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OZET

Periodontal Apse Orneklerinin Bakteriyel Iceriginin Real Time PCR ile
Kantitatif Olarak Arastirilmasi

Amag: Bu ¢alismanin amaci, daha 6nce kiiltiir yardimiyla periodontal apselerden
ilk kez tespit edilen bakterilerin yani sira, periodontal apse olusmasinin nedeni olarak
kabul edilmis olan periodontitis etkeni bakteriler ve son dénemde periodontal hastalik
etkeni olabilecegi ileri siiriilen yeni bakteri tiirlerinin periodontal apse drneklerinde total
bakteriler arasindaki mevcudiyeti ve yogunlugunun Real Time PCR ile kantitatif olarak
belirlenmesidir.

Materyal ve Metot: Sistemik olarak saglikli, son ii¢ ay igerisinde antibiyotik ve
antienflamatuvar ila¢ kullanmamus, klinik ve radyolojik muayene sonucu endodontik
problemi olmayip periodontal apse teshisi konulan 30 goniillii hastadan peridontal apse
icerigi alind1. Toplanan Periodontal Apse 6rneklerinden genomik DNA izolasyonu igin
Genomic DNA Purification sistemi kullanilarak iretici firmanin protokoliine gore
yapildi. Periodontal apse Orneklerinde arastirdigimiz bakterilerin kantitatif miktarinin
belirlenmesi amaciyla SYBR Green Real Time PCR (qPCR) ydntemi kullanildi. izole
edilen genomik DNA nin konsantrasyonu ve saflik derecesi nanodrop cihazi kullanilarak
spektroskopik olarak belirlendi. Periodontal apse igerisindeki bakterilerin nispi ol¢timii
icin Real-Time PCR hassas, etkili ve giivenilebilir bir yontemdir. Sunulan c¢aligmada
toplam bakteri yiikii igerisindeki hedef bakteri prevalansini Slgmek icin olusturulan
standart egri i¢in Escherichia coli jm 109 susu kullanildi. Ilk olarak 108 den 101 e kadar
degisen sayilarda Escherichia coli hiicrelerinden izole edilecek genomik DNA’lar
kullanilarak SYBR Green Real Time PCR yontemiyle her bir genomik DNA i¢in CT (esik
dongiisii) degeri hesaplanarak standart grafik olusturuldu. Daha sonra 30 goniilli
bireyden toplanan periodontal apse oOrneklerlerinden elde edilen genomik DNA
kullanilarak her bir bakteri ve total bakteri (16S rRNA) i¢in qPCR yapildi. Elde edilen
CT degerleri standart grafige yerlestirilerek total bakteri i¢indeki arastirilan bakterinin
sayisi belirlendi.

Bulgular: Arastirdigimiz 21 bakteriden 17’sinin periodontal apse igerigindeki
varligi, tespit sikligi ve miktarlari belirlendi. A.actinomycetemcomitans, S.pneumoniae,
S.haemolyticus ve M.cerebrosus inceledigimiz Orneklerde tespit edilemedi.
P.gingivalis'in periodontal apse iceriginde en yiiksek rolatif bakteri sayisina sahip olan
bakteri oldugu saptandi. Yeni ¢calismalarda periodontal hastaliklarda etkili olan bakteriler
olan D.pneumosintes, P.endodontalis ve F.alocis yiiksek prevalans ve sayilarda tespit
edildi. Diger taraftan kiiltiir yontemiyle yakin zamanda ilk kez saptanmis olan bakteriler
olan S.mitis, S.gordonii, S.constellatus, A.naeslundii ve bunun yaninda P.acnes’in
prevalans ve rolatif bakteri sayis1 degerleri belirlendi.

Sonug: Periodontal patojen olduklar1 bilinen bakterilerin, son zamanlarda yapilan
calismalarda periodontal hastaliklarda etkili olduklar1 diigiiniilen bakterilerin, yakin
zamanda kiiltiir yontemiyle periodontal apse igeriginde ilk kez bulundugu belirtilen ve
farkli viicut bolgelerinde apse gelisiminde etkili oldugu bilinen bakterilerin periodontal
apse icerigindeki varlik, prevalans ve sayilar1 belirlendi.

Anahtar Kelimeler: periodontal apse, PCR, mikrobiyoloji, genomik DNA,
periodontopatojen bakteri



ABSTRACT

Quantitative Investigation of the Bacterial Content of Periodontal Abscess
Samples by Real Time PCR

Objective: The aim of this study was to determine the presence and density of
periodontitis causative bacteria, which has been accepted as the cause of periodontal
abscess formation, and the presence and density of new bacterial species, which have
recently been suggested to be the cause of periodontal disease, among total bacteria in
periodontal abscess samples, as well as the bacteria detected for the first time from
periodontal abscesses with the help of culture. It is determined quantitatively by Real
Time PCR.

Material Method: Periodontal abscess contents were obtained from 30 volunteer
patients who were systemically healthy, did not use antibiotics and anti-inflammatory
drugs in the last three months, had no endodontic problems as a result of clinical and
radiological examination, and were diagnosed with periodontal abscess. Genomic DNA
isolation from collected Periodontal Abscess samples was performed according to the
manufacturer's protocol using the Genomic DNA Purification Kit system. SYBR Green
Real Time PCR (qPCR) method was used to determine the quantitative amount of
bacteria that we investigated indicated in periodontal abscess samples. The concentration
and purity of the isolated genomic DNA were determined spectroscopically using a
nanodrop device. Real-Time PCR is a sensitive, effective and reliable method for the
relative measurement of bacteria in periodontal abscess. Escherichia coli jm 109 strain
was used for the standard curve created to measure the prevalence of target bacteria in
the total bacterial load in the present study. First, a standard graph was created by
calculating the CT (cycle threshold) value for each genomic DNA using the SYBR Green
Real Time PCR method using genomic DNAs to be isolated from Escherichia coli cells
in numbers ranging from 108 to 101. Then, gPCR was performed for each bacteria and
total bacteria (16S rRNA) using genomic DNA obtained from periodontal abscess
samples collected from 30 volunteer individuals. The CT values obtained were placed on
the standard graph and the number of the investigated bacteria in the total bacteria was
determined.

Results: The presence, detection frequency and amounts of 17 of the 21 bacteria
we investigated in the periodontal abscess content were determined.
A.actinomycetemcomitans, S.pneumoniae, S.haemolyticus and M.cerebrosus could not be
detected in the samples we examined. It was determined that P.gingivalis was the bacteria
with the highest relative bacterial count in periodontal abscess content. In new studies,
D.pneumosintes, P.endodontalis and F.alocis, which are the bacteria that are effective in
periodontal diseases, were detected in high prevalence and numbers. On the other hand,
the prevalence and relative bacterial count values of S.mitis, S.gordonii, S.constellatus,
A.naeslundii as well as P.acnes, which were detected for the first time by culture method,
were determined.

Conclusion: The presence, prevalence and numbers of bacteria known to be
periodontal pathogens, bacteria that are thought to be effective in periodontal diseases in
recent studies, and bacteria that are known to be effective in the development of abscesses
in different body regions, were determined.

Key Words: periodontal abscess, PCR, microbiology, genomik DNA,
periodontopathic bacteria
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1. GIRIS

Akut periodontal hastaliklar periodonsiyum ve iliskili yapilari iceren hizl
baslangicli doku yikimi ve enfeksiyon ile karakterize klinik durumlardir.lY! Bu durumlar
icerisinde; dis eti apseleri, periodontal apseler, nekrotizan periodontal hastaliklar,
herpetik gingivostomatitis, perikoronal apseler veya perikoronitis ve endo-perio lezyonlar
bulunur.®! Periodontal apseler spesifik olarak, belli bir zaman araliginda periodontal
dokularda yikim, derin periodontal cepler, sondalamada kanama, supurasyon ve agri ile
Miskili, akut, dis destek dokularmnn hizla yikimina sebep olan lokalize irin birikimi olarak
tanimlanabilirler.[> 4

Periodontal apseler acil tedavi gerektirirler, disin prognozunu olumsuz etkilerler
ve bazi durumlarda sistemik semptomlara sebep olabilirler. Bu lezyonlarla birlikte dis
etinde basing hissi, mobilite, perkiisyona hassasiyet ve digin soketten yiikselmesi gibi
semptomlar goriilebilir.[’! Biitiin bu sebeplerle periodontal apseler, dental acil durumlar
icinde degerlendirilirler. ©

Periodontal dokularda apselerin olusumu; pulpa nekrozu (endodontik, periapikal
veya dentoalveolar apseler), periodontal enfeksiyonlar (dis eti apsesi veya periodontal
apsel™), perikoronit (perikoronal apse), travma, cerrahi®® veya yabanc cisim gibi farkl
etiyolojilerle agiklanabilir. Periodontal apseler daha 6nceden var olan bir periodontal
cepte veya daha dnceden periodontal cep olmayan bir bolgede gelisebilirler.[?]

Bu dogrultuda, periodontal apselerin genellikle kronik periodontitisli hastalarda
olustugu, subgingival mikrobiyatadaki degisiklikler, konak direncindeki diisiis veya her
ikisinin birlikte bulunmasiyla olusumunun kolaylastig1 6ne siiriilmiistiir.’l Genelde
periodontal apse ile ilgili mikrobiyolojik ¢alismalar, periodontitise benzer bir mikrobiyal

kompozisyon gostermistir.?l Bundan dolay1, bu klinik tabloyla ilgili mikrobiyolojik



caligmalar genellikle periodontal patojenlerle sinirli kalmis, periodontal apse iceriginde
periodontitisten farkli patojenlerin olup olmadigi yeterince arastirtlmamaistir.

Periodontal apselerde farkli tekniklerle tanimlanan en yaygin bakteri tiirleri
Porphromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Aggregatibacter
actinonycetemcomitans, Fusobacterium nucleatum, Tannerella forsythia, Prevotella
melaninogenica, Treponema tiirleri, Campylobacter tiirleri, Capnocytophaga tiirleri veya
gram negatif enterik cubuklardir.[?]

Periodontal ceplerdeki periodontopatojen bakterilerin varligimni belirlemek i¢in,
peptidaz aktivite testleri®, benzoil-DL-arjinin-naftilamid (BANA) hidroliz testleri®,
enzimatik metotlar™, antikor bazli evalusite testleril*?, bakteriyel kiiltiir ve real time
PCR yontemleril*®l, ve immiinoslot blot testleril**! gibi ¢esitli yontemler giiniimiize kadar
kullanilmigtir. Gelisen teknolojiyle birlikte periodontal patojenleri tespit etmek igin PCR
ve DNA/DNA veya DNA/RNA prob yontemleri gibi teknikler gelistirilmistir. Bununla
birlikte periodontal tedavi sirasinda bakteriyel degisiklikleri izleyecek basit, giivenilir ve
uygun maliyetli bir test bugiine kadar gelistirilememistir.[** 6]

Rekombinant DNA ve molekiiler filogenetik tekniklerle birlikte organizmalarin
kiiltiire edilmesine gerek kalmadan dogal mikrobiyal topluluklarin karakterize edilmesini
saglayacak yontemler gelistirilmistir.*”) Mikrobiyal gesitliligi arastirmak i¢in mevcut en
iyi model DNA’nin hedef ortamdan izole edilmesine, ribozomal DNA’nin (rDNA)
cogaltilmasina, amplikonlarin Escherichia coli’ye klonlanmasina ve klonlanmis 16S
rDNA eklerinin siralanmasina dayanmaktadir.*’- 81 Bu tekniklerin gelismesiyle birlikte,
oral flora bakterilerinin 16S rRNA bdlgelerinin klonlama ve sekanslamasina dayanan
arastirmalarda yeni mikrobiyal tiirler belirlenmistir.[t% 2]

Molekiiler tekniklerle yapilan ¢alismalar, kiiltiir temelli ¢alismalarla

kiyaslandiginda, kiiltiir temelli tekniklerde ¢ogu ortamdaki bakteri cesitliliginin ciddi



sekilde dikkate alimmadigini gostermektedir.[?> 221 Oral bakterileri kiiltiire edebilmek igin
gosterilen cabalarla birlikte, oral bakterilerin yaklasik %50 sinin kiiltiire edilebildigi
diistiniilmektedir.[*°]

Kary Mullis 1983 yilinda polimeraz zincir reaksiyonunu (PCR) tanimlayarak
molekiiler biyolojide ¢igir agmistir. PCR yontemi mikroorganizmalarin 16S ribozomal
RNA genlerindeki 6zel bolgelerin ¢ogaltilmast mekanizmasi ile ¢aligmaktadir. Daha
spesifik olarak agiklamak gerekirse; PCR spesifik genlerin amplifikasyonunu saglamistir,
ve otomatik DNA siralama yontemlerinin gelistirilmesi, ¢ok sayida organizmada hem
tiim genomlarin hem de spesifik genlerin hizli karakterizasyonuna izin vermistir.[?®l
Periodontal apse igerigini belirlemeye yonelik PCR caligmalar1 olsa da bu ¢alismalar
kiiltiire edilebilen bakteriler {izerine veya spesifik periodontal patojenlerin Onceden
belirlenerek aragtirilmasina dayandigi i¢in yeni mikroorganizmalarin bulunmasi olasiligi
genellikle goz ardi edilmistir.

Supragingival dis taslarindan elde edilen saf kiiltiirlerin 16S rekombinant DNA
teknigiyle incelenmesi sonucu daha once dis tasit veya bakteriyel plakta rastlanmayan
Neisseria flava, Aggregatibacter segnis, Streptococcus tigurinus, ve Morococcus
cerebrosus gibi bakteriler goriilmiistiir.[24

Bu calismalar 1s1ginda konak direncinde ve subgingival mikrobiyatadaki
degisikliklerin periodontal apse olusumunu etkileyebilecegi diigiiniilmektedir. Yapilan
literatiir taramalarinda periodontal apse igerigine yonelik caligmalarin yetersiz oldugu
goriilmektedir. Periodontitisli hastalarda molekiiler tekniklerle yapilan bir ¢aligmada
periodontitisle iligkili yeni tiirlerin tanimlanmas1 periodontal apse igeriginde de yeni
patojenlere rastlanabilecegini diisiindiirmektedir.!?! Bu durum periodontal apse igeriginin
molekiiler yontemlerle incelenmesini zorunlu kilmaktadir. Yeni yontemlerle periodontitis

icin muhtemel patojenlerin saptandig: durumlarda,!?” periodontal apse iceriginin kiiltiire



edilmeden dogal mikrobiyatasinin rekombinant DNA ve molekiiler filogenetik
tekniklerle incelenmesi sonucu heniiz saptanmamis bakterilerin belirlenmesi olasidir.

Bu ¢aligmanin amaci, daha 6nce kiiltiir yardimiyla periodontal apselerden ilk kez
tespit edilen bakterilerin yani sira, periodontal apse olusmasinin nedeni olarak kabul
edilmis olan periodontitis etkeni bakteriler ve son donemde periodontal hastalik etkeni
olabilecegi ileri siiriilen yeni bakteri tiirlerinin periodontal apse orneklerinde total
bakteriler arasindaki mevcudiyeti ve yogunlugunun Real Time PCR ile kantitatif olarak
belirlenmesidir.

Bu calismada, periodontal apse igerigindeki bakterilerin kiiltiire edilmeden
molekiiler diizeyde incelenmesi igin Atatiirk Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi’ne
basvuran sistemik olarak saglikli ve periodontal apse tanisi konmus hastalardan
periodontal apse igerigi paper point ve periodontal kiiretler yardimiyla alinarak, Atatiirk
Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Béliimii, Genetik Ana Bilim
Dali laboratuvarlarinda genomik DNA izolasyonu yapilarak spesifik bakterilere yonelik
olmadan periodontal apse orneklerinin bakteriyel igerigi Real Time PCR ile kantitatif

olarak incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Apseler

Apseler kapali bir alanda irin birikimi ile karakterizedirler ve insan viicudunun
hemen hemen tiim organ veya dokularinda gelisebilirler.?8! Apseler, bir dis fibrotik
duvar, bir i¢ 16kosit tabakasi ve merkezde nekrotik bir alandan olusurlar.?”l Apse
duvarinin yapisi ve gecirgenligi enfeksiyonun siiresine ve kapsiil olusum asamasina gore
degisir. Apse olusumunun ilk asamasinda pyojendz bir zar, piiriilan lezyonlar1 gevre
dokudan ayirir. Daha sonra apse sinirinda grantilasyon dokusu gelisir. Kronik apselerde
bu graniilasyon dokusu fibroz bir kapsiille yer degistirir.[28]

Apseler floranin normalde steril bir viicut bdlgesine girmesiyle olusurlar ve
genellikle polimikrobiyaldirler. Staphylococcus aureus ve grup A beta hemolitik
streptokoklar, deri ve yumusak doku apselerinde en sik goriilen aeroplardir ve tiim viicut
bolgelerinden izole edilirken, mukoza zarlarini kolonize eden organizmalar, viicudun bu
bolgeleriyle komsulukta olan enfeksiyonlarda baskindirlar. Dolayisiyla, gastrointestinal
ve servikal floranin organizmalar1 ( Enterik gram basil ve Bacteroides fragilis grubu)
siklikla karin i¢i, kalga ve bacak lezyonlarinda bulunmustur. Grup A beta hemolitik
streptokoklar, pigmentli Prevotella ve Porphyromonas tiirleri ve Fusobacterium tiirleri
en sik bas, boyun ve parmak lezyonlarinda goriilmiistiir. Bu organizmalar muhtemelen bu
bolgelere normal floranin bir pargasi olduklari agiz boslugundan ulagmistirlar.[?®]

Deri ve deri alti yumusak doku apseleri en sik stafilokoklardan kaynaklanir ve
kiiiik bir yaralanmadan sonra veya folikiilit komplikasyonu olarak gelisebilirler.l?*! Bu
enfeksiyonlar yasami tehdit eden bakteriyemi ve metastatik apseler i¢in enfeksiyon odag:
olustururlar. Staphylococcus aureus ve Streptococcus pyogenes gibi gram pozitif
organizmalar, bulasic1 siirecin erken safhalarinda izole edilen bakterilerdir. Bu tiir

enfeksiyonlar subkutandz dokular, fasya ve kaslara yayildiginda ciddi sonuglar



dogurabilirler.’! Yine kutandz enfeksiyolarla iliskili olarak anal salgi bezlerinin
tikanmasi, bakteri iiremesine ortam hazirlayarak perianal apselerin olusumuna yol
acabilir.®%! Digkida baskin olan B. fragilis grubuna ait organizmalar, en sik perirektal
alandaki apselerden kiiltiire edilmistir. Agiz boslugunun yani sira diskida da bulunan
Prevotella melaninogenica yine bu bolge apselerinde goriilen bakterilerdendir. 28]

Beyin apsesi, beyin parankiminin fokal piyojenik enfeksiyonudur.B! Bacteroides,
Peptostreptococcus ve Streptococcus beyin apselerinde siklikla saptanan bakteri
tiirlerindendir.*?! Yine beyin apselerinden en yaygin izole edilen organizmalar anaerobik
bakteriler, aerobik ve mikroaerofilik streptokoklar, Enterobactericeae ve Staphylococcus
aureus’tur. Beyin apsesi i¢in baglica predispozan faktorler; enfeksiyon, travma ve komsu
bolgelerdeki enfeksiyon odaklarindan hematojen yayilimdir. Mikrobiyal etiyoloji birincil
enfeksiyonun yerine, yasa, altta yatan kosullara, bagisiklik durumuna ve cografyaya gore
degisiklik gosterir.!!

Escherichia coli ve Bacteroides fragilis intraperiotoneal apse olusumundan
sorumlu tutulan bakterilerdendir.?” 33 Karin boslugunda yer alan piiriilan lezyonlar
genellikle Escherichia coli ile periton enfeksiyonun bir sekelidir. Bacteroides fragilis’in
ise ardisik intraperitoneal apse olusumunun ana sorumlusu oldugu bildirilmistir.3% 3%
Prevotella bivia ve Prevotella disiens servikal kanalda baskin olan bakterilerdir ve pelvik
apselerde siklikla rastlanirlar. Abdominal ve rektal apselerde baskin aerop ve fakiiltatif
organizmalar Enterobacteriaceae ve stafilokoklardir. Neisseria gonorrhoeae pelvik
apselerde siklikla goriilen bir bakteridir.!?®!

I¢ organlarm perforasyonunu takiben olusan karm igi apselerin mikrobiyolojisi
benzer organizma paternlerinden ve perforasyon seviyesinde gastrointestinal floradan
olusur. Baskin anaerobik bakteriler B. fragilis grubu, Peptostreptococcus ve Clostridium

turleridir. En sik izole edilen aerobik ve fakiiltatif bakteriler ise Enterobacteriaceae ve



Grup D Enterococcus tiirleridir. Cesitli intra-abdominal,*®! retroperitoneal,*") viseral (6r:
pankreatik, hepatik,[*® splenik®) ve perirektal apselerdel*® bu mikroorganizmalara
rastlanmistir. Rektal ve servikal floradan kaynaklanan pelvik, vulvovajinall* ve
prostatik(“?l apselerin mikrobiyolojisinde de benzer bir model mevcuttur.[® 44 Baskin
anaerobik bakteriler P. bivia, P. disiens ve peptostreptokoklar iken, en sik rastlanan
aerobik ve fakiiltatif bakteriler Enterobacteriaceae, N. gonorrhoeae ve Grup B
streptokoklardir. 128!

Dental, orofasiyal ve boyun apselerinin mikrobiyolojisi esas olarak oral flora
mikroorganizmalarindan  kaynaklanir.**  Bunlar peritonsiller,*®  retrofaringeal "]
parotik[®l ve servikal lenf bezi™ apselerini igerirler. Bu apselerin icerigindeki
anaeroplar, Prevotella ve Porphyromonas, Fusobacterium ve Peptostreptococcus
tirleridir. En sik olarak izole edilen aerop ve fakiiltatif bakteriler ise Streptococcus
pyogenes ve Staphylococcus aureus’tur.?®l

Kiginin yasam boyu dental apse prevelansinin %5-46 arasinda oldugu
belirtilmistir.®® Dental apseler genellikle dis ¢iiriigii, periodontitis, travma veya
endodontik enfeksiyonlara ikincil olarak ortaya ¢ikarlar.’¥l Bunun yaninda dental apse,
bakteriler ve toksik tiriinlerinin periapikal dokularda akut enflamasyonu indiiklemesiyle
ve apikal apikal foramen yoluyla bu bolgeye ulasmasiyla meydana gelebilir.5?l Dental
apselerin esas belirtileri genellikle etkilenen dise bitisik olan rubor, dolor, calor, tumor ve
fonksiyon kaybidir. Dental apsenin yayilmasiyla odontojenik enfeksiyonlar ve sepsis
olusabilir.P]

Odontojenik enfeksiyonlarin ¢ogu, sistemik olarak saglikli hastalarda, ¢iiriik veya
travmanin neden oldugu pulpa nekrozunun bir sonucu olarak ortaya ¢ikarlar. Periodontal
enfeksiyonlar, perikoronit, travma ve cerrahi diger kaynaklardir. Bu enfeksiyonlarin cogu

kolaylikla iyilesse de, dzellikle bagisiklig1 zayiflamis hastalarda bas ve boyun bolgesinde



ciddi enfeksiyonlara yol agabilirler.® Odontojenik veya dental apseler enfeksiyonun
kaynagina gore endodontal veya periapikal apse, periodontal apse ve perikoronal apse
olarak tanimlanabilirler.®® Bu apselerin mikrobiyal icerigini inceleyen ¢alismalarda,
igerigin genellikle polimikrobiyal oldugu goriilmiistiir. ¢!

