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OZET

Nazife Maide Dayican. Diyabetli Hastalarin Kok Kanal Enfeksiyonlarindaki
Mikrobiyal Komiinite. Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi, Dis Hekimligi
Fakiiltesi, Uzmanhk Tezi, Endodonti, 2025

Amag¢: Bu calismanin amaci Diabetes Mellitus hastaligimin  koék kanal

enfeksiyonlarindaki mikrobiyal floraya etkisini degerlendirmektir.

Yontem: Calismaya 18-65 yaslar1 arasinda diyabet hastaligi olan (n=21) ve sistemik
olarak saglikli olan (n=18) toplam 39 hasta dahil edildi. Endodontik tedavi 6ncesinde
kok kanallarindan steril kagit konilerle 6rnek alindi ve igerisinde PBS bulunan
eppendorf tiiplerine konularak -80 °C’de saklandi. Orneklerin 16S rRNA analizleri
yapilarak V3-V4 hiperdegisken boélgeleri Illumina Miseq platformu kullanilarak
sekanslandi. DADA?2 algoritmasi ile elde edilen Amplikon Dizi Varyantlar QIIME2
sistemine aktarilarak SILVA veri tabam ile haritalandi. Orneklerdeki bakteri
topluluklarmin alfa ve beta g¢esitlilikleri, R'deki phyloseq paketi (stirim 4.1)
kullanilarak sirasiyla Kruskal-Wallis testi ve ¢ift yonlii permiitasyonel ¢ok degiskenli
varyans analizi (PERMONOVA) kullanilarak yapildi. Diferansiyel olarak bol bulunan
taksonlar dogrusal diskriminant analizi etki biyiikligii (LEfSe) kullanilarak

tanimlandi.

Bulgular: Diyabet hastalarinin dislerinin 12’si 1srarc1 apikal periodontitis (IAP), 9’u
birincil apikal periodontitis (BAP) tanisina sahipti. Sistemik olarak saglikli 18 hastanin
dislerinin 1se 12°si BAP, 6’s1 IAP tanisina sahipti. Diyabetli ve saglikli hastalardaki
BAP orneklerinin mikrobiyal kompozisyonlarinin alfa ve beta ¢esitlilik analizleri
benzer bulundu. Diyabetli ve saglikli hastalardaki IAP o6rneklerinin alfa gesitlilik
analizleri benzer, beta cesitlilik analizlerinden Weighted Unifrac (p=0.01) ve
Unweighted Unifrac (p=0.02) analizlerinde istatistiksel olarak anlamli fark bulundu.
Diyabetli hastalardaki BAP ve IAP’in mikrobiyal kompozisyonunun tiir ¢esitliligi
Fisher alpha analizinde (p=0.04), Beta cesitliligi ise Bray curtis (p=0.02) ve Weighted
Unifrac (p=0.04) analizlerinde istatistiksel olarak anlamli bulundu. Diyabetli
hastalarin mikrobiyal kompoziyonunda farkliligi olusturan biyobelirtegler [AP’ta
p-Synergistota, g.Fretibacterium, g.Bacteroides, g.Actinomyces, g.Escherichia
shagella, g.Rothia ve g.Blautia; BAP’ta f.Bifidobacteraceae ve o. Bifidobacteratess
olarak belirlendi. Sistemik olarak saglikli hastalarin [AP’ta farkliligi olusturan



biyobelirtegler ise p.spirochaetota, g.Bacteroides, g.Leptotrichiaceae olarak belirlendi

(LDA>1).

Sonug: Diyabetlilerdeki BAP ve IAP mikrobiyal kompozisyonunun farkli ¢esitlilikte
oldugu bulundu. Diyabetli hastalarda sistemik olarak saglikli hastalara gore
taksonomik kompozisyonunda filum, cins, tiir diizeyinde daha fazla bakteri tespit

edildi.

Anahtar Kelimeler: Diabetes Mellitus, Kok kanal enfeksiyonu, Yeni nesil dizileme,

Apikal periodontitis, Endodontik mikrobiyoloji



ABSTRACT

Nazife Maide Dayican. Microbial Communities in Root Canal Infections of
Patients with Diabetes. Zonguldak Biilent Ecevit University, Faculty of Dentistry,
Master Thesis, Endodontics, 2025

Aim: The aim of tihs study was to evaluate the effect of Diabetes Mellitus on the

microbial flora in root canal infections.

Method: The study comprised a total of 39 diabetic patients (n =21) and systemically
healthy patients (n = 18), with ages ranging from 18 to 65 years. Before endodontic
treatment, samples were taken from the root canals with sterile paper points, put into
Eppendorf tubes containing PBS, and stored at -80 °C. 16S rRNA analyses of the
samples were performed and V3-V4 hypervariable regions were sequenced using
[Nlumina Miseq platform. Amplicon Sequence Variant obtained with DADA2
algorithm were transferred to QIIME2 system and mapped with SILVA database.
Alpha and beta diversities of bacterial communities of samples were compared using
the Kruskal-Wallis test and pairwise permutational multivariate analysis of variance,
respectively using the phyloseq package in R (version 4.1). Differentially abundant

taxa were identified using linear discriminant analysis effect size (LEfSe).

Results: Diabetic patients had 12 teeth with persistent apical periodontitis (IAP) and
9 teeth with primary apical periodontitis (BAP). Systemically healthy patients had 12
teeth with BAP and 6 teeth with IAP. Alpha and beta diversity analyses of BAP samples
from diabetic and healthy patients were similar. Alpha diversity analyses of IAP
samples in diabetic and healthy patients were similar, and statistically significant
differences were found in Weighted Unifrac (p=0.01) and Unweighted Unifrac
(»=0.02) metrics of beta diversity analyses. Species diversity of the microbial
composition of BAP and IAP in diabetic patients was statistically significant in Fisher
alpha analysis (p=0.04) and beta diversity was statistically significant in Bray curtis
(p=0.02) and Weighted Unifrac (p=0.04) metrics. The biomarkers that constituted the
difference in the microbial composition of diabetic patients were p.Synergistota,
g.Fretibacterium, g.Bacteroides, g.Actinomyces, g.Escherichia shagella, g.Rothia and
g.Blautia in TAP and f.Bifidobacteraceae and o.Bifidobacteratess in BAP. In IAP of
systemically healthy patients, the biomarkers that constituted the difference were

determined as p.spirochaetota, g.Bacteroides, g.Leptotrichiaceae (LDA>1).



Conclusion: The microbial composition of BAP and IAP in diabetic patients had
different diversity. More bacteria were detected at phylum, genus and species level in
the taxonomic composition of diabetic patients compared to systemically healthy

patients.

Keywords: Diabetes Mellitus, Root canal infection, Next generation sequencing,

Apical periodontitis, Endodontic microbiology
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1.GIRIS

Apikal periodontitis (AP), periradikiiler bolgede olusan kronik inflamatuar
hastaliktir  (1). Kok kanal enfeksiyonun bagslamasi i¢in belirli sayida
mikroorganizmanin kok kanal sistemine kolonize olmasi gerekmektedir. Bu
kolonizasyonun ardindan mikroorganizmalarin ya da mikroorganizmalarin
toksinlerinin, virlilans faktorlerinin periradiikiiler bolgeye ulasmasi ile apikal
periodontitis meydana gelmektedir. Kok kanal enfeksiyonlari birincil kok kanal
enfeksiyonlari, ikincil kok kanal enfeksiyonlar1 ve 1srarct kok kanal enfeksiyonlar
olarak smiflandirilmaktadir. Birincil kok kanal enfeksiyonlart nekrotik pulpaya
kolonize olan mikroorganizmalarin sebep oldugu enfeksiyon tiiriidiir. Karisik bakteri
toplulugu ile karakterize bir yapida olan birincil kdk kanal enfeksiyonlarinda siklikla
gram negatif ve gram pozitif anaerobik bakteriler baskindir (2). Ikincil kok kanal
enfeksiyonlari ise birincil kok kanal enfeksiyonunda var olmayan ve tedavi esnasinda,
seans aralarinda ya da tedavi sonrasinda ortaya ¢ikan mikroorganizmalardan koken
almaktadir (3). Israrci kok kanal enfeksiyonlari ise kanal i¢i dezenfeksiyon
yontemlerine karsi direngli mikroorganizmalar tarafindan meydana gelmektedir. Bu
enfeksiyona neden olan mikroorganizmalar ise birincil ya da ikincil kok kanal
enfeksiyonlarinda bulunan mikroorganizmalardan koken almaktadir. Israrci kok kanal
enfeksiyonlarinda daha az sayida tiir mevcuttur ve bu enfeksiyon tiirii siklikla gram

pozitif bakterilerden olusmaktadir (4, 5).

Giincel literatiir apikal periodontitis ve sistemik hastaliklar arasinda ¢ift yonli

bir iliski oldugunu bildirmektedir (6). Diyabette bu sistemik hastaliklardan biridir.

Diyabet insiilin salinimi ve/veya dokularda insiiline karsi gelisen ‘insiilin
direnci’ veya her ikisinin birlikte oldugu durumlarda ortaya ¢ikar. Diyabet varliginin
tedavi oncesi kok kanal enfeksiyonu olan dislerin endodontik tedavi sonuglarindaki
basarisizlikla iligkili oldugu bildirilmistir. Ayn1 zamanda hem diyabet hem de
hipertansiyonu olan hastalarin endodontik olarak tedavi edilen dislerinin agizda kalma

siirelerinde azalma oldugu gézlenmistir (7).

Endodontik enfeksiyonlardaki bakteri tiirlerinin teshisi i¢in kiiltiir ve molekiiler
mikrobiyolojik yontemler kullanilmaktadir. K6k kanal enfeksiyonuna neden olan

bakteri tiirlerinin tespiti endodontik enfeksiyonlarin dnlenmesi i¢in dnemlidir. Bir¢ok



bakteri tiiriiniin kiiltiire edilememesi nedeniyle, oral mikrofloranin incelenmesinde
niikleik asit bazli molekiiler yontemler daha ¢ok kullanilmaya baslanmistir (8).
Molekiiler mikrobiyolojik yontemlerin kullanilmaya baslanmasiyla beraber tespit
edilen bakteri sayisi kiiltiir ile elde edilen bakteri tiir sayisinin iki katina ¢ikmustir (9).
Bakteriyel cesitliligin tespiti i¢cin Polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase Chain
Reaction; PCR), Sanger dizilimi gibi molekiiler teknikler siklikla kullanilmistir (10).
Yeni nesil dizileme teknigi gibi yiiksek verimli teknolojilerin kullanildigi molekiiler
yontemler, tek bir ¢alismada ¢ok sayida okuma yapilmasini saglayarak diger tekniklere
kiyasla daha fazla 6rnekleme derinligi saglar. Bu sayede ortamdaki tiim mikrobiyal

komiinitenin profili belirlenebilmektedir (11).

Literatiirde yapilan calismalar diyabet ile periapikal lezyon arasinda dogrudan
bir iligki oldugunu, diyabetli hastalarda diyabetli olmayan hastalara kiyasla periapikal
lezyonlarin prevalansinin daha fazla ve boyutlarinin daha biiytik oldugunu gostermistir
(12, 13). Ancak literatiirde diyabetli hastalarda endodontik enfeksiyonlardaki
mikrobiyal floranin incelendigi sinirli sayida ¢alisma vardir (14-18). Bu calismalarda
sadece spesifik bakteri tiirlerinin tespit edilmesi amaglanmistir. Bu nedenle bu tez
calismasinda  diyabetli hastalarin  birincil ve ikincil/israrct  kok  kanal
enfeksiyonlarindaki tiim mikrobiyal floranin yeni nesil dizileme yontemi kullanarak
tespit edilmesi amaglandi. Bu tez calismasinin iki sifir hipotezi bulunmaktadir. ki
diyabet hastalarinin birincil ve ikincil/israrc1 kok kanal enfeksiyonlarinin mikrobiyal
komiinitesi arasinda fark olmadigy, ikincisi ise diyabetli ve diyabetli olmayan sistemik
olarak saglikli hastalarin birincil veya ikincil/israrct kok kanal enfeksiyonlarinda

mikrobiyal komiinite agisindan fark olmadig1 yoniindedir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Oral Mikrobiyota

Insan viicudunun cesitli bolgelerinde, ¢ok sayida mikroorganizmanin 6zellikle
de bakterilerin kompleks topluluklar ya da mikrobiyota olusturdugu bilinmektedir.
Insan mikrobiyotasmin yaklasik 10 '* bakteri hiicresinden olustugu tahmin
edilmektedir (19). Agiz boslugu igerisinde yer alan mikroorganizmalar oral
mikrobiyota olarak tanimlanmaktadir ve en kompleks mikrobiyotalardan biridir. Oral
mikrobiyota icerisinde bakteriler, mantarlar, arkealar, viriisler ve protozoalar gibi
yaklagik 700 tiir mikroorganizma bulundurmaktadir. Bu 700 tiir mikroorganizmanin

sadece % 54’ Ui isimlendirilebilmistir (20).

Insan Mikrobiyom Projesi (HMP), insan mikrobiyomundaki temel mikrobiyal
ve fonksiyonel ¢esitliligin karakterizasyonu, mikrobiyomla iliskili hastalik, ¢esitlilik,
biyocografya ve molekiiler fonksiyon calismalarini miimkiin kilmistir (21). Projenin
hedefi veri tabanlar1 olusturarak mikrobiyomun bilesenlerini adlandirmak ve

hastaliklara etkisini 6ngorebilmektir (22).

2.2. Kok Kanal Enfeksiyonlar1 Tanim ve Cesitleri

Kok kanal enfeksiyonu kok kanalinda bulunan mikroorganizmalarin,
toksinlerinin, enzimlerinin ve metabolik iirlinlerinin kok disina yayilmasi sonucunda
sert doku rezorpsiyonu ve periodontal ligamentin yikimu ile karakterize polimikrobiyal
kokenli inflamatuar enfeksiydz bir hastaliktir. Kok kanal enfeksiyonlart bulunduklari
yerlere gore intraradikiiler enfeksiyonlar ve ekstraradikiiler enfeksiyonlar olarak ikiye
ayrilmaktadir. Intraradikiiler enfeksiyonlar mikroorganizmalarin kok kanali igerisine
giris zamanina gore ii¢ gruba ayrilmaktadir. Bu ii¢ grup; birincil enfeksiyonlar, ikincil
enfeksiyonlar ve 1srarci enfeksiyonlardir. Birincil enfeksiyonlar, kok kanal sistemine
kolonize olmus ve nekroz pulpa dokusunda bulunan mikroorganizmalar tarafindan
olusturulmaktadir. ikincil ve 1srarci enfeksiyonlar genellikle tedavi sonrasinda olusan
apikal periodontitisin ana nedenlerindendir. ikincil enfeksiyonlar; tedavi esnasinda
veya daha sonrasinda kok kanali icerisine giren mikroorganizmalar tarafindan

olugmaktadir. Israrci enfeksiyonlara ise kok kanallarina uygulanan antimikrobiyal



tedaviye ve kok kanali icerisindeki besin yokluguna direngli olan mikroorganizmalar

neden olmaktadir.

Ekstraradikiiler enfeksiyon; intraradikiiler enfeksiyon ile iliskili veya bagimsiz
olabilir. Iligkili ekstraradikiiler enfeksiyonlar, intraradikiiler enfeksiyondaki
bakterilerin periradikiiler bolgeyi istilast sonucu olusan enfeksiyonlardir. Bagimsiz
ekstraradikiiler enfeksiyonlar ise, artik intraradikiiler enfeksiyon ile desteklenmeyen

ve bu yiizden kok kanal tedavisi ile tedavi edilemeyen enfeksiyonlardir (23).

2.3. Kok Kanal Enfeksiyonuna Neden Mikroorganizmalar

Kok kanal enfeksiyonlarinin patogenezisinde en baskin mikroorganizmalar
bakterilerdir. Bununla birlikte mantar, viriis, arkea gibi diger mikrobiyal tiirlerinde
daha diistik prevalansta kok kanal enfeksiyonlari ile iligkili olabilecegi rapor edilmistir

(24).

2.3.1. Viriisler

Virtisler hiicre yapis1 gostermezler. Niikleik asitten (DNA veya RNA) olusan
bir ¢ekirdek ve bunu g¢evreleyen kapsid (protein kilif) den olusur. Yakin zamanda
yapilan caligmalarda apikal periodontitisli hastalardan alinan orneklerde Herpes
viriisleri tespit edilmistir (25, 26). Human Cytomegalovirus (HCMV), Epstein Barr
viriisiiniin (EBV) apikal periodontitisin patogenezinde etkili olabilecegi hipotezi 6ne

stiriilmiistiir (26).

2.3.2. Mantarlar

Mantarlar saglikli oral mikrobiyota icerisinde bulunan mikroorganizmalardir
(27). Mantarlar, kiif mantar1 ve maya mantar1 seklinde iki formda bulunabilen
Okaryotik mikroorganizmalardir. Mantarlar enfekte kok kanal sistemi igerisinde
bulunmasina ragmen endodontik patojenler olarak rolleri tam olarak
bilinememektedir. Candida albicans endodontik enfeksiyonlarda en sik goriilen

mantar tlirtidiir ve daha ¢ok ikincil/israrci kok kanal enfeksiyonlarinda bulunmaktadir



(28). Bu durumun kok kanal i¢ine uygulanan ilaglara kars1 direng géstermesi ve dentin

tiibiillerini istila etme kabiliyeti nedeniyle gelistigi diistiniilmektedir (29, 30).

2.3.3. Arkealar

Arkea zor kosullarda bile yasamini siirdiirebilen, kaplicalar, tuz golleri ve
volkanik habitatlar gibi farkli ortamlarda gelisebilen ilkel bir yasam formunu temsil

eden bir prokaryot grubudur (31).

Yapilan c¢aligmalarda kok kanallarinin  Methanobrevibacteroralis oralis
(M.oralis) tarafindan enfekte olabilecegi bulunmustur. Bu arkea tiirii kok kanal
sisteminde gozlemlenebilen ilk arkea grubudur (32). Cangiil ve ark. (33) yaptiklar
calisma ile birincil kok kanal enfeksiyonlarinda Euryarchaeota filumuna ait M.oralis
ve Thaumarchaeota filumuna ait Candidatus nitrosoarchaeum limnia tespit

etmislerdir.

2.3.4. Bakteriler

Tipik olarak birkac mikrometre uzunlukta gesitli sekillere sahip prokaryot
mikroorganizma grubudur. Yapilarinda hiicre duvari ve ikili fosfolipit yapida hiicre
zar1 bulunmaktadir. Bulunan hiicre duvarinin yapisina ve boyanmasina gore gram
negatif ve gram pozitif bakteriler olarak smiflandirilmaktadir. Ayni zamanda
bakterilerin oksijen gereksinimlerine gore aerob ve anaerob bakteriler olarak da
siniflamasi yapilabilmektedir. Bakteriler mikroskobik morfolojik yapilarina gore ise

koklar, gomaklar (basiller), spiroketler ve filamentler olarak siniflandirilmaktadar.

Ag1z boslugu, agiz boslugunun sagligina ve fizyolojik yapisina olumlu etkisi
olan 700’ den fazla bakteri tiiriinii ve filotipini icermektedir (34). Yapilan ¢alismalarda
bakteriler, apikal periodontitisin patogenezinde yer alan birincil mikroorganizmalardir.
Bir kok kanal sistemi igerisinde 10° -10% sayida bakteri bulundugu rapor edilmistir

(35).

Hem birincil hem de ikincil apikal periodontitisin mikrobiyal komiinitesi
temel olarak anaerobik bakterilerle birlikte gram negatif, gram pozitif ve aerobik

bakterileri de igermektedir (36).



2.4. Birincil Kok Kanal Enfeksiyonlarinda Bulunan Bakteriler

Yapilan caligmalar birincil kok kanal enfeksiyonlarindaki mikrobiyal ortamin,
bakteri tiirlerinin bir karisimini icerdigini ortaya ¢ikarmustir. Ozellikle gram negatif
anaerobik bakteri tiirleri bu enfeksiyonla iligkili bulunmustur (37, 38). Birincil kok
kanal enfeksiyonlarinda baskin olarak Bacteroides, Porphyromonas, Prevotella,
Fusobacterium, Treponema, Peptostreptococcus, Eubacterium ve Campylobacter

tiirleri karsimiza ¢ikmaktadir (39, 40).

2.4.1. Gram negatif bakteriler

Agiz boslugunda normal florada 500°den fazla bakteri taksonu (41)
bulunmasina ragmen kok kanal sisteminden kiiglik bir kismi izole edilip kiiltiire
edilebilmistir. Gram negatif bakteriler, agr1 mediatorii olan bradikinin liretimini uyaran
endotoksin i¢cermektedir. Bu endotoksinin endodontik enfeksiyonlar sirasindaki akut

alevlenmelerle iliskili oldugu diisiiniilmektedir (42).

Fusobacterium nucleatum, yapilan kiiltiir (43) ve PCR (41) calismalarinda
endodontik enfeksiyonlarda en fazla bulunan gram negatif bakteri tiirii oldugu tespit
edilmistir. Siyah pigmentli gram negatif anaerobik bakteriler endodontik abselerde ve
enfeksiyonlarda sik bulunmaktadir. Bulunduklarinda sislik, perkiisyon, palpasyon ve
agr1 semptomlari ortaya ¢ikabilmektedir (44, 45). Siyah pigmentli gomaklarin i¢inde
sakkarolitik olan Prevotella grubu mikroorganizmalar yer almaktadir. P. endodontalis,
P. gingivalis , P. intermedia ve P. nigrescens Prevotella grubu lyeleridir (46, 47).
Yapilan ¢alismalar ile P.intermedia’nin endodontik enfeksiyonlarda en fazla bulunan
Prevotella cinsi oldugu tespit edilmis olsa da yakin zamanda gelistirilen molekiiler
yontemler ile Pnigrescens’ in endodontik enfeksiyonlarda daha sik bulundugu ortaya
konmustur (48). Asakkarolitik siyah pigmentli ¢omaklardan Porphyromonas tiirleri
oksijene karsi hassas olduklari i¢in kiiltiire edilmeleri zor olsa da Porphyromonas
endodontalis ve Porphyromonas gingivalis endodontik enfeksiyonlarda tespit

edilmislerdir (49).

Spiroket grubu bakterilerin endodontik enfeksiyonlarda var oldugu Miller (50)

tarafindan ortaya konmustur. Nekrotik kok kanallar1 ve akut apikal abselerle iliskisi



yapilan ¢alismalar ile tespit edilmistir (51). Oral spiroketler arasinda dokuz tiir kiiltiire
edilmis olsa da dort tiir daha giivenilir sekilde kiiltiire edilebilmistir: 7. denticola,
T. pectinovorum, T. socranskii ve T. Vincentii (52). Polimikrobiyal kirmizi kompleksin

bir pargasi olan 7. denticola endodontik enfeksiyonlarda en fazla bulunan tiirdiir (53).

2.4.2. Gram pozitif bakteriler

Gram pozitif bakteriler, birincil enfeksiyonlarda sik tespit edilen
mikroorganizmalardandir (36). Yapilan ¢alismalarda Peptostreptococcus micros’un,
endodontik enfeksiyonlarla (54) ve periodontal abselerle (55) iligkili oldugu ortaya
konmustur. Filifactor alocis, Actinomyces, Propionibacterium propionicum tirleri de

endodontik enfeksiyonlarda tespit edilmistir (56, 57).

2.5. ikincil/Israrct Kok Kanal Enfeksiyonlarinda Bulunan Bakteriler

Birincil ve ikincil enfeksiyonlardaki kok kanal mikrobiyotas: farklilik
gostermektedir. Basarisiz endodontik tedavi sonrasi kanallarda fakiiltatif anaerobik ve

gram pozitif bakteriler daha ¢ok goriilmektedir (4).

