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OZET:

Endodontik  enfeksiyonlar  dis  pulpasinin
mikroorganizmalarca istilas1 sonucu
olusmaktadir. Mikroorganizmalar veya toksinleri
oncelikle pulpaya ulasarak pulpitislere, ardindan
periapikal bolgeyi etkileyerek periapikal doku
hastaliklarina neden olmaktadir. Polimikrobiyal
karakterde olan endodontik enfeksiyonlarda
anaerop bakteriler baskin durumdadir. Bununla
birlikte, kok kanallarinda bakteriler disinda
mantar, viriis ve arkealar da tanimlanmigtir. Kok
kanallarindaki  mikroorganizma  ¢esitliliginin
anlasilmas1  enfeksiyonun  batindyle  yok
edilmesi, yeniden olusabilecek bir enfeksiyonun
onlenmesi ve tedaviye direncli olgularda primer
enfeksiyon etkeni disindaki mikroorganizmalarin
tespiti  noktasinda  fayda  saglamaktadir.
Dolayisiyla  endodontik  tedavinin  basarisi,
endodontik  uygulamalarin ~ mikrobiyolojik
calismalarla birlikte yiiriitiilmesi ile artmaktadir.
Guniimizde endodontik mikrobiyolojide kultr
yontemi, enfeksiyon etkenlerinin saptanmasinda
hala standart tani yontemi olarak kullanilmaya
devam  etmektedir.  Son  yillarda  ise
mikrobiyotanin c¢esitliligini belirleyebilmek icin
molekiiler tan1 yontemleri 6n plana ¢ikmaktadir.
Bu makalenin amaci klinisyenlere endodonti
alaninda  kullanilan ~ mikrobiyolojik  tani
yontemlerini tanitmak ve bu yontemlerin avantaj
ve dezavantajlarini ortaya koymaktir.
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ABSTRACT:

Endodontic infections result from the invasion of
microorganisms into the dental pulp tissue.
Microorganisms or their toxins primarily reach
the pulp, leading to pulpitis and then affect the
periapical area, causing periapical tissue diseases.
Endodontic infections are polymicrobial, with
anaerobic bacteria predominating. In addition to
bacteria, fungi, viruses, and archaea have also
been identified in root canals. Understanding the
microbial diversity within root canals is essential
for effective infection elimination, preventing
reinfection and identifying microorganisms other
than the primary infectious agent in treatment-
resistant cases. Consequently, the success of
endodontic treatment is enhanced when
microbiological research is integrated into
endodontic procedures. Currently, in endodontic
microbiology culture methods remain the
standard diagnostic tool for identifying the
etiological agents of infections. In recent years,
molecular diagnostic methods have gained
prominence for assessing the diversity of the
microbiota. The aim of this review is to provide
an overview to clinicans about the
microbiological diagnostic methods employed in
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endodontics and to discuss the advantages and
limitations of these methods.

Keywords: Endodontics;
techniques; infection

microbiological

GIRIS

Endodontal hastalik fiziksel, kimyasal ve
mikrobiyal etkenlere bagli olarak meydana
gelmektedir. Mikrobiyal etkenlere bagh gelisen
endodontik enfeksiyonlar kok kanali sisteminin
enfeksiyonudur ve apikal periodontitisin baslica
etiyolojik nedenidir. Endodontik enfeksiyonlarin
tedavisi pratikte mekanik debridman (6rnegin kok
kanallarindan enfekte dokularin uzaklagtirilmast),
irrigasyon ve kanal i¢ci medikaman uygulamasi
iizerine yonelmis olsa da klinik basariy1 arttirmak
icin etkenin dogru tanimlanmasi, uygun
antimikrobiyaller ile tedavinin baslamas1 ve
strdirtlmesi hedeflenmelidir. Bu hedefe ancak
dogru  mikrobiyolojik  tan1 ile ulasmak
mumkuindir.  Antoni van  Leeuwenhoek
tarafindan bakteri plagindaki
mikroorganizmalarin ~ mikroskopla ilk  kez
tanimlanmasindan bugiine dek mikrobiyolojik
tan1 yontemlerinin sayisi hizla artig gostermistir.
Giiniimiizde endodonti alaninda kullanilan
mikrobiyolojik ~ tan1  yOntemleri;  kiltiir
yontemleri, molekuler teknikler (DNA veya RNA
problar1), immiinolojik yontemler ve mikroskop
teknikleri olarak siniflandirilmaktadir (Bagg,
MacFarlane, Poxton, Smith, 2005). Bu
makalenin amaci, endodontide kullanilan
mikrobiyolojik tan1 ydntemlerindeki giincel
gelismeler konusunda okuyucuyu
bilgilendirmektir.

ENDODONTIK ENFEKSIYONLAR

Endodontik enfeksiyon mine ve dentin boyunca
ilerleyen = mikroorganizmalarin  (¢ogunlukla
bakterilerin) uygun ¢evresel kosullarda 6ncelikle
toksinleri ve sonrasinda kendilerinin pulpay1 isgal
etmesi ile ilerleyen bir sdregtir. Endodontik
enfeksiyonlara sebep olan bu bakteriler ¢esitli
nedenlerle ve endodontik tedavinin farklh
asamalarinda kok kanallarma girmekte; kok
kanali veya kok kanali disinda da
yerlesebilmektedir.  Her  bir  endodontik
enfeksiyon tipinde farkli  bakteri tiirleri
bulundugundan, etken spesifik tedavi stratejileri
gelistirmek amaciyla enfeksiyonlarin dogru bir
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sekilde simiflandirilmasi onem arz etmektedir.
(Sekil 1).

