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PRIMER KOK KANAL ENFEKSIYONLARINDA TANNERELLA
FORSYTHIA PREVALANSININ 16S rRNA PCR ILE INCELENMESI

Prevalance of Tannerella Forsythia in Primary Root Canal Infections by 16S rRNA Based PCR

Ozgiir ilke Atasoy Ulusoy”

Doruk Engin”

ABSTRACT

The purpose of this study was to assess the
prevalence of Tannerella forsythia in the primary
infections of root canals and its association with
different forms of periradicular diseases using
Polymerase Chain Reaction (PCR).

Samples were collected from acute and chronic
forms of periradicular diseases and abscesses. DNA
extraction was performed using spin column DNA
isolation kit and 16S rRNA gene based PCR analysis
was performed. Chi-squared test was used for data
analysis.

Tannerella forsythia DNA was detected in 18
(31,3%) of the total 58 samples, in 13 of 26 cases
(50%) with acute apical periodontitis, three of seven
cases (42,8%) with acute periradicular abscesses,
and 2 of 25 cases (8%) with chronic asymptomatic
periradicular lesions. It was found to be significantly
related with acute apical periodontitis group
(p=0.002).

T. forsythia must be considered as a potential
endodontic  pathogen associated with acute
symptoms of periradicular disease.
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OZET

Bu caligmanin amact Tannerella forsythia’nin
primer kok kanal enfeksiyonlarindaki prevalansini
ve bu bakterinin degisik formlardaki periradikiiler
hastaliklar ile iliskisini Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PCR) yontemi ile incelemektir.

Giiliz Gorgiil

*

Ornekler, akut ve kronik formlardaki
periradikiiler hastaliklar ve abselerden elde edildi.
Filtreli kolon DNA izolasyon kiti kullanilarak DNA
ekstraksiyonu yapildi ve 16S rRNA gen bazli PCR
yiiriitiildii. Verilerin istatistiksel analizinde Ki - kare
testi kullanildi.

Akut apikal periodontitisli 26 vakanin 13’{inde
(%50), akut periradikiiler abseli 7 vakanin 3’{inde
(%42,8) ve kronik asemptomatik periradikiiler lez-
yonlu 25 vakanin 2’sinde (%8) olmak iizere toplam
58 vakanin 18’inde (%31,3) Tannerella forsythia
DNA’s1 saptandi. Bakteri varligi ile akut apikal
periodontitis grubu arasindaki iligki istatistiksel ola-
rak onemli bulundu (P=0.002).

Tannerella forsythia periradikiiler hasarin akut
semptomlart ile iligkili potensiyel bir endodontik pa-
tojen olarak diisliniilmelidir.

Anahtar sozciikler: Enfeksiyon, PCR, kok
kanali, rRNA, Tannerella forsythia

GIRIS

Bakterilerin kok kanal sistemine invazyonu
ve ilerlemesi apikal periodontitise neden olmak-
tadir. Ozellikle siyah pigmentli gram negatif
anaeroblarin varligi periodontal dokularda hasar
olusturmakta ve periradikiiler enfeksiyonlarin
akut semptomlar1 ve alevlenmeleri ile iligkilen-
dirilmektedir  (1,2). Kwmizi kompleksin
(Porphyromonas gingivalis, Treponema
denticola and Tannerella forsythia) bir iyesi
olan Tannerella forsythia (T.forsythia), gram
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negatif anaerob pleomorfik bir rod olarak bilinir
ve ilk kez 1986°da Tanner ve ark (3) tarafindan
Bacteroides tiirii olarak bildirilmistir.

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yonte-
minin gelisimiyle mikroorganizmalarin tanim-
lanmas1 i¢in uzun yillardir ‘altin standart’ ola-
rak kabul goren kiiltiir yontemleri sorgulanma-
ya baslanmistir (4). Bu yontemler kok kanalla-
rinda etkili olan ancak simdiye kadar kiiltiire
edilememis c¢ogu mikroorganizmanin tanim-
lanmasim saglamistir. PCR ile Tannerella
forsythia, Treponema denticola, Dialister
pneumosintes and Prevotella tannerea gibi mik-
roorganizmalarin kok kanallarinda, kiiltiir yon-
temleri ile saptanandan ¢ok daha yiiksek
prevalanslarda bulunduklar1 ortaya ¢ikmistir
(5,6). PCR kullanilarak yapilan farkli ¢alisma-
larda T.forsythia’nin prevalanst %4-52 arasinda
degismektedir (1,5-11). Ayrica bu bakterinin
varlig1 ile belirli semptomlar arasinda bir iliski-
nin bulunup bulunmadigi heniiz bir netlik ka-
zanmamistir.

