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ENDODONTIK MIKROBIYOTANIN
TANIMLANMASINDA KULTUR VE MOLEKULER TANI
YONTEMLERI

Cihan KUDEN!

GIRIS

Ag1z boslugunun mikrobiyotasi pulpa ve periapikal hastaliklarda 6nemli rol oyna-
maktadir. Tarihsel olarak, mikroskobu icadi ile disler tizerinden alinan 6rneklerde
mikroorganizmlarin varlig1 gosterilebilmis olmasina ragmen endodontik enfeksi-
yonlar ve bakteriler arasindaki ilk neden-sonug iliskisi Dr. Miller taradindan 1890
yilinda ortaya konmustur (1). Bundan sonra gelisen ve bir asr1 kapsayan arastir-
malardan sonra, mikrobiyal biiyiime, yayilma, biyofilm olusturma ve viriilans gibi
endodontik enfeksiyonlara neden olan mikroorganizmalarin bilinmeyen 6zellik-
leri ortaya ¢ikarilmistir. Bununla birlikte, aragtirmacilar mikrobiyotanin mutas-
yon, ¢ekirdek algilama ve bilgi aktarimi yeteneklerinden dolay, genis bir araliga
sahip bu bakteri tiirlerinin hem bilim insanlar1 hem de klinisyenler i¢in ortaya
koydugu degisikliklere ve zorluklara ayak uydurabilmesi i¢in baski altindadir. Ce-
sitli molekiiler biyolojik arastirma tekniklerinin gelistirilmesi ve yayginlagmasi,
dis hekimliginin ve ilgili tip alanlarinin, agiz mikrobiyolojisinin genis diinyasina

yetisebilmeyi saglamistir.

1. ORAL VE ENDODONTIK MiKROBiYOTA

Insanlarin ag1z boslugunda yiizlerce bakteri tiirii yasar ve bunlardan bazilar1 dis
ciiriikleri, periodontitis ve kok kanal enfeksiyonlar1 basta olmak tizere agiz has-
taliklarinin gelisiminde kilit rol oynar. Mantarlar, arkeler ve viriisler oral mik-
robiyal ortam cesitliligine mevcut olmalarina ragmen bakteriler endodontik
enfeksiyonlarda en sik goriilen mikroorganizmalardir (2). Agiz boslugu, cesitli
ve degisken bir dizi bakteri susu tarafindan kolonize edilmis oldugu bilinmek-

tedir. Bununla birlikte bazi taksonlarin saglikli insan agiz bosluklarinda yaygin
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oldugu goézlemlenmistir. Bunlara Streptococcus, Veillonella, Granulicatella, Ne-
isseria, Haemophilus, Corynebacterium, Rothia, Actinomyces, Prevotella, Cap-
nocytophaga, Porphyromonas ve Fusobacterium dahil edilebilir (3, 4). Ancak bu
cinslerin bazilarinin kok kanal sistemi gibi 6nceden steril olan agiz bolgelerinde
hastaliklara neden olabilecek firsat¢1 patojenler i¢erdigi de goz ardi edilemez. Ay-
rica, bazi tiirler birden fazla oral bolgede bulunurken, 6rneklenen bolgelerin her
biri karakteristik mikrobiyom profillerine sahiptir ve muhtemelen her bolgenin
mikro-ortamini yansitan genel oral mikrobiyomun alt kiimelerini barindirir (3).
Saglikli ag1z mikrobiyotasinin yani sira, gesitli aragtirmalar belirli agiz hastalikla-
rinin mikrobiyomlar: arastirilmistir. Bu ¢aligmalar, hastalikli bolgelerin saglikli
mikrobiyotaya kiyasla farkli bakterileri barindirdigini géstermistir. Ayrica, hasta-
likli bolgelerde tedavi etkinligini etkileyebilecek mikro-ortamlar da bulunabilece-
gi rapor edilmistir (5). Fusobacterium, Treponema, Tannerella, Porphyromonas
ve Prevotella gibi firsatc1 patojenik cinsler hastalikli 6rneklerde daha yaygindir (2,
6). Bununla birlikte, tek bir organizmanin belirli hastaliklarla tutarli bir sekilde
iliskili oldugu bildirilmemistir. Tersine, agiz hastaliklariyla iliskilendirilen bakte-
riler de saglikli deneklerde gozlenmistir (7).

