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BHI Kanli Agar brain heart infusion blood agar= Beyin-kalp-infiizyon-kanlh agar
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base pair= Baz ¢ifti

binding substance= Baglayic1 substans

calculus index= Kalkulus indeksi

colony forming unit= Koloni olusturan iinite
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gene encoding cystathionine= Gen kodlu sitationin
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decayed, missing and filled teeth
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polymerase chain reaction= Polimeraz zincir reaksiyonu
asitlik derecesi
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peptone-yeast-extract-glucose= Pepton yeast glukozlu besiyeri
sekonder kok kanal enfeksiyonu, Retreatment
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1. GIRIS

Oral kaviteden izole edilen mikroorganizmalarin kok kanalindan da izole
edilebilecegi kabul edilir. Ciinkii kok kanalina ulasan mikroorganizmalarin ana
kaynag oral floradir (1-3). Pulpaya ulasan mikroorganizmalara kars1 gelebilmek i¢in
pulpanin durumu 6nemli rol oynar. Vital ve saglikli pulpa, mikroorganizmalara karsi
oldukca direnclidir; oral mikroorganizmalarin penetrasyonunu yavaslatir veya
tamamen bloke eder. Ornegin pulpa bir kirik sonucu oral kaviteye acilmigsa, olusan
enflamasyon, nekroz ve bakteriyel penetrasyon 2 hafta sonrasinda bile 2 mm’den
daha derine ulasamaz. Bunun aksine nekrotik pulpa, ¢ok hizli bir sekilde bakteriler
tarafindan enfekte edilir (4).

Pulpanin savunma giiciinii asan mikroorganizmalar periapikal bolgeye
ulastiklar1 anda viicudun dogal savunma mekanizmalariyla kars1 karsiya kalirlar. Bu
asamada kok kanalinda ve kanalin apikal deltasinda bulunan bakteriler viicudun
normal savunma sisteminden korunmaktadirlar (5). Konak savunma mekanizmasinin
tizerindeki siddette mikroorganizma varlig1 periapikal bolgede ciddi enflamatuvar
reaksiyonlara neden olmaktadir (6,7).

Apikal foramenden cikan mikroorganizmalar, viicudun polimorfoniikleer
lokositler (PMNL), lenfositler gibi cesitli enflamatuvar hiicreleri, sitokinler gibi
interseliiler aracilar ve proteolitik enzimler gibi kimyasal silahlardan olusan bir
savunma mekanizmasiyla karsilasirlar. Viicudun bu savunma mekanizmasi bazen
kok kanalindaki mikroorganizmalar1 elimine edememekte ve enflamatuvar proges
tyilesme ile degil, periapikal dokularm yikimi ve apikal periodontitisin olusumu ile
sonuc¢lanabilmektedir (8).

Caligsmalar, apikal periodontitisin tedavi basarisindaki degiskenligin
mikrobiyal floranin kompozisyonundaki farkliliklarla iliskili olabilecegini
gostermektedir (9).

Bu konuda iizerinde yogunlagsmamiz gereken iki nokta vardir. Biri konak
dokunun durumu, digeri ise istilact mikroorganizmalar ile bunlar arasindaki

mikrobiyal iliskilerdir.



Viicudun savunma mekanizmasi sistemik hastaliklardan etkilenir. Hatta
AIDS gibi immiinosupresif hastaliklar, viicudun savunma mekanizmasinin tamamen
cokmesine neden olur. Kanser hastalarinda da viicut, enfeksiyon ajanlarina oldukca
duyarl hale gelir. Tip II diyabet (diabetes mellitus, DM) hastalig1 da immiin sistemin
bircok fonksiyonlarimi etkiler. Bu etki, gecikmis iyilesme ve baskilanmis immiin
yanit seklinde ortaya ¢ikar (10). Diyabet hastalarindaki oral bulgularin idrar ile asir1
sivi kaybiyla, enfeksiyona gecikmis yanit ile, mikrovaskiiler degisikliklerle ve
tiikiiriikteki artmis glukoz konsantrasyonuyla iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir
(11-13). Tikirtikteki glukoz oraninin diyabetiklerde daha yiiksek oldugu
bildirilmesine ragmen (14) tiikiiriigiin icerigindeki protein, amilaz, lizozim, IgA,
elektrolitler, tamponlama kapasitesi ve pH {iizerine yapilan arastirmalarin sonuglar
hala tartismalidir (15-17). Calismalarda, diyabetik hastalarda tiikiiriik sekresyonunda
azalmanin oldugu bildirilmesine ragmen (18,15), boyle bir iligskinin olmadigina isaret
eden arastiricilar da vardir (16). Saglikli bireylerin agizlarinda tiikiiriik elektrolitleri,
glikoproteinler, antimikrobiyal enzimlerle beraber oral mukozayi korur. Saglikli
bireylerdeki tiikiiriik icerigi, agzin temizlenmesine yardimci olur, potansiyel toksik
yapilar1 parcalar, asiditeyi diizenler, bakteriyel toksinleri ve enzimleri notralize edip
mikroorganizmalar1 yok eder. Tiikiiriglin icerigindeki ve miktarindaki degisim,
denge icinde olan bu ortami degistirir.

Bu c¢alismanin amaci, Tip II diyabetli ve saglikli bireylerde apikal
periodontitis (AP), AP bulunmayan nekroz ve sekonder kok kanal enfeksiyonu tanisi
konmus dislerde kok kanal mikroflorasinin konvansiyonel kiiltiir yontemiyle
belirlenmesidir. Ayrica, endodontik floranin direngli bir liyesi olan E. faecalis’in
goriilme sikhiginin kiiltiir ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemiyle

saptanmasi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGIi

2-1 Genel Mikrobiyoloji

Mikroorganizmalar, hiicre biiyiikliiklerine, hiicresel yapilarina ve yasama
ozelliklerine gore 3 ana sinifa ayrilirlar: Viriisler (15-250 nm), bakteriler (1-5 um) ve
mantarlar (3 um’den biiyiik). Bir baska temel siniflandirma kriteri de, hiicre cekirdek
yapisina gore Okaryotikler (protozoonlar, mayalar, mantarlar, algler, bitkiler,
hayvanlar) ve prokaryotikler (bakteriler) olarak yapilmistir. Viriisler, bu

siniflandirmanin disinda tutulmustur (19,20).

2-1.1 Bakterilerin Isimlendirilmeleri ve Kiiltiir Koleksiyonlari

Tanimli bir bakterinin genellikle iki ismi vardir. Her ikisi de yanyana ve
italik harfler ile yazilir. Ik yazilan isim o bakterinin genus (cins) ismidir ve biiyiik
harfle yazilir. ikinci yazilan isim ise o bakteri tiiriine ait 6zel isimdir ve spesifik
epitet olarak adlandirilir. Ornegin; Mycobacterium tuberculosis, Bacteroides
distasonis, Porphyromonas gingivalis gibi (19,20).

Genis ve kalabalik bir bakteri popiilasyonunun standardizasyonu igin
bakterilerin Kkiiltiir koleksiyonlar1 olusturulmustur. Bazi iilkelerin mikrobiyoloji
enstitiileri her bakteriden birer 6rnek toplayarak genis bir koleksiyon olusturmus ve
her susa birer numara vermistir. Cogunlukla literatirde Amerikan Tip Kiiltiir
Koleksiyonu kullanilmakta ve 6rnegin ATCC 29212 bir Enterococcus faecalis iken

ATCC 10231 susu bir Candida albicans susudur (19-21).



2-1.2 Bakterilerin Tiplendirilmeleri

2-1.2.1 Sekillerine Gore Tiplendirilmeleri

Bakteri hiicreleri, 0.2-0.5 um’ den 40-60 um’ ye kadar degisen biiyiikliikte
olabilirler. Bakteriler yuvarlak, comak ve sarmal bicimli olmak {iizere ii¢ sekilde
goriiliirler (19,20,22).

Bakteri hiicreleri bir kiire seklinde ise 151k mikroskopundaki goriintiisii daire
seklinde olacaktir. Boyle hiicrelere kok adi verilir. Genellikle 0.8-1.5 pm
boyundadirlar. Eger mikroskopta, koklar ucuca dizilmis goriiniiyorlarsa,
Streptococcus adin1 alirlar (19-21). Streptokoklarin sadece C (oral) ve D grubu
(enterokok) olanlar1 kok kanali enfeksiyonunda rol alir. Anaerop ortamda iireyebilen
streptokoklara Peptostreptococcus adi verilir (20,21,23). Koklar, ardisik olarak
birbirlerine dik ii¢ diizlemde diizensiz boliindiiklerinde iiziim salkimi big¢imini
andiran kitleleri (Staphylococcus) olustururlar (21-23).

Koklarin uzamis sekillerine basil veya ¢comak adi verilir. Ortalama boylar1
1-8 um'dir. Koklarin tersine basil zincirlerinin bi¢imi, onlar tanimlayan karakteristik
ozelliklerini olusturmaz. Bazi basiller cok kisa olup kokobasil adini alir (19-21).

Bazi bakteriler, iplik gibi uzundur. Viicutlari bir vida gibi spiral seklindedir,
serttir ve viicutlarin1 matkap gibi kullanabilirler. Bu bakterilerin genel isimleri

spirokettir (19-21).

2-1.2.2 Gram Boyanma Ozelliklerine Gore Tiplendirilmeleri

Bakteri hiicrelerinin hiicre duvari ve sitoplazmik membranlar1 bazi boyalara
gecirgendir. Bu 6zellikleri nedeniyle bir bakteri hiicresinin duvar yapisi hakkinda
karar vermek miimkiindiir. Bu boyalardan en ¢ok kullanilan1 Gram boyasidir (19-21).
Mikroskopta bakteri hiicreleri siyaha yakin koyu mavi goriiniiyorsa bu hiicre Gram

pozitiftir. Bir dig duvar1 yoktur. Tam aksine, eer kan kirmizisindan daha acik bir



kirmiz1 renk ile boyanmigsa bu hiicrede bir dig duvar vardir ve bu Gram negatiftir

(19-21).

2-1.2.3 Oksijen Gereksinimlerine Gore Tiplendirilmeleri

Yasadigimiz atmosferin yaklasik %801 azot ve %20'si oksijendir. Bazi
bakteriler, inkiibasyon ortamindaki oksijen seviyesinin bu kadar yiiksek olmasindan
rahatsiz olmazlar, hatta bunu gereksinirlerken, bazi bakteriler %0.5 oksijen
varliginda bile yasayamazlar. Bu durumda bakteri-oksijen iligkisi, onlar1 siniflamak

icin yeterli bir dayanaktir (24).

Zorunlu aerop bakteriler, inkiibe edildikleri (iiretildikleri) ortamda bol
oksijen bulunmasim isterler. Bacillius, Bordetella, Brucella, Franciella,
Micrococcus, Nocardia ve Pseudomonas genusunun iiyeleri bu gruba ornek tegkil

ederler. Enfekte kok kanalinda genellikle zorunlu aerop bakteri bulunmaz (22-25).

Fakiiltatif anaerop bakteriler, hem oksijenli hem de oksijensiz kosullarda
tireyebilirler. Bu nedenle pek ¢ok fakiiltatif mikroorganizmada hem fermentatif, hem
de nonfermentatif metabolizma birlikte bulunur. Bakterilerin 6nemli bir cogunlugu
bu gruptandir. Fakat enfekte kok kanali florasinda bir azinliktir. Bu grup bakterilere
ornek olarak: bir kag tanesi hari¢ Staphylococcus ve Streptococcus genusunun biitiin
tiyeleri, Gram negatif barsak bakterileri, Actinobacillius, Corynebacterium,

Haemophylus, Legionella genuslarinin iiyeleri bulunur (22-25).

Mikroaerofilik bakteriler, ancak %4-6 O,'i tolere edebilirler. Bu seviyenin
tizerindeki oksijen bu bakteriler i¢in anabolik baski olusturur. Enfekte kok kanalinda
bulunan Camphylobacter ve Lactobacillus genusunun pek cok tiyesi mikroaerofilik
bakterilere birer Ornek teskil eder. Bunlar ilerleyen pasajlarinda aerotoleran

olabilirler (22-25).

Aerotoleran anerop; bu grup mikroorganizmalar %2-8 O, toleransi
gosterebilir. Aslinda bu isim, fakiiltatifler ile zorunlu anaeroplar arasinda kalan

spektrumu tiimiiyle igerisine alabilir. Ciinkii mikroaerofilik bakteriler ve hatta



fakiiltatif anaerop bakteriler bile aslinda birer aerotoleran mikroorganizmadir, fakat
tolere edebildikleri oksijen seviyelerindeki farklar nedeniyle farkli siniflandirilirlar.

Aerotoleran ve mikroaerofilik bakterilerin arasindaki sinir keskin degildir (22-25).

Zorunlu anaerop; bu grup bakteriler hem ilk izolasyon hem de ilerleyen
kiiltiirlerinde anaerobik atmosfer kosullar1 gereksinirler. Boyle bakterilere anaerop
bakteriler veya kisaca anaeroplar adi verilir. Endodontik patojenlerin en bilinenleri
bu gruba girer (Acidaminococcus, Bacteroides, Eubacterium, Fusobacterium,
Mitsoukella, Peptococcus, Peptostreptococcus, Porphyromonas, Prevotella,

Propionibacterium, spiroketler, Veillonella, Wolinella gibi) (22-25).

2-2 Mikroorganizmalarin Kok Kanalindan Kiiltiir ve izolasyonu

Bakteri kiiltiirii, hastalik 6rneklerinden bakteri kokenlerinin izolasyonu ve
bu kokenlerin c¢esitli 0Ozelliklerinin (6rn., lireme, biyokimyasal profil, 0zgiil
antiserumlarla reaktivite) incelenmesine dayanilarak tanimlanmalaridir. Kiiltiirlerin
herhangi bir sonug elde edilmeden 6nce en az 18 saat enkiibe edilmeleri gerekir (19-
21,23,24). Kok kanalindan 6rnek alma ile sonuclarin elde edilmesine kadar olan
islemler dizisine Kkiiltiir almak denir. Eger ekilmis bir besiyerinde koloni
gbzlenmiyor yani bakteri tiremesi yok ise kisaca negatif kiiltiir olarak ifade edilir.
Ureme varsa yani siv1 besiyerinde bulaniklik veya kat1 besiyerinde koloni olusumu
gozleniyorsa, pozitif kiiltiir olarak ifade edilir. Pozitif kiiltiirlerden bakteri numunesi
almmarak cogaltilir ve saf Kkiiltiir elde edilerek bir dizi standart fizyolojik ve
biyokimyasal testlere tabi tutulur. Bu testlerin sonucuna gore bakterinin hangi genusa
ait oldugu ve adinin ne oldugu tespit edilir. Bu islemlere ise identifikasyon

(tanimlama) denir (23).



2-2.1 Kiiltiir icin Ornek Almmadan Once Gz Oniine Almmasi
Gereken Faktorler

Kiiltiir teknigi ile ilgili olarak kanalda bakteri bulunan bir bolgeye
ulasilamamasi veya yeterli sayida bakteri hiicresinin kiiltiir ortamina tasinmamasi bir
sorun olarak goriilmektedir. Pansuman i¢in kok kanalina uygulanan ilacin besiyerine
taginmasi, vasatta Ozel tiirden mikroorganizmalar i¢in yeterli besin maddesinin
bulunmamasi, kok kanalindaki serumun besiyerine taginmasi gibi gdz Oniine alinmasi
gereken ©Onemli sorunlar vardir. Bunlarin hepsi kok kanalinin mikrobiyolojik
muayenesini olumsuz etkiler. Ayrica, kiiltiir alinirken olusabilen kontaminasyonlar
kanalin durumu hakkinda yanlis hiikiimlere neden olabilmektedir. Bir baska énemli
sorun negatif kiiltiir elde edilmesine ragmen Kkiiltiir alma seans1 ve dolgu seansi
arasinda kanalda kontaminasyon olugma riskidir. Biitiin bunlar gézoniine alindiginda

mikrobiyolojik disipline tam olarak uyulmasi zorunlulugu agikca goriilmektedir (23).

2-2.2 Kok Kanahindan Kiiltiir Ornegi Alinmas:

Agizdan alinan materyalde iiremesi beklenen patojen bakterinin daima bir
anaerop oldugu varsayilir. Eger patojen mikroorganizma fakiiltatif aerop ise, bu
bakteriler anaerop kiiltiir icerisinde rahatca iireyebilecek ve kaybolmayacaktir. Bu
yiizden her asamada anaerop ortamin bulunmasina dikkat edilmelidir.

Materyal alinacag giin, iki adet anaerop sivi besiyeri (tercihan PYG veya
tiyoglukolat besiyeri) hazir bulundurulur. Fistiilii olan bir apseden, periodontal
cepten veya kok kanalindan 6rnek alinacaksa, farkli kalinlikta birkag tane kuru sicak
sterilizatorde veya otoklavda sterilize edilmis kagit koni hazir bulundurulur. Hastalar
son 3 aydir hi¢cbir antibiyotik kullanmiyor olmali, agzina hicbir lokal antiseptik
uygulamiyor olmalidir. Antibiyotik veya antiseptik molekiilii ile karsilasan bir
bakteri hiicresi 6lmeden Once defektif formlarina doner. Uzayabilir, hareketli ise

hareketsizlesebilir, farkli boyanabilir ve mikrobiyoloji laboratuvarini yaniltarak



yanlis identifikasyona sebep olabilir (26). Bu hazirliklar yapildiktan sonra agzin
mubhtelif bolgelerinden mikrobiyolojik materyal alinabilir (23).

Enfekte kok kanalindan kiiltiir yapilmasi dishekiminin kok kanali icerisinde
hangi mikroorganizma ile karst karsiya bulundugunu bilmesini, dogru tedavi
politikasini belirlemesini ve iyilesmeyi monitorize etmesini miimkiin kilar. Moller
yontemi (27) halen kullanilan yontemdir. Enfekte kok kanalinin steril kosullar altinda
acilmas1 ve icerisine steril bir kagit koni sokularak kok kanali icerisindeki
mikroorganizmalarin bu kagit koniye bulagmasi saglanir. Daha sonra bu kagit koni
anaerop transport besiyerine veya dogrudan anaerop besiyerine inokiile edilir.
Inkiibasyonu takiben iireyen bakteriler identifiye edilir.

Kok kanallar1 bir siiredir (yaklagik 2 giin) agiz ortamina acik vaziyette
bulunuyor ise kiiltiir yapilmamalidir. Uzun siire acik kalmis kok kanalindan izole
edilebilecek bakteriler agiz florasinin saprofit iiyeleri olabilir ve gercek kok kanal
patojeni olan bakteriler, yogun Candida, Staphylococcus ve Neisseria kolonileri
arasinda maskelenerek gozden kacabilir.

Yakin bir zamanda hekim miidahalesi gormiis kanallardan kiiltiir yapmak da
hatali sonuglara sebep olur. Onceki miidahale sirasinda kanal igerisine uygulanmus
antiseptikler, bakteri hiicrelerinin morfolojileri ve metabolizmalar1 iizerinde atipik
degisimlere sebep olur (23).

Uygun kosullar olusturulduktan sonra agsagidaki islemler sira ile yapilir:

1. Disin iizerindeki eklentiler pomza ile uzaklastirilir,

2. Hasta agzim 2 dakika boyunca su ile ¢alkalar,

3. Daha Onceden dezenfekte edilmis (%30’luk hidrojen peroksit veya %10
poviodon-iodine (Batticon, Betadine, Iodeks, Isosol, Batiodin, Polyod) ve

9% 2,5’ luk sodyum hipoklorit (NaOCI) soliisyonu ile lastik ortii ve klemp

dise uygulanir, tiikiiriik emici yerlestirilir.

4. Dis yiizeyi, disi cevreleyen lastik ortii ve klempler aym soliisyonlarla tekrar
dezenfekte edilir.
5. Ornek almmasi esnasinda kontaminasyonun Oniine ge¢mek icin bu

soliisyonlarin etkinligi %5’lik sodyum tiyosiilfat ile inaktive edilir.



6. Steril bir frez ile kavite acilir, agiksa genisletilir. Pulpa odasimi perfore
edecek kadar yaklasildiktan sonra frez degistirilir ve yeni bir steril frez ile
pulpa tavani kaldirilir, kanal agizlar1 bulunur.

7. Steril bir 15-25 numara kanal egesi ile apekse kadar ilerlenir ve kok kanal

boyu tesbit edilir.

8. Onceden sterilize edilmis ve kanal icerisinde rahat hareket edebilecegi
diistiniilen captaki kagit koni, kanal icerisine itilir. Miimkiin olan en derin
sekilde ilerletilir, hasta agri duydugunu isaret veya telkin ediyorsa 1 mm
kadar geri cekilir. Hafifce oynatilarak kanal duvarlarina siirtiinmesi saglanir.
Bu vaziyette 60 s beklenir, sonra disart ¢ekilir.

9. Kanal igerisine siringa yardimiyla steril fizyolojik serum soliisyonu (26,28-
31), VMGALI veya LDTM enjekte edilir (9,32-34), calisma boyunda dise
gore belirlenen ebatta 25-35 no’lu Hedstrom ege ile kanal duvarlarindan
cevir-¢ek (reaming motion) yontemiyle aciga cikarilan dentin talaglari steril
kagit konilere emdirilir.

10. Kok kanalinin yenilenece8i olgularda, koroner giita-perka steril Gates-
Glidden frezler yardimiyla uzaklastirildiktan sonra apikal kisimdaki giita-
perka uygun H tipi ege yardimiyla uzaklastirilir. Kagit koniler ve kanal
egeleriyle yapilan islemler bu vakalara da uygulanir.

11. Kok kanali icerisindeki steril fizyolojik serum veya sivi besiyeri emdirilmis
kagit koniler (en az 3 tane) ve dentin talagi bulasmis kanal egesi (sap
kismindan steril pens ile kesilir) 6nceden hazir bulundurulan sivi besiyerine

daldirilir ve laboratuvara iletilir (23,26,28,30-32,35-39).

2-2.3 Endodontik Mikrobiyolojide Besiyerleri

Endodontik amaclar ile anaerop ekim yapilabilecek baslica besi yerleri ve

igerikleri soyledir:
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2-2.3.1 BHI Kanh Agar (Beyin-kalp-infiizyon-kanh agar)

Maddeler su icerisinde karistirilarak pH=7.4'e ayarlanir. Aseptik sartlarda
%5 defibrine koyun kani ilave edilir. Pek ¢ok anaerop bakterinin iiretilebilmesi icin

bu besiyerinde 5-7 giinliik inkiibasyonlari yeterli olmaktadir (22,23,25).

2-2.3.2 Zenginlestirilmis Tiyoglikolat Besiyeri

Icerisinde; Vit K1 soliisyonu (0.1 mg/ml), Sodyum bikarbonat (1 mg/ml),
Hemin (5 mg/ml), tavsan veya at kan1 (%10) bulunur. Genel amach olarak, disgenik*

Aktinomigesler i¢in kullanilabilir (22,23,25).

2-2.3.3 Pepton Maya Glukoz (PYG) Besiyeri

Bu besiyeri anaeroplarin antibiyotik duyarlilik testlerinde tiip diliisyon
yontemi i¢in kullanilir. Glukoz, bu besiyerinin terkibinden cikarilirsa bu besiyeri
PYG besiyeri adini alir. Bu durumda glukoz yerine bagka sekerler ilave edilebilir ve
anaerop bakterilerin seker fermentasyonlarinin incelenmesi amaci ile bazal besiyeri

olarak kullanilir (22,23,25).

2-2.3.4. Tiyoglikolat Besiyeri

Genel amach olarak kullamilabilir. Ayrica Aktinomigeslerin primer

izolasyonunda kullanilabilir. pH’s1 7.2’ dir.

* Disgenik: Gen yapisi degigmis, mutant.
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Bir renk indikatorii olarak resazurin ilave edilebilir. Kolay hazirlanmasi
nedeniyle bircok anaerobik calismada tiyoglikolat besiyeri kullanila gelmektedir

(22,23,25).

2-2.3.5 TSA Agar (Trypticase Soy Agar)

Triptikaz, pepton, NaCl, agar ve distile su karigtirilarak pH =7.3 + 0.2 olarak
ayarlanir, %5 defibrine koyun veya tavsan kani ilave edilip karistirihir. Biitiin

aneroplar i¢in genel kullanima uygundur (22,23,25).

2-2.3.6. Schaedler Agar

Schaedler Agar, anaerobik mikroorganizmalar i¢in cesitli formulasyonlarda
kullanilabilir. Vitamin K1 ve %5 koyun kani ilave edilmis hali hassas aeroplar ve
anaeroplar icin kullanilir. Ozellikle Bacteroides, Prevotella ve Porphyromonas gibi
hassas anaerobik bakteriler i¢in uygundur. Yiizde 5 koyun kani iceren, kanamisin ve
vankomisin ilave edilmis Schaedler K-V Agar Bacteroides and Prevotella tiirleri i¢in

secici besiyeri olarak kullanilabilir (40).

2-2.4 Kok Kanal Mikroorganizmalarinin Belirlenmesinde Kullamlan
Diger Yontemler

Rutin uygulamada tiir tanimlamasi, elde edilen 6rnegin yeterli tanitimini
yapmayan yiiksek diliisyonlu agarli petri kutular1 kullanilarak yapilmaktadir.
Diliisyonun elde edilmesinin yaninda fenotipik 0Ozellikler kullanilarak (kiiltiir)

enfeksiyoz ajanin tanimlanmasi, ¢ogu mikroorganizmanin iiremesi icin gerekli
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cevresel kosullart taklit etmekten wuzak oldugu icin ciddi hatalar ortaya
cikabilmektedir. Ayrica fenotipik karakterleri belirlemek de zordur. Bunlar ¢esitlilik
gosterebilir. Bazi tiirler, fenotipik olarak oldukg¢a farkli veya benzer davranmiglar

gosterebilirler (5,41-43).

Bugiin gezegenimizde yasayan bakterilerin biiyiikk cogunlugu iiretilemez.
Denizlerde ve karada bulunan mikroorganizmalarin %99’undan fazlasi laboratuvar
kosullar1 altinda ekilememektedir (44). Oral kavitedekiler de dahil olmak iizere insan
viicudunda bulunan mikroorganizma tiirlerinin cogunun {iretilemez oldugu da
bildirilmistir (45-47). Bu yiizden, kiiltiir almanin bakterilerin tanimlanmasi i¢in bir
‘altin standart’ olarak gosterilmesi ve kullanilmasi sorgulanmistir. Bu sekilde
ekilemeyen mikroorganizmalar, sadece genotipik o6zelliklerinin temeli iistiinde
tanimlanmalidir. Ciinkii genotipik Ozellikler, enfeksiyoz ajanin karakterizasyonu ve
tanimlamas: icin daha degerli bilgiler sunmakta, mikroorganizmanin iiretilmesine ve
izolasyonuna gereksinim duymaksizin klinik Ornekler iizerinde direkt olarak
mikroorganizmanin tanimlanmasina olanak saglamaktadir (41,48-52). Kary Mullis,
1987°de buldugu, 16S rRNA genini (53) kullanarak mikroorganizmalarin
DNA’larinin ¢ogaltilmasina dayanan polimeraz zincir reaksiyonu (PCR, Polymerase
Chain Reaction) ile (54) 1993 yilinda Nobel Kimya Odiili’nii kazanmistir. PCR,
diagnostik mikrobiyoloji alaninda ¢ogu hastaligin hizli ve etkili teshisini miimkiin

kilmaktadir (55-57).

2-3 PCR Yontemi

In vitro kosullarda ¢ogaltilan DNA’larin baslica kullanim amaclari, 6zgiin
bir DNA parcasinin bol miktarda elde edilmesi, molekiiler analizinin yapilmasi ve
genetik miihendisliginde rekombinant organizmalar elde etmek iizere gen aktarimi
icin kullanilmasidir (35,49).

Hiicrelerde DNA dogal olarak, replikasyon ile ¢ogalir. DNA ¢ift sarmalinda
birbirinden ayrilan ipliklerin tamamlayicilar1 sentezlenerek bir DNA molekiiliinden

onunla ayni1 olan iki yavru molekiil meydana gelir. Buna gore de hiicre boliinmesiyle
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yeni olusan hiicrelere tiim genler aynen gecerler. Her yeni hiicre jenerasyonunda
genlerin kopya sayilarinin iki katina ¢ikmasi nedeniyle jenerasyonlar boyunca DNA
miktar1 baslangica gore iissel olarak artar. Ornegin 30 jenerasyon sonra hiicre ve gen

sayisinda milyarlarca kez artis olur (56,57).

2-3.1 PCR'nin Temel Bilesenleri

PCR’de kullanilan ana ajanlar; c¢ogaltilacak olan kalip DNA, hedef
DNA’nin bilinen zincirini tamamlayici tek bir bant seklinde oligoniikleotidler
(primerler), ortamda fazla miktarlarda bulunan dort deoksiriboniikleosit
trifosfatlar (ANTP’ler), 1s1ya dayanikli DNA polimeraz (57), tampon ve MgCl,’diir
(58). PCR'da genomik DNA'lar, plazmid ve faj DNA'lari, cesitli genler ve hatta
herhangi bir DNA parcasi1 kalip olarak kullanilabilir. DNA polimeraz enzimleri,
kalip iplige tamamlayic1 bir DNA ipligi meydana getirmek iizere, orijinal kalip
iplikteki baz bilgisini kullanarak dort c¢esit deoksiriboniikleosit trifosfattan uzun
poliniikleotit zincirin sentezini kataliz ederler. Bu enzimler, sentezi baslatmak i¢in
kalip molekiildeki tamamlayic1 diziye baglanan kisa DNA parcgalarina (primerlere)
gerek duyarlar (56). Sentezin yonii 5' ugtan 3' uca dogru olup, primerin serbest 3'
hidroksil ucuna ortamdaki dNTP'lerin niikleofilik etki yapmalariyla, fosfodiester
baglarinin katalizi ve yeni DNA ipliginin polimerizasyonu saglanir. PCR'de en
yaygin olarak kullanilant Thermus aquaticus'dan elde edilen TagDNA polimerazdir
(57,58). Gen cogaltilmas1 dahil PCR'nin bircok uygulamasi i¢in kalip DNA'ya
tamamen tamamlayict olan primerlere gereksinim vardir. Genel olarak kullanilan
kalip ile yiiksek oranda baglanma saglayan primerler 20-30 niikleotid
uzunlugundadir (57,58). Primer tasarimi yapilirken cogaltilmas1 istenen DNA
dizisinin iki ucundaki dizisi bilinen kisimlar dikkate almir (56-58).
Deoksiriboniikleozid trifosfatlar (dAATP, dGTP, dTTP, dCTP) yiiksek saflikta ya
tek tek ya da dortlii karisim halinde ticari olarak saglanir. PCR i¢in en uygun dNTP
konsantrasyonu deneysel olarak belirlenmeli ve Taq/Amplitaq enzimlerine 6zgii bir

tampon (PCR Buffer) kullanilmalidir (57,58). MgCl,’iin Mg+2 iyonlart dNTP'ler ile
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cOziinebilir kompleksler olustururlar ve polimeraz aktivitesini stimiile ederler,
primer/kalip etkilesimini saglarlar. Bu nedenle MgCl,’tin PCR'nin 6zgiilliigii ve iiriin
verimi {izerinde ¢ok 6nemli bir etkisi vardir. MgCl, iceren tamponlar kullaniliyorsa,

ayrica MgCl, kullanimina gerek yoktur (58).

2-3.2 PCR’nin Olusum Mekanizmasi

PCR, cift iplikli bir DNA molekiiliinde hedef dizilere iki oligoniikleotid
primerin baglanmasi1 ve uzamasi esasina dayanir (35,49,56,57). Bir PCR dongiisii
denatiirasyon, primerin baglanmasi ve uzama olarak adlandirilan {i¢ asamadan olusur
(35,49-52,57). Ard1 ardina tekrarlanan denatiirasyon, primerlerin baglanmasi ve
primerlerin uzamasi evreleriyle DNA parcalar {issel olarak artar (35,53,55,57,58).
Bu iissel artisin nedeni, bir dongii sonucu sentezlenen iiriiniin, ardisik dongiide diger
primerler i¢in kalip gorevi yapmasidir. Her PCR dongiisii DNA molekiilii iizerinde
istenilen bolgenin iki katina ¢ikmasi ile sonuclanir (Sekil 1) (57,58).

Amplimer olarak da adlandirilan oligoniikleotid primerler, kalip DNA
molekiilii yiiksek sicaklik derecelerinde denatiire edildikten sonra, tek iplikli DNA
molekiilleri {izerinde kendilerine tamamlayici olan bolgelerle birlesirler. DNA
polimeraz enzimi, uygun tampon ve dort cesit deoksiriboniikleozid trifosfat (ANTP)
varliginda primerin 3' hidroksil ucundan uzamasinmi saglar. Boylece kalip DNA
ipligine tamamlayici olan yeni DNA molekiilii sentezlenmis olur (35,53,57).

Verimli bir polimeraz zincir reaksiyonu icin; denatiirasyon, primerlerin
baglanmasi, primerlerin uzamasi, dongii sayisi, PCR makinesinin sicaklik inis ve
cikis siireleri Onemlidir. Bu reaksiyon, amaca gore farkli mikro tiiplerde

gerceklestirilir degisik sicaklik dereceleri kullanilabilir (57,58).
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Sekil 1. PCR’nin olusum asamalari.

Kalip olarak kullanilan hedef DNA, bantlar1 birlikte tutan hidrojen
baglarinin kirilmasiyla sonuclanacak sekilde yiiksek derecelerde isitilir. Boylece
DNA iki ayr1 bant haline gelir (57). Genellikle en etkin denatiirasyon sicakliginin 92-
95°C oldugu saptanmistir (48,49,57,58).

Iki kisa DNA primeri, hedef DNA’nin her bandinda kendisi i¢in uygun olan
bolgelere tutunur. Yeni DNA zinciri, ortamda bol miktarda bulunan TagDNA
polimerazlarin primerlere tutunmasi ve bu suretle ilerlemesi neticesinde elde edilir
(57). TagDNA polimerazlarin polimerizasyon aktivitesi i¢in en uygun sicaklik
72°C’dir. Uzama agsamast i¢in ¢ogu zaman iki dakika yeterlidir. PCR {iriinii olan tiim
molekiillerde reaksiyonun tamamlanmasini garanti altina almak icin son dongiiniin
uzama siiresi cogunlukla uzun (10-15 dakika) tutulur (58). Tipik bir PCR reaksiyonu
ise 25- 40 siklustan olusur (57,58).
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2-3.3 PCR Yonteminin Avantajlar

PCR, tek bir ornekte 1-10 kadar bakteriyel tiir belirleyebilirken, diger
yontemler daha az belirleme oranlar1 gostermektedir. Selektif ortam kullanildig:
zaman kiiltiir yonteminin duyarliligi 10° hiicreye artmaktadir (59). Bu durumda PCR
yonteminin, diger tanimlama yoOntemlerinden 10-100 kat daha duyarli oldugu
goriilmektedir (59,60).

PCR’nin bu yiiksek sensitivitesi sonucu elde edilen diger bir avantaj da, kok
kanallarindan Ornek alinmasinda karsilasilan bazi zorluklar nedeniyle toplanan
bakteriyel hiicrelerin sayisinin ¢ok diisiik oldugunda ortaya ¢ikmaktadir (57). Ancak
sistem, ortam diger DNA’larla ve maddelerle oldukca karismis durumda olsa bile
zorlanmadan islemektedir (57).

Gerek biyokimyasal gerekse baska tekniklerle olsun kiiltiir ortaminda
mikroorganizmanin tanimlanabilmesi icin en az 8 saatlik bir inkiibasyon siiresi
gerekmektedir. Geleneksel kiiltiir yontemlerinde anaerobik bakterilerin tanimlanmasi
icin 7-14 giinliik, PCR i¢in ise sadece birka¢ saatlik siireye ihtiya¢ duyulmaktadir
(57).

2-3.4 PCR Yonteminin Dezavantajlari

PCR yonteminin en dnemli dezavantajlarindan biri, hazirlik ve uygulama
asamasinda oldukca hassasiyet gerektirmesidir. Ayrica konvansiyonel Kkiiltiir
yontemiyle kiyaslandiginda maliyeti oldukg¢a yiiksektir.

