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OZET
ENDODONTIK INFEKSiYONLARIN YENIi NESIiL SEKANSLAMA
METODUYLA ANALIZi

Amac¢: Bu tez calismasinin amaci primer ve sekonder/persistan endodontik
infeksiyonlarda kanal i¢indeki mikrobiyotanin yeni nesil sekanslama teknigi ile
bakteriyel komiinite profilini aragtirmaktir. Caligmanin sifir hipotezi, primer ve
sekonder/persistan endodontik infeksiyonlar arasinda mikrobiyal komiinite profilleri
acisindan fark olmadigidir.

Materyal ve Metot: Calismaya 20 primer endodontik ve 20 sekonder/persistan
endodontik infeksiyonlu 40 dis dahil edildi. Disler atravmatik sekilde c¢ekildikten
sonra kriyojenik pulverizasyonla toz haline getirildi. Toz haline getirilen
orneklerden mikrobiyal DNA ekstrakte edildi. 16S rRNA geninin V4 bolgesinde
454 GS FLX pirosekanslama analizi uygulandi.

Bulgular: 40 6rnekten toplam 2.606.128 dizi okumasi, ornek basina 64.700 adet
kaliteli okuma gerceklestirildi. Calismada toplam 14 filum, 29 siif, 47 takim, 85
aile, 160 cins ve 368 tiir saptandi. Her iki grupta en sik saptanan filum
Proteobacteria oldu. Iki grup arasinda filum, cins ve tiir sayis1 agisindan anlamli fark
saptanmadi  (P>0,005). 4 primer endodontik infeksiyon  Orneginde
Methanibrevibacter oralis ve Candidatus nitrosoarchaeum limnia arkealar
saptandi.

Sonug¢: Sekonder/persistan endodontik infeksiyonlarin mikrobiyal komiinitelerinin
primer endodontik infeksiyonlar kadar cesitli ve zengin oldugu gosterilmistir.
Primer endodontik infeksiyonlardan ilk defa Thaumaracheata filumuna ait
Candidatus nitrosoarchaeum limnia tiirii saptanmustir.

Anahtar Kelimeler: Endodontik infeksiyonlar; endodontik mikrobiyoloji;
pirosekanslama; pulverizasyon

Cangiil KESKIN, Doktora Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Nisan-2016



ABSTRACT
NEXT GENERATION SEQUENCING ANALYSIS OF ENDODONTIC
INFECTIONS

Aim: This thesis study aims to investigate the intracanal microbial profiles of
primary and secondary/persistent endodontic infections using next generation
pyrosequencing method. The null hypothesis was that there is no difference in
diversity of overall bacterial community profiles of primary and
secondary/persistent endodontic infections.

Material and Method: The study included a total of 40 teeth, which 20 of them
with primary endodontic infection and 20 with secondary/persistent endodontic
infections. Following atraumatic extraction, the specimens were cryogenically
pulverized. Microbial DNA was extracted from tooth powders. 454 GS FLX
pyrosequencing analysis was performed to V4 region of 16S rRNA gene.

Results: Pyrosequencing analysis resulted a total of 2.606.128 sequences from 40
specimens and 64.700 high quality sequences per specimen. 14 phylum, 29 class, 47
order, 85 family, 160 genera and 368 species were detected in all specimens. There
was no statistically significant difference regarding diversty and richness of phylum,
genera and species (P>0.005). Methanibrevibacter oralis and Candidatus
nitrosoarchaeum limnia archaeas were identified from 4 samples.

Conclusion: The present pyrosequencing study demonstrates that persistent
infections have as diverse bacterial community as primary infections. The archaea
Candidatus nitrosoarchaeum limnia was detected in root canal of a tooth with
endodontic infection for the first time.

Keywords: Endodontic infections; endodontic microbiology; pulverization;
pyrosequencing

Cangiil KESKIN, Ph.D. Thesis
Ondokuz Mayis University - Samsun, April-2016
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SIMGELER VE KISALTMALAR

°: Derece

Y%: Yiizde

°C: Derece santigrat

sn: Saniye

mm: Milimetre

pm: Mikrometre

dk: Dakika

ISO: International Organization for Standardization
SPSS: Statistical Package for Social Sciences
DNA: Deoksiribontikleik asit

RNA: Riboniikleik asit

rDNA: Ribozomal DNA

rRNA: Ribozomal RNA

Ig: Immunoglobulin

HIV: Human Immunodeficiency Virus
HCMV: HumanCitomegaloVirus

EPB: Epstein Barr viriisii

VBNC: Viable but not cultivable

Spp: Several species

PZR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu
ELISA: Enzyme-linked immunosorbent assay
FISH: Floresan in situ hibridizasyon
dNTP: Dideoksiniikleotit

ddNTP: Isaretlenmis dideoksiniikleotit
YNS: Yeni nesil sekanslama

ATP: Adenozin trifosfat

APS: Adenozin 5 'fosfosiilfat

Nm: Nanometre

CCD: Couple charged device

NTP: Niikleosin trifosfat

V1-V9: Hiperdegisken bolgeler

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool
PAI: Periapikal Indeks

Gr: Gram

No: Numara

EDTA: Etilendiamintetraasetik asit
Tris-HCI: Trizma hidroklorit

G: Gravitasyonel kuvvet

pL: mikrolitre

ng: Nanogram

QIIME: Quantitative Insights Into Microbial Ecology
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OTU:

AMOVA:

MS5NR:
UV:
pH:

bp:

kb:
DGGE:

Operasyonel taksonomik birim
Molecular analysis of variance
Ornek sayisi

Non-redundant protein database
Ultraviyole

Power of hydrogen

Baz ¢ifti

Kilobaz

Denatiire gradyant jel elektroforezi
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1. GIRIS

Apikal periodontitis kok kanalindaki infeksiyonun dis kokii ¢evresindeki
dokulara yayilip gelismesiyle meydana gelen bakteriyel biyofilm kaynakli yaygin
bir hastaliktir (Siqueira ve Rocas, 2009). Bakterilerin endodontik infeksiyonlarin
etiyolojisinde rol oynadig1 ve bu etiyolojinin heterojenik kaynakli oldugu, yani tek
bir bakteri tiirliniin sorumlu patojen olmadigi kanitlanmistir (Tronstad ve Titterud
Sunde, 2003). Boylece endodontik infeksiyonlarin incelenmesinde hedef patojen

temelli ¢caligmalarin yerini mikrobiyal komiinite temelli ¢aligmalar almistir.

Primer endodontik infeksiyonlar, nekrotize pulpaya ilk kez giris saglayan
bakterilerin organizasyonuyla meydana gelen ve anaerobik bakterilerin ¢ogunlukta
oldugu bir polimikrobiyal infeksiyondur (Siqueira ve Rocas, 2009). Sekonder
endodontik infeksiyonlara, primer infeksiyonda ortamda olmayan ancak kok kanal
sistemine hekim tarafindan miidahale edildikten sonra oral floradan kok kanal
sistemine gecis saglayan bakteriler neden olurlar (Riccucei ve Siqueira, 2010).
Persistan endodontik infeksiyonlarda ise, kok kanal tedavisi esnasinda kullanilan
antimikrobiyallere diren¢ saglamis ve bdylece inat¢i infeksiyonlarin gelismesine
neden olmus mikroorganizmalar bulunurlar (Siqueira ve Rocas, 2008). Siqueria ve
Rocas, sekonder ve persistan endodontik infeksiyonlarm klinik olarak ayirt
edilemeyecegini  bildirmiglerdir (Siqueira ve Rocas, 2008). Endodontik
infeksiyonlarin meydana gelmesinde multibakteriyel kombinasyonlar rol
oynadigindan basarili bir endodontik tedavinin amaci kok kanal sisteminde yer alan
tiim bu bakteri ylikiiniin kalitatif ve kantitatif olarak azaltilmasidir (Subramanian ve
Mickel, 2009). Ancak kok kanal sisteminin etkili temizlenmesine,
sekillendirilmesine, sizdirmaz sekilde doldurulmasina ve dise wuygun bir
restorasyonun yapilmasina ragmen endodontik tedavi basarisizligi olarak persistan

endodontik infeksiyonlar geligebilmektedir.

Endodontik infeksiyonlar tiim diinyada orofasiyal agri, lokalize ve yaygin
dental infeksiyonlar ve dis kayiplarinin baglica nedeni olarak gosterilmistir
(Eckerbom ve ark., 1992). Amerika Birlesik Devletleri’nde yilda 5.1 milyon primer
endodontik infeksiyon vakasinin tedavi edildigi rapor edilmistir. (Amerikan Dis
Hekimleri Birligi, 2007; Hsiao ve ark., 2012; Fouad ve Burleson, 2003). Uygulanan

endodontik tedavilerin %70’ini vital pulpali dislerin, %30’unu primer ve



sekonder/persistan infeksiyon vakalarinin olusturdugu tahmin edilmektedir (Fouad
ve Burleson, 2003). Bu da yilda 500.000’i askin endodontik infeksiyon hastasi
anlamma gelir. Ulkemizde 2012 yili iginde sadece Saglik Bakanligi’na bagh
kurumlarda yapilmis 1.572 milyon kok kanal tedavisi rapor edilmistir, ancak ilgili
indekslerde vital-infekte pulpa ayrimi yapilmadigindan tedavi edilen endodontik
infeksiyonlu vaka sayisina ulagilamamistir  (Saghk Bakanligi Faaliyet raporu,
2012). Infeksiyon varliginda yapilan endodontik tedavinin basarisinin ve dislerin
kurtarilma oranmin ciddi sekilde diistiigli gosterilmistir (Tronstad ve Titterud
Sunde, 2003; Fouad ve Burleson, 2003). Buna ek olarak dental infeksiyonlarin,
yayilarak mediastenit, fatal nekrotizan fasiit (Bonapart ve ark., 1995) veya beyin
apselerine (Corson ve ark., 2001) yol acacak sistemik komplikasyonlar olusturdugu

bildirilmistir.

Endodontik infeksiyonlar ge¢miste kiiltiir yontemleriyle analiz edilmistir
ancak giincel c¢aligmalar oral mikrobiotanin %>50’sinden fazlasinin kiiltiir
yontemleriyle temsil edilemedigini ortaya koymustur (Paster ve ark., 2001). Giincel
metotlar, oral florada 700°den fazla bakteri tiiriinii tanimlamistir. Bu bakterilerin
%350’si 16S rRNA gen sekanslama ile saptanmistir (Paster ve ark., 2001). Bununla
beraber, molekiiler c¢aligmalarda, farkli cografi bolgelerde yasayan ve ayni
endodontik infeksiyona sahip bireylerde saptanan mikrobiotanin, bakteriyel tiirlerin
dagilimi ve sayisi bakimindan anlamli farkliliklar gosterdigini rapor edilmistir
(Siqueira ve Rocas, 2009). Bu verilerin 15181 altinda, glinlimiizde belirli bir
populasyondan alinan 6rneklerde, komiinite profil ¢alismalar1 yapilmistir (Hong ve
ark., 2013; Tzanetakis ve ark., 2015). Bu calismalar sayesinde, endodontik
infeksiyonlarda yeni tiirlerin identifikasyonu yapilmigtir (Schirrmeister ve ark.,
2009; Tennert ve ark., 2013). Cografyalar aras1 mikrobiotadaki kalitatif ve kantitatif
farkliliklara ragmen, diinyanin her yerinde kok kanal tedavisi sirasinda kullanilan
dezenfektan materyaller ve protokolleri genellikle aynidir. Bu durum, tiim kurallara
uygun endodontik tedavi uygulanmasina ragmen tedavi basarisizliklarinin varhigini

aciklamada 6nemli bir noktadir.

Kok kanal sistemi, kanallar arasi baglantilar, ana kanaldan ayrilan yan
kanallar gibi diizensizlikleri ve dentin tiibiillerini igeren kompleks bir yap1 gosterir

(Vertucci, 1984). Bu anatomik yapi, mikrobiyoloji g¢alismalart i¢in kok kanal



mikrobiotasini ideal sekilde temsil eden bir Ornek alinmasini engeller. Kok
kanallarindan 6rnek almak i¢in en sik kullanilan teknik steril kagit kon ile drnek
alma teknigidir. Ancak, kanala yerlestirilen kagit konun yalnizca ana kanal ile
temasa gecebilmesi ve dolayisiyla ana kanalda yer alan mikroorganizmalardan
ornek alimmasi; kanal sistemindeki diizensizliklerde, yan kanallarda ve dentin
tiibiillerinde yer aldig1 bilinen mikroorganizmalarin ¢alismalarda saptanamayacagi
anlamina gelmektedir. Pulverizasyon, ¢ekilmis dislerin likit nitrojen sicakliginda
dondurulup mekanik etkiyle toz haline getirildigi, dolayisiyla kok kanal sisteminin
total mikrobiotasinin temsil edilebilme sansinin daha yiiksek oldugu bir 6rnekleme
teknigidir (Alves ve ark., 2009). Pulverizasyon tekniginin, kagit kon ile 6rnek alma
teknigine gore daha cok sayida ve daha fazla tiirde bakteriyi saptayabildigi
gosterilmistir (Tran ve ark., 2013)

Calismamizin amaclart Samsun ve c¢evre illerden, dis ¢ekimi igin
iiniversitemize bagvuran hastalarin primer veya sekonder/persistan endodontik
infeksiyon tanisiyla ¢ekilen dislerinden pulverizasyon teknigi ile elde edilen
mikrobiyal DNA’nin yeni nesil sekanslama teknigi olan pirosekanslama metodu ile
metagenomik analizini yapmak ve elde ettigimiz bulgular sayesinde farkli

hastaliklarda saptanan mikrobiyal komiiniteleri karsilagtirmaktir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1 Endodontik infeksiyonlarin kesfi

Kok kanallarinda canli organizmalarin varligindan bahseden ilk kisi, 17.
ylizyilda yasamis bilim insan1 Antony van Leeuwenhoek’tur (Dobell, 1932). Ancak
kok kanalindaki bu mikroorganizmalarin apikal periodontitis ile iligskilendirilmeleri
200 yil sonra olmustur. Robert Koch’un laboratuvarinda c¢alisgan Amerikali dis
hekimi Willoughby Dayton Miller (1890), “The Microorganisms of the Human
Mouth” adli kitabinda ¢iirik ve ciirlik olmayan disleri karsilastirarak dentin
tiiblillerinde bakteri invazyonundan bahsetmistir. 1894 yilinda Miller’in apikal
periodontitisle bakteriler arasinda bir iliski olabilecegini belirttigi, endodonti i¢in
doniim noktas1 olan c¢alismasi yaymlanmistir. Miller bu c¢alismasinda, kok
kanallarindan elde ettigi drneklerde o zamanin siniflamasiyla kok, basil ve spiroket
morfolojisindeki bakterileri saptamistir. Endodontik mikrobiyotanin morfolojik
olarak kokiin koronal, orta ve apikal ti¢liistinde farklilik gosterdigini rapor etmistir.
Ayrica spiroketlerin apseli vakalarda daha ¢ok bulundugunu belirtmistir ve bu tiir
bakterilerin apse gelisiminde rolii olabilecegini bildirmistir. Caligmalarinin
sonuglarina gore Miller (1894), bu bakterilerin apikal periodontitisin gelisiminde

rolii olabilecegi hipotezini kurmustur.

20. yilizyilin ilk yarisinda bakteriyel invazyon teorisi bos tiip teorisinin
golgesinde kalmis (Rickert ve Dixon, 1931; Dixon ve Rickert, 1933) ve 60’l
yillarda Keyes ve Kakehashi’nin ¢aligmalarina kadar da ispatlanamamistir. Keyes
(1960), genobiyotik hayvanlarda, karyojenik gidalarla beslendikleri halde dis
clriigliniin meydana gelmedigini gostermistir. Kakehashi ve ark. (1965),
immunokompresif ve kontrol grubundaki normal siganlarin pulpa dokusunu agiz
ortamina agik biraktiklar1 galigmalarinda, mikroorganizma varliginin endodontik
infeksiyonlarin gelismesindeki 6nemini gostermislerdir. 20 yil sonra Kakehashi ve
ark.’nin ¢alismasi benzer kosullar altinda tekrar edilmis ve benzer sonuclar elde
edilmigtir (Patterson ve Watts, 1987). Giiniimiizde, endodontik infeksiyonlarin
primer etiyolojik faktoriinliniin patojen mikroorganizmalar oldugu bilinmektedir

(Love, 2009).



Sundqvist (1976), travma sonrasi nekrotik hale gelmis kok kanallarindan
aldig1 6rnekleri anaerobik kiiltiir teknikleri uygulayarak incelemis ve sonug olarak
bakterilerin sadece radyolojik olarak apikal periodontitis tanis1 konmus dislerden
izole edilebildigini gostermistir. Moller ve ark. (1981), hayvan caligmalarinda
devital hale getirdikleri maymun disi pulpalarinda, ancak ortama bakteri girisi
saglanirsa apikal periodontitis gelisebildigini rapor etmistir. Bu calismalar, apikal
periodontitisin infeksiydz bir hastalik oldugu kadar, nekrotik pulpanin tek basina

apikal periodontitise neden olamayacagini gosterdikleri i¢in de olduk¢a 6nemlidir.
2.2 Oral Kavitenin Mikrobiyolojisi
2.2.1 Saghkl insan Mikrobiyomu

Saglikli insan viicudu hem sagligi idame ettirmede hem de hastaliklarin
gelismesinde rol oynayan konaga 6zgii birgok mikroorganizma topluluklar igerir.
Patojenik, kommensal ve simbiyotik olabilen bu mikroorganizmalarin meydana

getirdikleri ekolojik topluluga “mikrobiyom” ad1 verilir.

Konjuktiva mikrobiyotas:
staphylococci
haemophilus spp
staphylococcus aureus
streptococcus spp.

D1s kulagin mikrobiyotas|
staphylocci

B ikrobiyot:
urun mikrobiyotas: diphtheroids

staphylococci

streptococci pseudomona§

S. aureus enterobacteriaceae
Neisseria

Haemophlus

S. pneumoniae

Mide mikrobiyotas oral kavite ve orofarinks

Streptocuccus streptococci candida
stapylococcus staphylococci veillonella
lactobacillus fusobacterium  treponema

peptostreptococcus porphyromonas  prevotella

neisseria S.pneumoniae
heemophilus diphtheroids
S. aureus E. corrodens

Deri mikrobiyotas:

staphylococci ince barsagin mikrobiyotas:
diphtericids lactobacillus

S. aureus ¥ . |bacteriodetes
Streptocuccus clostridium

Bacillus enteroccocci

Malassezia furfur enterobacteriaceae
Candida

Mycobacterium spp

“4 Kalin barsagin mikrobiyotas:
¢ [Vajina mikrobiyotas:

Uretranin mikrobiyotast bacteriodetes streptococcus
Staphyloccocci Lactobacillus fusob ium
diphtericids peptostreptococcus clostridium acinetobacter
Streptococcus diphtheroids escherichia staphylococcus
Mycobacterium streptococcus klebsiella mycobacterium
Bacteriodetes clostridium proteus actinomyces
Fusobacterium bacteriodetes lactobacillus

Peptostreptococcus

candida eptostreptococcus
gardnerella

Sekil 1. Saglikli insan mikrobiyomu (McGraw-Hill, 2009’dan uyarlanmistir)



Mikrobiyom ve bu mikrobiyomu olusturan mikroorganizmalarin genetik
materyalleri  insan  mikrobiyotasim1  olusturur. Insan ve  mikrobiyotas:
supraorganizmayr meydana getiritler (Lederberg ve McCray, 2001). insan
mikrobiyomundaki iiye sayis1 insan viicudunu olusturan hiicre sayisindan 10 kat
daha fazladir (Turnbaugh ve ark., 2009). Insan viicudunda cesitli
mikroorganizmalarin bulundugu bircok mikrobiyom vardir. Mikroorganizmalar
kendilerine 6zgii belirli atmosferik ve besinsel igerigi olan ekosistemler olustururlar
ve bu ekosistemler mikroorganizmalarin kendileri i¢inde ve konakla olan simbiyotik
iligskilerinin devamliligin1 saglarlar. Bu karmasik mikrobiyomlar deride, oral
kavitede, farinkste, vajinal mukoza ve barsak mukozasinda normal sartlar altinda

bulunurlar ve konak sagliginin siirdiiriilmesinde rol oynarlar (Wilson, 2008) (Sekil

1).
2.2.2 Oral Mikrobiyomun Sistemik Saghkta Rolii

Kommensal mikrobiyota oral ve sistemik sagligin korunmasinda 6nemli rol
oynar. Bakteriler arasinda ekolojik dengenin saglanmasiyla patolojik degisiklikler
ve hastalik olusumu Onlenir. Oral mikrobiyom iiyelerinin varlig1 patojen tiirlerin
kolonizasyonunu engeller, buna kolonizasyon direnci fenomeni denir (Vollard ve
Clasener, 1994). Agiz i¢indeki bir¢ok ylizey, flora iiyesi mikroorganizmalar
tarafindan kolonize edildiginden patojen tiirlerin tutunacagi ylizey alani az
orandadir. Bu fenomenin etkisi antimikrobiyal kullaniminda flora tiyeleri zarar

goriip Candida ve S. aureus tiirleri firsat¢1 infeksiyonlara yol actiginda ortaya ¢ikar

(Sullivan ve ark., 2001).

Baz1 flora bakterilerinin patojen tiirler iizerine antagonistik etkisi de vardir.
S. salivarius K12 susu periodontitis ve halitozis ile iliskilendirilmis Gram negatif
tiirlere inhibe edici etki gosteren bakteriosin tiretir (Burton ve ark,2006; Wescombe

ve ark., 2009).

Oral mikrobiyotanin bagka bir faydali 6zelligi de nitrat metabolizmasi ve
kardiyovaskiiler sistemle iligkisidir. Sindirilen nitratin %25’i entero-saliva yoluya
agiz ortamina geri doner. Oral bakteriler nitrati nitrite indirgerler, bu nitrit gastrik
emilimle kan akimina gecer ve nitrit oksite doniistiiriiliir. Nitrit oksit bu mekanizma

ile damar esnekligini ve elastikiyetini saglarken, antihipertansif etki de gosterir



(Kapil ve ark., 2010). Oral bakterilerin bu mekanizmadaki rolleri antimikrobiyal
gargara kullanan deneklerde nitrat alimina ragmen plazmadaki nitrit oraninin diisiik
bulunmasiyla ortaya konmustur (Govoni ve ark., 2008). Ratlarda antimikrobiyal
kullaniminin nitrat seviyesini diigiirerek diisiik kan basincina yol agtig1 rapor
edilmigtir. Nitrat metabolizmasinin saglikli isleyisi hipotansiyon ve ilgili
kardiyovaskiiler bozukluklarin énlenmesi agisindan énemli bulunmustur (Petersson

ve ark. 2009).
2.2.3 Saghklh Oral Mikrobiyomu Olusturan Mikroorganizmalar

Oral mikrobiyom {iyeleri insanlarda en sik goriilen iki infeksiy6z hastaligin,
dis ciiriigiiniin ve periodontal hastaligin nedeni olmaktadir. Bu mikrobiyomu
bakteriler, viriisler, protozonlar, mantarlar ve arkealar farkli say1 ve kompozisyonda
meydana getirmektedirler. Oral mikrobiyomda bulunan bakteriler 1000°den fazla
bakteri tiirii iceren kolon mikrobiyomundan sonraki en karmasik mikrobiyomu
olusturur (Dewhirst ve ark., 2010; Human Genome Project Consortium, 2012). Oral
mikrobiyom,  simbiyotik  iliskide = olan  mikroorganizmalarin  siirekli
kolonizasyonunun sonucudur. Ancak, uygun kosullar meydana geldiginde, normal
oral mikrobiyom {iyeleri patojen hale gelebilirler. Patojenite bir mikroorganizmanin
hastalik yapma becerisi olarak tanimlanmaktadir (Baumgartner ve ark., 2008).
Firsatci patojenler dis pulpasi veya periradikiiler dokular gibi viicudun normal steril
alanlarina ulastiklarinda hastaliklara neden olabilirler. Mikroorganizmalarin
patojenite dereceleri “viriilans” olarak adlandirilir. Patojenik cevap ise,
mikroorganizmalara konak tarafindan olusturulan nonspesifik inflamatuar ve

spesifik immiinolojik reaksiyonlari igerir (Baumgartner ve ark., 2008).

Oral mikrobiyomun igerigini kesin olarak belirlemek giictiir. Ozel bir
mikroorganizma tliriiniin uzun donemli kolonizasyonunu da kestirmek oldukga
giictlir. Clinkii oral mikrobiyom oral kavitenin ¢evreyle olan devaml iliskisinden
otiri dis ortamlara agik dinamik bir yapidadir. Dolayisiyla oral mikrobiyom
viicuttaki diger mikrobiyomlardan farkli olarak gida, hava, su, sosyal temas gibi
yollarla dis ortama ve bagka bireylerin oral mikrobiyomuna kars1 kendini savunacak
sekilde evrimlesmistir. Bununla beraber oral mikrobiyomda kolonize olamayan

bir¢ok bakteri tiirii de vardir. Buna sebep olarak ekzojen bakterilerin oral yiizeylere



tutunmasini saglayan reseptorlerden yoksun olmalart ve konagin bagisiklik sistemi
tarafindan elimine edilmeleri gosterilmistir (Wade, 2013). Oral hijyen uygulamalari

da mikrobiyal ekosistem iizerine yikici etki gostermektedir.

Insan mikrobiyomu “temel mikrobiyom” ve “degisken mikrobiyom” olmak
iizere ikiye ayrilir (Turnbaugh ve ark., 2007). Temel mikrobiyom her bireyde ortak
bulunur ve saglikli kosullar altinda viicudun farkli bolgelerindeki predominant
tiirlerce olusturulurken; degisken mikrobiyom bireye 0zgiidiir ve bireyin yasam
tarzi, fenotipik ve genotipik belirleyicilerin etkisi altinda evrimlesmistir (Turnbaugh
ve ark., 2007; Zaura ve ark. 2009) (Sekil 2). Temel mikrobiyomu olusturan baskin

filotipler homeostazinin idamesini saglar.

Degigken insan Mikrobiyotas:
N

Mikrobiyotas:

Konak genotipi

Temel
Konak fizyolojisi

insan

Konagn immiin sistemi

Gegici Komiinite Uyeleri

Sekil 2. Temel ve degisken insan mikrobiyotas1 ve meydana gelmelerine etki eden faktorler (Zaura,

2009°dan uyarlanmuistir)

Viriisler

Oral mikrobiyomda viriisler genellikle hastaliklarla iligkili halde bulunurlar.
Kabakulak ve kuduz viriisleri tlikiiriik bezlerini infekte ederler ve hasta bireylerin
tiikiirtiklerinden izole edilebilirler. HIV ve hepatit gibi kanla bulasan viriisler

gingival sulkus sivisindan oral ortama gegebilirler. Ust solunum yolu infeksiyonu



etkeni viriisler hastalifin akut fazinda oral ortamda bulunabilirler (Wade, 2013).
Herpes simpleks viriisii viicuda ilk girdiginde gingivostomatite yol acar ve
trigeminal ganglionlara yerlesir. Bagisiklik sistemini tehdit eden bir dis etkene

cevaben yeniden aktif olabilir (Scott ve ark., 1997).

Prida ve ark. (2012), viriislerin oral ekosistemdeki roliinii arastirdiklari
metagenomik caligmalarinda 5 farkli bireyden 60-90 giin boyunca tiikiiriik 6rnegi
alip viriislerin 16S rRNA incelemesini yapmislardir. Elde edilen virom
sekanslarinin bir¢cogunu bakteriyi infekte eden virlisler olan bakteriyofajlarin
olusturmasi, yazarlara gore oral mikrobiyomdaki bakterilerin ¢esitlili§i ve sayisi

diistintildiglinde normal kabul edilmekteydi.
Protozonlar

Glinlimiize kadar sadece iki protozon normal oral mikrobiyomdan izole
edilmistir. Bunlar, Entamoeba gingivalis ile Trichomonas tenax’tir. Oral hijyeni
diisiik hastalarda saptanmalar1 nedeniyle Onceleri patojen olarak degerlendirilseler
de =zayif oral hijyenle iliskilerinin beslenme amagli oldugu belirlenmistir.
Protozonlar ig¢in, fazla miktardaki gida debrisi ve bakteriler Onemli besin

kaynaklaridir (Wantland ve ark., 1958).
Funguslar

Saglikli insanlarin oral mikrobiyomunda funguslarin varligim1 arastiran
metagenomik bir ¢alismada 20 saglikli denegin oral mikrobiyomunda 85 fungus
cinsi saptanmistir. Candida basta olmak {iizere bu cinsler; Cladosporium,

Aureobasidium, Saccharomycetales, Aspergillus, Fusarium ve Cryptococcus’tur

(Ghannoum ve ark., 2010).

Candida cinsine mensup birgok fungus iyi huylu, kommensal veya firsatci
patojen Ozellik gosterebilmektedir. Candida, prevalansi yasla artacak sekilde
toplumun neredeyse yarisinda semptom olusturmaksizin bulunmaktadir (Arendorf
ve Walker, 1979). Candida cinsine mensup 200°e yakin fungus tiiriiniin yedi tanesi
oral kaviteden izole edilmistir. C. albicans oral kaviteden en sik izole edilen

Candida cinsi iyesidir. Diger tiirler rastlanma sikligina gore; C. glabrata, C.



tropicalis, C. pseudotropicalis, C. guilliermondii, C. krusei ve C. parapsilosis tir

(Sen ve Baksi, 2009).

