Agiz mikrobiyolojisi, mikrobiyolojinin

- Campylobacter rectus (b)

: Selenomonas sputigena (€)
: Agiz koklar (d) Microbiol Mol Biol Rev 2007
. Spirillum sp | Treponema denticola (e)

. Leptotrichia (Leptotrix) buccalis (f)

tam baslangicinda 17 Eyliil 1683
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Anaerop bakteriyoloji tekniklerindeki ilerlemeler

gkulekci@istanbul.edu.tr




Etken bakterilerin saf kulturle saptanmasi
Koch - Modifiye Koch hipotezleri

Normal agiz mikroflorasi

Kantitatif Anaerop Bakteriyoloji

gkulekci@istanbul.edu.tr



Dis hekimligi /Agiz Mikrobiyolojisi
1980°l yillar
e Diinyada aqiz

mikrobiyolojisi testleri
dis hekimligi rutinine girdi.

e Dis hekimligi hizmeti

“ustalik” degil

“nedene” yonelik R i s
“tibbi / cagdas yaklasim”

gkulekci@istanbul.edu.tr



1990’ yillar Kulltiirden bagimsiz yontemler
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Dis hekimligi /Aﬁlz Mikrobiyolojisi

2000’1 yillar

e ABD 2000 yih Agiz Dis Saghgi
Raporu: Agiz saghgi, genel
sagligin bir parcasi olarak
degerlendirilmeli !

o Molekiiler agiz mikrobiyolojisi
testleri rutine girdi.

mdecular orgl
IMICT 08D qy

e Agiz ve sistemik saglik iliskisi
ile ilgili kanitlar test duzeyinde
artiyor.

gkulekci@istanbul.edu.tr



AGIZ DIS INFEKSIYONLARI

ePeriodontal infeksiyonlar

Endodontal infeksiyonlar

eAgiz mukozasi ile ilgili
infeksiyonlar

eOrofasiyel infeksiyonlar

gkulekci@istanbul.edu.tr



Agiz ve dis infeksiyonlar

Endojen infeksiyonlar
Biyofilme dayall
Cok faktorliu

Polimikrobiyal | Karisik anaerop infeksiyonlar

Etkenleri aeroplara gore
dort kati fazla siklikta anaerop bakteriler

Ekolojik kayma - Mikrobiyal kayma hastaligi
Disbiyoz (disbakteriyoz)

Yararh olarak birlikte yasayanlarin sayisinda bir azalma ile ve/veya patojenlerin
sayisinda bir artis ile neden olunan hastalik

Kronik inflamatuvar hastaliklar
Sindemik hastalik

gkulekci@istanbul.edu.tr



Mikroflora saghklidan hastalikli duruma gecmesine
yol acan degisiklikler :

e Farkli bakterilerin varligi ?
e Gram (+) bakterilerin - D

Gram(-) degismesi, g

e Ogzel tirlerin artmasi, e Bakteriler biyofilmlere
neden giriyor ve cikiyor ?

e Genetik duyarlik nedeniyle e Kommensal halden

konagin immun yanitindaki  h5t65en hale gecmeleri ne
degisiklikler, LI
) tetikliyor?
e Cevresel faktorler

e Yas



Agiz -Sistemik Saglik Iliskisinde Yeni Kavram
SINDEMIK Hastalik

PERIODONTITIS

Bir toplumda

hastalik yukuniun artmasina
katkida bulunacak sekilde
birbiriyle sinerjist etkilesen,
iki ya da daha cok y -
saghk sorunu. Kardiyovaskuler hastalik, inme,

Prematur, dusutk kilolu bebek,
Pulmoner infeksiyonlar,
Diyabet,

Osteoporoz,

Sismanlik,

Romatoid artrit,

Renal hastaliklar

Alzheimer hastaligi ile iliskili !
gkulekci@istanbul.edu.tr
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Agiz ve dis infeksiyonlarin tedavisi

Tek basina lokal / sistemik antimikrobiyal tedavi ile
lyilestirilemez.

Hastaliga neden olan biyofilmin dis hekimi tarafindan
mekanik olarak uzaklastirilmasi ve ogretilen agiz dis bakimi
ile surdurulmesi esastir.

Tedavi ile bakteri tiir oranlari bozulsa bile ekosistemin
orijinal dengeye geri donme egilimi vardir.
Patojenlerin kontrolu, kalan ekosistemde zararl
degisikliklere yol acmamalidir.

gkulekci@istanbul.edu.tr



eMikrobiyom terimi,
saglik ve hastaligin tam
olarak anlasilabilmesi
bizimle yagayan
mikrorganizmalar ve
insan vucudunun

bir “superorganizma”

kompleks interaktif
sistem olarak ele alinmasi

goriisiinden dogmustur.

