Dental Sciences

Uluslararasi Dis Hekimligi Bilimleri Dergisi

Derleme Review

Apikal Periodontitisin Mikrobiyolojisi ve Tam1 Yontemleri

Microbiology Of Apical Periodontitis And Diagnostic Techniques

oz

Girig: Apikal periodontitis (kok kanal enfeksiyonu) mikroorganizmalarin ve bu
mikroorganizmalarin metabolik driinlerinin kok kanalindan periradikiiler alana gegisi
sonucu olusan sert doku rezorpsiyonu ve periodontal ligamentin yikinmu ile karakterize
inflamatuar ve enfeksiyoz bir hastaliktir. Apikal periodontitis mikrobiyal bir etiyolojiye
sahiptir. Mantarlarin, arkealarmn ve virlislerin apikal periodontitis ile iliskili oldugu
bulunmustur, fakat bakteriler kok kanal enfeksiyonlarina neden olan en yaygin ve baskin
mikroorganizmalardir. Kanal i¢i bakteriler genellikle dentin kok kanali duvarlarina yapisik,
biyofilmler olarak gozlenir. Endodontik enfeksiyonlarda 500'den fazla bakteri tiirii tespit
edilmis olmasina ragmen, 20 ila 30 tiirden olusan se¢ilmis bir grup en sik tespit edilir ve
temel mikrobiyom olarak kabul edilir. Zorunlu anaerobik tiirler, primer apikal periodontitisli
dislerin intraradikiiler bakteri topluluklarinda daha bol bulunurken, hem anaeroblar hem de
fakdiltatifler tedavi sonrasi gelisen apikal periodontitisli dislerin bakteri topluluklarinda
baskindir. Geleneksel olarak, kok kanal enfeksiyonlarina neden olan bakteriler izolasyon,
iireme, morfoloji ve biyokimyasal testlerle laboratuvar tanimlamasina dayanan kiiltivasyon
temelli tekniklerle incelenmistir. Ancak, mikrobiyolojik tani s6z konusu oldugunda ekim ve
diger geleneksel tanimlama yontemlerinin ¢esitli sinirlamalar1 oldugu goésterilmistir. Son on
yilda bu smirhliklarin Gistesinden gelmek i¢in mikrobiyal molekiiler tan1 alaninda birgok
yontem kullanilmis olup, bunlarin en Onemlileri, polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)
teknolojisi ve tiirevleri, DNA-DNA hibridizasyon ve yeni nesil dizileme teknikleridir.

Sonu¢: Bu derlemenin amaci kok kanal enfeksiyonlarini ve bu enfeksiyona sebep olan
mikroorganizmalari ve tespit yontemlerini mevcut literatiir bilgisiyle gozden gegirmektir.

Anahtar Kelimeler: Kok Kanal Enfeksiyonlari, Molekiiler Yontemler, Yeni Nesil
Dizileme.

ABSTRACT

Objective: Apical periodontitis (root canal infection) is an inflammatory and infectious
disease characterized by hard tissue resorption and destruction of the periodontal ligament
caused by the passage of microorganisms and their metabolic products from the root canal
to the periradicular space. Apical periodontitis has a microbial etiology. Fungi, archaea and
viruses have been found to be associated with apical periodontitis, but bacteria are the most
common and predominant microorganisms causing root canal infections. Intracanal bacteria
are usually observed as biofilms adherent to the dentin root canal walls. Although more than
500 bacterial species have been identified in endodontic infections, a selected group of 20
to 30 species are most frequently detected and are considered the core microbiome. Obligate
anaerobic species are more abundant in the intraradicular bacterial communities of teeth with
primary apical periodontitis, while both anaerobes and facultative species predominate in
the bacterial communities of teeth with post-treatment apical periodontitis. Traditionally,
bacteria causing root canal infections have been studied by cultivation-based techniques
based on isolation, growth, morphology and laboratory identification by biochemical tests.
However, cultivation and other traditional identification methods have been shown to have
several limitations when it comes to microbiologic diagnosis. In the last decade, microbial
molecular diagnostics have been developed to overcome these limitations. In the last decade,
many methods have been used in the field of microbial molecular diagnostics to overcome
these limitations, such as polymerase chain reaction (PCR) technology and its derivatives,
DNA-DNA hybridization and next generation sequencing techniques.

