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OZET

Periodontal Apselerden Kiiltiir Yardimyla izole Edilen Bakterilerin
16S PCR ve DNA Dizi Analizi ile Tamilanmasi

Amacg: Gelisen teknoloji dogrultusunda periodontitis i¢in yeni muhtemel
patojenlerin ortaya kondugu bir donemde, kiiltiire edilebilen fakat patojen olarak heniiz
siiflandirilmamig bakterilerin periodontal apse i¢in etken olmasini beklememek icin bir
neden yoktur. Periodontal apse mikrobiyolojisi iizerine gilinlimiize kadar yapilan
calismalarin ¢ogu iyi taninan bakteri tiirleri iizerinde yapilmis, hastaliga etken
olabilecek bilinmeyen farkli bakteriler iizerine ¢alisma yapilmamistir. Bu calismada
periodontal apse Orneklerindeki kiiltiire edilebilen aerob, fakiiltatif anaerob
bakterilerden besiyerinde en yogun olarak gelisen koloni ornekleri izole edilip,

molekiiler yontemler ile tanimlanmasi hedeflenmistir.

Materyal ve Metot: Sistemik olarak saglikli, son 4 hafta i¢inde herhangi bir
antibiyotik kullanmamis, periodontal apse teshisi konulmus 20 goniilllii hastadan
periodontal apse Ornekleri alindiktan sonra Ornekler bekletilmeden mikrobiyoloji
laboratuvarma goétiiriilerek kiiltiire edildi. 2.gliniin sonunda sayisal olarak fazla olan
koloniler saflagtirilarak diger karakterizasyon islemlerine kadar %16’lik gliserol iceren
NB (Nutrient Broth) igerisinde -86 °C’de saklandi. Daha sonra genomik DNA’nin
izolasyonu yapildi. Her bir izolattan saflastirilan genomik DNA’dan, 16S rRNA genleri
PCR yardimi ile ¢ogaltildi. Elde edilen PCR iiriinleri jel goriintiileme sistemi ile
goriintiilendikten sonra hizmet alimi yoluyla DNA dizi analizleri yapildi. Analizler
sonucu diizenlenen niikleotid dizileri NCBI kiitiiphaneleri
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast.cgi) ile homolojilerinin belirlenmesi i¢cin BLAST
islemi yapildi. Sonug¢ olarak degerlendirmelerin sonunda gen dizileri GenBank’a

girilerek kabul numaralar1 alindi.



Bulgular: 20 periodontal apse 6rneginden 60 bakteri izole edilerek tanilandi. 33
ornekte Streptococcus tiirleri (S. pneumoniae, S. mitis, S.gordonii, S.anginosus, S.
sanguinis, S. massiliensis, Streptococcus spp., S.cristatus, S.sinensis, S.mutans) 7
ornekte Neisseria tiirleri ( N. Sicca, N.elongata, N.subflava), 4 6rnekte Actinomyces
tiurleri (A. naeslundii, A. odontolyticus), 3 ornekte Staphylococcus tiirleri,
(S.haemolyticus, S. equorum, Staphylococcus spp.), 2 6rnekte Morococcus cerebrosus
ve birer 6rnekte Moraxella spp., Bacillus spp., Enterococcus casseliflavus tiirleri tespit

edildi.

Sonu¢: Calismamizda tespit edilen bakteri tiirleri viicudun farkli bolgelerinde
apse ve ciddi enfeksiyonlara neden olan bakteriler olduklar1 ve yine bu bakteri tiirlerinin
cogunun periodontal apselerde ilk kez izole edilen tiirler olduklar: literatiir taramasinda
ortaya kondu. Periodontal apse iceriginden alinan ve aerobik ve fakiiltatif anaerobik
ortamda yogun iireme gosteren bu bakteriler apse mikrobiyotasina yonelik ileri

calismalara ihtiya¢ duyuldugunu ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: bakteri, mikrobiyoloji, PCR, periodontal apse



ABSTRACT

Identification of Bacteria Isolated from Periodontal Abscess with Culture
Assay by 16S PCR and DNA Sequence Analysis

Aim: At a time when new potential pathogens for periodontitis are emerging in
the direction of developing technology, there is no reason not to expect bacteria that are
culturally but not yet classified as pathogenic to be causative agents for periodontal
abscesses. Many studies on periodontal abscess microbiology have been done on well-
known bacterial strains and no study has been done on unknown bacterial strains that
may be causative of the disease. In this study, it is aimed to isolate and identify the most
intensively growing colony samples from aerobic, facultative anaerobic bacteria
cultured on periodontal abscess specimens by using molecular methods.

Material and Method: Periodontal abscess samples were obtained from 20
healthy volunteers who did not use any antibiotics during the last 4 weeks and were
diagnosed as periodontal abscesses. The samples were then taken to the microbiology
laboratory and were cultured. At the end of the second day, the numerically excess
colonies were purified and stored at -86 ° C in NB (Nutrient Broth) containing 16%
glycerol until further characterization. Then the genomic DNA was isolated. Each
isolate was amplified from purified genomic DNA by 16S rRNA genes using PCR.
After the obtained PCR products were visualized with a gel imaging system, DNA
sequence analysis was performed through service intake. The BLAST procedure was
performed to determine homologs with the nucleotide sequences NCBI libraries
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast.cgi) that were analyzed. As a result, at the end of the
evaluations, the gene sequences were entered into GenBank and the acceptance

numbers were obtained.
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Results: Sixty bacteria of 20 periodontal abscesses were isolated and diagnosed.
Streptococcus species (S. pneumoniae, S. mitis, S. gordonii, S. anginosus, S. sanguinis,
S. massiliensis, Streptococcus spp., S.cristatus, S. sinensis, S. mutans) in 33 samples,
Neisseria species (N. Sicca, N. elongata, N.subflava) in 7 samples, Actinomyces species
(A. naeslundii, A. odontolyticus) in 4 samples, Staphylococcus species (S. haemolytics,
S. equorum, Staphylococcus spp.) , Morococcus cerebrosus in 2 samples and Moraxella
spp., Bacillus spp., Enterococcus casseliflavus species in 1 sample.

Conclusion: In our study, bacterial species detected were bacteria that caused
abscesses and serious infections in different parts of the body, and these bacteria species
were the first species isolated in periodontal apse for the first time. These bacteria,
which are taken from the periodontal abscess content and show intense growth in the
aerobic and facultative anaerobic environment, suggest that advanced studies for
abscess microbiota are needed.

Key Words: bacteria, microbiology, PCR, periodontal abscess
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1.GIRIS
Periodontal apseler kisa siirede meydana gelen periodontal yikim ve periodontal
cebin gingival duvarinda lokalize toplanmis enflamasyonlu kolayca algilanabilen klinik

semptomlara® sahip bir lezyon olarak tanimlidir.? 3

Bir periodontal apse gelistiginde disetinde basing hissi, dis mobilitesi, disin
soketten yiikselmesi ve perkiisyon veya cignemede hassasiyet ortaya c¢ikabilir.* Oyleki
akut periodontal apsenin semptomlari hafif bir rahatsizliktan siddetli agr1 ve sislige
kadar degisim  gosterebilir. Bazi  hastalarda ise  bolgesel lenfadenopati
gozlemlenebilmektedir. Akut bir periodontal apse tedavi edilmediginde kronik lezyona
donebilir. Kronik bir periodontal apse genis bir periyotta ortaya ¢ikar ve tedavi arayisina
giren hastanin araliklarla meydana gelen eksudasyon hikayesi vardir. Genellikle derin
destek dokulardan kaynaklanan bir fistiil yolu olarak goriiliir ve kokiin uzunlugu
boyunca gingival mukoza Tlzerine acilir. Kronik periodontal apse genellikle
asemptomatiktir, ancak fistiil yolunun agzi kapanirsa akut apselere déniisebilirler.*

Periodontal apselerin ¢ogunun daha 6nceden var olan periodontitis hikayesi ile
iliskili bulunmasi nedeniyle apselerin periodontitisin bir komplikasyonu oldugu
diisiiniilmiistir.> ° Periodontal apselerin  genellikle tedavi edilmemis kronik
periodontitisli olgularin sonucu oldugu ve subgingival mikrobiyotadaki degisikliklerin,
konak direncinin diislisliniin veya her ikisinin birlikte apse olusumunu hizlandirdig: ileri
siiriilmiistiir.* Bu nedenle de periodontal apsenin mikrobiyolojik igerigini belirlemeye
yonelik yapilan caligmalar genellikle periopatojenlerin belirlenmesi ve yogunlugu
lizerine yapilmis, apsenin mikrobiyal iceriginin periodontitis mikrobiyal igeriginden
degisim gosterip gostermedigi tam olarak incelenmemis ve farkli mikrobiyolojik

patojenlerin var olup olmadigi arastirilmamastir.



Bu oOngoriiler dogrultusunda yapilan az sayidaki calismalar sonucu apsenin
mikrobiyolojisinin  periodontopatojen  bakterilerden ve diger siiperenfeksiyon
organizmalarindan olustugu ileri siiriilmektedir. Yapilan ¢aligmalarda biitiin periodontal
apse vakalarinda bulunmamakla beraber Porphyromonas gingivalis, Prevotella
intermedia, Fusobacterium nucleatum, Micromonas micros, Campylobacter rectus,
Peptostreptococcus micros, Tannerella forsythia ve Capnocytophaga suslarinin yiiksek
siklikta goriildiigli rapor edilmistir.” 8 Onemli bir periopatojen olan Aggregatebacter
actinomycetemcomitans apse vakalarinda diisiik oranlarda bulunmus® bazi ¢alismalarda
ise tespit edilememistir.® Diger 6nemli bir periopatojen olan Porphyromonas
gingivalis’in tedaviden sonra apse bélgelerinde goriilmemesi bu mikroorganizmanin
apse formasyonu ile yakin iliskili oldugunu diisiindiirmiistiir." Periodontal apselerde
karanlik alan mikroskobu ile bakildiginda en baskin hiicre tipinin spiroketler oldugu
ortaya konmustur.” Peptostreptococcus, Streptococcus milleri (S. anginosus ve S.
intermedius), Bacteriodes capillosus, Veillonella, Bacteroides fragilis ve Eikenella
corrodens izole edilmistir.® Ayrica periodontal apselerde enterik ve non-fermanter
rodlarin varhigi periodontal hastalikta muhtemel bir siiperenfeksiyon sebebi olarak
gés‘[erilmistir.lo'14

Teknolojinin gelismesiyle oral flora bakterilerinin 16S rRNA bolgelerinin
klonlama ve sekanslamaya dayanan kapsamli bir arastirmada, bakteri tiirlerinin
%40’ 1n1n yeni tiir ve filotip oldugunu géstermistir.15 Benzer metot kullanilarak yapilan
calismalarda da oral kavitede cok sayida yeni tiirlerin oldugu ortaya konulmustur.'®*®
Periodontitisli hastalar iizerinde yapilan ¢alismalarda ise yeni mikrobiyal etkenler tespit
edilmigtir. Dialister pneumosintes siddetli periodontitis hastalarinin %83’ {inde orta

siddetli hastalarin ise %19’unda belirlenmistir. D. pneumosintes siipheli periodontal

patojenler grubuna dahil edilmistir.® DNA-DNA hibridizasyon metodu kullamilarak



yapilan bir ¢alismada; periodontitis iligkili bakteriyal floranin rutin tanisi i¢in kullanilan
12 tire Prevotella tannerae, Filifactor alocis ve Porphyromonas endodontalis’in
eklenebilecegi sonucuna varilmugtir.

Subgingival mikrobiyotadaki degisikliklerin ve konak direncinin diisiisiiniin apse
olusumunu hizlandirabilecegi fikri, yeni periopatojenlerin ortaya konmasi ve dis tasi
iceriginde beyin apsesine neden olan Morococcus cerebrosus’ un belirlemesi?,
lizerinde az sayida ¢alisma yapilan periodontal apselerin i¢eriginin molekiiler seviyede
incelenmesi geregini dogurmustur. Ciinkii periodontal apselerin mikrobiyolojik igerigini
belirlemeye yonelik kullanilan teknikler ya yetersiz kalmistir (kiltiir yonteminde koloni
olusturma durumuna ve antibiyotige duyarlilifina gére yapilan bakteriyel tanimlama) ya
da periodontal apselerin periodontitisle yakin iliskili olmasindan dolay1 yapilan
caligmalarin periopatojenlere yonelik mevcudiyet ve yogunluk (PCR ve IAI-Pado test)
incelemeleri yapilmistir. Yapilan literatiir taramasina gore periodontal apseler hakkinda
daha fazla bilgiye ihtiyag oldugu goriilmektedir. Gelisen teknoloji dogrultusunda
periodontitis i¢in yeni muhtemel patojenlerin ortaya kondugu bir dénemde, periodontal
apse i¢in kiiltiire edilebilen fakat patojen olarak heniiz siniflandirilmamig bakterilerin
tanimlanmas1 ihtimal dahilindedir. 1983 yilinda Kary Mullis tarafindan tasarlanmis ve
gelistirilmis olan polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemi molekiiler biyoloji
alaninda devrim yaratmistir ve giiniimiizde en ¢ok kullanilan yontem haline gelmistir.
PCR yontemi mikroorganizmalarin tanimlanmasi amaciyla 16S ribozomal RNA
genlerindeki 6zel bolgelerinin ¢ogaltilmast mekanizmasi ile ¢aligmaktadir. Periodontal
apse icerigindeki bakterileri tanimlamaya yonelik PCR ile yapilan ¢aligmalar var olsa da
tiim caligmalar spesifik periopatojenlerin dnceden belirlenmesi ile yapilmis olup farkli

mikroorganizmalarin bulunma olasilig1 gézardi edilmistir.

Bu calisma ile yukarida dnemi belirtildigi gibi periodontal apse igerigindeki



bakterilerin molekiiler diizeyde incelenmesi igin Atatiirk Universitesi Dis Hekimligi
Fakiiltesi’ne bagvuran sistemik olarak saglikli ve periodontal apsesi olan hastalardan
apse igerigi enjektdr yardimu ile alinarak, Atatiirk Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji
Boliimii’'nde oncelikle kiiltiir diizeyinde goreceli yogunluklar dikkate alinarak spesifik
bakterilere yonelik olmadan izole edilen bakteriler evrensel olarak kabul edilen 16S

rDNA dizi analizi kullanilarak tanilanmustir.



2.GENEL BIiLGILER

Apseler, pyojenik organizmalarin dokularda derinlere yerlesmesi veya nekrotik
dokularin sekonder olarak enfekte olmalari nedeni ile olusabilen, fokal irin
topluluklaridir. Tipik olarak apselerin ortasinda biiylikge nekrotik bir bolge, cevrede
korunmus nétrofiller, en dista erken onarimin gostergesi dilate damarlar ve fibroblast
proliferasyon bolgesi bulunur. Sonunda apse tamamen bag dokusu ile ¢evrilir ve bag
dokusu ile yer degistirebilir.?

Viicudun ¢esitli bolgelerinde apseler goriilebilmektedir. Cilt ve yumusak

36, 37

dokuda® ?*, intrakranial bolgede®® ¥’ orofasiyal ve boyun bolgesinde, gastrointestinal

sistemde ve intraabdominal bodlgede apselerin  var oldugu bilinmektedir.

25

Gastrointestinal sistemde; karmn igi ve rektal apseler™, intra-abdominal bélged626;

1", pankreas®®, hepatik®, splenik®, subfrenik apseler®, karaciger apsesi®,

retroperitoena
orofasiyal ve boyun bolgesinde; dental, peritonsiller®?, retrofarengeal®, derin boyun
apseleri®*, parotik® ve servikal lenf bezi apsesi®®, varligmi gosteren yaymlar
bulunmaktadir. Bu apseler herhangi bir sistemik hastalik nedeniyle diisen bagisiklik
sistemi ile goriilebilecegi gibi travma gibi lokal faktorlerden kaynakli olarak da
goriilebilmektedir.

