T.C
CUKUROVA UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
DIS HASTALIKLARI VE TEDAVISI ANABILIM DALI

PERIAPIKAL LEZYONLU DISLERDE
ENTEROCOCCUSFAECALISVE
CANDIDA ALBICANSIN BULUNMA SIKLIGI VE
ANTIMIKROBIYAL DUYARLILIKLARININ TEST EDILMESI

Dt. Aysin DUMANI

DOKTORA TEZI

DANISMANI

Dog. Dr. H. Oguz YOLDAS

Bu tez Cukurova Universitesi Arastirma Fonu tarafindan DHF2006D1 nolu proje olarak
desteklenmistir.

ADANA - 2008



KABUL VE ONAY FORMU

Cukurova Universites Saghk Bilimleri Enstituisi

Dis Hastaliklar: ve Tedavisi Anabilim Dal1 Doktora Programi gergevesinde yurttlmis olan
‘Periapikal Lezyonlu Dislerde Enterococcus faecalis ve Candida albicans in Bulunma Sikhg ve
Antimikrobiyal Duyarhhklarimn Test Edilmes’ adli ¢alisma, asagidaki juri tarafindan Doktora
tezi olarak kabul edilmistir.

Tez Savunma Tarihi:

Imza

Do¢.Dr.H.Oguz YOLDAS

Cukurova Universitesi

Imza Imza
Dog.Dr.M.Cem DOGAN Doc.Dr.Haluk OZTUNC
Cukurova Universitesi Cukurova Universitesi

Imza Imza
Prof.Dr.Tayfun ALACAM Prof .Dr.Fatih KOKSAL

Gazi Universitesi Cukurova Universitesi



TESEKKUR

Doktora egitimim siiresnce hem klinik hem de akademik diizeyde bilgilerini
bizimle paylasan, tezimin her asamasinda tavsiyeleri ve hosgorisiyle yol gosterici olan
darismamm Dog. Dr. H. Oguz Yoldas'a,

Tez izleme komitemdeki degerli hocalarim Dog. Dr. Haluk Oztung ve Dog. Dr.
Cem Dogan'a,

Doktora yeterlilik sinavimin ve tez jurimin degerli Uyesi Prof. Dr. Tayfun
Alagcam’a,

Tez calismalarim siresince bilgileriyle bize yol gosteren, laboratuarlarinda
calisma ortami saglayan ve yakin ilgi ve destegini esirgemeyen C.U. Mikrobiyolgji
Anabilim Dal1 baskan Sayin Prof. Dr. Fatih KOKSAL’a

Tez oOrneklerimin calisiimast sirasinda her trli yardimi  gosteren C.U.
Mikrobiyoloji Anabilim Dal1 doktora 6grencisi M. Begiim KAY AR, Ars. Gor. Dr. Beril
AKCIMEN, Dt. Arzu SAHAN KIPALEV'’ e ve tezimin yazim: sirasindateorik ve pratik
konularda destegini esirgemeyen Ars. Gor. Dr. Beril AKCIMEN' e,

Dis Hadaliklarr ve Tedavis Anabilim Dali Kkliniginde hastalarin  kok
kanallarindan ornekler alirken her turlt yardim gosteren Hemsiremiz Ayfer TOPAL’ a,

Calismamin istatistik boliminde yardimc: olan C.U. Biyoidatistik Anabilim
Dal1 Ggretim (iyesi Sayin Dog. Dr. Gillsah SEYDAOGLU' na,

Calismalarim sirasinda bana her konuda destek olan A.Sehnaz ISCI ve bélum
arkadaslarima,

Dis Hekimligi ve doktora egitimim sirasinda her zaman yammda olan, anlayisin
ve yardimlarini esirgemeyen esim Emir Y akup DUMANT’ ye,

Y asamimin her aninda oldugu gibi doktora egitimim sirasinda da desteklerini hi¢
eksik etmeyen sevgili annem Reyhan TOPUZ, babam Mehmet TOPUZ, ablam Arzum
TOPUZ ve sevgili kardesim Murat TOPUZ' a

TESEKKUR EDERIM.