Yapilan kiiltiir ve mikrobiyolojik calismalarda (58-60), kok kanal tedavisi
sonrasinda ve kanal tedavisi yenileme islemleri sonrasinda 51 bakteri tiirii tespit
edilmistir. Propionibacterium acnes, Propionibacterium propionicum, Actinomyces
odontolyticus, Prevotella intermedia, Enterococcus faecalis, Streptococcus mitis,

Fusobacterium nucleatum tespit edilen bakteri tiirleri arasinda yer almaktadir.

Enterococcus faecalis (E.faecalis), birincil kok kanal enfeksiyonlarinda
goriilmemesine (61) ragmen ikincil/israrci kok kanal enfeksiyonlarinda en fazla tespit
edilen tiirdiir (62, 63). E.faecalis zorlu ortam kosullarinda varligini siirdiirebilmektedir.
Bu E.faecalis’in dentin tiibiillerine penetre olabilmesi ve kollajene baglanma
kapasitesini devam ettirme becerisiyle alakali olabilecegi diisiiniilmektedir (64).
Yapilan ¢alismalarda E.faecalis’in kemomekanik tedavi uygulamalarindan sonraki
seanslarda kok kanallarinda daha sik bulundugu gosterilmistir. Kok kanal tedavisi
yenileme islemi sirasinda kanal i¢i ilag olarak uygulanan kalsiyum hidroksit sonrast,
dokuz kanalin besinde E.faecalis’in varligin siirdiirmeye devam ettigi rapor edilmistir

(65).



Streptococcus tiirleri, endodontik tedavilerden hemen sonra alinan érneklerde
(66) ve kok kanal tedavisi yenileme islemi yapilan dislerden alinan 6rneklerde (65)
siklikla izole edilmistir. Bu sonug 1srarc1 kok kanal enfeksiyonlarinda sik bulunan bir

bakteri tiiri oldugunu diistindiirmektedir.

Dialister turleri, Fusobacterium, Filifactor, Parvimonas,
Prevotella, Propionibacterium ve Pyramidobacter ~ ikincil/israrct  kok  kanal

enfeksiyonlarinda bulunan diger bakteri tiirlerindendir (4, 62, 67).

2.6. Apikal Periodontitis

Apikal periodontitis, kok kanal sisteminin neden oldugu mikrobiyal faktorler
ile konak¢inin immiin sisteminin tepkisi sonucu olusan periradikiiler inflamatuar bir
durumdur. Enfekte kok pulpast ile periodontal ligament arasindaki etkilesim sonucu
ortaya cikar. Bu etkilesim, bolgesel enflamasyon, sert dokularin rezorpsiyonu ve
devaminda periapikal lezyonlar olarak adlandirilan apikal periodontitisin ¢esitli
histopatolojik kategorilerinin olusmasiyla sonuglanir (68). Apikal periodontitis en sik
goriilen oral inflamatuar hastaliklar arasinda yer almaktadir ve siklikla endodontik
orijinlidir (24). Ilk asamada pulpa ciiriik, periodontal hastalik, travma veya iyatrojenik
sebeplerle enfekte olarak canliligini kaybeder (69). Enfekte hale gelen kok kanal
sisteminde bulunan polimikrobiyal topluluk ve/veya onlarin viriilans faktorleri apikal
ve/veya lateral kanallar araciliiyla periapekse dogru ilerler. Periapikal bolgedeki

enflamasyon ve doku hasar1 sonucu apikal periodontitis meydana gelir (24).

2.6.1. Apikal periodontitis siniflamasi

Apikal periodontitis (AP), kok ucundaki radyoliisent bolgenin varligi/yoklugu
ve bununla beraber asemptomatik/semptomatik olarak degisik klinik durumlarla
ortaya cikabilmektedir. Ayn1 zamanda AP; Birincil apikal periodontitis (BAP),
Ikincil/kalic1 apikal periodontitis (IAP) olmak iizere alt siniflara ayrilir. BAP daha énce
tedavi edilmemis canliligin1 kaybetmis kok kanallar ile iligkilidir. IAP ise basarisiz

sekilde tedavi edilen kok kanallarinin ardindan olusan kok kanal enfeksiyonudur (70).



Nair 1977°de apikal periodontitis kavramini klinik formlarina gore akut/kronik apikal

periodontitis olarak da siniflandirmistir (71).

2.6.1.1. Akut apikal periodontitis

Akut apikal periodontitis (AAP), kok kanallart igerisinde bulunan
mikroorganizmalar nedeniyle ya da periapikal dokular etkileyecek bir yaralanma
sonucu ortaya ¢ikmaktadir. AAP’de klinik olarak agri, diste yiikselme ve dis lizerine
baskiya karsi hassasiyet gibi semptomlar goriilmektedir. Histopatolojisinde immiin
sistemin ilk yanitinda gérev alan nétrofil ve makrofajlar biiyiik rol oynamaktadir (68).
Radyografik olarak periodontal ligament boslugu ve lamina dura normal izlenmekle
beraber lamina durada hafif bir aralanma ve periodontal ligament boslugunda hafif bir

kalinlagsma goriilebilmektedir.

2.6.1.2. Kronik apikal periodontitis

Kok kanal sisteminde irritanlarin bulunmaya devam etmesi ile baslangictaki
akut enflamasyon zamanla kronik hale gelmektedir. Klinik agidan bu durum genellikle
radyografide asemptomatik bir radyoliisensi olarak goriilmektedir. Kronik apikal
periodontitis (KAP) de mikroorganizmalar kok kanal sistemi igerisinde stabil kalir ve
konak yanit1 ile bir denge halinde bulunur. Bu kronik durum uzun bir siire denge
halinde kalabildigi gibi tekrar akut hale gelebilmektedir (72). Histopatolojisinde
baskin olarak makrofajlar, plazma hiicreleri ve lenfositler rol alsa da mast hiicreleri ve
polimorfoniikleer 16kositler de bulunabilmektedir (73). Siklikla rutin radyografik
incelemelerde tespit edilen kronik apikal periodontitis, enfeksiyonun siiresine ve
yikimin siddetine bagli olarak periapikal bolgede degisik boyutlardaki radyoliisensiler

olarak karsimiza ¢ikmaktadir.



2.7. Apikal Periodontitis ve Biyofilm

Biyofilm, bir yiizeye tutunan ve yapiskan bir katman olusturan polisakkarit ve
proteinlerden meydana gelen bir matris igerisine gomiilmiis mikroorganizma
toplulugudur (74). Biyofilmin %85°1 proteinler, polisakkaritler ve niikleik asitlerden
%15’1 ise hiicrelerden olusmaktadir (75). Oral bakteriler, sert dokulardan yumusak
dokulara kadar cesitli yiizeylerde biyofilm olusturma yetenegine sahiptir. Biyofilmin
spesifik 6rnegi dis plagidir (76). Biyofilmin birincil ve ikincil apikal periodontitis ile
iligkisi ilk kez Ricucci ve Siqueira tarafindan bildirilmistir (77). Yaptiklar1 arastirmada
biyofilmin siklikla birincil veya tedavi sonrasi gelisen apikal periodontitisli diglerin
%80’ inde kokiin apikal kisminda ve genellikle de apikal dallanmalar, lateral kanallar
ve isthmuslarin yiizeylerinde bulundugunu tespit etmislerdir. Ayn1 zamanda biiyiik
periapikal radyoliisensiye sahip dislerin kok kanallarinda bakteriyel biyofilmlerin daha

fazla bulundugunu ifade etmislerdir.

Endodontik tedaviye direngli asemptomatik periapikal lezyonlarda
Actinomyces cinsi ve Propionobacterium propionicum tiirlerinin ya biyofilm benzeri
yapilar seklinde apikal kok yiizeyine yapisarak ya da genellikle kohezif koloniler
halinde yerlesmesinden dolayr enfekte lezyonun igerisinde bulundugunu

bildirmislerdir (78).

2.8. Sistemik Hastaliklar ve Apikal Periodontitis Arasindaki Iliski

Ik olarak Miller (79), oral mikroorganizmalarin, mikroorganizmalarm yan
irlinlerinin viicutta cesitli bolgelere ulasabilecegini ortaya atarak oral ve sistemik
hastaliklar arasinda bir iligki bulundugunu ortaya koymustur. Giincel literatiirde ¢ok
sayida ¢aligma bulunmaktadir (80-83). Hayvan modellerinde ve insanlar iizerinde
yapilan c¢alismalar sonucu apikal periodontitis ile diyabet, hipertansiyon,
kardiyovaskiiler rahatsizliklar arasinda anlamli iligkiler bulunmustur (84). Bunun
nedeni bakteriyemi riskinin yiikselmesi (85, 86), ¢oziinebilir mikrobiyal bilesenlerin,
aktif inflamatuar mediatorlerin ve hemostatik faktorlerin kok kanalindan sistemik
dolasima tasimmasiyla birlikte doku ve organlar1 etkileyen diisiik dereceli sistemik

enflamasyonun geligsmesidir (87, 88).
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Cintra ve ark. (89) sigcan modelini kullanarak yaptigi ¢alismada AP varliginin
interlokin (IL)-6, IL-17, IL-23 ve TNF- a gibi sitokinlerin salinimini arttirdigini
gozlemlemistir. Samuel ve ark. (90) ise AP varliginda 16kosit, lenfosit, ve TNF- a
salinimlarinda artis, IL-4 seviyesinde azalma oldugunu rapor etmislerdir. Zhang ve
ark. (91) ise AP’nin sican kan serum seviyesinde proinflamatuar sitokinler olan IL-2,
IL-6 ve C-reaktif protein (CRP) degerlerini yiikselterek aortik ark, miyokard, dalak ve
karacigerde degisikliklere neden olabilecegini bildirmislerdir. Yapilan bu ¢alismalar
sonucunda AP’nin sistemik bir cevabi indiikleyebilecegi, hastalarin genel durumuna
etki edebilecegi ve sistemik hastaliklar ile iligkisi olabilecegi kanaatine varmiglardir

91).

2.8.1. Kardiyovaskiiler hastaliklar ve endodontik enfeksiyon

Kardiyovaskiiler hastaliklar (KVH), baslica serebrovaskiiler ve iskemik kalp
rahatsizlig1, tlim diinyada 6liim ve sakatligin ana sebepleridir (92). Bu sebeple KVH

ile iligkili risk faktorleri ayrintili bir bigimde incelenmelidir.

Literatiirde AP ile kardiyovaskiiler hastaliklar arasinda iliski oldugunu gdsteren
cesitli calismalar bulunmaktadir (93, 94). Caplan ve ark. (95) endodontik kaynakli
radyografik olarak belirgin periapikal lezyonlarin koroner kalp hastaligi (KKH)
gelisimi ile iligkili olup olmadig1 degerlendirildikleri ¢alismalarinda 6zellikle geng
erkeklerde (<40 yas) AP ile KKH arasinda iliski oldugunu bildirmislerdir. Bu
calismalarin sonuglariyla benzer sekilde An ve ark. (96) AP ve kardiyovaskiiler
hastaliklar arasindaki iliskiyi inceledikleri ¢alismalarinda AP'li bireylerde KVH
goriilme olasiliginin AP'siz bireylere gore 5,3 kat daha fazla oldugunu rapor

etmislerdir.

Hipertansiyon sistolik kan basin¢ degerinin 140 mmHg’den, diyastolik kan
basing degerinin 90 mmHg’den yiliksek olmasi veya bu iki degerin birden yiiksek
olmasi sonucu ortaya c¢ikar (97). Hipertansiyon inflamatuar rahatsizlik olarak
degerlendirilmektedir. Hipertansiyon sonucunda proinflamatuar sitokinler olan TNF-a
ve IL-6 seviyeleri artarken antiinflamatuar sitokinlerden IL-10 seviyesi azalmaktadir
(98). Hipertansiyonlu hastalarda anjiyotensin-II osteoklastlarin aktivitesini arttirarak

kemik rezorpsiyonunu uyarir ve apikal periodontitis gelisimini arttirabilir.

11



Yapilan ¢aligmalarda apikal periodontitisin inflamatuar mediatorleri ile
aterosklerozla ilgili olan mediatorler arasinda benzerlik oldugu bulunmustur. Georgiou
ve ark. apikal periodontitisin CRP, IL-6, ADMA ve kompleman-C3 diizeylerini

artirabilecegini rapor etmislerdir (99).

2.8.2. Otoimmiin bozukluklar

Otoimmiin bozukluklar, farkli inflamatuar mediatdrleri igeren kendiliginden
reaktif bir immiin cevap olusturan hastalik grubudur (100). Crohn hastaligi, Romatoid
Artrit, Sedef hastaligi otoimmiin hastaliklara Ornektir. Otoimmiin hastaliklarda
TNF-a, IL-1, IL-6, IL-23 ve IL-17 gibi inflamatuar sitokinlerin artmasi ile apikal
periodontitis gelisimini hizlandirdig1 bildirilmektedir (101, 102). Ayni1 zamanda
yapilan ¢aligmalar bu hastaliklarin tedavisinde kullanilan ilaglarin bagisiklik yanitini

degistirerek apikal periodontitis goriilme sikligint arttirdigini destekler niteliktedir

(103, 104).

2.8.3. Kalitsal pihtilasma bozukluklar:

Pihtilasma bozukluklari olan hemofili A, hemofili B ve Von
Willebrand hastalig1 Castellanos-Cosano ve ark. yaptigi calismada kalitsal pihtilagsma
bozuklugu olan hastalarda periapikal bolgedeki onarim siireglerinin  olumsuz
etkilenmesinden dolay: kalitsal pihtilasma bozuklugu ve AP arasinda anlamli iligki

oldugu bulunmustur (105).

2.8.4. Osteoporoz

Osteoporoz, Ostrojen eksikligine bagli olarak goriilen metabolik kemik
bozuklugudur. Osteoporoze bagl olarak alveoler kemik yogunlugunda ve alveoler

kret seviyesinde azalma, dis kayiplar1 gézlemlenmektedir (106).

Ostrojen eksikligi sonucu RANKL ve NLRP3/kaspaz-1/IL-1B ekseni
salimmminin artmast periapikal kemik rezorpsiyonuna yol agmaktadir. Bu durum

periapikal lezyonun gelisiminde anahtar rol almaktadir (107, 108).
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2.9. Diyabet ile Apikal Periodontitis Arasindaki liski

Uluslararas1 Diyabet Federasyonu, 2015 yilinda diinyada 415 milyon diyabet
hastaligina sahip insanin bulundugunu, yasayan her 11 insandan birinin diyabet

hastaligina sahip oldugunu bildirmistir (109).

Diabetes Mellitus (DM) oral enfeksiyonlarla iliskili olan, toplumda sik goriilen
sistemik hastaliklarin basinda gelmektedir. Hastalarda diyabet nedeniyle cesitli oral
semptomlar goriilmektedir. Bu semptomlarin arasinda dis ¢iiriikleri, oral kandida, agiz
kurulugu, gingivitis-periodontitis, yara iyilesmesinde gecikme, yanan agiz sendromu,

oral liken planus yer almaktadir (110).

2.10. Diyabet Tanimi

Diaabetes Mellitus, insiilin salinimi ve/veya dokularda insiiline karg1 gelisen
‘insiilin direnci’ veya her ikisinin birlikte oldugu durumlarda ortaya ¢ikar. DM birden
fazla organ ve sistemi etkileyerek hiperglisemiyle birlikte bulunan metabolik

rahatsizliktir. Bu hiperglisemi ile birlikte karbonhidrat, lipit ve protein metabolizmasi

bozulmaktadir (111).

2.11. Diyabetin Simiflamasi

Amerikan Diyabet Dernegi (ADA), 1997 yilinda diyabet tanimlama rehberini
yayinlamis ve sonrasinda 1999 yilinda Diinya Saglik Orgiitii (WHO) bu rehberi ufak
degisiklikler ile onaylamistir. 1999 yilinda WHO yayinladigi rapor ile diyabet
siniflamasini tip 1 diyabet ya da tip 2 diyabet olacak sekilde siniflandirmigtir. 2010 yilx
itibariyle HbA1c degerinin DM’ de tan1 kriteri olmasi gerektigi kabul edilmistir (111).

ADA’nin yaptigr smiflama ile diyabet smiflamasinda dort klinik tip
bulunmaktadir. Bu dort klinik tip ise primer ve sekonder diyabet olarak
siniflandirilmaktadir. Tip 1 diyabet, tip 2 diyabet ve gestasyonel diyabet primer diyabet
iken spesifik diyabet tipleri ise sekonder diyabet olarak kabul edilmektedir. Spesifik

diyabet tiplerinin igerisinde beta hiicre fonksiyonlarinin genetik defekti, insiilinin
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etkisindeki genetik defektler, endokrinopatiler, diyabetle iligkili genetik sendromlar
yer almaktadir (111).

2.11.1. Tip 1 diyabet

Onceki smiflandirmalarda  ‘insiilin  bagimli Diabetus Mellitus® olarak
isimlendirilen tip 1 diyabette insiilin eksikligi mevcuttur. Tiim diyabet hastalarinin
yaklasik %5-10’luk kismin1 olusturmaktadir. Tip 1 diyabet otoimmiin ve non-
otoimmiin diyabet olarak ikiye ayrilsa da bu ayrim terminolojide artik
kullanilmamaktadir. Tip 1 diyabette pankreatik adacik hiicrelerindeki B-hiicrelerinin
yikimma karsi otoimmiinite tetiklenir. Bu yikimin etkisiyle pankreatik adacik

hiicrelerine kars1 otoantikor yanit1 olusur (111).
Tip 1 diyabet 6zellikleri

e Genellikle 30 yasindan 6nceki hastalarda goriilmektedir. (Ozellikle 15
yasindan dnce tan1 konulmaktadir.)

e Hiperglisemi ile iliskili semptomlar erkenden ve aniden ortaya c¢ikar.

e Bu hastaliga bazi otoimmiin rahatsizliklar eslik edebilir. (Hashimoto
tiroiditi, Graves hastaligi, gluten enteropatisi (Colyak hastaligr),
Addison hastalig1 gibi)

e Ketoasidoza yatkinliklar1 daha fazladir.

2.11.2. Tip 2 diyabet

Diyabet hastalarinin %90-95’ini olusturan tip 2 diyabet hastalar1 i¢in eski
terminolojide ’insiilin bagimli olmayan Diabetus Mellitus’ terimi artik tercih
edilmemektedir. Bu hastalik insiilin direnci, insiilin salinimda azalma veya inkretin

hormon yetersizligi sonucu ortaya ¢ikmaktadir (111).
Tip 2 diyabet 6zellikleri

e Genellikle 30’1u yaslardan sonra ortaya ¢ikmaktadir.
e Genetik etki goriilmektedir.
e Hastalar genellikle obez veya asir1 kiloludur.

e Ketoasidoz bu diyabet tipinde goriilmemektedir.
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2.11.3. Gestasyonel diyabet

Gebeligin ilerleyen haftalarinda kortizol ve Ostrojen diizeylerinin
yiikselmesiyle ortaya ¢ikan insiilin direnci sonucu olusan diyabet tiiriidiir. Dogumla

beraber diizelse de diger gebeliklerde yeniden gelisebilmektedir (111).

Diyabetin pulpa tlizerinde direkt etkisinin oldugu rapor edilmistir. Hiperglisemi

ile bozulmus kollateral dolasim pulpada nekroz gelisimine yol agmaktadir (112). (Sekil
1)

Diabetes Mellitus
Hiperglisemi e Vaskiiler degigiklikler

o
ll  Lipopotisaickari

!

!

Sekil 1. Diyabetin hiperglisemi ile hiicre hasarina ve vaskiiler degisikliklere neden
oldugu sematik goriintii (113)

Hiperglisemi makrofaj sistemini inhibe ederek, konak hiicre cevabin1 ve yara
iyilesmesini bozmaktadir (114). Gergeklesen vaskiiler degisiklikler sonucunda
hiicrelerin dolagim vasitasiyla lezyona ulasamamasi nedeniyle oksijen eksikligi ve
hiicre savunma sisteminde azalma meydana gelmektedir. Oksijen eksikligi
enfeksiyonlardaki anaerobik bakteri sayisimi  arttirmaktadir  (115). Pulpa
mikroorganizmalar1 periradikiiler bolgeye ulastiginda immiin-inflamatuar cevap
polimorfoniikleer noétrofiller ve epitelyal bariyerler ile baglar. Bu eksiidatlar,
mikroorganizmalar1 yok etmeyi hedefleyen 6nemli miktarda immiinokompetan hiicre
sunar. Bu immiinokompetan hiicreler arasinda 16kositler, makrofajlar, CD4+ lenfosit,
CD8+ lenfosit, mast hiicreleri, eozinofiller yer almaktadir (116, 117). Sitokinler,
kemik yenilenme siirecinde ve periapikal inflamatuar cevapta 6nemli rol oynamaktadir
(116). Inflamatuar cevapta yiiksek glukoz seviyeleri IL-4 ve osteoprotegerinde (OPG)
azalma (118) ve IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a ve niikleer faktor kappa B ligandinin
reseptor aktivatoriinde (RANKL) artis ile bagdastirilabilir. Bu zit etkilesim,
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hipergliseminin enfeksiy6z kosullar altinda kemik yenilenme siirecindeki etkisini
aciklar (119, 120).

Ciiriikk Lezyonu

IL-12 iy AKtif
GM-CSF Osteoklast
_ TNF-a kemik
@RANKL p rezorpsiyonu
Thl Lenfositler Aktif
Osteoklast
-1 IL-11 @TNF-a

Antijen sunan ::(:rp,‘k yonu
" i
h\lcrele}{ :

®IL-10 1 inhibe
®I:_L-1GD Osteoklast
N 13 kemik
.. oy FEZOTPSIYONU
f Th2 Lenfositler

Bakteriyel Komponentler
Periapikal Lezyon

Sekil 2. Diyabetin osteoklastogeneziste rol oynayan bakteriyel komponentler ve

sitokinler lizerindeki etkilerinin temsili sekli (113)

Diyabetli hastalarda, ileri glikasyon son iirlinleri (AGE) tarafindan indiiklenen
periodontal ligament (PDL) fibroblastlart apoptozu ve kollajen yapiminin

inhibisyonunu uyararak periodontal yikimi arttirmaktadir (121).

Yapilan c¢alismalar, kontrolsiiz DM vakalarinda periapikal radyoliisensilerin
gelisme egiliminde oldugunu (13) ve DM'li hastalarda pulpal veya periodontal
enfeksiyonlarin daha sik goriildiigiinii gostermistir (122). Fouad ve Burleson (123)
tedavi Oncesi periradikiiler lezyona sahip olan diyabetli hastalarin endodontik
tedavisinin basar1 sansinin daha diisiik oldugunu ortaya koymuslardir. Segura-Egea ve

ark. (124) tip 2 diyabet hastalarinda AP goriilme sikligini daha fazla tespit etmislerdir.

Diyabet hastaliginin oral mikrobiyotadaki bakteri miktarim1 ve cesitliligini
yiikselttigi bilinmektedir. Diyabet hastalarinda gram pozitif bakteriler gram negatif
bakterilere gore daha fazla tespit edilmistir (125). Literatiirde diyabet hastalarinin kok
kanal enfeksiyonlarindaki mikroorganizmalarin arastirildigi siirli sayida g¢alisma
mevcuttur (14, 16, 17). Yapilan bu calismalar ile Fusebacterium nucleatum,
Peptostreptococcus micros, Streptecoccus, Eubacterium ve Candida albicans

tiirlerinin diyabetli hastalarin kok kanal enfeksiyonlarinda tespit edildigi bildirilmistir.
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2.12. Kok Kanallarindaki Mikroorganizmalarin Tespit Yontemi

2.12.1. Kiiltiir yontemi

Kiiltir yontemi endodontik mikrobiyolojik c¢alismalarda uzun yillar
kullanilmistir. Bakterilerin kiiltiir yonteminde basarili bir sekilde yetistirilmesi igin
tiim silire¢ igerisinde canli kalmasi saglanmalidir. Bu yontemin asamalar1 bakteri
orneklerinin laboratuvara tasinmasi ile baslar. Laboratuvara tasinma ortami dérneklerin
canliligint devam ettiren, anaerobik ve yeni bakteri tiirlerinin iremesine izin vermeyen
bir ortam olmalidir. Laboratuvara tasimman oOrneklerin acrobik ve mikroaerofilik
sartlarda inkiibasyonu gerceklestirilmelidir. Inkiibasyonun ardindan koloniler izole
edilir ve koloniler bir dizi test (hiicresel morfoloji, gram boyama modeli, oksijen
toleransi, biyokimyasal karakterizasyon, metabolik son iiriin analizi, dis hiicresel

membran protein profili ve duyarlilik testleri) ile tanimlanir (126).