Cesitli mikroorganizmalarin sebep oldugu ve bakteriyemiye yol agabilen
apselerin morbidite ve mortalite oranlar1 oldukga yiiksektir. Apsenin yeri, enfeksiyona
dahil olabilecek diger organizmalarin ortaya ¢ikmasinda biiyiik 6nem tagir. Diisen doku
direnci kosullar1 altinda, bakterilerin hemen hemen hepsi enfeksiyoz bir siireg
baslatabilir. Normal floranin viicudun steril bir bolgesine girmesiyle ortaya cikan
apseler ¢ogunlukla polimikrobiyal niteliktedir. Flora steril bolgeye dogrudan erisebilir,

kesilme veya delinme ile baglanti saglayabilir. Normal floranin g¢esitli viicut

bolgelerindeki benzersizliginden dolayl, apselerin mikrobiyolojisi genel olarak



konumlarina gore ongoriilebilir. Yapilan ¢aligmalar enfeksiyonun anatomik bolgesinin
apselerin polimikrobiyal etiyolojisi ve bakteriyel floralar1 ile iliskili oldugunu
gostermistir. Gastrointestinal sistemde kolonize olan Bacteroides fragilis grubunun
tiirleri karin i¢i ve rektal apselerden genellikle izole edilir. Ag1z boslugunda agirlikli
olarak bulunan Prevotella, Porphyromonas ve Fusobacterium spp. agiz boslugu
apselerinde kolonize olurlar. Prevotella bivia ve Prevotella disiens, servikal kanalda
baskin olup ¢ogunlukla pelvik abselerde bulunur. Karin ve rektal apselerde aeroblar ve
fakiiltatif organizmalar, enterobakter ve stafiolokok baskindir. Neisseria gonorrhoeae
ise pelvik apselerde yayglndlr.25

Intra-abdominal apselerden izole edilenler baslica anaerob bakteriler B. fragilis
grubu, Peptostreptococcus spp. ve Clostridium spp. iken aerobik ve fakiiltatif
bakterilerden en sik izole edilenler, Enterobacteriaceae ve D grubu enterekok tiirleridir.
Bu mikroorganizmalar, retroperitoneal®’, visseral (Srnegin pankreas®®, hepatik®,

I*® apse (post-divertikiilit riiptiiri®’ ve subfrenik®®) gibi ¢esitli

splenik®®) ve perirekta
intra-abdominal® bolge apselerinden elde edilmistir. Benzer mikrobiyolojik tablo,
rektal ve servikal floradan kaynaklanan pelvik vulvo-vajinal® ve prostatik® apselerin
mikrobiyolojisinde de mevcuttur.*® Baskin anaerobik bakteriler P. bivia, P. disiens ve
peptostreptokok  olmakla birlikte, yaygin aerobik ve fakiiltatif bakteriler
Enterobacteriaceae, N. gonorrhoeae ve B grubu streptokoklari igerir.

Cilt ve yumusak doku apselerinin mikrobiyolojisi, diger apselerde oldugu gibi
lokalizasyonlart ile iliskilidir.”® ** S. pyogenes ve S. aureus, viicudun her yerinde ciltte
kolonize olur ve tiim bolgelerde ¢ogalabilir.

Intrakranial apselerde aerobik organizmalar anaeroblardan daha siklikla tespit
edilmistir. Aerobik patojenlerden streptokok tiirleri , anaerobik mikroorganizmalardan

ise Bacteroides fragilis ve Peptostreptococcus spp en yaygin izole edilen tiirlerdir.** *3



Dental, oro-fasiyal ve boyun apselerinin mikrobiyolojisi esas olarak oral flora

1®, parotik® ve

mikroorganizmalarindandir. Bu apseler peritonsiller®, retrofarengea
servikal lenf bezi** apseleri olarak goriilir. Baskin anaeroblar Prevotella ve
Porphyromonas, Fusobacterium spp. ve Peptostreptococcus spp. tiirleri iken en sik
izole edilen aeroblar ve fakiiltatif bakteriler Streptococcus pyogenes ve Staphylococcus
aureus’dur.

Dental veya dentoalveoler apseler disin kok cevresindeki alveoler kemikte
lokalize pus toplanmasini tanimlamak icin kullanilan bir adlandirmadir. Genellikle dis
cliriigii, travma, derin dolgular, basarisiz kok kanal tedavisine veya periodontal
problemlere sekonder olarak goriiliir. Dentoalveoler apselerin mikrobiyolojisi, viridans
grubu streptokoklar ve Streptococcus anginosus grubu gibi ¢esitli fakiiltatif anaeroblar ,
Ozellikle anaerobik koklar, Prevotella ve Fusobacterium tiirlerinden olusan
anaeroblardan olusan polimikrobiyal 6zelliktedir. Erken donemde tedavi edilmezse,
hizla geliserek komsu anatomik yapilara yayilabilir ve bu durum septisemi®®, kavernéz
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, beyin apsesi’’, sok® ve bazen &liimle* sonuclanacak ciddi
komplikasyonlara neden olabilir. Komplikasyonlarin gelisme olasili§i ve buna bagh
morbidite ve mortalite nemli bir halk saglig1 sorunu haline getirmektedir.

Dentoalveoler apselerden olan periodonsiyum apseleri dis destek dokularindaki
problemler nedeniyle meydana gelebilmektedir. Periodonsiyum apseleri, gingival,
periodontal ve perikoronal apselerden olugsmaktadir.

2.1. Periodonsiyum Apseleri

Periodontal hastaliklarin diagnozu hastanin semptomlarina ve oral muayene

boyunca bulunan isaretlere dayanir. Dikkatli bir sekilde medikal ve dental hikaye

alinarak radyografik degerlendirme yapilmalidir.



Periodonsiyum  apseleri  siniflandirmanin ~ ana  kriterlerine  dayanarak

siniflandirilmastir.

(a) Apselerin lokasyonuna goére periodontal ve gingival apseler olarak

ayrllmlstlr.SO‘ 5152

Gingival apse daha onceleri saglikli olan bolgede lokalize, agrili, marjinal
gingiva veya interdental papillay1 i¢ererek hizlica yayilan bir lezyondur. Gingival apse
genellikle gingiva icine yabanci cisim sikigmasina cevap olan bir akut enflamasyondur
ve erken donemde piirlizsiliz, parlak, kirmizi kabarik bir ylizey olarak goriiniir. 24-48
saat icinde lezyon genellikle fluktean ve yilizeyinde purulen eksudanin eksprese
olabilecegi fistiil agz1 verir. Gelisimine izin verilirse lezyon genellikle spontan olarak

rupture olur. Semptomlar pulpal hipersensitiviteyi igerebilir.>" 3

Periodontal apseler kisa siirede meydana gelen periodontal yikim ve periodontal
cebin gingival duvarinda lokalize toplanmis enflamasyonlu kolayca algilanabilen klinik
semptomlara’ sahip bir lezyon olarak tamimhdir.> ® Periodontal apse genellikle
periodontal cepleri, furkasyon tutulumunu ve kemik igi defektleri igeren periodontal

yapilarin daha ileri diizeyde tutulumu ile iligkilidir.
(b)Lezyonun gidisatina gére akut ve kronik periodontal apse olarak alyrlhrlar.50

Akut periodontal apseler genellikle agri, palpasyonda hassasiyet ve ¢ok az
basingla supurasyon gibi semptomlar gosterir. Akut bir periodontal apse kokiin lateral
yiizii boyunca gingivadan oval bir yiikseklik olarak goriilebilir. Gingiva piiriizsiiz parlak
bir yiizey ile birlikte 6dematoz ve kirmizidir. Cogu olguda iltihap nazik bir basingla
gingival marjinden drene olabilir. Akut bir periodontal apsenin semptomlar1 baslangigta
hafif iken zamanla siddetli agr1 ve sislik goriiliir. Disetinde genellikle basing hissi

mevcuttur. Enflamasyon destek dokulari igerdiginde, dis mobilitesi, disin soketten



yiikselmesi ve perkiisyon veya c¢ignemede hassasiyet eslik edebilir. Bolgesel

lenfadenopati bazi hastalarda gt')riilebilir.s' >3

Akut bir periodontal apse tedavi edilmediginde kronik bir lezyona donebilir.
Kronik periodontal apse genis bir periyotta ortaya ¢ikabilir ve tedavi arayisina giren
hastanin araliklarla meydana gelen eksudasyon hikayesi vardir. Genellikle derin destek
dokulardan kaynaklanan bir fistlil yolu olarak goriiliir ve kokiin uzunlugu boyunca
gingival mukoza {izerine agilir. Fistiil agz1 zor tespit edilen igne ucu acikligi olarak
goriilebilir ve graniilasyon dokusunun kiiciik bir pembe kitlesi ile kaplanmis olabilir.
Kronik periodontal apse genellikle asemptomatiktir. Ancak bazi hastalar donuk veya
kemirici agri, diste hafif yiikselme, sikica 1sirma ve gicirdatma istegi hissedebilir.

Kronik lezyonlar eger siniis yolunun agz1 kapanirsa akut apselere doniisebilirler.>
(c) Periodontal apseler sayilarina gore tek ve ¢oklu apseler olarak ayrilir.?

Tek goriilen periodontal apseler periodontal cepten drenaja engel olmasina sebep
olan lokal faktorlerle iliskilidir. Coklu periodontal apselerin anlasilabilmesi igin lokal
muayeneden daha fazlasina ihtiyag vardir. Diabetes mellitus’ta tedavisini ihmal etmis
hastalarda ve agiz dis1 sebeplerle sistemik antibiyotik alindiktan sonra tedavi edilmemis

periodontitisli hastalarda bildirilmistir.>* .

2.2. Periodontal Apselerin Etyolojisi

2.2.1. Derin Bir Periodontal Cep Agzinin Tikanmasi

Birgok arastirmaci periodontal cep agzinin tikanmasinin bakteri sayisinin ve
konakg1 hiicrelerin artisina yol agarak periodontal apseleri indiikledigine inanir.>® Sonug
olarak enfeksiyon cepten destek dokulara yayilir ve lokalize olur. Apse bolgesindeki
doku hasarinin, konak savunmasina katilan notrofillerden salinan lizozomal enzimlerin

sonucu oldugu diistiniiliir.*° Cep agzinin tikanmasi lokal faktorler sonucu olur 6rnegin;



gida sikismasi veya yabanci cisim, cebe komsu enflame dokularin olusturdugu
eksudanin drenajini nlemesi.”’ Periodontal apseler ¢ocuklarda nadirdir, eger meydana
gelirlerse sebep genellikle daha dnceden saglikli olan periodontal dokuya yabanci cisim

girmesidir.>® *°

Periodontal apse formasyonu, periodontal tedavi sirasinda distasi tam olarak
temizlenmediginde de meydana gelebilir.>* ® Bazi durumlarda gingival duvar daralir,
cep agz1 tikanir ve cebin kapanan kisminda apse meydana gelir. Periodontal tedavi
goren hastalarda apse gelisimi aletlerin bakterileri dokulara itmesiyle indiiklenir ve

lokalize purulen eksuda olusumuna sebep olur.®* ©2

2.2.2. Furkasyon Tliskisi

Apseler furkasyonlarda siklikla bulunurlar.®®  Apseli dislerin  kaybinda
furkasyonlu ve furkasyonu olmayan disler karsilastirildiginda furkasyonlu disler daha
fazla kaybedilir.>® Oyleki molar dislerin ¢ekimi icin primer sebep oldugu rapor

edilmistir.**

2.2.3. Sistemik Antibiyotik Tedavisi

Bazi durumlarda periodontal apseler sadece lokal faktdrlerle agiklanamaz,
sistemik antibiyotiklerin uygulanmasi1 apse formasyonlarin1 baglatabilir. Tedavi
edilmemis ileri diizeyde periodontal hastalig1 olan hastalarda agiz dis1 enfeksiyonlar igin
antibiyotik aldiktan kisa bir siire sonra periodontal apselerin olustugu raporlanmlstlr.s' 6
Bu ¢alismalarin birinde ¢oklu periodontal apselerle8 iligkili en yiiksek prevelanstaki
tirlerin B.gingivalis, F.nucleatum ve Streptococcus intermedius oldugu, subgingivalde

onemli artis gdsteren diger bir tiiriin ise Staphylococcus aureus oldugu bulunmustur.®®

Bu sonuglar, tedavi edilmemis periodontitisli hastalarda sistemik antibiyotik
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kullaniminin firsatg1 organizmalarla siiperenfeksiyona yol agarak periodontal apse

gelismi ile sonuglandigini gostermektedir.

2.2.4. Diyabet

Diyabetli hastalar purulen enfeksiyonlara egilimli olduklarinndan akut
periodontal apse olusumu gozlenir. Diyabetiklerde sistemik degisiklikler diisiik konak
direnciyle birlikte periodontal apselerin formasyonunda 6nemli etkiler yapar; 6rnegin,
hiicresel immiiniteyi, lokosit kemotaksisini ve bakterisidal aktiviteyi azaltir.
Diyabetikler apse formasyonuna yatkinligi artiran vaskiiler degisikliklere ve degisken
kollojen metabolizmasina sahiptirler.® ileri diizeydeki glikozilasyon son iiriinleri ile
onlarin  hiicresel resptorlerinin  etkilesimi  diabetiklerde periodontal hastaligi

hizlandirdigini gosteren bir patojenik mekanizmadir.®’

2.3. Periodontitis varhginda Periodontal Apseler

Periodotal cebin tikanmasi sonucu igindeki siipiirasyon basincindan dolay1
enfeksiyonun periodontal dokulara yayilmasma yol acabilir.> " ® Cep limeni,
mikrobiyota kompozisyonundaki degisiklikler, bakteriyal viriilans veya konak
savunmasindaki degisiklikler sonucu artmis siipiirasyonun drene olmasi igin Yyetersiz
olabilir.

Periodontal apselerin gelismesi periodontitisin  farkli asamalarinda ortaya
cikabilir; Srnegin; tedavi edilmemis periodontitiste akut siddetlenme®, periodontal

% 80 tekrarlayan periodontitiste®® veya periodontal tedavi uygulamast

tedavi boyunca

boyunca.> %
Periodontal tedavi siiresince periodontal apselerin meydana gelmesinin ¢esitli

sebepleri vardir. Smith &Davies 62 periodontal apse tedavisinin g¢aligmasinda 55

hastanin 20 sinde periodontal tedavi siiresince ayni zamanda apse gelistigini rapor

etmislerdir.”* Periodontal apseler scaling veya rutin profilaksiden hemen sonra meydana
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geldiginde bu durum, dokular i¢ine itilerek yer degistirmis olan distas1 fragmanlari ile
iliskilidir.60 Cebin en derinindeki distasinin kalmasina izin verecek yetersiz dis tasi
temizliginden dolayi, koronal cep bolgesindeki enflamasyon ¢oziiliirken normal drenaj
bozulacagindan apse formasyonu olusur.”® ® Periodontal apselerin periodontal
cerrahiden hemen sonra olustugu da literatiirde rapor edilmistir. Son zamanlarda
yonlendirilmis doku rejenerasyonu iizerine bir klinik ¢alismada®® 80 kontrol grubunun
10 unda ve 82 test grubunun 4 iinde tedavi bolgelerinde apse formasyonu veya
supurasyon olustugu bildirilmistir.

Siddetli periodontitisli hastalarda subgingival debridman disinda sistemik
antibiyotik tedavisi apse formasyonu gelismesine sebep olabilir.® ** © Agiz disi
enfeksiyonlar igin sistemik antibiyotik (penisilin, tetrasiklin veya megasilin) almis ve
tedavi edilmemis periodontal hastalarda ¢oklu apselerin (4 ten 12 ye kadar) gelistigi
rapor edilmistir. Bu durum subgingival mikrobiyomun degismesinin siiperenfeksiyona
yol actigini gé’)sterir.65 Helovuo ve ¢alisma arkadaglari >* 6%, agiz dis1 sebepler igin
antibiyotik aldiktan sonra 12 hafta takip edilen tedavi edilmemis periodontitisli 72
hastada yaptiklar1 calismada, hastalar1 antibiyotik kullanimlarina gore penisilin,
eritromisin ve kontrol grubu (antbiyotik almayan) olmak {izere 3 ayr1 gruba
ayirmiglardir. Penisilin kullanan 24 hastanin 10 unda (%42) devam eden 4 hafta iginde
apse gelistigi goriilmiistiir. Apse sayisi 4 hastada hemen hemen tiim disleri igerirken, 6
hastada 1-10 arasinda degismektedir. Eritromisin veya kontrol grubunda ise apse tespit
edilmemistir.

Coklu periodontal apselerin gelismesiyle iliskili olan diger sistemik tedavi
nifedipin kullanimudir. Bir olgu raporunda’™ bu tedaviden hemen sonra 5 giin icinde 8
apse gelistigi rapor edilmistir. Akut durum drenajla tedavi edildikten sonra nifedipin

tedavisine devam edilmemis ve apselerin dagildig1 goriilmiistiir. 3 hafta sonra tedaviye
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yeniden baslanmis ve 2 hafta sonra diger apseler tespit edildikten sonra nifedipin

tedavisi kesin olarak sonlandirilmistir.

