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OZET

Amag¢: Caligmanin amaci, periapikal indekse (PAI) gore siniflandirilmis periapikal
doku hastaliklarindaki kok kanal mikrobiyota profillerinin MALDI-TOF MS
(Matriks ile desteklenmis lazer desorpsiyon iyonizasyon ugus zamani kiitle

spektrometresi) araciligiyla tanimlanmasini aragtirmaktir.

Gerec¢ ve Yontem: Calismaya Giilhane Dis Hekimligi Fakiiltesi Endodonti Ana
Bilim Dali'na tedavi amaciyla bagvuran sistemik olarak saglikli 150 hastanin dahil
edilmesi planlandi. Hastalar, alinan ilk periapikal radyografilerine, anamnezlerine,
calismaya alinma kriterlerine gore teshis ve tedavi planlamasi yapilarak periapikal
doku hastaliklarina goére 5 gruba ayrildi. Gruplarma gore ayrilan her hastanin kok
kanal tedavisine baslarken nekrotik pulpali kok kanalindan "paper point" ile 6rnekler
topland1. Ornekler sivi tiyoglikolat besiyerine almarak vakit kaybetmeden hem
anaerob hem de aerop kiitiir islemlerinin yapilmasi igin Giilhane Egitim ve Arastirma
Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji klinigi laboratuvarina gonderildi. Sivi besiyerine
alinan ornekler 24 saat 37°C'de inkiibe edildikten sonra aerop ve anacrop kiiltiir
islemine alndi. Inkiibasyon siiresi sonunda her bir kiiltiirde {ireyen farkli
morfolojideki bakteri kolonilerinin subkiiltiirii yapildi. Subkiiltiirlerin etanol-formik
asit ekstraksiyon ile Microflex LT sistemi (Bruker Daltonics Inc.Bremen,Germany)
MALDI-TOF MS cihazinda tanimlamalar1 yapild.

Bulgular: Bu ¢alismada, 6 filum ve 1 mantar1 temsil eden, 77 tiir bakteri ve 3 tiir
Candida tanimlandi. Periapikal doku hastaliklarini, periapikal indekslerini (PAI),
hastalarmm yasini, cinsiyetlerini laboratuvardan gelen sonuglardaki tanimlanmis
mikroorganizma tiirleriyle bir veri olusturduk. Bu verilerin istatistiksel analizleri i¢in

kiimeleme analizi yontemi olarak hiyerarsik kiimeleme yontemi kullanilmigtir.

Sonu¢: MALDI-TOF MS, oral mikrobiyolojinin daha spesifik, kolay, hizli ve

ekonomik bir sekilde gelistirilmesinde potansiyel bir yontem olabilir.

Anahtar kelimeler: Endodonti, Periapikal Indeks (PAI), periapikal doku hastaliklari,
anaerop bakteriler, MALDI-TOF MS.



ABSTRACT

Aim: The purpose of this study was to investigate the identification of root canal
microbiota profiles in periapical tissue diseases classified according to the periapical
index (PAI) by MALDI-TOF MS (Matrix Desired Laser Desorption lonization Flight
Time Mass Spectrometry).

Materials (Patients) and Methods : The study was planned to include systemically
healthy 150 patients admitted to the Department of Endodontics, Giilhane Dentistry
Faculty. The patients were divided into 5 groups according to periapical tissue
diseases by making diagnosis and treatment planning according to the first periapical
radiographs, anamnesis, and inclusion criteria. While planning the root canal
treatment of each patient divided according to the groups, samples were collected
with the paper point is from the necrotic pulp root canal. The samples were transport
to the laboratory of medical microbiology at Giilhane Training and Research
Hospital in order to perform both anaerobic and aerobic culture processes without
any delay by taking the liquid into thioglycolate medium. After incubation at 37 © C
for 24 hours, aerobic and anaerobic culture samples were taken. At the end of the
incubation period, subculture of the bacterial colonies of different morphologies
produced in each culture was performed. The subcultures were identified in the
Microflex LT system (Bruker Daltonics Inc.) MALDI-TOF MS with ethanol-formic

acid extraction.

Results: In the present study, 77 species of bacteria and 3 species of Candida were
identified, representing 6 phyla and 1 fungus. We created a data with the
microorganism species defined in the results of periapical tissue diseases, periapical
index (PALI), age and gender of the patients. Hierarchical clustering method is used as

the clustering analysis method for the statistical analysis of this data.

Conclusion: MALDI-TOF MS could be a potential method of developing oral

microbiology in a more specific, easy, rapid and economical way.

Keywords: Endodontics, Periapical Index (PAl), periapical tissue diseases, anaerobic
bacteria, MALDI-TOF MS.
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1. GIRIS VE AMAC

Agiz, dis ve g¢ene hastaliklarinda veya travmatik yaralanmalarda tedavi
protokollerinin uygulanmasmin ana amaci, en yiikksek diizeyde hasta rahatliginin,
uzun Omiirlii tedavinin ve estetik beklentilerinin saglanmasidir. Bu beklentilerinin
saglanabilmesi de gerekli goriilen dislere basarilt bir kok kanal tedavisi yapilmasi
temeline dayanmaktadir. Bu temel kok kanallarmin temizlenmesi ve sekillendirilmesi
esnasinda bakterilerin ortadan kaldirilmast veya biiyiilk oranda insidanslarmin
diistiriilmesi, k6k kanallarinin ti¢ boyutlu bir bi¢imde doldurulmas: ve yeniden

kontamine olmasmin engellenmesiyle ger¢eklestirilir.

Gliniimiiz endodonti literatiirlerinde tanimlamalar yapilarak "basar1 ve
basarisizhgm" belirteglerine dikkat ¢ekildigi goriiliiyor. Basarili kok kanali tedavisi
icin klinik semptomlarin ve apikal lezyonun olmamasini, basarisiz kok kanali
tedavisi i¢in apikal periodontitin semptomsuz ve sadece radyografide gortilebilir

olmasini belirte¢ 6rnekleri olarak verebiliriz.

Endodontik acidan sonuglar1 degerlendirilme yoOntemleri arasinda klinik
muayene, radyografik bulgular ve histolojik degerlendirmeleri sayabiliriz. Histolojik
degerlendirme, periapikal dokularin kok kanali tedavisinden sonra pratik degildir ve
cerrahi olmaksizin imkansizdir. Histolojik bulgularla olumsuz radyografik gériiniim
arasindaki iligki derecesi belirsizdir. Brynolf yapmis oldugu histolojik c¢alismada,
radyografilerdeki basarili goriinime ragmen belli oranda periradikiiler iltihap
oldugunu gosterirken, Green ve arkadaslar1 iltihapsiz oldugunu gostermislerdir. Bu
yiizden de klinik bulgularla radyografik degerlendirmeler, kok kanali tedavisinden

sonra iyilesme derecesini belirlemek agisindan en pratik yontemlerdir [1, 2].

Klinik muayenede agr1 veya sisligin, fistiil yolunun, sondalama defektlerinin
ve yumusak doku harabiyetlerinin olup olmamasma dikkat edilir. Orstavik ve
arkadaglar1 radyografik olarak kok kanal tedavisi sonuglarini yorumlarken "periapikal
indeks" in kullanilmasmi onermislerdir. Brynolf 1967'de tanimladig1 bu periapikal
indekste 5 farkli radyografik goriinlimii karsilastirmaktadir. Saglkli periapikal
dokudan (PAI 1), genis periapikal lezyona (PAI 5) dogru degisik durumlari



simgeleyen goriintiilere sahiptir. Islem oncesi ve takip rontgenlerine gére bu bes
skordan biri verilerek baslanir. Sonuglar siniflandirildiginda, eger lezyonun boyutu
azalirsa "iyilesmekte", lezyon tamamen ortadan kalktrysa "iyilesmis" ve yeni bir

lezyon olugsmussa "gelismekte" olan bir lezyon olarak adlandirilir [3].

Gelismekte olan bu lezyon basarisiz olan endodontik tedavi veya post-
endodontik hastalik (tedavi sonrasi hastalik) olarak ifade edilebilir. Boyle bir
durumda, basarili bir endodontik tedavinin ortaya ¢ikmasi i¢in kanal tedavisinin
basarisizlik nedenlerini 1yi tanimlamak, hastaligin etyolojisini belirlemek ilk sart
olmalidir. Basarisizligin nedenlerine yogunlastigimizda, yabancit maddelerin yan sira
kok kanal sisteminin tekrar enfekte olmasi ve inat¢i mikroorganizmalarin varligini

gormekteyiz [4].

Gilinlimiizde kok kanal enfeksiyonlar1 polimikrobiyal kaynaklidir. Primer
enfeksiyonlar, 10'dan 30'a kadar degisen bakteri tiirleri ve kanal basina 103-108

bakteri hiicresinden olusan karigik bir ortamin olmasiyla karakterizedir [5, 6].

Primer endodontik enfeksiyonlarda ve bunlarla iligkili semptomatik ve
asemptomatik endodontik enfeksiyonlarda, apikal periodontitle iliskili apseye sebep
olan kok-kanal sisteminin sterilizasyonunu bozan mikroorganizmalardan en sik
goriileni anaerop gram-negatif bakterilerdir. Primer intraradikiiler enfeksiyonlarda

Gram-pozitif bakteriler daha nadir goriiliir [7-9].

Intraradikiiler enfeksiyona bagli en sik goriilen ekstraradikiiler enfeksiyon
tablosu akut apikal apsedir. Intraradikiiler enfeksiyondan bagimsiz en sik goriilen
ekstraradikiiler enfeksiyon sekli ise apikal aktinomikozdur. Bu bagimsizliktan dolay1
apikal aktinomikozun basarili tedavi sekli sadece periradikiiler cerrahidir. Ozenle
yapilmig kok-kanal tedavisine ragmen ortaya c¢ikan inat¢1 apikal periodontit
lezyonlarmin nedenlerinden biri olarak ekstraradikiiler mikroorganizmalar sorumlu

tutulmustur [10].

Periradikiiler lezyon, primer olarak kok kanal sisteminde bulunan bakteri,
mantar veya endotoksin (lipopolisakkarit) kaynakli enfeksiyon ile buna kars1 gelisen

konak cevabinin sonucu olarak olusur [11, 12].



Bununla birlikte mikroorganizmalarin apeksin ilerisinde {reyebildiklerini

gosteren ¢aligmalar vardir [13-15].

Kok kanalinin apikal 1/3'tinde uzaklastirilamayan ve apikal foramene yakin
sement lakiinlerinde varligmi siirdirmekte olan mikroorganizmalar, kok kanal

tedavilerinin basarisizlik nedenleri arasinda yer almaktadir [16].

Endodontide agrili alevlenmeler, periapikal yikim ve inat¢1 enfeksiyonlar ile
iliskili spesifik bakteriler ve bu bakterilerin tanimlanmasi1 son derece onemli ve

giincel konulardir [10].

Endodontik hastaliklara neden olan patojenlerin tanimlanma gerekliligi kanal
tedavilerinin basar1 oranmni yiikseltmede Onem arz eder. Bu mikroorganizmalarin
tespiti icin molekiiler biyolojide kisa siirede yanit veren gesitli yontemlerin oldugu

belirtilmistir [17].

Kok kanal patojenlerinin tespit edilmesinde mikroskopi, kiiltiir yontemlert,
immiinolojik ve molekiiler biyolojik yontemler kullanilmaktadir. Caligmalarda bu
yontemler arasinda en ¢ok polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)’nun kullanildigini
goriiyoruz. Ancak zahmetli ve pahali bir yontem olmasi, canli hiicrelerle birlikte 6li
hiicrelerin de tespit edilmesi gibi bir ¢ok dezavantajmin bulunmasi molekiiler
biyolojide gelismeleri matriks ile desteklenmis lazer desorpsiyon iyonizasyon ugus
zaman1 kiitle spektrometresi (MALDI-TOF MS) ’ne odaklamistir. MALDI-TOF
MS'min yumusak iyonizasyon yaklasimi ve bakteri proteinlerinin iyonlara
desorpsiyonu yoluyla belirli kiitle spektrumlar1 tanimlanmakta ve dakikalar
icerisinde bakterinin kimligi tespit edilmektedir. Molekiiler ve immiinolojik temelli

yontemlere gore daha ucuz, hizli ve dogru saptama yontemlerinden birisidir [18-22].

Enfekte kok kanalindan izole edilen anaerop bakterilerin MALDI-TOF MS
ile hizl1 ve giivenilir bir sekilde tanimlanmasi, rutin klinik tedavilere yanit vermeyen
inat¢1 enfeksiyonlara, endodontik tedavilere ve diger endodontik caligmalarin

basarilarina katki saglama potansiyeline sahiptir.

Kok kanal tedavisi yapilmasina ragmen inat¢1 apikal periodontit lezyonlaria

neden olan anaerop tiirlerin dakikalar i¢inde hizli bir sekilde MALDI-TOF MS



araciligiyla dogru tanimlanmasi, uygulanmasi gereken tedavilerin sekillenmesine,
tedaviler esnasinda  hastaya verilecek dogru antibiyotik ve ilag se¢iminin

yapilabilmesine, kok kanal tedavilerinin basarisina 6nemli bir katki saglayacaktir.

MALDI-TOF MS’m mikrobiyolojideki kullanimi1 ekonomik ag¢idan rekabetci
bir seviyededir. Hatta, diisiik ayira¢ maliyetleri ve teknisyenlerin kiitle spektrometrisi
icin daha az zaman harcamalar1 sebebiyle, VITEK kartlar1 ve PCR sekanslamasi gibi

yaklagimlardan daha ucuzdur.

Ayrica gorece kolay kullanimi ve ortaya c¢ikardigi sonuglarin kolayca
aciklanabiliyor ve sensitivitelerinin yiiksek olmasi1 sebebiyle de, bu teknoloji

laboratuarlarda tercih edilmeye baslamistir.

Bu calismada periapikal indekse (PAI) gore siniflandirilmis periapikal doku
hastaliklarindaki kok kanal mikrobiyota profillerinin MALDI-TOF MS (Matriks ile
desteklenmis lazer desorpsiyon iyonizasyon ugus zamani kiitle spektrometresi)

araciligiyla tanimlanmasi amaglanmaistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. ENDODONTIDE TESHIS VE TEDAVI PLANLAMASI

Yaklasik ti¢ yilda bir yenileyerek yazmis oldugu resimli tip sézligtinde 1900
yilindan beri diagnoz (tani) terimini Dorland “bir hastalig1 digerinden ayirt etme

sanatr” olarak betimlemistir [23].

Pulpal ve periapikal hastaliklarin saptanip siniflandirilmalar: ig¢in ¢esitli
tanisal siiflandirma sistemleri gelistirilmeye ¢alisilmistir [24]. Ancak, bir¢ok
caligmadaki klinik bulgulardan gok histopatolojik bulgulara dayandirilan tanilar ¢ogu
kez kafa karigikligina, yaniltici terminolojiye ve yanlis tanilara neden olmakla
beraber, bu klinik durum ile histopatolojisi arasinda biiyiik bir iliski olmadigi

sonucunu goéstermistir [25].

Pulpa dokusunun histolojik olarak incelenmesi icin ¢ikarilmasi pratik
degildir. Bu yiizden tedavi plani segeneklerini formiile etmek i¢in klinik siniflamalar

gelistirilmistir [26].

Endodontistlerin pulpal ve periapikal hastalik tanisini uygun sekilde
koyabilmelerinin temel amaci hastaya hangi klinik tedavinin gerekli oldugunu
belirlemektir. Yanlis bir degerlendirmeyle teshis ve tedavi planlamasinin yanlis
yonlendirilmesi endodontistlerin asla istemeyecegi bir durumdur. Evrensel bir
simiflandirma sisteminin kurulmasmm amaci, uluslaraarasi endodonti alanindaki
egitimciler, klnisyenler, 0&grenciler ve arastirmacilar arasinda iletisimi
kolaylastirmaktir. Boylelikle basit ve pratik sistemin kullanilmasi klinik ortamda en

uygun tedavi yaklagimina klinisyenin yonlenmesini kolaylastiracaktir [26].

Teshis zaten kendi basma karmasik ve zorlu bir siirectir. Klinik
semptomatoloji ve pulpa histopatolojisi arasinda zayif korelasyonlar mevcut olmasi
nedeniyle karmasikliga yol agabilecek goriis ayriliklarini degerlendirmek yaniltict
olabilir. Biyolojik ve metrik temelli bir terminoloji dizisi bulunmadigindan,
Amerikan Endodontistler Birligi (AAE) Yonetim Kurulu, terminolojiye uyum
saglamak icin endodontik tani i¢in ortak goriis odakli, kanita dayali bir siniflandirma

sisteminin kurulmasimni ve benimsenmesini dnermistir.



Amerikan Endodontistler Birligi (AAE) 3 Ekim 2008'de Chicago Illinois'de
pulpa ve periapikal hastalik durumlarinin = smiflandirilmasinda  kullanilan
terminolojiyi standartlastirma girisimi i¢in 'Endodontide Diagnostik Terminoloji
iizerine bir Ortak Goriis Konferansi' diizenledi. 2008—2009 yillar1 arasinda bagkanlik
yapan Louis E. Rossman’in uyarisi iizerine AAE Yonetim Kurulu, 6zellikle Amerika
Birlesik Devletleri ve Kanada dis hekimligi okullarinda, endodontik ders
kitaplarinda, standartlastirilmis tani koyma terimlerinin eksikligi konusundaki
kaygilarini ele almak i¢in bir mutabakat konferansi yapilmasini uygun gordii. Buna
gore, konferansi kavramsallastirmak, tasarlamak ve uygulamak {izere Dr. Gerald N.
Glickman, Leif K. Bakland, Ashraf F. Fouad, Kenneth M. Hargreaves ve Scott A.

Schwartz'dan olusan 6zel bir komite gorevlendirildi [24].
Bes yillik uzun vadeli siirecte komitenin almis oldugu hedefleri sdyleydi:

1.Biyolojik ve metrik temelli standart terminoloji i¢cin alman kararlarin

kabuliinii gerceklestirmek,

2. Bilinen prognostik etkileriyle optimal tedavi kararlar1 i¢in temel olusturan

metrik tabanli klinik tan1 kategorilerini gelistirmek ve dogrulamak,

3. Uzun vadeli hedef # 2'yi ele almak i¢in arastirmayi1 tanimlamak, yonetmek

ve desteklemek,

4. Metrik tabanli klinik tan1 kategorilerine yeni aragtirma bulgularmi dahil
etmek igin ortak goriis konferansi yaklasimini tekrar bir araya getirmek; travmatize
dislerle ilgili temanin bir sonraki fikir birligi konferansinda yer alan sorulari

belirlerken 6nceligi ve dikkate almasini saglamak,

5. 2015 yilindan 6nce tiim hasta saglik kayitlarmin elektronik ortamda mevcut
olmasi i¢in Ulusal Saghk Bilgi Altyapisi girisimi ile uyumlu olarak 2015 yilindan

once teshis kodlar1 olusturmak,

6. Tedaviye verilecek iyilestirme yanitini tahmin etmek i¢in biyolojik olarak,

klinik olarak yararlh belirtegler gelistirmek ve dogrulamak,



7. Pulpa ve periradikiiler dokularin patolojik kosullarini daha iyi anlamak i¢in

gelecekteki arastirma ¢alismalarinda izlenmesi gereken verileri tanimlamak
a. Uygun goriintiilleme araglar1.

b. Spesifik patolojik kosullar1 ve / veya tedavi sonuglarini éngdren uygun
biyolojik isaretleyiciler, enflamatuar mediyatorler ve / veya mikrobiyal DNA

sekanslari.

c. Rutin tedavi planlamasi swrasinda hastanin agzindaki herhangi bir dis

iizerinde endodontik testler i¢in klinik endikasyonlar.
d. Tan1 kategorilerini semptomlara, tedaviye ve / veya prognoza baglama.
e. Hastanin sistemik saglig1 ve endodontik tani izerindeki etkisi

8. Travmatik yaralanmalarin tanisinin endodontik taniya nasil dahil

edileceginin belirlenmesi.

9. Dislerin ¢atlak tanis1 (gatlaklar ve diisey kiriklar, yiizeysel ciiriikler, dentin
hipersensitivitesi, apikal radyofasiteler ve simdiye kadar iyi tanimlanmamuis, travma

ile ilgili durumlar) pulpa tanisini tanimlar.

10. Metrik tabanli klinik tan1 kategorilerinin gelistirilmesini ve onaylanmasini
desteklemek i¢in bilgi alanindaki her iki alanmi ve bilgi bosluklarmni tanimlayan

sorular1 formiile etmek,

11. Bu hedeflerle ilgili finansman Onceliklerini, akademik endodontik

topluluga ve AAE Vakfi'na tanimlamak,

12. Mevcut bir komiteyi tamimlamak veya uzun vadeli hedeflerin
planlanmasini, gozetimini ve yOnetimini yeniden bir araya getirmek icin yeni bir

komite atamak.

Amerikan Endodontistler Birligi (AAE) ' nin yukarida bahsettigimiz

hedeflerini ger¢eklestirmek icin;



1. Endodontik tani sirasinda kullanilan tiim parametrelerin ve / veya

Olctimlerin metriklerini, hiyerarsisini ve tahmini degerini belirlemek,
2. Pulpal saglik ve hastalik durumlari i¢in tiim tan1 terimlerini tanimlamak,

3. Periapikal / periradikiiler saglik ve hastalik durumlar1 i¢in tim tam

terimlerini tanimlamak,

4. Endodontik tedavi modalitelerini tanimlamak, i¢in 4 alt komite

gorevlendirildi [24, 27].

Akut ve kronik, semptomatik ve asemptomatik, geri donisimli ve geri
doniisiimsiiz, nonvital, nekrotik, apikal, periapikal ve periradikiiler gibi terimler
benzer klinik tablolar1 tanimlamak i¢in kullanilir. Konferans, ders kitabi yazarlari,
Klinisyenler ve endodontik tanisal siniflamalar1 6greten dishekimligi fakiilteleri i¢in

ortak bir tanisal terminoloji olusturmak {izere diizenlenmistir [26].

Muayene ve tami prosediirleri, hastanin varolan esas sikayetiyle birlikte
medikal ve dental gecmisini kaydetmenin yami swra radyografik ve klinik
muayenelerin gbézden gecirilmesini de iceren mantik g¢ercevesinde her bakimdan
uygun ve tutarh bir diizeni izlemelidir. Radyografik incelemeler siklikla en az bir
periapikal filmle birlikte mezial ve distal agili filmleri iceren konvensiyonel
yontemler ile smirlandirilirken teknolojinin hizli gelismesiyle Koni-Isinli Voliimetrik
Goriintilleme (CBVI) ve Koni-Isinli Bilgisayarli Tomografi (CBCT) olarak bilinen
ii¢ boyutlu goriintiilemelerden de faydalanilir. Klinik muayene ekstraoral ve intraoral
degerlendirmeler ve diger tani testlerini icerir. Muayene prosediirleri sirasinda
hastanin esas sikayetinin degerlendirilmesi ve yorumlanmasi gerekir. Sonuglar hem
pulpa hem de apikal bir tanityr igceren iki boliimlik bir endodontik tani ile

sonuglanmalidir [6, 26].

Abott ve arkadaslar1 endodontik tani koymak icin gerekli muayene

prosediirlerini Tablo 1 'de kisa ve 6z bir sekilde tanimlamislardir [28].



Tablo 1. Endodontik tan1 koymak i¢in gerekli muayene prosediirleri [28]

Tip / dental gecmisi Gec¢mis / son tedavi, ilaglar

Ne kadar siirdiigli, semptomlar, agr1 siiresi, yeri, baslangici, uyaran,

Temel(Ana) sikayet (varsa) rahatlama, sevk, ilaglar

Yiiz simetrisi, siniis kanali, yumusak doku, periodontal durum (tarama,

Klinik muayene hareketlilik), ciiriik, restorasyonlar (kusurlu, yeni yerlestirilmis?)

Klinik test:pulpa testleri Soguk, elektrikli pulpa testi, 1s1

Klinik test:periapikal testleri Perkiisyon, palpasyon, Tooth Slooth (1sirma)

Radyografik analiz Yeni periapikaller (en az 2), bitewing, konik 1sin bilgisayarli tomografi
Ek testler Transilluminasyon, segici anestezi, test boslugu

Amerikan Dernegi Endodontistleri ve Amerikan Endodonti Birligi tarafindan
onaylanan tani terminolojisinde (Tablo 2) pulpa hastaliklar1 ve periapikal doku

hastaliklar1 tanilarii su sekilde bahsetmistir:
2.1.1. Endodontide Pulpa Hastahklarinin Tanisi
2.1.1.1. Normal Pulpa:

Pulpanin semptomsuz oldugu vitalite testine duyarliliginin normal smirlar
icinde oldugu bir klinik tan1 kategorisidir. Pulpa histolojik olarak normal olmamasina
ragmen, klinik olarak normal bir pulpa, termal soguk testine hafif veya gecici bir
yanit verir ancak uyaran kaldirildiktan sonra bir ila iki saniyeden fazla bu yanit
siirmez. SOz konusu dis bitisik ve kontralateral dislerle karsilastirilmadan olas1 bir
tantya ulasilamaz. Ilk olarak komsu disleri ve kontralateral disleri test etmek en

1yisidir, boylece hasta soguga karsi normal yanitin deneyimini bilir.
2.1.1.2. Reversible (geri doniisiimlii) Pulpitis :

Etiyolojinin uygun yoOnetiminin ardindan inflamasyonun diizelmesi ve
pulpanin normale dondiigiinii gdsteren subjektif ve objektif bulgulara dayanir. Soguk
ya da tath gibi bir uyarici uygulandiginda ve uyaranimn ¢ikarilmasindan sonra birkag
saniye iginde kayboldugu, rahatsizlik yasandigi anlardandir. Bu tipik etiyolojilerde
aciktaki dentini, ¢lirigli veya derin restorasyonu icerebilir. Siipheli disin periapikal
bolgesinde onemli bir radyografik degisiklik yoktur ve hastanin bahsettigi agr1
kendiliginden degildir. Etiyolojilerin giderilmesini takiben (6rnegin ¢liriglin
temizlenmesi ve restorasyon, maruz kalan dentinin kapatilmasi), hastanin sikayeti
olan diginin “geri doniisiimlii pulpitisin” normal bir duruma dondiigiinii belirlemek

icin daha fazla degerlendirme gerektirir. Kendi bagma dentin hassasiyeti inflamatuar
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bir silire¢ olmamasma ragmen, bunun tiim belirtileri geri doniisimli bir

pulpitisinkileri taklit eder.
2.1.1.3. Semptomatik irreversible (geri doniisiimsiiz) Pulpitis :

Vital iltihapli pulpanin iyilesemedigi ve kok kanal tedavisinin endike oldugu
subjektif ve objektif bulgulara dayanir. Ozellikle hasta termal uyaran iizerinde
keskin agri, ac1 (genellikle uyaran kaldirildiktan sonra 30 saniye veya daha uzun
siiren), kendiliginden (provoke agri) olusan agridan sikayet edebilir. Bazen agri,
yatarak ya da biikiilme gibi postiiral degisiklikler ile vurgulanabilir ve tezgah tstii
analjezikler tipik olarak etkisizdir. Yaygm etiyolojiler arasinda derin clirtikler, genis
capli restorasyonlar veya pulpal dokular1 ortaya c¢ikaran kiriklar bulunabilir.
Semptomatik geri doniisii olmayan pulpitise sahip dislerin teshis edilmesi gii¢
olabilir ¢linkii inflamasyon periapikal dokulara heniliz ulagmamistir, bu nedenle
perkiisyona agr1 veya rahatsizlik vermez. Bu gibi durumlarda, dental oykiisii ve

termal testler, pulpa durumunun degerlendirilmesinde temel araglardir.
2.1.1.4. Asemptomatik irreversible (geri doniisiimsiiz) Pulpitis :

Vital iltihapli pulpanin iyilesemedigini ve kok kanal tedavisinin endike
oldugunu gosteren subjektif ve objektif bulgulara dayanan bir klinik tanmidir. Bu
vakalarda klinik semptom goriilmez ve genellikle normal olarak termal testlere cevap

verir, ancak travma veya derin ¢iiriiklerin ¢ikarilmasiyla ortaya ¢ikmasi muhtemeldir.
2.1.1.5. Pulpa Nekrozu:

Dis kanalmin 6limiinii gosteren ve kok kanal tedavisini gerektiren bir klinik
tan1 kategorisidir. Pulpa, pulpa testine cevap vermez ve asemptomatiktir. Pulpa
nekrozu, kanal enfekte olmadik¢a apikal periodontite (perkiisyon veya osseous
bozukluklar ile ilgili radyografik kanitlara) neden olmaz. Bazi disler, kalsifikasyon,
yakin zamanda travma Oykiisii veya sadece disin yanit vermemesi nedeniyle pulpa

testine cevap vermeyebilir.
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2.1.1.6. Onceden tedavi edilen:

Disin endodontik olarak tedavi edildigini ve kanallarin intrakanal ilaclar
disinda ¢esitli dolgu maddeleri ile dolduruldugunu gosteren bir klinik tani

kategorisidir. Dis genellikle termal veya elektrik pulpa testine cevap vermez.
2.1.1.7. Onceden Baslatilan Tedavi:

Disin daha 6nce pulpotomi veya pulpektomi gibi kismi endodontik tedavi ile
tedavi edildigini gosteren bir klinik tan1 kategorisidir. Tedavi seviyesine bagli olarak,
dis pulpa test yontemlerine cevap verebilir veya vermeyebilir.

Tablo 2. Amerikan Dernegi Endodontisleri ve Amerikan Endodonti Birligi tarafindan 2009
yilinda onaylanan tani terminolojisi [24, 27].

Pulpal Hastahklarin Tanisi

Normal pulpa Pulpanin semptomsuz oldugu ve normal olarak pulpa testine duyarli oldugu bir klinik teshis
kategorisi.

Reversible pulpitis Enflamasyonun diizelmesi ve normale dondiigiinii gosteren subjektif ve objektif bulgulara
dayanan bir klinik tani1.

Semptomatik Vital iltihapli pulpanin iyilesemedigini gosteren subjektif ve objektif bulgulara dayanan bir

irreversible pulpitis klinik tan1. Kalici termal agr1, spontan agri, bahsedilen agri.

Asemptomatik Vital iltihapli pulpalarin iyilesemedigini gosteren subjektif ve objektif bulgulara dayanan

irreversible pulpitis bir klinik tani. klinik semptom olmayan, iltihap, ¢iiriik, travma.

Pulpa nekrozu Dis pulpasi nekrozunu gosteren bir klinik tani kategorisi. Pulpa genellikle pulpa testine

Cevap vermez.

Onceden tedavi edilmis  Disin endodontik olarak tedavi edildigini ve kanallarin intrakanal ilaglar disinda cesitli
dolgu maddeleri ile dolduruldugunu gosteren bir klinik teshis kategorisi.

Onceden tedaviye Disin daha 6nce kismi endodontik tedavi ile tedavi edildigini gosteren bir klinik tani
baslanms kategorisi (6rnegin, pulpotomi, pulpektomi).

Periapikal Doku Hastaliklar1 Tanisi

Normal apikal dokular ~ Perkiisyon veya palpasyon testine duyarli olmayan normal periradikiiler dokulari olan
digler. Kokii ¢evreleyen lamina dura saglamdir ve periodontal ligament alani muntazamdir.

Semptomatik apikal  Genellikle apikal periodonsiyumdan kaynaklanan iltihaplanma, 1sirma ve / veya perkiisyon
periodontitis veya palpasyona aci veren bir yanit dahil olmak tizere klinik semptomlar iiretir. Apikal bir
radyolusent bolge ile iligkili olabilir veya olmayabilir.

Asemptomatik apikal Apikal periodontiumun pulpa kaynakl inflamasyon ve destriiksiyonu apikal bir radyolusent

periodontitis alan olarak ortaya ¢ikar ve klinik semptomlara neden olmaz.

Akut apikal apse Hizli baslangigli, kendiliginden agri, digsin baskiya hassasiyeti, irin olusumu ve iligkili
dokularin gsigsmesi ile karakterize olan pulpa enfeksiyonuna ve nekrozuna bagl iltihabik bir
reaksiyon.

Kronik apikal apse Pulpa enfeksiyonu ve nekroza karsi enflamatuar bir reaksiyon, yavas yavas baslangicli, az
ya da hig rahatsizlik ve iligkili siniis traktusundan aralikli irin akintisi ile karakterize edilir.

Condensing osteitis Diffiiz radyoopak lezyon, genellikle disin apeksinde goriilen, diisiik dereceli inflamatuar

uyaranlara lokal kemik reaksiyonunu temsil eder.
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2.1.2. Endodontide Periapikal Doku Hastaliklar1 Tanisi
2.1.2.1. Normal Apikal Dokular :

Perkiisyona veya palpasyon testine duyarli degildir ve radyografik olarak
kokiin etrafini saran lamina dura saglamdir ve periodontal ligament alani tiniformdur.
Pulpa testinde oldugu gibi, perkiisyon ve palpasyon testine 6ncelikle normal apikal

dokuya sahip diglerden baglanmalidir.
2.1.2.2. Semptomatik Apikal Periodontitis:

Genellikle apikal periodonsiyumun inflamasyonunu temsil eder. Bu tabloda
hastanim, 1sirdig1 zaman ve / veya perkiisyonda veya palpasyonda ac1 verici bir yanit
iceren klinik semptomlar iirettigi gozlenir. Bu tablodaki radyolojik degisiklikler
hastaligin evresine bagl olarak degisiklik gosterebilir. Periodontal ligaman normal
genislikte veya bir periapikal radyoliisens olabilir. Perkiisyon ve / veya
palpasyondaki siddetli agri, dejeneratif bir pulpa ve kdk kanal tedavisine ihtiyag

oldugunu gostertir.
2.1.2.3. Asemptomatik Apikal Periodontitis:

Pulpal kaynakli apikal periodonsiyumun inflamasyonu ve yikimidir.
Apikalde bir radyolusenti goriintii verirken, klinik semptomlar géstermez. Perkiisyon

veya palpasyonda agr1 yoktur.
2.1.2.4. Kronik Apikal Apse:

Pulpa enfeksiyonu ve nekroza karsi inflamatuar bir reaksiyon olup, yavas
baslangicli, az ya da hi¢ rahatsizlik vermeyen ve iligkili siniis traktusundan aralikli
pii akintisi ile karakterize bir hastaliktir. Radyografik olarak, tipik radyolusent kemik
yikimi belirtileri vardir. Siniis yolunun kaynagini belirlemek igin, bir guttaperka

konisi stomaya kadar dikkatlice yerlestirilir ve bir radyografi alinir.
2.1.2.5. Akut Apikal Apse:

Hizl1 baslangicli, spontan agri, disin asir1 baskisi, iltihap olusumu ve iliskili

dokularm sigmesi ile karakterize pulpal enfeksiyon ve nekroz i¢in inflamatuar bir
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reaksiyondur.

Radyografik yikim belirtileri

keyifsizlik, ates ve lenfadenopati goriiliir.

olmayabilir ve hastada siklikla

McClannahan’nin 2011 yilinda pulpal ve periapikal doku hastaliklarinda

tan1 koymada ayirt edici verileri Tablo3-4 belirtmistir.

Tablo 3. McClannahan ‘nin belirttigi pulpal hastaliklarin tanisi [29]

Pulpal . . - Radyografik .
Diagnoz Ana Sikayeti Gegmisi Bulgu EPT TT Per Pal M Diger
Normal Pulpa Yok - Normal R RNL - - -
Reversible Sicak  Soguk
Pulpitis Hassaslik ) Normal R NL ) ) )
Semptomatik Kalict Sicak .
Irreversible Soguk Spontan Agri ghL GonERLL, L - - - Ciiritk, Kirik
PUIpltlS Hassaslik Restoratif
Asemptomatik ’ Yontemler
Irreversible Yok - N, Genis PDL, p R - - - veyaTravma
-9 DRL
Pulpitis
Nekrotik - - N, Genis PDL, ) ) )
Pulpa Degisken Degisken DRL NR NR
Onceden % - 5 N, Genis PDL, ) ) )
Tedavi Edilen Degisken Onceki RCT DRL NR NR
Oneed Onceki Koronal
IS . i Mikrosizintt
Baslatilan Degisken Pulpotomi N, = GenisPDL, \p NR - - z
. . DRL
Tedavi Pulpektomi
Tablo 4. McClannahan ‘nin belirttigi periapikal doku hastaliklarin tamsi [29]
Apikal Diagnoz Ana Sik. Gecmisi  Rad.Bulgu EPT TT Per Pal M Diger
Semptomatik Konforsuz . Normal, ARL Okluzal
Onceki R, Sor
Apikal Isirma ve or Geniglemis R NR S + Travma
. . . Restor? NR NS
Periodontitis Cigneme PDL
Asemptomatik Nek. Veya
Apikal Yok Asempt.  ARL NR NR NS NS = onceden
Periodontitis yap. tedavi
Normal , S S Nek. Veya
Agr1 ve Koronal ) )
Akut Apikal Apse o . Genislemis NR NR Deg. 6nceden
Sislik mikrosz? . .
PDL or ARL +++  Deg yap. tedavi
o Kaotii tat
Kronik Apikal o . Nek.
"Diseti Asempt. ARL NR NR NS NS Fiz.
Apse Pulpasiz
yumrusu"

EPT (electric pulp tester): Elektrikli Pulpa Test cihazi

Tedavisi

NL (Non-linger): Kalict degil RCT (Root Canal Theraphy): K6k Kanal
DRL (distinct radiolucency): Farkli Radyolusent R (Response): Tepki var ARL (Apical radiolucency): Apikal

radyolusensi NR (Non-responsive): Tepki yok S (Sensitive): Hassaslik var NS (Non-sensitive): Hassaslik yok L (Linger): Kalict

M (Mobilite): Mobilite Per : Perkiisyon Pal: Palpasyon TT: Termal Test N: Normal
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2.2. PULPA VE PERIAPIKAL DOKU iRRITANLARI

Pulpanin veya periradikiiler dokularm irritasyonunun sonucunda iltihapla
karsilasilasilabilir. Bakteriler ve virlisler canli irritanlari meydana getirirken,

mekanik, termal ve kimyasal olanlar cansiz irritanlar1 olusturur.

2.2.1. Mikrobiyal Irritanlar

Pulpa ve periradikiiler dokularin ana irritasyon kaynagi mine defektiyle
dentini etkileyip ¢iiriik kavitesine yerlesen mikroorganizmalardir. Periapikal
enfeksiyonlarin ¢ogu bu mikroorganizmalarin pulpay1 enfekte etmesiyle baslar. Daha
ender olarak ise de periodontal cepten apikal bolgeye ulasan mikroorganizmalar
nedeniyle olusur [30, 31]. Oncelikle dis iizerinde bulunan bakteri plagndaki
mikoroorganizmalar besinlerle alinan sakkarozu sindirerek asit olusturur. Bu asit
disin temel sert tabakasi olan mine ve sementi zayiflatir. Dis ¢lirigli olusumunu
baglatir. Bu fazda plakta goriilen Streptococcus mutans, Actinomyces ve
Lactobacillus bakterilerinin irettigi hiicredist polisakkaritin salgilanmasi dis
yiizeyine diger bakterilerin tutunmalarini arttirici rol oynar [32, 33]. Agiz florasinda
mantarlar, arkea ve viriisler de bulunmasina ragmen bakteriler konak¢ida olusan
infeksiyonda metabolizma iirlinleri, sebep oldugu fizikokimyasal degisimler, viriilans
faktorleri ile bagisiklik sistemini hizla zayiflatir ¢iiriiklere ve abseye sebep olurlar
[30].

Dentin, mikroorganizmalarin bulunmasi sonucu zayiflar, dentinin en derin
tabakasinda bu mikroorganizmalarin popiilasyonu azahr [34]. Buna ragmen ciiriik
pulpaya dogru ilerledik¢e infiltrasyonun 6zelligi degisir. Pulpa dokusuna ulasan
mikroorganizmalar polimorfoniiklear monositler (PMN) ile karsilastigi alanda bir
likefaksiyon nekrozu alani olugsmaya baslar [35]. Pulpal doku lokal olarak kronik
enflamatuar hiicreler (makrofaj, lenfosit, plazma hiicreleri gibi) ile infiltre olur.
Curtk pulpaya ilerledik¢e kronik enflamasyon yayginlasir ve akut lezyonlar
periapikale dogru enflamasyon cevap (agri, dis etinde sisme, sizlama gibi)
olusumuyla ilerler [31, 36]. Pulpanin agilmasindan sonra bakteriler nekroz
bolgesinde kolonize olur ve kalirlar. Pulpa dokusu uzun zaman boyunca iltihaph
kalabilir veya hizlica nekroza doniisebilir. Bu durum gesitli faktorlere baghdir: (1)

bakterilerin viriilansi, (2) pulpa i¢i basincindaki belirgin artist Onlemek i¢in
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enflamatuar sivilar1 serbest birakma yetenegi, (3) konak direnci, (4) dolasim miktar1

ve (5) lenf drenaji [31].

Yamasaki ve arkadaglari, nekrozun pulpanmn {st kismindan apikal
kisimlarmma dogru giderek yayildigini, apikal lezyonun, pulpa iltihab1 ve nekrozun
ardindan gelistigini ve lezyonlarin Once yatay olarak ve daha sonra genislemeleri

durunca dikey olarak yayildiklarini yaptiklar1 ¢aligmalarda gostermislerdir [37].

Pulpa bu zarar veren irritanlar1 yok edemedigi gibi agiz bosluguna ve ¢iirtige
agilmas1 sonucunda bakterileri ve yan iiriinlerini barmndirir hale geir. Irritanlar devam
ederse, sonrasinda gelen zarar genis olur ve pulpanim her yerine yayilir. Daha sonra,
bakteriler, yan tiriinleri veya nekrotik pulpadaki diger irritanlar , kanaldan periapikale
dogru yayilarak enflamatuar lezyonlarm olusumuna neden olur. Bakteriler, pulpa ve
periradikiiler hastaliklarin patogenezinde ©Onemli bir rol oynarlar. Arastirmalar,
bakteriyel kontaminasyon olmadan pulpal veya periradikiiler patozun
olusmayacagini gostermistir [38-40]. Baz1 galismalarda semptomatik periapikal
lezyonlar ile belirli viriis enfeksiyonlar1 arasinda pozitif bir korelasyon oldugu

gosterilmistir [41].
2.2.2. Mekanik Irritanlar

Bakteriyel irritasyona ilaveten pulpa ve periradikiiler dokular mekanik
olarak da irrite edilebilir. Derin kavite preparasyonu, yeterli sogutma olmadan dis
yapisinin kaldirilmasi, giliclii travma, okliizal travma, derin periodontal kiiretaj,
dislerin ortodontik hareketleri ve kanal tedavisi yapim asamasmnda asiri
enstriimantasyon pulpa dokusunun temel termal ve fiziksel irritanlaridir. Pulpaya
yaklastikca dentin kanalciklarnin birim yiizey alanma diisen sayist ve cap1
arttigindan dolay1 dentin gegirgenligi mine-dentin veya mine-sement birlesiminden

pulpaya dogru yaklastikca artar [42].

Bu mekanik irritanlar sonucu uzaklasan dentin miktar: arttik¢a pulpanin da
irrite olma olasilig1 artar. Pulpa hasarmin derecesi kaldirilan dis yapis1 miktariyla ve
derinligiyle dogru orantilidir [43]. Su sogutmasiz dental tedavi islemleri, su spreyi
altinda sogutmal1 olarak yapilan dental tedavi islemlerinden daha fazla irritasyona

sebep olurlar [44]. Enflamasyon boyunca pulpal vaskiilaritesinde degisikliklerle
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karakterize akut ve kronik pulpitis tanis1 konuldugu olgularda, kan damarlarinda

gecirgenligin arttig1 ve genislemelerin oldugu gosterilmistir [45].

Travmanin kuron ya da kok kirigi icerip igermedigi siddetli vakalarda pulpa
hasarina neden olabilir. Pulpanin iyilesmesi travmanin siddetli olup olmadig1 veya
kok ucunun kapali olup olmadigi gibi faktorlere baghdir. Hafif ya da orta siddetli
travmadan etkilenen kok ucu daha kapanmamis geng siirekli disler, kok ucu
kapanmis veya siddetli travmadan etkilenen dislerle kiyaslaninca pulpanin canli

kalma ihtimali daha ¢oktur [31].

Periodontal ligamentin fizyolojik toleransii asan ortodontik kuvvetlerin
dislere uygulanmasi pulpa dokusundaki kan ve sinir iletiminde degisikliklere neden
olur ve hatta apeks rezorbsiyonu baslatabilir [46, 47]. Asir1 derin kiiretaj islemleri de
pulpa hasarina neden olarak apikal damarlar1 ve sinirleri zedeleyebilir. Kanal
uzunlugunun  yanlis  hesaplanmasi,  gereginden fazla uzun tutularak
overenstrumantasyon sonucu apikal diren¢ formunun kaybedilmesiyle dolgu maddesi

periapikal dokularda fiziksel ve kimyasal hasar olusturur [31].
2.2.3. Kimyasal Irritanlar

Bazi c¢aligmalarda kok kanal tedavisi esnasinda uygulanan kanal ici
irrigasyon soliisyonlarinin, antibakteriyel ajanlarin, kanal i¢i medikamentlerin toksik
olduklar1 veya biyouyumlu olmadiklar1 hakkinda iddialar ileri siirtilmistiir [48, 49].
Diger irritasyon ajanlar1 arasinda alkol, kloroform, hidrojen peroksit ve ¢esitli asitler
gibi kavite temizleyicileri, hassasiyet gidericilerin igindeki kimyasallar, kavite
astarlar1 ve kaideleri, gegici ve daimi restorasyon materyallerini sayabiliriz. Kavite
preparasyonlarindan sonra dentini sterilize etmek i¢in kullanilan giimiis nitrat,
kafurlu veya kafursuz fenol, §jenol gibi antibakteriyel ajanlar tartisma konusudur ve

sitotoksisiteleri pulpada iltihapsal degisikliklere neden olabilir [50].
2.3. PERIAPIKAL DOKU HASTALIKLARI

Kok kanal enfeksiyonlar1 ¢ogunun kaynagi tedavi edilmemis olan g¢iiriik,
kirilmis ya da catlamis bir dis veya dental cepten buraya gelen mikroorganizmalardir.

Enfeksiyon nedenleri minede hasara yol acar ve bakterilerin dis pulpasina dogru
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girmesine izin verir. Kok kanal enfeksiyonu baslangicinda bakteriler kendileri igin
Iyi bir besiyeri olan pulpaya girer, cogunlukla pulpa nekroze olur ve kanal boyunca
ilerleyerek foramen apikalden disariya ¢ikar, periapikal dokulara yayilir ve burada
iltihabi olaylara neden olur. Pulpanin kron kismi devital olduktan sonra kok kismmda
dis kokiiniin alttan 1/3 'liik kism1 apse formasyonuna girer. Periapikal iltihaplar, yani
kok ucu etrafindaki dokularin zararli etkenlere karsi reaksiyonu akut veya kronik
sekilde olur. Periapikal apseler, akut fazda ya da diisiik Olgekli stirekli (kronik)
enfeksiyon seklinde minimal semptomlarla gecirilebilir. Ancak enfeksiyon

temizlenmedigi siirece periapikal apseler kronik olarak devam edecektir [51, 52].

En sik goriilen periapikal doku hastaligi pulpal kaynakli olan ‘apikal
periodontitis' kok kanal sistemindeki mikroorganizma varligmma karsi gelisen bir
reaksiyondur. Iltihabi reaksiyon bolgesinde immiin reaksiyonun sonucu olarak akut
bir sekilde goriilebilir. Kok kanalindaki mikroorganizmalarin ve konak yaniti
arasindaki denge, kronik periapikal iltihap olarak ifade edilir. Bu denge
bozuldugunda, pek c¢ok semptom ile birlikte akut iltihabi reaksiyon geligir [53].
Periapikal bolgedeki zengin kollateral dolasim, bélgenin korunmasi agisindan yararh
olmasina ragmen bu bolgede olusan iltihabik bir reaksiyon ¢evre dokulara kolayca

yayilabildigi i¢in zararh olabilir [54].
2.3.1. Periapikal Doku Hastaliklarinin Simiflandirilmasi

Bir¢ok arastirici, periapikal doku hastaliklarini farkli siniflandirmaktadir.
Ornegin; Torabinejad, pulpa hastaliklarmin histopatolojik  bulgular ile
karsilastirildiginda lezyonlarin siiresi ile klinik belirtileri ve semptomlar1 arasinda
¢ok az benzerlik oldugunu belirtmistir. Bu farkliliklar nedeniyle ve kolaylik
acisindan bu lezyonlar 6 farkli smifa ayrilmistir: normal periapikal dokular,
semptomatik apikal periodontitis, asemptomatik (kronik) apikal periodontitis,
condensing osteitis, akut apikal apse ve kronik apikal apse. Agr1 ve sislik gibi
belirgin semptomlarla iligkili lezyonlar akut (semptomatik) sinifina girdigi gibi, hafif
semptom igerenler veya hi¢ semptom igermeyenler kronik (asemptomalik) lezyonlar

olarak adlandirmigtir [31, 55].
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Diger bir smiflandirma Diinya Saglik Orgiiti (WHO, 1995) tarafindan
yapilmistir. Buna gore periapikal doku hastaliklar1 asagidaki sekilde

smiflandirilmistir:
* Periodontitis
- Pulpal kaynakli akut apikal periodontitis
- Pulpal kaynakli kronik apikal periodontitis
* Apse
- Fistiilsiiz periapikal apse
- Fistiile olmus periapikal apse

« Radikiiler kist

Bu siniflandirma, periapikal lezyonlarin klinik belirti ve bulgularma iliskin
olarak yapilmistir. Kullanish bir smiflandirma olmakla beraber eksikleri oldugu

sOylenebilir.

Nair, 1997 yilinda apikal lezyonlarin dinamigini ve histopatolojisini esas alan
alternatif bir smiflandirma 6nermistir. Nair' in kriterleri, iltihabi hiicrelerin tipi ve
dagilimini, epiteliyal hiicrelerin varligin1 veya yoklugunu, lezyonun kistik bir form
alip almadigini; kistik bir form almigsa etkilenen disin kok kanalinin apikal forameni

ile kist kavitesi arasindaki iliskiyi icermektedir.
Nair'in periapikal doku hastaliklariin siniflandirmasi soyle 6zetlenebilir:
 Akut apikal periodontitis
- primer veya sekonder
* Kronik apikal periodontitis
* Apikal apse
- akut veya kronik
* Periapikal kist

- paket veya gercek [53]
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Smiflandirmanm; klinik belirtilere gore, klinisyenin tedaviye gitmesine

yardimci olacak sekilde algilanmasi dogru olacaktir. Klasik olarak periapikal doku

hastaliklar1 siniflandirilmasi asagidaki gibidir.
Periapikal doku hastaliklart:

- Akut periapikal doku hastaliklar

 Akut apikal periodontitis

 Akut apikal apse

- Kronik periapikal doku hastaliklar1

- Kist [56]

* Kronik apikal apse

* Kronik apikal periodontitis

Son yillarda Abbott isimli arastirici, yaymladigi makalesinde, hastanin klinik

ve radyografik muayenesi sirasinda elde edilebilecek bulgulara dayali terminoloji

kullanarak bir smiflandrma sistemi yapmistir. Bu smiflandirma Tablo 5’te

goriilmektedir .

Tablo 5. Periapikal doku hastaliklarinin klinik simiflandirilmasi [57]

A) Klinik olarak normal periapikal / periradikiiler doku

D)Periapikal kist
-Gerg¢ek Kkist
-Paket Kist

B) Apikal periodontitis
-Akut:

Akut primer apikal periodontitis
Akut sekonder apikal periodontitis (akut alevienme)

-Kronik:

Kronik apikal periodontitis (Graniilom)

Condensing osteitis

E) Fasiyal seliilit

F) Ekstra-radikiiler enfeksiyon
G) Yabanci cisim reaksiyonu
H) Periapikal skar

C)Periapikal apse:

-Akut periapikal apse

Akut primer periapikal apse
Akut sekonder periapikal apse
-Kronik periapikal apse

I) D1s kok rezorbsiyonu
-Yiizeyel

-[ltihabi

-Yer degistirme
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Nair'in Onerilerini de igeren bu smiflandirma, periradikiiler dokularm
(periapikal ve lateral periodontal) durumunun klinik tanisi i¢in kullanilabilecek
uygun bir yapiya sahip gibi goriinmektedir. Kok rezorpsiyonlari, periradikiiler
dokular1 etkilediginden, smiflamaya dahil edilmistir. Disin periapikal durumu
degerlendirilirken, rezorptif lezyonlarin dogru olarak tanimlanmas1 klinisyenler i¢in
onemlidir. Ancak burada akut ve kronik terimleri, hastanin agr1 hissini algilayisina
iliskin klinik kosullarm gostergesi olarak bu siniflandirmada kullanilmigtir; dokularin
gercek histopatolojik sathasinin bilinmesi klinik olarak miimkiin olmadigidan ve
olgudan olguya, hatta aym diste farkli zamanlarda degiskenlik gosterebildiginden
histopatolojik tanimlama kullanilmamistir. Gergek anlamda diisiintildiigiinde,
histopatolojik sathalarin bilinmesi, tedavi seceneklerinde fazla bir farklilik

sergilemeyecektir [57].
2.3.1.1. Normal Periapikal Dokular

Bu durum, disin normal apikal dokuya sahip oldugu, perkiisyonda ve
palpasyonda anormal hassasiyet gostermedigi, klinik ve radyografik tani kategorisi
ile ifade edilir. Bu kategorideki dislerin normal lamina duralar1 ve periodontal

ligamentleri vardir.