PCR’nin en 6nemli dezavantaji, ortamda bulunan canli mikroorganizmalarla
beraber 0lii mikroorganizmalarin DNA’sim1 da cogaltmasidir. Kiiltiir yonteminde
sadece canli hiicreler pozitif goriilirken PCR’de 6lii ve canli hiicreler birlikte

saptanmaktadir (57,58).
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2-3.5 PCR Uriinlerinin Belirlenmesi ve Analizi

Cogaltilmis iiriinlerin saptanmasi ve dogrulanmasi i¢in cesitli yontemler
kullanilabilir. Bu yoOntemler arasinda en basit ve genel olani elektroforezdir.
DNA'nin elektroforetik analizinin temeli, bu molekiiliin elektriksel bir alanda, jel
tizerindeki gociine dayanir. Agaroz ya da poliakrilamid jellerde, bir floresan boya
olan ve DNA ipliklerinin arasina giren, etidyum bromiir (EtBr) boyamas: ile iiriinler
goriilir. DNA'nin jelde goriiniir hale gelebilmesi etidyum bromiiriin DNA baglari
arasina baglanarak 300 veya 360 nm'de 15181 absorplamasi sonucu floresan etki
gostermesi ile olur. Bu etki DNA konsantrasyonuna bagh olarak kuvvetli veya zayif
olabilir Boyamadan sonra DNA, jelde bir UV transiliiminatorden yararlanilarak
goriilebilir hale gelir. Jelin kalict goriiniimii fotograflamak yolu ile elde edilir.
Boyutu bilinen isaret DNA'lar ve kontrol PCR f{iriinleri de ayni elektroforez jeline

uygulanir, boylece ¢ogaltilmis iiriiniin boyutu hakkinda fikir edinilir (57,58).

2-3.6 PCR Yonteminin Endodontik Calismalara Katkisi

Periodontal bir patojen olan Treponema denticola’nin, ilk kez PCR ile
enfekte kok kanallarinda yiiksek prevalans gosterdigi goriilmiistiir (61-63). Bir
spiroket olan Treponema socranskii ve Treponema vincentii’de PCR ile endodontik
olgularin biiyiik cogunlugunda tespit edilmistir (64). Gram negatif anaeroplardan biri
olan periodontal patojen Tannerella forsythensis ve Prevotella tannarae’de Kkiiltiir
yontemleriyle ©Onceden kok kanallarinda goriillmemesine ragmen endodontik
olgularin cogunda PCR ile tespit edilmistir (65-68).

Siyah pigmente Gram negatif anaerobik bir bakteri olan Porphyromonas
endodontalis ve Porphyromonas gingivalis’in PCR ile prevalansinin bilinenden daha
fazla oldugu goriilmiistiir (28,67,69-71).

Hashimura ve arkadaglar1 (72), PCR yontemiyle yaptiklar1 arastirmalarinda
Slackia exigua, Mogibacterium timidum ve Eubacterium saphenum’u Kok

kanallarindan elde etmis ve prevalanslarinin oldukca yiiksek olabilecegini
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bildirmislerdir. Fouad ve arkadaslann da (73) F. nucleatum’un endodontik
enfeksiyonlarda %82 gibi biiyiik bir oranda bulundugunu bildirmislerdir.

Enfekte kok kanallarindan ve akut periradikiiler abselerden aspire edilen pii
orneklerinde, PCR kullanilarak bir zorunlu anaerobik Gram negatif ¢comak olan
Dialister pneumosintes bulunmustur (74,75). Bu mikroorganizma, periradikiiler
enfeksiyonlu kanal 6rneklerinin %66’ sinda tesbit edilmistir.

Basarisiz endodontik tedavili disler acisindan bakildiginda ise ¢alismalarda
elde edilen bazi sonuglar su sekildedir:

Kanal yenileme gereken 22 persiste periradikiiler lezyonlu dis iizerinde
yapilan molekiiler calismada, orneklerin tiimiiniin hedef mikrobiyal tiirlerin en az
birini icerdigi goriilmiistiir. Olgularin %77’sinde pozitif olmak {izere en yaygin
bulunan mikrobiyal tiir E. faecalis olmustur. Diger en yaygin mikrobiyal tiirlerin
Pseudoramibacter alactolyticus (52%), Propionibacterium propionicum (52%),
Dialister pneumosintes (48%), ve Filifactor alocis (48%) oldugu goriilmiistiir.

Candida albicans, 6rneklerin %9’ undan elde edilmistir (36).

2-4 Oral Flora

Teorik olarak oral kavitede bulunan biitiin bu bakteri tiirleri pulpa nekrozu
sonrast kok kanali enfeksiyonuna katilma ve periapikal dokulara yayilabilme
kapasitesine sahiptir. Fakat oral kavitenin toplam florasi ile kiyaslandiginda sinirh
sayida bakteriyel grup ve tiiriin enfekte kok kanallarinda bulundugu bildirilmektedir
(76,77).

A8z icinde en fazla karsilasilan (%30-60) mikroorganizma Streptococcus
viridans’tir. Dissiz agizda Streptococcus mutans ve S. sanguis’e rastlanmazken,
cocuk, geng ve eriskin agizlarinda sayica da en fazla olan bakteriler Streptococcus

grubuna aittir (Tablo 1)(24).
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Tablo 1. Diseti olugundan izole edilmis mikroorganizmalar (24).

Grup Cins ve/veya tiir %
Gram pozitif fakiiltatif =~ Stafilokoklar, Enterokoklar, Streptococcus mutans, 28.8
kok S.sanguis, S. mitis, S.salivarius
Gram pozitif anaerop Peptostreptococcus spp 7.4
kok
Gram pozitif fakiiltatif =~ Korinebakteriler, Laktobasiller, Nokardialar, 15.3
¢omak
Gram pozitif anaerop Actinomyces bifidus, A. israeli, A.naeslundii, 20.2
comak A.odontolyticus, P.acnes, Lactobacillus buccalis,
Korinebakteriler
Gram negatif fakiiltatif =~ Neisseria spp 0.4
kok
Gram negatif anaerop Veilonella parvula, V. Alcalescens 8.7
kok
Gram negatif anaerop Bacteroides (Porphyromonas) melaninogenicus, 17.3
Gl B. Oralis, V. sputorum, E. nucleatum, S. sputigenum
Spiroketler Treponema denticola, T. oralis, T. macrodentium, 1.9
B. vincentii

Dil florasinda da en c¢ok fakiiltatif streptokoklarin (%38.3) bulundugu
bildirilmistir. Veillonella’lar % 14.3, fakiiltatif difteroidler %13 oraninda bulunur
(24).

Ciriik de, pulpa ve periapikal bolgenin enfeksiyonunda rol oynayan
bakteriler icin ana kaynaktir. Yumusak nekrotik dentinden ©rnek alindiginda,
laktobasillerin ve polisakkarit iireten streptokoklarin hakim oldugu, biraz daha
derinlere inildiginde Gram pozitif pleomorfik ¢omaklar1 iceren c¢esitli bakterilerin
bulundugu ciiriiklii dentinle karsilagilir. Disin %93’ti Gram pozitif ¢comaklari,
%32’si Gram pozitif koklari, %11.6’s1 Gram negatif koklari, %5’i Gram negatif
comaklart igerir. Laktobasiller, %50 den daha fazla oranlarda en yaygin tiir olarak

bulunurlar.

Gram pozitif pleomorfik comaklar ve filamentler %25 oran ile ikinci
siklikta mevcut olan mikroorganizmalardir. Bu grup Actinomyces, Bifidobacterium,
Propionibacterium ile beraber Rothia ve Eubacterium’lari icermektedir. Gram pozitif

anaerobik koklar (Streptococcus intermedius ve Streptococcus constellatus) %7
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oraninda, fakiiltatif streptokoklar (S. mutans, S. mitis, S. milleri ve S. sanguis) %6
oraninda bulunmaktadir. Veillonella en yaygin Gram negatif tiirdiir ve Prevotella
(Bacteroides) ve diger Gram negatif comaklar sporadik (nadir) bulunurlar (24).
Bugiin ise hassas anaerobik teknikler kullanarak laboratuvarda calisirken
calismanin farkli fazlarinda oksijene maruz kalmanin 6niine ge¢ildigi zaman enfekte
kok kanallarinda zorunlu anaerobik bakterilerin hakim oldugu, hatta floranin %901

kadarinin bu bakterilerden olustugu goriilmiistiir (77).

2-5 Kok Kanal Florasi

2-5.1 Kok Kanal Florasinin Taksonomisi

Bircok yeni organizma tiiri devamli tanimlanmakta ve Onceden bilinen
tiirler yeniden siniflandirilmaktadir. Ornegin siyah-pigmente Gram negatif anaerobik
comaklar bunun bir 6rnegidir. Baslangicta kanli agarda iireyen ve siyah pigmente
koloniler olusturan tiim anaerobik c¢omaklar tek bir tir “Bacteroides
melaninogenicus” olarak smiflandirilmaktaydi. Bu tiir simdi siyah-pigmente
anaerobik ¢omaklarin sekiz farkli tiiriine ayrilmistir. Siyah-pigmente sakkarolitik
tiirler Prevotella, asakkarolitik tiirler ise Porphyromonas genusu olarak

siniflandirilmistir (Tablo 2) (77).

Tablo 2. Bacteroides tiirlerinin tanimlamasindaki degisiklik.

Onceki Tamumlama Simdiki Tamimlama
Bacteroides asaccharolyticus Porphyromonas asaccharolytica
B. endodontalis P. endodontalis
B. gingivalis P. gingivalis
B. intermedius Prevotella intermedia
B. nigrescens P. nigrescens
B. melaninogenicus P. melaninogenica
B. denticola P. denticola
B. loesche P. loescheii
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Campylobacter rectus ve C. curvus yeniden simiflandirmaya o6rnek diger
bakterilerdir. Bu bakteriler de Onceden Wolinella recta ve W. curva olarak

isimlendirilmekteydi (77).

2-5.3 Mikrobiyal liskiler

Kok kanalindaki mikroorganizmalarin biyolojisi, cesitli faktorler tarafindan
diizenlenir. Kok kanalina giris serbest ve acik bir sekilde meydana geliyorsa tiikiiriik,
plak florasi ve ciiriikk lezyonu bu mikroorganizmalari etkiler ve bakteriler cogunlukla
streptokoklar, Gram pozitif fakiiltatif ve anaerobik ¢omaklarm hakim oldugu bir
flora meydana getirirler. Dentin tiibiilleri, fraktiirler, lateral kanallar veya kan yoluyla
giris de enfekte eden bakteriyal tiirlerin cesitliligini farkli yollarla etkilemektedir
(78).

Mikroorganizmalar kok kanalina girdigi zaman aralarinda bir yaris baslar.
Besin ve yer i¢in yarismadan ayri olarak bakteriler, hidrojen peroksitler, siilfiir
bilesikleri ve asitler gibi toksik metabolitlerin {iretimini i¢eren antagonistik giicler
yardimiyla diger bakterilere iistiin gelme yarisina girerler (8,78).

Bunun aksine, digerlerinin ortamda bulunmasindan fayda goren bakteriyel
tirler de vardir. Boyle pozitif bakteriyel iliski siklikla bilateraldir (simbiyoz) ve bu
durumda bakterilerin her ikisi de bundan avantaj gormektedir. Ornegin fakiiltatif
bakteriler tarafindan oksijenin tiiketilmesi anaerobik bakterileri destekler ve bu
durumdan her iki bakteri tiirli de faydalanir (8,78). Fakiiltatif bakterilerin oran olarak
azalmas1 ve anaerobik bakterilerin artmasi, oksijenin tiiketilmesi ve diisiik
oksidasyon-rediiksiyon potansiyeli nedeniyle meydana gelebilir. Bu durumda
zamanla anaerobik bakterilerin iiremesi desteklenir (77-79). Bakteriler, diger bakteri
iirtinlerini de besin olarak kullanabilirler (80).

Prevotella ve Porphyromonas tiirleri 6zel beslenme gereksinimlerine sahip
bir bakteri grubudur. Bu bakteriler i¢in vitamin K ve hemin gereklidir. Vitamin K,
diger bakteriler tarafindan olusturulabilir (77). Campylobacter rectus ise, hemin ile
iliskili bir biiyiime faktorii olusturmasi neticesinde bu tiirlerin iiremesini stimiile

edebilmektedir (77,80). F. nucleatum, kanallarda P. micros, P. endodontalis, C.
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rectus ve Selenomonas sputigena’nin bulunmasi ile pozitif iligkisi vardir. Eubacteria
da Peptostreptococcus tiirleri ile pozitif bir iligskiye sahiptir. P. endodontalis, F.
nucleatum, Eubacterium alactolyticum ve C. rectus ile pozitif olarak iligki icindedir
fakat P. intermedia ile aralarinda negatif bir iliski bulunmaktadir. Genelde fakiiltatif
streptokoklar diger bakterilerle ya iliski halinde degildir, ya da negatif bir iliskiye
sahiplerdir (77).

2-5.4 Enfekte Kok Kanallarinin Mikroflorasi

Genel olarak bakildiginda endodontik mikrobiyota hakkinda bilgilenmenin,
nekrotik pulpali disler ile basarisiz endodontik tedavili dislerin kok kanal
sistemlerinde bulunan mikroorganizmalarin tanimlanmasiyla miimkiin olabilecegi
sonucuna varilabilir (53). Oral kavitenin normal florasinda bugiin i¢in 500’den fazla
farkl tiirde bakterinin bulundugu bildirilmektedir (76,77,81). Biyo-iiriinlerinin pulpal
ve periapikal hastaliklarin baglica nedeni oldugu kabul edilen bakterilerle beraber,
kandida (1-4,9,29,30,32,37,82-86), sitomegalo viriis ve Ebstein-Barr viriis (87) gibi
enfeksiyon ajanlarinin bile kok kanallarinda bulunabilecegi bildirilmistir.

Bildirilen bu kadar fazla ve farkl tiirdeki mikroorganizmalara ragmen kok
kanallarindan yaklasik 150 kadar bakteri izole edilebilmis ve ekilebilmistir.
Arastirmalar, kok kanali basma 4-7 farkli tiirlin bulunabilecegini gostermektedir

(26,29,37,81,87).

2-5.4.1 Primer Enfekte Kok Kanah

Kok kanalinda primer enfeksiyon, mikroorganizmalarin pulpaya giris
yaptigi, pulpa dokusunda kolonize oldugu ve pulpa fonksiyonunun bozuldugu,
kanallarin heniiz tedavi edilmemis oldugu durumu tarif eder. Bu olgularda
mikroorganizmalar pulpaya siklikla, ciiriik kavitesinin direkt agilimi ile dentin

tiibiillerinin agizlarimin fazlaca agiga cikmasiyla sonuclanan kavite preparasyonu
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sonucu ulagirlar. Aksesuar kanal agizlarinin ac¢iga cikmasi, periodontal hastalikta
apikal foramen, erozyon, mine catlagi, restoratif prosediirler, anakorezis ve pulpanin
direkt acilimi da diger ulasim yollarindandir (26).

Primer endodontik enfeksiyonlardan izole edilen mikroorganizmalar, besin,
diisiik oksidasyon-rediiksiyon potansiyeli, pH, 1s1 ve bakteriyel iliskiler gibi ekolojik
kosullar tiremelerine uygun bir ortami yeterince sagladigindan dolayr yogun olarak
zorunlu anaeroplardan olusmaktadir (7,26). Bu tiir olgular, Sundqvist’in bir
calismasinda bildirdigine gore fazla sayida siyah pigmente Gram negatif anaeroplar
icermektedir (77). Periradikiiler lezyonlu kanal dolgulu disler ise daha cok Gram
pozitif bakteriler, ancak anlamli diizeyde daha az siyah pigmente c¢omaklar
icermektedirler (88). Diger yandan fakiiltatif anaerobik bakteriler bu olgularda
genellikle azinliktadir ve tedaviye direncli olgularda hakimdir (9).

Oral kavitede ¢ok fazla sayida bakteri bulunmasina karsin; nekrotik pulpali
kanallarda bulunan bakteri tiirleri, bakteriyel iligkiler, beslenme kosullar1 ve diisiik
oksijen potansiyeli gibi sebeplerle oldukca sinirlidir. Bu kosullar, periapikal kemik
rezorpsiyonunu stimiile eden direngli enfeksiyonlara yol acan, uzun siire hayatta
kalabilen ve ¢ogalan fakiiltatif ve zorunlu anaerobik mikroorganizmalarin floraya
hakim olmalarina yol acar (89).

Detayli calismalar; primer enfekte kok kanallarinda (6rn. Nekrotik pulpali
kok kanallarinda) zorunlu anaeroplarin, sekonder endodontik enfeksiyonlu dislerde
(6rn. basarisiz kanal tedavili dislerde) fakiiltatiflerin baska tiir mikroorganizmalardan
daha fazla liredigi ve hayatta kaldigini ortaya koymaktadir (9,29,37,90,91).

Nekrotik pulpali dislerin kanallarindan izole edilen bakteriler genellikle
Porphyromonas, Prevotella, Fusobacterium, Actinomyces, fakiiltatif streptokoklar,
Peptostreptococcus, Lactobacillius ve Eubakterium genusuna aittir (81,92-94) (Tablo

3).



Tablo 3. Asemptomatik enfekte kok kanallarinda yaygin olarak bulunan bakteri tiirleri (6).

Grup Koklar Comaklar
Gram pozitif S. sanguinis Actinomyces israeli
. . S. mitis A. naeslundii
mikroorganizmalar . .
S. mutans Eubacterium alactolyticum
Streptococcus anginosus E. lentum
Enterococcus faecalis E. nodatum
Peptostreptococcus micros E. timidum
P. anaerobius Propionibacterium propionicum
P.granulosum
Lactobacillius spp.
Gram negatif Capnocytophaga ochracea Fusobacterium nucleatum
. . C. sputigena Prevotella intermedia
mikroorganizmalar . . .
Veillonella parvula P. melaninogenica
Campylobacter rectus P. denticola
C. curvus P. buccae
P.buccalis
Porphyromonas gingivalis
P.endodontalis
Bacteroides gracilis

Konak doku, polimorfoniikleer 16kositler (PMNL), lenfositler gibi ¢esitli
enflamatuar hiicre tipleri, sitokinler gibi interseliiler aracilar, proteolitik enzimler gibi
kimyasal silahlardan olusan bir savunma mekanizmasina sahip olmasina ragmen,
viicut, nekrotik kok kanalindaki mikroorganizmalart elimine edememekte,
enflamatuvar proges iyilesme ile sonuglanamayabilmektedir. Kok kanal enfeksiyonu
ile konak savunma mekanizmasi arasindaki bu savas, sonunda periapikal dokularin
yikimiyla ve apikal periodontitisin olusumu ile sonuclanir (8).

Caligmalar,

apikal periodontitisin tedavi basarisindaki degiskenligin

mikrobiyal floranin kompozisyonundaki farkliliklarla iligkili  olabilecegini
gostermektedir (9).

Primer apikal periodontitisli bir disin kok kanali, genis bir bakteriyel flora
icerir. Genelde 3-6 farkli tiir bakteri tek bir diste bulunur. Genis lezyonlu disler,
kiiciik lezyonlu dislerden daha c¢ok bakteriyel tiir bulundurmaktadir. Zorunlu
anaerobik bakteriler, Streptokok gibi bazi fakiiltatif anaeroplarla beraber primer

apikal periodontitiste tipiktir (37) (Tablo 4).



25

Tablo 4. Apikal periodontitisli diglerde siklikla izole edilen mikroorganizmalar (29,77,78).

Grup Mikroorganizmalar
Gram negatif Prevotella spp. P.intermedia, P. nigrescens, P.bucca, P. oris
Anaerobik P. oralis, P. denticola
¢omak
Fusobacterium spp. Fusobacterium nucleatum,
Selenomonas Selenomonas spp.
Gram pozitif Peptostreptococcus Peptostreptococcus micros, P. anaerobius

Anaerobik kok  spp.

Gram pozitif Eubacterium Eubacterium spp.
Anaerobik ve o ]
Fakiiltatif Propionibacterium P. acnes
gomak Actinomyces A.viscosus, A. israelii, A. naeslundii
Lactobacillus Lactobacillus spp.
Gram pozitif Streptococcus spp. S.anginosus, S. intermedius, S. constellatus, S. mitis
Fakiiltatif kok

Endodontik tedavi baslamadan ©nce asemptomatik apikal periodontitisin
florasi, anaerobik bakterilerin hakim oldugu bir flora olarak ortaya ¢ikar. Boyle bir
ortamda 2-8 farkl: tiir izole edilebilmektedir. Pigmente olmayan ve siyah pigmente
Prevotella tiirleri, Gram pozitif anaerobik ve fakiiltatif comaklarla beraber siklikla

izole edilir. Streptococcus tiirleri de yaygin sekilde bulunur (78) (Tablo 5).



Tablo 5. Kronik apikal periodontitisten yaygin olarak izole edilen mikroorganizmalar

(8,78,95).

Grup

Mikroorganizmalar

Gram negatif anaerobik

comak

Gram pozitif anaerobik ve

fakiiltatif comak

Gram negatif anaerobik kok
Gram pozitif anaerobik kok
Gram negatif fakiiltatif
Comak

Gram pozitif fakiiltatif kok

Mantar

Prevotella spp.

Porphyromonas spp.
Fusobacterium spp.
Campylobacter spp.
Selenomonas spp.
Treponema spp.
Bacteroides spp.

Actinobacillus spp.
Eubacterium spp.
Propionibacterium spp.

Actinomyces spp.

Lactobacillus spp.
Veillonella spp.

Peptostreptococcus spp.

Eikenella spp.
Capnocytophaga spp.

Streptococcus spp.

Candida spp

P.intermedia, P. nigrescens
P.oris, P. oralis, P. denticola
P. gingivalis

F. nucleatum

C. rectus

Selenomonas spp.

T. denticola

B. forsythus

A. Actinomycetemcomitans
Eubacterium spp.

P. acnes

A.viscosus, A. israelii

A .naeslundii, A. odontolyticus
Lactobacillus spp.

Veillonella spp.

P.micros.

E. corrodens
Capnocytophaga spp.
S.anginosus, S. intermedius
S.constellatus, S. mitis
S.sanguis, S. oralis

Candida albicans

Fabricius ve arkadaslar1 (96,97) maymunlarda yaptiklar1 ¢aligmalarinda ayr1
ayr1 ve kombine halde bakterileri inokule ettiklerinde olusan periapikal reaksiyonlari
incelemislerdir. Bakteriler, yasamlarin1 devam ettirebilmeleri ve periapikal lezyon
olusturabilmeleri acgisindan incelendiginde bir bakteri tiirii kiiciik veya orta diizeyde
periapikal lezyona neden olurken, bakteri kombinasyonlarinin ciddi seviyede lezyona

neden olduklar1 goriilmiistiir.
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2-5.4.2 Sekonder Enfekte Kok Kanal

Kok kanalindaki sekonder enfeksiyon, kanal tedavisi yapilmis bir disteki
mikrobiyal enfeksiyonu, dolayisiyla bir basarisizligi tanimlamaktadir (26).
Olgulardaki basarisizligin ¢ogunun nedeni tedavi sirasindaki teknik problemler (29),
kanal i¢i enfeksiyon varlii (84) veya kanal boyunca koronal yolla
mikroorganizmalarin = sizintisidir  (23,32,78,90,98-101). Bu sizint1 neticesinde
mikroorganizmalar, gozden kacan kanallar ile enstriimante edilmemis kanal
bolgelerinde lokalize olabilmekte ve kemomekanik prosediirlere ragmen hayatta
kalabilmektedirler (9,29,91,102).

Yukarida bahsedilen noktalarin yaninda, apikal radyolusensi gosteren kanal
dolgulu her diste sadece kanal ic¢i enfeksiyonun bulundugu diisiiniilmemelidir.
Periapikal kist (103), ekstraradikiiler enfeksiyon (104), yabanci cisim reaksiyonu
(105) veya skar dokusu formasyonu da benzer goriintiiye neden olabilmektedir
(32,106).

Sekonder enfeksiyonlarda, primer enfeksiyonla kiyaslandiginda siklikla
izole edilen bazi mikroorganizma tiirleri 6n plana c¢ikmaktadir. Bunlar; E.
faecalis/faecium grubu, enterik Gram negatif fakiiltatif ¢omaklar, koliformlar,
Pseudumonas tiirleri (32,100,107), Streptococcus gibi fakiiltatif mikroorganizmalar
(9,29,90,91) ve Peptostreptococcus micros (26) gibi zorunlu anaerobik bakterilerdir.
Koagiilaz negatif stafilokoklardan olan Staphylococcus saprophyticus ve
Staphylococcus haemolyticus da klinik olarak en siklikla karsilagilan tiirlerdir (86).
Bununla beraber E. faecalis, en siklikla izole edilen ve kanalda hakim oldugu
goriilen  mikroorganizmadir  (9,29,32,37,88,91,99-101,106).  Primer  apikal
periodontitiste bulunmayan veya nadir bulunan mantarlar ve Gram negatif enterik
comaklar gibi baz1 mikroorganizmalarin da bu tiir olgularda sayisinin artmis oldugu
bilinmektedir (9,29,32,36,37,84-86,90,108-113).

Basarisiz endodontik tedavi sonrasi kok kanallarinin florasi, tedavisi heniiz
yaptlmamis kok kanallarimin  mikrobiyal florasina oranla oldukca farklidir
(9,29,37,114). Nekrotik kanallar tipik olarak kanal basina 4-7 tiir olacak sekilde
Gram pozitif ve Gram negatif mikroorganizmalarin ortalama esit oranda bulundugu

ve anaerobiklerin hakim oldugu polimikrobiyal bir floraya sahip iken (32,69,94),
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kanal yenileme olgulan fakiiltatif ve zorunlu anaeroplarin dengede oldugu ya da E.
faecalis’in 6ne ciktigr fakiiltatif anaerobik Gram pozitif tiirlerin hakim oldugu, tiir
acisindan oldukca sinirli bir floraya sahip bir mono enfeksiyon olarak ortaya cikar

(9,26,29,37,90,91) (Tablo 6).

Tablo 6. Sekonder enfeksiyonda (direngli kok kanal enfeksiyonu) siklikla izole edilen
mikroorganizmalar (8,9,29,32).

Grup Mikroorganizmalar
Gram pozitif fakiiltatif kok Enterococcus spp. E. faecalis
Streptococcus spp. S.anginosus,S. intermedius

S.constellatus, S. mitis

S.sanguis, S. oralis

Gram pozitif anaerobik kok Peptostreptococcus spp.  P.micros

Gram pozitif anaerobik ve Actinomyces spp. A.viscosus A. israelii
fakiiltatif comak A. naeslundii

Gram negatif anaerobik ve Bacteroides spp. B. forsythus

fakiiltatif comak

Mantar Candida spp. Candida albicans

2-5.5 Enterococcus faecalis

Enterokoklar, insanda GIS yollarinda, oral kavitede ve vajinada normal flora
dahilinde bulunur. E. faecalis, normal oral floranin bir parcasidir fakat enstriimante
edilmemis enfekte kok kanallarinda ¢ok az sayida bulunur (9,29,32,36,37,90,114-
116).

2-5.5.1 Enterococcus faecalis’in Endodontik Acidan Onemi

Enterokoklar, en zor kosullarin bulundugu ortamlarda bile yasamlarini

devam ettirebilmektedirler. Kok kanallarindaki ¢ogu bakteri, birbirleriyle simbiyotik
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iliski icerisinde bulunmalarina ragmen E. faecalis buna ihtiya¢ duymaz (115,117).
Yiizde 6.5°luk NaCl icerisinde, pH’1 9.6 olan 10-45 C° 1s1 araligindaki bir ortamda
tireyebilir (115) ve 1s1s1 60 C° olan ortamda 30 dakika yasamini devam ettirebilir,
ultraviyole 1s1malara kars1 direng gelistirebilir (115,118,119).

E. faecalis, ani degisen ortamlara da kolaylikla uyum saglayabilir. Subletal
stres* sartlarina  onceden maruz birakilmalart durumunda, safra tuzu,
hiperozmolarite, 1s1, etanol, hidrojen peroksit, asidite ve alkalinitenin normalde
oldiiriicii dozlarina daha az duyarh hale gelmektedir. Dahasi bu ani degisen sartlara
kars1 capraz koruma gelistirdigi goriilmiistiir (120-122). Cevresel streslere maruz
kaldig1 zaman bakterinin yasam mekanizmalar1 bu streslere adapte olabilir, sartlar
eski haline doniince de tekrar yasamina devam edebilir (123).

E. faecalis’in bu degisen sartlara uyum saglama ve tolere etme kapasitesi,
diger tiir mikroorganizmalara kars iistiinliigiinii ortaya c¢ikarmakla beraber, kanal i¢i
medikamentlere ragmen hayatta kalabilmesini yeterince agiklamaktadir.

E. faecalis kok kanallarina girer, antibakteriyellere ragmen yasar, ¢cogalir ve
direncgli hale gelir. Heniiz kanal tedavisi yapilmamis dislerde cok az miktarda
bulunabildiginden elimine edilebilir (29). Fakat, seanslar arasinda etkili ortiileme
yapilamadiysa veya fazla sayida tedavi seanst yapilmasi neticesinde kanal icerisinde
yiikksek oranda E. faecalis’e rastlanabildigi bildirilmektedir (100). Yani, bu bakteri
kok kanallarina tedavi esnasinda girmektedir (100,124).

In vitro c¢alismalar, E.faecalis’in dentinal tiibiillere ilerleyebildigini
gostermektedir (107,125). Halbuki cogu bakteri bu yetenege sahip degildir. Hayvan
calismalarinda, farkli bakterilerin saf kiiltiirleri kok kanallarina inokiile edildigi
zaman digerlerinin aksine kok kanalinda kolonize oldugu ve baska bakterilere ihtiyag
duymaksizin hayatta kalabildigi goriilmiistiir (96). Bu nedenlerle, ozellikle kanal
yenilenmesi olgularinda diger mikroorganizmalara nazaran 6n plana ¢ikmaktadir.

Bugiin kullandigimiz cogu antibakteriyel materyalle bu bakterinin
eliminasyonu oldukca zordur. Bazi calismalar, E.faecalis’in kalsiyum hidroksite
kismen direncli oldugunu bildirmektedir (9,100,125-127). Bu belki de optimal

sitoplazmik pH diizeyinin gelismesini saglayan proton pompasi mekanizmasi yiiziin-

*Subletal stres: Organizma iizerinde 6ldiiriicii olmayan yiiksek derecede stres
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dendir (126,127). Bu yiizden kalsiyum hidroksitin sekonder apikal periodontitisli
kanal yenileme olgularinda dezenfektan olarak kullanimi tartismalidir (9,100,125).
Berber ve arkadaslar1 (128), kok kanallar1 ve dentin tiibiilleri icerisindeki E.
faecalis’e karst farkli konsantrasyonlardaki (%5.25-2.5-0.5) sodyum hipokloritin
etkinligini inceledikleri caligmalarinda, dentin tiibiilleri analiz edildiginde test edilen
en etkili irigan soliisyonun %5.25’lik NaOCI oldugunu gostermislerdir. Sukawat ve
Srisuwan ise (129), 3 farkli kalsiyum hidroksit formiiliiniin E. faecalis’le enfekte
dentin iizerindeki antimikrobiyal etkinligini inceledikleri caligmalarinda distile su,
%0.2°1ik klorheksidin ve CMCP karisimli formiilasyonlarin 7 giin uygulanmasi
sonrast CMCP ve kalsiyum hidroksit karistminin dentinal tiibiil dezenfeksiyonunda
tamamen etkili oldugu goriilmiistiir. Kalsiyum hidroksitin diger karisimlart etkili
bulunmamistir. Bu calismay1 destekleyen bir diger ¢calismada da (130) E. faecalis’e
karst kalsiyum hidroksit ve klorheksidin karistminin etkinligi incelenmis,
E.faecalis’e kars1 kalsiyum hidroksitin klorheksidinin etkinligini degistirmedigi fakat

yaygin endodontik patojenlere karsi ilave etkinlik sagladigi sonucu elde edilmistir.

2-5.5.2 E. faecalis’in Direncli Olmasim Saglayan Yapisal Elemanlar: ve
Fonksiyonlari

Agregasyon substans (AS), plazmid* degisiminin olmas1 icin verici ile
alic1 bakteriler arasindaki etkili ylizey temasimi saglayan plazmid kodlu bakteriyel
adezindir. AS, verici hiicre tarafindan salinirken, bakteriyel konjugasyonun*
olusabilmesi icin alici hiicre yiizeyinden de BS’nin (baglayici substans) salimi
gereklidir. AS ile BS’nin kombinasyonu siiperantijen aktivasyonuna neden olur
(131). Siiperantijenler; bakteriler, viriisler, parazitler ve mayalar tarafindan salgilanan
ve doku hasartyla sonuglanan, enflamatuvar sitokinlerin salimim takiben T-
lenfositlerin stimiilasyonuna neden olan molekiillerdir (115). AS, karsilikli bakteriyel

cekim islemi siiresince, bakterinin diger dkaryotik hiicrelere ve kollagen Tip I iceren

*Plazmid: Kendi kendini esleyebilen, kromozomdan ayr1 bir DNA pargast.

*Konjugasyon: Hiicre temasi yoluyla bakteriler arasinda genetik malzeme aktarimi.
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ekstraseliiler matrise (ESM) yapismasi icin aracilik etmektedir (115).

Bununla beraber, E. faecalis’in Tip 1 ve Tip IV kollagen iceren ESM
proteinleriyle biitiinlesmesinde (115) katkis1 oldugu gosterilen bir proteinimsi yapi
(Ace) tanmimlanmustir (132,133). Ace genindeki parcalanmanin, E. faecalis’in

kollagen matrisine baglanmasinda hasar olusturdugu bildirilmektedir (134) (Tablo 7).

Tablo 7. E. faecalis’in viriilans faktorleri ve fonksiyonlari.

Faktor Fonksiyon
AS, Yiizey adezinleri, LTA Adezyon ve kolonizasyon
AS, EfaA geni, LTA Konak savunmasina direng
Sitolizin, AS-48, Diger bakteriosinler Diger bakteriler iizerinde inhibisyon
LTA, Ekstraseliiler siiperoksit anyonu Doku hasar1
Jelatinaz, Hyaliironidaz, Sitolizin
Seks feromonlari, LTA Enflamasyonun indiiksiyonu

Enterokokal gen ESP (enterokokal yiizey proteini), yiikksek molekiil
agirhikli yiizey proteinidir (135,136). Esp, E. faecalis’in abiotik (canli olmayan)
yiizeylerde biofilm formasyonu ile primer tutunmasini tesvik etmektedir (137).
Bununla beraber, E. faecalis tarafindan olusturulan biofilm medikament uygulanmis
dentin duvarlarinda da goriilmektedir. Bunun, enfekte kok kanallarinda Ca(OH),’in
bakterisidal etkisinden korunmay1 sagladigi bildirilmistir (127).

E. faecalis tarafindan EfaA geninin iiretimi yaygin olarak goriilmektedir
(138). Hayvan calismalarinda, EfaA genine sahip olma acgisindan E. faecalis
incelenmis ve bu gene sahip olan E. faecalis’in sahip olmayandan daha uzun hayatta
kaldig1 rapor edilmistir (139).

Lipoteikoik asitler (LTA), Gram pozitif bakterilerin hiicre yiizeylerinde ve
streptokok ile laktobasillerin sivi kiiltiirlerinde ~ bulunur. LTA’nin hiicrelere
baglanmanin yaninda hidroksiapatite olan yiiksek afinitesi de gozlemlenmistir. Bu
sekilde dis yiizeylerinde Gram pozitif kolonizasyonu da saglanmaktadir (115).

LTA’in ratlara intragingival enjeksiyonunu takiben periodontal dokularda
ciddi enflamatuvar lezyonlar ve kemik rezorpsiyonu goriilmiistiir (115). E. faecalis
veya diger Gram pozitif bakteri tiirlerinden izole edilen LTA, enflamatuvar yanitin

cesitli fazlarinda rol oynadiklar1 bilinen medyatorlerin salimi i¢in 16kositleri stimiile
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etmektedir (115). Bununla beraber, trombosit aktivasyon faktorii ve histamin gibi
ikincil medyatorlerin  salim1  vasitasiyla vaskiiler gecirgenligi arttirmaktadir
(140,141). Daha da 6nemlisi, hiicrenin duvarlarinin otolizisini engellemektedir. Bu
durumda hiicre duvarina etki eden antibiyotiklerin etkinligi yeterince giiclii
olmamaktadir (115).

