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POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU (PCR) VE ENDODONTiIK MIKROBIYOLOJI

POLYMERASE CHAIN REACTION (PCR) AND ENDODONTIC MICROBIOLOGY

Dt. Ozgiir Ilke Atasoy ULUSOY*

Prof. Dr. Giiliz GORGUL**

OZET

Bu makale polimeraz zincir reaksiyonunun
(Polymerase Chain Reaction-PCR) endodontide kullan-
mini, endodontik mikroorganizmalarin varliginin - ve
prevalanslarinin belirlenmesinde sadladigi avantajlar
gozden gegirmektedir. Kiltir yontemiyle dretilemeyen
mikroorganizmalarin  16S  rRNA  bélgelerinin - PCR
kullanilarak ¢ogaltiimasi molekdiler mikrobiyolojide cigir
acmistir. PCR Kkiltdir yontemlerine gbre daha hassas,
ozgiil, hizhidir ve daha kesin sonucglar saglar. Bu
metodlarin yerinde kullanimi, endodontik hastaliklarin
nedenlerinin belirlenmesine, anlasiimasina ve tedavi

stratejilerinin - gelistirilmesine  6nemli  katkilar
sadlayacaktir.
Anahtar sozciikler: PCR, virulans,

mikroorganizma, k6k kanall

ABSTRACT

This article reviews the use of polymerase
chain reaction (PCR) in endodontics and the
advantages in detecting the presence and prevalence
of endodontic microorganisms. Amplification of 165
IRNA gene regions of the uncultivable and fastidious
microorganisms by PCR has blazed a trail in molecular
microbiology. PCR is more specific, accurate, rapid
and sensitive than culture methods. The well-directed
use of these methods will provide additional valuable
information  regarding the identification and
understanding of the causative factors associated with
endodontic diseases, and may contribute to the

development of improved treatment strategies.
Key Words: PCR, virulence, microorganism,
root canal

POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU VE
ENDODONTIK MiKROBIYOLOJI

Endodontik tedavinin amaci, kok kanal siste-
mini mikroorganizmalardan temizlemek ve tekrar en-
fekte olmasini 6nlemektir. Bu amagla biyomekanik pre-
parasyon, irrigasyon ve sizdirmaz bir bicimde kok
kanal dolgusu yapilarak tedavi tamamlanmalidir. Ancak
kok kanallarinda bulunabilen direncli ve inatgi mikro-
organizmalarin varlidi, prognozu olumsuz yodnde
etkileyebilmektedir.

Kok kanallarinda bulunan mikroorganizmalar
agrili alevlenmeler, periapikal yikim ve inatcl enfeksi-
yonlara sebep olabilmektedir *®. Bu mikroorganiz-
malarin identifikasyonu tedavinin basarisi bakimindan
onemlidir. Kiiltiir galismalari ile mikroorganizmalarin
bliyik codunlugu laboratuvar kosullarinda (retileme-
mektedir. Insan viicudu, oral kavite ve kék kanalindaki

mikrobiotanin da  kiiltlire edilemeyen bir cok tiri
oldugu sodylenebilir. Son yillarda mikrobiyal patojenler
ve spesifik hastaliklar arasindaki iliski konusunda
molekiiler biyolojik calismalar yodunluk kazanmigtir’.
Mikrobiyolojik kltiir ve biyokimyasal metodlar zaman
alicdir ve zaman zaman  celiskili  sonuclar
verebilmektedir®

1985 yilinda Kary Mullis tarafindan ilk kez
bilim diinyasina sunulan PCR (Polymerase Chain
Reaction-Polimeraz Zincir Reaksiyonu) modern bilme
onemli katkilar saglamistir®.  Biyolojik ve tibbi
arstirmalarin gelisimine PCR’in etkisi oldukca fazladir.
Yontem, gen ve genom calismalarinda 6nemli bir
artisa neden olmustur. PCR kullanarak herhangi bir
organizmadan herhangi bir gen izole etmek
miimkiindar’ .