2.3.1.2. Semptomatik Apikal Periodontitis (Akut Apikal Periodontitis)

Etiyolojisi: Pulpa nekrozu sonrasi iltihabin periradikiiler dokular igine ilk
yayillmasiyla olusan durum semptomatik apikal periodontitis (SAP) olarak
adlandirilir. Nekrotik pulpa dokusunda yerlesmis olan mikroorganizmalarin sebep
oldugu periodontal membranda ortaya ¢ikan bir serdz iltihaplanmasidir. Disin destek
yapilarinm hizla yikilmasma yol agan akut bir lezyondur [30]. Pulpa iltihabinin
periradikular dokulardaki ilk gelisimi, "akut apikal periodontitis" olarak adlandirilir.
Nedeni doniisiimsiiz iltihapli pulpadan gelen bakteriyel endotoksinler, kimyasallar
(irrigasyon soliisyonlar1 ya da dezenfeksiyon ajanlari gibi), yiiksek kalmis olan
restorasyonlar, kanal aletlerinin apeksten digar1 ¢ikmasi ve taskin kanal dolgusu
olabilmektedir [58]. Pulpa irreversibl iltihapli veya nekrotik olabilir. Etiyolojik
faktorlerin cinsine gore iltihap alanmi septik veya aseptik olabilir. Septik ve aseptik
rahatsizliklardaki mikrobiyolojik ydnden en biiyiik farklilik ise bir kanaldaki
ortalama tiir ¢esitliligidir [59].

20



Belirtileri ve Semptomlar:: Apikal periodonsiyumda biriken ser6z eksuda,
disi alveoliinden disar1 dogru yiikseltmistir. Sinir ug¢lar1 basing altindadir ve devamli
spontan bir agr1 vardwr. Agri, zaman zaman kendiliginden azalir veya cogalir,
zonklama tarzindadir ve tamamen ortadan kalkmaz [59].

SAP"n klinik 6zellikleri, orta derecede veya siddetli spontan rahatsizliga ek
olarak da ¢ignemede ve perkiisyonda agridir. Eger SAP, pulpitisin genislemis haliyse
belirtileri ve semptomlari, sogugu, sicag1 ve elektriksel cevaplar1 kapsayacaktir.
Nekrotik pulpadan kaynak alan SAP vitalite testlerine cevap vermez. Parmak ucuyla
veya ayna sapiyla hafifce vurularak (perkiisyon) uygulanan basing belirgin
dayanilmaz agrilara neden olabilir. SAP, apikal radyoliisent bir alanla iligkili olabilir
veya olmayabilir. Periodontal ligamanin "kalinlagmasi”, SAP' in radyografik 6zelligi
olabilir. Buna ragmen, genelde normal pcriodontal ligaman bolgesi ve kesintisiz
lamina dura vardir.

Histolojik Ozellikleri: SAP tablosunda pulpanimn apikal bdlgesininin lokalize
bir alaninda PMN l6kositler ve makrofajlar goriliir. Zaman zaman, kiiclik
likefaksiyon nekrozu alanlari olabilir (apse). Radyografik olarak rezorpsiyon genelde

goriilmese de histolojik olarak kemik ve kok rezorpsiyonu goriilebilir.

Tedavisi: Okliizal uyumlandirma (hiperokliizyon varsa), irritanlarin ya da
patolojik pulpanin kaldirilmast ve periapikal eksudanin kaldirilmasit genelde

rahatlatir.

2.3.1.3. Asemptomatik  Apikal Periodontitis (Kronik  Apikal

Periodontitis)

Etyolojisi: Asemptomatik apikal periodontitis (AAP) pulpa nekrozundan
kaynaklanir ve genelde SAP’ mn sekelidir. Devamli pulpal irritasyonlarin uzun siireli
etkileri sonucu periapekste yavas yavas genisleyen kronik bir iltihaptir. Genellikle
pulpa kaynakli apekste konumlanmis yaygin enflamatuar yanit mevcuttur. Dokularda
olusan abse kendine yol bularak fistiil ile drenaj olursa en az direncle karsilastig
viicut ylizeylerinden birine tutunabilir. Bu yiizden diger enfeksiyon hastaliklarina da

sebep olmaktadir [60].
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Belirtileri ve Semptomlart: Tan1 olarak AAP, iltihap ve periapikal dokularin
yikimiyla alakali, pulpa kaynakl, klinik olarak asemptomatik bir durumdur. Pulpa
nekrotik oldugundan, AAP’ 1i bir dis elektriksel ya da termal uyaranlara cevap
vermez. Perkiisyonda ya az agri olusur ya da hi¢ agr1 olugsmaz. Palpasyonda, kemigin
konikal tabakasinin degistigini ve AAP’ nin yumusak dokularin i¢ine yayildigini
belirten hafif hassasiyet olabilir [61].

Radyografik Ozellikleri: Lamina duranim kesintiye ugramasindan periapikal

ve interradikiiler dokularin genis alanda yikimma kadar degisebilir.

Histolojik Ozellikleri: AAP lezyonlar: histolojik olarak graniilomlar ve
kistler olarak siniflandirilirlar. Bir periapikal graniilom, mast hiicreleri, makrofaj]ar,
lenfositler, plazma hiicreleri ve bazen de PMN I6kositler ile infiltre edilen
graniilomat6z dokudan meydana gelir. Cok cekirdekli dev hiicreler, kopitikli

histiyosit, kolesterol bantlan ve epitel siklikla bulunur.

Apikal (radikiiler) kistin eozinofilik sivi ya da yar1 kat1i madde ile dolu
merkezi boslugu vardir ve bu bosluk ¢ok katli yassi epitel ile ¢evrilmistir. Epitel,
periapikal graniillomda bulunan biitiin hiicresel elemanlarini iceren bag dokusu ile
cevrelenmistir. Bundan dolayi, bir apikal kist epitel ile dosenmis kavite ya da
kaviteler iceren bir graniilomdur. Epitel kaynaklari; Hertwig epitel kilifinin kalintilar1
ve Malassez epitel artiklaridir. Bu hiicre artiklar1 iltihapsal uyarana yanit olarak

prolifere olurlar. Kist olusumunun giincel agiklamasi belirsizdir.

Devamli pulpal irritasyonlara karsi tepki olarak graniilasyon dokusu
(periapikal graniilom) genislemektedir. Siddetli irritasyonlarin uzun siire etkileri
sonucu periapekste uzun stireli kronik ilerler [62].Bu olusumlar bakteri kolonileri,
nekrotik doku kalintilari, antijen, ekzotoksin, endotoksin ve c¢esitli bakteri
enzimlerine karsit bagisiklik cevabmnin sonucu olarak kendi kendine olusmaktadir
[63]. Periapikal kistler de olusur. Bunlar merkezi bolimii eozinofilik sivi veya
yarikat1 bir maddeyle dolu bir kavitedir. Pulpa kaynakli periapikal kistler; iltthabi
kistlerdir ve iltihabi kompleksin de bir par¢asidirlar [64]. Kronik lezyonlarin ¢ogunda

16kosit hiicreleri olan lenfosit, plazmozid ve makrofajlar cok sayida bulunmaktadir .
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Tedavisi: Irritanlarin (nekrotik pulpa) uzaklastirilmasi ve kok kanal
sisteminin tam olarak tikanmasi genelde AAP' nin ¢oziilmesiyle sonuglanir. Yeterli
kok kanali tedavisi ya da ¢cekimden sonra apikal kistin ¢oziinmeye kars1 direndigini

gosteren hi¢ bir kanit yoktur.
2.3.1.4. Condensing Osteitis

Etyolojisi: Asemptomatik apikal periodontitisin degisik bir ¢esidi olan
condensing osteitis, inat¢i irritasyona yanit olarak trabekiiler kemikte artisla ifade
edililir [61]. Periapikal dokularin ileri derecede harabiyetidir. Pulpadaki enfeksiyon
nekroza doniiserek alveolar kemige yayilir ise osteitis adi verilir . Bu durum
kemikteki mineral madde yogunlugunun artmasindan degil osteoblastik aktivitenin
artmasindan kaynaklanmaktadir [65]. Kemik trabiikiillerinin kalinliklar1 artar ve
kemik iligi bosluklar1 ortadan kalkar. Birim alanda daha fazla kemik dokusu vardir
[61].Condensing osteitisin ana nedeni, kok kanalindan periradikiiler dokulara yayilan
irritanlardir. Bu lezyon genelde, pulpa iltihab1 veya nekrozu olan alt arka dislerin
apeksleri etrafinda bulunur. Ancak, condensing osteitis herhangi bir disin apeksiyle

de ilgili olarak gelisebilir.

Belirtileri ve Semptomlari: Nedene baglh olarak (pulpitis veya pulpa
nekrozu), condensing osteitis hem asemptomatik hem de agriyla beraber olabilir.
Condensing osteitisli disin pulpa dokusu elektriksel ve termal uyaranlara cevap
verebilir. Ayrica bu disler palpasyonda ve perkiisyonda hassas olabilir veya
olmayabilir. Radyografik olarak, disin kokii etrafinda diffiiz yogun radyoopak
diizenlenmelerin varligr patognomiktir. Histolojik olarak  diizensiz olusmus
trabekiiler kemik ve iltihap artis1 vardir. Eger endike ise kok kanali tedavisinin
yapilmasi condensing osteitisin tam olarak ¢oziilmesiyle sonuglanabilir [66].
Condensing osteitis siklikla patolojik bir olusum olmayan enostozlar (sklerotik

kemik) ile karistirilirlar.

2.3.1.5. Akut Apikal Apse (Semptomatik Apikal Apse)

Etyolojisi: Akut apikal apse (AAA) periradikiiler dokularda yikima neden
olan, nekrotik pulpadaki mikrobiyal veya mikrobiyal olmayan irritanlara yanit olarak

olusan, pulpa kaynakli siddetli bir iltihabi yanit, lokalize veya diffiiz likefaksiyon
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lezyonlaridir. Cogunlukla akut apikal periodontitisten sonra gerceklesir. Ancak bu
ilerlemeyi klinik olarak takip etmek oldukg¢a zordur. Akut abselerde ¢ogunlukla dis
sislikle karakterizedir [59, 67].

Belirtileri ve Semptomlari: AAA hizli bir baslangi¢ ve spontan agri ile
karakterizedir. Reaksiyonun siddetine bagli olarak, AAA' li hastalarda genellikle orta
derecede veya siddetli rahatsizlik ve/veya sislik vardir. Eger apse kemikte sinirl ise
genelde sislik goriilmez. Ayrica, bazen viicut sicakhiginin yilikselmesi, kiriklik ve
lokositoz gibi enfektif siirecin sistemik goriiniimleri de olabilir. Ciinkii bu bulgular
sadece nekrotik pulpali, elektriksel ve termal uyaranlara yanit vermeyen dislerde
gbzlenir. Buna ragmen bu disler genellikle perkiisyonda ve palpasyonda agrilidir.
[rritanlar tarafindan hasara ugratilmis sert dokunun yikim derecesine bagli olarak,
AAA' nin radyografik ozellikleri hi¢ bir fark olmamasindan, PDL boslugundaki
kalinlasma ve bariz radyoliisent lezyonlara kadar degisebilir. Radyografik goriintiisii

akut apikal periodontitisle benzerlik gostermektedir [68].

Infeksiyon kortikal damaga girdiginde ve yumusak dokulara yayildiginda
selulit admi alir. Bununla birlikte yumusak dokulara yayilim neticesinde agrida
azalma goriliir [56]. Baz1 akut enfeksiyon durumlarda abseler yayilarak bas, bogaz

bolgelerine yerlesmekte ve hastanin yasamini tehdit etmektedir [69].

Histolojik Ozellikleri: AAA'nin histolojik incelemesinde, ¢ok sayida
dagilmig PMN l6kosit, debris ve hiicre arliklarini igeren likefaksiyon nekrozunun
lokalize yikici lezyonu ve piiriilan eksudanin birikmesi goriiliir. Apseyi ¢evreleyen
graniilomatéz doku vardir; bu nedenle lezyonu graniilom icinde apse olarak
tanimlamak en iyisidir. Ozellikle, apse, ¢ogu kez direkt apikal foramen yoluyla
ilerlemez; bir apse ¢ogunlukla dis yoluyla drene olmaz. Altta yatan nedenin ortadan
kaldirilmasi ile basing hafifler (drenajin miimkiin oldugu durumlarda) ve rutin kék

kanal1 tedavisi ¢ogu AAA olgusunun ¢dziilmesine neden olur.
2.3.1.6. Kronik Apikal Apse (Asemptomatik Apikal Apse)

Kronik apikal apse (KAA), uzun siiren lezyonlarin varliginin mukoza (siniis
fistiilii) ya da deri ylizeyine drene olmasi ile sonuglanan apseye sebep olmasiyla

karakterize, pulpa kaynakli iltihabi bir lezyondur. Periapikal bag dokusunun
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irritanlara karst uzun siireli ve diisiik diizeyli iltihabi reaksiyonlara "kronik apikal

apse " denir [63].

Etyolojisi: KAA'nin patogenezi AAA' ninkiyle benzerdir. O da pulpa
nekrozundan kaynaklanir ve genelde apse olusturmus kronik apikal periodontitis ile
iliskilidir. Apse, oral mukozada ve bazen de fasiyal dermiste fistiil agz1 olusturmak
icin kemikte ve yumusak dokuda tiinel acarak ilerler. Bu lezyonlardaki histolojik
bulgular SAP 'teki bulgular ile benzerdir. KAA, periodonsiyum yoluyla sulkus igine

de drene olarak, periodontal apseyi ya da cebi taklit edebilir.

Belirtileri ve Semptomlar:: Fistiil yolunun gecici olarak kapanmasinin
agriya neden oldugu durumlar haricinde KAA, drenaj saglandigi i¢in genelde
asemptomatiktir. KAA' nin klinik, radyografik ve histopatolojik 6zellikleri AAP'
inkilerle benzerdir. Farkli olan 6zellik, iltihapli bag dokusu ile cevrili epitel ile

parsiyel ya da total olarak smirlanmis siniis fistiiliidiir [70].

Parulis ve fistiil agzindan drenaj ile karakterizedir. Kronik apikal apsede
histolojik olarak olusan bolgeler apeks cevresinde cerahat bulunmasi disinda

periapikal graniilomlarla karistirilabilir.

Sakin donemdeki kronik apikal abse klinikte belirti vermez. Agrilar akut
hale gectigi zaman baslar. Fistiil agz1 koagiilim veya epitelyal gelisimiyle
tikandiginda hafif agrili semptomlar olusur. Her devital diste kronik apikal apse
varligindan siiphe etmek gerekir [65].

24. KOK KANAL TEDAVISINDEN SONRA PERIAPIKAL
LEZYONLARIN iYILESMESI

Diglerin periapikal bolgesinin fizyolojik agidan aktif alan olmasi ve tamirin
(onarimm)  ve  rejenerasyonun  degisim  yetene8i  yiiksektir.  Basta
mikroorganizmalarin neden oldugu dislerin ileri derecedeki kok kanalinin apikal
boliimiinde meydana gelen iltthap sonucu dentinden, semente hatta periodontal
membrana dogru genislemis alveolar kemik rezorbsiyonu goriiliir. Periapikal
lezyonlu dislerde iyilesmenin rejenerasyondan ziyade tamir (onarim) oldugu
vurgulanmustir. Bu iltihabik durum ile ilgili olarak erken evrelerde hakim olunmus,

son derece erken yanitlar alinarak molekiiler ve hiicresel seviyelerde iyilesmeler
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gdzlenmis ¢aligmalar vardir. Iltihap ve tamir farkli fenomenler olmayip, molekiiler
ve hiicresel seviyede ayrilmasi olanaksiz tek progesin (slirecin) parcalarini

olustururlar [31, 71].
2.4.1. lyilesme Derecesi

Doku onariminin derecesi, apikal bolgedeki doku hasarina ve g¢evresinde
gozlemlenen doku yikimmin derecesine baglhdir.Periapikal bdlgedeki dokularda
yaralanma hafifse daha kii¢iik bir tamir yeterli olurken yaralanma derecesi agirsa
daha kapsamli bir tamir gerekmektedir. Ve ¢esitli derecelerde yeniden organizasyon

ve onarim olugmaktadir [31, 71].

Defektin biiyiikliigii ya da alttaki stromaya gelen yaralanmanin derecesi gibi
belirli faktorler orijinal doku yapismmin tamamen rejenerasyonunu etkileyebilir.
Boyne, bu kritik boyutlardaki defektlerin kemik morfo genetik proteinler gibi

indiikleyici faktorler ile uyarilmaz ise iyilesmeyecegini ortaya ¢ikarmistir [72].
2.4.2. lyilesme Siireci

Cogu arastirmaci periapikal lezyonlarm iyilesme siirecindeki bir dizi
olusumlar1 ¢ekim bolgesindeki onarima (tamire) benzetmektedir [26, 31, 71, 73].
Ozellikle hekim igin ©nem tasiyan iltihabi reaksiyona neden olan
mikroorganizmalarin ortadan kaldirilmasiyla nekrotik pulpali diglerin foramen
apikale'ye komsu iltihapli dokudaki reaksiyon azalmaktayken dokuyu olusturan
hiicrelerden fibroblastlar ve endotelyal hiicreler artmakta ve bdylece dokunun
yeniden organizasyonu ve olgunlagsmasi gozlenmektedir [74]. Cekim bolgesinde
enfeksiyon yoklugunda iyilesme nasil hizla gergeklesiyorsa; basarili bir kanal
tedavisi sonrast iltihabin giderek azalmasi da buna benzer bir siiregtir [6, 75, 76].
Aksine iyilesmenin daha yavas seyretmesi durumunda, kok kanal tedavisi sonucu
enfeksiyonun yok edilememesi veya yeterli seviye azaltilamamasi sonucu ile
karsilagilabilir [12, 26, 77, 78]. Kok kanal tedavisi sonrasi yapilan gesitli hatalardan
kaynaklanan taskin enstriimantasyon ve tagkin dolgu materyalinin yabanci cisim
reaksiyonlarinin onarimin gergeklesecegi apikal bolgedeki tamir (onarim) ve
iyilesmenin yavas olmasina neden oldugunu gosteren ¢alismalar bulunmaktadir [26,

78-80]. Nair ve arkadaslar1 apikal periodontitisi tanimlarken, intraradikiiler
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biyofilmle meydana gelen kronik bir hastalik oldugundan bahsetmislerdir [12].
Savunma mekanizmalar1 ve dezenfektanlara karsi daha direngli olan bakteriyel
biofilmler inat¢i iltihaplarin en sik goriilen nedenidir. Periradikiiler iyilesmenin
slireci ancak bakterilerden arindirilmis bir ortamda saglikli olarak olusabilmektedir.
Birgcok arastirmact yaptig1 rontgenografik ve histolojik ¢alismalar1 sonucunda
periapikal lezyonlarin iyilesme siirecinde kronik iltihabin devam ettigini

vurgulamiglardir [81-83].

Enfeksiyondan ilk etkilenen periodontal ligament, iyilesme siirecinde tam
aksine normal yapisina son kavusan dokudur. Sement birikimi, artan vaskiilarite ve
artan fibroblastik ve osteoblastik aktivite histolojik olarak iyilesen periapikal lezyonu
gostermektedir. Bazi lezyonlar Onceki ilk yapismin Dbiitinligini birebir
kazanamamaktadir. Farkli fibril ve kemik 6rneklerinde varyasyonlar goriilmektedir.
Bu durum radyografik olarak genislemis lamina dura veya degismis kemik yapisi ile
karakterizedir [26].

2.4.3. lyilesmeyi Etkileyen Faktorler

Endodontik tedavilerin ardindan yas, genel saghk durumu, kok ve
cevresindeki dokularin mikrobiyal ve ihtihabi durumu, tekrarlayan tedavi olgulari,
periodontal hastalik varligi, okluzal travma, teknik komplikasyonlar, kanallarin
biyomekanik preparasyonlarmin seviyesi, kok kanal antiseptiklerinin timi ve
kullanilis bigimleri, kok kanal dolgusunun seviyesi ve tikama etkinligi periapikal

doku iyilesmesi tlizerine etkili olabilmektedir.

Periapikal lezyonlarda onarmmi (tamiri) etkileyen lokal faktorler arasinda
enfeksiyon, hemoraji ve enstriimantasyon sirasinda apeks disinda olusan fiziksel
zedelenme ve periradikiiler dokulardaki yabanci cisimlerin basinci ve yaslilarda
goriilen vaskiilarizasyon azalmasini sayabiliriz. Zedelenen dokularm tamiri yaslhilikta

da ger¢eklesmesine ragmen siirecinin geciktigi goriiliir.

Tiiberkiiloz ve diabet gibi hastaliklar kontrol altinda degilse iyilesmeyi
geciktirir. Fouad ve Burleson insiiline bagimli diabetes mellitus olan hastalarda
yaptig1 caligmada, apikal lezyonlu dislere yapilan kok kanali tedavisinden sonra

iyilesme oraninin diabetik olmayanlara gore daha az oldugunu bulmuslardir [84].
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Periapikal lezyonlarin iyilesmesini etkileyen diger faktorler arasinda;
Iokopeni gibi kalitsal konak faktorlerini, kan akimmm bozulmasini, yetersiz
beslenmeyi, kortikosteroidleri, menapoz sonrasi gorillen kemik matriksinin
olusumundaki bir bozukluk olan osteoporézii ve diger sistemik hastaliklari

sayabiliriz.

Bazi sistemik durumlarda endodontik tedaviyi c¢ekimin yerine tercih
etmekteyiz. Bunlar arasinda bakteriyemi riski tasiyan sistemik durumlar1 ve
radyasyon tedavisi gérmiis hastalarda osteoradyonekroz olasiligi bulunan durumlar1

sayabiliriz.

Bazi arastirmalar, sitokinlerin periapikal lezyonlarin iyilesmesi siirecinde

onemli rol oynadigini gostermistir [85, 86] .

2.5. ENDODONTIK ACIDAN SONUCLARI DEGERLENDIRME
YONTEMLERI

Periapikal lezyonlarin iyilesip iyilesmedigi, endodontik agidan sonuglarin
degerlendirilmesinde ve kok kanali tedavisinin basari ya da basarisizligimi
belirlenmesinde kullanilabilecek yontemler arasinda cerrahi miidahale ile periapikal
dokularin  histolojik degerlendirmeleri, klinik muayeneleri ve radyografik
degerlendirmeleri sayabiliriz. Ancak histolojik degerlendirme kok kanali tedavisinin
klinik sonuglarini degerlendirme agisindan kullanish olmadigindan bu yontem Klinik

ortamda rutin olarak pek kullanilmaz.
2.5.1. Histolojik Degerlendirme

Klinik ortamda pratik olmayan bu ydntem cerrahi olmadan imkansizdir.
Birka¢ arastirmaci olumsuz radyografik goriiniim ile histolojik bulgular arasindaki
iliski derecesini belirsiz olarak ortaya koyarak c¢ok farkli sonuglara ulagmislardir.
Ornegin Brynolf kok kanali tedavisi gormiis dislerde, radyografilerde, basarili
goriiniime ragmen histolojik incelemelerde periradikiiler iltihabin oldugunu

gOstermistir [81].

Bunun aksine Green ve arkadaglar1 kok kanali tedavisi goérmiis dislerin

histolojik olarak iltihapsiz oldugunu géstermistir [2].
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Bu yilizden, klinik muayene ve radyografik degerlendirme kok kanali

tedavisinden sonra iyilesme derecesini belirlemek ac¢isindan en pratik yontemlerdir.
2.5.2. Klinik Degerlendirme

Sonucun klinik olarak izlenmesi, kok kanal tedavisi Oncesi anamnezi ile
tedavi sonrasi silirecin hikayesini, kanal tedavisinin tamamlanmasindan sonraki
rahatsizliginin olup olmadigini, agr1 ve hastanin diger subjektif semptomlar1 ayirt
edici yaklasimmin incelenmesini, palpasyon ve perkiisyona verilen cevap ve dis
mobilitesinin degerlendirilmesini, cep derinliginin ¢evresel olarak dl¢iilmesini, fistiil
yolu bulunan olgularda fistiiliin 1yilesip 1yilesmediginin kontroliinii ve
fonksiyonellik ve dayaniklilik acisindan uygun koronal restorasyonun kalitesinin
degerlendirilmesini icermelidir. Klinik incelemenin yetersiz bir tarafi asemptomatik

seyirli olan kronik degisikliklerin degerlendirilememesidir [87].
2.5.3. Radyografik Degerlendirme

Farkli zamanlarda alinan radyografilerin karsilastirilmasinda kesinlik ve
tekrarlanabilirlilik olmasinin saglamasi i¢in minimum sapma agisi ile ¢ekilmesi
gereklidir. Paralellestirici bir aygitin kullanilarak filmlerin ¢ekilmesi en iyi yol olarak
gozilkmektedir. Radyografik degerlendirmede, koklerin cevresinde diizenli ve
devamli bir periodontal ligament araliginin mevcut olup olmadigi, apikal
periodontitisin varligr ya da yoklugu, enflamatuvar kok rezorpsiyonu belirtileri,

koronal restorasyonun kalitesi ve marjinal ve periradikiiler kemigin durumu

incelenir [87, 88].

Sonucu degerlendirmede klinik muayene ile birlikte radyografi esastir.
Sonucun degerlendirilmesi radyografik goriintii olmadan miimkiin degildir, en fazla

disin sag kalimi degerlendirilmesi olarak tanimlanabilir.

Buna karsmn radyografik tanida birka¢ yetersizlik vardwr. Bunlar arasinda

asagidakileri sayabiliriz:

* Radyografik bulgular mevcut doku yikiminin ilerlemesine ve

periradikiiler kemikten devamli kemik kaybina baghdir.

29



» Radyografi, patolojik bir olaym ilerlemesi, durmasi veya
gerilemesini igeren dinamik bir siirecin statik bir goriintlisiidiir. Bu nedenle,
radyografi her zaman gegen siire baglaminda degerlendirilmeli ve bu amagla mevcut

goriintii eskileri ile karsilastirilmalidir.

 Koronal restorasyonun  kalitesi  periapikal  bdlgenin
degerlendirilmesini etkiler: Saglam koronal restorasyonlu bir dis, defektli veya
sipheli bir restorasyona sahip dise gore daha c¢ok '"saghkl" olarak

degerlendirilmelidir [87].

Bazi arastirmacilar periapikal lezyonlu dislerin tedavisini takiiben yaptiklari
radyografik incelemeden sonra lezyonun sinir1 ve genisligiyle ilgili farkh fikirler
ortaya atmuslardrr. Ornegin; Gutmann ve arkadaslari, periodontal ligament
araligidaki genisligin 1 mm'den az olmasimi kabul edilebilir olarak sayarken 2
mm'den fazlasmi kabul edilebilir olarak saymamuslardir [89]. Ornegin; Strindberg
taskin kanal dolgusunun etrafindaki az miktardaki genislemeyi, materyalin bag
dokusu ile enkapsiilasyonunu gosterebileceginden dolayi, tolere edilebilir olarak
tamimlamustir [90]. Strindberg'in (1956) radyografik degerlendirmesine gore ise; 1.
Iyilesmis ve basarili: Periodontal ligament boslugunun kontiir ve genisligi normal
veya esas olarak taskin dolgunun cevresinde genislemis periodontal ligament
kontiirleri mevcut, 2. lyilesmekte veya belirsiz: Periradikiiler radyoliisensi ebat
olarak belirgin sekilde azalmis, bununla beraber ilave takip mevcut degil. 3.
Iyilesmemis veya basarisizlik: Periradikiiler radyolusensi degismemis veya ebat

olarak artmis seklinde degerlendirme yapilmistir [90].

Radyografik degerlendirmede 6nemli olan nokta tedaviyi yapan hekim ile
tedavi sonrasi almman radyografiyi Oncekiyle kiyaslayan hekimin farkli olup
olmamasidir. Ciinkii tedaviyi yapan hekim oOnyargilarindan uzaklasamadigi i¢in
objektif kiyaslama yapamayabilir. Bender ve arkadaslar1 radyografik yorumlamalarin
kisisel hiikiimlerden etkilendigini ve acida yapilan bir degisimin lezyonun daha
biiyilk ya da daha kii¢clik olmak iizere ¢ok farkli bir sekilde goriinmesine neden
oldugunu belirtmistir. Ayni1 zamanda farkli gozlemciler radyografide gordiikleri
konusunda uzlasmaya varamayabilir ve ayni gozlemci farkli bir zamanda ayni

radygorafide gordiigli durumu daha degisik yorumlayabilir [91].

30



2.5.4. Son Durumun Degerlendirilmesinde Kullanilan indeksler

Brynolf'un 1967'deki c¢alismasina dayanarak (Tablo 6), Orstavik ve
arkadaglar1 gelistirdikleri periapikal indeksin (PAI), kok kanali tedavisinin
radyografik olarak yorumlanmasinda kullanilmasmi onermislerdir. Bu indeksin
pozitif kalibrasyon yetenegi ve klinik ayrimindan dolay1 iyi bir tani1 hassasiyeti,
tekrarlanabilirlik ve gbzlemciler arasi uyum saglayabilme 6zellikleri bulunmaktadir.
Ayrica, bu indeks, lezyonun varligimi test ederken basit bir evet ya da hayir kararmin
yani sira semi-kantitatif bir analize de olanak saglar. Buna kargin Reit ve Grondahl'in
gelistirdigi bes seviyeli periapikal olasilik indeksi (PRI= periapical probability index)
'nin kullanimi kolaydir ve sadece lezyonun varliginin var ya da yok olma olasiligini

belirler [3, 81, 92].

Bazi arastiricilar tedavi sonuglarinin degerlendirilmesinde periapikal indeksi

kullanmislardir [3, 93-95]
PRI (Periapikal Olasihk indeksi) su sekilde derecelendirilir: [92]
1. Kemigin periapikal yikimi neredeyse hi¢c mevcut degildir,
2. Kemigin periapikal yikim1 muhtemelen mevcut degildir.
3. Emin olmayan, siipheli.
4. Kemigin periapikal yikimi1 muhtemelen mevcuttur.
5. Kemigin periapikal yikim1 neredeyse kesin olarak mevcuttur.

Bu indeks PAI' den daha hassas degildir, ancak yiiksek derecede gozlemci
kalibrasyonuna ihtiya¢ duymaz. Buna karsin histopatolojik verilere dayanmamasi

onemli bir dezavantajidir.
PAI (Periapikal indeks) su sekilde derecelendirilir: [3] (Sekil 2.1)

PAI-1 Normal periapikal kemik yapisiyla karakterli normal apikal

periodonsiyum.
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PAI-2 Kemik yapisinda kiiciik degisiklikler vardir, ancak apikal

periodontitis tanisi i¢in yeterli radyografik bulgu yoktur ve demineralizasyon yoktur.

PAI-3 Apikal periodontitise 6zgii, diffiiz mineral kaybi ile kemik
yapisindaki degisiklikler.

PAI-4 Iyi tanimlanmis radyolusent alanli apikal periodontitis.

PAI-5 Kemikte belirgin bir yikim ile goriilen siddetli apikal periodontitis,

ozellikleri kotiilesmistir.

Bu indeks Orstavik ve ark.'nin gelistirdigi radyografik ve histopatolojik

bulgularin bir kombinasyonudur.

Sekil 2. 1. PAI radyografik ve histopatolojik bulgularin bir kombinasyonu [4]

Tablo 6. Periapikal indeks puanlarmin Brynolf kategorileri ile iligkisi [81]

PAI Skorlar Brynolf Temel Gruplar
1 M, N
2 I, 11
3 1
4 i
5 v

Estrela ve arkadaslar1 (2008), apikal periodontitis geniglemesindeki gozlemci
miidahalesini en aza indirmek, onceki iki boyutlu radyografik incelemelerden farkl
olarak ii¢ boyutlu inceleme saglayarak yiliksek ¢oziiniirliiklii goriintiilerin yorumuna
dayali yeni bir periapikal indeks gelistirmek amaciyla 596 hastanin 1014 CBCT
goriintiisiinii (3D Accuitomo Aksial Tomografi: J. Morita Corp. Mfg model MCT-1),
Kodak Insight film-E periapikal radyografilerle elde edilen goriintiilerle
karsilastirmali olarak incelemislerdir (Sekil 2.2.) [96].
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oy

1(>O§1mm; 2(»1 2mm) 3( 2-4mm)

0 = radyoliisensi
bulunmayan

Vo

4(>4—8mm) 5 (>8mm) E (kortikal D (kemik
Maksiller Kesiciler ekspansiyon) destriiksiyonu)

Sekil 2. 2. CBCT-PAI (Konik Isin Bilgisayarli Tomografi-Periapikal Indeks)

Skorlari.

Skor 0 Bozulmamis periapikal kemik yapilari
Skor 1 Periapikal radyolusensinin ¢ap1 > 0.5-1 mm
Skor 2 Periapikal radyolusensinin ¢ap1 > 1-2 mm
Skor 3 Periapikal radyolusensinin ¢ap1 > 2—-4 mm
Skor 4 Periapikal radyolusensinin ¢ap1 > 4-8 mm
Skor 5 Periapikal radyolusensinin ¢ap1 > 8 mm
Skor (n) # E Periapikal kortikal kemigin ekspansiyonu
Skor (n) # D Periapikal kortikal kemigin destriiksiyonu
2.6. BASARI VE BASARISIZLIGIN TANIMI
Kok kanal tedavisinin basarili olmasi ve estetik beklentilerin saglanmasi
amaciyla dis hekimleri kok kanallarmi temizler, sekillendirilmesi esnasinda
bakterileri ortadan kaldirir veya biiyiik 6l¢iide azaltir, kanallarin {i¢ boyutlu bigimde

doldururarak yeniden kontamine olmasimni engeller ve nihayetinde estetik ve islevsel

anlamda kalic1 restorasyonlar1 uygular.
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Basarili kOok kanali tedavisi, birincil olarak enfekte kok kanalindan
mikroorganizmalarin etkin bir bigimde ortadan kaldirilmasina baglhidir. Bazi
vakalarda, kok kanali sisteminin karmasikligi, sekillendirme ve kanal doldurma
yontemlerinin yetersizligi ve restorasyonlardan meydana gelen sizintidan dolay1
bakterilerin uzaklagtirilmas:t tamamen miimkiin olmayabilir. Uygun prosediirlerle
yapilan kok kanal tedavisi diglerin prognozunu olumlu derecede etkiler. Wong,
endodontik tedavinin basarisini etkileyen olas1 faktorler arasinda asagidaki cizelgede
(Tablo 7) gorildigi apikal patoloji bulunmasi, kanal dolgusunun seviyesi, gézlem
stiresi, kiiltiir alinmasi, hekim becerisi..vs gibi etkenlerin oldugunu belirtmistir [97].
Apikal lezyon varligi kok kanali tedavisi ilizerinde olumsuz bir etki yaratir. Kanal
dolgusunun seviyesinin radyografik kok ucundan 2 mm'den daha kisa ya da kok
ucundan digar1 tasmis uzun olanlar iyilesmeyi belirsizlestirir. Kok kanal dolgusundan
oncesinde ve sonrasinda kanal igerisinde bakterilerin tespit edilmesi prognozu
zayiflatabilir. Kok kanal dolgu maddesinin bosluklu ya da daha az yogun olmas1 da

basar1 oranini diistirr.

Torabinejad basar1 ve basarisizhigi dnceden belirleyen kosullardan birkagini,
apikal doku hastaliklari, kanalin bakteriyel durumu, kanal dolumun diizeyi ve kalitesi

ve kuronal restorasyonun kalitesinin olusturdugunu belirtmistir [88].

Strindberg tedavinin sonuglarini biyolojik ve terapdtik faktorlere baglamis;

zamanla, basar1 ve basarisizligi bu faktorlerle iliskilendirmistir [90].

Tablo 7. Endodontik tedavi basarisinda etkenler. [97]

Basarida  Basarida Basarida  Basanda

Etkenler Etkili  Etkisiz Etkenler Etkili  Etkisiz
Apikal patoloji bulunmasi Evet Hayir Kullanilan dolgu ¢esidi Hayir
Kanal dolgusunun seviyesi Evet Hayir Seans sayisi Hayir
Dis Tipi Evet Hayir Postoperatif onarim Evet Hayir
Gozlem siiresi Evet Hayir Kanal ici ila¢ kullanimi Evet Hayir
Cene (maksilla veya N
mandibula) Hayir Preoperatif agr1 Hayir
Tikama Kalitesi Evet Hayir Postoperatif agn Hayir
Koronal s1zint1 Evet Hayir Apikal rezorpsiyon Evet Hayir
Gozden kacan kanallar Evet Hayir Tedavinin uzunlugu Hayir
Uygun temizleme ve islemsel periapikal
sekillendirme Evet Hayir inokulasyon Evet Hayrr
Pulpa canlihg Evet Hayir Hastanin saghk durumu Hayir
Kiiltiir alinmasi Evet Hayir Yas Hayir
Dolgu teknigi Hayir Cinsiyet Hayir
Hekim becerisi Evet
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Strindberg'in kok kanali tedavisini "bagarili" olarak siniflandirma kriterleri:
1. Semptom bulunmamasi

2. Kokiin g¢evresinde periodontal ligament alanmin konturu, kalinligi ve

yapisinin normal olmast,

3. Periodontal ligament araligindaki genislemenin o6zellikle tagkin dolgu

materyali ¢gevresinde sinirli olmasi.
Strindberg'in k6k kanali tedavisini "basarisiz" olarak smiflandirma Kriterleri:

1. Kok ¢evresindeki kemik yogunlugunun azalmasinda bir diisiisiin olmasi,

ancak iyilesme olmamasi

2. Kok cevresindeki kemik yogunlugunun azalmasinda bir degisiklik

olmamasi

3. Yeni bir radyoliisensi ortaya ¢ikmasi veya apikal lezyonun baslangig

boyutunda artis olmasi
2.6.1. Basan ve Basanisizhgin Histolojik Degerlendirmesi

Periapikal iyilesmenin histolojik olarak degerlendirilmesinde kriterler i

grup altinda toplanabilir:
A. Histolojik olarak kabul edilebilir.
1. Ilitihabin yoklugu
2. Periodontal fibril rejenerasyonu
3. Foramen apikale bdlgesinde yeni sement tabakalarinin olusumu.
4. Saglikl1 osteoblastlarla yeni kemik yapimi

5.Kok rezorbsiyonunun bulunmamasi ve Onceki rezorbsiyon

alanlarmin sement birikimi gostermesi

B. Histolojik olarak soruya agik
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1. Devam eden hafif iltihap

2. Devamli rezorbsiyon ve tamir gdsteren sement alanlari

3. Periodontal fibril organizasyonunun olmamast

4. Osteoklastik aktivite delilleriyle diisiik diizeyde tamir

C. Histolojik olarak kabul edilmeyen

1. Siddetli iltihap

2. Cevre kemikte rezorbsiyon ve kemik tamirinin bulunmamasi

3. Tamir goriilmeyen aktif sement rezorbsiyonu

4. Nekrotik doku bolgelerinin bulunusu

5. Granulasyon dokusu varligi ve olasi epitel proliferasyonu [71]
2.6.2. Basan ve Basarisizh@in Klinik Degerlendirmesi

Basarili bir kok kanali tedavisinin en biiyiik belirtegleri klinik semptomlarin
ve apikal lezyonun olmamasidir. Tedavisi yapilmakta olan bir disin belirti ve
semptomlarmin inat¢1 bir sekilde devam etmesi hastaligin ve basarisizligin bir
gostergesidir. Apikal periodontitisle iliskili rahatsizliklar semptomsuz seyredebilir ve
tesadiifen radyografide tespit edilebilir. Bu yilizden semptomlarin olmamasi da her

zaman bagar1 anlamina gelmez.

Kok kanali tedavisinden Once veya sonra dnemli bir belirti gostermeyen
periapikal doku hastaliklar1 mevcut olabilir. Hastaligin varligi ile gostermis oldugu
semptomlar arasmdaki iliski zayif olmasma ragmen; olumsuz belirtiler gosterdigi
zaman hastalik olasilig1 giiclii ve yiiksektir. Inatc1 belirtiler (8rnegin sislik ya da fistiil
yolu) ya da semptomlar (6rnegin kendiliginden agri, kiint devamlh agr1 ya da

cignemede hassasiyet) genellikle basarisizlig1 belirtir.

Bender ve arkadaslar1 (1966)’ nin klinik basar1 i¢in koyduklar1 kriterler su

sekilde tanimlanmustir:
* Agr1 ve sisligin bulunmayisi,
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» Fistiiliin kapanmasi,

* Fonksiyon kaybimin olmayist,

* Yumusak doku destriiksiyonunun bulunmayisi [91].

Basarinin klinik kriterlerini Torabinejad su sekilde tanimlamistir:
* Agr1 ve sisligin olmamast,
* Fistiil yolunun olmamasi,

* Sondalama defekleri de dahil olmak {izere yumusak doku

harabiyetinin olmamasi [88].
2.6.3. Basar ve Basanisizhgin Radyografik Degerlendirmesi

Bu konuda radyolojik muayene daha ¢ok 6nem tasimaktadir. Klinik olarak
giiven veren, fakat radyografik olarak periapikal bir anormallik gosteren disler
hemen hemen her zaman histolojik olarak periapikal hastalik delilleri géstermektedir.
Radyografik bulgulara gore, her tedavinin sonucu basarili, basarisiz ya da stlipheli

olarak siniflandirilabilir.

Radyografik basar1 periapikal bir lezyonun olmamasidir. Bu, ya tedavi
esnasinda mevcut olan bir lezyonun tedaviden sonra iyilesmesi ya da tedavi sirasinda
lezyon yoksa tedaviden sonra herhangi bir lezyonun gelismemesidir. Bu yiizden
radyografik basar1 tedaviden en az bir yil sonra incelenen alanda bir lezyonun
ortadan kaldirilmasi ya da olusmamis olmasi ile belirlenir. Basarisizlik radyografik
acidan bir hastaligin tedaviden sonra devam etmesi ya da gelismesidir. Ozellikle, bu
hastalik, boyutlar1 ayni kalmis veya biiylimiis ya da tedaviden sonra gelismis bir
radyolusent lezyondur. Radyografik bir lezyonu olan ya da olmayan, islev gormeyen

semptomlu disler basarisiz olarak smiflandirilir (iyilesmemis).

Stipheli  statiisiindeki  dislerde bir  belirsizlik  bulunmaktadir. Bu
smiflandirmaya semptomsuz ve fonksiyonel disler dahildir. Bu dislerdeki

radyolusent lezyonlarin boyutu ne biiyiir ne de énemli bir oranda kiigiiliir. Siipheli
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statiideki bir digin durumu baslangi¢ radyografik bulgulara bagli olarak iyilesen ya da

iyilesmeyen olarak siniflandirilabilir.

Matsumoto ve arkadaglarina (1987), Morse ve arkadaslarina (1983), Selden’e
(1974), Seltzer ve arkadaslarma (1963) ve Zeldow ve Ingle' a (1963) gore , kok
kanal tedavisi yapilmig ve radyografik olarak degerlendirildiginde radyoliisensi
boyutlarinin baslangic durumuna gore azaldigi goriilse bile basarili olarak kabul
edilmez, "basarisiz" olarak siniflandirilir. Bundan dolay1 diger bir siniflandirma dahil
edilir ki bu da sonucu "belirsiz", "tartismali", "iyilesiyor" veya "tamamlanmamig
iyilesme" olarak belirtilmistir [98-102]. Bazi arastirmacilar, 6rnegin Harty ve
arkadaslar1 (1970) ile Swartz ve arkadaslar1 (1983) yalnizca baslangictaki
radyoliisensi boyutunun artmadigi durumlarda kok kanal tedavisini basarili olarak
saymiglardir [103, 104]. Basar1 ve basarisizlik gibi bu iki modelin aksine Kvist
(2001) ve Reit (1986) periapikal sagligin siirekliligini, genis periradikiiler lezyon
veya miidahale gerektiren genis periradikiiler lezyon varsa "yiiksek diizeyde
sagliksiz"; lezyon yoksa veya miidahaleye gerektirmeyecek sekildeyse "miikemmel
saglikl1" olarak tanimlamislardir [105, 106]. Friedman (2002) basar1 veya basarisizlik
yerine iyilesen veya iyilesmeyen olarak eslesmis terimlerini kok kanal tedavisinin
durumu i¢in kullanmayr onermis ve "tedavi sonrasi hastalik" kavramini ortaya
koymustur. Iyilesmedeki her basarisizlik veya inat¢1 lezyonun, mutlaka tedavi veya
hekim hatasina baglh olmadigini, aksine bir¢ok vakada primer apikal periodontitisten

ayr1 olarak gelisebilecegini 6ne stirmiistiir [107].

Klinik semptom vermeyip ayni boyutta kalan veya kiigiilen endodontik
kaynakli inat¢1 periradikiiler lezyonlu disler, Friedman tarafindan "fonksiyonel"
olarak tanimlanmistir. Bu da hemen miidahaleyi gerektiren degil, ileri takip

gerektiren bir durumu gosterir [107].

Brynolf tarafindan 1967'de bildirilmis 5 radyografik goriinlimle var olan
radyografinin karsilagtirilmasiyla elde edilen periapikal indeksi Orstavik ve
arkadaglar1 kok kanali tedavisinin sonuglarinin radyografik olarak yorumlanmasinda
kullanilmasii Onermislerdir. Bu goriintiiler saglikli periapikal dokudan (skor 1),
genis periapikal lezyona (skor 5) dogru degisik durumlar1 simgelemektedir. islem

oncesi ve takip rOntgenlerinin hepsine referans alman rdntgenlere olan
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benzerliklerine gore bu bes skordan biri verilir. Periapikal indeks kullanilarak kok
kanali tedavisinin sonuclar1 siniflandirildiginda, lezyonun boyutu azaldiysa
"iyilesmekte", lezyon tamamen ortadan kalktiysa "iyilesmis” ve yeni bir lezyon

olusmusgsa "gelismekte” olan bir lezyondan sz edilir [3, 81].

Avrupa Endodonti Dernegi'nin (ESE) kalite yonergesine gore iyilesme ile

ilgili tanimlar asagida verilmistir [108].
ESE Kalite Yonergesi'ne gore olumlu sonug (tam iyilesme):
» Agr, sislik ve diger semptomlar yok, fistiil yok, fonksiyon kayb1 yok.

* Radyolojik olarak kok cevresinde normal periodontal ligament araligi

mevcut (diger bir deyisle radyografik olarak kemik rejenerasyonu mevcut).
ESE Kalite Yonergesi'ne gore belirsiz sonug (yetersiz iyilesme):
* Klinik belirti yok
* Lezyon radyografik olarak ayni boyutta kalmis veya boyutu kiiciilmiis.
ESE Kalite Yonergesi'ne gore olumsuz sonug (iyilesme yok):
* Diste enfeksiyon belirtileri vardir.

» Tedaviyi takiben radyolojik olarak gézlenebilen bir lezyon ortaya ¢ikmis

veya daha 6nceden bulunan lezyonun boyutu artmistir.

* Lezyon ayn1 boyutta kalmig veya bu boyut dort yillik degerlendirme

siiresinde kii¢lilmiistiir.
* Devam eden rezorpsiyon belirtileri mevcuttur.

Avrupa Endodonti Dernegi'nin (ESE) kalite yonergesine gore sadece tam

iyilesme tedavinin basarisi olarak kabul edilmelidir.
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2.6.4. Endodontik  Tedavinin  Degerlendirilmesi Ne  Zaman

Yapilmahdir?

Endodontik tedavi sonucunun degerlendirilmesi postoperatif gozlem, klinik
ve radyolojik muayeneleri igerir. Kronik periapikal hastaliklarin tan1 ve kontroliinde
klinik muayenenin yeri sinirhdir. Bu konuda radyolojik muayene daha ¢ok onem
tagimaktadir. Klinik olarak giiven veren, fakat radyografik olarak periapikal bir
anormallik gdsteren disler hemen hemen her zaman histolojik olarak periapikal
hastalik delilleri gostermektedir. Eger 6 ayda lezyonun varliginin stirmesine karsin
boyutlarinda kiiglilme olduysa iyilesebilecegi diistiniilebilir, ancak bir kontrol
randevusu daha gereklidir. Biiyiik periradikiiler lezyonlarm iyilesmesi kiigiik olanlara
gbore daha uzun siirer. Bazan radyografik kiiciilmeye ragmen periapikal lezyonun
tamamen onarimi 2 yil iginde gerceklesmeyebilir. Periapikal lezyonda kok
dolgusundan iki y1l sonra hala bir kiigiilme olmayinca basarisizlik diisiiniilmelidir. iki

yil sonra lezyonun yok olmas1 basar1 olarak degerlendirilebilir.

Seltzer (1967) ve arkadaslar1 basarisizliklarin biiyiikk boliimiiniin tedaviden
sonraki ilk 2 yilda olustugunu bildirmislerdir [109]. Bystrom ve ark. da %85 vakada
2 yil sonra iyilesmenin tamamlandigini bildirmislerdir [110]. Molven ve ark. 265
endodontik tedavili kokii 10-27 yil arasinda takip etmisler, bunlardan 10-17 y1l sonra
hala lezyonlar1 olanlarm 9%6,4' {iniin 20-27 yil sonra iyilesmis oldugunu

bildirmislerdir [111].

Tedavi anmdaki irritasyonlarin kotiilesmeye sebep oldugu radyografide
periapikal bolgedeki belirsiz rarefaksiyon alanlarin belirli bir siire sonra
kaybolabildigi ~ goriilmektedir.  Bundan  dolayr  radyolojik  basarisizlik

degerlendirilmesi 6 aydan dnce yapilmamaldir.

Avrupa Endodonti Dernegi (ESE) yonergesi postoperatif gézlemin en az 4
yillik siire boyunca yapilmasmi &nermektedir. ilk degerlendirme ise 1 yil sonra

yapilmalidir [108].

Birinci yilin sonunda tedavi edilen tiim disler degerlendirilerek ii¢

kategoriden birine dahil edilirler:

40



I. Tedavi sonrasi hastalik olmayan dislerde semptom veya radyografik belirti

yoksa bagarili olarak

II. Tedavi sonrast hasta olan diglerde semptom veya degismeyen veya

genisleyen periapikal radyoliisensi varsa basarisiz olarak

III. Semptomsuz olup radyoliisensi boyutunda kiiclilme olan disleri ise
iyilesiyor olarak degerlendirilmelidir, diger yandan kontrole devam edilmeli ve son

karar iki y1l sonunda verilmelidir.

Dort yillik takip Onerisi, Orstavik'in 1996'da ortograd kok kanal tedavisi
tamamlanmis 732 kokii Ogrenciler tarafindan 1, 2, 3, 4 yil sonra kontrol ettigi

calismaya dayanmaktadir [112].

Bazi iiniversitelerde yapilan degerlendirme siireleri 1 yil ile 10 yil arasinda
olan kontrollii klinik ¢aligmalarda asagidaki Tablo 8’de gosterildigi gibi basari
oranlar1 % 87 ile % 91 arasinda degistigi goriilityor [90, 104, 113-116].

Tablo 8 Klinik ¢alimalarda basar1 oranlar1 [61]

Arastiricilar Iyilesme %  Olgu Sayis1  Degerlendirme Siiresi Tarih
Strindberg 87 529 4yl 1956
Grossman ve ark. 86 432 1-5yil 1964
Kerekes ve Tronstad 91 501 3-5 yil 1979
Swartz ve ark. 88 1007 1yl 1983
Sjogren ve ark. 91 356 8-10 y1l 1990
Smith ve ark. 84 821 5yl 1993

Bununla beraber farkli iilkelerde yapilan epidemiyolojik ¢alismalar kok kanal
tedavili dislerde apikal periodontitis prevalansini %35-60 oranlarinda gostermektedir

[117-122]

Toronto c¢alismasinda (Perry ve arkadaslari, 2003) tedavi Oncesi apikal
periodontitisin bulunmasimin ve uygulanan tedavi yonteminin baslangi¢ tedavisinde

sonucu belirleyen ana etmenler oldugu ileri stiriilmiistiir [123]. Buna gore;
a. Faz I ve Faz Il olgularda iyilesme oran1 % 85 olarak bulunmustur.

b. Yalnizca radyografik dlciime gore degerlendirme yapildiginda bu oran %

95 olarak belirlenmistir.
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c. Apikal periodontitis bulunmadiginda iyilesme % 94'e ulagmistir.

d. Apikal periodontitis bulundugunda iyilesme oranit % 79'dur. Bu olgularin

% 45'1 orijinal ebatlara gore kiigiilme gdstermistir.

e. Koronal koniklestirme ile 1sitilmig  guta-perkanin  vertikal
kompaksiyonunun uygulandigi olgularda step-back preparasyon ve guta-perkanin

lateral kompaksiyonu olgularina gore % 10 daha fazla iyilesme orani belirlenmistir.

f. Dis lokalizasyonu, preoperative semptomlar, periodontal durum, flare-up
olusumu ve son onarimlar da dikkate alinmis, fakat istatistiksel olarak Onemli

farkliliklar belirlenememistir.

Sonug olarak ; radyografik bulgular negatif olsa da, klinik semptomlar, tedavi
sonrast yeni veya inat¢i bir hastalik varligin1 gdsteriyorsa, bu durum dis hekimini
ileri tedavi secenegini aklima getirmesini miimkiin kilmalidir. Analjezik ve
antibiyotiklerin regete edilmesi uygun bir tedavi sekli degildir. Bir kanal dolgusunun
radyografik gdriintiisii kanal tedavisinin genel kalitesini gostermeyebilir. Ozellikle,
tedavi kontrol eden hekim tarafindan yapilmis bile olsa, kok kanal tedavisinin
dezenfeksiyonunun Kkalitesinin retrospektif veya radyografik olarak degerlendirilmesi
miimkiin degildir. Inat¢1 veya yeni ortaya ¢ikmis apikal periodontitis genelde kanal
icinde mikroorganizma eliminasyonunun yetersiz oldugunun veya endodontik

sistemin tekrar enfekte oldugunun gostergesidir [87].