2.4. Periodontitis yoklugunda Periodontal Apseler
Periodontal apseler periodontitis yoklugunda su sebeplerden dolay: gelisebilir;
(2) Yabanci cisim sikismasi®, ortodontik elastik’, bir parca dis ipi’? bir misir

patlag: ¢ekirdegi’ veya bilinmeyen bir obje.” ™

(b) Endodontik aletlerle dis duvarmn perforasyonu

(c) Lateral fossanin enfeksiyonu®

(d)Lokal faktorleri etkileyen kok morfolojisi (Ornegin, eksternal kok
rezorbsiyonu goriiniimii’’ ve kirtlmis bir dis™®)

Gingival apselerin ve periodontal apselerin tedavisi; yabanci cismin
eliminasyonu ve dikkatli debridmani’? sulkustan drenaji, 1lik salinle irrigasyonu ve
apsenin ¢iiziilmesi i¢in 24-48 saat degerlendirmeyi icermelidir.>" %2 1 hafta sonra kesin
tedavi tamamlanmalidir.®™ " Alternatif olarak periodontal apselerde eksternal insizyon
veya flep gerekebilir ve drenaj sonrast lokal antiseptik uygulanabilir.®°

Periodontal apse tedavisinde sistemik antibiyotik kullanilmasi tam olarak
tanimlanmamusg bir konudur. Baz1 otorler premedikasyona ihtiya¢ olmadik¢a ve tedavide
yeterli drenaj saglanmigsa, enfeksiyon lokalize ise sistemik antibiyotik
onermemektedirler. Bazi otorler ise temel tedavinin kombinasyonunu (insizyon ,drenaj,
debridman ve antibiyotik tedavisi) énerirler.** Insizyon ve drenajin kombinasyonu ile
sistemik uygulama olarak penisilin kullanilmasinin stk sik  basarili  oldugu
gé’)sterilmistir.82

2.5. Periodontal Apselerin Patogenezi

Periodontal apselerin baslamasinda ilk olay bakterinin yumusak doku cep

duvarma girmesidir. Bakteriler tarafindan salinan kemotaktik faktorlerle enflamatuar
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hiicreler ¢ekilir ve eslik eden enflamatuar reaksiyon bag dokusunun yikimina, bakteriyel
enfeksiyonunun sarmasina ve iltihap iiretimine yol agar.?

Histolojik olarak bozulmamis nétrofiller ve bozulmus 16kositler yumusak doku
debrisinin bir santral bolgesinin ¢evresinde bulunur. Bir sonraki asamada bir pyojenik
membran, meydana getiren makrofaj ve nétrofiller organize olmustur. Apsedeki yikim
orani bakterilerin biliylimesine baglidir ayn1 zamanda lizozomal enzimlerin aktivitesi
asidik c¢evreyi tercih edeceginden viriilans lokal pH ya da bag:;rhdlr.2

2.6. Mikrobiyoloji

2.6.1. Oral Flora

Oral kavite, mikroorganizmalarin yerlesmesi ve yasamasi i¢in uygun sicaklik,
nem, ¢esitli besin kaynaklar1 ve farkli oksijen seviyesi gosteren alanlara sahip olmasi
nedeniyle, basta bakteriler olmak {izere mantar, protozoa ve viriisleri de igine alan ¢ok
sayida ve farkli tiirlerde mikroorganizmay1 barindirmaktadir ve bu nedenle insan agzi
viicudun en kompleks mikrobiyal ekosistemlerinden birini teskil etmektedir.®®

Uterustaki insan fetiisii sterildir, fakat dogumdan sonra saatler i¢inde g¢ogu
fakiiltatif ve aerobik olmak {lizere az sayida bakteri kolonize olur. Dis eriipsiyonundan
sonra ise oldukga kompleks bir oral mikrobiota kurulur.®* Dogumdan iki yil sonra
toplamda 10 mikrobiyal hiicreden olusan ve yiizlerce farkli cesit bakteri iceren saf
insan mikrobiotast olusur. Bu andan itibaren viicudumuz, insan hiicrelerinden 10 kat
daha fazla bakteri icerir.®* Bugiine kadar insan oral kavitesinde 500 tiir bakteri
degerlendirilmistir.2

Oral kaviteye ilk yerlesen tiirler, Streptococcus salivarius (S.salivarius),
Streptococcus mitis (S.mitis) ve Streptococcus oralis (S.oralis)’tir. Zaman ilerledikge,
Prevotella  melaninogenica  (P.melaninogenica),  Fusobacterium  nucleatum

(F.nucleatum) ve Veillonella tiirleri gibi gram-negatif anaeroblar yerlesir.
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Stabil bir mikrobiyal topluluk olusana kadar, oral mikrobiyomdaki cesitlilik
artmaya devam eder. Diyet, hormonal diizey ve oral hijyendeki degiskenlere baglh
olarak meydana gelen kiigiik ¢evresel degisikliklere ragmen mikrobiyal topluluk stabil
kalmaya devam eder. Bu stabilite “mikrobiyal homeostasis” olarak adlandirilir. Bu
durum, pasif bir cevap degildir, konagin kalict mikrobiyomu ve lokal gevresel durum
arasindaki dinamik dengeyi yansitmaktadir

Disler, daimi floranin tutunabilecegi bir yiizey yapisina sahip oldugu igin,
mikrobiyal kolonizasyon igin yeni bir yasam alani olusturur. Bu durum, o6zellikle
hareketsiz bolgelerde biiyiikk bir bakteri kiitlesinin olusmasiyla dental plak ile
sonuclanir.

Dis plagi olusumunda bakteri kolonizasyonu, dis yiizeyindeki pelikil ile
bakterilerin ylizey molekiilleri arasindaki etkilesime baghdir. Pelikil, tiikiiriik
glikoproteinleri, fosfoproteinleri, lipit, az miktarda dis eti olugu sivis1 ve 6lmiis bakteri
hiicresi kalintilarindan olusur. Pelikildan sonra, dis yilizeyine ilk kolonize olan
bakteriler, S.oralis, S.mitis, Streptococcus gordonii (S.gordonii) ve Streptococcus
sanguinis (S.sanguinis)’tir. Ikincil olarak kolonize olan tiirler; Capnocytophaga,
Haemophilus, Eikenaella, Prevotella, Propionibacterium ve Veillonella tiirleridir. Dis
yiizeyindeki bakteri kalinhigi arttikga baslangigta aerobik olan mikroorganizmalar,
yerini fakiiltatif anaerobik ve zorunlu anaerobik mikroorganizmalara birakir. Olgun
plakta ise Treponema denticola gibi spiroketler ve ¢esitli anaerobik gram negatif rodlar
bulunur. F.nucleatum’un ise, ilk ve ikinci kolonizasyon arasinda bir koprii gorevi

8 Kisaca, olgun dis plag1 5 asamada meydana gelir: Ilk asama,

gordiigii bildirilmistir.
dis yilizeyinde pelikil olusumu; ikinci asama, oncii bakterilerin dis ylizeyine tutunmasi

(4 saat); iiclincli asama, tutunan bakterilerin farkli mikro koloniler olusturmasi (4-24

saat); dordiincii asama, mikrobiyal artis ve ko-agregasyon ile mikro kolonilerin
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gelismesi (1-14 giin) ve son asamada ise, olgun biyofilmin olusumudur. (2 hafta ve
iisti1)®” Olgun biyofilm icerigi 300-500 tiirde mikroorganizma igermektedir. Bakterilerin
periodontal hastaliklarin etkeni oldugu ilk defa 1882 yilinda Witzel tarafindan ileri
stiriilmiis ve 1890 yilinda Miller agiz boslugundaki bakterileri siniflara ayirmis ve bu
bakterilerin ¢iiriiklere ve periodontal hastaliklara yol agtigini bildirmistir.®

Socransky, bir bakterinin periodontal patojen olarak kabul edilebilmesi igin
asagidaki kriterlerin saglanmasi gerekli oldugunu ifade etmistir.®
- Mikroorganizma sayis1 hastalikla iligkilendirilebilmelidir.
-Periodontal tedavi sonrasinda hastalikli bolgelerden uzaklastirilmali veya sayisi
azalmalidir.
- Mikroorganizmaya kars1 konakta hiicresel veya humoral bir yanit olusturmalidir.
- Deneysel hayvan modellerinde hastalik olusturabilmelidir.
-Periodontal dokularda hasar yaratabilecek virulans faktorlerine sahip oldugu
gosterilebilmelidir

Socransky ve ark.®® subgingival plak Srneklerini DNA-DNA hibridizasyon
yontemi ile inceledikleri bir ¢aligmada bakterilerden birbiri ile iliskili olanlar1 5 grup
altinda toplamistir. Buna gore, sar1 kompleks, Actinomyces ve Streptococcus
tirlerinden;  yesil kompleks, E. corrodens, Campylobacter concisus, A.
actinomycetemcomitans serotip a ve Capnocytophaga tiirlerinden; mor kompleks,
Veillonella parvula ve Actinomyces odontoliticus’dan; turuncu kompleks,
Campylobacter gracilis, Campylobacter rectus, Campylobacter showae, Eubacterium
nodatum, F. nucleatum alt tiirleri, Fusobacterium. periodonticum, Peptostreptococus
micros (P. micros), Prevotella intermedia (P. /ntermedia), Provetella nigrescens (P.
nigrescens) ve Streptococcus constellatus (S.constellatus) tiirlerinden ve kirmizi

kompleks Tanerella. Forsythia ( 6nceki ismi, Bacteriodes forsythius), Porphyromonas.
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gingivalis ve Trapenoma. denticola bakterilerinden olusmaktadir. Erken kolonizasyonda
yer alan bakteriler, sar1, yesil ve mor kompleks tiirleridir. Kirmiz1 ve turuncu kompleks
bakterileri daha sonra kolonize olurlar.

Bu organizmalarin birgogu kommensal iken, bir kismi da sistemik hastaliga
sebep olabilecek firsatcr patojendir. Oral bakterilerin bakteriyal endokardit™, aspirasyon
pnomonisi, ¢ocuklarda osteomyelit, zamanindan once diisiik dogum agirligi, koronal
kalp hastalig1 ve serebral infarktiis (felg) ile iliskisi vardir.”? ® Mikroorganizmalarin
tasinmasinda Su, gidalar ve diger besin maddelerinden gecis s6z konusu olmasina
ragmen Oncelikle tasinma yolu tiikiirliktiir. Agiz icerisinde en c¢ok karsilasilan
mikroorganizma ise viridans streptokoklardir ( %30 - 60 ). Streptococcus viridans
periodontal apse eksudasindan da aerobik teknikler kullanildiginda en siklikla izole
edilendir.* **

Periodontal apse iizerinde yapilan az sayidaki calismalar sonucu apsenin
mikrobiyolojisinin  periodontopatojen  bakterilerden ve diger siiperenfeksiyon
organizmalarindan olustugu ileri siiriilmektedir. Periodontal apsenin mikrobiyal
igerigini belirlemeye yonelik yapilan caligmalarda genellikle periodontitis igin etken
olan mikroorganizmalar iizerinde durulmustur. Yetiskin periodontitiste genellikle
periodontal apse mikrobiotast subgingival plakta bulunan mikrobiotadan ayirt edilemez
durumdadir.” Hafstrom ve arkadaslarinin kiiltiir yontemiyle ve floresan goriintiisiine
gore yaptiklar1 bir ¢alismada apse mikrobiyolojisi, periodontitisli ve saglikli bolgelerle
karsilastirildiginda apse mikrobiyolojisinin derin ceplerle benzer oldugu ve si1g ceplerle

karsilastirildiginda apse igeriginde patojenlerin yiiksek oranda barindigi gériilmiistiir.l

2.6.2. Dental Apse Mikrobiyotasi
Her bir apse ornegindeki mikrobiota 10%dan daha fazla gesit bakteri

icermektedir.' Kiiltiire edilmis bakterilerin %60 lik gevrede anaerob oldugu rapor
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edilmistir.” ® Ayrica, Newman ve Sims ,periodontal apselerde gram negatiflerin, gram
pozitifler, rodlar ve koklardan daha baskin oldugunu belirlemislerdir.’

Siyah pigmentli anaerob olan Porphyromonas gingivalis, kiiltiir ¢alismalarinda
% 55 ile % 100 arasinda degisen oranlarda prevelansa sahiptir.7 18,959 Ashimato ve
ark.’nin PCR kullanarak yaptiklar1 ¢alismada 7 periodontal apse drneginde P.gingivalis
yiikksek prevelansta (%100) bulunmustur.”” Porphyromonas gingivalis’in tedaviden
sonra da apse bolgelerinde goriilmesi bu mikroorganizmanin apse formasyonu ile yakin
iligkili oldugunu g(istermektedir'1

Oldukca patojen olan ve patojenitesi fimbrialarina, salgiladigi 16kositine bagh
olan A. actinomycetemcomitans birgok periodontal hastalikta yiiksek oranda
bulunmaktadir. Ancak periodontal apselerde; Jaramillo ve ark. kiiltiir ¢alismalarindaki
vakalarin %30 unda A. actinomycetemcomitans bulmustur.”® Hafstrom ve ark. kiiltiir
yontemi ile bu organizmayr %25 oraninda bulmustur.®®  Herrera ve ark. kiiltiir
caligmalarinda  periodontal apselerde A. actinomycetemcomitans’in  varligina
rastlamamlslardlr.6 Periodontal apsede diisiik oranlarda ¢ikmasina ragmen literatiirde
dental kaynakli A. actinomycetemcomitans’in beyin apsesine sebep oldugunu gosteren

99, 100 101-105

birgok olgu raporu vardir. Bu olgularin bir ¢cogu oral hiyen eksikligi ile

iligkilidir.
Prevotella tiirleri dentoalveolar apselerde kiiltir ve PCR yontemi ile

106-108 109;110—115 Newman&sims7

calisildiginda  %10-87 sikliginda bulunmustur.
periodontal apselerde kiiltiir yontemi ile Prevotella melaninogenica varliginin %22
oldugunu gostermistir. P. intermedia’nin orani ise yine kiiltlir yontemi ile ¢alisildiginda

%25-100 arasindadir® ® % Jaramillo ve ark.’nin®

kiiltiir calismasinda periodontal
apselerde P.intermedia/nigrescens %60 sikliginda gorilmistiir. Ayrica P. intermedia

gibi proteinaz iiretme kapasitesi olan bakteriler kullanilabilir besini artirabildiklerinden
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dolayr 6nemlidir ve bundan dolay1 apse ic¢indeki bakteri sayisinin artmasina sebep
olurlar. %
Trope ve ark.® calismasinda, karanlik alan mikroskobu ile yiiksek oranda
spiroket (%40.6), diisiik yiizdeyle kok (%19.7) ve motil rodlar (%7.5) bulunmustur.
Trapenoma tiirleri, akut dental apselerde oldukga yiiksek prevelans gosterirler.
Karanlik alan mikroskobu ile bakildiginda spiroketler en baskin tip olarak
bulunmustur.4 Oral kavitede tanimlanan farkli tiirlerde Trapenoma bulunur;
T.amylovorum, T.denticola, T.maltophilum, T.medwum, T.pectinovorum, T.socranskii ve
T.vincentn.**® Trapenoma tiirlerinden sadece T.denticola, T.pectinovorum, T.socranskii
ve T.vincentu kolayca kiiltiire edilir. Treponema pallidum ve Mycoplasma pneumoniae
gibi yiiksek konak adaptasyonu olan mikroorganizmalarin kiiltiire edilmesi oldukca
zordur, ¢linkli normalde kendi konaklarindan elde ettikleri birka¢ esansiyel molekiilii
sentezleme yeteneklerini kaybetmislerdir. Son giinlerde PCR kullanilarak yapilan
caligmalarda da akut dental apselerde Treponoma tiirlerinin yiiksek prevelansi
gosterilmistir.  Ashimato ve ark.’nin calismasinda”  %71,4 Siqueirra&Rocas

119

caligmasinda ™ ise T.denticola’nin dental apselerde %79 a kadar mevcut oldugu

bulunmustur. Diger ¢aligmacilar tarafindan diisiik oranlarda tespit edilmistir.lzo'124

Diger
Treponema tiirleri daha diisiik miktarlarda; T.socranskii %26, T.pectinovorum %14-21,
T.amylovorum %16 ve T.medwum %5 olarak bulunmustur. Diger tiirler ise;
T.lecithinolyticum, T.vincenti ve T.maltophilum tespit edilememistir. Van Winkelhoff ve
ark.®® kiiltir calismasinda periodontal apselerden aldiklar1 3 Ornekte spiroket
bulamamigslardir. Periodontal apselerde karanlik alan mikroskobu ile yapilan

calismalarda Trope ve ark.’ tarafindan %40.6, Lekaa ve ark.'”® tarafindan %47.8

oraninda spiroket bulunmustur.
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Gram negatif ve siyah pigmentli anaerop grubundan olan F. nucleatum dental
enfeksiyonlarin basta gelen etkenlerindendir. Enfeksiyonlar hizla yayilarak yasami
tehdit eden boyutlara gelebilir. F. nucleatum, Plaut-Vincent anjinine, Ludwig anjinine,
Noma (gangrendz stomatit), aspirasyon pnomonisi, karaciger ve beyin apselerine de
sebep olabilir. Herrera ve ark.’ calismasinda periodontal apselerin %70.8’inde F.
nucleatum bulunmustur, non-culture teknigini kullanan c¢alismalarda ise % 73

3

prevelansmin var oldugu rapor edilmisti.™®  Jaramillo ve ark.’nin calismasinda

Fusobacterum spp. %75 siklikta tespit edilmistir.*® Diger otorler de bu bakteriyi % 44.4
- 65 oraninda belirlemislerdir.> " 8

Periodontal apselerden baska mikroorganizmalar da izole edilmistir.
Calismalardaki ~ mikrobiotanin  farkli  oranlar1  farkli  popiilasyonlar  veya
inkiibasyonlardaki siire farkliligina baglanabilir. Periodontal dokularda ileri diizeyde
yikima sebep olan T. forsythia; kiiltiir yontemiyle yapilan ¢alismalarda, Herrera ve
ark.'*®  9%66,7, yine Herrera ve ark.’ farkli bir ¢alismalarinda %47,1 bulmus iken

Jaramillo ve ark.®® %315, Ashimato ve ark.’” ise PCR kullanarak % 14.3 olarak

bulmustur.