* Gazi Upiversitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi, Dis Hastaliklari ve Tedavisi Anabilim Dali, Arastirma Gorevlisi
** Gazi Universitesi Dis Hekimligi Fakdiltesi, Dig Hastaliklar ve Tedavisi Anabilim Dali, Ogretim Uyesi
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PCR ybntemi molekiler teknolojideki en
onemli gelismelerden biridir. Yontem, belli bir uzun-
luktaki DNA fragmaninin invitro replikasyonuna ve 25-
35 siklusta DNA polimeraz enziminin hedef DNA'y1 in
vitro cogaltmasi esasina dayanir® . PCR reaksiyonu
arastinlacak 6rnekteki DNA'nin iki zincirinin yiiksek 1si
ile birbirinden ayriimasini (denatiirasyon), daha sonra
sentetik oligoniikleotidlerin hedef DNA'ya baglanmasini
(hibridizasyon), sonra zincirin uzamasini (polimerizas-
yon) ve bu sikluslarin belirli sayida tekrarlanmasina
dayanir®. Tim bu basamaklara amplifikasyon islemi
denir. Bu islemden sonra amplifikasyon Griininin
saptanmasi, kopyalari ¢ikarilan primerler arasinda
kalan belli baz ifti blylklugiindeki bdlgenin jel
Uzerinde veya amplifikasyon yapilan bdlgeye uygun
tamamlayici prob ile hibridizasyon sonrasi belirlenmesi
ile gerceklesmektedir.

PCR yo6nteminde temel bilegenler ise ; hedef
DNA, hedef DNA'nin dizilerini tamamlayan tek zincirli
oligoniikleotidler (primerler), 4-deoksiriboniikleotid
trifosfat (dNTPler) ve i1siya dayanikli DNA polimerazdir.
En cok kullanilan DNA polimeraz Thermus aquaticus
adi verilen termofilik bakteriden izole edilir ki buna Taq
DNA polimeraz adi verilir’. Bakteri tanimlanmasi icin
genellikle basit bir PCR turu kullaniimakla birlikte bazi
durumlarda nested PCR, multiplex PCR, RT-PCR gibi
farkll PCR ydntemleri de kullanilabilir”°,

Dis hekimliginde molekiler genetik metodlar,
genellikle klinik 6rneklerdeki mikroorganizmalar tanim-
lama ve birbirine yakin tirleri ayirmada kullaniimak-
tadir. Endodontik galigmalarda DNA ekstraksiyonu igin
ornekler, genellikle sorunlu dislerin kdk kanallarindan
ve periapikal lezyonlarindan elde edilir. Disler énce
pomza ile temizlenir, rubberdam izolasyonu vyapilr.
Operasyon sahasinin  dekontaminasyonu, sodyum
hipoklorit veya oksijenli su ile saglanir. Giris kavitesi
tamamlaninca pulpa kavitesi de dahil olmak tizere tim
operasyon sahasi %2.5lik sodyum hipoklorit ile
yikanir. 15 numaral K tipi ede ile preparasyon yapilir
ve ardisik iki paper point kanal igine yerlestirilerek
ornek alinir. Paper pointler daha sonra kriotlplere
(cryotube) yerlestirilir. Abse 6rnekleri, oral mukozanin
%2'lik klorheksidin ile vyapilan dezenfeksiyonunun
ardindan steril bir siringa kullanilarak piyln aspire
edilmesi yoluyla alinir'!, Daha sonra alinan 6rnek PCR
laboratuvarina génderilir Molekiiler yéntemlerde érnek
hazirlanirken kontaminasyonu énlemek &nemlidir’1! .
Yine de eksuda varl§i PCR yontemini kiltir
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yontemindeki kadar etkilemez. Béyle durumlarda PCR
kontaminasyona ragmen daha kesin sonuglar verir’ .

Kok kanallarinda bulunan en az sayidaki
bakteri hiicreleri bile periapikal lezyon olusturabilme
potansiyeline sahiptir. PCR ydntemi ile 6rnek basina 1-
10 bakteri hiicresi bile saptanabilmektedir; bu da kok
kanallarindan 6rnek almanin gii¢ oldugu ve az sayida
bakterinin identifiye edilebildigi durumlarda biyiik
yarar saglamaktadir.

a) PCR Yontemi ile Yeni Mikro-
organizmalarin Kesfedilmesi

Dis hekimligi ve endodontide PCR'In yaygin
kullanim alanlarindan biri kiiltir yéntemleriyle tespit
edilemeyen yeni bakteri tirlerinin varidinin arastiril-
masidir. Ayrica daha once kok kanallarindaki varlidi
kesinlestiriimis cesitli mikroorganizmalar PCR sayesin-
de tanimlanmis ve prevalanslari belirlenmistir.

Siqueira ve arkadaglani'! kiltiir yéntemleriyle
belirlenmesi gok zor olan Bacteroides forsythusun
varligini  endodontik enfeksiyona sahip 50 disten
26'sinda PCR ile saptamislardir.

Tian Xia ve arkadaslar*? tekrarlayan tedavi
gerektiren vakalarla iliskilendirilen Actinomyces tiir-
lerini abse ve seliilitlerden aldiklari 6rnekler yoluyla in-
celemiglerdir. Vakalarin %32.1'inde A.viscosus, %23.7'
sinde A.israelii, %8.5'inde A.naeslundii saptanmistir.