Kiiltlir calismalari, apikal periodontitisin enfeksiydz etiyolojisinin ve kiiltiire
edilebilen baskin bakteri tiplerinin tespit edilmesine biiyiik Ol¢lide fayda saglamistir.
Bununla birlikte, kiiltiir ¢calismalar1 nicelik bildirmemekte, biiyiik bir kismi sadece
tirlerin yaygmligini (her bir tiirlin varhi@i acisindan pozitif olan olgularin orani)
6lemektedir. Kiiltlir yontemi ile en baskin tiirler yetistirilmekte ve tespit edilmektedir.
Kiiltiir yonteminin diisiik duyarliligi, yetistirilmesi zor/imkansiz bakteri ¢esitlerinin

tespit edilememesi bu yontemin dezavantajlar1 ve sinirlamalaridir (127).

2.12.2. Molekiiler mikrobiyolojik yontemler

Son 20 y1lda endodontik mikrobiyoloji ¢alismalarinda, molekiiler yontemlerin
kullanim1 yayginlagsmustir. Yapilan ¢aligmalarla siklikla birincil apikal periodontitis,
endodontik-periodontal hastalik, tedavi sonras1 apikal periodontitis gibi ¢esitli klinik

durumlar degerlendirilmistir.

Molekiiler mikrobiyolojik yontemler ile yapilan ¢alismalar kiiltiir yonteminin
sonuglarmin biiyiikk bir kismini dogrulamis, bu konudaki bilgileri genisletmis ve

gelistirmistir.  Kiiltiire edilen bakteri tiirleri ile apikal periodontitis iligkisi
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dogrulanmistir. Heniiz kiiltiire edilmemis tiirler de dahil olacak sekilde yeni aday

endodontik patojenler ortaya konmustur (2).

Insan Oral Mikrobiyomu Veri Taban1 (HOMD) simdiye kadar kiiltiire
edilememis ve tanimlanamamis 200’ den fazla bakteri filotipi bildirmektedir. Bu
200’ den fazla filotip insan oral takson listelerinin (http://www.homd.org/) yaklasik
%30’una denk gelmektedir (20). Heniiz kiiltiire edilemeyen taksonlar, kiiltiire
edilebilen tilirlerine gore daha az patojenik sayilmazlar ve apikal periodontitis ile
baglantili olduklar i¢in tedaviye duyarliliklari ve prognozdaki rolleri hakkinda yapilan

caligmalar kiiltiire edilemeyen tiirlerin oranini da hesaba katmalidir (2, 128).

Paster ve Dewhirst molekiiler mikrobiyolojik analiz yontemlerini 3 gruba

ayirmistir (129).

1. Polimeraz Zincir Reaksiyon Tabanli Metotlar: Multipleks (Coklu)
PCR, Nested PCR, Reverstrankriptaz PCR, Real time (Gergek
Zamanl1) PCR, Genis Spektrumlu PCR

2. DNA-DNA Hibridizasyonu: Floresans in situ hibridizasyon (FISH),
Checkerboard DNA-DNA hibridizasyon, DNA Mikrogip

3. Gen Sekanslama: Sanger Dizileme, Yeni Nesil Dizileme

2.12.2.1.Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) tabanli metotlar

Bakteriler, virtisler, mantarlar, parazitler ve protozoa gibi mikroorganizmalarin,
primer olarak adlandirilan spesifik komplementer oligoniikleotidler ve polimeraz
enzimleri ile hedef niikleik asit dizilerinin in vitro ¢ogaltilmasi i¢in uygulanan
molekiiler mikrobiyolojik tani yontemidir (130). Bu yontem 30-35 kez tekrar eden

denatiirasyon, baglanma ve uzama dongiilerinden olusur.

[k dongii olan denatiirasyonda ¢ift sarmal halde bulunan DNA 90-95°C’ de
30-35 sn bekletilerek tek sarmal haline gelmektedir. Baglanma dongiisiinde tek
iplik¢ik yapidaki DNA dizilerinin 50-65°C’ de 3' uclarindaki bolgelere primerlerin
baglanmasini saglar. Uzama dongiistinde ise 72°C’de 30-55 sn boyunca tek iplik¢ik
yapidaki DNA’ ya baglanan primerlerin 5°-3° yoniinde uzamasi gergeklesir. Tiim

dongiiler bittikten sonra milyonlarca DNA kopyasi ortaya ¢cikmaktadir (131).
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Sekil 3. PCR tekniginin agamalari (https://byjus.com/biology/pcr/’dan

uyarlanmstir.)

Cogaltilmis PCR iirlinleri, agaroz jelin igerisinde transilliiminasyon ve
elektroforezi takiben gozlenir. DNA’nin isimlendirilmesi ve ayristirilmasi i¢in tercih
edilen temel teknik olan agaroz jel elektroforezi ile diger tekniklerle ayristirilmasi

miimkiin olmayan DNA molekiilleri ayristirilabilmektedir.

PCR teknigi degisik sekillerde uygulanabilmektedir. Single Targed PCR, tek
bir tiire mahsus hedef bakteri tiirlerini belirlemek icin kullanilan en basit yollardan
biridir.

Multipleks PCR ile es zamanl olarak birden fazla tiir belirlenebilir. Her tiire

spesifik olacak bicimde olusturulan primerler ile 16S rRNA gen dizisi kullanilarak

neredeyse tiim bakteri tiirleri tanimlanabilmektedir.

Nested PCR yonteminde artan duyarlilik ve Ozgiilliikk ile iki asamali PCR
protokolii tamamlandiginda hedef gen bolgesi yiiksek kopya sayilarinda elde edilmis
olur. Birinci ve ikinci asamalarda kullanilan primerler ayni olmadigi igin istenmeyen

amplifikasyonlar g6z ard1 edilir ve bu yontemin 6zgiilliigii saglanmis olur (132, 133).

Reverse transkriptaz-PCR (RT-PCR) yontemi, ters transkriptaz enzimi
araciligiyla RNA'dan tamamlayict DNA (cDNA) elde edilmesini ve ardindan standart
PCR yoluyla c¢DNA'min amplifikasyonunu gergeklestiri, RNA ekspresyon

diizeylerinin sayisal bicimde belirlenmesini saglar. Bu yontem daha ¢ok bakteriyel
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canliligin tespiti i¢in kullanilmistir ve endodontik kaynakli bakteriyel analizlerde
basarili sonuglar ortaya koymustur (133, 134). Buna ragmen rRNA tabanli RT-PCR
analizler DNA tabanli PCR analizlere gore ¢ok daha hassastir (135).

Gergek zamanli PCR yontemi, her amplifikasyon dongiisii ile ayni anda
floresan sinyal tayini yapar ve spesifik amplikon sayisini belirler (136, 137). Yiiksek
duyarlilik ve 6zgiilliikk gosteren bu testler ayn1 zamanda kisa siirede ve tekrarlayabilen
sonuglar vermektedir (136, 138). Bununla birlikte bu islemin kapali tiipler ile
gerceklesmesi ve amplifikasyon sonrasinda tespit edilmesine ihtiya¢ duyulmamasi

nedeniyle kontaminasyon riski azalmistir (137).

Asimetrik PCR yontemi, esit olmayan primerleri kullanarak hedef DNA
molekiiliiniin sadece tek bir ipligini ¢ogaltmak i¢in kullanilir. Diisiik yogunluga sahip
primerler sentez reaksiyonuna katilir ancak bir siire sonra tiikkenir. Bu durumu takiben
yiiksek yogunluklu primerler hedef DNA kismin1 "diger primerin kisitlayici etkisinden
bagimsiz olarak" DNA bdlgesini sentezlemeye devam eder (139). Standardizasyonu
zor bir yontem olmasiyla birlikte reaksiyon etkinligi de daha azdir. Bu dezavantajlari

dolayistyla glinlimiizde sik tercih edilen bir yontem degildir (140).

2.12.2.2. DNA-DNA hibridizasyon metotlar1

Bu metotlar endodontik enfeksiyonlarda bakteriyel tanimlama igin sikga tercih
edilmigstir (141). Hibridizasyon asamasi 3 ana basamakta meydana gelir. Birinci
basamak, spesifik olmayan baglanmayr minimuma indirmek i¢in hibridize edilecek
membranin engellenmesini igerir. Ardindan prob hedef DNA ile bir araya gelir. Son
asamada hibridize edilmeyen problar yikanir ve goriintilenir. Bu yontem ile

orneklerde ayni1 anda yiizlerce bakteri taksonu saptanabilmektedir (141).

Floresans in-situ hibridizasyon (FISH), dental plak gibi kompleks ortamlardaki
bakteri hiicrelerinin morfolojilerini tespit etmek, konfigiirasyonlarini belirlemek i¢in
uygulanmaktadir (142). Bu yontem floresan ile isaretlenen rRNA hedefli
oligoniikleotidlerin hiicrelere hibridizasyonu ve ardindan floresan veya konfokal

floresan mikroskobu kullanilarak tespit edilmesine dayanmaktadir (143).
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Checkerboard DNA-DNA hibridizasyon yonteminde, problar DNA
molekiillerinden veya oligoniikleotidlerden meydana gelmektedir. Geleneksel
checkerboard yonteminde genomik DNA molekiilleri kullanilirken (144) reverse-
capture checkerboard yonteminde 16S rRNA oligoniikleotid molekiilleri (145)

kullanilmaktadir.

2.13. Gen Sekanslama (Dizileme) Yontemi

Gen sekanslama yontemleri, DNA primerlerinin ve niikleotid baz
dizilimlerinin tespit edilmesi i¢in kullanilan, bir niikleik asit diziliminin baska bir
dizilime hibridizasyonuna dayali bir yontemdir (146). Gen sekanslama yontemi 3

nesile ayrilmaktadir.

1. Birinci nesil DNA dizileme yontemi: Sanger dizileme
2. Ikinci nesil DNA dizileme ydntemleri: SOLID, Illumina, Ion Torrent,
454 pirosekanslama

3. Ugiincii nesil DNA dizileme yontemleri: PacBio, Heliscope

2.13.1. Birinci nesil DNA dizileme yontemi

1977 de DNA dizilemesi i¢in kullanilmaya baslanan ilk kurucu yontemdir. Bu
yontemde 3'-OH grubu bulunmayan spesifik zincir sonlandirict niikleotidlerden
(dideoksi niikleotidler) faydalanilmaktadir. Bu nedenle, DNA polimeraz enzimi
tarafindan fosfodiester bagi olusturulamaz ve bu durum uzayan DNA zincirinin
biiyiimesinin durmasina neden olur. Elde edilen parcalar sonrasinda poliakrilamid jel
elektroforezi ile analiz edilmektedir (147). Sanger dizileme olarak da bilinen bu
yontem, “birinci nesil” dizileme teknolojisinin temelini olusturmustur. Sanger
dizileme ile; floresan boyalar gelistirildi, gereken baslangic DNA'sinin miktarin
azaltmak ve sonlandirici boyalar1 uzayan DNA ipliklerine diizglin bir bi¢imde
eklemek i¢in termostabil polimerazlar kullanilmaya basland1 ve dizileri incelemek igin
yazilimlar gelistirildi (148). Sanger dizilemesinin temel kisitliliklarindan biri,

elektroforez seridi veya kapiller tiip basina sadece tek bir dizi reaksiyonunun analiz
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edilebilmesidir. Bu nedenle biyolojik bir numuneden alinan DNA'nin ayr1 sablon

fragmanlarina boliinmesi gerekmektedir (19).

Bir segmentin birden Piiner Dﬁrﬁ polimeraz
fazla kopyasinin eklenmesi solusyommyn
Is1 kullanilarak olusturulmasi eklenmesi
dsDNA'y1 1 = \:
depatiire etgek A 3 - *) =
Sonlandirma boyastna Biiyiimiis zincirlerin Dért gozeltinin
kadar tamamlayici = : ; O AmTrsong
e denatiire edilmesi elektroforezi

zincirlerin biiyiitiilmesi

TEENTIE

“AOPFHO“NPO0

Sekil 4. Sanger Dizileme Sematik goriiniimii (https://letgenbio.com/sanger-
sekanslama uyarlanmistir.)

2.13.2. ikinci nesil DNA dizileme yontemleri

“Yeni nesil” terimi, DNA dizileme teknolojisinin gelisiminde bir ileri adimi
isaret etmektedir. Yeni nesil dizileme (YND), bir pirosekanslama platformu
aracilifiyla yiiksek verimli genomik analiz i¢in gelistirilen en son teknolojidir (149).
Yeni nesil dizileme ¢aligmalari ile 1200°den fazla bakteri filotipi ortaya ¢ikmistir. YND
teknolojisi, Sanger dizilemesinde uygulanan bakteriyel klonlama basamagini ortadan
kaldirmaktadir. Izole DNA molekiillerini ¢ogaltir ve bunlari paralel bigimde analiz

eder.

Ikinci nesil DNA dizileme yontemleri; hibridizasyonla dizileme ve sentez

yoluyla dizileme yontemleri olarak ikiye ayrilmaktadir.
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2.13.2.1.Hibridizasyonla dizileme yontemi (SOLID)

1980’lerde kullanilmaya baslanan bu yontemin temeli bir prob dizisinin bir
DNA parcasina hibrizide olan bir florofora baglanmasi ve goriintiileme i¢in yakin bir
niikleotide ligasyonla yapismasidir. Istenmeyen, hibridize olmamis DNA'y1 tekrar
tekrar hibridize ederek hibridize olan isaretli parcalarin filtre iizerindeki DNA
problariin dizisiyle eslesip eslesmedigini tespit etmek miimkiin olmustur. Bu sayede,
prob hibridizasyon noktalarindan gelen Ortiisen veriler esas alinarak daha uzun bitisik

dizi bilgileri meydana getirilmistir (150-152).

2.13.2.2.Sentez yoluyla dizileme yontemi

Sentezi baslatmak i¢in gereken DNA sablonu, ¢ift sarmal yapidaki DNA’ya
polimeraz enziminin baglanmasini baslatacak bir adaptor bolgesine tamamlayici olan
bir dizi ile hazirlanir. Her dongii esnasinda, ayr1 ayri isaretlenmis ve 3’-bloke edilmis
dort deoksintikleotidin (dANTP) bir kombinasyonu dahil edilir. Daha sonra
baglanmamis ANTP’ler ¢ikarilir ve hangi grupta hangi ANTP’lerin oldugunu saptamak
icin ylizey gorlintiilenir (153). Giincel sentez yoluyla dizileme yontemleri ile cok daha
kisa okumalar (yaklasik 300-500 baz) yapilabildigi i¢in Sanger dizileme yonteminden
farklidir. Ayn1 zamanda Sanger dizilemesinden ¢ok daha yiiksek bir hata payina sahip
olduklar1 da bilinmektedir. Bu nedenle sonuglarin dikkatli bir bi¢imde incelenmesi

gerekmektedir (154).

454 pirosekanslama teknolojisi: Insan mikrobiyomunu arastirmak igin en ¢ok
bagvurulan YND yontemidir. Bu yontem emiilsiyon PCR ve pirosekanslama
metotlarinin birlesimini igermektedir. 400-700 bp uzunlugundaki DNA segmentleri
emiilsiyon boncuk PCR yontemi ile arttirilir. Boncuklar iizerinde bulunan DNA
segmentleri adaptorler iizerindeki segmentlerle komplementerdir ve DNA
segmentlerinin dogrudan boncuga baglanmasini miimkiin kilar, her boncuga ideal
olarak bir segment baglanir. DNA sentezi ve reaksiyonlarin kimyasal agidan
degerlendirilmesi pirofosfat saliniminin dl¢limiiyle degerlendirilir. Dogru niikleotid,
sentezlenen iplige baglandiginda pirofosfat salinimi 151k olusturan bir tepkime

araciligiyla belirlenir (148).
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(https://academic.oup.com/clinchem/article/55/4/641/5629392?1ogin=true
uyarlanmgtir.)

Ion Torrent Teknolojisi: Niikleotid dizilimini yar iletken bir ¢ip iizerinde
direkt olarak dijital veriye doniistiiriir (155). DNA sentez tepkimesinde, uygun bir
niikleotid uzayan DNA zincirindeki komplementer bazin karsisina baglandiginda, bir
hidrojen iyonu serbest kalir. Boylece ¢ozeltinin pH degeri degisir ve pH metreye
benzer sekilde bir iyon algilayict ile voltaj degisikligi seklinde kaydedilir. Eger
niikleotid dahil edilmezse, voltaj yiikselmesi gerceklesmez. 1ki komsu niikleotid
birbiriyle ayni niikleotidi i¢erdiginde, iki hidrojen serbest kalir ve voltaj iki katina
cikar. Bu sayede tek bir niikleotidin hareketleri de tespit edilebilmektedir. Ion Torrent
dizileme yontemleri, kimyasal bilgiyi dizileme bilgisine ¢eviren milyonlarca piksel
bulunan yar1 iletken bir c¢ipi kaplayan milyonlarca hiicrede gerceklesir. Siireci
baslatmak icin DNA 200-1500 bazlik parcalara ayrilmaktadir. DNA pargalari,

boncuklar ve adaptorler ile komplementer dizilere sahip bir boncuga baglanir ve
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ardindan boncuk iizerinde emiilsiyon PCR ile ¢ogaltilir. Bu teknik milyonlarca
boncugun her birinin bir DNA dizisinin birden fazla kopyasinin elde edilmesini saglar.
Ardindan boncuklar hiicreleri igceren ¢ip boyunca, her bir hiicreye yalnizca bir boncuk
girebilecek sekilde aktarilir. Ilgili niikleotid tepkimeye girdiginde bir hidrojen iyonu
yayilir ve sinyal kayit altina alinir. Sistemin en biiyiik faydasi hi¢bir kamera, 151k
kaynag1 ya da tarayictya gereksinim duyulmamasidir. Niikleotid eklenmesi direkt
olarak kayit altinda voltaja doniistiiriiliir ve bu da siireci biiyiik ol¢iide hizlandirir

(148).
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kuyusundaki boncuk % ! Birlegtirilmis Dizi

3.Siralama 4.Veri Analizi

Sekil 6. Ion Torrent Dizileme Basamaklar1 (https://microbenotes.com/ion-torrent-
sequencing/ uyarlanmstir.)

[Mlumina teknolojisi: Solexa ve Lynx Therapeutics tarafindan gelistirilen bir
yontemdir. Illumina dizileme, 'koprii amplifikasyonu' adiyla adlandirilan ve her iki
ucuna uyumlu adaptorler baglanmig DNA molekiillerinin (yaklasik 500 bp), adaptore
komplementer oligoniikleotid dizileri i¢eren sert bir destek (cam slayt) iistiinde tekrar
eden ¢ogaltma sentezi tepkimeleri icin substrat olarak kullanildig1 bir teknige dayanir.
Cam slayt iistiindeki oligoniikleotidler, daha sonra tekrarlanan c¢ogaltma islemleri
uygulanan DNA'nin, her bir oligoniikleotid fragmaninin yaklasik 1000 kopyasindan
olusan klonal 'kiimeler' olusturmasi i¢in aralikli olarak yerlestirilir. Sentez
reaksiyonlar1 esnasinda, her biri ayri floresan isaretli dort bazin her birine karsilik
6zgiin modifiye niikleotidler bir araya getirilir ve ardindan tespit edilir. Bu niikleotidler

ayn1 zamanda her bir tepkime i¢in sentez sonlandirici olarak rol alirlar. Floresan
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tespitinin kullaniliyor olusu, kamera esasli goriintiilemenin aksine direk goriintiileme
sayesinde tespit hizin1 6nemli dl¢iide artirmaktadir. I[llumina teknolojisinin en biiytlik
kisitlamalari; bir kiimenin bireysel iiyeleri arasindaki sentez reaksiyonlarinda
senkronizasyon eksikligi ve oligoniikleotid dizilerinin asir1 kiimelenmesine bagh
olarak olugsan biiyiik veriler sonucunda sekanslama hatalarinin meydana gelmesidir

(148).
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Sekil 7. lllumina Dizileme Basamaklar1 (https://microbenotes.com/illumina-

sequencing/ uyarlanmistir.)

2.13.3. Ugiincii nesil DNA dizileme yontemleri

Ikinci nesil dizileme yontemlerinin aksine, iigiincii nesil dizileme y&ntemleri
daha uzun DNA (ve RNA) molekiillerini dizilemeyi hedeflemektedir. Bu alanda RSII
modeli ve SMRT (Single Molecule Real Time) iki dizileme sistemi mevcuttur ve
30-50 kb’ ye kadar veya daha uzun dizilenmelerin okunmasina imkan tanir. PacBio
SMRT yontemi, dizilenecek bagli DNA ile tasarlanmis bir DNA polimerazin bir
hiicrenin tabanina baglanmasini igerir. SMRT yonteminde 15181n dalga boyuna gore
15181 yonlendiren bir kilavuz (ZMW (zero-mode waveguide)) bulunmaktadir. ZMW ile
goriintiileme sadece DNA polimerazin DNA’ya baglandigi ve her bir bazin dahil

edildigi ZMW’nin tabaninda meydana gelmektedir. Goriintiileme, niikleotid birlesme
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oranina gore zamanlanir, bu sayede her baz uzayan DNA zincirine eklendikce
tanimlanir. Bu siireg, SMRT hiicreleri i¢indeki tek bir ¢ipte bulunan bir milyon
zeptolitreye kadar ZMW'de paralel olarak meydana gelir. PacBio SMRT yontemi ile
sentez sirasinda niikleotid eklenme hizinin 6lgtilebilmesi, uzun okumalar saglamasi,
epigenetik calismalar i¢in bir¢ok farkli modifikasyonlarin tespit edilebilmesi diger
yontemlere gore avantajlaridir. Ancak yiiksek hata oranina sahip olmasi ve daha pahali
bir yontem olmasi nedeniyle alternatiflerine gore kullanimini sinirlandirmaktadir (148,

153).

2.14. Kok Kanal Mikrobiyotasim1 Arastirmak Icin Yapilan Cahsmalar

Endodontik mikrobiyoloji konusundaki aragtirmalar, 19. yilizyilin sonunda
Miller'in kok kanal1 bakterilerini o donemde var olan yeni metotlarla iiretmeye ¢alistig1
ve kok kanalimin degisik kisimlarinda bulunan bakteri hiicrelerinin morfolojisini
tanimlamak i¢in mikroskop kullandig1 klasik calismalarla baslamistir (50). O
zamandan beri, bilimsel aragtirmalar genellikle apikal periodontitisin enfeksiyoz
kokenini saptamaya ve teyit etmeye, degisik endodontik enfeksiyon tipleriyle alakali
mikrobiyal cesitleri tespit etmeye ve tedavi yontemlerinin antimikrobiyal etkisini
bulmaya yogunlagsmistir. Bu tip arastirmalar i¢in birgok metot kullanilmis ve
endodontik enfeksiyonlara dair var olan bilgi seviyesinin ortaya ¢ikmasina katkida

bulunmustur.