Kok kanal hastaliklar1 polimikrobiyal enfeksiyonlar tarafindan baglatilir. Bu
bakteri topluluklarinin mikrobiyal bilesimi, gelisen kok kanal ekolojisi ve tiirler
aras1 etkilesimler tarafindan desteklenen zamanla gelisir. Enfeksiyonun ilk evre-
leri sirasinda, pulpa daha yiiksek oksijen gerilimi ve agiz boslugundan bol mik-
tarda besin maddesi sunarak fakiiltatif bakterilerin gelismesine izin verir. Bu ayn
zamanda daha fazla bakteri sayimina ve genel cesitlilige yol acar (8). Ote yandan,
daha yerlesik enfeksiyonlarda, ozellikle kok kanalinin apikal derinliklerinde bu-
lunan karbonhidrattan yoksun, ancak protein agisindan zengin, anaerobik ortam,
asakkarolitik, zorunlu anaeroblar1 destekler (2, 9, 10). Mikrobiyal eliminasyon
kok kanal dezenfektanlarinin eklenmesi ve tedavinin baslamasi sirasinda oksijen
basincindaki degisiklikler gibi pulpa ekolojisindeki iyatrojenik degisikliklerden
de etkilenebilen dinamik bir siirectir. Bu, zorlu ortamlarda gelisen ve kalici en-
feksiyonlar olusturma potansiyeline sahip belirli tiirlerin segici baskisina katkida
bulunabilir (11, 12). Bakterilerin varligini siirdiirmesini saglayan birkag olast me-
kanizma, biyofilm olusturma, dentin tiibiillerine niifuz etme ve dentin tiibiille-
rinde kalma, besin maddesi tiikenmis ortamlarda hayatta kalma, konakg1 yanitini
degistirebilen viriilans faktorlerine sahip olma ve antimikrobiyal ajanlara direng
gosterme yeteneklerini icermektedir (13, 14).
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2. ENDODONTIK MiKROORGANIZMALARIN KULTURE DAYALI
ANALIZi

2.1. Kiiltiir yontemleri

Geleneksel olarak mikrobiyolojik kiiltiir, endodontik mikrobiyotanin incelenme-
si i¢in tercih edilen bir ara¢ olmustur. Kiiltiir, mikroorganizmalarin laboratuvar
ortaminda uygun ortam kosullar1 saglanarak ¢ogaltilmasi islemidir. Mikrobiyal
patojenler icin gerekli bilesenler, canli sistemler (6rnegin, bir hayvan konak¢1-
sinda veya hiicre kiiltiiriinde biiylime) veya yapay sistemler (gerekli besinleri ve
biiytime i¢in kogullar: toplayarak) saglanabilir. Yapay sistemler, insanlari etkileyen
¢ogu bakteriyel ve fungal enfeksiyonlarin mikrobiyolojik teshisi i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir.

Mikroorganizmalarin yapay ortamda gogalabilmeleri igin, gerekli besin mad-
delerine ve sicaklik, nem, atmosfer, tuz konsantrasyonu ve pH dahil olmak tizere
uygun fizikokimyasal kosullara sahip olmalar1 gerekir (15).

Kiiltiir analizleri asagidaki adimlari igerir (16):

« numune toplama ve tasima
o dagitma

o seyreltme

o yetistirme

 izolasyon ve tanimlama.

Oral numuneler toplanir ve canlili1 koruyan, ancak destekleyici olmayan,
anaerobik bir ortamda laboratuvara taginir. Daha sonra sonikasyon veya vorteks
karistirma iglemleri ile dagitilir, seyreltilir, ¢esitli agar ortamlarinda aerobik veya
anaerobik kosullar altinda yetistirilir. Uygun bir kulugka doneminden sonra, bi-
reysel koloniler alt kiiltiire alinir ve koloni ve hiicresel morfoloji, Gram boyama
modeli, oksijen toleransi, kapsaml1 biyokimyasal karakterizasyon ve gaz-sivi kro-
matografisiyle metabolik son iiriin analizini i¢eren parametrelere dayali ¢oklu
fenotip analizi ile tanimlanir. Jel elektroforezi, ultraviyole 151k altinda floresan ve
secilen antibiyotiklere duyarlilik testleri ile incelenen dis hiicresel membran pro-
tein profili, baz tiirlerin tanimlanmasi igin gerekli olabilir (17). Onceden olustu-
rulmus enzimleri test eden pazarlanan paketlenmis kitler de ¢esitli tiirlerin hizl
tanimlanmasinda kullanilmaktadir.

Endodontik enfeksiyonlarin kiiltiir analizleri, apikal periodontitisin etiyoloji-
si, farkl1 klinik kosullarda endodontik mikrobiyotanin bilesimi, mikrobiyal elimi-
nasyonda tedavi prosediirlerinin etkileri, endodontik mikroorganizmalarin an-
tibiyotiklere duyarliliklar1 hakkinda 6nemli bir bilgi birikimi saglamistir. Ancak
kiiltiir yonteminin avantajlari oldugu gibi endodontik mikrobiyotay: tanimlama-
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sinda yeterlilik agisindan cesitli dezavantajlara sahiptir ve Tablo 1'de gosterilmis-
tir. Kiltiir yontemlerinin bazi 6nemli sinirlamalari, endodontik mikrobiyotanin
kapsamli bir analizini bagsarmay1 zorlagtirmaktadir. Bir¢ok mikrobiyal tiiriin kiil-

tiirlenmesindeki veya tanimlanmasindaki zorluklar 6zel bir 6neme sahiptir.

Tablo 1. Kiiltiir yontemlerinin avantajlar1 ve sinirlamalari (18, 19).