E. faecalis’in baz1 seks feromonlari ile inhibe edici peptidlerinin siiperoksit
tiretimini, lizozomal enzim sekresyonunu arttirdigi, notrofiller i¢in ise kemotaktik
etki gosterdigi bulunmustur (142).

Siiperoksit anyonu, enflamatuvar hastaliklarin dahil oldugu cesitli doku
hasarlarina neden olan oldukca reaktif oksijen radikalidir. Izole edilen 91 tip
E.faecalis’in 87’sinin ekstraseliiler siiperoksit radikali iirettigi bulunmustur (143).
Siiperoksitle beraber diger oksijen radikallerinin lipid, protein ve niikleik asit gibi
biyolojik yapitaglar1 iizerinde yikici etkileri vardir. Notrofil ve diger fagositik
hiicreler, mikroorganizmalar1 o6ldiirmek i¢in siiperoksit iiretirken, bu esnada
enflamasyon bolgesinde doku hasarina da neden olurlar. Periapikal lezyonlardaki
fagositik hiicreler tarafindan siiperoksit iiretimi ile bunun eliminasyonu arasindaki
denge degistigi zaman periapikal bolgede yikilma ile kronik apikal periodontitisteki
kemik kaybina neden olunmus olur (115).

Jelatinaz, matris metalloproteinaz ailesinin (MMP) bir iiyesidir ve
enflamatuvar, epiteliyal, fibroblast, osteoklast gibi memeli hiicrelerinin ¢ogu
tarafindan yapilabilir. Bakteriyel jelatinazinkine benzer sekilde konak jelatinazi da
ekstraseliiller matris c¢okeltici  fonksiyonlar1 arasindan dokularin tamir ve
formasyonunun diizenlenmesi gibi normal fizyolojik proceslerde rol oynar (115).
Jelatinazin inhibisyonu, doku Kkiiltiir incelemelerinde (144) ve deneysel periodontal
hastalik modellerinde (145) kemik rezorpsiyon oranini azaltmastir.

Hyaliironidaz, hyaliironat ve hyaliironan seklinde hyaliironik asittir ve
doku hasariyla yakindan iliskili indirgeyici bir enzimdir (115). Bag dokusunun
mukopolisakkarit kismini depolimerize eder ve bu durumda bakteriyel invazyon artar
(115,146-148). Yani; hyaliironidaz kok kanallarindan periapikal lezyon igine
bakterilerin go¢iinii kolaylastirabilmektedir.

Sitolizin olusturan bakteriler, bilinmeyen bir mekanizmayla cyIL geni

sayesinde lizisten korunur (147,148). Eritrositler, PMNL’ler ile makrofajlar ve Gram
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pozitif organizmalarin biiyiilk kismi (Gram negatifler degil) sitolizin’in hedef
hiicreleri arasindadir. Bir hipotez olmakla beraber, E. faecalis’in sitolizisinin
bakteriosin etkisi, Gram negatiflerin kolonizasyonunu destekler (115). Bir ¢calismada;
CylILy ve CylLs genleri, sitolizinin striiktiiral subiinitleri olarak kabul edilen, oksijen
seviyesindeki degisikliklere yanmit olarak regiile edilir ve daha fazla sitolizin,
anaerobik kosullar altinda olusur (149). Endodontik ac¢idan baktigimizda bu durum
oldukca onemlidir. Aeroblar tarafindan oksijenin tiiketilmesini takiben kok kanalinda
E. faecalis anaerobik kosullarda bulunabilir. Anaerobik kosullar, kok kanalindaki
bakteriyel biyofilm tabakalarinda da egemendir ve E. faecalis biyofilm olusturma
kapasitesine de sahiptir (127).

AS-48, E. faecalis S-48’den orijinal olarak izole edilen plazmid kodlu
peptid antibiyotiktir. AS-48, Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerin biiyiik
cogunlugu iizerinde litik aktivite gosterir. AS-48’in hedef hiicreler tizerindeki etkisi,
sitoplazmik membran potansiyelinin azalmasiyla basarilan iyon gecislerinin

indiiksiyonu seklindedir (115).

2-5.5.3 E. faecalis’in Yayginhg

E. faecalis bir calismada, 19 basarisiz endodontik tedavili kanalin 6’sindan
tek basina izole edilebilmistir (26). Baz1 eski caligmalar, 8 endodontik hastanin
6’sinda oral oOrneklerde Enterococcus genusuna ait bakterilerin bulundugunu
bildirmektedir (124). Bunun aksine oral gargara Orneklerinde E. faecalis’in
prevalansini inceleyen bazi calismalarda ise toplam 130 endodontik hastanin
%17’ sinden daha azinda bu bakterinin bulundugu bildirilmektedir (150,151).

Sedgley ve arkadaslar1 (124), dilden, gargaradan, gingival sulkustan ve kok
kanallarindan 6rnek aldiklar1 41 endodontik hastada (136 dis) kiiltiir ve PCR ile
yaptiklart incelemede FE. faecalis’i en c¢ok dilden aldiklarni Orneklerde
gozlemlemislerdir. Hastalarin %68’inde E. faecalis’i bu bolgelerden (dil (%43),
gargara (%10), gingival sulkus (%14)) izole ederlerken kok kanallarinin %5’ inde
ilgili bakteriye rastlamiglardir. Arastiricilar kok kanallarindaki bu diisiik oram

retreatment olgularinin toplam olgulardaki diisiik oranina baglamiglardir.
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E. faecalis, nekrotik pulpal tedavi edilmemis dislerin ana florasinin kiiciik
bir boliimiinii olusturmakta (94,96), kronik apikal periodontitisli kok kanal dolgulu
dislerde %23-70 gibi yiiksek oranlarda izole edilmektedir (9,27). Ustelik bu dislerde,
diger bakteriler olmaksizin tek basina (monokiiltiir) bulunabildigini bildiren
caligsmalar da mevcuttur (29,96,152).

Periradikiiler lezyonlu kanal dolgulu dislerde E. faecalis’in oranini arastiran
caligmalar farkli izolasyon teknikleri ve saptama yontemleri nedeniyle %0-77 gibi

genis bir aralikta sonuglar rapor etmistir (Tablo 8).

Tablo 8. PCR ve kiiltiir ile yapilan caligmalarda periradikiiler lezyonlu kanal dolgulu
dislerde bulunan E. faecalis oranlari.

Calisma Yil Yontem E. faecalis

Moller (27) 1966 Kiiltiir % 29
Sundqvist ve ark.  (29) 1998 Kiiltiir % 38
Molander ve ark.  (9) 1998 Kiiltiir % 47
Peciuliene ve ark. (114) 2000 Kiiltiir 9% 70
Peciuliene ve ark. (37) 2001 Kiiltiir % 64
Hancock ve ark. (32) 2001 Kiiltiir % 30
Cheung ve Ho (86) 2001 Kiiltiir % 0O

Rolph ve ark. (153) 2001 PCR % 0

Pinheiro ve ark. (90) 2003 Kiiltiir % 53
Siqueira ve ark. (36) 2004 PCR % 17
Kaufman ve ark. (88) 2005 PCR % 5.5
Fouad ve ark. (116) 2005 PCR 9% 22
Sedgley ve ark. (124) 2006 PCR %10

2-5.6. Mantarlar

Mantarlar, fotosentetik olmayan dkaryotik mikroorganizmalardir. Goriiniim
bakimindan iki tiir yap1 gosterirler. Bir kism1 ¢ok hiicreli ipcikler olusturarak gelisen
kiiflerdir (20,21) ve, dallanmis silindirik tiibiiler sekilli multiseliiler filamentdz yapi
gosterirler. Tek bir filamente hif denir. Hifler, ya boliimlii ya da koenositik (ara

duvarlar olmaksizin ¢ok hiicreli) sekildedir (113). Yaklasik 2-10 pm eninde,
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bakterilerden daha genis ve dallanan ipcik bi¢ciminde olusumlardir. Uygun bir
ortamda cogalan bu mantarlarin olusturduklari, gozle goriilen smirhi kitlelerine
micelyum adi verilir. Migelyumlar hiflerin ug¢larindan uzamalari, dallanmalar1 ve
birlesmelerinden olusmus bir orgiidiir (20,21,113).

Mantarlarin bir kismi ise tek hiicreler seklinde liremek suretiyle oval ya da
yuvarlak, yaklasik 3-5 pm c¢apinda olusumlardan yapili bicimde bir bakima
bakterilere benzeyen mayalardir (20). Hiicre, ana hiicrenin disina dogru

tomurcuklanma seklinde yeni bir hiicre formasyonu gosterebilir (113) (Sekil 2).
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Sekil 2. Maya hiicrelerinin sematik formlari.
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Bazi mantarlar icin kiif ya da maya ayirimi yapmak c¢ok giictiir. Bunlar
bulunduklar1 ortam kosullarin etkisi ile zaman zaman bir goriinlimden digerine
gecmektedirler. C. albicans'n 4 degisik sekil olusturarak gelistigi goriiliir
(pleomorfizm) 1) Psodohif, 2) Maya hiicresi, 3) Klamidosporlar (Klamidokonidiler),
4) Gergek hif (¢ok seyrek olarak) (154).

2-5.6.1 Mantarlarin Yapisi

Mantarlar, niikleer membranla c¢evrili bir c¢ekirdege sahiptir. Hiicre
membrani steroller igeren lipitler ve glikoproteinlerden olusur. Mantar hiicre
duvarlar1 mimari olarak bitkisel hiicre duvarmm andirir. %80-90 oraninda protein,
lipit ve polifosfatlardan olusan polisakkaritler ile inorganik iyonlardan olusur (155).
Bir N-asetilglukozamin polimeri olan kitin mantar hiicre duvarlarinin yaygin bir
bilesenidir. Bu sekilde rijit bir yapiya sahip olur. Bununla beraber hiicre duvarlari
selilloz da icermektedir. Glukan, mannan, galaktosan ve kitosan gibi polisakkaritler
ise bazi mantar hiicre duvarlarinda kitin veya seliilozun yerini almistir (113,154).

Beslenme, bu hiicre duvar1 yoluyla alinan nitrojen ve karbon bilesiklerine baglidir

(8).

2-5.6.2 Oral Mantarlarin Siniflamasi

Oral mayalar, Saccharomycetaceae, Endomycetaceae, Dipodascaceae ve
Lipomycetaceae olarak 4 aileye ayrilan Endomycetes sinift ve Ascomycota
divizyonuna aittir. Klinik olarak en Onemli oral mayalar Saccharomycetaceae

ailesinden ve Candida genusundan olanlardir (8).
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2-5.6.3 Oral Mantar Tiirleri

Mantarlar, oral kavitede sik rastlanilan firsat¢1 patojenlerdendir. Herhangi
bir oral rahatsizligi olmayan bireylerin ortalama ii¢cte birinin agzinda mantarlara
rastlanmistir (111).

Ortalama 50.000 civarinda mantar tiirii oldugu, bunlarin 200 kadarinin
hayvan ve insanlarda hastaliklara neden oldugu bilinmektedir. Kandida ve
Aspergillus ailesinin iiyeleri ise en sik rastlanilan firsat¢i patojenlerdendir (113).

Dilin dorsumu C. albicans i¢in birincil, diger bolgeler ise sekonder oral
habitattir (113). Supragingival alan ve mukoza, dentin, kok, subgingival alan ve
periodontal cepler bu tiir sekonder kolonizasyon alanlarindandir (113,156). C.
albicans’in yaninda biiyiilk cogunlukta C. glabrata, C. guilliermondii, C.
parapsilosis, C. krusei, C. inconspicua, C. dubliniensis, C. tropicalis ve
Saccharomyces tiirleri’'ni iceren mantarlar da oral kaviteden izole edilmislerdir
(23,78). Oral kavitede C. albicans insidans1 saglikli eriskinlerde %30-45 arasindadir
(157).

2-5.6.3.1 Kandidalar

En 6nemli oral mantar genusu kandida, bunlar i¢inde en hakim olan kandida
tirli ise Candida albicans’tir. Bunu, C. glabrata, C. krusei, C. tropicalis, C.
guilliermondii, C. kefyr ve C. parapsilosis takip eder. Son c¢alismalar, C.
dubliniensis’in de bulundugunu gostermistir (8).  Candida dubliniensis, C.
albicans’la iligkili olarak belirlenmis yeni bir tiirdiir ve saghikli bireylerin oral
florasinda nadiren goriiliir (111).

Kandidalar Deuteromycota'da Blastomycetes siifinin  Cryptococcales
takiminda Cryptococcaceae ailesinde siniflandirilan, blastosporlarla cogalan, yalanci
hif yapan, gercek hif yapmalari nadir olan ve eseyli sekilleri Hemiascomycetes
sinifinda bulunan bir grup anamorf (eseysiz iireyen) mayadir. Bugiin icin kabul

edilmis 220 kadar tiirii bulunmaktadir. C. albicans ve diger baz1 Kandida tiirleri
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bir¢cok saglam insanin agiz-bogaz, vajina, deri, barsak ve digkilarinda bulunmakta,
direncin kirildigr durumlarda hastalik yapabilmektedirler. Kandidalar basik kiire
seklinde, silindirik  olabilen, 2-8x3-15 mm  boyutlarinda  &karyonlu
mikroorganizmalardir ve tomurcuklanarak cogalirlar. Tomurcuklanarak meydana
gelen yavru hiicre ana hiicrenin aynidir, ana hiicreden ayrilabilir veya ayrilmaz.
Ayrilmay1 basaramayan hiicre tomurcuklari, yalanci hif seklinde zincirler, seyrek
olarak bazen de gercek hife benzeyen bir ag olustururlar (154).

Klamidosporlara sahip olma C. albicansin en belirgin o6zelligidir ve
herhangi bagka bir Kandida tiirii tarafindan nadiren meydana getirilir. Bu bakimdan
C. albicans 1ile diger Kandidalarin ayirdedilmesini saglarlar. Kandidalar,
Klamidosporlar sayesinde yedek besin depolarlar ve yuvarlak/kalin duvarli bu
olusumlar sayesinde acliga ve diger cevresel sartlara karsi canlilifi koruyabilecek
uyum gelistirirler. Klamidospor iireten ve 1995'de ayr1 bir Kandida tiirii olarak kabul
edilen C. dubliniensis'in klamidosporlarinin digerlerinden farkli olmasi énemli bir

fenotip ozelligidir (154).

2-5.6.4 izolasyon ve Tanimlama

Icerisinde antifungal bulunmayan neredeyse her besiyerinde iireyebilirler.
Sabouraud agarda, misir unlu agarda, patatesli nisastali dekstroz agarda en kolay
tirerler (111,158). Fakat bakterilerle kiyaslandiginda diisiik koloni sayis1 (CFU)
gosterirler (111).

Mantarlar, primer izolasyon icin secici besiyeri kullamildigi zaman
endodontik Orneklerden en iyi izole edilen organizmalardandir. Bakterilere nazaran
daha genis bir pH araligin1 tolere edebilir ve izolasyon igin cesitli selektif ortamlar
gerektirirler. Sabouraud dekstroz agar, oral mantarlarin izolasyonu icin yaygin olarak
kullanilan besiyeridir. Bu ortamin pH’1 oldukca asidiktir (ortalama 5.6) ve asidiirik
organizmalarla mantarlarin biiyiimesine izin verirken ¢ogu bakteriyi inhibe ederler.
Asidiirik bakterilerin biiyiimesini engellemek i¢in hidroklorik asit ilavesiyle pH 3-4
seviyesine kadar diisiiriilebilir. En iyi 37 °C’de nemli ortamda iiremekte, anaerobik

kosullar altinda iirememektedirler (111).



39

[k izolasyonun %10 CO,’li atmosferde yapilmasi onerilir. Bu 1sidaki bir
ortamda 1-4 giin inkiibasyonu takiben tipik koloniler ortaya cikar (158).
C. albicans ve C. dubliniensis’i diger Kandida’lardan ayiran en onemli

ozellik jerm tiip testine pozitif cevap vermeleridir (154,158).

Jerm Tiip Testi: Saf kiiltiirden bir 6ze dolusu koloni materyali, serum
icerisinde siispanse edilir ve etiivde 2 saat bekletilir. Mikroskop ile 40x biiyiitmede
incelenir. Sadece C. albicans ve C. dubliniensis tomurcuklanma (¢imlenme borusu)

gosterir. Bunlarin disindaki diger Kandida’lar jerm tiip negatiftir (154,158).

Koloniler diizgiin, grimsi beyaz, sarimsi, yumusak ve peynir kokuludur.
Birkac hafta beklemekle dev Kandida kolonileri ortaya ¢ikar. Tipik olarak bakteri
kolonilerinden 2-3 kat biiyiiktiir. Yiizeyi kuru bir goriiniime sahiptir. Koloniler
eskidik¢e burusuk bir goriiniim alir. Kiiltiirlerinden alinan koloni materyali Gram
pozitif boyanir (111). Aym zamanda, pozitif katalaz testi ile (%3’lik H,O,
uygulandigl zaman siddetli kopiirme) ve faz kontrast mikroskobu ile tipik seliiler

morfoloji gostermeleriyle oral mantar olarak kolayca tanimlanabilir (111,154).

2-5.6.5 Fungal Patojenite ve Mekanizmasi

Mantarla konak arasindaki karsilikli etkilesim sonucuna bagl olarak ya
subklinik diizeydeki enfeksiyonlar (latent veya gizli enfeksiyonlar) ve/ veya klinik
bulgular (goriilebilir belirtiler)in ortaya ¢ikmasi seklinde hastalik meydana gelir veya
meydana gelmesi Onlenir. Etkenin hastalik yapici bircok ozelligi ile konagin
duyarhilig: tarafindan belirlenen bu olay 6zellikle insanlarda siradan bir kommensal
olarak bulunan fakat konagin savunmas1 zedelendiginde dokulara yayilarak ona zarar
verebilen kandidalarin yaptiklar1 enfeksiyonlarin altindaki gercegi olusturur (159).

Degisen Cevre Kosullarina Adaptasyon: C. albicans, pH gibi sert
fizyolojik kosullara kolay adapte olabilir. Bu durum, mikroorganizmanin kan
dolagimi veya cogu dokulardaki notral pH ortamindan vajinal kanalin asidik pH
ortamina kadar genis bir alanda bulunabilmasine ve iireyebilmesine olanak saglar

(160).
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Farkh Yiizeylere Adezyon: C. albicansh kandidalar igerisinde en sik
karsilasilan tiir olarak one ¢ikaran 6zelliklerin basinda mukoza yiizeylerine yapisma
yetenegi gelir. C. albicans ile epitel hiicrelerinin yilizey lipidlerinin ve
glikolipidlerinin yapisma olayinda rollerinin olabilecegi, bunlarin giderildigi
deneylerde baglanmanin %48-54 azaldig1 6ne siiriilmiistiir (159). C. albicans, plastik
yiizeylere de en iyi tutunan mantardir (158,159). Protez tiplerinde kullanilan
polimetilmetakrilata yapisma gostermektedir (161). Monroy ve arkadaslar (161),
2004 yilinda yaptiklar1 calismalarinda protez kullanan 105 hastanin %66.7 sinde C.
albicans bulundugunu bildirmislerdir.

Kandida tiirleri, konak dokulara tutunmasini diizenleyen yiizey molekiilleri
bulunduru. Lektin, epitelial hiicrelerdeki sekerlere, mannoz iceren proteinler ise
konak hiicre ve dokulardaki lektin benzeri molekiillere tutunur (162). Bununla
beraber, Tip I ve Tip IV kollajene ve bakterilere tutunmaya da meyillidir (113). Baz1
kandida tiirleri oral bakterilerle kolonizasyon yapabilir (113). Ornegin; C.
dubliniensis, Fusobacterium nucleatum ile, C. Tropicalis, Streptococcus gordonii ile
kolonizasyon yapar (113).

Hidrolitik Enzimlerin Uretimi: C. albicans, periradikiiler dokularda
hasara neden olan hidrolitik enzimler de olusturmaktadir. Bu enzimler, aspartil
proteinaz, kollagenaz, aminopeptidaz, glukozaminidaz, asit, alkalen fosfataz,
hyaluronidaz ve kondroitin siilfatazdir ve bunlar ekstraseliiler matris proteinlerinin
coziinmesine yol agmaktadir. Bu tiirlerden olusturulan kollagenolitik enzim, insan
dentin kollagenini de ¢6zebilmektedir (8,113).

Morfolojik Degisim: Diger Kandidalar gibi konaga girmeden dnce maya
fazindadir, buna Y faz1 (Yeast phase, saprofit faz) denir. Konak dokuya temas
ettikten bir siire sonra yalanci hif gelistirerek hastalik yapan fazina, yani M fazina
(Mycelial phase, hyphal phase) gecerler (158).

Kandidalar, siklikla maya ve hif formlar1 halinde bulunurlar (108,109). Hif
formuna gecis, konak dokuya tutunmanin yanisira makrofajlarin fagositozundan
kacis da saglamaktadir (113). C. albicans'in ortam kosullarina adapte olabilmek i¢in
gelistirdigi bir kacis mekanizmasi olarak tanimlanan fenotipik doniisiim, koloni
morfolojisinde ortaya ¢ikan degisiklikler olarak da tarif edilmektedir (163).

Sadece standart suslarin degil, viicudun farkli bolgelerinden izole edilen

kommensal veya patojenik suslarin da fenotipik doniisiim gosterdigi ve bu
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doniigsiimiin  patojenik suslarda daha hizli (yliksek frekansli) ortaya ciktigi
bildirilmistir (163). Gelisecek fenotipi sicaklik, pH ve besiyeri gibi ortam kosullar
belirlemektedir (159).

Biyofilm Formasyonu: C. albicans bilesiminde karbonhidrat (%41),
protein (%5), fosfor ve heksozamin ihtiva eden bir ektraseliiler matris sentezleyerek
hiicre disinda biriktirir. Bu matris hidrofobiktir ve konak doku proteinlerine
tutunabilir. Bu tutunmayi takiben iizerine sirasiyla serum proteinleri (bilhassa fibrin),
deskuame epitel hiicreleri, olii 16kositler, ve psodophifalar yerlesir. Antifungallere
daha direncli olan ve birbirlerinin yasam faaliyetlerini destekleyen kandial
elementlerden olusan, camursu yapidaki bu tabakaya kandidal biyofilm adi verilir
(113,158).

Bir biyofilm icerisinde iireyen C. albicans’lar, antifungal flukonazol’e
planktonik hiicrelerden 100 kattan fazla, amfoterisin B’ye ise 20-30 kez daha fazla
direncli olabilmektedir (113).

Bir kandidal biyofilmde, en alt tabakadaki C. albicans hiicreleri blastospor
gelistirerek altindaki konak dokuya penetre olurlar. Boylece hem disardan
gelebilecek antifungal miidahaleden korunurlar, hem de konak dokuda enfeksiyonu
sistematize edecek bir mimari gelistirirler (158).

Kandidal biyofilmlerin yiizeyine stafilokok kolonizasyonu sik goriiliir.
Ortamda >250 mM glukoz bulundugunda Streptococcus mutans ve Streptococcus
sanguis, kandidal biyofilme istirak eder. S. salivarius ve Actinomyces’lerin
kandidiyal biyofilme katilabilmesi i¢in ortamda en az 500 mM galaktoz bulunmasi
gerekmektedir. Bu sekilde miks biyofilm olustuktan 6 saat sonra kandidalar
flukonazol direnci kazanirlar (MIC, >128 pg/ml). Ciinkii stafilokoklarin ekstraseliiler
polisakkaritleri biyofilme disaridan uygulanabilecek flukonazolii inhibe ederler.
Ayrica kandidalar onceden duyarli bile olsalar flukonazol, nistatin, klorheksidin,
terbinafin, amfoterisin B, vorikonazol ve ravukonazol’e karsi diren¢ kazandiklari
rapor edilmistir (158).

Biyofilm olusturan bu kandidalara karst en etkili ila¢ ekinokandin
(kaspofungin ve mikafungin), ve amfoterisin B’nin lipit formiilasyonlaridir (158).
Kok kanali igerisindeki kandidal biyofilm icin biyomekanik preparasyon, sodyum
hipoklorit, IPI ve klorheksidinin etkili oldugu, kalsiyum hidroksitin pat olarak direkt
temas halinde olmadik¢a etkisiz oldugu bildirilmektedir (3,43,111,164-170).
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2-5.6.6 Konak Savunmasinin immiino-Modiilasyonu ve Evazyonu*

Polimorfoniikleer notrofiller, C. albicans’a kars1 savunmada rol oynayan en
onemli enflamatuvar hiicrelerdendir (171). Bu tiirler, oksijen radikalleri iiretimi ve
degraniilasyon ile monositleri Oldiirmelerinin yanisira polimorfoniikleer notrofil
fonksiyonlarin1 da bloke etmektedirler (172). Kandida tiirleri, proteinaz iiretimi
vasitastyla konak savunma molekiillerinin etkisinden korunabilir ve kompleman
faktorleri ile IgG1, IgA1 ve IgA2 gibi immiinoglobiilinleri de degrade eder (155).

Mantarlar, kompleman sistemini de aktive edebilmektedirler. Kompleman
tiriinlerinin  aktivasyonu, vaskiiler permeabilitede degisikliklere ve 16kositlerin

kemotaksisine neden olabilir (113).

2-5.6.7 Patogenez

Kandidalar firsat¢i patojendir ve kandida hastalarinda ortak bulgu immiin
sistemdeki bir defektin ©nceden mevcut olmasidir. Immiin sistemi tamamen veya
kismen fonksiyon dis1 birakan sebepler sistemik ve lokal olabilir.

Ornegin kalp, goz, dis protezi veya kateter gibi uzun siire suni materyal
temas eden dokularda lokal bir immiin yetmezlik durumu goriilebilir. Veya sigara,
alkol gibi tahris edici kimyasallar ile temas eden mukoza ve deride lokal olarak
immiin savunma hasar gorebilir. Dolayisiyla immiin savunmanin azaldig1 bir dokuda
kandida enfeksiyonu siirpriz olmaz (8,158).

Maya enfeksiyonlarinin gelismesi icin gerekli olan lokal veya genel
predispozan faktorler dort kategoride siniflandirilabilir (8).
a) Konak faktorleri: konagin fizyolojik durumundaki normal veya patolojik
degisikliklerdir.
b)Diyet faktorleri: karbonhidrat¢ca zengin diyet veya vitamin eksikligi.
c) Mekanik faktorler: protez kullanima.
d)lyatrojenik faktorler: Genis spektrumlu antibiyotikler ve kortikosteroidlerin

kullanimi, kok kanal dolgusunun maksiller siniise tagirilmasi.

*Evazyon: Varyasyon, degisme.



2-5.6.8 Endodontik Enfeksiyonlarda Mantar Oranlar:

Mantarlarin endodontik olgularda kok kanali enfeksiyonlarindan tek basina
sorumlu olduguna dair bulgular vardir (85). 1981 yilinda yayinlanan bir olgu

raporunda C. albicans’1n saf kiiltiiriiniin akut pulpal-alveoler seliilitis’e neden oldugu

bildirilmistir (8).

Mantarlar, ozellikle C. albicans, enfekte kok kanallarindan (1), ciiriikten
(111,156) ve periodontal ceplerden (95) izole edilebilmistir. Tedaviye direngli
olgularin kok kanallarinda da siklikla gosterilmistir (9,29,37,84,110). Periapikal
lezyonlarla iliskili apikal kok yiizeylerinde bulunan rezorpsiyon alanlarinda da
mantar hiicrelerine rastlanmistir (173). Endodontik tedavi sirasinda tasirilan bazi

patlarin maksiller siniis aspergillusuna yol actig1 da rapor edilmistir (174) (Tablo 9).

Tablo 9. Kok kanallarindan izole edilen mantar oranlari.

Primer Enfeksiyonlar Yil Yontem Mantar orani
Sen ve ark. @)) 1995 SEM %40
Debelian ve ark. “4) 1997 Kiiltiir %4
Baumgartner ve ark. (82) 2000 PCR %21
Lana ve ark. 30) 2001 Kiiltiir %7
Siqueira ve ark. (83) 2002 PCR %1
Siqueira ve ark. ) 2002 SEM %7
Ferrari ve ark. 3) 2005 Kiiltiir %04
Direncli Enfeksiyonlar
Nair ve ark. (84) 1990 LM ve TEM %22
Waltimo ve ark. (85) 1997 Kiiltiir %7
Sundqvist ve ark. 29) 1998 Kiiltiir %3.7
Molander ve ark. ©)] 1998 Kiiltiir %4.2
Peciuliene ve ark. 37) 2001 Kiiltiir %18
Hancock ve ark. (32) 2001 Kiiltiir %3
Cheung ve Ho (86) 2001 Kiiltiir %17
Pinheiro ve ark. 90) 2003 Kiiltiir %4
Siqueira ve Rogas (36) 2004 PCR %9
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Waltimo ve arkadaslart (85), calismalarinda direncli kok kanal
enfeksiyonlarinin %7’sinde mantar mevcudiyetini bildirmislerdir. Konvansiyonel
tedaviye yanit vermeyen 967 apikal periodontitisli olgudan alinan 6rneklerde 692
(%72) olguda mikroorganizma bulunmus, 275 olguda (%28) lireme goriilmemistir.
Kiiltiir pozitif 6rneklerin %7’ sinden (47 6rnek) 48 mantar tiirii izole edilmistir. izole
edilen mantarlar 6 olguda (%13) saf kiiltiir olarak, 41 olguda (%87) bakterilerle
birlikte izole edilmistir. Tiim izolasyonlarin Candida genusuna ait oldugu bulunmusg
ve C. albicans’in da en yaygm tir oldugu goriilmustir. C. glabrata, C.
guilliermondii, C. inconspicua ve Geotrichum candidum da olgulardan izole
edilmistir.

Tablo 9’da elde edilen sonuglar, mantarin tedaviye diren¢li oldugunu da
ortaya koyabilmektedir. Bununla beraber dikkat edilmesi gereken onemli bir nokta
da; kiiltiir ekimlerinde mantarlar i¢in secici ortam kullanilmasidir. Cogu besiyerinde

tireyebilmesine ragmen kullanilan besiyerinin 6zelligi sonucu etkileyecektir.

2-5.6.9 Dentin ve Mantarlar

Apikal periodontitisli ¢ekilmis dislerde mantarlarin dentine tutunma ve
ilerlemeleri, mikroskobik incelemeler ve in vitro arastirmalarla gozlenmistir.

Baz1 arastiricilar  (108,109,175), C. albicans’in kolonizasyonu fazla
miktarda olsa bile dentinal penetrasyonlarinin zayif olabildigini bildirmesine ragmen
baz1 calismalarda bunun aksi belirtilip, C. albicans’in dentinofilik bir
mikroorganizma olarak tanimlanabilecegi ileri siiriilmektedir.

Sen ve arkadaslar1 (1) periapikal lezyonlu dislerin kok kanallarinda ve
dentinal tiibiillerde SEM kullanarak bakteriler ve mantarlar1 arastirmislardir.
Arastiricilar kok kanallarinin ovoid ve hif sekilli mantarlarla enfekte olduklarini
gozlemlemislerdir. Dentini uzun siire besin kaynagi olarak kullanabilme ve farkli
biiylime formlariyla dentine invaze olabilme yeteneginden dolayr C. albicans’in
dentinofilik bir mikroorganizma olarak diisiiniilebilecegini soylemislerdir.

Smear tabakasi varliginin, C. albicans’in dentine adezyonu iizerindeki

pozitif etkisi de caligmalarda gosterilmistir (108,176).
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Baska bir ¢alismalarinda Sen ve arkadaslar1 (108), dogal olan ve kimyasal
olarak modifiye edilmis dis sert dokularinda C. albicans iiremesini incelemislerdir.
Bu calismalarinda ©6nceden EDTA ve sodyum hipoklorit uygulanmis ve
uygulanmamis mine, sement ve dentin iizerinde mantar hiicrelerinin tutunma ve
tiremelerine izin vermisler, mine ile sement arasinda C. albicans’in {iremesi
acisindan bir farklilik bulamamislardir. EDTA/NaOCI’nin sonuclar iizerinde higbir
etkisinin olmadig1 goriilmiistiir. Smear tabakali dentin Orneklerinde kolonilerin,
biyofilm formunda yogun bir hif ve mantar hiicreleri icerdigi goriilmiis, smear
tabakas1 mevcudiyetinin, C. albicans’in kok dentinine tutunmasint ve ¢ogalmasini
kolaylastirdig1 one siiriilmiistiir (109). Ayn1 ¢alismada, dentin tiibiillerinde hif ve
blastospor formlarinda Kandida hiicrelerinin bulundugu da belirtilmistir (109).

Siqueira ve arkadaglar1 (177) in vitro bir calismada, farkli Kandida tiirlerinin
dentine kolonizasyonunu incelemisler, hiicrelerin ¢ogunlukla filament veya hif sahibi
olmayan tek hiicreler halinde bulundugunu bildirmislerdir.

Bununla beraber mantarlarin dentin tiibiillerine invazyonu hakkindaki
bilgiler yetersizdir. Bu amagla planlanmis bir calismada dentin tiibiillerine
penetrasyon mikroskobik, dentin diskleri boyunca penetrasyon ise makroskobik
olarak incelenmistir. C. albicans’in dentin tiibiilleri icine dogru ilerleyisinin, E.
faecalis ile kiyaslandiginda diisiik oldugu ancak her iki organizma da dentin

disklerinde 2 mm derinlige kadar penetre olabildigi goriilmiistiir (175).

2-5.6.10 Apikal Dokular ve Mantarlar

Nair ve arkadaglar1 (84), 151k ve elektron mikroskobu yardimiyla tedaviye
direncli ve asemptomatik periapikal lezyonu bulunan 9 disten (4-10 yil 6ncesinde
endodontik tedavi yapilmis olgularin %10’unu olusturan cerrahi islem endikasyonu
bulunan disler) cerrahi tedavi esnasinda aldiklar1 blok biyopsileri incelemisler, 6
disin apikal kok kanalinda mikroorganizma tespit etmislerdir. Dort disin bir veya
daha fazla tiir bakteri icerdigini, 2 disin maya hiicreleri icermedigini, bununla beraber
periapikal bolgede mikroorganizma kolonilerine rastlamadiklarini bildirmislerdir.

Apikal periodontitisli dislerin kok kanallarinda bulunan mikroorganizmalarin
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morfotiplerini tanimlamak icin SEM de kullamilmis (2,178), primer kok kanal
enfeksiyonlu 15 disin 1'inde maya benzeri hiicre kolonileri bulunmustur (2).
Bakteriler kok kanalinda fazla sayida bulunurken, sadece bir Ornekte apikal
foramenin ¢ok az disarisinda, bir Ornekte ise kok kanalinin orta {igliisiinde
mikroorganizma gozlenmistir (2,178).

Bir calismada da konservatif endodontik tedaviye diren¢ gostermis olan
apikal periodontitisli dislerden cerrahi olarak uzaklastirilan 103 periapikal graniilom
incelenmistir. Histolojik kesilerle yiizey tabakalarinin uzaklastirilmasi sonrasi, PCR
teknigi ile ornekler incelenmistir. Bu calismada arastirmacilar, calisilan dislerin

hicbirinde periapikal dokularinda oral mayalar1 gosterememislerdir (179).

2-5.6.11 Kandidalarin Eliminasyonu

Kok kanal enfeksiyonlarinda bulunan E. faecalis ve C. albicans gibi inatgi
mikroorganizmalar, siklikla konvansiyonel endodontik tedaviye direnclidir.