ENDODONTIK ENFEKSIYONLAR

intraradikater Ekstraradikiler Enfeksiyonlar
Enfeksiyonlar

Sekil 1.
smiflandirilmasi

Endodontik enfeksiyonlarin

Primer endodontik enfeksiyonlar, dis pulpasinin
mikroorganizmalar tarafindan enfekte edilmesi
sonucu  olusan  enfeksiyonlardir.  Primer
endodontik enfeksiyonlar polimikrobiyal olup,
pulpanin  nekrozuna ve  primer  apikal
periodontitise  neden  olmaktadir.  Primer
enfeksiyonlarm biiylik ¢ogunlugunda, 20 ila 30
tir c¢ekirdek mikrobiyotayr olusturmaktadir.
Bunlar arasinda Gram negatif Fusobacterium
nucleatum (F. nucleatum), Porphyromonas
endodontalis (P. endodontalis), Porphyromonas
gingivalis (P. gingivalis), Tannerella forsythia (T.
forsythia), Dialister ve Treponema tirleri; Gram
pozitif Parvimonas micra (P. micra), Filifactor
alocis (F. alocis), Pseudoramibacter
alactolyticus (P. alactolyticus), Olsenella uli (O.
uli),  Cutibacterium acnes (C. acnes),
Actinomyces, Streptococcus ve
Propionibacterium tiirleri bulunmaktadir (Fouad
et al., 2002; Rocas & Siqueira, 2018). Baskin
bakteriler ise Bacteroides, Prophyromonas,
Prevotella, Fusobacterium, Treponema,
Peptostreptococcos, Eubacterium ve
Camphylobacter trleridir (Provenzano et al,
2013). Sekonder endodontik enfeksiyonlar,
operasyonel islemler sirasinda iatrojenik olarak,
tedavi  seanslar1  arasmnda  gecici  dolgu
materyalinin sizdirmast veya daimi
restorasyonlardaki mikro sizint1 araciligiyla kok
kanallarina ulasan mikroorganizmalarin
olusturdugu ikincil enfeksiyonlardir. Sekonder
endodontik enfeksiyonlarda esas olarak fakultatif
anaerop gram-pozitif koklar ve comaklar
hakimdir. Bu tiirler arasinda Streptococcus,
Enterococcus, Peptostreptococcus ve
Actinomyces yer almaktadir. Primer endodontik
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enfeksiyonlarda genellikle baskilanmig bir temsil
oranina sahip olan enterokoklar ve anaeroblar gibi
mikroorganizmalar sekonder endodontik
enfeksiyonlarda 6ne ¢ikmaktadir (Unnikrishnan,
2024). Inat¢t endodontik enfeksiyonlar birincil
veya ikincil endodontik enfeksiyonlarin pargasi
olan, kemomekanik preparasyona direng gosteren
ve tedavi edilen kok kanallarindaki zorlu sartlarda
dahi hayatta kalabilen mikroorganizmalar
tarafindan meydana getirilen enfeksiyonlardir.
Inatc1 enfeksiyonlardan sorumlu en yaygin tiirler
Enterococcus faecalis (E. faecalis), P. micra, P.
endodontalis, P. gingivalis, Prevotella intermedia
(P. intermedia), Dialister invisus (D. invisus),
Propionibacterium acnes (P. acnes), T. forsythia
ve Treponema denticola (T. denticola) olarak
bildirilmektedir (Pinto, Barbosa, Silva, Santos,
Sassone, 2023). Ekstraradikuler enfeksiyonlar,
mikroorganizmalarin viicut savunma
mekanizmalarin1 asarak periradikiiler dokulara
girmesi sonucu olusan enfeksiyonlardir. Bu
enfeksiyonlarda en yaygm tiirler Actinomyces,
Streptococcus ve Propionibacterium
propionicum (P. propionicum) olarak
bildirilmektedir.
ENDODONTIK ENFEKSIYONLARDA
ORNEK ALIMI

Kok kanallarindan 6rnek aliminda, steril kagit
konlar kullanilarak rubber dam izolasyonu ile
ornekler almmalidir. Rubber dam
uygulamasindan sonra, prosediirii daha verimli
hale getirmek icin hidrojen peroksit (%30) ile
disin kuron kismi yikanmalidir (Fouad, 2017).
Kok kanalindan 6rnek alinmasinda en yaygin
olarak 3 veya 4 adet, steril, 25 veya 30 numara
kagit kon apikal foramende olacak sekilde
kullanilmalidir. Her bir kagit kon, ana pulpal
bolgedeki bakterilerle bir siispansiyon olusturmak
icin pompalama hareketleriyle 60 saniye boyunca
kok kanalinin iginde bekletilmelidir (Teles,
2013). Ornek, anaerobik bir tasima ortami olan
VMGA IIl  (Viability Medium, Goteborg,
Anaerobic)’e  yerlestirilmeli  ve  dogrudan
mikrobiyoloji laboratuvarma gonderilmelidir.
Orneklerin laboratuvara ulasmasini takiben steril
bir besiyerine aktarilan ornekler,
mikroorganizmalarin {iremesi i¢in uygun fiziksel
sartlar saglanarak mikrobiyolojik taniya hazir
hale getirilmelidir (Sekil 2).
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Sekil 2. Mikrobiyolojik test sureci
KULTUR YONTEMLERI

