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ÖZET 
 
Bu makale polimeraz zincir reaksiyonunun 

(Polymerase Chain Reaction-PCR) endodontide kullanı-
mını, endodontik mikroorganizmaların varlığının ve 
prevalanslarının belirlenmesinde sağladığı avantajları
gözden geçirmektedir. Kültür yöntemiyle üretilemeyen 
mikroorganizmaların 16S rRNA bölgelerinin PCR 
kullanılarak çoğaltılması moleküler mikrobiyolojide çığır
açmıştır. PCR kültür yöntemlerine göre daha hassas, 
özgül, hızlıdır ve daha kesin sonuçlar sağlar.  Bu 
metodların yerinde kullanımı, endodontik hastalıkların
nedenlerinin belirlenmesine, anlaşılmasına ve tedavi 
stratejilerinin geliştirilmesine önemli katkılar 
sağlayacaktır.

Anahtar sözcükler: PCR, virulans, 
mikroorganizma, kök kanalı

POLİMERAZ ZİNCİR REAKSİYONU VE 
ENDODONTİK MİKROBİYOLOJİ

Endodontik tedavinin amacı, kök kanal siste- 
mini mikroorganizmalardan temizlemek ve tekrar en- 
fekte olmasını önlemektir. Bu amaçla biyomekanik pre- 
parasyon, irrigasyon ve sızdırmaz bir biçimde kök 
kanal dolgusu yapılarak tedavi tamamlanmalıdır. Ancak 
kök kanallarında bulunabilen dirençli ve inatçı mikro- 
organizmaların varlığı, prognozu olumsuz yönde 
etkileyebilmektedir. 

Kök kanallarında bulunan mikroorganizmalar 
ağrılı alevlenmeler, periapikal yıkım ve inatçı enfeksi- 
yonlara sebep olabilmektedir 1-6. Bu mikroorganiz- 
maların identifikasyonu tedavinin başarısı bakımından 
önemlidir. Kültür çalışmaları ile mikroorganizmaların
büyük çoğunluğu laboratuvar koşullarında üretileme- 
mektedir. İnsan vücudu, oral kavite ve kök kanalındaki  
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mikrobiotanın da  kültüre edilemeyen bir çok türü 
olduğu söylenebilir. Son yıllarda  mikrobiyal patojenler 
ve spesifik hastalıklar arasındaki ilişki konusunda 
moleküler biyolojik çalışmalar yoğunluk kazanmıştır7.
Mikrobiyolojik kültür  ve biyokimyasal metodlar  zaman 
alıcıdır ve zaman zaman çelişkili sonuçlar 
verebilmektedir8

1985 yılında Kary Mullis tarafından ilk kez 
bilim dünyasına sunulan PCR (Polymerase Chain 
Reaction-Polimeraz Zincir Reaksiyonu) modern bilme 
önemli katkılar sağlamıştır9. Biyolojik ve tıbbi 
arştırmaların gelişimine PCR’ın etkisi oldukça fazladır.
Yöntem, gen ve genom çalışmalarında önemli bir 
artışa neden olmuştur. PCR kullanarak herhangi bir 
organizmadan herhangi bir gen izole etmek 
mümkündür7 .
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PCR yöntemi moleküler teknolojideki en 
önemli gelişmelerden biridir. Yöntem, belli bir uzun- 
luktaki DNA fragmanının invitro replikasyonuna ve 25-
35 siklusta DNA polimeraz enziminin hedef DNA’yı in 
vitro çoğaltması esasına dayanır9 . PCR reaksiyonu 
araştırılacak örnekteki DNA’nın iki zincirinin yüksek ısı
ile birbirinden ayrılmasını (denatürasyon), daha sonra 
sentetik oligonükleotidlerin hedef DNA’ya bağlanmasını
(hibridizasyon), sonra zincirin uzamasını (polimerizas- 
yon) ve bu siklusların belirli sayıda tekrarlanmasına 
dayanır9. Tüm bu basamaklara amplifikasyon işlemi 
denir. Bu işlemden sonra amplifikasyon ürününün 
saptanması, kopyaları çıkarılan primerler arasında 
kalan belli baz çifti büyüklüğündeki bölgenin jel 
üzerinde veya amplifikasyon yapılan bölgeye uygun 
tamamlayıcı prob ile hibridizasyon sonrası belirlenmesi 
ile gerçekleşmektedir. 

