIA amp DNA Mini Kit (Lot
No: 12694534, Kat No: 51306 Qiagen Sciences, Maryland, 20874, USA) doku

ekstraksiyon kiti kullanildi. Uygulamada iiretici firmanin 6nerilerine sadik kalindi.

Toplanan kanal 6rnekleri 1,5 pl lik tiiplere alind1. Uzerlerine 200ul AL tamponu ve
20ul proteinaz k ilave edildi ve tiipler 15 sn vortexlendi. Sonra ttpler 56 °C’de 10
dakika bekletildi. Sonra ornekler kit i¢inden ¢ikan filtreli mikrosantrfij tiplerine
aktarildr ve tzerlerine 200 pl etanol eklenerek 8000 rmp de 1 dakika santrifuj edildi.
Sonra alta kalan sivi dokiildii ve filtreli mikrosantrifiij yeni mikrosantrifuj tipune
kondu. Sonra tizerine 500 pl AW1 tamponun’dan eklendi ve 8000 rmp de 1 dakika
santrifuj edildi. Sonra yine alt mikrosantrifiij tiipi degistirildi ve tzerine 500 pl AW?2
tamponu eklendi 14000 rmp de 3 dakika santrifuj edildi. Son olarak filtreli tup
normal 1,5 pl mikrosantriftlj tiptne kondu ve tzerine 200 pl AE tamponu eklenip 1
dakika oda sicakliginda bekletildi. Sonra 8000 rmp de 1 dakika santriftij edildi. Bu
son asamadan sonra filtre icinde ki DNA alta ki mikrosantrifiij tiiplinde topland1 ve

DNA PZR da kullanilmak {izere -20 °C ye kaldirildi.
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3.2.3 DNA yogunlugunu ve safliginin 6l¢tlmesi

P. gingivalis DNA’sinin molekiil agirligi ve safligi nano drop cihaz ile 6l¢iildii ve
DNA’nin molekiil agirhigr 12,3 ng/ul, safligi (260/280) ise 1,83 olarak bulundu.
Daha sonra DNA’nin kopya sayisini hesaplamak i¢in asagidaki formiil kullanildi.

MA= Molekiiler Agirlik (g/mol) , 1 mol = 6 x 10% molekiil (kopya)
g

Kopya miktari/ml = 6 X 10% (kopya/mol) x Yogunluk (g/ul)
Molekiiler Agirlik (MA)

DNA’nin kopya sayist 4,86 x 10 bulundu. Sonra bu DNA’dan 10°,10° ,10*, 10°

standartlar1 hazirlanda.
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Cizelge 3.2. Peptostreptococcus micros, Porphyromonas gingivalis, Actinomyces

israelii, Prevotella nigrescens, Treponema denticola PZR programlari

TERMAL PZR PROGRAMLARI

Peptostreptococcus micros 1- 94°C 5 dakika
2- 94°C 1 dakika
3- 55°C 1 dakika
4- 72°C 1.30 dakika
5- 72°C 1 dakika

Porphyromonas gingivalis 1- 95°C 2 dakika
2- 94°C 30 saniye
3- 60°C 1 dakika
4- 72°C 2 dakika
5- 72°C 10 dakika

Actinomyces israelii 1- 94°C 1 dakika
2- 55°C 1 dakika
3- 72°C 2.30 dakika

Prevotella nigrescens 1- 94°C 30 saniye
2- 95°C 30 saniye
3- 55°C 1 dakika
4- 72°C 2 dakika
5- 72°C 10 dakika

Treponema denticola 1- 95°C 2 dakika
2- 95°C 30 saniye
3- 60°C 1 dakika
4- 72°C 1 dakika
5- 72°C 2 dakika
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Light cycler 480 Es zamanli PZR cihazinda P. gingivalis 6zgii yapilan program resim
3.4’de gosterilmistir.

Programs
Program Mame | arzim akthasyonu
Cycies | 1 Analysts Mode | None
Tamet | Acquisition Hoid RampRate Acquisitions = SecTamet | Stepsize | Siep Delay
rc) Mode | (hhommss) | [Cis) {pes T} [c) rc) {cycies)
a5 Mone 00:10:00 440 i 0 i
Program Mame  ampifiasyon
Cycies 45 Analysis Mode | Quantification
Taget | Acquistion Hoid RampRate  Acguisiions SecTamet | Stepsize | Siep Delay
rc Mode | (hhmmss) | [Ci) per °C) rc) rc) {eycies)
a5 Mone 00:00:10 A 40 (] ] ]
50 Singie 00:00:15 220 0 ] ]
72 Mone 00:D0:25 A 40 i ] ]
Program Mame  meling cure
Cycies | 1 Analysis Mode | Mefing Cunes
Tamget | Acquisition Haid RampRate  Acguishions  SecTamet | Stepsize | Siep Delay
rc Mode | (hhommiss)  [Ch) {pesC) rci rcl eyies)
a5 Mone 00:00:01 44D i i ]
s5 Mone ooo1oa | 220 0 ] ]
a5 Continuous o1t g i ] i
Program Name | cooiing
Cycies | 1 Analysls Moge | None
Tamet  Acquisition Haid Ramp Rate  Acquishions SecTamet  Stepsize | Step Delay
"Ch Miode (hihcmm:ss) {"Cis) {per "G} "C) ["C) |Cyies)
40 Mone 00:00:30 220 i] i] i