Sodyum hipoklorit’in mikroorganizmalar iizerindeki oldiiriicii etkisi %0.5-
5.25 arasindaki konsantrasyonlarda saglanir. Genis bir antimikrobiyal spektrumu
vardir ve C. albicans’a karst da etkilidir. Ferguson ve arkadaglart (164),
C.albicans’n irrigasyon soliisyonlarina ve lokal olarak kullanilan dezenfekte edici
medikamentlere olan duyarliligimi inceledikleri ¢aligmalarinda sodyum hipoklorit,
H,0,, klorheksidin diglukonat’in minimum inhibe edici konsantrasyonlarin1 (MIC)
arastirmiglar, sodyum hipoklorit i¢in MIC<10 pg/mL, H,O; i¢in MIC<234 pg/mL ve
klorheksidin diglukonat i¢cin MIC<0.63 pg/mL degerleriyle materyallerin etkili
antikandidal ajanlar oldugu sonucunu elde etmislerdir. Sivi kalsiyum hidroksitin ise
bir etkisi gozlenmemis, Ca(OH), pat1 veya CMCP ile direkt temas ettirildiginde bu
ajanlarin ikisi de maya hiicrelerini 6ldiirmiistiir.

Siqueira ve arkadaslar1 (167) in vitro C. albicans ile enfekte ettikleri sigir
disi dentin silindirleri iizerinde 4 farkli medikamentin (kalsiyum hidroksit/gliserin,
kalsiyum hidroksit/ %0.12’ lik klorheksidin diglukonat, kalsiyum hidroksit/ CPMC/
gliserin ve %0.12’lik klorheksidin diglukonat/¢inko oksit) etkinligini incelemislerdir.

Candida albicans’1 elimine etmek i¢in incelenen bu preparatlardan en etkililerinin;
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kalsiyum hidroksit+ CMCP+ gliserin ile klorheksidin+ZnO karisimlar1 oldugunu
bildirmislerdir. En etkisiz preparat, kalsiyum hidroksit+klorheksidin preparati
olmustur. Kalsiyum hidroksit+CPMC+gliserin kombinasyonunun C. albicans’in
yaninda E. faecalis iizerinde de etkili oldugunu bildiren ¢aligsmalar vardir (43).

Peciuliene ve arkadaslar1 (37) da, enstriimantasyon sonrast 10 ml %?2.5
NaOClI ve 5Sml %17 EDTA ile irrigasyon yapilmis C. albicans bulunan kanallarin
hicbirinde mayaya rastlamadiklarini bildirmislerdir. Bu ¢alismada; baslangicta E.
faecalis’in pozitif oldugu 20 kanalin 6’sinda halen bu bakterinin bulundugu
gozlenmistir. Bu sonuclara gore, C.albicans’in in vivo eliminasyonu, yukaridaki rutin
uygulama ile basarilabilir géziitkmektedir.

Tek seansta etkili antisepsinin saglanmasi icin sodyum hipokloritle
irrigasyonu takiben klorheksidin veya IPI soliisyonu ile kanallarin yikanmasi
onerilmektedir (33,37,165). Klorheksidin soliisyonu, diisiik konsantrasyonda genis
spektrumlu bir antimikrobiyal aktiviteye sahiptir ve 6zellikle C.albicans tizerinde
etkinligi bulunmaktadir (164). Bir calisma (165); kanallarin %?2’lik klorheksidin
soliisyonu ile son yikanmasinin, sodyum hipokloritle irrige edilen kontrollerden
anlaml1 diizeyde daha etkili sonug¢ verdigini gostermistir. Sen ve arkadaslar1 (180) ise
EDTA’nin en yiiksek, povidon iyodinin en diisiik antifungal aktivite gosterdigini,
%0,2’1ik  klorheksidin konsantrasyonunun, EDTA ve NaOCl soliisyonlart ile
kiyaslandiginda daha diisiik antifungal etkinlik sergiledigini bildirmislerdir.

Kalsiyum hidroksit, pat olarak direkt kontakt halinde olmadik¢a C. albicans
gibi alkali rezistant mikroorganizmalara karsi etkili degildir (111,166,168). Bir
calismada (166), C. albicans’in kalsiyum hidroksite kars1 hem klinik hem de in vitro
direng gosteren E.faecalis’ten daha da direncli oldugu bildirilmistir. Kalsiyum
hidroksit’in sodyum hipoklorit ile veya klorheksidin soliisyonu ile kombinasyonu,
kalsiyum hidroksitin alkalin kapasitesini korumus (181), dentinal tiibiillerdeki

dezenfekte edici etkinligini arttirmistir (182).
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2-5.6.12 Kandida ve Sistemik Kosullar

Tleri yaslar, sigara kullanimi, Diabetes mellitus (DM), Cushing’s sendromu,
immiin sistemin baskilanmas1 (AIDS gibi), kanser (I6semi gibi), beslenme
bozukluklar1 (Vit B eksikligi gibi) ve antibiyotikler gibi faktorler orofarengeal
kandidozis icin risk faktorlerindendir (183). Yasam kosullarinin zorluklari (stres) da
immiin yanitin azalmasina neden olabilmekte ve bu yolla enfeksiyon i¢in uygun
zemin hazirlanmis olmaktadir (184). Genis spektrumlu antibiyotikler gibi ilaglar,
lokal oral floray1r degistirerek kandidalarin proliferasyonu igin gerekli sartlari

saglamis olurlar (185-187).

2-5.6.12.1 Kandida ve Diyabet

Kandida tirleri, DM’li hastalarin oral kavitelerinden siklikla izole
edilmistir. Bir calismada, insiiline bagimh (Tip I) diyabetik hastalarin %77’ sinin oral
kavitelerinde kandida tiirlerinin bulundugu bildirilmistir (188).

Diyabetik hastalarda mayalarin bulunusuyla ilgili olarak birka¢ faktdr 6n
plana c¢ikmaktadir. Hastaligin tipi, siiresi ve glisemik kontroliin derecesi
bunlardandir. Protez kullanimi gibi bazi oral faktorler de diyabetik hastalarda maya
kolonizasyonuna katkida bulunabilmektedir (112,189).

PCR teknigi kullanilarak yapilmis bir ¢calismada (189) 56 Tip I, 81 Tip II
olmak iizere toplam 137 diyabetli ve 137 saglikli bireyin oral kavitesinden alinan
gargara Orneklerinde, diyabetli bireylerin 83’iinden (%60), saglikli bireylerin
78’inden (%57) kandida tiirleri izole edilmistir. Hastaligin tipi ile kandidanin
bulunusu arasinda istatistiksel olarak anlamlilik goriilememistir. Bununla beraber;
kandidanin izole edildigi hasta sayisi ile hastalarin yasi, cinsiyeti, hastaliin tipi,
HbA . seviyesi ve diyabetik komplikasyonlar arasinda da istatistiksel olarak anlamli
bir iliski goriilmemistir. Istatistiksel olarak anlaml1 bir sekilde, protezli (tam veya
parsiyel) diyabetik hastalarin agizlarinda, disli diyabetik hastalarin agizlarindan daha

fazla oranda C. albicans disinda kandida tiirleri bulunmustur. Diyabetik hastalar ile
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kontrol grubu arasinda ise, oral mayalarin bulunusu, yas, cinsiyet farkliliklarinin
istatistiksel bir anlamlilig1 bulunmamastir.

Bazi calismalar, oral kandida’nin bulunusu ile diyabet hastaliinin siiresi ve
glisemik kontroliin derecesi arasinda anlamli bir iliski oldugunu bildirirken
(190,191), baz1 calismalarda (189,192,193), kandidanin bulunusu; glisemik kontrol
diizeyi, hastaligin komplikasyonlari, siiresi, yas ve cinsiyet ile iligkili bulunmamustir.

Kontrol altinda olmayan diyabetin oral kandidozis ile iligkili oldugunu
(192), immiin baskilanmis periodontitiste ise mayalarin yiiksek oranda bulundugunu
bildiren c¢aligmalar (194) mevcut olmakla beraber diyabet hastalarinin
periodonsiyumunda bu mikroorganizmanin bulunusu ile periodontal yikim arasindaki

iliskiyi inceleyen ¢alisma bulunamamustir.

2-6 Diabetes Mellitus ve Agiz Dis Saghgi

Diabetes mellitus (DM); karbonhidrat, lipit ve protein metabolizmasinda
anormalliklerle karakterize bir sendromdur. Bu durum ya tam ya da kismi insiilin
eksikliginden kaynaklanir (Tip I), veya dokunun kendi hiicresel metabolik etkilerine
direnci neticesinde olusur (Tip II) (195). DM, immiin sistemin bir¢ok fonksiyonlarini
da etkiler. Bu etki, gecikmis iyilesme ve baskilanmis immiin yanit seklinde ortaya
cikar (10). Kontrol altinda olmayan DM un oral komplikasyonlar1 kserostomi,
enfeksiyon, zayif iyilesme, ciddi ciiriikler, kandidozis, gingivitis, periodontal hastalik
ve yanan agiz sendromudur (10). Periodontal hastaligin agresif formlar1 artmis serum
glukoz diizeyleriyle iligkili olmakta ve 0zellikle kontrol altinda olmayan diyabet
hastalarinda goriilmektedir (196). Diyabetikler arasinda periodontal atasman kaybi da

goriilmektedir (197).



50

2-6.1 Diabetes Mellitus ve Periodontal Hastalik

Periodontal yikimin diyabetli hastalarda (6zellikle kontrol altinda olmayan
diyabetlilerde) 3 kat daha fazla oldugu (198,199) ve bu hastalarda dis kayiplarinin
arttigini bildiren ¢alismalar vardir (195,198,200-202).

Bunun nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte, anormal polimorfoniikleer
I6kosit fonksiyonu varligi ve bunun konak savunma mekanizmasiyla uyum iginde
fonksiyon goérmesi, anjiopati, degismis mikrobiyal flora ve normal olmayan kollajen
metabolizmas1 olabilecegi diisiiniilmektedir (203). DM’un polimorfoniikleer
graniilositlerin 6zellikle hareketlilik, tutunma, kemotaksis, fagositoz ve yok etme
ozelliklerinde degisiklik olusmasinda etkili oldugu bilinmektedir (204).

Genel olarak bakildiginda periodontal hastalik, ©zellikle kontrol altinda
olmayan insiilin bagimsiz DM’nin sik karsilagilan bir komplikasyonu olarak
distintilebilir. Tip I diyabetli hastalarda, ozellikle yashi diyabetiklerde, diseti
ceplerinin, marjinal alveoler kemik kaybi ile periodontal atasman kaybinin siklikla
goriildiigi ve marjinal gingivitis prevalansinin  oldukga yiiksek oldugu
bildirilmektedir (205).

Diyabetikler, non-diyabetiklere oranla oral saglklarinin zayifligindan
(yliksek ciiriik insidansindan ve azalmis tiikiiriik akis hizindan) daha fazla sikayet
etmektedirler (199,205). Bazi calismalar (15,18) diyabetik hastalarda tiikiiriik
sekresyonunda azalmanin oldugunu bildirmekte, bazilart ise (14,17) stimiile
edilmeyen tiikiiriikk akisina dikkati ¢ekmektedir. Bununla beraber diyabet ile tiikiiriik
sekresyonu arasinda bir iliskinin olmadigina isaret eden arastiricilar (16) da vardir.

Tiikiirtikteki glukoz orani, diyabetiklerde daha yiiksektir (14). Buna ragmen
tilkiirligiin icerigindeki protein, amilaz, lizozim, IgA, elektrolitler, tamponlama
kapasitesi ve pH iizerine yapilan arastirmalarin sonuglar1 ise hala tartismalidir (15-
17).

Sandberg ve arkadaglar1 da (205), Tip II diyabetik hastalarda diyabetik
olmayan kontrol hastalarina oranla anlamh diizeyde fazla oranda agiz kurulugunun
bulundugunu, bununla beraber hastalifin veya metabolik kontroliin seyrinin

periodontal durumla bir iligskisinin bulunmadigini bildirmislerdir. Diyabetik hastalar,
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kontrol hastalarina oranla daha yiiksek gingival indekse ve daha yiiksek ya da aym

seviyede plak indeksi diizeylerine sahiptirler (206).

2-6.2 Diabetes Mellitus ve Dis Ciiriigii

Kontrol altinda olmayan diyabet hastalarinda ciiriik insidansinin artmis
oldugunu bildiren ¢alismalar bulunmakla beraber (207,208), Finlandiya’da yapilan
bir calisma (209), Tip II diyabet hastaliginin dis ¢iiriigli prevalansi iizerinde higbir
etkisinin bulunmadigini gostermistir.

Diyabetiklerde ciiriige egilimin artmasi veya diismesi, direkt olarak tiikiiriik
degisiklikleriyle ilgilidir (200). Tenovuo ve arkadaslarina gore (210), diyabetiklerin
tilkkiiriigiindeki yiiksek glukoz miktari, oral kaviteye kandan sizan glukozun
neticesinde meydana gelmektedir. Bazi1 arastirmacilar da tiikiiriigiin akiskanlik oram
ve pH’ min diyabetiklerde azalmis oldugunu bulmuslardir (208). Diyabetik ratlarin
tikiiriiklerinde asidik ve bazik pirolin zengini proteinler gibi degisiklige ugramis

proteinlerin bulunmakta oldugunu bildiren caligmalar da vardir (211).

2-6.3 Diabetes Mellitus ve Kok Kanal Florasi

Diyabetiklerde oral mikroflora, tiikiiriikte ve krevikiiler sivida yiiksek
glukoz miktarina bagh olarak degisiklik gostermektedir. Bu hastalarda kollajen
tiretimine engel olan ve fibroblastlarin proliferasyonunu yavaslatan bakterilerden
Capnocytophaga ile  Staphylococcus epidermidis’in fazla sayida bulundugu
bildirilmektedir (200). Diyabetikler, Prevotella intermedia, P. melaninogenica,
Bacteroides  gracilis, Eikenella corrodens, Fusobacterium nucleatum ve
Campylobacter rectus’un normal seviyelerinden daha fazlasina sahip oldugu
bildirilmektedir (212).

Bir hipotez, diyabetik hastalardaki onemli enfeksiyonlara olan duyarliligs,

bu hastalardaki pulpa nekrozlu dislerin kok kanal mikrobiyal tablosunun farkl
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olusuna ve diyabetiklerin daha virulent mikrobiyal profile sahip olmalarina
baglamaya calismaktadir (213). Bir ¢ok calismada, diyabetik ve nondiyabetik
hastalardaki periodontal hastalikla iliskili bakteriyel flora arastirilmig fakat fark
bulunamamustir. Ornegin Tip 1 diyabetli cocuklar ve yetiskinler sulkuler flora
acisindan diger nondiyabetik akranlariyla karsilastirilmis fakat anlamli bir fark
bulunamamustir (214). Bununla beraber ayn1 gruplar 3 yil takip edildiginde diyabetli
grubun derin sondlama bolgelerinde istatistiksel olarak anlamli diizeyde Prevotella
intermedia’da artis goriilmiistiir (215). Insiiline bagimli DM’lu hastalarda saglikli
bireylere oranla daha fazla Porphyromonas gingivalis bulundugu tespit edilmistir
(216). Geleneksel yontemlerin kullanildigi calismalarda, baska putatif periodontal
patojenler ile metabolik kontroliin seviyesi arasinda ise istatistiksel olarak bir
anlamlilik bulunamamustir. Caligsmalarda sadece klasik sinirlariyla birlikte geleneksel
kiiltiir yontemleri kullanilmistir.

Konu ile ilgili yapilmis calismalar incelendiginde (10,73,200,213-221)
diyabetik olan ve olmayan bireylerin kok kanal floralar1 {izerindeki arastirmalarin

devam etmesi geregi anlagilmaktadir.

2-6.4 Diabetes Mellitus ve Periapikal Iyilesme

Biyolojik temeller, DM’nin gecikmis iyilesme procesine neden olan
periapikal immiin yaniti etkiledigini gostermektedir. Bu nedenledir ki, periapikal
lezyon ve post-treatment hastaliklarin diyabeti olan bireylerde olmayan bireylerden
daha yiiksek oranda bulundugu diisiiniilmektedir (10). insanlarda diyabet ile apikal
periodontitis arasindaki muhtemel iligkiyi ortaya cikarmayir amaclayan az sayida
calisma goze carpmaktadir (219-221).

Segura ve arkadaslar1 (10), 2005 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada 32
diyabetli (Tip II) ve 38 kontrol hastasini incelemislerdir. Calismanin sonuglari
tabloda gosterilmektedir (istatistiksel olarak farkli olanlar koyu yazilmistir) (Tablo
10).
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Tablo 10. Diyabetli ve saglikli bireylerde endodontik agidan agzin durumu (10).

Kanal tedavili ve

Apikal periodontitisli birey Kanal tedavili dise sahip  apikal periodon-titisli

sayist (%) birey sayisi (%) dise sahip birey
sayist (%)
Diyabetik 26 (81) 10 (31) 7(70)
Kontrol 22 (58) 16 (42) 10 (63)
Toplam 48 (69) 26 (37) 17 (65)

Bu calismanin sonuglarina gore, diyabetik ve kontrol gruplar1 arasinda
apikal periodontitisli dislere sahip olma a¢isindan anlamli fark bulunmugtur.

Britto ve arkadaglar1 (220), diyabeti olan ve olmayan hastalarda endodontik
tedavili ve endodontik tedavisi yapilmamis dislerin periradikiiler radyolusensilerinin
prevalansini inceledikleri ¢alismalarinda endodontik tedavisi yapilmis ve lezyonlu,
endodontik tedavisi yapilmis ama lezyonsuz, endodontik tedavisi yapilmamis ve
lezyonlu dis gruplarinin radyografik olarak incelenmistir. Calismada, tedavi
sonrasinda rezidiiel lezyonlarin en fazla oranda Tip II diyabetli erkek bireylerde
goriildiigi bildirilmektedir ve bu istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

Bu calismanin amaci, Tip II diyabetli ve saglikli bireylerde apikal
periodontitis (AP), AP bulunmayan nekroz ve sekonder kok kanal enfeksiyonu tanisi
konmus dislerde kok kanal mikroflorasinin konvansiyonel kiiltiir yontemiyle
belirlenmesidir. Ayrica, endodontik floranin direngli bir iiyesi olan E. faecalis’in
goriilme sikligmmin Kkiiltiir ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yOntemiyle

saptanmasi1 hedeflenmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu caligmada yer alan Tip II diyabetli ve saglikli bireyler, Siilleyman
Demirel Universitesi Dishekimligi Fakiiltesi kliniklerine bagvuran kok kanal tedavisi
endikasyonu konmus bireylerden secildi ve her hastadan tibbi-dental hikaye alindi
(Sekil 3). Mikrobiyolojik 6rnek toplanacagi ve bu islemin ek bir kiilfet getirmeyecegi
aciklanarak hasta onay1 alindi. Bu asamada etik uygunluk icin Siileyman Demirel
Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanlig1 Etik Kurulu’ndan 14.12.2005 tarih, 12/06 say1li
Etik Kurul Onay1 alindu.

Tip II diyabetli (DM) bireylerin, son 3 ay icerisindeki medikal durumlarini
ve diyabetin kontrol diizeyini belirleyebilmek amaciyla glukozlu hemoglobin
(HbA¢) testi yapildi. Bu teste ait degerler, HbA;c < %6 oldugunda kontrol diizeyi
“iyi”, HbAjc %6.1- %7.5 arasinda oldugunda kontrol diizeyi “orta”, ve HbA,c
>%7.5 oldugunda ise kontrol diizeyi “diisiik” olarak smiflandirildi (205) ve
kaydedildi. Diyabet hikayesi olmayan (saglikli) bireylerin de aglik kan sekeri
degerleri 120 mg/dl’nin altindaydi.

Her grupta 30 6rnek olacak sekilde planlanan ¢alismada 2 ana grup ve 3 alt
grup belirlendi. DM’li sekonder enfeksiyonlu (Grup Ic) hasta grubunda ise ancak 23
uygun dis bulundu.

Grupl. Tip II diyabetli bireyler

Grup la. Apikal periodontitis (AP) bulunan disler

Grup 1b. AP bulunmayan nekrotik pulpal disler

Grup Ic. Sekonder kok kanal enfeksiyonlu digler
Grup2. Saglikl bireyler

Grup 2a. AP bulunan disler

Grup 2b. AP bulunmayan nekrotik pulpal disler

Grup 2c. Sekonder kok kanal enfeksiyonlu digler
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Adi soyadt: Yas: Tarih:
Dogum yeri: Cinsiyet:
Adres: tel: Egitim durumu:
Meslegi:
Sistemik hastaliklar:........................
Kullanilan ilaglar :........................
Son 3 ay i¢inde antibiyotik kullandi m1? Hayirr [ ]
HbAcioeviieenna
Kag yildir Seker hastasisiniz?:..............
| Cl (Greene ve Vermillion)
5 0: Hig distas: yok.
— 1: Supragingival distas1 disin 1/3’iinii orter.
ﬁ 2: Supragingival distagt disin 1/3’tinden fazlasini
% orter,ancak 2/3’iinden fazlasin1 ge¢mez ve /veya kiigiik

an3d L

odaklar halinde subgingival digtaglari vardir.

3: Supragingival distast disin 2/3’tinden fazlasini orter ve
/veya devamli bir serit halinde subgingival distaslar
vardir.

DI

0: Hig debris ve dis renklesmesi yok

1:Dis yiizeyinin 1/3’ iinden fazlasini kaplayan yumusak
debris birikintisi var.

2: Dis yiizeyinin 1/3’° iinden fazlasini ama 2/3’ iinden az

ki smin1 kaplayan yumusak debris birikintisi var.
3: Dis yiizeyinin 2/3” tinden fazlasin1 kaplayan yumusak

ikintisi var.

* Daire icindeki degerler CI, daire i¢inde olmayan degerler DI degerleridir.

ORNEK ALINAN DIS ICIN

Sekil 3. Hastalardan alinan anamnez.
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Gruplara dahil edilecek hasta ve 6rnek alinacak dislerde;
1. Son 3 ayda antibiyotik kullanmamig olmasi (26),
2. Tip II DM hastalarinin, diyabet ilaglarinin yaninda herhangi bir antibiyotik
kullanmiyor olmast,
3. Dental miidahale Oncesi antibiyotik kullaniminin zorunlu oldugu bir
sistemik hastaligi bulunmamas:1 (6rn. Antibiyotik profilaksisi gereken
hastalar),
Disin devital olmasi,
Disin 6nceden acil endodontik tedavi gormemis olmast,
Gegcici restorasyonu bulunmamast,
Lastik ortii ile kolay izolasyon saglanabilmesi,

Periapikal lezyon caplarinin, kokiin 1/3” iinden az olmasi,

o x® 2 nos

Kok kanallarinin agiz ortamina acik olmamast,

10. Disin tek koklii ve kanalli olmasi,

11. Daha once kanal tedavisi yapilmis disin periapikal radyoliisensi gostermesi
veya semptomlu olmasi nedeniyle yenileme gerektiren digler olmasi1 gibi
kriterler arandi.

Calismamizda 59’u Tip I DM’li, 61°1 saglikli olan 120 hastaya ait 173
farklr disin kok kanalindan mikrobiyolojik 6rnek alindi. Bazi hastalarin birden fazla
disinden 6rnek alindi ve bu ornekler ilgili gruplara dahil edildi. Buna gore mevcut
hasta ve dis dagilimi asagidaki gibi olusturuldu.

Grup la. 22 farkli hastadan alinan 30 6rnek,

Grup 1b. 20 farkli hastadan alinan 30 6rnek,

Grup Ic. 17 farkli hastadan alinan 23 6rnek,

Grup 2a. 18 farkli hastadan alinan 30 6rnek,

Grup 2b. 21 farkli hastadan alinan 30 6rnek,

Grup 2c. 22 farkli hastadan alinan 30 6rnek.

Kok kanal orneklerinin 35’1 iist santral dislerden, 29°u iist lateral dislerden,
19’u iist kanin dislerden, 24’1 {ist 2.premolar dislerden, 14’1 alt santral dislerden,
12’si alt lateral dislerden, 21’1t alt 1. premolar dislerden, 19’u alt 2. premolar

dislerden elde edildi.
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3-1 Deney Kurgusu ve Ornek Toplama Prosediirleri

llgili disten paralel teknik ile periapikal radyografi alindi. Ornek alinacak
dis pomza ile temizlendikten sonra hastanin agzini klorheksidin gargara soliisyonu
ile (Klorheks %0.2, Drogsan, Tiirkiye) calkalamasi sdylendi. Sodyum hipoklorit
(%2.5, NaOCl) ile dezenfekte edilmis lastik ortii, klemplerle uygulandi. Dis, lastik
ortii ve klempler, %30’luk hidrojen peroksit ve %2.5’luk NaOCl ile tekrar dezenfekte
edildi. Sonra, hatali sonuclarin olugsmasini engellemek icin dezenfektanlarin etkisi
%5’lik sodyum tiyosiilfat ile inaktive edildi. Kanal agizlar1 veya mevcut kanal
dolgularn1 goriiliinceye kadar steril yiiksek hizli karbid frezler ile endodontik giris
saglandi.

Daha sonra dise gore apeksten uygun olarak belirlenen 15-25 numarali K
tipi ege (K-file, Sjoding Sendoline, isve¢) ile Root ZX (J.Morita Corporation, Osaka,
Japonya) elektronik apeks belirleyici kullanilarak disin kanal boyu belirlendi. Kanal
icerisine steril salin soliisyonu (40 pL) siringa yardimiyla gonderildi. Dise gore
belirlenen 20-35 numarali H tipi kanal egesi (H-file, Sjoding Sendoline, Isvec)
belirlenen kanal boyunda kok kanali boyunca ¢evir-cek (reaming motion) hareketi ile
kullanild1 ve dentin talag ornekleri kok kanal duvarlarindan aciga ¢ikarildi. Kanal
icerigi en az 3 steril kagit koni (Paper points, Sjoding Sendoline, Isvec) ile emdirildi.
Bu kagit koniler, sapindan steril tel makasiyla kesilen kanal egesiyle beraber
tiyoglikolat siv1 besiyeri (Merck & Co., Inc, Darmstadt, Germany) icerisine atildi
(Resim 1).

Aym islemler, kok kanalinin yenilendigi olgularda (Grup Ic, 2c¢) da
uygulandi. Bu olgularda koroner giita-perka steril Gates-Glidden frezler ile
(Maillefer Instruments, Ballaigues, Isvigre), apikal kistmdaki gutta-perka ise steril H
tipi egeler yardimi ile uzaklastirildi. Kanal dolgusunun uzaklastirilmasi esnasinda
hicbir kimyasal soliisyon kullanilmadi. Kanal igerisine steril salin solusyonu (40 uL)
gonderildi. Giita perkayr uzaklastirmak icin kullanilan son Hedstrom ege ile aymi
ebatlarda yeni bir H tipi ege kanala yerlestirildi ve ¢evir-cek hareketi ile 6rnek alindi.
Uygun ebatlarda en az 3 kagit koniye kanal igerigi emdirildi ve bu kagit konilerle
beraber kullanilan kanal egesi steril tel makasiyla kesilerek sivi besiyeri icerisine

atildi.
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Resim1. Tiyoglikolat besi yeri.

3-2 Konvansiyonel Kiiltiir Ekimi, izolasyon ve Tanimlama

Tiyoglikolat besiyeri igerisindeki Ornekler, anaerobik tasima ortami
(anaerobik jar) icerisinde laboratuvara nakledildi. Anaerobik ortamin saglanabilmesi
icin (%5 CO,, %10 H; ve %85 N, Atmosferi) tasima kabi igerisine anaerobik gaz
paketi konuldu (AnaeroGen, OXOID Ltd, Ingiltere), besi yerleri yerlestirildi, kapag
sikica kapatild1 ve 15 dakika igerisinde laboratuvara (Siileyman Demirel Universitesi

T1p Fakiiltesi Mikrobiyoloji AD. Laboratuvari) nakledildi (Resim 2).

Resim 2. AnaeroGen (solda) ve anaerobik tagima ortami (sagda).
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Laboratuvarda, bu ornekler tiip icerisinde 60 saniye siiresince vorteks (Velp
Scientifica, Italya) yardimiyla karistirildi. Steril bir presel yardimiyla besiyeri tiipleri
icindeki kanal aletleri ve kagit koniler uzaklastirildi. Daha sonra bu tiiplerden 6ze
yardimiyla 1ilgili besiyerlerine hemen mikrobiyal ekim yapildi. Anaerobik
mikroorganizmalar i¢in Schaedler agar besiyeri (BioMérieux, Marcy-L’Etoile,
Fransa), aerobik ve fakiiltatif aerobikler icin kanli agar (Besimik, Istanbul, Tiirkiye)
ve EMB Agar (Besimik, [stanbul, Tiirkiye), Candida albicans ve diger mantarlar icin
Sabouraud dekstroz agar kullamldi (Oxoid, OXOID Ltd, Ingiltere) (Resim 3).

Kanli-EMB Schaedler Agar
Agar

y

Sabf)uraud Dekstroz

1

\

Resim 3. Kullanilan besi yerleri.

Ekim yapilan petriler, 37°C’de etiive kaldirildi. Anaerobik ekimler,
anaerobik tasima kabi icerisinde (oksijensiz ortamda) 24 saat, kanli-EMB agar
petrileri anaerobik tasima kabinin disarisinda 24 saat, Sabouraud dekstroz agar
petrileri ise her ornek icin 25 ve 37°C olarak iki ayr1 ortamda 48 saat boyunca inkiibe
edildi. Tiyoglikolat besiyerinden, 24 saat sonra ge¢ iireyen mikroorganizmalar icin
ekimler aynen tekrarlandi. Bu ekimler, aerobik mikroorganizmalar i¢in 3 giin,
anaerobik mikroorganizmalar i¢in 5 giin takip edildi.

PCR islemi i¢in, tiyoglikolat besiyerinden ilk ekimler yapildiktan sonra,
ImL 6rnek alinarak steril bir ependorf tiipe aktarildi. Bu tiip DNA ekstraksiyonu
yapilincaya kadar -20°C’de (Derin dondurucu, Arcelik, Tiirkiye) donduruldu.
Konvansiyonel kiiltiir isleminde orneklerin ekimi icin takip edilen yol Sekil 4’de

gosterilmistir.
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T S
@)
EE— Ependorf

Ilk Ekim Tip
X (s1v1 besiyeri)

S T,
= e e

Schaedler Agar Kanli Agar EMB Agar Sabouraud Dekstroz Agar

Anaerobik Tasima Ortam1 ETUV 37 °C ETUV 25 °C

U

e =

Schaedler Agar Kanli Agar EMB Agar Sabouraud Dekstroz Agar
ETUV 37°C ETUV 25 °C

U

Sekil 4. Konvansiyonel kiiltiir isleminde 6rneklerin ekimi i¢in takip edilen yol.

Anaerobik Tagima kabi1
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3-3 Mikrobiyal Tanimlama

Ureme saptanan Orneklerden izole edilen mikroorganizmalar, boyut, sekil,
kalinlik, kenar, yiizey, sertlik, yogunluk, parlaklik, tireme 0zellikleri, Gram boyama,
katalaz, oksidaz, koagiilaz icermeleri veya hemoliz gibi ilk asama testlerinin
ardindan uygun API sistemleri ile tanimlandi (Resim 4,5).

Kullanilan sistemler sunlardi:

Rapid ID 32A (BioMerieux SA, Marcyl’Etoile, Fransa): Zorunlu anaerop
mikroorganizmalar i¢in,

RapID ANA II System (Innovative Diagnostic System Inc., Atlanta, GA):
Anaerobik Gram pozitif koklar i¢in,

API Staph (BioMerieux SA, Marcyl’Etoile, Fransa): Stafilokok ve
Mikrokok (Gram pozitif kok, katalaz pozitif) icin,

Rapid ID 32 Strep (BioMerieux SA, Marcyl’Etoile, Fransa): Streptokoklar
(Gram pozitif kok, katalaz negatif) i¢in,

ID 32 E (BioMerieux SA, Marcyl’Etoile, Fransa): Enterokoklar icin,

ID32 GN (BioMerieux SA, Marcyl’Etoile, Fransa): Gram negatif basiller
i¢in,

API 20 C Aux (BioMerieux SA, Marcyl’Etoile, Fransa): Mayalar i¢in
kullanildi.

Resim 4. Koloni 6zelliklerinden kdken alan tanimlama icin hazirlik.
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Resim 5. Mikrobiyolojik tanimlamada kullandigimiz API sistemleri.

3-4 PCR Incelemesi Icin DNA Ekstraksiyonu

Ependorf tiip icerisindeki donmus kok kanal ornekleri 37°C etiivde 10
dakika c¢oziildii ve vorteks yardimi ile 1 dakika homojenize edildi. Bu mikrobiyal
stispansiyon 4500 devir/dakika’da 2 dakika siiresince santrifiij edildi (MiniSpin Plus
Eppendorf, Germany). Pelet kismu harig, siipernatant mikropipetle alinarak tizerine
200 pL ultra saf su eklendi. 4500 devir/dakika’da tekrar santrifiij edildi. Tekrar
iistteki kisim (siipernatant*) alindi, dipte ¢oken kisim (pelet) birakildi. Uzerine 200
uL ultra saf su eklendi. Bu islem her 6rnek icin toplam 3 kez tekrarlandi. Ornekler en
son santrifiijden sonra tekrar bosaltilip 200 uL ultra saf su eklendikten sonra 10
dakika su banyosunda kaynatildi. Daha sonra 5 dakika siiresince buzda tutularak
hizlica sogutuldu. Ornekler bu sefer 4°C’de 9000G’de santrifiij (NF 800/800R,
Niive, Tiirkiye) edildi. PCR islemine ge¢meden Once siipernatant mikropipet
yardimiyla alindi ve elde edilen her numune, PCR i¢in steril yeni bir ependorf tiipe

aktarildi.

3-4.1 PCR Uygulamasi

PCR isleminde hedef mikroorganizma (E. faecalis) icin su primer ciftleri

(Thermo Electron GmbH, Almanya) kullanildi (36).

* Siipernatant: Presipite olmus (¢okelmis) ve ¢oziinmeyen kati madde ilizerinde kalan siv1 kisim.
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Amplikon* uzunlugu 310 bp.
5’-GTT TAT GCC GCA TGG CAT AAG AG-3’
5’-CCG TCA GGG GAC GTT CAG-3

Karisim, su sekilde yapildi. 5 pL kanal ornegi, 1pL her bir spesifik
primerden, SuL. 10XPCR buffer (Takara Shuzo Co., Ltd., Japonya), 0.5 uL Taq
DNA polimeraz (Fermentas International Inc, Kanada), 3 pL 25 mM’hik MgCl,
(Fermentas International Inc, Kanada), 10mM’lik dANTP mix (Takara Shuzo Co.,
Ltd., Japonya) karistmindan 5 pL kullanildi. Geri kalan kisim 29.5 pL distile su ile
50 uLye tamamlandi.

PCR uygulamasi, Techne Genius thermocycler (Techne Ltd, UK) cihazinda
yapildi (Resim 6).

Resim 6. Calismamizda kullandigimiz TECHNE marka PCR cihazi.

E. faecalis i¢in 1s1 profili, denatiirasyon basamagi 95°C’de 2 dakika, bunu
takiben 36 dongii olacak sekilde primer baglanmasi 60°C’de 1 dakika, ekstansiyon
basamagi 1 dakika, sonrasinda ise ekstansiyon (uzama) basamagi 72°C’de 1 dakika
olarak, final basamak ise 72°C’de 2 dakika uygulandi. Hemen Agaroz jel

elektroforezi yapilamayacaksa amplikonlar -20°C’de saklandi.

* Amplikon: PCR ile ¢ogaltilan DNA pargasi.
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PCR amplikonlar, Tris-borat-EDTA buffer’da 4 V/cm’de %1.8 agaroz jel
icerisinde elektroforez tankinda (Biolab, Minicell®Primo EC320 Electrophoretic Gel
System, Thermo Scientific, ABD) analiz edildi (Resim 7). Jel, 0.5 pg/mL etidiyum
bromiirle (Sigma, E-7637, Sigma-Aldrich Co, ABD) 15 dakika muamele edildi ve
ultraviyole 151k altinda goriintiilendi ( UV  Transsiluminator 2000, Bio-Rad
Laboratories, ABD) (Resim 8). Reaksiyonlar, uygun boyutlardaki bantlarin
bulunmasi1 durumunda pozitif olarak tanimlandi. Boyut belirleyici olarak 100 bp

DNA ladder kullanildi.

Resim 7. Calismamizda kullandigimiz agaroz jel elektroforez cihazi.