2.7. IYILESME SAGLANAMAMIS (BASARISIZ) KOK KANALI
TEDAVISININ NEDENLERIi

Basarisiz yada iyilesmeyen kok kanali tedavilerinin ana nedeni bakterilerin
varhigidir [38]. Bunun yaninda teshis ve tedavi planlamasindaki hatalar, kuronal
sizimti, pulpa anatomisi hakkinda bilgi eksikligi, kok kanali sisteminin yetersiz
sekillendirilmesi ve dezenfeksiyonu, yetersiz restoratif koruma, islemsel hatalar,
dolum kusurlar1 ve hatalar1 ve dikey kok kiriklar basarisiz kok kanali tedavisinin
nedenleri arasinda sayilirlar. Bu faktorler kok kanali tedavisinin islem Oncesi, islem

sirasinda ve iglem sonrasi agsamalarinda incelenebilir [124].
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2.7.1. Basansiz Kok Kanal Tedavisine Neden Olan Islem Oncesi
Faktorler

Yanlis teshis ve tedavi planlamasindaki hatalar, dis hekiminin kendi
yetenekleri lizerinde tedavileri yapmaya kalkismasiyla zayif vaka se¢imi ve prognozu
kotii olan bir disin tedavi edilmesine kalkisilmasi basarisiz kok kanali tedavilerinin
islem Oncesi nedenleri arasinda sayabiliriz. Hastadan alinan anamneze gore belirti ve
semptomlar ge¢misi, varolan belirti ve semptomlar, radyografik degerlendirme ve
canlilik testlerinden alinan bilgiler iligskili olmalidir. Kesin bir teshis olusturmadan
uygun olmayan tedavi ya da yanhs disi tedavi etme olasiliklar1 mevcut olabilir.
Radyografik olarak tedavisi yapilacak disin morfolojik degerlendirilmesinin iyi
yapilamamas1 neticesinde ekstra kanallarin 6rnegin iist biiyliik azida meziolingual
kanalin ve alt kesicilerde ikinci kanalin belirlenememesi, dogru teshis yapilsa bile
tedavilerin bu dislerde basarisizliga neden olacagi unutulmamalidir. Kuron ya da kok
dentinindeki kiriklar da yanlis teshis edilir ya da erken teshiste gozden kagan
periodontal defektler ve bu defektlerle iliskili kemik kayiplar1 genellikle kirik kurona
ulastiktan ya da catlak enfekte olduktan uzun siire sonra meydana gelir. Siiphe edilen

diste derin bir sondalama defekti varsa dikey kok kiriginin varlhigini diistindiirebilir
[90, 101, 125, 126].

2.7.2. Basansiz Kok Kanal Tedavisine Neden Olan islemsel Sorunlar

Basarizliklarm ¢ogu islem sirasinda meydana gelen hatalardan kaynaklanar.
Basarisizlik nedenlerini elimine edilip, basarili kok kanal tedavisinin 6ngoriilebilir
olmasi1 kok kanali boslugunun kimyasal ve mekanik bir bi¢cimde temizlenip
sekillendirilmesini takiben kok kanali sisteminin i¢inde kalan tam bir kanal dolgusu
yapilmasma dayanmaktadir. Bundan dolayr kok kanal tedavisi islemleri sirasinda

hem mekanik hem de biyolojik hedefler {izerinde durulmalidir.
2.7.3. Kok Kanal Tedavisinin Mekanik Hedefler

Giris kavitesinin ne fazla genisletilmesi ne de az genisletilmesi
gerekmektedir. Boylece basarili bir kdk kanal tedavisinin 6nemli bir pargasi olarak
hem temizlenmesine hem de kanal dolgusunun yapilmasmi kolaylastiracak sekilde

bir giris kavitesi hazirlanmis olur. Giris kavitesinin gerekenden az agilmasi,
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kullanilan nikel titanyum doner aletlerinin hareket kabiliyetini azaltir, yetersiz
temizlemeyle sonuglanir, diizensiz sekillendirilmis kanal formasyonu iginde aletin
kanal igerisinde kirilmasina neden olur. Alet kirilmasinin sonucu kanal sekillendirme
isleminin hangi evrede olduguna ve tedavi 6ncesindeki pulpanin vital ya da nekrotik
olmasi durumlara baglidir. Alet ¢ikarilabilirse ya da yanindan gegilebilirse sonug

bu olumsuzluktan etkilenmeyebilir [127, 128].

Ayrica anterior bolgelerde pulpa boynuzlarinin agilmamasi, kuronal pulpa
boslugunda artik madde ve pat kalmasi sonucu diste renklesmeye ve tedavinin
basarisizligimma neden olur. Giris kavitesinin gerekenden fazla genisletilmesi asiri
dentin kaybiyla digin kirik olusumu olasiligint artirarak disin zayiflamasina ve
perforasyon riskine neden olur [129-131]. Sekillendirme sirasinda kanal egiminin
korunamamasi1 kanalin ya da kok ucunun tasinmasiyla kanal morfolojisinin
degismesine neden olarak kanal sistemi icerisinde potansiyel olarak enfekte artiklarin
kalmasina neden olur. Apikal tligte birlik bolgede gereginden fazla sekillendirme
yapilmas1 perforasyonla karakterli sizint1 veya mekanik tahris meydana getirir ve
lezyon gelisebilir [132]. Kanal boyundan daha fazla sekillendirilme yapilmasi doku
hasari, periradikiiler kanama ve gegici iltihaba neden olur [133]. Devamli bir bigimde
fazla sekillendirme yapilmasi ise dis ve kemik dokularinda yikim olusturabilecek
inat¢t bir iltihabi yanit meydana getirir. Kanallarm boyundan daha fazla
sekillendirilmesi ile kanaldan kdk ucu ¢evresine mikroorganizmalarin taginmasina ve

tedavide basarisizliga sebep olacaktir [26].

Taski dolgu yapilmasi da tedavi basarisizligina yol agabilir. Baz1 vakalarda
giitta perka kismen zararsiz bir malzeme oldugu i¢in lezyon gelismez. Bunun yerine,
kanal boyundan fazla sekillendirme ile yetersiz tika¢ olusumunun birlesmesi
sonucunda basarisizlik meydana gelir. Buna ek olarak kanal patlar1 dokular i¢in
tahris edici ya da zehirli (toksik) olabilir [134-136]. Doldurma hatalar1 zayif kanal
sekillendirme ya da uygun olmayan bir doldurma tekniginin seg¢ilmesinden
kaynaklanir. Iyi sikistirilmamis bir dolum sonucunda (iyi doldurulamamis ya da
bosluklar iceren) apikal ya da kuronalde sizintt meydana gelir [135, 137, 138]. Hem
yetersiz hem de tagkin kanal dolgusu 6zellikle pulpa nekrozunun ve periapikal

lezyonun varliginda basarisizliga neden olur [116].
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2.7.4. Kok Kanal Tedavisinin Biyolojik Hedefler

Kok kanal tedavisinin biyolojik hedefleri arasinda kok kanallarinin
temizlenmesinin  ardindan  kanal igerisinde bakteri kalmamasidir [128].
Sekillendirme yapilmasi pulpa canliysa, kontaminasyonu O&nleyecek; nekrotik
pulpada ise dezenfeksiyonu saglacaktir. Ancak kanalin tam olarak temizlenmesi
gercekte imkansizdir [139, 140]. Dikkatli sekillendirme ve sodyum hipokloritle
yapilan tekrarli irigasyonlar bakterilerin sayisini en aza indirgeyecektir [141]. Kanal
ici medikament, kalsiyum hidroksit, bakterilerin sayisini azaltip iyilesme hizini
arttirarak iltihab1 azaltir [142]. Ancak, bu medikamentin kullanimi sonucunda

prognozun iyilesip iyilesmedigi tartismahidir [143].

2.7.5. Basansiz Kok Kanal Tedavisine Neden Olan Islem Sonrasi

Faktorler

Kuronal restorasyon disi korur ve sizdirmazligi saglar; basarisiz tedaviye
neden olan tiikiiriglin ve bakterilerin apikale ulasmasini engeller [116, 128, 139-
146]. Endodontik tedavisi yapilmis dislerin tizerindeki zayif kuron restorasyonlariyla
bakteri ve endotoksinlerin kanaldan sizmasiyla prognozu koétiiye gidebilir [146-150].
Kuronalde sizdirmazligin saglanamamasi en fazla karsilasilan problemdir. Kok
kanali tedavisi yapilmig bir dise kuronalden girisin sizdirmaz bir sekilde kapatilmasi
gereklidir. Kanal dolgusundan sonra restorasyon yapilirken izolasyonun yapilarak
lastik ortii ile tiikiiriikk yalitiminin saglanmasi kontaminasyonu 6nleyecektir. Ancak
post yapilmasi dentinden ¢ok fazla madde uzaklasacagindan kokii zayiflatarak

kirilma hassasiyetini arttiracaktir [131].
2.8. CERRAHI OLMAYAN TEDAViI TEKRARI (RETREATMENT)

2.8.1. Cerrahi Olmayan Endodontik Baslangi¢c Tedavisinin Iyilesmeme

Nedenleri

Terminolojik olarak 'basar1 ve basarisizlik' terimlerinin endodonti
literatiirlerinde mevcut durumu uzun siire takip altinda asemptomatik veya
semptomatik belirtecler altinda tanmimlandigi goriilmistir. Son zamanlarda

basarisizlik durumunu post-endodontik hastalik yani tedavi sonrasi hastalik olarak
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tanimlandigmi gormekteyiz. Kok kanal tedavisinin asil amaci periapikal bdlgenin
iyilesmesi ve apikal periodontitisin engellenmesidir [87]. Ancak kok kanal
tedavisinin yetersiz kaldigi durumlarda bu amaclarina ulagamaz ve basarisizlik
olgularinda bir¢ok etyolojik faktdrler bulunmaktadir. Bu faktorler arasinda kok disi
enfeksiyonlarmi, yabanci cisim reaksiyonlarini, gercek Kkistleri, primer tedavi
sirasinda ortaya ¢ikan pek ¢ok sayida teknik problemleri sayarken biiyiik degisiklige
ugrayan endodontik mikrobiyal florayr unutmamak gerekir. En sik karsilasilan
nedenler primer tedavi esnasinda kok kanalindaki var olan mikroorganizmalarin
elimine edilememesi veya tedavi sonrast kok kanal sistemine yeni

mikroorganizmalar eklenmesidir [4, 151, 152].

Tim kok kanallarinin belirlenememis olmasi veya tedavi edilememis olmasi,
kok kanal sisteminin uygun temizleme ve sekillendirmesinin yapilmamis olmasi,
uygunsuz tikama veya kalsifikasyonlar, tedavi esnasinda girisimsel kazalardan
perforasyonlar, uygun olmayan restorasyonlarin yapimi sonucu kuronal mikrosizinti

neticesinde mikroorganizmalar kanal boslugunu istila edebilirler [126, 153-156].
2.8.2. Tedavi Secenekleri

Endodontik tedavi gormiis iyilesmeme durumu gelismesi halinde tedavi
secenekleri arasinda; 6zel vakalarda planlanmis replantasyon, cerrahi retreatment,
disin ¢ekimi ve cerrahi olmayan retreatment yer alwr. Endodontist tarafindan
diisiiniilmesi gereken ilk tedavi cerrahi olmayan retreatment olmalidir. Ancak cerrahi
olmayan ve periradikiiler cerrahi yaklagimlari miimkiin olmadiginda hastanin istegi
dogrultusunda planlanmig replantasyonun da bir tedavi segcenegi oldugundan bir ¢ok
literatlirde bahsedilmistir. Etken yabanci cisim reaksiyonu, gercek kist veya kok dis1
enfeksiyon ise cerrahi miidahalenin gerekli oldugu goriiliir. Periradikiiler kiiretaj,
apikal kok rezeksiyonu, kok amputasyonu, hemiseksiyon da cerrahi segenekleri
arasindadir. Cerrahi olmayan retreatment i¢in iyilesme oranlarmi % 74-98, yalnizca
apikal cerrahi ile iyilesme oraninit % 59, ortograt retreatment ve apikal cerrahi ile
iyilesme oranin1 % 80 olarak bazi literatiirlerde bahsetmislerdir. Bu baz1 durumlarda

hem cerrahi hem de cerrahi olmayan tedaviye gerek duyulabilir [153-155, 157, 158].
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Retreatment secenegi hekime, baslangi¢ tedavisi sirasinda geride kalmis ve
baslangi¢ tedavisi sonrasinda kok kanal sistemine giris yapmis olabilecek tiim

mikroorganizmalari elimine etme sansi1 verecektir.
2.8.3. Cerrahi Olmayan Retreatment'in Endikasyonlari

Kok kanal tedavisinin yenilenmesine karar vermek i¢in oncelikle klinik ve
radyografik verilerin 1s18inda dogru bir anamnez almmasi gerekir. Daha 6nceden
bahsettigimiz gibi radyografide gozlenen periapikal lezyonun, kék kanal dolgusunu
takiben alt1 ay ve dort yil arasinda beklemek iyilesme asamasinda olup olmadigini

anlamamiza yardime1 yaklagimlardandir [108].

Kok kanal tedavisi gormiis dislerle ilgili agrmin siklikla ¢igneme veya 1sirma
basinciyla basladigi durumlarda, hassasiyet, siniis perforasyonu, drenaj gosteren
fistiil yolu varhigi, mukobukkal kivrimda sislik, perkiisyona hassasiyet, kaybedilmis
kuronal restorasyonlar, aktif tekrarlayan giiriikler gibi klinik semptomlarin yaninda
periapikal ya da lateral lezyon olusumunun radyografik olarak belirlenmesi, varolan
bir lezyonun yeterli zaman ge¢mesine ragmen iyilesmemesi, kok kanalmin tam
olarak doldurulmamasi gibi endikasyonlar iyilesmemeyle ilgilidir ve eger dis restore
edilebilirse, periodontal olarak saglikli ve kok kanallarmin cerrahi olmayan bir
yaklasimla erisilebilecekse tedavi secenegi retreatment olmalidir. Gerekli retreatment
ile restoratif girisimleri karsilayabilecek durumdaysa hastanin kisisel degerlerinden
ag1z hijyeni aligkanliginin olmasi ve dogal dis dizisinin koruma amaci bilincinde

olmasi1 6nemlidir [154, 156, 159, 160].
2.8.4. Cerrahi Olmayan Retreatment'in Kontraendikasyonlari

Retreatment'in en Onemli hususu disin restore edilebilirlik derecesidir.
Restore edilemeyecegi diisliniiliiyorsa retreatment o dis i¢in kontrendikedir. Eger
kuron / kok oranmi uygun degil, kronik periodontal hastalik sonucu asir1 mobilite
mevcudiyetinde o dis i¢in retreatment kontrendikedir. Hatta hastanmn oral hijyenini
saglayamadigi daimi dis dizisinin koruma amaci bilincinde degilse retreatment
yaptlmamalidir [153, 156, 160]. Eger hekimin yeterli beceri ve egitimi yoksa hatta
uygun ekipmanin bulunmadigi kliniklerde hastanin sagligint ve tedavisini riske

atacak sekilde bir uygulamadan kaginmak gerekir [154].
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Kok kanal kalsifikasyonlarnin yaninda ¢ikarilamayan ve iyilesmeyen
durumlara neden olan kirik aletlerin varliginda, atlatilamayan basamaklar,
perforasyon defektleri, rezorpsiyona bagli kok defektleri, dikey kok kiriklar1 gibi
cerrahi olmayan retreatment icin kontrendike durumlarda en iyi tedavi segenegi
cerrahi yontemlerdir [153, 154, 156, 160].

2.8.5. Retreatment'in Faydalan ve Riskleri

Hastaya yapilacak her dental tedavi iglemleri 6ncesinde o tedavinin faydalari
ve riskleri hastalara anlatilmalidir. Retreatment'in faydalar1 arasinda; hastanin dogal
dis yapisinin korunmasi ve bu sayede digin bigim ve fonksiyonunun geri restore
edilebilecek olmasi, disin ¢ekilmis olmasi halinde gerekecek daha kapsamli ve

muhtemelen daha pahali olacak olan protez ihtiyacini azaltmasini sayabiliriz.

Cerrahi olmayan kok kanal retreatment girisimleri i¢in riskleri arasinda ise;
disin kokiinde veya kuronunda kiriklar meydana gelmesi, incelmesi, zayiflamasi
veya kok kanal duvarinda perforasyon meydana gelmesi, kanal duvarinda
basamaklar olugmasi, retreatment girisimi sirasinda kullanilan aletlerin kirilmasi ve
uyumu iyi olan bir prefabrike kuronun degistirilmesini gerektirecek bir uyum
bozuklugu meydana gelmesi sayilabilir. Bu risklerin meydana gelmesi halinde disin

¢ekimi gerekebilir [154, 156, 161].

2.8.6. Retreatment islemlerinde Restorasyon Sokiimii veya Korunmasi

icin Kriterler

Retreatment iglemlerinin daha uygun bir giris saglamasini ve uygulamayi
kolaylastirabilmesi i¢in kuronal restorasyonlarin kaldirilmasi gerekebilir [154, 160].
Kuronal mikrosizint1 varsa ve tekrarlayan ciiriikler mevcudiyetinde bu ¢iirtiklerin
kaldirilmasi gerekmektedir [155]. Eger amalgam veya kompozitli restorasyonlar
varsa tiim hasarli restorasyonlar sokiilmeli ve tiiberkiil korumasini atlamadan yeni bir
restorasyon yapilmalidir [154, 156, 160]. Tam kuronsa bu kuron sokiilmelidir.
Kuron igerisinde pulpa odasina ulasabilmeyi kolaylastirmak i¢in mevcut olan postun
kok kanalindan ¢ikarilmas: gerekir. Kuron restorasyonun g¢ikarilmasi postun

cikarilmasmi kolaylastirir. Estetik bir kuron varsa , kuron simirlarinm biitlinliigiini
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korudugu ve tekrarlayan ¢iirtiglin olmadigi durumlarda retreatment i¢in giris kavitesi

kuronun iginden yapilmalidir [154-156, 160].

Kuronun korunmasi ile izolasyonu ve rubber-dam (lastik ortii) uygulamasini
kolaylastirdigi, estetik ve okluzyon degisikligini minimal diizeyde tuttugu
avantajlarma ragmen kavite gorliis agisinin azaldifi, iatrojenik hata yapma
olasiliginin arttig1, kanal dolgularini ve kanal i¢i post uygulamalarini uzaklastirma
zorlugu, kuron altindaki ciirtiklerin, kirik hatlarin ve kanallarin gézden kagabilecegi

gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir [26].
2.8.7. Retreatment islemlerinde Kanaldaki Engellerin Kaldirilmas:

Post ve post-core restorasyonlarini, kdk kanal kalsifikasyonlarii, kok kanal
duvarlarinda basamak olusumunu ve kok kanal aletlerinin kirilmasini cerrahi
olmayan retreatment uygulamalar1 sirasinda 6nemli engeller arasinda sayabiliriz. Ve
basarili bir sekilde kok kanal sistemine ulagsmayi saglamak icin bu engellerin
kaldirilmast dikkatli ve 6zenli bir sekilde gerekmektedir. Bu engellerin kaldirilmasi
esnasinda ortaya ¢ikabilecek riskleri hekim tecriibesi ile hastayla koopere edilmelidir
[153, 154, 156, 162].

2.8.8. Retreatment Islemlerinde Kalsifikasyonlarin Kaldirilmasi

Kok kanal kalsifikasyonlarmi1 giderebilmek i¢in hekimin kalsifiye alani
goriintiileyebilmesi gerekir. Gelismis aydmlatma ve biiyiitme saglayan operasyon
mikroskobu ile bunun saglanmasi miimkiindiir. Oncelikle kalsifiye bolgeye erisimi
onleyen tiim engeller kaldirilmalidir. Kalsifiye bolge goriintiilendiginde sert kanal
egeleri, selasyon ajanlar1 ve ultrasonik uglari bir kombinasyonu ile kalsifiye bariyer
kaldirilmaya ¢alisilir ve kok kanalinin apikali ile kalsifikasyon arasinda kalan kisma

erigim saglanmaya ¢alisilir [6, 163-170].
2.8.9. Retreatment islemlerinde Basamaklarin Kaldirilmasi

Basamaklar genellikle kok kanal tedavisinin temizleme ve sekillendirme
islemleri sirasinda paslanmaz ¢elik el egeleri ile olusturulur. Nikel titanyum el ve
doner aletlerinin ise egimli kanallarda merkezi bigimde kalabilmesi daha az basamak

olusumu saglamistir. Paslanmaz ¢elik egelerin hafiza 6zelligi vardir ve egimli bir
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kanalda diizgiin hale gelmeye c¢alisacaklardir ve sonug olarak siklikla egimli kanal

duvarinda bir perforasyon veya basamak olusumu meydana gelecektir.

Basamak s6z konusu olan retreatment vakalarinda kuronaldeki tiim engeller
kaldirilarak crown-down teknigiyle agilip basamak goriintiilendiginde sert ve kivrik
bir kanal egesi ile basamak atlandiktan sonra dairesel egeleme hareketi ile kiiciik

capli egelerden biiyiik ¢apli egelere kadar islemler gergeklestirilir.

Basamagin kaldirilamadigi ve kalsifiye kanal engelleri durumlarindada

cerrahi tedavi veya ¢ekim segenekleri segimi yapilir [6].
2.8.10. Retreatment Islemlerinde Alet Parcalarimin Cikarilmasi

Kirik alet parcalarinin kok kanal sisteminden basarili bicimde ¢ikarilmasini
etkileyen faktorler arasinda; hekimin becerisi ve deneyimi, aletin biiylikliigi, kirik

parcanin uzunlugu ve kok kanali i¢indeki konumu yer almaktadir [156, 171, 172].

Oncelikle parcayr gorebilmek i¢in bir operasyon mikroskobunun
kullanilmasiyla kirik par¢anin kuronal kismina erisim saglandiktan sonra [156, 171-
174] eger alet kiiciik boyutlu ise ultrasonik uglarla veya frezlerle bertaraf edilebilir
[160, 175]. Kirik par¢anin uzunlugu ne kadar fazlaysa ¢ikarma ihtimali o kadar
fazla olur [160, 171]. Eger kanal egimliyse ve kirik par¢a egimin kuronalinde
konumlanmigsa ¢ikarma ihtimali o kadar fazla, eger kirik parca egimin ne kadar

apikalinde konumlanmussa ¢ikarma ihtimali o kadar az olur [171, 174].

Orgiilii ege teknigi, kirik parca c¢ikarma kitleri, Gates-Glidden frezleri [173,
174, 176], modifiye frezler [172], modifiye doner egeler [176], el egeleri,
mikrotiipler, ince telli kementler ve ultrasonik uclarin kombinasyonu kullanilarak
basarili erisim saglanabilir [176-179]. Eger c¢ikarilma isleminin prognozu iyi
olmayacaksa, kiiciik par¢a cikarilamaz ya da bertaraf edilemezse; tedavi segcenegi,

periradikiiler cerrahi yaklasim olabilir [161].
2.8.11. Retreatment Islemlerinde Gutta Perkanin Cikarilmasi

Gutta perkanmn ¢ikarilmasi; genellikle crown-down yontemiyle, Gates-

Glidden frezleri [175, 180-184], el aletlerinden Headstrom veya el Reamer'lar1 [175,
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182] ve doner aletlerden RaCe (Brasseler USA, Savannah, GA), ProFiles (Dentsply
Tulsa Dental, Tulsa, OK), Liberator (Miltex, York, PA) 300-1300 rpm araliginda
[180, 181, 183, 184] (34. Ferreira JJ, Rhodes JS, Ford TR: The efficacy of gutta-
percha removal using ProFiles, Int Endod J 34:267, 2001.), sicaklikla, 1sitilmis
pluggerlar [175, 182, 185], ultrasonik aletlerle [175, 185-187], solventlerle [160, 175,
182-191] veya tiim bunlarin kombinasyonu ile gergeklestirilebilir. Sonik veya
ultrasonik uclarin kullanilmasiyla gutta perkayr yumusattigindan dolay1 asil ¢ikarma
islemi egeler ile yapildiktan sonra kok kanal duvarlarina tutunmus olan kanal

patlarinin ¢ikarilmasi i¢in daha uygundur [175, 186, 192].

Kimyasal gutta perka g¢oziiciilerden (solventlerden) en hizli etki gdsteren
kloroformdur [173, 181, 184]. Kloroformun toksisitesi ve potansiyel karsinojen
nedeniyle alternatif solventler kullanilmistir [175, 186, 188, 189]. Bunlar arasinda
halotan [186, 191], metilkloroform [175], okaliptol [175], ksilen [175], karbon
disiilfit, benzen, saflastirilmig trebentin ve portakal yagidir [175, 188, 189].

Bir arastirmada; gutta perkayla dolgusu yapilmis disin retreatment'r sirasinda
kloroform, ksilen ve halothanin arta kalan hacimlerinin apikal foramenden disar1
sizdig1 tespit edilmis [188] ancak apikal foramenden sizan solventlerin her birinin
hacmi, miisaade edilebilir toksik dozun altinda biiytlikliiklere sahip olduklar1 ve
hastalara karsi olusturduklar1 saglik riski Onemsiz nitelikte olduklarini

vurgulamiglardir [6].

Solventler, giitta perkanin ¢ikarilmasinda yardimci unsurlardir. Materyalin
sOkiimiinii tamamlamak icin el egeleri veya doner alet egeleri kullanilmalidir.
Sonrasinda kanallarin sekillendirilmesi uygun herhangi bir step - back preparasyon

teknigi ile gergeklestirilebilir [6].

2.8.12. Retreatment islemlerinde Tasiyic1 Bazh Gutta Perka Tikaclarin

Cikarilmasi

Metal veya plastik merkezli core iizerine gutta perka kapl kanal dolgularinin
cikarilmasida oncelikle ne yiiksek sicaklikta ne de yiiksek rpm hizda c¢alisilmadan

periodontal ligamente zarar vermeden bir solvent veya 1s1 kaynagiyla yumusattiktan
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sonra tastyiciy1 yakalayacak sekilde giris yolu olusturulmalidir. Sonra bir veya birden

fazla el egesiyle birlikte tastyiciy1 yakalayarak ¢ikarilabilir [193-198].
2.8.13. Retreatment Islemlerinde Yumusak ve Sert Patlarin Cikarilmasi

Eger kok kanala sistemi dolgusu i¢in yumusak pat kullanilmissa, crown-down
yontemini bolca sodyum hipoklorit irigasyonla el egeleri veya doner egelerle
kolaylikla ¢ikarilabilir ancak sert pat kullanilmigsa ¢ikarilmasi daha zordur. K-file el
egeleri ile birlikte kiiciik capl frezler veya ultrasonik uglar1 kombine olarak kok

perforasyonuna neden olmadan kullanilabilir [160, 175, 199, 200].

Rezorsinol-formalin patinin yumusatilmast ve ¢ikarilmasini kolaylastirmak
icin yapilan in vitro arastrmalarda %5.25'lik sodyum hipoklorit'in kullanilabilecegi
bildirmistir [201] ancak bir takip ¢alismasi sodyum hipokloritin, bir ¢ekilmis dis
ornegi kullanildiginda ayni etkiyi gostermedigini ortaya koymustur [201, 202].

Iceriginde tetrakloroetilen, izofenil asetat ve timol bulunan Endosolv-E
solventi ¢inko oksit ojenol icerikli patlar i¢in onerilmistir. Iceriginde formamid ve
feniletanol bulunan Endosolv-R solventi rezin igerikli patlar igin dnerilmistir. Sert
patlara bir 6rnek kalsiyum oksit igerikli Biocalex patinin yumusatilmasi icin EDTA

onerilmistir [26].
2.8.14. Retreatmentta Iyilesme Prognozu

Yapilan caligmalarda retreatment gormiis dislerin baslangic kok kanal
tedavisi gormis dislerle kiyaslandiginda tedavi sonrasi goriilen akut alevlenmelerin
(flare-up) daha fazla oranda meydana geldigi gériilmiistiir [203-205]. Ozellikle
apikal foramenden debris ve mikroorganizma tasirimasini minimuma indirgeyerek
yapilan tedavide akut alevlenmeyi Onleyecek girisimde bulunulabilir. Bu sebeple

crown-down preparasyon teknigi kullanilabilir. Tek seans yerine iki seans tercih

edilir [206].

Retreatment yapilan bir dise kuronal restorasyon yapilarak dis yapisni
korumak, kuronal mikrosizintiy1 6nlemek amacglanmistir. Disin restore edildiginden,
klinik  isaret ve bulgularm  kayboldugundan veya tedavi sonrasinda

tekrarlamadigindan ve radyografik olarak iyilesmenin gerceklestiginden emin olmak
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icin takip seanslarmi en az 6 ay sonra gergeklestirilmeli eger komplikasyonluysa ilk
seansi 3 ay sonrasina belirlemek daha dogru olur. Sonrasinda da takip seanslar1 1 yi1l
sonra tekrarlanarak 6 ay ile 5 yil arasinda olmalidir [6]. Cerrahi olmayan tedavi
tekrarmimn basar1 orani %40 ile %100 arasinda degismektedir [157, 158]. Apikal
periodontitisin var oldugu vakalarda prognoz %66'ya diiser [107, 157, 158].

2.9. KOK KANAL ENFEKSiYONLARININ MiKROBiYOLOJiSi
2.9.1. Tarihgesi

Kolonizasyon basit olarak tanimlandiginda, biyokimyasal ve fiziksel
kosullarin tiremek i¢in yeterli oldugu zaman igerisinde mikroorganizmalarin konaga
yerlesip yasamasi anlamima gelmektedir. Mikroorganizmalar insan viicudunun tiim
yiizeylerinde kolonize olmuslardir. Insan viicudunun 10" Okaryotik hiicrelerden

olustugu, 10" bakterinin de insan viicudunda ihtiva ettigi tahmin edilmektedir [207].

Mikroorganizmalarin insan viicudundaki bas, yliz, ¢ene, bagirsak, cilt ve
genital bolgelerde simbiyotik olarak konakg¢ida daimi kolonizasyonla birlikte
olusturdugu flora normal flora olarak tanimlanir. Ancak wuygun kosullar
saglandiginda normal oral flora iiyeleri, firsat¢1 patojen olabilirler. Firsat¢1 patojenler,
pulpa ve periapikal dokular gibi viicudun steril alanlarina ulastiklarinda hastaliga yol
acar. Patojenik doku hasari, mikroorganizmalara karsit konak dokunun cevabini

kapsar. Konakg¢1 bu durumda immiin cevapla karsilik verir [26].

Pulpa ve periapikal doku hastaliklarmin en onemli ve birincil etyolojik
ajanlarmm mikroorganizmalarin oldugu yapilan bircok ¢alismada 1800'lii yillardan
beri vurgulanmistir [208, 209]. Enfekte kok kanalina ve periapekse girebilen ve
periapikal doku hastaliklarma sebebiyet veren mikroorganizmalarin biiyiik
cogunlugu bakterilerdir. Bu bakterilerin biiyiik bir boliimiinii anaerop bakteriler
olusturur. Bu nedenle endodontik mikrobiyolojinin biiyilk orani1 anaerobik

bakteriyoloji tizerine kuruludur [210].

Anaerop bakterilerin varligir ilk olarak 17. yiizyllda Hollandali amator
mikroskop {ireticisi Antonie Van Leeuwenhoek’un (1632-1723) gelistirdigi
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mikroskop ile gozlemledigi bazi kiigiik canlilarin oksijensiz ortamda dahi hareket

edebildigini ileri siirmesi ile ortaya ¢ikmistir [26, 211].

Pastorizasyonun temelini olusturan Louis Pasteur, yaptig1 c¢alismalarla
anaerop bakteriyolojinin temel taslarini insa etmistir. 1861°de Pasteur biitirik asit
fermentasyonunun hareketli, spor olusturan mikroorganizmalarla iligkisini ortaya
koymustur ve bu canlilarin oksijensiz ortamda basit besiyerlerinde iireyebildigini
gérmiistiir. Bunun {izerine Pasteur 1863 yilinda mikroorganizmalar1 aerop ve
anaeroplar olmak iizere ikiye aywrmistir [212]. Oral mikrobiyolojinin babasi olarak
sayillan Willoughby Dayton Miller, Berlin'de Robert Koch'un laboratuarinda calisan
Amerikal1 bir dis hekimi olarak, 1894 yilinda pulpa hastaliginda bakterilerin varligim
tespit eden ilk arastiricidir [209]. Kakehashi ve ark. pulpa ve periradikiiler
hastaliklara bakterilerin neden oldugunu kanitlayan klasik ¢aligmayr 1965 yilinda
yaymlamiglardir. Bu arastiricilar, germ-free farelerin oral kaviteye agik pulpalarinda
ve periradikiiler dokularinda patolojik degisikliklerin meydana gelmedigini, oysa
agi1z florasi ile kontamine olan fare grubunda pulpa nekrozu ve periapikal lezyonlarin
olustugunu tespit etmislerdir. Sonugta arastiricilar bir dokuda mikrobiyal flora
bulunmasinin veya bulunmamasinin, dokunun patolojik yikiminda veya
iyilesmesinde asil belirleyici faktér oldugu sonucuna varmuslardir [38]. Moller ve
ark. 1981 yilinda maymunlar iizerinde yaptiklar1 ¢alismada, devitalize ettikleri
pulpalardan sadece bakterilerle enfekte edilenlerde periapikal bolgede lezyon

olustugunu bildirmislerdir [39].

Oral kavitede 300°den fazla bakteri tliriiniin kiiltiirii yapilabilirken, kok kanal
enfeksiyonlarinda sadece sinirli sayida bakteri tiirii izole edilmektedir [213]. Enfekte
kok kanalinda ortalama 1- 12 farkli tiir bakteri mevcuttur ve CFU (Colony forming
units) sayisi 10°- 10° arasindadir [214].

Bu mikroorganizmalardan en sik goriilenler: Streptococcus, Fusobacterium,
Prevotella, Porphyromonas, Eubacterium, Peptostreptococcus, Bacteroides, ve
Lactobacillus tiirleridir [213, 215].
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2.9.2. Mikroorganizmalarin Pulpaya Ulasma Yollar

Normal kosullar altinda, pulpa-dentin kompleksi sterildir. Mine, dentin ve
sementi Orterek oral mikrobiyotadan izole eder [26, 216]. Mikroorganizmalar kok

kanal sistemine ¢esitli yollar ile ulasmaktadir.
2.9.2.1. Koronal Yol:

Mikroorganizmalar pulpa bosluguna en ¢ok ¢iiriikk yolu ile ulasirlar.
Bakteriler dentin tiibiillerine girer ve burada ¢ogalirlar. Bakteri tiirlerinin bir¢ogunun
hiicre ¢ap1 0,2-0,7 um arasinda degisirken, dentin tiibiillerinin en kiigiik ¢ap1 ortalama
0,9 um ile en bliyiik ¢ap1 2,5 pum arasinda degisir. Mine ya da sement tabakasi yok
olmussa, mikroplar pulpaya agik tiibiillerden ulasabilirler. Saghkli bir pulpa
mikrobiyal invazyona karsi direnclidir. Dentin tiibiillerindeki bakteri hareketi,
odontoblastlar, mineralize kristaller ve ¢esitli makromolekiiller tarafindan kisitlanir.
Bakteriler ve yan irlinleri pulpa acilimi olmaksizin pulpayr indirekt olarak

etkileyebilir [217].

Baz1 calismalarda acik dentin tiibilillerine komsu pulpada inflamatuar
reaksiyon ispat edilmistir [216, 218, 219]. inflamatuar reaksiyonlar pulpa nekrozu ile
sonuglanabildigi halde, biiyiik bir kismi iyileserek tamir olabilir [220].Vital bir pulpa
travma sonucu a¢ildiginda, inflamasyon, nekroz ve bakteri infiltrasyonunun 2 hafta
sonra bile pulpanin ancak 2 mm igerisine ilerleyebildigi gosterilmistir [221]. Bunun
aksine nekrotik bir pulpa hizla istila edilir. Odontoblastlarin 6liimiinii takiben bos
dentin tilibiilleri, mikroplarm pulpa bosluguna girisini  kolaylastirabilir.
Mikroorganizmalar, restoratif islemler, travma ya da anormal dis gelisimi sonucu

pulpanin direkt a¢ildigi durumlarda da pulpaya ulasabilirler [220].
2.9.2.2. Retrograd Yol:

Bir ¢ok otoriter enfekte kok kanal sisteminden, tiibiiller, lateral ya da
aksesuar kanallar, furkasyon kanallar1 ve apikal foramen yoluyla ¢ikan irritanlarin
etraftaki atagsmani direkt olarak etkiledigini savunmustur. Ancak periodontal
hastaligin dogrudan pulpal hastaliga neden olup olmadig ile ilgili tartigmali goriisler

de mevcuttur [222-224].
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Periodontal tedavi sirasinda sement dokusunun kaldirilmasi, dentin
tiibiillerini ag1z florasina acik hale getirmesine neden olur. Kok diizeltmesini takiben
acik dentin tiibiillerine bakteri penetrasyonunun oldugunu termal hassasiyetle birlikte

pulpa iltihabmi gosteren galismalar mevcuttur [225].

Bazi arastirmacilar ileri diizey periodontit hastalarmm kok kanallarindaki
bakteri ile periodontal ceplerindeki bakterileri karsilagtirma yaptiklari ¢aligmalarda
hem periodontal alanda hem de pulpada bakteri mevcudiyeti durumunda, periodontal
cep ya da sulkusun, kok kanal enfeksiyonunda yer alan bakterinin kaynagi olduguna
inanmaktadir [226, 227].

2.9.2.3. Anakorezis:

Bakterilerin pulpaya diger bir gecis yolu olan anakorezis, mikroplarin, kan
ya da lenf yolu ile pulpitli bir dig gibi inflamasyonlu alana ulagsmasidir. Brucella
abortus, streptokok ve stafilakok gibi bakterilerin kopeklere intravendz olarak
enjekte edilerek, bu bakterilerin hastalikli periapikal bolgeden ve iltihapli pulpa
dokusundan izole edildigini ileri sliren deneysel arastirma sonuglarina karsin, bagka
bir arastrmada sistemik olarak enjekte edildiginde bakterileri, kedilerin

doldurulmamis kok kanallarindaki sividan izole edilemedigi belirtilmistir [228, 229].

Anakorezis hayvan caligmalarinda gosterilmis olsa da 6nemli hastaliklarla
iligkili oldugu diisiintilmemektedir. Ancak travmaya ugramis disler bu yolla enfekte

olabilir [230, 231].
2.9.3. Kok Kanahindaki Mikrobiyal Ekosistem

Insan dis kok kanali icindeki mikroorganizmalarin iiremeleri ve kolonize
olusturmalarmi etkileyen cesitli ekolojik faktorler bulunmaktadwr. Dis kok kanal
enfeksiyonlarindaki mikroflora popiilasyonu sabit degildir, zamanla degiskenlik

gosterir.
Mikrobiyal floranin kompozisyonunu;
1) Anaerobik ortam,

2) Mikroorganizmalar arasindaki etkilesim ve
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3) Besin maddelerinin mevcudiyeti tayin eder.

1) Anaerobik Ortam: Kok kanal sisteminin dinamigi ile ilgili yapilan
calismalar sonucu, endodontik ¢evrenin, anaerop mikrofloranin belirli oranlarda

gelisimine olanak saglayan, segici bir habitat oldugu gosterilmistir [214].
Anaerop bakterilerin liremelerini etkileyen baslica i 6nemli faktor vardir:
1) Ortamin oksijen konsantrasyonu,
11) Ortamdaki siiperoksit radikal konsantrasyonu ve peroksitler,
111) Ortamin oksido-rediiksiyon potansiyelidir.

i) Oksijen konsantrasyonu: Anaerop bakteriler metabolizmalar1 ve
iremeleri icin gerekli enerjiyi fermantasyon reaksiyonlarindan saglarlar. Anaeroplar,
molekiiler oksijeni kullanamadiklar1 gibi, oksijen bu bakteriler lizerinde tam olarak
bilinmeyen nedenlerle dogrudan toksik etki olusturmaktadir. Kok kanali gibi kapali
bir ortamda oksijen konsantrasyonu apikal dogrultuda yavas yavas azalir. Zamanla,
enfekte pulpa nekrozu oral ¢evreye acilmamis diste ne kadar uzun siire var olursa o
kadar fazla oksijen tiiketilir, bdylece anaeroplara hayatta kalmak ve ¢ogalmak i¢in
daha iyi kosullar saglanmis olur. Bunun sonucu olarak, zorunlu anaeroplar ve

fakiiltatif organizmalarm tiremesi desteklenmis olur [232].

ii) Siiperoksit radikalleri ve peroksitler: Oksijen kullanan
bakterilerin tireyebilmeleri i¢in oksijen gereklidir. Bu bakteriler kendilerini toksik
stiperoksit radikallerinden ve peroksitlerden koruyan enzimlere sahiptirler. Bunlardan
stiperoksit dismutaz, toksik siiperoksit radikallerinin, toksisitesi daha diisiik olan
hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniisiimiinii katalize ederken, katalaz
enzimi de hidrojen peroksitten su ve oksijen olusumunu saglar. Zorunlu anaerop
bakteriler ise kendilerini toksik oksijen radikallerinden koruyan siiperoksit dizmutaz
ve katalaz enzimlerine sahip degillerdir. Mikroaerofilik bakteriler oksijen bulunan
ortamlarda lreyebilmelerine ragmen, en iyi karbondioksitli ve diisiik oksijenli
ortamlarda Trerler. Fakiiltatif anaeroplar, oksijen varhiginda veya yoklugunda

tireyebilir, hem katalaz hem de siiperoksit dismutaz enzimlerine sahiptirler [233].
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iii) Oksido-rediiksiyon potansiyeli (Eh): Anaeroplarin iiremesinde
onemli rol oynayan diger bir faktér de Eh’dir. Bir ortamm Eh’1i, elektron verme
egiliminin Ol¢iimii olup, ortamda indirgenen maddelerin bulunmasi Eh’min
diismesine yol agar. Anaeroplar ancak diisiik ya da negatif Eh bulunan ortamlarda

tireyebilirler [234].

2) Mikroorganizmalar Arasi Etkilesim: Enfekte kok kanallarindan alinan
mikrobiyolojik Ornekler incelendiginde bazi bakteri tiirlerinin genellikle bir arada
bulunduklar1 gézlenmektedir [235]. Mikroorganizmalar arasi etkilesimin kok kanali
ekolojisinde 6nemi biiyiiktiir ve endodontik ortama uyumlu polimikrobiyal floranin
olusumunu saglamaktadir [236]. Endodontik floranin ekolojisini etkileyen
mikroorganizmalar arasi etkilesimler, pozitif (sinerjik) veya negatif (antagonist)

yonde olabilir.

Sundqvist 1992 yilindaki ¢alismasinda, kok kanal enfeksiyonlarinda en sik
bulunan tiirlerden biri olan Fusobacterium nucleatum ile Peptostreptococcus
anaerobius, Campylobacter rectus ve Porphyromonas endodontalis arasinda pozitif
iliski tespit etmistir. Sundqvist 1992 yilindaki bagka bir ¢alismasinda da Prevotella
intermedia, Peptostreptococcus micros, P.anaerobius’un Eubacteriler ile arasinda

pozitif iliski bulmustur [232].

Cogu streptokok tiirtiniin, Capnocytophaga achracea ve Veillonella
parvula’nin ise diger bakteriler ile ya antagonist iliskide olduklar1 ya da higbir
baglantilarmin  olmadigi tespit edilmistir. Ayrica, Actinomyces israelii’nin
Propionibacterium propionicum disindaki hi¢bir bakteri tiirii ile baglantis1 olmadigi
goriilmiistiir. P. propionicum ile Actinomyces tiirleri arasinda sinerjik iligki

bulunmustur [235].

Porphyromonas tiirlerinin  F.nucleatum’la birlikte yaptigi aktivasyon
desteginde, Feuille ve ark. farede lezyon model yardimiyla F.nucleatum’un
Porphyromonas gingivalis‘le birlikte yumusak doku yikiminda sinerjik etki

gosterdigini ve bunun sonucunda digin nekroz oldugunu bildirmislerdir [237].

Dahlen ve ark.’nin yaptiklar1 ¢alismada, enfekte maymun dislerinin ¢iiriik

kuronlarinda  sekiz  bakteri ¢esidi izole edildigi bildirilmistir. Bunlar
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mikroorganizmalarin farkli c¢esitlerinin birlesmesine bagli olarak farkli iltihabi
cevaplar1 meydana getirmektedir. P. anaerobius, Prevotella oralis, Fusobacterium
necrophorum’un karisimi bakteriler arasinda en etkili olan karigimdir ve siddetli
lezyonlara neden olmaktadir. Oysa bu mikroorganizmalar diger kombinasyonlarda
veya tek baslarina yasayamamaktadir ve daha az inflamasyon olusturmaktadir. Bu
faktorler endodontik enfeksiyondaki sinerjinin etkisine agiklik getirmektedir [213,
238].

3) Besin Mevcudiyeti: Besin tiirii ve mevcudiyeti mikrobiyal gelisme igin
onemli bir faktordiir. Par¢alanmis pulpa dokusu ve doku sivilari kok kanalindaki

besin maddelerinin 6nemli kaynaklarini olustururlar [232, 235].

Kok kanalindaki ¢evresel kosullar, aminoasit ve peptidleri fermente edebilen
anaerop bakterilerin {iremesine izin verirken, Oncelikle karbonhidratlarin
fermentasyonu ile enerji saglayan bakteriler i¢in uygun beslenme kosullari
bulunmadigindan bu tiirler siirhi kalabilir. Bu durum, agiz kavitesine acik kok
kanallarinin koronal kisminda streptokoklar gibi fakiiltatif anaeroplarm, apikal

kisminda da zorunlu anaeroplarin baskin olmasimnin sebebini agiklamaktadir [239].

Ter Steeg ve van der Hoeven kok kanal florasinin dinamigi ile ilgili 6nemli
ipuglarini ortaya koyduklar1 ¢galismalarinda, subgingival plak organizmalarinin serum
icindeki Ureme siralarin1 incelemisler, iiremelerin 1ii¢ faza ayrilabilecegini
bildirmigleridir.

Birinci fazda, serumdaki diisiik karbonhidrat igerigi hizli tireyen sakkarolitik
bakteriler tarafindan tiiketilmis ve bu da laktik asit ile formik asit iiretilmesine yol

acmistir.

Ikinci fazda, proteinler hidrolize edilmis, bir miktar amino asit fermantasyonu
olmus ve serum glikoproteinlerinden ayrigsmis olan karbonhidratlarin kalan miktar
kullanilmustir. P. intermedia, Veillonella parvula, F. nucleatum ve Eubacterium

tiirleri, ikinci faz sirasinda baskin olarak tireyen mikroorganizmalardir.

Ugiincii fazda, yogun protein ayrismasi meydana gelmistir. Bu fazm baskin

mikroorganizmalar1 P. micros, F. nucleatum ve Eubacterium olmustur [240].
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Diger bir ¢aligmada, yine subgingival plak organizmalarinm kiiltiiriiniin
serum iginde iiremesi sonucu P. micros’un baskin tiir oldugu gosterilmistir. P.
micros’un ekolojik ¢evresi, onun serum proteinlerini ayristirarak, peptid ve amino
asit olusumunu saglayan peptitaz aktivitesi ile ilgili olabilir. Bu amino asitler, P.
micros tarafindan kullanilabildigi gibi, serumda bulunan proteolitik aktivitesi

olmayan ya da ¢ok az olan diger bakteriler tarafindan da kullanilabilir [241].

Besinsel olarak mikroorganizmalarm bazi tiirlerinin metabolik yikim iiriinleri,

diger tiirlerin besin zincirinin bir kismini olusturabilmektedir [213].

Siyah pigmentli anaerobik rodlar (Prevotella ve Porphyromonas tiirleri)
iremek i¢in vitamin K ve hemine ihtiya¢ duyarlar. Vitamin K, diger bakteriler

tarafindan tretilebilir [242].

Hemin, hemoglobinin parcalanmasi sonucu ortaya ¢ikar, ancak bazi bakteriler
de hemin iiretebilirler. Ornegin C. rectus’un Porphyromonas tiirlerinin iiremesini,

hemin tireterek stimiile ettigini gosteren bir ¢alisma bulunmaktadir [243].

2.10. ENDODONTIK ENFEKSiYONLARDA BAKTERIYEL
PATOJENITE

Kok kanalin1 enfekte eden her oral mikroorganizmanin periapikal dokular1 da
enfekte etme olasiligr bulunmaktadir. Bu sonuca dayanarak tiim oral mikroflora

iiyeleri kok kanali ve periapikal dokularm enfeksiyonunda birer patojen olarak

goriilebilir [213].

Bununla birlikte, kok kanal patojenlerinin hastalik yapabilmesi i¢in bazi

sartlar gerekmektedir [244]:

1. Mikroorganizmalar periradikiiler hastalig1 baslatp siirdiirebilmek i¢in

yeterli sayida bulunmalidir.

2. Mikroorganizmalar kok kanal enfeksiyonu olusturabilmesi icin viriilans

faktorlere sahip olmalidir.

3. Kok kanal sistemine yaygin olarak yerlesmis mikroorganizmalar viriilans

faktorleriyle periapikal dokulara gecip patojen hale gelebilmelidir.
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4. Kok kanal ortami, mikroorganizmalarin yasamasina ve ¢ogalmasina izin

vermeli ve sinyal salgilayarak viriilans genleri uyarabilmelidir.

5. Kok kanal patojenleri, konak dokuda savunmay1 baslatarak doku hasarina

yol agabilmelidir.

Fabricius yaptigi maymun deneyinde enfekte kok kanal dokusundan izole
edilen orijinal bakteri veya bakteri gruplarmi (P. oralis ve 11 diger tiir) cesitli
kombinasyonlarda veya tek tek diger maymunlarin kék kanallarmin icine inokiile
etmistir. Her bir bakteri tiirii tek tek inokiile edildigi zaman sadece hafif bir apikal
periodontit gelisirken, kombinasyonlar halinde verildiginde ¢ok siddetli periapikal
reaksiyonlar meydana gelmistir [245]. Bu ¢alisma kok kanalinda patojenite giicii i¢in
bakterilerin aralarinda olusturduklar1 sinerjinin ne kadar 6nemli oldugunu ortaya

koymaktadir.

Kok kanalinda kolonize olabilen herhangi bir mikroflora az ya da c¢ok siddetle
bir hastaliga yol agabilir. Bu olayda tek bir patojen rol almaz. Deneysel arastirmalar
anaeroplarin hem akut hem de kronik enfeksiyonlardaki onemini gostermekle
birlikte, arastirmalar ayrica, anaerobik enfeksiyonun yerlesmesi i¢in fakiiltatif ve

Gram (+) mikroorganizmalarin 6nemini de ispat etmislerdir [238, 239, 246-248].

Ekolojik ve ¢evresel faktorler, kok kanal enfeksiyonunda mikrobiyal floranin
komposizyonu belirlemektedir. Sonug olarak patojenite, daha ¢ok mikrobiyal grup ya
da kombinasyonlarla iligkilidir ve tek bakteri tliriiniin 6zgilinliigiiniin diisiik olmasin1
izah eder [249]. Yani periapikal hastalik kok kanalindaki farkli kompleks

mikroorganizmalarin kombine aktivasyonu ile meydana gelir.
2.10.1. Mikrobiyal Viriilans Faktorler

Kok kanalinda var olan mikroorganizmalar tarafindan {iretilen bir¢ok
viriilans faktorlerinin birlesimi endodontik mikrobiyal floranin patojenite derecesini
belirler. Mikrobiyal viriilans faktorler (Tablo 9), wyapisal bilesenler ve

mikroorganizmalar tarafindan olusturulan iriinleri kapsar [250].

Doku hasari, bakteri enzimleri ve metabolik sontiriinler tarafindan dogrudan

ya da dolayli olarak yapilir ve konak hiicreleri ve/veya bag dokusundaki hiicreler
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aras1 matriks hasar1 seklinde olusabilir. Ayrica peptidoglikan, lipoteikoik asit,
fimbria, kirpik, dis membran proteinleri ve vezikiilleri DNA, kapsiil ve
lipopolisakkaritler gibi bakterilerin yapisal komponentleri periradikiiler dokulara
yayilarak konak immun yanitini uyarir ve siddetli doku yikimma neden olurlar
[56].

2.10.1.1. Lipopolisakkarit (LPS) (Endotoksin):

Endotoksinler, lipopolisakkarit yapida molekiiller olup Gram (-) bakterilerin

hiicre duvarinda yer alirlar [251].

LPS, bakterinin dliimiinden sonra ¢ogalma ve ilireme asamasinda ortama
yayilmaktadir. LPS’in patolojik etkisi endotelyal hiicreler ve makrofajlar arasindaki
etkilesimler sonucu olusmaktadir. LPS’ler endotelyal hiicrelere, adezyon
molekiillerinin, interlékinlerin (IL) ve tiimor nekroz faktor-alfa (TNF-a) gibi birkag
molekiiler mediatoriin salgilanmasi i¢in sinyal gondermektedir. TNF-o, LPS’in zarar
veren etkilerini olusturmakta birincil sorumlu mediatordiir. LPS, periapikal lezyonlu
dislerin dentin duvarlarindan ve kok kanallarindan elde edilen oOrneklerinde

bulunmustur [236].

Dahlen ve Bergenholtz’un yaptiklar1 ¢alismada LPS ve endotoksinler
enfekte kok kanallarinda gézlemlenmis ve var olan Gram (-) bakterilerin sayisi ile

iliskili bulunmustur [252].
2.10.1.2. Peptidoglikan tabaka:

Peptidoglikan bir¢ok 6zdes alt birimden olusan kompleks polimer bir
yapidir. Gram (+) bakterilerde peptidoglikan tabaka 40- 100 katmandan olusmus
olup, hiicre duvarmin agirlik¢a %50’sinden fazlasmni olusturmaktadir. Gram (-)
bakterilerde ise yalnizca bir veya iki katman olup hiicre duvarinm agirlikca %5-

10’unu olusturur [60].

Peptidoglikan, apikal periodontit lezyonlarmin patogenezinde rol

oynayabilecek birgok biyolojik etkiyi baslatabilir [253].
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Tablo 9. Bakterilerin virulans faktorleri

Ornek endodontik patojenler

Lipopolisakkarit

T. forsythia, P. endodontalis, P. gingivalis, F. nucleatum, P.
intermedia, C. rectus

Peptidoglikan

S. anginosus grubu

Lipoteikoik asit

E. faecalis, S. anginosus grubu

Dis membran proteinleri
ve vezikiilleri

F. nucleatum, P. endodontalis, P. gingivalis

Lipoproteinleri

. denticola, P. gingivalis

T
Fimbriya P. gingivalis, P. intermedia / nigrescens

Kapsiil P. endodontalis, P. gingivalis, F. nucleatum, P. micra
Kirpik T. denticola

DNA

Salgilanan iiriinler

Enzimler;

Proteaz T. denticola, P. endodontalis, P. gingivalis
Hiyoliironidaz P. gingivalis, P. micra, E. faecalis

Kondroitin siilfataz P. gingivalis

Fosfataz T. forsythia, P. endodontalis, P. gingivalis

DNaz P. gingivalis

Fosfolipaz P. gingivalis, P. intermedia / nigrescens, C. albicans

Eksotoksinler: lokotoksin

C. rectus, F. necrophorum

Is1-sok proteinleri

T. denticola, T. forsythia, P. gingivalis, F. nucleatum, P. intermedia /
nigrescens, C. rectus, E. faecalis, C. albicans

Metabolik son iiriinler

Volatil siilfiir bilesikleri

T. denticola, P. endodontalis, P. gingivalis, P. micra

Kisa zincir yag asitleri

T. denticola, T. forsythia, P. endodontalis, P. gingivalis, F. nucleatum,
P. intermedia / nigrescens

Poliaminler P. gingivalis
indol P. endodontalis, P. gingivalis, F. nucleatum, P. intermedia / nigrescens
Amonyum P. gingivalis, F. nucleatum

2.10.1.3. Lipoteioik asit:

Lipoteioik asit (LTA) gibi anyonik polimerler, Gram (+) bakteri hiicre

duvarmin kuru agirhiginin %50’sini olusturan major bilesenlerdir. Dolayli olarak

doku hasar1 baglatabilen etkileri bulunmaktadir. Makrofaj ve kompleman sistemini

aktive etmek gibi biyolojik etkileri LPS ile benzerlik gosterdigi i¢in LPS’in Gr (+)

bakteri karsilig1 olarak degerlendirilebilir [60].