Conclusion: The aim of this review is to examine root canal infections and related
microorganisms and their detection methods with the current literature.

Key Words: Root Canal Infections, Moleculer Techniques, Next Generation Sequencing.
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Apikal periodontitis kok kanali enfeksiyonunun bir
sonucu olup, mikrobiyal faktorler ve konak immiin yaniti
arasindaki  etkilesimden kaynaklanan periradikiiler
dokularin enflamasyonu ve yikimi ile karakterizedir.
Bakteriler apikal periodontitise neden olan baslica
enfeksiyoz ajanlardir ve genellikle kanal duvarlarina
tutunan  biyofilm topluluklarinda organize olarak
bulunurlar. Apikal periodontitisin etiyolojisinde rol
oynayan mikroorganizma gesitliligi olduk¢a fazladir ve
molekiiler yontemlerin gelismesiyle birlikte kok kanal
enfeksiyonlarina sebep olan mikroorganizmalarin tespit
edilebilirligi artmaktadir. Apikal periodontitisin olusumu
ve etken mikroorganizmalarin tanimlanmasi, patojenik
mekanizmalar hakkindaki bilginin artmasi, tanmin
iyilestirilmesi ve farkli tedavi stratejileri gelistirmesi
acisindan olduk¢a Onemlidir. Bu derlemede apikal
periodontitiste yer alan mikroorganizmalar ve bu
mikroorganizmalarin tani yontemleri ile ilgili giincel
bilimsel kanitlar gozden gegirilerek, dis hekimlerinin kok
kanalinin mikrobiyal floras1 hakkindaki bilgi diizeyinin
artiritlmasi amaglanmustir.

Apikal Periodontitisin Mikrobiyolojisi

Apikal  periodontitis, kok  kanal  sistemindeki
enfeksiyonun sebep oldugu inflamatuar bir hastaliktir (1).
Kimyasal ve  fiziksel  faktorler  periradikiiler
inflamasyonun  gelismesine neden olsa da apikal
periodontitisin farkli formlarin olusmasi ve varligini
devam ettirebilmesi i¢in endodontik enfeksiyonun gerekli
oldugu gosterilmistir (2). 1894°te dis hekimi Willoughby

Dayton Miller, kok kanalindan aldigi 6rneklerin
analizinde ilk kez bakteri ve apikal periodontitis
arasindaki iliskiyi  gostermistir  (3). Kok kanali

orneklerinin mikroskopisini yapan Miller, o zamanlar
bilinen ti¢ temel morfolojideki hiicreleri gézlemlemistir:
koklar, basiller ve spiroketler. Cesitli morfolojik
caligmalarda giiniimiizde biyofilm olarak bilinen yapilara
benzer bakteri kiimeleri tespit edilmistir (4). Yapilan
calismalarla birlikte biyofilmin 6nemi anlasilmistir,
bakteriyel biyofilmlerin goriilme sikliginin yiiksek oldugu
ve biyofilm ile primer apikal periodontitis ve tedavi
sonras1 gelisen apikal periodontitis arasinda gii¢li bir
iliski oldugu gorilmistiir (5). Biyofilm, bir yiizeye
tutunmus, kendiliginden tretilen hiicre dis1 polimerik
matriks i¢ine alinmis bakteri hiicrelerinden olusan
olduk¢a organize bir yapidir.  Biyofilmlerdeki
organizmalar, biiyiime hizi ve gen transkripsiyonu
acisindan degistirilmis bir fenotip sergiler. Biyofilm
icerisindeki  bakteri  hiicreleri  planktonik  bakteri
hiicrelerinden biiytik Olglide farklidir. Biyofilmlerdeki
bakterilerin fizyolojik 6zellikleri, kiiltiir ortamindaki ayn1