Resim 8. Calismamizda kullandigimiz ultraviyole goriintiileme cihazi.
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3-5 istatistiksel Degerlendirme

Calismamizda izole ettigimiz mikroorganizmalar, Gram boyanma ve oksijen
gereksinimlerine gore gruplandirilip SPSS (SPSS Inc., Chicago, IL) programi
yardimiyla Windows (Microsoft, USA) ortaminda istatistiksel olarak analiz edildi.

Istatistiksel inceleme icin Pearson ki-kare (2) testi kullanild.
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4. BULGULAR

Calismamizda kok kanal Orneklerini konvansiyonel Kkiiltiir yontemiyle
inceledigimiz toplam 120 hastanin 64°ii erkek, 56’s1 kadindi. Diyabet Tip II
hastalarinin (toplam 59 kisi) 36’s1 erkek, 23’1 kadin, saglikli bireylerin (toplam 61
kisi) ise 28’1 erkek, 33’ii kadind.

Diyabetli bireyler 35-73, saglikli bireyler 21-82 yas aralifinda, tiim
bireylerin yas ortalamasi 45.6 idi. Diyabet Tip II hasta grubunun yas ortalamasi
53.15, saglikli bireylerin yas ortalamast 38.42 idi (Tablo 11). Diyabet Tip II
hastalarinin, ortalama olarak 7.84 yildir diyabet hastaligi bulunmaktaydi.

DM grubu hastalarin 14’iiniin glukoz seviyesi (%23.72) HbAc < %6,
25’inin (%42.37) HbA ¢ %6.1-%7.5, 20’sinin (%33.89) HbA ¢ >%7.5 diizeyindeydi.
Dolayisiyla 59 diyabet Tip II hastasinin 20’sinin diyabeti kontrol altinda degildi
(Tablo 12).

Konvansiyonel kiiltiir ile toplam 173 farkli disten alinan mikrobiyolojik
orneklerde dis basina izole edilen mikroorganizma sayis1 2.89 idi. Ortalama
mikroorganizma sayis1 diyabetli AP’lilerde (Grup 1a) 2.73, diyabetli AP bulunmayan
nekrotik pulpali dislerde (Grup 1b) 2.93, diyabetli sekonder enfeksiyonlu dislerde
(Grup Ic) 2.86, saglikli AP’lilerde (Grup 2a) 2.83, saglikli AP bulunmayan nekrotik
pulpali dislerde (Grup 2b) 2.8, saglikli sekonder enfeksiyonlu dislerde (Grup 2c) 3.2

olarak bulundu (Tablo 13).

Tablo 11. Calismaya dahil edilen bireylerin cinsiyet ve yas dagilimu.

Tip II Diyabetli Saghkh
Kadin (n) 23 33
Erkek (n) 36 28
Toplam (n) 59 61
Toplam hasta sayisi(n) 120
Yas Ortalamasi 53.15 38.42
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Tablo 12. Calismaya dahil edilen bireylerin diyabet kontrol diizeyine ve gruplara goére
dagilimu.

HbA ¢ Diizeyi Grup la Grup 1b Grup 1c Toplam
HbA ¢ < %6 (kisi) 6 5 3 14
HbA ¢ %6.1- %7.5 (kisi) 11 6 8 25
HbA,c >%7.5 (kisi) 5 9 6 20
Kag yildir diyabetli oldugu 7.84

(ort)

Tablo 13. Gruplardan izole edilen kok kanali basina diisen ortalama mikroorganizma

sayilart.
Tip II Diyabetli Saghkh
Grup la Grup1lb Gruplc Grup2a Grup2b Grup 2c
Kok kanali basina
diisen
mikroorganizma 2.73 2.93 2.86 2.83 2.8 3.2
sayist1 (ort)
Toplam (ort) 2.84 2.94
Toplam (ort) 2.89

Calismamiza dahil ettigimiz bireylerin OHI-S (basitlestirilmis oral hijyen
indeksi) ve DMFT indeksleri su sekildeydi (Tablo 14).

Tablo 14. Calismaya dahil edilen bireylerin OHI-S ve DMFT indeksleri degerleri

Grupla Gruplb Gruple Grup2a Grup2b  Grup2c
(n=22) (n=20) (n=17) (n=18) (n=21) (n=22)

OHI-S 1.53 1.12 1.31 1.12 0.87 1.11

DMFT 12.68 10.95 8.94 9.83 9.23 6.68

Basitlestirilmis oral hijyen skorlar1 asagidaki sekilde gruplanarak incelendi
(222).

Iyi:  0.0-1.2

Zayit: 1.3-3.0

Kotii: 3.1-6.0
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Buna gore, Grup la oral hijyen bakimindan “zayif”, Grup 1b “iyi”, Grup Ic
“zayif”, Grup 2a “iyi”, Grup 2b “iyi”, Grup 2¢ “iyi” olarak bulundu.

OHI-S indeksinin gruplar arasinda istatistiksel farkliligi bulunmadi
(p=0.907). DMFT indeksleri acisindan inceledigimizde de bir farklilik bulunmadi
(p=0.995).

Calismamizda tiim gruplardan toplam 28 farkli cinse (genera) ait 69 farkli

tiirde mikroorganizma izole edildi (Tablo 15).
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Tablo 15. Gruplara gore kok kanallarindan elde edilen bakteriyel tiirlerin prevalansi (%). En siklikla izole edilen mikroorganizmalar kalin sekilde
gosterilmistir.

Actinomyces spp + Mikroaerofilik 4(13.3) 4(2.3)
A. viscosus + Mikroaerofilik 2(6.6) 5(2.9)
Aerococcus viridans + Mikroaerofilik 1(3.3) 2(6.6) 1(3.3) 4(2.3)

Bacillius spp Aerop 3(10) 1(4.3) 2(6.6) 6(3.5)

Bacteroides spp. Anaerop 3(10) 4(13.3) 2(8.7) 3(10) 5(16.6) 1(3.3) 18(10.4)

B. gracilis Anaerop 1(3.3) 2(6.6) 1(3.3) 1(3.3) 1(3.3) 6(3.5)

+

B. breve Anaerop 1(3.3) 1(0.6)

C. albicans 2(6.6) 2(1.15)

||

Clostridium spp Anaerop 1(3.3) 1(3.3) 2(6.6) 1(3.3) 1(3.3) 6(3.5)
CL. butyricum Anaerop 1(3.3) 1(3.3) 1(3.3) 3(10) 6(3.5)

E.coli Aerop 2(6.6) 1(3.3) 2(8.7) 1(3.3) 2(6.6) 8(4.6)

E. faecalis + Fakiilt.anaerop 1(4.3) 1(3.3) 8(26.6) 10(5.8)
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Tablo 15. Devam. Gruplara gore kok kanallarindan elde edilen bakteriyel tiirlerin prevalansi (%). En siklikla izole edilen mikroorganizmalar kalin

sekilde gosterilmistir.

. . Gram Oksijen Grup 1a Grup 1b Grup 1c Grup 2a Grup 2b Grup 2¢

Mikroorganizmalar =, ™ Gereksinimi  (n=30)  (m=30)  (=23)  (@=30)  (n=30)  (m=30) OPLAM
Enterobacter spp - Fakiilt.anaerop 2(8.7) 1(3.3) 3(1.73)
E. cloacae - Fakiilt.anaerop 2(6.6) 1(4.3) 1(3.3) 1(3.3) 5(2.9)
Eubacterium spp + Anaerop 2(6.6) 1(3.3) 2(6.6) 1(3.3) 2(6.6) 8(4.6)
Eu. Alactolyticum + Anaerop 1(3.3) 1(0.6)
Eu. Lentum + Anaerop 2(6,6) 1(4,3) 4(13,3) 3(10) 1(3,3) 11(6,6)
Eu. Limosum + Anaerop 1(3,3) 1(3,3) 2(1,15)
Fusobacterium spp - Anaerop 1(3,3) 1(3,3) 2(8,7) 4(13,3) 4(13,3) 2(6,6) 14(8,1)
F. nucleatum - Anaerop 1(3,3) 2(6,6) 1(4,3) 3(10) 2(6,6) 9(5,2)
Gemella morbillorum + Fakiilt.anaerop 2(6,6) 1(3,3) 1(3,3) 2(6,6) 1(3,3) 7(4,04)
Koagiilaz negatif staph. + Fakiilt.anaerop 4(13,3) 4(13,3) 4(17,4) 4(13,3) 5(16,6) 4(13,3) 25(14,5)
Lactobacillus spp + Mikroaerofilik 2(6,6) 6(20) 4(17,4) 4(13,3) 6(20) 4(13,3) 26(15,02)
L. acidophilus + Mikroaerofilik 2(6,6) 1(3,3) 1(3,3) 2(6,6) 1(3,3) 7(4,04)
L. paracasei + Mikroaerofilik 1(3,3) 1(0,6)
L. salivarius + Mikroaerofilik 1(3.3) 1(4.3) 1(3.3) 3(1.73)
Leuconostos spp + Aerop 1(3.3) 1(0.6)
Micrococcus spp + Aerop 1(3.3) 1(0.6)
Neisseria spp - Aerop 4(13.3) 6(20) 2(8.7) 3(10) 5(16.6) 4(13.3) 24(13.9)
Non E. D grubu strep. + Fakiilt.anaerop 3(10) 1(3.3) 1(3.3) 2(6.6) 7(4.04)
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Tablo 15. Devam. Gruplara gore kok kanallarindan elde edilen bakteriyel tiirlerin prevalansi (%). En siklikla izole edilen mikroorganizmalar kalin

sekilde gosterilmistir.

P. prevotii

P. saccharolyticus
Propionibacterium spp
P. acnes

Pseudomonas spp

P. florescens

S. lentus

Anaerop
Anaerop
Anaerop
Anaerop
Aerop

Aerop

+ Fakiilt.anaerop

1(3.3)

2(6.6)

3(10) 2(6.6)

1(4.3)

2(8.7)

1(4.3)

1(4.3)

1(3.3)

1(3.3)

1(3.3)

3(10)

2(6.6)

1(3.3)
1(3.3)
1(3.3)
3(10)

3(10)

1(3.3)

5(2.9)
4(2.3)
1(0.6)
6(3.5)
7(4.04)
2(1.15)

9(5.2)
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Tablo 15. Devam. Gruplara gore kok kanallarindan elde edilen bakteriyel tiirlerin prevalansi (%). En siklikla izole edilen mikroorganizmalar kalin
sekilde gosterilmistir.

S. salivarius Fakiilt.anaerop 2(8.7) 2(1.15)
S. mitis Fakiilt.anaerop 2(6.6) 1(4.3) 5(16.6) 3(10) 11(6.6)

+
+ ! . .

S. constellatus + Fakiilt.anaerop 1(4.3) 2(6.6) 1(3.3) 42.3)

Veillonella spp Anaerop 4(13.3) 2(6.6) 7(4.04)
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Diyabetli AP’li dislerde (Grup 1a) en siklikla izole edilen mikroorganizma
gruplan fakiiltatif anaeroplardan Streptococcus spp (%33) ve anaeroplardan
Peptostreptococcus spp (%33) oldu. Saglikli AP’li dislerde en siklikla izole edilen
mikroorganizmalar ise yine esit oranlarda (%34) Streptococcus spp ve
Peptostreptococcus spp oldu. Bu grupta en siklikla izole edilen diger
mikroorganizma grubunun Bifidobacterium spp (%30) oldugu goriildii. Her iki

grubun (Grup la, 2a) en siklikla izole edilen mikroorganizmalar1 Sekil 5’de

gosterildi.
Sraphylococcus spo SIreproancous
- - i
- e
Loctobocilus Fe.., & DM
k 25
ES
5 DM
Eubacterium pp.., 75
Y Y
- Peprastreptacoccus
o5 oo
5 DM

Bifidobacterium sop

\ DM: Diabetes mellitus
| 3: Saglikl

Sekil 5. Apikal periodontitisli kok kanallarinda (Grup la,2a) en sik izole edilen
mikroorganizmalar (sekilde gosterilen mikroorganizma tiirlerinin toplam sayilar1 dikkate
alinmustir, 6rn. Bifidobacterium spp= Bifidobacterium spp+Bifidobacterium breve).

Diyabetli, AP bulunmayan nekrotik pulpali (Grup 1b) dislerde en siklikla
%53.3 oraninda Streptococcus spp izole edildi. Daha sonra %23.3 oraninda izole
edilen Lactobacillus spp gelmektedir. Saglikli AP bulunmayan nekrotik pulpali
dislerde ise (Grup 2b) %60 oraninda Streptococcus spp, %33 oraninda
Peptostreptococcus spp en siklikla izole edilen mikroorganizma gruplaridir. Her iki
grubun (Grup 1b, 2b) en siklikla izole edilen mikroorganizmalar1 Sekil 6’da

gosterildi.
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Sekil 6. Apikal periodontitis bulunmayan nekrotik kok kanallarinda (Grup 1b,2b) en sik
izole edilen mikroorganizmalar (sekilde gosterilen mikroorganizma tiirlerinin toplam sayilari
dikkate alindi).

Diyabetli sekonder enfeksiyonlu dislerde (Grup 1c) %56.5 oraninda
Streptococcus spp izole edildi. Bunu %30.4 ile Actinomyces spp, esit oranlarda
(%21.7) Lactobacillus spp ve Bifidobacterium spp takip etti. Saglikli sekonder
enfeksiyonlu dis grubumuzda da (Grup 2c) Streptococcus spp %40 ile en fazla izole
edilen mikroorganizma grubu oldu. Bunu %30 ile Enterococcus spp, %26.6 ile
Actinomyces spp takip etti. Her iki grubun (Grup Ic, 2c¢) en siklikla izole edilen

mikroorganizmalar1 Sekil 7°de gosterildi.
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Sekil 7. Sekonder kok kanal enfeksiyonu bulunan dislerde (Grup lc, 2c) en sik izole edilen
mikroorganizmalar (sekilde gosterilen mikroorganizma tiirlerinin toplam sayilar1 dikkate

alindi).

En fazla tiirde mikroorganizma bir disten izole edildi ve bu disten izole

edilen mikroorganizma sayis1 7 idi. Bu dis, Grup 2¢’ye aitti. Tek mikroorganizmanin

izole edildigi dis ise 10 adetti.

Gram pozitif mikroorganizmalarin tiim gruplarda gram negatiflerden

anlamlh diizeyde fazla oldugu (p<0.05, Tablo 16, Grafik 1), gruplar arasindaki
dagilimlarinin ise anlamli diizeyde farkli olmadig bulundu (p=0.173, p=0.368).

Tablo 16. Mikroorganizmalarin Gram boyanma o6zelliklerine gore dagilimlart (Gram

boyanma 6zelligine gore dis basina diisen oran).
Grupla Gruplb Gruplc Grup2a Grup2b Grup2c Toplam
Gram 57 64 49 67 58 72 367
Pozitif (1.9) (2.13) (2.13) (2.23) (1.93) 2.4) (2.12)
Gram 23 20 15 18 26 21 123
Negatif (0.76) (0.66) (0.65) (0.6) (0.86) 0.7) (0.71)
Toplam 80 84 64 85 84 93 490
(2.66) (2.8) (2.78) (2.83) (2.8) (3.1 (2.83)
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Grafik 1. Mikroorganizmalarin Gram boyanma 6zelliklerine gore gruplara dagilimi (%).
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Grup la’da en fazla sayida (%41.25) mikroorganizma HbAc >%7.5
diizeyine sahip bireylerden elde edildi. Bu durum, Grup 1b’de de ayniydi ve orani
%41.6 olarak bulundu (Tablo 17). Diyabetli bireylerden izole edilen mikroorganizma
sayilar1t HbA ¢ seviyesi yiikseldik¢e artmakla beraber yapilan istatistiksel incelemede
HbA ¢ seviyesinin gruplarin sahip oldugu mikroorganizmalarin toplamini (Tablo
16’da ara toplam) etkilemedigi goriildii (Grup la i¢in p=0.066, Grup 1b i¢in p=
0.060, Grup Ic icin p= 0.386).

Izole edilen mikroorganizmalar1 Gram boyanma ozelliklerine gore ki-kare
uygunluk testi ile istatistiksel olarak inceledigimizde Grup la’daki dislerde diyabetin
kontrol diizeyi azaldikca Gram pozitif mikroorganizmalarin sayisinin anlaml
diizeyde arttig1 goriildii (Gram pozitifler icin p=0.034, Gram negatifler icin p=0.835).
Grup 1b’deki dislerde ise diyabetin kontrol diizeyi azaldik¢a Gram negatif
mikroorganizmalarin anlamli diizeyde arttigi goriildii (Gram pozitifler icin p=0.125,
Gram negatifler icin p=0.007). Grup 1c’deki olgularda diyabet diizeyiyle Gram
pozitif ve negatif mikroorganizmalar arasinda herhangi bir iligki bulunamadi (Gram
pozitifler icin p=0.415, Gram negatifler icin p=0.449).

Grup 1c’de HbA ¢ %6.1- %7.5 diizeyinde bulunan bireylerden elde edilen
mikroorganizma sayis1 daha fazla olmakla beraber (%40.62) bu sonug istatistiksel

olarak anlamli bulunmad1 (p=0.386).
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Tablo 17. HbA ¢ diizeylerine ve Gram boyanma Ozelliklerine gére mikroorganizma sayist

(%).
Diyabetin Gram Grup 1a Grup 1b Grup 1c
diizeyi boyanma (n=30) (n=30) (n=23)
Gram pozitif 11 14 12
HDbA < %6 Gram negatif 6 4 5
(14 hasta) Ara toplam 17 18 17
(21.25) (21.42) (26.56)
HbA, gram pozitl:]; i ? 283 179
%6.1- %7.5 o nesa
(25 hasta) ra toplam 30 31 26
(37.5) (36.9) (40.62)
Gram pozitif 27 27 18
HbA - >%7.5 Gram negatif 6 8 3
(20 hasta) Ara toplam 33 35 21
(41.25) (41.6) (32.81)
80 84 64
TOPLAM (100) (100) (100)

Grup 1 a’da, Gram boyanma ve oksijen gereksinimlerine gore en siklikla
izole edilen mikroorganizmalar Gram pozitif fakiiltatif anaeroplar ile zorunlu
anaeroplar oldu. En diisiik siklikla Gram negatif fakiiltatif anaeroplar izole edildi.
Grup 2a’da ise en siklikla Gram pozitif zorunlu anaeroplar izole edildi. Grup 1b,
Grup 2b ve Grup Ic, Grup 2c¢’de, en siklikla Gram pozitif fakiiltatif anaeroplar izole
edildi (Tablo 18).

Tablo 18. Gram boyanma ve oksijen gereksinimlerine gore mikroorganizmalarin dagilimi.

Grupla Gruplb Gruplc Grup2a Grup2b Grup2c
(n=30) (n=30) (n=23) (n=30) (n=30) (n=30)
G(+) Fakiiltatif 23 31 24 22 29 30
anaerop (28.75) (36.9) (37.5) (25.88) (34.52) (32.25)
G(-) Fakiiltatif 2 0 3 1 0 2
anaerop (2.5) (0) (4.6) (1.17) (0) (2.15)
G(+) 7 10 12 11 9 15
mikroaerofilik (8.75) (11.9) (18.75) (12.94) (10.71) (16.12)
G(-) 13 12 6 11 18 10
Zorunlu (16.25) (14.28) (9.3) (12.94) (21.42) (10.75)
anaerop
G(+) 23 22 12 30 18 27
Zorunlu (28.75) (26.19) (18.75) (35.29) (21.42) (29.03)
anaerop
G(+) 4 1 1 4 2 0
Aerop (5) (1.19) (1.56) (4.70) (2.38) 0)
G(-) 8 8 6 6 8 9
Aerop (10) (9.52) (9.3) (7.05) (9.52) (9.67)
Toplam 80 84 64 85 84 93
(100) (100) (100) (100) (100) (100)
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Gram boyanma ve oksijen gereksinimlerine gore izole edilen
mikroorganizmalarin gruplar arasinda farki olup olmadigina baktigimizda, hicbir
grupta fark olmadig1 goriildii. Gram pozitif fakiiltatif anaeroplar icin p=0.705, Gram
negatif fakiiltatif anaeroplar icin p=0.850, Gram pozitif mikroaerofilikler icin
p=0.698, Gram negatif zorunlu anaeroplar icin p=0.479, Gram pozitif zorunlu
anaeroplar i¢cin p=0.094, Gram pozitif aeroplar i¢in p=0.513, Gram negatif aeroplar
icin p=0.649 bulundu.

Konvansiyonel kiiltiir yonteminde elde ettigimiz sonuglara gore, tiim
dislerin %6.35’1 (n=11) Kandida cinsi mantar hiicreleri bulunduruyordu. Bu
mikroorganizmalarin 8’t DM’li bireylerden (%73), 3’ti saglikli bireylerden (%27)
izole edildi. Hiicrelerin 2’si Grup la’dan, 4’ii Grup 1b’den, 2’si Grup 1c’den, 3’i
Grup 2c’den izole edildi. Izole edilen dislerin hepsi de farkli hastalara aitti (Tablo
19).

Izole edilen toplam 16 enterokok tiiriinden 10’u, konvansiyonel Kkiiltiir
yonteminde E. faecalis, 6’s1 Enterococcus spp olarak tanimlandi. E. faecalis en fazla

siklikla Grup 2c’den izole edildi (Tablo 19).

Tablo 19. Konvansiyonel Kkiiltir yontemiyle saptanan kandida ve enterokok tiirlerinin
gruplara gore dagilim, (*Petetehibbmnor. pi; PCR goriintiisii, Resim 9).

Grup Grup Grup Grup Grup Grup Toplam
la 1b 1c 2a 2b 2c
m=30) m=30) @®=23) @=30) @0=30) 0=30) (n=173)
Candida spp 2 1 2 0 0 1 6
(6.6) (3.33) (8.69) (0) (0) (3.33) (3.46)
C. albicans 0 0 0 0 0 2 2
0) 0) 0) (0) (0) (6.6) (1.156)
C. dubliniensis 0 3 0 0 0 0 3
(0) (10) (0) (0) 0) (0) (1.73)
Enterococcus 0 1" 3bed 0 1° 1 6
spp  (Kiiltiir) 0) (3.33) (13.04) (0) (3.33) (3.33) (3.46)
E. faecalis 0 0 18 0 1" ghkimnor 10
(Kiiltiir) () (0) (4.34) (0) (3.33) (26.6) (5.78)
E.faecalis 0 1 4 0 2 9 16
(PCR) 0) (3.33) (17.39) 0) (6.66) (30) (9.24)

Konvansiyonel kiiltiir yontemine gore Grup 1c’de E. faecalis oram %4.34,
Grup 2c’de %?26.6 bulundu. Sekonder kok kanal enfeksiyonu gruplarindaki toplam E.

faecalis orani ise %16.98 bulundu.
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Orneklerden konvansiyonel kiiltir ~yontemine gore izole edilen
mikroorganizmalardan tiirii belirlenemeyen enterokoklar (Enterococcus spp) ve E.
faecalis olarak tanimlananlar PCR yontemiyle de incelendi. Kiiltirde E. faecalis
olarak tanimlananlarin hepsi PCR yontemiyle onaylandi (Resim 9). Enterococcus
spp olarak tamimlanan orneklerin de E. faecalis oldugu goriildii. Bu durumda Grup
Ic’de E. faecalis oramn %17.39’a, Grup 2c’de %30’a c¢ikti. Tiim gruplardaki E.

faecalis orani ise %9.24 olarak belirlendi (Resim 9).
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Resim 9. PCR ile olusan amplikonlarin elektroforez goriintiisii. ‘a, b, c, d, e, f* hatlar1 konvansiyonel kiiltiir yonteminde Enterococcus spp olarak, ‘g, h,
1,j,k, 1, m, n, o, p’ hatlan ise E. faecalis olarak tanimlanmistir. Burada 6rneklerin hepsinin PCR yontemine gore E. faecalis oldugu goriilmektedir (310

bp).
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S. TARTISMA VE SONUC

Tip II diyabet hastalarinin immiin sisteminde bir¢ok fonksiyonun etkilenmis
ve degismis oldugu bilinmektedir. Bu durum, gecikmis iyilesme ve baskilanmig
immiin yanit seklinde ortaya ¢ikmaktadir (195). Kserostomi, enfeksiyon, artmis
cliriik insidansi, kandidozis, gingivitis, periodontal hastalik ve Burning mouth
syndrome (195) gibi oral komplikasyon riskine sahip bu hastalarin artmis periapikal
yikim insidansini, gecikmis iyilesme ve baskilanmig immiin sisteminin yarattig
boslugu dolduracak olan tek silahimizin etkili kemomekanik preparasyonu takiben
sizdirmaz bir kanal dolgusu oldugu goziikmektedir.

Sistemik kosullarin, kok kanal florasinin ana kaynagi olan oral floray1
etkileyebileceginden ve bu konuda literatiirdeki bilginin azligindan yola c¢ikarak
planladigimiz calismada Tip II diyabetli bireylerin kok kanal florasinin saglikli

bireylerden farkli olup olmadigi incelendi.

Kullanilan Yontem A¢isindan Calismanin Degerlendirilmesi

Kok kanallarindan izole edilen mikroorganizma sayisi ve tiirii, kiiltiir alma
teknigine ve Orneklerin ekildigi besiyerlerine gore degisebilir. Kullanilan
besiyerindeki anaerobizmin derecesi, inokulumun boyutu ve yasi, otoklavlama
siiresince cogu tasiyici besiyerinde anaerobik bakterilerin 6liimiine neden olan toksik
hidrojen peroksit ve siiperoksit radikal varligi gibi kosullar da kiiltiir sonuglarini
etkileyebilir (77). Mantarlar, icerisinde antifungal bulunmayan neredeyse her
besiyerinde (anaerobik olmamak kosuluyla) tiremesine ragmen en kolay iiredikleri
ortam Saboraud dekstroz agardir (111,158). Bu besiyerinde pH olduk¢a asidik
oldugu icin cogu bakterinin iiremesi engellenir. Dolayisiyla konvansiyonel Kkiiltiir
yonteminde bazi mikroorganizmalarin daha kolay iiremesi ve tanimlanabilmesi i¢in
ozel besiyerleri kullanilmaktadir. Bu c¢alismada da Saboraud dekstroz yaninda
anaerop mikroorganizmalar i¢in 6zel olan Schaedler agar besiyeri kullanildi (110-
112,189,193).

Anaerobik mikroorganizmalarin iiremesi icin petriler 5 giin, aerobik

mikroorganizmalar icin ise 3 giin siiresince etiivde bekletildi ve ornekte bulunan
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fakat daha yavas iireyen mikroorganizmalarin da tanimlanabilmesini saglamak icin
takip edildi. Literatirde farkli inkiibasyon siirelerinin kullamldigr dikkati
cekmektedir. Aerobik mikroorganizmalar i¢in 3, anaerobik mikroorganizmalar icin
ise 7 (35,86) veya 14 giine kadar inkiibasyon siiresini kullanan arastirmacilar
mevcuttur (26,90). Ancak uzayan siirenin ekim yapilan petrilerin kontaminasyon
riskini arttirdigr bilinmektedir. Bu c¢alismada aerop mikroorganizmalar igin 3,
anaerop mikroorganizmalar i¢in 5 giin ilgili petriler takip edildi.

Kanaldan 6rnegin alinmasinda kanallara siv1 besiyeri (33,37,86,223,224) ya
da steril fizyolojik serum (26,36,38,39) gonderilip bunun kagit konlarla emdirilmesi,
kanal agzinin nitrojen gazina maruz birakilmas: (90), kok kanalindan egeler
yardimiyla dentin talasinin  toplanmasi  gibi  yontemler (32,64,225,226)
uygulanmaktadir. Mikroorganizmalarin kok kanal duvariyla sement arasindaki
mesafenin yarisina kadar penetre olabilmesi (1) nedeniyle kanal duvarlarindan
Hedstrom egeler yardimiyla dentin talas drnekleri toplama yolunu tercih ettik.

Bu ¢alismada toplam 173 farkli disten alinan mikrobiyolojik 6rneklerde kok
kanali bagina izole edilen mikroorganizma sayis1 1-7 arasinda degismis ve ortalama
2.89 olarak bulunmustur. Diger c¢alismalarda kanal basmna 4-7 farkh

mikroorganizmanin bulunabilecegi bildirilmistir (26,29,87).

Calismaya Katilan Hasta Grubunda intraoral ve Sistemik Kosullarin

Degerlendirilmesi (OHI-S, DMFT ve HbA ()

Diyabetli bireylerin sistemik kosullari, agiz i¢i ortamin kosullarimi (agiz
kurulugu, tiikiiriik yapitaslari, akis hizi vs) olumsuz olarak etkilemekte, bu yiizden
dis ciirtikleri ve dis kayiplart saglikli bireylerden daha fazla goriilmektedir.
Periodontal yikim ve periodontal atacman kaybi da sagliklilara oranla artmaktadir
(10,14-18,195-211). Bu hastalarda, saglikli bireylere oranla daha fazla bulunan S.
epidermidis ve Capnocytophaga tiirlerinin, fibroblast proliferasyonu ile kollajen
yapiminin inhibe edilmesinden sorumlu olduklar1 bildirilmistir (227,228). Benzer
kosullar, periapikal lezyonlu dislerin endodontik tedavi sonrasi prognozunu da

etkileyebilir.
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Hastalarin DMFT indekslerinin, diyabetli ve saglikli bireyler arasindaki
iliskinin ortaya ¢ikarilmasi acisindan 6nemli oldugu diisiiniilerek her hastanin DMFT
indeksi degerleri elde edildi. DM’li grubun daha yiiksek DMFT indeksi degerlerine
sahip oldugu goriildi. Bu sonug, diyabetli bireylerde periodontal yikimin,
periodontal atagcman kaybinin, azalmis tiikiiriik akis hizi ve tiikiiriigiin yapisal
fonksiyonlarinin bozuklugu sebebiyle olusan dis ciiriiklerinin ve kayiplarinin
sagliklilardan daha fazla oldugunu bildiren caligmalar1 desteklemektedir (10,14-
18,195-211).

Tiikiirtiglin - yapisal fonksiyonlarinda degismeyle beraber periodontal
sorunlar da disler {izerinde eklenti olusumunu (OHI-S) etkilemektedir. Bu nedenle
hastalarin OHI-S indeksi degerleri elde edildi ve bu deger DM’li hastalarda saglikli
bireylerinkinden yiiksek bulundu. Oral hijyen bakimindan hicbir grubumuz ‘kotii’
olarak siniflandirilmadi. Bu durum, fakiiltemizde boliimiimiize endodontik tedavi
icin basvuran hastalarin Oncelikle distasi temizligi ile oral hijyen motivasyonu
saglandiktan sonra tedavilerine baglanmasiyla iligkiliydi. Literatiirde, hastalarin, kok
kanal florasinin oral hijyen diizeyini dikkate alarak incelendigi baska calismaya
rastlanmamaistir.

OHI-S ve DMFT indeksleriyle beraber Tip II diyabet hastalarindan, son 3
ay icerisindeki medikal durumlarm1 ve diyabetlerinin kontrol diizeyini
belirleyebilmek amaciyla glukozlu hemoglobin (HbA ) test sonuglari elde edildi. Bu
degerler, HbAc < %6 oldugunda kontrol diizeyi “iyi”’, HbAc %6,1- %7,5 arasinda
oldugunda kontrol diizeyi “orta” ve HbA ;¢ >%7,5 oldugunda kontrol diizeyi “diisiik”
olarak siniflandirildi ve kaydedildi (205).

Diyabetli bireylerde HbA ¢ oran1 yiikseldikce izole edilen mikroorganizma
sayilarinin arttigr goriildii (Grup Ic hari¢). Bununla beraber elde ettigimiz bu sonug
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Istatistiksel olarak anlamli olmasada HbAc
seviyesi yiikseldikce izole edilen mikroorganizma sayisinda artis gdzlenmistir. Bu
bulgu, diyabetin sistemik ve oral kosullar1 degistirdigini bildiren ¢alismalarin (11-18)
sonuglarini desteklemektedir.

Literatiirde diyabetin varliginin ve seviyesinin, PMNL’lerin mobilitesini,
adezyonunu, kemotaksisini, fagositozunu ve oldiiriicii etkisini etkilemekte oldugu

(204,229), diyabetik kosullar altinda enflamatuvar reaksiyonlarin daha biiyiik oldugu
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(219), diyabetli hastalarin diseti olugu sivisinda ve tiikiiriiklerinde glukozun yiiksek
oranda bulundugu, HbA ¢ diizeyi yiikseldik¢e kontrol grubuna oranla diyabetiklerde
periodontitisin daha ciddi formlarinin goriildiigii bildirilmektedir (200). Klinik ve
radyografik c¢alismalar da, diyabetli hastalarda diyabetli olmayanlara oranla
periradikiiler lezyonlarin prevalansinin daha biiyiik oldugunu gostermektedir (230).
Fouad ve Burleson (221), DM’li hastalarda endodontik olarak etkilenmis periodontal
hastaliklarin artmis oldugunu, bu hastalarda preoperatif periradikiiler lezyon
varliginda endodontik tedavi basarisinin olduk¢a diisiik oldugunu bildirmislerdir. Bir
baska calismada (220) ise Tip II diyabetli erkek hastalarda endodontik tedavi sonrasi
rezidiiel lezyon oraninin kontrol grubuna oranla daha yiiksek oldugu rapor
edilmektedir. Bu ¢alismalardan elde edilen sonuglara ek olarak, bizim ¢alismamizda
elde ettigimiz sonu¢ (Grup 1c’de elde edilen sonuglar hari¢) diyabetli bireylerdeki
endodontik tedavinin prognozunun sistemik (gecikmis iyilesme) ve lokal oral
kosullara (tiikiirik yapitaglar1) ilaveten diyabetin kontrol diizeyinden (HbAc
diizeyiyle) = ve  mikroorganizmalarin sayica  fazlalifindan  etkilendigi
diisiindiirmektedir. Bu konuda daha ileri calismalara ihtiya¢ duyulmakla birlikte
Iwama ve arkadaslarinin (229) calismast 6nemli bir ipucu teskil etmektedir. 10
normal (Grup A), 20 DM’li sigan (Grup B ve C) inceleyen arastirmacilar Grup A ve
B’deki sicanlara saf su (200 mL/kg/giin), Grup C’deki sicanlara %30’luk siikroz
soliisyonu (200 mL/kg/giin) vererek baslangic, 2. ve 6. hafta viicut agirhigi, glukoz
toleransi, polimorfoniikleer 16kositlerin kemotaksisi ve anaerobik bakterilerin varligi
gibi parametreleri incelemiglerdir. Tiim gruplarda pulpektomiden 6nce, 2. haftada ve
6. haftalarda sicanlarin viicut agirhiklart  acisindan  istatistiksel — farklilik
gozlenmedigini, ancak kan Iokosit miktarinin, saghikli sicanlarda (Grup A)
diyabetlilere oranla (Grup B ve C), glukoz diizeyinin diyabetlilerde (Grup B ve C)
saglikli olanlara (Grup A) gore anlamh diizeyde yiiksek bulundugunu bildirmislerdir.
Kemotaksis gosteren hiicre sayisinin ise diyabetli olup siikrozla beslenenlerde (Grup
C) saglikli (Grup A) ve diyabetli olup saf suyla beslenenlere (Grup B) gore anlaml
diizeyde diisik oldugunu  bildirmislerdir. ~ Gruplarin  hepsinde  hakim
mikroorganizmalarin fakiiltatif anaerobik mikroorganizmalar oldugu, zorunlu
anaerobik  mikroorganizmalarin ise ancak %?20’lik oram1  olusturdugunu

bildirmiglerdir. Arastiricilar diyabetli olup siikrozla beslenenlerde (Grup C) zorunlu
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anaeroblarin her iki periyotta da saglikli (Grup A) ve diyabetli olup saf suyla
beslenenler (Grup B)’den anlaml diizeyde yiiksek goriildiigii, diyabetli olup siikrozla
beslenenlerdeki (grup C) zorunlu anaeroblarin ve Gram negatiflerin ise diger
gruplardakiler (Grup Ave B) den anlamli diizeyde fazla oldugunu bulmuslardir. Bu
sonuclara dayanarak, metabolik durumun Tip II diyabetli sicanlarda bakteriyel
enfeksiyona karst genel konak direncini azaltabilecegi ve mikrobiyal kompozisyonu
etkileyebilecegi diisiiniilebilir. Bu c¢alismada, diyabetli AP’li (Grup la) dislerde
diyabetin kontrol diizeyi azaldik¢a (diyabetin siddeti arttikca) Gram pozitif
mikroorganizmalarin, diyabetli nekrotik pulpali dislerde (Grup 1b) ise Gram negatif
mikroorganizmalarin oraninin anlamli diizeyde arttigi goriildii. Grup la’da elde
edilen sonu¢ uyusmamakla beraber, Grup 1b’de elde edilen sonug, Iwama ve
arkadaslarinin  (229) elde ettikleri sonugla paralellik gostermektedir. Diyabetli
sekonder enfeksiyonlu dislerde (Grup Ic) diyabetin kontrol diizeyiyle Gram pozitif
ve negatif mikroorganizmalar arasinda herhangi bir iligki bulunmadi. Ayrica, Grup
1c’de HbA ¢ %6,1-%7,5 diizeyinde bulunan bireylerden elde edilen mikroorganizma
sayisinin daha fazla olmasi da istatistiksel olarak anlamli degildi.