Candida tiirleri supragingival ve subgingival dental plaktan (Eliasson ve
ark., 2006; Beighton ve Lynch, 1995; de Carvalho ve ark., 2006), primer radikiiler
dentin ¢iirtiglinden (Lynch ve Beighton, 1994; Beighton ve Lynch, 1995) ve koronal

dentin ¢iiriiglinden izole edilmistir (Hossain ve ark., 2003).
Arkealar

Arkealar oral mikrobiyomun ¢ok kiigiik bir kismin1 meydana getirirler ve
oral mikrobiyomda bulunan arkealear ise cogunlugu metanojen grubuna mensup az
sayida tlirii igerir. Metanojen arkealar insanlarin, gevis getiren hayvanlarin ve
termitlerin sindirim sistemlerinde bulunur ve patojen olarak kabul edilmezler (Lepp
ve ark., 2004). Saglikli bireylerin oral kavitelerinde bulunabilirler ancak goriilme
sikliklar1 ve sayilar1 periodontal hastalikla dogru orantili olarak artar. Gilintimiize
dek saptanmis arkea tiirleri Methanobrevibacter oralis ve iki isimlendirilmemis

Methanobrevibacter sinifi tiyesi; M. curvum/congolense ve M. mazeii’dir (Lepp ve

ark., 2004; Matarazzo ve ark., 2011).
Bakteriler

Oral kavitede 700°den fazla bakteri tiirii bulunmaktadir ve bu bakteriler oral
kavitenin saghiginin ve fizyolojik kosullarinin idame ettirilmesinden sorumludur
(Zarco ve ark., 2012). Oral kavitede disler, gingival sulkus, dil, yanaklar, sert ve
yumusak damak ve tonsiller olmak iizere farkli mikrobiyal topluluklarin tutunup
geligebilecegi farkli 6zelliklerde ylizeyler vardir (Dewhirst ve ark., 2010). Aas ve
ark. (2005), farkli bakterilerin ayni oral kavite i¢cinde farkli bolgelerde kolonize
olmay1 tercih ettigini; maksillanin, sert damagin, yumusak damagin ve hatta dilin
dorsal kismu ile lateral kismmin birbirinden farkli bakteriyel profiller gosterdigini

rapor etmistir.

Sagliklt ve hastalikli bakteriyel flora birbirlerinden oldukca farklidir. Bu
farklilik oncelikle saglikli kosullar altindaki temel mikrobiyom profilini arastirma
gereksinimini dogurmustur (Aas ve ark., 2005). Bu sayede hem saglikl

mikrobiyomun tanimini daha saglikli yapabilmek hem de sagliktan hastaliga geciste

10



meydana gelen molekiiler degisiklikleri ortaya koymak miimkiin olacaktir. Cesitli
molekiiler genetik ¢aligmalarinda birbirleriyle iligkileri bulunmayan farkli
bireylerden ayni bakteriyel DNA sekansi (dizi) elde edilmistir (Zaura ve ark., 2009;
Bik ve ark., 2010). Bununla beraber, Bik ve ark. (2010) 6rnek birey basina yapilan
caligmalar arasindaki en kapsamli DNA sekans okumasini gergeklestirdikleri
caligmalarinda bireyler arasinda mikroorganizmalarin cinsleri ve miktarlar
acisindan belirgin farklhiliklarin da oldugunu ortaya koymuslardir. Arastiricilar
caligmalarinda, 6zetle saglikli bir oral kavitede en sik saptanan cinslerin sirasiyla;
Streptococcus, Veillonella, Granulicatella, Gamella, Actinomyces,
Corynebacterium,  Rothia,  Fusobacterium,  Porphyromonas,  Prevotella,
Capnocytophaga, Nisseria, Leptotrichia, Peptostreptococcus, Staphylococcus,
Eubacteria ve Propionibacterium oldugunu rapor etmislerdir (Aas ve ark., 2005;
Jenkinson ve Lamont, 2005; Wilson, 2008; Bik ve ark., 2010). Filum diizeyinde;
Firmicutes,  Bacteroidetes,  Actinobacteria,  Fusobacteria, = Proteobacteria,
Spirochaetes, TM7, Sulphur River 1 (SR1), Choloroflexi, Cyanobacteria,

Deinococcus ve Acidobacteria olmak tizere 13 ayri filum saptanmustir.

Zaura ve ark. (2010), ii¢ saglikli denegin oral kavitesinde cesitli bolgelerden
aldiklar1 Grneklerin metagenomik incelemesi sonucu temel mikrobiyomu sekiz
bakteri filumunun olusturdugunu rapor etmistir. Bu filumlar saptanma sikliklarina
gbre, Actinobacteria, Bacteroidetes, Cyanobacteria, Firmicutes, Fusobacteria,

Proteobacteria, Spirochaetes ve TM7 olarak belirtilmistir.
2.3 Mikroorganizmalarin Pulpaya Ulasim Yollar

Dentinin {izerini 6rten mine ve sement dokulari, normal sartlar altinda oral
kavitedeki mikroorganizmalarin pulpodentinal komplekse girigini engelleyerek
pulpodentinal kompleksin koruyuculugunu yapar. Bu dokularin biitiinliigii patoloji,
travma, restoratif, protetik veya periodontal iglemler sonucunda bozuldugunda
dentin tlibiilleri oral kavitedeki bakteri ve ekzojen {irlinlerin pulpa ve periradikiiler
dokulara ulagimi i¢in gegis kanallar1 gérevi goriir (Siqueira ve Rocas, 2011) (Sekil
3). Dentin tiibiilleri tiim dentin boyunca uzanirken, pulpaya komsu dentinde en
genis ¢apa (2.5 um), mine ve sement yakinindayken ise en dar ¢apa (0.9 pm) ulasir

(Garberoglio ve Briannstrom 1976). Ancak dentin tiibiillerinin en dar c¢api bile,
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boyutlari ortalama 0.2-0.7 pm arasinda degisen mikroorganizmalarin tiibiillere
penetrasyonunu engelleyemez (Siqueira ve Rocas, 2011). Mikroorganizmalarin
pulpaya ilk ulastiklar1 andan tiim kok kanal sisteminin infeksiyonuna kadar gegen
siire tahmin edilemez; ancak pulpast nekrotik dislerde invazyonun daha hizl
gerceklestigi bilinmektedir (Nagaoka ve ark. 1995). Canli pulpodentinal komplekste
dentin lenfinin hareketi, tiibiiler skleroz ve reperatif dentin formasyonu gibi
savunma mekanizmalart bakteri invazyonuna direng gosterir. Eger infeksiyon bu
yollarla elimine edilemezse pulpitis, pulpa nekrozu ve inflamatuar periapikal doku

hastaliklar1 meydana gelir (Love, 2009).

Mikroorganizmalarin invazyonu en sik koronal yolla meydana gelmektedir.
Mikroorganizmalar, ¢iiriik lezyonu, abrazyon, erozyon, atrizyon, catlak ve travma
gibi sebeplerle dis dokularinin kaybi sonucunda pulpaya ulasabilir. Hatali operatif
islemlerde tiikiiriik kontaminasyonu ve sizdiran restorasyonlar pulpanin istilasina
yol agabilir. Dentin kalinligimin asir1 azalmadigi ve dentin permeabilitesinin asiri
artmadig1 kosullarda, pulpa vitalitesini korudugu miiddetce dentin, agiz ortamina
acik olsa bile kritik bir infeksiyon ge¢is yolu teskil etmez (Siqueira ve Rocas, 2011).
Vital dentinde tiibiil icerigi tam olarak bilinmese de, albumin ve immunoglobulin G
(IgG) igeren seruma benzedigi one siirlilmiistiir (Knutsson ve ark., 1994). Tiibiiller
kavite preparasyonundan sonra fibrinojen gibi kan proteinleri de igerebilirler
(Knutsson ve ark., 1994; Izumi ve ark. 1998). Alveol kemigi, periodontal ligament
ve tiikiiriikten koken alan benzer molekiiller devital radikiiler ve koronal dentin
tiibiillerinde yer alabilir. Yapilan in vitro ¢alismalarda albumin, fibrinojen ve IgG
iceren dentin tiibiillerinin bakteri invazyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (Pashley
ve ark., 1982; Hahn ve Overton, 1997; Love 2002). Bu molekiiller, bakteri
hiicreleriyle reaksiyona girmekte veya tiibiilleri fiziksel olarak tikayarak

permeabiliteyi azaltmaktadir.
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Restoratif iglemler

Travma

Sekil 3. Mikroorganizmalarin pulpaya giris yollar1 (Love, 2004 ten uyarlanmistir)

Mikroorganizmalar ve {riinleri ilerleyen periodontal hastalik veya
periodontal prosediirler sonucunda foramen apikale, aksesuar kanallar, lateral
kanallar ve furkasyon kanallar1 yoluyla retrograd olarak da pulpaya ulasabilirler.
Iatrojenik kok perforasyonlar1 da bakterilerin periodontal dokular ile pulpa arasinda
baglant1 yolu olusturur. Periodontal cep derinliginin apikal foramene kadar ilerledigi
durumlarda burada bulunan ana kan damarlarmin hasari sonucu pulpa nekrozu
meydana geldigi gosterilmistir (Langeland ve ark., 1974). Mikrobiyal dental plagin
major bakterileri Streptococcus ve Actinomyces tirleri, dentin tiibiillerinde ve
pulpada infeksiyon baglatabilmekte ve Prevotella intermedia ve Porphyromonas
gingivalis gibi tiirlerin kolonizasyonunu kolaylastirarak infeksiyonun gelismesine
yol agmaktadirlar. Saglam bir sement dokusu bakteri invazyonunun sinirlanmast
icin esastir. Sementin zarar goOrdiigli durumlarda dentin tiibiillerinde bakteri

penetrasyon derinliginin arttig1 gosterilmistir (Haapasalo ve Orstavik, 1987). Oral
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kaviteye agik hale gelmis sement ince ve devamlilik gostermeyen yapida bir
dokudur (Moskow, 1969) ve Sharpey liflerinin baglanti noktalarinda yiizey
defektleri gosterir (Adriaens ve ark., 1987). Sement dokusunun ylizeyinde diseti
olugu sivisi, bakteri enzimleri ve asidik iiriinlere maruz kalmasi sonucu fiziksel ve
kimyasal degisiklikler meydana gelir (Daly ve ark., 1982; Eide ve ark., 1984).
Dolayisiyla bakterilerin dentin tiibiillerine invazyonu, sement tabakasi hasar
gordiikten sonra meydana gelir. Benzer sekilde, periodontal prosediirler sonucu
sement dokusunun tahrip edilmesi ve/veya uzaklastirilmast bakterilerin radikiiler

dentine invazyonunu kolaylastiracaktir.

Mikroorganizmalarin pulpaya giris yollarindan bir digerinin anakorezis
oldugu iddia edilmistir (Gier ve Mitchell, 1968). Anakoreziste, mikroorganizmalar
damar1 terk edip doku hasari olan bdlgeye kan veya lenf yoluyla ulasip bu
dokularda infeksiyona yol agarlar (Robinson ve Boling, 1941). Ancak bu yolla kok
kanal infeksiyonunun gelisebilecegine dair acgik bir kanit yoktur. Deneysel olarak
infekte edilmis kan akimi kullanilan bir calismada; ancak bakteriyemi esnasinda
overenstriimantasyon yapilarak periodontal kan damarlarina hasar verilip, kanal
icine kan akimi saglandiginda kanalda bakteriye rastlanmistir (Delivanis ve Fan,
1984). Anakorezis teorisine karsi bagka bir sav, Moller ve ark. (1981) tarafindan, 6
ay boyunca takip ettikleri aseptik nekrotik pulpali dislerde bu siire zarfinda bakteri
saptamadiklar1 ¢aligmalariyla rapor edilmistir. Bununla beraber travmaya ugramis
dislerde, anakorezis endodontik infeksiyonlarin nedenlerinden biri olarak kabul
edilse de; mevcut kanitlar bu dislerin mine ¢atlaklarindan agiga ¢ikan dentin yoluyla

infekte oldugunu gostermektedir (Love, 1996; Love ve Jenkinson, 2002).
2.4 Endodontik Mikrobiyom

Oral kavitede yer alan tiim bakterilerin kok kanal boslugunu istila etmek i¢in
esit firsat1 vardir ancak infekte kok kanallarindan yalnizca sinirli ve belirli bir grup
bakteri izole edilir (Kantz ve Henry, 1974). Kok kanallarimi istila potansiyeli olan
bakteri sayisi ile istila eden bakteri sayis1 arasindaki farki kok kanalinin g¢evresel
sartlar1 belirler. Oral kavitede yasayan bir¢ok bakteri tiirii dentin tiibiillerini invaze
edecek viriilans ozellikleri gostermez veya tiibiiller i¢inde hayatta kalamazlar. Bu

anaerobik ortamda mikrobiyomun igerigini belirleyen, mikroorganizmalar
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arasindaki iliski ve besin miktaridir. Kok kanal infeksiyonu, farkli bakteri tiirlerinin
farkli zamanlarda baskin oldugu dinamik bir siirectir. Mikrobiyom igerigindeki
degisiklikler 6zellikle oksijen gerilimi ve besin varligi gibi ¢evresel sartlara baglh
meydana gelir. Pulpal infeksiyon siirecinin baslangicinda fakiiltatif bakteriler baskin
olurlar. Giinler, haftalar sonra kok kanallarindaki oksijen nekroz ve fakiiltatif
bakteri aktivitesi sonucunda tiikenir. Oksijen destegi kan akiminin olmamasiyla
kesilir. Anaerobik bir ¢evre gelisir ve zorunlu anaerobik bakterilerin yasamasi ve
bliylimesi i¢in elverigli bir ortam olusur. Zamanla Ozellikle, kanal apikalinde
anaerobik sartlar daha da belirginlesir, sonug olarak anaeroblar fakiiltatif bakteriler

oranla artarak mikrobiyomun dominant tiirleri olurlar (Siqueira ve Rocas, 2011).

Ciriik lezyonunda veya tiikiiriikte bulunan bakteriler, pulpa dokusunda
dogrudan veya dentin tiibiilleri yoluyla bakteriyel tirtinlerini gondererek indirekt
yollarla pulpaya ulasirlar. Pulpaya genellikle karyojenik bakterilerden birkac¢i ilk
olarak ulasirlar. Pulpal inflamasyonun erken doénemlerinde pulpada saptanan
immunoglobulinlerin A. israelii, A. naeslundii, Eubacterium alactolyticum, L. casei,
Peptostreptococcus micros, Porphyromonas endodontalis, Prevotella intermedia, S.
mutans ve Veillonella parvum’a 6zgii olduklar1 saptanmistir (Hoshino, 1984). Bu
bakteriler hem konak savunmasina karst koymak hem de besin bulup yasamlarini
devam ettirmek zorunda olan sakkarolitik tiirlerdir ve kok kanal sistemine giris
saglayan ilk bakteri tiirleri olmalarindan 6tiirii 6ncii patojenler olarak adlandirilirlar.
Oncii patojen tiirleri apikal periodontitisin baslangicinda biiyiik dnem tasir ¢iinkii

kok kanal sistemindeki ekoloji Oncii tiirlere bagl olarak gelisir (Sundqvist, 1994).

Erken pulpitiste Streptococcus, Lactobacillus, Bifidobacterium, Actinomyces
ve Rothia cinsleri floraya egemen bakteri cinsleridir. Pulpaya giris saglayan
bakteriler pulpodentinal kompleksi izleyerek kanal agizlarma dogru ilerlerler.
Sakkarolitik bakteriler bag dokunun ekstraseliiler komponentini ve dokulardaki
oligosakkaritleri pargalamaya baslarlar. Bu donem “karbohidrat fermentasyon fazi”
olarak adlandirilir. Infeksiyonun bu erken fazinda ortamda proteolitik bakteriler ya
hi¢ yoktur ya da ¢ok az sayida bulunurlar. Bakterilerin kanal agizlarina
ulagmalariyla pulpada vendz staz meydana gelir. Azalan veya duran kan akiminin

etkisiyle bakterilerin sayilar1 logaritmik olarak artar ve pulpa nekrotik hale gelir.
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Nekrotik pulpada aktif kan dolagimi olmadigindan bakteriler konak savunmasindan

da korunurlar (Aydin, 2012).

Azalan kan akimi ve artan bakteri populasyonu kok kanal sisteminin
ekolojik ortamini anaeroblar lehine degistirir. Rediiksiyon potansiyeli diiserken,
ortamdaki sakkarolitik bakteriler karbohidratlar tiikenmeye basladigindan azalmaya
ve yerlerini hem sakkarolitik hem de proteolitik bakterilere birakirlar. Bu evre
glikolipit fermentasyon fazi olarak isimlendirilir. Bu evrede kok kanal sisteminin
baskin bakteri cinslerini Fusobacterium, Peptostreptococcus ve Prevotella
olusturur. Bacteroidetes pneumosintes, B. ureolyticus, P. denticola, P. buccae ve
Eubacterium tiirleri 6nce koronal daha sonra radikiiler pulpada sayica artmaya
baslar (Sundqvist, 1992). Artan bakteri sayisi, bakteri {irlinleri ve immun
reaksiyonlar sonucu foramen apikalede ikinci vendz staz meydana gelir. Protein
fermantasyon fazinin baglamasiyla bakteri ¢esitliliginde azalma meydana gelir ve
ekolojiye uyum saglayan bakterilerin sayis1 artar. Actinomyces, Bacteroidetes,
Eubacterium, Fusobacterium, Peptostreptococcus, Porphyromonas, Selemonas,
Veillonella ve Wolinella cinslerinin iiyeleri li¢iincii fazin en baskin bakteri

cinsleridir (Stashenko ve ark., 1994).
2.5 Endodontik Infeksiyon Tipleri

Endodontik infeksiyonlar anatomik konumlarma gore intraradikiiler
infeksiyonlar ve ekstraradikiiler infeksiyonlar olmak {izere ikiye ayrilirlar.
Intraradikiiler endodontik infeksiyonlara, kok kanal sisteminde kolonize olan
mikroorganizmalar neden olur. Intraradikiiler infeksiyonlar da, mikroorganizmalarin
kanala giris zamanina gore primer, sekonder ve persistan endodontik infeksiyonlar
olarak tice ayrilirlar. Primer endodontik infeksiyonlara, nekrotik pulpaya yeni
girmis ve kolonize olmus mikroorganizmalar neden olur. Sekonder infeksiyonlar,
primer infeksiyonun gelismesinde yer almayan ancak kok kanalina hekim
miidahalesinden sonra ulasan mikroorganizmalar tarafindan olusturulur. Persistan
endodontik infeksiyonlara, primer veya sekonder infeksiyonun iiyesi olmus, bir
sekilde antimikrobiyal ajanlara diren¢ saglamis ve kok kanal dolgusu yapilmis
kanallardaki olumsuz c¢evresel sartlarda hayatini idame ettirebilmis direngli tiirler

sebep olur (Siqueira ve Rocas, 2004). Genellikle sekonder ve persistan infeksiyonlar
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klinik olarak ayirt edilemezler (Siqueira ve Rocas, 2009). Eger infeksiyonun belirti
ve bulgulari, 6nceden infekte olmadigi kesin olarak bilinen bir diste meydana

geliyorsa; sekonder infeksiyonlar persistan infeksiyonlardan ayrilabilirler.

Ekstraradikiiler endodontik infeksiyon inflame periradikiiler dokularin
mikrobiyal invazyonuyla karakterizedir ve intraradikiiler infeksiyonlarin sekelidir.
Ekstraradikiiler infeksiyonlar intraradikiiler infeksiyonla iligkili olabilir veya

olmayabilir (Siqueira ve Rocas, 2011).
2.5.1 Primer Endodontik infeksiyonlar
Primer Endodontik infeksiyonlarda Yer Alan Bakteriler

Primer intraradikiiler  infeksiyonlar = nekrotik pulpa  dokusunun
infeksiyonudur. Primer endodontik infeksiyonlardaki mikroorganizmalar, pulpanin
inflamasyonunda ve pulpa nekrozuna dogru ilerleyen bakteri invazyonunun erken
asamalarinda rol almis olabilirler veya pulpa nekrozu sonrasi degisen cevre

sartlarindan avantaj saglayip sonradan kok kanal sistemine yerlesebilirler.

Primer infeksiyonlar anaerobik bakterilerin baskin oldugu karigik bir
komiinite ile karakterizedir. Her kok kanalindaki bakteriyel hiicre sayist 10 ile 10°
arasinda degisir (Sakamoto ve ark., 2007; Siqueira ve ark., 2007; Sundqvist, 1976) .
Molekiiler ¢alismalar her infekte kanalda ortalama 10-20 tiir ve filotip saptamistir
(Munson ve ark., 2002; Rocas ve Siqueira, 2008). Semptomlara siniis yolunun eslik
ettigi kok kanallarinda bu say1 ortalama 17°dir (Rocas ve Siqueria, 2008). Apikal
periodontitis lezyonunun boyutu ile kanalin igerdigi bakteri ve hiicre sayist dogru
orantihidir (Rocas ve Siqueira, 2008; Siqueira ve ark., 2007; Sundqvist, 1976).
Molekiiler bir c¢aligmadan lezyon boyutuyla kanaldaki takson (canlilarin
siiflandirilmasinda  kullanilan ortak birim) gruplart arasinda direkt oranti
gostermistir. Kiiclik lezyonlar ( < 5 mm) 12 takson igerirken, 5 mm ile 10 mm
arasinda boyutlanan lezyonlar 16 takson ve 10 mm’den biiylik lezyonlar 20 tiir
icerirler. Biiyiik lezyonlarla iligkili baz1 kanallar 40 takson dahi igerebilir. Lezyon
ne kadar biiyiikse kanal i¢indeki bakteri ¢esitliligi ve yogunlugu da o kadar fazladir
(Rocas ve Siqueria, 2008).
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Apse vakalar1 dahil primer infeksiyonlarda gosterilen en yaygin tiirler Gram
negatif (Fusobacterium, Dialister, Porphyromonas, Prevotella, Tannerella,
Treponema, Campylobacter ve Veillonella) ve Gram pozitif (Parvimonas,
Filifactor, Pseudoramibacter, Olsenella, Actinomyces, Peptostreptococcus,
Streptococcus, Propionibacterium ve FEubacterium) bakteri gruplarina aittir
(Sundqvist, 1994) (Tablo 1). Primer infeksiyonlarda bakteriyel prevalans saptama
ve tanimlama yoOntemlerinin hassasiyeti ve tanimlanmasi, drnekleme teknikleri,
cografik lokasyon, klinik tani ile hastalik smiflandirmasinin dogrulugu ve
cesitliligine bagh olarak ¢alismadan calismaya farklilik gosterir. Iyi tasarlanmis ve
ylriitiilmiis ¢aligmalarda saptanan tiirlerin ayn1 olmasi beklenir (Siqueria ve Rocas,
2011).

Tablo 1. Apikal periodontitis teshisi konmus kok kanallarindan izole edilen bakterilerin goriilme
sikliklar1 (%) (Sundqvist, 1994 ’ten uyarlanmistir.)

Bakteri Saptanma sikhigi
(%)

Fusobacterium nucleatum 48
Streptococcus spp 40
Bacteroidetes spp 35
Prevotella intermedia 34
Parvimonas micra 34
Pseudorami bacter 34
Peptostreptococcus anaerobius 31
Lactobacillus spp 32
Eubacterium lentum 31
Fusobacterium spp 29
Camplylobacter spp 25
Peptostreptococcus spp 15
Actinomyces spp 15
Mogibacterium timidum 11
Capnocytophaga ochracea 11
Eubacterium brachy 9
Selenomonas sputigena 9
Veillonella parvula 9
Porphyromonas endodontalis 9
Prevotella buccae 9
Prevotella oralis 8
Propionibacterium propionicum 8
Prevotella denticola 6
Prevotella loescheii 6
Eubacterium nodatum 6

18



Primer infeksiyonlarda endodontik mikrobiyomun yaklasik %40-55’ini
kiiltire edilememis tiirler olusturur (Munson ve ark., 2002; Sakamoto ve ark.,
2006). Kronik apikal periodontitisli ve periapikal apseli dislerin kok kanallarindan
elde edilen Orneklerin incelenmesinde ise mikrobiyomun %30-38’ini kiiltlire
edilememis tiirler olusturur (Munson ve ark., 2002). Infekte kok kanallarindaki
bakteriyel ¢esitliligi arastiran molekiiler calismalarda kiiltiire edilemeyen filotiplerin
cesitli kusaklara ait oldugu gosterilmistir. Kok kanallari, Synergistes, Dialister,
Prevotella, Solobacterium, Olsenella, Fusobacterium, Eubacterium, Megasphaera,
Veillonella ve Selenomonas cinslerini icerdigi kadar, TM7 filumu veya
Lachnospiraceae ailesiyle iligkili bakteriler de icerir (Rolph ve ark., 2001; Munson
ve ark., 2002; Rocas ve Siqueira, 2005; Rocas ve Siqueira, 2006). Sakomoto ve ark.
(2006), molekiiler teknikleri kullandiklar1 calismalarinda primer endodontik
infeksiyonlarda en sik rastlanan bakterilerin kiiltiire edilemeyen tiirler oldugunu
rapor etmislerdir. Endodontik infeksiyonlarda bulunan ve kiiltiire edilemeyen iki
filotipi Synergistes klonu BA121 ve Bacteroidetes klonu X083 olusturur (Rocas ve
Siqueira, 2005, 2008; Siqueira ve Rocas, 2005). Endodontik infeksiyonlardan alinan
orneklerde bu filotiplerin saptanmasi onlarin apikal periodontitisin patogenezinde
onceden beri rol oynayan saptanamamis tiirler oldugu goriisiinii ortaya atmistir

(Siqueira ve Rocas, 2011).

Akut apikal apseler infekte kok kanalinda yer alan ve periradikiiler
dokularda ekstraradikiiler bir infeksiyon baglatmak ve piiriilan inflamasyonu
uyarmak i¢in iggal eden bakterilerce meydana gelirler. Klinik olarak hastalik agri
ve/veya sislige neden olur ve siniislere ve fasial lojlara yayilarak seliilit ve diger
komplikasyonlara yol acar. Endodontik apselerde rol alan mikrobiyom karisiktir ve
anaerobik bakteriler baskindir (Siqueira ve ark., 2004;. Khemaleelakul ve ark.,
2002). Calismalar, molekiiler teknoloji ile direkt karsilastirma yoluyla her apse
vakasinda ortalama 12-18 takson oldugunu gdstermistir, kronik vakalarda ise bu
sayinin 7-12 oldugu bildirilmistir (Sakamoto ve ark., 2006; Siqueira ve ark., 2004).
Kiiltiire edilemeyen tiirler periapikal apselerde bulunan tiim taksonlarin %40’ 1
olustururlar ve gen klonu kiitiiphanelerinde toplanan gen sekanslarinin %30’dan

fazlasin1 meydana getirirler (Sakamoto ve ark., 2006).
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Apikal periodontitisin mikrobiyal nedenleri ortaya konmus olsa bile tek bir
tirtin varligmin hastalifin herhangi bir semptomu veya bulgusuyla 6zel iligkisi
olduguna dair bir kanit yoktur. Baz1 anaerobik Gram negatif bakteriler lezyonlarla
iliskilendirilmistir, ancak ayni tiirler aym siklikla asemptomatik vakalarda da
bulunabilir. Dolayisiyla semptomatik endodontik infeksiyonlarda, zorunlu patojenik
tiirlerin varligindan baska faktorlerin de rol oynamasi gerekir (Siqueire ve Rocas,
2011). Bu faktorler arasinda, ayni tilirlin suslarmin viriilans yetenegindeki
degisiklikler, karigik infeksiyonlarda tiirler arasi sinerjistik ve additif etkilesim,
bakteri hiicre sayisi, viriilans faktorlerinin ekspresyonunu etkileyen gevresel sartlar,
konak direnci ve eslik eden herpesviriis infeksiyonu sayilabilir (Siqueira, 2003;

Siqueira ve Barnett, 2004).

Kesitsel ¢aligmalara gore bakterilerin sayisindaki artis semptomlar ortaya
cikmadan meydana gelir (Siquiera ve ark., 2004). Endodontik infeksiyon siirecinde
mikrobiyom, akut periradikiiler inflamasyona yol agacak say1 ve viriilansa ulasarak
hastalik meydana getirme esigini gecebilir. Denatiire gradient jel elektroforezi ve
terminal restriksiyon uzunluk polimorfizmi analizlerinin kullanildigi molekiiler
caligmalar, semptomatik diglerdeki endodontik bakteri komiinitelerinin yapisinin
asemptomatik vakalarda goriilen tiirlerden farkli oldugunu gdstermistir.
Semptomatik vakalarda, asemptomatik vakalarla karsilastirildiklarinda; baskin olan
filotiplerin farkli oldugu ve komiiniteyi olusturan mikroorganizma sayisinin da daha
yiiksek oldugu rapor edilmistir (Siquiera ve ark., 2004). Mikrobiyal komiinite
yapisindaki  degisiklikler, semptomlar ortaya c¢ikmadan meydana gelme
egilimindedir. Meydana gelen degisiklikler, muhtemelen yeni patojenik tiirlerin
ortaya ¢ikmasindan veya bakteriyel komiinitedeki tiirlerin yeniden organize
olmalarindan kaynaklanir. Dominant tiirlerin tipinde ve sayisindaki farklar ve ortaya
cikan bakteriyel iligkiler tiim bakteriyel komiinitenin viriilansini etkileyebilir

(Siqueira ve Rocas, 2011).
Primer Endodontik Infeksiyonlarda Yer Alan Funguslar

Funguslar primer intraradikiiler infeksiyonlarda da goriilebilirler. Molekiiler
bir calismada primer infekte kanallarin %21’inde C. albicans gorildiigii rapor

edilmistir (Baumgartner ve ark., 2000).
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Primer Endodontik Infeksiyonlarda Yer Alan Arkealar

Siqueira ve ark. (2005), calismalarinda primer endodontik infeksiyonlarda
arkealar1 gdstermeyi basaramasa da, Vianna ve ark. (2006a; 2006b) yaptiklar
caligmalarinda primer infekte kanallarda M. oralis benzeri filotiplerin saptandigini

rapor etmiglerdir.
Primer Endodontik Infeksiyonlarda Yer Alan Viriisler

Viriisler canli konak hiicrelerine duyduklari ihtiyagtan otiirii nekrotik pulpalt
kanallarda yer alamazlar. Kok kanallarinda viriisler sadece insan immun yetersizlik
viriisi ile infekte bireylerde goriilmiistiir. Human sitomegaloviriis (HCMV) ve
Epstein-Barr viriisii (EBV) apikal periodontitis lezyonlarinda canli konak hiicreleri
varhiginda tespit edilmisti. HCMV ve EBV‘nin viral infeksiyon ile
replikasyonunun direkt sonucu olarak veya lokal konak savunmasini viral olarak
zayiflatarak apikal periodontitisin gelismesinde rol oynayabilecekleri belirtilmistir.

(Sabeti ve Slots, 2004).