bakteriyle karsilastirildiginda farklidir, bunun nedeni
mikrorganizmalarin  polimer matriks tarafindan
cevresel streslerden korunmasidir. Biyofilm igindeki
mikroorganizmalarin, antimikrobiyal ajanlara ve
konak savunma mekanizmalarma karsi planktonik
olanlara gore yaklastk 1000 kat daha direngli
olabilecegi gosterilmistir (6). Apikal periodontitise
neden olan ana mikroorganizmalar bakteriler olarak
bilinse de mantarlar, arkealar ve virusler apikal
periodontitisin  etiyolojisinde  yer alan diger
mikroorganizmalardir. Mantarlar agiz boslugunda
kolonize olabilen kiif ve maya olmak tizere iki temel
formda bulunabilen 6karyotik mikroorganizmalardir.
En yaygin maya mantar1 olan Candida cinsinin
tiyeleri oral kavitede kolonize olabilmelerine ragmen
primer apikal periodontitis etiyolojisinde ¢ok sik
goriilmemektedir. Daha ¢ok 1israrci  apikal
periodontitis vakalarinda tespit edilmektedirler (6).
Arkealer  bakterilerden  olduk¢a farkli  olup
prokaryottur. Primer endodontik enfeksiyonlardan
alinan orneklerde arkealeri tespit etmek zor olsa da
Methanobrevibacter oralis benzeri bir filotip tespit
edilmistir (7).