Bu calismanin amaci, primer kok kanal en-
feksiyonlarinda 7. forsythianin varligi ve
prevalansiin belirlenmesi ve periradikiiler ha-
sarin farkli tipleri ile bu bakteri arasindaki ilis-
kinin incelenmesidir.

GEREC VE YONTEM
Hastalardan Ornek Alinmasi

Bu calisma Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Etik Kurulu onay1 alinmasini takiben baglatildu.
Ornekler Gazi Universitesi Dis Hekimligi Fa-
kiiltesi Restoratif Tedavi ve Endodonti Anabi-
lim Dali’na bagvuran, 20-70 yas araligina sahip
58 hastanin enfekte koklerinden elde edildi.
Daha once kok kanal tedavisi gormemis,
4mm’den daha fazla cep derinligine sahip ol-
mayan, periapikal radyografilerinde degisen de-
recelerde radyoliisensiye sahip tek kanalli digler
secildi. Ornek elde edilecek hastalarin son ii¢ ay
icerisinde herhangi bir antibiyotik kullanmamis
olmasina dikkat edildi.

Disler gosterdikleri klinik semptomlara go-
re 3 gruba ayrildi: Agrili ve/veya perkiisyon
hassasiyeti gosteren 26 vaka ‘akut apikal
periodontitis, lokalize veya diffiiz sislik bulunan
7 vaka ‘akut periradikiiler abse’, bu semptom-
lardan hig birine sahip olmayan 25 vaka ‘kronik
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asemptomatik periradikiiler lezyon’ grubu ola-
rak siniflandirildu.

Tiim digler pomza ve su ile temizlendikten
sonra rubber dam ile izole edildi. Dis ve ¢evre
dokular %3’liik hidrojen peroksit ile temizlenip
%2.5’luk sodyum hipoklorit ile dekontamine
edildi. Giris kavitesinin hazirlanmasindan sonra
pulpa odasii iceren operasyon sahast %2.5
sodyum hipoklorit ile yikandi ve %5 sodyum
tiostilfat ile inaktive edildi. Eger kok kanali ku-
ruysa kanala az miktarda steril salin soliisyonu
uygulandi. Bakteri varligim1 saptamak amaciyla
incelenecek oOrnekler, K tipi ege kullanilarak
kok kanalinda ¢evirme ve hafifce kazima hare-
ketiyle elde edildi. Ardisik numarali iki kagit
kon kanal igine sirasiyla yerlestirilip 1 dk siirey-
le tutuldu. Kanal igerisindeki siviyr emen kagit
konlar steril fosfat tamponlu salin soliisyonu
iceren kriyotiiplere aktarildi. Ornekler DNA
ekstraksiyonu islemine kadar -80° C’ye ayar-
lanmis derin dondurucularda bekletildi.

Tiiplerdeki orneklerin DNA
ekstraksiyonlari, filtreli kolon DNA saflagtirma
kiti (AbsoGene Genomic DNA Isolation KIT,
Turkey) kullanilarak yapildu.

PCR Deneyleri

DNA saflagtirma isleminin her 6rnek igin
basariyla gergeklestirildiginin  dogrulanmasi
amaciyla 16S rRNA genlerini hedef alan {ini-
versal bakteriyel primerler (Unil6F and
Unil6R) (Tablo 1) kullanild1 (12,13). Pozitif
c¢ikan orneklerde T.forsythia’nin varliginin ince-
lenmesi amaciyla Rocas ve ark(l) tarafindan
tamimlanan bu bakteriye 6zgiil 16S rRNA gen
primerleri kullanildi (Tablo 1).

