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0 ABSTRACT

Ginlmizde kok kanal enfeksiyonlarinin Nowadays, it is known that endodontic
polimikrobiyal oldugu ve enff-:tkte- bir kok ka.na||r.1.d? infections are polymicrobial and there are 3-12 kinds
sayist ?’12 arasinda  degisebilen  bakteri tfru of bacteria in an infected root canal. Flare-ups,
bulundugu bilinmektedir. Endodontide agrih

alevlenmeler, periapikal yikim ve inatgi enfeksiyonlar
ile iliskili spesifik bakteriler ve bu bakterilerin
tanimlanmasi son derece 6nemli ve glincel konulardir.
Kok kanal patojenlerinin tespit edilmesinde mikroskopi,
kiltlir yontemleri ve antibiyotik duyarllik testleri,
immunolojik ve molekiler biyolojik ydntemler
kullanilmaktadir. Glinimizde molekiler ydntemlerle
denatlirasyon, primerin badlanmasi ve uzama olarak
adlandinlan tg¢ agsama ile DNA’ nin in vitro replikasyonu
saglanmakta yani PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
ile bir genin milyonlarca kopyasi elde edilebilmektedir.
Bu derlemede amag kok kanal patojenlerinin
saptanmasinda kullanilan ydntemler hakkinda bilgi
vermek ve  molekiler  genetik  yontemlerin
tanitilimasidir.  Ozellikle mikrobiyal tanimlama icin
kullanilacak gen hedefleri, PZR (Polimeraz Zincir
Reaksiyonu) ve spesifik kullanimlar igin gelistirilen
tirevleri, endodontik mikrobiyal tanimlama agisindan
PZR  kullanminin avantaj ve dezavantajlarinin
tartisiimasi hedeflenmistir.

Anahtar Kelimeler: Endodontik mikrobiyoloji,
kok kanal patojenleri, Polimeraz zincir reaksiyonu, tani
yontemleri

periapical destructions and persistent endodontic
infections related bacteria and the identification of
these bacteria are highly important and topical issues
in endodontics. Microscopy, culture and antibiotic
susceptibility testing, immunological and molecular
biological methods have been wused to detect
pathogens in root canal. Today, /in vitro DNA
replication is provided by moleculer methods in three
stages named denaturation, primer binding and
extension of primers, thus millions of copies of a gene
can be achieved by PCR. The aim of this review is to
provide information about the methods used to
determine the root canal pathogens and to introduce
the molecular genetic methods. Especially, it is aimed
to discuss the gene targets for microbial identification,
PCR and its derivates for specific use, the advantages
and disadvantages of PCR for microbial identification.

Keywords: Endodontic microbiology,
diagnostic methods, polymerase chain reaction, root
canal pathogens.

* Abant Izzet Baysal Universitesi, Dis Hekimligi Fakiltesi, Restoratif Dis Tedavisi AD
** Kirikkale Universitesi, Dis Hekimligi Fakiiltesi, Restoratif Dis Tedavisi AD

74

e

A



Atatiirk Univ. Dis Hek. Fak. Derg.
J Dent Fac Atatiirk Uni
Supplement: 8, Yil: 2014, Sayfa: 74-81

Endodontik hastaliklara neden olan patojenlerin
tanimlanabilmesi kok kanal tedavisinin basari oranini
arttirmistir. Gegmisten giiniimiize patojen bakterilerin
tespit edilmesinde cesitli yontemler kullaniimaktadir.
Glnimiizde molekiiler biyoloji gibi cesitli alanlardaki
gelismeler sayesinde bir 6rnekte az sayida (1-10)
bakteri bulunsa dahi tespitleri kisa siirede
yapilabilmektedir'. K&k kanal patojenlerinin tespit
edilmesinde mikroskopi, kiltir yontemleri ve antibi-
yotik duyarlihk testleri, imminolojik ve molekiler
biyolojik ydntemler kullaniimaktadir?.