Viriisler bir niikleik asit molekiilii ve kapsidden
olusur. Kendi baslarina metabolizmalar1 yoktur. Viral
genomu kopyalamak igin canli hiicreleri enfekte
etmeleri ve hiicrenin mekanizmasindan
yararlanmalar1 ~ gerekmektedir.  Viriislerin  vital
pulpaya sahip dislerin kok kanallarinda bulundugu
tespit  edilmistir  (8).  Apikal  periodontitis
lezyonlarinda HCMV (human cytomegalovirus) ve
EBV (Epstein-Barr virus) de tespit edilmistir (9).
Normal kosullar altinda dentin-pulpa kompleksi
sterildir. Mine, dentin ve sement ile oral
mikrobiyotadan izole bir haldedir. Bu dogal
tabakalarin Dbiitiinliigiiniin  ¢esitli yollarla (giiriik,
travma, catlak, restoratif islemler, dis tas1 temizligi,
cerrahi islemler vb.) bozulmas: durumunda dentin-
pulpa kompleksi agiz ortamina agilir. Agiz ortamina
acilan bu kompleks ciirik lezyonlarda bulunan
mikroorganizmalar, tiikiiriik, mikrobiyal dental plak
tarafindan etkilenir. Mikroorganizmalarin ve onlarin
triinlerinin  apikal ve lateral foramenlere veya
furkasyona ulasmasi periodontal dokulari dogrudan
etkileyip patolojik degisikliklere sebep olabilir (10).
Patojenite mikroorganizmalarin hastaliga sebep olma
yetenegi olarak ifade edilir. Virilans, bir
mikroorganizmanin patojenitesini belirtir. Viriilans
faktorleri mikrobiyal iiriinler, hiicresel bilesenler veya
patojeniteye katkida bulunan
stratejilerdir. Patojeniteye katkida bulunan bakteri
stratejisi  olarak mikrobiyal rakiplere konakg1
savunmalarmma ve antimikrobiyal ajanlara karsi
koruma saglayan biyofilmlerin bir araya toplanmasi
ornek verilebilir.
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Bazi mikroorganizmalar belirli bir konakgida rutin bir
hastaliga neden olur ve bunlara birincil patojen denir. Bazi
mikroorganizmalar ~ yalmizca ~ konak  savunmasi
bozuldugunda hastaliga sebep olur bunlara firsatg1 patojen
denir. Normal mikrobiyotayr olusturan bakteriler
genellikle zararsiz kommensaldir ve konakgiyla denge
icinde yasar. Insan mikrobiyotastnin en  yararh
etkilerinden biri, diger mikroorganizmalar1 dislayarak
konagi ekzojen enfeksiyonlardan koruma
egilimidir. Bununla birlikte baz1 durumlarda saglikli bir
bireyde direng diiser. Bu durumdan ilk yararlananlar
kommensal bakterilerdir. Endodontik enfeksiyonlarda ilk
goriilen bakterilerin ¢ogu konakgi-bakteri iliskisindeki
degisikliklerden yararlanarak firsatgi patojen haline gelen
oral mikrobiyatanin sakinleridir (11). Nekrotik pulpali bir
kok kanali bakteriyel kolonizasyon igin nemli, sicak,
besleyici anaerobik bir ortamdir. Bu ortamda aktif kan
dolasiminin  olmamasi  mikroorganizmalar1  konak
savunmasindan korur (12). Nekrotik kok kanali bakteri
iremesi i¢in verimli bir ortamdir. Kok kanali
mikrobiyotasinin bilesimini belirleyen baslica ekolojik
faktorler vardir. Bunlar sicaklik, pH ve adezin
reseptorlerdir. Kok kanal enfeksiyonu dinamik bir siireg
olup farkli asamalarda farkli mikroorganizma baskinligi
s6z konusudur. Pulpa enfeksiyonunun baslangicinda
fakiiltatif bakteriler baskindir (13). Birka¢ hafta sonra
pulpanin nekrozu ile birlikte kok kanalinda oksijenin de
tilkenmesiyle anaerobik ortam olusur. Bu ortamda zorunlu
anaerob bakteriler hakim olur. Kok kanal sisteminde
kolonize olan bakterilerin ana besin kaynaklar1 nekrotik
pulpa dokusu, doku sivilarindan gelen glikoproteinler,
kok kanalina sizan eksuda, doku bilesenleri, tiikiiriik ve
diger bakterilerin triinleridir. Besinlerin en biiyiik miktari
ana kanalda yer aldig1 i¢in enfeksiyona neden olan
mikroorganizmalarin biiyiik ¢ogunlugu burada yer alir.
Oksijen seviyesindeki degisim mikrobiyotay1 etkiler.
Sakkarolitik tiirler enfeksiyonun baslangicinda baskinken
cok gegcmeden baskinligi azalir (14). Nekrotik pulpa
dokusu bakteriler igin sinirli bir besin kaynagi olarak
kabul edilse de periradikiiler inflamasyonu indiiklenmesi
kanala sizan eksiidada bulunan proteinler ve
glikoproteinler ~ de stirdiirtilebilir ~ bir besin
kaynagidir. Bazi tiirlerin kok kanalina yerlesmesi diger
tiirlerle olan etkilesimden etkilenmektir. Bu baglamda ilk
kolonilesenler hangi  tiiriin  kendileriyle  birlikte
yasayacagini belirlemektedir. Bu etkilesimler pozitif veya
negatif olabilir. Pozitif etkilesimler bakterilerin hayatta
kalma kapasitelerini artirir. Bakteriler arasi beslenme
etkilesimi ekolojik belirleyicidir. Bir tiiriin metabolik son
triiniinin diger tir tarafindan kullanimi veya bir tiiriin
ortamdaki oksijen gerilimini azaltmasi anaeroblarin
iremesini saglar. Besin ve alan i¢in rekabet ve
kommensalizm negatif etkilesime 6rnektir (15). Apikal
periodontitis lokalizasyonuna gore kanal i¢i veya kanal
dis1 enfeksiyonlar olarak ayrilmaktadir. Kanal igi
enfeksiyonlar ~ kok  kanal  sistemi  igerisindeki
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mikroorganizmalar tarafindan meydana gelmektedir.
Mikroorganizmalarin Kok kanali igerisinde giris
zamanina bagli olarak t¢ alt smifa ayrilmaktadir.
Primer apikal periodontitis, nekrotik pulpa dokusunu
istila eden ve Kkolonize olan mikroorganizmalar
tarafindan olusur. Sekonder apikal periodontitis;
primer enfeksiyonlarda bulunmayan fakat tedavi
islemleri sirasinda ya da sonrasinda kok kanali
icerisine  giren  mikroorganizmalar  tarafindan
olusturulmaktadir. Israrci apikal periodontitis ise
kanal i¢ine uygulanan antimikrobiyal islemlere karsi
direngli olan ve tedavi edilmis kok kanallarinda
yasamini siirdiirebilen direngli mikroorganizmalar
tarafindan olusturulmaktadir. Kanal dist
enfeksiyonlar; kanal igi enfeksiyonlarin devami
olarak inflame olan periradikuler dokulara mikrobiyal
yayilimi ile karakterizedir. Kanal digi enfeksiyonlar
daha c¢ok abse vakalarinda meydana gelmekte ve
tedavi sonrasi gelisen apikal periodontitisin olas1 bir
sebebi olarak da goriilmektedir.