Yamasaki ve arkadaglar1 (231), normal sicanlarin enfekte kok kanaliyla
iliskideki periapikal dokularindan elde edilen zorunlu anaerobik bakterilerin zamana
bagl olarak artmadigini, ancak Gram negatif bakterilerin 1-14 giin siiresince artig
gosterdigini saptamislardir. Bu sonuglar, diyabetik sicanlarda bakterilere karsi
savunma gorevinde fonksiyon gorecek lokositlerin yeterli sayida bulunmadigini1 6ne

siiren calismalar (229,232-234) destekler niteliktedir.

izole Edilen Mikroorganizmalarm Gram Boyanma Ozellikleri

Acisindan Degerlendirilmesi

Kok kanalindaki bakteriyel enfeksiyon ile diyabetin iliskisinin incelendigi
kisith ¢alismalardan elde edilen bulgular, bir sonucun ortaya ¢ikmasina yardimci
olmaktan uzaktir ve elde ettigimiz sonuclar karsilastirilacak ¢alismalar yok denecek
kadar azdir.

Diyabetli bireylerde diyabetin kontrol diizeyiyle kok kanal floras1 ve bu

floranin Gram boyanma 6zelligiyle iliskisinin incelendigi baska c¢alismaya
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rastlanmadi. Sonuclar, DM’li bireylerin apikal periodontitisli dislerindeki Gram
pozitif mikroorganizmalarin, artan HbA,c diizeyi ile, bu bireylerdeki apikal
lezyonlarin iyilesmesinin ya c¢ok ge¢c oldugunu ya da tam olarak hig
gerceklesmedigini bildiren ¢alismalar1 (10,219-221) desteklemektedir. Chavez Le
Paz ve arkadaslar1 (235) Gram negatif mikroorganizmalarin endodontik tedavi
prosediirlerine Gram pozitif mikroorganizmalardan daha duyarli olduklarini
bildirmiglerdir. Bu nokta, kok kanallarinda mevcut mikroorganizmalarin Gram
boyanma oOzelliklerine gore uygulanacak olan endodontik prosediiriin (6rn. kanal
dezenfektan1) degismesine kaynak teskil edebilir. Gram pozitif mikroorganizmalarin
Gram negatiflerden daha direngli olarak ortaya ¢ikmalari, hiicre duvar yapilariyla,
hiicre duvarindaki glikopeptit yapilariyla, sekrete ettikleri metabolik iiriinlerle iliskili
olabilir (236). Gram negatif bakteriler, hiicre duvari olarak daha kompleks bir yapiya
sahiptir. Dolayisiyla Gram pozitif mikroorganizmalarin, kok kanal florasinda hakim
tiirler olarak ortaya ¢cikmasinda bu 6zelliklerin etkili oldugu diistiniilmektedir (237).

Bu calismada da, bu bilgileri destekler nitelikte tiim gruplarda Gram pozitif
mikroorganizmalar floraya hakim grup olarak dikkati ¢cekmistir. Sydney ve Estrela
(238) da, Gram pozitif mikroorganizmalarin kemomekanik preparasyona daha
direngli oldugunu vurgulamis ve oOzellikle Peptostreptococcus prevotii  ve
Clostridium histolyticum’un baskinligina dikkati ¢cekmistir. P. prevotii, bu calismada
diyabetli bireylerde sadece apikal periodontitisli kanallardan (Grup 1a) izole edildi.
Saglikli bireylerden ise AP’li (Grup 2a) ve AP bulunmayan nekrotik pulpali (Grup
2b) dislerde esit oranlarda elde edildi.

Daha ileri ve hassas c¢alismalar gerekmekle birlikte, Gram pozitif
mikroorganizmalarin, diyabetli bireylerin apikal periodontitisli dislerinde diyabetin
kontrol diizeyiyle pozitif iliskide olmasi, bu bireylerdeki lezyonlarin prevalansinin
yiiksekliginin (10) ve iyilesme oraninin kontrol grubundaki bireylerden daha diisiik

olmasinin (220) altinda yatan sistemik bir faktor olarak diisiiniilebilir.
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Primer Endodontik Enfeksiyonlu Gruplarin Degerlendirilmesi

Primer endodontik enfeksiyonlu tiim gruplarda (Grup 1a, 1b, 2a, 2b) zorunlu
anaerob mikroorganizmalarin baskinligi dikkati cekmistir. Bu durum, zorunlu
anaeroblarin, besin, diisiik oksidasyon-rediiksiyon potansiyeli, pH, 1s1 ve bakteriyel
iliskiler acisindan ekolojik iireme kosullarina uygun ortami sagladiklarim
gostermektedir (7,26,92). Sundqvist (77) bu tiir olgularin fazla sayida siyah pigmente
Gram negatif anaeroplar icermekte oldugunu bildirmis, Lana (30) ise Gram negatif
anaeroblarin oranin1 %?29 olarak aciklamistir. Bu ¢calismada Gram negatif zorunlu
anaeroblar diyabetli bireylerin apikal periodontitisli dislerinde (Grup 1a) %16.25, AP
bulunmayan nekrotik pulpali dislerinde (Grup 1b) %14.28, saglikli bireylerin apikal
periodontitisli dislerinde (Grup 2a) %12.94, AP bulunmayan nekrotik pulpali
dislerinde ise (Grup 2b) %?21.42 oranlarinda elde edilmistir. Chu ve arkadaslar1 (239)
primer endodontik enfeksiyonlu (apikal periodontitisli) dislerde Gram negatif
zorunlu anaeroblarin oranini %42, Gram pozitif zorunlu anaeroblarin oranini %27,
Gram pozitif fakiiltatif anaerob oranim1 %21, Gram negatif fakiiltatif oranin1 %10
bulmuslardir. Waltimo ve arkadaslar1 (240) ise %34 Gram pozitif fakiiltatif, %34
Gram negatif anaerop elde etmislerdir. Bu calismada diyabetli primer endodontik
enfeksiyonlu dislerde (Grup la,1b) %41.6 (25/60) oraninda, saglikli bireylerde ise
%48.3 (29/60) oraninda Gram negatif zorunlu anaerop mikroorganizma goriildii
(bkz.Tablo 18). Bu sonuclar, yukaridaki caligmalarin sonuglariyla uyusmaktadir.

Diyabetli ve apikal periodontitisli kanallarda (Grup la) esit sayida Gram
pozitif fakiiltatif anaerop ve Gram pozitif zorunlu anaerop mikroorganizma saptandi
(n,%= 23, 28.75). Apikal periodontitisli saglikl1 bireylerde ise Gram pozitif fakiiltatif
anaerop orani (n=22) %?25.88, Gram pozitif zorunlu anaerop orani (n=30) %35.29
bulundu. Sonuglar, diger calismalarla (7,26,30,77,93,239,240) paralellik
gostermektedir.

Diger yandan fakiiltatif anaerobik bakterilerin bu olgularda genellikle
azinlikta oldugu ve tedaviye direncli vakalarda hakim bulundugu da bildirilmistir (9).

Kok kanal florasinda fakiiltatif mikroorganizmalardan Streptokoklarin soz
sahibi oldugu goriildii. Streptokoklar; diger mikroorganizmalar, tiikiiriik

komponentleri, konak hiicre, ekstraseliiler matriks veya serum komponentleri gibi
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oral kavitede yaygin olarak bulunan substratlara yapismalarin1 saglayan cesitli yiizey
protein adezinleri salgilar. Bu nedenle, oral kavitenin bakteri kolonilerinin birincil
tiyelerindendir (6). Bu da c¢alismamizda streptokoklarin yiiksek oranda izole
edilmesini aciklamaktadir. Ayrica, zorunlu anaerop bakterilerin Streptococcus gibi

bazi fakiiltatiflerle beraber primer enfeksiyonlarda tipik oldugu bildirilmektedir (37).

Calismamizda tiim gruplarda yiiksek oranda karsilastigimiz diger bir
mikroorganizma ise koagiilaz-negatif stafilokoklardi. Bu gruptan Staphylococcus
saprophyticus ve Staphylococcus haemolyticus’un klinik olarak en siklikla
karsilasilan tiirler oldugu bildirilmistir (86). Koagiilaz-negatif stafilokoklar genellikle
non-patojenik olarak bilinir (19-21,23). S. epidermidis, immiin sistemi baskilanmig
kisilerde ve ortak kullanilan ortamlardan kaynakli hastane enfeksiyonlarinin
yayillmasinda soz sahibidir (86). Bu grup mikroorganizmalar bu yiizden pulpal ve
periapikal hastaliklara veya persiste periapikal lezyonlara neden olan ana etkenlerden
biri olarak diisiinlilmemekte (9,29), ancak basarisiz endodontik vakalarin kok
kanallarinda (9), kok apekslerinde (147) ve nekrotik dislerden alinan 6rneklerde (86)
bulunmaktadir.

Periapikal lezyonu bulunmayan nekrotik pulpali dislerden olusan gruplar
incelendiginde (Grup 1b, 2b), her iki grupta da Gram pozitif fakiiltatif anaeroplarin
floraya hakim oldugu goriildii. Ikinci sirada ise her iki grupta da Gram pozitif
zorunlu anaerop mikroorganizmalar baskin olarak goriinmekteydi. Diyabetik
hastalarin AP bulunmayan nekrotik pulpali dislerinden (Grup 1b) zorunlu anaeroblar
%40.47 oraninda, sagliklilarda ise %42.84 oraninda izole edildi. Bu sonug, primer
enfekte kok kanallarinda (nekrotik dislerde) zorunlu anaeroblarin florada hakim
mikroorganizmalar olarak bulundugu bildiren calismalarla uyusmamaktadir
(9,29,37,90,91). Bu tiir vakalardan izole edilen bakterilerin genellikle
Porphyromonas, Prevotella, Fusobacterium, Actinomyces, fakiiltatif Streptokoklar,
Peptostreptococcus, Lactobacillius ve Eubakterium genusuna ait oldugu
bildirilmektedir (81,92-94). Bu calismada da  Porphyromonas, Fusobacterium,
Streptokoklar, Peptostreptococcus, Lactobacillius tiirlerinin saghkli ve diyabetli
nekrotik pulpali dis gruplarinda diger gruplardakinden daha fazla bulundugu
goriilmiistiir. Pulpanin histopatolojik incelemesinin yapildig bir calismada (241) Tip

IT diyabetli 7 hastadan cekilen ciiriiksiiz dislerin pulpasi, 13 saglikli bireyin
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pulpasiyla karsilastirilmig, diyabetli bireylerin periodontal dokularinda goriilen
anjiyopati ve bazal membranda kalinlasmanin, pulpada da izlendigi bildirilmistir.
Diyabetli bireylerin pulpasinin merkezinde, genis ve az sayidaki kan damarlar
saglikli bireylerin pulpalarinda goriilmemis, her iki grubun pulpasinda kalsifikasyon
izlenmis fakat diyabetiklerin pulpasindaki kalsifikasyonlarin daha sik ve orak sekilli
oldugu bildirilmistir. Bir baska calismada ise diyabetli 21 dental pulpa ile saglikli 20
dental pulpanin histopatolojik incelemesinde vaskiiler bir degisiklik izlenmemis
ancak diyabetli bireylerin pulpalarinda sekilsiz kalsifiye kitlelerin mevcut oldugu
bildirilmistir (242). Diyabetiklerin disetinde liimen daralmig, damar duvarinin da
kalinlasmis oldugu gozlemlenmistir (242). Diyabetli bireylerde, yasa da bagh
olmakla birlikte, pulpada obliteratif endarterit sonucu sinirli kollateral sirkiilasyonun
olustugu, PMNL inhibisyonuna bagl nekroz ve enfeksiyon egiliminin arttig1 rapor
edilmistir (243). Bu hasarli vaskiilaritenin, pulpal dokunun beslenmesini ve tamirini
de etkiledigi, hatta ilerde anaerobik ortama kolayca doniisecek olan mikroaerofilik
bir ortamin gelismesine zemin hazirlayabilecegi ileri siiriilmiistiir (219).

Kok kanal florasinda bulunan mikroorganizmalar oksijen gereksinimine
gore karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
olmamakla beraber diyabetli grupta (Grup 1b) sagliklilara (Grup 2b) oranla daha ¢ok
Gram pozitif zorunlu anaerop ve Gram pozitif mikroaerofilik bakteri izole edildi. Bu
durum mikroaerofilik ve anaerobik ortamin diyabetik hastalarda daha erken
olusmaya baslamasindan kaynaklanmais olabilir.

Gomes ve arkadaslar1 (26) sekonder enfeksiyonlu 19 disin hi¢birinde (%0)
Bacteroides tiirii mikrorganizmaya rastlamazken, nekrotik pulpali dislerde %7.31
oraninda (41 disin 3’iinde) bu bakteri tiiriine rastlamiglardir. Calismamizda da benzer
sekilde saglikli bireylerin nekrotik pulpali dislerinde (Grup 2b, 30 disin 8’inde,
%26.6) sekonder enfeksiyona oranla (30 disin 3’iinde, %10) daha fazla Bacteriodes
tiriine rastlanmistir. Sekonder enfeksiyonlu ve AP bulunmayan nekrotik pulpali
disler arasindaki benzer karsilastirma diyabetik hastalarin kok kanallarinda
yapildiginda nekrotik dislerde (Grup 1b) %20 (30 disin 6’s1), sekonder enfeksiyonlu
dislerde (Grup 1c) %8.7 (23 disin 2’si) olarak bulunmus ancak aym kiyaslamanin

yapildig1 baska calismaya rastlanmamugtir.
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Fouad ve arkadaslar1 (73), 18 saglikli ve 6 diyabetli bireyin apikal
periodontitisli ve periapikal radyolusensi gostermeyen nekrotik pulpali dislerinde
endodontik a¢idan ©nemli olan 10 mikroorganizmayr PCR teknigi kullanarak
incelemisler, Enterokoklarin sadece saglikli bireylerin %14’tinde bulundugunu
bildirmiglerdir. Bu c¢alismada ise konvansiyonel Kkiiltir yOntemine gore
Enterokoklarin  pozitif oldugu o©rnekler PCR ile incelendi ve primer
enfeksiyonlardaki toplam Enterokoklarin orami %2.5 (120 diste 3 adet), diyabetli
bireylerde %3.3 (30 diste 1 adet), saglikli bireylerde %6.6 (30 diste 2 adet) olarak
bulundu. Demografik, cografik ve diyet aligkanligindaki farkliliklarin yanisira bu
calismada Kkiiltiir yonteminde Enterokoklarin pozitif oldugu orneklerin PCR ile
incelenmis olmasi1 da caligmalarin sonug¢larimi farkli kilmis olabilir. Aymi ¢alismada
Fouad (73) Porphyromonas’larin DM’li hastalarda (istatistiksel olarak anlaml
olmayan) artis goOsterdigini belirtirken c¢alismamizda gruplar arasinda sayisal
benzerlik dikkati cekmektedir. Arastirici, 6zellikle semptomatik dislerde bulundugu
distiniilen F. nucleatum (%82), P.micros (%50) ve Streptecoccus (%41) tiirlerinin,
bu 10 mikroorganizma arasinda en yiiksek orandaki mikroorganizmalar oldugunu
bildirmistir. Aymi1 ¢alismada diyabetik ve nondiyabetik orneklerde, mikroorganizma
sayilart agisindan farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Bu durum
diyabetin tipi ile glisemik kontroliin derecesinin parametre olarak incelenmemis
olmasindan kaynaklanmis olabilir. Bizim sonuclarimiza gore de Fusobacterium,
Peptostreptococcus ~ ve  Streptococcus  tirleri  en ¢ok izole edilen
mikroorganizmalardan olmustur. Ancak kiiltiir yontemi kullanildigindan ve 6rnek
sayisinin farkliligindan dolay: elde edilen oranlar benzer degildir. Bu ¢alismada P.
micros %6.6, Peptostreptococcus spp %15, F. nucleatum %5, Fusobacterium spp
%8.3, Streptococcus tiirleri %45.8 oranlarinda elde edildi. Ay arastiricinin bir
baska calismasinda (218) diyabetli ve saglikli toplam 22 bireyin 16 sinda (%73,
sagliklilarin  %60’1nda, diyabetlilerin  %75’inde) Eubacterium tiirleri pozitif
bulunmus, bunlarin 9’unun (%56), E. infirmum oldugu ve diyabetlilerde saglikl
bireylere oranla istatistiksel olarak anlamli derecede fazla bulundugu bildirilmistir.
Calismamizda boyle bir iliski saptanmadi. Sundqvist (94) de, 65 hastamin Kkiiltiir
yontemiyle inceledikleri enfekte kok kanallarinda %33 oraninda Eubacterium spp

bulundugunu bildirmislerdir. Bu calismanin primer enfeksiyonlu disleri iceren
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gruplarinda ise Eubacterium’larin sagliklilarda (Grup 2a,2b) goriilme oran %18,
diyabetlilerde (Grup la,1b) %10’dur.

Periodontal ac¢idan incelendiginde de benzer sonuclarin elde edildigi
goriilmektedir. Yuan K ve arkadaslarnn (217) A. actinomycetemcomitans, F.
nucleatum, E. corrodens, P. gingivalis ve P. intermedia’nin diyabetli ve saglikli
bireylerin periodontal olarak hastalikli/enfekte bolgelerindeki  prevalansin
karsilagtirdiklar1 ¢alismalarinda P. gingivalis ve E. corrodens’in oraninin Tervonen
(244) ve Mandell (212)’in daha oOnceden kiiltir yontemi kullanarak yaptiklari
calismalarinda elde ettikleri oranlardan daha yiiksek oranda bulundugunu
bildirmisler, bunu uyguladiklar1 PCR yonteminin daha fazla duyarli olmasina ve
hastalarinin oral hijenlerinin daha kotii olmasina baglamislardir. Yuan K ve
arkadaslar1 (217), incelenen bu 5 mikroorganizmanin diyabetik ve diyabetik olmayan
gruplar arasinda istatistiksel ~olarak anlamli farkliliginin = bulunmadigin
bildirmislerdir. Arastiricilar, calismada sagliklt ve diyabetli gruplar arasinda yas,
cinsiyet, gingival indeks, plak indeksi, sondlama derinligi ve atasman diizeyi,
diyabetin siiresi, tipi ve metabolik kontroliiniin seviyesi acisindan da fark

gorememislerdir.

Sekonder Endodontik Enfeksiyonlu Gruplarin Degerlendirilmesi

Bu calismada diyabetli ve saglikli bireylere ait sekonder enfeksiyonlu kok
kanallarindan (Grup 1c, 2c¢), kok kanali bagina elde edilen mikrorganizmalarin sayisi
Gram pozitif ve fakiiltatif anaerop mikroorganizmalar baskin olmak {iizere kanal
basina Grup 1c’de 2.86, Grup 2c’de 3.2° dir. Ayn1 6n taniya sahip disler icin Cheung
ve arkadaslar1 (86) bu orani 2,9 olarak bildirmistir. Literatiirdeki ¢alismalarda boyle
dislerde kanal basma 1-2 tiir mikroorganizmanin bulundugu ve bizim calismamizi
destekler mahiyette Gram pozitiflerin ve fakiiltatif anaeroplarin hakim
mikroorganizmalar oldugu goriilmektedir (9,26,37,90,91).

Grup 2c¢’de Gram pozitif zorunlu anarop mikroorganizmalarin floranin
ikinci hakim tiirii oldugu goéze carpmaktadir. Sonuclarimiz, bu konuda yapilmig
calismalarla da paralellik arz etmektedir (7,9,26,29,37,77,78,88,90). Pinheiro ve
arkadaslar1 (90) persiste periapikal lezyonu bulunan 60 kok kanal dolgulu disin
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mikrobiyolojik olarak inceledikleri bir caligmada, izole edilen tiirlerin %57,4’iiniin
fakiiltatif anaerop, %42,6’sinin ise zorunlu anaeroplardan olustugunu ve Gram
pozitif tiirlerin %83,3’liik bir oranla en hakim grup oldugunu bildirmislerdir.
Molander ve arkadaslar1 (9) da sekonder enfeksiyonlu kok kanallarinda yaptiklar
calismada izole edilen mikroorganizmalarin %69’unun Gram pozitif fakiiltatif
anaerop mikroorganizmalardan olustugunu rapor etmislerdir.

Sunde ve arkadaslar1 (146) ise, endodontik tedaviye cevap vermeyen
direncgli apikal periodontitisli ve periapikal lezyonlu dislerden izole edilen
mikroorganizmalarin ortalama yarisinin (%51) anaerobik mikroorganizmalardan ve
floranin %79,5’inin Gram pozitif tiirlerden olustugunu bildirmislerdir.

Sekonder enfeksiyona bagli endodontik tedavinin basarisizliginin nedeni
intraradikiiler enfeksiyon, yabanci cisim reaksiyonlari, kolesterol kristalleri iceren
kistler gibi faktorlerin yani sira (29,32,84,90,98-101,245) ozellikle Actinomyces
israelii ve Propionibacterium propionicum tiirleriyle iliskili ekstraradikiiler
enfeksiyon (104) olarak kabul edilmektedir. Bizim calismamizda da Actinomyces
tiirlerinin primer enfeksiyonlardan cok sekonder enfeksiyonlardan (Grup 1c,2c) izole
edildigi gorilmiistiir. Actinomyces tiirleri ve Propionibacterium acnes en ¢ok
sekonder enfeksiyonlu dislerde gozlenmistir. Pseudomonas aeroginosa ise tek bir
diyabetli sekonder enfeksiyonlu disten izole edilmistir. Tronstad ve arkadaslar1 (246)
da sekonder enfeksiyonlu dislerden kok ucunun rezeksiyonu sirasinda kazima
yoluyla aldiklar tiim orneklerde Porphyromonas, Prevotella, Actinomyces tiirlerinin,
Staphylococcus  epidermidis,  Propionibacterium acnes ve  Pseudomonas
aeroginosa’nin bulundugunu bildirilmislerdir. Ancak farkliliklarin cerrahi yollarla
alinan kiiltiir 6rneklerinde ¢evre dokudan kontaminasyon ihtimalinden kaynaklandigi
diistiniilebilir. Abou-Rass ve arkadaslar1 (147), oral kaviteyle irtibati bulunmayan
(fistiil, periodontal defekt, diste catlak-kirik) periapikal lezyonlu 13 endodontik
tedavili disin apikal bolgesinden cerrahi yontemlerle aldiklari 6rneklerde fakiiltatif
anaeroblarin %83.5 oraninda floranin hakimleri olduklarini gostermislerdir. Lezyon
govdesinden aldiklar1 13 6rnegin 5’inde Streptococcus spp’nin (5 6rnegin 3’iinde tek
basina) en hakim mikroorganizma oldugunu, apeksten aldiklar1 6rneklerin 9’unda ise
Actinomyces (3/13), Propionibacterium (2/13), Streptococcus (2/13) ve koagiilaz
negatif stafilokoklarin (2/13) tek basina izole edildigini  bildirmislerdir. Bu
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calismada da Streptococcus, Actinomyces ve Propionibacterium tiirleri sekonder
enfeksiyonlu kok kanallarindan (Grup 1Ic, 2c¢) en c¢ok izole edilen
mikroorganizmalardan olmakla birlikte fakiiltatif anaeroblarin florada hakim
mikroorganizmalar olarak ©One c¢ikmast da sonuglarda paralellik oldugunu
gostermektedir.

Kaufman ve arkadaslar1 (88), periradikiiler lezyonlu (36 dis) ve lezyonsuz
(22 dis) endodontik tedavili dislerdeki Enterococcus cinsinin prevalansini
inceledikleri PCR c¢alismasinda 5’1 lezyonsuz, 2’si lezyonlu olmak {izere 7 drnekte
(%12,1) Enterococcus cinsi bakteriye rastlamiglar, periapikal lezyon ile
Enterococcus mevcudiyeti arasinda anlamli diizeyde ters iliski bulundugunu
bildirmislerdir. Elli sekiz 6rnegin 7’sini olusturan diyabetik hastalardan ise enterokok
izole edememislerdir. Buna karsin Fouad ve arkadaslar1 (116), periapikal lezyonu
bulunan sekonder enfeksiyonlu 37 vakanin 8’inde (%22), bunlarin 6’sin1 olusturan
diyabetik vakalarin 2’sinde (%33) Enterococcus cinsi mikroorganizmanin
bulundugunu ve saglikli bireylerle kiyaslandiginda istatistiksel bir farkliligin
bulunmadigini bildirmislerdir.

Rocas ve arkadaslar1 (38), asemptomatik ve apikal periodontitisli 14 kok
kanal tedavili diste PCR analizine gore 10 ornekte (%71) E. faecalis bulundugunu
bildirilmislerdir. E. faecalis’in periradikiiler lezyonlu kanal dolgulu dislerdeki
varligim1 inceleyen 1966 ile 2006 yillar1 arasinda PCR ve konvansiyonel kiiltiir
yontemleriyle yapilmis calismalarda goriilme sikhiginin % 0-77 arasinda oldugu
dikkati ¢cekmektedir (9,27,29,32,36-38,86,88,90,114,116,153) (Tablo 8). Bu farkli
sonuclar, incelenen vakalarin sayisina, Ornek almada uygulanan yontemlerdeki
fakliliklara ve kok kanal floralarinin kompozisyonunun farkli olmasina bagli olabilir.

Calismamizda sekonder enfeksiyonlu vakalarin %24.5’inde E. faecalis
bulunuyordu. E. faecalis, diyabetli grupta (Grup 2c) en sik izole edilen
mikroorganizma, saghklt grupta (Grup 1c) 1ise en sik izole edilen
mikroorganizmalardan biriydi. E. faecalis’lerin 5’1 diyabetli bireylerden (%80’
sekonder kok kanal enfeksiyonlu vakalardan), 11’1 saglikli bireylerden (%82’si
sekonder kok kanal enfeksiyonlu vakalardan) izole edildi. Orneklerden izole edilen
Enterokok tiirii mikroorganizmalarin %31.25’1 diyabetli bireylerde bulunuyordu. Bu

sonu¢ Fouad’in (116) elde ettigi orana (%33) benzemektedir.
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Sekonder enfeksiyonlarda enterokoklarin g¢ogunlukta oldugu ve rutin
endodontik irigasyonda kullanilan bazi medikamentlerin enterokoklar iizerinde etkili
olmadig1r ortaya c¢ikmis ve bu nedenle bu mikroorganizmalar iizerine olan
arastirmalar  yogunlagsmistir.  Mikroorganizmalarin ~ genotipik  Ozelliklerinden
tanimlandigr PCR gibi daha hassas yontemler sayesinde enterokoklarin kok kanali
florasindaki oranlar1 hakkinda daha hizli ve degerli sonuclar elde edilmeye
baslanmistir. Bu calismada da diyabetli bireylerdeki E. faecalis oranini net olarak
saptayabilmek i¢in konvansiyonel kiiltiir yontemine ek olarak PCR kullanildi.
Boylece bu sonuglarin diyabetli bireylerde endodontik tedavinin basarisizlikla
sonuclanmasinin ve iyilesmedeki gecikmenin altinda yatan sebebin bulunmasina
katki saglayacagi diisiiniildii. Bununla beraber PCR’1n bilinen avantajlarinin yaninda
baz1 dezavantajlarinin da bulundugu bilinmektedir. Ornegin hidroksiapatitin DNA
icin baglayici bir yeteneginin oldugu bildirilmektedir (245). DNA, dentin tarafindan
absorbe edildigi zaman bunu aciga cikarmak zor olabilmekte (35,247), oli
bakterilerin DNA’s1 koroner dentine baglanabilmekte, bu sayede kok kanal ornegi
kontamine olabilmektedir. Bu, pozitif sonu¢ veren boyle bir DNA’nin yakalanmasi
durumunda 1ilgili mikroorganizmanin kanalda ©rnek alindigi esnada canli olup
olmadiginin bilinememesi sonucunu dogurur. Bu calismada biz, konvansiyonel
kiiltiir yonteminde sadece Enterococcus spp ve E. faecalis’in pozitif oldugu (timii
ortamda canli olarak bulunmaktadir) 6rnekleri PCR yontemiyle inceledigimiz igin,
sonuglarimiz PCR yonteminin bu dezavantajindan etkilenmemistir.

Calismamizda, izole edilen toplam 16 enterokok cinsi mikroorganizmanin
3’t (%2.5) sekonder enfeksiyon bulunmayan vakalardan izole edildi. Apikal
periodontitisli dislerde (Grup la, 2a) E. faecalis’e rastlanmadi. Siqueira ve
arkadaslar1 (31) endodontik tedavi gormemis, periapikal radyolusensi gosteren disler
tizerinde DNA-DNA hibridizasyon teknigiyle yaptiklar1 calismalarinda tiim vakalarin
%8’inde E. faecalis’e rastlamislar, bunlarin %11.5’inin kronik periapikal lezyonlu
dislerde, %3.7’sinin akut abseli dislerde bulundugunu bildirmislerdir. Ferrari ve
arkadaslar1 (3) ise apikal periodontitisli 25 disin 3’iinde %12 oraninda enterokok
tiirleri izole etmislerdir. Bizim ¢alismamizda apikal periodontitisli dislerde (Grup 1a,
2a) E. faecalis’e rastlanmamasi, bu calismalarin sonuglartyla uyusmamaktadir.

Apikal periodontitis bulunmayan nekrotik pulpali dislerde ise (Grup 1b, 2b)
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diyabetlilerde 1 (Grup 1b, %3,3), saghklilarda 2 (Grup 2b, %6,6) enterokok tiirii
mikroorganizmaya rastlandi. Bu gruplarda (Grup 1b, 2b) E. faecalis oran1 %5 olarak
elde edildi. Lana ve arkadaslar1 (30) bu bakteriyi 31 nekrotik pulpali disin sadece
I’inde (%3.22) saptamislar, bu disin kok kanalinin da oral kaviteyle irtibat halinde
bulundugunu bildirmislerdir. Literatiirde E. faecalis’in primer enfeksiyonlu dislerde
%2-18 gibi diisiik oranlarin yanisira (3,26,30,31,39,69,73,240,248,249), %40 kadar
yiiksek oranda bulunabildigini bildiren aragtirmacilar da vardir (250). Sonuclar, E.
faecalis’in seanslar arasinda yeterli ortiilleme yapilmadiginda veya fazla sayida seans
uygulanmas1 neticesinde sekonder enfeksiyonlu dislerden yiiksek oranlarda izole
edildigini, yani bu mikroorganizmanin kok kanallarina tedavi esnasinda girdigini
ileri siiren aragtirmalar1 desteklemektedir (29,100,124). Elde edilen farkli sonuclar,
ornek aliminda uygulanan tekniklerin farkliliklarinin yani sira 6rnegin bizim
hastalarimizda oldugu gibi agiz hijyeni kontrol altinda olan hasta grubunun
incelenmesinden kaynaklaniyor olabilir. Kok kanal florasinin incelendigi bazi

caligmalar1 gosteren Tablo 20, sonuglar1 karsilastirmamiza yardimci olacaktir.
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Tablo 20. Son yillarda endodontik mikrofloray1 inceleyen calismalar ve ¢alismamizla karsilagtirilmasi. ND: Saglikli DM: Diabetes mellitus AP:
Apikal periodontitisli disler N: Nekrotik pulpali disler APRET: Apikal periodontitisli kanal tedavili disler AAA: Akut apikal abse.

Arastirmact Yil Yontem n (kanal) Hasta Grubu Disteki Sonug¢
Tam
Kiiltiir- Saglikli AP’li dislere sahip bireylerde en cok Gram
pozitif zorunlu anaeroplar, %73 Candida
BU CALISMA 2008 (EfPCRl. ) 173 59D,61 ND AP, N,RET DMlilerde, %9.24 E. faecalis,
Jeacaltis
%30 Bacteroides spp, %30 Pseudoramibacter
Sakamoto ve ark. (255) 2007 PCR 10 ND AP alactolyticus, %30 F. nucleatum,
%100 Olsenella profusa, %40 P.gingivalis,
. Abseli Dialister pneumosintes, D. invisus,
Jacinto ve ark. (256) 2007 PCR S ND disler Lachnospiraceae oral klon, Staph. aureus,
P.alactolyticus, P. micros ve E. faecalis
%89.3 E. faecalis, %89.3 C. gracilis, %89.3
Leptotrichia buccalis, %87.5 Neisseria mucosa,
9%86.6 P. melaninogenica, %85.7 F. nucleatum,
Sassone ve ark. (257) 2007 DNA-DNA 111 ND N %75.9 E. saburreum, %75 S. anginosus, %74.1 V.
parvula, oral patojen olarak diisiiniilen bir cok
bakteri primer enfeksiyondan sorumludur.
%100 Bacteroides spp, %715 P. oralis, %75
Sakamoto ve ark. (258) 2006 PCR 4 ND AP Dialister spp, %75 Mogibacterium pumilum
Abseli %85.7 F. nucleatum, %57.1 P. micros
Sakamoto ve ark. (258) 2006 PCR 7 ND disler
. L Abseli %83 zorunlu anaerop, %47.5 gram negatif. %29
Jacinto ve ark.  (259) 2006 Kiiltiir 70 ND . Porphyromonas gingivalis.
gram negatif zorunlu anaeroblarin oranini %42,
T gram pozitif zorunlu anaeroblarin oranin1 %27,
Chu ve ark. (239) 2005 Kiltir 45 ND AP gram pozitif fakiiltatif anaerob oran1 %21, gram
negatif fakiiltatif oran1 %10 bulmuslardir.
Chavez ve ark (34) 2005 Kiiltiir. GLC 100 ND APRET %34 Streptococcus gordonii, %22 Enterococcus
: > spp, %21 S. anginosus.
Kiiltiir Kiiltiirde en ¢ok F. nucleatum, Gemella
Vianna ve ark.  (260) 2005 DNA Ch,ip 20 ND AP morbillorum, E. lentum, DNA Chip ile en ¢ok M.