Periodontal apselerde Micromonas micros ise kiiltiir calismalarinda Herrera ve
ark.® tarafindan %70,6 olarak rapor edilmis iken Jaramillo ve ark.” nin (;ahsmasmda96

%3,3 olarak bulunmustur.

Campylobacter rectus da periodontal apselerde farkli g¢alismalarda farkli
oranlarda bulunmustur; Herrera ve ark.® %4,2, Hafstrom ve ark. %80, Jaramillo ve
ark.*® %11,7 olarak bulmustur. Kisilere ve cografik bolgelere gore degisen subgingival

mikrobiota ve farkli teknikler bu durumu acgiklayabilir.

20



Akut dental apselerden Staphylococcus aureus’un konvensiyonel kiiltiir
kullanildiginda oranlart  %0.7-%15 arahgmdadlr.los' 109, 127130 oysaki bazi
arastirmacilar %47 gibi yiiksek oranlar bulmustur.***

Gelisen tekniklerle beraber periodontal apselerde var olmasi beklenmeyen
bakterilerin bulundugu goériilmiistiir. Peptostreptococcus micros’un periodontal apseler
ile iliskisi ilk olarak Herrera ve ark.’min® kiiltiir calismasinda bulunmustur ve prevelansi

%70.6’dr.

D. pneumosintes, son donemlerde PCR yontemiyle belirlenen baska bir siipheli

periopatojendir ve periodontal apselerde diisiik oranlarda bulunmustur. ** %

Xie ve ark.™®® sadece anaerob biiyiiyen izolatlara yonelik ¢alismasinda kiiltiirde
izole edilecek olan mikroorganizmalari antibiyotik duyarliliklarina gore belirledikten
sonra PCR yontemi ile ve Shuttleworthia ve Propionibacterium tanilamistir. Bununla
beraber bu bakterilerin periodontal apsedeki roliinii anlamak igin daha g¢ok bilgiye

ihtiyag oldugunu belirtmislerdir.*®

Jaramillo ve ark. c¢alismasinda ise periodontal apselerde kiiltiirden sonra
enzimatik ve biyokimsayal testler ile Enterobacter aerogenes (%3.3), pseudomonas
spp.(%3.3), Klebsiela pneumoniae (%1.7), Acinetobacter Iwofii (%1.7) ve tam olarak

tanimlanamayan non fermenter gram negatif rodlar (%8.3) izole edilmistir.*®

2.7. Periodontal Patojenleri Belirleme Yontemleri

2.7.1. Faz Kontrast ve Karanlik Alan Mikroskopi

Karanlik alan ve faz kontrast mikroskobi yillardir dental plagin mikrobiyolojik
degerlendirilmesinde kullanilmaktadir. Bakterilerin sekil, boyut ve motilitelerini
belirleyebilir. Klinik olarak hastalikli floradan saglikli floraya gegildiginde

mikrobiyolojik degisimi gosterebilmektedir. Periodontal saglikli plak florasinda az
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sayida hareketsiz kok mevcuttur. Periodontal hastalikli plak florasinda c¢ok sayida,
kiiciik, orta ve biiylik spiroketler ile motil ve kivrimli rodlar meveuttur.’** ** Dig eti
iltihabinin klinik seviyesi ile hareketli ¢ubuklarin mikroskobik olarak belirlenmesi
arasinda ve klinik cep derinligi ile spiroketlerin mikroskobik sayisi arasinda pozitif
korelasyon vardir.”** Karanlik alan mikroskopisi, subgingival plakta koronalden apikale
degisen bakteriyal morfolojiyi gostermek icin kullanilabilmektedir.'*®* En biiyiik
yetersizligi bakteri tiirlerini ayirt edememesidir. Ornegin; dental plak drnegindeki kiiciik
rodlarin, A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis veya baska bir bakteri olup
olmadigini ayirt edemez. Periodontal patojenleri tanimlamak igin yetersiz bir yontem
olmasina ragmen periodontal tedavi siiresince plak bakterilerinin biiyiik degisimini

gostermek hasta motivasyonu ac¢isindan yararlidir.

2.7.2. Bakteriyel Kiiltiir Yontemi

Bakteriyel kiiltiir yontemi altin standart olarak kabul edilmektedir. Bir klinik
ornekteki tiim bakteri tiirleri tek bir mikrobiyolojik metot ile belirlenememesine ragmen
bakteriyel kiiltiir ile periodontal patojenlerin genis bir spektrumu belirlenebilmektedir.
Bakteriyel kiiltiir yonteminde hastalarin plak 6rnekleri sonikasyon veya vorteks ile
karistirtlarak dagitilir, cesitli tiplerdeki kati besiyerine yayilir ve aerobik veya anaerobik
kosullar altinda kiiltire edilir. Uygun bir inkiibasyon periyodundan sonra
degerlendirilrek tek koloniler alt kiiltiire edilir. Bu bakteri tiirleri; gram boyama,
hiicresel morfoloji, seker fermentasyon testi, biyokimyasal testler, metabolik asit son
tirtinlerinin kromatografik analizi gibi ¢oklu testler kullanarak tanimlanir. Kiiltiire
edilebilir tiirleri daha iyi tanimlayabilmek icin; selektif besiyeri, anaerobik kabin gibi
daha uygun metotlar gelistirilse de bakteriyel kiiltiir yontemi halen kiilfetli, zaman alici
ve pahalidir. Kiiltiir yonteminin en biiylik avantaji, subgingival mikrobiotanin ana

bilesenlerini belirleyebilmesidir; tek bir 6rnek icinde bulunan ve cesitlilik gosteren
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mikrobiyal tiirlerin tanilanmasini saglayabilir. Bu nedenle heniiz tespit edilmemis
periodontal patojenlerin tespitine olanak saglar. Antibiyotik duyarlilik ve direncini
belirlemede kullanilmaktadir ve periodontal enfeksiyonlarin tedavi planlamasinda

olduk¢a 6nemlidir.

2.7.3. Enzimatik Testler

Benzoyl-DL-arginine-2-naphtylamide (BANA) test; periodontal patojenlerin
enzim profilindeki farkliliklara dayanarak 6zel olarak gelistirilmistir. BANA hidroliz ile
periodontal patojenlerin secilmis bir grubu belirlenebilir. Test edilen 60’tan fazla bakteri
tiurtinden giigli ve tutarli hidrolaz aktivitesi gosteren bakteriler; P.gingivalis,

T.denticola, T.forsythia ve Capnocytophaga tiirleridir."*’

. Hasta basinda kullanimi1 hizli
ve kolay olan bu test kombine ve sadece birkag patojeni tespit ettigi i¢in diger onemli
patojenleri ve heniiz tespit edilmemis patojenlerin varligini belirleyemez. Bilinen tiirleri
de birbirinden ayirt edemeyebilir ve pozitif mikroorganizmalar normal florada da
bulunabileceginden ornekler klinik olarak saglikli bolgelerden alindiginda BANA-

pozitif reaksiyon goriilebilir. Ayrica BANA testiyle saptanan trypsin benzeri aktivitenin

konak tarafindan da iiretilebilecegi ihtimali de vardir. "

2.7.4. iImmiinolojik Testler ve Niikleik Asit Probe Testleri

Her iki yontem de spesifik bakteri tiirlerini tespit etmeye yoneliktir ve tiirlere
spesifik ajanlar kullanilir. Kiiltiir yonteminden ¢ok daha hizli sonug verir. Ancak her iKi
testte de capraz reaksiyon problemi goriilebilmektedir ve antiyotik direng ve
duyarhiligini belirleyememektedir.

Immunolojik testler veya niikleik asit problar1 ¢esitli konfigiirasyonlarda
kullanilabilir. Immunolojik testler; immunofloresans mikroskopil39'l42, membran

immunotest ve latex agliitinasyon testlerini'*® icermektedir. Son iki test klinikte

uygulanabilir ve 30 dk. icinde tamamlanabilmektedir. Immunofloresan mikroskobunun
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avantaji ise ¢apraz reaktivite problemlerinde reaktif hiicrelerin hedef tiirlerle uyumunu
morfolojik olarak da incelemesiyle pozitif testi dogrulama kabiliyetidir.

Her iki testte de sonug¢ alabilmek i¢in mikroorgaizmalarin canli olmasi
gerekmez, fakat radyoaktif bir madde ile galisilmasi ve kiiltiir yéteminin aksine tiirlerin
onceden belirlenmesi gibi dezavantajlar1 vardir.

2.7.5. Checkerboard DNA-DNA Hibridizasyon Teknigi

Socransky ve ark. bu teknigi, agiz boslugunda yaygin olarak bulunan 40 bakteri
tiiriiniin tespiti icin gelistirmistir.’** Test, tim genomik, digoxigen-etiketli DNA
problarmi kullanir ve tek bir testte 40 oral tiire ait multiple hibritlesmeye gore gok
sayida plak 6rneginin hizli islenmesini kolaylastiririr. Yontem komplike laboratuvar
ekipmani ile uzmanlik gerektirir ve son derece spesifiktir. Bu faktérlerden dolay1 bu
testin tanisal amagl kullanimi yaygmlagsmamistir. Bununla birlikte, epidemiyolojik
arastirma ve ekolojik ¢aligmalar igin, canli bakteriler gerektirmediginden ve ¢ok sayida
plak Orneginin ve c¢ok sayida tiirlin degerlendirilmesine izin verdigi igin
uygulanabilir.****2 papapanou ve ark. subgingival bakterilerin tanimlanmasi iin kiiltiir
ile bu yontemin karsilagtirmasimi yapmustir.*** Checkerboard teknolojisinde, test edilen
tiirlerin yarisi i¢in (Pg, Pi, Pn, Fn ve Tf) daha yiiksek prevalans rakamlarina ve tiirlerin
cogunda istatistiksel olarak anlaml1 yiiksek bakteri sayis1 goriilmiistiir.

2.7.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Molekiiler mikrobiyolojik yoOntemlerle mikroorganizmalarin tanimlanmasi
amactyla 16S ribozomal RNA genlerindeki 6zel bolgelerinin ¢ogaltildigi ‘Polimeraz
Zincir Reaksiyonu’ (PCR) giiniimiizde en c¢ok kullanilan ydntemdir. Ik kez 1985
yilinda Karry Mullis, Henry A. Erlich ve Randall K. Saiki tarafindan gelistirilmistir.
Karry Mullis 1993 yilinda PCR bulusu ile kimya dalinda Nobel 6diiliinii almistir. PCR,

in vitro kosullarda spesifik bir DNA pargasinin kopyalarinin elde edilmesi ile primerler
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tarafindan yonlendirilerek, enzimatik olarak sentezlenmesi seklinde tanimlanan bir
yt')ntemdir.154 Hiicrelerde dogal olarak gerceklesen replikasyon, PCR ile hizlandirilmig
sekilde gerceklestirilir. Bu teknikle DNA hedefi 10°-10* arasinda ¢ogaltilabilmektedir.
PCR dongiisii ii¢ adimda meydana gelir; denatiirasyon ile yiiksek sicaklikta DNA ’nin
iki zinciri birbirinden ayrilir, hibridizasyon ile sentetik oligo niikleotidler hedef DNA’ya
baglanir, polimerizasyon ile ¢ift iplikli DNA’lar sentezlenir ve bu dongi belirli
sayilarda tekrarlanir.**®

Periodontal hastalik ile periodontal patojenlerin arasindaki iligki 16S rRNA gen
bazli PCR kullanilarak, tespit edilecek bakteriler 6nceden belirlenerek kapsamli bir
sekilde degerlendirilmistir."****® Mayanagi G. ve ark.’®" dentoalveolar apselerde A.
actinomycetemcomitans, T. amylovorum, T. vincentii F. nucleatum, C. rectus, E.
corrodens, P. nigrescens gibi 25 bakteri tiiriinii, Sato T. ve ark.® oral trapenoma

tiirlerini, Ashimato A. ve ark.™®

subgingival plakta A. actinomycetemcomitans, T.
forsythia, C. rectus, E. corrodens, P. gingivalis, P. intermedia, P. nigrescens, T.
Denticola, yine subgingival plak drnekleri ile yapilan bir ¢alismada Slots J. ve ark.'
Actinobacillus actinomycetemcomitans, T. forsythia, Campylobacter rectus, Eikenella

corrodens, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia ve Treponema denticola

tespit etmek i¢in kullanmustir.

2.7.6.1. PCR’da Kullanilan Temel Bilesenler

PCR’ da kullanilan temel bilesenler, tek veya ¢ift zincirli olarak eklenebilen
kalip DNA, DNA zincirini tamamlayici tek bant seklinde oligoniikleotidler (primerler),
serbest deoksiriboniikleotid trifosfatlar, 1s1iya dayanikli DNA polimeraz, tamponlar ve
MgCl, diir. Kalip DNA olarak genomik DNA’lar, plazmid ve faj DNA’lar, gesitli
genler ve hatta herhangi bir DNA pargas1 kullanilabilir. Oligoniikleotidler (primerler),

genellikle 20-30 niikleotid uzunlugundadir. Diisiik konsantrasyonu PCR iiriiniiniin az
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miktarda olusmasina neden olur. Yiiksek konsantrasyonu ise ektopik bolgelere
yapismalarina neden olarak, istenen hedef DNA disindaki bélgelerde cogalma meydana
getirebilir. Deoksiriboniikleozid trifosfatlar (dAATP, dGTP, dTTP, dCTP) yiiksek saflikta
ya tek ya da dortli karisim halinde ticari olarak saglanir. DNA polimeraz enzimleri,
kalip iplige tamamlayici bir DNA ipligi meydana getirmek iizere, orijinal kalip iplikteki
baz bilgisini kullanarak dort ¢esit deoksiriboniikleozid trifosfattan uzun poliniikleotid
zincirin sentezini kataliz ederler. Bu enzimler, sentezi baslatmak i¢in kalip molekiildeki
tamamlayic1 diziye baglanan kisa DNA pargalarina (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'da en yaygmn olarak kullanilani Thermus
aquaticus'dan elde edilen TagDNA polimerazdir.’® Mg+2 iyonlari dNTP’ler ile
coziilebilir kompleksler olustururlar, polimeraz aktivitesini uyarirlar. Diisik Mg?
konsantrasyonu, lirlin olusumunda azalmaya, yiikksek Mg konsantrasyonu ise spesifik
olmayan {irlin birikimine neden olur. Bu nedenle MgCl2’tin PCR’nin 6zgiilliigii ve iiriin
verimi iizerine ¢ok énemli bir etkisi vardir.™

2.7.6.2. PCR Olusum Mekanizmasi

PCR dongiisii, denatiirasyon, primerlerin birlesmesi ve uzama olarak ii¢ asamada

gerceklesmektedir. ilk asama olan denatiirasyon asamasinda kalpp DNA (template

o]
DNA), 92-95 C(C’de 1-2 dakika tutularak cift sarmal yapidaki DNA iplikgikleri
birbirlerinden ayrilmaktadir.*®® Denatiirasyon siiresinin uzun olmasi, Taq polimeraz

enziminin aktivitesindeki kaybi hizlandirmaktadir. Primerlerin birlesmesi (annealing)

(o]
asamasinda reaksiyon sicakligt 37-65 C’ye diisiiriilerek oligoniikleotid primerleri
acilan DNA zincirlerinin kendi baz dizilerine karsilik gelen bolgeye yapismasi saglanir.