2.2. Periodontal Apseler

Periodonsiyumdaki apseler, nekrotizan periodontal hastaliklar ve virlis
enfeksiyonlar ile birlikte akut periodontal durumlar baslig1 altinda yer almaktadirlar.
Periodontal dokulardaki apseler, odontojenik veya dental apseler; perikoronitis, pulpa
nekrozu (dentoalveolar apseler), endo-perio lezyonlar (endo-perio apseler), periodontal
enfeksiyonlar (gingival apseler ve periodontal apseler) ve diger apseler; cerrahi ve
travmayal® bagl apseler olarak smiflandirilmigstir.[5”]

Periodontal apseler lokalizasyonu ve lezyonu g¢evreleyen dokulara gore; gingival
apseler, periodontal apseler ve perikoronal apseler olmak iizere iige ayrilirlar.®

Gingival apse bazen daha 6nce periodontal olarak saglikli bir alanda marjinal dis
eti veya interdental papillay1 da igeren lokalize, agrili, hizla genisleyen bir lezyondur.
Genellikle dis etine sikismis yabanci maddelere karsi akut bir iltithaplanma tepkisidir ve
erken evrelerde piiriizsiiz, parlak ytizeyli, kirmiz1 bir sislik olarak goriiliir. 24 ila 48 saat
icinde, lezyon genellikle ince uglu piiriilan eksudanin ¢ikabilecegi bir sislik halini alir ve
ilerlemesine izin verilirse kendiliginden eksuda bosalir. Semptomlar pulpal
hipersensitiviteyi de igerebilir.’! Dis eti apselerinin etiyolojisinde yabanci cisim sikigmas1
yaninda travma ve mikrobiyal plak enfeksiyonu gibi gesitli etkenler de bulunabilir.[5®!

Periodontal apseler tipik olarak orta veya ileri seviyede derin periodontal cepleri
bulunan tedavi edilmemis periodontitis hastalarinda bulunurlar. Genellikle 6nceden var

olan ceplerin akut alevlenmeleri sonucu ortaya ¢ikarlar. Primer olarak yetersiz dis tasi

temizligine bagli olmakla birlikte, ¢esitli klinik durumlarla iligkilidirler. Periodontal



apseler dis kaybinin ana sebebi olarak bildirilmistirler, fakat uygun periodontal tedavi ve
idame ile 6nemli derecede kemik kaybi olan disler dahi uzun yillar boyunca idame
edilebilirler.l®®!

Perikoronal apseler, kismi1 olarak siirmiis disleri ¢evreleyen yumusak doku olan
operkiilumun enflamasyonu sonucu ortaya ¢ikarlar. Bu durum en sik olarak mandibular
ticiincli molarlarin etrafinda goriiliir. Gingival apselerde oldugu gibi inflamatuar lezyon
mikrobiyal plak biyofilmi, besin sikismasi veya travma sebebiyle olusabilir.[*®!
Perikoronitis Oykiisii olan hastalarda genellikle yutkunma giicliigii vardir. Perikoronitisin
ciddiyeti ve apse olusumunun gelisimi gram negatif anaerobik patojenlerin artan
oranlartyla iliskilendirilmistir.[>%

Apseler lezyonun alevlenme durumuna gore akut veya kronik olarak
siiflandirilabilirler. Akut periodontal apseler siklikla kronik bir enflamatuar periodontal
lezyonun alevlenmesiyle ortaya gikarlar. Bu tablonun ortaya ¢ikmasini kolaylagtiran
faktorler azalmis doku direnciyle birlikte bakterilerin artmis sayisi, viriilansi ve drenajin
bozulmasidir. Drenaj, derin kivrimli cep morfolojisi, debris veya cep agzinin epitel ile
kapanmas1 sonucu engellenebilir. Akut apseler gingival dokularin agrili, kirmizi,
O0dematoz, diizgiin ve oval sisligi seklinde goriiliirler. Cogu olguda eksiida nazik bir
basingla gingival marjinden direne edilebilir. Dis perkiisyona kars1 hassastir ve soketten
yiikselmis hissi olabilir. Nadiren de olsa ates ve bolgesel lenfadenopati goriilebilir.®!

Kronik periodontal apseler yayilan enfeksiyonun spontan drenaji ve konak cevabi
veya tedaviyle kontrol altina alinmasiyla olusurlar. Konak ile enfeksiyon arasinda bir
denge kuruldugunda, hasta ¢ok az semptoma sahip olabilir veya hic semptom
gostermeyebilir. Fakat fistiil yolu ve periodontal cep enflamasyonu bulgularina kiint bir
agr1 eslik edebilir.’8l Kronik periodontal apse uzun bir siire mevcut olabilir ve hastalarin

tedavi aradig1 aralikli bir ekslidasyon oykiisii olabilir. Genellikle derin destekleyici



dokulardan kaynaklanan ve kok boyunca dis eti mukozasina agilan bir fistiil yolu olarak
ortaya ¢ikar. Fistiil agzinin tespit edilmesi zordur, bir nokta seklinde goriilebilir ve kii¢iik
pembe bir graniilasyon dokusuyla kapli olabilir. Siniis yolunun agiklig1 tikanirsa kronik
apseler akut apselere doniisebilirler.®”]

Periodontal apseler tek veya ¢oklu apseler olarak da siniflandirilabilirler. Tek diste
goriilen periodontal apseler genellikle periodontal cebin drenajina engel olan lokal
faktorlerle iligkilidirler. Coklu periodontal apseler ise genellikle kontrol altina alinmamis
diabetes mellitus hastalarinda veya tedavi edilmemis periodontitisi olan sistemik
antibiyotik tedavisi uygulanan hastalar gibi sistemik durumlara bagli olarak ortaya
cikarlar.[6% 621
2.3. Periodontal Apselerin Etyolojisi
2.3.1. Derin Bir Periodontal Cep Agzinin Tikanmasi
Periodontal apselerin periodontal cep agzinin tikanmasi ile tetiklendigine ve
bunun da bakterilerin ortamdan uzaklagsmasina engel olarak konak hiicrelerinin
birikmesine neden olduguna inanilmaktadir.’] Bunun sonucunda enfeksiyon, cepten
cevre dokulara yayilir ve daha sonra lokalize olur. Bolgedeki doku hasarinin
notrofillerden salinan lizozomal enzimlerin sonucu olustugu kabul edilmektedir.[3
Yiyecek ve yabanci cisim sikismasi gibi yerel faktorlerin cep agzini tikamasi, %481 komsu
dokulardan gelen eksiidanin drenajini 6nler. Periodontal apse ¢cocuklarda nadir goriiliir ve
eger goriiliirse genellikle dncesinde saglikli olan periodontal dokulara yabanci bir cismin
girmesi kaynaklidir.[” %1 Periodontal apseler, periodontal tedavi sirasinda dis taslarmin
tamamen ¢ikarilamamasi sonucu meydana gelebilirler.[®®l Bu gibi durumlarda, dis eti

duvant biiziilerek cep agzin1 kapatir ve cebin kapali kisminda apse gelisir. Apse

gelistiginde hastanin periodontal tedavi goriiyor olmasi, enstriimantasyonun bakterileri



doku icine iterek lokalize piiriilan bir eksiida olusumunu tetikleyebilecegini
diistindiiriir.[0 71

2.3.2. Furkasyon Tliskisi

Furkasyon bolgelerinde periodontal apse goriilme sikligi yiiksektir.’? Akut
periodontal apse insidansini ele alan bir ¢alismada molarlarin ¢ogunda furkasyon
tutulumu belirlenmistir.l”! Bagka bir ¢alismada yine bu klinik tablonun genellikle molar
dislerde goriildiigii bildirilmistir.[”®) Molarlarin en sik cekim sebebinin periodontal apseler
oldugunu belirten bir ¢alisma da mevcuttur.[’4]

2.3.3. Sistemik Antibiyotik Tedavisi

Coklu periodontal apselerin olusumu sadece lokal faktorlerle aciklanamaz ve
antibiyotiklerin sistemik kullaniminin periodontal apse olusumunu tetikleyebilecegi 6ne
stirilmektedir. Tedavi edilmemis ileri periodontal hastalig1 olanlarda oral enfeksiyonlar
disindaki sebeplerle sistemik antibiyotik kullanimindan kisa bir siire sonra periodontal
apselerin meydana geldigi bildirilmistir.”> 781 Bu galismalarm birinde Porphyromonas
gingivalis, Fusobacterium nucleatum ve Streptococcus intermedius’un ¢oklu periodontal
apselerle iliskili en yaygin tiirler oldugul™ ve diger bir calismada ise subgingival
Staphylococcus aureus prevalansinda énemli derecede artis bulundugu bildirilmistir.[’®]
Bu ¢alismalar degerlendirildiginde tedavi edilmemis periodontitisli hastalarda sistemik
antibiyotik uygulamasinin firsatg1 organizmalarla siliperenfeksiyona yol acarak
periodontal apse olusumuna yol agabilecegi goriilmektedir.

2.3.4. Diyabet

Diyabetli hastalarin piiriilan enfeksiyonlara yatkinlig1 onlar1 periodontal apselere
de yatkin hale getirir. Diyabetik hastalarda periodontal apselerin olusumunda 6nemli

etkilere sahip olabilecek sistemik degisiklikler; hiicresel bagisikligin bozulmasi, 16kosit

kemotaksisinin/ fagositozunun azalmasi ve bakterisidal aktivite gibi azalmis konak



direncini igerir. Diyabetiklerde ayrica apse olusumuna duyarlilif1 artirabilen vaskiiler
degisiklikler ve degismis kollajen metabolizmasi mevcuttur.>" 71 Diyabette gelismis
glikolizasyon son iirlinlerinin hiicresel reseptorleriyle birlikte artmis etkilesiminin,
diyabet hastalarinda periodontal hastaligin ilerleme hizim1 artiran patojenik
mekanizmalardan biri oldugu ileri siiriilmiistiir.["®]

2.3.5. Diger Faktorler

Periodontal apse olusumu ile ilgili diger faktorler arasinda, endodontik tedavide
kok perforasyonu gibi dise yonelik travma,[”®! molar furkasyonlarinda ve invajinasyonlu
koklerde mine incileri®® gibi anatomik dis anomalileri bulunmaktadar.®!!

2.4. Periodontitis Hastalarinda Periodontal Apseler

Periodontitis hastalarinda periodontal apse, kivrimli ceplerin varlii, furkasyon
tutulumu,’® vertikal bir defekt,®? 81 veya cebin marjinal kismmin kapanmasinin
enfeksiyonun uzamasina yol acabilecegi bir hastalik alevlenme donemini temsil
edebilir.’ 8 8l By duruma ek olarak, bakteriyel virillansta artis veya konak
savunmasindaki bir azalma ile subgingival mikrobiyatanin bilesimindeki degisiklikler de
artan supurasyonun drenaj1 igin yetersiz kalabilir.[>"]

Periodontitis hastalarinda goriilen periodontal apseler degisik alt gruplara
ayrilabilirler:

(69 jnatci

a) Akut alevlenme; tedavi edilmemis periodontitis varliginda,
periodontitiste®® ve idame fazindaki periodontal hastalarda ortaya
cikabilir.[¥]

b) Dis tas1 temizligi, kok ylizeyi diizlestirilmesi, cerrahi periodontal tedavi,

sistemik antibiyotik tedavisi ve nifedipin®®! gibi diger ilaglarin kullanim1 da

periodontitis hastalarinda periodontal apse olusumuna sebep olabilir.>"]



Dis tas1 temizligi ve kok yiizeyi diizlestirme islemleri sirasinda yerinden ¢ikmis
bir dis tas1 parcasi derin dokulara itilebilir® veya yetersiz dis tas1 temizligi dis tasinin
cebin derin bolgelerinde kalmasina izin verirken koronal kismin kapanmasi drenaji
engelleyerek apse olusumuna neden olabilir.®® Cerrahi periodontal tedavide kullanilan
sutur ve membranlar da oral flora bakterileri sebebiyle periodontal dokularda apse
olusumuna énciiliik edebilirler.[®]

Siddetli periodontitis hastalarinda subgingival debritman olmaksizin verilen
sistemik antibiyotikler firsatg1 bakterilerin ¢ogalmasina bagli olarak periodontal apse
olusumuna neden olabilirler.[> 7 781 Coklu periodontal apse gelisimiyle ilgili bir diger
sistemik tedavi de nifedipin kullanimidir. Bir vaka raporunda nifedipin tedavisinden
hemen sonra 5 giin igerisinde sekiz periodontal apse gelistigi bildirilmistir. Akut durum
drenajla tedavi edildikten sonra nifedipin tedavisi kesilmis ve apselerin dagildigi
goriilmiistiir.[67]

2.5. Periodontitis Olmayan Hastalarda Periodontal Apseler

Periodontal apseler daha Onceden saglikli olan periodontal dokularda da
geligebilirler. Saglikli dokularda periodontal apse gelisimine sebep olan etkenler
sunlardir:

a) Dis ipi, ortodontik elastikler, kiirdan, rubber dam veya patlamis misir kabugu

gibi yabanci cisimlerin sikismasi

b) Tirnak yeme, tel 1sirma, dis gicirdatma gibi zararli aligkanliklarin yabanci

cisimlerin subgingival dokulara itilmesine veya cebin koronal agzinin
tikanmasina sebep olmasi

c) Capraz kapanis veya uygun olmayan ortodontik kuvvetler gibi ortodontik

faktorler

d) Dis eti biiyiimesi®



e) Kok yiizeyi degisiklikleri

Bu kok yiizeyi degisiklikleri; dens evajinatus (oluklar) veya odontodisplazi gibi
ciddi anatomik degisiklikleri, semet yirtiklari, mine incileri veya gelisimsel oluklar gibi
kiiclik anatomik degisiklikleri, kok perforasyonlar: gibi iyatrojenik durumlari, dikey kok
kirig1 veya kok boyunca uzanan ¢atlak dis sendromunu ve eksternal kdk rezorpsiyonunu
icerir.5]

2.6. Periodontal Apselerin Patogenezi

Bakteriyel metabolitler (H.S), lipopolisakkaritler gibi bakteri riinleri
(endotoksinler), dis eti enflamasyonu olusuma onciilitk eden proinflamatuar ve sitotoksik
ajanlar olarak gorev alirlar. Bu iriinler IL-1B, IL-18, gibi proinflamatuar sitokinler,
transkripsiyon faktorii NF-kB salgilanmasina neden olarak enflamasyona sebep olurlar.
Diger taraftan egzotoksin salgilayan bakteriler ise hem kendilerinin hem de ortamda
bulunan diger bakterilerin konak nétrofillerinden kurtulmalarini saglayabilirler.®™! Bu
viriilans faktorleri, sitotoksik ajanlar ve proinflamatuar sitokinler periodontal dokularda
enflamasyon ve yikim olusmasina onciiliik ederler.

Bir periodontal apsenin gelisimindeki ilk adim, periodontal cebi gevreleyen
yumusak dokularin bakteriyel istilasidir. Polimorfoniikleer 16kositleri ve diger hiicreleri
ceken bakteriler tarafindan salinan kemotaktik faktorler yoluyla bu bakteri istilasi
iltihaplanma siirecine dontigiir. Bu durum sitokinlerin yogun salinimini tetikleyecektir.
Sitokinlerin yogun salinimu ise, bakteriyel enfeksiyonun kapsiillenmesi ve irin iiretimiyle
birlikte bag dokusu hasarina yol agar. Apse bir kez olustugunda, i¢indeki yikim hizi
bakterilerin viriilanslar1 ve lokal pH ile birlikte (asidik bir ortam lizozomal enzimlerin
aktivitesini destekleyecektir) odaklarin i¢indeki bakterilerin biiylimesine bagl

olacaktir.[84
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Apseli hastalardan alinan biyopsi Ornekleri incelendiginde disaridan igeriye
goriinenler:

a) Normal bir epitel ve lamina propria

b) Akut inflamatuar infiltrat

c) Cevreleyen bag dokusunun tahrip oldugu ve nekrotik yogun iltihaplanma

odaklar1

d) Tahrip olmus ve iilserlesmis bir cep epiteli

e) Tanecikli, asidofilik ve sekilsiz bir dokiintii kiitlesi olarak merkezi bolgedir.

Elektron mikroskobu ile bakildiginda gram negatif bakterilerin cep epitelini istila
ettigi ve bag dokusunun degistigi goriiliir.[’!

2.7. Mikrobiyoloji

2.7.1. Oral Flora

Rahim i¢indeki insan fetiisii sterildir, ancak dogum kanalindan gecer ge¢cmez
vajinal ve fekal mikroorganizmalar kazanir.®? %1 2 hafta igerisinde yeni dogan bebegin
bagirsaginda neredeyse olgun bir mikrobiyata kurulur.[*

Ag1z boslugunun kolonizasyonu da dogum zamanina yakin baglar. Dogumdan
sonraki saatler i¢inde, steril agiz boslugu diisiik sayida temelde fakiiltatif ve anaerop
bakteriler tarafindan kolonize edilir.®® Dogumdan hemen sonra, yeni doganlarin oral
mikrobiyatasi annenin vajinal mikrobiyatasina veya sezaryenle doganlarda annenin cilt
mikrobiyatasina ¢ok yakindir.®? ikinci giinden itibaren bebegin agzinda anaerobik
bakteri saptanabilir.l®® %1 Dis ¢evresel mikrobiyal kaynaklara maruz kaldik¢a oral bakteri
say1s1 giderek artmaktadir.l9"-%

Yeni doganlarda agiz boslugunu ilk ve en baskin olarak kolonize eden

mikroorganizmalar ~ Streptococcus salivarius ve  Streptococcus mitis olarak
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tamimlanmustir.*%%192 Ayrica, Veiolonella tiirleri, Neisseria tiirleri, Actinomyces tiirleri
ve Staphylococcus tiirleri de agiz bosluguna ilk yerlesen bakteri kolonilerindendirler.

Dislerin siirmesiyle birlikte daha karmasik bir oral mikrobiyata olusur. Diglerin
ag1z boslugunda yer almasiyla birlikte disleri kolonize eden tiirler arasinda Streptococcus
sanguinis, Lactobacillus tiirleri ve Streptococcus oralis bulunur. S. oralis, Streptococcus
anginosus, mutans streptokoklar ( S. mutans ve S. sobrinus ) ve Streptococcus gordonii
dahil olmak iizere oral streptokoklarin genellikle yasamin ilk yilindan sonra mevcut
oldugu bildirilmektedir.[®® 193-1%] Buna ek olarak kiiciik ¢ocuklarda, Fusobacterium ve
Prevotella tiirleri de tespit edilebilir.®® %1 Daha fazla disin siirmesiyle birlikte
bakterilerin tutunmasi ve kolonize olmasi i¢in daha fazla alan saglanir, boylece agiz
boslugundaki bakteri gesitliligi ve sayis1 artar.[1%]

Yetiskinlerin oral bakteriyel mikrobiyomunun yaklasik 700 tiirii kapsadig1 tahmin
edilmektedir ve bu tiirlerin yaklasik yarisi herhangi bir zamanda ve kiside mevcut
olabilir.19" 108 Ora] bakterilerin ¢ogu zararsiz kommensal tiirlerdir. Bu oral
mikrobiyatanin konak ile uyum iginde yasadigi ve ancak belli kosullar altinda (yani artan
kiitle ve/veya patojenite, kommensal veya faydali bakterilerin baskilanmasi ve/veya
azalmis konak cevabi gibi) hastalik meydana gelebilecegi anlamina gelir. Kommensal
mikrobiyatanin 6nemi uzun siireli antibiyotik kullanimiyla mikrobiyata bakterileri
baskilandiginda Candida enfeksiyonlari gelismesiyle agikca anlasiimaktadir.1%®)

Diski ve salgi stvilarinda bulunan mikroorganizmalar haricinde, tiim bakteriler bir
yiizeye yapisarak konakgilar i¢cinde kendilerini korurlar. Bu ilke agiz boslugu icin de
gecerlidir. Gingivitis veya periodontitis gibi hastaliklarin baslamasi i¢in bir bakterinin
konaga yapisma yetenegi c¢ok onemlidir.!'% Porphyromonas gingivalis ve

Aggregatibacter actinomycetemcomitans gibi oral patolojik bakteriler, en Onemli
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Ozelliklerinden biri sert ve yumusak intra-oral yilizeylere tutunmak olan pek ¢ok viriilans
faktore sahiptirler.[111-113]

Temel fiziksel ve morfolojik kriterlere gore oral kavite alt1 ana ekosisteme (nis
olarak da adlandirilabilir) ayrilabilir. Her bir nis farkli ekolojik belirleyicilere sahiptir, bu
ekolojik belirleyiciler:

a) Intraoral ve supraginigival sert yiizeyler (disler, implantlar, restorasyonlar ve

protezler)

b) Periodontal ve peri-implant cepleri igeren sert yiizeylere komsu subgingival
yiizeyler ( krevikiiler sivi, sement veya implant yiizeyi ve cep epitelinin
varligiyla karakterizedir)

c) Bukkal palatal epitel ve agiz tabani epiteli

d) Dilin dorsumu

e) Tonsiller

f)  Tikiriik’ten olusur.

Sert ve yumusak dokular olmak iizere agiz boslugundaki tim yiizeyler, pelikil
olarak bilinen organik bir tabakayla kaphdir. Dis yilizeylerindeki pelikil, keratinler,
miisinler, prolin bakimindan zengin proteinler, fosfoproteinler, histidinik proteinler ve
bakteriler i¢in adezyon molekiilii olarak gorev yapacak diger molekiiller dahil olmak
iizere 180°den fazla peptit, protein ve glikoprotein igerir.!*4116 Tiikiiriik pelikili insan
agzinda mine yiizeyi temizlendikten 1 dakika sonra tespit edilebilir.''" Dis yiizeyine
yapisan bakteriler direk olarak mine ile temas etmeyip pelikil ile etkilesime girerler.
Bununla birlikte, pelikil sadece pasif bir yapisma matriksi degildir. Pek ¢ok protein pelikil
icerisinde aktivitesini korur. Bunlardan bazilar1 (6rnegin peroksidazlar, lizozim ve alfa

amilaz) yapisan bakteri hiicrelerinin fizyolojisini ve metabolizmasim etkileyebilirler.[!8-

121]
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Ik 4 ila 8 saat icerisinde streptokoklar baskin olma egilimindedirler ve genellikle
mevcut bakterilerin %20’sinden fazlasimi olustururlar.??2124l Ayni anda yaygin olarak
bulunan diger bakteriler, Haemophilus ve Neisseria gibi zorunlu anaeroplar, Actinomyces
ve Veilonella tiirleri gibi fakiiltatif anaeroplardir.!?! Bu tiirler, dis yiizeylerinin “primer
kolonizerleri” olarak kabul edilirler. Birincil kolonizorler, diger oral bakteriler tarafindan
baglanma alani saglarlar. {1k kolonize olan bakterilerin metabolik aktivitesi, yerel mikro
ortami1 diger bakterilerin dental plak biyofilminde hayatta kalma yetenegini
etkileyebilecek sekilde degistirir.[1?°]

Primer kolonizor bakterilerle sekonder kolonizor bakteriler arasinda iyi bilinen
etkilesimler i¢inde F. nucleatum 'un S. sanguinis ile, Prevotella loescheii’in A. oris ile, ve
Capnocytophaga ochracea’in A. oris ile ko-agregasyonu yer alir.'?”134 Streptokoklar
intrajenik  koagregasyon gosterirler. Bu durum hali hazirda baglanmis olan
streptokoklarin yeni olusan tabakaya baglanmasma izin verir.l}321%! p_intermedia, P.
loescheii, Capnocytophaga tiirleri, F. nucleatum ve P. gingivalis gibi ikincil kolonizorler
baslangicta temiz olan dis ylizeylerinde kolonize olamazlar, daha ¢ok plak kiitlesinde
bulunan bakterilere yapisirlar.[*%! Erken supragingival dental plaktan, subgingival olgun
plaga gecis, mikrobiyal popiilasyonda temel olarak gram pozitif organizmalardan yiliksek
sayida gram negatif bakterilere gecisi igerir. Bu nedenle, plak olusumunun sonraki
asamalarinda, farkli gram negatif tlirler arasinda koagregasyonun baskin olmasi
muhtemeldir. Bu tiir etkilesimlerin 6rnekleri, F. nucleatum’un P. gingivalis veya T.
denticola ile birlikte koagregasyonudur.31391 F_nucleatum ilk ve ikinci kolonizasyonlar
arasinda koprii gorevi gormektedir. 147!