Mikroskopi

Mikrobiyal 6rneklerin mikroskopik incelenmesi
kolay, hizli ve ucuz bir ydontemdir. Ancak pek cok tiiriin
farkl morfolojik bicimlerde (pleomorfik) olabilmesi ve
arastirmacilarin 6znel yorumlarinin 6nemi, bakteriyel
morfoloji ile ilgili mikroskobik bulgularin glvenilirligini
azaltmaktadir. Mikroskopi, mikroorganizmalarin
tespitinde sinirli duyarlihik ve 6zgillik saglamaktadir.
Duyarlihdinin ~ sinirh - olmasi miroskop  altinda
incelenebilmesi icin nispeten fazla miktarlarda (6rn;
104 bakteriyel hiicre/ sivi mL) mikrobiyal hiicreye
ihtiyac duymasindan ileri gelmektedir®.

Mikrobiyolojik o6rnekler dogrudan mikroskop
altinda incelenebildigi gibi gesitli yontemlerle (gram
boyama, floresan boyama, giimiis boyama) boyanarak
da incelenebilir. Gram boyama mikrobiyolojide en fazla
kullanilan yéntemlerden birisidir®.

Kiiltir

Kdltir  yontemi, endodontik mikrofloranin
incelenmesinde kullanilan geleneksel bir ydntemdir.
Kaltdr, uygun cevre kosullarini saglayarak mikroorga-
nizmalarin  laboratuvar  ortaminda  godaltiimasi
islemidir. Mikrobiyal patojenler igin gerekli unsurlar
canli sistemler (6rnegin; bir konakta veya hiicre
kiltiirinde blylme) veya yapay sistemler tarafindan
temin edilebilir. Yapay sistemler godu bakteriyel ve
fungal enfeksiyonlarin mikrobiyolojik teshisi icin yaygin
olarak kullanilmaktadir. Mikroorganizmalarin bu yapay
ortamda yasayabilmeleri icin besin, 1si, nem, tuz
konsantrasyonu, atmosfer, pH gibi uygun fizikokim-
yasal sartlara sahip olmasi gerekmektedir®.

Kultur islemleri icin drnekler hastadan alinir ve
uygun ortamda laboratuvar ulastinilir.  Cesitli
besiyerlerine drneklerin ekimi yapilir ve aerobik veya
anaerobik sartlarda kultive edilir. Uygun inkiibasyon

75

GICEK, UREYEN KAYA

periyodundan sonra koloniler gram boyama sekilleri,
koloni ve hicresel morfoloji, oksijen toleransi ve
metabolik son Urlin analizlerini iceren pek c¢ok agidan
tanimlanir®. Bu teknik ile bir drnek icerisinde pek cok
tir tanimlanabilir. Ayrica bakterilerin  mikrobiyal
duyarlliklarinin incelenmesine de olanak saglar. Bu
avantajlarinin yaninda bu y6ntem ile birgok mikroor-
ganizma zor Uretilmekte veya hic Uretilememektedir,
bu nedenle yanlis negatif sonuglar olusabilmektedir.
Bakterilerin  fenotipik 6zellikleri nedeniyle disiik
0zgillige sahiptir ve bu nedenle mikrobiyal tirlerin
birbirinden ayrilmasinda belirgin sinirlamalari bulunur.
Dusuk sayidaki ve zor Ureyen mikroorganizmalari
hesaplamada diisiik duyarliia sahiptir. Orneklerin
tasinma tipine gére sonuglar dediskenlik gdsterebilir ve
¢odu zaman diagnostik bir sonug almak igin gok yavas
kalmaktadir’”.

Ayrica bazi mikroorganizmalar gesitli
nedenlerden dolayi {iretilememektedir>'%!!, Bunlar:

1) Suni kiltir ortamlan bakteriler icin gereken
besinleri ve bilylime faktorlerini icermemektedir.

2)  Kiltir ortaminin kendisi bazi tirler icin toksik
olup biiyimeyi engelleyebilir.

3) Ornekteki diger mikroorganizmalar, hedef tiirlerin
Uremelerini engelleyecek maddeler salgilayabilir.

4)  Bir tir blyldmek icin baska bir tire ihtiyag

duyabilir.