iCINDEKILER

Kabul ve Onay
TESEKKUR
ICINDEKILER
SEKILLER DiZINI
CIZELGELER DiziNi
SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZINi
OZET
ABSTRACT
1. GIRIS
2. GENEL BILGILER
2.1. Polimikrobiyal Endodontik Enfeksiyonlar
2.1.1. Kok Kanal Mikroorganizmalarimn Patojenitesi
2.1.2. Mikroorganizmalar arasi etkilesim
2.1.3. Lipopolisakkarit ve Diger Mikrobiyal Modulinler
2.1.4. Ekzotoksinler
2.1.5. Enzimler
2.2. Patojenite ve Histopatoloji
2.2.1. Baglangi¢ (Akut) Apikal Periodontitis
2.2.2. Kronik Apikal Periodontitis
2.2.3. Kistik Apikal Periodontitis
2.3. Extraradikuler Enfeksyonlar
2.4. Basarisiz Endodontik Tedaviler
2.5. Korona Sizdirmazlik
2.6. Basarisiz Endodontik Tedaviden Sonra Olusan Enfeksiyonda Bulunan
Inatg1 Mikroorganizmalar
2.7. Enterokoklar
2.7.1. Efaecalis
2.7.1.1.E.faecalis in Birincil Enfeksiyonlarda Bulunma Sikl1g1
2.7.1.2. E.faecalis'in Ikincil Enfeksiyonlarda Bulunma Siklig1
2.7.1.3.0ra Enterokok Enfeksiyonlar
2.7.2. E.faecalisin Yasam ve Virllans Faktorleri

Xi
Xiv
XVi

XVili

© © 00 00 N O b~ b~ P

N NN B B e
N N © o g » N

25
27
27
29
31
32



2.8. Candida
2.8.1. Gend Ozellikler ve Siniflandirma
2.8.2. Mantarlarin Morfolojik Ozellikleri
2.8.3. Fungal Patojenitenin Mekanizmasi
2.8.3.1. Cssitli Cevresd Kosullara Uyum Saglayabilme
2.8.3.2.Cssitli Y Uzeylere Adezyon
2.8.3.3. Hidrolitik Enzimlerin Salimmi
2.8.3.4. Morfolojik Degisim
2.8.3.5. Biofilm Olusumu
2.8.3.6. Konak Defansinin Immiinomodiilasyonu ve Defanstan
Kurtulmast
2.8.4. Endodontik Enfeksiyonlarda M antarlar
2.8.4.1. Birincil Endodontik Enfeksiyonlarda M antarlar
2.8.4.2. Ikincil Endodontik Enfeksiyonlarda Mantarlar
2.8.4.3. Oral Mantar Enfeksiyonlar:
2.8.5. Mantarlarin Dentinde Kolonizasyonu
2.8.6. Mantarlarin izolasyonu
2.8.7. Mantarlarin Tammlanmast
2.8.8. Periradikuler Mantar Enfeksiyonlari
2.9. Antibiyotiklerin E.faecalis e Etkis
2.10. Antimikrobiyal Medikamentlerin E.faecalis e Etkisi
2.11. Antifungallerin C.albicans a Etkisi
2.12. Antimikrobiyal Medikamentlerin C.albicans a Etkis
3. GEREC ve YONTEM
3.1. Tukurukten Ornek Alinmast
3.2. Kok Kanalindan Ornek Alinmast
3.3. Orneklerin K ultur Y ontemi ile Degerlendirilmesi
3.4. K6k Kanallarindan Elde Edilen E.faecalis ve C.albicans izolatlarinin
Antibiyotik, Antimikotik ve Antimikrobiyallere Kars1 Duyarhiliklarimin Olglilmesi
3.4.1. E.faecalis izolasyonu ve Antibiyotik Duyarliliginin Tespiti
3.4.2. C.albicans Izolasyonu ve Antimikotik Duyarliliginin Tespiti
3.5. Caligsmada Kullanmlan Duyarlilik Testleri
3.5.1. Agar Dillisyon Y ontemi
3.5.2. Strip Diflizyon Y 6ntemi

