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OzZET

Endodontik enfeksiyonlar anaerobik tirlerin baskin
olarak bulundugu polimikrobiyal enfeksiyonlardir.
Geleneksel olarak endodontik mikroflora, mikrobiyolo-
jik kiltir yontemleri kullanilarak arastiriimistir. Ancak
bu yontemlerin mikrobiyolojik tanida kisith kalabildigi
belirtiimektedir. Son vyillarda kiltirden bagimsiz
molekiiler genetik yontemlerin kullanilmasi ile hem
kilttir temelli calismalarin sonuglari desteklenmis, hem
de bu sonuglara ©Onemli derecede ilave bilgiler
eklemigtir. Molekiler genetik galismalarin sonuglari
endodontik  enfeksiyonlardaki  bakteriyel gesitlilik
hakkindaki bilgilerin artmasini saglamistir. Bu derleme
endodontik  enfeksiyonlarda  molekiiler  genetik
yontemlerin roll hakkinda bilgi sunmaktadir.

Anahtar kelimeler: Endodontik Enfeksiyonlar,
Molekuler Mikrobiyolojik Yontemler

ABSTRACT

Endodontic infections are polymicrobial infections
dominated by anaerobic species. The endodontic
microflora has been traditionally investigated by
microbiologic culture methods, which have been
demonstrated to have several limitations when it
comes to microbiological diagnosis. More recently, not
only have findings from culture-based methods been
confirmed, but they have also been significantly
supplemented with those from culture-independent
molecular genetic techniques. The results from
molecular genetic studies impact remarkably on the
knowledge of bacterial diversity in endodontic
infections. Present review focuses on the role of
molecular genetic techniques in endodontic infections.
Keywords: Endodontic  Infections, = Molecular
Mikrobiologic Techniques

GiRiS

Endodontik enfeksiyonlar, pulpa ve periapikal
dokularin  enfeksiyonu olarak tanimlanirlar.! Bu
enfeksiyonlar zorunlu anaerop bakterilerin gogunlukta
oldugu polimikrobiyal &zellikte enfeksiyonlardir.? Oral
kavite, nazofarinks ve gastrointestinal bdlgelerdeki
herhangi bir mikrororganizma koék kanalina yerlesip
¢ogalarak enfeksiyona yol acabilir. Enfekte kok
kanalina girebilen ve hastalik yapabilen mikroorganiz-
malarin biiyiik cogunlugu bakterilerdir.>

Insan viicudunun farkli bélgelerindeki bakteri-
yel gesitliligi arastirmak igin yapilan galismalar farkl
bakteri gruplarinin %50-80'ninin, endodontik floradaki
bakterilerin ise yaklasik %40-55inin kiltiire edilemedi-

gini rapor etmektedir.*” Kok kanal enfeksiyonlarindaki
kiltire edilemeyen bakterilerin, hastaligin baslangicin-
da, ilerlemesinde veya her ikisinde de potansiyel bir rol
oynama ihtimali vardir.?

Kok kanal tedavilerinin basari oraninin artmasi-
na yonelik yeni ve etkili stratejilerin gelistirilebilmesi
kdok kanal sistemindeki patojenik etkenlerin iyi
anlagiimasina baglidir.®  Endodontik enfeksiyonlarda
bakteriyel florayl arastirmak igin yapilan galismalarda
cogunlukla kaltir temelli tani yontemleri kullanil-
mistir.’3 Kiltiir yontemlerinin en biylk avantaji, tek
bir érnek iginde bulunan ve gesitlilik gdsteren mikro-
biyal tirlerin tanimlanabilmesine imkan saglamasidir.
Ayrica kiltlr iglemleri, izolasyonlarin antimikrobiyal
duyarliliklarini belirlemeye ve bu izolasyonlarin fizyolo-
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jilerini, biyokimyasal ve genetik 6zellikleri ile patolo-

jilerini de calismaya olanak vermektedir.2”® Ancak bu

ybntemlerin bazi bakteri gruplarini tanimlamada
yetersiz  kalabilmeleri  arastirmacilari  ileri  tani
yontemleri kullanmaya yonlendirmistir.”®

Molekiiler Esasli Yontemler

Molekiiler yontemlerin hiicre canliigini temel
almadan bakteriyel tani yapabilmeleri, bu yéntemleri,
Ozellikle zorunlu anaerobik enfeksiyonlarda yapilan
calismalarda, avantajli hale getirmektedir.® Molekiiler
yontemlerin  ¢odu ribozomal RNA genini (rDNA'y1)
kullanarak, kultire ihtiyag duyulmadan, mikroorganiz-
malarin tanimlanmasini yapabilmektedir. 16S rDNA
geni, molekiler yaklagimlarda, bakteriyel tanida en sik
kullanilan hedef bdlgedir. Bu gen, korunmus bdlgeler
(bakterilerin hepsinde ayni olan bdlgeler) ve dedisken
bolgelerden (bir bakteriden digerine dedisiklik goste-
ren bolgeler) olusur. 16S rDNA geninde bulunan degi-
sken bolgeler, spesifik tanimlamada kullanilan
bélgelerdir.l?”