Micros, F. nucleatum,T. forsythia
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Tablo 20. Devam. ND: Saglikli DM: Diabetes mellitus AP: Apikal periodontitisli digler N:Nekrotik pulpali disler APRET: Apikal
periodontitisli kanal tedavili disler AAA: Akut apikal abse

Arastirmact Yil Yontem n (kanal) Hasta Grubu Disteki Sonug¢
Tam
%34 gram pozitif fakiiltatif, %34 gram negatif
Waltimo ve ark. (240) 2005 Kiiltiir 50 ND AP anacrobik, %2 E. faecalis, %2 C. albicans
. bt %29 tek basina anaeroplar, %29 tek basina
Kvist ve ark.  (33) 2004 Kiiltiir 96 ND AP fakiiltatifler, %40 miks flora.
Gomes ve ark. (26) 2004 Kiiltiir 19 ND APRET %75 gram pozitif, %44 fakiiltatif
Gomes ve ark. (26) 2004 Kiiltiir 41 ND N 966 gram pozitif, %73 zorunlu anaerop
Siqueira ve ark. (36) 2004 PCR 22 ND APRET %77 E. faecalis, %9 C. albicans
Diyabetlilerin %75’ inde Eubacterium spp pozitif,
Fouad ve ark. (218) 2003 PCR 22 17 ND, 5 DM AP E. infirmum diyabetlilerde saglikhilara oranla fazla
(s)
Jacinto ve ark. (93) 2003 Kiiltiir 48 ND AP %74.77 zorunlu anaerop, %39 gram negatif.
. . T %80 gram pozitif, %58 fakiiltatif anaerop, %36.7 E.
Pinheiro ve ark. (91) 2003 Kiiltiir 30 ND APRET Jaecalis, %17 P. prevotii, %3 C. albicans.
o o S %45 E. faecalis, %3.3 C. albicans, %83 gram
Pinheiro ve ark. (90) 2003 Kiiltiir 60 ND APRET pozitif, %57.4 fakiiltatif anaerop
Apikal bolge- %351 zorunlu anaerop, %80 gram pozitif, %5.5 C.
Sundeveark.  (140) 5005 den cerrahi ile 36 ND APRET albicans
kiiltiir.
Fouad ve ark.  (73) 2002 PCR 24 18 ND, 6 DM AP+N 914 Enterococcus spp r}m tamami sagliklilarda.
Porphyromonas spp Dm’li hastalarda artmis (ns)
Aeorobik ve fakiiltatif anaeroblar bazi dislerde
Cheung ve ark. (86) 2001 Kiiltiir 18 ND APRET kendiliginden bulunur, ancak bu durum anaeroblar

icin gecerli degildir.
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Tablo20. Devam. ND: Saglikli DM: Diabetes mellitus AP: Apikal periodontitisli disler N:Nekrotik pulpali disler APRET: Apikal
periodontitisli kanal tedavili disler AAA: Akut apikal abse

Lana ve ark. e %35 F. nucleatum, %10 C. tropicalis, %3 E.
(30) 2001 Kiiltiir 31 ND N faecalis, %29 gram negatif zorunlu anaerop

Rolph ve ark.
(153)

%22 A. naeslundii, %11 E. faecalis, %0 C.
albicans

2001 PCR 15 ND AP

%?29.6 B. forsythus, %29.6 P. gingivalis, %3.7 E.
faecalis,

Siqueira ve ark. 2001 DNA-DNA,

(261) aspirasyon 27 ND

%44 T. denticola, %30 P. gingivalis, %26 B.
Rogas ve ark. (67) 2001 PCR 50 ND N forsythus. %8 Kizil kompleks, %66 kizil
kompleksin en az bir tiyesi.

. cqene %3.7 C. albicans, %38 E. faecalis, %87 gram
Sundqvist ve ark. (29) 1998 Kiiltiir 54 ND APRET pozitif, %42 anaerobik

Abou-Rass ve N %0 C. albicans
ark.(147) 1998 Kiiltiir 13 ND APRET
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Kok kanal tedavisindeki basarisizligin onemli bir kismi da kandidalara
yiikklenmistir. Diyabet ile oral floradaki mantarlarin iliskisi bir¢cok calisma tarafindan
ortaya konulmustur (192,251-253). Baz1 caligmalarda oral kandidanin bulunusu ile
diyabetin siiresi ve glisemik kontroliin derecesi arasinda anlamli bir iliski oldugu
bildirilirken (190,191), bazilarinda (189,192,193), kandidanin glisemik kontrol
diizeyiyle, hastaligin komplikasyonlariyla, siiresiyle, yasla ve cinsiyet ile iliskili
olmadig1 bildirilmektedir. Belazi ve arkadaslar1 (254), oral mukoza ve gargara
orneklerinde 84 saglikli bireyin 34’iiniin % 40 oraninda, 128 diyabetik hastanin
82’sinin %64 oraninda C. albicans pozitif oldugunu bulmuslardir. Izole edilen tiirler
arasinda C. dubliniensis izole edilmemis ve bu durum istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. Oral kandida tasima orani, saglikli bireylerde diyabetiklere nazaran
anlaml diizeyde daha diisiik bulunmustur.

Bu c¢alismada toplam 11 vakadan elde edilen Candida cinsi
mikroorganizmanin  8’i (%73) diyabetli bireylerdeydi. Izole edilen 3 C.
dubliniensis’in tamami diyabetli AP bulunmayan nekrotik pulpali dislerde (Grup 1b)
bulunmaktaydi. Diyabetli apikal periodontitisli dislerde (Grup 1a) %6.6, diyabetli AP
bulunmayan nekrotik pulpali dislerde (Grup 1b) %13.3, diyabetli sekonder
enfeksiyonlu dislerde (Grup 1c) %8.7 oraninda kandida cinsi mikroorganizma
bulundu. Baumgartner ve arkadaslar1 (82), primer apikal periodontitisli kok
kanallarindan alinan 24 6rnegin 5’inde (%21) PCR yontemi ile C. albicans varligim
gostermis, igne aspirasyonu ile abseli 19 vakadan ornekler incelenmis ve hic¢birinde
C. albicans DNA’sina rastlamamislardir. Siqueira ve arkadaslari ise (83), PCR
yontemiyle primer apikal periodontitisli 91 kanaldan aldiklar1 orneklerin sadece
birinde (%1) mantar hiicresine rastlamiglardir. Literatiirde primer enfeksiyonlu
dislerden izole edilen mantar oranlar1 %1-40 arasinda degismektedir (1-4,30,82,83).
Primer enfeksiyonlu dislerden mantarlarin bu genis araliktaki oranlarda izole
edilmesi, kullanilan inceleme yontemlerinin farkliligindan kaynaklaniyor olabilir.
Ayrica secici olmayan besiyeri kullanildiginda hava veya baska ortamlardan
kaynaklanan kontamine kisimlar koloni morfolojisiyle karisabilmekte ve mantarlar
gozden kacabilmektedir. Yani orjinal Kkiiltiirde bulunmasina ragmen, mantar

kolonileri ekim i¢in kullanilan petrilerde saptanamayabilir.
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Inceledigimiz orneklerin sadece 2’sinden C. albicans izole edildi. Diger 9
mantar hiicresinin 3’t C. dubliniensis, geri kalanm1 Candida spp olarak tanimlandi. C.
albicans’in yaninda biiylik cogunlukta Candida glabrata, C. guilliermondii, C.
parapsilosis, C. krusei, C. inconspicua, C. dubliniensis, C. tropicalis ve
Saccharomyces tirleri’'ni iceren mantarlarin oral kaviteden izole edildigi
bildirilmektedir (4,49,65). Bu yiizden Candida spp olarak tanimladigimiz mantar
hiicrelerinin C. albicans olmama ihtimalleri vardir. Lana ve arkadaslar1 (30) da,
nekrotik pulpali ¢iiriiksiiz ve restorasyonsuz dislerin kok kanallarindan kanal tedavisi
oncesinde alinan 6rneklerin 2’sinde (%7,4) C. tropicalis bulmuslardir. Waltimo ve
arkadaslarinin  (85) sekonder enfeksiyonlu dislerde yaptiklar1 arastirmada ise
mantarlarin pozitif oldugu %7 olguda 48 farkli mantar tiiriiniin bulundugu, C.
albicans’1n en yaygin tiir oldugu ve C. glabrata, C. guilliermondii, C. inconspicua ve
Geotrichum candidum’un da kok kanallarindan izole edildigi bildirilmistir.

Bu calismada saglikli bireylerden izole edilen 3 Candida cinsi
mikroorganizmanin tamami sekonder enfeksiyonlu kok kanallarindan (%9,9) izole
edildi. Literatiirde de sekonder enfeksiyonlu kok kanallarinda maya hiicrelerinin
prevalansinin ~ %3-22 arasinda degistigi  bildirilmektedir  (9,29,32,36,37,84-
86,90,110).

Diyabetli ~ bireylerin ~ endodontik  florast  incelenirken  belirli
mikroorganizmalar iizerine tek tek yogunlasarak mikroorganizmalarin genotipik
ozelliklerinden temel alan daha spesifik teknikler (PCR, real time PCR vb)
kullanilabilir. Bu sayede daha o©nce kok kanallarindan izole edilmemis
mikroorganizmalarin izolasyonu da miimkiin olabilir. Sonuglar incelendiginde izole
edilen toplam 11 Candida tiirii mikroorganizmanin 8’inin diyabetli bireylerin kok
kanalindan izole edilmesi, diyabetli bireylerin primer endodontik enfeksiyonlu
dislerinde diyabetin siddeti arttik¢a izole edilen mikroorganizma sayisinin artmasi ve
apikal periodontitisli dislerde Gram pozitif mikroorganizmalarin hakim olmasi
diyabetik kosullarin endodontik flora iizerinde etkili oldugunu diisiindiirmektedir.
Diyabetlilerde apikal periodontitisin daha ¢ok goriilmesi (10) ve iyilesmenin ¢ok geg
ya da hi¢ gerceklesmemesi (10,219-221) bu sonuglar1 desteklemektedir. Ayrica oral
kavitede yaygin olarak bulunan firsat¢t organizmalardan olan mantarlar, endodontik

tedavi siiresince kontaminant olarak kok kanallarina girebilirler. Bu durumda,



101

diyabetik hastalarda kemomekanik preparasyon yaninda intra oral antimikrobiyal
kontroliin 6nemi de 6n plana ¢cikmaktadir. Sekonder enfeksiyonlarin oniine ge¢cmek
icin diyabetli bireylerde kok kanal tedavisi Oncesi oral floranin kontrol altina
alinmasinin, aseptik tedavi prosediirlerinin uygulanmasinda daha hassas olunmasinin
ve kok kanallarinda daha genis spektrumlu antimikrobiyal materyallerin
kullanilmasimin ~ gerekliligini  ortaya  koyabilir. ~ Kandidalarin  direngli
mikroorganizmalar oldugu, biyofilm olusturma yetenekleri ve bunun rutin kok kanali
irigasyonu ve medikament uygulamasi ile elimine edilemeyecegi dikkate alinmalidir.
Inatg1  enfeksiyonlarin  mikrobiyal kaynaklarmin eliminasyonlarinda tedavi
stratejisinin degistirilmesi gerekebilir (78).

Sonug olarak;

1. DM’li bireyler ile saglikli bireylerin OHI-S ve DMFT indeksleri acisindan
gruplar arasinda fark bulunmadi (p> 0.05).

2. Tim gruplarda Gram pozitif mikroorganizmalar kanal florasinda hakim
mikroorganizmalar olarak goriildii.

3. Tip II diyabetli apikal periodontitisli (AP, Grup la) ve AP bulunmayan
nekrotik pulpali dislere sahip bireylerde (Grup 1b) HbA ¢ seviyesi ile izole
edilen mikroorganizma sayilart arasinda pozitif bir iligki bulunmustur. Ayni
sekilde, Grup 1la’da HbA;c seviyesi yikseldikce Gram pozitif
mikroorganizmalarin, Grup 1b’de ise Gram negatif mikroorganizmalarin
sayica artmasi anlamli bulunmustur (p<0.05).

4. Grup la’da en ¢ok izole edilen mikroorganizmalar Gram pozitif fakiiltatif
anaeroplar ile zorunlu anaeroplar, en az izole edilenler ise Gram negatif
fakiiltatif anaeroplardir.

5. Saghkli AP’li dislere sahip bireylerde (Grup 2a) en ¢ok Gram pozitif zorunlu
anaeroplar izole edilmistir.

6. Tip II diyabetli ve saglikli AP bulunmayan nekrotik pulpali dislere sahip
bireylerle (Grup 1b, Grup 2b) sekonder endodontik enfeksiyonlu dislere sahip
bireylerde (Grup 1c, Grup 2c) en siklikla Gram pozitif fakiiltatif anaeroplar
izole edilmistir.

7. Toplam 11 adet kandida cinsi mantarin 8’inin (%73) DM’li bireylerden izole

edilmis olmasi dikkat ¢ekicidir.



102

8. Konvansiyonel kiiltiir yonteminde izole edilen 16 adet enterokok  tiirii
mikroorganizmanin 10’u, E. faecalis, 6’s1 Enterococcus spp olarak
tanimlanmistir. PCR yonteminde tiim enterokoklarin E. facealis oldugu
anlagilmistir.

9. Oral kavitede yaygin olarak bulunan firsat¢i organizmalardan olan mayalar ve
E. faecalis, endodontik tedavi sirasinda kontaminant olarak kok kanallarina
girebilirler. Ozellikle bu mikroorganizmalarin eliminasyonunun zor oldugu
dikkate alinarak aseptik tedavi prosediirlerine onem verme gerekliligi ortaya

cikmaktadir.
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OZET

Tip II Diyabetin Farkhh Tamilara Sahip Dislerde Endodontik Mikrofloraya
Etkisinin Incelenmesi

Kok kanalina ulasan mikroorganizmalarin ana kaynagi oral floradir.
Normalde saglikli agizlarda tiikiiriik elektrolitleri, glikoproteinler ve antimikrobiyal
enzimler oral mukozayr korur. Saglikli bireylerdeki tiikiirik icerigi, agzin
temizlenmesine yardim eder, potansiyel toksik yapilar1 pargalar, asiditeyi diizenler,
bakteriyel toksinleri ve enzimleri notralize edip mikroorganizmalar1 yok eder. Bazi
sistemik ve lokal etkiler tiikiiriigiin icerigindeki ve miktarindaki degisim ile denge
icinde olan bu ortam1 degistirir. Tip II Diabetes mellitus’lu bireylerin tiikiirtigiindeki
glukoz diizeyinin sagliklilara oranla daha yiiksek oldugu bildirilmektedir. Tiikiirtigiin
icerigindeki protein, amilaz, lizozim, IgA, elektrolitler, tamponlama kapasitesi ve pH
lizerine yapilan arastirmalarin sonuclari ise hala tartismalidir. Bazi arastiricilar,
diyabetik hastalarda tiikiiriik sekresyonunda azalmanin oldugunu bildirmesine
ragmen, boyle bir iliskinin olmadigina isaret edenler de vardir.

Bu calismanin amaci, Tip II Diabetes mellitus hastaligi olan ve olmayan
bireylerin apikal periodontitis (AP), AP bulunmayan nekroz ve sekonder kok kanal
enfeksiyonlu dislerinde endodontik floranin incelenmesidir. Calismaya yaslar1 22-82
arasinda degisen ayn1 cografi bolgede yasayan 59 diyabetik ve 61 diyabetik olmayan
bireyin 173 tek kok kanalina sahip disleri dahil edilmistir. Hastalarin oral durumu
DMEFT, OHI-S ve radyografik incelemelerle, diyabetik hastalarin sistemik durumu da
HbA . diizeyiyle belirlendi. Diyabetik olmayanlarda aglik kan sekerinin diizeyi,
diyabetik olanlarda ise HbA . diizeyi kaydedildi. Hastalar diyabetik olan ve olmayan
seklinde 2 ana gruba, her ana grup i¢in 3 alt gruba ayrildi. Kok kanalina girisi takiben
steril Hedstrom egeleri ve kagit koniler yardimiyla toplanan ornekler tiyoglikolat
besiyeri igeren tiipe tasindi. Mikrofloranin belirlenmesi i¢in konvansiyonel Kkiiltiir
teknikleri kullanildi. Tiim 6rnekler 5 giin anaerobik ortamda, 3 giin aerobik ortamda
takip edildi. E. faecalis’in degerlendirilmesinde PCR bu mikroorganizmanin 16S
rRNA geni kullanilarak yapildi. Mikroorganizmalarin Gram boyanma 6zellikleri,
oksijen gereksinimleri ve bunlarin diyabetle iligkileri gibi parametreler ki kare testi
ile karsilastirildi.

Sonuglar, E. faecalis’in tanimlanmasinda PCR yonteminin kiiltiir tabanh
yontemlerden anlamli diizeyde daha hassas oldugunu gosterdi. Kandida tiirleri
diyabetik bireylerin tiim alt gruplarindan izole edilmesine ragmen saglikli bireylerde
sadece sekonder enfeksiyonlu vakalardan izole edildi. Diyabetiklerde primer
enfeksiyonlu dislerde artan HbA ¢ diizeyiyle izole edilen mikroorganizma sayilar
arasinda pozitif bir iliski bulundu. Ayni sekilde, diyabetli apikal periodontitisli
dislerde HbAc seviyesi yiikseldikce Gram pozitif mikroorganizmalarin, apikal
periodontitis  bulunmayan nekrotik pulpali dislerde ise Gram negatif
mikroorganizmalarin sayica artmasi anlamli bulundu.

Calismanin sinirlant icerisinde diyabetik bireylerin endodontik florasi
diyabetik olmayanlardan anlamli bir farklilik gostermedi. Bu durum, diyabetik
hastalarin oral hijyeninin kontrol altinda olmasiyla iligkili olabilir. Sistemik
hastaliklarin endodontik flora iizerindeki olas1 etkileri i¢in daha ileri arastirmalara
gereksinim vardir.

Anahtar kelimeler: Tip II Diyabet, Kiiltiir, Flora, PCR, E. faecalis.
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SUMMARY

Investigation of The Effects of Type II Diabetes on The Endodontic Microflora
of Teeth with Different Diagnosis

The main cause of the microorganisms reaching deeper into the root canal is
oral flora. Normally, in a healthy mouth, saliva electrolytes, glycoproteins and
antimicrobial enzymes protects the oral mucosa. In healty persons, saliva
composition serves to cleanse the mouth, clear potentially toxic substances, regulate
acidity, neutralize bacterial toxins and enzymes and destroy microorganisms. Some
of systemic and local effects can change the contents and amount of saliva causing
changes in the balance. It is reported that the level of glucose in type II diabetic
patients is higher than those of the non-diabetics. Findings regarding the salivary
contents, i.e. total protein, amylase, lysozyme, IgA, electrolytes, buffer capacity and
pH is still disputable. Even though some of the researchers have reported the reduced
salivary secretion in diabetic patients, there are also some other researchers have
claimed the opposite.

The aim of this study, to investigate the endodontic microflora of the patients

with and without Type 2 diabetes mellitus having the diagnosis apical paradontitis
(AP), necrosis without AP or secondary infection of root canal. The study included
173 teeth selected from the 59 diabetic and 61 non-diabetic subjects aged 21-82 from
the same geographical area. Oral status was evaluated by DMFT, OHI-S index and
radiographic examinations, whereas systemic status of diabetics was determined with
the HbAc levels. A casual plasma glucose levels in non-diabetics and HbA . levels
in diabetics was recorded. The patients were divided into two main groups as
diabetics and nondiabetics and then 3 subgroups per main group. After accessing the
canal, the root canal sample was collected with a sterile Headstrom file and paper-
points that was transferred to a tube containing prereduced thioglycollate broth.
Bacterial load was determined by traditional culture techniques.
All samples were cultured anaerobically for five days and aerobically for 3 days.
Assessment of Enterecoccus faecalis was also accomplished by use of quantitative-
polymerase chain reaction (PCR) directed against the 16S rRNA gene. The
parameters of Gram staining, oxygen consumption and their relationship with
diabetes of microorganisms was compared using the Chi-square test.

The results showed that, E.faecalis identification of the bacteria using PCR-
based method was significantly more sensitive than culture-based procedures.
Candida species were isolated in all of the diabetics, but in the retreatment cases of
nondiabetics. We have found out a positive relationship between an increasing
HbA ¢ level and isolated microorganisms in teeth with primer infection of diabetics.
It has been observed significant that HbA/c level increased significantly in teeth
with apical periodontitis of diabetics and gram positive microorganisms increased as
well while gram negative microorganisms amounted in teeth with necrotic pulp
without apical periodontitis.

Within the limitations of this study, endodontic flora of diabetics was not
significantly different from that of the non-diabetics. This can be related to the fact
that diabetic patients are under routine control orally. The possible effect of serious
diseases on endodontic flora needs further investigation.

Key words: Tip II Diabetes, Culture, Flora, PCR, E. faecalis.



105

KAYNAKLAR

1. Sen BH, Piskin B, Demirci T. Observation of bacteria and fungi in infected root canals and
dentinal tubules by SEM. Endod Dent Traumatol 1995; 11(1):6-9

2. Siqueira JF, Rocas IN, Lopes HP. Patterns of microbial colonization in primary root canal
infections. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod 2002; 93(2):174-8

3. Ferrari PHP, Cai S, Bombana AC. Effect of endodontic procedures on enterococci, enteric
bacteria and yeasts in primary endodontic infections. Int Endod J 2005; 38(6):372-80

4. Debelian GJ, Olsen I, Tronstad L. Observation of Saccharomyces cerevisiae in blood of
patient undergoing root canal treatment. Int Endod J 1997; 30(5):313-7

5. Loesche WIJ, Lopatin DE, Stoll J, van Poperin N, Hujoel PP. Comparison of various
detection methods for periodontopathic bacteria: can culture be considered the primary
reference standard? J Clin Microbiol 1992; 30(2):418-26

6. Love R.M, Jenkinson H.F. Invasion of dentinal tubules by oral bacteria. Crit Rev Oral Biol
Med 2002; 13(2):171-83

7. Le Goff A, Bunetel L, Mouton C, Bonnaure-Mallet M. Evaluation of root canal bacteria

and their antimicrobial susceptibility in teeth with necrotic pulp. Oral Microbiol Immunol
1997; 12(5):318-22

8. Waltimo TM, Sen BH, Meurman JH, Orstavik D, Haapasalo MP. Yeasts in apical
periodontitis. Crit Rev Oral Biol Med 2003; 14(2):128-37

9. Molander A, Reit C, Dahlen G, Kvist T. Microbiological status of root-filled teeth with
apical periodontitis. Int Endod J 1998; 31(1):1-7

10. Segura EJ, Pinzon JA, Santos RJV, Ortega VE, Cabello CR, Ferrera PM. High prevalence
of apical periodontitis amongst type 2 diabetic patients. Int Endod J 2005; 38(8):564-9

11. Brownlee M. Glycation and diabetic complications. Diabetes 1994; 43(6):836-41

12. Mogensen CE. Progression of nephropathy in long-term diabetics with protein-uria and
effect of initial anti-hypertensive treatment. Scand J Clin Lab Invest 1976; 36(4):383-8

13. Rhodus NL. Detection and management of the diabetic patient. Comp Cont Edu Dent
1987; 8(1):73-9

14. Belazi MA, Galli Tsinopoulou PH, Drakoulakos D, Fleva A, Papanayiotou PH. Salivary
alterations in insulindependent diabetes mellitus. Int J Paediatr Dent 1998; 8(1):29-33

15. Thorstensson H, Olsson J, Falk H, Hugoson A. Some salivary factors in insulin-dependent
diabetics. Acta Odontol Scand 1989; 47(3):175-83

16. Meurman JH, Collin HL, Niskaken L, Toyry J, Alakuiyala P, Keinanen S, Uusitupa M.
Saliva in non-insulindependent diabetic patients and control subjects. The role of the
autonomic nervous system. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod 1998;
86(1):69-76



106

17. Dodds WIJ, Dodds AP. Effects of glycemic control on saliva flow-rates and protein
composition in non-insulindependent diabetes mellitus. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral
Radiol Endod 1997, 83(4):465-70

18. Sreebny LM, Yu A, Green A, Valdini A. Xerostomia in diabetes mellitus. Diabetes Care
1992; 15(7):900-4

19. Erganis O, Oztiirk A. Oral Mikrobiyoloji&Immiinoloji. Nobel Tip Kitabevleri, 2003
Boliim 1:1-91

20. Bilgehan H. Mikroorganizmalarin Siiflandirilmalart ve Yapilari. In:Temel Mikrobiyoloji
ve Bagisiklik Bilimi. Bilgehan H. 5.Baski, Baris yayinlari, 1992:1-64

21. Ustacelebi S. Temel ve Klinik Mikrobiyoloji, Giines Kitabevi Ltd. Sti., Ankara, 1999: 23-
35

22. Bilgehan H. Klinik Mikrobiyolojik Tan1, Baski 3, Baris yayinlari, 2002, 97-109

23. Aydin M. Endodontik Mikrobiyoloji. In:Endodonti. Alagam T. Baris Yayinlari; 2000:
313-83

24. Erganis O, Oztiirk A. Oral Mikrobiyoloji&Iimmiinoloji. Nobel Tip Kitabevleri, 2003:
Bolim 2:91-110

25. Ustacelebi . Temel ve Klinik Mikrobiyoloji, Giines Kitabevi Ltd. Sti., Ankara, 1999: 45-
59

26. Gomes BP, Pinheiro ET, Gade Neto CR, Sousa ELR, Ferraz CCR, Zaia AA, Teixeira FB,
Souza-Filho FJ. Microbiological examination of infected dental root canals. Oral Microbiol
Immunol 2004: 19(2):71-6

27. Moller AJR. Microbial examination of root canals and periapical tissues of human teeth.
Odontologisk Tidskrift 1966; 74:1-380

28. Siqueira JF, Rocas IN, Oliveira JCM, Santos KRN. Molecular detection of black-
pigmented bacteria in infections of endodontic origin. J Endod 2001; 27(9):563-6

29. Sundqvist G, Fidgor D, Persson S, Sjogren U. Microbiologic analysis of teeth with failed
endodontic treatment and the out-come of conservative retreatment. Oral Surg Oral Med Oral
Pathol 1998: 85(1):86-93

30. Lana MA, Ribeiro-Sobrinho AP, Stehling R, Garcia GD, Silva BK, Hamdan JS, et al.
Microorganisms isolated from root canals presenting necrotic pulp and their drug
susceptibility in vitro. Oral Microbiol Immunol 2001; 16(2):100-5

31. Siqueira JF, Rocas IN, Souto R, de Uzeda M, Colombo AP. Actinomyces species,
streptococci, and Enterococcus faecalis in primary root canal infections. J Endod 2002;
28(3):168-72

32. Hancock HH 3rd, Sigurdsson A, Trope M, Moiseiwitsch J. Bacteria isolated after

unsuccessful endodontic treatment in a North American population. Oral Surg Oral Med Oral
Pathol Oral Radiol Endod 2001, 91(5):579-86

33. Kvist T, Molander A, Dahlen G, Reit C. Microbiological evaluation of one- and two-visit
endodontic treatment of teeth with apical periodontitis: a randomized, clinical trial. J Endod
2004; 30(8):572-6

34. Chévez de Paz L, Svensiter G, Dahlén G, Bergenholtz G. Streptococci from root canals in
teeth with apical periodontitis receiving endodontic treatment. Oral Surg Oral Med Oral
Pathol Oral Radiol Endod 2005;100(2):232-41



107

35. Ng YL, Spratt D, Sriskantharajah S, Gulabivala K. Evaluation of Protocols for Field
Decontamination Before Bacterial Sampling of Root Canals for Contemporary Microbiology
Techniques. J Endod 2003; 29(5):317-20

36. Siqueira JF, Rocas IN. Polymerase chain reaction-based analysis of microorganisms
associated with failed endodontic treatment. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol
Endod 2004; 97(1):85-94

37. Peciuliene V, Reynaud AH, Balciuniene I, Haapasalo M. Isolation of yeasts and enteric
bacteria in root-filled teeth with chronic apical periodontitis. Int Endod J 2001: 34(6):429-34

38. Rocas IN, Siqueira JF, Marcela CR. Aboim MC, Rosado AS. Denaturing gradient gel
electrophoresis analysis of bacterial communities associated with failed endodontic treatment.
Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod 2004; 98(6):741-9

39. Rocas IN, Siqueira JF Jr, Santos KR. Association of Enterococcus faecalis with different
forms of periradicular diseases. J Endod 2004; 30(5):315-20.

40.www.bd.com/ds/technicalCenter/inserts/Schaedler_Media.pdf

41. Ashimoto A, Chen C, Bakker I, Slots J. Polymerase chain reaction detection of 8 putative
periodontal pathogens in subgingival plaque of gingivitis and advanced periodontitis lesions.
Oral Microbiol Immunol 1996; 11(4):266-73

42. Riggio MP, Macfarlane TW, Mackenzie D, Lennon A, Smith AJ, Kinane D. Comparison
of polymerase chain reaction and culture methods for detection of Actinobacillus

actinomycetemcomitans and Porphyromonas gingivalis in subgingival plaque samples. J
Periodontal Res 1996; 31(7):496-501

43. Sakamoto M, Takeuchi Y, Umeda M, Ishikawa I, Benno Y. Rapid detection and
quantification of five periodontopathic bacteria by real-time PCR. Microbiol Immunol 2001;
45(1):39-44

44. Amann RI, LudwigW,Schleifer KH. Phylogenetic identification and in situ detection of
individual microbial cells without cultivation. Microbiol Rev 1995; 59(1):143-69

45. Relman DA. The identification of uncultured microbial pathogens. J Infect Dis 1993;
168(1):1-8

46. Relman DA. The search for unrecognized pathogens. Science 1999; 284(5418):1308-10.

47. Wade W. Unculturable bacteria the uncharacterized organisms that cause oral infections. J
R Soc Med 2002; 95(2):81-3

48. Greisen K, Loeffelholz M, Purohit A, Leong D. PCR primers and probes for the 16S
rRNA gene of most species of pathogenic bacteria, including bacteria found in cerebrospinal
fluid. J Clin Microbiol 1994, 32(2):335-51

49. Hofstad T. Utility of newer techniques for classification and identification of pathogenic
anaerobic bacteria. Clin Infect Dis 1994; 18(4):250-2

50. Wang RF, Cao WW, Cerniglia CE. PCR detection and quantitation of predominant
anaerobic bacteria in human and animal fecal samples. Appl Environ Microbiol 1996;
62(4):1242-7

51. Jordan JA, Durso MB. Comparison of 16S rRNA gene PCR and BACTEC 9240 for
detection of neonatal bacteremia. J Clin Microbiol 2000; 38(7):2574-8

52. Kong F, Gordon S, Gilbert GL. Rapid-cycle PCR for detection and typing of Mycoplasma
pneumoniae in clinical specimens. J Clin Microbiol 2000; 38(11):4256-9



108

53. Spratt D, Weightman AJ, Wade WG. Diversity of oral asaccharolytic Eubacterium species
in periodontitis: identification of novel phylotypes representing uncultivated taxa. Oral
Microbiol Immunol 1999; 14(1):56-9

54. Mullis KB, Faloona FA. Specific synthesis of DNA in vitro via a polymerase-catalyzed
chain reaction. Methods Enzymol 1987; 155:335-50

55. Whelen AC, Persing DH. The role of nucleic acid amplification and detection in the
clinical microbiology laboratory. Annual Reviews in Microbiology 1996; 50:349-73

56. Pitt TL, Saunders NA. Molecular bacteriology: a diagnostic tool for the millennium. J
Clin Pathol 2000; 53(1):71-5

57. Siqueira JF, Rocas IN. PCR methodology as a valuable tool for identification of
endodontic pathogens. J Dent 2003; 31(5):333-9

58. Spratt DA. Significance of bacterial identification by molecular biology methods.
Endodontic Topics 2004; 9(1):5-14

59. Zambon JJ, Haraszthy VI. The laboratory diagnosis of periodontal infections. J
Periodontol 2000 1995; 7:69-82

60. Siqueira JF, Rocas IN, Souto R, Uzeda M, Colombo AP. Checkerboard DNA-DNA
hybridization analysis of endodontic infections. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol
Endod 2000; 89(6):744-8

61. Siqueira Jr JF, Rocas IN, Favieri A, Santos KRN. Detection of Treponema denticola in
endodontic infections by 16S rRNA gene directed Polymerase Chain Reaction. Oral
Microbiology and Immunology 2000; 15(5):335-7

62. Siqueira JF, Rocas IN, Oliveira JC, Santos KR. Detection of putative oral pathogens in
acute periradicular abscesses by 16S rDNA directed PCR. J Endod 2001; 27(3):164-7

63. Siqueira JF, Rocas IN, Favieri A, Oliveira JC, Santos KR. Polymerase chain reaction
detection of Treponema denticola in endodontic infections within root canals. Int Endod J
2001; 34(4):280-4

64. Rocas IN, Siqueira Jr JF, Andrade AFB, Uzeda M. Oral treponemes in primary root canal
infections as detected by nested PCR. Int Endod J 2003; 36(1):20-6

65. Conrads G, Gharbia SE, Gulabivala K, Lampert F, Shah HN. The use of a 16S rDNA
PCR for the detection of endodontopathogenic bacteria. J Endod 1997;23(7): 433-8

66. Goncalves RB, Mouton C. Molecular detection of Bacteroides forsythus in infected root
canals. J Endod 1999; 25(5):336-40

67. Rocas IN, Siqueira Jr JF, Santos KR, Coelho AM. Red complex (Bacteroides forsythus,
Porphyromonas gingivalis, and Treponema denticola) in endodontic infections: a molecular
approach. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod 2001; 91(4):468-71

68. Xia T, Baumgartner JC, David LL. Isolation and identification of Prevotella tannerae from
endodontic infections. Oral Microbiol Immunol 2000; 15(4):273-5

69. Sundqvist G, Johansson E, Sjogren U. Prevalence of blackpigmented Bacteroides species
in root canal infections. J Endod 1989; 15(1):13-9

70. Oliveira JCM, Siqueira Jr JF, Alves GB, Hirata Jr R, Andrade AFB. Detection of
Porphyromonas endodontalis in infected root canals by 16s rRNA gene-directed polymerase
chain reaction. J Endod 2000; 26(12):729-32



109

71. Socransky SS, Haffajee AD, Cugini MA, Smith C, Kent Jr RL. Microbial complexes in
subgingival plaque. J Clin Periodontol 1998; 25(2):134-44

72. Hashimura T, Sato M, Hoshino E. Detection of Slackia exigua, Mogibacterium timidum
and Eubacterium saphenum from pulpal and periradicular samples using the Polymerase
Chain Reaction (PCR) method. Int Endod J 2001; 34(6):463-70

73. Fouad AF, Barry J, Caimano M, Clawson M, Zhu Q, Carver R, Hazlett K, Radolf JD.
PCR-based identification of bacteria associated with endodontic infections. J Clin Microbiol
2002; 40(9):3223-31

74. Rocas IN, Siqueira Jr JF. Identification of Dialister pneumosintes in acute periradicular
abscesses of humans by nested PCR. Anaerobe 2002; 8(1):75-8

75. Siqueira JF, Rocas IN. Dialister pneumosintes can be a suspected endodontic pathogen.
Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod 2002; 94(4):494-8

76. Smith AJ, Jackson MS, Bagg J. The ecology of Staphylococcus species in the oral cavity.
J Med Microbiol 2001;50(11):940-6

77. Sundqvist G. Taxonomy, ecology, and pathogenicity of the root canal flora. Oral  Surg
Oral Med Oral Pathol 1994; 78(4):522-30

78. Dahlen G, Haapasalo M. Microbiology of apical periodontitis. In: @rstavik D, Pitt Ford
TR, eds Essential Endodontology: Prevention and treatment of Apical Periodontitis. St
edn.Oxford.UK: Blackwell Sciences Ltd., 1998; p: 106-25

79. Loesche WIJ, Gusberti F, Mettraux G, Higgins T, Syed S. Relationship between oxygen

tension and subgingival bacterial flora in untreated human periodontal pockets. Infect Immun
1983; 42(2):659-67

80. Grenier D, Mayrand D. Nutritional relationships between oral bacteria. Infect Immun
1986; 53(3):616-20

81. Jung 1Y, Choi BK, Kum KY, Roh BD, Lee SJ, Lee CY, Park DS. Molecular
epidemiology and association of putative pathogens in root canal infection. J Endod 2000;
26(10):599-04

82. Baumgartner JC, Watts CM, Xia T. Occurrence of Candida albicans in infections of
endodontic origin. J Endod 2000; 26(12):695-8

83. Siqueira JF, Rocas IN, Moraes SR, Santos KR. Direct amplification of rRNA gene

sequences for identification of selected oral pathogens in root canal infections. Int Endod J
2002; 35(4):345-51

84. Nair PN, Sjogren U, Krey G, Kahnberg K-E, Sundqvist G. Intraradicular bacteria and
fungi in root-filled, asymptomatic human teeth with therapy-resistant periapical lesions: a
long-term light and electron microscopic follow-up study. J Endod 1990; 16(12):580-8

85. Waltimo TM, Siren EK, Torkko HL, Olsen I, Haapasalo MP. Fungi in therapy-resistant
apical periodontitis. Int Endod J 1997; 30(2):96-101

86. Cheung GSP, Ho MWM. Microbial flora of root canal-treated teeth associated with
asymptomatic periapical radiolucent lesions. Oral Microbiol Immunol 2001; 16(6):332-7

87. Sabeti M, Simon JH, Slots J. Cytomegalovirus and Epstein-Barr virus are associated with
symptomatic periapical pathosis. Oral Microbiol Immunol 2003; 18(5):327-8

88. Kaufman B, Spangberg L, Barry J, Fouad AF. Enterococcus Spp. in Endodontically
Treated Teeth with and without Periradicular Lesions. J Endod 2005; 31(12):851-56



110

89. Oncag O, Hosgor M, Hilmioglu S, Zekioglu O, Eronat C, Burhanoglu D. Comparison of
antibacterial and toxic effects of various root canal irrigants. Int Endod J 2003; 36(6):423-32

90. Pinheiro ET, Gomes BPFA, Ferraz CCR, Sousa ELR, Teixeira FB, Souza-Filho FIJ.
Microorganisms from canals of root-filled teeth with periapical lesions. Int Endod J 2003;
36(1):1-11

91. Pinheiro ET, Gomes BPFA, Ferraz CCR, Teixeira FB, Zaia AA, Souza-Filho FIJ.
Evaluation of root canals microorganisms isolated from teeth with endodontic failure and
their antimicrobial susceptibility. Oral Microbiol Immunol 2003; 18(2):100-3

92. Gomes BP, Lilley JD, Drucker DB. Variations in the susceptibilities of components of the
endodontic microflora to biomechanical procedures. Int Endod J 1996; 29(4):235-41

93. Jacinto RC, Gomes BP, Ferraz CC, Zaia AA, Filho FJ, Microbiological analysis of
infected root canals from symptomatic and asymptomatic teeth with periapical periodontitis
and the antimicrobial susceptibility of some isolated anaerobic bacteria. Oral Microbiol
Immunol 2003; 18(5):285-92

94. Sundqvist G. Associations between microbial species in dental root canals infections. Oral
Microbiol Immunol 1992; 7(5):257-62

95. Hannula J, Dogan B, Slots J, Okte E, Asikainen S. Subgingival strains of Candida
albicans in relation to geographical origin and occurrence of periodontal pathogenic bacteria.
Oral Microbiol Immunol 2001; 16(2):113-8

96. Fabricius L, Dahlen G, Holm SE, Moller AJ. Influence of combinations of oral bacteria on
periapical tissues of monkeys. Scand J Dent Res 1982; 90(3):200-6

97. Fabricius L, Dahlen G, Ohman AE, Moller AJ. Predominant indigenous oral bacteria
isolated from infected root canals after varied times of closure. Scand J Dent Res 1982;
90(2):134-44

98. Siqueira JF, Jr. Aetiology of root canal treatment failure: why well-treated teeth can fail.
Int Endod J 2001; 34(1):1-10

99. Cheung GSP. Endodontic failures- changing the approach. Int Dent J 1996; 46(3):131-8

100. Siren EK, Haapasalo PP, Ranta K, Salmi P, Kerosuo ENJ. Microbiological findings and
clinical treatment procedures in endodontic cases selected for microbiological investigation.
Int Endod J 1997; 30(2):91-5

101. Ray HA, TropeM. Periapical status of endodontically treated teeth in relation to the
technical quality of the root filling and the coronal restoration. Int Endod J 1995; 28(1):12-8

102. Sjogren U, Fidgor D, Persson S, Sundqvist G. Influence of infection at the time of root
filling on the outcome of endodontic treatment of teeth with apical periodontitis. Int Endod J
1997; 30(5):297-06

103. Nair PN, Sjogren U, Schumacher E, Sundqvist G. Radicular cyst affecting a root-filled
human tooth: a long-term post-treatment follow-up. Int Endod J 1993; 26(4):225-33.