Her 6rnek icin 50 pl PCR karisimi, 50 mM
KCl, 8.3 pH’ya sahip 10 mM Tris-HCI, 0.001%
(w/v) jelatin, 2 mM MgCI2, 200 uM dNTP, 0.6
uM forward ve reverse primer, 0.03 U/ul Taq
DNA polimeraz (Applied Biosystems, USA) ve
yaklasik 0.5 pg DNA 06rnegi icerecek sekilde
hazirlandi. Universal ve T.forsythia’ya 06zgil
PCR Pelkin Elmer 9700 termal dondiiriiciide
gergeklestirildi. DNA denatiirasyonu i¢in reak-
siyon tiipleri 95 °C’ de 3 dakika inkiibe edildi.
Ardindan 45 dongii boyunca 95°C’de 15 saniye,
57°C’de 45 saniye annealing(yapisma) ve
72°C’de 1 dakika extension(uzama) gerceklesti-
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rildi (Tablo 1). Son uzama igin tiipler 72 °C’de
7  dakika inkiibe edildi. = Tannerella
forsythia’dan ve Escherichia coli’den elde edi-
len ATCC 43037 ve K12 JMI109 DNA

ekstraktlari, 7. forsythia’ya 6zgiil ve universal
bakteri PCR’lan igin pozitif kontroller olarak
kabul edildi.

Tablo 1. Deneyde Tforsthia’ya 6zgiil PCR i¢in kullanilan oligoniikleotid primerler ve niikleotid dizileri, MgCl, konsantras-

yonlari, yapisma(annealing) 1s1lar1 ve amplikon boylari

MgCl,  kon- |\ ealin Amplikon

Primer | Niikleotid dizisi santrasyonu aing boyu
1s181 (°C)

(mM) (bp)
Unil6F | 5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ , . 504
Unil6R | 5-ACGGTTACCTTGTTACGACTT-3’
BF-f 5’-GCGTATGTAACCTGCCCGCA-3’ s o »
BF-r! 5" TGCTTCAGTGTCAGTTATACCT-3’ '

Elde edilen PCR iiriinleri %2’lik agaroz je-
le yiiklendi ve 100 V’da 45 dakika elektroforez
islemi uygulandi. Elektroforezi takiben jel 30
dakika 0.5 pg/ml’lik etidyum bromidde boyan-
di. Ardindan 260 nm UV (ultraviyole) 151k al-
tinda transiluminasyon ile goriintiilendi ve jel
dokiimantasyon sistemi (Syngene, MD, USA.)
kullanilarak fotograflandi. 1504 bp (12,13) and
640 bp (1) baz ciftlik DNA bandlari, universal
ve T.forsythia’ya 6zgli PCR igin kabul edildi.

Veriler Ki - kare testi (SPSS 13.0, SPSS
Inc., Chicago, IL, USA) kullanilarak analiz
edildi.

BULGULAR

Tim oOrnekler, Unil6F ve Unil6R
universal bakteri primerlerine uyum gosteren

Tablo 2. Tannerella forsythia nin gruplara gére dagilimi

1504 baz ciftlik amplikonlar gdstermistir. Bu
bulgu, pii ve nekrotik pulpa gibi kok kanal ige-
riklerinin PCR’1 engellemedigini ve DNA
ekstraksiyon yonteminin etkili bir sekilde yiirii-
tiilmiis oldugunu gostermektedir.

Toplam 58 adet 6rnegin 18’inde (%31.3)
T forsythia DNA’sina rastlanmistir. 26 adet
akut apikal periodontitis vakasmin 13’iinde (
%50.0), yedi adet akut periradikiiler absenin
3’iinde (%42.8), 25 adet kronik asemptomatik
periapikal lezyonlu vakanin 2’sinde (%8) bakte-
ri DNA’st  saptanmigtir  (Tablo  2).
T forsythia’nin  varhigit ile akut apikal
periodontitis grubu arasindaki iligki istatistiksel
olarak anlamlidir (ki-kare p=0.002).