Anaerobik bakterilerin hakim oldugu kok kanal
enfeksiyondur. Molekiiler calismalar kok kanali
basina ortalama 10-20 tiir olabilecegini ortaya
koymustur.  Apikal  periodontitis  lezyonunun
biiytikliigiiniin kok kanalindaki bakteri tiirii ve sayisi
ile dogru orantili oldugu gosterilmistir. Primer apikal
periodontitiste yer alan bakteri filotipleri agiz
ortaminda yer alan 13 filanin 9’unu igerir. Bu
bakteriler; Firmicutes, Bacteroidetes, Fusobacteria,
Actinobacteria,  Proteobacteria,  Spirochaetes,
Synergistes, TM7 ve SR1 (16).

Primer apikal periodontitiste bulunmayan ancak
profesyonel miidahaleden bir siire sonra kok kanalina
ulasan ~ mikroorganizmalar ~ sekonder  apikal
periodontitise neden olur. Kalici enfeksiyonlara
primer veya sekonder enfeksiyonun iiyesi olan ve
antimikrobiyal tedaviden sonra kanalda zorlu ekolojik
kosullara uyum saglamay1 basaran
mikroorganizmalar neden olur. Kanal tedavili ve
apikal periodontitisli dislerin mikrobiyotas1 primer
enfeksiyon mikrobiyotasina gore olduk¢a sinirlidir.
Iyi bir sekilde kok kanal dolumu yapilmis bir kok
kanalinda 1-5 tir bulunmaktadir. Yeterli kanal
dolumu saglanmamis kanallardaki tiir sayis1 10 - 20
tire kadar ulasabilir (17). Tedavi sonrasi hastaligin
devam ettigi dislerde bakteri hiicrelerinin sayis1 kanal
basma 10% -107 arasinda degismektedir (18). Cesitli
kiiltiir ve molekiiler biyoloji ¢alismalar Enterococus
faecalis'in kok kanalinda en sik goriilen tiir oldugunu
ve vakalarin %90’ina varan prevelansa sahip
oldugunu gostermistir (11). Kok kanal tedavili
dislerin E. faecalis'i bulundurmasi primer enfeksiyon
vakalarina gore yaklasik 9 kat daha fazladir (19).
Endodontik tedavili dislerde bulunan diger bakteriler
P. alactolyticus, Propionibacterium tirler, Filifaktor
alocis, Dialister pneumosintes, Dialister nvisus,
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Tannerella forsthia, P. micra, Prevotella intermedia ve
Treponema denticola *dir (20).

Mantarlar, sekonder enfeksiyon sirasinda kontaminasyon
yoluyla kok kanallarina erisirler veya primer endodontik
mikrobiyotada dengesizlige neden olan verimsiz kanal igi
antimikrobiyal prosediirlerden sonra ¢ogalirlar. Candida
albicans, kanal tedavisi gormiis dislerde en fazla saptanan
mantar tiirtidir (21). Bu tiirtin dentini istila etme yetenegi
ve Kkalsiyum hidroksite direngli olmasi tedavi sonra
kalicilikta etkili o6zellikleridir (22). Apikal periodontitis
lezyonlar1 kanal i¢i enfeksiyona yanit olarak olusur ve
enfeksiyonun yayilmasina kars1 biiyiik 6l¢iide etkili bir
bariyer olusturur. Cogu durumda apikal periodontitis
lezyonlari, mikroorganizmalarin periradikiiler dokular
istila etmesini onlemede basarili olur. Bununla birlikte,
baz1 6zel durumlarda mikroorganizmalar bu savunma
bariyerini asabilir ve kanal dis1 bir enfeksiyon
olusturabilir. Kanal dis1 enfeksiyonun en yaygin sekli
puriilan iltihaplanma ile karakterize akut apikal apsedir
(23). Actinomyces spp., Propionibacterium Propionicum
kanal dis1 enfeksiyonlara neden olmaktadir (24).