Endodontik islemlere tabi tutulmus bir kok
kanalindan elde edilen numunelerin kiiltiire
edilmesi,  dezenfeksiyona direncli  ¢esitli
mikroorganizmalarin iiretilmesini saglar. Bu tiir
bakterilere, ayn1 zamanda sekonder endodontik
enfeksiyonlarla da iligkisi bulunan Enterococcus,
Actinomyces ve Propionibacterium suslar1 6rnek
verilebilir (Wong, Manoil, N&sman, Belibasakis,
Neelakantan, 2021). Buna ragmen, giiniimiizde
agiz bakterilerinin yaklagik %350'sinin heniiz
kiiltire edilemedigi bildirilmektedir (Olsen,
Preza, Aas, Paster, 2009). Kiltiir islemi ekilen
orneklerin 37°C’de fakiiltatif anaerop ve zorunlu
anaerop ortamlarda, yavas tireyen
mikroorganizma tarlerinin koloniler
olusturmasina yetecek kadar uzun siire (zorunlu
anaerobik bakteriler varliginda en az 2 hafta siire
ile) inkiibe edilmesi ile baslar (Fouad, 2017).
Inkiibasyon sonunda iireyen bakterileri sayilari
CFU/ml cinsinden belirlenmelidir. Bakteriyel
uremenin tespit edilmesinden sonra saf kultir
elde etmek icin tek koloniden ekim yapilmalidir
(Teles, 2013). Bundan sonra bakteri tdrlerini
tanimlamak i¢in morfolojik ozelliklerini tayin
etmek; biyokimyasal ve antibiyotik duyarlilik
testleri uygulamak miimkiin olmaktadr.

Antibiyotik Duyarhhk Testleri

Disk diftizyon testi (Agar diflizyon testi): Bakteri
izolatlarmin farkli antibiyotiklere duyarliligim
belirlemek i¢in kullanilmaktadir. Etkili bir
antibiyotik biiyiik, kismen etkili antibiyotik orta
blyuklikte inhibisyon bolgesi Uretirken; etkisiz
bir  antibiyotik  bakteri  blylmesini  hi¢

etkilemeyebilir (EUCAST, 2021). Diltsyon
yontemleri: Minimum inhibitor
konsantrasyonunu ~ (MIC) ve  Minimum

bakterisidal konsantrasyonunu (MBC) belirlemek
icin kullanilir. MIC, bakteri/mantarlar1 inhibe
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etmek icin gerekli minimum konsantrasyonu
ifade ederken; MBC, oldirmek icin gerekli
minimum konsantrasyondur.

E-test (Gradient strip test): Antimikrobiyal
emdirilmis bir seridi agar pleyte yerlestirerek
antimikrobiyal duyarliligi  belirlemenin  bir
yoludur. Duyarli bir bakteri veya mantar tiirt,
antibiyotik veya antifungal konsantrasyonunun
yakininda {iremeyecek ve boylece MIK
belirlenecektir (BioMérieux, 2021). E- test
kullanilarak yapilan bir arastirmada; E. faecalis
amoksisilin, amoksisilin-klavulanik asit,
vankomisin ve moksifloksasine tamamen duyarly;
eritromisin ve azitromisine direncli olarak
bulunmustur (Pinheiro, Gomes, Drucker, Zaia,
Ferraz, Souza-Filho, 2004).

MOLEKULER YONTEMLER

Ornekten izole edilen DNA ve RNA’nin analiz
edildigi molekiiler teknikler, farklt mikrobiyal
topluluklarin arastirilmasma imkan vermektedir.
Ornegin; endodontik enfeksiyonlardan daha 6nce
bilinmeyen tirlerin [Bacteroides forsythus (B.
forsythus), T. denticola, Dialister pneumosintes
(D. pneumosintes), F. alocis, Treponema parvum
(T. parvum), Treponema putidum (T. putidum)]

PZR ile izolasyonu miimkiin olmustur (Siqueira,
2002).
POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU
(PZR)

DNA'n yiiksek 1s1da iki zincirinin ayrilarak tek
sarmal haline gelmesine, sonrasinda sentetik
oligoniikleotidlerin hedef DNA'ya baglanarak
zincirin -~ uzamasmin saglanmasina ve bu
dongiiniin  belirli bir sayida tekrarlanmasina
dayanan bir yontemdir (Mullis,1990). PZR deneyi
gerceklestirmek i¢in hedef DNA, Taq polimeraz,
iki oligontkleotid primeri ve deoksiribonikleotid
kaynagma ihtiya¢c vardir. Amaglanan PZR
irlinlintin tretilip Uretilmedigini kontrol etmek
icin ise en yaygin kullanilan yontem agaroz jel
elektroforezidir (Brown, 2010).

Konsensus (Broad-Range) PZR: Bir grup
mikroorganizmada ortak olan belirli bir genin
korunan bdlgelerine tamamlayici olan primerler
tasarlanan bu yontemde, ortamdaki tim
mikrobiyal ¢esitlilik arastirilabilmekte  ve
numunede bulunan herhangi bir bakteri turi tespit
edilebilmektedir. Tur-tip spesifik PZR ile
kiyaslandiginda dejenere primerler basta olmak
lizere konsensus primer tasarimmin daha zor
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olmasi ve spesifik tanimlamaya imkan vermemesi
nedeniyle pozitif sonu¢ aliman Orneklerde dizi
analizi ya da cins-tur-tip spesifik testler gibi
ikincil metotlarla yeniden tanimlamanin gerekli

olmas1 gibi baz1 dezavantajlar1 vardir (Sahiner,
2014).