Siqueira ve Rdcgas (156) endodontik mikrobiyoloji ¢alismalarin1 zamanlama ve
teknolojiye bagl olarak 5 nesile ayirmistir. Bu mikrobiyolojik metotlarin agik uglu
veya kapali uglu olmak iizere 2 farkli formu mevcuttur. A¢ik uglu yontem ‘tiim’ tiirlerin
(gercekte, sadece en baskin olan tiiriin) tespitine olanak saglarken gesitlilik konusunda
da fikir verir. Kapali u¢lu yontem ise bir ya da birka¢ belirlenmis hedef tiiriin
varlik/yokluk yaklasimiyla, bazen de yar1 ya da mutlak miktar tayiniyle saptanmasina

odaklanir.
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2.12.1. 1.nesil cahsmalar

Bu nesilde yapilan ¢alismalar 1960'larin sonu ve 1970'lerin basi/ortalarinda
uygulanmaya baslamistir ve anaerobik kiiltiirle yakindan iliskili olan agik uglu kiiltiir
metotlarina dayanmaktadir (157-159). Yapilan ¢aligmalar sonucunda apikal
periodontitisin temelinde anaerobik tiirlerin (Fusobacterium nucleatum, Prevotella
tiirleri, Porphyromonas tiirleri, Parvimonas micra vb.) (36, 160) ve ayn1 zamanda bazi
fakiiltatif tiirlerin (Enterococcus faecalis ve streptokoklar) (65, 161) neden oldugu

tespit edilmistir.

2.12.2. 2.nesil cahsmalar

Bu nesildeki ¢alismalar kapali u¢lu yontemdeki galigmalar1 igermektedir. Bu
caligmalar endodontik molekiiler yontemlerin kullanildigi ilk ¢aligsmalardir. Kullanilan
bu yontem tiire veya gruba gore polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve tiirevlerinin
genomik problarinin kullanildig1 hibridizasyon testini icermektedir. Bu yontem ile
daha once periodontal patojen oldugu bilinen ancak endodontik enfeksiyonlarda
bulunmadig1 diisiiniilen Tannerella forsythia (162) ve Treponema denticola (163)
tespit edilmistir. Ayn1 zamanda zor gelisen bazi anaerobik bakteri tiirleri (Filifactor
alocis, Dialister tiirleri) ilk defa endodontik enfeksiyonlarda ve ytiksek oranlarda tespit

edilmistir.

2.12.3. 3.nesil calismalar

Ucgiincii nesil calismalar, drnekteki neredeyse tiim bakteri tiirlerini belirlemek
icin acik uglu DNA tabanli molekiiler metotlar1 kapsamaktadir. Bu metotlar arasinda
genis aralikli PCR, klonlama, Sanger dizileme, terminal-kisitlama parca uzunlugu
polimorfizmi (T-RFLP) veya denatiire gradyan jel elektroforezi (DGGE) gibi metotlar
yer almaktadir. Bu yontemler emek isteyen, vakit alan ve maliyetli yontemlerdir. Bu
yiizden c¢aligma basma sadece birka¢ Ornegin incelenmesine ve yalnizca baskin

topluluk tiirlerinin saptanmasina neden olmaktadir. Bu yontem endodontik bakteri
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topluluklariin profilinin olusturulmasina olanak saglamis ve apikal periodontitisin

patojenite birimi olarak komiinite kavraminin temelini olusturmustur (164).

2.12.4. 4.nesil cahismalar

Ucgiincii nesil ¢alismalardan elde edilen sonuglar ile PCR, reverse capture
checkerboard hibridizasyon, mikro diziler gibi kapali uglu molekiiler yontemler ile
dordiincii nesil ¢alismalar ortaya koyulmustur. Bu nesilde elde edilen sonuglar ile
heniiz kiiltiire edilmemis, aday endodontik patojenler olan Synergistetes ve

Bacteroidetes filumlari elde edilmistir (40, 165, 166).

2.12.5. S.nesil calismalar

Bu nesildeki ¢alismalar acik uclu metot olan yeni nesil dizileme (YND) olarak
da tanimlanan yiiksek verimli dizileme teknolojilerine dayanmaktadir. Bu yontemler
sonucu elde edilen veriler diger nesillerdeki ¢aligmalar ile tespit edilemeyen yiiksek

bakteri ¢esitliligini agiga ¢ikarmistir (167-169).

2.13.5.1. Yeni nesil dizileme teknigi

Yeni nesil dizileme (YND) olarak isimlendirilen yiiksek verimli DNA dizileme
teknolojileri, agiz boslugu da dahil olmak iizere insan bolgelerinden mikrobiyotalari
detayl1 bir bi¢imde analiz etmek i¢in bagvurulan bir metot haline gelmistir (170, 171).
Bu teknoloji apikal periodontitis ile iligkili enfekte kok kanallarinin bakteri

topluluklarini karakterize etmek i¢in hemen hemen 10 yildir uygulanmaktadir.

2.15. Biyoinformatik

Ozellikle molekiiler biyoloji olmak iizere biyolojinin farkli branslarindan
edinilen biiyiik hacimdeki verilerin incelenmesine yonelik bilgisayar teknolojisini ve
veri isleme aygitlarini biinyesinde bulunduran bir alandir (172). Baslangicta biyolojik

dizilerin analizi i¢in gelistirilen biyoinformatik zamanla genomik c¢aligmalar, gen
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ekspresyon ¢aligmalari, yapisal biyoloji, tam1 ve tedavi gibi birgok konuda

kullanilmaya baglanmistir. Biyoinformatigin 3 temel hedefi bulunmaktadir (173):

1. Veri tabani olusturmak
2. Veri analizinde kullanilacak olan ara¢ ve kaynaklar1 gelistirmek
3. Elde edilen verileri biyolojik olarak anlamli bi¢imde analiz etmek ve

yorumlamak

Yeni nesil dizileme yontemleri ile kisa okumalar yapilabilmekte ve
hiperdegisken gen bolgeleri kullanilmaktadir. Kisa okumalar ve hiperdegisken gen
bolgelerinin kullanilmasi hatalara neden olmaktadir. Yeni nesil dizileme yontemleri ile
bu hatalar minimum seviyeye diisiirmeye calisilmaktadir. Biyoinformatik sayesinde
verilerin incelenmesi, temizlenmesi, diizenlenmesi ve Kkarsilastirilabilir hale

getirilmesi saglanmistir.

CORE (Core Human Oral Microbiome) ve HOMD gibi oral taksonlarin analizi
icin gelistirilmis oral veri tabanlar1 mevcuttur. Bu veri tabanlart 16S dizi verilerinin
biiyiik veri tabanlarindan ¢ok daha iyi performans gdsteren, daha yiiksek ¢oziintirliiklii
veri tabanlar1 olusturulmasini miimkiin kilmistir (174). Ayn1 zamanda endodontik
orneklerden elde edilen veriler bu veri tabanlarinda mevcut olmayabilir. Bu yiizden
kok kanal mikrobiyomundan edinilen dizilemelere yonelik ¢aligmalar oral ve daha
kapsamli veri tabanlaria dayaniyor olmalidir (174, 175). SILVA veri taban1 ribozomal
RNA gen (rRNA) dizileri ile giincel, yliksek kaliteli veri kiimeleri etrafinda hizmetler
saglayan kapsamli bir web kaynagidir. 2007’den itibaren SILVA veri taban1 Avrupa

i¢in yetkili rRNA veri taban1 projesi haline gelmistir (176).

2.16. Kok Kanallarindan Ornek Alinmasi

Endodontik mikrobiyomun dogru sekilde analiz edilebilmesi i¢in Onemli
asamalardan biri de 6rnek alma islemidir. Alinacak 6rnek endodontik mikrobiyomun
temsili numunesini tam olarak yansitacak kadar kapsamli olmalidir. Ayn1 zamanda

alinacak orneklerde kontaminasyon olmadigindan emin olunmalidir.
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2.16.1. Kagit konilerle 6rnek alinmasi

Kok kanallarindan 6rnek alinma i¢in tercih edilen geleneksel yontemdir. Kok
kanali steril fosfat tamponlu salin soliisyonu (PBS) ile doldurulur. #15 numarali K-file
ege ile 10 sn gevresel olarak egelendikten sonra 3 adet steril kagit koni ile kok kanali
icerisindeki sivi emdirilerek Ornekler alinmaktadir. Alinan Ornekler PBS igeren

mikrosantrifiij tiipiine yerlestirilir (177).

Bu yontem ile sadece ana kok kanalinda bulunan bakterilerden o6rnek
alabilmektedir (178). Ancak kok kanal sisteminde yan kanallar, dallanmalar,
isthmuslar gibi anatomik diizensizlikler bulunmaktadir (179). Bu diizensiz alanlar
nedeniyle steril kagit koniler ile alinan 6rneklerle kok kanal sisteminin mikroflorasi
hakkinda hatali sonuglar elde edilebilecegi diisiiniilmektedir (178). Ayn1 zamanda bu
islemin bir diger limitasyonu ise alinan 6rnegin kok kanal sisteminin koronal, orta veya

apikal bolgelerinin neresinden alindiginin bilinememesidir.

2.16.2. Kok kanallarindan dentin tiraslanmasi ile 6rnek alinmasi

Kok kanal sisteminde sadece ana kanalda degil, kanal sistemi igerisindeki
diizensiz anatomik bosluklarda da mikroorganizmalar bulunmaktadir. El egeleri ve
Gates glidden frezleri ile kagit konilerle ulagilamayan bu diizensiz bolgelerden kok
kanal duvarlarii tiraglayarak elde edilen dentin talaslarindan O6rnek alinmasi
hedeflenmektedir (180). Literatiirde in vivo olarak egeler ve kagit koniler ile 6rnek
alma yontemlerinin karsilagtirildigi bir calismada (181) bu iki yontem arasinda
istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir. Bununla birlikte egeler ile 6rnek alma
yontemi daha kolay, daha hizli ve daha uygulanabilir bir yontem oldugu i¢in in vivo

ornek alma yontemi olarak tercih edilebilir.

2.16.3. Kriyopulverizasyon ile 6rnek alinmasi

Pulverizasyon bir maddeyi toz veya ince parcaciklara doniistiirme islemidir.
Kriyopulverizasyon yonteminde ise Ogiitme islemi Ornekteki DNA’nin 1siyla

bozulmasmi engellemek, Ornegi sogutmak ve kirilgan hale getirerek ogiitmeyi
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hizlandirmak icin sivi nitrojene daldirilmis bir kapsiil icinde gergeklestirilir. Bu
yontem molekiiler biyoloji analizlerinde DNA elde edilmesi i¢in sik kullanilan bir
yontemdir (182, 183). Endodontik mikrobiyoloji ¢aligmalarinda dis numuneleri ileri
geri salilmim yapan manyetik bir diizenek ve sivi nitrojen kullanilarak toz haline

dontstiirtiliir (184). Elde edilen tozdan kok kanalinin mikrobiyal 6rnegi elde edilir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1.Etik Kurul Onay1

Diyabet hastaliginin kok kanal enfeksiyonu bulunan dislerin mikrobiyal florasi
tizerine etkisini incelemeyi hedefleyen bu tez calismasi Zonguldak Biilent Ecevit
Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan alinan
04/10/2023 tarihli ve 2023/18 numarali etik kurul onay1 ile tibbi agidan uygun

bulunmustur.

Bu calisma, Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Koordinatorliigii tarafindan 2024-27194235-03 numarali proje ile desteklenmistir.

3.2. Orneklerin Secilmesi ve Hazirlanmasi

Calismaya Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi
Endodonti Anabilim Dali’na kok kanal tedavisi yaptirmak icin yonlendirilen hastalar
dahil edildi. Diyabet hastaligi olan (¢alisma grubu) ve diyabet hastaligi bulunmayan
ve sistemik acidan saglikli (kontrol grubu) 18-65 yas arasindaki hastalarin radyografik
degerlendirmeleri sonucunda kok ucunda belirgin periapikal radyoliisensiye sahip
kronik apikal periodontitis tanili disleri secildi. Her hastanin yalmizca bir disi
kullanilmak tizere toplam 39 dis ¢alismaya dahil edildi. Periapikal bolgedeki mevcut
radyoliisent lezyonlar Orstavik’in belirledigi Periapikal indeks (PAI) kriterlerine gore
skorland1 (185). Bu skorlama;

PAI 1: Normal periapikal periodonsiyum
PAI 2: Kemik yapisinda minimal degisiklikler mevcut
PAI 3: Kemikte mineral kaybiyla beraber yapisal degisiklikler mevcut

PAI 4: Siirlar1 kesin ve 1yi tanimlanabilen radyoliisensi gézlenen apikal periodontitis

varligi

PAI 5: Genis radyoliisent alanlar gdsteren yaygin apikal periodontitis varlig
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Sekil 8. Orstavik PAI skorlamasi

Calismaya dahil edilecek hastalar i¢in dahil edilme kriterleri asagida belirtildigi
sekilde belirlendi;

Calisma grubunu olusturan diyabet hastalarinin diyabet disinda
herhangi bir sistemik hastalig1 bulunmamali ve diyabeti kontrol altinda
olmali

Kontrol grubunu olusturan hastalarin sistemik herhangi bir hastaligi
bulunmamali

Hastalar son 3 ay icerisinde antibiyotik kullanmamig olmali

Dislerin pulpasinin agiz ortamina agik olmasina izin vermeyecek bir
koronal restorasyonu bulunmali

Hamile olmamali

Periapikal indeks skoru (PAI) 3 ve 3’ten biiyiik olan asemptomatik
kronik apikal periodontitisli disler

Calismada hari¢ tutulma kriterleri ise su sekildedir;

Rubber-dam takilmasina izin vermeyecek asir1 koronal harabiyet
mevcut olan digler

Agr, sislik, siniis yolu varligi

Kok veya kron kirig1 varligi

3 mm’den fazla periodontal cep varlig

Kontrol ve ¢alisma grubundaki hastalarin ¢alismaya dahil edilen disleri apikal

periodontitis tiirline gore birincil ve ikincil/israrct apikal periodontitis olarak

siiflandirildi. Birincil apikal periodontitisli (BAP) disler, daha 6nce kok kanal

tedavisi yapilmamis, asemptomatik kronik apikal periodontitis teshisi konulan
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PAI > 3 olanlar iken ikincil/israrci apikal periodontitisli (IAP) disler ise, daha 6nce bir
dis hekimi tarafindan kok kanal tedavisi yapilan, kok kanal tedavisi radyografik
apeksten 0-2 mm kisa olan, asemptomatik kronik apikal periodontitis teshisi konulan

PAI > 3 olan disler olarak belirlendi.

Sekil 9. Birincil apikal periodontitis grubuna dahil edilen dislerden bazilarinin

radyografik goriintiileri

Sekil 10. Ikincil/Israrci apikal periodontitis grubuna dahil edilen dislerden bazilarmin

radyografik goriintiileri

3.3. Kok Kanallarindan Ornek Alinmasi

Kok kanallarindan mikrobiyal o&rneklerin alinmasi aseptik kosullarda
gerceklestirildi. Bu asamada uygulanan tiim prosediirler Amaral ve ark. yapmis oldugu
calisma referans alinarak yapildi (186). Hastalar %0.12’lik klorheksidin igeren agiz
gargarasi ile 1 dk boyunca agizlarimi calkaladi. Daha sonra supragingival plak ve
debrisler ultrasonik scaler yardimai ile temizlendi. Ardindan disler rubber-dam takilarak

izole edilip kuron yiizeyleri %3 hidrojen peroksit (H202) ve %5.25 sodyum hipoklorit

35



(NaOCl) ile silinerek dezenfekte edildi. Sodyum hipokloritin etkisini nétralize etmek
icin %5’lik sodyum tiyosiilfat (Na202S3) kullanildi. Bu protokol giris kavitesi
acilmadan ve acildiktan sonra uygulandi. Steril frezler ile steril salin irrigasyonu
altinda giris kavitesi agildi. Girig kavitesi agildiktan sonra steril kagit konilerle giris
kavitesinin i¢ duvarlarindan sterilite kontrolii i¢in 6rnek alindi. Alinan bu kontrol
ornekleri igerisinde fosfat tamponlu salin soliisyonu (PBS) bulunan eppendorf tiipleri
igerisine konulup -80°C de saklandi. Disler bu kontrol 6rneklerinin PCR testinde
bakteri icermedigi tespit edildikten sonra calismaya dahil edildi. 10 numarali K tipi
ege ile kok kanali igerisinde rehber yol olusturarak elektronik apeks bulucu (Ai-Pex
Woodpecker) ile kok kanal boyu tespiti yapildi. Apeks bulucuda 00 noktasi ¢aligma
boyu olarak belirlendi. Ayn1 zamanda apeks bulucunun dogrulugundan emin olmak
icin kontrol rontgeni alindi. Ardindan kok kanali igerisine 1 ml steril salin soliisyonu
konularak 3 adet 15 numarali steril kagit koni (DiaDent Paper Points) ile bu soliisyon
emdirilerek kok kanalinin iceriginin 6rneklenmesi saglandi. Her bir steril kagit koni
kok kanalinda ¢alisma boyutunda 30 sn bekletildi. Cok koklii dislerde mikrobiyal
ornek en biiyiik lezyonun bulundugu kdkten alindi. ikincil/israrci apikal periodontitisli
dislerin Kok kanali igerisindeki eski kok kanal dolgu materyalleri ProTaper Universal
Retreatment D1 (Dentsply Sirona, Switzerland) egesi ile 500 rpm ve 2 N torkta
sokiildii. Kok kanal dolgusu artiklart ve egeler kagit koniler ile igerisinde fosfat
tamponlu salin bulunan eppendorf tiiplere konularak analiz agsamasina kadar -80°C’de

saklandi.

3.4. Orneklerden DNA Ekstraksiyonu

Mikrobiyal DNA izolasyonu, QIAamp DNA Stool Mini Kit (QIAGEN)
kullanilarak iiretici protokoliine gore gerceklestirildi. Izole edilen DNA'nin kalite
kontrolii i¢in NanoDrop spektrofotometre ile saflik Slgiimii yapildi, A260/A280 ve
A260/A230 oranlar1 degerlendirildi. DNA konsantrasyonu, Qubit dsDNA HS Assay
Kit kullanilarak Qubit 4.0 fluorometre ile dlgiildii. DNA biitiinliigli, %1'lik agaroz jel

elektroforezi ile kontrol edildi.
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3.5. Illumina Sekans Kiitiiphanesi Hazirlama ve Sekanslama

16S rRNA gen amplifikasyonu icin bakteriyel V3-V4 bolgesini hedefleyen
341F-(5'-CCTACGGGNGGCWGCAG-3") ve 805R (5'--
GACTACHVGGGTATCTAATCC-3") primerleri kullanildi. PCR amplifikasyonu, 2X
KAPA HiFi HotStart ReadyMix kullanilarak gerceklestirildi. Termal dongii kosullari:
95°C'de 3 dakika baslangi¢c denatlirasyonu, ardindan 25 dongii (95°C'de 30 saniye
denatiirasyon, 55°C'de 30 saniye baglanma, 72°C'de 30 saniye uzama) ve 72°C'de 5

dakika final uzama seklinde uygulandi.

PCR iiriinleri, AMPure XP manyetik boncuklar1 kullanilarak saflastirildi.
Saflagtirilan amplikonlara, Nextera XT Index Kit v2 kullanilarak ¢ift yonlii indeks
adaptorleri eklendi. Indeks PCR iiriinleri tekrar AMPure XP boncuklari ile saflastirild:
ve Qubit ile miktar tayini yapildi. Kiitiiphaneler esit molaritede birlestirildi ve Illumina

MiSeq platformunda 2x250 baz ¢ift yonlii sekanslama gerceklestirildi.

3.6. Biyoinformatik Analizler

1. Kalite Kontrol ve Veri Isleme

Ham sekans verileri QIIME 2 platformu kullanilarak analiz edildi. Ik asamada,
demultiplexing islemi gerceklestirildi ve her 6rnege ait okumalar ayrildi. DADA2
algoritmasi kullanilarak kalite filtreleme, hata diizeltme ve kimera tespiti yapildi. Bu

stiregte diistik kaliteli bazlar (Q-score <25) ve kisa okumalar (<200 bp) elimine edildi.
2. ASV Tespiti ve Taksonomik Siniflandirma

DADAZ2? pipeline'r ile Amplikon Sekans Varyantlar1 (ASV'ler) belirlendi. Her
ASV'nin taksonomik siniflandirmasi, SILVA 138.1 16S rRNA gen referans veritabani
kullanilarak naive Bayes siniflandiricist ile gerceklestirildi. Smiflandirma sonuglari

filum, sinif, takim, familya ve cins diizeylerinde elde edildi.
3. Cesitlilik Analizleri

Alfa cesitlilik analizleri i¢in tiir zenginlik indeksi Chaol ve tiir ¢esitlilik
indeksleri Shannon, Simpson, Fisher alpha ve Faith’s PD ile hesaplandi. Gruplar aras1

alfa cesitlilik karsilastirmalar1 Kruskal-Wallis testi ile gergeklestirildi. Beta cesitlilik
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analizlerinde Bray-Curtis, Jaccard, Weighted UniFrac ve Unweighted Unifrac uzaklik
metrisleri kullanildi. PCoA (Principal Coordinates Analysis) ordinasyonlari
EMPEROR ile gorsellestirildi. Gruplar aras1 beta cesitlilik farkliliklar1 PERMANOVA
testleri ile degerlendirildi. Gruplar arasinda mikrobiyal kompozisyondaki farkliligi

olusturan taksonlar Lefse analiz ile gosterildi.
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4. BULGULAR

Caligmaya dahil edilen 39 hastadan alinan 39 6mekte yapilan mikrobiyal DNA analizi
sonucunda tiim 6meklerde 16s rRNA pozitif bulundu. Calismaya dahil edilen 39 hastamin 21°1
diyabet hastaligma sahip iken 18’1 sistemik olarak saglikliydi. 21 diyabet hastasinin dis
numarasi, enfeksiyon tipi, cinsiyet, yas, HbAlc degeri ve ne kadar siiredir diyabet hastast
olduguna dair veriler Tablo 1°de gosterildi. Calismaya dahil edilen diyabet hastalarinin yas
ortalamasi 52.14°tii ve %52’sini erkekler olusturdu. Diyabet hastalarmin ¢alismaya dahil edilen
dislerinin 12’si (%57.1) 1srarct apikal periodontitis (IAP), 9u (%42.8) birincil apikal
periodontitis (BAP) tanisina sahipti. Calismaya dahil edilen diyabet hastalarinin dislerin 8’ini
keser (%38), 6’sin1 kiigiik az1 (%28) ve 7’sini biiyiik az1 (%33) disleri olusturmaktaydi.
Calismaya dahil edilen IAP tanil diyabet hastalar1 ortalama 9 y1l, BAP tanili olanlar ise ortalama
12 yildir diyabet hastaligina sahipti. HbAlc degerini bilen IAP tanih hastalarin ortalama HbAlc
degeri 7.6, BAP tamli olanlarin ise ortalama HbA 1c degeri 7.9 olarak belirlendi.

Tablo 1. Diyabet hastalarina ait demografik veriler

Numune Dis Enfeksiyon  Cinsiyet Yas HbAlc Diyabet
Numarast Numarasi Tipi Degeri Tanisimin
Siiresi
1 42 BAP Kadin 56 6.1 10 y1l
2 45 IAP Erkek 38 6.9 20 y1l
3 12 IAP Erkek 52 7 15yl
4 17 IAP Erkek 39 7 Syl
7 14 BAP Kadin 47 8.6 10 y1l
9 45 BAP Kadin 61 6.2 3yl
16 11 BAP Erkek 47 - 2yl
19 12 IAP Erkek 41 11.2 Syl
20 46 IAP Erkek 58 6.6 15yl
23 16 IAP Erkek 64 - 4yl
24 17 BAP Erkek 57 11.2 45 yil
25 37 IAP Kadin 50 6.5 10 yil
26 35 BAP Kadin 64 10.1 20 yil
27 32 BAP Kadmn 64 - 10 y1il
28 25 IAP Kadin 48 9.0 10 y1l
30 34 IAP Kadin 35 6.5 2 yil
34 16 IAP Erkek 48 - 9yl
36 43 BAP Kadmn 55 6.7 2 yil
37 11 BAP Kadin 52 6.7 2 yil
38 11 IAP Erkek 57 - 3yl
39 36 IAP Erkek 62 7.9 10 y1l
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Calismada kontrol grubunu olusturan sistemik olarak saglikli 18 hastaya ait dis
numarast, cinsiyet, yas ve enfeksiyon tipine ait veriler Tablo 2’de gosterildi. Caligmaya
dahil edilen sistemik olarak saglikli 18 hastanin yas ortalamas1 36.5’ti ve 11’ini (%61)
kadinlar olusturdu. Sistemik olarak saglikli 18 hastanin 12’si (%66.6) BAP, 6’s1
(%33.3) IAP tanisina sahip dislere sahipti. Calismaya dahil edilen sistemik olarak
saglikli hastanin diglerinin 6’sin1 keser (%33), 7’sini kiiciik az1 (%38) ve 5’ini biiyiik
az1 (%27) disleri olusturmaktaydi.