Kok kanallarinda artan bakteriyel populasyon viriis ile infekte hiicrelerin
periradikiiler dokulara itilmesine neden olabilir. Bakterilerin yol actigi doku
hasarmin uyarip yeniden aktif hale getirdigi HCMV ve/veya EBV periradikiiler
ortamda konak savunmasini zayiflatir, bunu konaktaki infeksiydz ajanlara yanit
verecek lokal savunma hiicrelerinin potansiyelini degistirerek yapar. Herpes virlisle
infekte inflamatuar hiicreler proinflamatuar sitokin salinimi ig¢in uyarilir (Slots ve
ark., 2003). HCMV ve/veya EBV infeksiyonuna dair kanitlar semptomatik apikal
periodontitis lezyonlarinda, biiyiik lezyonlarda, HIV pozitif hastalarin apikal

lezyonlarinda daha da sik goriilmektedir (Saboia-Dantas ve ark., 2007).
2.5.2 Sekonder ve Persistan Endodontik Infeksiyonlar

Persistan ve sekonder infeksiyonlar genellikle, klinik olarak ayirt
edilemezler. Infekte olmadig: bilinen vital pulpada tedavi sonrasi gelisen apikal
apse gibi infeksiydoz komplikasyonlar veya tedavi sirasinda apikal periodontitis
teshisi konmamis ancak takip radyograflarinda periradikiiler radyolusensiligin
saptandig1 istisnai vakalar varhiginda sekonder infeksiyonlar1 persistan

infeksiyonlardan ayirt etmek daha kolay olur. Persistan ve sekonder infeksiyonlar

21



persistan eksuda, gegcmeyen semptomlar, seanslar arasi akut alevlenme ve tedavi
basarisizlig1 gibi ¢esitli klinik sorunlardan sorumlu olabilirler. Bu infeksiyonlar kok
kanal tedavisi sonrasinda olusan apikal periodontitis lezyonlartyla karakterizedirler
(Siqueira ve Rocas, 2011). Endodontik infeksiyonlar konusunda arastirma yapan
yazarlar sekonder ve persistan infeksiyonlar1 ayni baslik altinda ele almislardir
(Siqueria ve Rocas, 2011). Calismalarda ise sekonder ve persistan endodontik
infeksiyonlar, sekonder endodontik infeksiyon veya sekonder/persistan endodontik

infeksiyon olarak isimlendirilmistir (Cavrini ve ark., 2008; Gomes ve ark., 2012).
Sekonder Endodontik Infeksiyonlar

Sekonder endodontik infeksiyonlarda yer alan mikroorganizmalar primer
infeksiyonda yer almayan, kok kanal sistemine tedavi sirasinda, seanslar arasinda
veya kok kanal tedavisi sonrasinda giris saglayan patojenik tiirlerdir. Kok kanal
sisteminin tedavi esnasinda kontaminasyonuna sebep olan etkenler arasinda, dental
plak artiklari, temizlenmemis ¢iiriikler, sizdiran lastik ortii, kullanilan aletlerin ve
solusyonlarin kontaminasyonu yer alir. Seanslar arasinda bakteriler, uygulanan
gecici restorasyon materyalinin sizintisi, kirilmasi, diismesi veya disin kirilmasi
nedeniyle kok kanal sistemine giris saglarlar (Siqueira, 1997). Siqueira ve Lima,
onceden infeksiyon bulgulari géstermemis vital bir mandibular molar disin kok
kanal tedavisi esnasinda gelisen infeksiydz bulgu ve semptomlari nedeniyle kok
kanalinin mikrobiyal incelemesini yapmislar ve iki koagiilaz-negatif stafilokok
grubu bakteriyi; S. epidermidis ve S. xylosus’u saptamislardir (2002). Bu vaka
sunumunda sekonder endodontik infeksiyonun gelismesinin sebebinin kullanilan

kanal aletinin deri mikrobiyomu ile kontaminasyonu olabilecegi bildirilmistir.

Hangi yolla girerse girsin mikroorganizmalar kok kanal sisteminde hayatta
kalir ve ¢ogalirlarsa sekonder infeksiyona sebep olabilirler. Kanal i¢i dezenfeksiyon
islemlerine direngc goOstermeleri halinde ise sekonder infeksiyon persistan
infeksiyona doniisebilir. Kok kanal dolgusu tamamlanirken kanal iginde kalan

patojen bakteri varlig1 tedavinin basarisiz olma ihtimalini arttirir (Siqueira, 2001).
Kok Kanal Dolgusu Asamasinda Bakteriler

Primer endodontik infeksiyonlar kok kanal sistemindeki bakteriler i¢in peptit

ve aminoasitlerce zengin bir besin destegi saglayarak anaerobik proteolitik tiirlerin
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artmasin1  saglarlar. Kok kanallarinin  biyomekanik enstriimantasyonunun
tamamlandig1 bir diste nekrotik pulpa artiklarinin ¢ogu temizlenmistir (Peculiene ve
ark., 2008). Ancak, etkili antimikrobiyal islemler dahi infekte kok kanal
sisteminden bakterileri tamamen elimine etmekte basarisiz olabilir. Bu persistan
bakterilerin diren¢ goéstermesinden veya ulasilamayan alanlarda yer almasindan
kaynaklanir. Direncin nedeni ne olursa olsun, kok kanal sistemindeki bakteriyel
cesitlilik ve bakteri sayist tedavi sonrasinda Onemli oranda azalir. Yapilan
caligmalarda kok kanallarinin kemomekanik preparasyonundan sonra alinan
orneklerde, her vakada ortalama 1-5 bakteriyel tiir saptanmistir ve 107 ile 10°
arasinda bakteriyel hiicre sayis1 rapor edilmistir (Bystrom ve Sundqvist, 1985;

Sakamoto ve ark., 2007; Siquiera ve ark., 2007).

Tedavi sonrasi persistan infeksiyon gelismesinden sorumlu tutulabilecek tek
bir bakteri tiirii yoktur. Primer infeksiyonlarda sik rastlanan Gram negatifler
kemomekanik islemler ve kanal i¢i medikaman uygulamasiyla elimine edilirler. F.
nucleatum, Prevotella tiirleri, C. rectus enstriimantasyon ve medikaman kullanimi
sonras1 kok kanal sisteminden izole edilebilen nadir Gram negatif bakterilerdendir
(Bystrom ve Sundqvist, 1985; Gomes ve ark., 1996; Peters ve ark., 2002).
Calismalar enstriimantasyon ve medikamasyon uygulamalarina direng gosteren
tirlerin daha ¢ok Gram pozitifler oldugunu belirtmistir. Streptococcus tiirleri, P.
alactolyticus, P. micra, Actinomyces, Propionibacterium ve Lactobacillus tiirleri, E.
faecalis ve O. uli gibi bakteriyel tiirlerin persistan infeksiyonlu vakalarda daha ¢ok
saptamis olan c¢aligmalar Gram pozitif bakterilerin dolgusu tamamlanmis kok kanal
sisteminin zor kosullarinda hayatta kalabilen direncli tiirler oldugu goriisiinii ortaya

koymustur (Sjogren ve ark., 1997; Peculiene ve ark., 2001; Chavez ve ark., 2005).

Biyomekanik preparasyon ve kanal i¢i medikamasyon islemleri sonrasinda
kok kanal sisteminde bakteri varligi her zaman infeksiy6z komplikasyonlara neden
olmaz. Kok kanal sisteminde rezidiiel bakteri varliginda periapikal lezyonlarin
iyilestigini gosteren ¢alismalar bu goriisii desteklemektedir (Sjogren ve ark., 1997,
Fabricius ve ark., 2006). Rezidiiel bakteriler kok kanal dolgusu tamamlandiktan
sonra dolgu materyalinin toksisitesi, bakterinin besinle olan iligkisinin kesilmesi
sonucunda Olebilirler. Hayatta kalsalar bile patolojik bir degisiklik teskil edecek

saylya ve virlilans esigine ulasamayabilirler. Ancak bunun tam aksine, besin
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kithgina adapte olabilir ve ¢cogalip patojenik 6zellik kazanacak viriilans seviyesine
erisebilirler. Kok kanal sistemindeki rezidiiel bakterilerin kok kanal tedavisinin
prognozuna olan etkisini belirleyen en 6nemli faktér konak savunmasidir. Eger
mikroorganizmalarin sayis1 ve viriilans1 konak savunmasini agarsa hastalik meydana

gelir. (Siqueira ve Rocas, 2011).
Persistan Endodontik Infeksiyonlar

Persistan apikal periodontitiste mikrobiyom primer infeksiyonlara gore daha
az ¢esitlilik gosterir. Radyolojik olarak kabul edilebilir bir kok kanal dolgusu
varliginda kanallardan ortalama 1-5 bakteri tiirii izole edilebilirken; yetersiz bir kok
kanal dolgusunda bu say1 primer endodontik infeksiyonlardaki sayiya yiikselerek
ortalama 10-30 bakteri tiirline ¢ikar (Sundqvist ve ark., 1998; Siqueira ve Rocas,
2004; Sakamoto ve ark., 2008). Kanal bas ortalama bakteriyel hiicre sayis ise 10 -
107 kadardir (Peculiene ve ark., 2001; Sedgley ve ark., 2006).

Persistan endodontik infeksiyonlu kok kanallarinda  Enterokoklar,
mikrobiyomun %29-77’sini olustururlar (Peculiene ve ark., 2000; Peculiene ve ark.,
2001; Siqueira ve ark, 2002; Pinheiro ve ark., 2003). E. faecalis persistan infeksiyon
vakalarinin %90’indan izole edilmistir. Persistan endodontik infeksiyonlu disler
primer infeksiyonlara gore 9 kat fazla E. faecalis igerirler (Siqueira ve Rocas,
2011). E. faecalis’in birden fazla seansta tedavi edilen ve seanslar arasi oral
kaviteye acik birakilan dislerden daha yiiksek oranda izole edilmesi Enterokok
tiirlerinin kok kanal sistemine tedavi esnasinda veya seanslar arasinda giris yapmis
sekonder istilact bir bakteri oldugu goriisliniin ortaya atilmasina sebep olmustur

(Hancock ve ark., 2001; Siren ve ark., 1997).

E. faecalis’in dentin tilibiillerine penetre olabilmesi ve biyofilm olusturma
yetenegi kanal i¢i dezenfeksiyon prosediirlerinden kaginabilmesini saglar (Siqueira
ve ark., 1996). Bu mikroorganizmalar, kanal i¢i medikamani olarak uygulanan
kalsiyum hidroksitin yarattig1 yiiksek pH araliginda hiicre duvarindaki proton
pompasi sayesinde hayatta kalabilmekte ve primer infeksiyonlardaki patojen tiirlerin
aksine kok kanallarinda tek basina kolonize olabilmektedir (Evans ve ark., 2002).
Zor cevresel sartlara gen ekspresyonunu regiile ederek adapte olan E. faecalis canli

fakat kiiltiire edilemeyen (VBNC-viable but non-cultivable) hale gelebilir. Bu
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ozelligi, uyumsuz cevresel sartlarla karsilasildiginda gosterilen bir savunma
mekanizmasidir. VBNC halinde bakteri kiiltiirde biiylime yetenegini kaybeder
ancak canliligin1 ve patojenitesini devam ettirir ve optimal sartlar karsilandiginda
cogalabilirler (Lleo ve ark., 2001). Calismalar E. faecalis’in besin eksikliginde
hayatta kalabildigini ve besin kaynaklar1 olustugunda cogaldigini gdstermistir

(Figdor ve ark., 2003; Lleo ve ark., 2001).

Persistan endodontik infeksiyonlu dislerin kok kanallarindaki mikrobiyom
profilleri bireyden bireye degisir, bu da belirli bakteriyel kombinasyonlarin tedavi
basarisizliginda rol oynadigimi gosterir (Rocas ve ark., 2004; Sakamoto ve ark.,
2008). Persistan endodontik infeksiyonlu dislerin kok kanallarinda saptanan diger
bakterileri Streptococcii ve anaerobik tiirler olusturur. P. alactolyticus, P.
propionicum, F. alocis, D. pneumosintes, D. invisus, T. forsythia, P. micra, P.
intermedia ve T. denticola persistan infeksiyonlu vakalardan izole edilmistir
(Siqueira ve Rocas, 2004; Siqueira ve Rocas, 2005). Persistan endodontik
infeksiyonlu kok kanallarindan izole edilen taksonun %55’ini kiiltiire edilemeyen
tiirler olusturur ve bu tiirler kok kanalindaki mikrobiyomun ¢ogunlugunu da temsil
ediyor olabilirler (Rocas ve ark., 2008). Bacteriodes klonu X083 ve Synergistes
klonu BA121 gibi kiiltiire edilemeyen filotipler persistan endodotik infeksiyonlu
kok kanallarindaki baskin bakteriler oldugu bildirilmistir (Sakamoto ve ark., 2008;
Rocas ve ark., 2008).
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Tablo 2. Farkli klinik kosullarda endodontik mikrobiyomun ana belirleyici dzellikleri

(Siqueira ve Rogas, 2009°dan uyarlanmistir)

Primer infeksiyonlar Persistan Persistan/sekonder
infeksiyonlar infeksiyonlar
Kronik Apikal Akut apikal Dolgu asamasinda Tedavi edilmis
Periodontitis apse disler
Komiinite Kansik Kansik Karigik, bazen tek Karisik, bazen tek
N 10-20 10-20 1-5 Yeterli tedavilerde
(takson/vaka) 1-5, Yetersiz
tedavilerde 2-30
Kiiltiire %40-55 %40 %42 %55
edilemeyen
bakteriler
En stk Gram negatif/Gram Gram negatif Gram pozitif Gram pozitif
saptanan pozitif anaeroblar anaeroblar fakiiltatifler/anaeroblar  fakiiltatifler
grup
En stk Treponema spp. Treponema spp.  S. mitis E. faecalis
saptanan
T. forsythia T. forsythia Diger streptokoklar C. albicans
takson
Porphyromonas Porphyromonas  Propionibacterium spp.  Streptococcus spp.
Spp- Spp-
F. nucleatum P. alactolyticus
Dialister spp. Dialister spp.
Prevotella spp. P. propionicum
F. alocis F. nucleatum

P. alactolyticus
F. nucleatum
Synergistes spp.
E. corrodens
Prevotella spp.
Olsenella spp.
P. micra

Peptostreptococcus

E. corrodens
Prevotella spp.
Olsenella spp.

P. micra

P. alactolyticus
P. micra
Lactobacilli
Olsenella spp.
Actinomyces spp.
P.aeruginosa

Enterik rodlar

F. alocis
Dialister spp.
Actinomyces spp.
P. aeruginosa

Enterik rodlar

26



2.6 Endodontik Mikroorganizmalar Uzerindeki Cografik Etki

Farkli iilkelerde yapilan ¢aligmalardan elde edilen bulgular, endodontik
infeksiyonlara dahil olan tiirlerin sikliginin dikkate deger bir farklilik gosterdigini
ortaya koymaktadir. Bu farkliliklarin identifikasyon metotlarindaki varyasyonlardan
kaynaklandig1 disiiniilmesine ragmen, cografyanin kanal mikrobiyom igerigi
tizerindeki etkisinden siiphelenilmistir. Diinyanin farkli bolgelerinde oral
mikrobiyom popiilasyonlarinin farkli olabilecegi diisiiniilmiistiir. Birbirinden uzak
cografik bolgelerden elde edilen mikrobiyolojik bulgularin karsilagtirilmasinda
molekiiler yaklasimlar en uygun metotlardir. Ideal sartlarda, dogru sonuglara
ulagmak icin farkli {ilkelerden alinan ornekler ayni laboratuvarlarda analiz
edilmelidir (Siqueira ve Rocas, 2011). Orneklerin uzaktaki bir laboratuvara
ulagtirilmas: sirasinda gecen stire orneklerin kiiltiir teknigi ile analizi i¢in uygun
degildir. Molekiiler metotlar DNA tespitine dayanir. DNA degismeden kalir ve
uygun kosullarda saklandiginda uzun siire tespit icin kullanilabilir (Young ve ark.,
2007). Bu nedenle 6rnekler her zaman diizenlenebilir ve tasima kosullarindan 6tiirii
bilgi kayb1 dnlenebilir. Tiire spesifik Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) kullanilan
bir calismada, iki uzak cografi bolgeden toplanan apse oOrneklerinde sec¢ilmis
bakteriyel tlirlerin miktar1 ve varligi aragtinnlmigtir. Sonuglarda, bu iki bolge
arasinda Onemli farkliliklarin oldugu gosterilmistir. Bu calisma ile, endodontik
mikrobiyota igerigine cografik faktorlerin etki edebilecegi gosterilmistir (Siqueira

ve Rocas, 2009).

2.7 Kok Kanal Patojenlerinin Saptanmasinda Kullanilan Geleneksel
Yontemler

Kok kanal patojenlerinin tespitinde mikroskopi, kiiltiir yOntemleri,
antibiyotik duyarlilik testleri, immiinolojik ve molekiiler biyolojik teknikler

kullanilmaktadir.
2.7.1 Mikroskopi

Hizli ve ucuz bir yontem olmasinin yaninda mikroorganizmalarin morfolojik
degerlendirilmesine dayandigi i¢in duyarliligt ve ozgilligi olduk¢a simirhidir.
Mikrobiyolojik o6rnekler dogrudan mikroskop altinda incelenebildigi gibi gram

boyama ve floresan boyama gibi ¢esitli yontemlerle boyanarak da incelenebilir.
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2.7.2 Kiiltiir Yontemi

Kiiltiir, uygun ¢evre kosullarini saglayarak mikroorganizmalarin laboratuvar
ortaminda ¢ogaltilmasi islemidir. Kiiltiir analizi temel olarak; 6rnek toplanmasi,
orneklerin saklanmasi/tasinmasi, dispersiyonu, diliisyonu, kiiltiire edilmesi,
izolasyonu ve identifikasyonu basamaklarindan olusur. Mikrobiyal patojenler i¢in
gerekli unsurlar canli veya yapay ortamlar tarafindan temin edilebilir.
Mikroorganizmalarin bu yapay ortamda yasayabilmeleri i¢in besin, 1s1, nem, tuz
konsantrasyonu, atmosfer, pH gibi uygun fizikokimyasal sartlara sahip olmasi
gerekmektedir (Slots, 1986). Bircok mikroorganizmanin hayatta kalmak ve
cogalmak i¢in ihtiya¢ duydugu kosullar heniiz bilinmemektedir. Ayrica kiiltiir
ortaminin kendisi bazi tiirler i¢in toksik olabilmektedir (Rodrigues-Valera, 2002).
Bu nedenle bir¢ok mikroorganizma kiiltiir teknikleriyle saptanamamistir. Ward ve
ark. (1990), ile Amann ve ark. (1995) kiiltir teknikleriyle saptanmis
mikroorganizmalarin bilinen total mikrobiyotanin %1’inden azini1 olusturdugunu
ileri siirmiglerdir. Kiiltiir metotlariyla saptandig1 kabul edilen ekosistem tiyelerinin
kiiltiirden bagimsiz metotlarla analizinde bir¢ok mikroorganizmanin bilinenden ¢ok

daha farkli 6zelliklere sahip oldugu belirtilmistir (Hugenholtz ve Pace, 1996).

Bir mikroorganizmanin kiiltiire edilebilmesi her zaman basarili bir sekilde
identifiye edilebilecegi anlamina gelmez. Kiiltiir yontemi bakterilerin fenotipik
ozelliklerine dayandig i¢in diisiik Ozgiilliige sahiptir ve bu nedenle mikrobiyal
tirlerin birbirlerinden ayrilmasinda belirgin smirlamalart bulunur. Ciinkii her
mikroorganizmanin  kendine 0zgli bir fenotipi yoktur ve fenotipler
mikroorganizmanin  yasadigt  ¢evresel  sartlara ve  ortamdaki  diger

mikroorganizmalara bagli olarak degisebilmektedir (Tang ve ark., 1997).
Kiiltiir Yontemlerinin Sinirlar1 (Love, 2004)

* Genis mikrobiyal tiirlerin kiiltire edilmesine imkan vermez. Bazi
mikroorganizmalar kiiltiir ortaminda ya gelisemezler ya da ¢ok zor
geligebilirler. Bu, hatali negatif sonuca neden olur ve bazi zorunlu veya
kiiltiire edilemeyen mikroorganizmalarin patojenik roliiniin daha azmis gibi

degerlendirilmesine neden olur.
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* Tim canh tirlerini saptayacak duyarlilikta degildir. Az sayidaki
mikroorganizmalari belirlemede yetersizdir.

e lzolasyon isleminden sonra mikroorganizmalarmn cesitli tekniklerle
identifikasyonu yapilmalidir.

* Yalnizca fenotipik Ozelliklere dayanarak suslarin identifikasyonunun
yapilmas1 yiiksek hata potansiyeli igerir.

e Ormek tasima kosullari teknigin duyarliigi {izerinde biiyiik etki
gostermektedir. Anaerobik bakterilerin hayatta kalmasina olanak taniyacak
sekilde tasinmalidir fakat bu da fakiiltatif bakterin asir1 artmasina neden
olabilir.

* Hassasiyeti ekim ortamina ve mikrobiyotaya bagli olarak diisiiktiir. Buna
fenotipik 6zelliklerin belirsizligi, konverjan veya diverjan tiirlerin olugmasi
ve mikrobiyologun deneyimi gibi cesitli faktorler etki eder.

* Anaeroblarin izolasyonu i¢in 6zel ekipman ve sartlar gerekmektedir.

* Anaerobik bakterilerin bir¢ogunun saptanabilmesi i¢in giinler gerekir. Tan1

amagh kullanilmak agisindan yavastir.
2.7.3 Antibiyotik Duyarhlik Testleri

Disk diflizyon testi, diliisyon yontemleri ve E-test gibi testler, hastaliklarin
tan1 ve tedavisinde, epidemiyolojik arastirmalarda ve yeni antimikrobiyal ilaglarin

gelistirilmesinde siklikla kullanilmaktadir (Giir, 1999).
2.7.4 immiinolojik Yéntemler

Immiinolojik yontemlerin dzellikle infeksiyon olusturan bakterilerin izole
edilmesinin ve tanimlanmasinin zor oldugu veya onceki infeksiyonun dogrulanmasi
gerektigi durumlarda kullanilmasi 6nerilir. Hedef tiirleri dogrudan tespit etmek i¢in
spesifik mikrobiyal antijenleri taniyan antikorlarmn kullanildig1 testlerdir. Bu
amacla, tlire spesifik ©6zel konak immunoglobulinleri hedef alan antikorlar
kullanilabilir. Reaksiyon, dogrudan ve dolayli olarak immunofloresan, flow
sitometri ve enzim bagli immiinosorbent test (ELISA) gibi cesitli tekniklerle

gosterilebilir (Sanz ve ark., 2004).
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2.8 Kok Kanal Patojenlerinin Saptanmasinda Kullanilan Giincel

Yontemler

Molekiiler caligsmalar, oral mikrobiyomdaki bakterilerin yaklasik %40-
50’sini ve bagirsaktaki bakterilerin %70’ini heniiz kiiltiire edilememis bakterilerin
olusturdugunu gostermistir (Suau ve ark.,, 1999; Paster ve ark., 2001).
Mikroorganizmalarin kiiltiire edilememesinin birgok sebebi vardir. Yapay kiiltiir
ortam1 besin ve biiyiime faktorleri agisindan yetersiz olabilir. Laboratuvarda kiiltiir
islemi mikrobiyal tiirlerin biiylime ihtiyaglarinin bazilarin1 karsilayabilir. Bununla
birlikte, mikroorganizmalarin yasamlarini devam ettirebilmek i¢in konagin
kullandig1 spesifik biiylime faktorleri hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Kiiltiir
ortaminin kendisi baz tiirlere toksik olabilir ve biiyiimeyi engelleyebilir (Siqueira

ve Rocas, 2011).

Ornekteki (kiiltiir ortamindaki) diger mikroorganizmalar arastirilan tiirleri
engelleyen maddeler iiretebilir. Bir tiir iiremek i¢in baska tiirlere ihtiya¢ duyabilir.
Ornegin, T. forsythia mutlaka N-asetil muramik aside ihtiya¢ duyar. Saf kiiltiirde
cok zayif liremekte iken diger tiirlerle kiiltiire edildiginde iyi tiredigi gosterilmistir

(Siqueira ve Rocas, 2011).

Bakteriler arasi iletisimi saglayan quorum-sensing denen ve sinyal iireten
bakterinin lokal yogunluguna goére bazi bakterilerin gen ekspresyonunu koordine
ettigi sistem bozulabilir. Bu sistem dogal biofilmlerde tiirlerin iiremesini yonetmek
acisindan Onemli olabilir ve c¢evresel faktorlerden etkilenir. Solid ortamdaki
bakterilerin ayrigmast birbirleri arasindaki iletisimi bozabilir ve bazi tiirlerin kiiltiire

edilememesine yol agabilir (Siqueira ve Rocas, 2011).

Molekiiler tan1 metotlar1 sayesinde hem kiiltiirii yapilabilen hem de
yapilamayan bakteri tiirleri saptanabilir. Molekiiler ¢calismalar, mikrobiyal ¢esitliligi
dogru sekilde gostermede kiiltiir elde etmeye bagl identifikasyon metotlarinin
yetersiz olduklarini gostermistir (Siquiera ve Rocas, 2011). Mikrobiyal
tanimlamada molekiiler tani metotlarimin diger yontemlere gore avantajlar
sunlardir: bu yontemler yliksek 6zgiillikk gosterir ve mikrobiyal tiirlerin kesin olarak
tanimlanmasina olanak saglar, kiiltlir yontemine gore daha duyarlidir,

mikroorganizmalar1 tanimlayabilmek i¢in onlarin canli olmalarma ihtiyag duymaz
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ve kiiltlir yontemine gdre daha kisa siirede sonug¢ verirler (Sundqvist ve Figdor,

2003; Siqueira ve Rocas, 2011).

DNA temelli teknikler, giiniimiizde oral infeksiydz hastaliklardan, oral
kanserlere ve sistemik hastaliklarda rol oynayan mikroorganizma tiirlerinin ve
komplekslerinin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Tiim bakterilerde 16S rDNA
geni bulunur. Bu genin tiim bakterilerde bulunan korunmus bdlgeleri ve bir tiirden
baska bir tiire degisiklik gosteren hiperdegisken bolgeleri vardir. Bu gen sayesinde
spesifik identifikasyon gergeklesebilmektedir. Hastaliklarla iliskili mikroorganizma
profillerinin tespit edilmesi ile erken tan1 agamasinda ve hastaliga yatkin bireyleri
belirlemede kullanilacak molekiiler tan1 metotlarinin {iretimi kaginilmazdir (Paster

ve Dewhirst, 2009).

Siqueria ve Rocas (2009), endodontik infeksiyonlarda yer alan
mikroorganizmalarin incelendigi ¢alismalarda kullanilan metotlar1 bes gruba

ayirmistir:

Birinci jenerasyon calismalar: Bu ¢alismalar acik uclu kiiltiir tekniklerini

icermektedir.

ikinci jenerasyon calismalar: Bu calismalar kapali uclu molekiiler
teknikleri icermektedir. Tiire spesifik PZR ile checkerboard hibridizasyon ikinci

jenerasyon c¢aligmalarindandir.

Uciincii jenerasyon calismalar: Bu calismalar acik uclu molekiiler
teknikleri kapsar. Genis spektrumlu PZR, Sanger sekanslama ve Terminal-

restriksiyon fragman polimorfizmi (T-RFLP) {igiincii jenerasyon ¢aligsmalarindandir.

Dordiincii jenerasyon cahsmalar: Bu calismalar kapali uclu molekiiler
yontemleri icerir. PZR ile reverse-capture checkerboard hibridizasyon doérdiincii

jenerasyon caligsmalarini olusturur.

Besinci jenerasyon calismalar: Bu calismalar genis kapsamli agik uglu
genetik analizleri igerir. Mikrobiyom profili olusturmak ve tiirlerin yiiksek
verimlilikte saptanabilmeleri i¢in en uygun metot olarak onerilmektedir (Siqueria ve
ark., 2012). Yeni nesil DNA dizileme teknikleri besinci jenerasyon ¢alismalarda

kullanilmaktadir.
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Paster ve Dewhirst’e gore (2009) ise mikrobiyal molekiiler analizler {i¢
gruba ayrilirlar. Bunlar PZR temelli metotlar, DNA-DNA hibridizasyon metotlari

ve gen sekanslama metotlaridir (Sekil 4).

PZR Temelli DNA-DNA Gen
Metotlar Hibridizasyonu Sekanslama
Multipleks (Coklu) Floresans in

- situ
Nested (I¢ice) hibridizasyon Sanger
Revers- (FISH) Sekanslama
transkriptaz Checkerboard Yeni nesil
Real time (Ger(;ek DNA-DNA sekanslama
zamanl) Hibridizasyon
Genis spektrumlu DNA Mikrogip

Sekil 4. Molekiiler biyolojik tekniklerin siniflandirilmasi (Paster ve Dewhirst, 2009’dan

uyarlanmistir)

2.8.1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu Temelli Metotlar

PZR; bakteri, viriis, mantar, parazit ve protozon gibi hastalik etkenlerine ait
hedef niikleik asit zincirlerinin primer adi verilen spesifik tamamlayici
oligoniikleotitler ve polimeraz enzimleri kullanilarak in vitro olarak ¢ogaltilmasini
saglayan bir tekniktir (Mullis ve ark., 1994). Tekrar eden isitma ve sogutma
dongiileri enzimleri aktive ve inaktive ederek, DNA’nin spesifik bir bolgesinin

bir¢ok kopyasinin olugturmasini saglar.

PZR genel olarak ii¢ basamaktan olusmaktadir. ilk basamakta ¢ift sarmal
yapida olan DNA 6rnegini 90-95°C arasinda belirli bir siire bekleterek tek sarmal
hale getirilir. Bdylece DNA dizisinin belirli bdlgelerine 6zgili sentezlenen
primerlerin bu bélgelere baglanmalarina ortam saglanmaktadir. Ikinci basamakta
sicaklik 50°C ila 70°C arasinda belirli bir sicakliga indirilerek primerlerin tek
sarmal DNA dizilerine baglanmalar1 gerceklestirilmektedir. Kendilerine 6zgi

yerlere baglanan primerler bu bolgelere karsilik gelen yeni DNA sarmalinin
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sentezlenmesinin baslangi¢c noktasini olustururlar. Reaksiyonun son basamaginda,
DNA polimeraz enzimi primerden itibaren niikleotit dizisi boyunca 5° - 3° yoniinde
yeni niikleotitler ekleyerek ¢ift sarmal DNA’nin sentezlenmesini saglamaktadir
(Bayra¢ ve ark., 2012). Her bir yeni kopya, sonraki dongiilerde amplifikasyonlar
icin bir kalip gorevi goriir. 30 dongiiden sonra, tek bir baslangic molekiiliinden
hedef dizinin milyonlarca kopyas: elde edilmis olur. PZR bdylece birkag¢ saatte

hedef bir dizinin milyonlarca tipik kopyalarin1 yaratabilir.