104. Nair PN, Schroeder HE. Periapical actinomycosis. J Endod 1984; 10(12):567-70

105. Nair PN, Sjogren U, Krey G, Sundqvist G. Therapy-resistant foreign body giant cell
granuloma at the periapex of a root-filled human tooth. J Endod 1990; 16(12):589-95

106. Nair PN, Pajarola G, Schroeder HE. Types and incidence of human periapical lesions
obtained with extracted teeth. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod 1996;
81(1):93-102



111

107. Love RM. Enterococcus faecalis- a mechanism for its role in endodontic failure. Int
Endod J 2001; 34(5):399-05

108. Sen BH, Safavi KE, Spangberg LS. Colonization of Candida albicans on cleaned human
dental hard tissues. Arch Oral Biol 1997, 42(7):513-20

109. Sen BH, Safavi KE, Spangberg LS. Growth patterns of Candida albicans in relation to
radicular dentin. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod 1997, 84(1):68-73

110. Egan MW, Spratt DA, Ng YL, Lam JM, Moles DR, Gulabivala K. Prevalence of yeasts
in saliva and root canals of teeth associated with apical periodontitis. Int Endod J 2002;
35(4):321-29

111. Waltimo TMT, Haapasalo M, Zehnder M, Meyer J. Clinical aspects related to
endodontic yeast infections. Endodontic Topics 2004; 9(13):66-78

112. Al-Karaawi Z M, Manfredi M, Waugh A C W, McCullough M J, Jorge J, Scully C,
Porter S R. Molecular characterization of Candida spp. isolated from the oral cavities of
patients from diverse clinical settings. Oral Microbiol Immunol 2002; 17(1):44-9

113. Siqueira JF, Sen BH. Fungi in endodontic infections. Oral Surg Oral Med Oral Pathol
Oral Radiol Endod 2004; 97(5):632-41

114. Peciuliene V, Balciuniene I, Eriksen HM, Haapasalo M. Isolation of Enterococcus
faecalis in previously root-filled canals in a Lithuanian population. J Endod 2000; 26(10):593-
5

115. Kayaoglu G, Orstavik D. Virulence factors of Enterococcus faecalis: relationship to
endodontic disease. Crit Rev Oral Biol Med 2004; 15(5):308-20

116. Fouad AF, Zerella J, Barry J, Spangberg LS. Molecular detection of Enterococcus
species in root canals of therapy-resistant endodontic infections. Oral Surg Oral Med Oral
Pathol Oral Radiol Endod 2005;99(1):112-8

117. Colak M, Evcil S, Bayindir Y, Yigit N. The Effectiveness of Three Instrumentation
Techniques on the Elimination of Enterococcus Faecalis from a Root Canal: An In Vitro
Study. J Contemp Dent Pract 2005; 6(1):94-106

118. Giard JC, Hartke A, Flahaut S, Benachour A, Boutibonnes P, Auffray Y. Starvation-
induced multiresistance in Enterococcus faecalis JH2-2. Curr Microbiol 1996; 32(5):264-71

119. Hartke A, Giard JC, Laplace JM, Auffray Y. Survival of Enterococcus faecalis in an
oligotrophic microcosm: changes in morphology, development of general stress resistance,
and analysis of protein synthesis. Appl Environ Microbiol 1998; 64(11):4238-45

120. Flahaut S, Hartke A, Giard JC, Benachour A, Boutibonnes P, Auffray Y. Relationship
between stress response towards bile salts, acid and heat treatment in Enterococcus faecalis.
FEMS Microbiol Lett 1996a; 138(1):49-54

121. Flahaut S, Frere J, Boutibonnes P, Auffray Y. Comparison of the bile salts and sodium
dodecyl sulfate stress responses in Enterococcus faecalis. Appl Environ Microbiol 1996b;
62(7):2416-20

122. Flahaut S, Hartke A, Giard JC, Auffray Y. Alkaline stres response in Enterococcus
faecalis: adaptation, cross protection, and changes in protein synthesis. Appl Environ
Microbiol 1997, 63(2):812-4



112

123. Lleo MM, Bonato B, Tafi MC, Signoretto C, Boaretti M, Canepari P. Resuscitation rate
in different enterococcal species in the viable but non-culturable state. J Appl Microbiol 2001;
91(6):1095-102

124. Sedgley C, Buck G, Appelbe O. Prevalence of Enterococcus faecalis at multiple oral
sites in endodontic patients using culture and PCR. J Endod 2006; 32(2):104-9

125. Haapasalo M, @rstavik D. In vitro infection and disinfection of dentinal tubules. J Dent
Res 1987; 66(8):1375-9

126. Evans M, Davies JK, Sundqvist G, Figdor D. Mechanisms involved in the resistance of
Enterococcus faecalis to calcium hydroxide. Int Endod J 2002; 35(3):221-8

127. Distel JW, Hatton JF, Gillespie MJ. Biofilm formation in medicated root canals. J Endod
2002; 28(10):689-93

128. Berber VB, Gomes BPFA, Sena NT, Vianna ME, Ferraz CCR, Zaia AA, Souza-Filho FJ.
Efficacy of various concentrations of NaOCl and instrumentation techniques in reducing
Enterococcus faecalis within root canals and dentinal tubules. Int Endod J 2006; 39(1):10-7

129. Sukawat C, Srisuwan T. A comparison of the antimicrobial efficacy of three CH
formulations on human dentin infected with Enterococcus faecalis. J Endod 2002; 28(2):102-
4

130. Podbielski A, Spahr A, Haller B. Additive antimicrobial activity of CH and CHX on
common endodontic bacterial pathogens. J Endod 2003; 29(5):340-5

131. Schlievert PM, Gahr PJ, Assimacopoulos AP, Dinges MM, Stoehr JA, Harmala JW et al.
Aggregation and binding substances enhance pathogenicity in rabbit models of Enterococcus
faecalis endocarditis. Infect Immun 1998; 66(1):218-23

132. Xiao J, Hook M, Weinstock GM, Murray BE. Conditional adherence of Enterococcus
faecalis to extracellular matrix proteins. FEMS Immunol Med Microbiol 1998; 21(4):287-95

133. Rich RL, Kreikemeyer B, Owens RT, LaBrenz S, Narayana SV, Weinstock GM et al.
Ace is a collagen-binding MSCRAMM from Enterococcus faecalis. J Biol Chem 1999;
274(38):26939-45

134. Nallapareddy SR, Qin X, Weinstock GM, Hook M, Murray BE. Enterococcus faecalis
adhesin, Ace, mediates attachment to extracellular matrix proteins collagen type IV and
laminin as well as collagen type 1. Infect Immun 2000; 68(9):5218-24

135. Shankar V, Baghdayan AS, Huycke MM, Lindahl G, Gilmore MS. Infection-derived
Enterococcus faecalis strains are enriched in esp, a gene encoding a novel surface protein.
Infect Immun 1999; 67(1):193-200

136. Archimbaud C, Shankar N, Forestier C, Baghdayan A, Gilmore MS, Charbonne F, et al.
In vitro adhesive properties and virulence factors of Enterococcus faecalis strains. Res
Microbiol 2002; 153(2):75-80

137. Toledo-Arana A, Valle J, Solano C, Arrizubieta MJ, Cucarella C, Lamata M, et al. The
enterococcal surface protein, Esp, is involved in Enterococcus faecalis biofilm formation.
Appl Environ Microbiol 2001; 67(10):4538-45

138. Eaton TJ, Gasson MJ. Molecular screening of Enterococcus virulence determinants and
potential for genetic Exchange between food and medical isolates. Appl Environ Microbiol
2001; 67(4):1628-35



113

139. Singh KV, Coque TM, Weinstock GM, Murray BE. In vivo testing of an Enterococcus

faecalis efaA mutant and use of efaA homologs for species identification. FEMS Immunol
Med Microbiol 1998; 21(4):323-31

140. Wada K, Fujii E, Ishida H, Yoshioka T, Muraki T. Effect of lipoteichoic acid on dermal
vascular permeability in mice. J Pharmacol Exp Ther 2000; 294(1):280-6

141. Telles PD, Hanks CT, Machado MA, Nor JE. Lipoteichoic acid up-regulates VEGF
expression in macrophages and pulp cells. J Dent Res 2003; 82(6):466-70

142. Sannomiya P, Craig RA, Clewell DB, Suzuki A, Fujino M, Till GO, et al.
Characterization of a class of nonformylated Enterococcus faecalis-derived neutrophil
chemotactic peptides: the sex pheromones. Proc Natl Acad Sci USA 1990; 87(1):66-70

143. Huycke MM, Joyce W, Wack MF. Augmented production of extracellular superoxide by
blood isolates of Enterococcus faecalis. J Infect Dis 1996; 173(3):743-6

144. Hill PA, Murphy G, Docherty AJ, Hembry RM, Millican TA, Reynolds JJ, et al. The
effects of selective inhibitors of matrix metalloproteinases (MMPs) on bone resorption and
the identification of MMPs and TIMP-1 in isolated osteoclasts. J Cell Sci 1994;
107(11):3055-64

145. Ramamurthy NS, Xu JW, Bird J, Baxter A, Bhogal R, Wills R, et al. Inhibition of
alveolar bone loss by matrix metalloproteinase inhibitors in experimental periodontal disease.
J Periodontal Res 2002; 37(1):1-7

146. Sunde PT, Olsen I, Debelian GJ, Tronstad L. Microbiota of periapical lesions refractory
to endodontic therapy. J Endod 2002; 28(4):304-10

147. Abou-Rass M, Bogen G. Microorganisms in closed periapical lesions. Int Endod J 1998;
31(1):39-47

148. Coburn PS, Hancock LE, Booth MC, Gilmore MS. A novel means of self-protection,
unrelated to toxin activation, confers immunity to the bactericidal effects of the Enterococcus
faecalis cytolysin. Infect Immun 1999; 67(7):3339-47

149. Day AM, Cove JH, Phillips-Jones MK. Cytolysin gene expression in Enterococcus
faecalis is regulated in response to aerobiosis conditions. Mol Genet Genomics 2003;
269(1):31-9

150. Sedgley CM, Lennan SL, Clewell DB. Prevalence, phenotype and genotype of oral
enterococci. Oral Microbiol Immunol 2004; 19(2):95-101

151. C.M. Sedgley,A.C. Nagel, C.E. Shelburne, D.B. Clewell, O. Appelbe, A. Molander,
Quantitative real-time PCR detection of oral Enterococcus faecalis in humans. Archives of
Oral Biology 2005; 50(6):575-83

152. Dahlen G, Samuelsson W, Molander A, Reit C. Identification and antimicrobial

susceptibility of enterococci isolated from the root canal. Oral Microbiol Immunol 2000;
15(5):309-12

153. Rolph HJ, Lennon A, Riggio MP, Saunders WP, MacKenzie D, Coldero L, Bagg J.
Molecular identification of microorganisms from endodontic infections. J Clin Microbiol
2001; 39(9):3282-9

154. Yiicel A. Kantarcioglu S. Some important changes in taxonomy of Candida albicans.
Cerrahpasa J Med 1999; 30(3):236-46



114

155. Chaffin WL, Lopez-Ribot JL, Casanova M, Gozalbo D, Martinez JP. Cell wall and
secreted proteins of Candida albicans: identification, function, and expression. Microbiol Mol
Biol Rev 1998; 62(1):130-80

156. Jacob LS, Flaitz CM, Nichols CM, Hicks MJ. Role of dentinal carious lesions in the
pathogenesis of oral candidiasis in HIV infection. J Am Dent Assoc 1998; 129(2):187-94

157. Lucas VS. Association of psychotropic drugs, prevalence of denture-related stomatitis
and oral candidosis. Community Dent Oral Epidemiol 1993; 21(5):313-6

158. Aydin M. Kandida cinsi mantarlar (C. Albicans). Ed. Cengiz, Misirligil, Aydin. Tip ve
Dis Hekimliginde Mikrobiyoloji. Sa: 1109, Giines Yayinevi. 2004 Ankara

159. Yiicel A, Kantarcioglu AS. Pathogenicity determinants of Candida. Cerrahpasa J Med
2000; 31(3):172-86

160. Calderone RA, Fonzi WA. Virulence factors of Candida albicans. Trends Microbiol
2001; 9(7):327-35

161. Monroy BT, Maldonado MV, Martinez FF, Barrios AB, Quindés G, Vargas S.L.O.
Candida albicans, Staphylococcus aureus and Streptococcus mutans colonization in patients
wearing dental prosthesis. Med Oral Patol Oral Cir Bucal 2005; 10(1):27-39

162. Senet JM. Candida adherence phenomena, from commensalism to pathogenicity. Int
Microbiol 1998; 1(2):117-22

163. Baks1 BG, Sen BH, Denizci AA. Oral kaviteden izole edilen Candida albicans suslarinin
koloni yapilarinin taramali elektron mikroskobu ile incelenmesi. EU Dishek Fak Derg 2005;
26:53-58

164. Ferguson JW, Hatton JF, Gillespie MJ. Effectiveness of intracanal irrigants and
medications against the yeast Candida albicans. J Endod 2002; 28(2):68-71

165. Zamany A, Safavi K, Spangberg LS. The effect of chlorhexidine as an endodontic
disinfectant. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod 2003; 96(5):578-81

166. Waltimo TMT, Siren EK, Orstavik D, Haapasalo MPP. Susceptibility of oral Candida
species to calcium hydroxide in vitro. Int Endod J 1999; 32(2):94-8

167. Siqueira JF, Rocas I, Lopes HP, Fernando ACM, Uzeda M. Elimination of Candida
albicans Infection of the Radicular Dentin by Intracanal Medications. J Endod 2003;
29(8):502-4

168. Waltimo TM, Orstavik D, Siren EK, Haapasalo MP. In vitro susceptibility of Candida
albicans to four disinfectants and their combinations. Int Endod J 1999; 32(6):421-9

169. Miiller P, Guggenheim B, Schmidlin PR. Efficacy of gasiform ozone and photodynamic
therapy on a multispecies oral biofilm in vitro. Eur J Oral Sci 2007; 115(1):77-80

170. Sena NT, Gomes BP, Vianna ME, Berber VB, Zaia AA, Ferraz CC, Souza-Filho FJ. In
vitro antimicrobial activity of sodium hypochlorite and chlorhexidine against selected
singlespecies biofilms. Int Endod J 2006; 39(11):878-85

171. Ashman RB, Papadimitriou JM. Production and function of cytokines in natural and
acquired immunity to Candida albicans infection. Microbiol Rev 1995; 59(4):646-72

172. Danley DL, Polakoff J. Rapid killing of monocytes in vitro by Candida albicans yeast
cells. Infect Immun 1986; 51(1):307-13



115

173. Lomcali G, Sen BH, Cankaya H. Scanning electron microscopic observations of apical
root surfaces of teeth with apical periodontitis. Endod Dent Traumatol 1996;12(2):70-6

174. Khongkhunthian P, Reichart PA. Aspergillosis of the maxillary sinus as a complication
of overfilling root canal material into the sinus: report of two cases. J Endod 2001; 27(7):476-
8

175. Waltimo TMT, @rstavik D, Siren EK, Haapasalo MPP. In vitro yeast infection of human
dentin. J Endod 2000; 26(4): 207-9

176. Sen BH, Chugal NM, Liu H, Fleischmann J. A new method for studying the adhesion of
Candida albicans to dentin in the presence or absence of smear layer. Oral Surg Oral Med
Oral Pathol Oral Radiol Endod 2003; 96(2):201-6

177. Siqueira JF Jr, Rocas IN, Lopes HP, Elias CN, de Uzeda M. Fungal infection of the
radicular dentin. J Endod 2002; 28(11):770-3

178. Siqueira JF Jr, Lopes HP. Bacteria on the apical root surfaces of untreated teeth with
periradicular lesions: a scanning electron microscopy study. Int Endod J 2001: 34(3):216-20

179. Waltimo T, Kuusinen M, Jarvensivu A, Nyberg P, Vaananen A, Richardson M, Salo T,
Tjaderhane L. Examination on Candida spp. in refractory periapical granulomas. Int Endod J
2003; 36(9):643-7

180. Sen BH, Akdeniz BG, Denizci AA. The effect of ethylenediamine-tetraacetic acid on
Candida albicans. Oral Surg Oral MedOral Pathol Oral Radiol Endod 2000; 90(5):651-5

181. Haenni S, Schmidlin PR, Mueller B, Sener B, Zehnder M. Chemical and antimicrobial
properties of calcium hydroxide mixed with irrigating solutions. Int Endod J 2003; 36(2):100-
5

182. Zehnder M, Grawehr M, Hasselgren G, Waltimo T. Tissue dissolution capacity and
dentine disinfecting potential of calcium hydroxide mixed with irrigating solutions. Oral Surg
Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod 2003; 96(5):608-13

183. Akpan A, Morgan R. Oral candidiasis. Postgrad Med J 2002; 78(922):455-9

184. Guida RA. Candidiasis of the oropharynx and oesophagus. Ear Nose Throat J 1988;
67(11):832-40

185. Epstein JB, Truelove EL, Izutzu KL. Oral candidiasis: pathogenesis and host defense.
Rev Infect Dis 1984; 6(1):96-106

186. Francis P, Walsh TJ. Current approaches to the management of fungal infections in
cancer patients. Oncology 1992; 6(4):81-92

187. Bergmann OJ. Alterations in oral microflora and pathogenesis of acute oral infections
during remission-induction therapy in patients with acute myeloid leukaemia. Scand J Infect
Dis 1991; 23(3):355-66

188. Willis AM, Coulter WA, Sullivan DJ, Coleman DC, Hayes JR, Bell PM et al. Isolation
of C. dubliniensis from insulin using diabetes mellitus patients. J Oral Pathol Med 2000;
29(2):86-90

189. Manfredi M, Al-Karaawi Z, McCullough MJ, Hurel S, Porter SR. The isolation,
identification and molecular analysis of Candida spp. isolated from the oral cavities of
patients with diabetes mellitus. Oral Microbiol Immunol 2002; 17(3):181-5

190. Guggenheimer J, Moore PA, Rossie K, Myers D, Mongelluzzo MB, Block HM et al.
Insulin-dependent diabetes mellitus and oral soft tissue pathologies. II. Prevalence and



116

characteristics of Candida and candidal lesions. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol
Endod 2000; 89(5):570-6

191. Willis AM, Coulter WA, Fulton CR, Hayes JR, Bell PM, Lamey PJ. Oral candidal
carriage and infection in insulin treated diabetic patients. Diabet Med 1999: 16(8):675-9

192. Hill LV, Tan MH, Pereira LH, Embil JA. Association of oral candidiasis with diabetic
control. J Clin Pathol 1989; 42(5):502-5

193. Tapper-Jones LM, Aldred MJ, Walker DM, Hayes TM. Candidal infections and
populations of Candida albicans in mouths of diabetics. J Clin Pathol 1981; 34(7):706-11

194. Moore LV, Moore WE, Riley C, Brooks CN, Burmeister JA, Smibert RM. Periodontal
microflora of HIV positive subjects with gingivitis or adult periodontitis. J Periodontol 1993;
64(1):48-56

195. Vernillo AT. Diabetes mellitus: relevance to dental treatment. Oral Surg Oral Med Oral
Pathol Oral Radiol Endod 2001, 91(3):263-70

196. Katz J. Elevated blood glucose levels in patients with severe periodontal disease. J Clin
Periodontol 2001; 28(7):710-2

197. Thomson WM, Slade GD, Beck JD, Elter JR, Spencer AJ, Chalmers JM. Incidence of
periodontal attachment loss over 5 years among older South Australians. J Clin Periodontol
2004; 31(2):119-25

198. Emrich LJ, Shlossman M, Genco RJ. Periodontal disease in non- insulin- dependent
diabetes mellitus. J Periodontol 1991; 62(2):123-31

199. Chuang SF, Sung JM, Kuo SC, Huang JJ, Lee SY. Oral and dental manifestations in
diabetic and nondiabetic uremic patients receiving hemodialysis. Oral Surg Oral Med Oral
Pathol Oral Radiol Endod 2005;99(6):689-95

200. Ponte E, Tabaj D, Maglione M, Melato M. Diabetes mellitus and oral disease. Acta
Diabetol 2001; 38(2):57-62

201. Kornman KS. Patients are not equally susceptible to periodontitis: does this change
dental practice and the dental curriculum? J Dent Educ 2001; 65(8):777-84

202. Aryeh BH, Serouya R, Kanter Y et al. Oral health and salivary composition in diabetic
patients. J Diabetes Complic 1993; 7(1):57-62

203. Ogunbodede EO, Fatusi OA, Akintomide A, Kolawole K, Ajayi A. Oral Health Status in
a Population of Nigerian Diabetics. J Contemp Dent Pract 2005; 4(6):75-84

204. Gin H, Aubertin J. Influence of glycemic normalisation by an artificial pancreas on
phagocytic and bactericidal function of granulocytes in insulin-dependent diabetic patients. J
Clin Pathol 1984; 37(9):1029-31

205. Sandberg GE, Sundberg HE, Fjellstrom CA, et al. Type 2 diabetes and oral health: a
comparison between diabetic and non-diabetic subjects. Diabetes Res Clin Pract 2000; 50(1):
27-34

206. Pinson M, Hoffman WH, Garnick JJ, et al. Periodontal disease and type I diabetes
mellitus in children and adolescents. J Clin Periodontol 1995; 22(2): 118-23

207. Jones R.B, McCallum R.M, Kay E.J et al, Oral health and oral health behaviour in a
population of diabetic outpatient clinic attenders. Commun. Dent. Oral Epidemiol 1992;
20(4):204-7



117

208. Narhi TO, Meurman JH, Odont D, Ainamo A, Tilvis R. Oral health in ten elderly with
non-insulin-dependent diabetes mellitus. Spec Care Dentist 1996; 16(3):116-22

209. Collin HL, Uusitupa M, Niskanen L et al. Caries in patients with non-insulin-dependent
diabetes mellitus. Oral Surg. Oral Med. Oral Pathol. Oral Radiol. Endod 1998; 85(6):680-5

210. Tenovuo J, Alanen P, Larjava H, Vilikari J, Lehtonen OP. Oral health of patients with
insulin-dependent diabetes mellitus. Scand J Dent Res 1986; 94(4):338-46

211. Anderson LC, Yang SC, Xie H, Lamont RJ. The effects of streptozotocin diabetes on
salivary-mediated bacterial aggregation and adherence. Arch Oral Biol 1994; 39(4):261-9

212. Mandell RL, Dirienzo J, Kent R, Joshipura K, Haber J. Microbiology of healthy and
diseased periodontal sites in poorly controlled insulin-dependent diabetics. J Periodontol
1992; 63(4):274-9

213. Fouad AF. Diabetes Mellitus as a Modulating Factor of Endodontic Infections. J Dental
Edu 2003; 67(4):459-67

214. Sbordone L, Ramaglia L, Barone A, Ciaglia RN, Tenore A, lacono VJ. Periodontal status

and selected cultivable anaerobic microflora of insulin-dependent juvenile diabetics. J
Periodontol 1995; 66(6):452-61

215. Sbordone L, Ramaglia L, Barone A, Ciaglia RN, lacono VJ. Periodontal status and
subgingival microbiota of insulin-dependent juvenile diabetics: a 3-year longitudinal study. J
Periodontol 1998; 69(2):120-8

216. Hugoson A, Koch G, Bergendal T, et al. Oral health of individuals aged 3-80 years in
Jonkoping, Sweden in 1973,1983, and 1993: 1I. Review of clinical and radiographic findings.
Swedish Dent J 1995; 19(6):243-60

217. Yuan K, Chang CJ, Hsu PC, Sun HS, Tseng CC, Wang JR. Detection of putative
periodontal pathogens in non-insulin-dependent diabetes mellitus and non-diabetes mellitus
by polymerase chain reaction. J Periodont Res 2001; 36(1):18-24

218. Fouad AF, Kum KY, Clawson ML, Barry J, Abenoja C, Zhu Q, Caimano M, Radolf JD.
Molecular characterization of the presence of Eubacterium spp and Streptococcus spp in
endodontic infections. Oral Microbiol Immunol 2003; 18(4):249-55

219. Bender IB, Bender AB. Diabetes mellitus and the dental pulp. J Endod 2003; 29(6):383-
9

220. Britto LR, Katz J, Guelmann M, Heft M. Periradicular radiographic assessment in
diabetic and control individuals. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod 2003;
96(4):449-52

221. Fouad AF, Burleson J. The effect of diabetes mellitus on endodontic treatment outcome:
data from and electronic patient record. J Am Dent Assoc 2003; 134(1):43-51

222. Yee R, David J, Khadka R. Oral cleanliness of 12-13-year-old and 15-year-old school
children of Sunsari District, Nepal. J Indian Soc Pedod Prev Dent 2006; 24(3):146-51

223. Chavez de Paz LE, Molander A, Dahlén G. Gram-positive rods prevailing in teeth with
apical periodontitis undergoing root canal treatment. Int Endod J 2004; 37(9):579-87

224. Moller AJR, Fabricius L, Dahlen G, Sundqvist G, Happonen RP. Apical periodontitis
development and bacterial response to endodontic treatment. Experimental root canal
infections in monkeys with selected bacterial strains. Eur J Oral Sci 2004; 112(3):207-15



118

225. Siqueira JF Jr, Rogas IN. PCR-based identification of Treponema maltophilum, T.
amylovorum, T. medium, and T. lecithinolyticum in primary root canal infections. Archives of
Oral Biology 2003; 48(7):495-502

226. de Souza CA, Teles RP, Souto R, Chaves MA, Colombo AP Endodontic Therapy
Associated with Calcium Hydroxide As an Intracanal Dressing: Microbiologic Evaluation by
the Checkerboard DNA-DNA Hybridization Technique. J Endod 2005; 31(2):79-83

227. Sanchez-Cordero S, Hoffman H, Stahl SS. Occurrence of staphylococcus in periodontal
pockets of diabetic and nondiabetic adults. J Periodontol. 1979; 50(3):109-13

228. Mashimo PA, Yamamoto Y, Slots J, Park BH, Genco RJ. The periodontal microflora of
juvenile diabetics. Culture, immunofluorescence, and serum antibody studies. J Periodontol.
1983; 54(7):420-30

229. Iwama A, Morimoto T, Tsuji M, Nakamura K, Higuchi N et al., Increased number of
anaerobic bacteria in the infected root canal in type 2 diabetic rats. Oral Surg Oral Med Oral
Pathol Oral Radiol Endod 2006; 101(5):681-6

230. Falk H, Hugoson A, Thotstensson H. Number of teeth, prevalence of caries and
periapical lesions in insulin-dependent diabetes. Scand JDR 1989; 97(3):198-206

231. Yamasaki M, Nakane A, Kumazawa M, Hashioka N, Horiba N, Nakamura H. Endotoxin
and gram-negative bacteria in the rat periapical lesions. J Endod 1992; 18(10):501-4

232. Iwama A, Nishigaki N, Nakamura K, Imaizumi I, Shibata N, Yamasaki M, et al. The
effect of high sugar intake on the development of periradicular lesions in rats with type 2
diabetes. J Dent Res 2003; 82(4):322-5

233. Gustke CJ, Stein SH, Hart TC, Hoffman WH, Hanes PJ, Russell CM, et al. HLA-DR
Alleles are associated with IDDM, but not with impaired neutrophil chemotaxis in IDDM. J
Dent Res 1998; 77(7):1497-503

234. Saiki O, Negoro S, Tsuyuguchi I, Yamanura Y. Depressed immunological defense
mechanisms in mice with experimentally induced diabetes. Infect Immun 1980; 28(1):127-31

235. Chavez de Paz LE, Dahlen G, Molander A, Moéller A, Bergenholtz G. Bacteria recovered
from teeth with apical periodontitis after antimicrobial endodontic treatment. Int Endod J
2003; 36(7):500-8

236. Sriskandan S, Cohen J. Gram-positive sepsis. Mechanisms and diferences from gram-
negative sepsis. Infectious Disease Clinics of North America 1999; 13(2):397-412

237. Soares JA, Leonardo MR, Silva LAB, Tanomaru Filho M, Ito IY. Effect of
biomechanical preparation and calcium hydroxide pastes on the anti-sepsis of root canal
systems in dogs. J App Oral Sci 2005; 13(1):93-100

238. Sydney GB, Estrela C. Influence of root canal preparation on anaerobic bacteria in teeth
with asymptomatic apical periodontitis. Braz Endod J 1996; 1(1):7-10

239. Chu FC, Tsang CS, Chow TW, Samaranayake LP. Identification of cultivable
microorganisms from primary endodontic infections with exposed and unexposed pulp space.
J Endod 2005; 31(6):424-9

240. Waltimo T, Trope M, Haapasalo M, @rstavik D, Clinical efficacy of treatment
procedures in endodontic infection control and one year follow-up of periapical healing. J
Endod 2005; 31(12):863-6



119

241. Russell BG. The dental pulp in diabetes mellitus. Acta Pathol Microbiol Scand 1967,
70(2):319-20

242. Bissada NF, Sharawy AM. Histologic study of gingival and pulpal vascular changes in
human diabetics. Egypt Dent J 1970; 16(4):283-96

243. Tennenberg SD, Finkenauer B, Dwivedi A. Absence of lipopolysaccharide- induced
inhibition of neutrophil apoptosis in patients with diabetes. Arch Surg 1999; 134(11):1229-34

244. Tervonen T, Oliver RC, Wolff LF, Bereuter J, Anderson LA, Aeppli DM. Prevalence of
periodontal pathogens with varying metabolic control of diabetes mellitus. J Clin Periodontol
1994; 21(6):375-9

245. Sundqvist G, Figdor D. Life as an endodontic pathogen: Ecological differences between
the untreated and root-filled root canals. Endodontic Topics 2003; 6(1):3-28.

246. Tronstad L, Barnett F, Riso K, Slots J. Extraradicular endodontic infections. Endod Dent
Traumatol 1987; 3(2):86-90

247. Okazaki M, Yoshida Y, Yamaguchi S, Kaneno M, Elliott JC. Affinity binding
phenomena of DNA onto apatite crystals. Biomaterials 2001; 22(18):2459-64

248. Sato T, Hoshino E, Uematsu H, Noda T. Predominant obligate anaerobes in necrotic
pulps of human deciduous teeth. Microb Ecol Health Dis 1993;6(6):269-75

249. Brook I, Frazier EH, Gher ME. Aerobic and anaerobic microbiology of periapical
abscess. Oral Microbiol Immunol 1991; 6(2):123-5

250. Baumgartner JC, Falkler WA Jr. Bacteria in the apical 5 mm of infected root canals. J
Endod 1991; 17(8):380-3

251. Dorocka-Bobkowska B, Budtz-Jorgensen E, Wtoch S. Non-insulin-dependent diabetes
mellitus as a risk factor for denture stomatitis. J Oral Pathol Med. 1996; 25(8):411-5

252. Abu Elteen KH, Abu Alteen RM. The prevalence of Candida albicans populations in the
mouths of complete denture wearers. New Microbiol 1998; 21(1):41-8

253. Ueta E, Osaki T, Yoneda K, Yamamoto T. Prevalence of diabetes mellitus in
odontogenic infections and oral candidiasis: an analysis of neutrophil supression. J Oral
Pathol Med 1993; 22(4):168-74

254. Belazi M, Velegraki A, Fleva A, Gidarakou I, Papanaum L, Baka D, Daniilidou N and
Karamitsos D. Candidal overgrowth in diabetic patients: potential predisposing factors.
Mycoses 2005; 48(3):192-6

255. Sakamoto M, Siqueira JF Jr, Rocas IN, Benno Y. Bacterial reduction and persistence
after endodontic treatment procedures. Oral Microbiol Immunol 2007; 22(1):19-23

256. Jacinto RC, Gomes BP, Desai M, Rajendram D, Shah HN. Bacterial examination of
endodontic infections by clonal analysis in concert with denaturing high-performance liquid
chromatography. Oral Microbiol Immunol 2007; 22(6):403-10

257. Sassone L, Fidel R, Figueiredo L, Fidel S, Faveri M, Feres M. Evaluation of the
microbiota of primary endodontic infections using checkerboard DNA-DNA hybridization.
Oral Microbiol Immunol 2007; 22(6):390-7

258. Sakamoto M, Rocas IN, Siqueira JF Jr, Benno Y. Molecular analysis of bacteria in
asymptomatic and symptomatic endodontic infections. Oral Microbiol Immunol 2006;
21(2):112-22



120

259. Jacinto RC, Gomes BP, Shah HN, Ferraz CC, Zaia AA, Souza-Filho FJ. Incidence and
antimicrobial susceptibility of Porphyromonas gingivalis isolated from mixed endodontic
infections. Int Endod J. 2006; 39(1):62-70

260. Vianna ME, Horz HP, Gomes BP, Conrads G. Microarrays complement culture methods
for identification of bacteria in endodontic infections. Oral Microbiol Immunol.2005;
20(4):253-8

261. Siqueira JF Jr, Rocas IN, Souto R, Uzeda M, Colombo AP. Microbiological evaluation
of acute periradicular abscesses by DNA-DNA hybridization. Oral Surg Oral Med Oral
Pathol Oral Radiol Endod. 2001; 92(4):451-7