Antibiyotik Duyarhlik Testleri

Bu testler; hastaliklarin teghis ve tedavisinde,
epidemiyolojik arastirmalarda ve yeni antimikrobial
ilaglarin  gelistirilmesinde  siklikla  kullanilmaktadir.
Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda disk diflizyon testi,
dilisyon yontemleri ve E-test gibi gesitli duyarliik
testleri uygulanmaktadir®?.

Disk difiizyon testi mikrobiyoloji laboratuarlarin-
da codunlukla tercih edilen kalitatif bir yontemdir.
Bakterilerin  besiyerine ekimi yapildiktan sonra,
antibiyotik emdirilmis diskler besiyerine yerlestirilir ve
mikroorganizmalarin  Uremesi  (inkiibasyon) igin
beklenir. Disklerin etrafinda olusan bakterisiz alanin
gap! (inhibisyon zon gapi) Olgulerek bakterinin o
antibiyotige duyarliigi degerlendirilir>4, Disk difiizyon
testlerinin en o©nemli avantajlari ekonomik, gok
denenmis ve standardize edilmis bir yéntem olmasidir.
Bu testte sonuglar “duyarli”, “direngli” ve “'orta direngli’
seklinde bildirilir2,
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E-test, antibiyotiklerin ~ minimum  inhibitér
konsantrasyon (MIK) degerlerinin agarda belirlene-
bildigi kantitatif bir testtir. Test edilecek mikroorga-
nizmalar agar (izerine ekilir. Cesitli konsantrasyonlarda
antibiyotik emdirilmis seritler agar Uzerine yerlestirilir
ve inkiibasyon icin beklenir. Inkiibasyon sonrasi
seritlerin etrafinda damla seklinde bir goriinti olusur.
Bu seklin seritle kesistigi yer MIK degeridir'.
Antibiyotik  duyarliik sonuglari  bakterilerin  MIK
degerleri ve Klinik ve Laboratuvar Standartlari Kurumu
(NCCLS) tarafindan olusturulan MIK standartlarinin
karsilagtirimasiyla yorumlanir'®.

Immiinolojik Yéntemler

Immiinolojik ydntemler hedef tiirleri dogrudan
tespit etmek icin spesifik mikrobiyal antijenleri taniyan
antikorlarin kullanildidi testlerdir. Bir tiire 6zel konak
immunoglobulinleri hedef alan antikorlar dolayh tespit
analizi icin kullanilabilir. Reaksiyon dogrudan ve dolayli
immunfloresan, flow sitometri ve enzim bagli
immiinosorbent test (ELISA) gibi cesitli tekniklerle
gosterilebilirt’.  Kiiltlir ydntemine bagl tekniklerle
karsilastirldiginda  hassasiyet agisindan aralarinda
anlamli bir farkhlik yoktur. Bu yontemlerin ozellikle
enfeksiyon olusturan bakterilerin izole edilmesinin ve
tanimlanmasinin zor oldugu veya oénceki enfeksiyonun
dogrulanmasi  gereken  durumlarda  kullaniimasi
yararlidir’ °.

ELISA, duyarlihdinin yliksek olmasindan dolayi
endodontik arastirmalarda siklikla kullanilmaktadir'®*°,
Bu yontemde antijene karsi antikor ya da antikora
kars antijen aramak mumkundir. Antikor aranacak ise
bilinen antijen reaksiyonun gerceklesecedi kabin
ylizeyine yapistirilir ve hasta 6rnedi kaba ilave edilir.
Gerekli bekleme suresi sonrasi yikama islemi sonunda
ortamda aranan antikor varsa antijene yapisacaktir.
Sonrasinda bir enzimle birlestirilmis baska bir antikor
ornede gonderilir. Antikorlar dogrudan ilgili olduklar
antijene baglanirlar ve ardindan antikorla birlestirilmis
olan enzimin substrati gonderilir. Antijene baglanmis
olan antikorun {izerindeki enzim bu substrati baska bir
maddeye gevirir ve bu durum genelde bir renk

dedisikligine neden olur. Renk dedisikligi aranan
hedefin varligina isaret eder?.
Dogrudan immunofloresans yonteminde