PCR yönteminde temel bileşenler ise ; hedef 
DNA, hedef DNA’nın dizilerini tamamlayan tek zincirli 
oligonükleotidler (primerler), 4-deoksiribonükleotid 
trifosfat (dNTPler) ve ısıya dayanıklı DNA polimerazdır. 
En çok kullanılan DNA polimeraz Thermus aquaticus 
adı verilen termofilik bakteriden izole edilir ki buna Taq 
DNA polimeraz adı verilir7. Bakteri tanımlanması için 
genellikle basit bir PCR turu kullanılmakla birlikte bazı
durumlarda nested PCR, multiplex PCR,  RT-PCR gibi 
farklı PCR yöntemleri de kullanılabilir7,10.

Diş hekimliğinde moleküler genetik metodlar, 
genellikle klinik örneklerdeki mikroorganizmaları tanım- 
lama ve birbirine yakın türleri ayırmada kullanılmak- 
tadır. Endodontik çalışmalarda DNA ekstraksiyonu için 
örnekler, genellikle sorunlu dişlerin kök kanallarından 
ve periapikal lezyonlarından elde edilir. Dişler önce 
pomza ile temizlenir, rubberdam izolasyonu yapılır.
Operasyon sahasının dekontaminasyonu, sodyum 
hipoklorit veya oksijenli su ile sağlanır. Giriş kavitesi 
tamamlanınca pulpa kavitesi de dahil olmak üzere tüm 
operasyon sahası %2.5’lik sodyum hipoklorit ile 
yıkanır. 15 numaralı K tipi eğe ile preparasyon yapılır
ve ardışık iki paper point kanal içine yerleştirilerek 
örnek alınır. Paper pointler daha sonra kriotüplere 
(cryotube) yerleştirilir. Abse örnekleri, oral mukozanın
%2’lik klorheksidin ile yapılan dezenfeksiyonunun 
ardından steril bir şırınga kullanılarak püyün aspire 
edilmesi yoluyla alınır11. Daha sonra alınan örnek PCR 
laboratuvarına gönderilir Moleküler yöntemlerde örnek 
hazırlanırken kontaminasyonu önlemek  önemlidir7,11 .
Yine de eksuda varlığı PCR yöntemini kültür 

yöntemindeki kadar etkilemez. Böyle durumlarda PCR 
kontaminasyona rağmen daha kesin sonuçlar verir7 .

Kök kanallarında bulunan en az sayıdaki 
bakteri hücreleri bile periapikal lezyon oluşturabilme 
potansiyeline sahiptir. PCR yöntemi ile örnek başına 1-
10 bakteri hücresi bile saptanabilmektedir; bu da kök 
kanallarından örnek almanın güç olduğu ve az sayıda 
bakterinin identifiye edilebildiği durumlarda büyük 
yarar sağlamaktadır.

a) PCR Yöntemi ile Yeni Mikro- 
organizmaların Keşfedilmesi 

Diş hekimliği ve endodontide PCR’ın yaygın
kullanım alanlarından biri kültür yöntemleriyle tespit 
edilemeyen yeni bakteri türlerinin varlığının araştırıl- 
masıdır. Ayrıca daha önce kök kanallarındaki varlığı 
kesinleştirilmiş çeşitli mikroorganizmalar PCR sayesin- 
de tanımlanmış ve prevalansları belirlenmiştir.  

Siqueira ve arkadaşları11 kültür yöntemleriyle 
belirlenmesi çok zor olan Bacteroides forsythusun 
varlığını endodontik enfeksiyona sahip 50 dişten 
26’sında  PCR ile saptamışlardır.

Tian Xia ve arkadaşları12 tekrarlayan tedavi 
gerektiren vakalarla ilişkilendirilen Actinomyces tür- 
lerini abse ve selülitlerden aldıkları örnekler yoluyla in- 
celemişlerdir. Vakaların %32.1’inde A.viscosus, %23.7’ 
sinde A.israelii, %8.5’inde A.naeslundii saptanmıştır.

Siqueira ve arkadaşları13  kök kanallarında Trep- 
onema socranskiinin  varlığını PCR yöntemi ile araştır- 
mışlar, primer enfeksiyona sahip dişlerin %35’inde bu 
mikroorganizmanın bulunduğunu bildirmişlerdir. 

Siqueira ve arkadaşları14, Dialister pneumosin- 
tes adı verilen mikroorganizmanın enfekte kök kanal- 
larındaki yüksek prevalansına işaret etmişlerdir. PCR ile 
yaptıkları çalışma sonunda bu bakterinin  potansiyel  
endodontik patojen olabileceğini düşünmüşlerdir. 