Siqueira ve arkadaslar®® koék kanallarinda 7rep-
onema socranskimhin varlidini PCR yontemi ile arastir-
miglar, primer enfeksiyona sahip disglerin %35‘inde bu
mikroorganizmanin bulundugunu bildirmislerdir.

Siqueira ve arkadagslar’*, Dialister pneumosin-
tes adi verilen mikroorganizmanin enfekte kok kanal-
larindaki yliksek prevalansina isaret etmiglerdir. PCR ile
yaptiklari calisma sonunda bu bakterinin  potansiyel
endodontik patojen olabilecegini diisinmdislerdir.

Siqueira ve arkadaslar'® abse olusumundan
sorumlu oldugu disiinilen Pseudoramibacter alactoly-
ticusu 21 érnekte PCR metodu ile incelemis ve vakala-
rin %75'inde saptamislardir .

Xia ve arkadaslar'®, DNA bazli PCR kullanarak
Prevotella tanneraenin kok kanallarinda yiiksek preva-
lansta bulunduguna ilk dikkati geken aragtirmacilardir .

Siyah pigmentli gram(-) anaerobik rodlar, agri
ve periapikal abselerle iligkili endodontik enfeksiyon-
larin dominant karakterleridir. Bu mikroorganizmalar;
Porphyromonas endodontalis, Porphyromonas gingiva-
lis, Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens gibi
tirleri icermektedir'’”? . Bunlar, ykic periodontal
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hastaliklarin da major patojenleridir’??>, Ancak bu
mikroorganizmalarin rutin kiltiir yontemleriyle uretil-
mesi ¢ok zor hatta kimi zaman mimkin olmamaktadir.
PCR ile bu mikroorganizmalarin kék kanallarinda bili-
nenden daha fazla prevalansta bulunduklan gdésteril-
mistir'”2>2%, PCR'In, kiiltir yénteminden farkh olarak
mikroorganizmalari 6lii olarak da saptayabiliyor olmasi
bu yiiksek prevalansin nedeni olabilir’.

Basarisiz endodontik tedavi gérmis ve peri-
apikal lezyona sahip dislerde adirlikli olarak bulunan
mikroorganizma tiirli dedismektedir. Bogen ve arka-
daglan'’, kapall periapikal lezyonlu dislerdeki siyah
pigmentli mikroorganizmalari incelemisler, P.endodo-
ntalis, P.intermedia ve P.nigrescensin hig bir drnekte
bulunmadi§i, vyalnizca bir 6rnekte P.gingivalisin
bulundugunu ifade etmislerdir.

Siqueira ve arkadaslar®, 22 adet tekrarlayan
tedavi gerektiren vakada, %77 oraninda Enterococcus
faecalise rastlamiglardir. Bunu  Pseudoramibacter
alactolyticus ve Propionibacterium propionicum izle-
mektedir. Primer endodontik enfeksiyonlarda mantar
tlrlerine gok seyrek rastlanirken, basarisiz endodontik
tedavili dislerde  Calbicansa %18 oraninda
rastlanilimaktadir'®. Tekrarlayan tedavi vakalarinda
daha o©nce varligi kesinlestirilmemis olan Pseudo-
ramibacter alactolyticus, Propionibacterium propioni-
cum, Dialister pneumosintes ve Fusobacterium alocis
de 6rneklerin yarisinda saptanmistir'® .

b) Virulans Faktorleri

PCRIn endodontik mikrobiyolojide kullanil-
masi ile endodontik enfeksiyonlarla iliskili mikroorga-
nizmalarin virulans genlerinin énemi daha iyi anlasil-
mistir. Bu virulans faktérleri, endodontik mikroorganiz-
malarin pulpal ve periapikal patojenitesini arttirirken,
viicudun dider bolgelerinde de hasara neden
olabilmektedir. Bate ve arkadaslan®, enfekte kok
kanallarinda bulunan stafilokok ve streptokoklarin
FnBp ve FgBp adi verilen virulans genlerini PCR ile
saptamiglardir. Bu genlere sahip olan bu bakterilerin
enfektif endokardite neden olabilecegini bildirmislerdir.

Odell ve arkadaslar®, P.gingivalis ve
P.endodontalisi kollajenaz geni agisindan incelemek
igin PCR kullanmiglar ve P.gingivalis tirlerinin bliyik
¢ogunlugunun yikici periapikal lezyon gelisimine
katkida bulunan kollajenaz genine sahip oldugunu
saptamiglardir .