Bu islem, iiretilecek baz uzunluguna bagl olarak 30-60 saniyede gerceklesmektedir.
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Birlesme sicakliginin  ¢ok yiiksek oldugu durumlarda primer baglanmasi
sekillenmezken, sicakligin ¢ok diisiik oldugu durumlarda da primerler yanlis yerlere
baglanabilir veya primer dimerleri olusabilir. Bunun i¢in optimal baglanma sicakliginin
belirlenmesi gereklidir. Ugiincii asama olan uzama asamasinda ise DNA zincirleri
lizerine yapisan primerlerin DNA polimeraz enzimi (Taq DNA polymerase) vasitasiyla

o]
uzatilmasidir. Taq DNA polymerase 72 C sicaklikta daha iyi ¢alistig1 i¢in genel olarak

184 PCR sonucunda elde edilen iriin,

tiim ¢ogaltma islemleri bu sicaklikta yapilmaktadir.
cogaltilmasi hedeflenen DNA pargasi ile iki primerin toplam uzunlugu kadardir.*® Ug
basamaktan (denaturation, annealing, extension) olusan islem, bir PCR devrini temsil
eder. Bu islem, genel olarak 25 ile 40 defa tekrar edilerek baslangigtaki DNA dizisinden
milyonlarca yeni DNA parcacigi ¢ogaltilir. Reaktif artik uzamaya devam etmek igin
yeterli niikkleotid bulamadiginda PCR reaksiyonu yavaslar veya tamamen durur. Bu
zaman zarfinda, 1 gen yaklasik 34 milyar kopya halinde gogaltilir. PCR sonucunda elde
edilen DNA pargaciklar1 agaroz veya poliakrilamit jellerde yiiriitiildiikten sonra,

ethidium bromide veya giimiis nitrat ile boyanarak gézlemlenir.'®
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Sekil 2.1. PCR olusum basamaklari*®

2.7.6.3. PCR Cesitleri

PCR’nin  spesifitesi, oligoniikleotid primer uzunlugu, birlesme (annealing)
sicakligt ve tampon tuz konsantrasyonu gibi bircok karmasik, birbiriyle baglantili
faktore baglidir. PCR'nin biiyiik bir dezavantaji siirecin kontaminasyona duyarliligidir.
Bu dezavantajlarin iistesinden gelebilmek i¢in, farkli PCR gesitleri gelistirilmistir.

Multiplex PCR, gerekli tiim primerleri tek bir reaksiyona yerlestirerek birkag hedef
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bolgenin ¢ogaltilmasini saglar.167‘ 168 Farkli bakteri tiirlerinin ayni anda saptanmasina
olanak veren bir yontemdir. Nested PCR yonteminde ilk amplifikasyondan sonra ilk
PCR driniindeki daha kiigiik spesifik dizileri tamamlayan 2. set kullanilarak
reamplifikasyon gerceklestirilir. Eger amplifikasyonun ilk agsamasinda spesifik olmayan
diziler olusur ise, bu non-spesifik tirtinler genellikle 2. turda kullanilan nested primerleri
tamamlarnayacatktlr.169 En onemli dezavantaj1 ilk reaksiyon amplifikasyon iiriinlerinin
ikinci reaksiyon tiiplerine transferi sirasinda kontaminasyon riskinin oldukga yiiksek

olmasidir.*®?

Kantitatif PCR, PCR ile tespit edilen tim DNA fragmanlarinin
sayisallastirilmasini saglar.170 DNA'nin PCR ile 6lgiilmesi periodontal mikrobiyal teshis
konusunda Onemli bir potansiyele sahiptir, ¢linkii ¢ok sayida Ornegin analizini
geleneksel zahmetli ve zaman alici yontemlerden nispeten kolay bir sekilde saglar.
Bununla beraber giivenilir ve tekrarlanabilir kantitatif PCR gelistirmenin bir takim
teknik zorluklar1 vardir. Glinlimiizde, kantitatif PCR i¢in tercih edilen yontem, her
dongiiniin sonunda {iriin miktarinin siirekli izlenmesidir. Bu ise gergek zamanli(real-
time) kantitatif PCR ile gerceklestirilir. Her tek devirin sonunda iiretilen PCR miktar1
oOl¢iilerek, PCR biiylime egrileri ¢izilebilir ve dl¢limler, reaksiyonun katlanarak biiyliyen
bolgesinden almabilir.'”!. Real time PCR metodunun SYBR- Green, Molecular Beacon
ve TagMan gibi farkli yaklasimlar1 vardir. En basit ve en hesapli yontem olan SYBR-
Green, ¢ift sarmalli DNA'ya baglanan bir floresan boya kullanir. SYBR-Green testi ¢cok
duyarhidir ancak herhangi bir ¢ift sarmalli DNA’nin varlig1 floresan olusturdugu igin,
¢ok spesifik degildir.'"

TagMan yontemi, SYBR-Green yonteminden daha spesifik ve klinik olarak daha
kolay uygulanabilirdir. TagMan testinin spesifitesi, Taq polimerazin 5 '— 3'

ekzoniikleaz aktivitesinin kullanimindan kaynaklanmaktadir.'”® Molekiiler beacon

yonteminde ise, PCR yontemi, kok-ve-halka (stem and loop) yapisina sahip tek sarmalli
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niikleik asit molekiilleri olan molekiiler isaretleri kullanir. Halka kismi, hedef bir
niikleik asitte 6nceden belirlenmis bir diziye tamamlayicidir. Sap kismi, prob dizisinin
her iki yaninda bulunan tamamlayici kol dizilerinin birlesmesiyle olusturulur.*™
Real-time PCR, Tag- Man sistemi subgingival plakta ilk olarak T. forsythensis
miktarini belirlemede kullanilmistir.'”® Daha sonradan bu sistem plak orneklerindeki
P.gingivalis’in hem yogunlugunu hem de toplam miktarin1 belirlemek igin
kullanilmistir.>"® Real-time PCR; SYBR Green dye ve Light Cycler (Roche Diagnostics,
Mannheim, Germany) sistemi, tiikriik ve subgingival plak orneklerinde ilk olarak A.

actinomycetemcomitans, P. gingivalis, T. forsythensis, T. denticola, T. Socranskii gibi

periodontopatojen bakterileri tespit etmek ve miktarini belirlemek i¢in kullanilmustur. >’
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hasta Secimi
Bu calismaya Atatiirk Universitesi, Dis Hekimligi Fakiiltesi Periodontoloji
Anabilim Dali’na lokalize agri, sislik ve hassasiyet sikayeti ile tedavi i¢in bagvuran,
periodontal sondalamada kanama ve siiplirasyonu olup periodontal apse teshisi konan

20 goniilli birey dahil edildi.
Hasta se¢iminde aranan kriterler;

Sistemik olarak saglikli olmasi (diyabet, timor, AIDS, bobrek veya karaciger

hastaliklar1, gastrointestinal problemleri olmayan),
18 yas tizeri olmast,
Gebelik ve laktasyon bulunmamast,
Son 4 hafta i¢inde herhangi bir antibiyotik kullanmamis olmast,
Son li¢ ay i¢inde herhangi bir periodontal tedavi gérmemis olmast,

Rutin muayene sonucunda radyografik muayene ve vitalite testlerini temel alan

endodontal apse teshisi konmamis olmasi.

Calismamiz icin Atatiirk Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Dekanligi Etik
Kurulu tarafindan 22.11.2016 tarih ve 13/2016 numara ile onay alindi. Hasta se¢im
kriterlerine uygunluk gdsteren hastalardan tedaviye baslamadan once ‘Bilgilendirilmis
Onam Formu’ alindi. Arastirma basamaklari; periodontal apse Orneklerinin alinmasi,
bakterilerin izolasyonu, morfolojik ozelliklerin belirlenmesi, kiiltiir 6zelliklerinin
belirlenmesi, fizyolojik o6zelliklerinin belirlenmesi, izolatlarin genomik DNA’lariin

izolasyonu, 16S rRNA geninin PCR yardimu ile artirilmasi, 16S rDNA PCR iiriinlerinin
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elektroforezi, 16S rRNA geninin baz dizisinin ortaya ¢ikarilmasi ve gen bankasindaki

siralarla karsilagtirilmasi olarak uygulanda.

3.2. Periodontal Apse Orneklerinin Alinmasi

Ornek alinacak bolge pamuk rulolar ile izole edildi, supragingival plak steril bir
pamuk palet yardimi ile alindi, mukoza dekontaminasyonu saglandiktan sonra
periodontal apse igerigi steril bir enjektdr yardimi ile aspire edilerek PBS (phosphate
buffer saline PH: 7.2) igeren deney tiiplerine konuldu ve bekletilmeden ¢alismanin

yapilacag Atatiirk Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii’ne gotiiriildii.

3.3. Calismada Kullanilan Cozelti ve Besiyerlerinin Hazirlamsi
phosphate buffer saline: Paketteki hazir tablet tarif edildigi sekilde su ile

coziilerek pH’1 ayarlanan ¢ozelti hazirlandi. (pH: 7.2)

Tripticase soy broth yeast (TSBY): 30 g tripticase soy agar karisimi1 (Oxoid),
30. yeast extract ve 15g. agar agar 1 L saf su igerisine ilave edildi. Besiyeri otoklavda
steril edildi. 45-50°C’ye kadar sogutulduktan sonra steril petrilere dokiilerek

katilagsmaya birakildi.

Brain heart infusion agar: 52 g brain heart infusion agar karisimi (Difco) 1 L
saf su igerisine ilave edildi. Besiyeri otoklavda steril edildi. 45-50°C’ye kadar

sogutulduktan sonra steril petrilere dokiilerek katilasmaya birakildi.*"

Colombia Agar: 12,5 ml kan

Modifiye tyriptic soy agar (MTSA): 40 g.TSA ve 3g yeast extract 1 L. saf su
icerisine eklendi. Besiyeri otoklavda steril edildi ve 45-50°C’ye kadar sogutulduktan

sonra steril petrilere alinarak katilagsmaya birakildi.
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TE (10mM Tris, 1ImM EDTA, pH: 8) tamponu: 0,3 g Tris-HCI ve 0,093 g
EDTA saf su igerisinde ¢ozildii ve pH 8’e¢ ayarlandi. Son hacim 250 ml’ye

tamamlanarak otoklavda steril edildi.t"

%10’luk SDS c¢ozeltisi: 10 g SDS’nin 100 ml steril saf su igerisinde

¢Ozlinmesiyle hazirlandi. Sisenin agzi kapatilarak, oda sicakliginda muhataza edildi.*"®

Proteinaz K: 1 ml steril saf su igerisinde 20 mg proteinaz K olacak sekilde

hazirlandr. -20°C’°de saklandi.'™

5 M NaCl cozeltisi: 29,22 g NaCl’iin 100 ml saf su igerisinde ¢oziilmesiyle
hazirlandi. Otoklavda steril edildi."

%10 CTAB (Hexadecyl trimetil-ammonium bromide)-0,7 M NaCl ¢ozeltisi:
80 ml saf su igerisinde 6nce 4,09 g NaCl ¢oziildii. NaCl tamamen ¢oziindiikten sonra
karistma 10 g CTAB ilave edilerek ¢oziinmesi saglandi. Toplam hacim 100 ml’ye
tamamlandiktan sonra otoklavda steril edilerek, oda sicakliginda muhafaza edildi.*”

%70’lik Etil alkol: 70 ml saf etil alkoliin hacmi steril saf su ile 100 ml’ye

tamamlandi. -20°C’de muhafaza edildi.

20X Dimetil siilfoksit (DMSO): %100’ liik DMSO (Sigma) 2ml’lik eppendorf

tiiplere aktarilarak, kullanilana kadar oda 1s1sinda muhafaza edildi.'”

1IXTAE Tamponu: 100 ml 10XTAE’ nin (Sigma) hacmi steril distile su 1 L’ye
tamamlanarak hazirlandi.
Ethidium bromiir ¢ozeltisi: 100 ml steril saf su icerisinde 1 g ethidium bromiir

magnetik karistirict kullanarak iyice ¢oziildii. Amber sisede, oda sicakliginda muhafaza

edildi.*®°
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6X yiikleme tamponu: 100 ml icin %100’liik gliserolden 40 ml alip, 0,1 g
bromfenol blue ile karistirildi ve hacmi 1x TAE ile 100 ml’ye tamamlandi. Hazirlanan

tampon amber sise icerinde, +4°C’de saklandi.*®°

3.4. Bakterilerin izolasyonu

Tiim 6rnek alma ve tasima islemlerinde aseptik kurallara dikkat edildi. Ornekler
calisma yapilincaya kadar ( en gec iki saat igerisinde ¢alismaya baslandi) +4°C’de
buzdolabinda muhafaza edildi. 1 apse ornegi 1ml steril %0.9’luk tuzlu su veya fosfat
tamponu icerisinde nazik¢e homojenize edilerek, bir seri dillisyonu (10®¢ kadarlik
diliisyon serisi) hazirlandi. Hazirlanan diliisyonlarin her birinden {i¢ paralel olmak
tizere, TSBY (Trypticase Soy Broth with Yeast extract), Kanli Colombia Agar, BHI
(Brain Heart Infusion) ve kanli TSA besiyerlerine ekilerek, Orneklerin kiiltiirleri
37°C’de iki giin siiresince etiivde, aerobik ortamda ve anaerobik ortam saglamak icin

anaerobik jar ve kit sistemi ile saglanan anaerobik ortamlarda inkiibe edildi.

Calismanin ilk kisminda genel incelemeler ve sayimlar yardimi ile en iyi lireme
ve koloni olusturma ortami belirlenmis ve genel olarak biiyiik farkliliklar olmadig i¢in
TSBY besiyeri ve aerobik sartlar ile ¢alismaya devam edilmistir. Aerobik ve anaerobik
ortamlarda gelistirilen 6rnekler kiyaslandiginda sadece cesit ve say1 degil genel gelisim
durumlar1 da gbézlemlenmistir. Anaerobik ortamda az sayida ve olduke¢a kiicilik koloniler
halinde gelisen Orneklerin aerobik calismalarda gozlemlenmemesi bu kolonilerin
anaerobik orneklere ait oldugunu diisiindiirmiis ancak genel sayi itibari ile incelemeye

deger bulunmamustir.

Inkiibasyonun; 2. giiniin sonunda petri plaklarinda gdzlemlenen sayisal olarak
dikkat cekecek sayilarda olan farkli kolonilerden yeni besiyerlerine alinarak saflastirma

yapildi. Elde edilen saf koloniler, koloni morfolojileri ve 151k mikroskobunda basit ve
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cesitli differansiyel boyamalar yapilarak mikromorfolojileri karsilastirilarak, farkli

oldugu diisiiniilen izolatlar segildi ve diger karakterizasyon islemlerine kadar %16’1lik

181

gliserol igeren NB icerisinde -86 °C’de saklandh.

Sekil 3.2. Periodontal apse 6rneginin ependorf iginden otomatize pipet ile alinmasi

35



Sekil 3.3. TSBY besiyerinde 2.gliniin Sekil 3.4. Saflastirilan bir koloninin
sonunda goriilen koloniler besiyerinde ¢ogaltilmasi

3.5. Morfolojik Ozelliklerin Belirlenmesi

Mikroskop altinda, bakterilerin yapilar1 (kokoid, c¢omak, virgiil, spiral,
pleomorfik, vs.), boyutlari, spor durumu (var veya yok, varsa terminal, subterminal,
santral, lateral), boyanma ozelligi (gram negatif veya pozitif, vb.) gibi incelemeler

yap11d1.182’ 183

3.6. Kiiltiir Ozelliklerinin Belirlenmesi
Izolatlar kat1 besiyerlerine nokta veya ¢izgi ekim seklinde kontamine edilip,
koloni meydana getirmeleri beklenmis, koloni morfolojisi, mikroskopla incelenerek

iistten goriiniisleri, yiiksekligi, kenar sekilleri ve rengi tespit edilmistir."®* ¥

3.7. Fizyolojik Ozelliklerin Belirlenmesi
Elde edilen izolatlarin maksimum, minimum ve optimum biiylime sicakliklari,
nutrient broth besiyerinde biiylitiiliip spektrofotometrede 600 nm dalga boyunda yapilan

dlciimler sonucunda ortaya cikarilmistir. Izolatlarin atmosferik oksijen ihtiyaglari,
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“Brain Heart Infusion Agar” besiyerini ihtiva eden deney tiiplerine yapilan

inokiilasyonlar sonucunda, biliylimenin oldugu bolgeye gore belirlenmigtir.*"® 1%

3.8. Izolatlarin Genomik DNA’larimin izolasyonu
Izolatlarm genomik DNA izolasyonu igin Wilson (1997)179’den uyarlanan

protokol uygulanmustir.