Siqueira ve arkadaşları15 abse oluşumundan 
sorumlu olduğu düşünülen Pseudoramibacter alactoly- 
ticusu 21 örnekte PCR metodu ile incelemiş ve vakala- 
rın %75’inde  saptamışlardır .

Xia ve arkadaşları16, DNA bazlı PCR kullanarak 
Prevotella tanneraenın kök kanallarında  yüksek preva- 
lansta bulunduğuna ilk dikkati çeken araştırmacılardır .

Siyah pigmentli gram(-) anaerobik rodlar, ağrı
ve periapikal abselerle ilişkili endodontik enfeksiyon- 
ların dominant karakterleridir. Bu mikroorganizmalar; 
Porphyromonas endodontalis, Porphyromonas gingiva- 
lis, Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens gibi 
türleri içermektedir17-20 . Bunlar, yıkıcı periodontal 
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hastalıkların da major patojenleridir5,21,22. Ancak bu 
mikroorganizmaların rutin kültür yöntemleriyle üretil- 
mesi çok zor hatta kimi zaman mümkün olmamaktadır.
PCR ile  bu mikroorganizmaların kök kanallarında bili- 
nenden daha fazla prevalansta bulundukları gösteril- 
miştir17,23,24. PCR’ın, kültür yönteminden farklı olarak 
mikroorganizmaları ölü olarak da saptayabiliyor olması
bu yüksek prevalansın nedeni olabilir7.

Başarısız endodontik tedavi görmüş ve peri- 
apikal lezyona sahip dişlerde ağırlıklı olarak bulunan 
mikroorganizma türü değişmektedir. Bogen ve arka- 
daşları17, kapalı periapikal lezyonlu dişlerdeki siyah 
pigmentli mikroorganizmaları incelemişler, P.endodo- 
ntalis, P.intermedia ve P.nigrescensin hiç bir örnekte 
bulunmadığı, yalnızca bir örnekte P.gingivalisin 
bulunduğunu ifade etmişlerdir. 

Siqueira ve arkadaşları18, 22 adet tekrarlayan 
tedavi gerektiren vakada, %77 oranında Enterococcus 
faecalise rastlamışlardır. Bunu Pseudoramibacter 
alactolyticus ve Propionibacterium propionicum izle- 
mektedir. Primer endodontik enfeksiyonlarda mantar 
türlerine çok seyrek rastlanırken, başarısız endodontik 
tedavili dişlerde C.albicansa %18 oranında 
rastlanılmaktadır18. Tekrarlayan tedavi vakalarında 
daha önce varlığı kesinleştirilmemiş olan Pseudo- 
ramibacter alactolyticus, Propionibacterium propioni- 
cum, Dialister pneumosintes ve Fusobacterium alocis 
de örneklerin yarısında saptanmıştır18 .

b) Virulans Faktörleri 
PCR’ın endodontik mikrobiyolojide kullanıl- 

ması ile endodontik enfeksiyonlarla ilişkili mikroorga- 
nizmaların virulans genlerinin önemi daha iyi anlaşıl- 
mıştır. Bu virulans faktörleri, endodontik mikroorganiz- 
maların pulpal ve periapikal  patojenitesini arttırırken, 
vücudun diğer bölgelerinde de hasara neden 
olabilmektedir. Bate ve arkadaşları25, enfekte kök 
kanallarında bulunan stafilokok ve streptokokların
FnBp ve FgBp adı verilen virulans genlerini PCR ile 
saptamışlardır. Bu genlere sahip olan bu bakterilerin 
enfektif endokardite neden olabileceğini bildirmişlerdir. 

Odell ve arkadaşları8, P.gingivalis ve 
P.endodontalisi kollajenaz geni açısından incelemek 
için PCR kullanmışlar ve P.gingivalis türlerinin büyük 
çoğunluğunun yıkıcı periapikal lezyon gelişimine 
katkıda bulunan kollajenaz genine sahip olduğunu 
saptamışlardır .

Norris ve arkadaşları26, periodontal hasarlı
kedilerde yaptıkları bir çalışmada Porphyromonas 

gingivalisin iki rekombinant proteinaz geni arasındaki 
ilişkiyi PCR kullanarak incelemişlerdir .