Human Microbiome Project .
Insan Mikrobiyom Projesi 3 NG,

W T A L g 13 :
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Skin . oy _
o \ ¥ NIH R‘padmap for Medical Research
Gastro- P nternational an Microbiome Consortium
intestinal

Canadia‘lh nstitutes of Health Research
Urogenital

adian Microbiome Initiative

Metagenomik yaklasimla calisiliyor

2008 yilinda basladi bes yilda tamamlanacak !

gkulekci@istanbul.edu.tr



Human Oral Microbiome (HOM)

Human Oral Microbiome Database (HOMD) (www.homd.org)
The National Institute of Dental and Craniofacial Research

The Forsyth Institute + King’s College

Simdilik ?

619 taksonun filogenetik dagilimi: 13 filum: Actinobacteria,
Bacteroidetes, Chlamydiae, Chloroflexi, Euryarchaeota,
Firmicutes, Fusobacteria, Proteobacteria, Spirochaetes, SR1,
Synergistetes, Tenericutes, TM/

Gram(+) cinslerin listiinliigii !
Hastalik etiyolojilerinde degisiklik !

gkulekci@istanbul.edu.tr
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Hastalik etiyolojilerinde degisiklik !

Anaerop Gram pozitif comak Scardovia wiggsiae

Bifidobacterium dentium Barsak kommensal bifidobakterileri
ile yakindan iligkili. Dig plaginda disiik pH'da yagamak igin edinilmis
genlere sahip. Digsiz agiza kolonize olmuyor.

Enterococcus faecalis yerine Dialister invisus, Olsenella uli
ve Synergistes tirleri yaygin.

: Bakteri toplulugu 6ncekinden cok fazla karisik !
P. gingivalis ve Tannerella forsythia + Eubacterium saphenum

Periodontal cepte Treponema coklu filotiplerinin varligi
Treponemalar hemen hemen daima agiz yumusak doku lezyonlarinda



Human Oral Microbiome (HOM)
Human Oral Microbiome Database (HOMD) (www.homd.org)

Filogenetik olarak en yakin tirler hastalik / saglik !
Tannerella forsythia | Tanneralla BU0O63

Virulans faktorleri icin yeni kiltir yontemleri - biyofilm kualttrd !
Saglikta cekirdek mikrobiyom ! Paylasilan filotip seti

Tipik olarak hastalikli bolgelerde bulunan mikrofloralar,

saglikl bolgelerdekine gore yapi olarak daha kompleks !



Dis Hekimi ve Agiz Mikrobiyolojisi Laboratuvari

Yinfection
Fungal culture
Virus culture A=
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Periodontoloji ile ilgili

Almanya — 5000 Dis Hekimi
%3-6 periodontolog .

e Amerikan Company — OmniGene Lab Servis
DMDx/PATHOTEK

ANAWA laboratuvarlari AG(Wangen, Isvicre)

Avrupa’da yilda 16.000 test- .
Almanya 14.000 test
Isvicre 600 test

e IAI Pado Test 4.5 —sistem(Institute for Applied
Immunology, Zurih, Isvicre)

e LCL-sistem(LCL Biokey Gmb, Aachen Almanya),
Avrupa’da yilda 10.000 test

e HAIN-Diagnostik (Nehren, Almanya)
multipleks PCR testi

Conrads G. Infect Dis Clin Prac, 2001

mikrobiyolojik testler

Periodontal microbial identification test
(Saigene Corporation, ABD)
Aa,Pg,Pi,Ec, Tf,Cr,Td,Fn

Hasta basi DNA prob testi

LabOral (Houten,Hollanda) anaerop
kiltur yontemiyle Aa, Tf,Fn,Pi,Pg,Pm

yllda >12.000 test

gkulekci@istanbul.edu.tr



Periodontoloji ile ilgili mikrobiyolojik testler
2004 yili

GABA International laboratuvarlari (Miinschenstein, Isvicre)
bir Real-Time Quantitative PCR testi (Meridol® Perio Diagnostics)

6 periodontal patojen: A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis,
P.intermedia, T.forsythia, F. nucleatum ve T. denticola

Secilen bolgelerden subgingival plak ornekleri
0zel molekiler laboratuvari (Carpegen GmbH, Minster, Aimanya) gonderilir.
2 saat icinde sonuc alinir.