Olgun dental plak 5 asamada gelisir: ilk asama dislerin iizerinde pelikil olusumu

ile baslar; ikinci agamada Oncili bakteriler dis ylizeyine tutunurlar; liglincii asamada
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bakteriler farkli mikrokoloniler olusturur; doérdiincii asamada mikrobiyal artis ve ko-
agregasyon ile mikrokoloniler gelisir; son asamada ise olgun biyofilm olusur.[*4!]

Bir DNA hibridizasyon teknolojisi kullanilarak 40 subgingival mikroorganizmay1
arayan 13000’den fazla plak 6rneginin analizi, saglik ve hastalikta birlikte bulunma
egiliminde olan mikrobiyal kompleksleri tanimlamustir. Ilging bir sekilde, erken
kolonicilestiriciler tanimlanmig komplekslerden (A. naeslundii, A. oris), sari
(Streptococcus tiirleri), veya mor kompleks (A. odontoliticus ) tiyelerinden bagimsizdir.
Esas olarak ikincil kolonizorler olarak kabul edilen mikroorganizmalar yesil, turuncu ve
kirmizi  komplekslere dahildirler. Yesil kompleks Eikenella corrodens, A.
actinomycetemcomitans serotip a ve Capnocytophaga tiirlerini, turuncu kompleks,
Fusobacterium, Prevotella ve Campylobacter tiirlerini igerir. Bu iki grup periodontal olan
veya olmayan enfeksiyonlarda patojen olarak taninan tiirleri igerir. Kirmizi kompleks P.
gingivalis, T. forsythia, ve T. denticola’dan olusur ve sondalamada kanama ile iliskili
oldugu bulunmustur. Bu durum biyofilm ortamindaki bakterilerin karsilikli iliskilerinin
bir gostergesidir.[*4?]

2.7.2. Periodontal Apse Mikrobiyatasi

Piiriilan oral enfeksiyonlar genellikle polimikrobiyaldir ve kommensal
bakterilerden kaynaklanirlar.**3 Periodontal apselerle ilgili mikrobiyolojik raporlarda,
gram negatif bakteriler gram pozitif bakterilere, ¢ubuklar ise biiylik oranda zorunlu
anaeroplarla birlikte koklara gore baskindirlar.[’> 8 144]

Periodontal apse {lizerine yapilan c¢aligmalarda apsenin mikrobiyolojisinin
periodontopatojen bakterilerden ve diger siiper-enfeksiyon bakterilerden kaynaklandigi
ileri siiriilmektedir. Periodontal apsenin mikrobiyal igerigine yonelik caligmalarda

genellikle periodontitis etkeni olan mikroorganizmalar arastirilmistir. Cogu zaman
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periodontal apse mikrobiyatas1 subgingival mikrobiyatadan ayirt edilemez
durumdadir. [

Kiiltiire dayal1 veya molekiiler tabanli teknikler kullanilarak periodontal apselerde
tanimlanan en yaygin bakteri tiirii Porphyromonas gingivalis tir ve prevalanst %50 ila
%100 arasinda degismektedir.l”> & 1441481 Tedavi sonrasinda bu bakterinin tedavi oncesi
apseli  bolgelerde goriilmemesi apse olusumuyla yakindan ilgili  oldugunu
diisiindiirmektedir.[*46]

Siklikla tespit edilen diger zorunlu anaeroplar arasinda Prevotella intermedia,
Prevotella melaninogenica, Fusobacterium nucleatum, Tannerella forsythia, Treponema
tirleri, Parvimonas micra, Actinomyces tiirleri ve Bifidobacterium tiirleri yer alir.
Fakiiltatif anaoerobik gram negatifler arasinda ise, Campylobacter tiirleri,
Capnocytophaga tiirleri, Aggregatibacter actinomycetemcomitans ve ayrica gram negatif
enterik cubuklar bildirilmistir.[*46: 147]

A.actinomycetemcomitans  periodontal  hastaliklarda  siklikla  rastlanan
patojenlerden biridir. Ancak periodontal apse igerigini inceleyen calismalarda A.
actinomycetemcomitans’a hig rastlanmayan ¢aligmalar da olmakla birlikte, yapilan bazi
kiiltir ¢aligmalarinda %25 ve %30 oranlarinda A. actinomycetemcomitans tespit
edilmistir.[144 147, 1491

Periodontal apselerle birlikte periodontal cepleri bulunan periodontitis hastalarini
karsilastiran bir ¢alismada, en dominant 10 bakterinin 8’inin ayn1 oldugu belirtilmistir.
Porphyromonas, Treponema, Streptococcus, Neisseria, Fusobacterium, Prevotella, ve
Tannerella tiirlerinin periodontal cep ve periodontal apse gruplar igeriginin %61 ini
olusturdugu bildirilmistir. Bununla birlikte periodontal apseli hasta grubuyla
periodontitisli hasta grubu arasinda mikrobiyal igerik bakimindan anlamli bir fark

bulunamamustir.[5%
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Yine ayn1 c¢aligmada kontrol grubuyla periodontal apseli hasta grubu
karsilagtirildiginda P. gingivalis W83, Prevotella tiirleri, Prevotella intermedia, P.
gingivalis TDC60 ve Prevotella heparinolytica 'nin apse igeriginde anlamli olarak baskin
oldugu bildirilmistir.™>% Bu duruma ek olarak kontrol grubunda ise Streptococcus tiirleri,
Actinomyces  tiirleri, Lautropia tiirleri, Neisseria tiirleri, Veilonella tiirleri,
Fusobacterium tiirleri, P. intermedia ve Bacteroides neonati nin baskin oldugu
belirlenmistir. flging bir sekilde P. intermedia nn bazen apse grubundaki hastalarda,
bazen kontrol grubundaki hastalarda baskin oldugu tespit edilmistir.l**" Diger taraftan P.
intermedia gibi proteinaz liretme kapasitesi olan bakteriler, kullanilabilir besin miktarini
artirabildikleri i¢in bakteri say1sinin artmasina sebep olurlar.[*5% 1521

F. nucleatum gram negatif siyah pigmentli anaerop bir bakteridir ve dental
enfeksiyonlarda siklikla izole edilir. F. nucleatum Plaut-Vincent anjini, Ludwig anjini,
gangren0Oz stomatit, karaciger ve beyin apseleri gibi ciddi klinik tablolara sebep olabilir.
Periodontal apselerde bakteriyel kiiltiir yontemleriyle yapilan bir ¢alismada, F.nucleatum
en sik rastlanan patojen olarak belirtilmistir.'**! F. nucleatum 'un periodontal apselerde
tespit edilmesi igin farkli teknikler kullanilmistir, [ 85 146, 147, 153]

Periodontal apselerden degisik caligmalarda farklt mikroorganizmalar izole
edilmistir. T. forsythia periodontal dokularda yikima sebep olan bakterilerden biridir ve
farkli tekniklerle yapilan ¢alismalarda periodontal apse i¢eriginde degisik oranlarda izole
edilmigtir,[144 147, 154, 155]

Gelisen teknikler ve yapilan yeni ¢alismalarla birlikte daha 6nce periodontal apse
iceriginde rastlanmayan bakterilere rastlanmistr. Herrera ve ark.’nin kiiltiir teknigiyle
yaptiklar1 ¢alismada Parvimonnas micra (Peptostretococcus micros veya Micromonas
micros eski adiyla bilinen) ilk kez izole edilmistir. Bu bakterinin periodontal apse

iceriginde degisik sikliklarda tespit edildigini bildiren ¢alismalar mevcuttur.[144 1471
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Campylobacter rectus yine periodontal apse ig¢eriginde rastlanan bakterilerdendir
ve farkli ¢alismalarda farkli oranlarda bulundugu belirtilmistir.[14 146 147]

D. pneumosintes’in, periodontitisli hastalarda yapilan bir PCR ¢aligmasinda
siipheli periodontal patojen olarak siniflandirilmasi onerilmistir.**®! D. pneumosintes
periodontal apse igeriginde diisiik oranlarda tespit edilmistir. Bu bakterinin yikici
periodontal hastaliklardaki mikrobiyal komplekslerde 6nemli bir role sahip olabilecegi
diistiniilmektedir.[*"]

Jaramillo ve ark.’nin yaptig1 calismada periodontal apselerde kiiltiirii takiben
enzimatik ve biyokimyasal testlerle Enterobacter aerogenes, Pseudomonas tiirleri,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter lwofii ve tam olarak tanimlanamayan non
fermenter gram negatif rodlar izole edilmistir.147)

Yakin zamanda kiiltiir yontemiyle periodontal apse igerigini belirlemeye yonelik
yapilan bir tez ¢alismasinda, S.mitis, S.gordonii, S.haemolyticus, S.constellatus, N.sicca,
A.naeslundii ve S.pneumoniae gibi yeni tiirlerin periodontal apse iceriginde saptandigi
bildirilmisgtir.[%

2.8. Periodontal Apselerin Bakteriyel Icerigini Belirleme Yontemleri

2.8.1 Faz Kontrast ve Karanlk Alan Mikroskopisi

Karanlik alan mikroskobu kullanimi ve subgingival mikrobiyata hiicrelerinin
morfolojik kriterleri kullanilarak siniflandirilmasiyla insan periodonsiyumundaki saglikli
ve hastalikli bolgelerin arasinda belirgin farkliliklar goriilebilir.™>®1 Kombine bir klinik-
bakteriyolojik histolojik ¢alismada Listgarten ve ark.[? sondalama sirasinda kanayan
derin periodontal ceplerin spiroketlerin baskin oldugu bir subgingival plak ile iliskili

oldugunu, si1g cepler ile karakterize diseti lezyonlarinda ise kokoid hiicrelerin baskin

oldugu bir subgingival flora oldugunu gostermislerdir.[*%

18



Karanlik alan mikroskopisi bakteri tiirlerinin ayirt edilmesi konusunda yetersizdir.
Bu nedenle periodontal patojenlerin taninmasi agisindan dogru bir teknik degildir. Ancak
karanlik alan mikroskopisi, subgingival plakta koronalden apikale degisen morfolojiyi
gosterebilmektedir.[161

2.8.2. Bakteriyel Kiiltiir Yontemi

Tarihsel olarak kiiltiir yontemleri subgingival mikrofloranin kompozisyonunu
karakterize etmeyi amaglayan ¢alismalarda yaygin olarak kullanilmistir ve
periodontolojide yeni bir mikrobiyal teshisin etkinligini belirlemede referans yontem
olarak kullanilmaktadir. Genel olarak subgingival plak numuneleri anaerobik olarak
yetistirilir ve segici ve segici olamayan ortamlar kullanilarak, cesitli biyokimyasal ve
fiziksel testlerle birlikte, farkli varsayilan patojenler tanimlanabilir. Bu yontemin temel
avantaj1 ekilmis tiirlerin goreli ve mutlak sayilarini elde etme olanagidir. Dahas1 uygun
yeni tlirleri karakterize edebilen ve biiyliyen bakterilerin antibiyotik duyarliligini
degerlendirebilen tek yontemdir.[162-165]

Bununla birlikte, kiiltiir tekniklerinin 6nemli eksikleri vardir. Kiiltiir yontemleri
yalnizca canli bakterileri yetistirebilir, bu durum numune alma ve tasimada zorluklar
beraberinde getirir. Dahasi, Treponema tiirleri gibi patojen oldugu varsayilan bazi
bakterilerin kiiltiire edilmesi oldukga zordur.!*%8] Bakteriyel kiiltiir tekniginin duyarliligi,
ozellikle segici olmayan ortamlar icin, ortalama 103-104 bakteri hiicresini belirleme
limitleriyle oldukga diisiik olabilir ve bu nedenle subgingival 6rneklerdeki az sayida olan
bakteriler tespit edilemeyecektir. Ayrica en dnemli dezavantaji, zaman alic1 ve pahali
olmasinin yaninda 6zel laboratuvar ekipmani ve deneyimli personel gerektirmesidir.[¢"]
2.8.3. Enzim Aktivite Testleri

T. forsythia, P. gingivalis, kiiciik bir spiroket olan T. denticola ve Capnocytophaga

tiirleri ortak bir enzimatik profil paylasirlar, ¢linkii hepsinin tripsin benzeri bir enzimi
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ortaktir. Bu enzimin aktivitesi, renksiz substrat N-benzoil-DL-arjinin-2-naftilamid’in
(BANA) hidrolizi ile dlgiilebilir. Plak 6rneklerinde bakteriyel profilin tanimlanmasi i¢in
bu reaksiyon kullanilarak bir tanisal kit gelistirilmistir (Perioscans, Oral B
Laboratuvarlari, Belmont, CA, ABD Loesche)[%8l. BANA reaksiyonuna maruz kalmayan
orneklerin, bu periodontal patojenlerden herhangi birinin varligimi tespit etmek icin
kullanimin1 6nermistir ve bu nedenle, bir hastalik aktivitesi belirteci olarak hizmet
etmektedir. Derin ceplerin (7mm) %80-90 pozitif BANA reaksiyonlari sergilerken sig
ceplerin sadece %10 unun pozitif BANA reaksiyonu gosterdigi bildirilmigtir.[167]

Bu teknikle hasta bast hizli kullanim olanagi olmasi avantaj olmakla birlikte,
sadece birkag patojeni belirleyebilmesi sebebiyle diger patojenleri ve heniiz tespit
edilmemis muhtemel patojenlerin varligin1 belirlemekte yetersizdir. Bilinen tiirleri de
birbirinden ayirt edemeyebilir ve bunun yaninda BANA testiyle saptanan tripsin benzeri
aktivite konak tarafindan da olusturulabilir.[*6°]

2.8.4. Immiinolojik Testler ve Niikleik Asit Probe Testleri

Bakteriyel patojenlerin saptanmasini amaclayan molekiiler biyoloji diizeyinde
tekniklerin gelismesi, mikrobiyal genetik bilgilerin elde edilmesinin yaninda tanisal
tekniklerin gelisimi igin de temel olusturmustur.[*’% "X immiinolojik testler veya niikleik
asit problari, degisik kombinasyonlarla kullanilabilir. Bu testler arasinda
immiinofloresans mikroskopi, membran immiinotest ve lateks agliitinasyon testleri
bulunur. Membran immiinotest ve lateks agliitinasyon testleri klinikte uygulanip hizl
sonug alinabilen testlerdir.[172-76]

Bir prob, 6zel bir mikroorganizmadan elde edilen, bilinen bir niikleik asit
molekiiliidiir (DNA veya RNA), yapay olarak sentezlenmis ve bir plak 6rnegiyle birlikte
yerlestirildiginde mikroorganizmanin tespiti i¢in etiketlenmistir. DNA problari,

tamamlayict niikleik asit sekanslarina hibridize olabilen ve bdylece hedef
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mikroorganizmanin bir enzim veya radyoizotop ile etiketlenmis tek sarmall1 bir niikleik
asit segmentini igerir,!168: 177-179]

2.8.5. Checkerboard DNA-DNA Hibridizasyon Teknigi

Socransky ve arkadaslari, agiz boslugunda yaygin olarak bulunan 40 bakteri
tiirtiniin tespiti ve seviyeleri i¢in bu teknigi gelistirmistir. Test tam genomik, digoksigenin
etiketli DNA problarmi kullanir ve tek bir test 40 oral tiire kadar ¢oklu hibridizasyona
bagli olarak ¢ok sayida plak 6rneginin hizlica islenmesini kolaylastirir. Bu teknolojide
kullanilan DNA problari, genellikle her tiirden 10* hiicrenin saptanmasina izin verecek
sekilde ayarlanir, ancak 10° hiicreyi saptayacak sekilde de ayarlanabilir. Y&ntem sofistike
laboratuvar ekipmani, uzmanlik gerektirir ve son derece spesifiktir. Bu faktorler teshis
amagl bu teknigin yayginlasmasina neden olmustur. Bununla birlikte, canli bakteri
gerektirmediginden, Ve c¢ok sayida plak Orneginin ve ¢ok cesitli tilirlerin
degerlendirilmesine izin verdiginden, epidemiyolojik aragtirmalar ve ekolojik
calismalarda ozellikle kullanilabilir. [80-18€]

2.8.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR, genlerin ve bunlarin RNA transkriptlerinin amplifikasyonu i¢in kullanilan
en giiclii arag olarak ortaya ¢ikmistir. Kary Mullis tarafindan 1985°te gelistirilen bu
teknik, ¢esitli dokulardan elde edilen DNA ve RNA’y1 incelemek i¢in neredeyse evrensel
olarak kullanilan tek tekniktir. PCR basit bir sekilde yiiksek miktarda DNA elde
edilmesini saglar.l”" 187181 pPCR ile tek bir mikroorganizma tespit edilebilir,
mikrobiyolojik yontemler degerlendirildiginde en yiiksek hassasiyete sahip oldugu
goriilebilir.1%%

DNA segmentlerinin polimeraz zincir reaksiyonu tespitinin anahtari, genellikle

18-28 baz uzunlugunda sentetik oligoniikleotidler olan iki DNA primerinin se¢imidir. Bu

primerler amplifiye edilecek DNA bolgesine gore secilirler. Primerler ¢ift sarmalli DNA
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iceren bir ¢ozeltiye eklenirler.['*”) PCR tipik olarak DNA nin taze bir doku 6rneginden
izolasyonu ile baglar. Isitma yoluyla, DNA’nin tamamlayici ¢ift sarmallari, in vitro
niikleotid dizisini dikte eden sablon goérevi gérmesi amaglanan tek sarmalli bigcimlere
ayrilirlar. Daha sonra amplifikasyon, primer gerektiren DNA polimeraz veya amplifiye
edilen bolgenin smirina karsilik gelen bilinen kisa oligoniikleotid sekanst kullanilarak
takip edilir. Sabit uzunlukta ve yiiksek miktarlarda biiyiitiilmiis fragmanlar elde etmek
amactyla, sablonu baglamak ve ilgilenilen bdlgeyi kusatmak igin karsit zincire
tamamlayici ikinci bir primer kullanilmalidir. Bu amplifikasyon dongiiler halinde birkag
kez gerceklesebilir. Her dongilide, tamamlayici zincirlerin denatlirasyonu, primer
hibridizasyonu ve polimeraz vasitasiyla primer uzatma islemleri yer alir. Her seferinde
DNA miktarinda tistel bir artis olur. Tiim bu islemler sirasinda, ¢ift zincirli DNA
denatiirasyonu ve model pargasi ile primer arasindaki hibridizasyonun stabilitesini
kontrol etmek i¢in dongii sirasindaki sicaklik kritiktir. 1988'de, Thermus aquaticus
organizmasindan izole edilen ve Taq polimeraz olarak bilinen, termostabil bir DNA
polimeraz™ | termo-déngiileyiciler adi verilen 6zel cihazlar kullanilarak reaksiyonun
otomatiklestirilmesine izin vermistir. Bu dizilenmis DNA tespit edilir, agaroz jel ve

etidyum bromiirde elektroforez yoluyla gorsellestirilerek kalitatif bir sinyal elde edilir.[*8®

191]

PCR yonteminin gelismesiyle birlikte, c¢esitli DNA izolasyon ydntemleri
kullanilarak Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, ve
Tannerella forsythia’min saptanmasi i¢in ¢esitli mikrobiyolojik testler gelistirilmistir.
PCR veya kiiltiir yontemleri kullanilarak periodontitisli hastalardan alinan plak 6rnekleri
tizerinde yapilan bir ¢alismada A. actinomycetemcomitans ve P. gingivalis’in tespiti
karsilagtirlmis ve PCR tekniginin hedef patojenleri saptamada daha basarili oldugu

goriilmiistiir.[*% Morillo ve arkadaslari, tek kopya gen sekansma ve SYBR Green I
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kimyasina dayanan, subgingival plak orneklerinde A. actinomycetemcomitans ve P.
gingivalis 'in miktarinin belirlenmesini amaglayan bir real time PCR testini denemistirler.
Bu teknik, bu patojenik tiirleri 6lgmek i¢in yliksek derecede 6zgiilliik, cok tekrarlanabilir
ve tutarli bir yOntem goOstermistir, ancak pahali laboratuvar ekipmani
gerektirmektedir.[1%]

2.8.6.1. PCR’da Kullanilan Temel Bilesenler

PCR yontemi basit reaksiyonlarin tekrarlayan dongiileri sayesinde DNA’nin in
vitro replikasyonuna dayanir. PCR’da kullanilacak temel bilesenler, amplifiye edilecek
hedef DNA, hedef DNA’nin bilinen sekanslarini tamamlayan tek iplikli oligoniikleotidler
(primerler), fazla miktarda dort deoksiriboniikleosit trifosfat (dNTP’ler) ve 1siya
dayanikli bir DNA polimerazdir. DNA polimeraz olarak en sik Thermus aqusticus
bakterisinden izole edilen Taq DNA polimeraz kullanilir. Amplifikasyon reaksiyonlari
icin 6zel DNA termocycler kullanilir.['®*! MgCl, PCR reaksiyonlarmin 6zgiilliigii ve
verimi iizerinde etkilidir, Mg*? iyonlart dNTP’ler ile ¢ziilebilir kompleksler olustururlar
ve polimeraz aktivitesini uyarirlar. Mg*? iyon konsantrasyonunun diisiik olmasi iiriin
olusumunda azalmaya, yiiksek olmasi ise spesifik olmayan iirlin birikimine neden
olur.[2%

2.8.6.2. PCR Olusum Mekanizmasi

PCR tipik olarak DNA’nin taze bir doku 6rneginden izolasyonu ile baglar. Isitma
yoluyla, DNA’nin tamamlayici ¢ift sarmallart in vitro niikleotid dizisini dikte eden sablon
gorevi goérmesi amaglanan tek sarmalli bigimlere ayrilir. Daha sonra amplifikasyon
primer gerektiren bir DNA polimeraz veya biiyiitiilen bolgenin sinirina karsilik gelen
bilinen kisa oligoniikleotid sekans1 kullanilarak takip edilir. Sabit uzunlukta ve ytiksek
miktarlarda genisletilmis fragmanlar elde etmek i¢in, sablonu baglamak ve ilgilenilen

bolgeyi sabitlemek icin karsit zinciri tamamlayici ikinci bir primer kullanilmalidir. Bu
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islem dongii seklinde birkag kez tekrar edilebilir. Her dongiide, tamamlayici zincirlerin
denaturasyonu, primer hibridizasyonu ve polimeraz araciligiyla primer uzatma islemleri
yer alir. Her seferinde DNA miktarinda iistel bir artis olur. Tiim bu islemler sirasinda, ¢ift
zincirli DNA denaturasyonu ve model parcasi ile primer arasindaki hibridizasyonun
stabilitesini kontrol etmek icin dongii sirasindaki sicaklik kritiktir,[8% 191

Reaksiyon c¢ift sarmalli DNA’da hedef bdlgeyi iceren iki oligoniikleotid
primerinin baglanmasina ve uzatilmasia dayanir. DNA’nin denaturasyonundan sonra,
her bir primer, her bir 3’ hidroksil ucundan gelen uzant1 digerine dogru yonlendirilecek
sekilde iki ayrilmig sarmaldan birbirine hibridize olur. Baglanmis primerler daha sonra
bir DNA polimeraz ile sablon serit iizerinde uzatilir. Bu ii¢ adim (denaturasyon, primer
baglama ve DNA sentezi) PCR dongiisiiniin basamaklarini teskil eder. Her adim ayr1 bir
sicaklikta gerceklesmesine ragmen denaturasyon ve primer baglanma sicakliklar
arasindaki bir reaksiyon genellikle kisa PCR firiinlerinin biiylimesi i¢in polimeraz
aktivitesine yeterli siire saglar. Yeni sentezlenen parca, diger primeri tamamlayici
bolgeye veya Otesine uzanirsa, sonraki primer uzatma reaksiyonlari igin bir primer
baglanma bdlgesi ve sablon olarak hizmet edebilir. Sonug¢ olarak tekrarlanan
denaturasyon dongiileri, primer baglama ve primer uzatma islemleri, uglar1 primerlerin
5’ uclar1 ile tanimlanan ayr1 bir parganin iistel birikimiyle sonuglanir. PCR sirasinda
tiretilen {irlinlerin uzunlugu, primerler arasindaki hedef DNA’nin uzunlugu ve iki
primerin uzunluklar1 toplamina esittir. PCR ¢ift veya tek sarmalli DNA’y1 amplifiye
edebilir ve RNA’nin bir cDNA kopyasina ters transkripsiyonu ile RNA ayni1 zamanda bir
hedef olarak hizmet edebilir,[19-1%!