Resim 3.4. Light cycler 480 es zamanli PZR programi
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4 BULGULAR

4.1. PZR Kullanilarak Bakteri Tiir Tespiti

Periapikal apsesi olan 30 ayr1 hastanin kdk kanalindan &rnekler alindi. Orneklerin
DNA’lar1 metodta belirtildigi gibi izole edildi. Daha sonra her bir DNA P. micros, ,
P. gingivalis, A. israelii, P. nigrescens, T. denticola, tlrlerine 6zgl primerlerle
metotda belirtildigi gibi Polimeraz Zincir Reaksiyonuna tabi tutuldu. Calismamizdaki
periapikal apse orneklerinde PZR sonucu tespit edilen bakteriler Cizelge 4.1°de

gosterilmistir.

Cizelge 4.1.PZR sonucu bakteri saptanan 0Ornekler(+) ile bakteri saptanmayan

ornekler ise(-) gosterilmistir.

Bakteri tir

Actinomyces |Porphyromonas | Peptostreptococcus | Treponema | Prevotella

israelii gingivalis micros denticola | nigrescens

Numarasi

1 - - - - -
2 - - - - -
3 - + - - +
4 - - - + +
5 - + - + -
6 + - - - +
7 - + - - -
8 - - - - -
9 - - + - +

[EY
o
1
1
+
+
+
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Cizelge 4.1. (Devam) PZR sonucu bakteri saptanan ornekler(+) ile bakteri saptanmayan

ornekler ise(-) gosterilmistir.

11 + - + - -

12 - - + - +

13 - + + - -

14 - - + + +

15 - - - - -

16 - - - + +

17 + - - - -

18 + i " i :

19 - + - - -

20 - + + + -

21 - + - - -

22 + - - - -

23 - - - - -

24 - - - + +

25 - + - - -

26 - + - - -

27 - n - - -

28 - + - - -

29 T . : i :

30 - - + + -

Toplam (+)

sayisi

(+) ylzdesi | %20 %36.6 %30 %626.6 %30
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P. gingivalis bakterisine 06zgii primerlerle yapilan PZR sonucunda 240 bp
biiytikliigiinde DNA fragmenti elde edilmistir (Sekil 4.1) Cizelge 4.1°e gore toplam
30 adet 6rnegin 11 tanesinde P. gingivalis bakterisi pozitif bulunmustur. P. gingivalis

bakterisine rastlanma siklig1 %36.6 olarak hesaplanmistir.

P. micros 6zgii primerlerle yapilan PZR sonucunda 404 bp biiyiikliigiinde DNA
fragmenti elde edilmistir (Sekil 4.2) Cizelge 4.1’e gore toplam 30 adet 6rnegin 9
tanesinde P. micros bakterisi pozitif bulunmustur. P. micros bakterisine rastlanma

siklig1 %30 olarak hesaplanmustir.

P. nigrescens 6zgii primerlerle yapilan PZR sonucunda 116 bp biiyiikliigiinde DNA
fragmenti elde edilmistir (Sekil 4.3) Cizelge 4.1°’e gore toplam 30 adet Grnegin 9
tanesinde P. nigrescens bakterisi pozitif bulunmustur. P. nigrescens bakterisine

rastlanma siklig1 %30 olarak hesaplanmistir.

T. denticola 6zgii primerlerle yapilan PZR sonucunda 516 bp biiyiikliigiinde DNA
fragmenti elde edilmistir (Sekil 4.4) Cizelge 4.1°e gore toplam 30 adet 6rnegin 8
tanesinde T. denticola bakterisi pozitif bulunmustur. T. denticola bakterisine

rastlanma siklig1 %26.6 olarak hesaplanmaistir.