Polimeraz zincir reaksiyonu kullanildig1 alanlara gore farkli sekillerde

modifiye edilmistir.
Multipleks (Coklu) Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PZR isleminin siiresini ve maliyetini diisiirmek amaciyla, tek bir reaksiyon
solusyonu i¢inde birden fazla primer setleri kullanilarak her bir primer setine 6zgii

farkli uzunluklarda hedef DNA bdlgelerinin ¢ogaltilmasi islemidir (Hayden, 2004).
Nested (I¢-ice) Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Ikinci bir PZR reaksiyonunda ilk PZR f{iriinleri ayr1 bir primer seti olarak
kabul edilip amplifikasyona ugrar. Bu yontem, dongtilerin toplam sayilarinin fazla
olmasindan otiiri geleneksel PZR’den daha hassas ve spesifik olarak kabul edilir
(Haqqi ve ark, 1988). Nested PZR metodunun en 6nemli dezavantaji, ilk asama
amplifikasyon {riinlerinin ikinci reaksiyon tiipiine transferi sirasinda yiiksek

kontaminasyon olasiligidir.
Revers-transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Revers-transkriptaz enziminden faydalanarak bir RNA parcasindan, hedef
DNA dizisini tamamlayacak DNA zincirini sentezlemek ve RNA hedeflerini
cogaltmak icin gelistirilmistir. Revers-transkriptaz PZR iki adimli bir yontem
kullanmaktadir. {lk adimda revers-transkriptaz RNA’y1 tek pargali tamamlayici
DNA’ya doniistiiriir. Ikinci adimda, komplementer DNA’nm ikinci pargasini
olusturmak igin PZR primerleri, DNA polimeraz ve niikleotitler ilave edilir. iki
parcali DNA molekiilii olustuktan sonra artik geleneksel PZR ile amplifikasyon
yapilabilir (Sambrook ve Russell, 2001).
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Real Time (Gercek Zamanh) Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Gergek zamanli PZR, DNA hedeflerini tespit etmek ve cogaltmak i¢in
isaretli niikleotit dizilerinden faydalanir. Her PZR dongiisii floresans salinimi ile
moniterize edilerek reaksiyonun ilerlemesi gercek zamanli olarak kaydedilir ve
ornekteki DNA miktar1 dlgiiliir. Ger¢cek zamanli PZR, hedef tiirlerin miktarinin
yaninda klinik orneklerdeki toplam bakteri sayisini da verebilir (Cashion ve ark.,

2004).
Genis spektrumlu Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Genis spektrumlu PZR ile bir 6rnekteki bakteri ¢esitliligi tespit edilebilir ve
tanimlanabilir (Maiwald, 2004).

PZR uygulamalarinda hedef DNA bdlgesinin amplifikasyonunu saglamak
icin gerekli olan primerlerin sentezlenmesinde DNA’nin dizi bilgisine sahip olmak
gerekmektedir. Yani, PZR daha once calisilmamis gen pargalarini veya genomun
baska parcalarinin identifikasyonu i¢in kullanilamaz. Bu da, dizisi bilinmeyen DNA
orneklerinin amplifikasyonunun yapilamamasina neden olur (Siqueira ve Rocas,

2011).

Gercek zamanli PZR hari¢ PZR analizleri mikroorganizmalarin miktari
hakkinda bilgi vermez. Cogu PZR analizi mikrobiyomdaki tiim tiirleri ayn1 anda
saptayamaz (Siqueira ve Rocas, 2011). Ilaveten, DNA pargasimin uzunlugu da PZR
tekniklerinin uygulanabilirligi i¢in 6nemlidir; 100 kb’dan biiyiik DNA parcalari
PZR ile c¢ogaltilamazlar (Brown, 2015). Klinik o&rnekler amplifikasyon
reaksiyonunu azaltabilen veya durdurabilen enzim inhibitorleri icerebilir. Ayrica
kalitatif sekilde identifikasyon icin kullanilan ¢ogu PZR analizleri, hedef
mikroorganizmay1 belirler ancak mikroorganizmanin Ornekteki miktarini
belirleyemez. Genis spektrumlu PZR bu dezavantaji ortadan kaldirmakla birlikte

zaman alic1 ve pahal1 bir tekniktir (Siqueira ve Rocas, 2011).
2.8.2 DNA-DNA Hibridizasyonu

Niikleik asit hibridizasyonu, farkli biyolojik kaynakli tek sarmal iki adet
DNA veya RNA zincirinin tek bir yapi haline gelmesi islemidir. Hibridizasyon

tekniklerinin amaci ¢ogunlukla bazi tiirlerin genomundaki belirli niikleik asit
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sekanslarinin  belirlenmesi veya yerinin tayin edilmesidir. Hibridizasyon
yonteminde, tanimlanmas1 gereken DNA, RNA veya protein sekansint gosteren bir
hedef molekiil, bir de prob molekiilii vardir. Prob, hedef diziyi tamamlayan ve
belirli bir DNA veya RNA bdlgesini tespit etmek i¢in kullanilan niikleotit dizisidir.
Bu dizi birkag baz ¢ifti veya binlerce baz ¢iftinden olusabilir. Hibridizasyon asamasi
iic temel adimda gergeklesmektedir. Ilk asamada 6zgiil olmayan baglanmalar1 en
aza indirmek amaciyla katt ortamda hibridizasyonu planlanan membranin
bloklanmasi yer alir. Daha sonra hedef DNA ile prob birlesir. Son olarak hibridize

olmayan problarin yikanmasi ve goriintiilenmesi yer alir (Bayrag ve ark., 2012).
Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH)

FISH, bir kromozom veya gerilmis DNA molekiilii izerindeki isaretlenmis
niikleotitlerin pozisyonunun dogrudan goriintiilenmesini saglar. FISH prensip
olarak, hedef DNA sekans1 tek sarmalli hale denatiire edildikten sonra, tamamlayici
prob DNA sekansinin haptenlerle veya florokromlarla isaretlenmesi esasina dayanir.
Genomda istenilen hedef DNA bdlgesi, es zamanli ve floresan 1s1ma veren problar
yardimi ile isaretlenerek floresan mikroskobunda goriintiilenir. (Paster ve Dewhirst,
2009). Incelenecek hiicre 6rnegi bir mikroskop lami {izerinde kurutulur ve formamit
uygulamasiyla kromozomlar denatiire edilir. Bu islemler sirasinda, ana karakteristik
metafaz morfolojileri korunur. Probun kromozomal DNA ile hibritlendigi pozisyon,
isaretli DNA’dan elde edilen floresan sinyalin saptanmasi ile goriintiilenir (Brown,

2015).
Checkerboard DNA-DNA Hibridizasyonu

Socransky ve ark. (1994), checkerboard DNA-DNA hibridizasyonu
metodunu gelistirmistir. Bu metottan destek membrani {izerinde ayni anda 45 DNA
orneginin hibridizasyonunu saglanir. Hibridizasyon sinyalleri, kimyasal 1s1ldama
yapan substratin goriintiilenmesiyle takip edilir. Bu metot, bir veya birden fazla
klinik 6rnekte bulunan ¢ok sayida bakteri tiirlerinin varligini aninda belirlemeye
olanak tanir. Diagnostik amaglardan ziyade, saglik ve hastalikta oral mikrobiyomun
analizi ¢alismalarinda kullanilmaktadir (Paster ve Dewhirst, 2009). Checkerboard
DNA-DNA hibridizasyonunun belirleme kapasitesi ortalama 10°-10" hiicredir
(Siqueira ve Rocas, 2011).
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DNA Mikrodizin

Transkripsiyonun genomik bir Olgekte degerlendirilmesi, tim genomu
barindiran DNA mikrodizin teknolojisi ile saglanabilmistir. Bir mikroorganizmanin
tim genleri mikroskop lami Glgeginde bir alana toplanabilir ve binlerce genin
ekspresyon seviyeleri tek bir deneyde es zamanli olarak belirlenebilir. DNA
mikrodizin teknolojisi, genlerin ve gen polimorfizmlerinin arastirilmasi, ekspresyon
analizleri, potansiyel terapdtik ajanlarin gelistirilmesi, genlerin siniflandirilmasi gibi
birgok alanda kullanilabilmektedir. Ancak, hibridizasyon ve etiketlemede yasanan
sorunlar, farkli ¢iplerin es hassasiyette olmamasi, farkli ¢iplerle elde edilen
sonuglarin heniiz karsilastirilamiyor olmasi, optimizasyon ve standardizasyon

sorunlar1 nedeniyle semikantitatif olarak kabul edilmektedir (Bal ve Budak, 2012).
2.8.3 Gen Sekanslama

DNA sekanslama veya dizi analizi DNA primer yapilarinin tayininde ve
niikleotit baz diziliminin belirlenmesinde kullanilan niikleik asit dizisinin digerine
hibridizasyonuna dayali bir yontemdir (Ward ve ark., 1990). DNA sekanslamada
birbirinden farkl iki yontem kullanilmaktadir. Bu iki yontem Maxam ve Gilbert’in
kimyasal kirilma yontemi ile giiniimiizde daha yaygin olarak kullanilan Sanger-

Coulson’un zincir sonlanma yontemidir (Maxam ve ark., 1977; Sanger ve ark.,

1977).

Woese ve ark. (1985; 1987), mikroorganizmalar arasi filogenetik iliskilerin,
mikroorganizmalarin  genetik kodlarinin evrensel ve sabit bir bolgesinin
kiyaslanmasi ile saptanabilecegini ortaya koymustur. Bakteriler icin bu evrensel
bolgeler 5S rDNA, 16S rDNA ve 23S rDNA’y1 kodlayan genlerden meydana
gelmektedir. Bakterilerde filogenetik analizlerde identifikasyon i¢in en sik
kullanilan DNA sekanst 16S rDNA genidir (Tortoli, 2003). 16S rDNA geninin
saklanmis ve hiperdegisken bolgeleri vardir. Gen, 9 adet hiperdegisken bolgeye
sahiptir. Taksonomik siniflandirmalar i¢in tiim genom dizilimi yerine bu

hiperdegisken bdlgelerden bir tanesinin dizilimini yapmak yeterlidir (Woese, 1987).
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Sanger Zincir Sonlanma Yontemi (Dideoksi Yontemi)

Sanger sekanslama yoOntemi, yeni nesil sekanslama ydntemlerinin
gelistirilmesinden once, 30 yil boyunca DNA sekanslama teknolojisinin altin
standardi olarak kabul edilmistir. Sanger sekanslama islemi 6zet olarak, DNA
saflagtirma, DNA sentezi, boyayla isaretlenmis dideoksiniikleotitler (ddNTP) ile
zincir sonlandirma metoduyla igaretleme, kapiller elektroforez ve floresans saptama
basamaklarindan olusur. Dizisi saptanacak olan DNA ipligi yeni sentezlenecek iplik
icin kalip olarak kullanilir. Dizi analizi yapilirken dort ayri reaksiyon karisimi
hazirlanir. Her bir karisim kalip DNA zinciri, bir primer, dNTP’lerin dordii ve az
miktarda ddNTP’lerden birini icerir. Ozgiil zincir sonlanmasi icin her bir
reaksiyonda farkli bir ddNTP bulunur. Reaksiyonlarin her birinde ¢ok az miktarda
modifiye niikleotit kullanildig1 i¢in yeni zincir sentezi rastgele sonlanarak bir dizi
DNA fragmenti meydana gelir (Klug ve ark., 2000). Reaksiyonlar sonucu elde
edilen DNA parcalarina elektroforez uygulanarak jel lizerinde yan yana yiriitiiliir.
Uygulanan elektriksel alanin etkisi ile DNA pargaciklar1 en kisasi en dnde olmak
iizere jel iizerinde bir merdiven gériintiisii olusturur. Isaretleme ydntemine gére jel
izerinde, tespit edilen parcaciklar reaksiyon karisimina konulan ddNTP’nin tipine

gore okunur (Klug ve ark., 2000).

Sanger teknigi yillar boyunca 800 baza kadar uzayan okumalar saglayacak
sekilde gelismistir (Gharizadeh ve ark.,, 2007). Sanger sekanslama oral
mikrobiyoloji alanina, saglikli mikrobiyomun, ¢iiriik, periodontitis, periimplantitis
ve halitozis ile iligkili mikrobiyomlarin incelenmesiyle biiyiik katkilar saglamistir
(Siqueira ve ark., 2012). 13 filuma ait 1000’den fazla mikroorganizma tiirii ortaya
konmustur (Dewhirst ve ark., 2010). Ancak 800 baz okumak icin gereken zamanin
uzunlugu, ilk 15-40 bazin diisik kalitede olmasi, baz basina harcanan sarf

malzemenin goreceli olarak pahali olmasi bu teknigin dezavantajlarini teskil eder

(Gharizadeh ve ark., 2007).
Yeni Nesil Sekanslama (YNS) Teknolojileri

Sanger sekanslama teknigi kullanilarak uzun DNA  bolgelerinin
dizilenmesinin uzun siire alan zahmetli islemler olmasi nedeniyle; Insan Genom

Projesi planlanirken maliyeti ve siiresi gorece kisa alternatif teknikler gelistirilmistir
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(Metzker, 2009). Onceleri, Sanger ydntemi otomatik elektroforez cihazlarmmn
kullanimiyla modifiye edilmeye calisilmistir. 454 Life Sciences firmasinin
gelistirdigi ilk biiyiik capli paralel sekanslama teknigi, 500 kat daha hizli ve 50 kat
daha ucuz bir sekanslama hizmeti sunarak Yeni Nesil Sekanslama (YNS)
platformlarinin ilk versiyonlarinin ortaya ¢ikmasina zemin olusturmustur (Ronaghi
ve ark., 1999). Bir yil sonra Solexa firmasi Genome Analyzer’rt ve Agencourt

firmas1 da SOLID sistemlerini piyasaya siirmiistiir (Schuster, 2008).

YNS’nin, Sanger sekanslama teknigi ile kiyaslandiginda, hiz ve maliyetin
yani sira 0rnek hazirlama basamaklarint kolaylastirmasi avantaji da vardir. Sanger
sekanslamada klonlama ve amplifikasyon basamaklari in vivo yapilmaktadir. In vivo
klonlamada, DNA parcalar1 plazmide baglanir ve bakteriye yerlestirilir. Bu bakteri
plazmidi amplifiye etmek iizere prolifere olur. Her bakteri kolonisi teker teker
toplanir ve plazmid DNA’s1 sekanslama i¢in izole edilir. YNS platformlarinda ise
kiitiiphane olusturma ve Ornek amplifikasyonu in vitro olarak yapilir. Bu sayede
ornek hazirlama ve kiitiiphane olusturma islemlerinin siiresinin haftalardan saatlere

indirilmesi saglanir (Ronaghi ve ark., 1999).

Sanger sekanslama teknigi birinci nesil olarak kabul edilirken; 454 Roche,
SOLID, Illumina HiSeq 2000 ve IonTorrent platformlar1 yeni/ikinci nesil
sekanslama metotlar1 arasinda gdsterilmistir. Son yillarda, Pacific Bioscience ve
Oxford Nanopore teknolojileri, “yeni-yeni” veya i¢iincii nesil sekanslama olarak
adlandirilmistir. Oxford Nanopore teknolojisi, bazi kaynaklarda dordiincii nesil
sekanslama olarak da smiflandirilmaktadir. Dolayisiyla yeni nesil sekanslama
sistemlerinin, evrensel bir siniflandirilmasinin yapilmasi gerekliligi ortaya ¢ikmistir

(Schuster, 2008) (Sekil 5).
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454 Sekanslama / Roche

*  GS Junior System
* GS FLX System
* GS FLX Titanium System

[llumina (Solexa)

* HiSeq System
* Genome Analyzer [Ix
* MiSeq System
Applied Biosystems-Life Technologies

* SOLID 5500
* SOLID 5500xl

Ion Torrent- Life Technologies

* Personel Genome Machine (PGM)

* Proton

Yeni Nesil Sekanslama
Amplifiye Tek Molekiil Sekanslama

Ikinci Nesil Sekanslama

Helicos

* Helicos Genetic Analysis System

Pacific Biosciences

e PacBioRS

Oxford Nanopore Technologies

* GridION
*  MinlON

Ucgiincii Nesil Sekanslama

Yeni-yeni Nesil Sekanslama

Sekil 5. Yeni nesil sekanslama tekniklerinin siniflandirilmast (Shuster, 2008’den uyarlanmistir)

Roche 454 Sistemi (Pirosekanslama)

Roche 454 sistemi, pirosekanslama teknolojisini kullanan ilk ticari yeni nesil

sekanslama teknolojisidir (Ronaghi ve ark., 1999) (Sekil 6). Cihazin c¢alisma

prensibi niikleotitlerin birlesmesi sirasinda ortaya g¢ikan pirofosfatin saptanmasi

esasina dayanir (Ronaghi, 2001).



GS FLX+ System

]

Sekil 6. GS FLX pirosekanslama sistemi (Viestraete, 2012°den uyarlanmistir)

Pirosekanslama teknolojisi, genel olarak DNA kalip hazirlama, gen
sekanslama, goriintiileme ve veri analizi basamaklarindan olugsur. DNA izole edilir,
boliiniir, 6zel adaptorlere baglanip tek sarmal haline getirilir. Emiilsiyon PZR
islemi, hiicre icermeyen bir sistemin i¢inde sekanslama kaliplarinin hazirlanmasi ve
klonal amplifikasyon i¢in kullanilir. Emiilsiyon PZR, genomik DNA’nin kaybini
engelledigi i¢in oldukga avantajli bir islemdir. Yag-su bazli emiilsiyon soliisyonu
sablon icindeki kuyucuklarda yer alir. Emiilsiyonun akéz kismi PZR ajanlarini,
sekanslanacak DNA parc¢alarini ve boncuk tizerindeki oligoniikleotitleri igerir (Sekil
7). Her bir boncuk iizerinde bir oligoniikleotit primeri bulunur ve her boncugun
kuyucuk icindeki yeri sabittir. Bu oligoniikleotit primeri kiitiiphane meydana

getirilirken kullanilan esleyici sekansin tamamlayicisidir (Ronaghi, 2001).

Reaksiyona dahil olan dort enzim; DNA polimeraz, ATP siilfiirilaz, liisiferaz
ve apirazdir. Adenozin 5 fosfosiilfat (APS) ve liisiferin de subsrat olarak reaksiyona

dahil olurlar (Ronaghi, 2001).
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1. Denatiirasyon: Boncuk tek 2. Baglanma: Sekanslayan primer 3. Uzama: Polimeraz primerden
sarmallt DNA igeir. Tamamlayici tek sarmalli DNA’ya baglanir. boncuga dogru tek sarmali amplifiye
sarmal yikanarak uzaklagtirilir. eder. Niikleotitler boncuklar tizerine

dizilenerek akar.

Sekil 7. Hedef DNA’nin denatiirasyonu, baglanma ve uzatilma reaksiyonlarinda kuyucuk
i¢indeki her bir boncugun etrafindaki oligoniikleotit kullanilir (Viestraete, 2012’den

uyarlanmistir)

Niikleotitler DNA sarmalinin agik 3" ucuna baglanir ve bu reaksiyon sonucu
ortama pirofosfat (PPi) salinimi olur. Adenozin 5 fosfosiilfat (APS) ile pirofosfat,
siilfiirilaz varliginda ATP’ye doniisiir. Agiga ¢ikan ATP, liisiferaz enzimi sayesinde
lisiferinin oksiliisiferine donlismesini saglar. Bu reaksiyon sonucunda ortama
maksimum 560 nm dalga boyunda 151k salinir. Isik, CCD kamera tarafindan saptanir
ve piyogramda pik sinyal olarak kaydedilir. Sentez boyunca DNA, tamamlayici
niikleotitler tarafindan genisletilir ve DNA sekansi ekrandaki piyogramda incelenir.
Apiraz enzimi ATP’yi ve reaksiyona katilmayan NTP’yi indirger (Ronaghi, 2001)
(Sekil 8).
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Polymerase

(DNA), + dNTP (DNA),,., + PPi

Sulfurylase
light
APS+PPi ATP

luciferin  oxyluciferin

\#

Luciferase
v
ATP Light

time

Nikieotit sentezienmesi sonucu meydana gelen
15tk Piyogramda pik olaralk saptamr

nucleotide sequence

G C - A GG cc T

A\

dNTP LRYESED.  dNDP + dNMP + phosphate

ATP  LLBYESED.. ADP + AMP +phosphate

L

G C T G A T C

\J

nucleotide added

Sekil 8. Pirosekanslama reaksiyonu (Marsh ve ark., 2005)

Illumina Genome Analyzer (GA)/HiSeq Sistemi

[Mlumina sistemi de 454 platformu gibi senteze dayali sekanslama prensibine
bagli ¢aligir. Illumina sekanslama kiitiiphane olusturma, koprii amplifikasyonu ve
reversibl sonlanma sekanslamasi basamaklarindan olusur (Sekil 9). Lam yiizeyine
ve kalip DNA’ya kovalent olarak baglanmis kiiciik adaptor molekiilleri igerir.
Baglanmis bu parcalar birka¢ kez PZR ile ¢ogaltilarak klonal koloniler olusturulur.
Dort tip ddNTP eklenir ve dahil edilmeyen niikleotitler yikanip uzaklastirilirken;
sonlandirict baz, islemi gegici olarak sonlandirir. ddNTP’lerdeki floresans boya,

lazer 1511 ile uyarilip goriiniir hale gelir ve CCD tarafindan algilanip kaydedilir

(Varshney ve ark., 2009).
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1. Genomik DNA orneginin hazirlanmasi 2. DNA’nin yiizeye tutunmasi 3. Koprii amplifikasyonu
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Sekil 9. Illumina GA’da koprii amplifikasyonu olusturulmasi (Viestraete, 2012)

2010 yilinda Illumina HiSeq 2000 piyasaya siiriilmiistiir. HiSeq 2000,
amplikon ve bakteri 6rnegi sekanslanmasi i¢in uygundur. Kendi sinifindaki diger

platformlarla karsilastirildiginda en ucuz sekanslama platformu olarak en yiiksek
cikt1 kapasitesine sahiptir (Liu ve ark., 2012).

Applied Biosystems SOLID Sistemi (AB SOLID)

Sekanslayici  hibridizasyon ve ligasyon (baglanma) yoluyla dizileme
yontemini kullanir. Dizilemeden 6nce DNA emiilsiyon PZR ile ¢ogaltilir. Elde
edilen boncuklarin her birinde ayn1 DNA'nin kopyalar1 bulunmaktadir, bu boncuklar
bir cam lamin iizerine yerlestirilir. Sonugta, Illumina dizilemesine benzer say1 ve
uzunluklarda diziler elde edilir. Ancak okuma uzunlugu Illumina ile kiyaslandiginda
diisiiktiir. Buna ragmen SOLID sistemi, Liu ve ark. (2012) tarafindan en hassas ve

dogru sonuglar1 veren yeni nesil sekanslama teknigi olarak rapor edilmistir.

Kompakt Bireysel Genom Cihazi Sekanslayicilar:

Ion bireysel genom cihazi ve MiSeq, Ion Torrent ve Illumina tarafindan

iiretilmis kiiciik boyutlu ve hizli sonu¢ veren cihazlardir. Ancak sinirli bilgi
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sagladiklarindan klinik uygulamalar ve kiicliik laboratuvarlarda kullanimlari

hedeflenmistir (Liu ve ark. 2012).
Uciincii Nesil Genom Sekanslama

Ugiincii nesil genom sekanslama cihazlarmin, sekanslama éncesinde PZR
uygulanmasina ihtiya¢ duymamasi ve sinyallerinin gercek zamanli saptanabilmesi
gibi Onceki nesil sekanslama platformlarindan ayiran iki 6nemli 6zelligi vardir.
PZR’nin uygulanmamast DNA hazirlama siiresini kisaltir ve PZR’ye bagh

gelisebilecek hatalar1 elimine eder (Timp ve ark., 2010).
2.8.4 Biyoinformatik

Biyoinformatik, molekiiler biyoloji basta olmak iizere biyolojinin cesitli
dallarinda elde edilen genis hacimli verilerin analizi i¢in bilgisayar teknolojisi ve

veri igleme programlarini iceren disiplinlerarasi bir alandir (Baloglu ve ark., 2012).

Yeni nesil gen sekanslama ve mikrodizin yontemleri, kisa okumalar elde
ettiginden genin belirli bir bolgesinin okunmasinin ilgili bakterinin identifikasyonu
icin yeterli oldugu temeline dayanir. Bu evrensel gen bakteriler i¢in 16S rRNA’nin
dokuz hiperdegisken bolgelerini kodlayan genlerdir (Woese, 1987). Hiperdegisken
bolgelerin kullanilmasi ve kisa okumalar iki tip hataya neden olmaktadir. 1. tip hata;
ayni iki genin farkli genler olarak belirlenmesidir. 2. tip hata ise; farkli iki genin
ayni gen olarak tanimlanmasidir (Siqueira ve ark., 2011). Giiniimiizde tiim genin
dizilemesini yapabilecek hizli ve maliyeti uygun bir secenek heniiz mevcut
olmadigindan, DNA mikrodizileme ve yeni nesil sekanslama platformlart 1. ve 2.
tip hatalar1 minimalize etmeye ¢aligsmaktadir. Biyoinformatik ile bu analizlerle elde
edilen verileri islemlerden gecirmek, temizlemek, diizenlemek ve kiyaslanabilir hale
getirmek miimkiin olmustur. Bu sayede 454 GS FLX pirosekanslama
platformlarinda 1. tip hata oran1 %1’in de altina ¢ekilebilmistir (Reeder ve Knight,
2010). Giincel yeni nesil sekanslama metotlarin1 kiyaslayan bir ¢alismada, 454 GS
FLX pirosekanslama platformunun dogruluk orami %99.9 olarak belirlenmistir

(Quince ve ark., 2009).
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Sekil 10. 16S rDNA geninin saklanmig (conserved-C) ve hiperdegisken (V) bdlgeleri
(Petrosino ve ark., 2009)

Biyoinformatigin uygulama alanlar1 zamanla hizla genislemistir. Bu alanlar

sOyle Ozetlenebilir (Baloglu ve ark., 2012):

1. DNA ve protein dizilimi aragtirmalari

Makromolekiiler yapilarin {i¢ boyutlu dizilim arastirmalari
Kiic¢iik molekiillerin ligandlariyla etkilesimlerinin arastiriimasi
Biyolojik veritabanlarinin olusturulmasi

Biyolojik informasyonun paylasiminin kolaylagtirilmasi

Veri analizi ve iletiminin kolaylastirilmasi

Gen {irlinleri i¢in bilgi aglarinin olusturulmasi

*® TS U P S

Biyolojik faaliyet siireclerinin simiilasyonu

Veri tabanlar1 internet kullanicilarina agik, iicretsiz olarak kullanilabilen
biyolojik verilerin organizasyon ve depolama alanlaridir. Biyolojik veri tabanlari
iceriklerine gore birincil, ikincil ve 6zellesmis veri tabanlar olarak {i¢ kategoride
incelenmektedir. Birincil veri tabanlar1 ¢aligmayi yapan arastiricilar tarafindan
saptanan ve sisteme yiiklenen ham verilerden olusmaktadir (Altschul ve ark., 1990).
Birincil veri tabanlari, Japonya DNA Databank, Avrupa Molekiiler Biyoloji
Laboratuvar1 ve Amerikan Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (GenBank);
“Uluslararas1 Niikleotit Dizi Veri Tabani Birligi” adi altinda birlestirilmistir.
GenBank veri tabant 1988 yilinda kurulmustur (GenBank www.ncbi.nlm.nih.gov,
2016). Veri aramanin yaninda, aranan veriyle diger veriler arasinda anlaml iligkiler
kurarak c¢apraz referanslama yapabilmekte ve aranan genin niikleotit sekansina
ilaveten o gene ait DNA ve protein sekans bilgilerine, genin tiim genomdaki
pozisyonunu gosteren harita bilgilerine ve o gen/sekansla iligkili literatiir 6zetlerine

erisim saglamaktadir (Altschul ve ark., 1990). GenBank veri tabaninda sekanslarin
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analizini yapmak i¢in ¢esitli programlar kullanilmaktadir. Bu programlardan
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool - Basit Lokal Hizalama ve Arama
Motoru), sekans1 bilinen ancak tanimlanmamig genlerin, veri tabanina yiiklenen tiim
sekanslarla karsilastirarak yiiksek oranda benzerlik gosteren gen veya gen
bolgelerinin  listesini  sunmaktadir. Baska bir anlatimla, elde edilen
DNA/RNA/protein serisinin genom haritasi ¢ikarilmis organizmalarin genomlariyla
karsilagtirip eldeki serinin hangi genle ne kadar benzer oldugunu sayisal olarak E-
degeri (expect value) seklinde verir. BLAST ayni zamanda aranan niikleotit veya
protein sekansinin veri tabaninda yer alan organizmalarin sekanslariyla benzerlik

oranini da gozoniine alarak hizalama yapmaktadir (Huang, 1994).