Tablo 2. Sistemik olarak saglikli hastalara ait demografik veriler

NUMUNE DiS ENFEKSIYON YAS CINSIYET
NUMARASI  NUMARASI TURU
5 21 IAP 29 Kadin
6 44 BAP 51 Kadin
8 46 BAP 38 Erkek
10 21 BAP 26 Kadin
11 47 BAP 37 Erkek
12 16 BAP 51 Erkek
13 25 IAP 29 Erkek
14 35 IAP 29 Kadin
15 14 BAP 36 Kadin
17 36 IAP 20 Kadin
18 47 BAP 65 Erkek
21 35 IAP 48 Kadin
22 42 BAP 64 Kadin
29 34 IAP 18 Kadin
31 11 BAP 31 Erkek
32 22 BAP 19 Kadin
33 35 BAP 28 Kadin
35 32 BAP 39 Erkek
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4.1.Mikrobiyal Analizler

4.1.1.Tiim hastalarin kok kanallarinin mikrobiyal kompoziyonu

Cogaltilan 16S rRNA oOrneklerinin V3-V4 hiperdegisken bolgeleri Illumina
Miseq platformunda analiz edildi. Diisiik kaliteli okumalar c¢ikarildiktan sonra

ortalama 59.766, toplam 2.330.878 dizi okumasi elde edildi.

39 ornekte 24 filum, 251 cins ve 167 tiir tespit edildi. 39 drnege ait taksonomik
kompozisyonun filum seviyesinde goreceli bollugu en fazla olan 20 filum ve cins
sirastyla, Sekil 11°ve Sekil 12°de gosterildi. Bacteriodetes, Firmicutes ve
Proteobacteria en baskin filumlar olarak tespit edildi. Pseudomonas, Prevotella,
Phocacicola, Fusobacterium, Treponema ve Porphyromonas en baskin cins olarak
tespit edildi. Her bir 6rnekte yer alan mikrobiyal topluluk igeriginin filum ve sinif

seviyesi Sekil 13°te gosterildi.

m= BAP Diyabet hastalant
a0 w= AP Diyabet hastalars
== BAP-Sistemik olarak
35 saghkl hastalar
IAP-Sistemik olarak
— saglikh: hastalar
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Sekil 11. Filum diizeyinde goreceli bolluk grafigi
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Sekil 12. Cins diizeyinde goreceli bolluk grafigi
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Sekil 13. Tiim 6rneklerdeki filum ve sinif seviyesindeki mikrobiyal toplulugu gosteren
grafik
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Enterococcus, tim Ornekler icerisinde 4 Ornekte tespit edildi. Bu ornekler
diyabet hastalarma aitti. Tespit edilen 4 Ornegin 2’si 1srarcit apikal periodontitisli
diyabet hastasina aitti. Bu 2 6rnekte bulunma oranlari ise %12.25 ve %0.29 olarak
tespit edildi. Diger 2 6rnek ise birincil apikal periodontitisli diyabet hastasina aitti. Bu

orneklerde bulunma oranlar1 ise %1.04 ve %0.13 olarak tespit edildi.

Arkealar tiim ornekler igerisinde 5 Ornekte tespit edildi. Bu orneklerin 3’1
diyabet hastalarma aitti ve 1srarc1 apikal periodontitis tanisina sahipti. Diyabet
hastalarina ait 6rneklerde cins diizeyinde Methanobrevibacter tespit edildi ve bulunma
oranlar1 %0.38, %0.11 ve %0.11°di. Sistemik olarak saglikli hastalardan alinan 2
ornekten 1°1 1srarc1 apikal periodontitis tanisina sahipti ve ve cins diizeyinde %1.97
oraninda Methanobrevibacter tespit edildi. 1 6rnek ise birincil apikal periodontitis
tanisina sahipti ve tlir diizeyinde Methanobrevibacter wolinii tespit edildi ve bulunma

orani %0.26’yd1 (Sekil 14).
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Sekil 14. Orneklerdeki arkealarin varhigmi gosteren cins diizeyinde taksonomik
dagilim
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4.1.2.Diyabetli hastalarin kok kanallarinin mikrobiyal kompoziyonu

21 diyabet hastasindan alinan 6rneklere ait taksonomik kompozisyon filum ve
siif seviyesinde Sekil 15°te gosterildi. 21 drnekte 22 filum, 237 cins ve 148 tiir tespit
edildi. Diyabet hastalarinin birincil apikal periodontitisinden alinan 9 6rnekte en ¢ok
bulunan filumlar sirasiyla Bacteriodetes, Firmicutes, Proteobacteria olarak tespit
edildi. Diyabet hastalarinin ikincil/israrct apikal periodontitisinden alinan 12 drnekte
ise en ¢ok bulunan filumlar sirastyla Firmicutes, Proteobacteria, Bacteriodetes olarak
tespit edildi. Diyabet hastalarinin birincil apikal periodontitisin de en ¢ok bulunan
cinsler sirasiyla Prevotella, Alloiococcus, Porphyromonas ve Phocaeicola olarak
tespit edildi. Diyabet hastalarinin ikincil/israrct apikal periodontitisinden alinan

orneklerde ise en cok bulunan cinsler Pseudomonas, Alloiococcus, Prevotella,

1 2 3 4 7 9 16 19 20 23 24 25 26 27 28 30 34 36 37 38 39
Ornek Numaras:

Fretibacterium olarak tespit edildi.
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Sekil 15. Diyabetli hastalardan alinan 6rneklerdeki mikrobiyal topluluk

4.1.3. Sistemik olarak saghklhh hastalarin kok kanallarinin mikrobiyal

kompoziyonu

Sistemik olarak saglikli 18 hastadan aliman Orneklerdeki taksonomik
kompozisyon filum ve sinif seviyesinde Sekil 16°da gosterildi. 18 drnekte 18 filum,
158 cins ve 116 tiir tespit edildi. Sistemik olarak saglikli hastalarin birincil apikal
periodontitisinden alinan 6rneklerde en ¢ok bulunan filumlar sirasiyla Bacteriodetes,
Firmicutes, Proteobacteria olarak tespit edildi. Sistemik olarak saglikli hastalarin
birincil apikal periodontitisin de en ¢ok bulunan cinsler sirasiyla Prevotella,
Veillonella, Haemophilus, Phocaeicola ve Pseudomonas olarak tespit edildi. Sistemik
olarak saglikli hastalarin ikincil/israrci apikal periodontitisinden alinan 6rneklerde ise
en ¢ok bulunan filumlar sirasiyla Bacteriodetes, Firmicutes, Proteobacteria olarak
tespit edildi. Sistemik olarak saglikli hastalarin ikincil/israrct apikal periodontitisinden
alman Orneklerde ise en c¢ok bulunan cinsler Pseudomonas, Treponema,

Fusobacterium ve Prevotella olarak tespit edildi.
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. d_ Bacteria;p_ Spirochaetota;c_ Spirochaetia d__Bacteria;p__Elusimicrobiota;c__Elusimicrobia
. d__Bacteria;p__Firmicutes,c__Bacill . d__Bacteria;p__Deinococcota;c_ Deinococci
. d_ Bacteriaip__ Actinobacteriota:c_ Coriobacterii . d__Bacteria;p__Acidobacteriota;c__Acidobacteriae
. d_Becteriap_Chioroflexi.c_ Anaerolineae . d__Bacteria;p__Cyanobacteria;c__Vampirivibrionia
diBacleria;piD . "LL --.-um,‘_iD. " i '. i . 4 Bacteria_ -
. :::::::::E:i pilob Cc_ir\ oy . d__Bacteria;p__Nitrospirota;c__Nitrospiria

. d__Archaea;p__Euryarchaeota;c__Methanobacteria . d__Bacteria;p__ Firmicutes;

Sekil 16. Sistemik olarak saglikli hastalardan alinan 6rneklerdeki mikrobiyal topluluk

4.2. Alfa Cesitlilik Analizi
Fisher alpha indeksi ile mikrobiyal cesitlilik Sekil 17°de gosterildi. Gruplar

arasinda anlaml farklilik tespit edildi. Diyabetli hastalarin birincil ve 1srarc1 apikal

periodontitis karsilastirilmasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p=0.04).
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Sekil 17. Gruplardaki mikrobiyal cesitliligi gdsteren Fisher alpha indeks grafigi

Faith’s PD indeksi ile mikrobiyal cesitlilik Sekil 18’de gosterildi. Gruplar
arasinda anlamli farklilik tespit edildi (p=0.04). Diyabetli hastalarin israrci apikal
periodontitisli ornekleri ile sistemik olarak saglikli hastalarin birincil apikal

periodontitisli 6rnekleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p=0.02).

faith_pd

T T T
BAP TAP BAP

1AP
Diyabet Diyabet Sistemik Olarak Sistemik Olarak
Hastalan Hastalan Saghkh Hastalar Saghkh Hastalar

Sekil 17. Gruplardaki mikrobiyal cesitliligi gdsteren Faith’s PD indeks grafigi
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Shannon-Weaver indeksi ile mikrobiyal c¢esitlilik Sekil 19’ae gosterildi.
Gruplarin mikrobiyal topluluklarinin gesitliligi benzer bulundu (p=0.63).
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Sekil 18. Gruplardaki mikrobiyal ¢esitliligi gdsteren Shannon indeks grafigi

Simpson indeks grafigi ile mikrobiyal ¢esitlilik Sekil 20°de gosterildi. Gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p=0.35).
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Sekil 19. Gruplardaki mikrobiyal ¢esitliligi gosteren Simpson indeks grafigi
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Chaol zenginlik indeksine gore ile mikrobiyal ¢esitlilik Sekil 21°de gosterildi.
Gruplarin mikrobiyal topluluklarin zenginligi benzer bulundu (p=0.10).

350 4

3004

2004

T T

Al TAP Al AP

Diyabet Hastalan Diyabet Hastalari Sistemik Olarak Sistemik Olarak
Saghkh Hastalar Saghkh Hastalar

Sekil 20. Gruplardaki mikrobiyal zenginligi gosteren Chaol indeks grafigi

4.3.Beta Cesitlilik ve PCoA koordinasyon Analizleri

Bray-Curtis indeksi ile diyabetli hastalarin birincil ve 1srarct apikal
periodontitisli drneklerin filogenetik uzakliklar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli

fark bulundu (p=0.02). Bolluk bazli Bray-Curtis PCoA koordinat analizi Sekil 22°de

gosterildi.
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Sekil 21. Bray-Curtis indeksine dayali gruplarin mikrobiyota topluluk yapilarinin

koordinat analizi

49



Jaccard indeksi ile gruplardaki mikrobiyota topluluk yapilarinin birbirine yakin
alanlarda oldugu tespit edildi ve filogenetik uzakliklarinin arasinda istatistiksel olarak
anlaml fark bulunmadi (p=0.23). Varlik/yokluk bazli Jaccard PCoA koordinat analizi
Sekil 23°te gosterildi.
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Sekil 22. Jaccard indeksine dayali gruplarin mikrobiyota topluluk yapilarinin

koordinat analizi

Weighted Unifrac mesafe matrisi ile gruplar arasinda fark tespit edildi
(p=0.02). Diyabetli hastalarin birincil ve 1srarc1 apikal periodontitisli orneklerin
mikrobiyal kompozisyonlarinin ve diyabetli hastalarin 1srarci apikal periodontitisli ve
sistemik olarak saglikli hastalarin birincil apikal periodontitisli 6rneklerinin
mikrobiyal kompozisyonlariin filogenetik uzakliklar1 arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark bulundu (sirasiyla, p=0.02 ve p=0.01). Filogenetik bolluk bazli Weighted
Unifrac PCoA koordinat analizi Sekil 24’te gosterildi.
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Sekil 23. Weighted Unifrac mesafe matrisine dayali gruplarin mikrobiyota topluluk

yapilariin koordinat analizi

Unweighted Unifrac mesafe matrisi ile diyabetli hastalarin 1srarc1 apikal
periodontitisli ve sistemik olarak saglikli hastalarin birincil apikal periodontitisli
orneklerinin mikrobiyal kompozisyonlarinin filogenetik uzakliklar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p=0.02) Filogenetik varlik/yokluk bazli
Weighted Unifrac PCoA koordinat analizi Sekil 25°te gosterildi.
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Sekil 24. UnWeighted Unifrac mesafe matrisine dayali gruplarin mikrobiyota topluluk

yapilarinin ana koordinat analizi
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4.4. LEfse Analizi

Diyabet hastaligina sahip israrci apikal periodontitisli hastalarda farklilig:
olusturan  biyobelirtegler;  p.Synergistota,  g.Fretibacterium, g Bacteroides,
g. Actinomyces, g.Escherichia shagella, g.Rothia ve g.Blautia olarak belirlendi. Bu
taksonlar diyabet hastaligina sahip 1srarct apikal periodontitisli hastalardan alinan
orneklerde belirgin oranda fazla bulundu (LDA>1). Diyabet hastaligina sahip birincil
apikal periodontitisli hastalarda farklilig olusturan
biyobelirtegler;f.Bifidobacteraceae ve o. Bifidobacteratess olarak belirlendi. Sistemik
olarak saglikli hastalarin 1srarct apikal periodontitisinde farklili§i olusturan
biyobelirtegler; p.spirochaetota, g.Bacteroides, g.Leptotrichiaceae olarak belirlendi.
(LDA>1) (Sekil 26).
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Sekil 25. Orneklerin LDA skorlarinin histogrami
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5. TARTISMA

Apikal periodontitis, farkli hiicre tiplerinin ve inflamatuar mediatorlerin
periapekse toplanmasiyla olusan hem dogal hem adaptif bagisiklik sistemlerinin
etkinlestirilmesi sonucu periapikal dokunun yikimina ve ardindan periapikal lezyonun
olugsmasina sebep olan periapikal doku hastaligidir. Bu nedenle, apikal periodontitis
kok kanal sistemi mikrobiyotasi, mikrobiyal viriilan etkenler ve konak immiin cevabi
arasindaki kompleks etkilesimin bir sonucu olarak meydana gelmektedir (84). Son
yillarda yapilan ¢aligmalar ile endodontik enfeksiyon ve KVH, otoimmiin hastaliklar,
Diabetes Mellitus gibi bazi sistemik hastaliklar arasinda ¢ift yonlii bir etkilesim oldugu
ortaya konmustur (84, 187). Diabetes Mellitus, insiilin salgilanmas1 ve/veya insiilin
etki mekanizmasindaki hasar kaynakli ortaya ¢ikan, karbonhidrat, yag ve protein
metabolizmasindaki anormalliklerle karakterize toplumda en sik goriilen sistemik
kronik metabolik hastaliklardan biridir. Dis pulpasinin biitiinliigii lizerinde dogrudan
etkiye sahip olan, yara iyilesmesinde zorluklara ve sistemik ve oral belirtilere neden
olan hiperglisemi ile karakterize bir hastaliktir (188). Literatiirde agiz saglhigi ve
Diabetes Mellitus arasindaki iliski siklikla periodontal hastaliklarla iliskili olarak daha
cok arastirllmistir. Bununla birlikte, endodontik baglamda deneysel ve klinik
calismalar, kontrolsiiz diyabet hastalarinda periapikal lezyonlarin prevalansinin daha
yiiksek oldugunu da gostermektedir (13, 123, 124). Diyabetli hastalarda 6zellikle
kontrol altinda olmayan diyabet varliginda oral bakteri sayisinin saglikli bireylere gore
daha fazla oldugu gosterilmistir (189). Diyabetli hastalarin kok kanal tedavisinin ara
seanslarinda goriilen artan flare-up sikliginin ise kok kanal sistemindeki daha viriilan
mikroorganizmalarin varligiyla iligkili olabilecegi bildirilmistir (190). Literatiirde tip
2 diyabet hastalar1 ve apikal periodontitis arasindaki iligkiyi inceleyen ¢ok sayida
calisma mevcuttur. Bu calismalarin sonucunda ise apikal periodontitis ile Diabetes
Mellitus arasinda anlamli bir iliski oldugu, diyabetli hastalarda diyabetli olmayan
hastalara gore daha yliksek apikal periodontitis prevalansi goriildiigi tespit edilmistir
(191-193). Bu yiizden bu tez caligmasina apikal periodontitis ve Diabetes Mellitus
arasindaki iligkiyi daha dogru tespit edebilmek amaciyla diyabet hastaligi disinda

sistemik hastalig1 olan hastalar calismaya dahil edilmemistir.

Kok kanalindan alinan 6rneklerde bulunan mikroorganizmalari tespit etmek

icin kapal1 uglu bir yontem olan kiiltiir ydontemi ve hem agik hem kapali u¢lu yontem
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olan molekiiler yontemler siklikla kullanilmigtir. Kiiltiir yontemi ile biyofilmlerdeki
coklu tiirlerin tespitinin yapilamamasi, ortamdaki en baskin tiiriin tespitine olanak
saglamasi gibi kisithiliklar1 bulunmasi nedeniyle endodontik mikrobiyotanin bilesimi
hakkinda derin bir analiz saglayamamaktadir (127). Endodontik enfeksiyonlardaki
mikrobiyal analiz i¢in kullanilan molekiiler yontemlerden PCR-dayal1 amplifikasyon
metotlarinin gelisimi ile geleneksel kiiltiire dayali uygulamalarin limitasyonlarinin
iistesinden gelinmis olsa da ¢oklu tiirlerin tespitinde belirli mikroorganizmalari
cogaltabilen 6zel primerlerin kullanilmasi sebebiyle bazi kisitlamalart mevcuttur. Yeni
nesil dizileme ile bu kisitlamalar da asilmis ve kok kanallarindaki yiiksek bakteri
cesitliligini tespit edilmesine izin verecek diagnostik performans biiylik Olciide
tyilestirilmigtir. Pirosekanslama ve Illumina esashi dizileme yOntemlerinin
uygulanmaya baglanmasiyla endodontik mikrobiyotada yiiksek bir mikrobiyolojik
cesitlilik tespit edilmis ve cins seviyesinde saglikli veriler ortaya ¢ikmistir (194). Bu
sebeple bu tez ¢alismasinda yeni nesil dizileme yontemi olan Illumina Miseq cihaz1 ile

analiz yontemi secilmistir.

Mikrobiyal oOrnekleme, rDNA dizilemesinin niteligi ve endodontik
mikrobiyotanin belirlenmesi i¢in temel unsurdur. Kriyopulverizasyon ile 6rnek alma
yontemi son zamanlarda yapilan c¢aligmalarda kokiin apikal 1/3’liikk kisminda
mikrobiyal komiiniteyi belirlemek icin daha sik tercih edilmeye baglanmistir. Bu
yontem ana kok kanalindan uzak bolgelerdeki ve kok kanalinin apikal kismindaki
bakterileri tespit etme avantajlart nedeniyle kullanilmaktadir. Bu oOrnek alma
yonteminin dezavantaji ise in-vivo Ornek almaya izin vermemesi ve dis toz haline
getirilirken dezenfeksiyon saglanma giigliigiidiir (177). Steril kagit koniler ile 6rnek
alma yontemi Ozellikle biyofilm ve planktonik bakterileri Orneklemek icin
kullanildiginda, kok kanalinin apikal kismina ulagsmadaki kisithliklar: ve isthmuslar
gibi anatomik varyasyonlar sebebiyle elestirilmektedir (195). Endodontik egelerle kok
kanal duvarlardan tiraglama ile 6rnek alma yontemi ise steril kagit konilerle 6rnek alma
yonteminin bazi kisithliklarinin agilmasini saglayabilir. Aslinda, egelerle drnekleme
kok kanalinin apikal kismina erisimi miimkiin kilmakta ve bdylece apikal
mikrobiyomun Orneklenmesine imkan sunmaktadir (169). Egelerle 6rnek alma
yontemi, 0rnekleme isleminden kaynaklanan gecikme olmadigindan ve kagit konilere
gore yerlestirilmesi ve uygulanmasi daha kolay oldugundan 6rnek alma islemi daha

rahat uygulanmaktadir. Ancak egeler ile alinan orneklerin kok kanalinin hangi
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bolgesinden alindigi belirlenememektedir. Donnermeyer ve ark. (181) yaptiklari
calismada egelerle alinan 6rnekler kagit konilerle alinan 6rneklere kiyasla biraz daha
yiiksek ¢esitlilik saglamis olsa da anlamli fark olmadigi belirtilmistir. Senges ve ark.’
nin yaptigr calismada kok kanal dolgu materyali olan giita-perkanin biyofilm
formasyonunu ve bakterilerin adezyonunu kolaylastirdigini tespit etmisler ve bu
nedenle mikrobiyolojik calismalarda kok kanal dolgusundan da 6rnek alinmasinin
gerekliligini vurgulamiglardir (196). Bu calismay1 destekler nitelikte Karygianni ve
ark. yaptiklar calismada kagit koniler ile aldiklar1 6rneklerle birlikte kanallardan
soktiigii giita perkalar1 da incelemislerdir (197). Bu inceleme sonucunda obtiirasyon
materyalinin Orneklenmesinin ikincil/israrc1 apikal periodontitis enfeksiyonlarinin
gercek mikrobiyal florasi hakkinda daha net bir fikir vermesi agisindan 6nemli
oldugunu bildirmistir. Bu tez calismasinda da bu ¢alismalarin 1s181nda steril kagit koni
ile 6rnek alimi sirasinda herhangi bir ¢oziicli kullanilmamis olup sokiilen eski giita
perka materyali kagit konilerle birlikte eppendorf tiiplerin igerisine konularak analiz

edilmistir.

Calismaya dahil edilen 21’1 diyabet hastas1 18’i sistemik olarak saglikli 39
hastadan alinan 39 &rnekte mikrobiyal DNA analizi yapildi. Orneklerin mikrobiyal
analizi 16S rRNA geninin V3-V4 degisken bolgeleri Illumina Miseq platformu

kullanilarak sekanslandi.

Calismaya dahil edilen diyabet hastalarinin 9’u birincil apikal periodontitis
12’si ikincil/israrct apikal periodontitis tanisina sahipti. Diyabetli hastalardan alinan
orneklerde; 22 filum, 237 cins, 148 tiir tespit edildi. Diyabet hastalarinin birincil apikal
periodontitisinden alinan 6rneklerde en ¢cok bulunan filumlar sirasiyla Bacteriodetes,
Firmicutes, Proteobacteria olarak tespit edildi. Diyabet hastalarmin ikincil/israrci
apikal periodontitisinden alinan Orneklerde ise en ¢ok bulunan filumlar sirasiyla
Firmicutes, Proteobacteria, Bacteriodetes olarak tespit edildi. Diyabet hastalarinin
birincil apikal periodontitisin de en ¢ok bulunan cinsler sirasiyla Prevotella,
Alloiococcus, Porphyromonas, Phocaeicola ve Pseudomonas olarak tespit edildi.
Diyabet hastalariin ikincil/israrci apikal periodontitisinden alinan 6rneklerde ise en
¢ok bulunan cinsler Pseudomonas, Alloiococcus, Prevotella, Fretibacterium ve
Phocaeicola olarak tespit edildi. Literatiirde diyabet hastalarinin birincil ve
ikincil/israrct apikal periodontitisinde yer alan mikroorganizmalarin tespit edildigi ve

karsilastirildigi herhangi bir calismaya rastlanmamustir.
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Alloiococcus, diyabet hastalarimin  birincil  ve ikincil/israrct  apikal
periodontitisinde en fazla bulunan ikinci cins olarak tespit edildi. Literatiirdeki daha
onceki kok kanal enfeksiyonlarindaki mikroorganizmalarin incelendigi ¢alismalarda
bu bakteri cinsine rastlanilmamistir. Tang ve ark. (198) diyabet hastalarinin
tikiirtiklerinden aldiklar1 Orneklerin analizi ile oral mikrobiyotayr inceledikleri
calismalarinda Alloiococcus cinsini tespit etmislerdir. Ancak bu bakteri cinsinin
diyabet hastalig1 ve apikal periodontitis ile iliskisinin degerlendirilebilmesi i¢in daha

cok calismaya ihtiyag vardir.