incelenecek o6rnek iginde aranan antijeni taniyan ve
floresan boya ile birlestirilmis  antikorlar kullanilir.
Antikorlar 6rnede gonderilir ve 6rnekler floresan isik
veren mikroskop altinda incelenir. Immunofloresan
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miroskoskopi hiicrelerin morfolojik yapilarini
gorintilleyebildiginden dolayr diger immiinolojik
metotlara godre bir avantaj saglayabilir, diger

organizmalarin antikorlarinin  capraz reaksiyonunun
sebep oldudu yanlis-pozitif sonuclari azaltabilir ancak;
ELISA spesifik mikroorganizmalarin kiigiik miktarlarini
tespit etmede daha hassas bir yéntemdir'°.
Molekiiler Genetik Yontemler
Mikrobiyal cesitliligin ne kadar fazla oldugu

kiltirden bagimsiz yontemlerin kullanildigi  farkh
alanlardaki pek cok calisma ile gdsterilmistir?®2.
Gergekte  mikroorganizmalarin  kiltir  ortaminda

Uretilebilen Gyeleri tim popllasyonun %1‘inden daha
azdir??2%, Molekiller calismalar agiz ortamindaki
bakterilerin yaklasik ~ %40-50'si®® ile bagirsaktaki
bakterilerin yaklasik % 70'inin?*%* simdiye kadar
kiiltiive edilememis bakteriler oldugunu gostermistir.
Molekiler tani yontemleri sayesinde hem
kilttirG yapilabilen hem de yapilamayan bakteri tirleri
saptanabilir. Mikrobiyal tanimlama bakimindan diger
ybntemlere gére avantajlan su sekilde siralanabilir: Bu
yontemler yliksek 0Ozglllik gosterir ve mikrobiyal
tlrlerin kesin tanimlanmasina olanak saglar, kultir
yontemine ve diger molekiler biyolojik ydntemlere
gore daha duyarlidir, mikroorganizmalari tanimlamak
amaciyla onlarin canlliklarina gerek duymaz, genellikle
daha kisa zamanda sonug verirler, antimikrobiyal
tedavi sirasinda da kullanilabilirler, 6rnek miktarinin az
olmasi sorun yaratmaz, epidemiyolojik galismalar igin
gok sayida Ornek kullanildiginda ornekler diisik
sicakliklarda saklanip bir seferde incelenebilir®® 2,
Glnumiizde, arastirilan soruya badh olarak
farklihk gosteren ¢ok sayida molekiiler y&ntem
kullaniimaktadir. Genis spektrumlu polimeraz zincir

reksiyonu (PZR) belirli bir ortamdaki mikrobiyal
gesitliligi  arastirmak icin  kullanilabilir.  Mikrobiyal
kominite vyapisi Denatire Edici Gradient Jel

Elektroforezi (DGGE) ve Terminal Restriksiyon Uzunluk
Polimorfizmi (T-RFLP) gibi tekniklerle analiz edilebilir.
Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH) belirli
turlerin  miktarini  &lgebilir ve dokulardaki dadilimi
hakkinda bilgi verebilir. ic ice (Nested) PZR, Coklu
(Multipleks) PZR ve Gergek Zamanl (Real-Time) PZR
gibi diger uygulamalar da hedef tirlerin tespitinde
bircok klinik &rnegi taramak icin kullanilabilir®.


http://www.itusozluk.com/goster.php/antikor
http://www.itusozluk.com/goster.php/antijen
http://www.itusozluk.com/goster.php/antikor
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Mikrobiyal Tanimlama Icin Gen Hedefleri

Molekiler yontemler mikrobiyal tanimlama icin
mikroorganizmanin kimligi hakkinda bilgileri iceren
belirli genlerden faydalanmaktadir. Bu nedenle, hedef
genin tanimlanacak mikroorganizmaya 6zgl bir bolge
icermesi gerekmektedir. Woese tarafindan yapilan
oncli galismalarin ardindan bitiin canli formlarinda
bulunan ribozomal RNA (rRNA) molekiillerini kodlayan
genler (rDNA) bu canlilarin tanimlanmasinda yaygin bir
sekilde kullaniimaktadir®.