Avantajlar1

1. Genis kapsamli doga,
beklenmedik tiirlerin
tanimlanmasi

2. Numunelerdeki canlt
mikroorganizmalarin
miktarinin belirlenmesine
izin verir

3. Izolatlarin antimikrobiyal
duyarliliklarinin
belirlenmesine izin verir
4. Fizyolojik ¢alismalar
miimkiindiir

5. Patojenite ¢aligmalari
mimkindiir

6. Yaygin olarak bulunur

Sinirlamalar:

1. Cok sayida mevcut mikrobiyal tiiriin
kiiltiirlenmesinin imkansizlig

2. Tim canli mikroorganizmalar geri kazanilamaz
3. Mikroorganizmalar bir kez izole edildikten sonra
bir dizi teknik kullanilarak tanimlama gerektirir.

4. Belirsiz fenotipik davranisa sahip suslarin yanls
tanimlanmasi

5. Diisiik hassasiyet

6. Numune tagima prosediiriine siki bagimlilik

7. Numunelerin hemen islenmesi gerekir

8. Pahaly, zaman alic1 ve zahmetli

9. Ozgiilliik, ortamin bilesimine ve mikrobiyologun
deneyimine baghdir.

10. Zorunlu anaeroblari izole etmek i¢in kapsamli
uzmanlik ve 6zel ekipman gereklidir

11. Cogu anaerobik bakteriyi tanimlamak i¢in uzun

stireler gerekebilir (haftalar)

2.2. Kiiltiir yontemlerindeki sinirlamalar

Mikroorganizmalar beslenme ve fizyolojik ihtiyaglarinin karsilandigi dogal or-
tamlarinda yagar ve ¢ogalirlar. Bu mikroorganizmalarin bagarili bir sekilde ye-
tistirilmesi, laboratuvarda biiylime gereksinimlerini belirleme ve yeniden iiretme
yetenegimize dayanir. Ancak tiim mikroorganizmalar yapay kosullar altinda ye-
tistirilemez ve bunun nedeni, ¢ogu mikroorganizmanin beslenme ve fizyolojik
ihtiyaglarinin hala tam olarak bilinememesi veya uygun ortamin olusturulama-
masidir. Kiiltiire bagli yaklagimlarla iyi karakterize edildigi distintilen, ancak
kiiltiirden bagimsiz tekniklerle degerlendirildiginde ¢ok farkli oldugu kanitlanan
mikrobiyal ekosistemler bulunmaktadir (20). Kiiltiirden bagimsiz yontemler kul-
lanilarak birgok sucul ve karasal ortamin arastirilmasi ile, bu sistemlerin ekilebi-
lir tiyelerinin toplam mevcut popiilasyonun %1’inden daha azini temsil ettigini
ortaya ¢ikarilmistir (21, 22). Bu rakamlar genellikle mikroskopla dogrudan goz-
lemlenen bakteri sayis1 ve tiirleri ile ayn1 numuneden yetistirilen bakteri sayis1 ve
tiirleri ile kargilagtirilarak hesaplanir. Dogrudan gozlemlenen ve ekilebilir bakte-
riler arasindaki tutarsizlik, bityiik plate sayis1 anomalisi olarak adlandirilmigtir
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(23). Yetistirilebilir azinliga kars: giiglii bir 6nyarg: oldugu disiinildigiinde bu
sorun 6n plana ¢ikmaktadir - mikrobiyologlarin %99,9’'undan fazlasinin ekilebilir
mikroorganizmalarin %171 tizerinde ¢alistig1 tahmin edilmektedir (24).

16S rRNA geninin amplifikasyonunu takiben klonlama ve dizilemeyi igeren
kiiltiirden bagimsiz molekiiler biyoloji yontemleri, son zamanlarda gesitli ortam-
larda bakteri ¢esitliligini belirlemek i¢in kullanilmistir. Sasirtic1 olmayan bir sekil-
de, taninan bakteri filumlarinin sayis1 1987de 11 iken Mayis 2020 itibariyle, LPSN
(List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature) tarafindan 41 bakteri
filumu resmen kabul edilmistir ve bunlarin yarisinin heniiz ekilmemis temsilcileri
bulunmaktadir (25, 26). Kiiltiirlenebilir tiyeler iceren filumlardan birkagci ¢ok say1-
da ekilebilir taksona sahipken, biiyiik ¢ogunlugu filumdaki gesitliligin tam spektru-
munu temsil etmek i¢in ¢ok az sayida yetistirilebilir temsilci icermektedir (27, 28).

Bakteriler yetistirilemiyorsa, fenotipe dayali yontemlerle tanimlanamazlar.
Pek ¢ok bakterinin iiremesi i¢in gerekli olan gereksinimlerden nispeten habersiz
kalirken, kiiltiire dayali olmayan tanimlama yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir.
Bu, klinik 6rnekleri mikrobiyolojik olarak incelerken birgok patojenin fark edil-
meden ge¢mesini onleyebilir.