Diger tani yontemlerinde oldudu gibi molekdler
esasli ydntemlerinde kendilerine 6zgli avantaj ve
dezavantajlari vardir.? Bu avantajlar arasinda 6ne
¢ikanlar:

v" Hem kiiltire edilebilen hem de kiiltire edilemeyen
bakteri tlirlerini tespit edebilmeleri,

v Ozgiilliklerinin yiiksek olmasi ve fenotipik olarak
kesin olmayan davranis sergileyen mikrobiyal
tdrlerin tanimlarini dogru bir sekilde yapabilmeleri,

v Mikrobiyal tirleri, kiltlire ihtiyag duymadan direk
olarak tespit edebilmeleri,

v' Duyarlliklarinin diger tani yéntemlerine gore daha
yiiksek olmasi,

v" Hizli olmalari ve az zaman almalari,

v Orneklerin alinmasi ve tasinmasl esnasinda
anaeropik  kosullarin  saglanmasina  ihtiyag
duyulmamasi.

v' Antimikrobiyal tedavi silresince kullanilabilir

olmalari sayilabilir.>”

Molekiler yontemler igerisinde mikrobiyal tani-
da en sik kullanilan yéntem polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) ve onun varyasyonlaridir.>%* PCR yéntemi, bir
gen veya DNA bdlgesinin, bu bélgeye baglanan oligo-
niikleotid primerler (6ncller) aracilidiyla bir dizi repli-
kasyon donglisii gegirerek gogaltiimasi esasina daya-
nir.!2 PCR ile istenilen genlerin ya da DNA dizilerinin
jenerasyonlara bagli replikasyonu, hizlandiriimis bir
sekilde gerceklestirilir.'®
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PCR ilk defa 1985 yilinda Saiki ve arkadaslari
tarafindan, orak hicreli anemi hastalifinin teshisi
amaciyla gelistirilmis ve kullanilmistir.**

PCR Cesitleri

Yaygin olarak kullanilan PCR cesitleri; Klasik
(single) PCR, yuvalanmis (nested) PCR, geri (revers)
transkripsiyon PCR, g¢oklu (multipleks) PCR ve gergek
zamanli (real-time) PCR'dir.” !

Klasik PCR

Hedef DNA dizisinin her iki ucuna 06zgi
spesifik primerler kullanilarak, termostabil DNA polime-
raz enzimi yardimiyla yapilan PCR yéntemidir.'?13
Diger PCR yontemlerine kiyasla daha kolay uygulana-
bilse de capraz kontaminasyon riski tasimasi,
amplifikasyon (PCR ile DNA parcasinin codaltiimasi)
sonrasi analiz gerektirmesi ve fazla zaman almasi
dezavantajlaridir.}*"13

Yuvalanmis PCR
Bu yodntemde PCR verimini artirmak igin
nested yani birbiri igin gdmulmis primer setleri

kullanilir.* ilk amplifikasyonda elde edilen iiriin, ikinci
PCR icin kalp olarak kullanilir.’® Boylece DNA
amplifikasyon hassasiyeti ve 6zglinligi 6nemli dlglide
arttinlabilir. Ancak kontaminasyon riski yiksek bir
yéntemdir, 7121315

Geri transkripsiyon PCR

Spesifik  proteinleri kodlayan messenger
RNA'yi tespit edebilen bu ydontem mikroorganizmalarin
fenotipleri hakkinda &nemli ipuglari verir. iki asamali
olup RNA'dan complementer DNA (cDNA) sentezi (geri
transkripsiyon) ve tamamlayici cDNA'nin da standart
PCR yoluyla codaltimasi asamalarini kapsar.?*3

Coklu PCR

Standart bir PCR reaksiyonunda 06zel bir
sekansi codaltmak igin tek primer cifti kullanilirken,
¢ogul PCR'da bir cok sekansi es zamanl gogaltmak
amaciyla birden fazla primer cifti kullanilir.'® Coklu PCR
analizleri, PCR sirelerini ve maliyetlerini azaltmak
amaciyla kullanilmaktadir.>”:*3