I¢ ice (Nested) PZR: Bu yontemde ikinci bir PZR
reaksiyonunda sablon olarak birincil PZR
amplifikasyonunun  {irtinii  kullanilir.  Hedef
DNA'min geleneksel PZR'den daha erken bir
asamada tespit edilmesine olanak taniyan bir
hassasiyet gostermektedir (Mandlik, Shah,
Sharma, Desai, 2016). i¢ ice PZR, endodontik
enfeksiyonlarda siklikla karsilasilan Treponema
cinslerinin tespit edilmesi icin
kullanilabilmektedir (Siqueira & Rdgas, 2003;
Rosa, Signoretti, Montagner, Gomes, Jacinto,
2015).

Coklu (Multipleks) PZR: iki veya daha fazla,
farkli PZR amplifikasyonunun ayni reaksiyonda
gergeklestirilmesi islemidir. Farkli hedeflere 6zgii
iki veya daha fazla primer seti ayni reaksiyon
tlplne konulur. Klinik 6rnekte birden fazla 6zel
hedef dizi ayn1 anda g¢ogaltilabildiginden, ¢oklu
PZR analizleri farkli mikrobiyal tiirlerin es
zamanli olarak tespit edilmesine olanak
tanimaktadir (Siqueira & Rogas, 2005).

Ger¢cek Zamanh (Real-Time) PZR: 2000’l
yillarin basinda kantitatif polimeraz zincir
reaksiyonu yontemi patojenlerin sayica tayininde
kullanilmaya baglanmistir (Lyons, Griffen, Leys,
2000). Bu PZR yonteminde {iriin miktari,
reaksiyon boyunca olusan iiriin miktariyla orantil
olarak artan floresan boya ve problarin verdigi
sinyalin  izlenmesiyle anlasilmaktadir. Bu
yontemde kisaca; miktar1 bilinen hedefe sahip
ornegin, belli bir esik degerde floresan verdigi
PZR siklusu tespit edilerek Cycle Threshold (CT)
bir referans deger belirlenmekte ve buna gore bir
standart egri olusturulmaktadir. Klinik 6rnegin
CT degeri standart egriyle karsilagtirilarak hedef
niikleik asit miktar1 hesaplanmaktadir (Mackay,
Arden, Nitsche, 2002). En 6nemli oOzellikleri,
urunlerin  analizinin  reaksiyon  sirasinda
yapilabilmesi ve klinik 6rnekteki hedef niikleik
asitlerin tespitine ek olarak kantitatif 6lcumunin
de yapilabilmesidir. Bu amagla, hedef bolge icin
tasarlanmig proplar kullanilabildigi gibi ¢ift
zincirli DNA’ya baglanan “SYBR-Green I” de
kullanilmaktadir (Fraher, O'Toole,
Quigley,2012).
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Ters Transkripsiyon (Reverse Transcriptase)
PZR: RNA’dan tamamlayici DNA sentezi ve
tamamlayict DNA’nin da standart PZR yoluyla
cogaltilmast  yontemidir. Bu  yontemde,
baslangicta RNA ters transkripsiyon reaksiyonu
ile komplementer DNA’ya (cDNA) doniistiirtiliir.
Daha sonra, cDNA PZR ile ¢ogaltilir. Ozellikle
klonlama ve gen ekspresyon c¢alismalarinda ve
viriislere ait RNA genomlarmin saptanmasinda
kullanilir (Liibeck & Hoorfar, 2003).
PARMAK izi ANALIZI
(FINGERPRINTING)

Bu yontemlerde farkli dizi ve/veya boyutlardaki
PZR iiriinleri bir jel veya kapiller tizerindeki farkli
hareketleriyle ayrilmaktadir. Denatire Edici
Gradyan Jel Elektroforezi (DGGE) ve Terminal
Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi (T-
RFLP) en sik kullanilan parmak izi analizi
yontemleridir (Osborn, Moore, Timmis, 2000;
Fraher, O'Toole, Quigley, 2012). Is1 Gradyan Jel
Elektroforezi, Restriksiyon Enzim Analizi,
Pulsed-Field Jel Elektroforezi, Restriksiyon Parca
Uzunlugu Polimorfizmi diger yontemler arasinda
sayilmaktadir. Kok kanalindaki en baskin olan
kiiltiire edilmis/ heniiz kiiltiire edilememis tiirleri
belirlemek icin siklikla kullanilmaktadir.

FLORESAN IN-SITU HIBRIDIZASYON
(FISH)

Tek iplikli  nokleik asit  molekillerinin,
tamamlayict gen dizileri ile (enzim veya
radyoaktif isaretli problarla) uygun kosullarda
esleserek  cift iplikli  hibrit  molekiiller
olusturmasina hibridizasyon denir (Brown, 2010).
Floresan isaretli problar ile hedefin isaretlenmesi
ve floresan mikroskobunda goruntilenmesi
prensibine dayanan FISH yodntemi ile kiltire
gerek kalmadan mikroorganizmalarin kisa siirede
tanisinin yanisira; morfoloji, sayi, organizasyon
ve alan dagiliminin analizi de yapilabilmektedir.
Bu yontemle enfekte bdlgedeki bakterilerin yerini
belirlemek ve tanimlamak miimkiin oldugundan
endodontide periapikal lezyonlarin
incelenmesinde kullanilmaktadir (Sunde et al.
2003).