Literatiirde diyabetli hastalarin kok kanallarindaki mikroorganizmalarin

arastirildig sinirhi sayida ¢alisma mevcuttur (14-16, 190).

Fouad ve ark. (14) 24 adet nekrotik pulpaya sahip kok kanallarindan 10
bakteriyel patojeni tanimlamak i¢in PCR yontemini kullanilarak yaptiklari ¢alisma ile
aynt zamanda diyabet hastalarindaki = mikroorganizmalar1  tanimlamay1
amaglamislardir. Izole edilmesi beklenen 10 mikroorganizma nekrotik kok
kanallarinda siklikla bulunan Fusobacterium nucleatum , Peptostreptococcus
micros ve Streptococcus tirleri (199), ikincil/israrci kok kanal enfeksiyonlarindan sik
izole edilen Enterococcus tirleri (4), endodontik enfeksiyonlardan sik bulunan
P intermedia, P.  nigrescens, Porphyromonas  gingivalis ve Porphyromonas
endodontalis (45, 47) ve PCR yontemiyle izole edilebilen 7. denticola ve B.
forsythus tlrlerini (162) tespit etmeyi amaglamistir. 24 hastanin 6’sinin diyabet
hastaligina sahip oldugu ve sadece 2 ornekte P. gingivalis oldugu tespit edilmistir.
Diyabet ile P. endodontalis ve P. gingivalis arasinda pozitif bir iligki bulunsa da
sonuglarin istatiksel olarak anlamli olmadigi bildirilmistir. Bu tez ¢alismasinda 21
diyabet hastasindan alinan Orneklerin 1’ inde goreceli olarak diisiik oranda P

gingivalis tespit edildi.

Fouad ve ark. (15) yaptiklar1 ¢alismada 1srarc1 endodontik enfeksiyonlardaki
Enterococcus spp. varligimm PCR yontemi kullanarak incelemislerdir. Yapilan
calismada 37 hastanin 8’ inde (%22) Enterococcus spp. tespit edilmistir. Ayn1 zamanda
bu calismadaki 37 hastanin 6’s1 diyabet hastasi ve 6 diyabet hastasinin 2 tanesinde
(%33) Enterococcus spp. tespit edilmistir. Bu tez c¢alismasinda bu c¢alismanin
sonucuyla benzer olarak 21 diyabet hastasinin 4’ inde (%19) Enterococcus spp. varligi

tespit edildi.
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Endodontik enfeksiyonlarda sik bulunan Eubacterium ve Streptococcus
varligin1 PCR yontemi kullanilarak arastirilan calismada (16) 22 hastanin 16’s1 (%73)
Eubacterium agisindan pozitif bulunmustur. Eubacterium tiirleri igerisinde en fazla
bulunan ise Eubacterium infirmum (16 hastanin 9’u) oldugu tespit edilmistir ve
Eubacterium infirmum endodontik enfeksiyonlarda ilk kez raporlanmistir. 22 hastanin
9’unda ise Streptococcus tespit edilmistir. Streptococcus tiirleri igerisinde
Streptococcus milller en fazla bulunan tiir olmustur. Ayn1 zamanda bu 22 hastanin
5’inde diyabet tanis1 bulunmaktadir. Yapilan ¢alismada Eubacterium spp. varliginin
diyabet hastaligiyla arasinda anlamli bir iligki oldugunu gdstermislerdir. Bu tez
calismasinda da bu ¢alisma sonuglariyla uyumlu olarak 21 diyabet hastasinin 14’ {inde
(%66) Eubacterium pozitif bulunmustur. Eubacterium tiirleri icerisinde en fazla
bulunanlar ise Eubacterium infirmum (21 hastanin 14°i) ve Eubacterium minitum (21
hastanin 7’si) oldugu tespit edildi. 21 diyabet hastasinin 16’sinda Streptococcus tespit
edildi. Streptococcus tiirleri igerisinde Streptococcus anginosus en fazla bulunan tiir

oldu.

Endodontik enfeksiyonlarla iligkili mikrobiyal komiinitenin belirlenmesi
standart tedavi prosediirlerinin olusturulmasi icin yapilacak ilk basamaktir. Yapilan
molekiiler calismalar, farkli cografyalarda yasayan ve ayni endodontik enfeksiyon
tiirline sahip bireylerde bulunan mikrobiyotanin, bakteriyel tiirlerin dagilim1 ve sayisi
yoniinden anlamli farkliliklar tespit edilebilecegini bildirmislerdir (200). Kok kanal
enfeksiyonlarinin temel sebebi bakteriler olmasina ragmen viriisler, mantarlar ve
arkealar da bu enfeksiyonlarin etiyolojisinde rol oynamaktadir. Bu tez ¢alismasinda
sistemik olarak saglikli hastalarin birincil ve ikincil/israrc1 apikal periodontitisi
arasinda taksonomik kompozisyonun karsilastirilmasinda anlamli bir fark olmadig:
bulundu. Hong ve ark. (201) ve Keskin ve ark. (33) yaptiklar1 caligmalarda bu sonucu
destekler niteliktedir. Literatiirde ikincil/israrct kok kanal enfeksiyonlarinda birincil
kok kanal enfeksiyonlarina gore daha az sayida ve daha az cins bakteri bulundugunu,
birincil kok kanal enfeksiyonlarinun daha kompleks bir yapida oldugunu gosteren
caligmalar mevcuttur (202, 203). Tzanetakis ve ark. ise ikincil/israrc1 kok kanal
enfeksiyonlarinda daha yiiksek bir ¢esitlilik bildirdi (204). Bu tutarsizliklarin
caligmalarda farkli yeni nesil dizileme yontemi kullanilmasindan ve Orneklem

bliytikligliniin farklilig1 kaynakli olabilecegi diisiiniilmektedir.
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Calismaya dahil edilen sistemik olarak saglikli hastalarin 6’s1 birincil apikal
periodontitis, 12’si ikincil/israrci apikal periodontitis tanisina sahipti. Sistemik olarak
saglikli hastalardan alinan 6rneklerde; 18 filum, 158 cins ve 116 tiir tespit edildi.
Sistemik olarak saglikli hastalarin birincil apikal periodontitisinden alinan 6rneklerde
en ¢ok bulunan filumlar sirasiyla Bacteriodetes, Firmicutes, Proteobacteria olarak
tespit edildi. Sistemik olarak saglikli hastalarin ikincil/israrci apikal periodontitisinden
aliman orneklerde ise en ¢ok bulunan filumlar sirasiyla Bacteriodetes, Firmicutes,
Proteobacteria, olarak tespit edildi. Bu tez calismasinin sonuglarina gore sistemik
olarak saglikli hastalarin hem birincil hem ikincil/israrc1 apikal periodontitisli
dislerden alinan 6rneklerde en fazla bulunan filum Bacteriodetes olarak tespit edildi.
Brito ve ark. (205) ikincil/israrc1 apikal periodontitisli 15 disten aldiklar1 6rnekleri
Illumina Miseq ile analiz etmislerdir. Calismanin sonucunda Bacteroidetes en fazla
bulunan filum, Firmicutes en fazla bulunan ikinci filum olarak tespit edilmistir. Hong
ve ark. (201), 10 birincil ve 8 ikincil/israrc1 apikal periodontitisli hastadan kagit koni
ile alinan ornekleri YND yontemi olan pirosekanslama ile analiz etmislerdir.
Calismalarinda bu tez calismasinin sonuglartyla uyumlu olarak Bacteroidetes’i
(%29.6) en fazla bulunan filum olarak tespit etmislerdir. Ayn1 calismada Firmicutes’i
(%23.2) en fazla bulunan ikinci filum olarak bildirmislerdir. Tzanetakis ve ark. (204)
kagit koni ile aldiklar1 6rnekleri pirosekanslama yontemiyle analizi sonucu birincil ve
ikincil/israrct  apikal periodontitisi  degerlendirdikleri ¢alismalarinda her iki
periodontitis grubunda en fazla bulunan filum Bacteroidetes olarak tespit etmislerdir.
En fazla bulunan ikinci filumu Firmicutes olarak bildirmislerdir. Li ve ark. (11) 7 adet
birincil apikal periodontitisli hastadan alinan 6rnegi pirosekanslama ile analizi sonucu

Bacteroidetes filumunu %59.4 oranla en sik bulunan filum oldugunu bildirmislerdir.

Tawfik ve ark. (206) birincil apikal periodontitise neden olan
mikroorganizmalarin tespiti i¢in in vivo ornek alinmasinin ardindan Illumina MiSeq
cihazi ile 6rneklerin analiz edildigi 19 hastanin dahil edildigi bir ¢aligma yapmiglardir.
Bu calismanin sonucunda en sik bulunan filum olarak Firmicutes tespit etmislerdir. Bu
tez calismasiyla benzer olarak ayni 6rnek alma yontemi ve ayni dizileme yontemi
kullanilmasina ragmen farkli sonug elde edilmesinin nedeni ¢calismalarin farkli cografi
bolgelerde yiiriitiilmeleri, bireyler arast muhtemel mikrobiyata farkliliklar1 neden
olmus olabilecegi diisiiniilmektedir. Ozok ve ark. birincil apikal periodontitisli 23

hastadan kriyopulverizasyon ile aldiklar1 6rnekleri inceledikleri ¢aligmalarinda en
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fazla sayida bulunan bakteri filumu olarak Firmicutes’i rapor etmislerdir (169). Bu
caligmada farkli dizileme yontemlerinin kullanilmasi, farkli 6rnek alma yonteminin
kullanilmast ve 16S rRNA’nin farkli hiperdegisken bolgesini (V5-V6) kullanilmig
olmas1 sonuctaki farkliligin kaynagi olabilir Santos ve ark. (207) 8 kronik apikal
periodontitisli ve 9 semptomatik apikal apseli hastalardan kagit kon ile alinan 6rnekleri
pirosekanslama aracilifiyla analiz ettikleri ¢aligmada en fazla bulunan filum
Firmicutes olmustur. Bu tez ¢alismasina semptomatik disler dahil edilmedigi ve farkl
calisma gruplar1 olusturuldugu i¢in ve farkli dizileme yontemi kullanilmis olmasi

sonugtaki farkliligin kaynag olabilir.

Siqueira ve ark. (208) yaptiklar1 ¢alismada ikincil/israrci apikal periodontitisi
bulunan 10 hastadan kriyopulverizasyon ile aldiklar1 6rnekleri Illumina MiSeq cihazi
ile analiz etmislerdir. Calismanin sonucunda Proteobacteria en fazla bulunan filum
olmustur. Sanchez-Sanhueza ve ark. (209) ikincil/israrc1 apikal periodontitisli 24
hastadan aldiklar1 6rnekleri Illumina MiSeq cihazi ile analiz etmislerdir. Calismanin
sonucunda Proteobacteria en fazla bulunan filum olmustur. Bu tez ¢alismasinda ise
Proteobacteria en sik goriilen tiglincii filum olarak tespit edildi. Sonuglar arasindaki
bu farklilik farkli 6rnek alma yonteminin kullanilmasi ve ¢alismanin farkli cografi

bolgelerde yiiriitiilmesi olabilecegini diisiinmekteyiz.

Literatiirdeki ¢esitli calismalar incelendiginde hem birincil hem ikincil/israrct
apikal periodontitisli hastalardan alinan 6rneklerde farkli siralamalarda olsa dahi en
stk bulunan 3 filum Bacteriodetes, Firmicutes ve Proteobacteria oldugu

goriilmektedir.

Sistemik olarak saglikli hastalarin birincil apikal periodontitisin de en ¢ok
bulunan cinsler sirasiyla Prevotella, Veillonella, ve Haemophilus ve Phocaeicola
olarak tespit edildi.  Sistemik olarak saglikli hastalarin ikincil/israrct apikal
periodontitisinden alinan Orneklerde ise en ¢ok bulunan cinsler Pseudomonas,

Treponema, Fusobacterium, ve Prevotella olarak tespit edildi.

Siquera ve ark. (208) ikincil/kalici apikal periodontitisli 10 hastadan
kriyopulverizasyonla aldiklar1 o6rnekler Illumina Miseq cihazinda incelenmistir.

Pseudomonas ve Fusobacterium en fazla bulunan cinsler olarak tespit edildi.

Zapata ve ark. (202) yaptiklar1 ¢alismada birincil apikal periodontitise sahip 39
dis, ikincil/israrct apikal periodontitise sahip 40 dis calismaya dahil edilmistir.
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Ornekler Illumina Miseq cihazinda incelenmistir. Birincil apikal periodontitiste
Prevotella, Peptostreptococcus, Veillonella, Lactucaseibacillus ve Dialister  tiirleri
daha fazla bulunmustur. Ikincil/israrci apikal periodontitiste Fusobacterium en baskin

goriilen bakteri tiirtidiir.

Tawfik ve ark. (204) yaptiklar1 ¢alismada cins diizeyinde en fazla bulunan
bakteri Prevotella olmak lizere Bacillus,
Porphyromonas, Streptococcus ve Bacteroides en ¢ok bulunan cinsler olmustur. Ayni
zamanda bu calismayla uyumlu olarak Prevotella en sik bulunan cins olarak tespit

edilmistir.

Donnermeyer ve ark. (181) kagit koniler ve egeler ile 84 kok kanalindan 6rnek
aldiklar1 ¢alismalarinda ornekleri 16 S rRNA amplikon dizilimini Illumina MiSeq
cithaz1 ile analiz etmislerdir. Fusobacterium ve Prevotella grubu her iki 6rnek alma

yonteminde de en fazla bulunan bakteri tiirli olmustur.

Enterococcus, gastrointestinal ve genitoliriner sistemlerde siklikla goriilen
mikroorganizmalar arasinda olmalariyla birlikte agiz boslugunda, periodontitis
hastalarinda, kok kanal enfeksiyonlariyla da iliskili oldugu tespit edilen gram pozitif
fakdiltatif bir mikroorganizma tiiriidiir (210). Bu tez caligmasinda ise 21 diyabet
hastasinin 4’ iinde goreceli olarak diisiik oranlarda Enterococcus spp. varligi tespit
edildi. Siqueira ve ark. (208) yaptiklar1 calisgmada 10 adet ikincil/israrct kok kanal
enfeksiyonu bulunan disten kriyopulverizasyon yontemi ile aldiklar1 ornekleri
[Mlumina Miseq cihazinda analiz etmislerdir. Enterococcus spp. 4 ornekte goreceli
diisiik bollukta tespit edilmistir. Keskin ve ark. (33) yaptiklar1 ¢alismada ikincil/israrci
endodontik enfeksiyonlarda primer endodontik enfeksiyonlara gore daha fazla sayida
ve daha yiiksek oranda Enterococcus spp. tespit etmislerdir. Tzanetakis ve ark.’nin
yaptiklar1 calismada (204) ise Enterococcus spp. bulunma orant %0.01 tespit
edilmistir. Peciuliene ve ark. (211) kronik apikal periodontitisli kok kanal tedavisi
bulunan 40 dis ile yaptiklar1 calismada Enterococcus kok kanalinda bulunma
oranlarint %70 olarak tespit etmislerdir. Calismalarin sonuglar1 arasindaki
uyumsuzluklarin farkli mikrobiyolojik tekniklerin kullanilmasindan

kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

Arkealar, oral mikrobiyomun c¢ok kiigiik bir kismini olustururlar ve oral

mikrobiyota i¢in patojen olarak kabul edilmemektedir. Bununla birlikte periodontal
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hastalikla birlikte goriilme siklig1 artmaktadir. Bu tez calismasinda 39 6rnegin 5’in de
Methanobrevibacter arkea tiirii tespit edilmistir. Bu 5 Ornegin 4’ 1srarc1 apikal
periodontitisli hastalara aitken 1’1 birincil apikal periodontitis tipine sahipti ve
Methanobrevibacter wolinii tespit edildi. Lepp ve ark. (212) yaptiklar1 ¢alisma ile
isimlendirilmis arkea tiirii olan Methanobrevibacter oralis ve heniiz isimlendirilmemis
Methanobrevibacter sift iyesi; M. curvum/congolense ve M. mazeii tespit
etmiglerdir. Vianna ve ark. yaptiklari ¢calismada (32) birincil apikal periodontitise sahip
20 hastanin 5’inde M. oralis benzeri filotiplerin tespit etmislerdir. Jiang ve ark. (213)
yaptiklar ¢aligma ile birincil apikal periodontitisli 42 6rnegin 16’sinda (%38) , 1srarci
apikal periodontitisli 35 6rnegin 6’sinda (%17) arkea tespit etmislerdir. Subramanian
ve ark. 1srarci apikal periodontitisli 34 disin apikal rezeksiyonu sonrasi periapikal

lezyonu inceledikleri calismalarinda 1 6rnekte M. oralis tespit etmislerdir (214).

Bu tez ¢alismasinda alinan 6rneklerde bakteriyel DNA tespit edildikten sonra
mikrobiyomun cesitlilik ve zenginlik karsilastirmasi Alfa tiir ¢esitlik indeksleri olan
Fisher alpha, Faith’s PD, Shannon ve Simpson ve tiir zenginlik indeksi Chaol ile
degerlendirildi. Diyabetli ve sistemik olarak saglikli hastalarin birincil ve
ikincil/israrct apikal periodontitislerinin karsilagtirllmasi sonucu tiir ¢esitlilik
indeksleri Shannon ve Simpson ve tiir zenginlik indeksi Chaol mikrobiyal
kompozisyonun benzer oldugunu gosterdi. Faith’s PD tiir ¢esitlilik analizi ile anlaml
fark bulundu. Fisher alpha tiir ¢esitlilik indeksinde diyabetli hastalarin birincil ve

1srarci apikal periodontitislerinde mikrobiyal g¢esitlilik agisindan anlamli fark bulundu.

Bu calismada tespit edilen mikrobiyom beta ¢esitlilik indeksi Jaccard analiziyle
filogenetik uzakligin gruplar arasinda benzer oldugu ve istatistiksel olarak anlamli fark
olmadig tespit edilmistir. Bray-Curtis ve Weighted Unifrac indeksleri ile diyabet
hastalarmin birincil ve 1srarct apikal periodontitislerinde istatistiksel olarak anlaml
fark bulundu. Bu sonug¢ ve Fisher alpha indeksi sonucu nedeniyle c¢aligmanin sifir
hipotezlerinden biri olan diyabetli hastalarin birincil ve 1srarct kok kanal
enfeksiyonlar1 arasinda mikrobiyal komiinite acisindan fark olmadigi hipotezi

reddedilmistir.

Calismanin LEfse analizi sonucglarina gore diyabet hastalifina sahip 1srarci
apikal periodontitisli hastalarda farklili§i olusturan biyobelirtecler; p.Synergistota,

g.Fretibacterium, g.Bacteroides, g.Actinomyces, g.Escherichia shagella, g.Rothia ve
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g.Blautia olarak belirlendi. Bu taksonlar diyabet hastalifina sahip 1srarci apikal
periodontitisli hastalardan alinan 6rneklerde belirgin oranda fazla bulundu (LDA>1).
Sistemik olarak saglikli hastalarin 1srarci apikal periodontitisinde farklili§i olusturan
biyobelirtegler; p.spirochaetota, g.Bacteroides, g.Leptotrichiaceae olarak belirlendi.
Bu taksonlar sistemik olarak saglikli 1srarci apikal periodontitisli hastalardan alinan

orneklerde belirgin oranda fazla bulundu (LDA>1).

Bu tez caligmasi ile diger calismalar arasinda baskin filum ve cins agisindan
bircok benzerlik mevcuttur ancak bakterilerin goreceli bolluklar1 ¢alismaya gore
degismektedir. Calismalar arasindaki bu farkliliklar cografi farkliliklar, 6rnekleme
blyiikliglniin farkliligindan, 6rnek alma yonteminin farkliligindan, farkli dizileme

yonteminin kullanilmasindan kaynaklaniyor olabilecegi diisiiniilmektedir.
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6. SONUCLAR

1. Diyabet hastalarmin birincil apikal periodontitisinde en baskin filumlar sirasiyla;
Bacteriodetes, Firmicutes, Proteobacteria, 1srarci apikal periodontitisinde en baskin

filumlar; Firmicutes, Proteobacteria ve Bacteriodetes olarak tespit edildi.

2. Diyabet hastalarinin birincil apikal periodontitisinde en baskin cinsler sirasiyla;
Prevotella,  Alloiococcus, ~ Porphyromonas,  Phocaeicola  1srarc1  apikal
periodontitisinde en baskin cinsler Pseudomonas, Alloiococcus, Prevotella olarak

tespit edildi.
3. 5 ornekte Methanobrevibacter arkea tespit edildi.

4. Sistemik olarak saglikli hastalarin birincil apikal periodontitisinde ve 1srarci apikal
periodontitisinde en baskin filumlar sirasiyla; Bacteriodetes, Firmicutes,

Proteobacteria olarak tespit edildi.

5. Sistemik olarak saglikli hastalarda birincil apikal periodontitisinde cins diizeyinde
Prevotella, Veillonella, Haemophilus, Phocaeicola, 1srarci apikal periodontitisinde

Pseudomonas, Treponema, Fusobacterium olarak tespit edildi.

6. Diyabetli ve sistemik olarak saglikli hastalardaki birincil apikal periodontitisli

dislerin taksonomik kompoziyonunun ¢esitliligi benzer bulundu.

7. Diyabetli ve sistemik olarak saglikli hastalardaki israrci apikal periodontitisli

dislerin taksonomik kompoziyonunun ¢esitliligi benzer bulundu

8. Diyabetli hastalardaki birincil ve 1srarci apikal periodontitisli dislerin mikrobiyal
kompozisyonunun alfa (Fisher alpha ve Faith’s PD) ve beta ¢esitlilik (Bray-Curtis)

analizinde farklilik bulundu.

9. Sistemik olarak saglikli hastalardaki birincil ve 1srarct apikal periodontitisli

dislerin taksonomik kompozisyonu benzer bulundu.

10. Diyabet hastalarinda sistemik olarak saglikli hastalara gore filum, cins ve tiir

diizeyinde daha fazla bakteri tespit edildi.

11. Birincil apikal periodontitisli dislerden alinan 6rneklerde Bacteriodetes en baskin

filum, Prevotella en baskin cins olarak tespit edildi.
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12. ikincil/israrc1 apikal periodontitisli dislerden alinan érneklerde Bacteriodetes en

baskin filum, Pseudomonas en baskin cins olarak tespit edilmistir.

13. Diyabetli 1srarci apikal periodontitis hastalarinda farkliligi olusturan
biyobelirtegler; p.Synergistota, g Fretibacterium, g.Bacteroides, g.Actinomyces,
g.Escherichia shagella, g.Rothia ve g.Blautia tespit edildi.

14. Diyabet hastaligina sahip birincil apikal periodontitisli hastalarda farklilig1
olusturan biyobelirtecler, f.Bifidobacteraceae ve o. Bifidobacteratess olarak

belirlendi.