Symposium ‘Microbiological tests in periodontal diagnosis and therapy’ as
part of the conference of the IADR in Istanbul on 27th August 2004,
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Prof. Lior Shapira the University of Jerusalem O e Sora
Prof. Mariano Sanz the University of Madrid e O
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2003 yih ParoCheck® mikroarray testi
(Greiner, Bio-One GmbH, Frickenhausen, Almanya)

10 Patojen: 20 Patojen:
e Porphyromonas glqglvalls, 10 patojendekine ek olarak
* Tannerella forsythia, Campylobacter gracilis,
e Treponema denticola, Eubacterium nodatum,
e Campylobacter rectus/ showea, Prevotella nigrescens
e Fusobacterium nucleatum, Strept g , ;I t
e Parvimonas micra, reptococcus constellatus,
e Prevotella intermedia,
 Aggregatibacter

actinomycetemcomitans Campylobacter concisus,

_ a,b,c serotipleri, Capnocytophaga tiirleri,

e Eikenella corrodens, Actinomyces odontolyticus,

e Actinomyces viscosus. Veillonella parvula.

gkulekci@istanbul.edu.tr



P. gingivali
Parocheck®
e mlkl_'oa rray
 Shawae testi
. nodatum
. nuc. nucleatum _
Bt il 10 ya da 20
gt. lw;r;er:nans i | periodontal
S. constellatus g mﬁh';_ \ patojenin ayni
ora
| s ﬂnnulnh anda hizli ve
Actinomyces ] illll'tllmil“‘—SF : kesin tanisina
species N 3. lermedius saﬁlayan
yarl kantitatif
V. parvula ' ilk DNA cipidir.
A. odontolyticus E. corrodens
C. gingivalis
peeieg Saptama limiti
& Sk 3 1x103
bakteridir.

Socransky SS ve ark J Clin Periodontol 1998.

gkulekci@istanbul.edu.tr
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i U Dis Hekimligi Fakiiltesi

Agiz Mikrobiyolojisi Bilim Dali Testleri

1. Curdk Aktivite Testi (CAT)

2. Tukdrik akis hizi ve tukirak tamponlama kapasitesi tayini

3. Mutans streptokoklarinin PCR ile tanisi

4. Subgingival plak biyofilm kulturu (antibiyogramsiz)

5. Periodontal patojenlerin PCR ile tanisi

6. Periodontal hastalik genetik egiliminde IL-1 polimorfizmi

7. Subgingival plak biyofilm mikroskop incelemesi

8. Kok kanali kulturu

9. Kok kanali patojenlerinin PCR ile tanisi

10.Periodontal patojenlerin (10 ya da 20 tur)
ParoCheck® mikroarray (DNA cip) testi

11. Agizda herpes virtslerin PCR ile tanisi

12. Agiz yumusak doku hastaliklarinda mikrobiyolojik inceleme

13. Dentoalveolar abse cerahatinden kultur ve antibiyogram

14. Sterilizasyon cihazlarinin posta ile spor testi

15. Dis Unit su yollarinin mikrobiyolojik kontrolu

gkulekci@istanbul.edu.tr



| A\ I U Dis Hekimligi Fakiiltesi :
-/ Agiz Mikrobiyoloji Laboratuvan rutininde \3
anaerop bakteriyoloji

Her test

Ozel istek formlari,
klinik 6rnek alinmasi,

laboratuvara gonderilmesi,

rapor ve sonucun
degerlendirilmesi gibi tim
basamaklari ile tanimlidir.

Testlerin

ne ise yaradig,
nasil istenmesi gerektigi,
raporun nasil yorumlanacagi

bu yoruma gore yapiimasi
uygun koruyucu ya da tedavi
edici uygulamalar icin

yol goOsterici olunmaktadir.

gkulekci@istanbul.edu.tr



Periodontal, endodontal infeksiyonlarinda
mikrobiyolojik test endikasyonlari
1-Antibiyotik secimi icin
-Erken, agressif, inatcl ve atipik periodontitis olgularinda
-Kok kanali tedavisine yanit vermeyen inat¢l olgularda

-Periodontal baslangic tedavisi sonrasi >5 mm derinlikli ya da cerahatli
cepler sliriiyorsa

-Immun yetmezlikli hastalarda
-Medikal yetmezlikli hastalarda
-Peri-implantitiste

2-Rekiirrens ve prognoz bilgisi icin
-Tedavinin basari kontrolinde
-Randevu zamanini belirlemede

3-Risk belirlemek icin
-Yeni ve eski periodontitis hastalarinda
-Implant, protez ya da ortodontik tedavi dncesinde

gkulekci@istanbul.edu.tr



Subgingival plak biyofilm kulturu

Periodontal hastaliklardan
sorumlu olan subgingival plak
biyofilm orneklerinin anaerop
kantitatif kultur yontemiyle
degerlendirilmesidir.