DNA-DNA HIiBRIDIiZASYON (DNA-DNA
HYBRIDIZATION MACRO-ARRAYS AND
MiICROARRAYS)

Iki DNA molekiili arasindaki benzerlik
derecesini  belirlemek icin  kullanilan  bir
molekiiler tekniktir. Farklt DNA ipliklerinden
gelen tamamlayici diziler birbirine baglanarak
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kararli hibrit molekiiller olusturulmaktadir. Bu
hibritlerin kararliligi, baglanmanin giiciinii ve
DNA ornekleri arasindaki benzerlik derecesini
gosteren erime sicakliginin  (Tm) Olgiilmesi
teknigiyle degerlendirilmektedir (Vauterin,2006).
Socransky ve ark. ikiden fazla sayida DNA
orneginin  hibridizasyonu icin checkerboard
DNA-DNA hibridizasyon yontemini
gelistirmigtir (Socransky, Smith, Martin, Paster,
Dewhirst, Levin, 1994). Bu haliyle yontem, tek
veya coklu Klinik orneklerde bircok bakteri
tirliniin varligmin ayni1 anda belirlenmesine
olanak tanidigindan, biiytik Olcekli
epidemiyolojik aragtirmalarda faydali olmaktadir.
PIRODIZILEME (PYROSEQUENCING)
Niikleotidlerin ~ dizisini, niikleotid katilimi
sirasindaki pirofosfat (PPi) salinimiyla birlikte
olusan 151ma yoluyla belirleyen ve DNA sentezini
gercek zamanli olarak izleyen bir dizileme
yontemidir (Ronaghi, Karamohamed, Pettersson,
Uhlen, Nyren, 1996). Geleneksel Sanger
dizilemesinden farkli olarak, bu yoOntem
floresanla etiketlenmis niikleotidler
kullanmamakta ve gorsellestirme icin
elektroforeze dayanmamaktadir. Dolayisiyla,
gercek  zamanli  veri analizi  gerektiren
uygulamalar i¢in yararli olmaktadir. Ayrica bu
teknoloji, tek bir ¢alismada biiylik miktarda veri
saglamasi sayesinde yalnizca baskin topluluk
iiyelerinin degil, ayn1 zamanda diisiik seviyede
olan taksonlarin yani nadir biyosferin tespitine ve
mutasyonlarin analizine de olanak tanimaktadir
(Kunin, Engelbrektson, Ochman, Hugenholtz,
2010).

16S /188 RRNA GEN DIZILEME (16S /18S
RRNA GENE SEQUENCING)

Amplikon dizilemenin (hedeflenen segmentin
PZR yoluyla ¢ogaltilmasi ve dizilenmesi) bir
bicimidir ve genom icinde son derece spesifik
bolgeleri hedef almaktadir. 16S rRNA geni;
ribozomun 16S alt birimini kodlayan, tim
bakteriler ve arkealar icinde bulunan, bireysel
tirler ve suslar arasinda ayirt edici olabilecek
yiksek degiskenlik gosteren ve yiiksek derecede
korunmus bir bolge oldugundan
mikroorganizmalarin tanimlanmasi i¢in ideal bir
hedef olmaktadir (Byrne, Butler, Reynolds,
Dashper, 2018). Diger amplikon dizileme trleri
arasinda mantarlar1 hedef alan 18S ve ITS
dizilemesi de bulunmaktadir. Bu yontem
endodontide 0zellikle apikal periodontitisteki
bakteriyel dagilimi belirlemek igin siklikla
kullanilmistir  (Korona-Glowniak et al.2021;
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Ordinola-Zapata et al. 2023). Gincel bir
arastirmada, 16S rRNA analizi ile kok kanali
kaynakli apikal periodontitislerde Firmicutes,
Bacteroidetes ve Actinobacteria en ¢ok tespit
edilen filumlar ve Phocaeicola, Pseudomonas,
Rothia ve Prevotella 6ne ¢ikan cinsler olarak
gosterilmektedir (Buonavoglia et al. 2023).
Giincel baska bir arastirmada ise intraradikiiler,
cok tiirlii biyofilmlerin taksonomik bilesimi
analiz  edilmistir.  Bakteriyel topluluklarin
taksonomik tabanli analizi 93 cins, 44 aile ve 8
subeye ait 562 Operasyonel Taksonomik Birim
(16S rRNA sekanslarinda ayirt edilen en kiigiik
filogenetik birim) ortaya c¢ikarmistir (Matoso,
Montagner, Grecca, Rampelotto, Kopper, 2024).
16S bazli analiz, mikrobiyotanin bilesimi
hakkindaki bilgimizde devrim yaratmasina
ragmen, yalnizca taksonomik bilgi saglamaktadir.
Yani, 16S analizleri arastirmacilara sadece “kim
var  orada?”  sorusunu  sorma  olanagi
saglamaktadir. OMIC tekniklerinin gelisimi bu
durumu dramatik bir sekilde degistirmis;
metagenomik, metatranskriptomik,
metaproteomik ve  metabolomik  teknikler
kullanilarak mikroorganizmalara “ne
yapiyorsunuz?” sorusu sorulmaya baslanmistir
(Belibasakis, Belstrem, Eick, Gursoy, Johansson,
Kononen, 2023). OMIC kavrami; gen
ekspresyonundan, transkripsiyon, translasyon,
protein sentezi, metabolik Urinler ve sonuclara
uzanan bir siireci tanimlamaktadir (Sekil 3).