Geng kiiltiirler TSBY agar besiyerinde gelistirildikten sonra 6ze yardimi ile 1
0ze dolusu toplanarak 2 ml’lik steril eppendorf tiiplerine alindi. Eppendorflara 567 pl
TE tamponu eklenerek homojenize edildi. 30 pl %10’luk SDS ve 3 ul proteinaz K
eklendi. Alt iist edilerek karistirildiktan sonra 37°C’de 1 saat bekletildi. 1 saat sonra
tiipe 100 pl SM NaCl eklendi ve karistirildi. Tiipe 80 pl 65°C CTAB/NaCl ¢ozeltisi
eklenerek karistirildi ve su banyosunda 65°C’de 10 dakika bekletildi. 780 ul
kloroform:izoamil alkol (24:1) eklenerek alt-iist edilerek karistirildi. 4°C*de 12000 rpm
5 dakika santrifiijlendi. Ust faz alt faza dokunulmadan almarak yeni steril eppendorf
tiiplerine aktarildi. Uzerine esit hacim fenol: kloroform: izoamil alkol (25:24:1)
eklenerek alt-iist edilerek karistirildi. 4°C*de 12000 rpm 5 dakika santrifiijlendi. Ust faz
alt faza dokunulmadan almarak yeni steril eppendorf tiiplerine aktarildi. Uzerine 0,6
hacim soguk -20°C izopropanol eklenerek alt-iist edilerek karistirildi. 4°C’de 12000 rpm
10 dakika santrifiijlendi. Siipernatant dikkatlice uzaklastirildi ve tiipiin dibinde kalan
pelet %70’1ik alkol ile dikkatlice yikandi ve kurutuldu. Kuruyan DNA 100 pl TE
tamponunda ¢oziilerek %0,6’lik agaroz jelinde yiiriitiildii ve jelde tek parca bant veren
ornekler 4°C’ye kaldirilarak ¢alismalar i¢in hazir hale getirildi.

3.9. 16S rRNA Geninin PCR Yardim ile Artirilmasi

PCR’1 yapilacak her bir 6rnek i¢in 70 pl’lik reaksiyon hazirlandi. Bir 6rnek i¢in
hazirlanan reaksiyon; 7 pl 10 x PCR tamponu (100 mM Tris — HCI, 500 mM KCl, 15

mM MgCl2, %0,01 jelatin pH: 8,3), 1,4 ul ANTP (deoksiniikleotidtrifosfatlar: dATP,
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dGTP, dCTP, dTTP — 10 mM), 0,7 ul 50 uM primer 27F (forward 5’- AGA GTT TGA
TCC TGG CTC AG -37), 0,7 ul 50 uM primer 1492R (reverse 5’- GGT TAC CTT GTT
ACG ACT T -3°), 2,8 ul DMSO, 4,2 ul MgCI2, 0,7 ul 5 unit/pl Tag DNA polimeraz ve
51 pl steril saf su ile 68,5 ul’lik reaksiyon karisimi hazirlandi. Karigima son olarak 1,5
ul kalip DNA eklenerek son hacim 70 pl’ ye tamamlandi.

Hazirlanan drnekler, 95°C’de 2 dakika denatiirasyon, bunu takiben 36 dongii
olacak sekilde 94°C’de 1 dakika denatiirasyon, 53°C’de 1 dakika baglanma ve 72°C’de
2 dakika uzama basamaklar1 ve son olarak 72°C’de 5 dakika uzama basamagindan
olusacak sekilde programlanan PCR termal dongii cihazina (Applied biosystems Proflex
PCR System) yerlestirildi ve segilen hedef bolgelerin ¢ogaltilmasi yapildi. Elde edilen
PCR iiriinlerinin 5 pl’si % 1’°lik agaroz jelde yiiriitiilerek ve etidyum bromdiir boyasi1 (0,5

ug/ml) ile boyandiktan sonra jel goriintiileme sistemi ile zc:,r('jrtlntﬁlendi.186

Resim 3.5. Calismada kullanilan PCR cihazi
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Sekil 3.6. Ependorf icinde DNA izolasyonu yapilmis 6rnekler

3.10. 16S rDNA PCR Uriinlerinin Elektroforezi

1,2 gr agaroz iizerine 120 ml 1XTAE tamponu ilave edildi. Karisim mikrodalga
firnda iyice ¢oziiniinceye kadar kaynatildi. Agarose jel 50°C’ye kadar sogutulduktan
sonra 0,6 pul etidium bromiir eklenerek, igerisine tarak yerlestirilmis olan elektroforez jel
kiivetine dokiildi. 15-20 dakika beklenerek jelin donmasi saglandi. Donan jelden
taraklar dikkatlice ¢ikarildi ve igcerinde 1XTAE tamponu bulunan elektroforez tankinin
icine yerlestirildi. Jeldeki ilk ¢ukura, DNA markirindan [50-100-200-300-400-500-750-
1000-1400-1500-2000-3000-4000-6000-8000-10000] (Sigma D7058) 8 pul yiiklendi.
Diger cukurlara ise her bir 6rnek i¢in 2 pl 6X yiikleme tamponu, 8 pl PCR {iriinii
karistirilarak yiiklendi.

Elektroforez jel diizenegi 90 volta ayarlanarak ornekler 75 dakika yiiriitiildii.
Yiiriitme isleminden sonra jel, jel dokiimantasyon sistemi ile goriintiilendi ve bilgisayar

ortaminda (DNR Biolmaging Systems Software) analiz edildi.
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Sekil 3.7. Jel elektroforez tanki

L - A— —— . o — i, O — A —

Sekil 3.8. PCR analizinde 6rneklerin agaroz jeldeki goriintiisii

3.11. 16S rRNA Geninin Baz Dizisinin Ortaya Cikarilmasi ve Gen
Bankasindaki Siralarla Karsilastirilmasi

Elde edilen amplikonlar hizmet alimi yoluyla otomatik dizi analizatorleri
araciligilyla DNA dizi analizleri yaptirildi. Analizler sonucu diizenlenen niikleotid
dizileri NCBI kiitiiphaneleri (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast.cgi) ile homolojilerinin
belirlenmesi igin BLAST islemi yapildi. Sonug olarak degerlendirmelerin sonunda gen

dizileri GenBank’a girilerek kabul numaralari alind. 2+ 187

40



4. BULGULAR

Calismada periodontal apse tanist konulan ve ¢alisma kriterlerini saglayan 20

hastadan 20 periodontal apse 6rnegi alinmistir. Bu 6rnekler uygun besiyerlerine (TSBY

agar) 3 paralel ekildikten sonra 3 besiyerine bakilarak toplamda goreceli olarak en

yogun iireme gosteren 3 farkli bakteri tespit edilerek saflastirilmistir. Toplamda her bir

ornekten 3’er farkli bakteri olmak iizere 60 bakteri izole edilmistir. Bu bakterilerin

DNA izolasyonu yapildiktan sonra PCR yontemi ile hedef bdlgeler cogaltilmistir ve

hizmet alimi ile DNA dizi analizi yapilmistir. Sonug olarak gen dizileri GenBank’a

girilerek kabul numaralar1 alinan bakterilerin, Streptococcus, Staphylococcus, Neisseria,

Actinomyces, Morococcus, Moraxella, Bacillus ve Enterococcus tiirleri oldugu tespit

edilmistir. izole edilen ve tanilanan bakterilerin isimleri ve kabul numaralari asagidaki

tabloda gosterilmektedir.

Tablo 4.1. izolasyonu yapilarak kabul numaralar1 alinmis bakteriler

izolatin | Izolatin Tamsi Tam Baz Kabul
Kodu Yiizdesi | sayis1 numarasi
K1 Staphylococcus haemolyticus 100 1411 MF578766
K2 Streptococcus mitis 99 1357 MF578767
K3 Neisseria sicca 99 1397 MF578768
K4 Neisseria sicca 99 1411 MF578769
K5 Staphylococcus equorum 100 1422 MF578770
K6 Neisseria sicca 99 1412 MF578771
K7 Neisseria subflava 99 1396 MF578772
K8 Neisseria sicca 99 1401 MF578773
K9 Streptococcus mitis 100 1406 MF578774
K10 Streptococcus pneumoniae 100 1400 MFE578775
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K11 Streptococcus pneumoniae 99 1440 MF578776
K12 Streptococcus pneumoniae 99 1424 MFES578777
K13 Streptococcus pneumoniae 99 1424 MF578778
K14 Streptococcus mitis 99 1408 MF578779
K15 Streptococcus mitis 99 992 MF578819
K16 Streptococcus massiliensis 99 1421 MF578780
K17 Streptococcus gordonii 99 1401 MF578781
K18 Streptococcus anginosus 100 1412 MF578782
K19 Streptococcus gordonii 99 1458 MF578783
K20 Neisseria elongata 99 1404 MF578784
K21 Streptococcus pneumoniae 100 1401 MF578785
K22 Streptococcus pneumonia 99 1347 MF578786
K23 Streptococcus mitis 99 1408 MF578787
K24 Morococcus cerebrosus 99 1416 MF578788
K25 Moraxella spp. 98 1401 MF578820
K27 Streptococcus gordonii 100 1439 MF578789
K28 Actinomyces naeslundii 99 1419 MF578790
K29 Streptococcus penumonia 99 1411 MF578791
K30 Streptococcus pneumoniae 99 1425 MF578792
K31 Streptococcus pneumoniae 99 1427 MF578793
K32 Streptococcus mitis 99 1424 MF578794
K33 Streptococcus gordonii 99 1435 MF578795
K34 Streptococcus mitis 99 1410 MF578796
K35 Staphylococcus sp. 97 945 MF578821
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K36 Enterococcus casseliflavus 99 1423 MF578797
K37 Streptococcus spp. 97 1044 MF578825
K38 Streptococcus oralis 99 1409 MF578798
K39 Streptococcus cristatus 99 1406 MF578799
K40 Actinomyces oris 99 1396 MF578800
K41 Streptococcus sinensis 99 1409 MF578822
K42 Streptococcus constellatus 100 1435 MF578801
K43 Bacillus spp. 99 1079 MF578823
K44 Streptococcus gordonii 100 1414 MF578802
K45 Streptococcus constellatus 100 1416 MF578803
K46 Actinomyces odontolyticus 99 1018 MF578824
K47 Streptococcus sanguinis 99 1395 MF578804
K48 Streptococcus oralis 99 1403 MF578805
K49 Neisseria elongata 99 1404 MF578806
K50 Actinomyces oris 99 1409 MF578807
K51 Streptococcus mutans 99 1419 MF578808
K52 Streptococcus sanguinis 99 1399 MF578809
K53 Streptococcus constellatus 99 1419 MF578810
K54 Actinomyces naeslundii 99 1392 MF578811
K55 Actinomyces naeslundii 99 1404 MF578812
K56 Streptococcus mitis 99 1406 MF578813
K57 Streptococcus anginosus 99 1417 MF578814
K58 Streptococcus anginosus 99 1410 MF578815
K59 Streptococcus anginosus 100 1403 MF578816
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K60

Morococcus cerebrosus

99

1402

MF578817

K61

Streptococcus oralis

99

1407

MF578818

20 hasta lizerinde yapilan ¢alismada en yaygimn olarak Streptococcus tiirleri (9

ornekte S. pneumoniae, 8 drnekte S. mitis, 5 drnekte S.gordonii, 4 6rnekte S.anginosus,

2 ornekte S. sanguinis, 1 6rnekte S. massiliensis, 1 dérnekte Streptococcus spp., 1 drnekte

S.cristatus, 1 o6rnekte S.sinensis, 1 6rnekte S.mutans) daha az miktarda, Neisseria tiirleri

( 4 ornekte N. Sicca, 2 ornekte N.elongata, 1 drnekte N.subflava), Actinomyces tiirleri

(3 ornekte A. naeslundii, 1 6rnekte A. odontolyticus), Staphylococcus tiirleri, (1 6rnekte

S.haemolyticus, 1 ornekte S. equorum, 1 ornekte Staphylococcus spp.), Morococcus

tirleri (2 ornekte M. Cerebrosus), Moraxella spp, Bacillus spp. ve Enterococcus

casseliflavus tiirlerini tespit edildi.
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5. TARTISMA

Gegmisten giiniimiize periodontal apselerin mikrobiyal igerigi lizerine yapilan
calismalar periodontal hastalik patojenlerini apse igeriginde belirlemeye yoOnelik
yapilmistir. Bu calismalarda kiiltiir yontemi enzimatik, biyokimyasal testler ve PCR
kullanilmistir.  Kiiltiir ~ yontemi  kullanilarak  yapilan  c¢aligmalarda  6nemli
periopatojenlerden biri olan P.gingivalis , %55-%100 araliginda yiiksek bir oranda
bulunmustur. F.nucleatum ise Herera ve ark.® tarafindan %70.8, Jaramillo ve ark.*®*’nin
calismasinda ise %75 oraninda bulunmustur. Fakat bazi otorlere gore ise bu oran %44.4

- %65 araliginda degismektedir.” " 8

Yine 6nemli bir periopatojen olan 7. forsythia ise
Herrera ve ark.® ' tarafindan yapilan iki farkli ¢alismada sirasiyla %47.1 ve %66.7
bulunmustur. T.forsyzua iizerinde yapilan bir diger ¢alismada Jaramilllo ve ark.*® bu
oran1 %15 gibi diisiik seviyede bulmustur. Jaramillo ve ark.” ile Hafstrom ve ark.’
tarafindan yapilan galigmalarda A. actinomycetemcomitans sirasiyla %30 ve %25 gibi
diisik degerlerde tespit edilmistir. Bu yazarlar (Herrera ve ark.’, Hafstrom ve ark.!
Jaramillo ve ark.*®) Campylobacter rectus oramim sirastyla, %4,2, %80, %11,7 gibi
farkli oranlarda tespit edilmistir. Prevotella tiirlerinden P. Melaninogenica, Newman ve
ark.” tarafindan %22 oraninda, P.intermedia/nigrescens Jaramillo ve ark.*’nin
caligmasinda %60 oraninda, P.intermedia’y: ise Topoll ve ark.? ile Hafstrom ve ark.!
%25-100 araliginda belirlemiglerdir. Arastirmacilar tarafindan farkli oranlarda
belirlenen bir diger bakteri ise Micromonas micros olmustur. Herrera ve ark.’
micromonas micros oranini %70.6 olarak rapor etmis iken Jaramillo ve ark.*® bu oram
%3.3 olarak belirlemislerdir. Periodontal hastalik gibi bir¢ok bakterinin etken

olabilecegi apselerde bu patojenlerin bulunmast ve yogunluklari normal olarak

degerlendirilebilir.
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Kiltir yontemi disginda enzimatik, biyokimyasal testlerle veya antimikrobiyal
duyarliliga gore tanilama isleminin yapildigi ¢alismalarda periodontal apselerde ¢ok
daha farkli bakteri tiirlerine ulagilmistir. Jaramillo ve ark.” tarafindan Enterobacter
aerogenes, %3.3, pseudomonas spp.,(%3.3), Klebsiela pneumoniae, (%1.7),
Acinetobacter Iwofii, (%1.7) oraninda bulunmustur. Peptostreptococcus micros’un
periodontal apseler ile iliskisi ilk olarak Herrera ve ark.®nin calismasinda ortaya
konmustur ve prevelansi %70.6 olarak bulunmustur. Krishna ve ark. ’min %
periodontitis varliginda periodontal apse mikrobiyolojisini inceledikleri g¢alismada
P.micros orani, kronik generalize periodontitis varliginda %66.4, kronik lokalize
periodontitis varhginda %71.9 olarak bulunmustur. Xie Yi ve ark.'* kiiltiire edilebilen
bakterileri antimikrobiyal duyarliliklarina gore belirleyip izole ettikten sonra PCR

yontemi apselerde var olmasi beklenmeyen Shuttleworthia ve Propionibacterium

tiirlerini tanilamastir.

Trapenoma tiirlerinin karanlik alan mikroskobu ile bakilarak tespit edildigi
calismalarda, Trope ve ark. tarafindan %40.6, Lekaa ve ark.'?® tarafindan %47.8 olarak

bulunmustur.

Ashimoto ve ark. ’nin ? PCR yontemiyle yaptiklar1 bir ¢calismada T forsythia

%14.3, P.gingivalis %100 olarak bulunmustur.

Yapilan ¢aligmalarda periodontal apse mikrobiyolojisinin agirlikli olarak
periodontal mikrobiyoloji ile iligkili oldugu goriilmektedir. Bunun sebebi enfeksiyon
kaynaginin bulundugu anatomik bolgeyle iliskili oldugu diisiincesi dogrultusunda
calisilmasidir. Periodontal apsenin mikrobiyolojik igerigini belirlemek igin yapilan
calismalarda periodontal apse igeriginde bulunmasi muhtemel spesifik bakterilere

yonelik ve hatta bakteriler 6nceden belirlenerek ¢alisilmistir. Bu durum periodontal
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apselerin farkli bir bakis agisiyla incelenmesi geregini dogurmustur. Ciinki dental
apselerin viicudun ¢esitli bolgelerinde apselere ve sistemik enfeksiyonlara bu

enfeksiyonlarin da sok48, 6liim*

gibi ciddi komplikasyonlara sebep olabilecegi
bilinmektedir. Dolayisiyla periodontal apse igerigindeki bakterileri bilerek ve bu

bakterilerin sebep olabilecegi komplikasyonlarin bilincinde olarak periodontal apse

tedavisinin yapilmasi énemlidir.