Zaman alicl , zor ve masrafli

Subgingival plak biyofilm ornekleri
hasta disler ya da implantlardan
Bolgesel (tek,tek) ya da

genel (toplama) olarak alinir.

VMGA III

gkulekci@istanbul.edu.tr



o Kaltur :

o Kaltar :
o Kaltar :
o Kaltar :
o Kaltar :

Subgingival plak biyofilm kulturu

Total bakteri,fakultatif,zorunlu anaerop bakteri sayisi
Porphyromonas gingivalis
Prevotella intermedia | nigrescens / pallens
Fusobacterium turleri
Capnocytophaga turleri
Eikenella corrodens
Aggregatibacter actinomycetemcomitans
Tannerella forsythia
Candida albicans
Enterik comaklar

gkulekci@istanbul.edu.tr



Subgingival plak biyofilm mikroskop incelemesi

0 Mikroskop incelemesi : Spiroket % si

Subgingival plak biyofilminde
spiroket varligi,
hastalik lehine bir bulgudur.

e Periodontal hastalik
degerlendirilmesi

e Tedavinin basarisini
izlemek

e Dis bakimini 6gretmek

icin kullanihr.

gkulekci@istanbul.edu.tr



Periodontal patojenlerin PCR ile tanisi

e Subgingival plak biyofilm Ture 60zel 16SrRNA primerleriyle
o TukUrik
e AJiz ici doku 6rneklerinden 0 Porphyromonas gingivalis

0o Tannerella forsythia

O Treponema denticola

O Prevotella intermedia

0 Prevotella nigrescens

o Campylobacter rectus

0 Dialister pneumosintes

0 Fusobacterium nucleatum

0 Parvimonas micra

0 Aggregatibacter
actinomycetemcomitans

istek Uizerine her patojen icin
ayri ayri olmak tzere hizli tani

1U Dis Hek Fak, Anaerobe 2009

gkulekci@istanbul.edu.tr



Kok kanah kiltiru

Zaman alici, zor ve masrafli test oldugu
g6z 6ndne alinmal

(1 Total bakteri sayisi /kanal
Fakdltatif anaerop bakteri sayisi / kanal
Zorunlu anaerop bakteri sayisi / kanal

Anaerop siyah pigmentli bakteri sayisi / kanal
Porphyromonas endodontalis,

Porphyromonas gingivalis,

Prevotella intermedia [ nigrescens [ pallens,
Fusobacterium tlrleri,

Enterococcus faecalis,

Capnocytophaga tirleri,

Eikenella corrodens,

Candida albicans,

Enterik comaklar

OO O0O0Oo0o-doo

Ozyéney S MU Dis Hek Fak 2010

gkulekci@istanbul.edu.tr



Kok kanah kiiltiiri
CDC anaerop kanh agar 1073 CDC anaerop kanl agar 10

Total bakteri sayisi 5,4 x 107 cfu/ml
Fakdltatif anaerop 1 x 108 cfu/ml

Zorunlu anaerop 5,3 x 107 cfu/ml

An siyah pigmentli 2,9 x 107 cfu/ml

gkulekci@istanbul.edu.tr



Kok kanali patojenlerinin PCR ile tanisi

Hastanin klinik durumuna gére
varhiginin énemli oldugu disindlen
patojenlerin hizli tanisi.

Kok kanali / Periapikal doku
orneklerinde

her patojen icin

ayri ayri olmak tzere

Ture 6zel 16SrRNA primerleriyle

'l Enterococcus faecalis ,

'l Fusobacterium nucleatum,

I Filifactor alocis,

1 Pyramidobacter piscolens

(Synergistes oral clone BA121)
Campylobacter rectus,
Parvimonas micra,
Porphyromonas endodontalis,
Porphyromonas gingivalis,
Tannerella forsythia,
Treponema denticola,
Prevotella intermedia,
Prevotella nigrescens,
Dialister pneumosintes,
Aggregatibacter

actinomycetemcomitans

N s Y Y B I

gkulekci@istanbul.edu.tr
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Parocheck® mikroarray testi

Ornekten DNA ekstraksiyonu,
PCR,
Fluoresanla isaretlenmis problarin eldesi,

Cip Uzerine sabitlenmis ture 0zel
tamamlayici sekanslara hibridizasyon islemi,

Ozel bir mikroarray skeynirda inceleme,

ParoCheck® analiz yazilimi ile
degerlendirme.