GENOMIK TRANSKRIPTOMIK PROTEOMIK METABOLOMIK

Translasyon Enzim aktivitesi

Post
Gen ekspresyol
0 e i modifikasyon transformasyon

Sekil 3. OMIC kavraminin kapsami

Ormnegin; proteomik ve metagenomik verilerin
birlestirilmesi ile patojen ve dis ¢evresi dokular
arasindaki biyolojik etkilesimlerin agiklanmasi
miimkiin olmustur (Hoglund, Kwamin, Claesson,
Dahlen, Johansson, Haubek, 2014). Bu yil
yayinlanan bir arastirmada, Pinheiro ve ark.
endodontik enfeksiyonlarda mikrobiyal
kompozisyonu, fonksiyonel belirtegleri ve
antimikrobiyal diren¢ geni  ekspresyonunu
arastirmak amaciyla ilk kez metatranskriptomik
teknigini kullandiklarin bildirmektedir.
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Arastirmanin sonucunda Proteobacteria,
Bacteroidetes, Firmicutes ve Actinobacteria
baskin filumlar1 temsil ederken; Fusobacteria,
Spirochetes ve Synergistetes baskin olmayan
filumlar arasinda gosterilmektedir. Moonlight
proteinleri kodlayan transkriptler yuksek oranda
ifade edilmekte ve bu durum potansiyel olarak
bakteriyel yapigsma, biyofilm olusumu, konak
savunmasindan  kagilmast  ve inflamasyon
indiksiyonu ile iligkili bulunmaktadir (Pinheiro et
al. 2024).

IMMUNOLOJIK YONTEMLER

Antikor T{retimi i¢in yapilan tiim analizler,
uyartlmis  antikorun antijenle etkilesiminin
Olctiimiine dayanmaktadir. (Hornbeck, 2015). En
sik kullanilan Enzim Bagh Immunosorbent
Analizi (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) yontemi Engvall ve Perlmann tarafindan
tanimlanmis  olup, sitokinler, lenfokinler,
fosfoproteinler ve birgok rekombinant molekl de
dahil olmak iizere ¢esitli proteinlerin tespitinde
temel bir yontem olarak kullanilmaktadir
(Engvall & Perlmann, 1971). ELISA yontemi ile
antijen veya antikor aranmasi miimkiindiir.
Ornegin, antikor aranmasi durumunda test,
bilinen antijenin pleytteki ¢ukurlarin ylizeyine
baglanmas1 (kaplama) siireciyle baglar. Antikor
aranan ornek bu cukurlara konur. Uygun antikor
varsa pleytteki antijen ile birlesir. Daha sonra,
‘enzim ile isaretlenmis insan  globiilini
antiserumu’ eklenir. Bir siire beklenir ve yikanir.
Incelenmekte olan gukurdaki antijen-antikor
kompleksi, eklenen enzim ile igsaretlenmis insan
antiglobiilinini de baglayacagindan yikama ile
uzaklastirilamayacaktir (Premjeet et al. 2011).
Daha sonra, pleyt yikanir ve renk degisiminin
olugmasi i¢in substrat eklenir; sisteme baglanmig
enzim bu substrati parcaladiginda ortaya ¢ikan
renk ile olusan OD (optik yogunluk) degeri ile
sonuca gidilir (Hidayat & Wulandari, 2012).
Interlokin (IL)-1, IL-6, IL-10 ve tiimor nekroz
faktord alfa (TNF-o) seviyeleri olgiilerek
bakterilerin makrofajlar1 uyarma yetenegininin
belirlenmesi, ¢ikan sonuclarin  klinik ve
radyografik  bulgular ile iliskilendirilmesi
amaciyla endodonti alaninda ELISA testini
kullanan arastirmalar bulunmaktadir (Martinho,
Leite, Nascimento, Cirelli, Gomes, 2014, Cardoso
et al. 2016).
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MIKROSKOP YONTEMLERI

Dis oOrneklerindeki mikroorganizmalar ilk defa
1684 yilinda  Leeuwenhoek  tarafindan
mikroskopta gosterilmistir (Leecuwenhoek, 1684).
Daha sonra 1890 yilinda Miller’in, pulpa
dokusuyla iligkili mikroorganizmalar1 ilk kez
gbzlemlemesinden bu yana, endodontik kdkenli
enflamasyonlarda mikroorganizmalar
suglanmistir  (Miller, 1894). 19601 yillara
gelindiginde ise endodontik enfeksiyonlarla ilgili
mikrobiyolojik  caligmalarda  esas  olarak
mikroskopi, aerobik  kiltur  teknikleri  ve
biyokimyasal reaksiyonlar kullanilmistir (Leavitt,
Naidorf, Shugaevsky, 1958). Bu yontemlerden
mikroskopi, hizli sonuglar vermesi ve bakterilerin
morfolojik ozelliklerini ayirt etmesi yoniinden
avantajlidir.  Mikroskobik inceleme, Gram
boyama yontemi sonucunda Gram pozitif ve
Gram negatif bakterilerin ayriminin saglanmast
nedeniyle terapotik acidan da dnem tasimaktadir
(Baumgartner, 2004). Buna karsin, bakteriyel
morfolojiye ilisgkin mikroskobik bulgular yaniltici
olabilir; zira bircok tir pleomorfik (bakterilerin
sekil ve biiyiikliik olarak varyasyonlart) 6zellikler
gosterebilmekte ve sonuglar arastirmacinin 6znel
yorumuna bagl olarak degisiklik
gosterebilmektedir (Siqueira & Rodgas, 2005).
Mikroskop altinda goriinmesi igin belirli bir
sayida mikroorganizma hiicresinin (6rnegin, 104
bakteriyel hiicre/ml sivi) gerekli olmasi ve bazi
bakterilerin gorinur hale gelmesi igin uygun
boyalar ve/veya muameleye ihtiyag duymasindan
dolayr = mikroskopinin  smirli  duyarlilig
bulunmaktadir (Fredricks & Relman, 1999).
Klasik  mikroskobik  yoéntemlerden  olan
Immiinofloresans boyama (IF) direkt ve indirekt
olmak iizere iki sekilde gergeklestirilmektedir.
Direkt IF yonteminde, hedef proteini boyamak
icin boya ile konjlige edilmis bir antikor
kullanilmaktadir. indirekt IF yonteminde ise dnce
birincil antikorun hedefe baglanmas1 saglanmakta
ve ardindan birincil antikor, boya ile konjiige
edilmis ikincil antikor kullanilarak tespit
edilmektedir (Im, Mareninov, Diaz, Yong, 2019).
Faz kontrast ve karanlik alan mikroskobu ise
mikroorganizmalarin hareketini belirlemede ve
spiroketlerin ~ (endodontik  enfeksiyonlarda
ozellikle Treponema cinsi) varligini tespit etmede
yararli olmaktadir (Trope, Rosenberg, Tronstad,
1992).