Tipik olarak yaklasik 30 tam dongiiden gecen reaksiyondaki adimlar ilerledikge,
primerler ve deoksiriboniikleosit trifosfatlar giderek azalir ve yeni DNA ipliklerinin sayisi

artar.'%! Uzama asamasinda DNA zincirleri {izerine yapisan primerler Taqg DNA
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polimeraz enzimiyle uzatilirlar. Bu enzim i¢in optimum sicaklik 72 santigrat derece
oldugu igin genellikle gogaltma islemlerinde bu sicaklik kullanilir.*®8! PCR iiriinleri
etidyum bromiirde boyandiktan sonra izlenebilir.[1%%

2.8.6.3. PCR Cesitleri

PCR tek bir DNA kopyasii bile tespit edebilen olduk¢a hassas bir yontem
olmakla birlikte, teknigin bazi simirlamalar1 meveuttur.?®? PCR igin gerekli bilesenler
yeterli hedef iiretilmeden tiikenebilir. Bu nedenle kii¢iik miktarlarda DNA tespitinde
sorunlarla karsilagilabilir. Reaksiyonun 06zgiilliigli, oligoniikleotid primer boyutu,
baglanma sicakligi, tampon tuz konsantrasyonu gibi birbiriyle iliskili pek ¢ok faktore
baghdir. PCR’in en oOnemli smirlamalarindan biri silirecin  kontaminasyona
duyarliligidir.ts %% By problemlerin bazilarin1 asabilmek amaciyla degisik PCR
teknikleri gelistirilmistir. Gerekli primerlerin tamamini tek bir reaksiyona yerlestirerek
ayni anda birkag¢ hedef bolgenin ¢ogaltilmasini saglayan Multiplex PCR bu tekniklerden
biridir.[202-2031

Nested PCR (nPCR) teknigi, PCR teknolojisinin bir modifikasyonudur. Bu
teknikte, bir DNA sekansinin bir primer seti ile amplifikaSyonunun ardindan, birinci PCR
uriinleri igerisindeki daha kiiciik spesifik sekanslari tamamlayan ikinci bir primer seti ile
yeniden amplifikasyonu saglanir. nPCR, tek PCR ile karsilastirildiginda artmis duyarlilik
ve gelismis 0zgiilliik gosterebilir. nPCR tekniginde yiiksek oranlarda hatali pozitif sonug
riski vardir, bu durumdan kagimak icin 6zel stratejiler uygulanmalidir. (294 209

PCR testlerinin ¢ogu kalitatif veya yar1 kalitatiftir. Bunun bir istisnasi, reaksiyon
boyunca {iriinlerin siirekli olarak oOlglilmesiyle karakterize edilen real-time PCR
yontemidir. Bu yontemde genellikle floresans rezonans enerji saptamasiyla iliskili
sekansa 0zgii problar kullanilir. Her PCR dongiisiinde floresan salinimi izlenerek,

reaksiyonun ilerlemesi gergek zamanl olarak kaydedilir ve numunedeki DNA miktari
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Ol¢iilebilir. Real time PCR testleri tek tek hedef tiirleri belirlemenin yaninda toplam
bakteri miktarinin da belirlenmesine olanak tanir ve birkag dakika i¢inde bakteriler tespit
edilebilir.[204 206.207] SYBR-Green testi real time PCR icin en basit ve hesapli yontemdir.
Bu yontem olduk¢a duyarhidir, ancak herhangi bir ¢ift sarmalli DNA da floresan
olusturabilecegi icin ¢ok spesifik degildir. Taq polimerazin 5°—3’ eksoniikleaz
aktivitesinin kullanimi sayesinde TagMan yontemi daha spesifiktir.[2%8 2091 Molekiiler
beacon yonteminde, molekiiler isaretleyiciler spesifik 6zelliklerini vermek i¢in birlesen
govde ve halka yapisina sahip tek sarmalli niikleik asit molekiilleridir. Halka kismi, bir
hedef niikleik asitte dnceden belirlenmis bir diziye tamamlayicidir. Govde ise her sekans
sirasinda probun her iki tarafinda bulunan birbirini tamamlayan kol sekanslarinin
baglanmasiyla olusturulur. Bir floresan kisim kovalent olarak bir kolun ucuna ve bir
sondiirme kism1 da diger kolun ucuna baglanir.?%

Real time PCR TagMan yontemi daha once subgingival plakta T. forsythensis
miktar1 belirlemede ve P. gingivalis in hem yogunlugunu hem de miktarini belirlemede
kullamlmistir.[?*1: 221 SBYR Green dye ve Light Cycler (Roche Diagnostics, Mannheim,
Germany) PCR yontemleri subgingival plak ve tiikriik oOrneklerinde ilk olarak
A.actinomycetemcomitans, P.gingivalis, T.forsythensis, T.denticola, T.socranskii gibi
periodontal patojenlerin miktarin1 ve varligmi tespit etmek icin kullanilmistir.[?*]

Bu calismalar 1s18inda konak direncinde ve subgingival mikrobiyatadaki
degisikliklerin periodontal apse olusumunu etkileyebilecegi diisiiniilmektedir. Yapilan
literatiir taramalarinda periodontal apse igerigine yonelik yapilan ¢aligmalarin yetersiz
oldugu goriilmektedir. Periodontitsli hastalarda molekiiler tekniklerle yapilan bir
calismada periodontitisle iliskili yeni tiirlerin tamimlanmas1,!® periodontal apse
iceriginde de yeni patojenlere rastlanabilecegini diisiindiirmektedir. Bu durum

periodontal apse igeriginin molekiiler yontemlerle incelenmesini zorunlu kilmaktadir.
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Buradan yola ¢ikarak bu ¢caligmada daha dnce kiiltiir yardimiyla periodontal apselerde ilk
kez tespit edilen bakterilerin yan1 sira,!*%8 periodontal apse olusmasinin nedeni olarak
kabul edilmis olan periodontitis etkeni bakteriler ve son dénemde periodontal hastalik
etkeni olabilecegi siiriilen yeni bakteri tiirlerinin periodontal apse Orneklerinde total
bakteriler arasindaki mevcudiyeti ve yogunlugunun Real Time PCR ile kantitatif olarak

belirlenmesi amaglanmaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Hasta Secimi
Bu ¢alismaya Atatiirk Universitesi, Dis Hekimligi Fakiiltesi Periodontoloji Ana
Bilim Dali’na, ilgili dental bolgedeki disetinde lokalize agri, sislik ve hassasiyet sikayeti
ile tedavi i¢in bagvuran, sondalamada kanama ve siiplirasyonu olup periodontal apse

teshisi konan 30 goniilli birey dahil edildi.

Sekil 3.1. Periodontal apsenin sondalama goriintiisii

Hasta se¢iminde;

- Sistemik olarak saglikli olmasi (diyabet, tiimor, AIDS, bobrek veya karaciger
hastaliklar1, gastrointestinal problemleri olmayan periodontal apseli hastalar),

- 18 yas tizeri olmasi,

- Gebelik ve laktasyon bulunmamasi,

- Son {i¢ ay i¢inde herhangi bir antibiyotik veya antienflamatuar ila¢ kullanmamis

olmasi,
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- Son alt1 ay icinde herhangi bir periodontal tedavi gormemis olmast,?4!

- Rutin muayene sonucunda radyografik muayene ve vitalite testlerini temel alan

endodontal apse teshisi konulmamis olmasi kriterleri arandi.

Calismamiz igin Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu tarafindan 26.09.2019 tarih ve 06/28 numara ile onay alindi. Hasta se¢im
kriterlerine uyan hastalardan tedaviye baslamadan 6nce ‘Bilgilendirilmis Onam Formu’
alindi. Apse Orneklerinde farkli bakteri iceriklerinin olasi mevcudiyetinin ve
yogunluklarinin apsenin siddeti {izerine etkisini arastirmak maksadi ile de bazi
periodontal indeksler (Sondalanabilir Cep Derinligi, Dis mobilitesi, Atasaman seviyesi)
her bir bireyde belirlendi.

3.2. Periodontal Apse Orneklerinin Alinmasi

Periodontal apse Ornegi alinacak bolge pamuk rulolar ile izole edilerek,
supragingival ve muhtemel bu bolgede olabilecek subgingival plak uzaklastirildi.
Ardindan supragingival alan klorheksidin veya povidon iyot ile dezenfekte edildi. Nazik
subgingival enstriimantasyon yapilarak veya yapilmasia ihtiyagc olmadan, pus
periodontal cebin agzindan ¢ikana kadar apse dis duvarina hafif basing uygulandi ve cebin
en derin kismia dogru steril paper pointler yerlestirilip 10 saniye emdirildi.[?** Ornekler
steril bir presel ile tutulan steril emici paper point ile toplanip, icerisinde steril PBS
(Phosphate Buffer Saline PH: 7.2) iceren 2mL’lik eppendorf deney tiiplerine konularak,
genomik DNA izolasyonuna baslanincaya kadar +4°C’de saklandi. Alinan Ornekler

miimkiin oldukga taze olarak caligildi.
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Sekil 3.2. Paper point ile periodontal apse 6rnegi alinmasi

3.3. Periodontal Apse Orneklerinden Genomik DNA izolasyonu

Toplanan Periodontal Apse oOrneklerinden genomik DNA izolasyonu igin
Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega, A1120) sistemi kullanilarak iiretici
firmanin protokoliine gére asagidaki gibi yapildi:

Paper point ile toplanan ve igerisinde steril PBS (phosphate buffer saline PH: 7.2)
bulunan 2mL’lik eppendorf deney tiipiindeki 6rnek 13,000—-16,000 g’de 2 dakika santrifiij
edilip siipernatant kismi atilarak, ¢oken pelet ile isleme devam edildi.

1. Hiicreler 480uL 50mM EDTA igerisinde siispanse edilerek ve 120 pL lizozim

(lysozyme,10mg/mL) (Sigma Cat.# L4919) eklenip 30-60 dakika 37 °C su

banyosunda inkiibe edildi.
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2. Su banyosundan alman Ornekler 13,000-16.000 g’de 2 dakika santrifiij
edildikten sonra siipernatan uzaklastirilarak, Nuclei Lizis Sollisyonundan
600uL eklenip pipet ile yavasca karistirildi.

3. Ornekler 80 °C'de 5 dakika inkiibe edilip sonrasinda oda sicakligina gelene
kadar beklendi. Ardindan 3uL. RNaz Soliisyonu eklenip karistirildiktan sonra
15-60 dakika 37 °C'de inkiibe edilip oda sicakligina gelinceye kadar beklendi.

4. Orneklerdeki proteinleri uzaklastirmak igin 200pL Protein Precipitation
Soliisyonu eklendi ve vortekslendi. Buz tizerinde 5 dakika bekletildikten sonra
3 dakika boyunca 13.000-16.000 g’de santrifiijlendi. Proteinler ¢oktii ve kalan
slipernatant genomik DNA’y1 igcermekteydi.

5. Oda sicakliginda 600uL izopropanol igeren temiz bir tiipe siipernatant
eklenerek genomik DNA ¢oktiiriildii ve genomik DNA bulutumsu sekilde
gozlendi.

6. 13.000 g’de 2 dakika santrifiij sonras1 genomik DNA pelet olarak ¢okertildi.
Siipernatan uzaklastirilip pelet iizerine oda sicakligindaki % 70’lik etanolden
600uL eklenip 13.000 g’de 2 dakika santrifiij yapilarak yikama islemi
gergeklestirildi.

7. Etanol aspire edilerek geriye kalan pelet 10-15 dakika hava ile kurutuldu.

8. DNA peletinin tizerine 100 pL DNA Rehidrasyon Soliisyonu eklenerek 1 saat
65 °C'de veya gece boyunca 4 ° C'de genomik DNA ¢oziildii.

9. Genomik DNA’nin saflig1 ve saglamligi agaroz (%]1°lik ) jel elektroforezi ile
kontrol edildi. izole edilen genomik DNA’nin konsantrasyonu ve saflik
derecesi nanodrop cihazi (Therma Scientific Multiscan GO) kullanilarak
spektroskopik olarak belirlendi.

10. izolasyonu yapilan genomik DNA &rnekleri 2-4 °C'de muhafaza edildi.!?*!
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3.4. Periodontal Apse Icerisindeki Kantitatif Bakteri Miktar1 Tayini icin
SBYR Green Real Time PCR (qPCR) Uygulamasi

Periodontal apse Orneklerinde Tablo 3.1°de belirtilen bakterilerin Kantitatif
miktarinin belirlenmesi amaciyla SYBR Green Real Time PCR (qPCR) yontemi
kullanildi. izole edilen genomik DNA’nin konsantrasyonu ve saflik derecesi nanodrop
cihaz1 (Therma Scientific Multiscan GO) kullanilarak spektroskopik olarak belirlendi.
Her bir 6rnegin konsantrayonu 50 ng/uL olacak sekilde ayarlandi. gPCR reaksiyon
karisimina; 2 L Genomik DNA, her bir primerden 0,5 uM, Syber Green master miksten
12,5 uL eklenerek ve niikleaz free su ile toplam hacim 20 puL’ye tamamlandi ve Tablo
3.2°deki PCR protokolii takip edildi.[?*® 271 Toplam bakteri yiikiinii ve prevalansini
6lgmek icin 16S rRNA genine spesifik evrensel (Universal) primerler kullanildi. Negatif
kontrol olarak reaksiyon karigimina 6rneklerden elde edilen genomik DNA yerine steril
su konuldu. Tiim 6lgiimler 3 tekrar olacak sekilde yapildi .28l

DNA izolasyonu ve PCR islemleri sirasinda;

- DNA izolasyon kiti (Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega,

Al1120))

- LB agar

- LB broth

- Lizozim

- 50mM EDTA

- Izopropanol

- Etanol

- SYBR Green Master Mix kullanildi.
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Sekil 3.3. Periodontal apse igeriginin incelendigi PCR cihazi

Sekil 3.4. E.coli 'nin optik dansitesinin belirlendigi spektrofotometre cihazi
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Sekil 3.5. Periodontal apse orneklerinden izole edilen DNA konsantrasyonlarinin
6l¢iildiigli nanodrop cihazi

Sekil 3.6. Islemlerde kullanilan santrifiij cihazi
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Sekil 3.7. Kullanilan primerlerin santriftij cihazinda goriintiisii

Tablo 3.1. Periodontal apse orneklerinde kantitatif miktarina bakilacak bakteriler igin

primer listesi
NO Bakteri Real Time PCR i¢in Primerler Referans
1 Tannerella forsythia F 5-GCGTATGTAACCTGCCCGCA -3’ (Sakamoto et
R 5-TGCTTCAGTGTCAGTTATACCT-3’ al., 2002)F
2 Porphyromonas F 5-CTTGACTTCAGTGGCGGCAG -3’ (Maeda et al.,
gingivalis R 5 AGGGAAGACGGTTTTCACCA -3 2009
3 Treponema denticola F 5- AGAGAAAGGGTAATTTGAAG -3 (Orruetal.,
R 5-TATTATTGTCCCTTCTTTCTT -3’ 2006)##1
4 Aggregatibacter F 5-CTAGGTATTGCGAAACAATTTG-3>  (Goncharoff et
actinomycetemcomitans R 5 CCTGAAATTAAGCTGGTAATC 37 al., 1993)[222
5 Prevotellaintermedia F 5’- AATACCCGATGTTGTCCACA -3’ (Maeda et al.,
R 5-TTAGCCGGTCCTTATTCGAA -3° 2003)#%
6 Prevotella nigrescens F 5’- TTCCGTCGTACCAACCAAAAC-3’ (Park et al.,
R 5- CTAAAAGATTTCGCCCAAGTGCT- 2013
3
7 Fusobacterium F 5-CGCAGAAGGTGAAAGTCCTGTAT-  (Suzuki etal.,
nucleatum 3 2004b)224
R 5 -TGGTCCTCACTGATTCACACAGA-3’
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Tablo 3.1. (Devami)

8 Campylobacter rectus F 5°- AGCTATCATCGCCGAGCTAA -3’ (Chaban et al.,
[225]
R 5-TGAATGGATTTTGCCTCCTC -3’ 2009)
9 Parvimonas F 5-TCGAACGTGATTTTTGTGGAAA-3 (Price etal.,
[226]
(Peptostreptococcs "o 5. 5 GTAGGTTGCTCACGTGTTACTCA- 2007
micros) 3
10 Dialister pneumosintes F 5’- TTCTAAGCATCGCATGGTGC -3’ (Slots et al.,
[227]
R 5-GATTTCGCTTCTCTTTGTTG -3’ 1995)
11  Filifactor alocis F 5-CAGGTGGTTTAACAAGTTAGTGG-3' (Siqueira Jr and
, . Rogas,
R 5-CTAAGTTGTCCTTAGCTGTCTCG -3' ,, A)228)
12 Porphyromonas F 5 -GCTGCAGCTCAACTGTAGTCT TG- (Martin etal.,
endodontalis 3 2002)122
R 5- TCAGTGTCAGACGGAGCCTAGTAC
-3’
13  Streptococcus 5'- AGCGATAGCTTTCTCCAAGTGG -3'  (Greiner et al.,
. [230]
pneumoniae R 5- CTTAGCCAACAAATCGTTTACCG - 2001
3!
14 Streptococcus mitis F 5- AAGGAGGAGCTTGCTTCTCT -3’ (Wolff et al.,
[231]
R 5- ACCTTTCAAACAGTTATCATGC-3’ 2010)
15  Streptococcus gordonii F 5°- GGTGTTGTTTGACCCGTTCAG -3’ (Suzuki et al.,
[232]
R 5’- AGTCCATCCCACGAGCACAG -3’ _?)
16  Neisseria sicca F 5-TTTCTTCAACGGTCTTCAGG -3’
R 5- GGCAGCAATGTTTATTTGGT -3
17 Actinomyces naeslundii F 5’- CAACGTCGAGGAGATCCAGG -3’ (Kommerein et
[233]
R 5-TATTGAGGACCACCTTGGCG -3’ al., 2017)
18  Staphylococcus F 5- TATGCATGATGGTTTAACAGATG - (Kilicand
haemolyticus 3 Basustaoglu,
2011)[34
R 5’- GAACTCATCTTGCATTTCAC -3’
19  Morococcus cerebrosus F  5°- GTAGGTGGTTCAACGGCAAA -3’ (Park et al.,
[223]
R 5-TCGCGGATTTGCAACTAAAT -3’ 2013)
20  Streptococcus F 5-TAAACGACCAATCTCCCACA -3’
constellatus ) )
R 5- ATCGCAAAGAGCACAAGAAA -3
21  Propionibacterium F 5-GACATGGATCGGGAGTGCTC-3' (Fujii et al.,
acnes 2018)233]
R 5-CATAACGTGCTGGCAACAGTG-3'
22 16S rRNA spesifik F 5-ACTACGTGCCAGCAGCC-3’ (Png etal.,
. [236]
g‘r’irrf:;e' (Universal) e S GGACTACCAGGGTATCTAATC3C 2010

* Literatiir verilmemis primerler grubumuz tarafindan dizayn edilmistir.
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3.5. Primer Dizaym

Tez kapsaminda Tablo 3.1°de bliertilen periodontal apse ornekleri icerigindeki

bakterilerin kantitatif miktarin1 belirlemek icin 19 bakteri tiirline ait primerler,

literatiirden bulunurken Neisseria sicca ve Streptococcus constellatus bakteri tiirleri igin

http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/ progranu kullanilarak primerler dizayn edildi. ilk énce

ilgili bakterilere ait genom baz dizilerine ulasmak i¢in National Center for Biotechnology

Information (NCBI) databazi kullanildi. Sekil 3.8’de gosterildigi gibi NCBI ana

sayfasinda (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) “All databases” boliimiinden “Nucleotide”

secilerek arama motoruna bakteri tiiriiniin ismi ya da ID numarasi girilerek arama yapildi

ve ilgili bakterilerin genom dizilimine ulasildi (Sekil 3.9, Sekil 3.10).

& NCBI  Resources (%) How To (%)

Bakteri isminin girildigi alan

Nucleotide

Species
Bactena (615)
Viruses (14
Customize

Molecule types

rRNA (2)
Customize

Source databases

RefSeq (603
Customize

Sequence Type
Nudleotide (629

Sequence length
Custom range

genomic DNA/RNA (627

INSDC (GenBank) (26)

| Nucleotide

| Genome
GEO DataSets
GEO Profiles
GTR
HomoloGene
Identical Protein Groups
MedGen
MeSH
NCBI Web Site
NLM Catalog

OMIM

PMC

PopSet

Protein

Protein Clusters
Protein Family Models
PubChem BioAssay
PubChem Compound
PubChem Substance

v | Streptococcus constellatus complete genome

-

Advanced

Sort by Default order «

DNA

1 Gl 1987567265

raphics

DNA

Page |1

Send to:

of32 Nex>

stellatus strain FDAARGOS_1208 chromosome, complete genome

stellatus strain FDAARGOS_1208 chromosome, complete genome

Filters: Manage Filters

Results by taxon

Top Organisms [Tree)
Streptococcus constel|
Streptococcus anginog
MAS624 (1)
Streptococcus interms
Streptococcus rumina
Streptococcus phage
All other taxa (13)

More

Find related data
Database: | Select

Sekil 3.8. Primer dizayninin yapilacagi bakteri tiiriiniin genom bilgisine ulasmak i¢in
kullanilan NCBI anasayfasinin goriintiisii
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Streptococcus constellatus subsp. pharyngis C1050, complete genome

GenBank: CP003859.1
FASTA § Graphics

Goto. )

LOCUS
DEFINITION
ACCESSION
VERSION
DBLINK

KEYWORDS
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS

TITLE

JOURNAL
PUBMED
REMARK
REFERENCE
AUTHORS

CPQO3859 1991156 bp DNA circular BCT 07-MAR-2014
Streptococcus constellatus subsp. pharyngis (1050, complete genome.
CP@03859

CP93859.1

BioProject: PRINAS@421
BioSample: SAMNO26@3661

Streptococcus constellatus subsp. pharyngis C1050

Streptococcus constellatus subsp. pharyngis C105@

Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Lactobacillales; Streptococcaceae;
Streptococcus; Streptococcus anginosus group.