Gelisen teknoloji dogrultusunda periodontitis i¢in yeni muhtemel patojenlerin
ortaya kondugu bir donemde, kiiltiire edilebilen fakat patojen olarak heniiz
siniflandirilmamis bakterilerin periodontal apse i¢in etken olmasin1 beklememek i¢in bir
neden yoktur. Periodontal apse ve periodontal apsenin ilerlemesinde bakteriyel
markerlarin tespiti i¢in ¢esitli mikrobiyolojik metotlar yukarida bahsedildigi tizere
kullanilmistir. Fakat goriildiigii gibi calismalarin ¢ogu iyi taninan bakteri tiirlerini
belirlemeye yonelik yapilmig, bu bakterilerin yanisira farkli bakteriyel etkenlerin de
katki saglayip saglamadigina dair bir arastirma yapilmamistir. Bu arastirmada
periodontal apse Orneklerindeki kiiltiire edilebilen aerob ve fakiiltatif bakterilerden
besiyerinde diger bakterilere gore en fazla olarak gelisen koloni drnekleri izole edilip,
molekiiler yontemler ile tanimlanmasi hedeflenmistir. Literatiirde kiiltiire edilebilen
bakterilerden kiiltiir yonteminde sayisal olarak en fazla ¢ikanlarin 16S rDNA’nin PCR
ile cogaltilan bolge baz dizisi analizinin Gen Bankasinda var olan dizilerle

karsilastirildig bir ¢aligma bulunmamaktadir.

Arastirmamizin sonuglarina gore kiiltiir ortaminda en fazla cogalan ve bu
nedenle en fazla izole ettigimiz bakteriler, viridans grubu streptokoklar (VGS)’dur.
Viridans grubu streptokoklar gram pozitif, fakiiltatif anaerob koklardir. Genetik olarak
heterojen bir bakteri grubu olan viridans grubu streptokoklar orofarinkste baskin

bakterilerdir. Fakiiltatif streptokoklar dis plagi florasinda %27 oraninda bulunur. Diseti
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florasinda ise gram pozitif fakiiltatif koklar %28.8 oraninda yer alir. Viridans grubu
streptokoklar aerob teknikler kullanildiginda periodontal apselerden en ¢ok izole edilen

tiirdiir.%*

Arastirmamizda periodontal apse igeriginde viridans grubu streptokoklarin alt
grubu olan mitis grubuna ait Streptococcus pneumoniae (9 6rnek), Streptococcus mitis
(8 ornek), Streptococcus oralis (3 ornek) , Streptococcus cristatus (1 6rnek) ve
Streptococcus spp.(1 6rnek) en yogun iireyenler olarak izole ettik.

Periodontal apselerden en fazla izole edilen viridans grubu streptokok
Streptococcus pneumoniae idi. Pnomokoklar iist solunum yolunun mukoza yiizeyi
tizerinde bulunmakta ve insanlarin nazo-orofarinksinden kolaylikla  kiiltiire
edilebilmektedir. Pnomoni, menenjit, siniizit, akut kronik bronsit ve otitis media
alevlenmelerinden sorumlu énemli patojenlerdirler.’®%" Ayrica, endokardit ve septik
artrit de dahil olmak iizere diger enfeksiydoz durumlarla da iliskilidir.™* ~ S.
pneumoniae'in en sik solunum yolu patojenleri oldugu diistiniilse de diger patojenlerle
birlikte deri enfeksiyonuna neden olabilmekte veya bakteriyemi sirasinda bir bagka
primer bolgeden cilde yayilmasi sonucunda deri enfeksiyona sebep olabilmektedir.

Literatiirde pnomokokal seliilit vakasi bildiren yayinlar mevcuttur,'%

Ayrica
S.pneumoniae kaynakli endoftalmit vakalarina da rastlanmistir.*** Pnémokoklarin beyin
apsesiyle iliskili olduguna yonelik cok sayida beyin apsesi vakasi da mevcuttur.'*
Yaptigimiz aragtirma ile bir¢ok enfeksiydz durumla iliskisi bulunan S. pneumoniae
periodontal apseler icinde ilk defa tespit edilmistir.

Ikinci yogun bulunan viridans grubu streptokok Streptococcus mitis idi.
Kommensal tiirlerden olan Streptococcus mitis, agiz boslugunun erken g¢ocukluk

195

doneminden baslayarak hayat boyu baskin 6ncii kolonizeridir~ ve ikincil kolonizerler

icin aderans bdlgeleri saglayarak oral biyofilmlerin temelini olusturdugu
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diisiiniilmektedir."® Oral streptokoklar arasmnda S. mitis enfektif endokardit ve
bakteriyeminin onde gelen bir nedeni olarak bilinmektedir. Ingiltere’ de Saglik Koruma
Ajansi tarafindan yapilan ¢alismalarda, S. mitis'in neden oldugu bakteriyemi orani grup
A veya grup B streptokoklarininkinden daha fazladir. Cogunlukla nétropenik, bagisiklik
sistemi zayif hastalarin ve sitotoksik anti-kanser kemoterapi uygulanan hastalarin
enfeksiyonlarinda ortaya ¢ikmakla beraber immiin sistemi iyi olan hastalarda da
enfeksiyona sebep oldugu bildirilmistir.®"?** S.mitis’in sebep oldugu bilateral akciger

apsesinin gosterildigi immiin sistemi iyi olan bir vaka bulunmaktadir.’?

Yapilan bir
calismada toplum kaynakli akciger apsesinin etyolojisi arastirilmis ve en yaygin
Streptococcus tiirleri izole edilirken bunlarin ig¢inde de en yaygin olarak S. mitis
bulunmustur.?® Gorildigi tizere agiz boslugunda baskin olarak bulunan S.mitis’in
periodontal apse iceriginde bulunmasi sasirtict degildir ancak periodontal apsede
viridans grubu gibi bir genelleme yapilmadan ilk defa ¢aligmamizda izole edildi.
Kanserli hastalarda bakteriyemiye neden olan 118 VGS susunun tiiriinii
tanimlamak icin yakin zamanda gelistirilmis bir¢ok odakli dizi analizi semasi
kullanilmis ve Streptocccus mitis (68 hasta) ile S. oralis (22 hasta) en sik saptanan
suslar olarak bulunmustur. S. mitis suslari ile enfekte olan hastalarin, orta veya siddetli
klinik hastaliga (VGS sok sendromu gibi) yakalanma olasiliklar1 daha yiiksek oldugu
goriilmiistiir.** Streptococcus oralis ise tiim intra-oral yiizeylerden izole edilebilen, oral
mikrobiyotada sayisal olarak Onemli bir kommensal {iiyedir Dentisyonda birincil
kolonizasyona katilan 6ncii bir organizmadir ve son yillarda 6nemli bir patojen oldugu
netlesmistir. Konjenital kalp hastaligi olan 12 yasindaki bir kiz ¢ocugunda S.oralis
nedenli bir beyin apsesi vakasi bulunmaktadir.”® Dental prosediirler nedeniyle olustugu

bildirilen S.oralis kaynakli menenjit vakalar1 bulunmaktadir.”®® 2" S. oralis enfektif

endokarditin 6nemli bir ajan1 ve konak savunma mekanizmalari zayiflamis hastalarda
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major bir patoj endir.”® ?° Aragtirmamizda ag1z florasinda bulunan ve farkli bolgelerde
enfeksiyonlara neden olan S.oralis periodontal apselerden ilk defa izole edilmistir.
Mitis streptokok grubuna dahil diger bir bakteri Streptococcus cristatus’tur.

S.cristatus, agiz biyofilmlerinde bulunan bir bakteridir.?*

Bu bakterinin plak
biyofilminin olusumunda rolii biiyiiktiir. 'misir kogani' olarak adlandirilan benzersiz bir
biseliiler diizen olusturur ve bu biselliiler {initeler, olgun dis biyofilmlerinde belirgindir.
Bu durumun streptokok olmayan tiirlerin plak biyofilmine fikse olmasindan sorumlu
mekanizma oldugu disiiniilmektedir. Bununla beraber S. cristatus, P. gingivalis
biyofilmlerinin olusumunu engeller.** Bu sebeple, S.cristatus'un P. gingivalis gibi
periodontal patojenlerin kolonizasyonunu ve birikimini antagonize ederek konakg¢iya
faydali olabilecegi diisliniilmektedir. Calismamizda periodontal apse iceriginde yaygin
bakteri olarak bu bakteriyi tespit etmemiz firsat¢r patojen ihtimalini de

diisiindiirmektedir. Calismamiz periodontal apse igerisinde S.cristatus mevcudiyetini ilk

kez ortaya koymustur.

Son yillarda kesfedilen ve mitis tiir grubuna dahil olabilecegi diisiiniilen
Streptococcus massiliensis de arastirmamizda izole edilen bir diger bakteridir.
S.massiliensis ilk olarak Galzunova ve ark. 'nin®*? yaymnlanan bir ¢alismasinda
kafasinda kursun yarast bulunan bir hastanin kan kiiltiirlinden izole edilmistir. Pontigo
ve ark.?®* S.massiliensis’i tiikriikten izole edip bu bakterinin agiz boslugunun normal
florasinda bulundugu da ortaya koymustur. Dis tasi igerigindeki varligi ve kalsifikasyon
ozelligi Demir ve ark.?! tarafindan tespit edilmistir. Yine dental kaynakli derin boyun
apselerinde S.milleri grubunun etkisinin arastirildigi bir ¢aligmada S.massiliensis izole
edilmistir.”*® Literatiirde periodontal apse igeriginde S.massiliensis saptayan ¢alisma

bulunmamaktadir. Arastirmamiz bu bakterinin periodontal apselerdeki mevcudiyetini

ilk kez ortaya koymustur.
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Aragtirma bulgularimiza gore viridans streptokoklarin alt grubu olan
Streptococcus milleri grubu olarak da bilinen Streptococcus anginosus grubundan,
Streptococcus anginosus (4 6rnek) ve Streptococcus constellatus (3 6rnek) periodontal
apse Orneklerinde mevcuttu. Anginosus grubu bakteriler genellikle agizda ve st
solunum yollarinda, gastrointestinal ve iirogenital sistemlerde yaygin olarak tespit
edilen mukozanmn primer komensalleridir.?**?'® Bu bakterilerin patojenik potansiyeli,
bu mikroorganizmalarin kommensal dogasi nedeniyle goézardi edilmistir. Bununla
birlikte, bu gruba ait streptokoklar, apselerde ve kan kiiltiirlerinde ilgili patojen olarak
artan bir sekilde rapor edilmistir.”*® Ozellikle yetiskinlerde akciger apseleri, pediatrik
hastalarda rinosiniizitten kaynaklanan intrakranial enfeksiyon, cerrahi enfeksiyon ile

iliskili sepsis ve bakteriyel endokardit bildirilmistir.”*??*

Hastaligin konakgida altta
yatan sebeplerle birlikte ortaya ¢iktig1 diger VGS tiirlerinin aksine, S.anginosus grubu
organizmalar1 genelde saglikli konakgilarda hastaliga neden olur. S.anginosus, Sasaki

ve ark.’nin®*

yaptig1 bir calismada dental plaklarda tespit edilirken tiikriikte
belirlenememistir. Dig plaginin S. anginosus i¢in baskin bir rezervuart olabilecegi
goriilmektedir. Demir ve ark.?** dis tas1 iceriginden S.anginosus’un da varlik ve

225 calismasinda S.

kalsifikasyon oOzelliklerini tespit etmislerdir. Fisher ve ark.’nin
anginosus periapikal odontojenik apselerde saptanmistir. Lagoroskopik gastrektomi
sonrast dalak apsesinde S. anginosus izole edildigi bildirilmistir.??® Lee ve ark. %*’
S.anginosus’un neden oldugu menenjit ile iligskili beyin sap1 enfarktiisii vakasini
gostermistir. Ayrica S. anginosus DNA fragmanlari, 6zofagus kanseri dokularindan,
gastrik kanser dokularindan ve yemek borusu displazisinin DNA 6rneklerinde siklikla

bulunmustur.?® ?* Yaptigimiz calismanm S.anginous’un dental apselerde varligi

belirlenen ¢alismalara paralel oldugu goriilmektedir.
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Izole ettigimiz diger anginosus grubu streptokok Streptococcus constellatus’tur.
Bu organizma dis cliriigiinden ve periodontal hastaliktan kiiltiire edilmistir bununla
beraber beyin apselerinden, gastrointestinal  perforasyondan ve  obstetrik

enfeksiyonlardan da izole edilmistir.?®

Dis tas1 iceriginden S.constellatus’u Demir ve
ark 2 kalsifikasyon gosteren bir bakteri olarak izole etmislerdir. Dental islemler sonrasi
S.constellatus kaynakli kavernéz sinlis trombozu ve septik sok ile sonuglanan
bakteriyemi vakalar1 da bildirilmistir.>** Orbital apse, endoftalmit, ¢oklu karaciger
apsesi ve beyin apsesi kaynagt oldugunu bildiren yaymlar mevcuttur, 2322
S.constellatus farkli bolgelerdeki apselerde ve periodontal hastalikta izole edilmis olsa
da bu bakterinin periodontal apselerdeki varligini ilk defa ortaya konmustur.
Arastirmamizda streptokoklara ait viridans grubunda bulunan sanguinis

grubunda mevcut olan Streptococcus gordonii (5 oérnek), Streptococcus sanguinis (2

ornek), Streptococcus sinensis (1 6rnek) varligi ortaya konmustur.

Strepococcus gordonii daha onceleri dental apselerden de izole edilmistir. Akut
periradikiiler apselerin  DNA-DNA hibridizasyon yontemi ile mikrobiyolojik
degerlendirilmesinin yapildig1 bir ¢alismada 27 apse 6rneginin iigiinden S.gordonii izole
edilmistir.™*® Demir ve ark.?** dis tasi iceriginde bu bakteriyi de tespit etmislerdir. Bir
vaka raporunda, bir kadin hastada ortaya ¢ikan peri-skapular bolge, sag posterior ve
lateral peri-trokanterik alan ve ayni taraf uylugun yer aldigi ¢ok sayida subkiitan apsede

S.gordonii izole edildigi bildirilmistir.>’

S. gordonii kaynakli protetik kapak
endokarditini gdsteren vaka da bulunmaktadir.”®® Dental apselerde S.gordonii’nin izole
edildigi c¢alismayi destekler yonde arastirmamizda S.gordonii’yi periodontal apse

iceriginde izole ettik.

Streptococcus sanguinis agiz, gastrointestinal, genitoiiriner ve solunum

yollarinin normal florasinda bulunan bir diger viridans streptokoktur. S. sanguinis
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239-241

nadiren endokardit, osteomyelit ve menenjit ile de iliskilendirilmistir. Iliopsas

apsesinden ve kronik intrameduller apseden S.sanguinis’in izole edildigini bildiren

vakalar vardir.2* 23 S.sanguinis’un beyin apsesine sebep oldugu da bildirilmigtir.?**

Cesitli apselerde varligi ortaya konan ve Demir ve ark.?!*

tarafindan dis tasi i¢eriginden
izole edilen S.sanguinis ¢alismamiz ile periodontal apselerdeki varligr ilk defa ortaya
konmustur.

2002 yilinda kronik romatizma kalp hastaligina yakalanan enfektif endokarditi
olan 42 yasinda Cinli bir kadinin ¢oklu kan kiiltiirlerinden, viridans streptokoklarin yeni
bir tiirii olan Streptococcus sinensis kesfedilmistir.® S.sinensis’in enfektif endokardit

kaynagi oldugunu gosteren farkli yaynlar da bulunmaktadir.?*® %" Arastirmamiz ile bu

bakterinin periodontal apselerdeki varligi ilk defa belirlenmistir.

Viridans streptokoklara ait mutans grubundan sadece Streptococcus mutans izole
ettik. Streptococcus mutans, insanlarda pandemik bir enfeksiyon olarak mevcuttur; yani
S.mutans, wrk, etnik koken veya cografik durum gbéz Oniine alinmaksizin herkeste
bulunur. Normalde, S.mutans agiz florasinin 6nemsiz, kiigiik bir komponentidir ve
clirigiin baslamasinda giiglii bir etkisi vardir. Bununla beraber dentoalveoler apselerin
mikrobiotasinin molekiiler analizinde S. mutans baskin mikroorganizma olarak
goriilmese de iceriginde tespit edilmistir.16 Ayrica dis tasi igeriginde kalsifikasyon

k.214

gosterme  kabiliyetinin - bulundugu Demir ve ar tarafindan  gdsterilmistir.