Mikroorganizmalarin Tanm Yontemleri

Siqueria ve Rogas endodontik mikrobiyoloji ¢alismalarini
mikroorganizmalarin tespit edilme yontemlerine gore 5
nesile ayirmstir (Tablo 1) (25). Arastirmalarda kullanilan
mikrobiyolojik yontemler ya agik uglu ya da kapali uglu
bir yapiya sahiptir. Acik uglu olanlar, numunedeki 'tim'
tirlerin saptanmasina izin veren ve gesitlilik (zenginlik ve
goreceli bolluk) hakkinda bilgi saglayan ¢alismalardir.
Kapali uglu olanlar ise varlik/yokluk yaklasiminda, bazen
yar1 veya mutlak niceleme ile bir veya birkag se¢ilmis
hedef tiirlin saptanmasi esasina dayanmaktadir.

Kok kanallarindaki mikroorganizmalar tespit etmek i¢in
kapali uglu bir yontem olan kiiltiir yontemi ve hem kapali
hem agik ucglu olan  molekiiller  yontemler
kullanilabilmektedir. Kiiltiir ~ ¢alismalari apikal
periodontitisin enfeksiy6z etiyolojisinin ve endodontik
enfeksiyonlarda bulunan baskin kiiltiire edilebilir bakteri
tiirlerinin belirlenmesine biiyiik katki saglamigtir. Kiiltiir
yontemi ayrica kok kanal tedavisine ve sistemik/lokal
antibiyotiklere kars1 bakteriyel duyarliligi degerlendirmek
icin de yaygin olarak kullanilmaktadir. Fakat kiiltiir
caligmalarinin  biiylik c¢ogunlugu nicelik bildirmeden
sadece tiirlerin mevcudiyeti hakkinda bilgi saglamaktadr.
Ayrica tretilmesi zor anaerobik tirler igin kdltiir
yonteminin duyarliligimin daha diisiik olmasi nedeniyle
ortamda bulunan en Dbaskin tiirler iretilerek
tanimlanabilmektedir. Bu nedenle, kiiltir yonteminin
endodontik mikrobiyotanin bilesimi ve tedaviden
etkilenmeleri hakkinda kapsamli ve derin bir analiz
saglamalarini bakimindan kisitliliklar1 mevcuttur. Bundan
dolay1 kok kanal enfeksiyonlari igin kiiltiir yontemine
gore daha duyarli olan, yiiksek 6zgiilliikk ile mikrobiyal
tiirlerin daha kisa siirede kesin olarak tanimlanmasina

olanak saglayan molekiiler tan1 yontemleri yaygin
olarak kullanilmaktadir (25).

Endodontik mikrobiyolojide kullanilan molekiiler
yontemler PZR bazli yontemler, DNA-DNA
hibridizasyon yontemleri ve gen sekanslama
yontemleri olmak iizere 3 baslik altinda toplanabilir
(26). PZR temelli metotlar arasinda; Single Targed,
Multipleks, Nested, Revers transkriptaz ve Real Time
yer almaktadir. DNA-DNA hibridizasyon metotlar
arasinda; Floresans in-situ hibridizasyon (FISH),
Checkerboard DNA-DNA Hibridizasyon, DNA
Mikrocip yer almaktadir. Gen sekanslama metotlari
arasinda ise Sanger Sekanslama ve Yeni nesil
sekanslama yer almaktadir.