2.10.1.4. Das zar proteinleri:

Gram (-) bakterilerin dis zarinin agirlikga yaklasik %50’si proteinler

icermektedir. Bakterilerin konak hiicreye tutunmasinda rol oynarlar.
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2.10.1.5. Ekstraseliiler vezikiiller:

Gram (-) bakteriler ekstraseliiler vezikiiller meydana getirirler. Ekstraseliiler
vezikiillerin zarlar1, bakteri hiicre zarina benzer, ayn1 6zellikte ylizey antijenine sahip
oldugu i¢in, antikorlarin bakteriye direkt baglanmasina engel olur. Boylece
konake¢min enfeksiyona karst hiimoral cevabini azaltir. Bu vezikiillerde enzimler ya
da toksik ajanlar bulunabilir. Ekstraseliller vezikiillerin konak¢1 dokuda
hemagliinasyon, hemoliz, bakteriyel adezyon ve proteolitik aktivasyonda rol

oynadig1 diistiniilmektedir [254].
2.10.1.6. Lipoproteinler:

Lipoproteinler genellikle Gram (-) bakterilerin hiicre duvarinda bulunur ve
dis zar1 peptidoglikan tabakaya baglar. Makrofajlar yoluyla IL-1, IL-6, IL-12 ve
TNF-a salinmasini uyardiklar1 gosterilmistir [255].

2.10.1.7. Fimbria (pili):

Birgok Gram (-) bakteri fimbria olarak adlandirilan uzantilar igerir.
Fimbrialar bakterilerin konak doku ya da diger mikroorganizmalara tutunmasinda rol

alirlar [254].
2.10.1.8. Kapsiil:

Hem Gram (+) hem de Gram (-) bakterilerde bulunan kapsiil, bakteri

yiizeyinin topografisini degistirerek bakteriyi fagositozdan korur.
2.10.1.9. Flagel:

Bakteriyel flajeller, bakterinin hareketini saglayan, sitoplazmik zardan disar1

dogru uzanan ¢ikintilardir. Bakterilerin fagositozdan kagmasinda rol oynarlar.
2.10.1.10. Bakteriyel DNA:

Bakteri DNA’s1, metilsizlenmis CG (sitozin, guanin) diniikleotidli (CpG)
DNA dizisi mevcudiyeti bakimindan memeli DNA’sindan farklhidir. Yapisal
ozelliklerinden dolayr immiin sistem hiicreleri bakteri DNA’smi1 tehlike olarak

algilayabilir. Bunun sonucunda gesitli sitokinler ortaya ¢ikarirlar [256].
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2.10.1.11. Enzimler:

Kok kanalinda goriilen mikroorganizmalar kollejenaz, hyaluronidaz,
fibrinolizinler ve proteazlar gibi ¢esitli enzimler iiretirler. Bu enzimler direkt olarak
toksik degildir ama konak dokusundaki organizmalarin yayilmasma yardim
etmektedir. Mikroorganizmalar, kan pihtis1 ve diger konak savunmasiyla iligkili

cesitli plazma proteinlerini yikan enzimler iretmektedirler [257].
2.10.1.12. Eksotoksinler:

Eksotoksinler, endotoksinlerin aksine yasayan mikroorganizmalar tarafindan
salgilanan antijenik, nonpiyojenik, thermolabil polipeptidlerdir ve bunlar toksoidlere
doniigebilirler. Lokotoksinler, marjinal periodontitin bazi tiplerinin patogeneziyle
iliskili en 1y1 bilinen eksotoksinlerdir. Lokosit hiicre membranlarinda kiiciik delikler
olusturup hiicrenin lizisine neden olmaktadirlar [258]. Lokotoksin, F.necrophorum
[259] ve Actinobacillus actinomycetemcomintans [260] ¢esitleri tarafindan {iretilir.
Bununla birlikte Fusobacterium tiirlerinden, F. nucleatum en sik rastlanan
endodontik patojendir ve bu mikroorganizma herhangi bir eksotoksin {iretmez.
A. actinomycetemcomitans yiiksek miktarda kapnofilik veya karbondioksit seven bir
organizmadir ama kok kanal ortaminda yagayamamaktadir. Bu ylizden, eksotoksinler

endodontik floranin patojenitesinde 6nemli bir role sahip degildirler.

2.10.1.13. Bakteriyel peptid (N-Formyl-Methionyl-Leucyl-
Phenylalanine (fMLP):

fMLP, giicli bir kemoatraktan ve polimorfoniikleer lokosit (PMNL) ve

makrofajlar icin kuvvetli bir aktivator olarak dikkate alinan bakteriyel bir peptiddir
[60].

2.10.1.14. TIs1 sok proteinleri:

Asil gorevleri mikroorganizmalarin ¢esitli kosullar altinda hayatlarimi
slirdiirmelerine olanak saglamak olan 1s1 sok proteinleri, yiiksek derecede korunmus
proteinlerdendir. Bakterilerin konak hiicreye tutunmasinda rol oynarlar. Apoptozisi
kolaylastirdigr ve bu etkinin muhtemelen konagin antibakteriyel cevabini inhibe

ettigi rapor edilmistir [261].
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2.10.1.15. Metabolik son iiriinler:

Bakterilerin metabolizmasi sonucu ortaya ¢ikan ¢esitli son {iriinlerin konaga
toksik etkileri olabilir. Ugucu siilfiir bilesikleri, kisa zincirli yag asitleri, poliaminler,
indol ve amonyak gibi ¢esitli metabolik son iirtinler viriilans faktorleri arasinda goz
oniinde bulundurulabilir. Ugucu siilfiir bilesikleri, siilfidril igeren amino asitlerin
desiilfiirasyonu sonucu ortaya cikar. Ornegin hidrojen siilfiir, sisteinin; metil
merkaptan ise metioninin destilfiirasyonu ile olusur. Kok kanal patojeni olmaya aday
bakteriler de dahil olmak iizere pek ¢ok oral bakteri tiiriiniin ucucu siilfiir bilesikleri

olusturabildikleri gosterilmistir [241, 262].

Siquera ve Rogas 2007 yilinda bu bilesiklerin nekrotik kok kanallarinda
birikerek periradikiiler dokulara zarar verecek seviyelere ulasabilmesi miimkiin

oldugunu bahsetmislerdir [60].

Kok kanal bakterileri tarafindan salman kisa zincirli yag asitleri, ugucu
(propiyonik, butirik, isobiitirik, valerik, isovalerik, asetik ve formik asit) ve ucucu
olmayan (laktik ve siiksinik asit) asitleri i¢erir [263]. Kisa zincirli yag asitleri notrofil

kemotaksisi, degraniilasyon ve fagositozu etkiler [254].

Poliaminler, amino asitlerin dekarboksilasyonu sonucu mikroorganizmalar
tarafindan iretilir. Putresin, spermidin ve kadavrin poliaminlere ornek olarak
verilebilir. Poliaminler hiicre canliliinin devaminda, hiicre proliferasyonunda
inflamasyon siirecinin diizenlenmesinde rol alan bilesiklerdir [264, 265]. Bakterilerin

metabolik son {iriinii olan indol ve amonyak da konak hiicrelerine toksik

olabilmektedir [266, 267].

Enfekte kok kanalindaki bakteriyel birlikteligin igerigi, bakterilerin
konsantrasyonlar1 kadar son friinlerin cesitliligini de belirler. Bir yandan bazi
bilesikler, bazi1 mikroorganizma tiirleri tarafindan tiiketilir ve indirgenebilirken, diger
yandan ortaya ¢ikan metabolitler periradikiiler dokularda birikerek toksik seviyelere
ulagabilir. Kisa zincirli yag asitleri, poliaminler ve ozellikle de ugucu siilfiir
bilesikleri gibi bircok son iriiniin anaerobik kok kanal enfeksiyonlarmin tipik

kokusundan sorumlu olduklar1 bildirilmistir [60].
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2.10.2. Biofilm

Costerton ve arkadaslarinin 1977 yilinda “’bakterilerin, polisakkarit fiberlerin
birbirine ge¢mesiyle veya seker molekiillerinin dallanmasiyla bakteri yiizeyinden
uzanarak tek bir hiicrenin veya hiicre kolonilerinin adezyonun iletimini saglayan
glikokaliks yapisinin ¢evrelenmesiyle yapistiklari goriilmiistiir’” diyerek biyofilm

tanimini 6ne siirmislerdir [268].

Donlan ve Costerton 2002 yilinda en giincel olarak " mikroorganizmalar
tarafindan olusturulan, mikroorganizmalarm herhangi bir yiizeye, ara yiizeye veya
birbirlerine yapismalarini saglayan ve biiyiime oranlar1 ile gen transkripsiyonuna
bagl olarak farkli fenotip gdsterebilen ve olusturan, mikroorganizmalarm i¢inde
gomiilii olarak bulundugu ekstraseliiler polimerik maddeden olugsmus matriks

seklindedir" diyerek biofilmi tanimlamislardir [269].

Caldwell ve arkadaslarina goére mikrobik biyofilm toplulugunun autopoeisis,
homeostasis, sinerji ve communality diye dort temel kriteri saglamis oluyorlar. Yani
kendi kendilerine organize olabilme, kendi hiicre dis1 olaylar karsisinda kendi
metaolizmasint koruma egiliminde ve direngte olabilme, birlikte olduklarindaki
etkileri tek baslarina olduklarindan daha etkili olabilme, ¢evresel degisikliklere karsi

tek baslarma degil birlikte karsilik verebilme 6zelliklerine sahiptir [270].

Biofilm hem yapisal ve dinamik olarak kompleks bir biyolojik sistem hem de
virulan faktdr olarak tanimlanir. Insanlarda gelisen bakteriyel enfeksiyonlarin
yaklasik %65-80'inin biofilm enfeksiyonu sorumlu tutulur. Bakteriler kule ya da
mantar seklinde koloniler halinde bulunur. Dental biofilm tabakasi 300'den fazla

hiicre katmanmna sahiptir [271].

Yiizey biofilm tabakast polisakkarit yap1 siirekli mikroorganizmalar
tarafindan sentezlenerek farkli tipteki polimer kiimelerden olusarak ekstraseliiler
polimerik matriksi meydana getirir. Bu matriks biofilmin %85-90'dan daha fazlasini
olustururken mikroorganizmalar %10'undan daha azmi olusturur. Biyofilmin {i¢
boyutlu yapisinin iskeletini ekstraseliiler polimerik matriksi olusturur ve biyofilmin

ylizeylere adezyonu ve kohezyonundan sorumludur [272].
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Bu ekstraseliiler polimerik matriksler hiicreleri yiizeye baglayarak adezin gibi
davranmalar1 disinda hiicreleri birbirlerine de baglayarak antimikrobiyallerin
biyofilmler icerisinde mikrokolonilere diflizyonunu onlemekte ve geciktirmekte, ve
konagin savunma mekanizmalarindan biyofilm organizmalarin1 korumaktadir.
Biofilm yap1 i¢indeki bakterileri 61diirmek i¢in planktonik (tutunmamis) tiirlere etkili
antibiyotik konsantrasyonun 100-1000 kat1 daha fazlas1 gerekebilir. Biofilm matriks
icindeki enzimler antimikrobiyal ajanlar1 notralize edici etki gostermektedir.
Antibiyotiklerin bazilar1 biofilm igerisine girebilseler de hiicre yapisina etki

edemedikleri i¢in etkisiz kalabilmektedirler [273].

Biyofilm;  bakterilerin  ¢evresel tehditlerden koruyan, besinlerin
yakalanmasina ve igerisindeki ayni veya farkli tiirden hiicrelerin metabolik
birlikteligine imkan saglayan, organize i¢ boliimlendirme 6zelligi gostererek biiyiime
gereksinimi olan bakteri tiirlerinin farkli bdlmelerde yasayabilmesine imkan
saglayan, bakteriyel hiicrelerin yeni 6zellikler alabilmek icin haberlesebilmesine ve

yatay gen transferi yapabilmesine olanak saglayan bir yap1 igerisindedir [274].
2.10.3. Quorum Sensing

Quorum sensing sistemi bakteri toplulugunun kollektif bir grup olarak birlikte
hareket etmelerine ve ¢ok hiicreli birim olarak davranmalarma izin vermektedir. Hem
gram negatif hem de gram pozitif tiirler i¢in iletisim kurabilme ve davranisini

degistirebilme yetenegi kazandirir [275].

Bakteriler otoindiiktor denilen, yayilabilen sinyal molekiillerinin {iretimini,
salmmmimi ve saptanmasini saglayan bu sistem aracilifiyla iletisim kurarlar. Bu
molekiiller bazal seviyede iiretilerek biiyiime sirasinda birikirler. ki tip baskin
otoindiikleyici protein N-acyl-L-homoserine lactone ve posttranslationally modified

peptid gram pozitif ve gram negatif bakteriler tarafindan kullanilir [276].

Kiigiik molekiillii quorum sensing otoindiikleyici Pseudomonas quinolone
signal ve Al-2'dir [277]. Kritik konsantrasyona ulasildiginda otoindiiktorler hedef
genlerin birkacin1 aktive edebilir veya baskilayabilirler. Otoindiiktorlerle gen
ekspresyon kontrolii hiicre yogunluguna yani yeterli ¢ogunluga bagl oldugundan bu

olay quorum sensing olarak adlandirilir. Quorum sensing bir¢ok organizmada
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virulans gen ekspresyonu ile kontrol edilmektedir. Quorum sensing sistemi virulan

faktorii, DNA yikseltme yetenegini, duragan faza gecisi ve biofilm formasyonunu
diizenler [271, 278].

2.10.4. Endodontik Biyofilm

Saglikli bir insanin oral florasinda 300’den fazla mikroorganizma tiiriiniin
kolonize oldugu bilinmektedir. Cesitli yollarla dis sert dokusunun biitlinligi
bozuldugunda oral mikrobiatadan bir kism1 pulpa odasini enfekte edebilir. Bununla
birlikte, endodontik floranin 6ne ¢ikan 6zelligi az sayida tiiriin periapikal olarak

enfekte olmusg dislerin kok kanallarindan siirekli olarak izole edilmesidir [53, 279].

Bir¢ok vakada, endodontik tedavinin basarisiz olmasi, 1yi tedavi edilmis
dislerde bile, kok kanal sisteminin apikal kismindaki inat¢1 mikroorganizmalardan
kaynaklanmaktadir. Istmus, dallanmalar, deltalar, diizensizlikler ve dentintiibiilleri
gibi  bolgelerde bulunan bakteriler, bazi durumlarda endodontik tedavi
prosediirlerinden etkilenmeyebilirler. Tedavi sonrasinda dallanmalarda ve deltalarda
bulunan bakterilen besin kaynagi kesilmezken, dentinal tiibiillerde ve isthmuslarda
bulunan baktarilerin besine ulasma yollar1 kapatilmistir. Bu bolgelerde kanal dolgusu
ile tizeri kapatilan bakteri ya oliir ya da periradikiiler dokulara ge¢isi engellenir.
Fakat bazi1 bakteri tiirleri doku kalintilar1 ve 6lii hiicrelerden beslenerek goreli olarak

daha uzun siireler yasayabilirler [4].

Endodontik enfeksiyonlar anatomik olarak bulunduklar1 yere gore
intraradikiiler veya ekstraradikiiler olarak siniflandirilabilirler. Intraradikiiler
enfeksiyona kok kanal sisteminde kolonize olan mikroorganizmalar sebep olmaktadir
ve kok kanal sistemine mikroorganizmalarin girme zamanlarina gore Ug¢ alt
kategoriye ayrilabilirler. 1- Primer enfeksiyonlar, nekrotik pulpa dokusunu kolonize
eden ve ilk olarak isgal eden mikroorganizmalar tarafindan olusturulmaktadir. 2-
Sekonder enfeksiyonlar, primer enfeksiyonlarda goriilmeyen fakat kok kanalina
profesyonel miidahaleden sonra girmis olan mikroorganizmalar tarafindan
olusturulan enfeksiyonlardir. 3- Inatg1 enfeksiyonlar, primer ve sekonder
enfeksiyonlarm iiyesi bulundugu mikroorganizmalar tarafindan sebep olunan ve bir

sekilde intrakanal antimikrobiyal prosediirlere direnis gostermis ve tedavi edilen
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kanallarda besin yoksunluguna dayanabilmis enfeksiyonlardir. Ekstraradikiiler
enfeksiyon enfekte olmus periradikiiler dokulari mikroplarm isgal etmesiyle
karakterize edilen ve intraradikiiler enfeksiyonlarin devami olan enfeksiyonlardir.

Ekstraradikiiler enfeksiyonlar intraradikiiler enfeksiyonlara bagimli ya da bagimsiz
olabilir [26].

Leonardo va arkadaslar1 2002 yilinda yaptigi ¢alismada; pulpa nekrozu
bulunan, periapikal lezyonlar1 radyografik olarak goriilen veya goriilemeyen ve canli
pulpast bulunan dislerin kok apekslerinin eksternal yiizeylerinde bakteriyel
biyofilmin varhiginin degerlendirildigi ¢alismada saglikli dislerin ve pulpa nekrozu
olan radyografik olarak periapikal lezyon goriilmeyen dislerin apikal eksternal kok
ylizeylerinde mikroorganizma bulunamamustir. Pulpa nekrozu ve kronik periapikal
lezyonu olan dislerde ise sementte rezorbsiyon ve apikal foramen cevresinde ¢ok

miktarda mikroorganizmaya rastlamiglardir [280].

Noiri ve arkadaglarinin elektron mikroskop caligmalarinda; cerrahi olarak
cekilen dislerin; yiizeyi, kok uglar1 ve ameliyat sirasinda veya endodontik olarak
yeniden yapilan tedavi swrasinda c¢ikarillan gutta perka uclarinda periapikal
lezyonlarda biyofilmin olusumunun varligi incelenmistir ve incelenen 11 Grnegin

9’unda ekstraradikiiler biyofilme rastlanmistir [281].

Sunde ve arkadaglarinin direngli periapikal endodontik lezyonlarin florasinin
toplanmasi1 ve belirlenmesinin amaglandig1 calismada; 36 periapikal lezyondan
35’inde mikrobiyal biliyiime gozlenmistir ve 33 Ornekte polimikrobiyal tiire

rastlanirken 2 6rnekte tek bakteriyel tiire rastlanmistir [282].

Noguchi ve arkadaglarinin 2005 yilinda yaptig1 calismada, direngli periapikal
periodontitisi bulunan insan dislerinin ekstraradikiiler biyofilmleri, biyofilm
olusturan bakterileri ayirt etmek icin ve belirlenen bakterilerin imminohistokimyasal
yerlesiminin arastirildigi calismada; 20 ekstraradikiiler biyofilm 6rneginin 14’{inden

1207 klon analiz edilmis ve 113 bakteri cinsi ve tiirii belirlenmistir [52].

Wang ve arkadaslarmin 2012 yilinda yaptigi ¢alismada, kok ucu cerrahisi
yapilmis, kok kanal dolgusu tamamlanmis, apikal periodontitisi bulunan 23 disten

apikal kok ornekleri alarak; 5 6rnegi SEM araciligi ile, 5 6rnegi ise Brown ve Brenn
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modifiye gram boyama araciligi ile biyofilm varligini arastirmak i¢in kullanmiglar.
Tedavi edilmis dislerin dis kok ylizeylerinde goriilen ekstraradikiiler biyofilmin, bol
miktarda sekilsiz ekstraselliiler materyalin ve bircok bakteriyel tiiriin varligini

gormiislerdir [283].
2.10.5. Bakterilerin gram boyama yontemine gore simiflandiriimasi

Hiicre duvar yapilarina gore bakteriler Gram + ve Gram - olmak iizere iki
gruba ayrilir. Bakterileri ayirt etmede gram boyama kullanilir. Gram pozitif
bakterilerin duvarlarinda kalin bir peptidoglikan tabakasi vardir ve boya
parcaciklarini tutar. Gram pozitiflerde bu boyalar hiicre ¢eperinden zor ayrilan
bilesikler yaparak fuksin veya safranin uygulandiginda mor renklerini kaybetmezler.
Gram negatif bakterilerin hiicre duvari ise sadece ince bir peptidoglikan katmanindan
olugsur. Gram boyama tekniginde gram negatif bakteriler mor renklerini kaybederek

kirmizi-pembe renge boyanirlar [284].

Agi1z ortaminda, ¢ok ¢esitli mikroorganizmalarin bulundugu bilinmektedir.
Bakteriler pulpa nekrotik hale geldikten sonra artik bakteriler apikal periodontitis ve
apekse dogru ilerlemektedir. Bu nedenle endodontide mikroorganizmalarin 6nemli
bir yeri vardir. Mikroorganizmalarin ortadan kaldirilmas: endodonik tedavilerin

gidisi ve prognozu agisindan birinci derecede 6nem tasimaktadir [285].

Odontojenik enfeksiyondaki bakteriler normalde bireyin viicudunda yasayan
canlilardir. Agiz florasin1 olusturan plakta, mukoza ylizeylerinde, gingival sulkusta
bulunan bakterilerdir. Bu bakteriler, aerobik gram pozitif koklar ve anaerobik gram

negatif gubuklardir.

Kok kanal enfeksiyonlarinin dinamigi {izerine yapilan c¢aligmalar sunu
gbstermistir; aneorobik mikroorganizmalarin ve bakteri hiicrelerinin nisbi oranlarda
zamanla arttig1 fakiiltatif anaerobik bakterilerin 3 ay ve daha uzun siireli enfekte olan
kanallarda asir1 derecede arttigidir. Enfeksiyon esnasindaki mikrobiyal tiirler ve
populasyon gegisleri arasinda gelisen iliskiler, kok analindaki 6zel ¢evresel ve secici

baskilar kadar bu etkilesimlerin sonucu olarak olustugu belirtilmektedir [284].
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Gram negatif bakterilerin ¢ogu patojendir. Bu hastalik yapma yetisi Gram
negatif hiicre duvarlarinda bazi 6zelliklerinden ve lipopolisakkarit igeriginden

kaynaklanmaktadir [232].

Hiicre duvar yapilarindaki farklilik sebebiyle antijenik yapilar konak¢inin
savunma mekanizmasina karsi verilen cevap ve hastalarin antibiyotige karsi

hassasiyeti degismesine sebep olmaktadir [286].

Apikal periodontitiste bakteriler kok kanalinda simbiyotik bir iliski
icindedirler. Immunoglobin ve diger proteinleri proteolitik parcalanmasi sadece
konak savunma sistemini etki etmez ayni zamanda diger bakterilere de besin olarak

peptid ve amino asitler saglanir [232].

2.10.6. Temel Mikrobiyolojide Anaerop Bakterilerin Oksijen Ihtiyacina

Gore Smiflandirilmasi

Normal kosullar altinda oda atmosferin yaklasik % 20'si oksijendir ve bazi
bakterilerin mevcut orandaki oksijenin varhiginda iiremedikleri, bununla beraber
ortamda oksijen bulunmadiginda tireyebildikleri bilinir. Genel bir basitlestirme ile bir
bakteri toplulugunun bu tekdiize davranislar1 bile onlar1 digerlerinden ayirmaya ve

farkli siniflandirmaya yeterlidir.

Zorunlu aerop bakteriler, iiretildikleri ortamda bol oksijen bulunmasini
isterler. Bacillus, Bordetella Brucella, Franciella, Legionella, Micrococcus,
Nocardia ve Pseudomonas genusunun tiyeleri bu gruba 6rnek olusturur. Enfekte kok
kanalinda bu bakteriler bulunmaz [61, 210].

Anaerop bakteriler yasama ve iiremeleri i¢in oksijene ihtiya¢ duymayan
bakterilerdir. Anaerop bakteriler molekiiler oksijen ile olan iligkilerine gore ‘zorunlu

anaerop’, ‘mikroaerotolerant anaerop’, ‘aerotolerant anaerop’ ve ‘fakiiltatif anaerop’

olarak smiflandirilirlar [210].
2.10.6.1. Zorunlu anaeroplar:

Kat1 besiyerinde 9%0,5°’den fazla oksijen varliginda {iireyemeyen, salt

oksijensiz ortamda iireyebilen bakterilerdir (Orn; Clostridium novyi tip B,
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Porphyromonas, Fusobacterium ya da Peptostreptococcus tiirleri). Zorunlu
anaeroplar birka¢ dakikalik hava temasinda Oliirler. Normal florada bulunmalarina
ragmen klinik 6rneklerden nadiren izole edilirler. Ancak bu grup i¢inde %2-8 (~ %3)
oksijen varliginda iireyebilen ve 1limli anaeroplar olarak adlandirilan (Orn;
Bacteroides fragilis grubu) bakteriler bulunur. Besiyeri ylizeyinde havadaki oksijeni

birkag saat tolere edebilir, iiremek i¢in anaerop atmosfere ihtiya¢ duyarlar.

Endodontik patojenlerin en ¢ok bilinenleri bu gruba girer: Acidaminococcus,
Bacteroides, Eubacterium, Fusobacterium, Mitsoukella, Peptococcus,
PeptoStreptococcus, Porphyromonas, Prevotella, Propionibacterium, Spiroketler,
Veillonella, Wolinella, Selenomonas zorunlu anaerop bakteri aileleridir ve hepsi
endodontik patojendir [61, 210].

Bazi anaerop bakteriler (6rnegin, Clostridium haemolyticum) oda
atmosferine (% 20 oksijene) yalnizca 1-2 dakika dayanabilirler. Bagska anaeroplar
(mesela Bacteroides fragilis, Propionibacterium acne) oda atmosferine 30, bazen 60-
100 dakika dayanabilir [61, 210].

2.10.6.2. Mikroaerofilik bakteriler:

% 4-6 oksijeni tolere edebilirler. Bu diizeyin iizerindeki oksijen bu
bakteriler icin anabolik baski olusturur. Enfekte kok kanalinda bulunan
Camphylobacter ve Lactobacillus genusunun pek ¢ok {iiyesi mikroaerofilik

bakterilere birer 6rnek olusturur. Bunlar ilerleyen pasajlarinda aerotoleran anaerop

olabilirler [61, 210].
2.10.6.3. Mikroaerotolerant anaaeroplar:

Anaerop ve mikroaerofil (%5 O2) ortamda tireyebilen, CO2’li ortam (%15
CO2 ) ve atmosferik ortamda (~ %21 02) iireyemeyen bakterilerdir (Orn;

Clostridium tertium gibi).

Aerotoleran anerop mikroorganizmalar, % 2-8 oksijen toleransi gosterebilir.
Aslinda bu isim, fakiiltatifler ile zorunlu anaeroplar arasinda kalan spektrumu
timiiyle igerisine alir. Cilinkii mikroaerofilik bakteriler ve hatta fakiiltatif anaerop

bakteriler bile aslinda birer aerotoleran mikroorganizmaya doniisebilir. Fakat tolere
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edebildikleri oksijen yogunluklarindaki farklar nedeniyle farkli smiflanirlar.

Aerotoleran ve mikroaerofilik bakterilerin arasindaki sinir belirgin degildir.
2.10.6.4. Fakiiltatif anaerop bakteriler:

Hem oksijenli ve hem de oksijensiz kosullarda iireyebilirler. Bu grup
bakterilere ornek olarak: Staphylococcus ve Streptococcus genuslarinin neredeyse
biitiin iiyeleri, Gram negatif barsak bakterilerinin tamamina yakin bolimii,
Actinobacillus, Corynebacterium genuslari, Pseudomonas aeruginosa, Proteuslar
verilebilir. Enfekte kok kanalindaki fakiiltatif anaerop bakteriler: Eikenella,

Enterobacter, Streptococcus tiyeleridir [61, 210].

2.10.6.5. Kapnofiller:

En 1iyi karbondioksit konsantrasyonu yliksek ortamda iireyen anaerop ve
aerop bakterilerdir (Orn; Bacteroides ve Fusobacterium tiirleri, Neisseria ve

Haemophilus tiirleri).
2.10.7. Anaeroplarin Kaynagi:

Bilimsel verilere dayanarak gezenimizde yasamin anaerop bakterilerle
basladig1 ve yiizlerce milyon yil anaerop kaldig1 diisiiniilmektedir. Bugilin anaroplar
0zel ekolojik bolgelerde bulunmaktadir. Bu bolgeler, toprak, taze ve tuzlu su
¢okeltileri ve insanlar dahil hayvan viicutlaridir. insan ve hayvan floralarmin énemli
bir pargasini olusturan anaeroplara ‘endojen anaeroplar’ denir. Viicut disindan

kaynaklanan anaeroplara ise ‘eksojen anaeroplar’ denir [210].
2.10.8. Anaeroplarin Normal Floradaki Dagilim

Anaerop bakteriler viicudun pek ¢ok bolgesinde (kalin barsak, agiz boslugu,
vajina, deri) normal flora elemanlar1 olarak dulunmasi ile beraber bu bolgedeki

bulunma sikliklar1 ve cinsleri farklilik gostermektedir (Tablo 10 ve 11).
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2.10.8.1. Deri:

Deri anaerop florast Propionibacterium, Peptostreptococcus ve diger
anaerop gram pozitif koklar ve bazen Eubacterium cinsi bakterilerden olugsmaktadir
[287, 288].

2.10.8.2. Ust solunum sistemi:

Burun ve agizdan alman oOrneklerdeki anaerop bakteri sayis1 aerop
bakterilerin sayisina esit veya daha fazla sayidadir. Tiikriikte bulunan anaerop
bakterilerin % 90’1 anaeroptur. Bu sebeple tiim agiz lezyonlarinda, aspirat pndmonisi
olgularmin ¢ogunda ve kulak burun bogaz infeksiyonlarinda anaeroplar yer alir. En
¢ok Fusobacterium, Porphyromonas, Prevotella, anaerop gram pozitif koklar,
Propionibacterium, Eubacterium, Lactobacillus ve Actinomyces tiirleri bulunur. Bu
0zel anaeroplar solunum sisteminden kaynaklanan herhangi bir enfeksiydz siirece

katilabilirler [288].
2.10.8.3. Vajina:

Servikal ve wvajinal sekresyonlardaki bakterilerin yaklasik %50’si
anaeroptur. Anaerop gram pozitif koklar, Prevotella bivia, Prevotella disiens,
Mobilincus, bazi anaerop laktobasiller ve Actinomyces tiirleri en sik rastlananlardir.
Actinomyces ve Eubacterium nodatum intrauterin ara¢ ve aktinomikotik infeksiyonla
iliskilidir. Aniise yakm diger anacroplar ise; Clostridium, Eubacterium, B. fragilis
grubu, Porphromonas tiirleridir. Gram negatif ¢gomaklardan ise P. bivia ve P. disiens
en sik rastlanan tiirlerdir. Pigmentli gram negatif anaerop ¢omaklardan ise B. fragilis
grubu, Prevotella ve Bacteriodes tiirlerine rastlanabilir. Ancak vajina ve servikal
stirtintii 6rneklerinden anaerop bakteriler izole edildignde ne mikrobiyologlar ne de
Klinisyenler enfeksiyona neden olan anaerop bakterileri endojen flora
kontaminasyonundan ayirt edemezler. Bu yiizden genitoiiriner sistem siirlintii

ornekleri anaerop bakteriyoloji i¢in uygun 6rnekler degillerdir .
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Tablo 10. Mukoza yiizeylerindeki endojen floranin anaerop oranlari

Anatomik bolge gr. ya da ml’deki Anaerop:Aerop orani

Ornek yeri total bakteri

Ust solunum yollar1

Burun 10°- 10 35:1

Tiikiiriik 10°-10° 10:1

Dis yiizeyi 10" - 10™ 10:1

Diseti olugu 10™- 10" 10°:1
_Gastrointestinal sistem

Mide 0-10° 1:1

ince barsak 10*- 10" 1:1

Kalin barsak 10™- 10" 10°:1

Kadin genital sistemi 10" - 10° 3-10:1

2.10.8.4. Barsak:

Barsak florasin1 olusturan anaerop bakterileri en ¢ok B. fragilis grubu,
Bifidobacterium, Clostridium, Eubacterium, Lactobacillus, PeptoStreptococcus ve
diger anaerop gram pozitif koklar, Prevotella ve Porphyromonas tiirleridir. B.

fragilis grubu i¢inde en sik rastlanan tiir B. thetaiotaomicron’dur .

Tablo 11. Endojen florada yer alan anaerop bakteriler

Anaeroplar Deri USY™ A1z Barsak Vajina
Gram (+) gomak (sporlu)

Clostridium - - + ++ +
Gram (+) ¢omak

Actinomyces - + + + -
Bifidobacterium - - + ++ +
Eubacterium + + + ++ +
Lactobacillus* = - + T Iy
Propionibacterium ++ + + + +
Gram (-) comak

Bacteroides - - - ++ T
Prevotella

Porphyromonas - + ++ - +
Fusobacterium - + ++ + o
Koklar

Gram (+) + i ++ ++ +
Gram (-) - + ++ + +

-: yok ya da ¢ok nadir var, +: diizensiz var, x: anaerop, mikroaerofil ve fakiiltatif

+: genellikle var, ++: ¢ok miktarda var, xx: iist solunum yolu: burun boslugu, nasofarinks, orofarinks, tonsiller
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2.11. ENDODONTIK FLORA (MiKROBiYOTA CESITLILiGI)

Bir insan viicudunda ortalama 10*2 tane hiicre bulunurken bunun 10 kat1 fazla
sayida 10 tane bakteri bulunur. Bunlar deri, gdz, agiz, kulak yolu, iireme organlari,
gobek cukuru gibi yerlere gruplar ve cinsler halinde yerlesirler. Belli bir viicut
bdlgesinde tarif edilen organ, doku veya yilizeyde yasayan mikroorganizma
topluluguna flora ismi verilir. Agiz florasi, ¢iirlik florasi, enfekte kok kanali florasi,
g6z florasi, digki florasi gibi floray1 tanimlarken bulundugu yeri belirtilmelidir. Bazi
dokularm floras1 yoktur. Yani sterildir. Ornegin kan floras1 olmaz, ¢iinkii kan daima
sterildir. Beyin omurilik sivismin florasit olmaz, daima sterildir. Dis pulpasmin da

floras1 yoktur. Kapali, canli ve problemsiz pulpa sterildir.

Organ ve dokularin daha lokal bir bolgesinde yasayan mikroorganizmalari
anlatirken mikroflora terimi kullanilir. Ornegin dil mikroflorasi, yanak mikroflorasi,
interdental mikroflora gibi. Agizdaki biitiin mikrofloralar agiz florasindan gelmek
zorundadir ve agiz florasindaki bakterilerin ¢esitli kombinasyonlarindan olusur.
Enfekte kok kanal florasi agiz florasinin herhangi bir kombinasyonundan ibarettir.
Agiz florasinin mikroorganizmalar1 Tablo 12’de gosterilmistir. Florada bulunan
bakterilerin hepsi hastalik nedeni degildir. Iglerinden bir tanesi hastaliga neden olur.
Bu mikroorganizmaya patojen (hastalik yapici) adi verilir. Bazen patojen bakteri
birden fazla sayida olabilir. Genellikle floradaki en baskin bakteri en patojen olanidir

[61, 210, 289] .

Tablo 12. Agiz florasinin mikroorganizmalari

1. Streptokoklar, Laktobasiller, Eikenella, Actinobacillus

2. Anaeroplar,

Porphromonas, Prevotella, Mitsuokella, Leptothrichia, ve diger biitiin Bacteroides iiyeleri,
Fusobacterium, Capnocytophaga, Peptostreptococcus, Selenomonas, Abiotrophia,
Megasphaera, Gamella, Granulicatella, Atopobium, Rothia, Catonella, Kingella, Dialister,
Cardiobacterium, Eubacterium, Veilionella, Wolinella, Bifidobacterium, Propinobacterium,
Actinomyces, Camphylobacter ve Helicobacter, Vibriyo ve Spiroketler

3. Daha ender bulunan koagiilaz negatif stafilokoklar, Gram negatif barsak comaklari,
Mycoplasma ve Candida albicans

Nobel Tip Odiilii’nii 1958'de kazanan Amerikali molekiiler biyolog Joshua

Lederberg mikrobiyota terimini ilk kez kullanarak; milyarlarca mantar, bakteri ve
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tek hiicrelilerden olusan, viicudumuzda yasayan mikroorganizmalar sisteminin

topluluk adi olarak belirtmistir.

Acikcas1 mikrobiyota terimini mikroorganizmalar i¢in en iyi kollektif terim

olarak kullanmak dogru olacaktir [290].

Kiltir ve molekiiler biyoloji teknikleri kullanilarak, endodontik
enfeksiyonlarm polimikrobiyal dogasi, primer enfeksiyonlardaki zorunlu anaerobik
bakterilerin dikkat c¢eken istiinliigiiyle agiga ¢ikarilmustir. Giincel kanitlarla, agiz
boslugundan 6rnekleri bulunan Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria,
Proteobacteria, Spirochaetes, Fusobacteria, Synergistes (daha once filum
Deferribacter'lere atanan filotipler), Sulphur River 1 (SR1) (OP11 bdliimiinden
koken alan), TM7, Chloroflexi, Deinococcus, Acidobacteria ve Cyanobacteria 'dan
olusan 13 filumun (sube) 9' unda endodontik bakterilerin yer aldigi (Tablo 13)
gosterilmektedir. Endodontik mikrobiyotanin yaklasik %40-55'1 simdiye kadar
ekilmis ve tamamen tanimlanmig bakterilerden olusmaktadir, daha ekilmemis tiirlerin

yiiksek prevalansi dikkati gekmektedir [291-296].

Tablo 13. Endodontik infeksiyonlarda bulunan bakteri filumlari ve yaygin temsilcileri.

Filum Tiir/Filotip

Firmicutes Dialister tiirleri, Filifactor alocis, Parvimonas micra, Pseudoramibacter
alactolyticus, Enterecoccus faecalis, Eubacterium tiirleri, Mogibacterium
tiirleri, Streptococcus tiirleri, Lachnospiraceae tiirleri, Veillonella parvula,
Lactobacillus tiirleri, Catonella morbi, Gemella morbillorum, Selenomonas
tiirleri, Peptostreptococcus tiirleri

Bacteroidetes  Tannerella forsythia, Porphyromonas endodontalis, Porphyromonas
gingivalis, Prevotella tiirleri, Klon X083

Actinobacteria Actinomyces tiirleri, Atopium tiirleri, Corynebacterium matruchotii,
Olsenella ulii, Propionibacterium propionicum, Propionibacterium acnes,
Slackia exigua

Proteobacteria Eikenella corrodens, Campylobacter rectus, Campylobacter gracilis

Fusobacteria  Fusobacterium nucleatum

Spirochaetes  Treponema denticola, Treponema parvum, Treponema socranskii,
Treponema maltophilum

Synergistes KlonBA121 (Pyramidobacter piscolens), Klon W090

TM7 Klon 1025

Sulphur River Klon X112
1 (SR1)
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4 filum temsilcileri - Spirochaetes, Synergistes, TM7 ve SR1 - neredeyse

yalnizca molekiiler biyoloji yontemleri ile endodontik enfeksiyonlarda bulunmustur.

Endodontik mikrobiyoloji arastirmasinda, son 10 yilda yapilan molekiiler
calismalarin enfekte olmus kanallarda 317 farkli bakteri taksonu ortaya koydugu,
kiiltiir ile yapilan arastirmalarda ise son 30 yildaki ¢aligmalarda (Tablo 14) 258
taksonun ortaya konuldugu dikkat cekmektedir [296].

Tablo 14. Farkli endodontik enfeksiyon tiplerinde bakteri tiirlerinin / filotip (takson)
zenginliginin genel bulgulari.

Heniiz Molekiiler Kiiltiir

Filum Takson ekilememis Calismalarla Calismalarla

filotipler saptanan saptanan

taksonlar taksonlar

Firmicutes 220 81 146 124
Bacteroidetes 73 28 47 48
Actinobacteria 69 21 43 42
Proteobacteria 65 17 44 34
Fusobacteria 15 6 11 9
Spirochaetes 14 4 14 0
Synergistes 10 10 10 1
TM7 1 1 1 0
SR1 1 1 1 0

2.11.1. Primer Intraradikiiler Enfeksiyonlar

Primer intraradikiiler enfeksiyon, baslangigta nekrotik pulpa dokusunu istila
eden ve kolonize eden mikroorganizmalardan kaynaklanir. Anaerobik bakteriler
belirgin bi¢cimde baskindir ve kanal basina 10 ila 30 tiirden olusan karma bir

konsorsiyum ile karakterizedir [297-299].

Toplam bakteri sayilari, enfekte olmus kanal basina 10% ila 10® hiicre arasinda
degisir [300-302]. Endodontik mikrobiyotanin bakteriyel profilleri kisiden kisiye
degisir [8, 303], yani her birey tiir zenginligi ve bollugu bakimindan benzersiz bir

endodontik mikrobiyota barmdirir.

Molekiiler yontemler 271 taksonu tanimlarken, 216 takson kiiltiir ile izole

edilmigtir. En yliksek tiir zenginligi Firmicutes i¢in gbzlendi, bunu Bacteroidetes ve

Actinobacteria takip etti (Tablo 15).
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Primer enfeksiyonlarda Gram negatif ve Gram pozitif bakterilerin ¢esitli

gruplar1 tanimlanmustir.

Onemli bir periodontal patojen, Tannerella forsythia (eskiden Bacteroides
forsythus), kok kanallarinda kiiltiir tarafindan hig tespit edilmemis titiz bir Gram-
negatif zorunlu anaerob, ilk defa tiirlere 6zgii PCR ile yapilan bir ¢alismada primer

endodontik enfeksiyonlarda meydana geldigi bildirildi [304].

Tablo 15. Primer endodontik enfeksiyonlarda bakteri tiirleri / filotip (takson) zenginligi

Heniiz Molekiiler Callf lllrlltal;;rla
Filum Takson ekilememis Calismalarla 5
filotipler saptanan taksonlar saptanan
taksonlar
Firmicutes 184 69 131 98
Bacteroidetes 69 24 42 48
Actinobacteria 54 11 31 39
Proteobacteria 44 11 32 21
Fusobacteria 14 5 9 9
Spirochaetes 14 4 14 0
Synergistes 10 10 10 1
TM7 1 1 1 0
SR1 1 1 1 0

Dialister tiirleri, endodontik enfeksiyonlarda ancak molekiiler biyoloji
tekniklerinin ortaya ¢ikmasindan sonra tutarli bir sekilde tespit edilen bagka bir
bakteri 6rnegini temsil eden asakaritik zorunlu anaerobik Gram-negatif kokobakildir.
D.pneumosintes ve yakin zamanda agiklanan D.invisus, asemptomatik ve

semptomatik primer enfeksiyonlarla iligkili mikrobiyotada siklikla yer almaktadir.

Fusobacterium nucleatum, endodontik enfeksiyonlarda en sik rastlanan Gram
negatif tiirlerinden biri olan anaerobik ig seklindeki bir gubuktur. F. nucleatum,
primer olarak enfekte olmus kok kanallarindan ve endodontik apselerden siklikla

izole edilmistir veya saptanmistir.

Spiroketler, endodontik enfeksiyonlardan aliman numunelerde mikroskopi
tarafindan sik¢a gozlemlenen oldukca hareketli spiral sekilli bakterilerdir. Bununla
birlikte, hi¢bir zaman tiirler diizeyinde tammlanmamistir.  Spiroketlerin
tanimlanmasinda molekiiler teshis yontemlerinin uygulanmasi, bu spiral bakterilerin
endodontik enfeksiyonlarda meydana gelmesinin, kiiltiir tekniklerinin teknik

engelleriyle g6z ardi edildigini géstermistir.
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Su anda yetistirilebilir ve adlandirilmis oral Treponema tiirlerinin tiimii
primer endodontik enfeksiyonlarin molekiiler ¢aligmalar1 ile agiklanmistir. Primer
enfeksiyonlarda en baskin tiir T. denticola ve T. socranskii'dir [303, 305-307].

Anaerobik Gram negatif bakterilerin primer enfeksiyonlarda en yaygin
mikroorganizmalar oldugu goriilmesine ragmen, birka¢c Gram pozitif ¢ubuk da

endodontik mikrobiyal konsorsiyumun sik iiyeleriydi.

Bunlardan Pseudoramibacter alactolyticus [232, 308, 309], Filifactor alocis
[310, 311] endodontik enfeksiyonlardan alinan numunelerden sik sik izole edilmistir

veya tespit edilmistir.

Endodontik tedavinin apikal aktinomikoza neden olarak basarisizhig ile
iliskili olan Actinomyces tiirleri [232, 244], Propionibacterium propionicum primer

enfeksiyonlardan alinan numunelerde de yaygin olarak saptanmistir [312].

Olsenella tiirleri, endodontik enfeksiyonlarda ancak molekiiler biyoloji
yontemlerinin uygulanmasindan sonra tespit edilen bagka bir bakteri 6rnegini temsil
eden, hareketli olmayan Gram-pozitif zorunlu anaerobik ¢ubuklardan olusur [297,
313].

Olsenella clade arasinda O. uli, endodontik enfeksiyonlarda en yaygin olarak

bulunan tiir olmustur [306, 314].

Gram-pozitif kok, 6zellikle peptostreptokok ve streptokok, primer endodontik

enfeksiyonlarda siklikla bulunur.

Parvimonas (eski adiyla PeptoStreptococcus veya Micromonas) micra primer

olarak enfekte olmus kanallarin yaklasik ticte birinde izole edilmistir [232, 309, 315-
318].

Streptococcus anginosus grubunun iiyelerinin en yaygin streptokok oldugu
bildirilmistir, ancak S. oralis, S. mitis ve S. sanguinis de siklikla degerlendirilebilir ve
saptanabilir [232, 244].
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C. rectus ve C. gracilis dahil Campylobacter tiirleri, primer endodontik
enfeksiyonlarda, ancak diistik-orta dereceli prevalanslarda saptanan Gram-negatif
anaerobik ¢ubuklardir [215, 232, 319].

Primer enfeksiyonlarda diisiik-orta frekanslarda tespit edilen diger bakteriler
sunlardir: Veillonella parvula, Eikenella corrodens, Neisseria mukozasi, Centipeda
periodontii, Granulicatella adiacens, Gemella morbillorum, Capnocytophaga tiirleri
ve anaerobik laktobasil [296].

Dikkate alinmamis, heniliz ekilmemis bakteri olusumunun en sik rastlandigi
durumdur - endodontik mikrobiyotun yaklasik % 40-55' i heniiz ekilmemis
filotiplerden olusur [8, 297, 300].

Primer enfeksiyonlar1 arastiran bir molekiiler arastirma, taksonlarn % 55
ve% 40" kronik apikal periodontitis ve akut apikal apseler ile iligkili olarak tespit
edilenlerin  sirasiyla  ekilmemis fiotipler oldugunu ortaya koydu. Bu
enfeksiyonlardaki bolluklarina gelince, heniiz yetismemis filotipler, sirasiyla, kronik
apikal periodontitis ve apselerdeki drneklerden dizilen klonlarm % 38 ve% 30'una

karsilik geldi [8].

Yukarida bahsedildigi gibi, endodontik temsilcileri olan tiim filalar ig¢in
ekilmemis filotipler bildirilmistir. Bu filotiplerin birgogu iliskilendirme verilerine
dayanarak aday endodontik patojenler olabilir. Ornegin, oral Synergistes, aslen
Flexistipes veya Deferribacteres grubuna atanmis BA121, E3 33, BHO17 ve W090
klonlarmi [294, 320], asemptomatik ve semptomatik endodontik enfeksiyonlardan

alinan numunelerde yaygin olarak saptanmistir [321-324].

Synergist  bakterilerinin biiyiik ¢ogunlugu ekilmemis kalmaktadir ve
endodontik enfeksiyonlardaki varligmin kiiltiir calismalar1 tarafindan goéz ardi

edilmesinin temel nedeni bu olabilir.

Benzer sekilde, TM7 ve SR1 aday filosundan 1025 ve X112 klonlari, simdiye
kadar ekilebilir temsilcisi olmayan, birincil enfeksiyonlarda da tespit edilmistir [322,
325, 326].
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Birkag cinsle ilgili ekilmemis filotipler, ¢ogunlukla Dialister, Prevotella,
Peptostreptococcus,  Solobacterium, Olsenella, Selenomonas, Eubacterium,
Megasphaera, Veillonella ve ayrica Lachnospiraceae familyasina ait filotipler ile
aciklanmustir [8, 297, 327-329].

2.11.2. Inatc1 / ikincil Intraradikiiler Enfeksiyonlar

Inatc1 enfeksiyon, primer veya sekonder enfeksiyonun iiyeleri olan ve bir
sekilde intrakanal antimikrobiyal prosediirlere ve tedavi edilen kanallardaki besin
yoksunlugunun siirdiigii siirelere direngli olan mikroorganizmalardan kaynaklanir

[244].

Inatg1 veya sekonder intraradikiiler enfeksiyonlar, tedaviden sonra apikal
periodontitisin  kaliciligi veya goriinimii ile karakterize endodontik tedavi

basarisizlig1 dahil olmak tizere cesitli klinik problemlerin ana nedenleridir [296].

Kok kanal doldurma asamasinda bulunan mikro organizmalar1 ve tedavi
sonucunu tehlikeye sokabilecek mikroorganizmalar1 ve tartismasiz olarak
basarisizlia neden olan apikal periodontitisli kok kanal tedavisi gormiis dislerdeki

mikro organizmalar1 tespit etmeye ¢alismislardir.

Kiiltiir ve molekiiler ¢alismalardan elde edilen entegre verilerin analizi,
doldurma sirasinda ve ayrica yeniden isleme sirasinda alinan numunelerde 51 bakteri

ve 2 mantar taksonunun tespit edildigini ortaya koydu.

Asagidaki taksonlar gesitli ¢alismalarla tespit edilmistir: Propionibacterium
acnes, P. propionicum, Actinomyces naeslundii, Actinomyces odontolyticus, P.
intermedia, Anaerococcus prevotii, Eggerthela lenta, E. faecalis, G. morbillorum, P.

micra, P. alacily, S. anginosus grubu, S. mitis, F. nucleatum ve C. Albicans [296].

2.11.3. Kok - Kanal Tedavili Dislerde Mikrobiyota (Retreatment
Ornekleri)

Kok kanal Ornekleri aylar veya yillar oncesinden tedavi goren dislerden

alinabilir ve hastaligin ortaya ¢ikmasi veya kaliciligi nedeniyle endodontik olarak
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yeniden tedavi gerektirir. Bu vakalardaki mikrobiyota da birincil enfeksiyonlara gore

azalmis bir ¢esitlilik gosterir.

Goriiniise gore iyi islenmis kanallar, 1 ila 5 tiir icerir; buna karsin, yeterli
islem gérmemis kanallardaki tiirlerin sayisi, tedavi edilmemis kanallardakine benzer

sekilde 30'a ulasabilir [152, 330-332].

Tablo 16. Inatc1 Apikal Periodontitis Sonucu Kok Kanali Tedavisi Yapilmis Dislerde
Bulunan Mikroorganizmalar

Simiflandirma Sﬁ(‘;fgl:gz) Simiflandirma Scl;l?ll;lglll(r‘l’l/f):)
Enterococcus faecalis 77 Treponema denticola 14
Pseudoramibacter 55 Fusobacterium nucleatum 10
alactolyticus
Propionibacterium 50 Prevotella intermedia 10
propionicum
Filifactor alocis 48 Candida albicans 9
Dialister pneumosintes 46 Campylobacter gracilis 5
Streptococcus spp. 23 Actinomyces radicidentis 5
Tannerella forsythia 23 Porphyromonas 5
endodontalis
Dialister invisus 14 Micromonas micros 5
Campylobacter rectus 14 Synergistes oral klon BA121 5
Porphyromonas gingivalis 14 Olsenella uli 5

Siquera JF,Jr., Rogas IN: Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod 97:85, 2004;
Siquera JF,Jr., Rogas IN: J Clin Microbiol 43:3314, 2005.
Her smiflandirmadaki 6rneklerin yiizdeleridir.

Kiiltiir ve molekiiler yontemlerden elde edilen biitlinlesik veri kiimelersi,
apikal periodontitis lezyonlarindan ¢ikan dislerin kok kanali tedavisi sirasinda alinan

numunelerde 158 bakteri ve 3 mantar taksonu ortaya ¢ikarmistir.

Molekiiler yontemler 109 takson tespit ederken, kiiltlir ¢aligmalar1 72 taksonu
izole etmistir. Retreatment Orneklerinde tespit edilen bakteriyel tiirler / filotipler, 7
phyla ve 58 cinsine aittir. Aile veya filum seviyesine dokuz takson atanmustir. En
yiksek tiir zenginligi Firmicutes icin tekrar gozlendi, ardindan Actinobacteria ve
Proteobacteria gelmektedir (Tablo 17).

Kiiltiire bagh ve kiiltiire bagl olmayan ¢aligsmalar, E. faecalis'in kok kanaliyla
tedavi edilen dislerde en sik goriilen tiir oldugunu ve prevalans degerlerinin olgularin

% 80’ lere (Tablo 16) ulastigini gostermistir [151, 152, 330, 332-336].
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Kok kanaliyla tedavi edilen diglerin, birincil enfeksiyon vakalarindan daha
E.faecalis barindirmasi olasiligi 9 kat daha fazladir [334]. Heniiz ekilmemis filotipler

tespit edilen taksonlarin% 55'ine karsilik geldi.