Gliniimiizde endodonti alanindaki mikrobiyolojik
incelemelerde; Scanning Electron Microscopy
(SEM), Environmental Scanning Electron
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Microscopy (ESEM), Confocal Laser Scanning
Microscopy (CLSM), Transmission Electron
Microscopy (TEM) ve  Epifluorescence
Microscopy (EFM) kullanilmaktadir. Erken
donem arastirmalar biiylik Olgiide geleneksel
SEM’e dayanmaktadir. Endodonti alaninda SEM
genellikle kok kanalindaki bakteriyel sizintiy1 ve
biyofilm gelisimini analiz etmekte
kullanilmaktadir (Singh, 2022). SEM incelemesi
icin Orneklerin gozlemden o6nce sabitlenmesi,
dehidrate edilmesi, kurutulmasi veya
dondurulmas1  gerekmektedir =~ (Mohammadi,
Palazzi, Giardino, Shalavi, 2013). Bu yontemde
biyofilm incelemesindeki dezavantaj,
numunelerin dogal durumlarimi koruyamamasi ile
yaklasik %95 su igeren ekstraselliiler polimerik
maddelerin hiicrelerin etrafin1  saran kalin
jelatinimsi  bir matris yerine lifler olarak
gorinmesi riskidir (Characklis & Marshall,
1990). Bu durum, tedavi edici endodontik
stratejilerin in situ gézlemlenememesi veya test
edilememesiyle sonu¢lanmaktadir. Bu
eksikliklerin  Gstesinden gelmek igin ESEM
gelistirilmistir. ESEM’in en biiyiilk avantaji,
biyolojik dokular ve koék kanal bakterileri gibi
nemli dokularin ‘dogal’ durumlarinda
goruntilenebilmesidir  (Bergmans, Moisiadis,
Meerbeek, Quirynen, Lambrecht, 2005). Son
yillarda ise CLSM, endodontide kullanilan
yikama soliisyon ve yontemlerinin etkinliginin
degerlendirilmesi ve karsilastirilmasi i¢in giderek
daha populer hale gelmektedir (Yolcu, Tartuk,
Kaya, Eskibaglar, 2021). Ancak, CLSM
kullanarak biyofilm (zerindeki antibakteriyel
etkinligi incelemek, cesitli floresan Ozelliklere
sahip boyalar kullanilmasini gerektirmektedir.
Bununla birlikte konfokal mikroskopta bakteriyel
koagregasyon ve alan dagilimi incelemek,
endodontik enfeksiyonlarda mikrobiyal
patojenite hakkinda Oonemli bilgiler
saglayabilmektedir. Bakterilerin koloni olusturan
birim (CFU) say1sini belirleyebilen
mikrobiyolojik c¢aligmalar mevcut olsa da bu
calismalar dentin i¢indeki bakterilerin alan
dagillmi  hakkinda  bilgi  vermemektedir
(Tandjung, Waltimo, Hauser, Heide, Decker,
Weiger, 2007). Histolojik kesitlerin incelenmesi
ise enfekte dentindeki bakterilerin dagilimini
gorsellestirmeye olanak tanirken, bakterilerin
canliligr hakkinda bilgi sunamamaktadir. TEM
teknigi, enfekte dentinal kanallarin yiiksek
¢Oziintirliikli goriintiilerini saglamakla birlikte,
zaman alicidir; numune hazirligi i¢in birden fazla
adim gerektirmektedir (Arana-Chavez & Castro-
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Filice, 2019). Buna  karsihk, @ CLSM
degerlendirmesi biitiinsel biyolojik 6rneklerin
ince kesitleri (0.3 pum'ye kadar) alinarak ve
genellikle canli boyama teknikleri ile bir arada
kullanilarak mikrobiyal biyofilmlerin canlilik
profili, striiktiirii ve alan dagilimini belirlemeye
yardimc1 olmaktadir (Zapata et al. 2008). EFM
teknigi; hiicrelerin canliligini, biyofilm yapisal
organizasyonunu,  mikrokoloni  olusumunu,
biyofilm tdrlerinin pH seviyelerini ve biyofilm
yapisinin kimyasal bilesimini analiz etmek igin
kullanilmaktadir (Kishen, George, Kumar, 2006).
Endodontik ¢aligmalarda iki tiirden olusan
biyofilmler, her iki organizma i¢in ayr1 ayri iki
floresan prob ile islenmekte ve ardindan EFM
yardimiyla iki farkli dalga boyunda odaklanarak
goruntilenebilmektedir (Garg, Mala, Kamath,
2021).