Gergek zamanli PCR

Son yillarda PCR reaksiyonlarinda sicaklik
dongiileri saglamak icin kullanilan cihazlarin hassas
Olgiim aletleriyle birlestirilmesi, gergek zamanl PCR
olarak adlandirilan yeni bir ydntemin gelismesine
neden olmustur.'’>®® Bu yéntemde driinlerin analizi
reaksiyon sirasinda yapilmaktadir. Bu nedenle, agaroz
jel elektroforezi, DNA bantlarinin mor &tesi isik altinda
gorintilenmesi gibi islemlerin uygulanmasina gerek
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kalmamaktadir. > SYBR- Green, Molecular Beacon
ve T7agMan siklikla kullanilan gergek zamanh PCR
yaklasimlaridir. 8
PCR ydntemlerinin dezavantajlarindan bazilan
sunlardir:
= PCR yoOntemlerinin, real-time PCR haricinde, hedef
mikroorganizmanin  tanisini  niteliksel  olarak
yapabilmeleri ve 0&rnek igindeki mikroorganizma
miktarini belirleyememeleri.

= PCR ydntemlerinin cogunun ayni anda sadece bir
tird veya multipleks PCR" da oldugu gibi ¢ok az
sayida farkl trleri tespit edebilmeleri.

= Klinik érneklerde bulunabilen enzim inhibitdrlerinin
ayni zamanda PCR inhibitérii olarak da etki edip
amplifikasyon reaksiyonunda basarisizida yol
acabilmesi.

= Kontamine olan DNA’ nin amplifikasyonu sonucu
yanls pozitif sonuglarin ortaya c¢ikma olasiliginin
bulunmasidir.>’

Anaerobik Gram-negatif tirler, Gram-pozitif
anaeroplar, fakiltatif ve mikroaerofilik streptokoklar
endodontik enfeksiyonlardan siklikla izole edilen
bakterilerdir.'>2! Prevotella ve Porphyromonas grubu-
nun baz tirleri, peptostreptokoklar, peptokoklar,
Fusobacterium spp., Eubacterium spp. ve Actinomyces
spp. grubuna katlan bazi  bakterilerin,  klinik
semptomlar ile iliskilerinin bulunabilecegdini bildiren
farkh arastirmalar bulunmaktadir.?2%

Bazi bakteri tiirlerinin, beslenme ve cgevresel
faktorlere gostermis olduklar asin duyarliik, bu bak-
terileri tanimlamak amaciyla kullanilan gesitli biyo-
kimyasal testlerin birbirinden farkli sonuglar vermesine
ve farkl yorumlamaya badl olarak yanlis bakteri
tanimlamalarina neden olabilmektedir.??”  Bunun
sonucunda ise bazi bakteri tlrleri veya suslari mevcut
degderlerinden az bulunurken, bazi bakteri tirlerinin ise
tanimlanmasi  yapilamamigtir.2>782627 - Aragtirmalar,
endodontik enfeksiyonlarda kiltiir yontemleri negatif
sonug verdiginde molekiler ydntemlerin bakteri
varligini tespit edebildigini gdstermektedir.'>79:2

Kok kanalindan ve periapikal lezyonlardan
alinan mikrobiyal drneklerin analizinde kullanilan mole-
kiler ydntemler arasinda PCR, molekiiler klonlama,
DNA problari, DNA dizi analizleri, nikleik asit melez-
leme (hibridizasyon) yontemleri, denaturing gradient
jel elektroforez analizleri (DGGE) yer almaktadir.?’-3*

Molekller  yontemler kullanilarak  yapilan
arastirmalar, apikal periodontitis ve farkli bakteri tirleri
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arasindaki iliskiyi hem glglendirmis hem de
endodontik patojen olabilecedi diisinlilen yeni tirlerin
belirlenmesini saglamislardir.3 Kiiltiire edilebilmesi giig
olan veya heniliz kiiltiire edilemeyen bakterilerin

endodontik enfeksiyonlarda molekiiler ydntemler
kullanilarak  tespiti, koék kanali ve periapikal
lezyonlardaki bakteriyel cesitlili§i Oonemli derecede
artirmigtir. 2