Belirli bir tiiriin yetistirilmemis olmasinin, bu tiiriin sonsuza kadar yetistiril-
mesinin imkansiz kalacagi anlamina gelmedigini belirtmekte fayda var. Ornegin,
¢ok sayida zorunlu anaerobik bakteri 100 yil 6nce kiiltiirlenememistir, ancak ana-
erobik kiiltiir tekniklerindeki daha sonraki gelismeler bu sorunun ¢oziilmesine
biiyiik dl¢iide yardimci olmustur. Cogu ortamda bulunan ¢ok cesitli mikroorga-
nizmalari izole etmek i¢in tek bir yontemin veya kiiltiir ortaminin uygun olmadig:
varsayilmalidir (29). Bir¢ogu klinik olarak 6nemli olabilen, daha 6nce ekilmemis
bakterilerin yetistirilmesine izin veren spesifik yaklagimlar ve kiiltiir ortamlar1
gelistirmeye yonelik artan bir egilim vardir. Stratejiler, 6rneklerin alindig1 dogal
ortama miimkiin oldugunca yakin kiiltiir kogullarinin uygulanmasina dayanabi-
lir. Bu amaci gergeklestirmek i¢in son zamanlarda gosterilen ¢abalar, asagidakileri
dahil ederek bir miktar basari elde edilebilmistir: Az miktarda besin eklenmis veya
hi¢ eklenmemis agar besiyeri kullanimi (geleneksel kiiltiir prosediirleri genellikle
bir sisteme asir1 besin saglar, bu da daha az besin gerektiren bakterilerin asir1 bii-
ylimesiyle sonuglanir); nispeten uzun kulugka siireleri (30 giinden fazla); ve dogal
gevreye 0zgii maddelerin yapay biiylime ortamina dahil edilmesi (30, 31).

3. MOLEKULER ANALIZ TEKNIKLERI

Artik kiltiire bagli tekniklerin mikrobiyal popiilasyonlarin ¢esitliligini giiclii bir
sekilde yeterli olmaadig1 kabul edilmistir. Heniiz ekilmemis mikrobiyal diinyanin,
ekilebilir diinyay1 ¢ok astiginin kabul edilmesi, mikrobiyolojide biiyiik bir devri-
me neden olmustur.
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Molekiiler biyoloji yontemlerinin tibbi mikrobiyolojiye 6nemli bir katkisi, 6n-
ceden bilinmeyen insan patojenlerinin tanimlanmasiyla ilgilidir (32). Ayrica mo-
lekiiler ¢aligmalar, ag1z boslugundaki bakteri tiirlerinin %50den fazlasinin (3, 33,
34) ve bagirsak ve kolonda olan bakteri tiirlerinden yaklasik %80inin (35) bilin-
meyen ve heniiz ekilmemis bakteriler oldugunu ortaya koymustur. Sonug olarak,
insan mikrobiyotasinin ekilmemis veya kesfedilememis bu oraninda bir dizi ka-
rakterize edilmemis patojenin bulunabilecegini anlamak 6nemli olarak karsimiza
¢ikmaktadir. Mikroorganizmalarin incelenmesi i¢in ¢ok sayida molekiiler biyoloji
yontemi vardir ve belirli bir yaklasimin se¢imi, ele alinan ve arastirilan sorulara

baghdir.

3.1. Mikrobiyal Tanimlama i¢in Gen Hedefleri

Her canli organizma, yalnizca kendi tiiriinde benzersiz ve spesifik olarak bulunan
belirli genler icinde diziler tasimaktadur. Bir tiir icindeki her bir birey ayn1 zaman-
da kendi imza DNA dizilerine sahiptir. Bu benzersiz diziler, molekiiler biyoloji
yontemlerini kullanarak her tiiriin ve hatta bir tiir icindeki her bir bireyin tanim-
lanmasini miimkiin kilan 6nemli genomik bilgileri getirir.

Mikrobiyal tanimlama i¢in molekiiler yaklagimlar, mikrobiyal kimlik hakkin-
da agiklayici bilgiler igeren belirli genlere dayanmaktadir. Ideal olarak, mikrobiyal
tanimlama i¢in hedef olarak kullanilacak bir gen, her tiire 6zgii bolgeleri icerme-
lidir. Housekeeping fonksiyonlarini kodlayan genler, filogenetik siniflandirmay:
¢ikarmak i¢in tercih edilmektedir, ¢iinkii bunlar genellikle her yerde bulunurlar
ve zamanla yavas yavas gelisen fonksiyonel sabitlik sergilemeye egilimlidirler (36,
37).

Bakteriyel tanimlama i¢in birka¢ gen, hedef olarak se¢ilmistir. Bu genlerin
timi olmasa da bazilari, bakteri tiirlerinin biiyiik bir ¢ogunlugu tarafindan pay-
lagilir. Bakteriyel tanimlama i¢in 16S rRNA ve 23S rRNA genleri, 16S-23S rRNA
geni dahili kopyalanmuis dizileri, RNA polimerazin {3-alt birimini kodlayan rpoB
geni, 1s1 soku proteinini kodlayan groEL geni, DNA girazin {3-alt birimini kodla-
yan gyrB geni, tuf geni ve homolog rekombinasyon kodlayan recA geni 6nerilen
genler arasinda yer almaktadir (38, 39).