DiIGER GUNCEL YONTEMLER

MATRIKS YARDIMLI LAZER
DESORPSiIiYON/ IYONLASTIRMA-UCUS
ZAMANI- KUTLE SPEKTROMETRESI
(MALDI-TOF MS)

Proteinler fonksiyon efektorleri oldugundan,
mikrobiyal topluluklar (metaproteom) icindeki
proteinlerin toplanmasii inceleyen proteomik
yaklasimlar, devam eden biyolojik siirecler
hakkinda bilgi verebilmektedir. Protein yapih
enzimler ve adezinler bakteriyel yapisma ve
biyofilm olusumundan, dolayisiyla patojeniteden
sorumlu olarak gosterilmekte ve proteomik
yaklasimlarin konusu olabilmektedir (Lewis,
2001). Endodontik enfeksiyonlar sirasinda
mikroorganizmalarda  yer alan  surecleri
kesfetmek igin metaproteomikler Uzerinden
yapilan cesitli aragtirmalar mevcuttur
(Nandakumar, Madayiputhiya, Fouad, 2009;
Francisco, Delboni, Lima, Xiao, Siqueira, Gomes,
2019). Metaproteomikleri kullanan ¢alismalar ise
protein analizine dayanan MALDI-TOF MS
metoduna odaklanmaktadir (Ahlat, Aydin, Kaya,
Baysallar, 2023). Diger molekiiler yontemlere
gore daha hizli ve dogru sonuglar veren MALDI-
TOF MS ile; yumusak iyonizasyon yaklasimi ve
bakteriyel proteinlerin iyonlara desorbsiyonu
(substansin bir yiizeyden veya ylizey boyunca
salinmasi) sayesinde spesifik kiitle spektrumlari
tanimlanmakta ve bakterilerin kimligi dakikalar
icinde belirlenmektedir (V. Ruelle, EIMoualij,
Zorzi, Ledent, Pauw, 2004). Ozellikle,
konvansiyonel yontemlerin yeterli olmadig
Gram pozitif ¢omaklarin, bazi nonfermantatif
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bakterilerin ve anaerop bakterilerin
tanimlanmasinda MALDI-TOF MS’in {istiin

oldugunu  gdsteren  yaymlar  mevcuttur
(Barbuddhe et al. 2008; Mellmann et al. 2008).

ENDOCATOR

Kiiltiir bazli1 ve molekiiler teknikler; metodolojik
varyasyonlara duyarli, zaman alici, maliyetli
olmalar1 ve 6zel egitim ve karmagsik laboratuvar
ekipmanlar1  gerektirmelerinden dolay1 kok
kanalinin  dezenfeksiyonunu degerlendirmek
amaciyla hasta bas1 kullanima uygun degildir. Bu
alandaki ihtiyaca yonelik olarak, hasta basi
kullanoma  yonelik mikrobiyolojik test
yontemlerini gelistirmek lizere ¢esitli aragtirmalar
yapilmaktadir.  Adenozin  Trifosfat (ATP)
molekilinin metabolik aktivitenin bir gostergesi
olarak islev gormesi, tiim canli hiicrelerde ve
organik kalintilarda evrensel olarak bulunmasi
ozelliklerinden faydalanarak gelistirilen
Endocator isimli bir cihaz; kok kanallarindaki
ATP seviyelerini 0 ile 100 arasinda degisen bir
puan olan Endoscore’a dontistiirerek
degerlendirmektedir (Arcuri et al. 2024). Bu
yenilik¢i cihaz nekrotik disler icin bakteriyel
dezenfeksiyonu dogrulamak amaciyla
kullanilabilirken, vital disler i¢in obtiirasyondan
once yeterli pulpa dokusunun ¢ikarilip
cikartlmadigini  kontrol etmek lizere de
kullanilmaktadir (Singh & Bolla, 2024).

SONUGC

Sonug olarak, endodontik tedavide uzun yillardir
genis spektrumlu antimikrobiyaller
kullanilmaktadir. Rutin olmasa da bu tiirde
antimikrobiyaller ile basar1 saglanamayan;
tedaviye cevap vermeyen, agr1 ve sislik gibi
enfeksiyon bulgularinin devam ettigi olgularda
veya tedavi sonrasi1  gelisebilen inatgi
enfeksiyonlarda etkenin tam anlamiyla dogru
tanimlanmasi ve etkene yonelik spesifik tedavinin
uygulanmast Onem teskil etmektedir. Bu
baglamda, endodontik tedaviye destek amacgh
mikrobiyolojik tan1 yontemleri hizla gelismekte
ve yapilan c¢alismalar enfeksiyonlarin dogasi
hakkinda bilgiler sunarak klinisyenler i¢in rehber
olusturmaktadir. Endodontik mikrobiyolojide
taninin birincil basamagi dogru numune alim1 ve
sonrasinda uygun sartlarda laboratuvara ulagimini
saglamaktir. Laboratuvar asamasinda ise kiiltiir
metodu endodonti alaninda uzun yillardir kok
kanallarindaki mikroorganizmalar1 tanimlamak
icin kullanilmistir. Son yillarda, mikrobiyolojik
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yontemlerdeki teknolojik ilerlemeler sayesinde
endodontik enfeksiyonlardaki mikrobiyal
cesitlilik hakkinda 6nemli bilgiler elde edilmistir.
Bununla birlikte, endodontik mikrobiyolojik
taniy1 laboratuvar ortamindan hasta basina
tasimak, dolayisiyla klinik pratige entegre etmek
amaciyla daha fazla arastirmaya ihtiya¢ vardir.
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