15. Sistemik olarak saglikli hastalarin 1srarci apikal periodontitisinde farklilig
olusturan biyobelirtegler; p.spirochaetota, g.Bacteroides, g.Leptotrichiaceae olarak

belirlendi.

64



7. KAYNAKCA

1. Nair P. On the causes of persistent apical periodontitis: a review. Int Endod J.
2006;39(4):249-81.

2. Siqueira Jr J, Rocas 1. Diversity of endodontic microbiota revisited. J Dent Res.
2009;88(11):969-81.

3. Pacheco LN. Etiologia e tratamento das infe¢cdes endodonticas. Egas Moniz
School of Health & Science (Portugal); 2019.

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

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

6. Khalighinejad N, Aminoshariae MR, Aminoshariae A, Kulild JC, Mickel A,
Fouad AF. Association between systemic diseases and apical periodontitis. J Endod.
2016;42(10):1427-34.

7. Mindiola MJ, Mickel AK, Sami C, Jones JJ, Lalumandier JA, Nelson SS.
Endodontic treatment in an American Indian population: a 10-year retrospective study.
J Endod. 2006;32(9):828-32.

8. Nocker A, Richter-Heitmann T, Montijn R, Schuren F, Kort R. Discrimination
between live and dead cells in bacterial communities from environmental water
samples analyzed by 454 pyrosequencing. Int Microbiol. 2010;13(2):59-65.

9. Ruviére DB, Leonardo MR, da Silva LAB, Ito 1Y, Nelson-Filho P. Assessment
of the microbiota in root canals of human primary teeth by checkerboard DNA-DNA
hybridization. J Dent Child. 2007;74(2):118-23.

10.  Munson M, Pitt-Ford T, Chong B, Weightman A, Wade W. Molecular and
cultural analysis of the microflora associated with endodontic infections. J Dent Res.
2002;81(11):761-6.

11. Li L, Hsiao W, Nandakumar R, Barbuto S, Mongodin E, Paster B, et al.
Analyzing endodontic infections by deep coverage pyrosequencing. J Dent Res.
2010;89(9):980-4.

12.  Loépez-Lopez J, Jané-Salas E, Estrugo-Devesa A, Velasco-Ortega E, Martin-
Gonzalez J, Segura-Egea JJ. Periapical and endodontic status of type 2 diabetic
patients in Catalonia, Spain: a cross-sectional study. J Endod. 2011;37(5):598-601.

65



13.  Bender I, Seltzer S, Freedland J. The relationship of systemic diseases to
endodontic failures and treatment procedures. Oral Surg Oral Med Oral Pathol.
1963;16(9):1102-15.

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

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

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

17.  De la Torre-Luna R, Dominguez-Pérez RA, Guillén-Nepita AL, Ayala-Herrera
JL, Martinez-Martinez RE, Romero-Ayala ME, et al. Prevalence of Candida albicans
in primary endodontic infections associated with a higher frequency of apical
periodontitis in type two diabetes mellitus patients. Eur J Clin Microbiol Infect Dis.
2020;39:131-8.

18. Gomes CC, Guimaraes LS, Pinto LCC, Camargo GAdCG, Valente MIB,
Sarquis MIdM. Investigations of the prevalence and virulence of Candida albicans in
periodontal and endodontic lesions in diabetic and normoglycemic patients. J Appl
Oral Sci. 2017;25(3):274-81.

19. Alekseyev YO, Fazeli R, Yang S, Basran R, Maher T, Miller NS, Remick D. A
next-generation sequencing primer—how does it work and what can it do? Acad
Pathol. 2018;5:2374289518766521.

20. Dewhirst FE, Chen T, Izard J, Paster BJ, Tanner AC, Yu W-H, et al. The human
oral microbiome. J Bacteriol. 2010;192(19):5002-17.

21. Lloyd-Price J, Abu-Ali G, Huttenhower C. The healthy human microbiome.
Genome Med. 2016;8:1-11.

22.  Hattori M, Taylor TD. The human intestinal microbiome: a new frontier of
human biology. DNA Res. 2009;16(1):1-12.

23. Siqueira J, Régas IN, Ricucci D, Hiilsmann M. Causes and management of
post-treatment apical periodontitis. Br Dent J. 2014;216(6):305-12.

24.  Siqueira Jr JF, Rocgas IN. Present status and future directions: Microbiology of
endodontic infections. Int Endod J. 2022;55:512-30.

66



25. Sabeti M, Valles Y, Nowzari H, Simon J, Kermani-Arab V, Slots J.
Cytomegalovirus and Epstein—Barr virus DNA transcription in endodontic
symptomatic lesions. Oral Microbiol Immunol. 2003;18(2):104-8.

26. Slots J, Sabeti M, Simon JH. Herpesviruses in periapical pathosis: an
etiopathogenic relationship? Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod.
2003;96(3):327-31.

27.  Krom B, Kidwai S, Ten Cate J. Candida and other fungal species: forgotten
players of healthy oral microbiota. J] Dent Res. 2014;93(5):445-51.

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

29.  Sen B, Safavi K, Spangberg L. Ege and Farmington: Growth patterns of
Candida albicans in relation to radicular dentin. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral
Radiol Endod, 1997; 84: 68.73.

30.  Waltimo T, Sirén E, Orstavik D, Haapasalo M. Susceptibility of oral Candida
species to calcium hydroxide in vitro. Int Endod J. 1999;32(2):94-8.

31.  Eckburg PB, Lepp PW, Relman DA. Archaea and their potential role in human
disease. Infect Immun. 2003;71(2):591-6.

32. Vianna M, Conrads G, Gomes B, Horz H. Identification and quantification of
archaea involved in primary endodontic infections. J Clin Microbiol. 2006;44(4):1274-
82.

33.  Keskin C, Demiryiirek EO, Onuk EE. Pyrosequencing analysis of
cryogenically ground samples from primary and secondary/persistent endodontic
infections. J Endod. 2017;43(8):1309-16.

34, Zarco M, Vess T, Ginsburg G. The oral microbiome in health and disease and
the potential impact on personalized dental medicine. Oral Dis. 2012;18(2):109-20.
35. Blome B, Braun A, Sobarzo V, Jepsen S. Molecular identification and
quantification of bacteria from endodontic infections using real-time polymerase chain
reaction. Oral Microbiol Immunol. 2008;23(5):384-90.

36. Gomes BP, Pinheiro ET, Gadé-Neto C, Sousa EL, Ferraz CC, Zaia AA, et al.
Microbiological examination of infected dental root canals. Oral Microbiol Immunol.
2004;19(2):71-6.

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

67



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

39. Siqueira Jr JF. Endodontic infections: concepts, paradigms, and perspectives.
Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod. 2002;94(3):281-93.

40.  Rodgas I, Siqueira Jr J. Root canal microbiota of teeth with chronic apical
periodontitis. J Clin Microbiol. 2008;46(11):3599-606.

41.  Jung I-Y, Choi B-k, Kum K-Y, Roh B-D, Lee S-J, Lee C-Y, Park D-S.
Molecular epidemiology and association of putative pathogens in root canal infection.
J Endod. 2000;26(10):599-604.

42.  Seltzer S, Farber PA. Microbiologic factors in endodontology. Oral Surg Oral
Med Oral Pathol. 1994;78(5):634-45.

43, Lana M, Ribeiro-Sobrinho A, Stehling R, Garcia G, Silva B, Hamdan J, et al.
Microorganisms isolated from root canals presenting necrotic pulp and their drug
susceptibility in vitro. Oral Microbiol Immunol. 2001;16(2):100-5.

44.  Dougherty W, Bae K, Watkins B, Baumgartner J. Black-pigmented bacteria in
coronal and apical segments of infected root canals. J Endod. 1998;24(5):356-8.

45.  Gomes B, Drucker D, Lilley J. Association of specific bacteria with some
endodontic signs and symptoms. Int Endod J. 1994;27(6):291-8.

46. Griffee MB, Patterson SS, Miller CH, Kafrawy AH, Newton CW. The
relationship of Bacteroides melaninogenicus to symptoms associated with pulpal
necrosis. Oral Surg Oral Med Oral Pathol. 1980;50(5):457-61.

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

48. Bae K-S, Baumgartner JC, Shearer TR, David LL. Occurrence of Prevotella
nigrescens and Prevotella intermedia in infections of endodontic origin. J Endod.
1997;23(10):620-3.

49. Sundqvist G, Johansson E, Sjogren U. Prevalence of black-pigmented
bacteroides species in root canal infections. J Endod. 1989;15(1):13-9.

50.  MILLER M. An introduction to the study of the bacterio-pathology of the
dental pulp. Dent Cosmos. 1984;36:505-28.

51.  Yucel-Lindberg T, Bége T. Inflammatory mediators in the pathogenesis of
periodontitis. Expert Rev Mol Med. 2013;15:e7.

52. Chan E, McLaughlin R. Taxonomy and virulence of oral spirochetes. Oral

Microbiol Immunol: Mini-review. 2000;15(1):1-9.

68



53.  Rogas I, Siqueira J, Andrade A, Uzeda M. Oral treponemes in primary root
canal infections as detected by nested PCR. Int Endod J. 2003;36(1).

54.  Brook I, Grimm S, Kielich RB. Bacteriology of acute periapical abscess in
children. J Endod. 1981;7(8):378-80.

55.  Newman MG, Sims TN. The predominant cultivable microbiota of the
periodontal abscess. J Periodontol. 1979;50(7):350-4.

56. Siqueira Jr JF, Rogas I. Detection of Filifactor alocis in endodontic infections
associated with different forms of periradicular diseases. Oral Microbiol Immunol.
2003;18(4):263-5.

57.  XiaT, Baumgartner JC. Occurrence of Actinomyces in infections of endodontic
origin. J Endod. 2003;29(9):549-52.

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

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

60. Sakamoto M, Siqueira Jr J, Régas I, Benno Y. Molecular analysis of the root
canal microbiota associated with endodontic treatment failures. Oral Microbiol
Immunol. 2008;23(4):275-81.

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

62. Gomes BP, Pinheiro ET, Jacinto RC, Zaia AA, Ferraz CC, Souza-Filho FJ.
Microbial analysis of canals of root-filled teeth with periapical lesions using
polymerase chain reaction. J Endod. 2008;34(5):537-40.

63. Henriques LCF, de Brito LCN, Tavares WLF, Teles RP, Vieira LQ, Teles FRF,
Sobrinho APR. Microbial ecosystem analysis in root canal infections refractory to
endodontic treatment. J Endod. 2016;42(8):1239-45.

64.  Love R. Enterococcus faecalis—a mechanism for its role in endodontic failure.
Int Endod J. 2001;34(5):399-405.

65. Sundqvist G, Figdor D, Persson S, Sjogren U. Microbiologic analysis of teeth
with failed endodontic treatment and the outcome of conservative re-treatment. Oral

Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod. 1998;85(1):86-93.

69



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

67.  Rogas IN, Siqueira Jr JF. Characterization of microbiota of root canal-treated
teeth with posttreatment disease. J Clin Microbiol. 2012;50(5):1721-4.

68.  Nair PR. Pathogenesis of apical periodontitis and the causes of endodontic
failures. Crit Rev Oral Biol Med. 2004;15(6):348-81.

69. Langeland K. Tissue response to dental caries. Endod Dent Traumatol.
1987;3(4):149-71.

70. Buonavoglia A, Zamparini F, Lanave G, Pellegrini F, Diakoudi G, Spinelli A,
et al. Endodontic microbial communities in apical periodontitis. J Endod.
2023;49(2):178-89.

71.  Nair PR. Apical periodontitis: a dynamic encounter between root canal
infection and host response. Periodontol 2000. 1997;13(1):121-48.

72.  Abbott PV. Classification, diagnosis and clinical manifestations of apical
periodontitis. Endodontic topics. 2004;8(1):36-54.

73.  Graunaite I, Lodiene G, Maciulskiene V. Pathogenesis of apical periodontitis:
a literature review. J Oral Maxillofac Res. 2011;2(4).

74. Portenier I, Waltimo TM, Haapasalo M. Enterococcus faecalis—the root canal
survivor and ‘star’in post-treatment disease. Endodontic topics. 2003;6(1):135-59.
75. Nivens DE, Ohman DE, Williams J, Franklin MJ. Role of alginate and its O
acetylation in formation of Pseudomonas aeruginosa microcolonies and biofilms. J
Bacteriol. 2001;183(3):1047-57.

76. Caldwell DE, Atuku E, Wilkie DC, Wivcharuk KP, Karthikeyan S, Korber DR,
et al. Germ theory vs. community theory in understanding and controlling the
proliferation of biofilms. Adv Dent Res. 1997;11(1):4-13.

77.  Ricucci D, Siqueira Jr JF. Biofilms and apical periodontitis: study of prevalence
and association with clinical and histopathologic findings. J Endod. 2010;36(8):1277-
88.

78.  Figdor D. Apical periodontitis: a very prevalent problem. Oral Surg Oral Med
Oral Pathol. 2002;94(6).

79.  Miller W. Diseases of the human body which have been traced to the action of
mouth-bacteria. Am J Dent Sci. 1891;25(7):311.

70



80. Pasqualini D, Bergandi L, Palumbo L, Borraccino A, Dambra V, Alovisi M, et
al. Association among oral health, apical periodontitis, CD14 polymorphisms, and
coronary heart disease in middle-aged adults. J Endod. 2012;38(12):1570-7.

81. Liljestrand J, Méntyld P, Paju S, Buhlin K, Kopra K, Persson G, et al.
Association of endodontic lesions with coronary artery disease. J Dent Res.
2016;95(12):1358-65.

82. Segura-Egea JJ, Jimenez-Moreno E, Calvo-Monroy C, Rios-Santos JV,
Velasco-Ortega E, Sanchez-Dominguez B, et al. Hypertension and dental periapical
condition. J Endod. 2010;36(11):1800-4.

83. Wang C-H, Chueh L-H, Chen S-C, Feng Y-C, Hsiao CK, Chiang C-P. Impact
of diabetes mellitus, hypertension, and coronary artery disease on tooth extraction after
nonsurgical endodontic treatment. J Endod. 2011;37(1):1-5.

84.  Niazi SA, Bakhsh A. Association between endodontic infection, its treatment
and systemic health: a narrative review. Medicina. 2022;58(7):931.

85. Debelian GJ, Olsen I, Tronstad L. Anaerobic bacteremia and fungemia in
patients undergoing endodontic therapy: an overview. Ann Periodontol.
1998;3(1):281-7.

86. Bender I, Seltzer S, Yermish M. The incidence of bacteremia in endodontic
manipulation: preliminary report. J Endod. 2003;29(11):697-700.

87.  Henderson B, Wilson M. Commensal communism and the oral cavity. J Dent
Res. 1998;77(9):1674-83.

88. Gendron R, Grenier D, Maheu-Robert L-F. The oral cavity as a reservoir of
bacterial pathogens for focal infections. Microbes Infect. 2000;2(8):897-906.

89. Cintra LTA, Samuel RO, Azuma MM, de Queir6z AOS, Ervolino E, Sumida
DH, et al. Multiple apical periodontitis influences serum levels of cytokines and nitric
oxide. J Endod. 2016;42(5):747-51.

90. Samuel RO, Gomes-Filho JE, Azuma MM, Sumida DH, de Oliveira SHP,
Chiba FY, et al. Endodontic infections increase leukocyte and lymphocyte levels in the
blood. Clin Oral Investig. 2018;22:1395-401.

91.  ZhangJ, Huang X, Lu B, Zhang C, Cai Z. Can apical periodontitis affect serum
levels of CRP, IL-2, and IL-6 as well as induce pathological changes in remote organs?

Clin Oral Investig. 2016;20:1617-24.

71



92. Joseph P, Leong D, McKee M, Anand SS, Schwalm J-D, Teo K, et al. Reducing
the global burden of cardiovascular disease, part 1: the epidemiology and risk factors.
Circ Res. 2017;121(6):677-94.

93. Berlin-Broner Y, Febbraio M, Levin L. Association between apical
periodontitis and cardiovascular diseases: a systematic review of the literature. Int
Endod J. 2017;50(9):847-59.

94. Aminoshariae A, Kulild JC, Mickel A, Fouad AF. Association between
systemic diseases and endodontic outcome: a systematic review. J Endod.
2017;43(4):514-9.

95. Caplan D, Chasen J, Krall E, Cai J, Kang S, Garcia R, et al. Lesions of
endodontic origin and risk of coronary heart disease. J Dent Res. 2006;85(11):996-
1000.

96. An GK, Morse DE, Kunin M, Goldberger RS, Psoter WJ. Association of
radiographically diagnosed apical periodontitis and cardiovascular disease: a hospital
records—based study. J Endod 2016;42(6):916-20.

97. Mancia G, Fagard R, Narkiewicz K, Redan J, Zanchetti A, Bohm M, et al. 2013
Practice guidelines for the management of arterial hypertension of the European
Society of Hypertension (ESH) and the European Society of Cardiology (ESC):
ESH/ESC Task Force for the Management of Arterial Hypertension. J Hypertens.
2013;31(10):1925-38.

98. Tinsley JH, South S, Chiasson VL, Mitchell BM. Interleukin-10 reduces
inflammation, endothelial dysfunction, and blood pressure in hypertensive pregnant
rats. Am J Physiol Integr Comp Physiol. 2010;298(3):R713-RO.

99. Heimdahl A, Hall G, Hedberg M, Sandberg H, Séder P, Tuner K, Nord C.
Detection and quantitation by lysis-filtration of bacteremia after different oral surgical
procedures. J Clin Microbiol. 1990;28(10):2205-9.

100. Wang L, Wang FS, Gershwin ME. Human autoimmune diseases: a
comprehensive update. J Intern Med. 2015;278(4):369-95.

101. Lai Y, Dong C. Therapeutic antibodies that target inflammatory cytokines in
autoimmune diseases. Int Immunol. 2016;28(4):181-8.

102. Mclnnes IB, Buckley CD, Isaacs JD. Cytokines in rheumatoid arthritis—
shaping the immunological landscape. Nat Rev Rheumatol. 2016;12(1):63-8.

72



103. Ideo F, Niazi S, Mezzena S, Mannocci F, Cotti E. Prevalence of apical
periodontitis in patients with autoimmune diseases under immunomodulators: a
retrospective cohort study. J Endod. 2022;48(6):722-9.

104. Cotti E, Mezzena S, Schirru E, Ottonello O, Mura M, Ideo F, et al. Healing of
apical periodontitis in patients with inflammatory bowel diseases and under anti—
tumor necrosis factor alpha therapy. J Endod. 2018;44(12):1777-82.

105. Castellanos-Cosano L, Machuca-Portillo G, Sanchez-Dominguez B, Torrés-
Lagares D, Lopez-Lopez J, Segura-Egea JJ. High prevalence of radiolucent periapical
lesions amongst patients with inherited coagulation disorders. Haemophilia.
2013;19(3):e110-€5.

106. WA P. Consensus development conference: diagnosis, prophylaxis, and
treatment of osteoporosis. Am J Med. 1993;94(6):646-50.

107. Pestana de Vasconcelos N, Martins IS, Afonso AS, Braga AC, Pina-Vaz L
Osteoporosis and Apical Periodontitis Prevalence: A Systematic Review. Dent J.
2024;12(8):272.

108. Cadoni E, Ideo F, Marongiu G, Mezzena S, Frigau L, Mela Q, et al. Periapical
status in patients affected by osteoporosis: A retrospective clinical study. Clin Exp
Dent Res. 2022;8(5):1068-75.

109. ZhengY, Ley SH, Hu FB. Global etiology and epidemiology of type 2 diabetes
mellitus and its complications. Nat Rev Endocrinol. 2018;14(2):88-98.

110. Leite RS, Marlow NM, Fernandes JK, Hermayer K. Oral health and type 2
diabetes. Am J Med Sci. 2013;345(4):271-3.

111.  Yalgin M, Yetkin I. Diabetes Mellitus ve Komplikasyonlarinin Tani, Tedavi ve
Izlem Kilavuzu-2022. 2022.

112. Bender I, Bender A. Diabetes mellitus and the dental pulp. J Endod.
2003;29(6):383-9.

113. Lima S, Grisi D, Kogawa E, Franco O, Peixoto V, Gongalves-Junior J, et al.
Diabetes mellitus and inflammatory pulpal and periapical disease: a review. Int Endod
J.2013;46(8):700-9.

114. Garber SE, Shabahang S, Escher AP, Torabinejad M. The effect of
hyperglycemia on pulpal healing in rats. J Endod. 2009;35(1):60-2.

115. Balint E, Szabo P, Marshall C, Sprague S. Glucose-induced inhibition of in

vitro bone mineralization. Bone. 2001;28(1):21-8.

73



116. Takahashi. Microbiological, pathological, inflammatory, immunological and
molecular biological aspects of periradicular disease. Int Endod J. 1998;31(5):311-25.
117. Teixeira-Salum TB, Rodrigues DBR, Gervasio AM, Souza CJ, Rodrigues Jr 'V,
Loyola AM. Distinct Thl, Th2 and Treg cytokines balance in chronic periapical
granulomas and radicular cysts. J Oral Pathol Med. 2010;39(3):250-6.

118. Duarte PM, Szeremeske Miranda T, Lima JA, Dias Gongalves TE, Santos VR,
Bastos MF, Ribeiro FV. Expression of immune-inflammatory markers in sites of
chronic periodontitis in patients with type 2 diabetes. J Periodontol. 2012;83(4):426-
34.

119. Garcia-Herndndez A, Arzate H, Gil-Chavarria I, Rojo R, Moreno-Fierros L.
High glucose concentrations alter the biomineralization process in human osteoblastic
cells. Bone. 2012;50(1):276-88.

120. Wang J, Li G, Wang Z, Zhang X, Yao L, Wang F, et al. High glucose-induced
expression of inflammatory cytokines and reactive oxygen species in cultured
astrocytes. Neuroscience. 2012;202:58-68.

121. LiD, Deng T, Lv J, Ke J. Advanced glycation end products (AGEs) and their
receptor (RAGE) induce apoptosis of periodontal ligament fibroblasts. Braz J Med
Biol Res. 2014;47(12):1036-43.

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

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

124.  Segura-Egea JJ, Jiménez-Pinzén A, Rios-Santos JV, Velasco-Ortega E,
Cisneros-Cabello R, Poyato-Ferrera M. High prevalence of apical periodontitis
amongst type 2 diabetic patients. Int Endod J. 2005;38(8):564-9.

125.  Aktemur TS, Comert F. Relationship Between Diabetes Mellitus and Root
Canal Infections. Bulent Ecevit University; 2023.

126. Engelkirk PG, Duben-Engelkirk J, Dowell Jr V. Principles and practice of
clinical anaerobic bacteriology: Star Publishing Co., Belmont, Calif; 1992.

127.  Siqueira Jr J, Rogas 1. Exploiting molecular methods to explore endodontic
infections: part 1—current molecular technologies for microbiological diagnosis. J

Endod. 2005;31(6):411-23.

74



128. Siqueira Jr JF, Rocas IN. As-yet-uncultivated oral bacteria: breadth and
association with oral and extra-oral diseases. J Oral Microbiol. 2013;5(1):21077.

129. Paster BJ, Dewhirst FE. Molecular microbial diagnosis. Periodontol 2000.
2009;51:38.

130. Khehra N, Padda I, Swift C. Polymerase Chain Reaction (PCR). StatPearls.
StatPearls Publishing: Treasure Island, FL; 2024.

131. Singh J, Birbian N, Sinha S, Goswami A. A critical review on PCR, its types
and applications. Int J Adv Res Biol Sci. 2014;1(7):65-80.

132. Sachse K. Specificity and performance of diagnostic PCR assays. PCR
detection of microbial pathogens. Mol Biotechnol. 2004;26(1):61-80.

133.  Green MR, Sambrook J. Nested polymerase chain reaction (PCR). Cold Spring
Harb Protoc. 2019;2019(2):pdb. prot095182.