Woese (36) tarafindan yapilan dncii ¢aligmalarin ardindan, yasamin tiim hiic-
resel formlarinda bulunan rRNA molekiillerini kodlayan genler, yani Bacteria,
Archaea ve Eucarya alanlari, neredeyse tiim canli organizmalarin kapsaml ta-
nimlanmasi ve bunlarin arasindaki dogal iliskilerinin ¢ikarimi i¢in yaygin olarak
kullanilmigtir. rRNA, hiicrenin oldukg¢a karmagik translasyon aparatinin merkezi
bilesenidir ve bu translasyon fonksiyonunun aslina uygunlugu ve siirdiiriilmesi
kritik oldugundan, rRNAnin bazi bélgeleri o kadar yiiksek oranda korunur ki,
farkli organizmalardan gelen genleri hizalamak i¢in kullanilabilirler (36). Kodun
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cevrilmesi i¢in daha az kritik olan diger bolgeler, daha az secici baski altindadir ve
her tiirtin benzersiz bir diziye sahip olmast igin yeterli ¢esitlilik gosterir. Mikrobi-
yal tanimlama i¢in kiigiik alt birim rRNA genlerini kullanmanin avantajlari, tim
organizmalarda bulunmasi, oldukga bilgilendirici olacak kadar uzun ve kolayca
dizilenebilecek kadar kisa olmasi (6zellikle otomatik DNA dizileyicilerin ortaya
¢ikmasiyla), ve filogenetik iliskileri ortaya ¢ikarmak icin gtivenilirlik saglar (36).
Bu nedenle, bakteri ve arkelerin 16S rRNA geni (veya 16S rDNA) ve mantarlarin
ve diger okaryotlarin 18S rRNA geni (veya 18S rDNA) kapsamli bir sekilde ince-
lenmis ve tanimlama i¢in kullanilmistir.

3.2. PCR ve Tiirevleri

PCR siireci 1983 yilinda Kary Mullis tarafindan tasarland: ve o zamandan beri,
bir genin bir kopyasinin, o genin milyonlarca hatta milyarlarca kopyasina, sadece
birkag dakika ila birkag saat i¢cinde amplifikasyonunu saglayarak molekiiler biyo-
loji alaninda devrim yaratmustir (40). PCR kullanarak herhangi bir organizmadan
esasen herhangi bir geni izole etmek miimkiindiir, bu da bu teknigi genom dizi-
leme projelerinin temel tas1 haline getirmistir (41). Tanitildigindan bu yana, ar-
tan sayida ¢esitli uygulamalar i¢in PCR ile iliskili teknolojiler tiretilmistir. Klinik
teshis teknolojisindeki belki de en yaygin ilerleme, mikrobiyal patojenlerin tespiti
i¢cin PCR uygulamasindan gelmistir (42, 43). PCR yontemi, tekrarlayan denatii-
rasyon dongiileri, primer tavlama ve uzatma asamalar1 yoluyla DNAnin in vitro
replikasyonuna dayanmaktadir. Kisaca yontem, birka¢ amplifikasyon dongiisiin-
de tekrarlanan {i¢ adimdan olusur:

1. Sablon gorevi goren hedef DNA, zincirleri bir arada tutan hidrojen baglarini
kirmaya yetecek kadar yiiksek sicakliklarda denatiire edilir (eritilir), boylece
DNAY1 tek zincirli halde serbest birakur.

2. Iki kisa oligoniikleotid (primerler), hedef DNAnin karsit zincirleri iizerindeki
tamamlayici dizilere tavlanir. Primerler, amplifiye edilmis DNA dizisinin iki
ucunu tanimlar.

3. Yeni DNAnin tamamlayici bir ikinci dizisi, asir1 deoksiriboniikleosit trifos-
fatlarin mevcudiyetinde termostabil bir DNA polimeraz tarafindan tavlan-
mis her primerin uzatilmasi yoluyla sentezlenir. Daha 6nce sentezlenmis tiim
tirtinler, takip eden her dongiide yeni primer uzatma reaksiyonlari i¢in sablon
gorevi goriir. Sonug, yeni tirtinlerin tistel amplifikasyonudur.