1 (bases 1 to 1991156)

Olson,A.B., Kent,H., Sibley,C.D., Grinwis,M.E., Mabon,P.,
Ouellette,C., Tyson,S., Graham,M., Tyler,S.D., Van Domselaar,G.,
Surette,M.G. and Corbett,C.R.

Phylogenetic relationship and virulence inference of Streptococcus
Anginosus Group: curated annotation and whole-genome comparative
analysis support distinct species designation

BMC Genomics 14, 895 (2013)

24341328

Publication Status: Online-Only

2 (bases 1 to 1991156)

Olson,A.B., Kent,H., Sibley,C.D., Grinwis,M.E., Mabon,P.,
Ouellette,C., Tyson,S., Graham,M., Tyler,S.D., Van Domselaar,G.,
Surette,M.G. and Corbett,C.R.

Sekil 3.9. {lgili bakterinin genom dizisine ulasmak i¢in baglant: linkinin verildigi NCBI

sayfasinin goriintiisii
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Streptococcus constellatus subsp. pharyngis C1050, complete genome
GenBank: CP003859.1

GenBank Graphics

>CP003859.1 Streptococcus constellatus subsp. pharyngis C105@, complete genome
GTTAATTTTATTTTTTAAACTCACAGGATTATCCACTATTATTTTATAAGAAAATCTTGATAAATCACAG
GAAAATTGTTTTATTCACAATCTGTGGAAAACTCGAAAGAACAATGTGAATTTATTTCCACAGATTGTGG
AAAACTTTTACAGTTTATGGTAAAATATTTTTTATAGATTATTAAAAGAAGACAAAAAAACTGAATTAGC
AAAGAAGGTTTTCTATGGCACAAGAAACTAGTTTTTGGGCGCGTGTTTTAGAATTAGCTCAAAAACAAAT
CAAAAAAAATACGTATGATTATTTCGTTGCAGGAGCTCGATTAAT TAAAGTTGAAAATTTTCAAGCTACT
ATACTTCTCGATAGTACAGTCAAACAATTATTTTGGGAACAAAATTTAGCAGATGTTATCATTACTGCAG
GTTTTGAAGTGTTCAATAATCAAATTACAATGCATTATATCTTTCAAGAAGAGAAGGATGAGGTTAATCA
GTCAACAAATACAAATCATTCAGTAATTACACCAAGCCTTCCTCCTATTGAAACTGGTTTAAAAACAAAA
TATACATTTGATAATTTTGTTCAAGGTGATGGAAATGTTTGGGCACTATCAGCTGCACTTGCTGTTTCTG
AAAATTTGGCAACAACTTATAATCCGTTATTTATTTATGGTGGTCCAGGCTTAGGAAAAACCCATTTACT
AAACGCAATTGGAAATCAAATTTTAGAAAATATACCAGATGCCAGAGTAAAATACATTCCTGCTGAGACT
TTTATCAACGACTTTTTAGAACACCTTCGATTAGGTGAAATGGAAAGCTTTAAGAGAACTTATCGAAGCC
TTGATCTCTTATTAATTGATGATATTCAATCTTTAGGAGGAAAGAAAGTTTCTACTCAAGAAGAATTTTT
CAATACTTTTAATGCTTTGCACGGAGATAATAAACAAATTGTACTAACAAGTGACCGTAGTCCTGATCAT
CTGGACAATCTTGAAGAACGTTTAGTCACGCGCTTTAAATGGGGAT TAACTCAAAATATTACCCCACCAG
ATTTCGAAACAAGAGTTGCCATTTTACGCAATAAAATAGAAGATTTAGACTATATTTTTCCAAATGATAC
TTTGGAATACTTAGCAGGTCAATTTGATTCAAATGTTCGAGATTTAGAAGGTGCCTTAAATGATATTTCT
CTCATGGCCAGAGTGAAAAATCTTAAAGAAATTACAATTGATGTTGCTGCTGAAGCTATTCGAGCTCGAA
AACAAGATGCAAGTCAAATGTTAGTTATTCCAATTGATAAAATCCAAACAGAAGTTGGAAATTTCTATGG
CGTTAGCGTTAAAGAAATGAAAGGAAGTCGTCGTATTCAAAATATTGTTCTTGCTAGACAAGTAGCTATG
TATCTTGCTCGTGAGTTAACTGATAATAGCCTTCCAAAAATTGGAAGAGAATTTGGCGGCAAAGATCATA
CAACAGTTATACATGCTCATGGAAAAAT TAAAACAATGCTCAAAACAGATGATAATCTTCGCTTAGAAAT
AGAAAATATAAAGAATAAAATCAAATAATTGTGTATAATTGTAGAAAAAGAGTTAAAGTTATTCACAATT
TATAAACAAGGTTATTTCTGCACTCGAACACTAATTTGAAAACTTTTCCACAAGTTTCACACAAACTACT
ATTACTACTAACTTAATAATCATAAAATAATAAAAGGAGTTTCTATGATTAACTTTTCAATCAATAAAAA
TTTATTTTTACAAGCTTTAAATACCACCAAGCGGGCTATTAGTCACAAAAATGCTATACCAATTCTTTCT
ACAGTAAAAATTGATGTCACAAATGAAGGGATTACATTGATTGGCTCTAATGGTCAAATCTCTATTGAAA
ATTTTATTTCAATTAAAAACGAAAATGCAGGGCTTTTAGTAACTTCTTCGGGCTCTATTTTACTTGAAGC
AACTTTTTTCATCAATGTAGTATCAAGTCTTCCTGATATAACACTTGATTTTAAAGAAATTGATCAAAAG
CAGATTGTTCTAACAAGTGGAAAATCAGAAATCACT TTAAAAGGAAAAGATGCAGATCAATATCCTCGTA
TTCAAGAAATTTCAGCAAGTAATCCCTTGGTTCTTGAAACAAGTGTTCTTAAAAATATCATTAATGAGAC
AGCTTTTGCGGCTAGTACACAAGAAAGTCGTCCGATTTTAACAGGAGTTCATTTTGTCTTAACAGAAAAT
AAAAATTTAAAGACAGTTGCAACAGATTCTCATCGGATGAGTCAAAAGCAAATCATTTTAGAAAAAAATG
GAGATAACTTTGATGTTGTTATTCCTAGTCGTTCTTTACGCGAATTTTCAGCTGTTTTTACGGATGATAT
TGAAACAGTAGAAATTTACTTCACAAATAATCAATTGCTCTTTAGAAGTGAAAATATTAGCTTTTATACA
CGGCTTCTTGAAGGAAACTATCCTGATACCGATCGTTTAATTCCAACTGATTTTAATAACATAATTACTT

Sekil 3.10. Primer dizayninin yapilacagi bakterinin genomuna ait niikleotit sekansinin
verildigi internet sayfasi

Primer dizayn etme asamasinda asagida belirtilen konulara dikkat edildi;

e Forward ve revers primerlerin baglanma sicakliklar1 arasindaki fark en fazla
0,5 kadar olmalidir.

e Primer sekanslarinin adenin veya timin bazlar ile baglamali, guanin veya
sitozin bazlari ile sonlanmalidir.

e Primerlerin GC igerigi genellikle %35-65 arasinda olmalidir.

e Primer kendi kendilerine baglanma ihtimalleri olabildigince diisiik olmas1 i¢in
4 ve daha fazla baz tekrarlarindan kaginilmalidir.

e Amplifikasyon bolgesinin boyutu yaklasik 60-150 bp arasinda olmalidir.
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- Checks for mispriming in : ’ A Primer3
Prlmer3 (v. 0.4.0) Pick primers from a DNA template. disclaimer Home
sequence. Primer3plus interface cautions | FAQ/WIKI

There is a newer version of Primer3 available at http:/primer3.ut.ee

Paste source sequence below (5'->3', string of ACGTNacgtn -- other letters treated as N -- numbers and blanks ignored). FASTA

format ok. Please N-out undesirable sequence (vector, ALUs, LINEs, etc.) or use a Mispriming Library (repeat library):
NONE v

TCGAATGGCTAGAAT TGCAGGAATGTTACGCTCATCAATGCCCTCCATATTTTTACGAAGCGGCGTCCAA =
AGATGAATCCCCTTTGCATCCAAGCGTTCTTTTAGCACTTTACCTAGGTATCCCAAATCTCCTAAAACGC
GAGAATAAGGGACACGGTCTCCAGCAATTCTTCTGCTACCTGAATAGGCAAGGGTAACCAGATAATCCAA

AATATAGCCCGACTCTGTCACCGCCAAATGCACT TTCAAACCGTAGAACCACATCTTTTTGGAAGCACAG
TAGCCAATGTTGATCGCCTCATTCAAGAACTTGACTCGATGATTTCTGACAGGTTGGAAAAAGAGGACTG %
GAAAGCTGTCAATGATGACCAATTCATCAAAATCCAGTTGATTGAAATAGGGGCGAATCAACCGAAG

Pick left primer, _J Pick hybridization probe (internal Pick right primer, or
or use left primer below: sligo), or use oligo below: use right primer below
(5' to 3' on opposite strand):

Sekil 3.11. Primerin dizayn edildigi veri taban1

Sekil 3.11’de gosterildigi gibi ilgili baz dizilimi kutucuga yapistirildi ve left
primer - right primer kutucuklari isaretlendi. Agilan sayfadaki ‘General Primer Picking
Conditions’ boliimiinde primer dizayni igin gerekli olan amplifikasyon bdlgesinin
boyutu, primerin boyutu, primer baglanma sicakligi, primer % GC orani vs. bilgileri Sekil
3.12°deki gibi ilgili alanlara girilerek "Pick Primer" sekmesine tiklanarak Sekil 3.13’de

verilen primer dizileri elde edildi.
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Product Size Ranges 180-200

Number To Retum |5 l Max 3" Stability |90

Max Repeat Mispriming | 1200 | Pair Max Repeat Mispriming |24.00
Max Template Mispriming 1200 | Pair Max Template Mispriming | 24.00
Pick Primers || Reset Form |
General Primer Picking Conditions
Primer Min: Opt: Max:
Size 20 20 22

; Min: Opt: Max: Max Tm Difference:  Table of thermodynamic parameters:
—_—— 58 50 11000 ‘Breslauer et al. 1986 v |
Product  Min: Opt: Max:
Im
Primer Min: Opt: Max:
GC% 135 &5
A e 2] v 300 = . 3.00

= —~ Complementaritv:

Max =N 0 Y olv-X 3

: - — . a — 1 Note: Vi i y y
Inside Tareet Penalty: Qutside Toreet Pegaltys [0 | o vt set uside Tareet Pealty to allow

— primers inside a targ,

Figst Base Index: 1 €G Clamp: 0

: - X 5090 Salt correction formula: | Schidiraut and Lifson 1965 v
cations:

: . 00 | Copcentration of dNTPs (0.0
cations
Aumlmg g‘.QhTEQ 500 (Not the coacentration of oligos in the reaction mix but of those annealing to template.)
Liberal Base U Show Debugige Info & Do not treat ambiguity codes in libraries as conseasus U Lowercase masking

Pick Pimers || Reset Form |

Sekil 3.12. Primer dizayni yaparken gerekli olan bilgilerin girildigi veritabanindaki

ilgili alanlar

41




Primer3 Output

No mispriming library specified
Using 1-based sequence positions

OLIGO start _len tm
LEFT PRIMER 926 20 58.97
RIGHT PRIMER 1123 20 58.65

SEQUENCE SIZE: 3497
INCLUDED REGION SIZE: 3497

geck __any

45.00 2.00 ©0.00
40.00 2.00 0.00

3' seq

PRODUCT SIZE: 198, PAIR ANY COMPL: 3.00, PAIR 3' COMPL: ©.00

TAAACGACCAATCTCCCACA
ATCGCAAAGAGCACAAGAAA

1 TGTATCGAAATGAAGAAGGCAGGTAAGTCTAGGTAAAGGTCTGGAGGAGCTATCTAAAGT

61 AGAACAACTACGACTACAGGTACAACTCTTAAAAAAGTATCGGAACTTGGTCAGGCAATC

121 GACAAAGTAAACCTTATCAAGCTGGTGGAAGAATACAAGAAAATCTATCCTGTGTCAGTT

181 ATCCTGGACTGTTTCGGCGTCAAACGCTCAACTTTCTACCGTTGGAAAGCAAGAGGCGAA

241 AAACTTGAGAAGAGAGACGAGGTTGTAGAGAAAATCGAGCAACTCTGTATGGAACATCAT

301 TTTATCTACGGCTATCGTACTATTACACGACTACTTAAGAAAATCCATGGACTAATCGTT

Sekil 3.13. Veritaban tarafindan ilgili bakteri genomuna ait nerilen primerlerin baz

dizilimlerinin ve 6zelliklerinin verildigi sayfanin goriintiisii

Ilgili bakteri genomuna ait dizayn edilen primerlerin baska bakteri tiirleri ile

homolojisinin ~ olup  olmadigr  yani

primerlerin

baglanma

spesifiklikleri

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ programi ile Sekil 3.14’de gosterildigi lizere

kontrol edilerek Sekil 3.15’deki blast sonuglari elde edildi.
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Enter accession number(s), gi(s), or FASTA ¢ ﬂgﬂl bakteri tiiriine ait 1?2

TAAACGACCAATCTCCCACA s -
primer sekansimn yazildign =~ |
pss ]
Or, upload file | Dosya Seg ‘ Dosya segilmedi (2}

Job Title | ]

Enter a descriptive title for your BLAST search Q
(_J Align two or more sequences @

Choose Search Set

Database @ standard databases (nr etc.): () rRNA/ITS databases () Genomic + transcript databases () Betacoronavirus
[ Nucleotide collection (nr/nt) v |@

Organism =
Enter organism common name, binomial, or tax id. Only 20 top taxa will be shown o

Exclude D Models (XM/XP) [:l Uncultured/environmental sample sequences

Optional

Limit to (] sequences from type material

Optional

Entrez Query [ | YoulfiT3 Create custom database

Optional

Enter an Entrez query to limit search e

Program Selection

Optimize for @ Highly similar sequences (megablast)
() More dissimilar sequences (discontiguous megablast)
(O Somewnhat similar sequences (blastn)
Choose a BLAST algorithm (2]

BLAST Search database Nucleotide collection (nr/nt) using Megablast (Optimize for highly similar sequences)
=

Los -

Sekil 3.14. ilgili bakteri tiiriine ait primerlerin baska bakteri tiirlerle homolojisinin
arastirilacagl Nucleotide BLAST veri tabani
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Job Title Nucieotide Sequence Filter Results
RID MSKYZSEMOIR Search axpems o0 0924 17.55pm  Downicad Al v

: - exclude
Program BLASTN@ Citation v Organism . sorie Iuwpes

Database nt Seedelailsv - ——

Query ID icl|Query_ 471831 e

Description None Percent identity E value Query Coverage
Molecule type nucleic acid o )

Query Length 20 =

to
Other reports  Distance tree of results MSA viewsr © m
I Graphic Summary Alignments Taxonomy

i’.e—srez l

Sequences producing significant alignments

select all 100 seguances seiacieg

[CHCH N BB

Sekil 3.15. ilgili bakteri tiiriine ait primerlerin baska bakteri tiirlerle homolojisinin
verildigi blast sonuglari

Real-Time PCR deneyi i¢in literatiirden bulunan ve dizayn edilen primerler Tablo

3.1°de verilmistir.

3.6. SYBR Green Real Time PCR (qPCR) Sonuclarin Degerlendirilmesi ve
Analizi

Periodontal apse igerisindeki bakterilerin nispi Ol¢iimii i¢in Real-Time PCR
hassas, etkili ve giivenilebilir bir yontemdir. Sunulan ¢alismada toplam bakteri yiikii
icerisindeki hedef bakteri prevalansini 6lgmek i¢in olusturulan standart egri igin
Escherichia coli jm 109 susu kullanildi (Sekil 3.16, Sekil 3.17). ik olarak 108 den 101 e
kadar degisen sayilarda Escherichia coli hiicrelerinden izole edilecek genomik DNA’lar
kullanilarak SYBR Green Real Time PCR yontemiyle her bir genomik DNA i¢in CT
(cycle threshold) degeri hesaplanarak standart grafik olusturuldu. Daha sonra 30 goniillii

bireyden toplanan periodontal apse Orneklerlerinden elde edilen genomik DNA

44



kullanilarak Tablo 3.1°de belirtilen her bir bakteri ve total bakteri (16S rRNA) i¢in gPCR

yapildi. Elde edilen CT degerleri standart grafige yerlestirilerek total bakteri igindeki

[217, 218, 237]

arastirilan bakterinin sayisi belirlendi.

Sekil 3.17. Besiyerine ekillen E.coli 'nin tiremeden once ve tiredikten sonraki gorintiisii
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Tablo 3.2. Real Time PCR programinda kullanilan sicaklik dongiisii (Rocas and Siqueira,
2012).[216]

Basamak Sicaklik, °C Siire Dongii sayisi
On Denatiirasyon 95 10dak. 1
Denatiirasyon 95 1 dak. 40

Primer baglanma basamagi (Annealing) 60 (Opsiyonel) 1 dak.

Primer Uzama Basamagi (Extension) 72 1 dak.

3.7. Istatistiksel Analiz

Siirekli degiskenler i¢in normallik kosulu Shapiro-Wilk testi ile kontrol edildi. iki
grubun verileri, normallik kosulunun saglanmas1 durumunda Student t testi, saglanmadig1
durumlarda Mann-Whitney U testi, li¢ grubun verileri ise Kruskal Wallis testi (Post-Hoc:
Dunn testi) kullanilarak karsilastirildi. iki siirekli degisken arasindaki iliski Pearson
korelasyon katsayis1 ve Spearman'in siralama korelasyon katsayisi ile incelendi. Bakteri
miktarlari, mutlak sayilari ile birlikte toplam bakteri sayisina normalize edilerek rolatif
sayilar lizerinden oransal olarak degerlendirildi. Stirekli veriler ortalama ve standart
sapma (Ortxss), medyan, minimum ve maksimum deger (Med (Min-Maks)) olarak
Ozetlendi. Analizler, istatistiksel yazilim SPSS version 23 (SPSS Inc., Armonk, NY) ile

gerceklestirildi. Anlamlilik diizeyi p <0,05 olarak belirlendi.
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4. BULGULAR

Calisma, Atatiirk Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Periodontoloji Ana Bilim
Dali’na tedavi i¢in bagvuran periodontal apse teshisi konulan 30 goniillii hastadan alinan
ornekler tizerinde yapildi.

4.1. Genel Ozellikler

Calismaya dahil edilen hastalarin yaslar1 22 ile 65 arasinda degismekte olup
ortalamasi 40.23+10.9 idi. Hastalarin yaslarinin dagilimmi gosteren histogram grafigi
Sekil 4.1°de paylasildi. Hastalar cinsiyet 6zellikleri agisindan incelendiginde %63,3 linlin

erkek oldugu goriildii.

Frekans
T

20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
Yas, Y

Sekil 4.1. Hastalarin yaslar1 dagilimina iliskin histogram grafigi

Hastalarin %23,3°1 sigara igmekteydi. Cep derinligi i¢in yapilan incelemede,
medyan degeri 8,5 (6-15) olarak belirlendi. Hastalarin periodontal apseli dislerinin

%36,7’sinin mobilitesi 1,%40,0’min 2 ve %23,3’liniin 3 olarak tespit edildi.
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Tablo 4.1. Hastalarin genel 6zellikleri

n / Orttss % / Med (Min-Maks)
Yas 40,23£10,9 41 (22-65)
Cinsiyet
Kadin 11 %36,7
Erkek 19 %63,3
Sigara
Igmiyor 23 %76,7
Igiyor 7 %23,3
Cep derinligi 8,74+2.4 8,5 (6-15)
Mobilite
1 11 %36,7
2 12 %40,0
3 7 %23,3

Orttss: Ortalama + standart sapma, Med (Min-Maks): Medyan (Minimum-Maksimum).

4.2. Mikrobiyolojik Bulgular

E.coli
30

N
[€,]

y =-2,2259x + 26,115
R?=0,9619

= N
] o

=
o

Average threshold cycle (ct)

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Log10 16s rRNA gene copy number

Sekil 4.2. E.coli susundan incelenen bakterilerin sayisini belirlemek amaciyla elde
edilen standart grafik

Toplanan ornekler PCR yapilmadan once saflik ve konsantrasyon agisindan
degerlendirildi. Niikleik asitlerde bulunan piirin ve primidin bazlarinin 260-280 nm’de

kuvvetli sekilde ultraviyole 15181 (UV) absorbe etmeleri sebebiyle kantitatif tayinleri
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spektrofotometrik yontemlerle yapilmaktadir. Niikleik asitlerin protein kirliligi tasiyip

tagimadig ise 280 nm’de absorbans Ol¢limii yapilarak belirlenmektedir. Saf olarak elde

edilen 6rneklerde A260/A280 oram1 yaklasik olarak 1,8 ile 2 arasinda yer almaktadir.[2%]

Saflik ve konsantrasyon degerleri PCR i¢in uygun olan 6rnekler Tablo 4.2°de belirtildi.

Tablo 4.2. Periodontal apse 6rneklerinin DNA saflik ve konsantrasyon degerleri

ORNEK SAFLIK KONSANTRASYON
H-3 1,9632 95,400
H-7 1,9632 74,600
H-15 1,9579 88,300
H-16 1,9105 85,400
H-17 1,9102 129,700
H-21 2,0139 87,000
H-22 1,8589 89,600
H-25 1,9720 49,300
H-28 1,96583 195,800
H-31 2,107345 37,300
H-32 1,895556 589,100
H-33 2,093458 44,800
H-34 2,08046 36,200
H-35 1,970938 149,200
H-36 1,926714 244,500
H-38 1,895556 85,300
H-39 2,0251 209,800
H-40 2,0590 66,300
H-41 2,0100 120,800
H-42 1,92221 130,700
H-43 1,9645 71,900
H-45 1,9451 244,300
H-46 1,9691 38,200
H-47 1,9946 36,900
H-48 2,0177 79,700
H-49 2,0036 55,700
H-50 1,8406 258,600
H-51 1,8378 122,400
H-53 1,8678 90,400
H-54 1,8444 88,900

e Periodontal apse Ornegi alinan her hastaya H kodu ve numara verildi uygun DNA saflik ve

konsantrasyon degerlerini saglayanlara bu tabloda yer verildi.
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Hastalardan  alman  Orneklerden  yalmizca,  A.actinomycetemcomitans,
S.pneumoniae, M.cerebrosus ve S.haemolyticus i¢in PCR sonuglari elde edilemedi.

Calisilan orneklerde, P.gingivalis, P.intermedia ve F.nucleatum bakterileri
tamaminda tespit edilirken A.actinomycetemcomitans, S.pneumoniae, S.haemolyticus ve
M.cerebrosus bakterilerine rastlanmadi. P.gingivalis (30, %100), P.intermedia (30,
%100) ve F.nucleatum (30, %100) ardindan en sik gozlenen diger bakteriler sirasiyla;
C.rectus (29, %96,6), P.endodontalis (29, %96,6), T.forsythia (28, %93,3), F.alocis (28,
%93,3) ve A.naeslundii (28, %93,3) idi. Tablo 4.3’de bakterilerin tespit sayisina ve

oranlarina yer verildi.