Ribozom, ribozomal RNA ve proteinlerden
olusan ve hicrenin protein sentez yerlerine verilen
isimdir. Escherichia coli‘de, ribozomlarin yaklasik (gte
ikisi rRNA ve geri kalani ise proteindir®!. Ribozomlarin
boyutlari, partikiillerin ultra santrifiijlerde ne kadar
hizla ¢oktluglinli gosteren Svedberg birimleri (S) ile
ifade edilir. Bakteriler ve arkeler (prokaryotlar) 30S ve
50S’lik alt birimlerden olusan 70S’lik ribozomlara
sahiptir. 30S’lik alt birim yaklasik 1540 nikleotitten
olusan 16S rRNA molekiiliine sahiptir. 50S’lik alt birim
yaklasik 2900 niikleotid iceren 23S rRNA molekiili ile
120 niikleotit iceren 5S rRNA molekiillerine sahiptir®.
Blytik alt birim genleri (23S ve 25S rDNA) ve kiigik alt
birim genleri (16S ve 18S rDNA) mikrobiyal tanimlama
ve siniflamada siklikla kullaniimaktadir. Kiiglk alt birim
rDNA tiim canh sistemlerinde evrimsel olarak en iyi
korunmus makromolekiiller arasinda yer almaktadir®..

Biitiin mikroorganizmalarda bulunmasi, yeterli
bilgiyi verecek kadar uzun, dizileme islemi igin
yeterince kisa olmasi gibi Ozellikleri kiglk alt birim
rDNA’y1 kullanmanin baglica avantajlarini olusturur!.
Kigik alt birim rDNA bir tirden digerine dedisiklik
gosteren bolgeler (dedisken bolgeler) ile belli bir
nifusun tiim Gyelerinde ayni olan bdlgeleri (korunmus
bolgeler) igerir. Dedisken bolgeler bakterilerin tiirleri
ve cinsleri hakkinda en fazla bilgilere sahip bolgelerdir.
Arkeler ve bakterilerin 16S rRNA'si ve diger Okaryotlar
ve mantarlarin 18S rRNA'sI genis bir sekilde incelenmis
ve yasayan organizmalarin filogenetik iliskilerini tespit
etmek igin kullamlmistir. Ek olarak kiiltlr bagimsiz
yontemleri kullanarak rDNA'dan elde edilen veriler
bakteri tirlerinin dogru ve hizh tanimlanmasi igin
kullanilabilir?.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Kary Mullis tarafindan 1983 vyilinda bilim
diinyasina tanitilan PZR ile bir genden o genin
milyonlarca kopyasi elde edilebilmektedir®®. Bir
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organizmadan herhangi bir geni izole etmek PZR ile
miimkiin olmaktadir®®. Yéntem, DNA’ nin in vitro
replikasyonu ve basit reaksiyonlarin tekrarlayan
dongilerinden  olusmaktadir. Bir PZR  doénglisi
denatiirasyon, primerin baglanmasi ve uzama olarak
adlandirilan (i¢ asamadan olusur. Oncelikle sicaklik 92
°C'ye vyikseltilerek gift sarmalli DNA'nin tek sarmala
denatlire  olmasi  saglanir  (denatiirasyon). Isi
disirildiginde oligoniikleotid dizileri (primer) hedef
DNA dizisindeki tamamlayici eslerine yapisir. Primerler
kopyalanacak DNA bdlgesinin limitlerini tanimlar.
Sicakhidin arttiriimasi (72 °C) ile DNA polimeraz enzimi
primerlere  baglanir, nlkleotidler ikinci sarmali
olusturmak icin ana sarmala eklenir. Sentezlenen bu
uriinler sonraki dongdler igin sablon olarak rol oynar.
Yeni dongiilerle DNA'nin pek ok kopyasi elde edilir ve
bu 6zellik DNA hedeflerini tespit etmek icin Gstlin bir
hassaslik saglar. PZR, mikrobiyal tanimlamada
kullanilan diger yontemlere goére 10-100 kat daha
hassastir °. Hedeflenen PZR iiriinlerinin saptanmasi
ve dodrulanmasi igin birgok yontem kullanilmaktadir.
Bu yontemler arasinda en yaygin kullanilanlarindan biri
agaroz jel elektroforezidir!.