3.2.1. Tiire 6zgii PCR

Bir numunedeki bir hedef tiirii saptamak i¢in en basit yaklagimlardan biri, tiire
ozgii bir PCR tahlili kullanmaktir. Bu yontemle, belirli bir tiiriin genomik dizile-
rini tavlamak {izere tasarlanan primerler, bu tiiriin dogrudan klinik 6rneklerde,
hedeflenmemis tiirlerin bir arka planinin varliginda ve ekime gerek kalmadan tes-
pit edilmesi i¢in kullanilir.
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3.2.2. Multipleks PCR

Cogu PCR analizi, bireysel reaksiyonlar yoluyla tek bir tiiriin saptanmasina odak-
lanmistir. Multiplex PCR, tek bir reaksiyonda birka¢ diziyi ayni anda amplifiye
etmek icin birden fazla primer ciftinin kullanildig: bir islemdir (44). Klinik bir
numunede birden fazla benzersiz hedef sekans ayni anda amplifiye edilebildigin-
den, ¢oklu PCR testleri farkl: tiirlerin egzamanli olarak saptanmasina izin verdigi
i¢in gereken zaman ve harcamay1 en aza indirmek icin multipleks PCR testleri
kullanilmigtir.

3.2.3. Nested PCR

Nested PCR (nPCR), bir ilk reaksiyonda bir dis primer ¢ifti ile DNAnin bir he-
def bolgesini amplifiye eden ve ardindan bir dahili primer ifti kullanilarak ikinci
bir amplifikasyonu izleyen geleneksel bir PCR yéntemidir (45). ilk PCR iiriinleri,
ilk tiriinlere dahili olarak tavlanan ve daha kisa bir amplifiye fragman olusturan
ayr1 bir primer seti ile ikinci amplifikasyon turunda sablon olarak kullanilir. Bu
yaklagim, tiire 6zgii PCR ile karsilagtirildiginda artan hassasiyet gosterir. Artan
hassasiyet, bityiik toplam dongii sayisindan kaynaklanmaktadir. Ek olarak, hedef
DNA, amplifikasyonun ilk turunda amplifiye edilir, ardindan 6rnekte bulunan
hedeflenmemis DNA ve inhibitorlerin indirgenmesi saglanir. PCR'nin ikinci tu-
runda kullanilan primer seti, ek 6zgiilliik ile sonuglanir.

3.2.4. Ters transkriptaz-PCR

Ters transkriptaz-PCR (RT-PCR), RNA hedeflerini yiikseltmek i¢in gelistirilmis-
tir ve bir RNA sablonundan tamamlayict DNA (cDNA) zincirini sentezleyebilen
ters transkriptaz enziminin kullanimindan yararlanmaktadir. Cogu RT-PCR ana-
lizi iki agamali bir yaklagim ile kullanir. Ilk adimda, ters transkriptaz, RNAy1 tek
sarmalli cDNAya dénistiiriir. Tkinci adimda, ikinci cDNA zincirini olugturmak
icin PCR primerleri, DNA polimeraz ve niikleotitler eklenir. Cift sarmalli DNA
olusturulduktan sonra, geleneksel PCRde oldugu gibi amplifikasyon i¢in sablon
olarak kullanilabilir (46). RT-PCR islemi, sablon olarak dogrudan RNA ile kulla-
nilarak tek adimli bir yaklagima dondstiiriilebilir. Bu yaklasimda, Thermus ther-
mophilus bakterisinden elde edilenler gibi hem ters transkriptaz hem de DNA
polimeraz aktivitelerine sahip bir enzim kullanilir.

3.2.5. Quantitative PCR

Geleneksel PCR tahlilleri kalitatiftir veya yar1 kantitatif olacak sekilde ayarlanabi-
lir. Temel olarak, quantitative PCR (qPCR) ii¢ farkli analiz kullanilarak gergekles-
tirilebilinir: most probable number (MPN)-PCR, competitive PCR ve real-time
PCR (47). Bunlardan real-time PCR yontemi, ¢ogunlukla diger qPCR testlerin-
den daha dogru ve kesin olan yiiksek verimli bir teknik oldugu igin en yaygin
kullanilan yaklasim olmustur ve PCR sonrasi manipiilasyon adimlar: gerektirme-
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diginden kontaminasyon risklerini azaltir (47). Real-time PCR analizleri, klinik
numunelerdeki toplam bakterinin yani sira bireysel hedef tiirlerin miktarinin be-
lirlenmesine izin verir.

3.2.6. PCR tabanli mikrobiyal tipleme

PCR teknolojisi, mikroorganizmalarin klonal analizi i¢cin de kullanilabilir. Bu
amag i¢in kullanilan PCR tekniklerinin bir 6rnegi, ayn: zamanda rastgele amp-
lifiye edilmis polimorfik DNA (RAPD) olarak da adlandirilan arbitrarily primed
PCRYi (AP-PCR) igerir (48). AP-PCR, aynu tiirden iki izolatin iliskili olup olma-
digini belirlemek i¢in nispeten hizli bir aragtir. Bu yontem, eslesmeyen baz esles-
mesine izin veren kosullar altinda belirtilmemis DNA hedef bolgelerine tavlanan
tek bir 10 ila 20 baz uzunlugunda rastgele dizili primerin kullanimina dayanmak-
tadir. Disiik sikilikta rastgele dizili bir primerin kullanilmasi, kusurlu eslesmele-
rin oldugu bolgelerde kullanima hazirlamaya izin verir.