Monomikrobiyal S. mutans enfeksiyonunun neden oldugu retroperitoneal apse vaka

raporu vardir.?*®

S.mutans kaynakli tekrarlayan infektif endordit vakasi da
bildirilmistir.249 Calismamiz periodontal apselerde S.mutans varligini belirleyerek

dentoalveoler apse  mikrobiyotasinda  tespit edildigi  bildirilen  ¢aligmay1

desteklemektedir.
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Periodontal apselerden Neisseria tiirlerinden ise Neisseria sicca (4 ornek),
Neisseria elongata (2 ornek), Neisseria subflava (1 drnek) tespit edildi. Neisseria tiirleri
dis plag1 florasinda %3 oraninda, diseti olugu sivisindan %0.4 oraninda dil florasinda
ise %2.3 oraninda bulunmaktadir. Neisseria sicca, agiz boslugunda belirli bir niifusu
olan ve yavasca biiyiiyen, gram negatif diplokoktur. endokardit, peritonit, menenjit,
pnémoni, tretrit, bartholin bezi apsesi, septik artrit, diskit, osteomyelit, spondilit ve
konjunktivit gibi klinik enfeksiyonlarla nadiren iliskilidir.***? Enfeksiyonlar genellikle
immiin sistemi baskilanmis hastalarda olusmaktadir. Hepatoselliiler karsinom igin
tekrarlayan transkateter arteriyel embolizasyon sonrasinda N. sicca nedeniyle olusan
karaciger apsesi vakasi vardir.”® N. sicca menenjiti tanimlanan 5 vaka vardir, bunlardan
birisi, ventrikulostomiye bagl iyatrojeniktir.”** Ciddi enfeksiyonlara sebep olabilen
N.sicca bu ¢alisma ile periodontal apselerden ilk defa izole edilmistir.

Neisseria elongata, orofarengeal floranin kommensal bir organizmasidir ancak
enfektif endokardit, septisemi ve osteomiyelit gibi enfeksiyonlardan sorumlu oldugu
bilinmektedir.®® N. elongata endokarditi, ¢ok nadir olmasina ragmen, sistemik
embolizasyon, konjestif kalp yetmezligi ve miyokardiyal apse gibi cesitli siddetli
komplikasyonlara neden olabilir.?*®?®° Talamik septik embolizasyon ve ardindan beyin
apsesi gelisen bir Neisseria elongata endokarditi olgusu da bulunmaktadir.?®® Apselerle
iligkili odugu bilinen N.elongata’nin periodontal apselerde varligi ilk defa bu galisma ile

belirlenmistir.

261 262 263

Kan akimi yoluyla menenjit™" , endokardit™ ve osteomiyelit vakalarina
sebep oldugu ortaya konulan N. subflava periodontal apse igeriginde ilk defa yine bu
calisma ile izole edilmistir.

Aragtirmamizda periodontal apse Orneklerinde Actinomyces tiirlerinden ise

Actinomyces naeslundii (3 6rnek), Actinomyces oris (2 o6rnek) ve Actinomyces
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odontolyticus (1 ornek) tespit edilmistir. Actinomyces tiirlerinin insan oral kommensal
mikrobiyotasimin baskin tiyeleri olduklar1 ve dis yiizeylerinde ilk kolonize olanlar olarak
gorev yaptiklari bilinmektedir.?**

A. naeslundii ve A. oris, saglikli oral mikrobiyomun temel {iyeleridir.
Actinomyces naeslundii, oral biyofilmin 6nemli bir bilesenidir. Dentoalveoler apselerin
bakteriyolojisine bakilan bir ¢alismada 166 izolat iginde 1 tane A.naeslundii tespit

265 Karaciger apsesi ve karmn yarasi apsesinden A.naeslundii izole edildigi

edilmistir.
rapor edilmistir..”®® %" A.oris dental plak formasyonunda 6nemli rol oynamaktadir.
Yapilan bir calismada A.oris apikal apselerden izole edilmistir.2®® A.naeslundii ve A.oris
dental apselerde yogun olarak bulunmasa da varliklari daha onceki g¢alismalarda tespit
edilmistir. Calismamiz bu bakterilerin periodontal apse igeriginde mevcut oldugunu
ortaya koyan ilk calismadir.

Bir gram pozitif basil ve fakiiltatif anaerob olan Actinomyces odontolyticus,
baslangicta 1958'de Batty tarafindan dis ¢iiriiglinden izole edilmis ve ayni zamanda
diger Actinomyces tiirlerine benzer sekilde bu organizmanin agiz boslugunda kolonize
oldugu belirlenmistir. A. odontolyticus'a bagli enfeksiyon nadiren bildirilmistir ve
simdiye kadar bildirilen klinik bulgular, pulmoner enfeksiyon, bakteriyemi ve cesitli
organlarda apseden (beyin apsesi, subkutandz fistiil, perikardiyal apse) olusmaktadir.?®%
27 A, odontolyticus ile iliskili karaciger apsesi gelisen immiin yetmezlikli bir vaka da

bulunmaktadir.?”

Ayrica 2 yasindaki bir g¢ocukta bir piriform siniis fistiiliinde
Actinomyces odontolyticus enfeksiyonuna bagli asemptomatik subkiitan servikal Kitle
saptanmlstlr.276 Agiz boslugunda bulunan ve viicudun farkli bolgelerinde farkli apselere

sebep olan A.odontolyticus periodontal apselerden ilk defa bu c¢alisma ile izole

edilmistir.
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Nadir goriilen bir tiir olan ve Demir ve ark.”** tarafindan distasi iceriginde
mevcudiyeti ve kalsifikasyon 6zelligi belirlenen Morococcus.cerebrosus ¢alismamizda
tespit edilen bir tiirdiir. M. cerebrosus, Neisseriaceae ailesine ait nonmotile, oksidaz-

pozitif, gram negatif diplokoktur. Long ve ark.?”’

, serebellar apseli 54 yasindaki bir
kadin hastada M. cerebrosus'un neden oldugu enfeksiyon vakasini gostermislerdir.
Charlotte ve ark.?’® ise 60 yasinda bir kadinda M.cerebrosus’un sebep oldugu post
katarakt endoftalmit vakasi bildirmislerdir. Arastirma bulgularimiza gére M.cerebrosus
periodontal apselerde ilk kez ortaya konmustur.

Firsatg1 patojenler olan stafilokok tiirlerinden, Staphylococcus haemolyticus
Staphylococcus equorum, Staphylococcus spp. ¢alismamizda birer Ornekte taniladik.
Stafilokok tiirleri insan deri ve miik6z membranlarin normal florasinda yasarlar bu
nedenle klinik olarak 6nemli olan suslar1 kontaminant suslardan ayirt etmek zordur.
Stafilokoklar, endokardit, perikardit, mediyastinit, septik vaskiilit, pndmoni, ampiyem,
osteomiyelit, septik artrit, menenjit, spinal epidural apse, tiriner sistem infeksiyonlari
gibi enfeksiyonlara sebep olabilmektedir.?”

Staphylococcus  haemolyticus kan kiiltiirlerinden izole edilme sikliginda
Staphylococcus epidermidis sonrasi ikinci sirada yer alan firsatgi bir patojendir.”®
S.haemolyticus’un  ¢oklu ilag direnci gosterdigi ve biyofilm olusturdugu
bilinmektedir.®®' S. haemolyticus, dogustan kapak endokarditinde, septisemi, iiriner
sistem infeksiyonlari, peritonit, yara, kemik ve eklem enfeksiyonlarinda rol oynar.?®?
Panda ve ark.?® 34 S.haemolyscus u gesitli enfeksiyonlardan izole edip sekans tiplerini
belirlemislerdir. 17 izolat enfekte gozlerden, 7 saglikli konjunktiva'dan, 6 s1 kandan, 2
izolat da sirasiyla pus ve balgamdan izole edilmistir. 2006 yilinda Gamberini, S. ve

ark.’nin?®* yayinladig1 bir vaka raporunda, karacigere metastaz yapmamis kolon kanseri

olan bir hastada gelisen karaciger apsesinde S. haemolyticus izole edilmistir. Teeraputan
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ve ark.’nin *® §. haemolyticus 'un antibiyotik direnci ile ilgili yaptig1 bir calismada, S.
haemolyticus 'un o6zellikle kan dolasimi enfeksiyonlarinda, koagiilaz negatif streptokok
enfeksiyonlarinda agirlikli olarak bulundugu dikkat ¢ekmektedir. Firsat¢1 bir patojen
oldugu bilinen S.haemolyticus’un periodontal apselerdeki varligi ilk defa bizim

calismamizda rapor edildi.

Staphylococcus equorum tiiriinden sadece birkag¢ S. equorum subsp. insanla ilgili
klinik materyallerde bulunmustur.”®® Novakova ve ark..”®’ cesitli enfeksiyonlardan elde
edilen Kklinik materyal kullanarak yaptiklar1 bir ¢alismada S.equorum izole etmistir.

Doualla ve ark. ’nm 2%

olgu sunumunda S. equorum’a bagl ¢oklu lokalizasyon
(servikal spondilodiskit, vertebralar arasi apse) ve sistemik enfeksiyon gosterilmistir.
S.equorum da arastirmamizda diger bazi bakteriler de oldugu gibi periodontal apse

iceriginde ilk defa bulunmustur.

Periodontal apseler lizerine yapmis oldugumuz calismada Bacillus spp., E.
casseliflavus. ve Moraxella spp. de yine birer 6rnekte tespit edilmistir.

Bacillus cinsi bakteriler, gram pozitif, sporlu aerop ve basil seklindedirler. Bu
bakteriler, bakteriyemi, pnomoni, oftalmit, osteomiyelit, yumusak doku enfeksiyonlari
ve bagisiklig1 baskilanmis konaklardaki menenjit gibi baz firsatci enfeksiyonlara neden
olabilir.®®* 2* Bacillus kaynakli bildirilen beyin apsesi vakasi bulunmaktadir.®" 2%
Dalak apsesinden bacillus tiirlerinin izole edildigi de bildirilmistir.2%

Enterokoklar, gastrointestinal sistem, agiz, iretra, vajina ve safra yollarinda
normal floranin bir elemamdirlar ve diisiikk virulansa sahip olmakla beraber toplum ve
hastane kaynakli enfeksiyonlara neden olabilmektedirler.?** * Enterokoklarla meydana
gelen enfeksiyonlarn cogunda etkenin hastanin kendi florasindan kaynaklandigi

distiniilmektedir. E. casseliflavus, 6zellikle bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda

genis bir yelpazede enfeksiyonlara neden olmustur.?*?*® 80 yasinda bir kadin hastada
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E.casseliflavus kaynakli bakteriyemi olgusu bildirilmistir.?*® E.casseliflavus 'un sebep

300

oldugu enterokokal menenjit ilk defa Iaria ve ark tarafindan gosterilmistir.

k.3 tarafindan bir

Endojen6z endoftalmite sebep oldugu ise ilk defa Sambhan ve ar
vakada bildirilmistir.

Moraxella spp. peritonsiller apselerde ve derin boyun apselerinde diisiik oranda
da olsa (%1.2) izole edilmistir.®%* 3 Keratit, konjunktivit, otitis media siniizit gibi
enfeksiyonlarin yanisira endokardit, menenjit, peritonit, osteomiyelit ve septik sok gibi
hayati tehdit eden enfeksiyonlara da neden olabilecegi bildirilmistir.*+3%

Arastirmamiz bu ii¢ bakterinin de ( Bacillus spp., E. casseliflavus, Moraxella
spp.) periodontal apse iceriginde varligini gosteren ilk ¢alismadir.

Genel olarak apseler ¢evre floranin etkilerini tasimaktadir. Kesilme, delinme v.s.
ile doku icerisine giren firsat¢1 bakterilerin apseye neden oldugu ileri siiriilmektedir.
Belki de bu nedenle periodontal apse igeriginin periodontitis mikrobiotasi ile ayni
oldugu disiiniilmistiir. Periodontal hastalik nedeni ile oral florada, plak bakterileri ve
peiodontal patojenler yogun goriiliip uygun durumda firsatg1 bakteriler olarak apselere
neden olabilirler. 1-) Literatiir incelemesinde aerob ve fakiiltatif anaerob bakterilerin
firsatg1 bakteriler olarak apse etkeni olarak gorev yapmasi 2-) Distasi lizerinde yapilan
bir ¢alismamizda literatiirde yalnizca 2 vaka bulunan M.cerebrosus’un belirlenmesi 3-)
Gelisen teknolojinin bakteri tanilanmasini kolaylagtirmasi 4-) Sistemik antibiyotik
kullaniminda oldugu gibi firsatg1 mikroorganizmalarin apseye neden olma ihtimali 5-)
Periodontitis hastalig1 baslangicinda periodontal patojenler etken olmakla birlikte her
periodontitisli vakada apse gelismemesi 6-) Diyabet gibi sistemik durumlarda apse
olusumu, apse mikrbiyal iceriinin inclenmesi gerekliligini ortaya cikarmistir.

Calismamizin sonunda besiyerlerinde en fazla iireyen ve tanilanan bakterilerin hemen
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hemen hepsinin apse gelisimi ile iliskili oldugunun belirlenmesi bu yo6ndeki

diisiincemizin dogrulugunu ortaya koymaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

1. Viicudun farkli doku ve organlarinda apse olusumu ve enfeksiyon ile iligkili
oldugu daha onceki ¢alismalarda ortaya konan streptokok tiirlerinden, S.penumoniae,
S.sinensis, S.massiliensis, S.cristatus’un ve daha Once periodontal hastaliklardan da
izole edilmis olan S.mitis, S.oralis, S.constellatus, S.sanguinis ve Streptococcus spp.
tirlerinin periodontal apselerden alinan 6rneklerde varligi ilk defa ortaya konmustur.

2. Dental apse ve periodontal hastaliklarla iligkili oldugu bilinen streptokok
tirlerinin (S.anginosus, S.gordonii, S.mutans) periodontal apselerdeki varliklar1 ilk defa
belirlenmistir.

3. Ciddi enfeksiyonlara sebep olabilen N.sicca ve apselerle iliskili olduklar
bilinen N.elongata ile N.subfalava 'nin periodontal apselerdeki varliklari ilk defa ortaya
konmustur.

4. Apselerle iligkili Actinomyces tiirlerinden, A.oris ve periodontal hastaliklarla
iliskisi bilinen A.naeslundii, ile A.odontolyticus periodontal apselerden ilk defa izole
edilmistir.

5. Beyin apselerinde varligi bilinen ve daha once dis tasinda kalsifikasyon
ozelligi oldugu belirlenen M.cerebrosus periodontal apselerde ilk defa tespit edilmistir.

6. Gegmis calismalarda kronik periodontitiste bulundugu bildirilen Stafilokok
tirlerinden S.haemolyticus ve S. equorum 'un periodontal apse i¢erigindeki varliklari ilk
defa ortaya konmustur.

7. Yapmis oldugumuz ¢alismada Bacillus spp., E. casseliflavus ve Moraxella
spp. birer drnekte tespit edilmistir ve bu c¢aligma periodontal apselerdeki varliklarina
dair ilk rapordur.

8. Periodontal apse kiiltiirlerinde yogun oldugu belirlenen ve izole edildikten

sonra identifiye edilen bakterilerin tamami apse ve enfeksiyon nedeni olabilecek
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bakterilerdir. Bu sonuglara bakarak periodontal apselerin firsatg1 bakteriler nedeniyle
gelismis olabilecegi ortaya konmaktadir.

9. Arastirmada bulunan bakteriler kan yoluyla sistemik dolagima katilarak ¢esitli
enfeksiyonlara ve ciddi komplikasyonlara sebep olabilir. Bu nedenle periodontal apse
tedavisinin periodontal apselerin yol acgabilecegi problemlerin bilincinde olarak
yapilmas1 gerekmektedir.

10. Periodontal apse etken bakterilerini belirlemeye yonelik zorunlu anaeroblari

da igeren arastirmalara ihtiyag vardir.
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Ars.Gor.Dt. Kiibra Karagam

Atatiirk Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi
Periodontoloji ABD.

Katilimcinin Beyani

Aragtirmacilar tarafindan yukaridaki bilgiler tarafima aktarilarak bu ¢aligmaya
katilmc1 olarak davet edildim. Aragtirmaya katilmam konusunda zorlayict bir
davranigla karsilasmadim ve yapilan tiim agiklamalari anlamis bulunmaktayim.
Arastirmanin yiriitilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan
cekilebilirim. Aragtirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal
sorumluluk altina girmiyorum ve herhengi bir ddeme talep etmiyorum.Yukaridaki
bilgileri okudum ve bu kosullarda bu arastirmaya kendi rizamla, hi¢bir zorlama ve bask1
altinda kalmadan katilmay1 kabul ediyorum.

Katilimci adi soyadi:

Imza:
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