Tablo 4.3. Incelenen 30 periodontal apse drnegi icerigindeki bakterilerin tespit say1 ve
oranlar1

Tespit sayis1 ~ Tespit oram

Toplam bakteri 30 %100
T.forsythia 28 %93,3
P.gingivalis 30 %100
T.denticola 23 %76,6
A.actinomycetemcomitans 0 %0,0
P.intermedia 30 %100
P.nigrescens 25 %83,3
F.nucleatum 30 %100
C.rectus 29 %96,6
P.micra 26 %86,7
D.pneumosintes 19 %63,3
F.alocis 28 %93,3
P.endodontalis 29 %96,6
S.pneumoniae 0 %0,0
S.mitis 12 %40,0
S.gordonii 5 %16,6
N.sicca 14 %46,6
A.naeslundii 28 %93,3
S.haemolyticus 0 %0,0
M.cerebrosus 0 %0,0
S.constellatus 24 %80,0
P.acnes 5 %16,6
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Calismada, toplam bakteri sayisinin medyan degeri 6,63 (2,47-7,77) idi.
Orneklerde en yiiksek oranda tespit edilen bakteri P.gingivalis idi. P.gingivalis’in
ardindan sirasiyla T.forsythia, F.nucleatum ve P.intermedia goézlendi. P.gingivalis
sayilar1 ve rolatif sayilari (oranlar1) medyan degerleri 5,25 (0,78-6,69) ve 1,11 (0,43-1,56)
olarak elde edilirken bu degerler sirasiyla; T.forsythia i¢in 4,61 (0-5,84) ve 0,98 (0-1,6),
F.nucleatum i¢in 4,3 (0,99-6,35) ve 0,93 (0,67-1,17), P.intermedia i¢in 4,31 (0,26-6,66)
ve 0,87 (0,29-1,27) idi. Tiim bakteri tiirlerinin sayis1 ve rolatif sayisi Tablo 4.4’te yer

almaktadir.

Tablo 4.4. Bakteri sayilari

Bakteri sayis1 (log10) % Toplam bakteri (Rolatif sayisi)

n Orttss Med (Min-Maks) Orttss Med (Min-Maks)
Toplam bakteri 30 6,45+1,1 6,63 (2,47-7,77) - -
T.forsythia 30 4,12+1,5 4,61 (0-5,84) 0,92+0,3 0,98 (0-1,6)
P.gingivalis 30 4,82+1,4 5,25 (0,78-6,69) 1,1£0,2 1,11 (0,43-1,56)
T.denticola 30 1,941,4 1,95 (0-4,08) 0,4+0,3 0,44 (0-0,83)
A.actinomycetemcomitans 12 0 0 0 0
P.intermedia 30 3.94+14 4,31 (0,26-6,66) 0,87+0,2 0,87 (0,29-1,27)
P.nigrescens 30 1,9+1,4 1,81 (0-4,61) 0,4+0,3 0,41 (0-0,9)
F.nucleatum 30 4,121 4,3 (0,99-6,35) 0,95+0,1 0,93 (0,67-1,17)
C.rectus 30 2,84+1,4 2,87 (0-5,06) 0,62+0,3 0,62 (0-1,08)
P.micra 29 1,98+1,1 2,13 (0-3,76) 0,41+0,2 0,45 (0-0,71)
D.pneumosintes 30 1,17£1,2 0,96 (0-4,73) 0,24+0,2 0,18 (0-0,86)
F.alocis 30 3,32+15 3,69 (0-6,41) 0,73+0,3 0,75 (0-1,43)
P.endodontalis 30 3,66+1,3 3,58 (0-6,25) 0,81+0,2 0,85 (0-1,14)
S.pneumoniae 26 0 0 0 0
S.mitis 29 0,55+0,9 0 (0-2,77) 0,11+0,2 0 (0-0,65)
S.gordonii 29 0,07+0,2 0 (0-0,74) 0,01+0 0 (0-0,16)
N.sicca 30 0,54+0.8 0 (0-2,57) 0,11+0,2 0 (0-0,53)
A.naeslundii 30 1,62+0,8 1,91 (0-3,04) 0,34+0,2 0,37 (0-0,59)
S.haemolyticus 27 0 0 0 0
M.cerebrosus 30 0 0 0 0
S.constellatus 30 0,98+0,9 0,93 (0-2,96) 0,2+0,2 0,19 (0-0,52)
P.acnes 30 0,29+0,7 0 (0-3,05) 0,09+0,2 0 (0-0,92)

Orttss: Ortalama + standart sapma, Med (Min-Maks): Medyan (Minimum-Maksimum).
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4.3. Hastalarin Genel Ozelliklerine Gore Mikrobiyolojik Bulgularin Analizi
Hastalarin genel 6zellikleri ile 6rneklerden elde edilen mikrobiyolojik bulgular

arasindaki iliskiler incelendi.

Tablo 4.5. Hastalarin yaslari ile bakteri sayilarinin (log10) iliskisi

Yas (n=30)

r p r p
Toplam bakteri 0,114 0,547 F.alocis 0,041 0,830
T.forsythia -0,014 0,939 P.endodontalis  0,2702 0,149
P.gingivalis 0,285 0,127 S.pneumoniae - -
T.denticola 0,143 0,451 S.mitis* 0,342 0,069
A.actinomycetemcomitans - - S.gordoniit 0,184 0,339
P.intermedia 0,2382 0,205 N.sicca 0,048 0,800
P.nigrescens 0,2742 0,143 A.naeslundii 0,246 0,190
F.nucleatum 0,027 0,887 S.haemolyticus - -
C.rectus 0,192 0,309 M.cerebrosus - -
P.micra! 0,165 0,393 S.constellatus 0,031 0,872
D.pneumosintes 0,084 0,658 P.acnes 0,124 0,514

r: Spearman siralama korelasyon katsayisi, 2: Pearson korelasyon katsayisi.
-
1 n=29.

Hastalarin yaglar1 ile tiim bakteri tiirleri sayis1 (logl0) arasinda yapilan
incelemede, anlamli dogrusal iliski bulunmadi (p>0,05). Yas ile bakteri sayilar1 i¢in
yapilan korelasyon analizi bulgular1 Tablo 4.5’de paylasildi.

Hastalarin cinsiyetlerine gore bakteri sayilari incelendiginde, P.nigrescens
sayilarinin erkeklerde kadinlara gore anlamli derecede daha yiiksek oldugu sonucuna
ulagildi (p=0,019). P.nigrescens sayilarinin ortalama degeri kadinlarda 1,13+1 iken
erkeklerde 2,34+1,4 olarak elde edildi.

Kadin hastalarda toplam bakteri miktar1 medyan degeri 6,56 olup 4,23 - 7,4
araliginda degisirken erkeklerde ise medyan degerinin 6.89 olup 2,47 - 7,77 araliginda

degistigi goriildii. Yapilan incelemede, kadin ve erkeklerde toplam bakteri miktari

53



acisindan anlamli fark saptanmadi (p=0,175). P.nigrescens disinda tiim bakteri tiirleri
acisindan yapilan incelemelerde, kadin ve erkek hastalar arasinda anlamli fark bulunmadi
(p>0,05). Cinsiyete gore yapilan incelemelerden elde edilen tiim bulgular Tablo 4.6°da

paylasildi.

Tablo 4.6. Hastalarin cinsiyetleri ile bakteri sayilarinin (log10) iliskisi

Cinsiyet
Kadin (n=11) Erkek (n=19)
Orttss  Med (Min-Maks) Orttss Med (Min-Maks) p

Toplam bakteri 6,23+0,9 6,56 (4,23-7,41) 6,58+1,2 6,89 (2,47-7,77) 0,175
T.forsythia 4,19+1,3 4,34(1,85-5,84) 4,08+1,6 4,7 (0-5,58) 0,983
P.gingivalis 494+1,1 4,86 (2,89-6,69) 4,75+1,6 5,4(0,78-6,35) 0,747
T.denticola 1,54+1,4 1,32 (0-3,35) 2,11+1,4  2,35(0-4,08) 0,269
A.actinomycetemcomitans 0 0 0 0 -

P.intermedia 3,68+1  3,88(1,65-4,94) 4,09+1,6 4,38 (0,26-6,66) 0,5422
P.nigrescens 1,13+1 1,12 (0-2,63) 2,34+14  2,49(0-4,61) 0,0192
F.nucleatum 4,16+£0,9 4,34 (2,17-5,06) 4,1x1,1 4,26 (0,99-6,35) 0,846
C.rectus 3,04+1,2 2,91 (1,31-5,06) 2,73+1,4 2,85(0-5,02) 0,558?
P.micral 1,99+1,2 2,02 (0-3,68) 1,98+1 2,31(0-3,76) 0,890
D.pneumosintes 0,72+1,1 0(0-2,57) 1,43+1,3 1,23 (0-4,73) 0,152
F.alocis 3,28+1,4  3,68(0,6-5,09) 3,34+1,6 3,69(0-6,41) 0,915
P.endodontalis 3,29+1,1 3,39(1,67-5,37) 3,87+1,4 4,02 (0-6,25) 0,2522
S.pneumoniae 0 0 0 0 -

S.mitis! 0,77+0,9 0,39 (0-2,28)  0,43+0,8 0 (0-2,77) 0,166
S.gordonii? 0 0 0,12+0,2 0 (0-0,74) 0,060
N.sicca 0,74+0,8 0,52 (0-2,57)  0,42+0,7 0 (0-2,55) 0,154
A.naeslundii 1,44+0,6 1,6 (0,21-2,17) 1,73+0,8 2 (0-3,04) 0,162
S.haemolyticus 0 0 0 0 -

M.cerebrosus 0 0 0 0 -

S.constellatus 0,96+0,9 0,94 (0-2,07) 0,99+0,9 0,92 (0-2,96) 0,746
P.acnes 0,45+0,8 0 (0-2,01) 0,2+0,7 0 (0-3,05) 0,246

Ort+ss: Ortalama + standart sapma, Med (Min-Maks): Medyan (Minimum-Maksimum).
Mann-Whitney U testi, 2: Student T testi.
1: Kadin hasta sayisi; n=10, 2: Erkek hasta sayisi; n=18.
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Hastalarin  sigara kullanma durumlarina gore toplam bakteri miktar
incelendiginde, sigara i¢enlerde igmeyenlere gore anlamli derecede daha yiiksek oldugu
goriildi (p=0,047). Sigara igmeyen hastalarda toplam bakteri miktar1 medyan degeri 6,55
(2,47-7,67) iken sigara igenlerde 7,02 (6,51-7,77) idi.

Yapilan incelemede, P.nigrescens, S.gordonii ve A.naeslundii sayilart agisindan
sigara igen ve igmeyen hastalar arasinda anlamli fark tespit edildi (Sirasiyla; p=0,047,
p<0,001, p=0,015). Bu bakteriler i¢in sayilar (logl10) sigara i¢cenlerde igmeyenlere gore
anlamli derecede daha yiiksekti. Sigara igmeyen ve igen hastalarda medyan sayilari
sirasiyla; P.nigriscens igin 1,7 (0-4,27) ve 3,03 (0-4,61), S.gordonii igin 0 (0-0,05) ve
0,34(0-0,74), A.naeslundii igin 1,6 (0-2,45) ve 2,04 (1,94-3,04) idi.

Diger tiim bakteri tiirleri agisindan yapilan incelemelerde, hastalarin sigara
kullanma durumlarina goére aralarinda anlamli fark bulunmadi (p>0,05). Hastalarin sigara
kullanma durumlarina gore yapilan tim incelemelerden elde edilen bulgulara Tablo

4.7°de yer verildi.
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Tablo 4.7. Hastalarin sigara kullanimu ile bakteri sayilarinin (log10) iligkisi

Sigara kullanim

Hayr (n=23) Evet (n=7)

Orttss  Med (Min-Maks)  Orttss  Med (Min-Maks) p
Toplam bakteri 6,25+1,2 6,55 (2,47-7,67) 7,1+0,5 7,02 (6,51-7,77) 0,047
T.forsythia 4,1£1,4 4,48 (0-5,84)  4,22+1,9 4,85 (0-5,58) 0,377
P.gingivalis 4,78+1,5 52(0,78-6,69) 4,96+1,2 5,4(2,39-5,75) 0,902
T.denticola 1,64+1,4 1,36 (0-4,08)  2,79+1,3 3,2 (0-3,98) 0,057
A.actinomycetemcomitans 0 0 0 0 0
P.intermedia 3,68t1,4 4,26 (0,26-5,82) 4,8+1,2 4,61 (2,99-6,66) 0,059
P.nigrescens 1,63£1,3 1,7 (0-4,27) 2,79+1,5 3,03 (0-4,61) 0,047
F.nucleatum 3,95+1 4,2 (0,99-5,06) 4,69+0,8 4,57 (3,77-6,35) 0,162
C.rectus 2,62+1,4 2,59 (0-5,06) 3,57+1 3,2(2,43-5,02) 0,091
P.micral 1,77+1,1 1,85 (0-3,68)  2,64+0,7 2,53 (1,7-3,76) 0,083
D.pneumosintes 0,96=+1,1 0,58 (0-2,89)  1,84+1,5 1,64 (0-4,73) 0,183
F.alocis 3,15£1,5 3,69 (0-5,09) 3.85+1,2 3,56(2,74-6,41) 0,825
P.endodontalis 3,42+1,3 3,39 (0-5,37)  4.42+1,1 4,34(3,32-6,25) 0,091
S.pneumoniae 0 0 0 0 0
S.mitis! 0,7+0,9 0,06 (0-2,77)  0,09+0,2 0 (0-0,61) 0,077
S.gordonii? 0,002+0,01 0 (0-0,05) 0,35+0,3 0,34(0-0,74)  <0,001
N.sicca 0,51+0,8 0 (0-2,57) 0,62+0,9 0,48 (0-2,55) 0,709
A.naeslundii 1,43+0,8 1,6 (0-2,45) 2,27+0,4 2,04 (1,94-3,04) 0,015
S.haemolyticus 0 0 0 0 0
M.cerebrosus 0 0 0 0 0
S.constellatus 0,8+0,8 0,63 (0-2,07) 1,55+1 1,83 (0-2,96) 0,104
P.acnes 0,38+0,8 0 (0-3,05) 0 0 0,186

Ortss: Ortalama + standart sapma, Med (Min-Maks): Medyan (Minimum-Maksimum).

Mann-Whitney U testi.

1: Sigara icmeyen hasta sayisi; n=22, 2: Sigara i¢en hasta sayisi; n=6.

Hastalarin cep derinlikleri ve toplam bakteri ile birlikte her bir bakteri sayisinin

arasindaki  dogrusal

iligkiler

incelendi.

Yapilan

incelemede,

P.nigrescens ve

P.endodontalis sayilari ile cep derinlikleri arasinda negatif yonli zayif dogrusal iligki

tespit edildi (Sirasiyla; r=-0,404, p=0,027, r=-0,384, p=0,036).
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Diger tiim bakteri tiirleri ile hastalardan elde edilen cep derinlikleri arasinda
anlamli dogrusal iligki bulunmadi (p>0,05). Yapilan korelasyon analizi sonuglarina Tablo

4.8’de yer verildi.

Tablo 4.8. Hastalarin cep derinlikleri ile bakteri sayilarinin (log10) iliskisi

Cep derinligi (n=30)

r p r p
Toplam bakteri -0,251 0,182 F.alocis 0,096 0,614
T.forsythia 0,021 0,914 P.endodontalis -0,384 0,036
P.gingivalis -0,223 0,237 S.pneumoniae - -
T.denticola -0,205 0,278 S.mitist -0,041 0,835
A.actinomycetemcomitans - - S.gordoniit -0,266 0,164
P.intermedia -0,335 0,070 N.sicca 0,053 0,780
P.nigrescens -0,404 0,027 A.naeslundii -0,226 0,229
F.nucleatum -0,067 0,727 S.haemolyticus - -
C.rectus -0,337 0,069 M.cerebrosus - -
P.micra! -0,021 0,913 S.constellatus -0,203 0,283
D.pneumosintes -0,033 0,864 P.acnes 0,023 0,904
r: Spearman siralama korelasyon katsayisi, 2: Pearson korelasyon katsayisi.

1: n=29.

4.4. Mikrobiyolojik Bulgularda Korelasyon Analizi
Toplam bakteri miktar1 ile birlikte tiim bakteri cinslerinin/tiirlerinin (logl0
say1lar) birbirleriyle olan dogrusal iliskileri incelendi.

Korelasyon analizi bulgular::
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Tablo 4.9. Bakteri sayilariin (log10) korelasyon analizi

1. 2. 3. 4. 5 6. 7. 8. 9. 10. 11. 12. 13. 14. 15. 16. 17. 18.
1. Toplam bakteri 1,000 0,598™ 0,594 0,338 0,891 0,581™ 0,821 0,659™ 0,651 0,723 0,459 0,846 0,055 0,480 0,001 0,674 0,472 -0,294
2. T.forsythia 0,598™ 1,000 0,553 0,248 0,520™ 0,251 0,618~ 0,244 0459° 0,513™ 0,553 0,422" 0,090 0,022 0,071 0,454 0,384" -0,421"
3. P.gingivalis 0,594™ 0,553 1,000 0,304 0,640™ 0,394" 0,488 0436" 0,488~ 0,417" 0438° 0/574™ 0,322 -0,071 0,233 0,669™ 0,279 -0,261
4. T.denticola 0,338 0,248 0,304 1,000 0,360 0,394" 0,109 0,129 0,230 0,254 0,643 0,438" 0,204 0,163 0,125 0446° 0,131 -0,115
5. P.intermedia 0,891™ 0,520 0,640™ 0,360 1,000 0,573™@ 0,720 0,561 0,728 0,681 0,570™ 0,816™® -0,014 0,520 -0,010 0,611 0,429" -0,253
6. P.nigriscens 0,581™ 0,251 0,394 0,394" 0,573** 1,000 0,455" 0,404 0,494™ 0,522 0,205* 0,529 0,081 0,482™ 0,030 0546 0,462" -0,133
7. F.nucleatum 0,821™ 0,618™ 0,488 0,109 0,720 0455° 1,000 0,523 0,734 0,668~ 0,340 0,712 0,045 0,338 0,170 0,535 0,500 -0,204
8. C.rectus 0,659 0,244 0436" 0,129 0561** 04047 0523 1,000 0517 0,301 0,281 0,595 0,109 0,406" 0,187 0,532 0,538"" -0,076
9. P.micros! 0,651™ 0,459° 0,488™ 0,230 0,728™ 0,494™ 0,734 0,517 1,000 0,559 0,330 0,645 -0,094 0,488"° 0,098 0,459 0,562 -0,198
10. D.pneumosintes ~ 0,723"" 0,513™ 0,417 0,254 0,681 0,522 0,668 0,301 0,559 1,000 0,533 0,518™ -0,226 0,482™ 0,067 0,416° 0,272 -0,310
11. F.alocis 0,459" 0553™ 0,438" 0,643 0570™ 0,205 0,340 0,281® 0,330 0,533 1,000 0,497 0,058 0,042 0,062 0,407 0,244 -0,282
12. P.endodontalis 0,846™ 0,422° 0,574™ 0,438° 0,816™@ 0,529™ 0,712"° 0,595 0,645 0,518 0,497""¢ 1,000 0,266 0,435° 0,158 0,573™ 0,494 -0,046
13. S.mitis? 0,055 0,090 0,322 0,204 -0,014 0081 0045 0,109 -0094 -0,226 0058 0,266 1,000 -0,382" 0,161 0,274 0,127 0,256
14. S.gordoniit 0,480™ 0,022 -0,071 0,163 0520™ 0482™ 0,338 0,406" 0,488™ 0,482 0,042 0,435" -0,382" 1,000 -0,042 0,273 0,400" -0,206
15. N.sicca 0,001 0,071 0233 04125 -0010 0030 0,170 0,187 0,098 0,067 0062 0158 0,161 -0,042 1,000 0,098 0,075 0,088
16. A.naeslundii 0,674™ 0,454° 0,669 0446" 0,611 0,546™ 0535 0,532 0459° 0416° 0,407 0573 0,274 0,273 0,098 1,000 0,501 -0,274
17. S.constellatus 0,472 0,384 0,279 0,131 0429" 0,462° 0,500 0,538 0,562 0,272 0,244 0,494 0,127 0,400 0,075 0,501™ 1,000 -0,322
18. P.acnes -0,294 -0421" -0,261 -0,115 -0,253 -0,133 -0,204 -0,076 -0,198 -0,310 -0,282 -0,046 0,256 -0,206 0,088 -0,274 -0,322 1,000

r: Spearman siralama korelasyon katsayisi, 2: Pearson korelasyon katsayisi.

*: p<0,05, **: p<0,010

1 n=29.



Toplam bakteri miktar1 ile P.intermedia, F.nucleatum, D.pneumosintes ve
P.endodontalis sayilar1 (logl0) arasinda pozitif yonli giiglii, T.forsythia,
P.gingivalis, P.nigrescens, C.rectus, P.micra ve A.naeslundii sayilar1 (log10)
arasinda pozitif yonlii orta derecede, F.alocis, S.gordonii ve S.constellatus
sayilar1 arasinda pozitif yonlii zayif dogrusal iligki tespit edildi.

T.forsythia sayilar1 (logl0) ile P.gingivalis, P.intermedia, F.nucleatum,
D.pneumosintes ve F.alocis sayilart (logl0) arasinda pozitif yonli orta
derecede, P.micra, P.endodontalis, A.naeslundii ve S.constellatus sayilari
(log10) arasinda pozitif yonlii zayif, P.acnes sayilari (logl0) arasinda negatif
yonlii zayif dogrusal iliski tespit edildi.

P.gingivalis sayilari (logl0) ile T.forsythia, P.intermedia, P.endodontalis ve
A.naeslundii sayilart (logl0) arasinda pozitif yonlii orta derecede,
P.nigrescens, F.nucleatum, C.rectus, P.micra, D.pneumosintes ve F.alocis
sayilar1 (logl10) arasinda pozitif yonlii zayif dogrusal iliski bulundu.
T.denticola sayilar (logl0) ile F.alocis arasinda pozitif yonlii orta derecede,
P.nigrescens, P.endodontalis ve A.naeslundii sayilari (log10) arasinda pozitif
yonlii zayif dogrusal iliski bulundu.

P.intermedia sayilar1 (logl0) ile F.nucleatum, P.micra ve P.endodontalis
sayilart (logl0) arasinda pozitif yonli giiglii, T.forsythia, P.gingivalis,
P.nigrescens, C.rectus, D.pneumosintes, F.alocis, S.gordonii ve A.naeslundii
sayilar1 (logl0) arasinda pozitif yonlii orta derecede, S.constellatus sayilart
(logl10) arasinda pozitif yonlii zayif dogrusal iligki saptandi.

P.nigrescens sayilar1  (logl0) ile P.intermedia, D.pneumosintes,
P.endodontalis ve A.naeslundii sayilar1 (logl10) arasinda pozitif yonlii orta

derecede, P.gingivalis, T.denticola, F.nucleatum, C.rectus, P.micra,
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10.

11.

S.gordonii ve S.constellatus sayilart (logl0) arasinda pozitif yonli zayif
dogrusal iligki saptandi.