Endodontik enfeksiyonlarin 400'den fazla farkh
bakteri tlrd barindirdigi dustinilmektedir. Bu farkl
tlrlerin yaklasik % 45'i molekiler biyoloji calismala-
rinda % 32'si ise kiltlr temelli calismalardan rapor
edilmistir.>  Periodontal patojen olarak bilinen
Tannerelia  forsythia (6nceden  kullanilan  adi
Bacteroides forsythus veya Tannerella forsythensis )
ilk defa endodontik enfeksiyonlardan klasik PCR yonte-
mi ile bulunmustur.?® Kiiltiirden bagimsiz yapilan farkli
molekiiler esash calismalar (yuvalanmis PCR, hibridi-
zasyon gibi) bu patojenin apseleri de kapsayan
endodontik  enfeksiyonlarda 6nemli bir patojen
oldugunu gdstermistir,>6-38

Gram-negatif zorunlu anaerobik bakterilerden
olan Dialister tiirleri de molekdiler yontemler sayesinde
bulunan dider bir bakteri tiirtidir. Bu tiirde yer alan D.
pneumosintes ve D. invisus semptomatik ve asemp-
tomatik endodontik enfeksiyonlardan siklikla tespit
edilen tiirlerdir.3*° Endodontik mikroflorada siklikla
bulunan Fusobacterium nucleatuniun ayni enfekte
kanalda farkh klonal tiplerinin izole edilebilecedi PCR
esasl molekiiler ydntemler araciligiyla yapilabilmistir.*!

Uzun yillar boyunca spiroketler, endodontik en-
feksiyonlardan alinan o6rneklerde mikroskop kulani-
larak goézlemlenebilmis olsalar da tiir seviyesinde
tanimlanmalari yapilamamistir.*** Yapilan farkli mole-
kiler calismalar endodontik enfeksiyonlarda bulunan
spiroketlerin treponema tiriine ait oldugunu goster-
mistir. 7reponema denticola ve Treponema socranskii
endodontik  kaynakli  enfeksiyonlarda  molekdler
yéntemler ile siklikla bulunan tiirlerdir.**

Zorunlu anaerobik bakteriler arasinda yer alan
Filifactor alocis kok kanallarindan alinan orneklerde
kiiltiir yéntemleri ile cok nadir izole edilmistir.*® Oysa
yuvalanmis PCR kullanarak yapilan bir calismada bu
tir, endodontik enfeksiyonlarin yaklasik yarisinda
tespit edilmistir.*® Porphyromonas endodontalis, P.
gingivalis, Fusobacterium nucleatum, Pseudoramibac-
ter alactolyticus, Propionibacterium  propionicum,
Actinomyces spp., Slackia exigua ve Mogibacterium
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timidum molekiler tan  ydntemleri kullanilarak
endodontik enfeksiyonlardan daha yiiksek oranda
bulunan tiifler arasinda yer alirlar.>”** Prevotella
tannerrae, Fusobacterium periodonticum, Olsenella
spp., Eubacterium infirmum ve Centijpeda periodontii
ise endodontik enfeksiyonlardan molekiiler esash
yontemler kullanilarak bulunan aday endodontik
patojenler arasinda yer alirlar.%284447-50

Periapikal graniilomlarda farkli viriislerin varligi
gbsterilmis®! olsa da apikal periodontitisin olusumu ve
ilerlemesindeki rolleri hakkindaki bilgiler cok sinirlydi.
Son yillarda Parra ve Slots® ile Contreras ve Slots>?,
PCR kullanarak yaptiklari calismalarda periodontal
ceplerde gesitli viral transkripsiyonlarin  varligini
gostermislerdir. Bu galismalarin sonuglarini takiben
Sabeti ve arkadaslar®>*® marjinal periodontitis ile
benzer olarak apikal periodontitisin patogenezinde
herpes viral enfeksiyonun rol oynayabilecegini
belirtmislerdir. Slots ve arkadaslari®® da farkli herpes
virlslerin apikal periodontitisin patogenezine dahil
olabilecedi fikrini savunmustur. Bu galismalarin isiginda
yapilan pek cok molekiler calismada farkli viriisler ve
endodontik kaynakli periapikal lezyonlar ile ilgili degerli

bilgilere ulagiimigtir,10->7-59
SONUG
Molekiiler ~genetik ydntemlerin ~ endodontik

enfeksiyonlardaki bakteriyel ve viral florayi arastirmada
kullanilabilmesi bize bu enfeksiyonlari daha iyi anlama-
miza yardimci olmaktadir. Yakin gelecekte kullanilacak
yeni molekdler esash tani yéntemleri yeni patojenleri
tanimamiza dolayisiyla etkene spesifik antibakteriyel
tedavi yaklagimlar ile tedavi basarilarinin daha da
artmasina imkan saglayacaktir.
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