Norris ve arkadaslan®, periodontal hasarli
kedilerde yaptiklari bir calismada Porphyromonas
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gingivalisin iki rekombinant proteinaz geni arasindaki
iliskiyi PCR kullanarak incelemislerdir .

Dupre ve arkadaslari’’, Creti ve arkadaslari®®
Enterococcus faecalisin antibiyotiklere direng mekaniz-
masi, epitel hiicrelerine tutunma, biyofilm olusturma
potansiyeli ile gesitli virulans genleri arasindaki iligkiyi
incelemislerdir.

Chi Yuan Hang ve arkadaglan®® F.nucleatum,
P.endodontalisn LPS geninin periapikal lezyonlardaki
kemik rezorpsiyonundaki roliini incelemislerdir.

c) Enzim Ekspresyonu ve Periradikiiler
Yikim

Spesifik bazi bakteri tiirleri ve rinleri,
inflamasyon basamaklarinda mediatér olarak gorev
yapan bazi enzimlerin ekspresyonunu belirgin sekilde
arttirmaktadir. Bu olay organizmada doku yikimina yol
agmaktadir.

Yu-Chao Chang ve arkadaslar®®, o6zellikle
siyah pigmentli bakteri Uriinlerinin COX-2 adi verilen
mediator enzim ekspresyonunu arttirdigini PCR yon-
temi ile saptamislardir. COX-2 bir baska enflamasyon
mediatérii olan prostoglandin E-2 sentezini dizen-
lemektedir. Yaptiklari galismanin sonunda P.endodo-
ntalisin, P.gingivalis ve P.intermedidya gore daha po-
tansiyel bir COX-2 indiiktdri oldugunu bildirmislerdir.

Yang ve arkadaslari®*?, siyah pigmentli bak-
teroidlerin yan Urdnlerinin interldkin-6 ve interlokin-8
geninin  ekspresyonunu arttirdidini - géstermislerdir.
Boylece periradikiiler yikim hizlanmaktadir.

Yang ve arkadaslari®®, siyah pigmentli bakteri
yan Uriinlerinin VEGF geninin ekspresyonunun artma-
sina ve bu sekilde pulpal ve perirapikal hasara neden
olabileceklerine dikkati cekmislerdir.

Kok kanallarinda bulunan siyah pigmentli
mikroorganizmalarin yan drinlerinin konak dokudaki
matrix metalloproteinazlarin (MMP-1, MMP-2, MMP-3,
MMP-4, MMP-5, MMP-6, MMP-7, MMP-8) salgilanma-
sini arttirarak da yikima yol actiklari gosterilmistir®>°

d) Viriisler

PCR ile yalnizca kék kanal sistemindeki bak-
teri tlrleri degil, virisler de arastirlabilmektedir.
Heling ve arkadaglar®®, enfekte kok kanallar ve
periapikal lezyonlarda Herpes Simplex Virdsini PCR ile
incelemigler, bu virlisiin potansiyel bir endodontik
patojen olamayacagini bildirmislerdir .

Bu virlistin AIDS'li insanlarin periapikal do-
kularinda bulunmadigi disiinllse de Glick ve arka-
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dasslar®” PCR ile yaptiklan calismada, bu bélgedeki
fibroblastlarin bu virlisi barindirdigi ve HIV igin rezer-
vuar olabilecegini bildirmislerdir. Elkins ve arkadaslar®®
seropozitif hastalarin perirapikal lezyonlarindan aldik-
lari 6rneklerde HIV virlistinin varligini saptamislardir.
Sabeti ve arkadagslar®® periapikal lezyonlar-
dan aldiklari 6rneklerde Cytomegalovirus ve Epstein
Barr Virdserinin varligini PCR kullanarak arastirmis-
lardir. Genis capli periapikal lezyonlarin % 79.2'inde bu
iki virls de saptanirken, kiglk caph lezyonlarin
%10’unda virlslerden herhangi birine rastlanmistir .

SONUC

PCR kullanilarak vyapilan bu gcalismalarin
bircogu kltir yontemiyle de yapilabilmektedir. Ancak
PCRIn tip ve dishekimligine girmesi ile mikrobiyolojik
calismalarin sayisi 6énemli 6lclide artmistir. PCR ile
herhangi bir organizmadan herhangi bir gen izole
etmek mimkiindir. Kiltir yontemlerine gore daha
hizli, daha etkin ve daha kesin sonuglar saglayan bir
yontem oldugu soylenebilir. PCR sayesinde endodontik
mikroorganizmalarin  ve davraniglarinin  daha iyi
taninmasi ile daha etkin tedavi yontemlerinin
gelistiriimesi saglanabilir.
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