F.nucleatum sayilar1 (logl0) ile P.intermedia, P.micra ve P.endodontalis
sayilart (logl0) arasinda pozitif yonli giiclii, T.forsythia, C.rectus,
D.pneumosintes, A.naeslundii ve S.constellatus sayilari (logl0) arasinda
pozitif yonlii orta derecede, P.gingivalis ve P.nigrescens sayilar1 (logl0)
arasinda pozitif yonlii zay1f dogrusal iliski tespit edildi.

C.rectus sayilart (logl0) ile P.intermedia, F.nucleatum, P.micra,
P.endodontalis, A.naeslundii ve S.constellatus sayilar1 (logl0) arasinda
pozitif yonlii orta derecede, P.gingivalis, P.nigrescens ve S.gordonii sayilari
(logl10) arasinda pozitif yonlii zayif dogrusal iligki bulundu.

P.micra sayilar1 (logl0) ile P.intermedia ve F.nucleatum sayilari (logl0)
arasinda pozitif yonlii giiglii, C.rectus, D.pneumosintes, P.endodontalis ve
S.constellatus sayilart (logl0) arasinda pozitif yonlii orta derecede,
T.forsythia, P.gingivalis, P.nigrescens, S.gordonii ve A.naeslundii sayilar
(log10) arasinda pozitif yonlii zayif dogrusal iligki tespit edildi.
D.pneumosintes sayilart (log10) ile T.forsythia, P.intermedia, P.nigrescens,
F.nucleatum, P.micra, F.alocis ve P.endodontalis sayilar1 (logl10) arasinda
pozitif yonlii orta derecede, P.gingivalis, S.gordonii ve A.naeslundii sayilari
(log10) arasinda pozitif yonlii zayif dogrusal iligki tespit edildi.

F.alocis sayilar1 (logl0) ile T.forsythia, T.denticola, P.intermedia ve
D.pneumosintes sayilar1 (logl0) arasinda pozitif yonlii orta derecede,
P.gingivalis, P.endodontalis ve A.naeslundii sayilar1 (log10) arasinda pozitif

yonlii zayif dogrusal iliski saptandi.
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

P.endodontalis sayilar1 (logl0) ile P.intermedia ve F.nucleatum sayilari
(logl0) arasinda pozitif yonli giiglii, P.gingivalis, P.nigrescens, C.rectus,
P.micra, D.pneumosintes ve A.naeslundii sayilari (logl0) arasinda pozitif
yonlii orta derecede, T.forsythia, T.denticola, F.alocis, S.gordonii ve
S.constellatus sayilart (logl0) arasinda pozitif yonlii zayif dogrusal iliski
saptandi.

S.mitis sayilari (log10) ile S.gordonii sayilari (log10) arasinda negatif yonlii
zay1f dogrusal iligki bulundu.

S.gordonii sayilart (logl0) ile P.intermedia sayilari (logl0) arasinda pozitif
yonlii orta derecede, P.nigrescens, C.rectus, P.micra, D.pneumosintes,
P.endodontalis ve S.constellatus sayilari (log10) arasinda pozitif yonlii zayif,
S.mitis sayilar1 (log10) arasinda negatif yonlii zayif dogrusal iliski bulundu.
N.sicca sayilari (logl0) ile diger tiim bakteri sayilari arasinda anlamli
dogrusal iligki saptanmadi.

A.naeslundii sayilar1 (logl0) ile P.gingivalis, P.intermedia, P.nigrescens,
F.nucleatum, C.rectus, P.endodontalis ve S.constellatus sayilar1 (logl0)
arasinda pozitif yonlii orta derecede, T.forsythia, T.denticola, P.micra,
D.pneumosintes ve F.alocis sayilar1 (logl0) arasinda pozitif yonlii zayif
dogrusal iligki saptandi.

S.constellatus sayilart (logl0) ile F.nucleatum, C.rectus, P.micra ve
A.naeslundii sayilar1 (log10) arasinda pozitif yonlii orta derecede, T.forsythia,
P.intermedia, P.nigriscens, P.endodontalis ve S.gordonii sayilar1 (logl0)
arasinda pozitif yonlii zay1f dogrusal iliski saptandi.

P.acnes sayilari (log10) ile T.forsythia sayilar1 (log10) arasinda negatif yonlii

zay1f dogrusal iliski tespit edildi.
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5. TARTISMA

Piirilan oral enfeksiyonlarin polimikrobiyal oldugu ve endojen bakterilerin
sorumlu tutuldugu belirtilmektedir. Bu enfeksiyonlar iginde yer alan periodontal apselerin
mikrobiyal etioyolojisine yonelik calismalarda da genellikle periodontal patojenler
sorumlu tutulmaktadir.['**1 Ancak spesifik olarak periodontal apse mikrobiyatasini
arastiran ¢alisma sayisi oldukga azdir. Yapilan ¢aligmalarda PCR testleri, kiiltiir yontemi,
enzimatik ve biyokimyasal testler kullanilmigtir. PCR testleri kullanilarak periodontal
apse igerigi incelenen bir ¢aligmada yiiksek prevalanslarda P.gingivalis (%100) ve
T.denticola (%71,4) bulunmustur.>® Bu oranlar ¢alismamizdaki bulgularla paralellik
gostermektedir. Bakteriyel kiiltiir teknikleriyle yapilan ¢alismalarda P.gingivalis (%55-
100), P.intermedia (%25-100), F.nucleatum’un (%44-65) vyiiksek prevelanslari
bildirilmistir.[ 55 2%° 240 Kiiltiir yontemiyle yapilan baska bir ¢alismada ise periodontal
patojenlerin tespit sikligi ile ilgili olarak en sik tespit edilen bakteri F.nucleatum (%70.8)
iken, bunu P.micra (%70.6), P.gingivalis (%62.5), P.intermedia (%50), T.forsythia
(%47.1), P.melaninogenica (%16.7) daha diisiik oranlarda izlemektedir. Bu ¢alismada
A.actinomycetemcomitans tespit edilememistir.?*!! Yine yapilan farkli calismalarda
A.actinomycetemcomitans %24, %25 ve %30 arasinda degisen farkli oranlarda tespit

edilmistir. 4, 242, 243

Son zamanlarda yapilan bir PCR  calismasinda
A.actinomycetemcomitans in kronik periodontitis hastalarinda yiiksek oranda tespit
edilirken periodontal apseli hastalarda saglikli bireylerde oldugu gibi diisiikk oranlarda
bulundugu  bildirilmistir.?* Benzer  sekilde  bizim  ¢alismamizda  da
A.actinomycetemcomitans varligini arastirip tespit edemedigimiz bakteriyel tiirler
arasinda yer aldu.

Periodontal patojenlerden T.forsythia yapilan farkli kiiltiir ¢aligmalarinda

periodontal apse iceriginde %15, %47.1, ve %66.7 gibi degisen oranlarda tespit
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edilmistir.[241: 242241 §on zamanlarda periodontal hastaliklarm icerigine yonelik yapilan
bir PCR ¢aligmasinda periodontitis, periodontal apse, ve nekrotizan iilseratif periodontitis
hastalarindan alinan 6rnekler incelenmis ve her grupta T.forsythia 'min P.gingivalis ve
P.intermedia ile birlikte %50’den fazla oranlarda tespit edildigi bildirilmistir.[246] Bizim
calismamizda da T.forsythia %93.3’liik tespit oraniyla en sik rastlanilan patojenlerden
biri olurken, sayisal olarak bakildiginda rélatif bakteri sayis1 degeri 0.92°dir.

Ashimoto ve arkadaslari™®® PCR teknigiyle yaptiklar1 bir ¢alismada P.gingivalis
(%100) ve T.denticola’y: (%71.4) yiiksek oranlarda tespit etmiglerdir. Bunun yaninda
yapilan farkli bakteriyel kiiltiir ¢aligmalarinda P.gingivalis %55 ile %100, P.intermedia
%25 ile %100, F.nucleatum %44 ile 65 arasinda degisen oranlarda tespit edilmistir. 5%
239, 2401 Bizim arastirmamizda bu ii¢ bakteri de biitiin drneklerde (%100 oranda) tespit
edildi. Toplam bakteri sayist géze alindiginda ise P.gingivalis’in 1.1’lik rolatif sayist ile
en yiiksek miktarda tespit edilen bakteri oldugu belirlendi. F.nucleatum ise sayisal olarak
0.95’lik oraniyla ikinci sirada yer aldi. Bizim ¢alismamizda T.denticola 'nin tespit siklig
%76.6 olurken toplam bakteri sayisi igindeki rolatif degeri 0.4 tiir.

Onemli periodontal patojenlerden biri olan P.intermedia periodontal apse icerigini
inceleyen degisik calismalarda %25 ile %100 arasinda degisen oranlarda tespit
edilmistir.* 2°°1 Bakteriyel kiiltiir teknigiyle yapilan diger bir calismada siyah pigmentli
bakteriler olan P.intermedia ve P.nigrescens’in %60 oraninda saptandigi bildirilmistir.
Son zamanlarda bakterilerin antibiyotik duyarliliklarini tespit etmek igin yapilan bir
bakteriyel kiiltiir ¢alismasinda P.intermedia ve P.nigrescens’in benzer sekilde %65
siklikta tespit edildigi bildirilmistir.**3l Koroner arter hastaliklariyla periodontal
hastaliklarin mikrobiyatasini inceleyen bir ¢alisma yapilmis ve P.intermedia 'nin koroner
arter hastaliklariyla iliskili bir periodontal patojen oldugu bildirilmistir.[?*”1 Sigara icen ve

icmeyen ergenlerde periodontal bakterilerin incelendigi bir ¢aligmada, sigara igcenlerde
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periodontal bakteriler P.nigrescens, P.intermedia, T.forsythia, ve T.denticola sigara
icmeyenlere gore daha yiiksek oranlarda saptanmustir.?*®l Diger taraftan baska bir
calismada ise erkek cinsiyetin agiz boslugu ve tiikiiriikte P.intermedia ve P.nigrescens
bulunmasi agisindan risk faktorii oldugu belirtilmistir.!?*®! Bu bulgulara paralel olarak
bizim bulgularimizda da P.nigrescens sigara kullanan hastalardan alinan apse
orneklerinde ve erkek cinsiyette daha fazla miktarda tespit edildi. Ayrica bizim
arastirmamizda P.intermedia %100 ve P.nigrescens ise %83.3 oranlarda tespit edildi.
P.intermedia 0.87’lik rdlatif sayisiyla inceledigimiz 6rneklerde en fazla miktarda bulunan
dordiincii bakteridir. P.nigrescens’in ise toplam bakteri miktar1 igerisinde rolatif sayisi
0.4tiir.

F.nucleatum periodontal hastaliklardan sorumlu tutulan patojenlerden biridir.
Bugiine kadar periodontal apse icergine yonelik kiiltiir ve PCR testleriyle yapilan
calismalarda %44.4 ile %75 arasinda degisen oranlarda periodontal apse i¢eriginde tespit
edilmistir.* 239242 Covid-19 pandemisi nedeniyle dis saglig1 hizmetlerine erisemeyen bir
hastada, periodontal apse kaynakli F.nucleatum bakteriyemisi gelistigi ve sonucunda
periodontal hastaliklarda nadir goriilen bir komplikasyon olarak karaciger apsesi olustugu
bildirilmistir. Sistemik olarak problemli hastalarda bu tip komplikasyonlarin
gelisebilecegi dikkate alinmalidir.”®% F.nucleatum’un ¢ok nadir de olsa prostetik eklem
enfeksiyonlartyla ve miyoperikarditle iliskilendirilebilecegini bildiren vaka raporlari da
mevcuttur.[?5%252 By bilgiler, periodontal bir patojen olan F.nucleatum 'un viicudun farkli
bolgelerinde de firsat¢1 enfeksiyonlara sebep olabilecegini diisiindlirmektedir.
Calismamizda inceledigimiz biitiin periodontal apse 6rneklerinde F.nucleatum (%100)
tespit edildi. Miktar olarak bakildiginda ise 0.95’lik rolatif sayisiyla en fazla bulunan

ikinci bakteri oldu.
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C.rectus uzun zaman boyunca oral mikrofloranin kommensal bir bakterisi olarak
diisliniildii, fakat son zamanlarda ortaya ¢ikan bulgular major periodontal patojenlerden
biri oldugunu diisiindiirmektedir.[?>®l Bir vaka sunumunda dental apseli bir hastanin disi
cekildikten 10 hafta sonra tespit edilen beyin apsesinde C.rectus tespit edilmistir.?>4 Bu
durum C.rectus’'un viicudun baska bolgelerinde de apse olusturabilecegini
diisiindiirmektedir. Periodontal apse igerigine yonelik yapilan caligmalarda C.rectus
%4.2, %11, ve %80 gibi degisen oranlarda tespit edilmistir.* 2243 Calismamizda
inceledigimiz 6rneklerde C.rectus %96.6 gibi yiiksek bir oraninda tespit edildi. Toplam
bakteri sayis1 goze alindiginda 0.62 rolatif sayisi ile yliksek miktarda bulundu.

P.micra tibbi enfeksiyonlar olusturabilen bir patojendir. Periodontitis hastalarinda
yapilan bir ¢alismada P.micra prevalansinin %58 ila %63 oldugu bildirilmistir.?>
Periodontal apse orneklerinin incelendigi bir ¢alismada ise P.micra %70.6’lik bir
prevalansda tespit edilmistir. Son zamanlarda bildirilen bir vaka raporunda P.micra ve
A.cardiffensis kaynakli bir beyin apsesi gelistigi bildirilmistir. Odontojenik kaynakli
beyin apseleri nadir gelisse de bu vakada apsenin odontojenik kaynakli oldugu
diistiniilmiistiir./”® Bu durum odontojenik enfeksiyonlarin ve bu enfeksiyonlarda yer alan
bakterilerin dnemini vurgulamaktadir. Bizim ¢aligmamizda ise P.micra %86.7 oranda
saptand1. Toplam bakteri sayis1 i¢erindeki rolatif sayisi 0.41 oldu.

Contreras ve arkadaslarmin %8 105 periodontits ve 30 gingivitis hastas1 iizerinde
yaptiklari PCR ¢alismasinda D.pneumosintes siddetli periodontitis hastalarinin %83’ iinde
ve hafif periodontitis hastalarinin %19’unda tespit edildi ve bu bulgulara dayanarak
D.pneumosintes’in siipheli periodontal patojenler sinifina dahil edilmesi 6nerildi.™*%!
Bunun iizerine yapilan daha yeni bir ¢aligmada ise D.pneumosintes periodontitisli ve
saglikli bolgelerde arastirilmis ve hastalikli bolgelerde daha yiiksek oranlarda saptanmis

ve periodontitisle iligkili olabilecegi bildirilmistir.®”1 Son zamanlarda yaymnlanan
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periodontal apse mikrobiyatasini inceleyen bir ¢alismada ise apse igeriginde Dialister
cinsi bakteri tespit edildigi bildirilmistir.l*>" Periodontal patojenler ve tetrasiklin direci
tizerine yapilan bagska bir ¢aligmada ise kronik periodontitisli hastalarda D.pneumosintes,
E.corrodens ve kirmizi kompleks bakterileriyle birlikte en sik rastlanan bakterilerden
olmustur.?®8 D pneumosintes’e bagl iki farkli beyin apsesini bildiren bir vaka raporunda,
enfeksiyonlarin nazofaringeal veya dis kaynakli oldugundan siiphelenilmistir. Bununla
birlikte D.pneumosintes’i tanimlamak ic¢in geleneksel biyokimyasal testlerin yetersiz
kaldig1 ve bu nedenle PCR testleri kullanildig1 bildirilmistir.”>® Yakin zamanda bildirilen
bir vaka raporunda ise 13 yasinda obez bir hastanin akut solunum yetmezligi ve sepsisle
basvurudugu, frontal, ethmoidal ve maksiller siniizit ile birlikte alinan anaerobik kan
kiiltirinde D.pneumosintes saptandigi bildirilmistir.?%%  Sigara icen ve i¢meyen
periodontitis hastalarmin karsilastirildigi bir baska ¢alismada ise orta ve derin ceplerle
iligkili olarak D.pneumosintes’in sigara igenlerde Onemli Ol¢lide fazla oldugu
saptanmistir.[?®Y Periodontal apse 6rneklerini inceledigimiz bu PCR ¢alismamizda ise
D.pneumosintes %63.3 siklikta saptandi. Miktar olarak bakildiginda toplam bakteri
sayisina gore rolatif degeri 0.24 oldu.

F.alocis son zamanlarda periodontal hastaliklarda rol oynayabilecek dnemli bir
patojen olarak kabul edilmektedir. Patojenik 6zellikleri, periodontal cebin oksidatif stres
bakimindan zengin ortaminda hayatta kalmasi, biyofilmler olusturarak ve birkag oral
bakteri ile etkilesime girerek mikrobiyal topluluk dinamiklerini onemli Olciide
degistirebilmesiyle 6nem arz eder.[®? Son zamanlarda yaymlanan bir vaka sunumunda
dental problemi olan 85 yasindaki bir erkek hastada meydana gelen beyin apsesinde 16S
rRNA gen dizilimi yoluyla F.alocis saptandigi bildirilmistir.[?%%1 Periodontal patojen
oldugu diisiiniilen F.alocis, D.pneumosintes ve P.endodontalis 'in periodontitisle iligkisini

aragtiran bir c¢alismada F.alocis ve D.pneumosintes’in  Kronik periodontitisin
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etiyolojisiyle iliskili olabilecegi bildirilmistir.?4 Son zamanlarda genezalize agresif
periodontitisli hastalarin subgingival mikrobiyomu {izerine yapilan bir ¢aligmada ise
F.alocis, P.gingivalis, ve T.forsythia’nin generalize agresif periodontitis ile gii¢lii bir
sekilde iligkili oldugunu bildirmistir.[?%% Yine yakin zamanda periodontal apse igerigine
yonelik yapilan bir calismada ise P.gingivalis, P.intermedia ve prevotella tiirlerinin
periodontal apselerde baskin tiirler oldugunu bildirmistir. Bunun yaninda Falocis’in ve
A.rimae’nin periodontal apselerde periodontal ceplerde oldugundan O6nemli ol¢iide
yiiksek oldugunu bildirmistir.?**! Bu durum F.alocis ’in periodontal apse olusumunda rol
alabilecegini diistindiirmektedir. Bizim ¢alismamizda bu bulgulara paralel olarak F.alocis
%93.3 oranla periodontal apse i¢eriginde en sik saptanan tiirlerden biri olmustur. Bunun
yaninda P.gingivalis, P.intermedia, T.forsythia, F.nucleatum ve P. endodontalis miktar
olarak en fazla bulunan bakterilerdi. Bu tiirlerden sonra miktar olarak en fazla bulunan
bakteri ise 0.73’lik rolatif degeri ile F.alocis oldu.

P.endodontalis endodontik enfeksiyonlarla iliskili siyah pigmentli anaerobik gram
negatif bir rodtur. Endodontal kokenli enfekte dis kanallarindan ve submukozal
apselerden izole edilmistir. Enfekte dis kok kanallarinda P.endodontalis varligi, akut
enfeksiyon semptomlart ile iligkilendirilmistir. Oral mukoza zarlarinda ve periodontal
ceplerde de varhig: bildirilmistir.[?%8] Kronik periodontitis hastalarinda P.endodontalis
varhigimi arastiran bir ¢alismada, P.gingivalis ve T.forsythia ile benzer sekilde hastalikli
bolgelerin saglikli bolgelere oranla oldukga yiiksek P.endodontalis seviyelerine sahip
oldugu saptanmistir. Bunun yaninda P.endodontalis’in hastalikli grupta T.forsythia ve
P.gingivalis varhigiyla anlamli sekilde korele oldugu tespit edilmistir.l?®”) Periodontal
hastaligin teshisindeki bakteriyel markerlara yonelik bir ¢alismada ise P.endodontalis’in
saglikli ve hastalikli bolgeler arasinda anlamli derecede farklilik gosterdigi ve

periodontitisle iligkili bakteri florasinin rutin teshisinde arastirilan tiirlere eklenmesi
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gerektigi bildirilmistir.!?%8] Akut periradikiiler apselere yonelik yapilan bir caligmada ise
olgularin %70’inde P.endodontalis, %50’sinde T.denticola, %40’inda P.gingivalis ve
%10’unda ise P.intermedia bulundugu saptanmustir.?%®)  Akut apikal apselerle
asemptomatik apikal periodontitis vakalarini karsilagtiran bir ¢alismada ise
P.endodontalis’in akut apikal apselerde %53 oraninda saptandigi ve asemptomatik apikal
periodontitis Ornekleriyle karsilagtirildiginda anlamli derecede daha sik gorildigi
bildirilmistir.?’? Yaptigimiz literatiir arastirmalarinda P.endodontalis ve periodontal
apse arasindaki iliskinin bugiline kadar incelenmedigi goriildi. Bu bilgiler 1s18inda
inceledigimiz 30 periodontal apse 6rneginde P.endodontalis %96.6 gibi yiiksek bir
siklikta tespit edildi ve bizim ¢alismamizla birlikte P.endodontalis’in periodontal apse
igerigindeki varligi ilk kez ortaya konuldu. Sayisal olarak degerlendirildiginde ise
P.endodontalis ’in rolatif degeri 0.81 idi. Bunun yaninda P.endodontalis’in P.intermedia
ve F.nucleatum ile giiglii pozitif korelasyon gosterdigi saptandi.

S.mitis’in erken cocukluk doneminden itibaren oral kavitenin baskin Oncii
kolonizeri oldugu bilinmektedir.®® S.mitis grubundaki streptokok tiirleri ve S.anginosus
grubu periodontitiste tanimlanmistirlar ve dis figalama, dental tedaviler gibi nedenlerle
bakteriyemi yoluyla kalbe tasmarak endokardite sebep olabilecekleri bilinmektedir.?"!]
Subgingival biyofilm igerigindeki streptokoklar1 periodontal tedavi oncesi ve sonrasinda
degerlendiren bir c¢alismada ise, S.mitis prevalansinin 2 profesyonel tedavi seansi
sonrasinda azaldig1 saptanmustir.?’? Tavsanlar {izerinde yapilan bir hayvan ¢alismasinda
ise monokiiltiirle asilanan Prevotella suslar1 3 giinden fazla yasayamayip apse
olusturamazken, S.mitis ile birlikte asilanan P.intermedia ve P.nigrescens’in %42-100
oranlarda apse olusturdugu bildirilmistir.?’®! Fareler iizerinde yapilan bir baska hayvan
calismasinda ise A.viscosus ‘un S.mitis ile birlikte, A.viscosus 'un veya S.mitis’in tek tek

olusturdugundan daha yiiksek oranda apse olusturdugu tespit edilmistir.?”! Ote yandan
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diger bir c¢alismada S.mitis’in en Onemli periodontal patojenlerin basinda gelen
P.gingivalis’in adezyonunu onleyerek, antagonisti oldugu bildirilmistir.[?”® Kiiltiir
teknigiyle periodontal apselerin bakteriyel igeriginin arastirildigi bir ¢caligmada S.mitis
periodontal apse igeriginde ilk kez tespit edilmistir.'>® Biitiin bu bilgiler S.mitis’in
polimikrobiyal enfeksiyonlarda aktif bir rol alabilecegini diisiindiirmektedir. 30 gontilli
periodontal apse hastasindan alinan apse oOrneklerini inceledigimiz ¢alismamizda
S.mitis’in tespit edilme sikligi %40 idi. Bunun yaninda total bakteriyel yiik ac¢isindan
bakildiginda S.mitis 'in rolatif sayis1 0.11°dir.