Birden fazla vakada sadece 11 takson bulundu: Bacteroidetes oral klonu
X083, kiiltirlenmemis bir Saprospiraceae klonu, Prevotella oris, P. baroniae,
Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus mutans, Synergistes klonu BA121,
Dialister klonu 9N-1, E. faecalis, Flavobacteriaceae genomospecies Cl ve
Peptostreptococcus klonu FG014.

Mantarlar yalnizca nadiren primer enfeksiyonlarda bulunur, ancak Candida
tiirleri vakalarm% 18'ine kadar kok kanaliyla tedavi edilen dislerde tespit edilmistir
[337-339]. C. albicans, yeniden tedavi vakalarinda en yaygin olarak saptanan mantar
tirtdiir.

Tablo 17. Tedavi basarisizligina bagli inatg1 / ikincil enfeksiyonlarda bakteri tiirleri / filotip
(takson) zenginligi [296].

Molekiiler Kiiltiir
. Heniiz ekilememis Calismalarla
Filum Takson o Calismalarla
filotipler saptanan
saptanan taksonlar
taksonlar
Firmicutes 76 21 50 40
Actinobacteria 28 11 21 10
Proteobacteria 26 5 17 11
Bacteroidetes 22 6 16 9
Fusobacteria 4 2 3 2
Spirochaetes 1 0 1 0
Synergistes 1 1 1 0

2.11.4. Ekstraradikiiler Enfeksiyonlar

Apikal periodontitis, intraradikiiler enfeksiyonlara yanit olarak olusur ve cogu
durumda mikroorganizmalarm periradikiiler dokulaya ge¢isini engellemeyi basarir.
Bununla beraber, bazi spesifik durumlarda mikroorganizmalar bu savunma bariyerini
asip ekstraradikiiler enfeksiyon meydana getirirler. Ekstraradikiiler enfeksiyonun en

yaygin sekli akut apikal apsedir [6].

Akut apikal apseden farkli, genelde agikga goOriilen semptomlarin

olmamastyla karakterize bagka bir ekstraradikiiler apse sekli de vardir. Bu durum,
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apikal eksternal kok yiizeyine biyofilm yapisinda yapismasit ya da enflamatuar
lezyonlu viicut icinde kohezif aktinomikotik kolonilerin olusmasi sayesinde,
periradikiiler dokulardaki mikroorganizmalarin etrafin1 kusatir. Ozenle yapilmis kok
kanali tedavisine ragmen, ekstraradikiiler mikroorganizmalar inat¢1 apikal

periodontitis lezyonlarinin nedenlerinden biri olarak bilinirler [10].

Intraradikiiler enfeksiyondan bagimsiz ekstraradikiiler lezyonlarda apikal
aktinomikoz adi1 verilen ve Actinomyces tiirleri ve P.propionicum tarafindan sebep
oldugu bir durum s6z konusudur. Bu bagimsizliktan dolayi, apikal aktinomikozis

basarili bir sekilde sadece periradikiiler cerrahi ile tedavi edilebilir.

Kiiltir ve molekiiler yontemler, tedavi edilmis kanallarla iligkili apikal
periodontitis lezyonlarindan alinan numunelerde 92 bakteri takson ve bir mantar tiirii
ortaya ¢ikarmustir. Bu enfeksiyonlar1 arastirmak i¢in su ana kadar giivenilir ve genis
bir molekiiler ¢alisma yapilmamistir. Ornegin, ¢ikarilan dislerden alman numunelerin
sonuclary, lezyonun kontaminasyon riskleri nedeniyle burada diisiiniilmedi.Bu
nedenle, tedavi edilmis dislerle iliskili ekstraradikiiler enfeksiyonlardaki bakterileri

arastirmak i¢in molekiiler yontemler sadece ekilebilir taksonlar1 degerlendirdi.

Bu molekiiler yontemler tek basina 44 takson tespit ederken, 71 kiiltiir tiiri
kiiltiirtinde izole edilmistir. Ekstraradikiiler enfeksiyonlarda tespit edilen bakteriyel
taksonlar 6 phyla ve 38 cinse aittir. Firmicutes, en fazla temsilciye sahip filumdu,

bunu Bacteroidetes ve Proteobacteria izliyordu (Tablo 18).

Bir¢ok ¢alisma tarafindan bildirilen tiirler sunlardir: Actinomyces tiirleri
(A.israelii, A.naeslundii, A.odontolyticus, A.viscosus), P.acnes, P.propionicum,

P.gingivalis, P. intermedia, Prevotella oralis, P.micra, ve F.nucleatum.

Tablo 18. Ekstraradikiiler enfeksiyonlarda bakteri tiirleri / filotip (takson) zenginligi

Molekiiler oy

Filum Takson Calismalarla Kiiltir Cahismalarla

saptanan taksonlar saptanan taksonlar
Firmicutes 47 16 41
Bacteroidetes 18 10 12
Proteobacteria 12 6 8
Actinobacteria 10 7 8
Fusobacteria 3 3 2
Spirochaetes 2 2 0
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2.12. ANAEROP BAKTERILERIN TANI VE IDENTIFIKASYONU

2.12.1.  Anaerop Bakterilerin Identifikasyonda Kullanilan Geleneksel

Yontemler
2.12.1.1 Tamda kullanilan basit ve ucuz testler

1) Aerotolerans testi: Bu amagla anaerop kanli agarda iireyen her
farkli koloniden, anaerop kanli agara ve ¢ukulata agar besiyerine pasajlar yapilir.
Anaerop kanli besiyerleri anaerop ortamda, ¢ukulata besiyerleri ise %5-10 CO;’li
ortamda 48 saat inkiibe edilir. Bu silirenin sonunda anaerop kanli besiyerlerinde
iireyen bakteriler anaerop olarak kabul edilir. Tanimlama amaci ile her bakterinin saf

kiiltiirlerinin elde edilmesi dnemlidir.

2) Gram boyama: Anaerop bakteriler gram yontemi ile boyanabilir
ve morfolojik 6zelliklerine gore kabaca smiflandirilabilirler. Buna gore bakterilerin
gram negatif veya pozitif, kok-¢omak seklinde olduklari, spor olusturup

olusturmadiklar1 saptanabilir.

3) Antimikrobiyal diskler ile anaeroplarin identifikasyonu: Saf
kiiltiirden kanli agara ekim yapildiktan sonra ekim alanina araliklarla kolistin 10 pg.,
vankomisin 5 pg., kanamisin 1 mg. diskleri konarak anaerop kosullarda 48 saat
inkiibe edilir. Antibiyotiklere duyarliliklarma gore tanimlamaya gidilir (Tablo 19.).

4) SPS diski: ‘Sodium polyanethol sulfonate’ diski, anaerop gram
pozitif kokun kanli besiyerindeki inokulumu iizerine yerlestirilerek anaerop ortamda
inkiibe edilir. Peptostreptococcus anaerobius SPS’ye duyarli olup diger

peptostreptokoklardan ayrilir (Tablo 19.).
5) Nitrat diski: Bakterilerin nitrat1 rediikte etme 6zelligi belirlenir.

6) Safra diski: Yiiksek konsantrasyonda safra varliginda tireyebilme
ozelligine bakilir. %20 oraninda safra besiyerine ilave edilebilir. B. fragilis grubu

bakterileri izole etmede kullanilir.

7) Katalaz testi: Anaerop gram negatif basillerden bazi 6nemli tiirler

katalaz enzimi olusturmaktadir. Bunlar arasinda B. fragilis ve bu gruptan birkag tiir
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yer alir. Bu nedenle katalaz testinin anaerop gram negatif basillerin tanimlanmasinda

da 6nemli yeri vardir. %15’lik hidrojen peroksit kullanilir.

Tablo 19. Antimikrobiyal disklerle anaerop bakterilerin 6n tanisi

Kanamisin Vankomisin Kolistin SPS diski
1000 pg 5npg 10 pg 1000 pg
Gram-negatif Vv R' vV
Gram-pozitif Vv s° R
Bacteroides fragilis grup R R R
B.ureolyticus grup S R S
Fusobacterium sp. S R S
Porphyromonas sp. R S R
Prevotella sp. R R V
Veillonella sp. S R S
Peptostreptococcus anaerobius R S R S
Diger gram-pozitif koklar S S R R

! Porpyromonas sp. vankomisin duyarlidir. > Nadir Lactobacillus ve Clostridium tiirleri vankomisine
direngli olabilirler. R: Direngli ( zon gapt <10 mm) , S: Duyarl1 ( zon gapt >10 mm), V: Degisken SPS diski igin
zon ¢api; R: Direngli ( zon gap1 <12 mm) , S: Duyarli ( zon ¢api >12 mm)

8) Spot indol testi: Indol triptofan’in triptofanaz enzimi olan
bakteriler tarafindan yikim {iriini oldugu icin test edilecek bakterilerin, igerisinde
triptofan bulunan kanli agar, yumurta sarili agar gibi besiyerlerinde iiremis olmasi
gerekir. Testin uygulanacagi bakterinin {iretildigi besiyerinde nitrat diskinin
bulunmasinin yalanci negatif sonuca neden olabilecegi unutulmamahdir. Test
edilecek bakterinin saf kiiltiir halinde elde tiremis olmasi da dnemlidir. Eger plakta
indol pozitif bagka bir bakteri lirediyse yalanci pozitif sonuca neden olur. Bir diger
onemli nokta ise spot indol testinde kullanilacak olan ayirag maddenin
acroplarinkinden farkli olusudur. Bu amagla ‘p-dimethylaminocinnamaldehyde
(DMACA)’ kullanilir. Filtre kagidi1 p-dimethylaminocinnamaldehyde ile 1slatildiktan

sonra saf kiiltiirden siiriiliir, yesil-mavi, mor renk olusumu testin pozitif oldugunu

gosterir.

9) Lesitinaz ve lipaz reaksiyonu: Yumurta sarili besiyeri kullanilir.
Fusobacterium, pigmentli Prevotella ve Porphyromonas tiirlerinin tanimlanmasinda
yardimcidir. Besiyeri lizerinde inci veya sedef parlakliginin olusmasi testin pozitif

oldugunu gosterir.

88



10) Ureaz testi: Diskler veya iireli besiyerleri kullanilir, anaerop
kosullarda 1 saat inkiibe edilir. Pembe renk olusumu pozitif reaksiyonu gosterir. B.

ureolyticus, C. sordellii, A. tetradius tireaz enzimine sahiptirler.

11) Oksidaz testi: Sitokrom oksidaz olusumunu tespit etmek igin
‘kovacs’ oksidaz ayiraci kullanilir. B. ureolyticus, Campylobacter cocisus ve

Veillonella curva tiirlerinin ¢ogunda oksidaz testi pozitiftir.

12) Safraya diren¢: Safraya direncin saptanmasinda ‘Bacteroides
safra eskiilin’ agardaki iiremelerin degerlendirilmesi yol gdstericidir. Ozellikle
anaerop gram negatif basillerin tanimlanmasinda, primer kiiltiirlerin bu besiyerine
ekilmesi 6nemlidir. ‘Bacteroides safra eskiilin’ agarda tireyen 1 mm ve daha biiyiik
koloniler safraya direngli tiirlere aittir. Kolonilerin siyah renkte olusu, eskiilin
hidrolizini gostereceginden bu sekilde B. fragilis grubu bakteriler de digerlerinden
ayrt edilmis olur. Safraya direngli anaeroplardan Bilophila wasdworthia bu

besiyerinde etrafi seffaf, ortasi siyah (balik gozii) koloniler olustururlar [340, 341].

Yukarida s6z edilen bu testlerin degerlendirilmesinde esas, bazi akis
semalarma gore testlerin yonlendirilerek uygulanmasidir. Ancak anaeroplarda ileri
biyokimyasal testlerin konvansiyonal olarak yapilmasi son derece zahmetli ve zaman
alicidir. Bu nedenle birgok klinik mikrobiyoloji laboratuarinda, geleneksel
yontemlerle cins veya tiir diizeyinde muhtemel tanimlamasi yapilan bakterilerin
kesin tanimlanmasi i¢in ticari tanimlama sistemleri kullanilmaktadir. Geleneksel
yontemler ve ticari tanimlama sistemlerinin yani sira, uygun donanimi olan
laboratuarlar tarafindan molekiiler yontemler kullanilmaya baslamistir. Gaz-likit

kromotografisinin kullanim1 ise referans laboratuarlari ile sinirlidir.

2.12.2. Anaerop Bakterilerin Identifikasyonda Kullanmilan

Mikrosistemler

Giliniimiizde, anaeroplarin identifikasyonu i¢in birgok mikrosistem
kullanilabilir. Bu sistemler mikrobiyokimyasal sistemler ve hizli enzimatik sistemler

olmak tizere iki ana baslikta incelenebilir.
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2.12.1.2 Anaerop Bakterilerin Identifikasyonda Kullamilan
Mikrobiyokimyasal Sistemler:

Mikrobiyokimyasal sistemler anaerop bakterilerin identifikasyonu igin
kullanilan substratlarin  yikimma ve mikroorganizmalarin {iremesi esnasinda
olusturduklar1 son metabolik tliriine dayanmaktadir. Ticari olarak temin edilebilen ve
yaygin olarak kullanilan iki mikrobiyokimyasal sistem mevcuttur: API 20A
(bioMérieux, Inc.) ve Minitek (BD Biosciences) [287, 341]

1) API 20A: API 20A sistemi (bioMérieux Vitek, St. Louis, Mo), substrat
olarak 15 karbonhidrat ve indikator olarak bromkrezol moru kullanan bir mikrotiip
biyokimyasal sistem olup, 24-48 saatlik inkiibasyon sonunda sonu¢ verir ve
bilgisayara aktarilmis bir veritabani bulunmaktadir. Kullanilan indikatoriin pH 6.8’de
mor renginden sariya doniismesi pozitif test reaksiyonu anlamina gelmektedir. API
20A en ¢ok, B. fragilis grubu iiyeleri ve klostridyumlarm ¢ogu gibi sakkarolitik olan

ve hizli iireyen organizmalarin identifikasyonu i¢in uygundur.

2) Minitek: Minitek sistem (BD Biosciences), kullanilan karbonhidratlarda
genis secenek sunmaktadir. Kullanilan ‘phenol red’ indikatoriiniin pH 5.2°de sari

renge donilismesi test pozitifligini gdstermektedir.

Anaeroplarm tanisi i¢in kullanilan mikrobiyokimyasal sistemler sakkarolitik
organizmalarin tamimlanmas1 i¢in uygun iken, nazli, yavas {iireyen (Orn;
Porphyromonas spp., Prevotella spp.) ve asakkarolitik anaeroplarin (Fusobacterium
nucleatum, Peptostreptococcus spp.) tamimlanmasinda diisiik  performans
gostermektedir. Renk reaksiyonlar1 her zaman ¢ok kesin degildir. Bazi anaeroplarin
kullanilan indikatorii indirgemesinden dolay1 kahverengi tonlarin olusmasi veya hig
renk olusmamasi, test sonuglarmin degerlendirilmesini giiglestirir. Indol reaksiyonu
siklikla yalanci negatiflik vermektedir. Kullanilan her iki sistem anaeroplarin
tanimlanmasi i¢in ek testlere ihtiya¢ duymaktadir (Orn; safrada iireme, katalaz,

hareket testi gibi).

90



2.12.3. Anaerop Bakterilerin Identifikasyonda Kullanilan Hizh

Enzimatik Sistemler:

Kromojenik ve florojenik substratlarin kullanimi ile, Onceden iiretilmis
(yapisal) enzimlerin tespitine dayanan hizli (2-4 saat) identifikasyon sistemleri veya
ikisinin kombinasyonu olan sistemler arasinda, “RapID ANAII” sistemi (Remel),
“Rapid ID 32A”, “ANI Card” ve “API ZYM?” sistemleri (BioMérieux), “MicroScan”
sistemi (Dade Behring MicroScan, Inc., Sacramento, Calif.) ve “BBL Crystal
Anaerobe Identification” sistemi (Becton Dickinson Diagnostic Systems, Franklin
Lakes, N.J.) yer alir. Bu sistemlerin performansi, orta ile iyi arasinda degismektedir;
izolatlarm %53-100’1 tiir diizeyinde tanimlanabilmektedir “Crystal Anaerob (ANR)
Identification” sisteminin, B. fragilis grubunun %91°i ile, test edilen tim Prevotella
ve Porphyromonas suslarmni tiir diizeyinde tamimlayabildigi; B. fragilis grubu
disindaki Bacteroides spp.’nin ise %53’Unii dogru olarak identifiye edebildigi
bildirilmistir. “Rapid ID 32A” sisteminin B. fragilis grubu i¢in dogrulugu %78.4-
90.6 arasinda bulunmustur, katalaz aktivitesi i¢cin ek uygulama, dogruluk oranim
%94.6’ya cikartmaktadir. “Rapid ID 32A” sistemi, fusobakterilerin % 95.5’in1 dogru
olarak tanmimlamaktadir; ancak F. nucleatum ile F. necrophorum ayriminin zayif
oldugu belirtilmistir. “Rapid ID 32A” sistemi de benzer sekilde Prevotella ve
Porphyromonas suslarini cins diizeyinde dogru olarak belirlemektedir, ancak tiirler
arasindaki ayrim daha az gilivenilirdir. “RapID ANA II” sistemi, gram-negatif
comaklarm %62’sini dogru olarak identifiye etmektedir. Hizl1 enzimatik sistemler;
identifikasyon siliresinin kisa olmasi, yavas lreyen anaerop bakterileri
tanimlayabilmesi ve yapilan identifikasyonun sakkarolitik tepkimelere dayal
olmamas1 gibi avantajlara sahiptir. Ancak oral kavite florasindaki bazi anaerop
bakterileri identifiye edememesi, bazi reaksiyonlarin net olmamasindan kaynaklanan
sonuglar1 yorumlama zorlugu, identifikasyon basarisinin veritabaninin genisligine
bagli olmasi ve veritabaninin son taksonomik degisiklikleri icermemesi gibi

dejavantajlar1 vardir [287].
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2.12.4. Anaerob Bakterilerin Identifikasyonda Kullamlan Molekiiler

Yontemler

Anaerop bakteriler fakiiltatif anaerop bakterilere gore daha yavas iirerler ve
tanimlanmalar1 uzun siire gerektirmektedir. Yapilan ¢aligmalar, anaerop bakterilerin
kinlik 6rneklerden izolasyon oraninin % 50-75 arasinda degistigini ve izole edilen

anaerop bakterilerin % 27’sinin identifikasyonunun yapilamadigini gostermistir
[342].

Anaerop bakteriyolojideki bu olumsuzluklardan dolayr konvansiyonel
yontemler yerini molekiiler yontemlere birakmaya baslamistir. Mikroorganizmalarim

identifikasyonunda fenotipik ve genotipik yontemler karsilastirildiginda[343];

e Fenotipik yontemler;

- Her bakteri i¢in uygulanamamaktadir.

- Is yiikii fazladur.

- Zaman almaktadir.

- Hatali tiplendirme yapilabilmektedir.

- Genellikle epidemik suglar1 endemiklerden ayirmada yetersizdirler.

- Cogunlukla iireme kosullari, lireme fazi ve mutasyona bagh olarak
degisken sonuglar vermektedir.

- Patojen mikroorganizma ile normal flora elemani arasindaki ayirim

yapilamamaktadir.

e Genotipik yontemler ;

- leri teknoloji gerektirmektedir.
- Kurulma maliyeti yiiksektir.
- Yontemlerin standardizasyonunda problemler vardir.

- Olugan profillerin yorumlanmasinda sikintilar yasanabilmektedir.

Anaerop bakterilerin tanisinda kullanilan molekiiler yontemler ii¢ ana baslhikta

toplanabilir [288].

1. Mikroorganizmay1 saptamaya yonelik molekiiler yontemler
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2. Mikroorganizmay1 tiplendirmeye yonelik molekiiler yontemler
3. Mikroorganizmaya 6zgli iirlinleri saptamaya yonelik molekiiler yontemler
2.12.4.1. Mikroorganizmayi saptamaya yonelik molekiiler yontemler

Anaerobik mikroorganizmalar1 saptamaya yonelik olarak genomik veya
oligoniikleotid problarin kullanildig1 hibridizasyon ve PCR-tabanli yontemler
seklinde iki temel yaklasim kullanilmaktadir. Genomik veya oligoniikleotid problarin
kullamldig1 hibridizasyon yontemlerinde, saptama esik degeri 10%-10° bakteri
oldugundan duyarhlik oldukca diistiktiir. Bu nedenle PCR tabanli yontemler tercih
edilmektedir.

1) Genis kapsamh PCR (Broad-range PCR): Mikroorganizmalarin
tiplendirilmesinde alternatif olarak, tek bir tipten ziyade daha genis bir
mikroorganizma grubunun varligi tespit edilmek istenebilir. Boyle bir testin
primerleri bu gruptaki tiim mikroorganizmalar1 tespit ederken, grupta olmayan
mikroorganizmalar1 miimkiin oldugunca hari¢ tutacak sekilde tasarlanir. Bakterilerde
tiirden tiire degisiklik gostermesine ragmen, tiim bakterilerde ortak olarak ¢ok iyi
korunmus 16S rRNA gen bolgeleri mevcuttur. Broad-range PCR primerleri bu
bolgeleri hedef alacak sekilde dizayn edilirler. Broad-range PCR kullaniminin
nedeni ve en biliylik avantaji bir grubun iiyelerinden herhangi birini tek bir
reaksiyonla tespit edebilmesidir. Broad-range PCR ile iyi tanimlanmamuis, nadir
olarak izole edilen ve fenotipik olarak tipik olmayan suslar iyi tanimlanir. Yeni
patojenlerin bulunmasi ve tanimlanmasi yapilabilir. PCR ile elde edilen iiriine dizi
analizi yapilarak gen bankasindaki 16S rRNA gen dizileri ile karsilastirilir. Incelenen
bakteri bu sekilde tiir diizeyinde saptanabilmektedir. Yontemin dezavantajlarmdan
bir tanesi, birbiri ile yakin iligkili tiirlerin 16S rRNA dizilerindeki yiiksek benzerlik
bilinmeyen bir izolatin tiir diizeyinde identifikasyonunu sinirlayabilir. Ayrica
yontemin identifikasyon giicii veritabanindaki mevcut dizi bilgileri ile smirhdir.
Broad-range PCR’in en 6nemli sinirlamalarindan biri de kontaminasyon riskidir.
Kontaminant bakterilerin/DNA’nin varlig1 sonuglarin degerlendirilmesinde sikintilar
yaratmaktadir. Bu durum yanls pozitif sonuglara neden olabilmektedir. Bu nedenle

Broad-range PCR yapilan laboratuarlarda siki kontaminasyon 6nlemleri alinmalidir
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ve caligmalarda yOontemin steril viicut sivilart ile sinirlandirilmasi gerekmektedir

[288, 342].

2) PCR’a dayah hibridizasyon: Tiire 6zgli gen bolgelerinin PCR
amplifikasyonu  sonrasinda,  {irlinlerle  prob  hibridizasyonu  yapilarak
mikroorganizmanin tespiti, tanimlanmas1 ve semikantitasyonu saglanir. Bu yontemle
hazirlanmis periodontitis etkenlerini saptamaya yonelik ticari kitler bulunmaktadir
(Micro — IDent / Micro - IDent Plus hibridizasyon kiti / Hain Lifescience, Almanya)
Bu sistemler kullanilarak yapilan identifikasyon c¢alismalarinda, periodontitis
etkenlerinden Eubacterium nodatum, Tannerella forsythia ve Porphyromonas
gingivalis’in miikkemmel tanimlandigr (%92-97), Capnocytophaga sp., Eikenella
corrodens, Actinobacillus actinimycetemcomitans ve Provetella intermedia’nin iyi
tanimladigr  (%89-91), Fusobacterium nucleatum, Parvimonas micra ve

Campylobacter rectus’un zayif tanimladigi (%78-89) gosterilmistir [288, 344].

3) Klasik PCR: 16S rDNA veya mikroorganizmanin tiiriine 6zgi
farkli bir gen bolgesini (fimbria, flagellin vb.) saptamaya yonelik olarak uygulanan
klasik PCR amplifikasyonu sonucunda bakterinin tanimlanmasi saglanmaktadir (13).
Bu amagla kullanilan PCR yontemleri klasik PCR, multiplex PCR, nested PCR ve

ger¢ek zamanli (real time-RT) PCR olarak siralanabilir.

4) Multiplex PCR: Multiplex PCR ayn1 tiipe farkli hedefler igin,
0zgiil olan iki veya daha fazla primerin konuldugu ve ayni anda ¢ok sayida hedef
dizinin ¢ogaltildig1 bir amplifikasyon reaksiyonudur. Multiplex PCR’1in amaci1 hedef
DNA, zaman ve maliyetten kazang saglamaktir. Tek tiip icerisinde ayni reaksiyonda
birden ¢ok patojenin tespiti saglanabilmektedir. Yapilan c¢esitli calismalarda
periodontitis, bakteriyel vaginoz etkeni olabilecek, gram pozitif anaerobik koklarin

tanimlanmasina yonelik multiplex PCR yontemleri bildirilmistir [342, 345, 346].

Ancak yaygm kullanim alanina ragmen, kullanlan primer sayisinin artmasima

bagli olarak duyarlilik ve 6zgiilligii diisiik olabilmektedir.

5) Nested PCR: Nested PCR, PCR tekniginin hassasiyetini artirmak
icin gelistirilen en popular yontemlerden biridir. istenilen DNA dizisinin bulunup

cogaltilmasinda hassasiyeti 104 kat artirdigi tahmin edilmektedir. Bu reaksiyon
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mekanizmasinda birbirini takip eden iki polimeraz zincir reaksiyonu bulunmaktadir.
Ik amplifikasyonda hedef DNA’nim dis bdlgesine 6zgiin iki dis primer kullanilir ve
uzun bdlge cogaltilir. ikinci amplifikasyon basamaginda, ilk amplifikasyondan gelen
bdlgenin i¢ bolgesine baglanan iki i¢ primer kullanilarak kiiciik bolgenin ¢ogaltilmast
saglanmaktadir. ikinci PCR isleminden sonra ortada istenilmeyen DNA dizisi

kalmamaktadir.

Her iki primer de PCR reaksiyonu bagslangicinda vardir ancak nested
primerlerinin Tm (primer baglanma sicaklig1) degeri baslangic primerlerine gore
daha diisiiktiir. Baslangic PCR programinda yiiksek sicaklik uygulandiginda,
baslangi¢ dizisinin amplifikasyonuna izin verilirken, nested primerleri diziye
baglanamaz. Daha sonra ikinci PCR programinda daha diisiik sicaklikta, nested
primerleri baglanarak hedef dizilerin c¢ogaltilmasmni saglamaktadir. PCR
reaksiyonlar1 sonrasi yapilan agaroz jel elektroforezi ile hem baslangictaki PCR
iirtinleri hem de daha kiiciik olan nested PCR iiriinleri goriilebilmektedir. Yontemin
en Onemli dezavantaji, birincil amplifikasyon tiipiinden ikincisine Ornekler
aktarilirken ¢ok az da olsa ¢evreye Ornek sagilmasi ve daha sonraki caligmalarda
hava yolu ile kontaminasyona neden olmasidir. Bu nedenle iki tiip yerine tek tiipte,

iki farkli reaksiyon 1sis1 kullanilmasi onerilmektedir.

6) Ger¢ek Zamanh PCR (RT-PCR): Gerg¢ek zamanli PCR’1
geleneksel PCR yonteminden farkli kilan amplikon tespit yontemidir. Bu yontem
geleneksel amplikon test yonteminden daha hizhidir. Real-time PCR, jel kullanimina
gerek kalmadan amplifikasyonun baslangicindan itibaren izlenebilmesi, kantitasyon
ve spesifik {lirin varhiginin sorgulanabilmesi gibi bir¢ok avantaji laboratuvarlara
tasgimistir. Amplikon analizi i¢in reaksiyon tiipiiniin acilmasi gerekmediginden
amplikon kontaminasyonu riski olduk¢a azdir. Duyarlilig1 yiiksektir. Pek ¢ok 6rnegin

ayn1 anda ¢alisilma kapasitesi vardir. PCR’1n kinetigi hakkinda aninda bilgi saglar.

2.12.4.2. Mikroorganizmay: tiplendirmeye yonelik molekiiler

yontemler

Hastane epidemiyolojisi, tibbi mikrobiyoloji ve c¢evre mikrobiyolojisi

acisindan, anaerop bakterilerin tiplendirilmesini hedef alan ¢alismalar i¢in kullanilan
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yontemlerdir. Bu yontemler icerisinde PFGE, rDNA, PCR-dayali tiplendirme ve
genomik PCR-dayali tiplendirmeyi sayabiliriz. rtDNA PCR’a dayali tiplendirme igin
en yaygin kullanilan yontemler; ARDRA, T-RFLP, DGGE ve ITS PCR’dir [288,
342, 343].

1) Amplifiye rDNA restriksiyon analizi (ARDRA): ARDRA birgok
mantar ve bakteri izolatinin yani sira anaerobik mikroorganizmalarin da
tanimlanmasinda basariyla kullanilmaktadir. Bakteriye 6zgii rDNA dizileri PCR ile
cogaltilir ve sik kesim yapan restriksiyon enzimleri ile kesilir. Elde edilen bant

profilleri farklilik tayininde ve cins hatta tiir diizeyinde tanimlama i¢in kullanilir.

2) Terminal restriction fragment length polymorphism (T-RFLP):
T-RFLP, ARDRA y6nteminin bir tiirevidir. Isaretli primerler kullanilarak kapiler
elektroforezde fiirtinlerin boyutu saptanir ve elde edilen profil veritabani ile

karsilagtirilarak mikroorganizma tanimlanir.

3) Denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE): DGGE, RFLP
ile belirlenemeyen dizi polimorfizmlerinin belirlenmesini saglar. 16S rRNA
genlerindeki asir1  degisken bolgeler cogaltilarak DGGE analizine alinir.
Polimikrobik enfeksiyonlarin ve barsak mikroflorasiin ekolojik analizlerinde yaygin

olarak kullanilmaktadir.

4) 16S-23S rRNA intergenic spacer region (ITS) PCR
(Ribotiplendirme): Bakterilerde rRNA operonu, 16S, 23S ve 5S rRNA bolgelerini
ve aralarinda kalan ITS’leri igermektedir. 16S rDNA bélgesinin 3’ ucu ile 23S rDNA
bolgesinin 5’ ucu arasindaki korunmus boliim ¢ogaltilarak elde dilen bant profilleri

tiplendirme ve tanimlama amaciyla kullanilir.

Genomik DNA PCR’a dayali tiplendirme yaklasimlari, salgin analizi,
nazokomiyal patojenlerin ¢apraz bulasi, enfeksiyon kaynagmin tespiti ve virulan
bakteri suslarmin tanimlanmasi i¢in kullanilan epidemiyoljik yOntemleri kapsar.
Genomik DNA PCR’a dayal tiplendirme yontemleri AP-PCR veya RAPD ve rep-
PCR’1 kapsamaktadir.
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5) RAPD (random amplified polymorphic DNA) veya AP-PCR
(arbitrarily primed PCR): Bakterilerin tiplendirilmesi, herhangi bir salgin
esnasinda kaynagin saptanmasi, bulas yollarinin belirlenmesi ve etkin korunma
Onlemlerinin alinmas1 agisindan biliylik yararlar saglamaktadir. Biyokimyasal
yontemlerle ¢ogunlukla tiir diizeyinde tanimlanan suslarin birbirleriyle olan Klonal
iligkileri tam olarak anlagilamamaktadir. Epidemiyolojik ¢alismalar icin gerekli olan
alt tiir diizeyinde tiplendirmede biyotipleme, faj tiplemesi, serotipleme ve
antibiyotipleme gibi fenotipik yontemler 6n bilgiler vermekte, ¢ogunlukla kesin
ayrim i¢in molekiiler yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir. RAPD (random amplified
polymorphic DNA) ve AP-PCR (arbitrarily primed PCR) genotiplendirmede
kullanilan PCR bazli metotlardir. Bu yontemle, kisa, universal diziler igeren
primerler ve diislik baglanma sicakliklar1 kullanilarak PCR amplifikasyonu yapilir ve
elde edilen {irtinler jel elektroforezi ile ayristirilarak her bir bakteri kdkenine 6zgii
profil elde edilir. Fusobacterium nucleatum, Actinomyces spp., Porphromonas
gingivalis, Bacteroides fragilis, Bacteroides forsythus, Clostridium difficile,

Lactobacillus spp. ile ilgili bu yontemin kullanildig1 ¢alismalar yaymlanmustir.

6) Tekrarlanan dizilere yonelik PCR (Repetitive sequence-based,
rep-PCR): Rep-PCR analizi birgok bakteri tiirinde bulunan ve genoma dagilmis
olan korunmus 6zgilin bolgelerin PCR amplifikasyonu ile elde edilen profillerin
karsilastirilmasi ile gergeklestirilir. Porphromonas gingivalis, Bacteroides fragilis,

Bifidobacterium spp. ve Actinomyces spp. bu yontemle tiplendirilmistir.

2.12.4.3. Mikroorganizmaya ozgii iiriinleri saptamaya yonelik

molekiiler yontemler

Bakteriye ait toksin ve enzim genlerinin saptanmast i¢in kullanilan
yaklagimlarin yanmi sira, antibiyotik direnciyle iligkili genlerin ve aktarilabilir
elemanlarm arastirilmasi igin gelistirilen PCR yontemleri mevcuttur. Bu konuda, C.
difficile iligkili tcdA, tcdB ile binary toksin genlerini ve Bacteroides fragilis, bft
(fragilysin) genini arastiran galigmalar yapilmistir [347, 348].

Bacteroides cinsi, patojen anaerobik bakteriler iginde, farkli antibiyotik

smiflarina karst direng gostermeleriyle O6ne ¢ikmaktadir. Bu cinsin iiyeleri
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karbapenemlere ve nitroimidazollere direng gelistirebilmektedir. Bu direnci ortaya
koymaya yonelik olarak metallo-beta laktamaz iiretiminden sorumlu cfiA (ccrA) ve
nitrimidazol-reduktazlar1 kodlayan nim genlerinin varligmi saptamayi hedefleyen
PCR caligmalar1 mevcuttur. Yapilan molekiiler analizlerde antibiyotik diren¢ genleri
ile birlikte belirli aktarilabilir genetik elemanlarn (arayagiren diziler-insertion

sequence, IS) iligkisi ortaya konulmustur.
2.12.5. Molekiiler Yontemlerde Son Gelismeler

Teknolojideki gelismelere paralel olarak yeni tan1 yontemleri laboratuarlarin
kullanimina sunulmaktadir. Bunlar arasmmda aym1 anda 40’a yakin anaerobik
mikroorganizmanin tanimlanmasma yonelik olarak gelistirilen oligoniikleotid array,
16S rDNA dizileme ile karsilastirilabilir sonuglarin elde edildigi matriks-aracili lazer
desorpsiyon/iyonizasyon-kiitle ~ spektrometresi  (MALDI-TOF  MS)  gbze
carpmaktadir.

2.12.5.1. Oligoniikletid Array:

“Array”; icinde ¢esitli 6zellikleri temsil eden problarm, sabit kiiciik bir yiizey
iizerine geometrik olarak siralanmasi esasina dayali bir yontem olup, oligontikleotid
microarray’lerinde problar sekansi bilinen ya da tahmin edilen mRNA’lara uygun
olacak sekilde dizayn edilir. Cok sayida oligoniikleotid probun yogun bir sekilde
bulundugu DNA mikroarray’ler ile farkli DNA dizilerinin tek bir hibridizasyon
basamaginda incelenmesine olanak saglayan gen ‘¢ip’ teknolojileri gelistirilmistir.
Yontem PCR ile elde edilen floresanla isaretli amplikonlarin ¢ok sayida
oligoniikleotid prob iceren alanda kendisine uyan probla hibridize olmasi esasina
dayanmaktadir. Bagli amplikonlarin yaydigi floresan sinyaller daha sonra optik
tarayici ile saptanarak bilgisayar ortaminda degerlendirilmektedir. Bu tip dizaynlarin
bazilarna ticari olarak erigmek miimkiindiir. Bu microarray’ler gen ifadesinin kesin
degeri ile ilgili tahminler verir; o nedenle, iki durumun karsilastirilmasinda iki ayri
microarray kullanmak gerekir. Array’deki her bir geni temsil etmek lizere genellikle
25-70 niikleotid uzunlugunda oligoniikleotidler kullanilir. Daha kii¢iikk boyutlarda
prob baglama etkinligi daha diisiik olmaktadir. Bununla birlikte, kii¢lik

oligoniikleotidlerin 6zgiilliigii daha fazladir. 70 niikleotidden daha uzun olanlarda ise
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sinyalde ¢ok kiiclik bir artis olmaktadir. Oligoniikleotidler her seferinde yeniden
sentezlendigi icin cDNA’larda oldugu gibi baska sekanslardan kontaminasyon sz

konusu degildir [288, 349].

2.12.5.2. Matriks-aracili lazer desorpsiyon/iyonizasyon-kiitle
spektrometresi (MALDI-TOF MS):

1980’lerin sonunda Alman ve Japon bir grup tarafindan bulunmus bir
teknolojidir. MALDI-TOF proteinleri peptid kiitle parmak izi ile tanimlar. Ornekler
kiitle spektrometreye pasif bir probla sunulur. Matriks enerji absorbe eden bilesik
laser enerjiyi termal enerjiye c¢evirir ve desorpsiyon/iyonizasyon islemini
kolaylastirir. Analitik varyasyonlarin fazla olmas: klinik gecerliligindeki basarisimi

diistirebilmektedir [350, 351].

2.13. MALDI-TOF MS (MATRIX ASSISTED LASER DESORPTION
IONIZATION TIME OF FLIGHT MASS SPECTROMETRY)

2.13.1. Tarihgesi

[lk defa 1906 yilinda elektronlarin varligini kanitlayarak Nobel odiiliinii
kazanan J.J. Thomson 1913 yilinda Neon’un Ne20 ve Ne22 olmak iizere iki

izotopunun oldugunu gostererek kiitle spektrometresinde ilk adimi atmustir [352].

Daha sonra Arthur J. Dempster’in 1936 yilinda elektron iyonizasyon ve
termal iyonizasyon konusunda sagladigi ilerlemeler ve Francis William Aston’un
1920’li yillarda izotoplar ve onlarin kiitleleri tlizerindeki c¢alismalar1 ile kiitle
spektrometresinde gelismeler kaydedilmistir [353, 354]. Kiitle spektrometresinin
ticari amagla kullanimi 1940’li yillarda baslamis, petrol ve kimya endiistrisinde

kullanima sunulmustur.

William Stephens ugus zamam kiitle spektrometresi (time-of-flight mass

spectrometer= TOF MS) konseptini 1946 yilinda sunmustur.

Philip Morris' teki J.C. Holmes ve F.A. Morell isimli kKimyager arastirmacilar
1959 yilinda ilk defa gaz kromatografi - kiitle spektrometresi (GC-MS)

kombinasyonunu olusturmuslardir [355].
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Cihazin biyokimyada kullanimi 1956 yilinda steroidlerin analizi ile baglamis,

1960’11 yillarda peptid ve niikleotidlerin sekans analizleri gerceklestirilmistir.

Ingiliz Kiitle Spektrometresi Dernegi, ilk 6zel kiitle spektrometresi toplulugu

olarak 1964 yilinda kuruldu. Ilk toplantisin1 1965 yilinda Londra'da gergeklestirdi.

[lk defa 1966 yilinda Tanaka ve arkadaslarmm GC-MS ile izovalerik
asidemiyi tanimlamalariyla birlikte cihaz metabolik hastaliklarin  tanisinda

kullanilmaya baslamistir.

Tandem kiitle spektrometresi (TMS) 1980’11 yillarda gelistirilmis ve birgok

alanda kullanima sunulmustur.

Franz Hillenkamp, Michael Karas ve meslektaslari, 1985 yilinda matris

destekli lazer desorpsiyon iyonizasyonu (MALDI) terimini tanimlamislardir [356].

ESI ile kapiler elektroforezis kiitle spektrometresi 1987°de, ilk ticari
elektrosprey kiitle spektrometresi (Sekil 2.3) 1989°da tanitildi. ESI kullanilarak

1989°da oligoniikleotid sekansindaki ¢calismalar hiz kazanmistir.

Kimya alaninda Isvigreli bilim adami Kurt Wiithrich ¢ozeltideki biyolojik
makromolekiillerin ii¢ boyutlu yapisini belirlemek i¢in niikleer manyetik rezonans
spektroskopisini gelistirdigi i¢in Nobel Odiiliiniin yarisin1 2002 yilinda almaya hak
kazanirken; biyolojik makromolekiillerin kiitle spektrometrik analizleri i¢in soft
desorpsiyon iyonizasyon yontemleri gelistirdikleri i¢in Amerikali bilim adami John
Bennett Fenn ve Japon bilim adami Koichi Tanaka 6diiliin diger yarisini almaya hak

kazanmuslardir.

En son gelismeler, klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda rutin bakteri ve
mantar teshisi icin MALDITOF MS'nin ticarilestirilmesi ve yasal olarak onaylanmasi

olmustur.

ABD Guda ve lIlag idaresi (FDA) maya ve bakterilerin tanimlanmasi i¢in son
yillarda 2 sistemi VITEK® MS (bioMe rieux Inc.) ve MALDI Biotyper CA Sistemi
(Bruker Daltonics Inc.) agiklamistir.
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Sekil 2. 3. {1k ticari elektrosprey kiitle spektrometresi.

Her biri bir kiitle spektrometresi, yazilimi ve veri tabani igermesine ragmen,
tanimlanmasi i¢in agiklanan mikroorganizmalarin listesi de dahil olmak {izere her 3
bilesen de her sistem i¢in benzersizdir. Bruker'in kiitle spektrometresi bir masatistii
aracidir, oysa bioMe rieux’s daha genis bir zemin modelidir. Sayisal puanlar farkli
Olceklerde rapor edilir ve dogrudan karsilastirilamaz. Bruker'in sistemi, birgok

laboratuvarda yaymlar ve degerlendirmeler agisindan en ¢ok incelenen sistemdir.

Geligsmeler 2005 yilinda basladi; 2008 yilinda Mellmann ve ark. kendi kiitle
spektrumlar1 veritabanmi olusturarak, fermente edilmeyen gram negatif bakteriyel

izolatlar1 kesin olarak tanimlayabildiklerini gésteren bir ¢alisma yayinladi [357].

Bir yil sonra Seng ve ark. laboratuarlarinda rutin olarak izole edilmis 1660
bakterinin tanimlanmasi i¢in Bruker'in ticari kiitle spektral veri tabanmin prospektif
bir degerlendirmesini yayimlayarak 6 dakika / izolatta swrasiyla cins ve tiir

seviyelerine sirasiyla% 95 ve% 84 dogru identifikasyon yapildigmi bildirmislerdir

[358].

Son 5 yilda, yiikseltilmis analiz yazilim1 ve gittikce daha kapsayici ve daha

iyi kiiratorlii kiitle spektral kiitliphaneleri olusturulmustur.
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FDA onayli organizma listesi su anda gram negatif bakterilerle smirl
olmasina ragmen, RUO kiitiiphaneleri (6rnegin, RUO MALDI Biotyper Reference
Library v3.3.1.2, Security Relevant Library v1.0) mevcuttur.

1998 yilinda, AnagnosTec, Shimadzu’nun AXIMA Assurance kiitle
spektrometresi (Shimadzu) ile birlikte kullanilan, SARAMIS adli bir mikrobiyal

kiitle spektrum veri tabanmin gelistirilmesine baglamistir.

Amerikan Kiitle Spektrometresi Dernegi (ASMS), Amerika Birlesik
Devletleri merkezli, kiitle spektrometrisi bilimsel alanini destekleyen profesyonel bir
dernektir. 2018 itibariyle, esas olarak ABD'den olmak iizere diinyanin dort bir
yanindan yaklasik 8.500 {iyesi vardi. Dernek, tipik olarak Mayis ayinin sonlarinda
veya Haziran ayinin baslarinda ve diger giincel konferans ve atdlye ¢alismalari igin
yilda bir kez biiyiik bir toplant1 diizenler. Dernek, Amerikan Kiitle Spektrometrisi

Dernegi Dergisi'ni yaymlamasina devam etmektedir.

2010 yilinda, bioMe rieux AnagnosTec'i satin ald1 ve sistemin adim1 VITEK
MS RUO olarak degistirdi.

bioMerieux, VITEK MS olarak adlandirilan yeni bir veritabani, isletim
yazilimi ve analiz algoritmasi1 gelistirdi. Son olarak, bioMerieux, daha kapsamli
VITEK MS RUO yazilimi ve veritabaniyla birlikte FDA-onayli veritabaninin
kullanimini igeren VITEK MS Plus sistemini geligtirdi.

MALDI-TOF MS, klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda kullanim i¢in hizl
bir sekilde yinelemeli mikrobiyal tanimlama i¢in performansmi gelistirmeye devam

etmektedir.

Veritabanlar1 giderek daha fazla tamamlanmasina ragmen, degisen
isimlendirmeler ve yeni tiirlerin / cinslerin devam eden tanimlamalari nedeniyle,
ongoriilebilir gelecege kaliteli mikrobiyal tanimlama saglamak i¢in diizenli ve devam

eden veri tabani glincellemeleri zorunlu olacaktir.

Akademik laboratuarlar, ticari olarak temin edilebilen sistemlerin

performansini artirmak icin veri tabani olusturma isini yiiriitmiistiir. Ornegin, Mayo

Clinic Custom MALDI-TOF MS Kiitiiphanesi, halihazirda ticari olarak temin
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edilebilen veritabanlar1 tarafindan yeterli sekilde ele alinmayan organizmalar1 temsil

eden 1599 kiitle spektral girisi igerir.

Giliniimiizde Bruker Biotyper (Bruker Daltonics, Bremen, Almanya), Saramis
(bioMérieux, Marcy I’Etoile, Fransa), VITEK MS (bioM¢érieux, Marcy I’Etoile,
Fransa) ve Andromas (Andromas, Paris, Fransa) olmak {izere ticari olarak dort farkli

sistem bulunmaktadir [359].
2.13.2. Kiitle Spektrometresi (Mass Spectrometry=MS)

Kiitle spektroskopisi, yiiklii molekiillerin manyetik ya da elektriksel bir
alanda kiitle/yiik (m/z) oranina gore ayirt edilerek kalitatif ve kantitatif analizinin
yapildig1 bir sistemdir. Tarihsel olarak, teknigin orijini yaklagik 100 yi1l dncesine
dayanmaktadir ve temel olarak elementlerin atomik agirliklarinin 6lgiilmesinde ve

ayrica belirli izotoplarda kullanilmistir [360].

Biyolojik bilimler alaninda kiitle spektrometrisinin ilk uygulamasi, biyolojik
sistemler yoluyla agir izotoplarin izlenmesi i¢indi. Teknik daha sonar
oligoniikleotitlerin ve peptitlerin sekanslanmasmi ve ayrica niikleotitlerin yapisinin

analizini sagladi [361].

Sistem, ilk olarak endiistriyel analizlerde, oOzellikle petrol ve kimya
endiistrisinde kullanilmaya baslanmistir. Gliniimiizde, bir¢cok farkli arastirma
alaninda ¢ok c¢esitli disiplin ve ortamlar icin kiitle spektrometresi uygulamalari
kullanilmaktadir. Analitik olarak, protein yapisinin belirlenmesi, islevi, katlanmasi
ve etkilesimlerinin belirlenmesi, bir proteinin peptit fragmanlarmin kiitlesinden
tanimlanmasi, translasyon sonrasi degisikliklerin tespiti, proteinlerin miktar tayini,
izleme, enzim reaksiyonlar1 veya kimyasal modifikasyonlar ve protein sindirimi ve
oligoniikleotitlerin sekanslanmasi gibi akademik arastirma nedenleriyle kullanilabilir.
Daha spesifik olarak, uygulamalari, ilaglar veya metabolitler igin yapilarn
belirlenmesi, metabolitlerin taranmasi, adli analizler veya hastalik biyobelirteglerinin
tespiti gibi klinik ve farmasotik testlerin yaninda mikroorganizmalarin tanimlanmasi

i¢in de kullanilmistir [362, 363].
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Kiitle spektrometrisi uzun yillardir 6zellikle kimya alaninda kullanilmakla
birlikte mikrobiyoloji alaninda kullanim1 1970’lerden itibaren baslamaktadir. Anhalt
ve Fenselau’nun 1975°te yaptiklar1 analizlerde bakterilerin tiir ve cins bazinda

kendilerine has bir kiitle spektralarinin oldugu ortaya konmustur [364].
2.13.3. Kiitle Spektroskopisinin Temel Prensipleri

Kiitle spektrometreleri, yiiklii partikiillerin manyetik ya da elektriksel bir
alandan gecerken diger yiiklii partikiillerden m/z oranlarina goére ayrilmalar

prensibine dayanir [365, 366].

Molekiiller normalde yiiklii partikiiller degillerdir ve kiitle spektrometreleri
iyonizasyon islemi ile molekiilleri uyararak yiikli iyonize molekiiller haline
doniistiirtirler. Yiikli molekiiller stabil degillerdir. Bu yiizden diger molekiillerle ve
bir yiizey ile temas ettikleri zaman fragmentlerine pargalanir ve yiiklerini kaybederler

[363].
M+ €& — = MY + 2e
MY —» F;, + Fp, + F3 + ..
M: molekiil
M™: molekiiler iyon
F: fragment

Olusan her bir iyon spesifik bir molekiiler kiitleye ve yiike sahiptir. Bu
bilesenler m/z degerlerinin yogunluga karsi gosterildigi bir spektrum verir. Her bir
iyonun yogunlugu, dedektdre ulasan miktari ile orantilidir ve her bilesigin spektrumu
kendine 6zeldir. Bilinmeyen bir 6rnegin analizi sonucu elde edilen spektrum referans
spektrum ile karsilastirilarak tanimlanir. Kiitle spektrometrelerinde + veya - iyonlar
incelenebilmelerine karsin genellikle + iyonlar incelenir. Kati, sivi ve gaz drnekler

incelenebilir [363, 365, 366].

Sekil 2.4 de, metanoliin kiitle spektrumu goriilmektedir. Metanoliin, mol

kiitlesi 32°dir. Bu spektrumu elde etmek icin metanol buhar1 bir elektron akisi ile
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bombardiman edilmis ve sonucta molekiiller birer elektron kaybederek asagidaki

denklemde de goriildiigii gibi molekiiler iyon olusturmustur.
CH3;O0H +e° —> CH3;0H* + 2e”

Yiiksek enerjili elektronlar ile analit molekiilleri arasindaki c¢arpismalar
molekiile, genel olarak elektron verdirecek kadar yiiksek enerji verir. Uyarilmis
molekiiliin durulmasi, genellikle pargalanma seklinde olur ve daha diisiik kiitleli

iyonlar ortaya ¢ikar.

Sekil 2.4° de verilen spektrumdaki ¢izgiler, kiitle/ylik oranmna karsi gelen
iyonun bagil siddetini gostermektedir. Her spektrumda en biiyiik olan pik temel pik
olarak adlandirilir ve bu temel pikin siddeti keyfi olarak %100 olarak kabul edilir.
Diger piklerin tiimiiniin siddeti, temel pikin belirli bir % orani olarak ifade edilir.
Modern kiitle spektrometreleri, temel kabul edilecek piki sececek ve diger pikleri bu
temel pike gore belirleyecek sekilde programlandirilir [367].

100 31
% 29 [%2
[
g }d
B
Z 15
i 18
||I|.l ] I L.
15 30 iz

Sekil 2. 4. Metanol Molekiiliiniin Kiitle Spektrumu

2.13.4. Kiitle Spektrometresi ve Bilesenleri

Elektromagnetik 1simanin belli bir alaninda, 6rnegin farkl dalga boylarinda

verdigi etkilesimlerle ilgilenen alana Spektroskopi denir.

Kiitle spektrometresi, manyetik veya elektriksel alanda hareket eden iyonik
yapilar1 kiitle/ylik oranlarina gore aywran spektroskopik bir cihazdir. Modern kiitle

spektroskopisi, yiiksek kiitle dagilimi ve dogru analize imkan tanir.
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Kiitle spektrometresi cihazi temelde 5 kisimdan olugmaktadir (Sekil 2.5). Bu
kisimlar sirasiyla; [368]

1. Numune giris sistemi,

2. Iyon kaynagi; Iyonlastirict MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption
lonization; Matriks Destekli Lazer Desorpsiyon-iyonizasyonu) ESI (Electro-Spray

lonization; Elektro-Sprey iyonizasyonu, iyon Sprey, Nano Sprey, Sonik Sprey)

3. Kiitle analizoérii;, TOF (Time Of Flight; Ugus Zamanli Analizor)
Quadrapole (Kuadrapol; Dértlii Kutup) Ion Trap (Ilyon Tuzagr)

4. Dedektor

5. Sinyal isleyici olan veriyi (spektrum) isleyen kisimlardir.

3. KUTLE ANALIZORU

¢ok agir iyonlar
hafifce egilir

iyon
demeti tup
izolasyon < 4

: sadece dogru kutledeki
iyoniar dedektore girer

elektron demeti

2.iYON
KAYNAGI

cok hafif iyonlar

fazla egilir dedektor

—— slitleri

yarnklar valaim

pompasina

.DEDEKTOR

hizlandine:
levha

pfOb‘ 0
tol RNEK : -
1. GIRIS 5. DATA SISTEMI , |
VE KAYIT ‘ ‘

Sekil 2. 5. Manyetik sektorlii kiitle spektrometresinin kisimlari.