Gruplar T.forsythia DNA (+) drnek sayilari, (%) Toplam
Akut Apikal Periodontitis” 13, (50) 26
Akut Apikal Abse 3,(42,8) 7
Kronik Apikal Periodontitis 2,(8) 25
Toplam 18,(31,3) 58
*P=0.002
TARTISMA siyonel kiiltiir yontemleriyle prevalansi ¢ok dii-

Tannerella forsythia, kirmizi kompleks
olarak tanimlanan bakteri grubunun bir iiyesidir
ve daha ¢ok primer kok kanal enfeksiyonlarinda
saptanmaktadir. N-asetil muramik aside olan ih-
tiyacindan dolayi, saf kiiltiirlerde karisik kiiltiir-
lere gore daha zor iiremektedir (14,15). Bu bak-
terinin zor iireyen karakterinden dolay1 konvan-

siik saptanmaktadir. PCR gibi giincel molekiiler
mikrobiyolojik  tekniklerin  kullanilmasiyla
T forsythia gibi bazi bakterilerin kok kanalla-
rindaki varligina daha sik rastlanmaktadir. Bu-
nun nedeni PCR’1n mikroorganizmalarin tanim-
lanabilmesi i¢in onlarin canliliklarina ihtiyag
duymayisi olabilir.




Tannerella.forsythia nin enfekte kok ka-
nallarinda  PCR  kullanilarak  saptanmig
prevalanslari, ¢caligmalarda % 4-66 arasinda da-
gilim gostermektedir (1,5-11). Bu ¢alismada
saptanan prevalans % 31 olup ayn1 PCR teknigi
ve drnekleme prosediirii kullanan diger calisma-
larin bulgulartyla uyum gdéstermektedir (1,6).
Ancak prevalans degerlerimiz, Foschi ve ark(5)
nin ayni teknik kullanarak saptamis olduklarin-
dan goreceli olarak yiiksektir. Siqueira ve ark
(7) PCR kullanarak yaptig1 bir baska ¢alismada
T forsythia nin kok kanallaridaki varligini % 4
olarak belirlemistir, ancak bizim g¢alismamizin
aksine onlar orneklerini kokiin sadece apikal
Ucliisinden elde etmislerdir. Siqueira ve
Rocas(8) in Nested PCR kullanarak yaptiklari
bir bagka ¢alismada, bakterinin yiizdesi toplam
orneklerin  %52’inde, akut vakalarin da
%40’ 1inda saptanmistir. Her ne kadar ydntem
farkli olsa da, akut 6rneklerin %50’inde bakteri
varliginin saptandigi bizim ¢alismamizdaki abse
ve asemptomatik gruplardaki prevalans degerle-
ri, Siquiera ve Rocas (8) in bulgularindan daha
diisiiktiir. Calisma bulgularindaki tiim bu fark-
lar, secilen vakalardaki varyasyonlara, mikrobi-
yolojik Orneklerin olas1 kontaminasyonuna,
PCR tekniklerindeki gesitlilige ve secilen popii-
lasyonlarin cografi farkliliklarina baglanabilir
(16,17).

Bu c¢alismada, T.forsythia’nin enfekte kok
kanallarindaki ~ varligt ile akut apikal
periodontitis grubu arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir korelasyon saptanmistir. Bizim bil-
gilerimize gore Onceki ¢aligmalarda bdyle bir
iligki bulunamamistir. Ancak virulans faktorleri,
bakteri yiikii, farkli bakteri tiirleri arasindaki
iliski ve genotipik Ozellikler, semptomlarin
olugmasi ve siddetinde 6nemli rol oynayabilir
(8,18,19). Huang ve ark (18) bakterilerin farkli
genotipik Ozellikleri ve olusan periodontal
problem arasinda anlamli bir iligki saptamiglar-
dir. Ayrica, T.forsythia nin genetik dagilimi ile
gingipain, lipopolisakkarit, alkalin fosfataz,
propiyonat, izovalerat, fenilasetat ve biitirat gibi
virulans faktorlerinin (20) endodontik hastalik-
lar iizerindeki etkilerini inceleyen daha ileri ¢a-
ligsmalar gerekmektedir.

SONUC

Enfekte kok  kanallarindaki  yiliksek
prevalansina bagli olarak, T. forsythia, potansi-
yel bir endodontik patojen olarak kabul edilme-
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lidir. Ayrica bu bakterinin akut periradikiiler
hastalik tipi ile iligkisi bulunmaktadir.
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