Ikincil veri tabanlari sekanslara ait daha detayli fonksiyonel islenmis verileri
icerir. Niikleotit sekansi ait oldugu protein sekansina cevrilerek, proteinlere ait
fonksiyonel ve metabolik bilgiler elde edilmektedir. Ozellestirilmis veri tabanlari
ise, 6zel bir arastirmaya veya tek bir organizmaya 6zgii olabilirler. Ornegin, Avrupa
Biyoinformatik Enstitiisii tarafindan meydana getirilmis “Mikrodizin Gen Ifade”
veri tabani sadece mikrodizileme ¢aligmalarindan elde edilmis verilerden olusan bir

Ozellesmis veri tabanidir (Baloglu ve ark., 2012).
2.8.5 Metagenomik Tekniklerin Limitasyonlar:

Metagenomik analizler, incelenen komiinite {iyelerinin “kimlik”lerini ortaya
koyar ancak saptadigi {iiyelerin gen ekspresyona, ekspresyon dinamiklerine,
metabolik fonksiyonlarina dair, baska bir deyisle bulunduklari komiinitede “ne
yaptiklari”na dair bilgi saglamazlar (Warnecke ve Hugenholtz, 2007). Dolayisiyla
komiinite iiyelerinin birbirleriyle iliskileri, 6rnegin alindig1 spesifik zaman ve yer
parametrelerindeki aktiviteleri ve bu aktivitelerin ¢evresel etkenlerle dinamik iligkisi
aciga cikarllamaz (Moran, 2009). Metagenomik teknikler, mikroorganizmayi
etkilemis, ancak DNA seviyesinde bir degisiklige sebep olmamis durumlarin
saptamasinda da kullanilamaz. Bir organizmanin veya genin fonksiyonel
aktivitelerini arastirmak i¢in metatranskriptomik analizler uygulanmalidir (Urich ve

ark., 2008).

Molekiiler metotlarin bagka bir dezavantaji, bir mikroorganizmanin canli m1

Oli mii oldugunun niikleotit diziliminden anlagilamamasidir (Sundqvist ve Figdor,
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2003). Dolayisiyla DNA’sindan o mikroorganizmanin, kdk kanal mikrobiyomunun
arasgtirtlan andaki iiyesi mi; yoksa kok kanal sistemine giris yapmig ancak sartlara
uyum saglayamayip canlilifint kaybetmis bir mikroorganizma mi oldugu
anlagilamaz.  Oli  mikroorganizmalarm  kdk  kanal  sisteminde  diger
mikroorganizmalar tarafindan sindirildigi varsayilsa da, DNA’larinin varligini ne
kadar siire devam ettirdikleri bilinmemektedir. DNA’nin hidroksiapatite yiiksek
afinitesi oldugu ve hidroksiapatit yiizeyinde uzun siire varligini devam ettirebildigi
bilinmektedir (Bernardi, 1965). Young ve ark. (2007), dis dokusunda E. faecalis
DNA’sinin hiicre olimiinden 1 yil sonra bile PZR tarafindan saptanabildigini
bildirmislerdir. Bu durum farkli endodontik mikrobiyomlarin elde edilmesini,

saptanmasini ve analizini zorlagtirmaktadir.

2.9 Kok Kanallarindan Ornek Almada Kullamilan Teknikler

Mikrobiyomun analizi i¢in kullanilacak metot ne olursa olsun; numunenin
uygun sekilde alinmasi en kritik agamadir. Alinan 6rnegin kok kanal sistemi
mikrobiyotasint en uygun sekilde temsil etmesi gerekmektedir. Nonmikrobiyal
etiyolojiye sahip postendodontik infeksiyonlar hari¢ kiiltiir tekniklerinin veya
kiiltiirden bagimsiz tekniklerin mikroorganizmalar1 saptama orani, ¢esitli anatomik
ve metodolojik faktorlere baghidir. Sayilarimin  az olmasinin  yani sira
mikroorganizmalarin istmus, lateral kanal ve kanal i¢i diizensizliklerde bulunmalari,
en duyarli saptama yontemlerinin bile yetersiz kaldigi durumlardir (Sundqvist ve

Figdor, 2003).
2.9.1 Kagit kon ile 6rnek alma

Kok kanallarindaki eski dolgu materyal artiklari, medikaman ajanlar veya
pulpa artiklari, steril serum veya Ornek tasima soliisyonu ile kanallarin
irrigasyonuyla uzaklagtirilir. Kanal duvarinda devamli ileri-geri hareketlerle
kullanilan el egesi yardimiyla kanal duvarlarindaki biyofilm tabakasi parcalanarak,
uygun bir 0rnek almaya c¢alisilir. Kok kanallari steril serum veya Ornek tagima
soliisyonu ile doldurulur. Ornek steril kagit konlarla alinip tasima ortamina aktarilir.
Kok kanal sistemindeki tiim sivi toplanana kadar kagit konlarla yapilan islemler
tekrarlanir. Kullanilan son kagit kon ile apikal bolgenin en u¢ kisimlarindan 6rnek

alinir (Moller, 1966).
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Kok kanal sisteminin, lateral kanallar, istmuslar, kor bosluklar igeren
kompleks bir anatomi gosterdigi bilinmektedir. Mikroorganizmalarin yerlestigi bu
anatomik diizensizlikler, kok kanal sisteminin dezenfeksiyonunda zorluklar
cikardigi gibi kagit kon ile ornek alma isleminde de bazi problemlere neden
olmaktadir (Sathorn ve ark., 2007). Tran ve ark. (2013), kagit konlar ile 6rnek alma
isleminin yanlis negatif sonuglara yol actigini gdstermistir. Kagit konlar, sekil ve
yapilarindan &tiirii, kanal i¢indeki anatomik diizensizliklere temas edemediginden,
bu diizensizliklerde yer alan mikroorganizmalarin 6rneginin alinmasinda yetersiz

kalir.

Van der Horst ve ark. (2013), steril kagit konlarin bakteriyel DNA
kontaminasyonuna neden oldugunu rapor etmistir. Kagit konlarin, pirosekanslama
ve denatiire gradyant jel elektroforezi gibi analiz yontemlerinin uygulanacag profil

cikarma caligmalarinda kullaniminin uygun olmadig: belirtilmistir.

Persistan infeksiyonlarin arastirilmasinda, kagit konlarin kullanilabilmesi
icin eski kok kanal dolgusu tamamen uzaklastirilmalidir. Ancak g¢aligmalar, kok
kanal dolgu materyallerinin yiizeyinde de mikroorganizmalarin kolonize
olabilecegini gostermis ve calismalarda kok kanal dolgu materyallerinin de
incelenmesini Onermiglerdir (Takemura ve ark., 2004; George ve ark., 2010;
Karygianni ve ark., 2015). Kok kanal dolgu materyallerinin sertlesme sonrasi
biiziilme gibi fiziksel 6zellikleri dentin ve dolgu arayliziine mikroorganizma girigini
kolaylagtirmaktadir. Giita perka konlarinin uygun olmayan saklama kosullar1 ve
islem esnasinda kontaminasyonlari, yiizeylerinde mikroorganizma bulagina yol
acabilmektedir (Gomes ve ark., 2005; Naval ve ark., 2011). Karygianni ve ark.
(2015), kok kanal sisteminden aldiklari Ornege ek olarak, uzaklastirdiklar
obturasyon materyalinin mikrobiyal analizini yaptiklar1 c¢aligmalarinda dokuz

bakteri tiiriinii sadece dolgu materyalinden izole etmislerdir.
2.9.2 Dentin tiraslama ile 6rnek alma

Bakterilerin dentin tiibiillerini infekte edebildikleri gdsterilmistir (Siqueira
ve Rocas, 2011) Bu nedenle Haapasalo ve Orstavik (1987), bakterilerin daha iyi
saptanabilmeleri icin infekte dentinden 6rnek alinmasini énermistir. Bu teknik, kok

kanal bosluguna komsu dentin tabakasinin, gates glidden frezler veya kanal
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egeleriyle tiraslanarak dentin talaslarinin toplanmasi esasmna dayamir. Ozellikle,
dezenfektan materyallerin antimikrobiyal etkinliklerinin degerlendirildigi in vivo
caligmalarda bu teknik siklikla kullanilmaktadir (Mogbel ve ark. 2014; Kamberi ve
ark., 2012).

2.9.3 Pulverizasyon

Pulverizasyon, bir materyalin ezilerek ogiitiilmesi anlamina gelmektedir.
Kriyojenik ogiitliciiler adli tipta kartilaj ve kemik gibi vital dokulardan DNA
ekstraksiyonu amaciyla siklikla kullanilmaktadir (Fisher ve ark., 1993). Dis
hekimliginde de kullanilan kriyojenik pulverizasyon tekniginde, aseptik sartlarda
cekilen dislerin kok yiizeyleri kontaminasyonu engellemek i¢in dezenfektanlarla
temizlenir. islemden 6nce koklerin dis yiizeylerinden alinan bir 6rnek ile sterillik
kontrolii yapilir. Dislerin kronlar1 uzaklastirilmis halde tamami veya incelenecek
bolgesi hazirlanip steril kaplarda likit nitrojen kullanilarak  dondurulur.
Dondurulmus pargalar steril kaplarda ogiitiicli makineler kullanilarak toz haline

getirilir (Tran ve ark., 2013).

Pulverizasyon tekniginin kok kanal sisteminin mikrobiyal analizinde
kullanimmin en biiyiik avantaji, kok kanal sisteminin daha kapsamli ve
mikrobiyomu daha iyi temsil eden bir 6rnek alinmasini saglamasidir. Tran ve ark.
(2013), steril kagit konlarla aldiklari Orneklerde hi¢ ilireme saptamazken; ayni
diglerin pulverizasyonu ile elde ettikleri orneklerde bakteriyel iireme
gostermislerdir. Ancak incelenecek dislerin ¢ekilmesini gerektirdigi i¢in in vivo
caligmalarda kullanimi uygun degildir. Kok yiizeyleri kontaminasyona agik
oldugundan aseptik sekilde uygulanmasi gereken hassas bir tekniktir (Tran ve ark.,

2013).
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3. MATERYAL ve METOT

Primer veya sekonder/persistan endodontik infeksiyon tanisi ve ¢ekim
endikasyonu konan dislerden kriyojenik pulverizasyon sonrast izole edilen
mikrobiyal DNA’nin pirosekanslama metodu ile metagenomik analizini yapmay1 ve
infeksiyonlara 0zgii mikrobiyom profilini ¢ikarmayir amaglayan ¢aligmamiza
Ondokuz Mayis Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan verilen
25.07.2014 tarihli ve B.30.2.0DM.0.20.08/1134 sayili etik kurulu onay raporu

alinarak baslandi.

3.1 Ornek Hazirlanmasi ve Orneklerin Pulverizasyonu

Calismada, Ondokuz Mayis Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Agiz, Dis
ve Cene Radyolojisi Anabilim Dali’'nda yapilan muayene sonucunda ¢ekimlerine
karar verilmis digler kullanildi. Protetik amacla ¢ekim endikasyonu konmus veya
kanal tedavisi yaptirmak istemediklerinden ilgili dislerinin ¢ekimini talep eden
hastalar, Endodonti Anabilim Dali’nda ikinci bir muayeneye tabii tutuldu.
Muayeneler sonucunda, 18-65 yaslar1 arasinda, sistemik olarak saglikli, goniillii
olur formunu imzalayan hastalarin yapilan radyolojik incelemeler sonucunda
belirgin periradikiiler radyolusent lezyon saptanmig disleri ¢aligmaya dahil edildi.
Hastalarin tedavi oncesindeki ii¢ aylik periyotta antibiyotik kullanmamis olmasina,
sistemik hastalig1 bulunmamasina, 6rnek olarak secilecek dislerin oral ortama agik
pulpa odas1 varlig1 gostermemesine dikkat edildi. Uygun kosullar1 saglamayan ve

tedavi siirecine uyum gdstermeyen hastalar ¢alismaya dahil edilmedi.

Hastalarin klinik ve radyolojik muayenesinde ortopantomograflar1 ve/veya
ilgili dislerin periapikal radyografileri degerlendirildi. Dislerde mevcut olan
radyolusent lezyon Orstavik’in belirledigi Periapikal indeks (PAI) kriterlerine
uygun olarak degerlendirildi (1986). PAI indeksi radyografiler iizerinde apikal
periodontitisi, lezyonun artan boyutuna ve sekline gore 1’den baslayip 5’e kadar

ilerleyen bir skala kullanarak degerlendiren bir sistemdir (Sekil 11).
PAI skorlar1 su sekilde tanimlanmistir:

1. Normal periapikal periodonsiyum

2. Kemik yapisinda minimal degisiklikler mevcut



3. Kemikte mineral kaybu ile birlikte goriilen yapisal degisiklikler mevcut

4. Sinirlart kesin ve 1iyi tamimlanabilen radyolusensi gozlenen apikal
periodontitis varligi

5. Genis radyolusent alanlar gdsteren yaygin apikal periodontitis varlig

(Orstavik, 1986).

PAI skorlamalar1 iki farkli klinisyen tarafindan yapildi. Klinisyenler
tarafindan Ornekler degerlendirilmeden 6nce 10 apikal periodontitis vakasinin
radyolojik goriintiisii PAI’ye gore degerlendirildi ve kalibrasyonlart Cohen Kappa
katsayist ile saptandi. Periapikal indeks skoru 3 ve 3’ten yiiksek olan disler secildi.
Kappa testine gore klinisyenler arasinda %94 uyum tespit edildi.

Sekil 11. Periapikal Indeks Skorlama Sistemi (Orstavik, 1986)

Endodontik infeksiyonun tiirline gore hastalar iki gruba ayrildi. Primer
endodontik infeksiyon grubunu, yapilan muayene sonucunda kronik apikal
periodontitis veya kronik apikal apse tanisi konulan disler olusturdu (Sekil 12).
Persistan/sekonder infeksiyon grubunda ise en az 1 yil once bir dis hekimi
tarafindan kok kanal tedavisi yapilmis digler yer aldi. Persistan/sekonder infeksiyon
grubuna kok kanal dolgu kalitesi radyolojik olarak Tronstad ve ark.’nin (2000)
kriterlerine gore “yeterli” olarak tanimlanan, daimi koronal restorasyonu mevcut
ancak belirgin periradikiiler radyolusensi gosteren disler dahil edildi (Sekil 13).
Hastalardan lokal anestezi ve ¢ekim iglemleri ile ¢aligmaya dahil edilmeleriyle ilgili

iki ayr1 aydinlatilmis onam alindu.
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Ornek 1

Sekil 12. Primer infeksiyon grubuna dahil edilen dislerden bazilariin radyografik

goriintileri

Ornek 21 Ornek 22

Sekil 13. Sekonder/Persistan infeksiyon grubuna dahil edilen diglerden bazilarinin

radyografik goriintiileri

Cekim islemleri aseptik kosullarda steril aletler kullanilarak atravmatik
olarak gerceklestirildi. Islem oncesinde, hastalara bir dk boyunca %0.12’lik
klorheksidin glukonat ile gargara yaptirild1 ve cerrahi operasyon alani ayni soliisyon
kullanilarak yikandi. Cekim sonrasinda dis yiizeyi steril salin solusyonu ile yikandi
ve 15 numarali steril periodontal kiiret kullanilarak kok yiizeyindeki apikal
periodontitis lezyonu dahil tiim yumusak dokular uzaklastirildi. Kok yiizeyleri 6nce
%?3’liik hidrojen peroksit daha sonra %5.25’lik sodyum hipoklorit soliisyonlari
kullanilarak dezenfekte edildi. Sodyum hipoklorit solusyonunun kok yiizeylerindeki
inaktivasyonu icin ise steril %5’lik sodyum tiyosiilfat soliisyonu kullanild.

Soliisyonlar kok ytizeylerine steril gazli bezlerle ovularak uygulandi.

Digler, mine-sement birlesim hattindan kronlarindan ayrildi. Her kesim
islemi asepsi korunarak steril klinik piyasemen ve steril elmas diskler kullanilarak
yapildi. Her disin kesimi icin farkli steril elmas separey disk kullanilirken; klinik

piyasemen steril aliiminyum folyolarla kaplandi ve her kullanim sonrasinda
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piyasemenin yiizeyi sirastyla %96’lik etanol ve %5’lik sodyum hipoklorit
sollisyonlartyla silindi. Daha sonra klinik piyasemen, 15 dakika tasinabilir
ultraviyole sterilizasyon cihazi (Gentra, Istanbul, Tiirkiye) ile ultraviyole 15181
uygulanarak steril hale getirildi. Kronlarindan ayrilan kokler 15-mL’lik steril Falkon
tiiplere yerlestirildi ve —20°C’de saklandi.

Dezenfeksiyon ve kronlarin uzaklastirilmas: sonrasinda, kok yiizeylerinde
herhangi bir mezofilik ve psikrofilik mikroorganizma varliginin belirlenmesi icin
sterilite kontrolii yapildi. Bu amagla kok orneklerinden steril swablarla 6rnekleme
yapilarak kanli agara iki seri yayma tarzi ekim yapildi. Birinci seri 37°C’de 24-72
saat inkiibasyona birakilarak mezofilik mikroorganizmalar arastirildi. ikinci seri ise

psikrofilik mikroorganizmalarin varligi i¢in 18°C’de 24-72 saat inkiibasyonda

birakildi. Inkiibasyon sonrasi higbir besiyerinde iireme saptanmadi ve tiim drnekler
calismaya dahil edildi (Sekil 14).

Sekil 14. 72 saatlik inkiibasyon sonrasi lireme saptanmayan besiyerleri

Bir sonraki asama sterilite kontrolii yapilmis olan koklerin DNA

ekstraksiyonu i¢in toz haline getirilmesi oldu. Kriyojenik pulverizasyon islemi
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Istanbul Teknik Universitesi Kimya-Metalurji Fakiiltesi Metalurji ve Malzeme
Miihendisligi Boliimii’ndeki Toz Proses Laboratuvarinda gergeklestirildi. Koklerin
ogiitiilmesi i¢in 6870 numaral1 kriyojenik 6giitiicti (Spex, Metuchen, NJ, ABD) likit
nitrojen sicakliginda (-185 - -200°C) kullanild1 (Sekil 15a). Hazne islemden 15 dk
oncesinde likit nitrojene gomiildii. 15 dk boyunca dondurulan 6rnekler, manyetik
olarak ileri geri hareket eden darbe cubugunun, 25 mL’lik haznenin iki ucunu
kapatan sabit paslanmaz c¢elik tikaclara salinim yaparak c¢arpmasiyla toz haline
getirildi. Darbe ¢gubugunun frekans degeri 10’a ayarlandi, saniyede her iki uca 10’ar
olmak tiizere toplamda 20 darbe uygulandi (Sekil 15b). Tek bir 6rnegin toz haline
getirilmesi 6 dk 6giitme ve 4 dk sogutma olmak iizere toplam 10 dk siiren iglemin
12 kez tekrar edilmesiyle tamamland1 (Sekil 16). Ogiitme sikluslar1 arasinda, darbe
cubuklarinin meydana getirecegi 1s1y1 diigiirmek i¢in 4 dakikalik dinlenme siiresi ile

sogutma uygulandi.

‘! |
N
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SETTINGS

Start SCRN J a

Sekil 15. a) Koklerin dgiitiilmesinde kullanilan kriyojenik dgiitiicii cihazi, b) Kriyojenik

ogiitme isleminde kullanilan parametreler
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Sekil 16. Kriyojenik pulverizasyon sonrasinda 6giitiiliip toz haline getirilmis 6rnekler

Paslanmaz ¢elik uc¢larin, darbe gubugunun ve haznelerin dezenfeksiyonu igin
sirastyla aletler, 1 dk boyunca nétral deterjan kullanilarak fir¢alandi. 1 dk %96’lik
etanol ile yikand1 ve 1 dk boyunca %>5.25’lik sodyum hipoklorit soliisyonunda
bekletildi. 70°C’de kurutulan aletler 15 dk taginabilir ultraviyole sterilizasyon cihazi
(Gentra, Istanbul, Tiirkiye) kullamilarak ultraviyole 15181 ile steril hale getirildi.

Kriyojenik dgiitme isleminden 6nce ve sonra ornekler hassas tart1 (Precisa,
Precisa Gravimetrics, Dietikon, Isvigre) ile tartilarak elde edilen tozlarin verimliligi
saptand1 (Tablo 3). Orneklerden elde edilen ortalama verimlilik degeri %70,86

olarak bulundu.
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Tablo 3. Kriyojenik dgiitme islemi 6ncesinde ve sonrasinda yapilan agirlik 6lgiim degerleri ve

islemin verimliligi (%)

Ormnek No  Disno  Ogiitmeden once (gr)  Ogiitmeden sonra (gr)  Verimlilik
(%0)

1 35 0,26 0,18 69,23
2 33 0,19 0,11 57,89
3 24 0,31 0,23 74,19
4 27 0,47 0,39 82,98
5 32 0,17 0,09 52,94
6 42 0,19 0,11 57,89
7 23 0,28 0,2 71,43
8 46 0,41 0,33 80,49
9 17 0,47 0,39 82,98
10 23 0,18 0,1 55,56
11 16 0,45 0,37 82,22
12 33 0,15 0,07 46,67
13 28 0,30 0,22 73,33
14 26 0,42 0,34 80,95
15 36 0,42 0,34 80,95
16 38 0,39 0,31 79,49
17 37 0,46 0,38 82,61
18 35 0,21 0,13 61,90
19 36 0,47 0,39 82,98
20 37 0,48 0,4 83,33
21 46 0,45 0,37 82,22
22 35 0,25 0,17 68,00
23 45 0,19 0,11 57,89
24 37 0,49 0,41 83,67
25 45 0.20 0.12 60,00
26 47 0,39 0,31 79,49
27 37 0,31 0,23 74,19
28 27 0,40 032 80,00
29 26 0,45 0,37 82,22
30 41 0,16 0,08 50,00
31 46 0,48 0,4 83,33
32 31 0,16 0,08 50,00
33 24 0,25 0,17 68,00
34 26 0,38 0,3 78,95
35 25 0,28 0,2 71,43
36 1 0,22 0.14 63.64
37 13 0.28 0.2 7143
38 41 0.13 0,05 38.46
39 23 0,26 0,18 69,23
40 26 0,45 0,37 82,22

56



3.2 Orneklerden DNA Ekstraksiyonu

Kok tozlarindan DNA ekstraksiyonu amaciyla, ticari Bakteriyel Genomik
DNA Izolasyon Kiti (Norgen Biotek Corp., ON, Kanada) iiretici firma
talimatnamesi dogrultusunda bazi modifikasyonlar yapilarak kullanildi. Gram
pozitif bakterilerden DNA ekstraksiyonunda kullanmak i¢in 0.33 gr Tris-HCI, 0.07
gr EDTA, 120 mL Triton X-100, 0.2 gr Lizozim ve 10 mL steril distile sudan
olusan 10 ml Lizozim lizis buffer hazirlandi. Her bir 6rnege 180 uL Lizozim lizis
buffer eklendi ve ornekler su banyosunda 37°C’de 30 dk inkubasyona birakildi.
Ornekler her 10 dk’da bir toplamda 3 kez vortekslendi. Daha sonra drneklere 250
pL Lizis soliisyonu ve 12 pL Proteinaz K eklendi. Mikrosantrifiij tiipleri,
vortekslenerek karistirildiktan sonra 55°C’de 30 dk boyunca inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasinda, tiiplere 500 pL baglayici soliisyon eklendi ve tiipler
homojen bir karisim elde edilene kadar vortekslendi. Karigimin 750 pL’si toplama
tiipii icerisine yerlestirilmis spin kolonlara aktarildi. Aktarilan bu karigim 8,000 g’de
1 dk boyunca santrifiij edildi. Yiizeyde kalan sivi uzaklastirildi ve karigim tekrar
8,000 g’de 3 dk santrifiij edildi. 500 pL yikama soliisyonu tiipe eklendi ve 14,000
g’de 1 dk santriftij edildi. Santrifiij sonrasi yiizeyde kalan sivi uzaklastirildi.
Karigima 500 pL yikama soliisyonu daha ilave edildi ve 1 dk boyunca 14,000 g’de
santrifiij edildi. Toplama tiipii atild1 ve spin kolon 1.7 mL’lik eliisyon tiipline alind1.
200 pL eliisyon buffer soliisyonu eklendi. Karigim, énce 6,000 g’de 1 dk sonra
14,000 g’de 2 dk santrifiij edildi. Spin kolon atilarak eliisyon bufferda genomik
DNA izolasyonu tamamlanmis oldu. Elde edilen genomik DNA - 20°C’de saklandi.

Ekstraksiyon islemi sonrasinda elde edilen DNA’nin saflik ve miktar tayini
Thermoscientific Nanodrop 2000 Spektrofotometre cihazi (Thermofisher Scientific,
Wilmington, Delaware, ABD) ile yapildi. Cihazin kalibrasyonu kullanilan ticari
ekstraksiyon kitinde bulunan eliisyon buffer ile yapildi. Ardindan ekstrakte edilmis
orneklerden 2’ser pL alinarak DNA konsantrasyon oOlgiimleri yapildi. DNA
konsantrasyonlar1 kaydedildi ve konsantrasyonu 20 ng/ul’den az olan Ornekler
pirosekanslama analizi Oncesinde lineer amplifikasyon uygulanmak iizere

isaretlendi.

57



3.3 16S rRNA Geninin Yeni Nesil Sekanslama Metoduyla Analizi ve

Biyoinformatik Analiz

Ekstrakte edilen bakteriyel 16S rDNA oOrneklerinin yeni nesil sekanslama
islemleri ve elde edilen verilerin biyoinformatik analizleri Istanbul Universitesi
Teknokent Hizmet Binasi’ndaki Done Genetik ve Biyoinformatik Sirketi’nde
yapildi. Calismada 16S rDNA’nin V4 bolgesi ve 16S universal Eubacteriyal
primerlerinden 515F kullanildi. Mikroorganizmalarin tayini i¢in kullanilan V4

bolgesine ait primer dizileri sunlardir:
515 GTGCCAGCMGCCGCGGTAA
806 RGGACTACVSGGGTATCTAAT

[k asamada 30 déngiilii PZR (Applied Biosystems, Foster City, CA, ABD),
HotStarTaq Plus Master Mix Kit (Qiagen, Valencia, Kanada) kullanilarak her bir
ornek i¢in ayri ayri gerceklestirildi. PZR parametreleri sirasiyla, denatiirasyon i¢in
94°C’de 3 dk, denatilirasyon sonrasi primerlerin baglamasi i¢in toplam 28 dongii
94°C’de 30 sn, 1 dongii 53°C’de 40 sn ve uzatma i¢in 72°C’de 1 dk olarak
belirlendi.

PZR sonrasinda elde edilen tim amplikonlar ayni konsantrasyonda olacak
sekilde seyreltildi ve Agencourt Ampure Beads kiti (Agencourt Bioscience
Corporation, MA, ABD) kullanilarak saflastirildi. Ornekler 454 GS FLX Titanyum

Pirosekanslama platformu (Roche, Penzberg, Almanya) kullanilarak dizilendi.

Ham veri setleri Anderson ve ark.’nin (2013) Onerdigi kalite kontrol
kriterlerine gore her Ornekten alinan her okuma i¢in ayri1 ayr1 degerlendirildi.
Dizileme sonrasinda elde edilen Q25 dizi verilerinde barkod icermeyen ve 150 baz
ciftinden kisa diziler verilerden ¢ikartildi. Benzer sekilde, tutarsiz baz okumalarina
sahip ve yliksek homopolimer bolge iceren (6 baz ¢iftinden biiyiik) veriler analizden
cikarildi (Anderson ve ark., 2013). Elde edilen dizi verileri maksimum %3 liik
farklilik esik degeri (%97 benzerlik) géz Oniine alinarak operasyonel taksonomik
birimler (operational taxonomic units - OTU) tespit edildi. OTU gruplari,
Hugenholtz ve ark.’nin (2006) siniflandirmasi kullanilarak M5RN veri tabani ile
BLASTn kullanilarak taksonomik olarak siiflandirildi. Tespit edilen tiirler goz
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Oniline alinarak, ornekler ve primer ile sekonder/persistan endodontik infeksiyon
gruplar1 arasindaki anlamli farklar ve taksonomik profil farkliliklarinin belirlenmesi

icin QIIME (Quantitative Insights Into Microbial Ecology) paketleri kullanildi.
3.4 istatistiksel Analiz

Calismaya dahil edilecek dislerin PAI skorlarinin belirlenmesinde iki
klinisyenin kalibrasyonunun tespiti i¢cin Cohen Kappa katsayist hesaplandi.
Verilerin tanimlayici istatistikleri yapilarak ortalama, standart sapma, median,
standart hata ve %95 giiven aralifi degerleri hesaplandi. Primer ve
sekonder/persistan endodontik infeksiyon gruplarinda yer alan 6rneklerin hasta yasi,
cinsiyeti ve dis tipi (kesici, premolar ve molar) dagilimlar1 ag¢isindan
degerlendirilmesi i¢in tanimlayicr istatistikler ve Student’s t testi uygulandi. Primer
ve sekonder/persistan infeksiyon gruplari arasinda filum, cins ve tiir diizeyinde
saptanan OTU’lar arasinda ¢esitlilik ve zenginlik bakimindan istatistiksel fark olup
olmadigi degerlendirmek i¢in bagimsiz Orneklem t-testi uygulandi. Belirli bir
taksonomik grubun primer ve sekonder/persistan endodontik infeksiyonlarda
varligimin  karsilastirmali  degerlendirilmesi i¢cin Wilcoxon Rank Sum testi
uygulandi. Bu istatistiksel analizlerde IBM SPSS 21 (Chicago, IL, ABD) istatistik
programi kullanildi. Anlamlilik diizeyi P<0.05 olarak belirlendi.
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4. BULGULAR

Calismada 40 farkli hastanin ¢ekilen 40 disinden elde edilen bakteriyel DNA
dizileri incelenmigtir. Caligmaya 20 primer infeksiyonlu ve 20 sekonder/persistan
infeksiyonlu dis dahil edilmistir. Hastalarin yas ortalamalarinin 34,77 + 14.04
oldugu hesaplanmis ve hastalarin %6011 kadinlarin olusturdugu saptanmistir
(n=24). Dis tipi acisindan degerlendirildiginde, ¢alismada 20 molar (%50), 8
premolar (%20) ve 12 kesici (%30) dis kullanilmistir (Sekil 17). Cekilen dislerin
cinsiyet, yas, endodontik infeksiyon ve dis tipine gore dagilimlari Tablo 4‘te
verilmigtir. Primer ve sekonder/persistan endodontik infeksiyon gruplari arasinda

dis tipinin dagilimi1 agisindan anlamli fark saptanmamustir (P > 0.05).