Rapor, yorum ve tedavi onerileri de
eklenerek e-posta ile gonderilir.

gkulekci@istanbul.edu.tr



Bakteri diizeyleri klinik bulgular ve diger risk faktorleri ile baglantili ve bir arada diisiiniilmelidir.
Sistemik hastalik : -

Sirekliilaglar -
Sigara kullanimi : -

Antibiyotik
31 yasinda

Uitnederen

Hastamn  wdr sovads

I'amss

[spenen Inoeleme

PARDCHECK MiK TEST SONUC FORMU

T
ISTANELL (NIVERSITESL
pis NEKIMLIGE FakCLTESD
MIKROBIYOLOIT BILIM DAL

¢ Paricdoniole)i AD (Crlilek GUVENC)
cSmam URTINKAY A

ke [ Jasr [ Jrae

Rizx []I':E\;”(m.ji:m: I:ngLI_ﬂ.E oo |_ I: Tedavi Sonras ldarre 1zlavisl

L_l Bilgesel Gierel

14072010

|ﬂ Peri-implaniilis

Liz Mis malant cavras|
Cep derinlifi (smn) G
Kamamn { +/<} b
Cerahat (+/-) +

Test edilen mikroorganizmalar SONUC DUZEY
Kirmuz Birliktelik
FPorphyromonas gingivalis POZITIF ++
Tammerella forspthia POZITIF =4
Treponema denticola POZITIF +
Turuncu Birliktelik
Campylobacter rectis POZITIF (+)
Fusiphacterium nucleafum POZITIF +t
Parvimeonas micra POZITIF 1
Prevatella intermedia NEGATIF
Yesil Birlikielik
“:I'Hkru-gurmm'.lrr actinomycelemeomiians NEGATIF
Eikenella corrodens MEGATIF
Mavi Birliktelik
Actinomyces viscosus NEGATIF

Yorum ve Oneriler ;

2280+

20524

1824+

15964

13684

SNR

11404

9124

GOrmek

daha inandirici
oldugundan
hastalar

&g

455

225

test yapiimasindan
cok memnun
kalmakta ve

dis hekiminin evde
bakim ile ilgili
onerilerini ya da

Sawple ID: SinanCETINEAYA(DcDilek GU

kontrol randevularini
aksatmamaktadirlar.
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Dentoalveolar abse cerahatinden
kultur ve antibiyogram

Dis ve cene kaynakl
abse tedavisinde
akilci antibiyotik kullanimi icin

etken mikroorganizma ve

antibiyotik duyarlihgi saptanir.

e Aktinomikoz kuskusunda
hizli mikroskop incelemesi yapilir.

gkulekci@istanbul.edu.tr



Dentoalveolar abse cerahatinden
kultur ve antibiyogram

Agiz disindan ya da agiz icinden
aspirasyonla alinan en az 1 ml
cerahat 6rneginden

Total bakteri sayis,
Fakultatif anaerop sayisi
Anaerop bakteri sayisi,
Tur tansi ve antibiyogram

gkulekci@istanbul.edu.tr
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Agiz mikrobiyoloji tanisinin anlamli olmasi icin

o Hastahgin tanisini /

e Tedavi planini /

e Her ikisini etkilemeli,

e Tedavi sonuclarini olumlu etkilemeli,
 Hastaya ekonomik kazang getirmelidir.

gkulekci@istanbul.edu.tr



Agiz Mikrobiyolojisi Testleri

Yararini destekleyen kuvvetli
bir kanit yok.

Molekduler tekniklerle
bu sinirlamanin uUstesinden
gelinebilmekte !

e Kismen tani laboratuvarlari
arasinda standardizasyon
olmamasindan.

Ayni bolgeden ayni anda alinan
dis plak biyofilm érneklerinin
ayni laboratuvarda ayni yontemle yapilan
kdltlr ve antibiyotik duyarhk
inceleme sonuglar birbirinden farkli olabiliyor.

e Mikroorganizmalar arasinda
genis capli genetik ve klonal
cesitlilik var.

gkulekci@istanbul.edu.tr