3.2.7. Broad-range PCR ve klon kitapligi analizi

Broad-range PCR, ¢esitli ortamlarda tiim mikrobiyal ¢esitliligi arastirmak icin
yaygin olarak kullanilmistir. Broad-range PCRde primerler, bir grup mikroorga-
nizma tarafindan paylasilan belirli bir genin korunmus bolgelerini tamamlayici
olacak sekilde tasarlanmistir. Ornegin, 16S rRNA geninin korunmus bélgelerini
tamamlayici olan primerler, dizileme ve daha fazla bakteri tanimlamast i¢in amp-
lifiye edilmis dizinin degisken i¢ bolgelerinden yararlanmak amaciyla kullanil-
mustir (49). Broad-range PCR'nin giic, segiciligin gorece yoklugunda ortaya ¢ik-
maktadir, boylece prensipte bir numunede bulunan her tiirlii bakteri saptanabilir
ve tanimlanabilir. Bu yon, kiiltiir ile yetistirmeye benzer ve tiire 6zgii molekiiler
yaklasimlarin aksinedir (50). Boylece genis aralikli PCR beklenmeyeni tespit ede-
bilir ve bu agidan kiiltiirden ¢ok daha etkili ve dogrudur.

4. KOK KANAL ENFEKSIiYONLARININ MiKROBIiYAL PROFILLERI

Endodontik enfeksiyonlar, mikroorganizmalarin pulpal bosluga ulagimini betim-
leyen didaktik olarak ti¢ kategoriye ayrilabilir (13). Primer endodontik enfeksi-
yonlara, ilk pulpa invazyonu ve ardindan nekrotik dokularin kolonizasyonunda
yer alan mikroorganizmalar neden olur. Sekonder endodontik enfeksiyonlara,
profesyonel miidahaleye ikincil olarak, cerrahi prosediirler sirasinda iyatrojenik
olarak veya mikro sizintiya izin veren restorasyonlar ile koronal perkolasyon yo-
luyla kék kanalina giren mikroorganizmalar neden olur. Inat¢1 endodontik en-
feksiyonlara, birincil veya ikincil enfeksiyonun pargasi olan, kemo-mekanik deb-
ridman prosediirlerine direnen ve tedavi edilen kok kanallarinin besin ve oksijen
acisindan fakir ortaminda hayatta kalan mikroorganizmalar neden olur.
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Bu karmasik ve dinamik polimikrobiyal mikoorganizma profillerinin tanim-
lanmasi oldukga ve ileri altyap: teknolojileri gerektirmektedir. PCR, ¢esitli insan
oral florasindan dogrudan dogruya bir¢ok yeni miiskiilpesent veya heniiz ekilme-
mis bakteriyel patojenlerin tanimlanmasina izin vermistir (51). PCR ve 16S rRNA
gen klon kitaplig1 yapist kullanilarak, bir numunede bulunan hemen hemen her
bakteri tiirii, yetistirilip yetistirilemeyecegine veya daha 6nce bilinmedigine ba-
kilmaksizin tanimlanabilir. En ¢ok kullanilan protokol asagidaki gibidir. Baslan-
gicta, toplu DNA dogrudan 6rneklerden ekstrakte edilir. Daha sonra, 16S rRNA
geni, genin korunmus bolgelerine 6zgii primerler (genis aralikli veya evrensel
primerler) ile PCR yoluyla toplu DNAdan izole edilir. Primer iftleri arasindaki
daha uzun mesafeler genellikle daha az hassasiyetle sonuglanir, ancak bu, dogru
tanimlama icin daha degisken dizi bilgisi saglar ve daha kiiciik boyutlara boliin-
miis gibi goriinen PCR reaktiflerindeki kontaminantlardan DNA amplifikasyonu
riskini azaltabilir (50). Genis aralikli primerlerle amplifikasyon, numunedeki he-
men hemen tiim bakterilerden amplifiye edilen 16S rRNA geninin bir karigimi
ile sonuglanir. Karigik enfeksiyonlarda, konsorsiyumu olusturan farkl tiirlere ait
karigik tirtinler bulundugundan, PCR iriinlerinin dogrudan dizilenmesi yapila-
mamaktadir. PCR triinleri daha sonra Escherichia coli hiicrelerini doniistiirmek
i¢in kullanilan bir plazmit vektériine klonlanir ve numuneden bir 16S rRNA gen-
leri kiitiiphanesi olusturulur. Klonlama prosediirti, dizileri, dizileme yoluyla ayr
ayr1 karakterize edilebilmeleri i¢in ayirmak i¢in kullanilir.