Cinsiyet
Kadin © Erkek Di$ Tipi

Kesici
30%
60% 0% 50% : & Premolar
A ~
L Molar
= 20%

Sekil 17. Orneklerin alindiklar1 bireylerin cinsiyeti ve dis tipine gore dagilimlari (%)

Dislerin klinik ve radyolojik bulgular1 dogrultusunda klinik teshisleri ve
infeksiyon tiirline gore dagilimlar1 Tablo 5°te verilmistir. Dezenfeksiyon islemi
sonrasinda yapilan ekimlerde dis yiizeylerinde lireme saptanmadigindan ¢alisma dis1
birakilan 6rnek olmamistir. Calisma kapsaminda sekanslanan 40 6rnekten toplam
2.606.128 dizi okumasi elde edilmistir. Sekanslama sonucunda ornek basina
ortalama 64.700 adet yiiksek kalitede okuma yapilmistir. Kontaminasyondan
stiphelenilen okumalarin toplam okumalarin %0.1’inden az oldugu saptanmustir.
Elde edilen okuma verileri, kalite skorlar1 temel alinarak filtrelendikten sonra
MS5NR (non-redundant protein database) veritabaninda yer alan hedef mikrobiyal
genomlart iizerinde en az %97 eslesme saglayacak sekilde taksonomik
profillendirme yapilmigtir. Bu veriler géz Oniine alinarak, Archaea ve Bacteria

grubundaki tiirler belirlenmis, 6rnek ig¢indeki okuma sayilar1 ve birbirlerine gore



kiyaslamali oranlar1 saptanmustir. Orneklerde elde edilen okuma miktarlar1 Sekil

18°de gosterilmistir.

Tablo 4. Calismada kullanilan &rneklerin alindig1 hastalarin cinsiyet ve yasa gore, 6rnek alinan

diglerin tipi ve endodontik infeksiyon tiiriine gore dagilimlari

Ornek no Cinsiyet Yas Dis no Infeksiyon tiirii
1 Erkek 45 35 Primer

2 Erkek 26 33 Primer

3 Erkek 21 24 Primer

4 Kadin 42 27 Primer

5 Kadin 37 32 Primer

6 Kadin 56 42 Primer

7 Erkek 58 23 Primer

8 Kadin 18 46 Primer

9 Erkek 18 17 Primer
10 Kadin 47 23 Primer
11 Kadin 19 16 Primer
12 Erkek 37 33 Primer
13 Erkek 18 28 Primer
14 Kadin 18 26 Primer
15 Kadin 34 36 Primer
16 Kadin 19 38 Primer
17 Kadin 34 37 Primer
18 Erkek 29 35 Primer
19 Erkek 37 36 Primer
20 Kadin 21 37 Primer
21 Kadin 33 46 Persistan
22 Kadin 45 35 Persistan
23 Kadin 56 45 Persistan
24 Erkek 56 37 Persistan
25 Kadin 38 45 Persistan
26 Kadin 28 47 Persistan
27 Erkek 34 37 Persistan
28 Kadin 20 27 Persistan
29 Kadin 32 26 Persistan
30 Kadin 30 41 Persistan
31 Erkek 21 46 Persistan
32 Erkek 59 31 Persistan
33 Kadin 34 24 Persistan
34 Erkek 21 26 Persistan
35 Kadin 20 25 Persistan
36 Erkek 56 11 Persistan
37 Erkek 59 13 Persistan
38 Kadin 46 41 Persistan
39 Kadin 48 23 Persistan
40 Kadin 21 26 Persistan
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Tablo 5. Amerikan Endodonti Birligi’nin dnerdigi pulpal ve periradikiiler hastaliklarin klinik

siniflamasi uyarinca ¢aligsmaya dahil edilen drneklerin periradikiiler hastaliklariin dagilimi

Ornek no Klinik Teshis Infeksiyon Tiirii
1 Kronik Apikal Periodontitis Primer
2 Kronik Apikal Periodontitis Primer
3 Kronik Apikal Periodontitis Primer
4 Kronik Apikal Periodontitis Primer
5 Kronik Apikal Apse Primer
6 Kronik Apikal Periodontitis Primer
7 Kronik Apikal Periodontitis Primer
8 Kronik Apikal Apse Primer
9 Kronik Apikal Periodontitis Primer
10 Kronik Apikal Periodontitis Primer
11 Kronik Apikal Apse Primer
12 Kronik Apikal Apse Primer
13 Kronik Apikal Periodontitis Primer
14 Kronik Apikal Periodontitis Primer
15 Kronik Apikal Periodontitis Primer
16 Kronik Apikal Periodontitis Primer
17 Kronik Apikal Periodontitis Primer
18 Kronik Apikal Periodontitis Primer
19 Kronik Apikal Periodontitis Primer
20 Kronik Apikal Periodontitis Primer
21-40 Tedavi sonras1 gelisen Sekonder/Persistan

Apikal Periodontitis

Operasyonel taksonomik birimlerin  zenginligi  degerlendirildiginde
caligmada 40 6rnekte toplam 14 filum, 29 smif, 47 takim, 85 aile, 160 cins ve 368
tiir saptanmistir. Saptanan mikroorganizmalarin %10’u (38 bakteri) cins seviyesine

kadar, kalanlarin tamamu ise tiir seviyesine kadar identifiye edilmistir.
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Sekil 18. Orneklerden elde edilen okuma say1lar

Tiim orneklerde toplamda 14 filum saptandi; bu filumlarin bulunma siklig
sirastyla Proteobacteria (%33.49), Firmicutes (%32.37), Bacteroidetes (%26.35),
Fusobacteria (%4.24), Actinobacteria (%2.94), Spirochaetes (%0.33), Acidobacteria
(%0.13), Cyanobacteria (%0.032), Tenericutes (%0.031), Deferribacteres (%0.023),
Synergistes (%0.003), Verrucomicrobia (%0.004), Candidatus Saccharibacteria
(%0,002), Euryarchaeota (%0,0005) ve Thaumarchaeota (%0,0001) olarak
kaydedildi (Sekil 19). Hem primer hem de sekonder/persistan infeksiyon grubundan
en sik saptanan filum Proteobacteria olmustur. Proteobacteria filumu primer
infeksiyon grubunda %36.17 oraninda, sekonder/persistan infeksiyon grubunda ise
%35.81 oraninda saptanmigtir. Proteobacteria siklig1 agisindan her iki grup arasinda
anlamli fark saptanmamistir (P > 0.05). Sekonder/persistan infeksiyon grubunda
Cyanobacteria, Tenericutes ve Acidobacteria, primer infeksiyon grubuna gore

anlamli oranda yiiksek bulunmustur (P < 0.05).

Her Ornekte saptanan bakterilerin filum seviyesinde temsilleri ve saptanma

oranlar ylizde olarak Sekil 20’de sunulmustur.
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Sekil 19. Calismada saptanan filumlarin 6rneklerde saptanma oranlari (%)

Primer infeksiyon grubundaki 6rneklerde 6rnek basina ortalama filum sayisi
9.6 = 1.6 iken; sekonder/persistan infeksiyon grubunda bu say1 8.4 + 1.3 olarak
saptanmistir. Bagimsiz orneklem t-testi sonucunda filum zenginligi agisindan iki

grup arasinda anlamli fark saptanmamistir (P = 0.245).
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Sekil 20. Her 6rnekte saptanan filumlar miktariin dagilimi (%)
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Arkea grubuna ait Euryarchaeota ve Thaumarchaeota filumlari, sadece
primer infeksiyon grubunda yer alan 3 farkli diste, sirastyla Ornek 3’te %0.0005,
Ornek 8’de %0.0001 ve Ornek 16’da %0.0001 siklik oranlariyla saptanmugtir
(sirastyla Ornek 3, 8 ve 16). Euryarchaeota filumuna mensup M. oralis, tiir
seviyesinde incelendiginde toplam OTU’nun %0.0006’sin1  olusturmustur.
Thaumarchaeota filumuna mensup Candidatus nitrosoarchaeum limnia’nin, tiir
seviyesinde incelendiginde toplam OTU’nun %0.0001’ini meydana getirdigi

saptanmistir. Sekonder/persistan infeksiyon grubunda Arkea saptanmamuistir.

Cins seviyesinde incelendiginde OTU’larin ¢ogunlugunu meydana getiren
cinsler diigik miktarda saptanmistir (<%]1). Toplamda, primer endodontik
infeksiyon grubunda 162 cins; sekonder/persistan endodontik infeksiyon grubunda
ise 157 cins saptanmistir. Primer infeksiyon grubunda ornek basina saptanan cins
sayist ortalama 77.6 £ 13.1 iken; bu say1 sekonder/persistan infeksiyon grubunda
ortalama 70.9 + 17.8 olarak hesaplanmistir. Bagimsiz 6rneklem t-testi sonucunda
cins cesitliligi ve sayisi acisindan primer ve sekonder/persistan endodontik
infeksiyon gruplar1 arasinda anlamli fark ortaya ¢ikmamistir (P = 0.358).Cins
seviyesinde en sik rastlanan taksonlar; Prevotella (%19.6), Porphyromonas
(%16.5), Neisseria (%13.2), Lactobacillus (%]11.7), Parvimonas (%11.1),
Streptococcus  (%10.7), Enterococcus (%3.5), Camplyobacter (%1.1) ve
Granulicatella (%1) olmustur. Primer infeksiyon grubunda en sik rastlanan cins
Prevotella (%23.5) iken, sekonder/persistan infeksiyon grubunda en sik rastlanan

cins Fusobacterium olmustur (%18.4).

Cins seviyesinde, %1 ile %0.001 arasinda siklik oraniyla 85 adet takson
saptanmistir. Kalan 68 cinsin %0.001°den de az oranda bulundugu tespit edilmistir.
Tim orneklerde, Selenomonas %0.94, Actinomyces %0.9, Rothia %0.89,
Aggregatibacter  9%0.88,  Actinobaculum  %0.71,  Atopobium  %0.58,
Capnocytophaga 9%0.42, Phocaeicola %0.4, Treponema %0.30, Oribacterium
%0.21, Filifactor %0.2, Dialister %0.17, Tannerella %0.14, Bergeyella %0.08,
Moryella %0.07, Peptosteptococcus %0.04, Moraxella 9%0.02, Bifidobacterium
%0.009, Synergistes %0.009, Veillonella %0.007 ve Eikenella %0.002 oranlariyla

saptanmigtir. Tablo 6 cins seviyesinde en sik saptanan tiirlerin total ve endodontik
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infeksiyonun tiirline gore gruplar arasindaki dagilimini ve istatistiksel iligkilerini

gostermektedir.

Tablo 6. Saptanma miktar1 %0.0001’den fazla olan veya gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli

fark saptanan cinslerin tiim 6rneklerde ve gruplara gore dagilimlar: (%)

Cins Total miktar Primer Sekonder/persistan P*
infeksiyon infeksiyon

Prevotella 0.196 0.235 0.157 002
Porphyromonas 0.165 0.168 0.164 9
Fusobacterium 0.157 0.126 0.184 2
Neisseria 0.132 0.140 0.124 2
Lactobacillus 0.117 0.096 0.138 005
Parvimonas 0.111 0.121 0.102 2
Streptococcus 0.107 0.094 0.12 005
Enterococcus 0.035 0.020 0.051 004
Camplyobacter 0.011 0.021 0.001 .001
Granulicatella 0.010 0.009 0.011 .8
Selenomonas 0.009 0.001 0.008 5
Actinomyces 0.009 0.011 0.007 7
Synergistes 0.009 0.011 0.008 7
Rothia 0.008 0.005 0.012 .5
Aggregatibacter 0.008 0.009 0.008 4
Heamophilus 0.007 0.008 0.007 4
Actinobaculum 0.007 0.009 0.004 005
Eubacterium 0.007 0.007 0.007 9
Megasphaera 0.006 0.007 0.006 2
Propionibacterium 0.005 0.005 0.005 2
Atopobium 0.005 0.005 0.006 4
Leptotrichia 0.005 0.005 0.006 2
Gemella 0.005 0.005 0.005 .08
Capnocytophaga 0.004 0.004 0.004 .06
Phocaeicola 0.004 0.004 0.004 .03
Treponema 0.003 0.003 0.002 .02
Actinobacillus 0.002 0.002 0.002 .03
Oribacterium 0.002 0.002 0.002 .03
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Tablo 6 (Devam1)

Cins Total miktar Primer Sekonder/persistan P*
infeksiyon infeksiyon

Filifactor 0.002 0.001 0.002 .02
Dialister 0.001 0.002 0.001 .03
Tannerella 0.001 0.002 0.001 .05
Vagococcus 0.001 0.001 0.001 .09
Kingella 0.001 0.001 0.001 .09
Bergeyella 0.0008 0.0009 0.0006 1

Moryella 0.0007 0.001 0.0004 3

Abiotrophia 0.0007 0 0.0014 .05
Cornybacterium 0.0007 0.0009 0.0005 3

Solobacterium 0.0005 0.0007 <0.0005 4

Peptosteptococcus <0.0005 0.0005 <0.0005 .1

Anaerobacterium <0.0005 <0.0005 <0.0005 .8

Moraxella <0.0005 <0.0005 <0.0005 2

Bifidobacterium <0.0005 <0.0005 <0.0005 2

Eikenella <0.0005 <0.0005 0 .02
Veillonella <0.0005 <0.0005 <0.0005 2

Desulfobulbus <0.0005 <0.0005 <0.0005 2

Campylobacter <0.0005 <0.0005 <0.0005 .05
Ralstonia <0.0005 0 <0.0005 .05
Pseudoramibacter <0.0005 <0.0005 <0.0005 .03
Slackia <0.0005 <0.0005 0 .02
Olsenella <0.0005 <0.0005 0.00009 4

Kurthia <0.0005 0 0.00006 .02
Sphingomonas <0.0005 0 0.00004 .04
Caulobacter <0.0005 <0.0005 <0.0005 5

Sphingomonas <0.0005 <0.0005 <0.0005 9

Candidatus <0.0005 <0.0005 0 .05
nitrosoarchaeum

Methanobrevibacter <0.0005 <0.0005 0 .05

Koyu yazilan sayilar primer ve sekonder/persistan endodontik infeksiyon gruplar arasindaki
istatistiksel olarak anlamli iligkiyi gosterir.

*Wilcoxon rank toplamlar: testi sonucu

68



Eikenella, Slackia, Candidatus nitrosoarchaeum ve Methanobrevibacter
cinsleri primer endodontik infeksiyonlarda bulunur iken; sekonder/persistan
endodontik infeksiyonlarda saptanamamuistir. Prevotella cinsinin primer endodontik
infeksiyonlarda saptanma orant sekonder/persistan endodontik infeksiyonlarda

saptanma oranindan anlamli derecede yiiksek bulundu (P < 0.05).

Fusobacterium cinsi sekonder/persistan endodontik infeksiyonlarda primer
endodontik infeksiyonlarda saptandigindan daha yiiksek oranda saptanmistir; ancak
iki endodontik infeksiyon grubu Fusobacterium cins miktar1 ag¢isindan
karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir (P =

0.636).

Lactobacillus, Streptococcus, Enterococcus ve Ralstonia cinslerinin
sekonder/persistan infeksiyonlarda, primer infeksiyonlarla karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli oranda yiliksek bulundugu saptanmistir (P < 0.05).
Abiotrophia, Kurthia ve Sphingomonas cinslerinin  varhi§ina yalnizda

sekonder/persistan infeksiyonlu diglerde rastlanmistir.
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5. TARTISMA
5.1. Cahismanin Tasarim ve Metodolojisi

Endodontik infeksiyonlarda etiyolojik faktorlere yonelik, pratik ve kisa
stirede sonug¢ veren tani araclart giinlimiizde simdilik mevcut degildir. Molekiiler
caligmalar, farkli cografi bolgelerde yasayan ve ayni tiir endodontik infeksiyona
sahip bireylerde saptanan mikrobiotanin, bakteriyel tiirlerin dagilimi ve sayisi
bakimindan anlamli farkliliklar gosterdigini rapor etmistir (Siqueira ve Rocas,
2009). Bu verilerin 15181 altinda, farkli populasyonlardan alinan 6rneklerde, acik
uclu molekiiler metotlar kullanilarak komiinite profil ¢aligmalar1 yapilmistir (Hong
ve ark., 2013; Alves ve ark., 2009). Ulkemizde dislerde meydana gelen primer ve
sekonder/persistan endodontik infeksiyonlarda yer alan mikroorganizmalarin
identifikasyonuyla ilgili rapor edilmis bir komiinite profil c¢alismasi
bulunmamaktadir. Endodontik tedavi siklikla ampirik veya uluslararasi tedavi
rehberleri uyarnca yapilmaktadir. Bu yolla duyarli mikroorganizmalar elimine
edilse de persiste mikroorganizmalar hastalig1 devam ettirebilmektedir. Endodontik
infeksiyonlarla iligkili bakteriyel komiinite profillerinin ortaya konulmasi, kanita
dayal1 tedavi prosediirlerinin olusturulmasi icin atilacak ilk adimdir.

Calismamiz, primer ve sekonder/persistan endodontik infeksiyon tanisiyla
dis ¢ekimi icin liniversitemize bagvuran 40 hastanin ¢ekilen dislerini kriyojenik
pulverizasyon isleminden gecirerek elde ettigimiz mikrobiyal DNA’nin
pirosekanslama metodu ile metagenomik analizini yapmay1 ve infeksiyonlara 6zgii
mikrobiyota profilini ¢ikarmayir amaglamistir. Caligma tasariminda gruplarda yer
almasi gereken Ornek sayis1 yapilan power analizi sonucunda %99 giiven araliginda
ve %S5 duyarliliga sahip olacak sekilde statisticalsolutions.net/pss_clc.php programi
kullanilarak basit tesadiifi 6rnekleme ile n=9 Ornek olarak belirlenmistir. Tiibitak
Hizli Destek programi tarafindan desteklenen c¢alismamiza, program biitgesi
dahilinde miimkiin olan en fazla sayida olacak sekilde toplamda 40 6rnek dahil
edilmistir. Calismaya dahil edilen 6rnek sayisinin endodonti literatiirlinde mevcut
diger pirosekanslama caligmalariyla kiyaslandiginda yeterli oldugu kanaatindeyiz.
Li ve ark. (2010) 7 6rnek, Santos ve ark. (2011) 17 6rnek, Siqueria ve ark. (2011)
10 6rnek, Ozok ve ark. (2012) 23 &rnek, Anderson ve ark. (2013) 50 drnek ve

Tzanetakis ve ark. (2015) 48 ornek {lizerinde c¢alismiglardir. Caligsmalar



incelendiginde Ornek sayisimin ilk arastirmanin yapildigi 2010°dan gilinlimiize
artmakta oldugu goriilmektedir. Bu durumun yeni nesil sekanslama platformlarinin
yayginlagmasinin ve zamanla maliyetlerinin azalmasinin sonucu olabilecegi
goriisiindeyiz. Li ve ark. (2010) calismalarinda 7 primer endodontik infeksiyon
gosteren Ornekten toplamda 28.590 mikrobiyal gen sekansi elde etmistir.
Calismamizda 40 ornekten 2.606.128 sekans okumasi elde edilmistir. Bu durum,
ornek basina 64.700 mikrobiyal gen sekansi elde edildigi anlamina gelmektedir.

DeLong ve ark.’na (2006), gére metagenomik analizler amaglarina gore
ikiye ayrilir. Ilki “orada ne var?” sorusunu cevaplamay: hedefleyen, komiinite
diyelerinin tamaminin identifikasyonunu yapan genom sekans temelli metotlar,
ikincisi ise ilk sorudan alinan yanittan sonra gelen ve komiinite tiyelerinin
fonksiyonel analizi ile potansiyel fenotipik Ozelliklerin saptanmasi ve
karakterizasyonunu amaglayan, “orada ne yapiyorlar?” sorusuna yanit arayan
proteomik metotlardir. Ancak ikinci amaca yonelik sorular ilk amaca yonelik
yanitlar elde edilemeden arastirilamaz. Bizim c¢alisgmamiz ilk soruya yanit bulmak
tizere tasarlanmigtir. Kok kanal infeksiyonlarinda yer alan kanal i¢i komiinite
iiyelerinin tamamiin geleneksel kiiltiir yontemleriyle iiretilmelerinin giliniimiizde
miimkiin olmamasi, fenotipik metotlarin bazi tiirler arasi ayrim yapmakta
yetersizligi ve mevcut metotlarin az sayidaki tiirleri saptamadaki sinirlamalari
nedeniyle, kanal i¢i mikrobiyal komiinite tam olarak ortaya konamamis ve
mikroorganizmalarin gercek insidanslar1 ve klinik spektrumlart anlagilamamistir
(Ward ve ark., 1990; Amann ve ark., 1995). DNA sekans analizi, mikrobiyal
komiinite iiyelerinin tespitinde ve incelenmesinde altin standart olarak kabul
edilmistir (McCourt ve ark., 2013). Calismamizda bu amacla analiz yontemi olarak
yeni nesil DNA sekanslama teknigini kullanan 454 GS FLX Titanyum
pirosekanslama platformu se¢ilmistir.

Infekte kok kanallarinda bulunan mikroorganizmalari tespit etmek igin kagit
konlarm, Hedstrom tipi kanal egelerinin veya ilgili disin kendisinin ¢ekilip
kullanildig: ¢esitli metotlar vardir (Méller, 1966; Haapasalo ve Orstavik, 1987; Tran
ve ark., 2013). Kagit konlar ve egeler kullanilarak alinan O6rneklerin
mikroorganizma ¢esitliligi ve sayisi, kagit konlarin ve kanal egelerinin kok kanal
sisteminde temas ettigi ylizeylerle yani sadece ana kanalla sinirli kalmaktadir.

Infeksiyonda rol alan mikroorganizmalarin tamamini temsil eden ve sayica az olan
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onceden saptanamamis mikroorganizmalarin varligini arastiran profil caligsmalari
icin kok kanal sistemindeki diizensizliklerde, yan kanallar ve dentin tiibiillerinin
icinde yer alan bakterilerin de alman Orneklerde temsil edilmeleri ©nem
tasimaktadir. Tran ve ark. (2013) cekilmis dislerin koklerini E. faecalis ile infekte
ettikleri caligmalarinda kagit kon kullanarak 6rnekleme ile kriyojenik pulverizasyon
tekniklerini karsilagtirmis ve pulverizasyon teknigi ile istatistiksel olarak anlamli
oranda daha fazla sayida bakterinin temsil edilebildigini rapor etmislerdir. Dentin
duvarinin kanal egeleriyle tiraglanip Ornek toplandigi teknikle pulverizasyon
teknigini karsilastiran bir ¢alisma heniiz yoktur, ancak kanal egelerinin de kagit
konlar gibi kanallarin istmus, lateral kanallar gibi irregiiler alanlarina temas
edemeyecegi ve dentin tiibiillerinden 6rnek toplayamayacagi goriisiindeyiz. Bununla
beraber, kagit kon ve dentin tiraglama teknikleri, ¢esitli antimikrobiyal ajanlarinin
etkinliklerini degerlendiren in vitro ve in vivo c¢alismalarda daha fazla tercih
edilmektedir (White ve ark., 1999; Pawar ve ark., 2012; Tulsani ve ark., 2014). Van
der Horst ve ark. (2013) paketi yeni agilmis ve steril oldugu kabul edilen kagit
konlarin kontamine bakteriyel DNA icerebildigini rapor etmiglerdir ve bu nedenle
mikrobiyal profil olusturmay1 amaclayan sekanslama veya DGGE gibi agik uglu
tekniklerde 6rnek almak icin kagit konlarin kullanilmasinin hatali sonuglara yol
acabilecegini One siirmiislerdir. Caligmamizda kok kanal sisteminin anatomik
ozelliklerinin, 6rnek alimma ve maksimum bakteriyel DNA eldesine engel teskil
etmesini engellemek ve kagit konlar {izerindeki potansiyel bakteriyel DNA’nin
kontaminasyonunu 6nlemek i¢in kriyojenik pulverizasyon teknigi se¢ilmistir.
Senges ve ark. (2011), kok kanal dolgu materyali olarak kullanilan giita
perkanin, tiikiirik veya serumla temasit sonucu ylizeyinde glikoprotein ve
polisakkarit yapida bir tabakanin meydana geldigini rapor etmislerdir. Yazarlar
caligmalarinda, albiimin ve fibronektinden zengin bu organik tabakanin 6zellikle
Gram pozitif bakterilerin adezyonunu ve biyofilm formasyonunu kolaylastirdigini
belirtmis ve bu nedenle mikrobiyal analizlerde kok kanal dolgusundan da 6rnek
alinmasinin gerekliligini vurgulamislardir (Senges ve ark., 2011). Kok kanal dolgu
materyallerinin kanal dolgusu sonrasi boyutsal olarak biiziilmeleri sonucu dentin-
dolgu arayiiziinde meydana gelen boslugun bakterilerce istilasi ile materyallerin
iiretim ve klinik uygulamalar esnasindaki kontaminasyonu da giita perka yiizeyinde

mikroorganizma kolonizasyonuna imkan taniyabilir (Gomes ve ark., 2005; Nawal
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ve ark., 2011; Demiryiirek ve ark., 2012). Kanal dolgusu sonrasinda giita perka
ylizeyinde bakteri adezyonu ve biyofilm varlig1 in vivo bir ¢aligma ile gosterilmistir
(Karygianni ve ark., 2015). Karygianni ve ark. (2015), persistan endodontik
infeksiyonlu dislerin kok kanallarindan kagit kon ile 6rnek almis ve ayn1 zamanda
kanallardan soktligli giita perkanin yiizeyini de mikroorganizma varlig1 agisindan
incelemislerdir. 16S rRNA gen sekanslama ve gecirimli elektron mikroskopu
kullanilan ¢alismada kok kanallarinda saptanamayan 9 bakteri tiirii sadece giita
perka ylizeyinde identifiye edilmistir. Adib ve ark. (2004), c¢alismalarinda,
mikroorganizmalarin kok kanal sistemi i¢inde dentinde oldugu kadar giita perka
yiizeylerinde de kolonize olabildiklerini rapor etmislerdir. Bu c¢aligmalar giita
perkanin ¢inko oksit igeriginin bakteriyel aktivite ve kolonizasyonu engelleyecek
giicte antimikrobiyal 6zellik saglamadigin1 rapor eden Moorer ve Genet’i (1982)
desteklemektedir. Calismamizda kullanilan kriyojenik pulverizasyon yontemi,
persistan endodontik infeksiyon grubunda tiim kok kanal dolgusundan Ornek
alinmasina olanak saglamistir. Giita perka termoplastik yapisindan otiirii toz haline
getirmesi gili¢ bir materyaldir (Tanomaru ve ark., 2007). Ancak kriyojenik
pulverizasyonda likit nitrojen derecesinde materyalin kirillganligr arttirilarak
(Haselden, 1971) toz haline getirilmesi miimkiin olmustur. Bu sayede giita perka
yiizeyinde kolonize olan mikroorganizmalarin da identifiye edilebildigi
goriisiindeyiz.

Kriyojenik 0Ogiitme cihazlari, adli tipta kikirdak, dis ve kemik gibi
dokulardan DNA ekstraksiyonu amaciyla siklikla kullanilmaktadir (Fisher ve ark.,
1993). Dislerin toz haline getirilmesi icin ¢esitli metotlar gelistirilmistir. Smith ve
ark. (1993), parcalara ayirdiklari disleri, havaneli ve havan kullanarak toz haline
getirmisler ancak bu tiir caligmalarda kontaminasyonun engellenemeyecegini ve bu
durumun ekstrakte edilen DNA’nin safligi1 olumsuz ydnde etkileyecegini
bildirmislerdir. Kriyojenik ogilitme cihazlari, steril sartlarda sert ve yumusak
dokularin pulverizasyonuna imkan vermektedir (Fisher ve ark., 1993). Sweet ve
Hildebrand (1998), ilk defa insan disini kriyojenik olarak 6gilitmiis ve konak DNA
ekstraksiyonu yapmislardir. Yazarlar ¢calismalarinda, insan molar dislerinden DNA
eldesi i¢in kriyojenik Oglitme cihazinin havan kullanarak ogiitme teknikleriyle
kiyaslandiginda daha etkili ve kolay bir se¢enek oldugunu rapor etmislerdir (Sweet

ve Hildebrand, 1998). Calismamizda da ayni tipte kriyojenik 6giitiicii kullanilmus,

73



ancak farkli parametreler uygulanmistir. Calismamizda dislerin  kronlari
uzaklastirildigindan mineden daha az sert olan dentin, sement ve pulpa dokularinin
pulverizasyonu i¢in cihaz calistirilirken “stroke (darbe)” parametresinin sayisi
diistiriilmiistiir. Caligmamizda uyguladigimiz parametrelerdeki modifikasyonlar,
ayni kriyojenik 6giitme cihazint kullanarak ¢ekilmis diglerden DNA ekstraksiyonu
yapan Alves ve ark. (2009) ile Ozok ve ark.’min (2012) ¢alismalarinda 6nerilen
parametreler dogrultusunda yapilmistir. Kriyojenik ogiitiiciide islemlerin likit
nitrojen sicakliginda kapali ve steril bir sistemde yapiliyor olmasi kontaminasyon
kontrolii acgisindan avantaj saglamaktadir (Sweet ve Hildebrand, 1998). Ayrica
kriyojenik 6gilitme cihazinin pargalarinin sterilizasyonunun yapilabilmesi 6rnekler
arast capraz kontaminasyon riskini elimine etmektedir. Kriyojenik 06giitme
cihazinda numuneleri tagimak i¢in kullanilan silindirik kaplar giiclendirilmis ¢elik
ile polikarbonattan yapilmigtir ve cihaz ayni anda kontaminasyon olmadan dort
farkli &rnegin ogiitme islemini yapabilmektedir (Sekil 20). Ornekleri tasiyan
silindirik kaplarin sterilizasyon protokolii Ozok ve ark. (2012) tarafindan 6nerildigi
sekilde sirasiyla notral deterjan, %96’lik alkol, 70°C’lik kuru hava ve 15 dakika
U.V. sterilizasyon cihazi (Gentra, Istanbul, Tiirkiye) kullamlarak yapilmustir.

Kriyojenik pulverizasyon tekniginin dezavantaji Ornek olarak incelenecek
dislerin cihaza yerlestirilmek icin ¢ekilmeleri gerekmesidir (Tran ve ark., 2013).
Dislerin ¢ekim ile kaybindan &tiirii kriyojenik pulverizasyonun endodontik tedavide
kullanilan antimikrobiyal ajanlarin etkinligini 6lcen ve farkli zamanlarda birden
fazla numune alinmasini gerektiren ¢aligsmalarda kullanilmasimin uygun olmadigi
belirtilmistir (Tran ve ark., 2013). Ozok ve ark. (2012) kriyojenik pulverizasyon
tekniginin endodontik infeksiyonlarda rol oynayan tiim mikrobiyal komiinitenin
analizinde ve profil caligmalarinda kullaniminin uygun oldugunu belirtmistir.
Calismamizda kriyojenik pulverizasyon teknigi, endodontik infeksiyonlarda yer
alan tim mikroorganizmalarin saptanmasi ve bir mikrobiyota profili olusturulmasi
amaglandigindan tercih edilmistir.