Elektromanyetik 1stmanin bir fonksiyonu olarak o6lgiilen sinyallerin yani
absorbanslarm toplamina spektrum denir. Dalga boyunun (frekansin ya da enerjinin)
bir fonksiyonu olan cevap alani yani sinyaller toplam1 bir spektrum olusturur. Kiitle
spektrumuna, iyon kaynagi tarafindan iretilen farkli m/z oranlarindaki iyon

bolluguna bagli olarak olusturulan ‘’kimyasal parmakizi’’ de denir.
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Numune —p lyon — Kiltle = |pedektir

Girigi Kaynagi Analizorii

| |

Vakum Data
Sistem Sistemi

Sekil 2. 6. Kiitle spektrometresinin boliimleri (sematik olarak)

MS cihazinin ¢alisma prensibi kisaca (1) 6rneklerden iyonlarm elde edilmesi,
(2) farkli kiitlelerdeki iyonlarin birbirinden ayrilmasi, (3) kiitle spektrumu seklinde

verilerin biriktirilmesi olarak Sekil 2.6,’da gosterildigi gibi 6zetlenir.
1) Numune girisi:

Numunenin sisteme girisi gaz-likid kromatografi, likid kromatografi

veya kat1 probe tarafindan saglanmaktadir.
2) Iyonlastirma kaynag:

Numune sisteme girdikten sonra gerceklesen ilk islem iyonlastirma
olayidir. Iyon kaynag: incelenecek maddenin tiiriine ve calismada istenilen bilgilere
gore degismektedir. Iyonlastirma islemi cesitli kaynaklarla saglanabilir. Bu
kaynaklar arasinda; elektronlar, fotonlar, elektriksel ark (kivilcim), 1s1, kimyasal

reaksiyonlar, niikleer reaksiyonlar mevcuttur [365, 369].

Iyon kaynaklar1 baslica gaz faz iyon kaynaklari ve desorpsiyon iyon

kaynaklar1 olmak tizere iki grup altinda toplanir (Tablo 20 ) [369].

107



Tablo 20. iyon kaynaklar1

Iyon
kayr?aglmn Iyon kaynaginin ismi Iyonlastirici ajan
tipi
Elektron impakt (EI) Yiiksek enerjili elektronlar
Gaz faz Kimy_asal iyonlagtirma (CI) Reaktif gaz iyonlar1
Alan iyonlastirma (FI) Yiiksek potansiyelli
elektrot
Alan desorpsiyon (FD) Yiiksek potansiyelli
elektrot
Plasma desorpsiyon (PD) 252 Cf’nin fisyon triinleri
Hizli Atom Bombardimani (FAB) Enerjik atom demeti
Desorpsiyon Ikincil Iyon Kiitle Spektrometri (SIMS)  Enerjik iyon demeti
Termosprey iyonlastirma (TS) Yiiksek sicaklik
Elektrosprey iyonlagtirma (ESI) Yiiksek elektrik alani
Matriks destekli desorpsiyon
iyonizasyon Laser kaynag1
(MALDI)

Gaz faz iyon kaynaklarinda numune 6nce buharlastirilir ve daha sonra iyonize
edilir. Desorpsiyon kaynaklarinda ise numune likid veya kati halden direkt gaz
iyonlara doniistiiriiliir. Gaz faz kaynaklar 1siya dayanikli numunelere o6zellikle
kaynama noktast 500 °C’nin altindakilere uygulanmasina ragmen desorpsiyon
kaynaklar1 ise 1siya dayaniksiz ve ugucu olmayan bilesiklere kolaylikla

uygulanabilir. Bu da desorpsiyon kaynaklarmi gaz faz kaynaklara gore daha

avantajli kilar [369].

Gaz faz iyon kaynaklarindan Elektron impakt EI [370] ve Kimyasal
iyonlastirma CI [371, 372] teknikleri en sik kullanilanlaridir

Desorpsiyon tipi iyon kaynaklarindan; Hizli Atom Bombardimani (FAB)
polar ve ¢ok yiikksek molekiiler agirlikli molekiillerin analizinde kullanilirken [373],
Elektrosprey  iyonlastrma  (ESI) ise  polipeptitlerin, proteinlerin  ve
oligoniikleotidlerin analizinde yaygin olarak kullanilmaktadir [374]. MALDI

ozellikle peptitlerin analizinde kullanilan yeni bir iyonizasyon yontemidir [375].
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2.13.5. Gaz Faz iyon Kaynag Tipleri
2.13.5.1. Elektron impakt Kaynag (EI)

Bu teknikte, numune yeterince buharlagabilecek sicakliga getirilir ve
elektronlarla bombardiman edilerek iyonlastirilir. Duyarliliklar1 yiiksek ve kullanish
olmasiyla birlikte yiiksek iyon akimi iireterek asir1 parcalanma ve ¢ok sayida pik
goriilmesi maddenin siipheli kisimlarinin taninmasinda yardime1 olmasi bir iistiinliik
gibi goriilse de bu asir1  parcalanma analitin @ molekiil pikini ortadan
kaldirabileceginden mol kiitlesinin Glgiilmesini imkansiz hale getirebilir. Elektron
impakt kaynaklari, molekiil kiitlesi 10% daltondan kiiciik molekiillere uygulanabilir
[369].

2.13.5.2. Kimyasal Iyonlastirma (CI)

Kimyasal iyonlastirmada, molekiillerin iyonlastirilmasi yiiksek enerjili
elektronlarla degil, iyonlarla yapilir. Bu sekilde kullanilan iyonlara genellikle ayirag
iyonlar denir. Bdyle iyonlar, molekiillerle ¢arpismalar1 sonucu, molekiile ya bir
proton aktarirlar, ya bir hidriir (H") veya molekiilden bir elektron koparirlar. Ayirag
iyonlar su sekilde elde edilir. Kiitle spektrometresine yiiksek basingta (1-10 torr)
metan gazi gonderilir. Metan iyonlasir CH4" ve CHs' iyonlarmi verir. Bu iyon

molekiilleri ortamda bulunan metan molekiilleriyle ¢arpisarak;
CHy+ CHy ——CHg' + CHg
+ .
CH3 + CH4 — CyHg + H»

reaksiyonlarimi verirler. CHs' ve CoHs™ molekiil iyonlar1 metan molekiilleriyle tekrar
carpisamazlar. Fakat ortama aliman ve konsantrasyonu metan konsantrasyonunun

binde biri olan XH molekiilleriyle carpisirlar. Carpigma;
CHs' +XH — XH,' + CHy
CoHs' + XH ———> X' + CyHg

seklinde olur. XH," ve X" iyonlar1 parcalanmaya ugrar ve kiitle spektrumu verir. Bu
teknikte molekiiler iyon piki goriilmez, ancak M" ve M pikleri goriiliir. Buradan da

maddenin molekiil kiitlesi hesaplanir [372].
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2.13.5.3. Alan Iyonlastirma (FT)

Alan iyonlastirma tekniginde, iyonlastirma bdlmesi modifiye edilmis bir
kiitle spektrometresi kullanilir. Numune bolmesinden gelen ve numuneyi iyon
hizlandiric1 kisma tagiyan borunun ucuna anot gorevi yapan iizeri piiriizlii bir tel
eklenir. Anot telle katot arasina 7-8 bin voltluk bir potansiyel yiiklenir. Numune
bolmesinden gelen molekiiller anotla carpigmalar1 sonucu bir elektron birakarak
pozitif yiikli hale gelirler. Pozitif yiiklii pargaciklar iyon tabancasinda hizlandirilarak
spektrometreye gonderilirler. Bu sekilde meydana gelen iyonlarda potansiyel enerji
fazlalig1 olmadigindan, iyonlar daha kiiciik kisimlara fazla pargalanamazlar. Bunun

sonucu elektron impakt teknigine gore daha az sayida pik verirler [369].
2.13.6. Desorpsiyon iyon Kaynag Tipleri
2.13.6.1. Alan Desorpsiyonu (FD)

Eger numune ¢ok az ucucu veya 1siya dayaniksizsa elektriksel alan
iyonizasyonundaki gibi ancak madde direkt anota uygulanir. Madde molekiilleri anot
(+) tarafindan iyonlar haline doniistiiriiliir ve ortamdan uzaklastirilir. Bu yontemle

maddenin M* ve daha fazla olmak tizere M** iyonlar: elde edilir [369].
2.13.6.2. Plazma Desorpsiyon (PD)

Plazma desorpsiyonu (PD) McFarlane ve Torgesson tarafindan
gelistirilmistir. Bu iyonizasyon tekniginde, 6rnek kiigiik bir aliiminyum folyo tizerine
yerlestirilir. Ornek, cesitli mega-elektronvolt enerji yiiklii parcalari olan 252Cf “nin
fisyon parcalarma kaynak i¢inde maruz birakilir [376]. Bombardimandan sonra sok
dalgalar1 notrallerin ve iyonlarin saniyede birkag¢ bin kez parcalanmasia neden olur.
Bu teknik 10 000 Da’ dan biiylik iyonlarin gdzlemlenmesini saglar. Ancak

giiniimiizde kullanim1 smirhidir ve yerini MALDI’ ye brrakmustir.
2.13.6.3. Hizh Atom Bombardimani (FAB)

Molekiiller, Ar ve Xe gibi yiiksek enerjili (6-10 keV) karbon atomlarin
bombardimana tutulur. Fakat bu bombardimana tutulan molekiiller, genellikle bir

¢Oziicii icinde ¢oOziindiiklerinden bu atom bombardimana ¢ok etkilenmezler.
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Bombardiman sirasinda, molekiiller elektron kaybederler. FAB, ¢ok yiiksek molekiil
kiitleli molekiilleri, molekiil iyonu olusturmada ¢ok etkili bir yontemdir. DNA gibi
bir molekiiliin taninmasi, protein tanmmast gibi ¢ok yiiksek molekiil kiitleli

calismalarda etkilidir [377].
2.13.6.4. Termosprey Iyonlastirma (TSP)

Termosprey (TSP)’ in prensipleri, Blakney ve Vesta tarafindan 1983 yilinda
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Sekil 2. 7. Termosprey kaynaginin semasi

Bu metotta tuz igeren ve c¢elik kapiller i¢ine pompalanan 6rnek hizli bir
sekilde yiiksek sicakliga getirilir. Cozelti siipersonik 1smn halinde vakum odasina
gecer. Solvent ve 6rnek molekiilleri, iyonlar i¢eren iyi-sivilastirilmis sprey olusturur.
Repeller tarafindan analizére dogru hizlandirilir ve iyonlar ¢ozeltiden uzaklastirilir.
Bir veya birka¢ ¢Oziinmiis ¢Oziici molekiilii veya c¢oziinmiis molekiil tasiyan
ayristirilmis damlacik vardir. Bu nedenle iyonlastirmadan once buharlastirmak
gerekli degildir. Iyonlar dogrudan sivi fazdan buhar faza gecer. Iyon ekstraksiyonu
gelistirmek icin kapillerin ¢ikisinda damlaciklar sarj edilebilir.  Damlaciklar
stipersonik 1g1min 6niinde bulunan agiklik sayesinde, ¢ikis yerine dogru siirekli olarak
pompalanir. Damlaciklarin vakum altinda donmasmi 6nlemek i¢in enjeksiyon sivi
1sitilmis olmahdir. Bu 1sitma vakum altinda geri beslemeli bir termokupl olan 151

Olgerden faydalanilir [367].
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2.13.6.5. Elektrosprey Iyonlastirma (ESI)

Bu yontem ilk defa 1984 yilinda proteinler, polipeptidler ve oligoniikleotidler
gibi biyomolekiillerin analizi i¢in kullanilmistir. Daha sonra sadece polimer ve
biyopolimerlerin degil aynt zamanda kiiglik polar molekiillerin analizi i¢in de
kullanilmaya baslanmistir. Birgok organik bilesik ve ila¢ molekiilleri i¢in molekiiler
iyon pikini belirlemede olduk¢a uygun bir yontemdir. Elektrosprey iyonlastirma,
atmosfer basincinda ve oda sicakliginda gergeklesmektedir. Bu yontemin avantaji
biiyiik ve 1s1 ile kolayca pargalanan maddelerin mol kiitlelerinin belirlenebilmesidir.
Fenn ve arkadaslar1 proteinlerden ¢esitli yiiklerdeki iyonlar1 olusturarak ES’ yi
basariyla uygulamislardir. Bu metotta kiitleleri en az 2000 olan tiirlerin kiitlesi alet
tarafindan belirlenebilir. ESI’'nin gercekten yiliksek hassasiyet sagladigi ve HPLC,
pHPLC veya kapiller elektroforez ile kolaylikla birlestirilebildigi gortilmiistiir.

ESI’nm prensipleri ve biyolojik uygulamalar1 kapsamli olarak gdzden gecirilmistir.

Nj (80°C)
+3 10 6 kV, ions + h ! hortum bag
I
! j siizgeg |_| ANALIZOR
ELEKTROSPREY /l/ e
METALIK KILCAL
L4}
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N, (80°

| s

]

metalik gaz akig kilifi
elektrosprey lens  slizgeg
kapiller tipii

1stie kapiller

Sekil 2. 8. Elektrosprey kaynaginin semasi

ESI giiclii bir elektrik alan1 uygulayarak, atmosferik basing altinda, i¢inden
zayif bir akim ile sivi gecen kilcal bir boru araciligiyla iiretilmistir (genellikle 1-10
ul min 1) . Kapiler ve tasiyici elektrot arasina 3-6 kV potansiyel fark uygulayarak bir
elektriksel alan saglanir. Uretilen elektriksel alan 106 Vm™ dir. Bu alan, kapillerin
sonunda yer alan sivi ylizeyde bir yiik toplanmasi olusturur. Gaz, diisiik akis
oraninda enjekte edildigi i¢in alanda sinirli olarak dagilir. Gazin diisiik akis oraninda

enjekte edilmesi spreyin boslukta siirlt dagilmasini saglar. Bu damlaciklar bdImenin
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ardindan, 1sitilmig inert gaz, genellikle azot veya 1sitilmis kilcal araciligiyla solvent

molekiilleri izerinden gecerler.

Piiskiirtmenin belli bir baslangi¢ geriliminde baslamasi, herhangi bir kaynak
icin, solventin ylizey gerilimine baghdir. Bir kaynakta, su i¢in 4kV (ylizey gerilimi
0.073Nm—2), metanol i¢in tahminen 2,2 kV (0.023Nm—2), asetonitril i¢in 2.5 kV
(0.030Nm—2) ve dimetilsiilfoksit i¢in 3kV (0.043Nm—2) yiizey gerilimi vardir [367].

2.13.6.6. Matriks ile Destekli Lazer Desorpsiyon Iyonlastirmasi
(MALDI)

MALDI, yeni bir iyonlastirma yontemidir. Bu yontem, mol kiitlesi, birkag
binden birka¢ yiiz bin daltona kadar olan biyopolimerlerin mol kiitlelerini dogru
tayin etmede timit verici goriinmektedir. Yontemin esaslar1 Karas ve Hillenkamp

tarafindan belirlenmistir.

MALDI iki asamada meydana gelir. Ik adimda matris ad1 verilen kiigiik
organik molekiiller analiz i¢in bilesik i¢inde ¢6ziiliir. Bu molekiiller uygulanan lazer
dalga boyunda giiglii bir absorpsiyon giiciine sahip olmalidirlar. Bu karisim analizden
once kurutulur ve ¢ozeltinin hazirlik asamasinda kullanilan sivi solvent uzaklastirilir.

Sonugta analitin dope edildigi bir kat1 matriks kristal kalir [378].

Analit molekiillerinin birbirinden tamamen ayrilmasi i¢in matris boyunca
yerlestirilirler. Ikinci adim kiitle spektrometresi kaynagmdaki vakumlu sartlar altinda
olusur. Bu adim kisa bir siliregte yogun lazer vuruslariyla bu kat1 ¢ézeltideki kiitle
boliimlerinin ablasyonunu igerir. MALDI siirecinin kesin mekanizmasi tamamen
aydinlatilamamigstir. Ancak, lazer ile 1smlama matris molekiillerinin yogun olarak
uyarilmast nedeniyle biiyiik miktarda enerji birikimine ve bdylece fazla isimmaya
sebep olur. Hizli 1stnma matris kristallerinin sinirli siiblimlesmesine, bir kisim kristal
yiizeyinin ablasyonuna ve gaz evresinde matrislerin genislemesine sebep olur.
Iyonizasyon reaksiyonlar1 herhangi bir zamanda vakum kosullar1 altinda meydana
gelebilir. Ancak MALDI’de iiretilen iyonlarin kaynagi tam olarak anlagilamamuistir.
MALDI i¢in 6nerilen kimyasal ve fiziksel iyonlagsma yollar1 arasinda gaz fazda foto
iyonizasyonu, proton transferi, iyon-molekiil reaksiyonlar1 ve daha dnceden olusmus

iyonlarin desorpsiyonu vs. vardir. Gaz fazindaki iyonlar elektrostatik alan tarafindan
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analizore dogru hizlandirilir. Sekil. MALDI’nin desorpsiyon-iyonizasyon siirecini

gostermektedir.

MALDI, diger iyonizasyon tekniklerine gore daha hassastir. Nitekim matris
molekiillerinin sayist analit smirlarin1  asmakta, bdylece analiz molekiilleri
birbirinden ayrilmakta ve buna bagh olarak 6rnek kiimelerinin olusumu onlenerek
molekiiler iyonlarin goriiniisii inhibe edilmektedir. Enerji yiikiiniin biiylik bir
kismmin absorbe edilmesi ve lazerden analite enerji transferinin artmasi nedeniyle
lazer sinyallerinde olusan benzer hatalari, matriks minimize etmektedir. Boylece
duyarlilik da son derece artar. MALDI diger iyonizasyon tekniklerine gore daha
evrenseldir. Analitin absorbsiyon frekansini1 ayarlamak i¢in belirli bir dalga boyu
gerekli degildir. Ciinkii burada lazer vuruslarini matriks absorbe eder. Ayrica,
MALDI molekiil kiitlesi 100 000 Da’ dan daha biiyiik molekiillere sahip analitlerin
desopsiyon ve iyonizasyonunu da saglar. Ciinkii absorbsiyon 6zellikleri ve bilesik
biiyiikliigii analizden bagimsizdir. Ornegin, molekiiler kiitlesi 300 000 Da’ a kadar

olan proteinlerin analizi yapilabilir.

ISINLAMA
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URDIN é PROTON TRANSFERI

Sekil 2. 9. MALDI'nin temel prensibinin goriiniimii

MALDI, sentetik polimer ve biyopolimerlerin tespitinde giighii bir analitik
tekniktir [367]. Tipik MALDI, 6zellikle pozitif iyonlarin protonlagmas ile tek yiiklii
molekiiler tiirlerin spektrumlarmi igerir. Daha kolay proton verebilen bilesikler,
genellikle negatif iyon seklinde algilanir. Bazi ¢ok yiiklii iyonlar ve ¢ok kiigiik
pargalar da goriilebilir. Bilesikler kolaylikla protonlanamaz, katyon olusabilmesi i¢in
ornege genellikle alkali, bakir veya giimiis katyonlar1 ilave edilmesi gerekebilir.

MALDI spektrumlarinda basit ve kompleks karigimlar kolaylikla analiz edilebilir.
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MALDI’nin degisik bir kullanim alan1 da biyolojik materyallerin
goriintiilenmesidir. Aslinda, Lazer Desorpsiyonu (LD) ve Sekonder Iyon Kiitle
Spektrometresi (SIMS) gibi, MALDI de biyomolekiillerin hedef dokuda dagilim

haritasimin belirlenmesinde kullanilmaktadir.

MALDI, diger iyonizasyon teknikleri gibi siirekli iyon demeti olusturmanin
aksine aralikli olarak iyon demetleri olusturan darbeli bir iyonizasyon teknigidir.
MALDI kaynagmnin vurus yapisi, ucus zamanli (TOF) analizér i¢in uygundur. Ayrica
TOF analizériinlin genis kiitle araligindaki iyonlar1 analiz etme yetenegi vardir,
boylece MALDI ile de yliksek kiitleli iyonlar analiz edilebilir. Bu da, MALDI
spektrumlarinin genelde MALDI-TOF spektrometreleri ile elde edilmesini agiklar.
Bununla birlikte TOF analizorler ile MALDI kaynaklarinin kullanimini smirlayan
bazi temel nedenler vardir. MALDI kaynaklari, iyon tuzakli veya Fourier doniisiimlii
kiitle spektrometreleri gibi diger kiitle analizérleri ile de birlestirilebilir. Bu aletler
cok daha kolay ve gii¢lii MS/MS analizleri yapilmasina olanak verir. Ayrica fourier

dontistimlii kiitle spektrometreleri yliksek ¢oziiniirliige sahiptir.

Farkli lazerler arasinda en yaygin olarak UV lazerler kullanilir; ¢iinkii caligma

kolaylig1 vardir ve ucuzdur. N2 lazerler (A=337 nm) standart olarak kullanilmaktadir.

Ancak Nd: YA (A = 266 veya 355 nm) lazerlerde kullanilir. MALDI’de IR
lazerlere benzeyen Er:YAG lazerleri (A=2.94 um) veya CO2 lazerleri (A=10.6 pm)
kullanilabilir. MALDI ’de kullanilan lazer dalga boylar1 ve darbe genislikleri tablo

21’ de listelenmistir.

Tablo 21. MALDI’de yaygin olarak kullanilan bazi lazerler

Lazer Dalga boyu Enerji(eV) Darbe genigligi
Azot 337nm 3.68 <Ins veya birkag¢ ns
Nd:YAG p3 355nm 3.49 5ns

Nd:YAG p4 266nm 4.66 5ns

Er:YAG 2.94nm 0.42 85ns

CO, 10.6nm 0.12 100ns + 1 ps tail

Yaygin olarak kullanilan UV-MALDI matrisleri tablo 22° de sahip olduklar1
bilesiklerin sinifina gore listelenmistir. Infrared (IR) lazerlerde kullanilan matrisler,
iire, karboksilik asit, alkol ve su gibi, dogal ¢ozeltiler oldugu gibi, ayn1 zamanda

aromatik UV-MALDI matrisler de vardir. Ayrica IR dalga boyunda molekiiler
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bilesiklerin giiglii absorbsiyon yaptigi daha pek c¢ok IR-MALDI matrisler de
bulunmasina ragmen IR-MALDI‘ de iyon olusumu ve matris absorbsiyonu

arasindaki korelasyon iyi degildir [367].

Tablo 22. Yaygin olarak kullanilan baz1t UV-MALDI matriksler

Analit Matriks Kisaltma
a-Siyano-4-hidroksisinnamik asit CHCA
Peptidler/Proteinler 2,5-Dihidroksibenzoik asit DHB
3,5-Dimetoksi-4-hidroksisinnamik asit SA
I . Trihidroksiasetofenon THAP
Oligoniikleotidler 3-Hidroksipikolinik asit HPA
2,5-Dihidroksibenzoik asit DHB
Karbonhidratlar A-Siyano-4-hidroksisinnamik asit CHCA
Trihidroksiasetofenon THAP
Sentetik polimerler v Dltra_nol I DIT
2,5-Dihidroksibenzoik asit DHB
Organik molekiiller 2,5-Dihidroksibenzoik asit DHB
inorganik molekiiller Trans-2-(3-(4-tert-biitilfeni1)-_2-_metiI-2-propeni|iden) DCTB
malononitril
Lipidler Ditranol DIT

Literatiirde bir dizi farkl1 6rnek hazirlama metotlar1 belirtilmistir. En sik

kullanilanlar bahsedilmistir.

2.13.6.7. Protein Tammlama Islemlerinde MALDI icin Ornek

Hazirlanmasinda Farkh Yaklasimlar

i. Cleanup prior to spotting: Ters faz materyallerin ister kolon
formatinda isterse bir pipet ucunun i¢inde gevsek sekilde paket edilerek
kullanilmasinin yararh bir yaklasim oldugu kanitlanmistir. Bu yaklasim orneklerin
tuzlardan armndirilmasinda ve MALDI-TOF analizinden once polimerlerden
ayrilmasinda yararli olmustur. Fakat reverse faz materyalin ve paketlenmenin
ozelliklerinin dikkatli bir bicimde Olgiilmesine ihtiyag vardir. Ornegin pipet
uclarindan Ziptips; en u¢ kisminda bir tampon ekstraksiyon materyali vardir. Bu
tampon bir polimerik destek icinde reverse faz materyalin gomiilmesiyle elde edilir.
Stvinin ug¢ i¢inde kolayca akmasmi saglamak i¢in gomiildiikleri polimer igerisinde
reverse faz taneleri iyice yayilir. Bu durum diisiik geri basinca neden olur. Uglarin
orta ve yiiksek seviyedeki peptid karigimlarmin temizlenmesinde yararli oldugu

kanitlanmigtir. Ancak reverse tanelerinin yayilimlari ekstraksiyon verimliliginin
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diftizyonunu sinirlar. Yani peptidlerin paketlenmis materyale ulasmasi i¢in yayilmak
zorunda oldugu mesafeyle karsilatirinca bu dogrusal akis c¢ok yiiksektir. Bunun
sonucunda ekstraksiyon verimliligi diisiik konsantrasyondaki peptid karigimlar1 i¢in
onemli miktarda diiser. Yani bu yontemle diisiik miktardaki peptid karigimlarini (100

fmol’den az) analiz etmek oldukga zordur.

ii. Spotting yaklasimlar: Kiiciikk miktarlardaki peptidlerin analizi
icin yillar boyunca farkli 6rnek hazirlama yontemleri gelistirildi. En popiileri “Dried
Droplet” metodu oldu. Bu yontemde peptid karistmini suyu c¢ekilir ve a-cyano-4-
hydroxycinnamic asitle doyurulmus asitli su i¢inde asili birakilir. Bu organik
karisimdan 1 mikrolitre MALDI plaginin i¢ine konulur ve kurumaya birakilir. Bu
yontem 6rnek hazirlanmasi igin hizli bir yoldur ancak en duyarli yol degildir. Tkinci
bir yaklasim da “Two-layer” ydntemi olarak adlandirildi Ik &nce o-Cyano-4-
hydroxycinnamic asit soliisyunu MALDI plaginin iizerine konulur ve bir mikrokristal
tabakas1 olusturmasi i¢in kurumaya birakilir. Daha sonra matriks ve analit soliisyonu
ilk tabakanm {izerine konulur ve kurumaya birakilir. Bu yontem oldukga sikici
olmasina ragmen analizde daha temiz bir spektra verir. Ayrica bu metot

otomatiklestirilebilir.

iii. Cleanup post spotting: Ister “Dried droplet” ister “two-layer”
metodu olsun her iki yontemde de bir cleanup yontemi MALDI plagi iizerine direkt
olarak uygulanabilir. Bu yontem bir spotting yonteminin hemen ardindan uygulanir.
Bir su damlast MALDI plagmin {izerindeki her bir spota eklenir ve su damlasi
ucurulur ve spotlar MALDI-TOF kiitle spektrometresine yerlestirilmeden Once
Kurumaya birakilir. Bu basamak tuzlar ve kurutulmus kristaldeki hidrofilik
molekiillerin eldesini saglar. Bu sinyal giiriiltii oraninda bir yiikselmeye neden olur.
Yikamanin zamanlamasi hidrofilik peptidlerin gereksiz kaybinin Onlenmesinde

Onemlidir.

iv. On plate concentration: Daha 6nce de deginildigi gibi kiitle
spektrometreler yogunluga bagimli aletlerdir. MALDI daha komplekstir. Ciinkii
iyonizasyon siireci ve matrikslerin katilimi tam olarak anlasilamamaktadir. MALDI
yiizeyindeki analit konsantrasyon artisi gozlemlenen sinyali artirabilir ancak bu

durum &rnek yeteri kadar temiz oldugunda iyi calisir. Ornek miktar1 kisitl oldugunda

117



yogunlugu artirmanin tek yolu spotun biiylikligiinii azaltmaktir. MALDI plaklari
kiicik ve hidrofilik spotting boliimleriyle hazirlanir fakat plagin diger kismi
hidrofobiktir. Bir damla peptid solusyonu spot lizerine konuldugunda hidrofobik
cevre ve yiizey gerilimi damlanin yiizeyle temasini kisitlayacak bir sekil almasina
zorlar. Damla kururken kiigiik hidrofilik page lizerinde yogunlasir. Sonug; MALDI
plagt tizerinde kiigiik bir alanda yiliksek bir konsantrasyondur. Kendi iginde bu
yontem Oonemli bir gelisme saglayacak yeterlilikte degildir. Ciinkii kontaminantlar
ozellikle tuzlar benzer sekilde konsantre olurlar. Tuzlar1 uzaklastirmak i¢cin “Drop of

water” gibi bir cleanup yonteminin beraberde uygulanmasi gerekir [379].

MALDI'nin dogrulugunun o6rnek hazirlama metotlarmm dogrulugu ile
orantili olmasi, diisiik tekrarlanabilirligi gibi baz1 dezavantajlar1 vardir. Her bir lazer
vurusu Ornek kismindaki birikimin birkac¢ tabakasini yok eder. Bu yiizden, katman
homojenitesinin iyilestirilmesi ile sinyalde daha iyi tekrarlanabilirlik saglanir. Bu,

kantitatif sonuglarin elde edilmesinde ¢cok 6nemlidir.

2000 yilinda, atmosferik basingli MALDI kaynagmin kullanilmast MALDI
alaninda gelismelere yol agmistir. Bu yontem atmosfer basinci (AP) ve MALDI’ yi
birlestirebilmistir. Aslinda, bu kaynak normal atmosferik basing altinda analit dop
edilmis matriks mikrokristalinden lazer vuruslariyla bu kristallerin 1s1mas1 nedeniyle

analit iyonlarmni olusturur.

Sekil 2.10° da bir AP-MALDI kaynagi goriilmektedir. Geleneksel MALDI
kaynagina benzer bir sekilde calisir. Ayni Ornek hazirlama teknikleri ve
konvansiyonel MALDI vakumunda kullanilan aynmi matriksler, AP-MALDI de
basariyla kullanilabilir. Temel fark iyonlarin hangi basing sartlar1 altinda
olusturuldugudur. Konvansiyonel MALDI bir vakum iyonizasyon kaynagidir ve
analit iyonlar1 kiitle spektrometresinin vakum kisminda bulunur. Bundan dolay1 AP-
MALDI bir atmosferik iyon kaynagidir. Iyonizasyon, aletin vakum kismmnin disinda,

atmosferik basing altinda olusur.

Iyonlar kiitle analizoriiniin vakumu igerisine atmosferik basmgl ara yiiz (API)
kullanilarak aktarilir. Iyonlarm tasinmasina yardim etmek igin, atmosferik basing

iyonizasyon bolgelerinden yiiksek vakumda hareket eder, yiiksek bir voltaja (tipik
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olarak 2-3kV) hedef tabaka ¢evresindeki yiizeye uygulanir ve kuru azot buhari ayni
bolgeye uygulanir. Toplam 6rnek tiiketiminin, AP-MALDI’ de, MALDI vakumuna
gore daha fazla olmasi nedeniyle, iyonlarin kiitle spektrometresi igine transferi
gereksizdir. Ancak iyon kaynaginin hassasiyeti azalmamistir, ¢iinkii MALDI i¢in
gereken Ornek tiiketimi analiz i¢in gerekenden ¢ok daha azdir. Nitekim Ornegin

biiyiik bir kismi analiz sirasinda kullanilmaz.
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Sekil 2. 10. AP-MALDI semasi

AP-MALDI’nin iyon iiretme mekanizmasi geleneksel MALDI’ye benzer.
AP-MALDI kaynagi, geleneksel MALDI kaynagi gibi tek yiikli molekiiler tiirler
iiretir. Ancak daha dar bir kiitle yelpazesi olusur. Iyonlarm i¢ enerjisinin, hizl1 ve
verimli termalizasyonu geleneksel MALDI vakumu ile karsilastirildiginda AP-
MALDI iyonizasyon teknikleri daha yumusaktir, hatta IR-MALDI tekniklerine gore
de daha yumusaktir. Iyonlar genellikle higbir pargalanma gdstermeden bu ydntemle
iiretilir. Matriksle analit arasinda istenmeyen kiimelesmeler olusabilir. Bu durum
kaynaktan iyonlara enerji transferinin artirilmastyla ortadan kaldirilabilir. Ornegin
lazer enerjisinin veya bazi API parametrelerin artmasi, analit-matriks ayrigma

siirecini artirir.

AP-MALDI, MALDI kaynaklarmin bazi dezavantajlarin1 yok eder. AP-
MALDI bir vakum bolgesi gerektirmez. Ayrica elektrosprey iyonizasyon gibi
atmosferik basmg¢ kaynaklar1 ile degistirilebilir. Aletin performans1 (kalibrasyon,

¢coziinilirlik ve kiitle dogrulugu) kiitle analizoriinden gelen iyon desorbsiyonunun
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ayrimimi etkiler, ancak kaynak kosullarindan (6rnek matris, 6rnek hazirlama metodu)
etkilenmez. Bu durum, deneysel esneklik saglar. Ornegin uzun sinyalli lazerler
kullanarak c¢oziiniirliigli bozmadan duyarliligi artrmak miimkiindiir. AP-MALDI
kaynaklari, gelenecksel MALDI kaynaklar1 gibi  biyolojik  materyallerin
goriintiilenmesinde de kullanilabilir. Ugucu madde tasiyan solventler gibi hassas
vakum gerektiren 6rneklerin atmosfer basinci altinda incelenmesini saglar. Bu metot

ile biyolojik dokularin dogal yiizeyleri ii¢ boyutlu olarak goriintiilenebilir.
2.13.7. Kiitle Analizorii

Kiitle analizorleri MS sistemlerinin en énemli kisimlarindan birisidir. Farkl
kiitle/yiik oranlarindaki iyonlar1 ayirabilmek igin pek ¢ok cihaz kullanilabilir. ideal
olarak kiitle analizorleri kiiciik kiitle farklarini ayirabilecek duyarlikta olmalidir.
Buna ek olarak analizorler kolayca dlgiilebilir iyon akimlar1 elde etmek icin yeterli
sayida iyon gecisi saglayabilmelidir. Kiitle analizorlerinin optik esdegerleri olan
mono kromatdrlerde de hem duyarlilik hem de yiiksek gecirgenlik istenir. Bir kiitle
spektrometrenin kalitesi kiitleleri ayirma yetenegi, yani onun ayirma giicl ile ifade

edilir ve bu R ile tanimlanir.
R=m/Am

Burada Am iki komsu pik arasindaki kiitle farkidir, m ise birinci pikin
kiitlesidir (bazen iki pikin ortalama kiitlesi olarak da alinir). Eger pikler arasindaki
boslugun yiiksekligi, onlarin yiiksekliginin belli bir yiizdesinden (genellikle bu
%10’dur) fazla degilse, iki pik ayrilmis kabul edilir. Buna gére 4000 ayirma giiciline
sahip bir spektrometrede 4000,0 ve 4000,1 veya (40,00 ile 40,01) m/z degerlerinde
olan pikler birbirinden ayrilabilir.

2.13.7.1. Manyetik Sektor Analizorleri

Manyetik sektor analizorlerinde kalict miknatislar veya elektromiknatislar
kullanilir. Bu miknatislar iyon kaynagindan gelen farkli m/z oranina sahip iyonlara
180, 90 veya 60 derecelik agilarla dairesel hareket yaptirirlar. Bu sayede iyonlar
manyetik alanda farkli m/z oranlarma goére sapma gosterirler. Ayni yiikteki

iyonlardan hafif olanlar, agir olanlara gore daha biiyiik ac1 ile saparlar ve dedektorde
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kaydedilirler. Manyetik ayiricilarda tarama siiresi 1sn’den daha az olacak kadar
hizlidir [380].
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Sekil 2. 11. Manyetik sektorlii kiitle analizorii semasi

2.13.7.2. Kuadropol Kiitle Spektrometreleri

Kuadropol analizorler seramik bir tutucu ile birbirine baglanmig dort adet
paralel metalik cubuktan olusmustur ve bunlar spesifik radyo frekans alanm
saglamaktadirlar. Silindir seklindeki bu ¢ubuklar yaklasik 10-20 cm uzunlugunda ve
1 cm ¢apindadirlar. Rodlarm iizerinde zit yiiklenmis potansiyel bulunmaktadir ve zit
yiiklii ¢cubuklar elektriksel olarak birbirine baglantilidir. Voltaj uygulandiginda bu
cubuk setlerinin arasinda bir potansiyel farki olusmaktadir. Bu potansiyel farki 6zel

bir titresim alani olusturur ve bu titresim iyonlarin detektdre yonlendirilmesini saglar

[363].

Kuadropol kiitle spektrometreleri, manyetik sektorlii tiplere gore daha ucuz
ve saglamdir. Genellikle manyetik sektorlii cihazlardan daha kiiglik ve masa tstii
cithazlardir. Bu cihazlarin kisa tarama siireleri ayri1 bir avantajdir(tarama siiresi <
100ms) bu yiizden, ozellikle kromatografik piklerin aninda taranmasi ic¢in cok
faydalidirlar. Kuadropol kiitle soektrometreleri bugiin en yaygm kullanilan kiitle

spektrometreleridir [369].
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Sekil 2. 12. Kuadropol kiitle spektrometreleri

Sekil 2.12°de, kaynak, odaklayan lensler, silindirik kuadropol ¢ubuklar ve
dedektorden olusan bir kuaropol cihazi goriilmektedir. Ideal olarak cubuklar
hiperbolik olmalidir [367].

2.13.7.3. Ucus Zamanh Kiitle Analizérleri (Time Of Flight,TOF)

Bu yontemde, iyonlarin ayrilmasi i¢in degisik kiitleli iyonlarin ayn1 gerilimle
hizlandirildiklar1 zaman ayni siirede degisik hizlar kazanmalar1 6zelliginden
yararlanilir. Ugus-zamanli (TOF) cihazlarda pozitif iyonlar kisa siireli pulslarla,
ornegin elektron, ikincil iyon veya lazer bombardimanlariyla iretilir. Bu sekilde
tiretilmis iyonlar alansiz bir toplama tiipiine 10° — 10* V’Iuk elektrik alan pulslariyla
hizlandirilarak gonderilirler. Ayirma, tiipiin sonunda bulunan dedektore iyonlarin
ilerlemesi sirasinda meydana gelir. Biitlin iyonlar, aymi kinetik enerjide
olduklarindan, hizlar1 kiitleleri ile ters orantili olarak degisir (Esitlik 2-1), bu ylizden
hafif partikiiller dedektére daha 6nce ulasirlar. Tipik olarak bir iyonun ugus siiresi 1-

30 ps arasinda degisir.

KE=ze V='2m V? (Esitlik 2-1)  KE=Kinetik enerji, z=yiik, m=iyonun kiitlesi

Ucus zamanh cihazlar, diger tipteki kiitle spektrometrelerine gore, basitlik,
saglamlik, iyon kaynagmin kolayca degistirilebilmesi ve smirsiz kiitle araligi gibi
bazi bakimlardan iistiindiir. Bununla birlikte, smirli ayirma giicli ve duyarligi gibi
dezavantajlar1 vardir. Birkag cihaz iireticisi, son zamanlarda ugus zamanl cihaz
iretmektedir. Ancak ugus zamanli cihazlar manyetik sektdr ve kuadropol kiitle

spektrometrelerine gore daha az kullanilmaktadir [369].
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Sekil 2. 13. TOF analizorli kiitle spektrometresi

Sekil 2.13 de, MALDI tarafindan iiretilen pozitif iyonlarin analizini yapan
TOF analizoriiniin semas1 goriilmektedir. Sonra, lazer darbesi sirasinda olusan,
iyonlara uygulanan dogal bir elektrik alan vardir. Siirakli hizlandirilan ve serbest
bolgede siiriiklenen iyonlar vardir. Bu iyonlar, m/z oranlarmna gore serbest bolgede

hareket ederler. iyonlar boylece zamaninda dagitilir.
2.13.7.4. iyon Tuzakh Analizérler

Iyon tuzaklari, iyon kaynagi ve kiitle analizor fonksiyonlarmi bir arada
tasimaktadirlar. Bir halka elektrot ve iki ug¢ elektrottan olusan iiglii bir yapis1 vardir
(Sekil 2.14). Iyon kapanlarmin 6zelligi iyon kaynagi oyugunda olusan iyonlarin
yakalanmasi ve saklanmasidir. Bu da merkezdeki halkasal elektroda radyo frekans
voltaji uygulanmasi ile gerceklesir. Yakalanmis iyonlar daha sonra kiitle se¢imli
olarak m/z oranlarma gore tespit edilecekleri elektron “multiplier” {izerine
gonderilirler. Bu yontem diger kiitle analizorlerine gére daha hassastir [363]. Tablo

23’te farkli kiitle analizorlerinin ana 6zellikleri goriilmektedir.
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Sekil 2. 14. Tyon tuzakli kiitle analizoriiniin semasi

Tablo 23. Kiitle analizorlerinin karsilastirilmasi [367].

Kuadropol  lyon tuzakh TOF Manyetik sektorlii
Kiitle limiti 4000 Th 6000 Th >1000 000 Th 20000 Th
Coziinme 2000 4000 5000 100 000
Kesinlik 100 ppm 100ppm 200ppm < 10 ppm
Iyon sampling Stirekli Darbeli Darbeli Stirekli
Basing 10~ Torr 10~ Torr 10° Torr 10™° Torr
Dedektorler

Kiitle ayirma kismindan, m/z oranlarina gore demetler halinde ayrilan iyon
tanecikler dedektore gelir. Boyle bir dedektdr iyon halindeki taneciklerin enerjilerini
elektrik enerjisine ¢evirir. Elektrik enerjisi haline g¢evrilen enerji cihazda bulunan

bilgisayarmn hafizasina kaydedilir, ekranda veya kagitta goriiliir hale getirilir.

Boyle bir dedektor bircok dinot ihtiva eder. Art arda gelen dinotlar yiikselen
potansiyeller altinda tutulur. Bu UV ve goriiniir olan spektrofotometrelerinde
kullanilan dinotlu dedektorlere benzer. Katot ve dinotlarin yiizeyleri Cu/Be ‘dan
yapilmistir. Bu ylizeylere enerjetik iyonlar veya elektronlar carptiklar1 zaman daha
cok elektron firlatirlar. Sistemde bulunan 20. dinottan firlayan elektronlarin sayisi

10" ye ulagir (bir elektrona on milyon elektron).

Kiitle spektrometresinde kullanilan bir baska dedektor glimiis bromiirlii
levhadir. Jelatin i¢cinde emiilsiyon halinde dagilmis bulunan giimiis bromiir enerjili

iyonlara kars1 hassastir. Boyle bir dedektdr genel olarak spark kaynakli cihazlarda
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kullanilir. Ciinkii m/z oranlar1 ¢ok farkli olan, ayn1 zamanda dedektore gelen iyonlar

icin daha uygundur.

Kiitle spektrometrisinde kullanilan bir baska dedektor, sintilasyon tipi
dedektordiir. Boyle bir dedektorde, tizerine kristalin fosforesans bir madde siiriilmiis
ince bir aliminyum levha bulunur. Bu levha fotomiiltipliye tiibiin giris penceresine
yerlestirilir. Tyonlar fosforesan maddeye carpinca, etrafa isinlar sagilir. Bunlar da

fotomiiltipliye dadektor tarafindan algilanir.

Bir baska dedektor de Faraday kollektorii dedektordiir. Bu kollektor
analizorden gelen iyonlara egik durumda yerlestirilmistir. Kollektor elektroda carpan
iyonlar mahfaza kabina yansitilirlar. Kolektor elektrot ve mahfaza kabi biiylik bir
direng iizerinden toprak potansiyeline baglanir. Mahfaza kabma carpan pozitif yiiklii
iyonlar, topraktan dirence, direngten mahfaza yiizeyine gelen elektronlar tarafindan
notrallestirilirler. Boylece direng lizerinden bir potansiyel diismesi meydana gelir.
Potansiyel diismesi de yiiksek empedansli bir amplifikator tarafindan yiikseltilir. Bu
dedektoriin cevabi, iyonun kinetik enerjisinden, kimyasal yapisindan ve kiitlesinden
bagimsizdir. Faraday kolektorii, elektrik ve mekanik olarak basit tasarimli, ucuz bir
dedektordiir. Baslica dezavantaji yiiksek empedanshi bir amplifikatore ihtiyag
gostermesi, boyle bir amplifikatoriin de spektrum alma zamaninin uzun olmasidir

[360].

Kiitle spektrumu kiiclikten biiyiige veya biiylikten kii¢lige dogru taranarak
kaydedilir. Bu 1is i¢in kullanilan kaydediciler UV, IR ve NMR’ dakilerden
farklidirlar. Burada duyarlilik dereceleri gittikge artan bir seri ayna galvanometreleri
kullanilir. Tyonlar detektor {izerine diistiikleri vakit galvanometreler sapma gosterir.
Bundan sonra bir ultraviyole 151, bir motor tarafindan dondiiriilen ultraviyole
isilarina hassas bir kagit lizerine, bir seri pikler olusturacak sekilde iletilir. Kiitle
spektroskopisinde sonug, ya diger spektroskopik yontemlerdeki gibi grafik seklinde
(mass spektrumu) ya da alete baglh bir bilgisayar yardimi ile pargalarin bagil

bolluklarmni veren bir liste halinde gosterilir [369].
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3. GEREC VE YONTEM

Saghk Bilimleri Universitesinin Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik
Kurulunun 26.06.2018 tarihli Proje/ Karar No 18/187 olan Arastirma Projesi
Degerlendirme Raporuyla (Ek.1) arastirmanin etik agidan uygun bulunmasi, Saglik
Bilimleri Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyon Toplantisinda verilen
11.12.2018 tarihli Karar No 18 olan toplanti tutanagi (Ek.2) ile 12 ay siireli Bilimsel
Arastirma Projesi (BAP) Komisyonu Uyelerince desteklenmesine karar verilmesi,
Ankara Il Saglk Miidiirliigii Saghk Hizmetleri Baskanhig1 Saghgin Gelistirilmesi
Birimi Giilhane Egitim ve Arastirma Hastanesi Saglik Uygulama Arastirma Merkezi
Tipta Uzmanlik Egitim Kurulu (TUEK) ‘da izin talebi i¢in alinan 20.12.2018 tarihli
90169164.799.E.2651 sayili kararin (Ek.3) oybirligi ile uygun goriilmesiyle
periapikal indekse (PAI) gore smiflandirilmis periapikal doku hastaliklarindaki kok
kanal mikrobiyota profillerinin MALDI-TOF MS (Matriks ile desteklenmis lazer
desorpsiyon iyonizasyon ugus zamani kiitle spektrometresi) araciligiyla

tanimlanmasini amagladigimiz bu ¢alisma yapilmistir.

Aralik 2018 ve Nisan 2019 tarihleri arasinda, Saglik Bilimleri Universitesi
Giilhane Dis Hekimligi Fakiiltesi Endodonti Anabilim Dali Bagkanlig1 blinyesindeki
klinige miiracaat eden hastalar arasinda yapilan anamnez, tibbi hikaye ve dental
Oykiileri alma islemleri sonras1 PAI (Periapikal Indeks)'e gore smiflandirdigimiz
30'ar I gruplar halinde Retreatment tedavisi gerektiren hastalardan olusan Grup I,
Akut Apikal Apseli hastalardan olusan Grup II, Kronik Apikal Apseli hastalardan
olusan Grup I, Akut Apikal Periodontitli hastalardan olusan Grup IV ve Kronik
Apikal Periodontitli hastalardan olusan Grup V seklinde toplam 150 hastadan alinan
ornekler isleme alindi. Bu &rneklerin Saglik Bilimleri Universitesi Giilhane Tip
Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Baskanligi, Giilhane Egitim ve
Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji klinigi laboratuarlarinda kiiltiirleri yapilmis
ve lireyen bakteriler MALDI-TOF MS (Matriks ile desteklenmis lazer desorpsiyon
iyonizasyon ugus zamani kiitle spektrometresi) cihazi ile tanimlama iglemine

alinmustir.
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Bu calisma Endodonti Anabilim Dalina ait yapilan islemler ve Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dalina ait yapilan islemler olmak {izere iki safhada

diizenlenmis olup materyal, gere¢ ve yontemler asagida anlatildig1 gibi yapilmustir.

3.1. ENDODONTI ANABILiM DALI KLIiNiGI’NDEKi CALISMA
METODUNUN AYRINTILARI

3.1.1.Hastadan Demografik Anamnez Bilgileri ile Tedavi Onam

Formlarin Alinmasi

Hastadan alinan anamnez formlarindaki bilgiler, hastanin sikayeti, klinik ve
radyografik bulgular1 ile birlikte yorumlanarak, hastalarin sikayetci oldugu dislerinin
periapikal filmlerini PAI’e gore smniflandirip, hangi periapikal doku hastaligi teshisi
konuldugu g6z oniine alinarak Retreatment tedavisi gerektiren hastalardan olusan
Grup I, Akut Apikal Apseli hastalardan olusan Grup II, Kronik Apikal Apseli
hastalardan olusan Grup |11, Akut Apikal Periodontitli hastalardan olusan Grup IV ve
Kronik Apikal Periodontitli hastalardan olusan Grup V seklinde gruplar
olusturulmustur. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) niin 1995 tarihindeki agiklamasmni,
Amerikan Endodontistler Birligi (AAE)’nin 3 Ekim 2008'de Chicago Illinois'de
pulpa ve periapikal hastalilk durumlarinin = smiflandirilmasinda  kullanilan
terminolojiyi standartlastirma toplantisin1 ve Qrstavik’ in 1986 da tanimladigi PAI
smiflandirmasin1  yorumlayarak olusturdugumuz anamnez formu ile birlikte
kayitlarimizi tuttuk. Arastirmada kayitlarimizi tuttugumuz hasta anamnez formu ve
takip formu, hastadan alinan bilgilendirilmis goniillii olur formu, tedavi onam
formlar1 Ekler 4,5,6’da gosterilmistir. Endodonti klinigine bagvuran hastalardan
calismaya alinma kriterlerine gore olusturulan gruplardan akut apikal apse tanisi
koyulan bir hastanin ekstraoral goriintiisi ve radyografik filmi Sekil 3.1.°de
gosterilmistir. Her hastadan alinan radyografik filmleri PAI smiflandirmasina gore
derecelendirildi. Sekil 3.2.°de PAI smiflandirmas: yapilan periapikal lezyonlu dis

radygografilerine 6rnek filmler gdsterilmistir.
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3.1.2. Hastalarin Arastirmaya Dahil Edilme Kriterleri

Hastalar demografik anamnez bilgileri ile tedavi onam formlar1 alindiktan
sonra asagida bahsettigim calismaya alinma kritelerine gore arastirmaya dahil

edilmis veya edilmemislerdir.
3.1.2.1. Cahsmaya alinma Kriterleri
-18 yas tlizeri olanlar.

- Materyal alinacagi giinden en az 4 giin Oncesi siiregte higbir

antimikrobiyal ilag kullanmamis olanlar.

- Daha onceden siirdiirdiigli agiz bakimimi, materyal almak ig¢in

belirlenen tarihe kadar aynen devam ettirenler.

- Enfekte kok kanalinda son 1 hafta igerisinde hi¢ bir hekim girisimi

yapilmamis olanlar.
3.1.2.2. Cahsmaya alinmama Kriterleri
-18 yas alt1 olanlar.

- Materyal alinacagi giinden onceki 4 giinliik siirecte antimikrobiyal

ila¢ kullanmis olanlar.

- Enfekte kok kanalinda son 1 hafta icerisinde bir hekim tarafindan

girisim yapilmis olanlar.

- Sistemik problemi olan ve profilaksi uygulamasi gerekebilecek

hastalar.

Sekil 3. 1. Periapikal radyografisiyle birlikte akut apikal apseli bir vaka
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Sekil 3. 2. PAI siiflandirmasi yapilan periapikal lezyonlu dis radyografi 6rnekleri

3.1.3.Kriterlere Uygun Olan Hastalarin Endodonti Klinigi Cahsma
Safhasi

Calismaya dahil edilen hastalardan alinacak Ornekler ig¢in Endodonti

Anabilim Bagkanlig1 Kliniginde yapilan islemler su sekildedir:
1. Hasta agzi1 2 dakika boyunca su ile ¢alkalandi.

2.Kavite acilmadan once steril bir pamuk pelet %10 poviodon-iodine
soliisyonuna batirilarak steril bir presel ile dis lizerine birakilip 2 dakika bu sekilde

beklendi (Sekil 3.3).

Sekil 3. 3. poviodon-iodine %10’ luk ve etil alkol %70’ lik

3. Hasta agz1 tekrar 2 dakika boyunca su ile galkalanip rubber dam ve
tiikiiriik emici takildi. (Sekil 3.4)

4. %70 lik etil alkol igeren steril bir pamuk pelet disin yiizeyine
sarildi.(Sekil 3.5)
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Sekil 3. 4. Hastaya rubber dam uygulamasi ile isleme baslama

Sekil 3. 5. Steril bir pamuk pelet ile %70 lik etil alkol siiriilen disin giris kavitesi agimi

5. Steril bir frez ile kavite agildi, agiksa genisletildi ve kanal agiz(lar)1
bulundu. Retreatment vakalarinda klasik yontemle H-tipi kanal egeleri kullanilarak
eksik doldurulmus kok-kanalindan gutta-perkalarin ¢ikarilma iglemi yapildi. (Sekil
3.6)

6. Steril ve uygun c¢aptaki bir kanal egesi ile apekse kadar ilerlendi ve

hafif¢e kazmarak g¢ekildi.
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Sekil 3. 6. H tip kanal egesinde sokiilmiis gutta perka

7. Sterilize kagit koni kanal igerisinde miimkiin olan en derin bolgeye
ilerletildi. Hasta agr1 duydugunda 1 mm kadar disar1 ¢ekilmistir. Hafifce oynatilarak
kanal duvarlarina siirtiinmesi saglanmistir. Bu sekilde 5-10 saniye beklendi. Sonra

disar1 ¢ekildi.

8. Kagit koni siv1 tiyoglikolat besiyerine (Sekil 3.7.) yerlestirildikten sonra
vakit kaybetmeden Giilhane Egitim ve Arastrma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji
Klinigi laboratuvarma gonderildi. (Sekil 3.8.)

Sekil 3. 7. Ureme gézlenmeyen ve gdzlenen sivi tiyoglikolat besiyerleri
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Sekil 3. 8. Sivi1 tiyoglikolat besiyerlerinin Tibbi Mikrobiyoloji laboratuarinda toplanmasi

3.1.3.1. Zenginlestirilmis tiyoglikolat besiyeri

Endodonti kliniginden almnan 6rneklerin Tibbi Mikrobiyoloji laboratuarina
gonderilmesi i¢in yerlestirildigi hazir siv1 tiyoglikolat besiyerinin igerigi su sekildedir
(Tablo 24):

Tablo 24. Zenginlestirilmis tiyoglikolat besiyeri i¢erigi

Triptikaz 15,0 gr Agar 0,75 gr
Resazurin 0,001 gr L-Sistin 0,5gr
Dekstroz 550r Maya ozeti 59r
Sodyum Kilorid 2,59r Sodyum Tiyoglikolat 0,50r

1 Litre Saf Su i¢in Yaklagik Formiil* pH: 7,1+0,2

29,8 gram igerik, 1 mL hemin solusyonu, 1mL vitamin K1 ve 1gr sodyum
bikarbonat 1 litre distile suda ¢oziiliir ve final pH’1 7.1 olarak ayarlanir. Eriyene
kadar isitilir (1 dakika). 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilir. 18 mL’lik

steril cam tiiplere dagitilarak, karanlik bir ortamda, oda 1s1sinda muhafaza edilir.