S.gordonii bakteriyel endokardite neden olabilecegi bilinen, periodontal floranin
ilk kolonizorlerinden biridir. Literatirde ender olarak da olsa ampiyeme neden
olabilecegi bildirilmistir.?’®! Son zamanlarda oral biyofilmlerin mikrobiyal sinerjisini
arastiran bir ¢alismada ise S.gordonii’nin periodontal patojenler olan F.nucleatum ve
P.gingivalis ile birlikte polimikrobiyal sinerji gdsterdigi bildirilmistir.?’"1 P.gingivalis ve
S.gordonii’nin biyofilm olusumundaki etkilesimlerini inceleyen baska bir ¢alismada ise
S.gordonii’nin potansiyel patojen olan P.gingivalis’e kolonizasyon ve biyofilm birikimi
icin baglanma substrat1 saglayabilecegi bildirilmistir.*’® Dental plak olusumunun ilk
asamalari, S.gordonii ve A.naeslundii gibi erken kolonizorlerin birbirlerine ve dis
yiizeyine yapigsmasini igerir. S.gordonii yiizey proteinleri SspA ve SspB’nin tiikriik
proteinlerine yapismasina ve diger bakterilerle koagregasyonuna aracilik ettigi
bilinmektedir.’® Diger taraftan ise S.gordonii nin periodontal saglikla iliskili oldugunu
bildiren bir bagka ¢alisma da mevcuttur.[?®’l Endodontik kaynakli enfeksiyonlari arastiran
bir caligmada ise S.gordonii periapikal apselerde %11.1 siklikta tespit edilmistir.[?8%]
Sigara igmek periodontal hastalik i¢in ikinci en yiiksek risk faktoriidiir ve sigara dumani
ekstraktinin P.gingivalis-S.gordonii ‘nin birlikte biyofilm olusumunu kolaylastirdig:

gosterilmistir. Bunun yaninda nikotinin S.gordonii planktonik hiicre biiylimesini,
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biyofilm olusumunu, agregasyonunu, baglayici proteinlerin gen ekspresyonunu uyardigi
ve dolayistyla bu etkilerin daha sonra dis yiizeylerine patojen baglanmasini, dis taglarinin
birikmesini ve sigara igenlerde periodontal hastalik gelisimini tetikleyebilecegi
bildirilmistir.[?®?] Kiiltiir teknigiyle periodontal apse icerigindeki bakterileri arastiran bir
tez ¢alismasinda S.gordonii periodontal apse igeriginde varligr ilk kez tespit edilen
bakterilerden biri olmustur.™® Biitiin bu bilgiler 1s181nda S.gordonii nin periodontal
hastaliklarin baslangicinda 6nemli bir rol oynadigi goriilmektedir. Ancak periodontal
apseler lizerine yapilan caligmalar incelendiginde bu tiiriin yeterince arastirilmadigi
ortaya ¢ikmistir. Periodontal apse ornekleri lizerinde yaptigimiz ¢alismada S.gordonii
%16.6’11k oranla en az siklikta tespit edilen bakterilerden biri oldu. Toplam bakteriyel
yiik agisindan bakildiginda ise toplam bakteri sayisi rélatif degeri 0.01 oludu. Bununla
birlikte sigara igenlerde sigara igmeyenlere gore S.gordonii 'nin anlamli derecede yliksek
oldugu saptandi.

N.sicca oral mikrobiyal floranin saglikta ve erken plakta bulundugu bildirilen bir
tiirtidiir.?®%1 Ote yandan N.sicca 'min menenjit, pnomoni, enflamatuar spondilit, septik
bursit ve siklikla endokardite neden olabilecegi bildirilmistir.[24 2851 Periodontal apse
igerigine yonelik yapilan bir tez ¢alismasinda, ornekler bakteriyel kiiltiir yapilarak
PCR’da incelenmis ve N.sicca’nin periodontal apselerden ilk kez izole edildigi
bildirilmistir.**® Literatiir taramasi yapildiginda N.sicca’min peiodontal apselerde
yeterince arastirllmadigr  goriilmektedir. Bizim c¢alismamizda inceledigimiz 30
periodontal apse Orneginde N.sicca %46.6 oraninda tespit edilmistir. Toplam bakteri
sayist degerlendirildiginde N.sicca’nin rdlatif degerinin 0.11 oldugu belirlendi. Bu
bakterinin periodontal hastaliklar ve periodontal apselerin olusumundaki roliinii

belirlemek i¢in daha fazla arastirilmasi gerekmektedir.
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Periodontal saglik, gingivitis ve baslangic periodontitisin mikrobiyatasini
inceleyen bir ¢alismada A.naeslundii 'nin periodontal saglikla iliskili oldugu ve bukkal
aktif periodontitisli bolgelerde baskin kolonizérlerden biri oldugu bildirilmistir.[?%! insan
oral kavitesinde A.naeslundii ve A.viscosus ‘un varligini ve dagilimini arastiran baska bir
calismada ise, yaslar1 bebekten geng yetiskine kadar degisen 108 denekten tiikiiriik ve
plak ornekleri, yetiskinlerden dil ve yanak mukozasi 6rnekleri alinarak incelenmistir. Bu
calismada A.naeslundii dissiz bebeklerin ve tiim deneklerin tiikiirik numunelerinin
%40’1indan izole edilmistir.?”1 Actinomyces tiirlerini periodontal saglik ve hastalikta
inceleyen bir ¢alismada A.naeslundii 'nin supragingival plakta subgingival plaktan daha
fazla bulundugu, sondalama derinligi ve atasman kaybi arttik¢a azaldigi ve periodontal
tedavi sonrasinda miktarmin subgingival plakta énemli lgiide arttig1 bildirilmistir.[2%
Ote yandan A.naeslundii’nin P.gingivalis ile koagregasyonu iizerine yapilan bir
calismada ise A.naeslundii agregasyon faktoriiniin karbonhidrat bileseninin P.gingivalis
ile koagregasyonuna aracilik ettigi gosterilmistir.[?®®1 Dental plak olusumunun ilk
asamalar1 S.gordonii ve A.naeslundii gibi erken kolonizor mikroorganizmalarin tiikiiriik
kaplh dis ylizeyine yapismalarini ve koagregasyonlarimi igerir. S.gordonii’nin ylizey
proteinleri olan SspA ve SspB’nin tiikiiriik proteinlerine yapismada ve diger bakterilerle
koagregasyonda rol oynadig:1 bilinmektedir. Bu proteinlerin erken plak olusumunda
S.gordonii-A.naeslundii topluluklari olusumunda rol oynayabilecegi bildirilmistir.[?®]
Yakin zamanda yapilan bir tez ¢alismasinda periodontal apse igerigi kiiltiir yardimiyla
incelenmis ve iceriginde A.naeslundii periodontal apselerde ilk kez tespit edilmistir.[*¢]
Bizim ¢alismamizda da bu bilgilerle paralellik gosterecek sekilde A.naeslundii ve
P.gingivalis arasinda orta deredece pozitif korelasyon tespit edildi. Ancak A.naeslundii

ve S.gordonii arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski tespit edilemedi.

A.naeslundii’nin firsatg1 enfeksiyona sebep olarak 6 aylik iyilesmeyen pndmoni
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vakasindan alinan bronkoalveolar lavaj drneginden izole edildigi bildirilmistir.?**! Son
zamanlarda yapilan bir ¢calismada A4.naeslundii’nin bas boyun apselerinde ve yumusak
doku apselerinde siklikla rastlandig1 belirtilmistir.[%1 A.naeslundii kaynakli bir servikal
aktinomikéz vakasi da bildirilmistir.?®l Erken baslayan periodontitiste klinik ve
mikrobiyolojik bulgulari inceleyen bir ¢calismada A.naeslundii 'nin sigara igmeyenlerde
daha sik ve yiiksek oranda saptandigi belirtilmistir.[?]

Bunun aksine bizim ¢alismamizda A.naeslundii’ye sigara icen periodontal apseli
hastalarda anlamli sekilde fazla miktarda rastlanmistir. Periodontal apselerde bugiine
kadar yeterince arastirlmamis olan A.naeslundii inceledigimiz apse Orneklerinin
%93.3’linde mevcuttu. Toplam bakteri sayist degerlendirildiginde ise rolatif bakteri sayisi
degerinin  0.34 oldugu saptandi. A.naeslundii’nin S.gordonii ve P.gingivalis ile
koagregasyonunu ve sigara ile iligkisini degerlendirmek i¢in daha fazla ¢aligmaya ihtiyag
vardir.

Streptococcus constellatus esas olarak insan oral kavitesinde yasayan Anginosus
grubu streptokolarin bir tiyesidir.[?®l S.constellatus, karaciger apseleri,?% 2% orta kulak
iltihabi ve siniizit,[?*"! piyojenik uyluk apsesi,[?®®! miyokardial apseler,?°*®! gibi viicudun
degisik bolgelerinde apse olusturabilme potansiyeli oldugu bilinen bir bakteridir.
Bununla birlikte immiin sistemi baskilanmis bir periodontitis hastasinda meydana gelen
beyin apsesinde S.constellatus izole edilmistir.*°® Kronik periodontitis mikrobiyatasmnin
antibiyotik direnci iizerine yapilan bir ¢alismada bu tiiriin antibiyotik direnci gdsteren
bakteriler arasinda yer aldig1 bildirilmistir.*®Y Periodontal tedaviye direng gdsteren
periodontitis hastalarinda yapilan bir ¢alismada ise S.constellatus direngli deneklerde
daha biiyiik oranlarda tespit edilmistir.[3%2 Diger taraftan, bu bakterinin distas1 icerisinde
bulundugu ve kalsifikasyon gosterdigi de belirlenmistir.*! Periodontal apse igeriginin

kiiltiir teknigiyle incelendigi bir calismada ise apse igerisinde varligr ilk kez
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belirlenmistir.[**® Biitiin bu literatiirler bize bu tiiriin apse icerisinde patolojik bir bakteri
olarak gorev alabilecegini diislindiirmektedir. Bu bilgiler 1s18inda periodontal apse
iceriklerini inceledigimiz ¢alismamizda S.constellatus %80 gibi yiiksek bir oranda tespit
edildi ve total bakteri miktarina gore rolatif degeri 0.2 oldu.

P.acnes yaygin bir cilt organizmasidir, 6zellikle akne vulgaris’teki roliiyle bilinir.
Ayrica ameliyat sonrasi cihazla ilgili enfeksiyonlara neden oldugu bilinmektedir, bunun
yaninda kesin roli bilinmemekle birlikte sarkoidoz ve sinovit, akne, piistiiloz hiperostoz
ve osteit gibi bir dizi klinik tabloyla iliskilendirilmistir.*%! P.acnes in beyin apseleri,304
3091 dalak apsesi,*% apse olusumuyla birlikte protetik kapak endokarditi,*® akciger
apsesi,®%®  spondilodiskit,**! gibi viicudun degisik bolgelerinde enfeksiyonlar
olusturdugu bildirilmistir. Diger yandan intraoral fistiil yolu olan ve olmayan primer
olarak endodontik lezyonlarin mikrobiyatasini inceleyen bir calismada, fistil yolu
olmayan orneklerde P.acnes saptanmazken, fistiil yolu olan drneklerin tamaminda tespit
edilmistir.% Bu tablo firsat¢1 bir patojen olan bu bakterinin periodontal enfeksiyonlar
iginde de yer alabilecegini diisiindiirmektedir. Bu ¢alismada P.acnes 'in periodontal apse
iceriginde varligi ilk kez tespit edildi ve %16.6’lik oranla en az siklikta tespit ettigimiz

bakteriler arasinda yer aldi. Toplam bakteri sayis1 i¢indeki rélatif degeri 0.09 olarak

saptandi.

Son zamanlarda periodontitisin patojenik mikrobiyal profili ve antibiyotik
direnciyle olan iligkisini arastiran bir ¢alismada S.prneumoniae’nin beta laktam
antibiyotiklere karsi ¢oklu ila¢ direnci gosterdigi bildirilmistir.®** S.pneumoniae,
trombosit aktive edici faktor reseptorii (PAFR) gibi konake¢i reseptorlere baglanma
yoluyla alveolar epiteli enfekte ederek pnoémoniye neden olur. Kronik periodontitis bir

pnomoni risk faktorii olarak tanimlanmis olmasina ragmen periodontal patojenlerin

73



pnomoniye nasil neden oldugu bilinmemektedir. Bu durumu agiklamaya yonelik son
zamanlarda yapilan bir ¢alismada P.gingivalis’in PAFR ekspresyonunu indiikleyerek
insan alveollerine pndmokok yapismasini arttirdigi ve bundan da gingipainlerin sorumlu
oldugunu bildirmistir.B? Bu durum S.pneumoniae nin periodontal bakterilerle sinerjistik
etki gosterebilecegini diisiindliirmektedir. Bununla birlikte odontojenik olan ve olmayan
sintizit vakalarinin incelendigi bir ¢alismada S.preumoniae’nin S.aureus ile birlikte
odontojenik siniizit vakalarinda en baskin bakteriler olduklar1 bildirilmigtir.[**]
S.pneumoniae 'nin akciger apsesi, mastoidit, bartholin bezi apsesi gibi komplikasyonlara
neden oldugunu bildiren yayinlar da mevcuttur.®14-361 S pneumoniae kiiltiir yontemiyle
yapilan bir calismada periodontal apse igeriginde tespit edilmistir.'581 Ote yandan
periodontal hastaliklarla iliskili biyofilmler iizerine yapilan bir c¢alismada ise
S.neumoniae’nin periodontal saglikla iliskilendirilen bakteriler arasinda oldugu
bildirilmistir.B! Bizim calismamizda da 30 periodontal apse orneginin higbirinde
S.pneumoniae tespit edilmedi.

S.haemolyticus kommensal olarak deride yasayan koagiillaz negatif
stafilokoklardan biridir. Diyabetik ayak {ilseri enfeksiyonlar1 dahil olmak tizere firsatgi
enfeksiyonlarda giderek daha fazla yer almaktadir. Bununla birlikte gliniimiizde
S.haemolyticus 'un ~ virulansiyla ilgili bilgilerimiz ~ sinirhdir.®*®l S haemolyticus,
Staphylococcus epidermidis’ten sonra klinik vakalardan, ozellikle sepsis dahil kan
enfeksiyonlarindan en sik izole edilen ikinci koagiilaz negatif stafilokoktur.!%1 Koagiilaz
negatif stafilokoklara bagli enfeksiyonlar siklikla tibbi cihazlarin implantasyonundan
sonra ortaya ¢ikar ve bu klinik durum, firsat¢1 bir patojen olan S.haemolyticus 'un biyofilm
olusturabilme potansiyeliyle agiklanir.®?%l Ote yandan bu bakterinin ¢oklu antibiyotik
direnci gosterdigi de bildirilmistir.?!1 Bir vaka raporunda ise kolon kanseri olan bir

hastada gelisen karaciger apsesinde S.haemolyticus saptanmustir.?2l Bununla birlikte
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periodontal apse iceriginde bu firsat¢1 patojenin saptandigini bildiren bir ¢alisma da
mevcuttur.[58 Biitiin bu bilgiler, biyofilm kaynakli periodontal hastaliklar ve periodontal
apseler icerinde S.haemolyticus 'un bir patojen olarak yer alabilecegini akla getirmektedir.
Buradan hareketle 30 periodontal apse ornegi igerisinde arastirdigimiz bakterilerden biri
olan S.haemolyticus higbir 6rnekte tespit edilmedi.

M.cerebrosus, Neisseriaceae ailesinden, nadir gériilen nonmotile, oksidaz pozitif,
gram negatif bir diplokoktur. Bu bakterinin supragingival distas1 icerinde bulundugu ve
kalsifikasyon ozelliginin tespit edildigi bildirilmistir.2! Morococcus cerebrosus’un
beyin apsesinden izole edildigini bildiren bir vaka raporu mevcuttur.®?®l Daha yakin
zamanda yayinlanan bir literatiirde ise bu bakteriye bagl post katarakt endoftalmit vakasi
bildirilmistir.®?*! Kiiltiir teknigiyle yapilan bir ¢alismada bu bakterinin periodontal apse
iceriginde saptandigi bildirilmistir.['®! Bu veriler 1s181nda periodontal apseler igerisinde
varligi ve patojenitesinin aragtiritlmasi gerektigi dusiiniilmektedir. Bu arastirmada

inceledigimiz periodontal apse drnekleri icerisinde varligi tespit edilemedi.
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6. SONUC VE ONERILER

1. Inceledigimiz periodontal apse &rneklerinin tamaminda P.ginigivalis(%100),
P.intermedia(%2100) ve F.nucleatum(%2100) tespit edildi. Toplam bakteri
sayist olarak bakildiginda ise en fazla miktarda tespit edilen bakteriler
P.gingivalis (1.1), F.nucleatum (0.95), T.forsythia (0.92) ve P.intermedia
(0.87) oldular. Bu sonuglar bugiine kadar yapilan ¢alismalara benzer sekilde
periodontal patojenlerin periodontal apse icerisindeki baskin tiirleri
olusturdugunu gdstermektedir. Diger taraftan bakteriyel yogunluk olarak
bakildiginda tek bir bakteri 6ne ¢ikmamaktadir bu da periodontal apselerin
polimikrobiyal yapida oldugunu dogrulamaktadir.

2. Bugiine kadar periodontal hastaliklarda etken oldugu bildirilen ve
aragtirmamizda periodontal apse igeriginde varligi arastirilan C.rectus %96.6
, P.micra %90, P.nigrescens %83.3 ve T.denticola %76.6 gibi yiiksek
prevalanslarda  tespit edildi. Rolatif bakteri  sayilar1i  agisindan
degerlendirildiginde C.rectus (0.62), P.micra (0.41), P.nigrescens (0.4) ve
T.denticola (0.4) i¢in yukarida bahsettigimiz periodontal patojenlerden daha
diisiikk degerler tespit edildi. Periodontal apselerin polimikrobiyal yapilari
distintildiiglinde bu bakterilerin periodontal apselerin olusumundaki etkili
oldugu diistiniilmektedir.

3. Son donemde yapilan caligmalara gore periodontal hastaliklardan sorumlu
tutulabilecegi diisliniilen bakteriyel tiirler olan D.pneumosintes, F.alocis ve
P.endodontalis inceledigimiz periodontal apse Ornekleri igeriginde tespit
edildi. Yukarida bahsettigimiz en fazla sayida bulunan periodontal patojenler
ardindan en fazla bulunan bakteriler sirasyila P.endodontalis (0.81) ve F.alocis

(0.73) oldu. D.pneumosintes’in ise rolatif bakteri sayis1 degeri 0.24 olarak
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saptandi. Periodontal hastaliklarda etken olabilecegi diisiiniilen bu bakterilerin
tespit sikliklari ise P.endodontalis %96.6, F.alocis %93.3 ve D.pneumosintes
icin %63.3 gibi yliksek oranlardaydi. Bu veriler degerlendirildiginde
P.endodontalis ve Falocis’in yukarida bahsettigimiz periodontal patojenler
oldugu bilinen C.rectus, P.micra, P.nigrescens ve T.denticola’dan daha
yiiksek siklik ve sayilarda tespit edildigi goriilmektedir. Bunun yaninda
P.endodontalis’in periodontal apse icerigindeki varligi, prevalansi ve sayisal
miktari ilk kez bizim ¢alismamizda tespit edilmistir. Bu durum bu bakterilerin
periodontal apselerin gelisiminde etkin rol alabileceklerini diisiindiirmektedir.
. Daha 6nce kiiltiir calismas1 yapilarak periodontal apseler i¢eriginde varliklari
ilk kez tespit edilen bakteriler olan, S.mitis’in %40, S.gordonii nin %16.6,
A.naeslundii 'nin %93.3, S.constellatus ‘un %80 ve N.sicca 'nin %46.6 siklikta
periodontal apse igeriginde varliklar1 saptandi. Toplam bakteri rolatif sayilar
ise  Smitis’in  0.11, S.gordonii’nin 0.01, A.naeslundii’nin 0.34,
S.constellatus 'un 0.2 ve N.sicca’mn 0.11 olarak belirlendi. Bu bakterilerin
periodontal apse icerigindeki prevalans ve sayilari ilk kez bizim ¢alismamizda
ortaya konmustur. Bunun yaninda daha once dental apselerde tespit edildigi
bildirilen P.acnes'in periodontal apselerde varligi, prevalansi ve rolatif sayisi
ilk kez bizim c¢alismamizda tespit edilmistir. P.acnes inceledigimiz
periodontal apse 6rneklerinde %16.6 siklikta saptandi ve rolatif bakteri sayisi
degeri 0.09 idi. Tespit sikliklar1 ve miktarlar1 géze alindiginda polimikrobiyal
mikrobiyataya sahip olan periodontal apse iceriginde bulunan bu bakterilerin
de periodontal apselerin gelisiminde rol alabilecegi diistinlilmiistiir. Bu

bakterilerin periodontal hastaliklardaki roliinlin ve bilinen periodontal
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patojenlerle olan iligkilerinin ortaya cikarilmasi i¢in daha ileri caligmalar
yapilmasi gerekmektedir.

Toplam bakteri miktariyla bilinen periodontal patojenler olan F.nucleatum ve
P.intermedia, diger taraftan silipheli periodontal patojenler olan
D.pneumosintes ve P.endodontalis arasinda gii¢lii pozitif korelasyon saptandi.
Ote yandan P.intermedia, F.nucleatum ve P.endodontalis arasinda, ayrica
P.intermeida, F.nucleatum ve P.micra arasinda da giiglii pozitif yonlii
korelasyon oldugu belirlendi. Bu durum yukarida da bahsettigimiz gibi bilinen
periodontal patojenler yaninda siipheli periodontal patojenlerin de periodontal
apseler igerisinde etkin rol aldigini diistindiirmektedir.

. Inceledigimiz periodontal apse 6rneklerinde pek cok bakteri arasinda bulgular
kisminda da belirttigimiz gibi orta derecede pozitif yonlii korelasyon saptandi.
Inceledigimiz periodontal apse &rnekleri igeriginde en fazla sayida tespit
ettigimiz P.gingivalis ve F.nucleatum ile 6ncii kolonizorlerden oldugu bilinen
A.naeslundii arasinda orta derecede pozitif korelasyon saptandi. Bu durum
apse olusumunda ilk kolonizorlerin de etkili olabilecegini diisiindiirmektedir.
Bu bakteriyel iligkilerin periodontal hastaliklardaki roliiniin daha 1y1
anlasilabilmesi i¢in daha ileri calismalar yapilmasina ihtiyag¢ vardir.

Sigaranin periodontal hastaliklar igin bir risk faktorii oldugu bilinmektedir.
Buna paralel olarak inceledigimiz apse Orneklerinde toplam bakteri sayist,
P.nigrescens, S.gordonii ve A.naeslundii sayilari sigara icenlerde sigara
icmeyen hastalara gore anlamli derecede yiiksek bulundu. Diger taraftan
P.nigrescens erkeklerden alinan 6rneklerde kadinlara gore anlamli derecede
yiiksek bulundu. Her ne kadar ¢alismamiz bu amagla yapilmasa dahi bu veriler

sigara, cinsiyet ve periodontal hastaliklarin mikrobiyolojisi arasindaki iligkinin
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esit gruplar arasinda daha detayli sekilde incelenmesi gerektigini
diistiindiirmektedir.

Periodontal apselerin polimikrobiyal olusu ve igerigindeki bakterilerin
viicudun ¢esitli bolgelerinde apse ve ciddi komplikasyonlar olusturabilecek
patojeniteye sahip oldugu bilinmektedir. Bu sebeple dental acil durumlar

icerisinde yer alan bu durumun tedavisinin 6nemli oldugu diistiniilmekedir.
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