Calismamiza, Ondokuz Mayis Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Agiz
Dis ve Cene Radyolojisi Anabilim Dali’nda yapilan klinik ve radyolojik muayeneler
sonucu, ¢ekim endikasyonu konan veya endodontik tedavi ile agizda tutulabilme

sanst olmasina ragmen hasta istegi ile ¢cekimine karar verilmis disleri dahil edilmis
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ve ilgili hastalar Endodonti Anabilim dalinda ikinci bir klinik ve radyografik
degerlendirmeden gegcirilmistir. Dolayisiyla, c¢ekim endikasyonu kesinlesen
endodontik infeksiyonlu dislerin ¢alismaya dahil edilmesiyle kriyojenik
pulverizasyonun Ornek kaybi dezavantaji ortadan kaldirilmaya calisilmigtir.
Pulverizasyon tekniginin bir baska sinirlayici faktorii de, ¢cekimleri infeksiyon akut
durumdayken yapilamadigindan, akut apikal apse teshisi konmus dislerin kok kanal
sistemi i¢inde yer alan mikroorganizmalarin bu teknik kullanilarak incelenmelerinin
miimkiin olmamasidir. Bu sebeple ¢aligmamiza kronik infeksiyon bulgularina sahip

disler dahil edilmistir.

\\a i By ;,.-‘i‘

Sekil 20. Kriyojenik pulverizasyon cihazinin prosesten hemen sonraki goriintiisii
Ornekler, steril edilebilir polikarbonat ve giiclendirilmis gelik tiiplerde dis ortamla

temas olmaksizin proses edilirler

Calismamizda, kriyojenik pulverizasyon islemi Oncesinde ve sonrasinda
yapilan agirlik 6l¢iimlerinden ortalama 9%29.14°liik bir agirlik kaybi1 gerceklestigi
saptanmigtir. Bu O6rnek basina ortalama 0.08 gr’lik bir madde kaybi demektir. Bu
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sonug¢ kriyojenik pulverizasyon tekniginin bile %100 verimli bir degerlendirme
saglayamadigin1 gdstermektedir.

Endodontik infeksiyon c¢aligmalarinda kok kanallarindan o6rnek alinirken
caligma alaninin kontaminasyonundan kac¢inilmalidir (Mdller, 1966). Endodontik
infeksiyonlarda rol almayan ancak 6rnek alma islemi sirasinda ve/veya sonrasinda
uygulanan laboratuvar islemleri esnasinda numuneyi kontamine eden bakterilerin
genetik materyalleri yanlis pozitif sonuglara yol agabilmektedir. Bu amacgla Moller
(1966) mikrobiyolojik caligsmalarda ¢alisma alanin dezenfeksiyonu igin %30’luk
hidrojen peroksit ve %5’lik veya %10’luk iyodin kullanilmasini Onermistir.
Dezenfeksiyon soliisyonlarmin se¢imi ve uygulanmasindaki primer faktor
caligmada kullanilacak olan analiz yontemidir (Ng ve ark., 2003). Kiiltiir yontemleri
ile bakterilerin saptanabilmeleri i¢in canli olmalar1 esastir; bu nedenle iyodin gibi
yiikksek bakterisit 0Ozelligi olan dezenfektan ajanlar, kiiltiir yOntemlerinin
kullanilacag:1 ¢aligmalarda ylizey dezenfeksiyonu ic¢in uygundur (Tennen ve ark.,
2000). Kiiltiir teknigi ile canli olmayan mikroorganizmalar saptanamazlar. Ancak
molekiiler biyoloji ve genetik ¢alismalarinda bakterilerin saptanabilmeleri i¢in canli
veya Olii olmasi fark etmemektedir, analiz i¢in uygun baz uzunlugunda bakteriyel
DNA varlig1 yeterli olmaktadir. Bu nedenle orneklerdeki kontamine bakterileri
sadece oOldiirmekle kalmayacak; yiizeylerdeki bakteriyel DNA’y1 da ortadan
kaldiracak bir dezenfektan ajan kullanilmasi gerektigi bildirilmistir (Ng ve ark.,
2003). Sodyum hipoklorit bakterileri 6ldiirmesinin yan1 sira bakteriyel DNA’nin tek
iplikcikli yapisina zarar vermektedir. Boylece molekiiler biyoloji ve genetik
tekniklerle analizi yapilacak yeterli uzunlukta DNA baz serisi elde edilememektedir
(Takehara ve ark., 1994). Bu amagla calismamizda, dislerin kdk yiizeylerinin
dezenfeksiyon protokoliinde %3’liikk hidrojen peroksit ve 9%5.25’lik sodyum
hipoklorit kullanilmistir. Takehara ve ark.’nin (1994) raporlar 1s181nda, %5.25’lik
sodyum hipokloritin 5 dakika kullaniminin kdk yilizeyinde 6lii bakteriyel DNA’nin
saptanmasi sorununu ¢ozebilecegi goriisiindeyiz. Ancak Ng ve ark. (2003), calisma
sahasinin tamamen dekontaminasyonunu saglayabilecek bir dezenfeksiyon ajaninin
mevcut olmadig1 ve deney Oncesinde drneklerin sterillik kontrollerinin yapilmasinin
esas oldugunu vurgulamiglardir. Calismamizda sterilite kontrolleri igin, 6rneklerin
dis ylizeylerinden alinan siiriintiiler kanli agara iki seri ekim yapilarak, hem

psikofilik hem de mezofilik mikroorganizmalarin varligi aragtirilmistir. Sodyum
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hipokloritin kok yiizeylerinde antimikrobiyal etkinliinin devam etmesi yanlis
negatif sonuglara yol acabilir. Bu nedenle sodyum hipokloritin antimikrobiyal
etkinligini durdurmak amaciyla 9%5’lik sodyum tiyosiilfat soliisyonu kok
yiizeylerine steril gazli bezlerle uygulanmistir. Sonug olarak, dezenfeksiyon
protokolii sonrasinda yapilan sterilite kontrollerinde herhangi bir bakteriyel lireme
saptanmamistir. Calismanin sonuglar1 dahilinde, kriyojenik pulverizasyon islemleri
uygulanacak olan orneklerde dezenfeksiyonun 5 dakika %3’liik hidrojen peroksit,
ardindan 5 dakika %5.25’lik sodyum hipoklorit ve son olarak 5 dakika %5’lik
sodyum tiyosiilfat kullanilarak yapilmasinin etkili oldugu goriisiindeyiz. Cekilmis
dislerin kriyojenik pulverizasyonu i¢in kdk yiizeylerinde dezenfektan ajan kullanan
iki caligma bulunmaktadir. Siqueira ve ark. (2011), 10 primer endodontik
infeksiyonlu ¢ekilmis disin kok ylizey dezenfeksiyonunda %3’liik hidrojen peroksit,
%2.5’lik sodyum hipoklorit ve %35°lik sodyum tiyosiilfat kullanmiglarken, Ozok ve
ark. (2012) %0.5’lik sodyum hipoklorit ve konsantrasyonunu belirtmedikleri
sodyum tiyosiilfat soliisyonlarin1  kullanmiglardir. Her iki c¢alismada da
dezenfeksiyon protokolii sonrasinda yapilan sterilite kontrolleri sonucu kontamine
ornek rapor edilmemistir (Siqueira ve ark., 2011; Ozok ve ark., 2012). Yazarlar
caligmalarinda sterilite kontroliinde PZR kullandiklarint rapor etmislerdir.
Molekiiler bir teknik olarak PZR o6lii bakteriyel DNA’y1 saptayabilir, ancak oral
floradan kontamine olabilecek bakterilerin tamamini saptayabilme kabiliyeti yoktur
(Siqueira ve Rocas, 2011). Dolayisiyla ¢alismamizda Siqueria ve ark.’nin (2011)
kullandiklar1 dezenfeksiyon protokolii, sodyum hipoklorit konsantrasyonu Nd ve
ark.’nin (2003) Onerisi dogrultusunda bakteriyel DNA’y1 pargalayabilmesi i¢in
%035.25 olacak sekilde modifiye edilerek kullanilmistir.

Kiiltiir teknikleri bir mikrobiyotada kiiltiire edilebilen bakterilerin “hangi
tirler olduklari”nin  yanisira  “mikrobiyotadaki  gorevleri’ni de ortaya
koyabilmektedir. Kiiltiir teknikleriyle ilgili problem ise her bakterinin kiiltiire
edilememesidir. Paster ve ark. (2001), oral mikrobiyotada yer alan
mikroorganizmalarin ¢ogunlugunu kiiltiire edilemeyen tiirlerin olusturdugunu
bildirmislerdir. Metagenomik teknikleri kullanan mikrobiyom profil caligmalari,
incelenecek komiinitede bulunan tim mikroorganizmalarin varligmni ve miktarini
arastirmay1 amaglamaktadir. Siqueira ve ark. (2012), pirosekanslama analizlerini,

endodontik mikrobiyolojide kullanilan molekiiler metotlarin en genis kapsamlisi
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olarak tanimlamiglardir. Pirosekanslama ve diger yeni nesil dizileme teknikleri
besinci ve son jenerasyon caligmalar olarak siniflandirilmistir (Siqueira ve ark.,
2012). Pirosekanslama teknigi, endodontide kullanilan molekiiler teknikler ve
geleneksel Sanger sekanslama ile karsilastirildiginda, ayni anda binlerce sekans
okumasina imkan saglayabilmesi, yliksek duyarliliga sahip sonuclar elde etmesi ve
az sayidaki mikroorganizmalarin da identifikasyonunu saglamasi (Gharizadeh ve
ark., 2007) gibi istiin avantajlar1 nedeniyle ¢alismamizda analiz metodu olarak
secilmistir. Li ve ark. (2010), primer endodontik infeksiyonlarin analizinde Sanger
sekanslama ile pirosekanslamayr karsilastirmiglardir.  Arastirmacilar, ayni
orneklerden pirosekanslama teknigi ile toplamda 13 bakteriyel filum ve 179 cins
saptarlarken, Sanger sekanslama teknigini kullanarak 8 filum ve 25 cins
saptadiklarini rapor etmislerdir. Ornek toplama yontemi olarak kagit konun segildigi
bu caligmada Sanger sekanslama ile elde edilen okuma sayis1i 337 iken bu say1
pirosekanslama ile 200.129 olarak bildirilmistir. Calismanin sonucunda,
pirosekanslamanin, Sanger sekanslama ile kiyaslandiginda anlamli oranda daha
fazla veri sagladig1 ve endodontik mikrobiyotanin bakteriyel ¢esitliligini daha dogru
saptayabildigi gosterilmistir (Li ve ark., 2010). Metodolojisinde kriyojenik
pulverizasyonun ve pirosekanslama tekniginin kullanildigi iki calismada
aragtiricilar, yalmizca primer infeksiyonlu disleri analiz etmisler ve Ozok ve ark.
(2012) 23 6rnekten uygun kalitede 301.298 sekans okumasi; Siqueira ve ark. (2011)
ise 10 drnekten 9818 sekans okumasi elde etmislerdir. Bu iki ¢alisma arasindaki
sekans sayis1 farkliliklarinin muhtemel sebebinin, Ozok ve ark.’nin (2012) tiim dis
dokusunu kullanirken; Siqueira ve ark.’nin (2011) koklerin yalnizca apikal
kisimlarimi ¢aligmaya dahil etmesi oldugu goriisiindeyiz. Calismamizda toplam 40
ornekten 2.607.549 sayida, Ornek basina ortalama 64.700 sekans okumasi
gerceklestirilmistir. Elde edilen sekans okumalari, Anderson ve ark.’nin (2013)
onerdigi kalite kontrol kriterlerine gore degerlendirilmis ve sonucta 2.606.128
kaliteli sekans okumasi biyoinformatik analizde kullanilmistir. Kisa baz ¢iftine
sahip okumalarin degerlendirilmeden c¢ikarilmasindaki sebep, kisa baz c¢iftlerinin
ilgili  bakterinin kimligine dair yeterli bilgi saglamamasidir. Dahasi
homopolimerlerin  varligi bakteriyi ait olmadigi bir filuma aitmis gibi
gosterebilmekte ve bu nedenle komiinitede bulunmayan bir bakteri, nadir saptanan

bir tiir olarak yanlis identifiye edilebilmektedir. 16S rRNA geninin baslangigtaki
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500 baz ¢iftinin sekanslanmasinin bakterilerin biiyilk bir ¢ogunlugunun
identifikasyonu icin yeterli olacagi goriisii kabul edilmistir (Clarridge, 2004).
Mevcut tiim yeni nesil sekanslama platformlar kisa sekans okumalar1 tiretmektedir
(Siqueira ve ark., 2012). Bu kisa sekans okumalarinin meydana getirecegi
olumsuzluklar1 elimine etmek icin, sekanslama teknikleri 16S rRNA geninin
hiperdegisken bolgeleri lizerinde yogunlagsmistir. Klonlama, Sanger sekanslama ve
yeni nesil sekanslama caligmalarinda yapilan analizlerde, yalnizca bu belirli
bolgelerin kullanilmasinin mikroorganizmalarin identifikasyonu i¢in yeterli veri
sagladig1 bildirilmistir (Huse ve ark., 2008; Nasidze ve ark., 2009). 16S rDNA
geninde sabit bolgeler ve dokuz adet hiperdegisken bolge tanimlanmistir.
Hiperdegisken bolgeler V1’den V9’a kadar numaralandirilarak adlandirilmistir
(Woese, 1987). Hiperdegisken bolgeler kullanilarak bir tiire spesifik identifikasyon
yapilabildigi ve farkli cins veya tiirler arasinda ayrim yapilabildigi rapor edilmistir.
Ancak, caligmalarda kullanilmasi 6nerilen standart bir hiperdegisken bolge yoktur
(Yang ve ark., 2002; Becker ve ark., 2004). Incelenecek taksonomik birimlerin
ozellikleri, primerden saglanacak filogenetik bilginin kapsami ve sekanslama
platformu ile primer uzunlugunun uyumu, hiperdegisken bolgelerin ve primerlerin
secimi gdz Oniine almarak gerceklestirilmelidir (Kuczynski ve ark., 2012). Ornegin,
bakteri caligmalarinda siklikla kullanilan F27-R338 primer c¢ifti, bagirsak
mikrobiyotasinin 6nemli bir iiyesi olan Bifidobacterium’a duyarli degildir; bu
nedenle bu primerin bagirsak mikrobiyotasinin incelenecegi metagenomik
caligmalarda kullanilmak iizere seg¢ilmesi uygun olmayacaktir (Hayashi ve ark.,
2004). Yeni nesil sekanslamanin endodontik infeksiyonlarda rol alan komiinitelerin
mikrobiyotalarini incelemek i¢in kullanildigi ¢alismalarda siklikla V1, V2, V4 ve
V6 bolgeleri kullanilmaktadir. (Siqueira ve ark., 2011; Ozok ve ark., 2012;
Anderson ve ark., 2013). Liu ve ark. (2008), V4 bdlgesinin F515 primerinin
kullanilmasimin, V6 bdlgesiyle kiyaslandiginda bakteri ve arkea g¢aligmalarinin
taksonomik identifikasyonunda daha duyarli ve dogru sonuglar verdigini rapor
etmislerdir. Youssef ve ark. (2009), tiir c¢esitliliginin saptanmasi agisindan, V4
bolgesinden elde edilen veriler ile 16S rRNA’nin tamaminin kullanilarak elde edilen
veriler arasinda fark saptayamadiklarini rapor etmiglerdir. Bu arastirmalardan yola
cikarak, calismamizda pirosekanslama analizinde filumdan tiire kadar tiim

filogenetik basamaklarin tayini ve bakteriler arasi ayrim i¢in V4 hiperdegisken
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bolgesi secilmis ve kullanilmistir. V4 bolgesi yaklasik olarak 254 baz ciftinden
meydana gelmektedir (Youssef ve ark., 2009). Baz ¢ifti uzunlugu agisindan da V4
bolgesinin 454 GS FLX pirosekanslama platformunda kullanilmasi uygundur
(Schmalenberger ve ark., 2001). Schmalenberger ve ark., (2001) V4-5 bdlgelerinin
kullanilmasinin mikrobiyom profil ¢aligmalarinda etkili ve pratik oldugunu rapor
etmigtirlerdir. Diinya Mikrobiyom Projesi grubu da analizlerinde V4 bdlgesini
kullanmaktadir (www.earthmicrobiome.org, 2015). Santos ve ark. (2011), akut ve
kronik endodontik infeksiyonlardan kagit kon teknigi ile elde ettikleri ornekleri
pirosekanslama teknigi ile inceledikleri ¢aligmalarinda da ilgili genin V4
hiperdegisken bolgesini kullanmiglardir.

Sekanslama platformlarindaki gelismeler sayesinde yapilan her calisma ile
bliylik hacimli veriler elde edilmektedir. Bu verilere ulasimin ve verilerin
degerlendirilmesinin hizli ve pratik olmasi adina uluslararasi veri tabanlari
olusturulmustur (Kalaycioglu, 2013).

Biyoinformatik, Amerikan Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi tarafindan
biyoloji, bilgisayar bilimi ve bilgi teknolojilerinin birlikte kullanildig: bir bilim dali
olarak  tamimlanmaktadir (www.ncbi.nlm.nih.gov/About/primer/bioinformatics,
2016). BLAST yazilim1 Amerikan Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi tarafindan
gelistirilmistir ve biyoinformatik uygulamalarinda siklikla tercih edilmektedir
(Kalaycioglu, 2013). Calismamizda da, elde edilen ham verilerin biyoinformatik
analizinde, bu konuda en sik kullanilan birincil biyolojik veri tabani olan GenBank
ve BLAST kullanilmistir. BLAST analizinde, elde edilen gen sekans1 GenBank veri
tabaninda yer alan sekanslar ile karsilastirilir. Ayni veya en yiiksek benzerlige sahip
eslesmelerdeki benzerlik orani yiizde olarak verilir (Altschul ve ark., 1997; Johnson
ve ark., 2008).

Bu c¢alismada, pirosekanslama sonucu elde edilen gen sekansi ile
Genbank’ta eslesen sekans ile ayn1 mikroorganizma tiiriine ait oldugu kararini
vermek i¢in iki sekans arasinda en az %97’lik bir benzerlik gozetilmistir.
Stackebrandt ve Goebel (1994), bu %97’lik esik degeri kriterini dnerilmislerdir. Bu
deger, glinlimiizde bu konudaki caligmalarda da siklikla kullanilmaktadir (Santos ve

ark., 2011; Ozok ve ark., 2012; Vengerfeldt ve ark., 2014).
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5.2 Primer ve sekonder/persistan endodontik infeksiyonlarda saptanan

mikroorganizma profilleri

Calismamizin sonuclarma gore, hem primer hem de sekonder/persistan
endodontik infeksiyon grubunda en fazla sayida yer alan filum Proteobacteria
(%33.49) olarak saptanmistir. Siqueira ve ark., (2011) Brezilya toplumundan primer
endodontik infeksiyonlu 10 ornekte yiiriittiikleri pirosekanslama calismalarinda,
calisgmamizla uyumlu sekilde en sik olarak Proteobacteria (%43) filumunu
saptadiklarini bildirmislerdir. Arastiricilar, caligmalarinda kriyojenik pulverizasyon
teknigini koklerin yalnizca apikal 4-6 mm’lik kisimlarina uygulamislarken;
calisgmamizda koklerin tamami kriyojenik pulverizasyonla Ggiitiilmis ve
tamamindan DNA ekstraksiyonu yapilmistir (Siqueira ve ark., 2011). Anderson ve
ark., (2013), Sudan toplumundan 50 persistan endodontik infeksiyon 6rneginde,
semptomatik ve asemptomatik vakalarda yer alan mikroorganizma komiinitelerini
karsilagtirmiglardir. Arastiricilar, semptomatik persistan endodontik infeksiyon
vakalarindan en sik Firmicutes (%38.5) filumunu; asemptomatik persistan
endodontik infeksiyon vakalarindan ise en sik Proteobacteria (%32.4) filumunu
tanimlamiglardir (Anderson ve ark., 2013). Anderson ve ark.’nin ¢alismalarinda,
asemptomatik persistan infeksiyonlarda en sik saptadiklar1 filumun Proteobacteria
olmasi ¢alismamizin sonuglariyla uyumludur. Bu benzerligin, karsilagtirilan deney
gruplarina dahil edilen Orneklerin asemptomatik infeksiyonlara sahip disler
olmalartyla agiklanabilecegi goriisiindeyiz. Bununla beraber, Proteobacteria’y1 en
sik rastlanan filum olarak rapor eden ¢alismamizda ve Siqueira ve ark.’nin (2011)
caligmalarinda, ornek eldesinde kriyojenik pulverizasyon metodu kullanilirken;
Anderson ve ark. (2013), kagit kon ile ornek alma teknigini kullanmiglardir.
Anderson ve ark. (2013) ve Siqueira ve ark. (2011) calismamizla benzer sekilde
Roche 454 GS FLX Titanyum pirosekanslama platformunu kullanmislardir.

Calismamizda primer ve sekonder/persistan endodontik infeksiyon
gruplarinda en sik saptanan ikinci filum Firmicutes (%32.37) olmustur. Siqueira ve
ark. (2011) da caligmamizla uyumlu sekilde Firmicutes filumunu en sik saptanan
ikinci filum olarak bildirirken (%25); Kore toplumunda yapilan bir ¢alisma bu
filumu endodontik infeksiyonlarda en fazla sayida saptanan bakteri filumu olarak

rapor etmektedir (Hsiao ve ark., 2012).
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Hsiao ve ark. (2012), Kore toplumunda 8 akut endodontik infeksiyonlu
bireyin hem oral mikrobiyotasindan (yanak mukozasi, ile dilin lateral yiizeyinden
stirlintii ile alinan 6rnekler ve supragingival plak 6rnekleri birlestirilmis) hem apikal
apselerinden aspirasyon ile hem de apseli dislerin kok kanallarindan kagit konlar ile
ayr1 ayr1 Ornek almig ve Ornekleri pirosekanslama teknigi ile incelemiglerdir.
Aragtiricilar, apikal apse iceriginden ve kok kanallarindan sirasiyla %33.1 ve %38.7
oranlartyla en sik olarak Firmicutes filumunu saptadiklarini rapor etmislerdir.
Hsiao ve ark. (2012) apikal apse Orneklerini incelemisken, c¢alismamiza kronik
endodontik infeksiyonlar dahil edilmistir. Calisma gruplarinin farkli olusturulmast,
ornek toplamada kullanilan farkli teknikler ve ¢aligmalarin farkli cografi bolgelerde
yiirlitiilmelerinin sonuglardaki farkliliklara sebep olmus olabilecegi goriisiindeyiz.

Santos ve ark. (2011) Brezilya toplumunda, Ozok ve ark. (2012) ise
Hollanda toplumundaki 6rneklerde yiiriittiikleri ¢aligmalarinda da en fazla sayida
saptanan bakteri filumu olarak Firmicutes’i rapor etmislerdir. Ozok ve ark. (2012),
primer endodontik infeksiyonlu 23 disin kok kanallarmin apikal ve koronal
mikrobiyotalarinin  igerigini karsilastirma amaciyla kriyojenik pulverizasyon
teknigini kullanmiglardir. Arastiricilar, elde ettikleri DNA’nin analizinde 454
pirosekanslama platformunu kullanmislar ve totalde Firmicutes filumunu %48
orantyla en sik saptanan filum olarak bildirmislerdir. Koronal bdlgede
Actinobacteria’nin, apikal bolgede ise Proteobacteria’nin siklikla saptandigi
bildirilmistir (Ozok ve ark., 2012). Ozok ve ark. (2012), calismamizla ayn1 6rnek
alma teknigi ile pirosekanslama platformunu kullanmiglardir; ancak ¢aligmamizdan
farkli olarak arastiricilar 6rnekleri koronal ve apikal olmak tizere ayirmislar ve 16S
rDNA’nin  farkli hiperdegisken bolgelerini (V5-6) kullanmiglardir. Ayrica
caligmalarin farkli cografyalarda yiiriitiilmeleri de farkli sonuglar iizerinde etkili
olmus olabilir.

Santos ve ark. (2011), 9 semptomatik apikal apse ile 8 kronik apikal
periodontitis vakasinda yer alan bakteriyel komiinite {iyelerini pirosekanslama
teknigi kullanarak karsilagtirmis ve her iki grupta da en sik Firmicutes filumunu
saptadiklarini bildirmislerdir. Calismamiza semptomatik durumdaki digler ve akut
infeksiyonlar dahil edilmediginden calisma gruplarinin farkli olusturulmalart ve
Santos ve ark.’min (2011) 6rnek almada kagit kon teknigini kullanmis olmalar

sonuglardaki farkliliklara sebep olmus olabilir.
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Kore toplumunda yapilan diger iki yeni nesil sekanslama calismasi ise
Bacteroidetes filumunu en sik rastlanan mikroorganizma tiirii olarak bildirmistir (Li
ve ark., 2010; Hong ve ark., 2013). Li ve ark.’nin (2010) ¢alismas1 endodontik
infeksiyonlarin analizinde pirosekanslama platformunu kullanan ilk ¢aligma
olmasinin yani sira; pirosekanslamayr Sanger sekanslama ile karsilagtiran ve
pirosekanslamanin avantajlarin1 ortaya koyan bir ¢aligmadir. Li ve ark. (2010),
caligmalarinda 7 primer endodontik infeksiyon Ornegini incelemigler ve
Bacteroidetes filumunu %59.4 gibi yiiksek bir oranla en sik saptanan filum olarak
rapor etmislerdir. Bizim ¢calisgmamizda en sik saptanan filum olan Proteobacteria ise
bu calismada %3.1 oraninda rapor edilmistir (Li ve ark., 2010). Li ve ark.’nin
(2010) calismasinda yalnizca 7 primer endodontik infeksiyon 6rneginin incelenmis
olmasi ve ¢alismamizla karsilastirildiginda 6rnek basina diisiik miktarda sekans elde
edilmis olmas1 (47 sekans) ¢aligmalar arasi farkliliklarin sebebi olarak gosterilebilir.
Ayrica Li ve ark. (2010), veri eldesinde 454 GS-FLX pirosekanslama
platformununu kullanmislarken; calismamizda platformun giincel versiyonu olan
454 GS FLX titanyum platformu kullanilmistir. Uretici firma, 454 GS FLX
Titanyum platformunun, bir 6nceki 454 GS FLX platformuna gore daha hassas,
kapsamli ve biiyilk boyutlarda saptama ve okumalara  imkan verdigini
belirtmektedir (www.454.com/products/gs-flx-system, 2016). Li ve ark. (2010),
analiz Oncesinde Orneklerin toplanmasinda ¢alismamizdan farkli olarak kagit kon
teknigini kullanmiglardir.

Hong ve ark. (2013), 10 primer ve 8 persistan endodontik infeksiyonlardan
kagit kon teknigi ile aldigi Orneklerin pirosekanslama ile analizi yaptiklar
caligmalarinda Bacteroidetes’i (%29.6) en sik saptanan filum olarak bildirmislerdir.
Ayni ¢alismada Firmicutes %23.2 oraniyla en sik saptanan ikinci filum olarak rapor
edilmigtir. Hong ve ark. (2013), calismalarinda c¢alismamizdakiyle ayni
pirosekanslama platformunu kullanmiglardir; ancak kullanilan ornek alma
teknikleri, bireyler arasi muhtemel mikrobiyota farkliliklari, caligmalarin farkli
cografyalarda yiiriitiilmeleri gibi faktorlerin, c¢alismalarin sonuglar1 arasindaki
farkliliklara neden olmus olabilecegi goriisiindeyiz.

Calismalar incelendiginde goriilmektedir ki, 6rnek alma teknigi ne olursa
olsun hem primer hem de sekonder/persistan endodontik infeksiyonlarda en sik

goriilen ii¢ filum siralamalari saptanma oranlar1 calismalara gore farkliliklar

83



gostermese dahi; Proteobacteria, Firmicutes ve Bacteroidetes olmaktadir. Bizim
calisgmamizda da onceki calismalarla uyumlu olarak en sik rastlanan 3 filum
sirastyla Proteobacteria (%33.49), Firmicutes (%32.37) ve Bacteroidetes (%26.35)
filumlandar.

Calismamizda, sekonder/persistan endodontik infeksiyonlarda, primer
endodontik infeksiyonlara gore Cyanobacteria, Tenericutes ve Acidobacteria
filumlar1 daha fazla saptanmistir. Tzanetakis ve ark. (2015), calismalarinda,
bulgularimiz1 destekler sekilde, Tenericutes filumunun persistan infeksiyonlarda
primer infeksiyonlara gore daha fazla bulundugunu bildirmislerdir.

Calismamizda filum seviyesinde takson zenginligi ve cesitliligi agisindan
primer endodontik infeksiyonlar ile sekonder/persistan endodontik infeksiyonlar
arasinda anlamli bir fark bulunamamistir. Ac¢ik uclu molekiiler tekniklerin
kullanilmasiyla, sekonder/persistan endodontik infeksiyonlarda yer alan mikrobiyal
komiiniteye dair giincel bilgiler ortaya konmustur. Giiniimiize kadar 4 ¢alisma yeni
nesil sekanslama teknolojisinden faydalanarak sekonder/persistan endodontik
infeksiyonlar1 incelemistir (Hong ve ark.,, 2013; Anderson ve ark., 2013;
Vengerfeldt ve ark., 2014; Tzanetakis ve ark., 2015). Bu c¢alismalarin tamami
persistan endodontik infeksiyonlarda bulunan mikrobiyotanin, 6nceki ¢alismalarin
sonuclarina gore varsayilandan ¢ok daha genis ve ¢esitli oldugunu rapor etmislerdir.
Ancak bu c¢aligmalarin metodolojileri incelendiginde tamaminda 6rnek alinirken
kagit kon tekniginin kullanildig1 ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica bu dort ¢calisma iginden
yalnizca Tzanetakis ve ark. (2015), kagit kon teknigi kullanmakla birlikte, kanallar
icinden c¢ikarttiklar1 kok kanal dolgusundan da Ornek aldiklarini belirtmistir.
Yaptigimiz literatiir taramasinda, daha Once kok kanal tedavisi yapilmis ve
sekonder/persistan  endodontik  infeksiyon goOsteren dislerden  kriyojenik
pulverizasyonla ornek alindig1 bir ¢aligmaya rastlanilmamistir. Bu nedenle
calismamizin bu konuda ileride yapilmasi planlanan caligmalara rehber olacagini
diistinmekteyiz.