A. israelii 6zgii primerlerle yapilan PZR sonucunda 370 bp biyiikliigiinde DNA
fragmenti elde edilmistir (Sekil 4.5) Cizelge 4.1’e gore toplam 30 adet 6rnegin 6
tanesinde A. israelii bakterisi pozitif bulunmustur. A. israelii bakterisine rastlanma

siklig1 %20 olarak hesaplanmstir.



Cizelge 4.2. Orneklerdeki P. gingivalis kopya sayilari

Hasta 6rnek numarasi

P. gingivalis kopya sayisi

3 3,48 10°
5 1,08 10°
7 3,29 10°
13 1,15 10*
18 5,08 10°
19 3,29 10°
20 1,75 10°
21 1,02 10°
25 2,68 10
26 2,13 10"
27 1,50 10°
28 1,55 10°
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S.TARTISMA VE SONUC

Periapikal doku hastaliklari, dislerin periapikal dokularinda hasara yol acan nekrotik
dis pulpasindaki mikrobiyal veya mikrobiyal olmayan irritanlara yanit olarak olusan,
pulpa kaynakli siddetli bir iltihapsal yanit, lokalize veya diffliz likefaksiyon
lezyonlardir. Her ne kadar olusan enfeksiyon bakterilere ve pulpada nekroz olusturan
irritan bagka maddelere bagli olabilecegi ileri siiriilse de mikroorganizmalar disin
pulpas1 ve periapikal dokular ile ilgili hastaliklarda en 6nemli etiyolojik faktorler
olarak kabul edilmektedir. Kanal icindeki bakteriler de periapikal lezyona sebep
olabilir [6].

Enfekte kok kanallart hem aerobik hem de anaerobik mikroorganizmalar igeren
karisik bir flora igerir. Ancak kok kanali enfeksiyonlari ve periapikal hastaliklarin

biiyiikk gogunlugundan anaerobik bakteriler sorumlu tutulmaktadir [50].

Bu nedenle endodontik mikrobiyoloji biyik 6lgiide anaerobik bakteriyoloji Gzerine
kurulmaktadir. Pulpa ve periapikal doku hastaliklarindan sorumlu olan
mikroorganizmalarin belirlenmesinde, kanalin doldurulmaya hazir olup olmadiginin
saptanmasinda, temizleme ve ilag tedavisine karsin direngli ve 1srarli bir
enfeksiyonun giderilemedigi durumlarda mikroorganizmalarin ve bunlarin 6zgiil
olarak duyarli bulunduklar1 antibiyotik ve diger ilaglarin belirlenmesinde “kdiltiir
tekniginden” yararlanilmaktadir. Ancak bu yOntemle zorunlu anaerob bakterilerin
tespit edilebilme zamanmi 9-10 giin gibi uzun sure almakta hatta 14 glne
uzayabilmektedir [51].

Son yillarda gelistirilen molekiiler teknikler, mikroorganizmalarin tespitinde kiiltiir
tekniklerine alternatif olarak goriilmekte ve kiiltiir tekniklerine gore daha hizli ve
daha hassas olmasi nedeniyle endodontik enfeksiyonlarin etiyopatogenezisinin
belirlenmesinde 6nem kazanmaktadir. Bu teknikler bakteri tiirlerinin belirlenmesinin
yanisira diger teknikler ile liremesi zor veya imkansiz olan mikroorganizmalarin

tespitine de izin vermektedir. Polimeraz zincir reaksiyonu son zamanlarda anaerobik
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bakterileri i¢ine alan bir¢gok mikroorganizmalarin tespitinde kullanilan molekiler
tekniklerden biridir. PZR DNA’nin iki zincirinin yiiksek sicaklik ile birbirinden
ayrilmasi (denatiirasyon) sentetik oligo niikleotidlerin hedef DNA’ya baglanmasi
(primer baglanmasi) sonra zincirin uzamasi (polimerizasyon) (¢ift iplikli DNA’larin
sentezi) seklindedir. Bu dongiiler yaklasik 35-45 kez belirli sayida tekrarlanmasi
esasina dayanir. Bu ii¢ adim (denatiirasyon/primer baglanmasi/DNA sentezi) bir PZR

dongiistinii olusturur. Her adim farkli sicakliklarda gerceklesir [1].

Calismamizda heniliz endodontik mikrobiyolojinin tespitinde yeni bir yontem olan
Polimeraz zincir reaksiyonu ile enfekte kok kanallarinda bazi bakterilerin tespiti ve
bu bakterilerden P. Gingivalis’in Es zamanli PZR ile nicel tayini yapilmistir. Yapilan
benzer ¢alismalarda da kok kanali enfeksiyonlar1 ve periapikal hastaliklarin biiyiik

cogunlugundan anaerobik bakterilere rastlanmistir.