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) temelli metotlar
bakteri, viriis, mantar, protozoon ve parazit gibi
hastalik etkenlerine ait hedef niikleit asit zincirlerinin
primer adi verilen spesifik oligoniikleotidler ve 1siya
dayanikli polimeraz enzimleri kullanarak in vitro
olarak cogaltilmasi esasina dayanan yaygin olarak
kullanilan yontemlerdir. PZR; Ayrisma, Baglanma ve
Uzama olmak iizere ti¢ asamadan olusmaktadir: Bu
asamalar bir termal dongii cihazinda birbirini takip
eden 30 dongii olacak sekilde gergeklestirilmektedir.
Her PZR siklusunda mevcut spesifik DNA miktart iki
katina c¢ikmaktadir. Tiim dongiiler tamamlandiktan
sonra milyonlarca kopya olusmasi saglanmaktadir.
Elde edilen iiriin agaroz jel elektroforezi ile
goriintiilenebilmektedir. PZR yontemi hedef sayisina
ve kullanom amacma gore farkli gsekillerde
uygulanabilmektedir. Single Targed PZR, tek bir
hedefin oldugu, tek bir cins veya tiire 6zgii tek bir
primerin kullanildigr en basit ve temel yontemdir.
Multipleks PZR, ornekte bulunabilecek ¢ok sayida
mikroorganizmanin g¢ogaltilmasina imkan saglayan,
her hedef mikroorganizma igin ayri primerin
kullanildig1 yontemdir. Revers-transkriptaz polimeraz
zincir  reaksiyonu, revers-transkriptaz  enzimi
araciligiyla bir RNA pargasindan, hedef DNA dizisini
tamamlayacak DNA zincirini (cDNA) sentezleyerek
RNA hedeflerini ¢ogaltmak igin gelistirilmistir. Real-
Time (Gergek Zamanli) niikleik asit amplifikasyonu
ile es zamanli olarak artis gosteren floresans sinyalin
Olgiilmesiyle kisa siirede, kantitatif sonug verebilen
PZR yontemidir. DNA hedeflerini tespit etmek i¢in
floresan isaretli niikleotit dizilerinden faydalanir. Her
PZR dongiisii floresans salinimi ile moniterize
edilerek reaksiyonun ilerlemesi ger¢ek zamanli olarak
gozlenebilmektedir (27).
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Tanmmmlama Yontemi

Calismanin Nesli

Kiiltiir

ikinci

Molekiiler yontemler
(6rnek: PZR ve tiirevleri,
orijinal dama tahtasi teshisi)

Molekiiler yontemler (6rnek:
PZR-klonlama-dizileme, T-
RFLP)

Molekiiler yontemler

LOTHIE (6rek: PZR,mikrodiziler)

Molekiiler yontemler
(6rnek:pirodizileme-yeni nesil
dizileme)

Yapisi Tanim ve Bulgular

Apikal periodontitis ile iligkili
birgok kiiltiire edilebilir tiir ortaya
cikmustir.

Birinci nesil ¢alismalardan ulagilan
veriler dogrulanmis ve

Acik uclu
(genis skala)

Kap al‘1‘ ug}u (@ giiclendirilmigtir ve kiilttire edilmesi
) zor bazi tiirler aday endodontik
patojen grubuna dahil edilmistir.
Endodontik enfeksiyonlardaki
bakteri ¢gesitliliginin daha kapsamlt
Acik uclu aragtirilmasina olanak saglanmistir.

(genis skala) Heniiz yetistirilmemis ve
karakterizasyonu yapilmamis

bakteriler de tanimlanmugtir.

Kiiltiire edilebilir ve heniiz kiiltiire
edilmemis bakterileri hedefleyen
prevalansi arastirmak igin genis

Kap alézuqél)l (s Olgekli klinik galismalar ve
g tiirlerin/filotiplerin endodontik
enfeksiyonlarla iligkisi tespit
edilmistir.
A i Endodontik enfeksiyonlarin

cesitliliginin derinlemesine ve daha

(fentl e kapsaml bir analizine imkan sunar.

Tablo 1. Endodontik enfeksiyonlarda mikrobiyolojik tanimlamaya y6nelik nesiller boyu ¢aligmalar.

Endodontik enfeksiyonlarla iliskili mikrobiyomun profili,
karmagik mikrobiyotayr tanimlamak icin geleneksel
yontemlerin  smirlamalari  nedeniyle iyi karakterize
edilememistir. Bu nedenle endodontik mikrobiyomun
derinlemesine dizilimi icin yeni nesil dizileme (YND)
teknolojilerini  kullanilmaktadir. Yeni nesil dizileme
teknolojisi sayesinde yiiksek dogrulukta ve ultra hizl
olarak dizileme yapilabilmektedir. Bu yontemle elde
edilen genom dizisi baska hicbir yontemle elde
edilemeyecek bir zengin ve 6zgiin bir bilgi saglamaktadir.
Son yillarda bu yontemle yapilan arastirmalarda apikal
periodontitisin etiyolojisinde yer alan daha 6nce diger
molekiiler yontemlerle tespit edilememis mikroorganizma
tiirleri tespit edilmistir (28).