Tzanetakis ve ark. (2015), arastirmalarinda primer ve sekonder/persistan
endodontik infeksiyonlar1 pirosekanslama metoduyla degerlendirmis; filum, cins ve
tir zenginligi acisindan sekonder/persistan endodontik infeksiyonlarin igerigini,
primer endodontik infeksiyon grubundan anlamli oranda daha yiiksek bulmustur.

Yazarlar, persistan endodontik infeksiyonlarin da primer infeksiyonlar gibi
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polimikrobiyal oldugu ve tek veya az sayida patojen tarafindan meydana
getirilmedigi goriisiinii ortaya atmiglardir. Ancak bu goriisiin dogrulanmasi i¢in ileri
caligmalarin gerekliligini vurgulamislardir. Ciinkii, ¢calismada sekonder/persistan
endodontik infeksiyon grubuna dahil edilen Orneklerde, kanal tedavilerinin
%79’unun radyografik apeksten 3-6 mm geride sonlandigi ve kok kanal
dolgularin heterojen goriiniime sahip oldugunu belirtilmistir. Kok kanal tedavisi
radyografik apeksten 0-2 mm’den daha geride sonlandirildiginda endodontik
tedavinin basar1 oraninin diistiigii bilinmektedir (Tronstad ve ark., 2000). Kok kanal
tedavisi yetersiz yapilmig persistan endodontik infeksiyonlu dislerde kanal igi
mikrobiyota ¢esitliliginin ve zenginliginin, primer endodontik infeksiyonlardakine
benzerlik gosterebilecegi birgok caligmada bildirilmistir (Cheung ve Ho, 2001;
Peculiene ve ark., 2001; Hancock ve ark., 2001). Bu ¢alismada yazarlar, persistan
endodontik infeksiyon grubunun OTU zenginliginin yiiksek olmasinin sebebinin,
caligmaya, mevcut kanal tedavisi kalitesi yetersiz olan Orneklerin dahil edilmesi
olabilecegini de belirtmislerdir.

Calismamizda, sekonder/persistan endodontik infeksiyon grubuna dahil
edilen disler radyolojik olarak Tronstad ve ark.’nin (2000) kriterlerine gore
degerlendirilmistir. Yapilan inceleme sonucunda kok kanal tedavisi radyolojik
apeksten 0-2 mm mesafede sonlandirilmis ve kok kanal dolgusunda Onemli
bosluklar bulunmayan, ancak periradikiiler radyolusensisi bulunan ve PAI skoru 3
ve 3’ten yiiksek disler calismamiza dahil edilmistir. Calismamizda bu kosullar
altinda, sekonder/persistan endodontik infeksiyonlu dislerde yer alan
mikroorganizmalarin filum, cins ve tiir seviyelerinde saptanma orani ve gesitlilik
acisindan anlamli fark bulunmamistir. Calismamizin sonuglari, Tzanetakis ve
ark.’nin (2015), sekonder/persistan endodontik infeksiyonlarin primer endodontik
infeksiyonlara gore anlamli oranda fazla sayida ve cesitli mikrobiyal komiiniteye
sahip olduklar1 goriisiinii desteklememektedir. Bu farkliliklara sekonder/persistan
endodontik infeksiyon gruplart olusturulurken birbirinden farkli kriterler
kullanilmasimin ve oOrnek toplama islemlerinin farkli olmasinin neden olmus
olabilecegi kanaatindeyiz. Bu bulgular 1s18inda, sekonder/persistan endodontik
infeksiyonlarda yer alan mikroorganizmalarin ¢esitlilik ve miktar agisindan primer

endodontik infeksiyonlar kadar zengin oldugunu bildirmekteyiz.
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Anderson ve ark. (2012), sekonder/persistan endodontik infeksiyonlar
aragtirmak amactyla hem kiiltiir hem de molekiiler genetik metotlar1 kullandiklar
caligmalarinda, endodontik infeksiyonlardan ilk defa  Exiguobacterium
aurantiacum, Rummeliibacillus stabekisii, Bacillus pynus tlrlerini ve Kurthia
cinsini identifiye ettiklerini rapor etmislerdir. Kurthia cinsine mensup K. gibsonii
periodontoloji alanindaki bir ¢alismada marjinal periodontitis ile iligkilendirilmistir
(Heggendorn ve ark., 2014). Calismamizda da, Kurthia cinsi Anderson ve ark.’nin
(2012) sonuclarint destekler nitelikte, sekonder/persistan endodontik infeksiyon
grubundaki 5 Ornekten identifiye edilmistir. Calismamiz sonuglarina gore
Kurthia’nin  cins  diizeyinde mevcut OTU’nun  %0.0003’iinii  olusturdugu
saptanmuigtir.

Calismamizda Firmicutes filumunun iiyesi olan Vagococcus’un, cins
seviyesinde mevcut OTU’nun  9%0.15’ini meydana getirdi§i saptanmustir.
Sonuglarimiza gore Vagococcus cinsi yaygin sekilde, 20 primer endodontik
infeksiyonlu 6rnegin 15’inden ve 20 sekonder/persistan endodontik infeksiyonlu
ornegin ise 13’linden olmak iizere, toplam 28 ornekte saptanmistir. Ancak bu
identifikasyon cins seviyesinde yapilmig olup, tiir seviyesine kadar
detaylandirilamamistir.  Vagococcus cinsine mensup V. fluvialis, ilk defa
Schirrmeister ve ark. (2009) tarafindan persistan infeksiyonlu bir disten identifiye
edilmistir. V. fluvialis 1997 yilinda Teixeira tarafindan yapilan bir g¢alismada
kesfedilmistir ve 2009 yilina kadar saptandigi bireylerde infeksiydz hastaliklarla
iligkilendirilmistir (Teixeira ve ark., 1997; Schirrmeister ve ark., 2009). V. fluvialis
taksonomik ve fenotipik olarak E. faecalis’e ¢ok yakindir ve bu nedenle dogru
identifikasyonu icin gelismis molekiiller ve kimyasal tekniklerin kullanilmasi
gerekmektedir (Teixeira ve ark., 1997). V. fluvialis’in yanls identifikasyonu E.
faecalis’in saptanma oranina dair yanlis pozitif sonuglara yol acabilir.

Schirrmeister ve ark. (2009), calismalarinda Solobacterium moorei tiirtinii
inceledikleri 10 6rnegin 6’sindan identifiye etmislerdir. S. moorei, Firmicutes
filumunun Solobacterium cinsine mensup tek bakteri tiirlidiir, anaerobik Gram
pozitif bir bakteridir ve klinikte bakteriyemi goriilen vakalarda tespit edilmistir
(Pedersen ve ark., 2011). Calismamizda S. moorei’nin tir seviyesinde

incelendiginde mevcut tiim OTU nun %0.05’ini meydana getirdigi saptanmistir.
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Granulicatella adiacens, Firmicutes filumununun Abiotrophia cinsine
mensup, oral kavite, bagirsak ve genitoiiriner sistemde siklikla bulunan bir
bakteridir (Vandana ve ark., 2010). Ancak, oral, genitoiiriner ve bagirsak
mikrobiyomunda bulunmasma ragmen santral sinir sisteminin, endovaskiiler
dokularin, eklemlerin ve ¢ene kemiklerinin infeksiyonlariyla iligkilendirilmistir.
Ayrica endokardit, bakteriyemi ve septik artritte de rol oynadigi bildirilmistir
(Bizzarro ve ark., 2011). Siqueira ve Rocas (2006), primer endodontik
infeksiyonlar1 inceledikleri ¢alismalarinda G. adiacens ve Firmicutes filumunun
Catonella cinsine ait C. morbi tiirlerinin primer endodontik infeksiyonlarda rol
oynadigin1 gostermiglerdir. Calismamizda da Granulicatella, cins seviyesine kadar
identifiye edilebilmis ve bu seviyede mevcut OTU’lerin %0.01’ini meydana
getirdigi saptanmistir. Ayrica Granulicatella cinsi, hem primer endodontik
infeksiyon grubundan (5/20) hem de persistan endodontik infeksiyon grubundan
(3/20) identifiye edilmistir. Calismamizda Catonella cins seviyesine kadar
identifiye edilebilmis ve hem primer endodontik infeksiyonlardan hem de sekonder
endodontik infeksiyonlarda saptanmistir. Toplamda, cins seviyesindeki OTU’nun
%0.09’unu meydana getirdigi belirlenmistir. Calismamiz, Siqueria ve Rocas
(2006)’1mn  bulgularin1  desteklemekle birlikte; sekonder/persistan endodontik
infeksiyonlarda da Granulicatella ve Catonella cinsilerini saptayabilmistir.

A. defective, Abiotrophia cinsine mensup bir baska bakteridir. Calismamizda
bu tiir, tiir seviyesinde OTU’larin %0.072’sinde ve yalnizca sekonder/persistan
endodontik infeksiyon grubundaki oOrneklerde saptanmistir. A. defective, oral
mikrobiyotanin bir {iyesidir ve kronik maksiller sinus infeksiyonlariyla
iligkilendirilmistir (Guzman ve ark., 1989). A. defective, ¢alismamizda
sekonder/persistan endodontik infeksiyon grubundaki orneklerden 12 tanesinde
tespit edilmistir (12/20). Ornek alman disler maksiller posterior disler olmasina
ragmen c¢alisma Oncesinde deneklerden alinan tibbi hikayede siniizit bulgusuna
rastlanmamustir.

Moraxella osloensis, aerobik, oksidaz pozitif, hareketsiz, Gram negatif bir
bakteri olarak, insan deri florasinda ve mukozal yiizeylerde bulunmaktadir. M.
osloensis’in bakteriyemiye, santral vendz katetere bagl infeksiyonlara, pndmoni,
menenjit ve endoftalmitise sebep oldugu belirtilmistir (Hadano ve ark., 2012).

Literatiirde kok kanal sisteminde M. osloensis varligi Anderson ve ark. (2012) ile
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Tennert ve ark. (2014) tarafindan yapilan arastirmalarda gosterilmistir. Bizim
calismamizda Morexella cins seviyesinde %0.02 oraninda saptanmustir.

Atopobium rimae Actinobacteria filumuna ait Gram pozitif laktik asit iireten
bir bakteridir. Literatiirde, marjinal periodontitis ve primer endodontik infeksiyon
vakalarinda saptanmis ve patojen olmaya aday bir tiir olarak nitelendirilmistir
(Kumar ve ark., 2003; Siqueira ve ark., 2005). Bizim c¢alismamizda 4. rimae tiir
seviyesindeki OTU’larin %0.005’inde saptanmastir.

Calismamizda Lactobacillus ve Enterococcus cinsleri, sekonder/persistan
endodontik infeksiyonlarda primer endodontik infeksiyonlarla karsilagtirildiginda
anlamli oranda yiiksek miktarlarda bulunmuglardir. Literatiirde, Hong ve ark.
(2013), Anderson ve ark. (2013) ve Tzanetakis ve ark. (2015) calismamizla uyumlu
sekilde, sekonder/persistan endodontik infeksiyonlarda Lactobacillus ve
Enterococcus cinslerini primer endodontik infeksiyonlara kiyasla anlamli oranda
yiiksek bulmuslardir. Bu c¢alismalarin tamami ¢alismamizdan farkli sekilde kagit
kon teknigini kullanmis olsalar da; ¢alismamiza benzer sekilde acik uglu genetik
temelli analiz tekniklerini kullanmiglardir.

Enterococcus, Firmicutes filumuna ait endospor olusturmayan fakiiltatif
anaerob Gram pozitif bir bakteri cinsidir (Schleifer ve Kippler-Balz, 1984).
Endodontik infeksiyonlarin kiiltiir yontemleriyle incelenmesinden beri E. faecalis
persistan infeksiyonlardaki roliiyle dikkat cekmistir. Cesitli c¢alismalar, E.
faecalis’in siklikla basarisiz endodontik tedavili dislerden izole edildigini
belirtmektedir (Molander ve ark., 1998; Sundqvist ve ark., 1998). Hatta bu
vakalarda E. faecalis’in tek basina basarisizlik nedeni oldugu rapor edilirken
(Molander ve ark., 1998; Sundqvist ve ark., 1998; Pinheiro ve ark., 2003); primer ve
sekonder/persistan endodontik infeksiyonlarda saptanan E. faecalis miktarinin
anlaml farklilik gostermedigini bildiren ¢aligmalar da vardir (Rocas ve ark., 2004;
Tzanetakis ve ark., 2015). Zhang ve ark. (2015), yirittikleri meta analiz
caligmasinda, persistan infeksiyonlarda E. faecalis’in primer infeksiyonlardakinden
daha sik bulundugunu ve kok kanal tedavisi basladiktan sonra kanala giris
sagladigini bildirmislerdir. E. faecalis’in tlikiiriikte saptanma oran1 %18.8 ile %40.5
araliginda degismektedir. Tikiirlikte saptanma orani ile persistan infeksiyonlardan
izole edilme oraninin baglantili oldugunu bildiren ¢aligmalar vardir (Souto ve

Colombo, 2008; Zhu ve ark., 2010; Wang ve ark., 2012). Bu caligmalar, F.
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faecalis’in kanala girmesini engellemek ve tedavi basarisini arttirmak igin,
endodontik tedavi esnasinda lastik ortii takilmasinin basit ve kritik 6nem tasiyan bir
onlem oldugunu hatirlatmaktadir. Bagka bir goriis de E. faecalis’in nekrotik pulpada
bulundugu ve endodontik tedavi esnasinda uygulanan antimikrobiyal ajanlara kars1
diren¢ gosterdigidir (Love, 2001). E. faecalis endojen proton pompasi sayesinde
kalsiyum hidroksit gibi yiiksek alkali ajanlara direng gosterebilir ve diger
bakterilerin hayatta kalamayacagi kosullarda yasamini siirdiirebilir (Nakajo ve ark.,
2004). Ayrica dentin tiibiillerine penetre olabilir ve serum varliginda kollajene
tutunabilir (Gomes ve ark., 2003). E. faecalis’in persistan endodontik infeksiyonlu
dislerden izole edilme orani %24-77 arasindadir (Stuart ve ark., 2006). Zakaria ve
ark. (2015), 16S rRNA gen klon kiitiiphanesi analizinde 12 hastanin persistan
endodontik infeksiyonlu dislerinin apikallerindeki lezyonlar1 incelemis ve
orneklerin higbirinde E. faecalis saptayamamiglardir. Caligmamizda ornekler kok
kanal sisteminden elde edilirken, Zakaria ve ark.’nin (2015) ¢alismasinda 6rneklerin
periapikal lezyon igerisinden toplanmasi farkli sonuglara yol agmis olabilir. Bizim
calismamizda E. faecalis, persistan endodontik infeksiyonlardan, primer endodontik
infeksiyonlara gore daha fazla sayida ve sik saptanmistir. Ancak, tiir seviyesinde
toplam bulunma orani %0.07, goreceli olarak diisiikk miktardadir. Calismamizin
sonuglar1 Tzanetakis ve ark.’nin (2015), Enterococcus cinsinin bulunma orani ile
ilgili rapor ettigi sonuglarla (%0.01) uyumludur ve her iki ¢aligmada da gen
sekanslama teknikleri kullanildig: i¢in uyumlu sonugclar elde edilmis olabilir. Zhang
ve ark. (2015), yiiksek E. faecalis oranini bildirdikleri ¢alismalarinda PZR ve kiiltiir
tekniklerinin kullanildigi 10 yayini analiz etmislerdir. Calismalarin sonuglari
arasindaki uyumsuzluklarin farkli mikrobiyolojik tekniklerin kullanilmasindan
kaynaklanabilecegi kanisindayiz. Zhang ve ark.’nin (2015) analiz ettigi yayinlarda
Siqueira ve Rocas’in (2009) siiflamasina gore birinci jenerasyon agik uglu kiiltiir
teknikleri ve ikinci jenerasyon kapali u¢lu molekiiler teknikler kullanilirken,
calismamizda besinci jenerasyon genis kapsamli acik ucglu pirosekanslama
platformu kullanilmistir.

Endodontik infeksiyonlarin ana sebebi bakteriler olsa da viriisler, funguslar
ve arkealar gibi diger mikroorganizmalarin da hastalik olusumunda rol
oynayabilecegi belirtilmistir (Baumgartner ve ark., 2000; Li ve ark., 2009). Arkealar

1977°de ilk tamimlandiklarinda 6nce bakteri alemine dahil edilmis (Woese ve Fox,
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1977), daha sonra bakteri ve Okaryotlardan farkli {giincli bir alem olarak
tanimlanmistir (Jarrell ve ark., 2013). Ekstrem c¢evresel sartlarda yagsamlarini devam
ettirebilen arkealar Onceleri dogal ekosistemlerden izole edilip incelenmislerdir
(Dridi ve ark. 2011). Ancak caligmalar arkealarin insan mikrobiyotasinin 6zellikle
gastrointestinal sistemin, lireme sisteminin, deri ve oral mikrobiyotasinin bir liyesi
oldugunu gostermistir (Eckburg ve ark., 2005; Dridi ve ark., 2009). Giiniimiizde
arkealarin patojenik 6zellik gosterdigine dair bir kanit yoktur. Ancak kolon kanseri,
inflamatuar bagirsak hastaligi ve obezite ile arkea varligi arasinda muhtemel
iligkiler gosterilmistir (Scanlan ve ark., 2008; Zhang ve ark., 2009; Lee ve ark.,
2013; Mira-Pascual ve ark., 2014). Arkealar, periodontitis teshisi konan hastalarin
subgingival plaklarindan ve dil dorsumlarindan izole edilmistir ve periodontitis
hastaliginin siddeti ile varliklar1 dogrudan iliskilendirilmistir. Vianna ve ark.
(2006a; 2009) caligmalarinda metanojen bir arkea olan M. oralis’in primer
endodontik infeksiyonlarin gelisiminde rol oynayabilecegini bildirmiglerdir.
Vickermann ve ark. (2007), semptomatik endodontik infeksiyonlarin 1/20’sinde ve
asemptomatik endodontik infeksiyonlarin 1/14’linde arkea varligmi tespit
etmiglerdir. Calismamizda asemptomatik olan primer endodontik infeksiyon
grubunun 4/20’sinde arkea tespit edilmistir. Jiang ve ark. (2009), primer
endodontik infeksiyonlarin %38’inde ve sekonder endodontik infeksiyonlarin
%17’sinde arkea saptandigini rapor etmislerdir. Efenberger ve ark. (2015),
caligmalarinda %85 oraninda arkea saptadiklarini rapor etmiglerdir. Arastirmacilar,
Polonya’da 20 hasta iizerinde yiiriittiikleri ¢aligmalarinda elde ettikleri yliksek arkea
oranini ve sonuglarinin mevcut ¢aligmalarla ¢elismesini, farkli mikrobiyal profile
sahip populasyonlarda yapilan ¢aligsmalar olmasina ve 6rnek se¢imindeki farkliliga
baglamislardir. Ancak Efenberger ve ark. (2015), ¢alismalarinda 6rnek topladiklarin
dislerin klinik durumlarina yer vermemislerdir. Subramanian ve ark. (2009),
persistan endodontik infeksiyonlu dislerde apikal rezeksiyon sonrasi apikal lezyonu
ve rezeke edilen kok ucunu incelemisler ve 34 6rnegin sadece 1’inde M. oralis
saptamigtir. Caligmamizda primer endodontik infeksiyon grubunda arkea
saptanirken; sekonder/persistan endodontik infeksiyon grubundaki O6rneklerin
hi¢birinden arkea identifiye edilmemistir.

Endodontik infeksiyonlardan giiniimiize kadar izole edilmis tiim arkealar

Metanojenik arkealardir ve en sik rapor edilen tiir M. oralis olmustur (Vickerman ve
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ark., 2007; Vianna ve ark., 2006a; 2009). Calismamizda da M. oralis primer
infeksiyon grubuna ait drneklerde saptanmistir. Kok kanal sistemindeki arkealarin
patojenik Ozellik tastyip tagimadiklarr ve viriilans 6zellik gosterip gostermedikleri
hususu heniiz aydmnlatilamamistir (Efenberger ve ark., 2015). Arastirmalar,
arkealarin kok kanal sisteminin kolonizasyonu igin, sayica ¢ok daha iistiin olan
bakterilerle birlikte hareket edebilecegini ortaya koymuslardir (Lepp ve ark., 2004).
Metanojenik arkealar, fermentasyon yapabilen ve ayn1 zamanda gercek patojen ve
firsatg1 patojen olan bakterilerin ¢ogalmasini saglayabilirler (Vianna ve ark., 2008).
Metanojenler ayni zamanda agir metalleri isleyerek bizmut, selenyum, telluryum
gibi daha toksik trlinler meydana getirebilmektedirler (Michalke ve ark., 2008).
Cesitli farmasotik ve kozmetik {iriinlerle alinan bu agir metallere daha fazla maruz
kalinmasiyla birlikte; insan mikrobiyotasinda bulunan metanojen arkealarin bu
iirlinlerin toksisitelerini arttirdiklar1 diisiiniilmektedir (Meyer ve ark., 2008). Ancak
oral mikrobiyomda bulunan metanojen arkealarin bdyle bir 06zelligi heniiz
ispatlanamamustir.

Metanojenik arkealar tiirler aras1 hidrojen transferi yaparlar. Arkealar ile
stilfat-indirgeyici bakteriler ve Treponema cinsi bakteriler arasinda, hidrojene bagl
bir iligki olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (Vianna ve ark., 2008). Calismamizda tiir
seviyesinde M. oralis, OTU’lar arasinda %0.0006 siklikta ve primer endodontik
infeksiyon 6rneklerinin 3’linde saptanmustir. Bu 3 6rnek 7Treponema cinsi agisindan
incelendiginde Treponema parvum’un 40 Ornek iginden yalnizca bu orneklerden
birinde saptandigi (Ornek 8), Treponema medium ve Treponema socranskii
tiirlerinin saptanma oraninin M. oralis igeren 6rneklerde icermeyen Orneklere gore
daha yiiksek oldugu goriildii. Caligmanin limitasyonlar1 dahilinde Treponema cinsi
bakterilerin saptanmasiyla M. oralis’in varligi arasinda bir iliski oldugundan
bahsedebilmek icin daha ileri ¢alismalara ihtiya¢ oldugunu diisiinmekteyiz.

Caligmamizda, amonyagi metabolize eden bir arkea olan Thaumarchaeota
filumu primer endodontik infeksiyon grubundaki bir ornekte saptanmistir. Tiir
seviyesinde Thaumarchaeota filumuna mensup olan Candidatus nitrosoarchaeum
limnia tim Orneklere oranla %0.0001 miktarinda bulunmustur. Thaumarchaeota
filumu 2008’de kesfedilip isimlendirilmis yeni bir arkea filumudur (Brochier-
Armanet ve ark., 2008). Thaumarchaeota’nin amonyagi oksidize ederek dogada

nitrojen ve karbon dongiisiinde 6nemli rol oynadigi bilinmektedir. Ancak, bunu
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hangi mekanizmayla yaptig1 heniiz agikliga kavusmamustir. Siklikla topraktan,
okyanustan ve su kaynaklarindan izole edilmistir. Thaumarchaeota, -1°C’den
97°C’ye kadar ¢ok genis bir sicalik aralifinda ve 2.5 ile 9 arasi pH degerlerinde
yasamint siirdiirebilir (Erguder ve ark., 2009). Caporaso ve ark. (2011) ile Probst ve
ark. (2013) Thaumarchaeota’y1 ilk defa insan deri florasinda identifiye etmislerdir.
Ancak  Thaumarchaeota’nin  patojenik  ozelligi  olup olmadigi  heniiz
bilinmemektedir. Probst ve ark. (2013) Thaumarchaeota filumunun O&nceki
caligmalarda metodolojik olarak gozden kacirilmis veya eksik degerlendirilmis
olabilecegini; cilinkii kendi calismalarinda yaygin bir sekilde her ornekten izole
edildigini ve miktar olarak Metanojenik arkealardan daha sik saptandigini
belirtmislerdir. Calismamizda, Thaumarchaeota endodontik infeksiyonlardan ilk
defa identifiye edilmistir. Thaumarchaeota amonyagi oksidize edebilen
Betaproteobacteria ve Gammaproteobacteria bakterilerinin yaninda bu 6zellige
sahip oldugu bilinen tek mikroorganizmadir (Kowalchuk ve Stephen, 2001).
Thaumarchaeota’nin bu aktivitesi bazi mikroorganizmalar i¢in besin kaynagi
olusturabilecegi gibi bazi tiirler igin toksik olabilir.

Thaumarchaeota’nin amonyagi metabolize edip kok kanal sisteminin pH’sin1
etkileyebilecegi hipotezi ileri ¢aligmalar tarafindan test edilmelidir. Ayrica ileri
caligmalar, Thaumarchaeota’nin kok kanal sistemindeki diger mikroorganizmalarla
potansiyel aktif iligkilerini arastirmalidir. Arkealarin insan mikrobiyomunun tiyesi
olmalarmin yaninda, endodontik infeksiyonlarin gelismesinde rol oynayabilecegi
diistintildiglinde; varsa konakta meydana getirdikleri immiin yanitlarin varliginin ve
mevcut antimikrobiyal protokollerin arkealar {izerindeki etkilerinin de arastirilmasi

gerektigi gorlisiindeyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Primer veya sekonder/persistan endodontik infeksiyon tanist konan dislerden

kriyojenik pulverizasyon islemi sonrasinda izole edilen mikrobiyal DNA’nin

pirosekanslama metodu ile metagenomik analizini yapmay1 amaglayan bu ¢aligmada

asagidaki sonuglar elde edilmistir.

1.

Calisma kapsaminda sekanslanan 20 primer ve 20 sekonder/persistan
endodontik infeksiyon grubuna ait 40 6rnekten toplamda 2.606.128 dizi
okumasi elde edilmistir. Sekanslama sonucunda 6rnek basina ortalama
64.700 adet yiiksek kalitede okuma yapilmistir. Kontaminasyondan
stiphelenilen okumalarin toplam okumalarim % 0.1’inden az oldugu
saptanmigtir.

OTU zenginligi degerlendirildiginde ¢alismada 40 ornekte toplam 14
filum, 29 sinif, 47 takim, 85 aile, 160 cins ve 368 tiir saptanmuistir.

Tim oOrneklerde filum seviyesinde sirasiyla, Proteobacteria (%33,49),
Firmicutes (%32,37), Bacteroidetes (%26,35), Fusobacteria (%4,24),
Actinobacteria (%2,94), Spirochaetes (%0,33), Acidobacteria (%0,13),
Cyanobacteria  (%0,032), Tenericutes (%0,031), Deferribacteres
(%0,023), Synergistes (%0,003), Verrucomicrobia (%0,004), Candidatus
Saccharibacteria (%0,002), Euryarchaeota (%0,0005) ve
Thaumarchaeota (%0,0001) saptandi.

Primer infeksiyon grubundaki orneklerde 6rnek basina ortalama filum
sayist 9,6 £ 1,6 iken; sekonder/persistan infeksiyon grubunda bu say1 8,4
+ 1,3 olarak saptanmistir. Saptanan filum sayisi acisindan
degerlendirildiginde gruplar arasinda anlamli fark saptanmamastir.
Primer infeksiyon grubunda 6rnek basia saptanan cins sayisi ortalama
77,6 + 13,1 iken; bu sayr sekonder/persistan infeksiyon grubunda
ortalama 70,9 + 17,8 olarak saptanmistir. Saptanan cins sayisi agisindan
degerlendirildiginde gruplar arasinda anlamli fark saptanmamastir.
Lactobacillus, Streptococcus, Enterococcus ve Ralstonia cinsleri
sekonder/persistan infeksiyonlarda, primer infeksiyonlara gore anlaml
oranda yiiksek saptanmistir. Abiotrophia, Kurthia ve Sphingomonas
cinslerinin varligima yalnizda sekonder/persistan infeksiyonlu dislerde

rastlanmstir.



7. Enterococcus cinsinin saptanma orani ¢alismamizda sekonder/persistan

10.

11.

endodontik infeksiyonlarda primer endodontik infeksiyon grubuna gore
anlamli oranda yiikksek bulunsa da, diger mikroorganizmalarla
kiyaslandiginda diisiik miktarda saptanmustir.

Calismamizin ~ sonuglarina  gdére  sekonder/persistan  endodontik
infeksiyonlarda kok kanal sisteminde bulunan mikroorganizmalar
komiinite ¢esitliligi ve miktar agisindan primer endodontik infeksiyonlar
kadar zengin bulunmustur.

Primer endodontik infeksiyon grubundaki 3 6rnekte Arkea grubuna ait
Euryarchaeota ve Thaumarchaeota filumlar1 saptanmistir. Euryarchaeota
filumuna mensup M. oralis, tiir seviyesinde incelendiginde toplam
OTU’nun % 0,0006’sin1 olusturmustur. Thaumarchaeota filumuna
mensup Candidatus nitrosoarchaeum limnia’nin, tiir seviyesinde
incelendiginde toplam OTU’nun % 0,0001’ini meydana getirdigi
saptanmistir. ~ Sekonder/persistan  infeksiyon = grubunda  Arkea
saptanmamistir.

Arkealar metagenomik tekniklerle, kok kanal infeksiyonlarmdan
identifiye edildiklerinden; ileri c¢alismalar, bu mikroorganizmalarin
patojenik Ozellik tasiyip tasimadiklari aragtirmali ve mevcut kok kanal
dezenfeksiyon prosediirlerinin bu mikroorganizmalar {izerindeki
etkilerini degerlendirmelidir.

Saptanan mikroorganizmalarin  komiinitedeki rollerinin daha iyi
belirlenmesi ve patojenite 6zelliklerinin saptanmasi igin ileri ¢alismalar

proteomik analizler kullanilarak yapilmalidir.
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