PZR teknolojisinin bilim dinyasina tanitiimasiyla
bircok tdrevi gelistirilmistir. Bunlar arasinda en sik
kullanilanlari:

Ic-Ice PZR (Nested PZR)

I¢-ice PZR ikinci bir PZR reaksiyonunda sablon
olarak ilk PZR g¢odaltma (amplifikasyon) (rlnlerini
kullanmaktadir. ilk PZR driinlerine ayri bir primer set
kullanilarak ikinci bir codaltma islemi yapilir. Bu
yontem dongdlerin  toplam sayisinin  fazla olmasi
nedeniyle geleneksel PZR yo6ntemine goére daha
hassastir. PZR sonuglarinin ikinci halkasinda kullanilan
primer seti ilave 6zgiillik saglamaktadir®®. ic-ice PZR'
In en bliyik dezavantaji, codaltilmig ilk Griinlerin ikinci
bir reaksiyon tupune tasinmasi sirasinda olusabilecek
yiiksek kontaminasyon ihtimalidir ve bu durumdan
kacinmak icin 6zel énlemler alinmasi gerekebilir.

Ters Transkriptaz PZR (RT-PZR)

RT-PZR, ters  transkriptaz  enziminden
yararlanarak bir RNA parcasindan tamamlayici DNA
sentezlemek ve RNA hedeflerini g¢odaltmak igin
gelistirilmistir. Cogu RT-PZR iki adimli bir ydntem
kullanmaktadir. ilk adimda ters transkriptaz RNA'yr tek
parcall tamamlayici DNA’ ya déniistiiriir. Tkinci adimda,
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tamamlayict DNA'nin ikinci pargasini olusturmak igin
PZR primerleri, DNA polimeraz ve nikleotidler ilave
edilir. iki parcall DNA molekdilii olustuktan sonra artik
geleneksel PZR ile cogaltma islemi yapilabilir®’.

Coklu PZR (Multipleks PZR)

PZR yontemlerinin blytk g¢ogunlugu tek bir
mikrobiyal tirin tespitine odaklanmaktadir. Coklu
PZR'de ise farkl hedefler icin iki veya daha fazla
primer seti ayni reaksiyon tiiplinde sunulabilir. Boylece
coklu PZR'de ayni anda farkli mikrobiyal tiirlerin tespiti
yapilabilir. Bu yontemle tiirlerin tespiti icin zamandan
ve maliyetten kazang saglanir. Coklu PZR’ de kullanilan
primerler tamamlayici pargalarin eksik ve benzer
yapisma sicakliklarina sahip olabilmelerinden dolayi
dikkatli bir sekilde tasarlanmalidir®® 3,

Gercek Zamanli PZR (Real-Time PZR)

Cogu PZR yontemi kalitatif veya yari
kantitatiftir. Gercek zamanl PZR ise bundan farkl
olarak reaksiyon boyunca Uriinlerin devamli olarak
diciilmesi ile karakterizedir®®. Gercek zamanl PZR,
DNA hedeflerini tespit etmek ve g¢odaltmak igin
TagMan probu ve molecular beacon gibi isaretli
oligoniikleotid dizilerinden faydalanir*!, TagMan probu
20-30 baz uzunlugunda 6zel isaretli bir oligonikleotid
dizisidir*>. TagMan probu 5 ucunda floresan boya
(reporter), 3' ucunda ise baskilayic (guencher) boya
icerir. Primerlerin uzama islemi sirasinda taq DNA
polimeraz enzimi quencher boya ile reporter boyayi,
hedef bdlgesine yapismis olan TagMan probundan
ayirir. Bu durum floresan yayiimi ile sonuglanir ve
cihaz floresan yayilimini 6lger? (Sekil 1).

Molekiiler beacon sag tokasina benzer yapida
oligoniikleotid probudur. Probun kolunun bir ucuna
floresan isaretleyici diger ucuna baskilayici (guencher)
takilir. Serbest molekiiler isaretgiler sollisyondayken
probun kol dizileri birbirine yakin durmaktadir. Bu
durum floresan boyayl baskilamaktadir. Molekiler
isaretgiler hedeflerine baglandiklarinda floresan boya
ve quencher birbirinden ayrlir ve floresan yayilimi
baslar*3(Sekil 2).