Yeni Nesil Dizileme (YND)

Niikleik asit dizilemesi bir DNA veya RNA molekiiliinde
bulunan niikleotidlerin sirasimi belirlemek i¢in kullanilan
bir yontemdir (29). 1977 yilinda Maxam-Gilbert ve
Sanger yontemi ile baslayan dizileme yontemleri dizileme
maliyetinin distirilmesi ve dizileme siiresinin kisaltilmasi
amaciyla yeni nesil dizileme yontemleri gelistirilmistir;
birinci nesil, ikinci nesil ve fgiincii nesil. Sanger
sekanslama teknigi birinci nesil olarak kabul edilirken;
454 Roche, SOLID, Illumina HiSeq 2000 ve

Uluslararast Dis Hekimligi Bilimler

lonTorrent  platformlart  ikinci  nesil, Pacific
Bioscience ve Oxford Nanopore teknolojileri ise
ticiincii nesil sekanslama olarak adlandiriimistir (30).
Sanger sekanslama tekniginin zaman alan zahmetli
bir yontem olmas1 sebebiyle maliyeti ve siiresi kisa
olan teknikler gelistirilmistir. ik biiyiik capli paralel
sekanslama teknigi 54 Life Sciences firmasi
tarafindan gelistirilmistir, bu teknik 500 kat daha hizli
ve 50 kat daha ucuz bir sekanslama hizmeti
saglayarak YND platformlarmin ilk versiyonlarinin
ortaya ¢ikmasini saglamistir. YND platformlarinda
bir kiitiiphane olusturma ve 6rnek amplifikasyonu in
vitro olarak yapilir. Boylece ornek hazirlama ve
kiitiphane  olusturma  islemlerinin  siiresinin
kisaltilmas1 saglanmaktadir (31). Bu sistemlerle

yikksek dogrulukla ve olduk¢a hizli dizileme
yapilabilmektedir. Yeni nesil dizileme yontemi
kullanilarak birgok farkli organizmalarin

genomlarinin dizilenmesi miimkiindiir (32). Yiiksek
verimli dizileme teknikleri, hem baskin hem de diisiik
miktarda bulunan taksonlar da dahil olmak tizere daha
genis bir bakteri taksonu tanimlama spektrumunu
saglayan biiylik miktarda dizi okumasi saglamaktadir
(33). Bu nedenle, YND analizleri kok kanallarinda
diger molekiiler temelli yontemlere gore ¢ok daha
yiiksek bir bakteri ¢esitliligi ortaya koymaktadir (34).
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YND teknolojisi ve biyoinformatik araglari, endodontik
biyofilm topluluklarinin desifre edilmesi i¢in uygun
maliyetli ve yiiksek verimli topluluk profilinin
¢ikarilmasina olanak tanimaktadir. Endodonti
literatiirinde kok kanallarindaki mikroorganizmalarin
tespit yonteminde yeni nesil dizileme yontemi siklikla
kullanilmaktadir (16, 35-38). YND teknigi daha once
tespit edilemeyen tiirlerin kok kanallarindan tespit
edilebilmesini olanak saglamaktadir (39).

SONUC

Molekiiler teknolojideki ilerlemeler, yeni patojenlerin
kesfedilmesine, baz1 spesifik bakteriler ile apikal
periodontitis arasindaki nedensel iliskilerin daha da
giiclendirilmesine ~ ve  periradikiiler ~ hastaliklarin
patogenezine 1sik tutulmasina olanak taniyacak bir
potansiyele sahiptir. Son on yilda apikal periodontitisin
etiyolojisinde yer alan birgok yeni mikroorganizmalarin
tammlanmas1 ve Kkarakterizasyonunda YND teknikleri
yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir. Gelecek yillarda
hizla gelisen bu teknoloji sayesinde, kok kanal
enfeksiyonuna neden olan ve kok kanal tedavisine ragmen
tedaviye direngli olan yeni  mikroorganizmalar
tamimlanarak, bunlarla etkili tedavi stratejilerinin
gelistirilmesi i¢in yeni c¢alismalarin yapilmasi umut
vadetmektedir.
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