134. Pinheiro ET, Candeiro GT, Teixeira SR, Shin RC, Prado LC, Gavini G, Mayer
MP. RNA-based assay demonstrated Enterococcus faecalis metabolic activity after
chemomechanical procedures. J Endod. 2015;41(9):1441-4.

135. Carvalho AP, Nardello LC, Fernandes FS, Bruno FP, Paz LR, Iglecias EF, et al.
Effects of contemporary irrigant activation schemes and subsequent placement of an
interim dressing on bacterial presence and activity in root canals associated with
asymptomatic apical periodontitis. J Clin Med. 2020;9(3):854.

136. Kralik P, Ricchi M. A basic guide to real time PCR in microbial diagnostics:
definitions, parameters, and everything. Front Microbiol. 2017;8:108.

137.  McChlery SM, Clarke SC. The use of hydrolysis and hairpin probes in real-
time PCR. Mol Biotechnol. 2003;25:267-73.

138. Arya M, Shergill IS, Williamson M, Gommersall L, Arya N, Patel HR. Basic
principles of real-time quantitative PCR. Expert Rev Mol Diagn. 2005;5(2):209-19.
139. Nehdi A, Samman N, Aguilar-Sanchez V, Farah A, Yurdusev E, Boudjelal M,
Perreault J. Novel strategies to optimize the amplification of single-stranded DNA.
Front Bioeng Biotechnol. 2020;8:401.

140. Sanchez JA, Pierce KE, Rice JE, Wangh LJ. Linear-After-The-Exponential
(LATE)-PCR: An advanced method of asymmetric PCR and its uses in quantitative
real-time analysis. Proc Natl Acad Sci USA. 2004;101(7):1933-8.

141. Malke H. Molecular Microbiology: Diagnostic Principles and Practice. Int J
Med Microbiol. 2004;294(4):224.

75



142. Amann RIL, Ludwig W, Schleifer K-H. Phylogenetic identification and in situ
detection of individual microbial cells without cultivation. Microbiol Rev.
1995;59(1):143-69.

143. Moter A, Gobel UB. Fluorescence in situ hybridization (FISH) for direct
visualization of microorganisms. J Microbiol Methods. 2000;41(2):85-112.

144. Socransky S, Smith C, Martin L, Paster B, Dewhirst F, Levin A. "
Checkerboard" DNA-DNA hybridization. Biotechniques. 1994;17(4):788-92.

145. Colombo APV, Boches SK, Cotton SL, Goodson JM, Kent R, Haffajee AD, et
al. Comparisons of subgingival microbial profiles of refractory periodontitis, severe
periodontitis, and periodontal health using the human oral microbe identification
microarray. J Periodontol. 2009;80(9):1421-32.

146. Ward DM, Weller R, Bateson MM. 16S rRNA sequences reveal numerous
uncultured microorganisms in a natural community. Nature. 1990;345(6270):63-5.
147. Hunkapiller T, Kaiser R, Koop B, Hood L. Large-scale and automated DNA
sequence determination. Science. 1991;254(5028):59-67.

148.  Slatko BE, Gardner AF, Ausubel FM. Overview of next-generation sequencing
technologies. Curr Protoc Mol Biol. 2018;122(1):e59.

149. Ronaghi M, Uhlén M, Nyrén P. A sequencing method based on real-time
pyrophosphate. Science. 1998;281(5375):363-5.

150. Church GM. Genomes for all. Scientific American. 2006;294(1):46-55.

151. Drmanac R, Drmanac S, Chui G, Diaz R, Hou A, Jin H, et al. Sequencing by
hybridization (SBH): advantages, achievements, and opportunities. Adv Biochem Eng
Biotechnol. 2002:75-101.

152. Hanna GJ, Johnson VA, Kuritzkes DR, Richman DD, Martinez-Picado J,
Sutton L, et al. Comparison of sequencing by hybridization and cycle sequencing for
genotyping of human immunodeficiency virus type 1 reverse transcriptase. J Clin
Microbiol. 2000;38(7):2715-21.

153.  Goodwin S, McPherson JD, McCombie WR. Coming of age: ten years of next-
generation sequencing technologies. Nat Rev Genet. 2016;17(6):333-51.

154. LwnL,LiY, LiS, HuN, He Y, Pong R, et al. Comparison of next-generation
sequencing systems. BioMed research international. 2012;2012(1):251364.

155. Rothberg JM, Hinz W, Rearick TM, Schultz J, Mileski W, Davey M, et al. An
integrated semiconductor device enabling non-optical genome sequencing. Nature.

2011;475(7356):348-52.

76



156. Siqueira Jr JF, Rocas IN. Microbiology and treatment of acute apical abscesses.
Clin Microbiol Rev. 2013;26(2):255-73.

157. Bergenholtz G. Micro-Organism From Necrotic Pulp of Traumatized Teeth.
Odontol Revy. 1974;25(4):347-58

158. Sundqvist G. Bacteriological studies of necrotic dental pulps: Umeé
University; 1976.

159. Médller Jr A. Microbiological Examination of Root Canals and Periapical
Tissues of Human Teeth (Methodological studies). Odontol Tidskr. 1966.

160. Siqueira Jr J, Rogas I, Paiva S, Magalhaes K, Guimaraes-Pinto T. Cultivable
bacteria in infected root canals as identified by 16S rRNA gene sequencing. Oral
Microbiol Immunol. 2007;22(4):266-71.

161. Pinheiro E, Gomes B, Ferraz C, Sousa E, Teixeira F, Souza-Filho F.
Microorganisms from canals of root-filled teeth with periapical lesions. Int Endod J.
2003;36(1):1-11.

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

163. Siqueira Jr J, Rogas I, Favieri A, Santos K. Detection of Treponema denticola
in endodontic infections by 16S rRNA gene-directed polymerase chain reaction. Oral
Microbiol Immunol: Short communication. 2000;15(5):335-7.

164. Siqueira Jr JF, Rocas IN. Community as the unit of pathogenicity: an emerging
concept as to the microbial pathogenesis of apical periodontitis. Oral Surg Oral Med
Oral Pathol Oral Radiol Endod. 2009;107(6):870-8.

165.  Siqueira Jr JF, Rocas IN. The microbiota of acute apical abscesses. J Dent Res.
2009;88(1):61-5.

166. George N, Flamiatos E, Kawasaki K, Kim N, Carriere C, Phan B, et al. Oral
microbiota species in acute apical endodontic abscesses. J Oral Microbiol.
2016;8(1):30989.

167. Lim S-M, Lee T-K, Kim E-J, Park J-H, Lee Y, Bae K-S, Kum K-Y. Microbial
profile of asymptomatic and symptomatic teeth with primary endodontic infections by
pyrosequencing. Journal of Korean Academy of Conservative Dentistry.

2011;36(6):498-505.

77



168. Nardello LC, Amado PP, Franco DC, Cazares RX, Nogales CG, Mayer MP, et
al. Next-generation sequencing to assess potentially active bacteria in endodontic
infections. J Endod. 2020;46(8):1105-12.

169. Ozok A, Persoon I, Huse S, Keijser B, Wesselink P, Crielaard W, Zaura E.
Ecology of the microbiome of the infected root canal system: a comparison between
apical and coronal root segments. Int Endod J. 2012;45(6):530-41.

170. Keijser B, Zaura E, Huse S, Van Der Vossen J, Schuren F, Montijn R, et al.
Pyrosequencing analysis of the oral microflora of healthy adults. J Dent Res.
2008;87(11):1016-20.

171. Lazarevic V, Whiteson K, Huse S, Hernandez D, Farinelli L, OQsteras M, et al.
Metagenomic study of the oral microbiota by Illumina high-throughput sequencing. J
Microbiol Methods. 2009;79(3):266-71.

172.  Collins FS, Morgan M, Patrinos A. The Human Genome Project: lessons from
large-scale biology. Science. 2003;300(5617):286-90.

173. Luscombe NM, Greenbaum D, Gerstein M. What is bioinformatics? A
proposed definition and overview of the field. Methods Inf Med. 2001;40(04):346-58.
174. Griffen AL, Beall CJ, Firestone ND, Gross EL, DiFranco JM, Hardman JH, et
al. CORE: a phylogenetically-curated 16S rDNA database of the core oral microbiome.
PloS one. 2011;6(4):e19051.

175. Chen T, Yu W-H, Izard J, Baranova OV, Lakshmanan A, Dewhirst FE. The
Human Oral Microbiome Database: a web accessible resource for investigating oral
microbe taxonomic and genomic information. Database. 2010;2010.

176. Glockner FO, Yilmaz P, Quast C, Gerken J, Beccati A, Ciuprina A, et al. 25
years of serving the community with ribosomal RNA gene reference databases and
tools. J Biotechnol. 2017;261:169-76.

177. Tran KT, Torabinejad M, Shabahang S, Retamozo B, Aprecio RM, Chen J-W.
Comparison of efficacy of pulverization and sterile paper point techniques for
sampling root canals. J Endod. 2013;39(8):1057-9.

178. Sathorn C, Parashos P, Messer HH. How useful is root canal culturing in
predicting treatment outcome? J Endod. 2007;33(3):220-5.

179.  Vertucci FJ. Root canal anatomy of the human permanent teeth. Oral Surg Oral
Med Oral pathol. 1984;58(5):589-99.

180. Haapasalo M. rstavik D (1987) In vitro infection and disinfection of dentinal
tubules. J Dent Res. 1987;66(13):75-9.

78



181. Donnermeyer D, Matern J, Prior K, Ibing M, Hagenfeld D, Schifer E, et al. A
Methodological Study on Microbial In Vivo Sampling Methods of Root Canal
Microbiota for Next-Generation Gene Sequencing Analysis. J Endod. 2025;51(2):164-
71

182. Sweet D, Hildebrand D, Phillips D. Identification of a skeleton using DNA
from teeth and a PAP smear. J Forensic Sci. 1999;44(3):630-3.

183. Sweet D, Hildebrand D. Recovery of DNA from human teeth by cryogenic
grinding. J Forensic Sci. 1998;43(6):1199-202.

184.  Pretty I, Sweet D. A look at forensic dentistry—Part 1: The role of teeth in the
determination of human identity. Br Dent J. 2001;190(7):359-66.

185. Orstavik D, Kerekes K, Eriksen HM. The periapical index: a scoring system
for radiographic assessment of apical periodontitis. Endod Dent Traumatol.
1986;2(1):20-34.

186. Amaral RR, Braga T, Siqueira Jr JF, Rocas IN, da Costa Rachid CTC, Oliveira
AGQG, et al. Root canal microbiome associated with asymptomatic apical periodontitis
as determined by high-throughput sequencing. J Endod. 2022;48(4):487-95.

187. Segura-Egea JJ, Martin-Gonzalez J, Castellanos-Cosano L. Endodontic
medicine: connections between apical periodontitis and systemic diseases. Int Endod
J.2015;48(10):933-51.

188.  Vernillo AT. Dental considerations for the treatment of patients with diabetes
mellitus. J Am Dent Assoc. 2003;134:24S-33S.

189.  Shillitoe E, Weinstock R, Kim T, Simon H, Planer J, Noonan S, Cooney R. The
oral microflora in obesity and type-2 diabetes. J Oral Microbiol. 2012;4(1):19013.
190. Fouad AF. Diabetes mellitus as a modulating factor of endodontic infections. J
Dent Educ. 2003;67(4):459-67.

191. Arya S, Duhan J, Tewari S, Sangwan P, Ghalaut V, Aggarwal S. Healing of
apical periodontitis after nonsurgical treatment in patients with type 2 diabetes. J
Endod. 2017;43(10):1623-7.

192. Perez-Losada FdL, Estrugo-Devesa A, Castellanos-Cosano L, Segura-Egea JJ,
Lopez-Lopez J, Velasco-Ortega E. Apical periodontitis and diabetes mellitus type 2: a
systematic review and meta-analysis. J Clin Med. 2020;9(2):540.

193. Marica A, Chirla R, Porumb M, Sipos LR, Turcov ROC, Cavalu S. Impact of
type 2 diabetes mellitus on the prevalence of apical periodontitis in endodontically

treated and untreated teeth. J Med Life. 2024;17(10):918.

79



194. Siqueira Jr JF, Rogas IN. A critical analysis of research methods and
experimental models to study the root canal microbiome. Int Endod J. 2022;55:46-71.
195. Manoil D, Al-Manei K, Belibasakis GN. A systematic review of the root canal
microbiota associated with apical periodontitis: lessons from next-generation
sequencing. PROTEOMICS—Clin Appl. 2020;14(3):1900060.

196. Senges C, Wrbas K-T, Altenburger M, Follo M, Spitzmiiller B, Wittmer A, et
al. Bacterial and Candida albicans adhesion on different root canal filling materials
and sealers. J Endod. 2011;37(9):1247-52.

197. Karygianni L, Anderson A, Tennert C, Kollmar K, Altenburger M, Hellwig E,
Al-Ahmad A. Supplementary sampling of obturation materials enhances microbial
analysis of endodontic treatment failures: a proof of principle study. Clin Oral Investig.
2015;19:319-27.

198. Tang L, Ding K, Li M, Chao X, Sun T, Guo Y, et al. Differences in oral
microbiota associated with type 2 diabetes mellitus between the Dai and Han
populations. J Oral Microbiol. 2025;17(1):2442420.

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

200. Siqueira Jr JF, Ro"cas IN. Distinctive features of the microbiota associated with
different forms of apical periodontitis. J Oral Microbiol. 2009;1(1):2009.

201. Hong B-Y, Lee T-K, Lim S-M, Chang SW, Park J, Han SH, et al. Microbial
analysis in primary and persistent endodontic infections by using pyrosequencing. J
Endod. 2013;39(9):1136-40.

202. Ordinola-Zapata R, Costalonga M, Nixdorf D, Dietz M, Schuweiler D, Lima
BP, Staley C. Taxonomic abundance in primary and secondary root canal infections.
Int Endod J. 2023;56(2):278-88.

203. Bouillaguet S, Manoil D, Girard M, Louis J, Gaia N, Leo S, et al. Root
microbiota in primary and secondary apical periodontitis. Front Microbiol.
2018;9:2374.

204. Tzanetakis GN, Azcarate-Peril MA, Zachaki S, Panopoulos P, Kontakiotis EG,
Madianos PN, Divaris K. Comparison of bacterial community composition of primary
and persistent endodontic infections using pyrosequencing. J Endod. 2015;41(8):1226-
33.

80



205. De Brito LCN, Doolittle-Hall J, Lee C-T, Moss K, Bambirra Junior W, Tavares
WLEF, et al. The apical root canal system microbial communities determined by next-
generation sequencing. Sci Rep. 2020;10(1):10932.

206. Tawtik SA, Azab MM, Ahmed AAA, Fayyad DM. Illumina MiSeq sequencing
for preliminary analysis of microbiome causing primary endodontic infections in
Egypt. Int J Microbiol. 2018;2018(1):2837328.

207. Santos AL, Siqueira Jr JF, Rogas IN, Jesus EC, Rosado AS, Tiedje JM.
Comparing the bacterial diversity of acute and chronic dental root canal infections.
Plos one. 2011;6(11):e28088.

208. Siqueira Jr JF, Antunes HS, Rogas IN, Rachid CT, Alves FR. Microbiome in
the apical root canal system of teeth with post-treatment apical periodontitis. PloS one.
2016;11(9):e0162887.

209. Sanchez-Sanhueza G, Bello-Toledo H, Gonzéalez-Rocha G, Gongalves A,
Valenzuela V, Gallardo-Escarate C. Metagenomic study of bacterial microbiota in
persistent endodontic infections using next-generation sequencing. Int Endod J.
2018;51(12):1336-48.

210. Murray BE. The life and times of the Enterococcus. Clin Microbiol Rev.
1990;3(1):46-65.

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

212.  Lepp PW, Brinig MM, Ouverney CC, Palm K, Armitage GC, Relman DA.
Methanogenic Archaea and human periodontal disease. Proc Natl Acad Sci USA.
2004;101(16):6176-81.

213.  Jiang, Xia W, Li C, Jiang W, Liang J. Preliminary study of the presence and
association of bacteria and archaea in teeth with apical periodontitis. Int Endod J.
2009;42(12):1096-103.

214. Subramanian K, Mickel AK. Molecular analysis of persistent periradicular

lesions and root ends reveals a diverse microbial profile. J Endod. 2009;35(7):950-7.

81



8.EKLER

Ek 1. Etik Kurul Onay1

82



Ek 2. intihal Beyan Formu

IR TORKIVE CUMHURIVET!
o ZONGULDAK BOLENT ECEVIT ONIVERSITES!
& DI HEXIMLIG FAKOLTES!

INTIHAL RAPORU BEYAN FORAMU

Di$ HEKIMLiIGE FAKULTESI DEKANLIGINA

Endodonti Amabilim Dalmda yirisilen “Divsbetli Hastalann Kok Kanzl
Enfeksivonlarmdaki Mikyobiyal Kominite” baghkh tez icin aksdemik intihal engelieme|
programunda vapilan tarama sonucunda elde edilen benzerlik oranlan asaZidadar.

Beyan edilen bilgilerin dogru oldugunu, aksi halde dogacak bukuki sorwmiviuklan kabul

ve beyan ederiz. 240272025 _
Ogrenci Adi-Soyad Damgman Adi-Sovad:
Arg. Gor. Nazife Maide DAYICAN Prof. Dr. Seving AXTEMUR TURKER
Imza _Imzs

BENZERLIK ORANLARI: 9411

Ek: Intinal tespit programm giktisa

83




Ek.3. intihal Raporu

CIREMALLIK BAPORL

w11 &7 %3 %6

BEMZERLIK EMDEKSI INTERMET KAYMAKLARI  YAYIMLAR OGREMCI DDEVLERI

BIRIMCIL KaYNAKLAR

Submitted to Billent Ecevit Universitesi
DErenci Odevi

%3

o

acikbilim.yok.gowv.tr

internet Kaynag

%3

Submitted to Eskisehir Osmangazi University
OErenci Odewi

%]

=]

slidetodoc.com

internet Kaynag

%]

by <o
H :Erl:;ﬁ:i;bul.edu.tr:4444 {%1
n :ﬂ:ﬁ}:ﬂﬂduntikﬂngre.mm {%1
n Songur, Efsun. "Enfekte Sut Disi Kok {%1

Kanalinda Yer Alan Secilmis Odontopatojenik

Mikroorganizmalara Karsi Ozonun Etkinliginin
in Vitro ve in Vivo Kosullarda

84



Degerlendirilmesi”, Ankara Universitesi
(Turkey), 2024

Yayn

H acikerisim.baskent.edu.tr < 1
Internet Kaynag %
M Submitted to Gaziantep Aniversitesi
DErenci Odevi p {% 1
m Submitted to Istanbul Medipol Aniversitesi < 1
DErenci Odevi %
H Submitted to Selcuk Universitesi < 1
DErenci Odevi %
journals.lww.com
m JIr'|tlern|5~': Kaynag {%1
Pq!at, E_zgiﬁ. "Muhase.b? Mes_lek Mens_ypla_rmm {%1
Musteri Karliik Analizi ve bir Model Onerisi”,
Anadolu University (Turkey), 2022
Yayin
M Submitted to Trakya Universi
15 OErenci Odevi y ty {%1
Submitted to University of Wisconsin {%1
Extension
DErenci Odevi
Buyukbayrak, Ayhan. "Cocukluk Cagindaki {%1

uriner Sistem enfeksiyonlarinda Risk

85



faktorlerinin Incelenmesi”, Marmara
Universitesi (Turkey), 2021

¥ayin

3

ard.bmj.com

imternet Kaynag

openaccess.hacettepe.edu.tr

Imternet Kaynag

Cakir, Ece. "Ozon Gazi Uygulanmis Koyun Sutu
orneklerinin Fizikokimyasal ve Mikrobiyolojik
Ozelliklerinde Meydana Gelen Degisimlerin
Belirlenmesi”, Necmettin Erbakan University
(Turkey)

¥ayin

fd

ER, Ozglr, CANAKCI, Burhan Can, TUNCAY,
Oznur and KAHRAMAN, Yasemin.
"*PERIAPIKAL LEZYONLU DISLERDE CANDIDA
ALBICANS'IN ELEKTRONIK-BURUN
TEKNOLOJiSi VE", Firat Universitesi, 2017.

¥ayin

www.ncbi.nlm.nih.gov

Imternet Kaynag

Caliskan, Cansu. "Juvenil Idiopatik Artritli
Cocuklarda Dental ve Periodontal Durumlarin
Klinik ve Biyokimyasal Olarak
Degerlendirilmesi”, Marmara Universitesi
(Turkey), 2023

¥ayin

86



Kiziltekin, Rana. "Sendromsuz dudak damak
yarikl hastalarda MSX1 gen polimorfizminin
yarik bolgesindeki etkinliginin incelenmesi”,
Izmir Katip Celebi University (Turkey), 2024

Yanyn

Zengin, Muhittin. "Ylksek Nemli Misirla
Beslenen Kuzularda Bacillus Licheniformis
Kullanmiminin Besi Performansi, Kan
Parametreleri, Rumen Fermentasyonu ve
Mikrobiyotasi Uzerine Etkileri", Balikesir
University (Turkey), 2024

Yayin

jcm.asm.org

Internet Kaynag

vdoc.pub

Internet Kaynag

<o ]

www.duvaryayinlari.com
Internet Kaynag

<o ]

Hancock, H.H.. "Bacteria isolated after
unsuccessful endodontic treatment in a North
American population”, Oral Surgery, Oral
Medicine, Oral Pathology, Oral Radiology and
Endodontology, 200105

Yayin

30

Ronald Ordinola-Zapata, Massimo
Costalonga, Donald Nixdorf, Matthew Dietz et

87



Ek.4. Tez Yazim Degerlendirme Formu

DiS HEKIMLiGi FAKULTESI DEKANLIGINA

Endodonti Anabilim Dalinda yiiriitilen “Diyabetli Hastalarin Kok Kanal
Enfeksiyonlarindaki Mikrobiyal Komiinite” ba$llk]l ve uzmanlik 6grencisi Nazife Maide
DAYICAN tarafindan hazirlanan uzmanlik tezinde;

[U'DIS KAPAK SAYFASI

[(AiC KAPAK SAYFASI

] TEZ KABUL VE ONAY SAYFASI

] ONSOZ SAYFASI

4 TORKCE OZET

[HNNGILIZCE OZET (ABSTRACT)

A ICINDEKILER

A SIMGELER ve KISALTMALAR

[ASEKIL DIZINi (Gerekli ise)

[ TABLO DIiZiNi (Gerekli ise) "

[AGiRiS |

[/ GENEL BIiLGILER

[\ GEREC ve YONTEM

[BULGULAR

(A TARTISMA

LASONUCLAR

KAYNAKLAR
EKLER (Etik kurul onay1 vb.)

A OZGECMIS

[\ INTIHAL RAPORU

Q};ORMATLA ILGILI DIGER HUSUSLAR (Alt béliimler, Latince isimler,
Ondalik ayraglar, Metin igerisindeki gondermeler ve kaynak gistermeler, Alintilar,
Dipnotlar, Simgeler ve kisaltmalar vb.)

Tez yazim kilavuzunda belirtildigi gibi hazirlanmstir.

Yukarida belirtilen hususlar tarafimdan kontrol edilmistir.

Damsmamn Adi-Soyadi: Prof. Dr. Seving AKTEMUR TURKER

Tarih: 2,00, 2025 imza:
Kontrol Eden
Adi-Soyadi: Do¢. Dr. Gediz GEDUK

Tarih: 21.023 7975 imza:

88




9.0ZGECMIS

Adi Soyadi: Nazife Maide DAYICAN
Dogum Yer/ Tarihi:
Yabanci Dil: Ingilizce
Egitim Bilgileri: Kirkkonaklar Anadolu Lisesi
Ankara Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi

Calistign Kurum: Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi
Endodonti Anabilim Dali

E-posta:

39



	Boş Sayfa