Her PZR dongisi ile floresan salinimi
moniterize edilerek reaksiyonun ilerlemesi gercek
zamanh olarak kaydedilir ve Ornekteki DNA miktari
Olgiltr. Bu sayede her dongu sirasinda PZR Urinleri
Olglilmis olur. PZR drinlerinin dogrudan o&lglilmesi
reaksiyon asamalarinin gbzlenmesine olanak
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saglamaktadir*®. Gercek zamanli PZR hedef tiirlerin
miktarinin yani sira klinik 6rneklerdeki toplam bakteri
sayisini da verebilir. Testin hizl olmasi (30-40 dk),
agaroz jel kullanimina gerek duymadan dogrudan
dogruya PZR driinlerini 6lgme ve teshis etme yetenegi
ve niikleik asitlerin kontaminasyonunun sinirli olmasi
bu yéntemin baslica avantajlarindandir®.

A

2

1) Denatiirasvon

TTTTT
I

2) Primerlerin yapismasi
polimeraz

TTTTT =

3) Primerleri uzamasi

Ferr T >
Ty By |

TagMan probu 5’ ucunda floresan boya (reporter), 3" ucunda
ise baskilayici (quencher) boya igerir. Primerlerin uzama
islemi sirasinda taq DNA polimeraz enzimi quencher boya ile
reporter boyayl, hedef bolgesine yapismis olan TagMan
probundan ayirir. Bu durum floresan yayilimi ile sonuglanir ve
cihaz floresan yayilimini ayni anda 6lger.

Sekil 1. 7agman yontemi

Woiskiler be wdel DNA deinl

Molekiiler isaretgiler hedeflerine baglandiklarinda floresan
boya ve quencher birbirinden ayrilir ve bu durum floresan
yayllimina sebep olur.

Sekil 2. Molekiiler beacon yéntemi
Genis Spektrumlu PZR (Broad-Range PZR)

Genis spektrumlu PZR ile bir érnekteki bakteri
cesitliligi tespit edilebilir ve tanimlanabilir. Bu yoniiyle
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molekiiler ydntemlerin aksine kultir ydntemine
benzer®.  Genis  spektrumlu  PZR  &rnekteki
beklenmeyen tiirleri tespit edebilir ve bu konuda kdlttir
yonteminden cok daha etkili ve hizidir. Dogrudan
kiiltive edilemeyen veya zor kiiltive edilen bakteriyel

patojenlerin tespit edimesine olanak tanir'47:%,
PZR  teknolojisi  kiltlir  ydntemiyle ilgili
kisitlamalarin Ustesinden gelebilmek igin

kullaniimaktadir. Bununla birlikte eksiksiz dedillerdir.
PZR teknolojisinin baslica dezavantaijlari®:

1. Cogu PZR analizi hedef mikroorganizmalari
Orneklerdeki  miktarlarindan  ziyade niteliksel
(kalitatif) olarak tespit etmeyi amagclar. Ancak
gercek zamanh PZR ile niceleyici (kantitatif)
sonuglar elde edilebilir.

Codu PZR analizi bir seferde sadece bir veya birkag
tlri (coklu PZR) tespit edebilir. Ancak genis
spektrumlu PZR bir komiinitedeki hemen hemen
tiim tdrlerin kimligi hakkinda bilgi saglayabilir.
Cogu PZR analizi sadece hedef tiirleri tespit eder
ve dolayisiyla beklenmedik tiirleri tespit etmede
basarisiz olur, ancak genis spektrumlu PZR bu
durumun Ustesinden gelebilir.

Zahmetli ve pahall bir ydntemdir.

Canli hiicrelerle birlikte 6l hiicreler de tespit edilir.
Mantarlar gibi kalin hicre duvarina sahip
mikroorganizmalarin  pargalanmasi ve bunun
sonucu olarak DNA salinimi igin ilave adimlara
ihtiyag duyulabilir.