Klonlanmig genler tek tek dizilendikten sonra, elde edilen diziler, tanimlama
i¢in genellikle World Wide Web araciligiyla Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) veya veri tabanlarina gonderilir. Ribozomal Veri-
tabani Projesi II (http://rdp.cme.msu.edu/). Kamuya agik veri tabanlarinda ben-
zerlik aramalar1 kullanilarak 6n tanimlama yapilabilir. 16S rRNA gen dizisindeki
%98,5-99 6zdeslik, bir bakteriyi tiir diizeyinde tanimlamak i¢in kullanilan en ¢ok
kabul edilen kriter olmustur (38, 52). Bir dizi, kamuya acik veri tabanlarinda ta-
nimlanmis tiirlerden veya klonlardan gelen diger dizilere diisiik benzerlik skorlar1
(~%98,5-99) gosteriyorsa, potansiyel olarak yeni bir tiirii temsil eder (52).

Bu yeni tiirler genellikle ekilmemis ve simdiye kadar bilinmeyen bakteri tak-
sonlar1 olarak kabul edilir ve resmi olmayan bir isim verilir. Genellikle, filogenetik
agactaki en yakin komgularinin cinsi, ardindan bir harf ve say1 kodu kullanilir,
ornegin, Synergistes oral klonu BA121, Dialister oral klonu BS095 ve Peptostrep-
tococcus oral klonu CK035.

Benzerlik arayisina ek olarak, ¢ok daha dogru bir degerlendirme sagladigi igin
filogenetik analiz yapilmalidir (50). Bu yaklasimla, farkl: tiirlerden 16S rRNA gen
dizileri, korunan bolgelere dayali olarak hizalanir ve daha sonra, bir filogenetik
agac olusturmak icin degisken bolgelerde bulunan farkliliklarin sayisina dayali
hesaplamalar kullanilir. Cesitli bakteri filotipleri (veya taksonlar1) arasindaki ilis-
kiler 6zel biyoinformatik yazilim ile analiz edilir ve sonuglar dendrogramlarda
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veya Sekil 1'de gosterildigi gibi filogenetik agaclarda gosterilir. 16S rRNA geni,
diziler 6nceden ekilmemis ve karakterize edilmemis bakterilerden tiiretilmis olsa
bile, bakteriler arasinda filogenetik iliskiler kurmak i¢in kullanilabilir.
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Sekil 1. Endodontik enfeksiyonlarda molekiiler biyoloji yontemleriyle ortaya konan bakteriyel
gesitlilik. Endodontik patojeniler ve bunlarin ilgili filumlarin: ve iligkili olduklar: klinik
durumlari gosteren 16S rRNA gen karsilagtirmalarina dayanan filogenetik agag. Olgek gubugu,
bolge basina niikleotid ikamelerinin sayisini gosterir ¢
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SONUC

Apikal periodontitis enfeksiy6z bir hastalik oldugundan, endodontik tedavinin
mantigl, tartismasiz olarak meydana gelen enfeksiyonu ortadan kaldirmak ve/
veya mikroorganizmalarin kok kanalini veya periradikiiler dokular1 enfekte et-
mesini veya yeniden enfekte etmesini onlemektir. Herhangi bir saglik hizmeti
mesleginin temel ilkesi, etkili 6nleme ve tedavi i¢in bir ¢erceve saglayan hastalik
etiyolojisi ve patogenezinin tam olarak anlagilmasidir. Bu baglamda, farkli hasta-
lik formlariyla iliskili endodontik mikrobiyotay1 anlamak ve tanimlamak, yiiksek
kaliteli ve saglam bir bilimsel temele dayanan bir endodontik uygulamanin teme-
lidir.

Bir mikroorganizmanin yetistirilme yeteneginin getirdigi sinirlamalar, mo-
lekiiler tanimlama yontemlerinin kullanilmasiyla asilabilir. Endodontik enfek-
siyonlarin arastirilmasinda gesitli molekiiler yontemler uygulanmis veya uygu-
lanma potansiyeline sahiptir. Belirli bir yaklagimin se¢imi, cevaplanacak sorulara
baglidir. Molekiiler ¢calismalarin ¢ogu, farkli endodontik enfeksiyon tiirlerinde tiir
kompozisyonu konusunu ele almistir. Bununla birlikte, su anda, bir numunedeki
tiim bakteri tiirlerinin kapsamli bir listesini saglayabilecek mevcut bir teknik yok-
tur. Sonug olarak, endodontik bakteri topluluklarinin daha iyi bir resmini sunmak
i¢in gesitli teknikler kullanilmistir. Ama¢ endodontik ortamdaki bakteri gesitlili-
ginin genisligini aragtirmaksa, en azindan metagenomik yaklagimin ekonomik ve
prosediirel olarak uygulanabilir olmamasina ragmen, genis aralikli PCR ve ardin-
dan 16S rRNA gen klon kiitiiphanesi analizi tercih edilen yontem olabilir.

Bu tiir giincel yontemler ile elde edilen bilgiler, daha etkili, 6nleyici ve tedavi
edici protokollerin gelistirilmesine katkida bulunma potansiyeline sahiptir. Ayri-
ca, endodontik bakterilerin bir envanterinin olusturulmasi, diger insan bolgele-
rindeki hastaliklar i¢in potansiyel patojenik tiir kaynaklariin gelecekteki arastir-
malarina da yardimci olabilir.
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