Bu besiyeri, anaerobik atmosferde inkiibasyon olmadan mutlakanaeroblar
dahil olmak {izere c¢ok c¢esitli organizmanin 1iyi bir sekilde biiylimesini
destekleyebilir.  Sodyum tiyoglikolatin  bir  6zelligi, oksidasyon-rediiksiyon
potansiyelini diigiirmenin yani sira, mercurial bilesiklerin antibakteriyel aktivitesini

notrlestirme yeteneginin olmasidir. Bu 0Ozellikler Sivi Tiyoglikolat Medium’un
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biyolojik ve diger materyallerde kontaminasyon varligini belirlemek igin 6zellikle
faydalidir. Glikoz, pepton ve maya Oziitii, bakteri iiremesi i¢in gerekli biiyiime
faktorlerini saglar. Sodyum tiyoglikolat ve L-sistin, bazi mikroorganizmalara karsi
Oldiiriicii olan peroksitlerin birikmesini Onleyen indirgeyici ajandir. Resazurin,

okside oldugunda pembe ve azaltildiginda renksiz olan bir oksidasyon-rediiksiyon

gostergesidir.

Anaerop inceleme i¢in alinan drneklerin, uygun transport besiyerleri i¢inde
laboratuvara gonderilmesi, transport besiyeri yoksa hasta basinda zenginlestirilmis
tioglikolat broth gibi sivi anaerop besiyerlerine inokulasyonlar1 onerilir. Oda 1sisi,

orneklerin transportu i¢in en uygun 1sidir. Ciinkii oksijen diisiik 1silarda 6rnege daha
iyi diffiize olur [287, 381].
3.2. ENDODONTI KLINIiGINDEN ALINAN ORNEKLERIN

TIBBi MiKROBiYOLOJi LABORATUARINDA CALISILMA SAFHASI

1. Hastalardan kagit koni yontemi ile alinip tiyoglikolat (vitamin K1 ve
hemin igeren) sivi besiyerine inokiile edilen 6rnekler 24 saat 37°C'de inkiibe

edildikten sonra aerop ve anaerop kiiltlir islemine alind1. (Sekil 3.9.)
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Sekil 3. 9. Hastalardan kagit koni yontemiyle aliman &rneklerin tiyoglikolat (vitamin K; ve
hemin igeren) s1vi besiyerinin laboratuarda toplanmasi.

=

2 Klinik 6rnekler hem aerop hem de anaerop kiiltiir islemleri igin brucella

kanli agara (vitamin K1 ve hemin igeren) ekildiler. (Sekil 3.10.)
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Sekil 3. 10. Brucella kanli agara ekim yapilirken.
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3. Aerop kiiltiirler 37°C'de karbondioksitli etiivde 24-48 saat inkiibe edildi.
Anaerop kiiltiirler ise 37°C'de anaerobik atmosferde (%80-85 N, %5 H,, %5-10
CO; ) 5-7 giin inkiibe edildi.

4. Inkiibasyon siiresi sonunda her bir kiiltiirde {ireyen farkli morfolojideki

bakteri kolonilerinin subkiiltiirleri yapildi.
3.2.1. Anaerobik inkiibasyon ve Denetlenmesi

Anaerop inkiibasyon amaciyla anaerop posetler, 2,5 1t’lik anaerop kavanozlar
(jar) ve anaerop standart inkiibasyon konteynir sistemler kullanilir. (BD GasPakTM
EZ). Bunlarin i¢ine ekim yapilan besiyerleri yerlestirilir. 2,5 It’lik jarda anaerop
ortam olusturabilecek 6zellikte olan paketler (AnaeroPackTM-Anaero Mitsubishi
Gas Chemical, Japan) jarin igine brrakilarak jar hizlica kapatilir (Sekil 3.11).
Anaerop kavanaozlar(jar) i¢in bu paketlerden 2 tane kullanilir. Anaerop ortamin
olusup olusmadigini kontrol etmek amaciyla metilen mavisi emdirilmis kagit stripler
(Anerotest, Merck, Germany) disardan gozlenebilecek sekilde jarm icine yerlestirilir.
Bu stribin renginin maviden beyaza doniismesi durumunda anaerop ortamin olustugu
disiiniiliir. Eger stripte renk degisikligi 1-2 saat i¢inde olusmamigsa yukarida sayilan

islemler tekrarlanir. Calismada 37°C’de 48 saat inkiibasyon yapildi.

Sekil 3. 11. Anaerop kavanoz (jar)
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3.2.2. Koyun Kam (5%), Hemin ve Vitamin K1 ihtiva eden Brucella
Agar

Anaeroplarin izolasyonunda kullanilan nonselektif besiyeridir. % 5 koyun
kani, hemin ve vitamin K1 igeren Brucella Agar, titiz, zorunlu anaerobik
organizmalarin izolasyonu ve kiiltiirii i¢cin kullanilir. % 5 koyun kani, hemin ve
vitamin K1 i¢eren Brucella Agar, ¢ok ¢esitli zorunlu anaerobik mikroorganizmalarin
izolasyonu ve Kkiiltiiri i¢in zenginlestirilmis, se¢ici olmayan bir ortamdir.Segici
olmayan ortam, diisiik miktarlarda bulunan organizmalar1 izole etmek numunede
mevcut olan organizma sayilarmin ve tiplerinin bir gostergesini saglamak i¢in
kullanilir. Brucella Agar, pepton, dekstroz ve maya 0zl icerigi nedeniyle titiz
mikroorganizmalarm biiylimesini destekler. Koyun kani bilesenleri, hemin ve Kl
vitamini bazi zorunlu anaeroblarin gerektirdigi biiytime faktorlerini saglar (Tablo

25).

Tablo 25. 5% koyun kani, hemin and vitamin K1 ihtiva eden Brucella Agarin igerigi.

Pankreas Kazein Ozet 10.0 gr Sodyum bisiilfit 0.1gr
Hayvan Dokusunun Peptik Ozeti 10.0 gr Agar 15.0 gr
Dekstroz 1.0gr Hemin 0.005 gr
Maya ozii 2.0gr Vitamin K; 0.01 gr
Sodyum Kklorid 5.09r Defibrine Koyun Kani %5

3.2.3. a- Siyano- 4- Hidroksisinnamik Asit

IVD Matrix HCCA (‘IVD HCCA’; HCCA = a- Siyano- 4- hidroksisinnamik
asit olarak adlandirilir) peptitler ve proteinlerin MALDI-TOF-MS o6l¢iimii igin
MALDI matris soliisyonunun kolay ve uygun bi¢imde hazirlanmasini miimkiin kilar.
Her tiip, ilgili solvent hacmini basit bicimde ekleyerek istenen konsantrasyonun hizli

bi¢cimde hazirlanmasina imkan veren 2,5 (+0,3) mg matris igerir.
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3.2.4. Etanol-Formik Asit Ekstraksiyonu

Gerekli kimyasallar sunlardir: HCCA Matriks ¢ozeltisi, Deiyonize su, Etanol
(EtOH), Asetonitril (ACN), Formik Asit (FA) (%70’lik)(bir kereligine 10 mL kadar
hazirlayip, stok olarak kullanilabilir.

1) Ependorf tiipiin igine 300 mikrolitre deiyonize su alinir, gozle
goriilebilecek sekilde koloni (5-10 mg) deiyonize suya aktarilir. Pipetle karistirilip

vortekslenir.
2) 900 mikrolitre EtOH eklenir ve karistirilir.

3) 2 dk. maksimum hizda sentrifiij yapilir, dipte kalan peletlere zarar
vermeyecek sekilde list faz atilir, yeniden sentrifiij basamagi tekrarlanir, kalan
EtOH’ii pipet yardimiyla atilir, EtOH’lin ugmasi i¢in 2-3 dk. peletler oda sicakliginda

kurumaya birakilir. (EtOH’lin tamamen uzaklastirilmasi 6nemlidir.)

4) Peletlerin miktarina gore 1-80 mikrolitre arasinda FA eklenir. Eger hig
pelet goriinmiiyorsa 5-10 mikrolitre arasinda FA uygundur. (Cok fazla pelet olmasi
FA ve ACN kullanimini arttiracagi igin  pelet miktarin1 30-40 mikrolitre FA

eklenecek sekilde ayarlamak en uygun miktar olacaktir.)
5) FA eklendikten sonra pipetleme veya vorteks ile karistirilir.
6) Koyulmus olan FA ile ayn1 miktarda ACN eklenir.
7) 2 dakika maksimum hizda sentriflij yapilir.

8) Ust fazdan 1 mikrolitre almir ve target’e (hedef plak’a) aktarilir.
Kurumas: beklenir. 1 mikrolitre matriks eklenir. Tekrar kurumasi beklenir. Hedef

plak’a (Target) cihaza yerlestirilir.
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3.3. MiIKROORGANIZMALARIN MALDI-TOF MS SIiSTEMi iLE
TANIMLANMASI

Subkiiltiirii yapilan bakteri kolonilerinin MALDI-TOF MS (Matriks assisted
laser desorption ionization time of flight mass spectrometry) (Bruker) sistemi ile
tanimlanmasi yapilarak hasta o6rneklerinden izole edilen fakiiltatif anaerop ve mutlak

anaerop bakterilerin tanimlanmasi saglandi.

Calismaya aldigimiz ve MALDI- TOF ile tanimladigimiz tiim anaerop
bakteriler Brucella agara pasajlandi (Sekil 3.12), 48 saatlik saflagtirma pasajlarmdan
sonra koloni morfolojisi agisindan MALDI - TOF ile identifikasyonu siipheli olan
koloniler ya da MALDI - TOF ile cut-off degeri altinda olanlar tekrar MALDI-TOF
sistemi ile tanimlandi. (Tablo 26.)

Sekil 3. 12. Brucella kanli agarda tireyen bakteri kolonileri

Taze Kkiiltiirlerden 1-5 koloni alinarak Maldi plagindaki (96 Orneklik
paslanmaz celik tekrar kullanilabilir 6rnek uygulama plakasi) noktasal bdlgelere
konuldu, 6rneklerin iizerine 1pL formik asit ¢ozeltisi eklendi ve kurumalar1 i¢in oda
sicakliginda bekletildi daha sonra 6rneklerin tizerine 1ul matriks ¢ozeltisi (Bruker
Daltonics GmbH HCCA Matriks=siyano 4 hidroksisinnaminik asit) eklendi ve yine
oda sicakliginda kurutuldu. (Sekil 3.13-15)
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Sekil 3. 15. Bruker Daltonics GmbH HCCA Matriks= a-Siyano-4-hidroksisinnaminik asit

(. )

Sekil 3. 13. Otomatik pipette hazirlanmig 1pL matriks ¢ozeltisi

Sekil 3. 14. MSP 96 Target iizerine matriks eklenmesi ve kurumasinin beklenmesi
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Matriks, ornek molekiillerinin iyonlagmasi igin gerekli enerjinin lazer
1s1gindan 6rnek molekiillerine iletilmesini saglayan bir araci olarak diisiiniilebilir.
MSP 96 Target, matriks eklenip kuruduktan sonra MALDI-TOF MS sisteminin
haznesine yerlestirildi (Sekil 3.16). Calismamizda MALDI-TOF-MS sistemi olarak
Bruker Daltonics Microflex LT sistemi kullanildi ve Olglimler iiretici firmanin
onerdigi ayarlarla yapildi (Sekil 3.17). 2-20 kDa kiitle araliginda, pozitif lineer
modda, 337 nm Nitrojen lazeri ile iyonlar olusturuldu. Elde edilen spektrumlar
MALDI-TOF-MS (Bruker Daltonics Microflex LT, Bremen, Germany) sistemi ve
MALDI Biotyper 3.1 yazilimi (Bruker Daltonics, Bremen, Germany) kullanilarak
analiz edildi (Sekil 3.17).

Sekil 3. 16. MSP 96 Targetin MALDI-TOF MS sistemi haznesine yerlestirilmesi
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Sekil 3. 17. MALDI-TOF-MS (Bruker Daltonics Microflex LT) sistemi ve MALDI
Biotyper 3.1 yazilim1 (Bruker Daltonics, Bremen, Germany)

Calismaya dahil edilen her hastadan alinan Orneklerin anaerob ve aerob
kiiltiirleri yapildiktan sonra subkiiltiirlerinin etanol-formik asit ekstraksiyon ile
Microflex LT sistemi (Bruker Daltonics Inc.) MALDI-TOF MS cihazinda
tanimlamalar1 yapildi. MALDI-TOF MS ile bakteri tanimlamalar1 yapilirken her
caligmada standart referans susu ‘’Bacteroides fragilis ATCC 25285’ kullanildi.
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Bizim analizimizde kullandigimiz tanimlama kriterleri, iiretici firmanin

onerdigi sekilde asagidaki tablo 26’ da 6zetlenmistir:

Tablo 26. MALDI-TOF skor degerlerinin anlam1

Skor Araligi Aciklama Sembol Renk
2.300-3.000 Yiiksek olasilikli tiir tanimlamasi (+++) Yesil
2.000-2.299 Muhtemel tiir, giivenilir cins tanimlamast (+t+) Yesil
1.700-1.999 Muhtemel cins tanimlamasi (+) Sar1

Skor > 2.000 ise tiir diizeyinde giivenli tanimlama

Skor 1.700-1.999 ise cins diizeyinde giivenli tanimlama

Skor <1.700 ise giivensiz sonu¢ (C diizeyi ya da kirmizi renk ile temsil

ediliyor) olarak

nnnnnn
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Sekil 3. 18. Cihazin analiz ettigi 6rneklerden tanimlanmig Enterococcus faecalis’e ait
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kiitle spektrometresi
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4. BULGULAR

Saghk Bilimleri Universitesi Giilhane Dis Hekimligi Fakiiltesi Endodonti
Anabilim Dali Bagkanligi Endodonti klinigine basvuran calismaya goniillii olarak
dahil edilen hastalardan alinan 6rnekler MALDI-TOF MS ile c¢alisilarak elde edilen
mikroorganizma tanimlanmasi yapilmistir. Bu ¢aliyjmamizda 150 vakadan 467
izolat1 Biotyper system v.3.1. software ile formik asit ekstraksiyonu kullanilarak
anaerobik tanimlama islemleri yapilmistir. Anaerobik bakterilerin <1.700 cut-off
skorunun altinda olan % 5,78 ‘lik kismin1 ¢alismaya dahil etmedik. Cut-off skoru
>1.700 olan anaerobik bakterilerin %94,22 cins ve % 65,10 tiir seviyelerinde dogru
bir sekilde tamimlandi. MALDI-TOF MS Biotyper system v.3.1 ve flexAnalysis
kendine 6zgli programlar ile tanimlamalar1 yapilan anaerop bakteriler arasinda tiir
diizeyinde giivenli tanimlama yapan > 2.000 skor degeri yiiksek olan bakterileri
smiflandirmaya dahil ettigimiz 6rneklerden E.faecalis’in ii¢ farkli izolatta 3 farkli
spektrumlarmi Sekil 4.1-4. ‘de gosterilmistir. Birka¢ arastirma grubunun, bilimsel
topluluk icin serbestge kullanilabilen bazi agik kaynakli yazilimlardan olan
MALDIquant R paket programindan yararlanarak spektrumlar1 gézden gegirdik.
Ornegin cins diizeyinde giivenli tanimlama yapilan skorlar1 1.700-1.999 olan
bakterilerden E.faecalis’in hem Biotyper system v.3.1 flexAnalysis programinda
gosterilen spektrum hem de R programi MALDIquant ‘da gosterilen spektrumlari
Sekil 4.6-8 ‘de gosterilmistir. Calismaya dahil etmedigimiz <1.700 cut-off skorunun
altinda olanlardan Ornek olarak Sekil 4.5 ‘de gosterilmistir. R programi ile
spektrumunun yogunluk araliginda degisiklikler yapilabildigi gibi base-line
diizeltilebilir (Sekil 4.9-11). Calismamizda MALDI-TOF MS ile tanimlanan
toplamda 77 tiir hem anaerobik hem de aerobik ortamda kiiltiire edilebilen anaerop
bakterilerden olusan 6 farkli filum altinda (Firmicutes, Actinobacteria,
Bacteroidetes, Proteobacteria, Fusobacteri, Citrobacter) ve 3 farkl: tiir Candida ’lar1
Ascomycota filumu altinda periapikal doku hastaliklarina gore tablolar olusturuldu.
(Tablo 28-37).

Grup 1’de Firmicutes’lerden E.faecalis, V.parvula; Fusobacteria’lardan
F.nucleatum; Actinobacteria’lardan R.dentocariosa; Proteobacteria’lardan

N.lactamica; Ascomycota 'lardan C.glabrata ;
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Grup 2’de Firmicutes’lerden E.brachy, E.yurii, V.atypica, V.parvula,
P.micra; Bacteroidetes’lerden P.baroniae, P.denticola, P.nigrescens;
Actinobacteria’lardan A.oris, Proteobacteria’lardan E.cloacae, Ascomycota’lardan
C.albicans ve C.dubliniensis;

Grup 3’ te Firmicutes’lerden E.faecalis, V.parvula, Gemella morbillorum;
Bacteroidetes’lerden  P.heparinolytica, Actinobacteria’lardan  Olsenella  uli;
Proteobacteria’lardan P.mirabilis; Citrobacteria’lardan C.freundii;

Fusobacteria’lardan F.nucleatum; Ascomycota’lardan C.albicans;

Grup 4’te Firmicutes’lerden E.durans, E.faecalis, E.faecium, P.micra,
V.parvula; Bacteroidetes’lerden P.denticola; Actinobacteria’lardan A.odontolyticus,
A.oris, B. dentium, O.profusa, O.uli; Proteobacteria’lardan Kingella denitrificans,
N.macacae, N.subflava; Citrobacteria’lardan C.freundii; Fusobacteria’lardan

F.nucleatum; Ascomycota’lardan C.albicans;

Grup 5° te Firmicutes’lerden Gemella sanguinis, V.parvula;
Bacteroidetes’lerden P.nigrescens; Actinobacteria’lardan P.denticolens,
R.denticariosa, R.mucilaginosa; Proteobacteria’lardan N.flavescens
mikroorganizmalar da oral florada sik tespit edilen Streptococcus spp. tiirleri ve

Staphylococcus spp. tiirleriyle birlikte tespit edilmistir. (Tablo 28-37).

Bahsettigimiz gruplari, periapikal doku hastaliklarini, periapikal indekslerini,
hastalarm yasmi, cinsiyetlerini Tibbi Mikrobiyoloji’den gelen sonuglardaki
tamimlanmis mikroorganizma tiirleriyle bir veri olusturduk. Bu verilerin istatistiksel
analizleri i¢in R Version 3.5.3 R Foundation for Statistical Computing , Vienna,

Austria paket programini kullandik.
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» E] -.M 1 éEI‘ItBI’DDDDBLIS faecalis 2343 D

Score W Detected Species
2343 Enterococcus fascalis 20247_4 CHE
2202 Enterococcus fascalis ATCC 29212 CHE
2183 Enterococcus fascalis ATCC 7080 THL
2176 Enterococcus fascalis DSM 20478T JUG
2035 Enterecoccus fascalis DSM 2570 DSM
2026 Enterococcus fascalis DSM 20408 DSM
2018 Enterecoccus fascalis 104575 LDW
1543 Enterococcus faecalis DSM 20371 DSM
1523 Enterococcus faecalis DSM 6134 DSM

Sekil 4. 1. Retreatment vakalarindan birindeki E.faecalis’in MALDI-TOF MS Biotyper
system v.3 ‘de tespit edilen tiir diizeyinde giivenli tammlama gostergesi.

» E] - AE 1 Enterococcus faecalis 23N

Score w Dietected Species
23N Enterococcus faecalis ATCC 7080 THL
2213 Enterococcus fascalis ATCC 25212 CHE
2187 Enterococcus faecalis 20247_4 CHE
217 Enterococcus faecalis DSM 2040% DSM
2077 Enterococcus fascalis DSM 20371 DSM
2070 Enterococcus faecalis DSM 2570 DSM
2045 Enterococcus fascalis DSM 20478T JUG
2043 Enterococcus faecalis 104575 LD
2013 Enterococcus faecalis DSM 6124 DSM
1.850 Enterococcus faecalis 105652 LD

Sekil 4. 2. Retreatment vakalarindan baskabirindeki E.faecalis’in MALDI-TOF MS Biotyper
system v.3 ‘de tespit edilen tiir diizeyinde giivenli tammlama gostergesi.

» E] C3 1 Enterococcus faecalis 2373
Score = Detected Species

- 2373 Enterececcus faecalis ATCC 7080 THL

- 2365 Enterococcus faecalis 20247_4 CHE

— 2255 Enterococcus faecalis 104575 LDW

- 2231 Enterococcus faecalis ATCC 25212 CHE

- 2215 Enterococcus faecalis DSM 20478T JUG

- 2123 Enterococcus faecalis DSM 6134 DSM

- 2120 Enterococcus faecalis DSM 2570 DSM

- 2067 Enterococcus faecalis DSM 20405 DSM

- 2025 Enterococcus faecalis DSM 20371 DSEM
1.759 Enterococcus faecalis 105652 LDW

Sekil 4. 3. Retreatment vakalarindan farkli birindeki E.faecalis’in MALDI-TOF MS Biotyper
system v.3 ‘de tespit edilen tiir diizeyinde giivenli tammlama gostergesi.
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Sekil 4. 4. Retreatment vakalarindan ti¢ farkhi E.faecalis’in MALDI-TOF MS Biotyper
system v.3 ‘de flex Analysis program ile elde edilen kiitle spektrometreleri.

» L8 A0 1 “ no reliable identification
Score Detected Species

_— 1.250 Myroides odoratimimus LMG 4025T HAM
—_— 1.242 Enterococcus fasciom 20218_1 CHE
- 1223 Aromatoleum pretroleum ToM1 MPB
- 1.225 HAeromonas caviae CECT B38T DSM
- 1222 Clestridium beijerinckii 1011_DSM 552 BOG
_— 1.209 Enterococcus faecium VRE_PX_16086218 MLD
—_— 1.150 Lactobacillus fructivorans DSM 20203T DSM
- 1.187 MNeisseria meningitidis MB_8295 05 THL
- 1.184 Sphingomonas paucimobilis B347 UFL
- 1.182 Meisseria meningitidis ME_8235 05 THL

Sekil 4. 5. Calismaya dahil etmedigimiz <1.700 cut-off skorunun altinda olanlardan
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e iF2 1 Enterococcus faecalis 1384 i

Score Detected Species
1584 Enterococcus fascalis 20247_4 CHE
1.94% Enteroceccus fascalis ATCC 7080 THL
1.929 Enterococcus fascalis ATCC 29212 CHE
1.658 Enterococcus faecalis 104575 LDW
1633 Enterococcus faecalis DSM 204787 JUG
1.600 Enterococcus faecalis DSM £134 DSM
151 Enterococcus fascalis DSM 2570 DSM
1460 Enterococcus fascalis DSM 2040% DSM
1430 Enterococcus fascalis DSM 20271 DSM
1.295 Enterococcus fascalis 106523 LDW

Sekil 4. 6. MALDI-TOF MS Biotyper system v.3 ‘de tespit edilen edilen 1.700-1.999 olan
bakterilerden E.faecalis’in cins diizeyinde giivenli tanimlama gostergesi.

a

H | | |

e

Sekil 4.7. E.faecalis’in Biotyper system v.3.1 flexAnalysis programinda gosterilen
spektrumu.

mete_tez.F2
o
b=t
S
]
-
o
8
S
=
2
2z
s o
g2 8
s 8
£ ]
o
8
S -
8
&
T T T T
5000 10000 15000 20000
m/z

Sekil 4. 8. E.faecalis’in R programi MALDIquant ‘da gosterilen spektrumu.

147



mete_tez.D1
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Sekil 4. 9.R programu ile spektrumunun yogunluk araliginda degisiklik yapildiktan 6nce

mete_tez.D1

80 100
!

60
1

intensity

40

20
1

Y WO YR

T
5000

T T
10000 15000 20000

Sekil 4. 10. R programi ile spektrumunun yogunluk aralifinda degisiklik yapilmadan sonra

mete_tez.G4

intensity
100 150 250 300
1 1 1

50
1

T
5000

T T T
10000 15000 20000

Sekil 4. 11. R programu ile herhangi bir spektrumunun base-line tespiti
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Tablo 27. Retreatment

vakalarindan alman Orneklere uygulanan anaerop kiiltiir

islemlerinden sonra MALDI-TOF MS cihaziyla tanimlanabilen mikroorganizmalarin listesi.

Firmicutes

Fakiiltatif Anaerop Gr (+)
Kok
Enterococcus faecalis
Fakiiltatif Anaerop Gr (+)
Basil
Lactobacillus brevis

Lactobacillus casei
Lactobacillus fermentum

Lactobacillus gasseri

Lactobacillus kefiri
Lactobacillus paracasei
Lactobacillus plantarum

Lactobacillus rhamnosus

Fakiiltatif Anaerop Gr (+)

Kok
Staphylococcus epidermidis
Streptococcus anginosus

Streptococcus cristatus

Streptococcus gordonii
Staphylococcus hominis

Streptococcus mitis

Streptococcus oralis
S.parasanguinis
Streptococcus sanguinis
Streptococcus vestibularis

Zorunlu Anaerop Gr (-) Kok

Veillonella parvula

Actinobacteria

Zorunlu Anaerop Gr (+)
Basil
Cutibacterium acnes

P.acidipropionici

Fusobacteria

Zorunlu Anaerop Gr (-)
Basil
Fusobacterium nucleatum

Proteobacteria

Fakiiltatif Anaerop Gr (-)
Kokobasil
H.parainfluenzae

Tablo 28 Retreatment vakalarindan alinan orneklere uygulanan aerop kiiltiir islemlerinden
sonra MALDI-TOF MS cihaziyla tanimlanabilen mikroorganizmalarin listesi.

Firmicutes

Fakiiltatif Anaerop Gr (+) Kok

Enterococcus faecalis
Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis
Streptococcus cristatus
Streptococcus hominis
Streptococcus mitis
Streptococcus oralis
Streptococcus salivarius
Streptococcus sanguinis
Streptococcus vestibularis

Fakiiltatif Anaerop Gr (+) Basil
Lactobacillus rhamnosus

Actinobacteria
Fakiiltatif Anaerop Gr (+) Kok

Rothia aeria
Rothia dentocariosa

Ascomycota
Aerop Mantar
Candida glabrata

Proteobacteria

Fakiiltatif Anaerop Gr (+) Diplokok

Neisseria lactamica

149



Tablo 29. Semptomatik Apikal Apse tanist koyulan vakalardan alinan 6rneklere uygulanan
anaerop kiiltiir islemlerinden sonra MALDI-TOF MS cihaziyla tamimlanabilen
mikroorganizmalarin listesi.

Firmicutes
Zorunlu Anaerop Fakiiltatif Anaerop Gr (+) kok Zorunlu Anaerop
Gr (+) kokobasil Gr (-) kok
Eubacterium brachy Enterococcus faecalis Veillonella atypica
Eubacterium yurii Staphylococcus hominis Veillonella parvula

Streptococcus anginosus
Fakiiltatif Anaerop Gr (+) basil  Streptococcus cristatus

Lactobacillus paracasei Streptococcus oralis
Lactobacillus rhamnosus Streptococcus parasanguinus
Streptococcus pneumoniae /mitis

Zorunlu Anaerop Gr (+) kok Streptococcus salivarius
Parvimonas micra Streptococcus vestibularis

Actinobacteria Proteobacteria Bacteroidetes

Fakiiltatif Anaerop Fakiiltatif Anaerop Zorunlu Anaerop
Gr (+) basil Gr (-) basil Gr (-) basil

Actinomyces oris Enterobacter cloacae Prevotella baroniae
Zorunlu Anaerop Gr (+) basil Escherichia coli Prevotella denticola
Cutibacterium acnes Prevotella nigrescens

Tablo 30. Semptomatik Apikal Apse tanisi koyulan vakalardan alinan 6rneklere uygulanan
aerop kiltir islemlerinden sonra MALDI-TOF MS cihaziyla tammlanabilen
mikroorganizmalarin listesi.

Actinobacteria Firmicutes Proteobacteria

Fakiiltatif Anaerop Fakiiltatif Anaerop Gr (+) kok | Aerop Gr (-) basil

Gr (+) basil

Actinomyces oris Enterococcus faecalis Stenotrophomonas maltophilia
Staphylococcus aureus

Ascomycota Staphylococcus epidermidis Fakiiltatif Anaerop Gr (-) basil

Aerop Mantar Streptococcus anginosus Escherichia coli

Candida albicans Streptococcus gordonii

Candida dubliniensis Streptococcus oralis Fakiiltatif Anaerop Gr (-) diplokok
Streptococcus pneumoniae /mitis | Neisseria macacae
Streptococcus salivarius Neisseria subflava
Fakiiltatif Anaerop Gr (+) basil
Lactobacillus fermentum
Lactobacillus rhamnosus
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Tablo 31. Asemptomatik Apikal Apse tanisi koyulan vakalardan alinan 6rneklere uygulanan
anerop kiiltiir islemlerinden sonra MALDI-TOF MS cihaziyla tammlanabilen
mikroorganizmalarin listesi.

Firmicutes

Fakiiltatif Anaerop Gr (+) Fakiiltatif Anaerop Gr (+) kok Zorunlu Anaerop Gr (-) kok
basil
Lactobacillus delbrueckii Enterococcus faecalis Veillonella parvula
Lactobacillus fermentum Gemella morbillorum
Lactobacillus gasseri Staphylococcus hominis
Lactobacillus paracasei Streptococcus anginosus
Lactobacillus rhamnosus Streptococcus cristatus

Streptococcus constellatus

Streptococcus vestibularis

Staphylococcus epidermidis

Streptococcus mitis

Streptococcus parasanguinis

Streptococcus sanguinis
Actinobacteria Proteobacteria Bacteroidetes
Fakiiltatif Anaerop Gr (+) Fakiiltatif Anaerop Gr (-) Zorunlu Anaerop Gr (-)
basil basil basil
Actinomyces oris Proteus mirabilis Porphyromonas gingivalis
Zorunlu Anaerop Gr (+) basil Prevotella buccae
Cutibacterium acnes Prevotella heparinolytica
Olsenella uli
Propionibacterium acidifaciens
Citrobacter Fusobacteria Ascomycota
Fakiiltatif Anaerop Gr (-) basil | Zorunlu Anaerop Gr (-) Basil | Aerop Mantar
Citrobacter freundii Fusobacterium nucleatum Candida albicans

Tablo 32. Asemptomatik Apikal Apse tanis1 koyulan vakalardan alinan 6rneklere uygulanan
aerop kiltir islemlerinden sonra MALDI-TOF MS cihaziyla tamimlanabilen
mikroorganizmalarin listesi.

Proteobacteria Firmicutes
Fakiiltatif Anaerop Gr (-) diplokok Fakiiltatif Anaerop Gr (+) kok
Neisseria mucosa Staphylococcus aureus
Streptococcus gordonii
Aerop Gr (-) basil Streptococcus oralis
Stenotrophomonas maltophilia Streptococcus salivarius
Actinobacteria Staphylococcus epidermidis
Fakiiltatif Anaerop Gr (+) kok Streptococcus parasanguinis
Rothia dentocariosa Streptococcus sanguinis
Streptococcus vestibularis
Ascomycota Fakiiltatif Anaerop Gr (+) basil
Aerop Mantar Lactobacillus paracasei
Candida albicans Lactobacillus rhamnosus
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Tablo 33. Semptomatik Apikal Periodontit tamisi koyulan vakalardan alinan orneklere

anaerop kiiltlir isleminden sonra MALDI-TOF MS cihaziyla tammlanabilen
mikroorganizmalarin listesi.
Actinobacteria Bacteroidetes Firmicutes
Fakiiltatif Anaerop Gr (+) basil | Zorunlu Anaerop Fakiiltatif Anaerop
Gr (-) basil Gr (+) kok

Actinomyces odontolyticus
Actinomyces oris

Zorunlu Anaerop Gr (+) basil
Bifidobacterium dentium
Cutibacterium acnes

Olsenella profusa

Olsenella uli

Propionibacterium acidifaciens
Propionibacterium freudenreichii
Slackia exigua

Prevotella buccae
Prevotella denticola
Prevotella oralis
Prevotella oris

Proteobacteria
Fakiiltatif Anaerop

Gr (-) basil

Kingella denitrificans
Fakiiltatif Anaerop

Gr (-) kokobasil
Haemophilus parainfluenzae
Fakiiltatif Anaerop

Gr (-) diplokok

Neisseria macacae

Fusobacteria
Zorunlu Anaerop Gr (-) basil

Fusobacterium nucleatum

Citrobacter
Fakiiltatif Anaerop
Gr (-) basil
Citrobacter freundii

Enterococcus durans
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecium
Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis
Streptococcus anginosus
Streptococcus parasanguinus
Streptococcus pneumoniae
Streptococcus vestibularis

Fakiiltatif Anaerop

Gr (+) basil
Lactobacillus delbrueckii
Lactobacillus oris
Lactobacillus paracasei

Lactobacillus plantarum
Lactobacillus rhamnosus

Lactobacillus vaginalis

Zorunlu Anaerop Gr (+) kok
Parvimonas micra

Zorunlu Anaerop Gr (-) kok
Veillonella atypica
Veillonella parvula

Tablo 34. Semptomatik Apikal Periodontit tanis1 koyulan vakalardan alinan 6rneklere aerop
kiiltir isleminden sonra MALDI-TOF MS cihaziyla tamimlanabilen mikroorganizmalarin

listesi.

Ascomycota

Firmicutes

Aerop Mantar
Candida albicans

Proteobacteria

Fakiiltatif Anaerop Gr (-) diplokok

Neisseria subflava

Actinobacteria

Fakiiltatif Anaerop Gr (+) basil

Actinomyces oris

Fakiiltatif Anaerop Gr (+) kok
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecium

Gemella morbillorum
Staphylococcus capitis
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus hominis
Streptococcus mitis
Streptococcus salivarius

Fakiiltatif Anaerop Gr (+) basil
Lactobacillus fermentum
Lactobacillus paracasei

152



Tablo 35. Asemptomatik Apikal Periodontit tamsi1 koyulan vakalardan alinan 6rneklere

anaerop kiiltlir isleminden sonra MALDI-TOF MS cihaziyla tammlanabilen
mikroorganizmalarin listesi.
Bacteroidetes Firmicutes
Zorunlu Anaerop Gr (-) basil | Fakiiltatif Anaerop Fakiiltatif Anaerop
Gr (+) kok Gr (+) basil

Prevotella nigrescens

Fusobacteria
Zorunlu Anaerop Gr (-) basil
Fusobacterium periodonticum

Actinobacteria

Zorunlu Anaerop Gr (+) basil
Cutibacterium acnes
Parascardovia denticolens

Gemella sanguinis
Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis
Streptococcus anginosus
Streptococcus mutans
Streptococcus parasanguinus
Streptococcus salivarius
Streptococcus sanguinis
Streptococcus sobrinus
Streptococcus vestibularis

Lactobacillus brevis
Lactobacillus casei
Lactobacillus delbrueckii
Lactobacillus fermentum
Lactobacillus oris
Lactobacillus paracasei
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus rhamnosus
Lactobacillus salivarius
Lactococcus lactis

Zorunlu Anaerop Gr (-) kok
Veillonella dispar
Veillonella parvula

Tablo 36. Asemptomatik Apikal Periodontit tamis1 koyulan vakalardan alinan 6rneklere

aerop kiiltir isleminden sonra MALDI-TOF MS cihaziyla tamimlanabilen
mikroorganizmalarin listesi.

Actinobacteria Proteobacteria Firmicutes

Zorunlu Anaerop Fakiiltatif Anaerop Fakiiltatif Anaerop

Gr (+) basil Gr (-) diplokok Gr (+) kok

Cutibacterium acnes

Fakiiltatif Anaerop Gr (+) kok
Rothia dentocariosa
Rothia mucilaginosa

Neisseria flavescens
Neisseria mucosa

Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis
Streptococcus anginosus
Streptococcus mutans
Streptococcus oralis
Streptococcus parasanguinus
Streptococcus salivarius

Fakiiltatif Anaerop Gr (+) basil
Lactobacillus fermentum
Lactobacillus paracasei
Lactobacillus salivarius
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4.1. ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Kiimeleme analizi yOntemi olarak hiyerarsik kiimeleme yOntemi
kullanilmistir. Veriler kesikli ve siirekli degiskenler igerdigi icin farkli kategorik ve
sayisal degerler arasindaki mesafeyi hesaplamak i¢in Gower Distance mesafe 6l¢iim
yonteminden yararlanilmigtir. Kiimeleme analizi i¢in Lance — Williams algoritmasi
ile kiimeler aras1 mesafe icin Ward yontemi kullanilmistir. Tiim gruplarin hiyerarsik
kiimeleme yoOnteminde benzerlik ve benzesmeyenlere gore olusan dortli
kiimelemeleri ve dendrogramlar1 Sekil 4.12-16 gosterilmistir. Tiim gruplar i¢in
olusturulan kiimelerin dogruluk analizleri (validation = validasyon) ise validasyon
Olciimlerinden Silhoutte, Dunn, Connectivity, FOM, ADM, AD, APN vyapilabilir.
Silhoutte validasyon Olgiimiinde dortli kiimeleme yontemlerinin dogruluk analizi

uyumludur. Validasyon analizleri Sekil 4.17-21 de gosterilmistir.

Calismada Grupl Retreatment, Grup 2 Semptomatik Apikal Apse, Grup 3
Asemptomatik Apikal Apse, Grup 4 Semptomatik Apikal Periodontit ve Grup 5
Asemptomatik Apikal Periodontit olarak gruplandirdigimiz periapikal doku
hastaliklarini, periapikal indeksleri, hastalarin yasi, cinsiyetleri ve 80 tiirden olusan
cok degiskenli veri igerdiginden dolay1 yapilan kiimeleme analizinde birbirine en ¢ok

benzeyenlerin ayni kiimede yer aldiklar1 goriilmiistiir.

Cok degiskenli istatistik yontemlerinden biri olan ve ¢ok sayida ve karmasik
yapida veri iceren bir alandaki verileri gruplandirmak ve olusan gruplari
karsilagtrmak amaciyla kullanilan kiimeleme analizi, kullanimmin kolay ve
sonuglarmin anlasilir olmasi nedeniyle sik¢a basvurulan bir yontemdir. Veri
madenciliginin bir alt tiirli olan bu yontemde veriler uzaklik ve benzerliklerine gore
kiimelere ayrilarak, kiimeler arasindaki farkliliklar ve nedenleri iizerinde durulur.
Birbirine en ¢ok benzeyen birimler ayn1 kiimelerde toplanirlar. Bu tiir kiimeler kendi

iclerinde homojen diger kiimelerle heterojen durumdadirlar.
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iyerarsik Kiimeleme

H

Vakalarinda
Grup | Retreatment vakalarinda siniflandirilan periapikal doku hastaliklari,

periapikal indeks, yas ve cinsiyet agisindan benzerlik ve uzakliklarma gore olusan
dortlii kiimelemelere gore en ¢ok benzerligi olan Enterococcus faecalis’in 21 ve 23

411 Grup 1 Retreatment
Yontemine Gore Mikroorganizma Tiirlerinin Simiflandirilmasi:
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iyerarsi

4.1.2.Grup 2 Semptomatik Apikal Apse Vakalarinda H

Kiimeleme Yontemine Gore Mikroorganizma Tiirlerinin Simiflandirilmasi:

Grup 2 Semptomatik Apikal Apse vakalarinda smiflandirilan periapikal doku

hastaliklar1, periapikal indeks, yas ve cinsiyet agisindan benzerlik ve uzakliklarina

gore dortli kiimelemelere gore en ¢ok benzerligi olan Lactobacillus rhamnosus’un 20

ve 18 yaslarindaki PAI 3 erkek vakalarda tespit edildi; en ¢ok benzesmeyen tiirler

Streptococcus vestibularis ‘in 69 yasinda PAI 3 erkek vaka ile Escherichia coli’in 19

yasinda PAI 5 kadin vaka arasindaki iligki tespit edildi.
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Sekil 4. 13. Grup 2 semptomatik apikal apseli vakalarmimn hiyerarsik kiimeleme
yonteminde benzerlik ve benzesmeyenlere gore olusan dortlii kiimelemeleri ve

dendrogramu.
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4.1.3.Grup 3 Asemptomatik Apikal Apse Vakalarinda H
Grup 3 Asemptomatik Apikal Apse vakalarinda siniflandirilan periapikal doku

hastaliklari, periapikal indeks, yas ve cinsiyet agisindan benzerlik ve uzakliklarina
gore dortlii kiimelemelere gore en ¢ok benzerligi olan Lactobacillus paracasei’in 26
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yonteminde benzerlik ve benzesmeyenlere gore olusan dortlii kiimelemeleri ve

Sekil 4. 14. Grup 3 asemptomatik apikal apseli vakalarmin hiyerarsik kiimeleme
dendrogrami.
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4.1.4.Grup 4 Semptomatik Apikal Periodontit Vakalarinda H
Grup 4 Semptomatik Apikal Periodontitis vakalarinda simiflandirilan periapikal

doku hastaliklari, periapikal indeks, yas ve cinsiyet agisindan benzerlik ve

Kiimeleme Yontemine Gore Mikroorganizma Tiirlerinin Simiflandirilmasi:
uzakliklarma gore dortlii kiimelemelere gore en ¢ok benzerligi olan Enterococcus
faecalis’in 48 ve 50 yaslarindaki PAI 3 erkek vakalarda tespit edildi; en ¢ok
benzesmeyen tiirler Gemella morbillorum ile Neisseria mucosa’ nin 18 yasinda PAI 5
erkek vaka ile Bifidobacterium dentium’un 41 yasinda PAI 3 kadin vaka ile
Lactobacillus paracasei’in 20 yasinda PAI 3 erkek vaka arasindaki iliski tespit edildi.
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Sekil 4. 15. Grup 4 semptomatik apikal periodontitis vakalarinin hiyerarsik kiimeleme
yonteminde benzerlik ve benzesmeyenlere gore olusan dortlii kiimelemeleri ve

dendrogrami.
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4.1.5.Grup 5 Asemptomatik Apikal Periodontit Vakalarinda H
Grup 5 Asemptomatik Apikal Periodontitis vakalarinda siiflandirilan periapikal
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Kiimeleme Yontemine Gore Mikroorganizma Tiirlerinin Simiflandirilmasi:
benzesmeyen tiirler Veillonella parvula ve Staphylococcus epdermidis’ in 21 yasinda

doku hastaliklari, periapikal indeks, yas ve cinsiyet agisindan benzerlik ve
uzakliklarma gore dortlii kiimelemelere gore en ¢ok benzerligi olan Lactobacillus
rhamnosus’un 48 ve 60 yaslarindaki PAI 3 erkek vakalarda tespit edildi; en g¢ok
PAI 4 erkek vaka ile Cutibacterium acne’nin 69 yasinda PAI 3 kadin vaka arasindaki
iliski tespit edildi.
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yonteminde benzerlik ve benzesmeyenlere gore olusan dortlii kiimelemeleri ve

Sekil 4. 16. Grup 5 asemptomatik apikal periodontitis vakalarinin hiyerarsik kiimeleme
dendrogramu.



4.2. VALIDASYON SONUCLARI

421 Grup 1

Validasyon Analiz Sonuclar

Retreatment Vakalarin Kiimeleme Yonteminin

Grup 1 retreatment vakalarin kiimeleme yOnteminin validasyon analiz
sonuglarinda APN validasyon 6lgiimiiniin optimal skoru 0.0000 hiyerarsik ikili, ti¢lii,
dortlii kiimelemelere; ADM validasyon 6l¢iimiiniin optimal skoru 0.0000 hiyerarsik
ikili, t¢lii, dortli kiimelemelere, Silhouette validasyon Slglimiiniin optimal skoru

0.3721 hiyerarsik dortlii kiimelemeye gore dogrulugu tespit edildi. (Sekil 4.17.)

summary (valid cest £t)

Cluatering Hethods:
hisrarchical

Cluscer mizes:
2 3 4 18

Validacion Heasores:

2 3 g 15

hiszrarchical APM Q. 0000 O.0000 O.0000 O.008
ALy L1497 0Q.9686 0.8758 0.4748
Al Q.0000 Q.0000 O.00300 O.0157
O 0.1185 0,102 ©O0.0544 O.0666
Connececiviey O.0000 #.9E6%0 S, 5058 50.1004
Drunn O.E358 O.4882 O.4414 O.E515
Silhouetce 0,359 0.35%&T 0.3721 0.2953

Cprimal Scores:
Score Mathod Clusters

RPN 00000 hierarchical 2

A 0.4748 hisrarchical 15

A 0. 0000 hisrarchical 2

FO O.0666 hisrarchical 15

Connectiviey 0.0000 hiserarchical 2

Dunn 0.8581% hierarchical 18

Silhouette 0.3721 hierarchical 4

Sekil 4. 17. Grup 1 retreatment vakalarm kiimeleme yOnteminin validasyon analiz
sonuglari

160



4.2.2. Grup 2 Semptomatik Apikal Apse Vakalarin Kiimeleme

Yonteminin Validasyon Analiz Sonuclar

Grup 2 semptomatik apikal apse vakalarm kiimeleme yonteminin validasyon
analiz sonuclarinda Silhouette validasyon oOlgiimiine gore optimal skoru 0.4059

hiyerarsik dortlii kiimelemeye gore dogrulugu tespit edildi. (Sekil 4.18.)

susmary(valid TEaT 2484)

Cluscering Hathods:
hisrarchical

Cluster sices:
2 3 4 15

Validacion Measures:

2 3 L | 15
naerarchical AFH Q.0000 0Q.0062 0.0020 0.0L20
AD l1.0842 ©0.8525%8 0.8188 0.3868
DM 0.0000 O0.0175 ©.0030 O0.0L77
FoM 0.113& O0.0%57 O0.0877 0.0538
Connectivity 1.0854 4.453% 8. 4887 82.1%2%
Dunn 0.6370 0.4254 0.5573 0.&182
SJilhouecte 0.3646 0.377€ 0.405% 0.3THE
Opeimal Scores:
Score Meched Cluscers

RFH 0.0000 hisrarchical 2

AD 0.3868 hisrarchical 15
RO 0. 0000 hierarchical 2

Foa 0. 0538 hierarchical 15
Connectivity 1.06%4 hiszazchical
Dann 0.6370 hierarchical
SilhouscTe 0.405% hierarchical

o B R

Sekil 4. 18. Grup 2 semptomatik apikal apseli vakalarin kiimeleme yonteminin
validasyon analiz sonuglar1
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4.2.3. Grup 3 Asemptomatik Apikal Apse Vakalarin Kiimeleme

Yonteminin Validasyon Analiz Sonuclar

Grup 3 asemptomatik apikal apse vakalarin kiimeleme yonteminin validasyon
analiz sonuglarinda Dunn validasyon Olglimiine gore optimal skoru 0.7265 ile
Silhouette validasyon Olglimiine gore optimal skoru 0.4059 hiyerarsik dortlii

kiimelemeye gore dogrulugu tespit edildi. (Sekil 4.19.)

> SummAry(valid test aaA)

Cluatering Hechods:
hisrarchical

QATED SLTES]
3 4 15

=
ar

Validacion MHeasures:

F 3 4 15

hierarchical AFN Q.0000 0Q.0000 O0.0000 O.00L3
AD 1.1243 D.%94%8 0O.8855 0.3513

Aoy Q.0000 0.0000 O 0000 O.0024

FoH ¢.1186 0Q.1015 ©0.0831 0.0472

Connectiviny 3.7595 @&.8623 10.801lé 54.7310
Danmn D.4755 0.4755 0.726% 0.6020
Silhouetce 0.3%54 0.402¢ 0O.4149€ 0.3674

Cptimal Scores:

Score Mechod Clusters
AFH G.0000 hierazrchical 2
AD 0.3513 hisrarchical 15
-1 G.0000 hisrarchical 2
ol §.0472 hierazchical L&
Connecoivicy 3.75%5 hierarchical 2
Drann 0.T265 hisrarchical 4

Silhogette 0.4146 hierazchical 4

Sekil 4. 19. Grup 3 asemptomatik apikal apseli vakalarin kiimeleme yonteminin
validasyon analiz sonuglar1
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4.2.4. Grup 4 Semptomatik Apikal Periodontitis Vakalarin Kiimeleme

Yonteminin Validasyon Analiz Sonuclar

Grup 4 semptomatik apikal periodontitis vakalarin kiimeleme yonteminin
validasyon analiz sonuglarinda APN ve ADM validasyon dl¢limiiniin optimal skoru
0.0000 hiyerarsik ikili, Dunn validasyon olgiimiine gore optimal skoru 0.8185 ile
Silhouette validasyon Ol¢limiine gore optimal skoru 0.5965 hiyerarsik onbesli

kiimelemeye gore dogrulugu tespit edildi. (Sekil 4.20.)

» summaAry(valid cest sap)

Cluscaring HMechodas:
hierarchical

Cluster sizes:

2 3 4 13

Validation Heasures:

2 3 4 15

hisrarchical APH 0.0000 0Q.0000 O0.0004 O0.0008
Al 1.5%236 1.1456 L.007& 0Q,.2728
ADM 0.0000 Q.0000 O.0008 0.0007
ECH o.l9%6 ©Q.1126 0Q.1011 ©O,.0314
Connectivicy 2.9280 2.9%290 9.1012 47.313%
Lann D.&6788 0Q.&6731 0Q.&£328 0.31ES
Silhaouscos O.4190 O0.3&l3 O0.3700 D0O.59&5

Oprimal Scores:
Score Merthod Cluscers

AFH 0.0000 hierazchical 2

AD 0.2728 hisrarchical 15

ADM 0.0000 hierazchical 2

(38 0.0314 hisrarchical 15

Connectivity 2.%290 hierazchical 2

Cunn 0.8185 hisrarchical 15

Silhoustte 0.596% hisrazchical 1&

Sekil 4. 20. Grup 4 semptomatik apikal periodontitis vakalarin kiimeleme analiz
validasyon analiz sonuglar1
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4.2.5.Grup 5 Asemptomatik Apikal Periodontitis Vakalarin Kiimeleme

Yonteminin Validasyon Analiz Sonuclar

Grup 5 asemptomatik apikal periodontitis vakalarin kiimeleme yonteminin
validasyon analiz sonuglarinda APN ve ADM validasyon dl¢limiiniin optimal skoru
0.0000 hiyerarsik ikili, ti¢li, dortli kiimelemeye, Dunn validasyon dl¢limiine gore
optimal skoru 0.6378 hiyerarsik ikili kiimelemeye ve Silhouette validasyon
Ol¢climiine gore optimal skoru 0.4660 hiyerarsik dortli kiimelemeye gore dogrulugu
tespit edildi. (Sekil 4.21.)

R R Conscle

summary(valid teat aap)

Clustering Methods:
hierarxchical

Cluscter sizes:
e 3418

Validation Measures:

2 3 < 15
hierarchical AFN 0.0000 0.0000 0.0000 0.0094
AD 0.9%970 0.8719% 0.6811 0.35é4
DM 0.0000 0.0000 0.0000 0.0120
FOM 0.1045 0.0933 0.0721 0.049%¢
Connectivity 0.3472 4.8250 5.442% 5€.33¢61
Dunn 0.6378 0.52%3 0.6208 0.5280
Silhouette 0.4052 0.39%31 0.46€0 0.3312
OCptimal Scores:
Scozre Method Clusters
APN 0.0000 hierarchical 2
AD 0.35€64 hierazchical 15
ADM 0.0000 hierarchical 2
oM 0.04%€ hierazchical 15
Connectivity 0.3472 hierarchical 2
unn 0.6378 hierazchical 2
Silhouecce 0.4660 hierarchical 4

Sekil 4. 21. Grup 5 asemptomatik apikal periodontitits vakalarin kiimeleme ydnteminin
validasyon analiz sonuglar1
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5. TARTISMA

Endodontide agrili alevlenmeler, periapikal yikim ve inat¢1 enfeksiyonlar ile
iligkili spesifik bakteriler ve bu bakterilerin tanimlanmasi son derece onemli ve
giincel konulardir. Kok kanal patojenlerinin tespit edilmesinde mikroskopi, kiiltiir
yontemleri, immiinolojik ve molekiiler yontemler kullanilmaktadir. Bakteriyel
morfoloji ile ilgili mikroskobik bulgular yaniltici olabilir, ¢ilinkii birgok tiir
pleomorfik olabilir ve sonug arastirmacilarin subjektif yorumundan etkilenebilir. Cok
sayida bakteri tiirlinlin iiretilmesinin imkansizlig1 ve bir¢ok kiiltiirii yapilabilir tiiriin
belirlenmesindeki  zorluklar, kiiltivasyon temelli yaklasimlarin en Onemli
dezavantajlarini temsil etmektedir. Su an i¢in belirli bir tiirlin liretilememesi o tiiriin
saptanamayacagi anlamma gelmez. Sayisiz mutlak (strict) anaerobik bakteriler
yiizyillar Oncesinde kiiltiire edilemiyordu, ancak kiiltivasyon tekniklerindeki
gelismeler biiylik Olgiide bu problemi ¢ézmeye yardimer olmaktadir [382] .
Immiinolojik ydntemler, sadece hedef tiirleri tespit edebilmeleri, diisiik duyarlihiga
sahip olmalar1 (yaklasik 10* hiicre), dzgiilliiklerinin degisken olmasi ve kullanilan
antikor tiirlerine bagh olmalar1 ve 6lii mikroorganizmalar1 da saptayabilmeleri gibi
nedenlerle 6nemli sinirlamalara sahiptirler [383] . Serbest mikrobiyal DNA'nin
yasayan mikroorganizmalar tarafindan kolonilestirilmis bir ortamda bozulmadan
kalabilmesi pek olas1 degildir. Baz1 canli tiirlerinin yani sira hiicre 6liimiinde salinan
DNAzlar ortamdaki serbest DNA'y1 bozabilir [384] . Bunun sonucunda PCR
amplifikasyonu sonrasinda yanlis negatif sonug ortaya ¢ikar. Bu nedenle, endodontik
enfeksiyonlarda 6lii hiicrelerden DNA saptama olasilig1 olsa da, bu olasilik makul
derecede  diisiiktiir. RNA'lar daha kararsiz oldugundan ve DNA ile
karsilastirildiginda daha kisa bir yar1 dmre sahip olduklarindan, hiicre dliimiinden
sonra hizli bir sekilde bozulabilirler [385] . Bu durumlardan dolay1 kantitatif sonuglar
yaniltict olabilir, ¢iinkii canli ve 6lii bakteriler ayirt edilemez. Anaerobik bakterilerin
tanimlanmasinda hem dogru, hem hizli, hem de ekonomik olan MALDI-TOF MS
cihazi, 16S rRNA gen sekansi ve gaz-sivi kromatografinin yerine tercih edilen

yontem haline gelmistir [386] .