PZR iglemleri sirasinda bulagsmis DNA'lar sebebiyle
yanlis pozitif sonuclar meydana gelebilir. Cogaltma
Urinlerinin  taginmasi  sirasinda  kontaminasyon
ihtimaline  karsi ilave  Onlemlerin  alinmasi
gerekebilir.

Klinik o6rneklerde bulunan nikleazlar ve enzim
inhibitérleri nedeniyle yanls negatif sonuglar
meydana gelebilir. Ozellikle de hedef tiirlerin sayisi
az ise kuguk o6rnek hacimlerinin analizleri yanls
negatif sonuglara neden olabilir.

PZR'nin yiksek hassasiyeti bazen dezavantaj
yaratabilmektedir. Ciinki bir 6rnekteki gok az sayidaki
hiicreyi dahi tespit edebilme yetenegine sahiptir ve bu
nedenle hastaligin patogenezinde etkinligi olmayan
bakteriler dahi etkinmis gibi algilanabilir. Endodontik
bir hastaligin baslamasi igin gerekli mikroorganizma
sayisl hakkinda bir kanit bulunmamaktadir. Endodontik
enfeksiyonlar karigik (mixed) enfeksiyonlardir. Bakteri
turleri hastaligin seyrinde farkh rol oynayabilirler ve
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enfeksiyonun farkli asamalarinda baskin olabilirler.
Teorik olarak kok kanalindaki tim bakteri tdrlerinin
endodontik  patojen  olarak  dikkate  alinmasi
onemlidir’®. Bu nedenle kok kanalina kolonize olmus
tim tirlerin tespit edilmesi yliksek hassasiyete sahip
bu yoéntem ile mimkin olmaktadir. Ayrica, gercek
zamanli PZR gibi kantitatif molekiler yontemlerin
kullanimi enfeksiyon siirecinde belirli tiirlerin rollind
anlamamiza imkan tanimaktadir.

Herhangi bir yontem ile bir ornekteki 6li
hiicrelerin  tespit edilebilmesi bazi avantaj ve
dezavantajlan birlikte tagimaktadir. Ornekleme, tasima
ve izolasyon prosedirleri sirasinda bakteriler 6Imig
olsa dahi tespit edilmesi avantaj saglarken®°,
enfeksiyon alaninda daha 6nceden 6lmiis bakterilerin
tespit edilerek yanlis pozitif sonuca neden olmasi ise
ybntemde dezavantaja neden olur®’. Pratikte,
endodontik enfeksiyonlarda 6li hiicrelerin DNAlarinin
tespit ediime olasiidi olmasina ragmen bu ihtimal
dislktir glnki canh hicrelerden ve hiicre 6limiyle
sallnan Dnaaz enzimleri ortamdaki serbest DNA'yi
parcalayabilir’®.  PZR'nin bu dezavantajini ortadan
kaldirabilmek icin hiicre tanimlamasinda daha blyik
DNA dizileri kullanilabilir. Ayrica RNA'lar DNA ile
karsilastinldiginda daha kararsiz yapida ve daha kisa
yarilanma démriine sahip olmalarindan dolay! daha hizh
bir sekilde bozulur®. Bu yiizden Ters Transkriptaz PZR
vasitasiyla RNA ve mRNA'yl hedef alan testler
kullaniimasi canli hiicrelerin tespitinde daha givenilir
olmaktadir®.

Sonug olarak, endodontik patojenlerin tespit
edilmesinde geleneksel olarak kullanilan mikroskopi ve
kiltir yodntemlerine alternatif olarak gelistirilen,
hassasiyet ve duyarliiklarinin daha (stlin oldugu
kanitlanmis molekiiler genetik yontemlerin glinimiizde
kullaniimasi  énemlidir. Ancak tim bu yontemlerin
galisma prensiplerinin anlasiimis olmasi eksik veya
kusurlu kaldiklari durumlarin bilinmesi ve bu durumda
alternatif yontemlerin kullaniimasi énemli bir konudur.
Immunoloji ve molekiller genetik konularindaki
gelismeler endodontik  patojenleri ve hastalik
olusturma progesindeki gorevlerini daha net olarak
aydinlatacaktir.
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