Siqueira ve Rogas (2003) kultir yontemleri ile belirlenmesi ¢ok zor olan Bacteroides
forsythus’un varligini PZR yontemi ile endodontik enfeksiyona sahip 50 disten

26’sinda saptamislardir [52].

Siqueira ve Rogas (2003) kok kanallarinda Troponema socranskii’nin varligint PZR
yontemiyle arastirmiglar, primer enfeksiyona sahip dislerin % 35’inde bu

mikroorganizmanin bulundugunu bildirmislerdir [53].

Siqueira ve Rocas (2003) apse olusumundan sorumlu oldugu diisiiniilen
Pseudoramibacter alactolyticus’u 21 6rnekte PZR metodu ile incelemis ve vakalarin
% 70’inde saptamiglardir [54].

Siqueira ve Rocgas (2004) 22 adet tekrarlayan tedavi gerektiren vakada, % 77

oraninda Enterococcus fecalis’e rastlamiglardir [55].
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Siqueira ve Rogas (2009) 42 yetiskin acil endodontik tedaviye ihtiya¢ duyan akut
apikal apseli hastalardan alinan piriilan aspiratlardan izole edilen bakteriyel DNA lar,
spesifik problar kullanilarak PZR ile tiplendirilmistir. Siklikla tespit edilen
bakterilerin; %64 oraninda Fusobacterium nucleatum, %52 oraninda Parvimonas
micra (eskiden Peptostretococcus micros), %48 oraninda Porhyromonas
endodontalis, %45 oraninda Olsenella uli, %38 oraninda Streptococcii, % 38
oraninda Eikenella corrodens, % 36 oraninda Bacteroides clone, %36 oraninda
Prevotella baroniae, %36 oraninda Treponema denticola, %31 oraninda Dialister

invisus tiirleri bildirilmistir [56].

Yang ve arkadaslar1 (2010) endodontik periapikal apseli pediatrik hasta grubunun
PCR-DGGE (Polymerase chain reaction-denaturing gradient gel electrophoresis),
teknigi ile incelenmis, tespit edilen bakterilerin siklik sirasina gére Prevotella
(%24), Fusobacterium (%17.7), Porphyromonas (%13.9), Lactobacillus (%11.3),
Peptostreptococcus  (%8.3),  Streptococcus  (%6.4), Eubacterium (%3.8),
Campylobacter (%3.3), Treponema (%2.6), ve Bulleidia (%2.6) tiirlerinin oldugu
tespit edilmistir [57].

Montagner ve arkadaslar1 (2010) kok kanal infeksiyonlarinda Treponema turlerinin
varligi ve bulunma sikliklart Nested PZR ile tespit edilmistir. T. socranskii, T.

denticola, T. medium ve T. amylovorum tiirleri oldugu bildirilmistir [58].

Siqueira ve arkadaglar1 (2011) 9 akut, 8 kronik apse enfeksiyonlu bakteriyel
tiplendirilmesinde akut apselerde en sik olarak Firmicutes ailesi(%52), %17
Fusobacteria, %13 Bacteriodetes tiirleri olmasina karsilik kronik enfeksiyonlularda
yine dominant olarak Firmicutes ailesi(%59), %14 Bacteriodetes, %10
Actinobacteria tiirleri bildirilmistir [59].

Buonavoglia ve arkadaslart (2011) 71 periapikal periodontitisli hastanin PZR teknigi
ile 21 tanesinde periodontitis agisindan kirmizi grupta yer alan bakteriler oldugu,
bunlarin i¢inde de Ozellikle %19,7 T.denticola, %214.1 T.forsythia ve %8.5 P.

gingivalis olarak rapor edilmistir [60].
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Son yillarda yapilan bu caligmalarda daha Once tespiti zor veya imkénsiz olan
mikroorganizmalarin yeni metodlarla kolay bicimde tespit edildigi bildirilmis ve bu
mikroorganizmalarin ne tiir enfeksiyona sebep olduklar1 belirlenmeye baslanmistir.

Ancak nicel olarak yapilan aragtirmalar ¢ok fazla sayida mevcut degildir.

Calismamizda bir ¢ok arastirmada kullanilan PZR ve Es zamanli PZR teknikleri baz1
mikroorganizmalarin  tespiti ve P.gingivalis’in nicel olarak tayininin yapilmasi
sonucunda kok kanallarindaki hastaliga neden olan patojen bakterilerin kisa siirede
tespiti, bu mikroorganizmalarin ne tiir enfeksiyonlara sebep olduklarini
belirlenmesini ve kok kanal mikrobiyolojisinin daha ¢abuk degerlendirilmesi igin

fayda saglanacagini diisiinmekteyiz.
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