Dupre ve arkadaşları27, Creti ve arkadaşları28 
Enterococcus faecalisin antibiyotiklere direnç mekaniz- 
ması, epitel hücrelerine tutunma, biyofilm oluşturma 
potansiyeli ile çeşitli virulans genleri arasındaki ilişkiyi 
incelemişlerdir. 

Chi Yuan Hang ve arkadaşları29 F.nucleatum,
P.endodontalisin LPS geninin periapikal lezyonlardaki 
kemik rezorpsiyonundaki rolünü incelemişlerdir. 

 
c) Enzim Ekspresyonu ve Periradiküler 

Yıkım
Spesifik bazı bakteri türleri ve ürünleri, 

inflamasyon basamaklarında mediatör olarak görev 
yapan bazı enzimlerin ekspresyonunu belirgin şekilde 
arttırmaktadır. Bu olay organizmada doku yıkımına yol 
açmaktadır. 

 Yu-Chao Chang ve arkadaşları30, özellikle 
siyah pigmentli bakteri ürünlerinin COX-2 adı verilen  
mediatör enzim ekspresyonunu arttırdığını PCR yön- 
temi ile saptamışlardır. COX-2 bir başka enflamasyon 
mediatörü olan prostoglandin E-2 sentezini düzen- 
lemektedir. Yaptıkları çalışmanın sonunda P.endodo- 
ntalisin, P.gingivalis ve P.intermedia’ya göre daha po- 
tansiyel bir COX-2 indüktörü  olduğunu bildirmişlerdir. 

Yang ve arkadaşları31-32, siyah pigmentli bak- 
teroidlerin yan ürünlerinin interlökin-6 ve interlökin-8 
geninin ekspresyonunu arttırdığını göstermişlerdir. 
Böylece periradiküler yıkım hızlanmaktadır. 

Yang ve arkadaşları20, siyah pigmentli bakteri 
yan ürünlerinin VEGF geninin ekspresyonunun artma- 
sına ve bu şekilde pulpal ve perirapikal hasara neden 
olabileceklerine dikkati çekmişlerdir. 

Kök kanallarında bulunan siyah pigmentli 
mikroorganizmaların yan ürünlerinin konak dokudaki 
matrix metalloproteinazların (MMP-1, MMP-2, MMP-3, 
MMP-4, MMP-5, MMP-6, MMP-7, MMP-8) salgılanma- 
sını arttırarak da yıkıma yol açtıkları gösterilmiştir33-35 .

d) Virüsler 
PCR ile yalnızca kök kanal sistemindeki bak- 

teri türleri değil, virüsler de araştırılabilmektedir. 
Heling ve arkadaşları36, enfekte kök kanalları ve 
periapikal lezyonlarda Herpes Simplex Virüsünü PCR ile 
incelemişler, bu virüsün potansiyel bir endodontik 
patojen olamayacağını bildirmişlerdir . 

 Bu virüsün  AIDS’li insanların periapikal do- 
kularında bulunmadığı düşünülse de Glick ve arka- 
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daşşları37 PCR ile yaptıkları çalışmada, bu bölgedeki 
fibroblastların bu virüsü barındırdığı ve HIV için rezer- 
vuar olabileceğini bildirmişlerdir. Elkins ve arkadaşları38 
seropozitif hastaların perirapikal lezyonlarından aldık- 
ları örneklerde HIV virüsünün varlığını saptamışlardır. 

Sabeti ve arkadaşları39 periapikal lezyonlar- 
dan aldıkları örneklerde Cytomegalovirus ve Epstein 
Barr Virüslerinin varlığını PCR kullanarak araştırmış-
lardır. Geniş çaplı periapikal lezyonların % 79.2’inde bu 
iki virüs de saptanırken, küçük çaplı lezyonların
%10’unda virüslerden herhangi birine rastlanmıştır .

SONUÇ 
PCR kullanılarak yapılan bu çalışmaların

birçoğu kültür yöntemiyle de yapılabilmektedir. Ancak 
PCR’ın tıp ve dişhekimliğine girmesi ile mikrobiyolojik 
çalışmaların sayısı önemli ölçüde artmıştır. PCR ile 
herhangi bir organizmadan herhangi bir gen izole 
etmek mümkündür. Kültür yöntemlerine göre daha 
hızlı, daha etkin ve daha kesin sonuçlar sağlayan bir 
yöntem olduğu söylenebilir. PCR sayesinde endodontik 
mikroorganizmaların ve davranışlarının daha iyi 
tanınması ile daha etkin tedavi yöntemlerinin 
geliştirilmesi sağlanabilir. 
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