MALDI-TOF MS tabanli bakteri (idantifikasyonu) tanimlamasi, anaerobik

mikrobiyolojide yeni bir donem baglatmistir. Anaerobik bakterilerin periodontitte
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siklikla baskin oldugu 1iyi bilinmektedir. Anaerobik bakterilerin geleneksel
yontemlerle izolasyonu ve tanimlanmasi ¢ogu zaman zahmetli ve zaman alicidir.
Molekiiler yontemler yiiksek hassasiyet ve oOzgillik ile karakterizedir, ancak
genellikle pahalidirlar. Aksine MALDI-TOF MS analizi i¢in sarf malzemeleri ve
kimyasallarin  maliyeti ¢ok dugsiiktlir. Ayrica, spektrumlari otomatik olarak
gerceklestirebilme  stiresi  pratik ve kisadir. Pek¢ok klinik mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda anaerobik bakterileri hizli tanimlamak i¢in kullanilan araglar
mevcut degildi ancak simdi rutin klinik mikrobiyoloji laboratuarlar1 tezgahlarinda

MALDI-TOF MS cihazinin gittik¢e artmakta oldugunu goriiyoruz.

Endodontik hastaliklara neden olan patojenlerin tanimlanma gerekliligi kanal
tedavilerinin basar1 oranini yiikseltmede onem arz eder. Bu mikroorganizmalarin
tespiti icin molekiiler biyolojide kisa siirede yanit veren gesitli yontemlerin oldugu
belirtilmistir [17] . Periapikal indekse (PAI) gore smiflandirilmis periapikal doku
hastaliklarindaki kdk kanal mikrobiyota profillerinin tanimlanmasimin MALDI-TOF
MS araciligiyla yapildigr bu ¢alisma rutin klinik mikrobiyoloji laboratuarinda bu
calismay1 gergeklestirilmistir.

Hsu ve arkadaslarmin 2014 yilinda 101 anaerobik bakterinin tanimlanmasini
Biotyper(v3.0 software) ‘da degerlendirmis ve kullanilan target {izerindeki formik
asit uygulamasini gostermistir. Cut-off degeri olarak >1.700 skoru kullanilmasinin
direkt target plaka {izerindeki testi ve ireticinin Onerdigi cut-off skorlamayi
kiyaslayarak dogru tanimlama oranini bildirmislerdir [387] . Bu ¢alismamizda 150
vakadan 467 izolata Biotyper system v.3.1. software ve formik asit ekstraksiyonu
kullanilarak anaerobik tanimlama islemleri yapilmistir. Anaerobik bakterilerin
<1.700 cut-off skoruna sahip % 5,78 ‘lik kism1 ¢aligmaya dahil edilmemistir. Cut-off
skoru >1.700 olan anaerobik bakterilerin %94,22¢ si cins ve % 65,10° u tir
seviyelerinde dogru bir sekilde tanimlanmustir. Anaerobik bakterilerin <1.700 cut-off
skoruna sahip % 5,78 ‘lik kismi caligmaya dahil edilmedigi ve kontrol susu
kullanildig  i¢in 16S rRNA gen sekans yontemiyle dogrulama islemi gerekli
goriilmemistir. MALDI-TOF MS ile anaerop bakterilere tanimlama yapilirken her
calismada standart referans susu ‘’Bacteroides fragilis ATCC 25285 kullanilmastir.

Yukarida bahsedielen cut-off degerleri dogrultusunda cins ve tiir seviyesinde
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tanimladigimiz bakterilerin dogru tanimlandigi kabul edilmis ve degerlendirmeler

yapilmustir.

16S rRNA sekanslar1 organizmanin tanimlanmasmda altin standart olarak
kullanildiginda MALDI-TOF MS’in rutin biyokimyasal tanimlama yontemlerinden
daha dogru oldugunu ve MALDI-TOF’in 16S rRNA gen dizilimi i¢in bir alternatif
olabilecegini Bizzini ve arkadaglar1 2011°de yaptiklar1 ¢alismada bildirmislerdir
[388] . Ozel yazilimlarin ve veritabanlarmin 6nemli bir dezavantaji, yiiksek
maliyetlerinden dolay1 6zel arastrmacilara smirlt erisilebilirligidir [17] . Buna
ragmen, birkag¢ arastirma grubu, bilimsel topluluk i¢in serbest¢e kullanilabilen bazi
acik kaynakli yazilimlar ve veritabanlar1 gelistirmislerdir. Bunlardan birkagi,
BIOSPEAN [389] , MALDIquant [390] , SpectraBank [391] , pkDACLASS [392] ,
mMASS [393] dur.

Anaerop bakteriler igin de MALDI-TOF MS tabanli tanimlama
veritabanlarmin giincelligine baghdir. Giinimiizde ENRIA (the European Network
for the Rapid Identification of Anaerobes) adli proje ile halen gelistirilmeye devam
etmektedir [394] .

Tronstad ve arkadaslar1 (1986) periapikal lezyonlu disi bulunan 6 hastada
endodontik cerrahi ile dislerin kdk ucu ylizeyinden elde edilen yumusak dokulardan
aerop ve anaeroplarm kiiltiirler yapmislar ve sonugta, Bacteroides gingivalis ve
Bacteroides endodontalis ile Propionibacterium acnes bakterilerini teshis etmistir
[395]. Niazi ve arkadaslar1 (2010) PCR ile yaptiklar1 bir ¢alismada 20 inat¢1
endodontik lezyondan izole edilen Propionibacterium acnes ve Staphylococcus
epidermidis’ in firsat¢1 patojenler oldugunu bildirmislerdir [396] . Yapilan bu
calismamizda  Propionibacterium acnes  bakterisinin adi yapilan taksonomik
degisiklik nedeniyle Cutibacterium acnes olarak diizeltilmistir. Zorunlu anaerop ve
fakiiltatif anaerop bakterilerle yapilan c¢alismalarda, bakteri tanimlamasmin
dogrulugu ve giivenilirligi, veri tabanlarinin giincel taksonomik degisikliklerle
uyumlu hale getirilmesine baglidir. Ayrica bu ¢aligmada Cutibacterium acnes ile
beraber  Staphylococcus epidermidis her grupta tanimlanmasma ragmen
Cutibacterium acnes Asemptomatik Apikal Periodontit vakalarindan olusan Grup

5’te, Staphylococcus epidermidis ise Retreatment vakalarindan olusan Grup 1’de
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tanimlanmistir.  Endodontik  mikrobiyotada  yapilan Onceki  caligmalarda
Propionibacterium acnes ve Staphylococcus epidermidis de dahil olmak tizere gesitli
Staphylococcus tiirleri degerlendirilmis, ancak bu organizmalar genellikle cilt
bilesimleri olduklar1 i¢in kontaminant olarak kabul edilmislerdir. Enfekte kok
kanalinda tireyen bakteri yukarida anlatilan kok kanali patojenlerinden birisi veya
onlarla akrabalig1 olan bir bakteri degilse kiiltiiriin dogrulama amaci ile tekrarlanmasi
gerekebilir. Ornegin laboratuvar, bir Neisseria, Candida, Difteroid, basil ve Gram
negatif  basilleri veya stafilokoku patojen mikroorganizma olarak bildirmisse
materyal alma isleminde bir kontaminasyon olmustur. Veya laboratuvar hatali

anaerobik ¢aligma yapiyor da olabilir [397] .

Yeh ve arkadaslar1 (2019) yaptiklari galismada MALDI-TOF MS ile 12 peri-
implantit cep drneginden Rothia aeria, Rothia dentocariosa ve Rothia mucilaginosa
tirlerini tespit etmislerdir [398] . Swierzbinsk ve arkadaglari (2015) yaptiklari
caligmada  immiin sistemi baskilanmis hastalarda endokarditsiz bir R. aeria
bakteriyemi vakasi bildirmisler ve bu bakterileri tiir diizeyinde MALDI-TOF MS ile
tammmlamiglardir [399] . Yapilan bu calismada da Rothia aeria ve Rothia
dentocariosa tiirleri Retreatment vakalarindan olusan Grup 1’de tanimlanirken
Rothia dentocariosa ve Rothia mucilaginosa tiirleri Asemptomatik Apikal
Periodontitli vakalardan olusan Grup 5’te tanimlanmistir. Rothia aeria, immiin
sistemi baskilanmis Ozellikle oral-dis patolojisi olan hastalarda hastalia neden
oldugu bilinen bir dental kolonizordiir, Rothia tiirleri agiz boslugu ve dental plaklarin
kolonizodrleri olarak bilinen pleomorfik gram-pozitif gubuklardir. Insanlarda hastaliga
neden oldugu bilinen 3 tiir vardir, R. dentocariosa, R. mucilaginosa ve R. aeria. R.
dentocariosa kaynakli enfeksiyonlar en sik bildirilenlerdir ve endokardit ile gii¢lii bir

iliskisi vardir.

Wang ve arkadaglar1 (2012) yaptiklar1 ¢aligmada 16S rRNA teknigiyle, apikal
periodontit ile iliskili kok kanali doldurulmus 58 disten alman Orneklerde
Enterococcus faecalis tespit etmisglerdir. Kok kanalindaki prevalansmin (%38)
tikiiriikteki prevalansina (%19) gore daha fazla oldugunu belirtmiglerdir [400] .
Pinheiro ve arkadaslarinin (2003) yaptiklar1 ¢alismada periapikal lezyonlu 60 kok

kanal dolgulu dislerden alinan 6rneklerden biyokimyasal tekniklerle tespit ettikleri
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mikroorganizmalarla bu calismadaki Retreatment vakalarindan olusan Grup 1°de
MALDI-TOF MS ile tespit edilen mikroorganizmalar arasinda, bazi degisiklikler
olmasma ragmen bir paralellik dikkati ¢ekmistir [330] Ornegin Enterococcus
faecalis, Veillonella spp. , Fusobacterium nucleatum, Cutibacterium (Propioni)
acnes, Candida spp. , Streptococcus spp. tanimlanmasma ek olarak bu c¢alismada
Retreatment vakalarmdan olusan Grup 1’de aerobik kiiltiirlerden Candida glabrata,
Rothia aeria, Rothia dentocariosa, Neisseria lactamica tanimlanmustir. Prevotella
spp. tiirleri en fazla sirasiyla Grup 4, Grup 2, Grup 3 ve Grup 5’te tanimlanirken
Grup 1’de hi¢g tanimlanmamistir. Candida spp.tiirlerinden Candida glabrata
Retreatment vakalarindan olusan Grup 1’de, Candida albicans Grup 3’ te en fazla
tanimlarken asemptomatik apikal periodontit vakalardan olusan Grup 5°te higbir
Candida spp. tiirii tanimlanmamstir. Yeh ve arkadaslar1 (2019) da periimplantit
cepten MALDI-TOF MS ile Candida albicans, Fusobacterium nucleatum,
Veillonella parvula, Streptococcus spp. tiirlerini tanimlamislardir [398] . Maldonado
ve arkadaslarinin (2018) Candida maya tiirlerini hem konvansiyonel hem de
MALDI-TOF MS ile tanimladiklar1 ¢alismalar1 mevcuttur [401] . Bu ¢alismada
Enterococcus faecalis en fazla Grup 1’de tanimlanmis olup bu durum tedavi sonrasi
oral hastaliklarda E.faecalis ‘in ana patojen durumunu gosteren c¢alismalarla da
uyumludur [11] . E.faecalis bir¢ok ¢alismada, tedavi sonrasi hastaliklara neden olan
en sik mikroorganizmalardan biri olarak bildirilmistir. Ag1z boslugunda en direngli
tirdiir ve kok kanal tedavisinin basarisiz olmasmin olast nedenidir [4] . Waltimo ve
arkadaglar1 Candida spp. tiirlerinin endodontik irrigant ve medikament olarak yaygin
sekilde kullanilan antiseptik ve dezenfektanlara karsi direngli olduklarini bidirmisler.
Bu mikroorganizmalarin saf kiiltiirlerde kok kanal enfeksiyonlarindan izole edilmis

olmasi bunlarin apikal periodontitte patojenik olduklarini gosterir [402] .

Yeh ve arkadaglar1 (2019) yaptiklar1 ¢alismada MALDI-TOF MS ile 12 peri-
implantit cep orneginden Slackia exigua, Eubacterium yurii tespit etmislerdir.
Downes ve arkadaglar1 (2001) yaptiklar1 ¢calismada 105 odontojenik enfeksiyonlu
dental implantta Slackia exigua ve Eubacterium cinsi bakterileri hem fenotipik hem
de genotipik analizler ile tespit etmislerdir [398] [403] . MALDI-TOF MS’in
bakteriyel veri tabani, 1000 ‘den fazla tiir icerir ve veri tabani siirekli biiytimektedir.

MALDI-TOF MS kullanmanin avantajlarindan biri, ac¢iga ¢ikarilmamis oral
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enfeksiyonlara yabanci olan yeni mikrobiyal soylarin arastirilabilmesidir. Ornegin
yapilan bu c¢alismamizda da Slackia exigua Semptomatik Apikal Periodontit
vakalardan olusan Grup 4’te tek bir vakada tespit edilmistir. Slackia exigua,
periodontit ve periapikal enfeksiyonlarda zayif iireyen bir patojendir ve Kkiiltiire
edilmesi zordur. Lee ve arkadaslar1 (2016) periapikal apseli bir hastada
bakteriyemiye sebep oldugu diisiiniilen Slackia exigua’ yi1 biyokimyasal testlerle
tespit edemediklerini, ancak 16S rRNA gen dizilimi ile tespit ettiklerini bildirilmistir
[404] . Yapilan ¢alisgmamizda ¢ok yavas biiyiiyen, titiz ve genellikle biyokimyasal
testlerde reaktif olmayan, gram-pozitif, spor yapmayan anaerobik basil grubunu
iceren, izolasyonu ve tanimlanmasi zor olan Eubacterium yurii ile Dbirlikte
Eubacterium brachy’ i Semptomatik Apikal Apseli vakalardan olusan Grup 2’de

tespit edilmistir.

MALDI-TOF MS kendisinin sahip oldugu giigli siniflandirma algoritma
kombinasyonu ile geleneksel yontemlerle siklikla zor ve zaman alan oral
Actinomyces ‘in 14 farkl tirinii ayirt etmek ve tanimlamak igin yararl bir arag
olmay1 basarmistir [405] . Bu ¢alismada semptomatik apikal periodontit vakalarindan
olusan Grup 4’te Actinomyces odontoliticus tanimlanmasina ragmen, Grup 2,3,4’te

ise Actinomyces oris ise tanimlanmustir.

Stingu ve arkadaslar1 agresif periodontitli 33 hastanin subgingival
biyofilmlerinden izole edilen 75 bakteriyi ve 9 referans susu MALDI-TOF MS
kullanarak test etmislerdir. Tanimlamalar, 16S ribozomal RNA (rRNA) geninin
detayli dizi analizi ile karsilastirilmistir. Ayni tiiriin neredeyse biitiin spektrumlarmin
cok az istisna disinda bir araya toplanmis oldugunu tespit etmislerdir. Bu arada
MALDI-TOF MS'nin, fenotipik olarak ayirt edilemez iki tiir olan Prevotella
intermedia ve Prevotella nigrescens'i ayirt etme 6zelligi bulunmustur [22] . Yapilan
bu calismada asemptomatik apikal periodontit vakalarmmdan olusan Grup 5’te
Prevotella nigrescens ENR_0055 ENR’ a skor degeri 2,040 olarak giivenilir tiir
diizeyinde tanimlamigtir. Ancak ayni tirii 1,687 skorla Prevotella nigrescens
DSM133386T DSM susunu cins diizeyinde gilivenilir tanimlarken , tiir diizeyinde
giivenilir olarak tanimlamamustir. Stingu ve arkadaslar1 tarafindan tanimlanan

Prevotella nigrescens DSM 13386 susudur. Daha sonraki yapilacak caligmalar
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MALDI-TOF MS ile suglar arasindaki ayirt etme 6zelliginden yararlanilarak verileri
artirma yoniinde olabilir. 16S ribozomal RNA (rRNA) geninin detayli dizi analiziyle

karsilastirilarak desteklenmelidir.

Klinik tanimlama yontemleri arasinda 16S genine dayali uyum oraninin cins
diizeyinde % 96 ve tiir dizeyinde % 87,5 oldugu gosterilmistir [406] . Bu
calismamizdan elde edilen sonuglar, MALDI-TOF MS’in cins diizeyinde % 94,22,
tiir diizeyinde %65,10 oranlarinda tanimlama yapabildigini gostermistir. Bu
caligmada, 6 filum ve 1 mantar1 temsil eden, 77 tiir bakteri ve 3 tir Candida
bulunmustur. Bu bulgu, Yeh ve ark.'nin peri-implantit ceplerindeki oral bakterilerin
MALDI-TOF MS ile tanimlandigi arastirmayla bazi durumlarda paralellik
gostermemektedir [398] . Bu calismada tespit edilen bakterilerin dagilimi, periapikal
doku hastaliklar1 gruplar1 arasinda farkli olmustur. MALDI-TOF MS araciligiyla
periapikal doku hastaliklar ile ilgili bakteri profil varyasyonlar1 hakkinda kesin bir

aciklama yapabilmek i¢in biiylik bir 6rneklem 6lcegi gerekli gériinmektedir.

Bu c¢alisma kiiltir bagimli bir ¢alisma oldugundan, kiiltiire edilemeyen
bakterilere yer verilememistir. Bu durum oral floradaki bakterilerin tanimlanmasinda
MALDI-TOF MS yonteminin kisithiklar1 arasinda yer almaktadir. Oral
mikrobiyotanin yaklasik %50°si hala kiiltiire edilemez ve bu nedenle ozellikle
polimikrobiyal ~enfeksiyonlarda modern tami yontemleri gereklidir. Bazi
arastirmacilar hem kiiltiir kosullarinin hem de kiiltiir siiresinin MALDI-TOF MS ile
mikrobiyal tanimlamayi etkilemedigini savunmasma ragmen, farkli tasima
ortamlarnin  kullanilmasi veya inkiibasyon siiresinin uzatilmasi1 gibi farkl

metodolojik yontemlerin tanimlamayi etkileyebilecegi diisiiniilebilir [405, 407, 408] .

MALDI-TOF MS ile bakteri tanimlamasmin kalitesi ve giivenilirligi, veri
tabaninda bulunan referans spektrumlarinin kalitesine ve miktarma baghdir.
Teknolojinin bazi sinirlamalarina ragmen, yeni izolatlarin tanimlanmasi ancak
spektral veritabaninda spesifik bir tiiriin peptit kiitle parmak izlerini (PMF) igermesi
durumunda miimkiin olabilmektedir. Bugiline kadar, Treponema forsythus,
Treponema denticola ve Aggregatibacter actinomycetemcomitans gibi periodontit
patojenleri olarak bilinen bazi bakteri tiirleri heniiz veritabanina dahil edilmemistir;

MALDI-TOF MS ile tanimlanamamistir. Veri taban1 gelistirme ve zenginlestirme,
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MALDI-TOF MS'nin temel unsurlaridir ve yontemin daha sik ve dogru kullanilmas1

icin giliciinii arttirmas1 gerekecektir [405, 409, 410] .

Siyah  pigmentli anaerobik  bakterilerin, semptomatik  endodontik
enfeksiyonlarla siklikla iligkili oldugu ileri stiriilmiistiir [5, 411] ancak son molekiiler
veriler boyle bir iligki gosterememistir [313, 412] . Sakamota ve arkadaslar1 2006
yilinda kiiltiir bagimli ya da bagimsiz molekiiler yaklagimlarla yaptiklar1 ¢aliymada
en yaygin bakteriler olarak Fusobacterium nucleatum, Prevotella tiirleri, Veillonella
tiirlerini tanimlamiglardir. Kiiltiir bagimli MALDI-TOF MS ile yapilan bu ¢aligmada
da siyah pigmentli bakterilerden 6zellikle Prevotella spp. retreatment vakalarindan
olusan Grup 1 hari¢ , diger semptomatik ve asemptomatik enfeksiyon gruplarinda
goriilmiistiir. P. baronie, P. denticola, P.nigrescens Grup2 ‘de; P. buccae,
P.heparinolytica Grup 3’te; P.buccae ve P.denticola Grup 4’te; P. nigrescens Grup
5’te tammmlanmistir. Porphyromonas gingivalis ise sadece asemtomatik apikal apseli
vakalardan olusan Grup 3’te tamimlanmistir. Veillonella parvula tiim gruplarda
tamimlanirken, Veillonella atypical semptomatik olan (Grup 2 ve Grup 4) gruplarda,
Veillonella dispar ise sadece asemptomatik apikal periodontit vakalarindan olusan
Grup 5’te tamimlanmistir. Fusobacterium nucleatum asemptomatik apikal
periodontitli vakalardan olusan Grup 5 hari¢ tiim gruplarda tanimlanmistir. Bu
tirlerin hem asemptomatik hem de semptomatik endodontik enfeksiyonlara
katilimmin agikliga kavusturulamayan kismi i¢in bu calisma bir baslangi¢ basamagi

olusturarak gelecekte molekiiler yontemlerle yapilacak ¢alismalarla desteklenmelidir.

Viridans grubu streptokoklar (VGS)’in enfektif endokardit etkeni oldugu,
dogru tamimlanmasinda klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda zorluklar yasandigi
bilinmektedir. Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlar1 genellikle bu bakterilerin
tanimlanmasinda konvansiyonel yontemler ile birlikte yar1 otomatize veya otomatize
sistemler ve molekiiler yontemleri kullanmaktadir. VGS dis hekimliginde 6zellikle
endodonti, cerrahi, periodontotoloji alaninda yapilacak islemler agisindan son derece
onem arz etmektedir. Oral streptokoklar biiyiik oranda viridans grubu streptokok
(VGS) tiyesidirler ve bu bakteriler oral mikrobiyotanin baskin iiyelerindendir [413].
Viridans grup streptokoklar 16S rRNA dizi analizi ¢aligmalarindan elde edilen

verilere gore bes grupta (anginosus, mitis, sanguinis, mutans, salivarius) toplanirlar.
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Mikrobiyota eleman1 VGS’ler diisiik viriilans 6zelliklerine karsin enfektif endokardit
(EE), sepsis, bakteriyemi gibi ciddi enfeksiyonlarin etkeni olarak da karsimiza
cikabilmektedirler [414]. Yapilmasi planlanan tedavinin baslanabilmesi igin enfektif
endokarditli hastaya profilaksi planlanmasi gerekmektedir. Antibiyotik tedavilerinin
planlanabilmesi i¢in de drneklerin tiir diizeyinde tanimlanmasi 6nemlidir. Yapilan bu
calismada MALDI-TOF MS ile bes gruba ait VGS iiyeleri hem tir hem cins
diizeyinde tanimlanmistir. S. anginosus, S. parasanguinis, S. salivarius ve S.
vestibularis  olusturdugumuz gruplarin hepsinde tanimlanirken; S. constellatus
sadece asemptomatik apikal apseli vakalardan olusan Grup 3’te; S. mutans ve S.
sobrinus asemptomatik apikal periodontitli vakalardan olusan Grup 5’te
tanimlanmistir. Bir diger 6nemli VGS mitis grubundan olan S.pneumoniae tiiriidiir.
Bu c¢alismada sadece semptomatik olan gruplarda Grup 2 ile Grup 4’te S.
pneumoniae tanimlanmistir. Son zamanlarda VGS tanismda MALDI-TOF MS
sistemlerinin kullanildig1 ¢alismalar yaymlanmaktadir. Siiziik Yildiz ve arkadaslari
(2017) yaptiklar: galismada VGS tanimlanmasinda MALDI-TOF MS ve 16S rRNA
yontemlerini karsilastrmuglar, VGS tanisinin karmasik bir siire¢ olmasi nedeniyle, bu
izolatlarm tanisinda klinik mikrobiyoloji laboratauvarlarinda yontemlerin tek basina
kullannminin yeterli olmayacagini, konvansiyonel yontemlerin yaninda molekiiler

yontemlere de yer verilmesi gerektigini bildirmislerdir [415] .

Bir o6rnek kiitle spektrumu ile referans kiitle spektrumu arasindaki
benzerliginin nitelikli tanimlama olanag1 vermek i¢in birgok arastirmaci farkli
yaklasimlar izlemislerdir. Hsieh ve arkadaslar1 (2008) analiz edilen suslarin
taksonomik bagliligina gore spektrumu smiflandirmak icin alt1 tiire ait bir grup
bakteri spektrumunu hiyerarsik bir kiimeleme analizine tabi tutmusglardir. Hettick ve
arkadaslar1 (2006) dort mikobakteri tiiriine ait suslar1 ayirt etmek i¢in dogrusal bir
ayirt edici analiz ve rastgele bir forest yaklasimi kullanmislardir. Tao ve arkadaslar1
(2004) bir susun kiitle spektrumundaki her tepe noktasmin c¢oklu kiitle
spektrumlarinda tespit sikligina gore agirliklandirildig: bir protein kiitle haritalama
prosediirii onermiglerdir. Tiim bu yaklagimlar, rutin tanida kullanim i¢in heniiz kabul

gérmemistir [416-419] .
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MALDI Biotyper (Bruker Daltonics) referans spektrumlar1 olarak Main
Spectra'yl, yani tek bir soydan elde edilen ¢oklu spektrumlardan hesaplanan
konsensiis spektrumlarint kullanir. Tanimlama sonucu (mikrobiyal tiirler), referans
kiitle spektrumlar1 ile eslesen ve Orneklerin kiitle spektrumlarindaki sinyalleri
sayarak ve bunun tersi olarak kiitle spektrumlarinin eslesen sinyallerinin sinyal
yogunlugu ile iligkilendirilen sinyallerin sayilmasiyla hesaplanan bir skorla
baglantilidir. Bu tiir bir prosediirden elde edilen {i¢ puan ¢arpilir ve normalde 1000
degerine normalize edilir ve sonugta log transforme edilir [420]. Genel olarak, log-
puan 2.0, bir bakteri tliriiniin giivenilir bir sekilde tanimlanmas1 olarak kabul edilir.
Bununla birlikte, bazi ¢alismalarda, giivenilir tiirlerin tanimlanmasi i¢in log-skor
esigi 1,7 [421] veya 1,9 [358] olarak alinmistir. Dendrogramlarini da bu spektrumlar

cihaz iizerinde otomatize edilmis program paketlerle olusturmuslardir.

Yapilan bu ¢alismamizda dendrogramlar1 olusturmak i¢in hastalardan alinan
orneklerle beraber periapikal doku hastaliklarini, periapikal indekslerini, hastalarin
yasini, cinsiyetlerini iceren bir veri madenciligi yaratarak, hangi vakada hangi
mikroorganizma tiiriiniin tanimlandigia bakilarak ¢ok degiskenli veri igermesi
nedeniyle kiimeleme analizi yontemi olarak hiyerarsik kiimeleme yOntemi
kullanilmistir. Kiimeleme analizi sonucu benzerligi olan tiirler iginde Enterococcus
faecalis’in retreatment vakalarindan olusan Grup 1’de ve semptomatik apikal
periodontitli vakalarindan olusan Grup 4’te tanimlanmis olmasi yapilan bazi
caligmalarlada Enterococcus faecalis’in patojenik 6nemini desteklemekte,
endodontik enfeksiyonlarin klinik bulgular1 semptomlar: ile iligskili oldugunu
dogrulamaktadir. Bu bakterinin bazi arastirmacilar tarafindan da kalici dislerde
basarisiz kok kanal tedavisiyle iliskili oldugu bildirilmistir. Siqueira ve Rocas
(2004), Brezilyali hastalarin kok dolgulu orneklerinin %77’sinde E.faecalis tespit
ederken; Rocas ve arkadaslar1 (2004), Giiney Koreli hastalardan alinan 6rneklerde bu
orant % 64 olarak bulmuslardir [332, 333] . Bu kiimeleme analizi sonucu diger en
cok benzerligi olan tiir olarak Lactobacillus rhamnosus © un Grup 2 ve Grup 5 ‘te;
Lactobacillus paracasei’nin Grup 3’te tanimlanmis olmasi laktobasillerin nekrotik
pulpay1 enfekte ettiklerini diisiindiirmektedir. Cancio ve arkadaglar1  (2017)
yaptiklar1 ¢aligmada, agiz boslugunda 6zellikle ciiriik lezyonlu hastalarda sik goriilen

Lactobacillus spp. tiirlerinin oldugunu bildirmiglerdir. Callaway ve arkadaslar1 ise
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(2013) MALDI-TOF MS ile yaptiklar1 ¢alismada, yumusak dentin ¢ikarildiktan
sonra sert dentindeki Laktobasil tiirleri arasindaki cesitliligin 6nemli 0&lglide
azaldigini ve sadece L. rhamnosus ve L. paracasei tiirlerinin kaldigini belirtmislerdir.

Derin ¢iiriikk lezyonlarinda mevcut olan Laktobasillerin ayni zamanda nekrotik

pulpay1 da enfekte edebildiklerini bildirmislerdir [422, 423] .

MALDI-TOF MS, oral mikrobiyolojinin daha spesifik, kolay, hizli ve
ekonomik bir sekilde gelistirilmesinde potansiyel bir yontem olabilir. Bu ¢aligmanin
MALDI-TOF MS ve periapikal doku hastaliklarini igeren gelecekteki calisma
tasarimlart i¢in faydali veriler saglayacagi diisiiniilmektedir. MALDI-TOF MS veri
taban1 genisledikce ve kapsamli verilere ulasildikca bakteri profilleri ve hastalik

ilerlemesi arasindaki iliski yavas yavas agiga ¢ikacaktir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu c¢aligmada PAI indeksine gore smiflandirilmis periapikal doku
hastaliklarinda mikrobiyotalarin incelenmesi i¢in rutin klinik mikrobiyoloji
laboratuvarlarda bulunan MALDI-TOF MS kullanilmistir. Bu ¢alisma neticesinde

asagidaki sonuglar elde edilmis, dnerilerde bulunulmustur.

MALDI-TOF MS cihazinda mikroorganizma tiirlerinin tanimlanmasi kiiltiire
edilebilenlerle smirli oldugu i¢in bu durumu bu ydntemin handikaplarindan
sayabiliriz. Bundan dolayr bu c¢alismanmn diger molekiiler yontemlerle de
desteklenmesi daha degerli sonuglara ulagilmasini saglayacaktir. Oral mikrobiyoloji
alaninda bu konuda gelecekte direkt ornekten c¢alisilmasi i¢in yontem, teknik ve

cihazlarin gelistirilmesi gerekecektir.

Kiiltiire edilemeyenler i¢cin ek destek veren molekiiler yontemler bircok
calismada  kullanilmakla  birlikte  hastalik  patogenezi  acisindan  Oli
mikroorganizmalarin tespit edilmesini ne kadarinin dogru patojen oldugu siiphelidir.
Yaptigimiz calismada her ne kadar smirli tanimlama yaptiysak da tanimlanan

mikroorganizmalarm canlilig1 konusunda siiphemiz yoktur.

Kiiltiire edilebilir mikroorganizmalarim MALDI-TOF MS ile analizinin,
periapikal doku hastaliklarinin mikrobiyota c¢esitliliginin degerlendirilmesi ve bu
farkli tip endodontik enfeksiyonlar arasindaki topluluk yapismin karsilastirilmasinda

hizli, dogru ve ucuz oldugu goriilmiistiir.

Rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda mikroorganizmalar1 tanimlamada
kullanilan konvansiyonel yOntemlerinin laboratuvar teknikerlerinin bilgi ve
becerilerine gore subjektif kullanimi1 artik geride kalmaktadir. Mikroorganizmalarin
fenotipik olarak konvansiyonel yontemlerle aywt edilmesinde zorluklarla
karsilagildiginda en sik kullanilan yontem olan MALDI-TOF MS bazh

mikroorganizma tanimlamasi, klinik tanilar i¢in kolayca uygulanabilir bir tekniktir.

Nadir tiirlerin insan patojenleri olarak MALDI-TOF MS ile tanimlanmasi

klinik laboratuvardaki molekiiler yontemlere bir alternatif olabilir.
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Elde edilen veriler, hastalara uygulanmasi gereken tedavilerinin
sekillenmesine , tedaviler esnasinda hastaya verilecek dogru antibiyotik ve ilag
seciminin yapilabilmesine, kok kanal tedavilerinin basarisina Onemli bir katki

saglayacaktir.

Enfekte kok kanalindan izole edilen anaerop bakterilerin MALDI-TOF MS
ile hizli ve giivenilir bir sekilde tanimlanmasinin, rutin klinik tedavilerde yanit
vermeyen inat¢1 enfeksiyonlara, endodontik tedavilere ve diger endodontik

calismalarin basarilarma katki saglayacaktir.

Endodonti kliniginde periapikal doku hastaliklarina sebep olan bakterilerin
MALDI-TOF MS ile tanimlandig1 bu calismada, ¢ikardigimiz kok kanal mikrobiyota
profillerinin endodonti alaninda gelismeye acgik temel basamak olusturdugunu
diisiiniiyoruz. Gelismeler bu yonde hiz kazandik¢a endodonti alaninda laboratuarlarin
Oonemi artacak ve klinik taniya yardimci olacak sekilde kisiye 0Ozgii
mikroorganizmalarin kiitle parmakizi veri bankalarinin gelismesinin 6nii agilacaktir.
MALDI-TOF MS veri tabani genisledik¢e ve kapsamli verilere ulasildik¢a bakteri

profilleri ve hastalik ilerlemesi arasindaki iliski yavas yavas agiga ¢ikacaktir.

MALDI-TOF MS ile yapilan bir c¢ok ¢alisma sonucu ortaya c¢ikan
dendrogramlari, bu  cihaz iizerinde otomatize edilmis program paketlerle
olusturulmus spektrumlardan e¢lde edilmistir. Yapilan bu c¢alismada ise
dendrogramlari olusturmak i¢in hastalardan alinan 6rneklerle beraber periapikal doku
hastaliklarini, periapikal indekslerini, hastalarin yasini, cinsiyetlerini igeren bir veri
madenciligi yaratarak, hangi vakada hangi mikroorganizma tiiriiniin tanimlandigma
bakilarak c¢ok degiskenli veri icermesi nedeniyle kiimeleme analizi yontemi olarak
hiyerarsik kiimeleme yontemi kullanilmistir. Bu ¢alisma ayr1 bir 6nem kazanmustir,

gelecekte yapilacak calismalara farkli bir bakis agis1 yaratacaktir.
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EK 4A. BILGILENDIRILMIS HASTA TEDAVI ONAM FORMU

GULHANE Di5 HERIMLIGi FAKGLTES]
ENDODONTI ANA BILIM DALI

BILGILENDIRILALIS HASTA TEDAVI ONAM FORMU
EBilgilendirme
1. MLACLAR HAKEINDA

Antibivotik, afm kesici, anssterik, vikama solisyonlan ve difer daclann; kizankhk,
dokouda gishik, kasmn gibi deri ve digeti belimileri yapabilecegi; tulanty, ishal mide ile Ogili
sikdyetlers (yanma tarm afnlar, kanama) neden nhh-i]s-:eﬁ ve amestezive bagh ;ikk
krramklik. g@\umlnu}ngabljﬂegl-;nk ender olsa da anafilaldik sok gibi hayari tehlike

arz eden alerjik etkilers wol acabilecesi bilinmelids. Eapal tedawisi swasmda asusmanm
veterli elmamas; durammimda afn hissedilmes ve ek amestezive gerelinim olabilir.

2. KANATL TEDAVISI HAKKINDA
Fanal tedavisi; digin afizda torubmasme amaclryan, bitkag seans ve uron sirebilen bir
tedawidir. Kanal tedavisi gergeklestirilirken birden farla réntgen cekimi perekmektedir

Eara] tedrvisi sirasmida digin donimmre pére baz: kemplikasyonlar afogabilr. Bunlar:

= Diig ¢hriE temizlenirken veya kamal tedavisi smasmda diste delinme iperforasvon),
= Kanal aletimim loamal icerisinde veva dismmda bhmlma o
= FKanal alstinm yoinlman veva soluk borasona kacman,
= Kanal dalen maddesinin ve yikama soliyonlarmm digin kak woondan tagmas sammo;
Uit-;mhu‘unha;h@um (maxiller simrs) fagarsa; mak=ller siniiste hasarlara
= AF fene simir kanalma {pandibolar we mental sinimwlere) tagarsa; dudakia uwzon siren
'I.I."|"I.I$I:Ik|:l.:lk.]1I55L gibi simir Basarlan mevdana sehmes.
« Kanal yikama solisyonlanmn cevre dokulara ve aZiz igine temas1 nedeniyle afz igmde
yanma loranklanm slosmas veva keabho hasar]lar Dll.'il]!l.l?..l mizld
= Kanal tedavisi seanzlar arasinda veva sonrasmda; afmn ve yiazde weva afiz ifinde giglik
nhmamwma_
= Eanal tedavisi seanslarmm uran sirmesi somecn eldemde afm ve'veva cene ebleminin
qlmazy

2Threk buafaj ve appuiasyon tedavileri soorasinda tedavinm besarsr elmas donimmumda
karal tedavisi vapailmas gerekebilir.

»Pojenerasyon tedavisi  olan hastalarda,  tedavinin  istemen  iyilesmeyi Eosiermemesi
dorummda yeniden kanal tedaizi vapilmas: gerekebilo.

sKanal tedavisd bifillcben somra, basansnz olman deromonds; Eapal fedavisinim
venilenmesi, apilcal cerrahi ve nibavetinde dizsin celdmi serekebilir.

IDOLGT HAREINDA
Diplen; kaybolan dis dokularmon cesitli restorasyon maddelerivle yerine konmas igin
yaplan tedaidir. Dialea vapibmasinda ve sonrasinda bam kenmikasyenlar ahgabilic. Bunlar;

= Dalgormn dasmesi ya da kmlmas,

= Disin kmlmas

» Dern gimiklerds dolen somrazi gelisen siddetli agn ve iltihabi reaksivomlasra wol agan
problemler nedeniyle kanal tedavizinin perekebilmesi

» Ham restorasyon maddelerine karsny dolen soomas: devam eden bessasivet we alemjik
reaksivonlar,
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EK 4B. BILGILENDIRILMIiS HASTA TEDAVIi ONAM FORMU

GULHANE Di§ HEEIMLIGi FAKTLTESI
ENDODONTI ANA BILIM DALI

* Diplen maddslerinin wypalanmasz soasinda bazy kinryasal ajanlarm cevie diseti dokosunda
n]u;rmbﬂe-:eg lokal reaksiyondar,
* Dize yapilan restorasyon soomas: hastanm estefic beklentilerinin karsilaramamas.

TYGULANACAK TEDAVILER
1. Eanal tedavisi

]Eﬂmli;i.]]-ﬁ;[ urypalamesy

3. RompozE restarasyon
4_AmuJEamrEtumsfnn

5. Drrek kuafaj

6. Ampuiasyon

7. Bejenarazvon tedavilar

g. Inley. enley restorasyonlar

0. Lamvinate restorasyonlar

10. Beyazlatma tedavisi

11. Demiin hassasiyeti tedavisi

12. Apikal cemahi smasmda remozrad dolsa wygolanmas

HASTANIN TEDAVI ICIN ONAMI

Bilzilendirms bélimindski acklamalan okodum anladim we komplikasyenian
hakkmda bilzi edindiny Gensl saghk dunmeamia ileili sorolan serolarda highir eksik bilei
barakmadim, hichir sevi gizlemeden agdkga anlattmm benden istenen perekli tetkikleri tam
olarak yaptrdm. Benimle ilgili olan tedavi ya da tedavilerin uygnlanmasim, tedavi smasmda
va da sonrasmda olabilecek tim komplikasyonlarn bilincinds ve benim sonmehihigumda
oldupim, olas: bir durumda bir uzman tarafndan tedavi edilmemi’ edilmesini va da baska bir
hastanede fedai plrmem’ phrmessi gerekivse sevk edilmeyvi’ edilmesmi kabal edivonmm
Tadarhnt‘efmmi]eﬂgﬂi&mhrmﬁmﬂdmw somufarmnn cevaplanm aldwn

Bama |/ gorufuma/ yakmuma wuygulanacak llaclar, kamal tedawisi  dolzu
tedavilerinin Dishakimligi Fakiittesi Endodonti Arabilim Dal kliniFinde; asistan, Dr. Asistan,
Uz D Yard Doc. Dr., Deg , Dr. Ve Prof. Dr. timine sahip hekimler tarafindan vapilmasina,
bu birmlsrde cabsan vardmmol saghk persopelinin gérevi alamma giren uyvgulamalan
yapmasima, bir efiim kumamm elan bu saghk kuralsanda stajver dishekimlerinin yukarda
helirtilen hekimderin nezareti alimda belirtilen tedavilert yapmasma, egitim ve bilimsel amagh
fotograf ve video gorimeilerin ahnmasma iz verivomm

Protokol oo
Formm dolkharan-
Imza:

Tamh:

Hastamn adh sevady
Yakmm ach soyady:

Sormmba bekinmn

Ady soyady-
Imza:
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EK 5A. BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR FORMU

FL#MA s8E

SAGLIE Biving FRT TNIVERSITESL
GULHANE GIRISINMSFL OLAAYAN ARASTIFAALAR FTIK EURULT

BILGILENDIRTLAIS CONULLT OLUR FORMU

Armshrma Projesinin Adr Mamiks ile desteklenmss laper desorpsivon hvonizasvon ogag
zapem kifle spekmomstresi (MALDI-TOF M3) araclifyla periapikal imdekse (PAL gore
smuflandmimig periapikal doko basabklamdaki kok kanal mikmobiyoia  profllerinin
incelemmesi.
Zorumln Arashmonm Ade: Prof D Omer Cambor AYTIN
Diger Arastmolana Adi: Tit. Mate AHLAT

Prof Dr. Mehmet BATSALLAR

Uzm Biyolog Sinem EKAYVA
Desteldeyici (varsa): BAP (Bilimse] Arastoma Projast)

“Mammiks ile desteklenmis larer desprpsivon Dronizasyon uqys zamam kifle spekirometresi
(MATDI-TOF M5} arachiiyla periapikal mdekss (PAT) gire smuflandmlmws periapikal
doku hastahk lrmdaki kok karal mikrebiyota profllennim incslenmessi™ izimb bir cahsmada
ver almak tzere davet edilmey hmmakiasmiz. Ba ¢absmaya davet edilmenizin nedemi
sizde periapikal mdekse pore smoflandminp; per@pikal deko hastabfim  gorilmig
olmazidwr. B gahsma arastuma amach olmk yapimakiadr ve kanhm popnllabik esazma
doyahidr  Cabsmaya kanloa Komesunda karar vermeden dnoe arastoma hakkmda sizi
bilgilendimek istiyoroz. Calgma hakkmda tam olarak bilgi sahibi olduktan sonm we
sorolarmiz cevaplandiktan sonra efer katlmak isterseniz sizden bu form imzalamarns
istepecektir. Bu aragtrme, Endodonti Anabilim Dalnda, ProfDr. Omer Combnr AYTIN
sorambabafa altmdader,

Calsmanm amac nedir; benden baslca laag lasi bo cabsmaya kanlacak?
= Calemamizda perigpikal mdekss pore smflandming primer we sekonder kak
enfelisiponfarin kék  kanal pukmobiyotalamm  ologtoran amastep  hirlenmn
tammianmasim MALDI-TOF M5 aacihevia aragtomak amag lanmaktads
« Calsmaya cinsivet ayrmm olmaksizm 5 grop seklinde 150 bastanm dahil edilmesi
planlanmalkadir.

Bu cabsmaya katilmah mrpm?

HBa gabsmada yer alp almamak tamamen size baglda. S“umdntmfanmmza]amzhﬂe

istedifiniz herbangi bir zamanda bir neden géstermekzizin alicmay brakpekta fzeirsinds.

Eger kanbmak istemes iseniz veva calsmadan mymbrzanee, dektoromaz tarafndan sizin iin en

uyeun tedasi plan uyzulanacakir Aym sekilde galsmay winaten doktor cabsmaya devam

etmepizin sizin iin yararh olmavacagma karar vershilir ve siz calsma dist amakabilir, ta

durumds da sirin Cin &n oveun tedavi secileceloir,

Bu cabsmaya kathrzam bemni ne beldivor?

Calsmava Gilhane Dis Hekimlizi Fakiltesi Endodonti Ana Bilim Dalina tedavi amacyla

bagwman sistemdk olarak sagbkh 130 hastanm dahil edilmesi plinlanmaktadr. Hastalardan

almap ilk periapikal radyosrafilerms, arapmezlerms, ¢absmaya ahnma krferlerine zore techis
1
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EK 5B. BILGILENDIRILMiS GONULLU OLUR FORMU

FL#MM S

SAGLIE BILIMLFRI TIVERSITESE
GULHANE GIRISINSFL OLAIAVAN ARASTIRMALAR FTIH ETRULT

ve tedavi planfamasy yapilarak periapikal doku hastabklarma gire Gnop [0 Ak Apikal
Perindontitis Grop I~ FKronik Apikal Periodonfits Grap I Akt Apdial Apse Goop IV: Eronik
Apikal Apse Grup V: Petreamernt (Eanal tedawizi yenilems) zerektien periapikal leryonin
vakalar olarak 5 zroba mymlacaklarde

Araztroapuzm siresi §-12 ay elarak planlanoustr,
Calbsmamz esnasmda size motin tedavi prosedimlen harcinde bir islem uygulammayacakir.

Gruplnra gore aynlan her bostanm kék kamal tedavisine baslarken pekrodik pulpab kik
karalmdan paper pointle matsryal abnacakte. Matervallsr vaki kaybetmeden Gilhane T
Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Ana Bilim Dah laboratmearlanndas MAILTI-TOF amacilsryla
amaerop bakterilerm tammlanmazm igm gondsridecektic Cikan somuaglar pruplaa  gore
istatistiksel olarak deferlendirilecektir

Cabsmanm riskleri ve mabhatazhldan var madar?
Calgmamerda size mion  fedmd  prosedirleri  haricmds  grsimse]l b iglsm
uyeulanmayacagndan sizin agmezdan bir rizk ohsumamaktads.

Cahsmada ver almamm vararkan nelerdir?

Bu cahsmava katilarak endodontal anfeksivorlara neden oln bakterilerin barh ve dogr sekilds
tambanmazsnda szellikle endodontik tedavilere hatta difer endodonii-periodonti, endodonti-
cerrahi calsmalarmn basarlanma katk: saglavacaksmz.

Bu calsmaya katldmamin makvet nedir?
Calsmaya kanlmakla parasal yik akma girmevecsksiniz ve size de herbangl bir Gdems
yaplimayacakis.

Kigizel bilzilerim nanl lmllanidacak?

Calima doktorumz kigisel bilmilerimizl arastemay ve istatikssl aralizleri yinitmek icm
kullanacaktr ancak kimbik bilsileriniz gizli tutalcaktr. Yalmera genesi halinde, sixinle il=ili
bilgileri etk kuomallar ya da resmi makamiar incelevebiliy, Cabsmanm somunda, kendi
somaclanmzla ilgili hilzl istemeve hakkmz wardo. Cabsme soouglan calsma bimminde tbbi
Ierarirde vaymnlanabilecektir ancak kimliginiz agiklanmavacakrr.

Daha fazla bilsi icin kime basvurabilirim?
Cabsma = deili =k bilzive pereksinimmiz cliufumzda asaidaki kisi de livfen datisime
ADI o Mtz AHLAT

GOREVI » Aractrme Grirevlisi { Asistan)

TELEFON 03123026033
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EK 5C. BILGILENDIRILMIiS GONULLU OLUR FORMU

FO#M 5E

SAGLIK BILIMVILFRT TNIVERSITESTE
GULHANE GIRISIMSFL OLAAYAN ARSSTIREAALAR FTIK ETREULT

(EaalmcernrnHostaren Beyani)

Endodonti Anabilim dalnda, ProfDr. Omer Cumbur AYDIN tarafmdan tibbi bir arastrma
vapilacaE belintilersk bu arastooe ile ilgili yukardaki bilsiler bana aktanldy we ilgili metni
okudum Bu bilgilerdsn sonm bdyle hir arstrmaya “kanhme:” olarak davet edildim.

Amstrmaya katlmam komssunda zorlayo bir davranisla karsilasmos degilim Eger kahlmazn
IaddadmxbjmrmmuhbibaklmmtehﬂkimUEnhnﬂj;khmhﬂhmglbtmr
petirmeversgmi de bilivorum. Projenin ywirkilmesi swasmda herhangi b neden phstermeden
arastomadan cekilebilirim . (4dncad arapmmaeciieT sor doumds Sorabmamat ipn anayormadan
cekzlecaFmmi dnceden bildirmemim wyEun clocgfan hilncindgyimy. Aynca tbbi duniomims
herfangi bir zarar verilmemesi kopakoyla amstooac famindan arastoma digi da tuulabilinim

Araytons iCin vapilacak barcamalarla ilzili herhansi bir parasal soromiofok akma gimivonmm.
Bapa da bir 6deme yapulmayacakir,

Araztrreadan elds edilen berimis ilgili kisisel bilgilerin gizliliFnin karunacagm bilivanm

Arastrpes gveulamasindan kavnaklaren pedeplerls mevdana gelebilecsk herhanei bir saglk
sorumamn ertava cikmasy halinde, ber iz}l r2bhi piidahalenin saglanacafh koonsunda perekli
pivence verildi (Bu tibbi miidahalelerls fgili olrak da parasal bir wik altre girmevecesim]).
Arastrma srasmda bir saghk soromm ile karsilastfmmda; herbansi bir saatte, Dt Mete
AHLAT a, Gihare Dis Hekimlisi Fakiltesi Endodonti Anabilim Dah poliklinifinden va da
0312030448033 “ten aravabilecefimi biliyvorom

Bampa yapalan fiim aciklamalan aynohlarmyla anlams; uhmmaktayim Bao kesullarla stz komasa
klinik araftzmaya kendi nzamia, big bir bask: ve zorlama olmaksen goonllabok iperismdes
kanimany kabul ediyvonam.

Inozals bu form kafndon bir kopyas: bana verilacektir.

Katlmo o )
Ad soyady Ady soyadr
Adres: Adras:

Tel: Tak

Touza: tmza-

Tarh

Eanlmne ile gomisen hekim
Ady seyadi, unvan::

Tel:
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EK 6A. HASTA TAKIiP FORMU ORNEGI

Hestann Genel
Tibki Dururmu

m

FET

Hayr

Sishemik rahat=ig var mi®

O romateTel sbeg
o difer

o enfiskoryon Fest

Hastamin Ad Scysd Kadn | Eimiik ko Yep | Sim Mo
h -} 30

Eriosk

Hasfann Adresi Waks f=rihi

Anilara 12 4B

Dr. Adi we Soyedl | Pref. Dr e Cumber ASDIN & DUdete SHLAT

T Hionye=

o ilagakerjsi o disbet o lmip haskshg

0 =ik implanian

Surekli KuBznian ilagisr yok

Al Dental Sikayet Cignemede 45N

Subjektif Bulguiar Dbjeitil Bulgulsr dinceki Hikeye Ebyodoji

o Yo o Yok o Yok o Ciinik

o Oncedenclanadn | o Adeic gl o D gorik o Traema

o Sponkan i o AR deg gigik o Clnikis perforasyon o Pericdontal lesyjon

o Sk adrs o iy renkienmieien o Melanic perforasyon o SOrme boeukiukian
o Soguk ajnm o Lenfsdenopati o Puipa knusfsj {dinekd] o Operatif yaralsnma
o Cinemsde s o Eron lang o Puipa ks {indireid] o Kemi isiegdi e Endiodl
0 Yansryan agn o Qinik o Trowmatik ysrlaneTe o Diger |soida)

0 Simkweys sofuids | o Sinis sarkmas o Diger|soiis)

rahatlayan agn

o DCiger {scis) o Difer |soki|

Dizgnostik Testler

CY:cevap yok N:Normal ACAgIN Cevap

L5 no Soguk | Sacek | Perkisyon | Palpasyon | Mobilte | Unmibsiuy | Son preparssgn o
3 - - *+ H +

Radyografik Bulgular

o Hormal o Kmk engriman

o Perinpikal AL 0 Ak apeis

o Periapiksl RO o Kok dilss=rasyoni

o Labersl rar=faisyon | o Chnie

o Kron kg o Onoeden yapims eanal dolss
o Kok larngh o Dnceden yapilmeg sirs kevites
o Imbernal rezorbsipon | o Puloe iols fiemon

O Eesiernal rererksiyon | O Diger (aciids|

Teghis

Prul panin Douru m Feriodontsl Dumum
Hormal pulpa Norrel perindonsiyum
Reversible pulptis o Akut spikal periodontitis

Fraviers Bl pulsitis

Kromik apital periodontits

Msdcrotil il e

Akt anikal apse

Once yapilmig KT

Krowik apikal apss

Supiinettl apihal periodontith

Condensing ostetis
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EK 6B. HASTA TAKiP FORMU ORNEGI

1= Normw perieptond ywpdar
2= Mamk ywpasorcie kOgUk ootk der

3 = S mnere kayts e kerak ywpesendek Sedaider
4 =yl venienrey sedyousest e b spiesd pafodortits
4 = Sckiefl ogekderl odd s bad periodoniis

Hastadan Alinan ilk Radyografi

"
it

Saptanan Mikroorganizmalar
Anaerob
Enterococous faecalis
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