32
32

R R

35
35
36

55
55
55
58



3.5.3. Agar Diflizyon Y dntemi
3.6. Orneklerin PCR Y 6ntemi ile Degerlendirilmesi
3.6.1. DNA Ekstraksiyonu
3.6.2. Amplifikasyon
3.6.2.1. Enterokok Genusu Amplifikasyonu
3.6.2.2. E.faecalis Amplifikasyonu
3.6.2.3. C.albicans amplifikasyonu
3.6.3. Agaroz Jel Elektroforezi ve Gorlnttleme
3.6.3.1. Agaroz Jdl Elektroforezi ve Gortintiileme Icin Kullarlan Tamponlar
3.6.3.1.1. 10xTBE Stok Tamponunun Hazirlanmasi
3.6.3.1.2. Y Ukleme Tamponu
3.6.3.2. Uygulama
3.7. Istatistiksel Degerlendirme
4 BULGULAR
4.1. Konvansiyonel Kultar Ydntemiyle Elde Edilen Bulgular
4.2. PCR Y 6ntemiyle Elde Edilen Bulgular
4.3. Hem K ultir Hem PCR Y 6ntemiyle Ayni Anda Pozitif Cikan Orneklerden
Elde Edilen Bulgular
4.4. Kultar Yontemi ile Birincil Enfeksiyonlu Dislerden Elde Edilen E.faecalis
[zolatlarimin Duyarhilik Testleri
4.4.1. Birincil Enfeksiyonlu Dislerden Elde Edilen E.faecalis
Izolatlariin -~ Antibiyotik Duyarlilig:
4.4.2. Birincil Enfeksiyonlu Dislerden Elde Edilen E.faecalis
Izolatlarimin  irrigasyon Soluisyonlarina Duyarlilig:
4.4.3. Birincil Enfeksiyonlu Dislerden Elde Edilen E.faecalis
Izolatlarimin - Pansuman M ateryallerine Duyarlilig:
4.5, ikincil Enfeksiyonlu Dislerden Elde Edilen E.faecalis izolatlarimn
Duyarlilik Testleri
4.5.1. Ikincil Enfeksiyonlu Dislerden Elde Edilen E.faecalis Izolatlarinin
Antibiyotik Duyarlilig
4.5.2. 1kincil Enfeksiyonlu Dislerden Elde Edilen E.faecalis Izolatlarinin
Irrigasyon Soltisyonlarina Duyarlilig
4.5.3. 1kincil Enfeksiyonlu Dislerden Elde Edilen E.faecalis Izolatlarinin
Pansuman Materyallerine Duyarlilig

Vi

59
60
60
62
62

LR

65

66

67

67

68

71

72

72

73

76

78

78

79

80



4.6. Birincil Enfeksiyonlu Dislerden Elde Edilen C.albicans izolatlarinin 82
Duyarlilik Testleri

4.6.1. Birincil Enfeksiyonlu Dislerden Elde Edilen C.albicans 82
Izolatlarimin Antimikotiklere Duyarlilig:
4.6.2. Birincil Enfeksiyonlu Dislerden Elde Edilen C.albicans 83
Izolatlarinin Irrigasyon Soltisyonlarina Duyarlilig
4.6.3. Birincil Enfeksiyonlu Dislerden Elde Edilen C.albicans 85
[zolatlarinin Pansuman Materyallerine Duyarlilig:
4.7. ikincil Enfeksiyonlu Dislerden Elde Edilen C.albicans Izolatlarinin 87
Duyarlilik Testleri
4.7.1. Ikincil Enfeksiyonlu Dislerden Elde Edilen C.albicans 87
Izolatlarinin Antimikotiklere Duyarlilig
4.7.2. 1kincil Enfeksiyonlu Dislerden Elde Edilen C.albicans izolatlarinin 88
Irrigasyon Soliisyonlarina Duyarlilig
4.7.3. 1kincil Enfeksiyonlu Dislerden Elde Edilen C.albicans izolatlarinin 89
Pansuman Materyallerine Duyarlilig
4.8. Birincil ve Ikincil Enfeksiyonlu Hastalarda Tedaviden Sonra Olusan 90
Alevlenme Oran
5.TARTISMA 91
5.1. Ornek Toplama 91
5.2. Kultur ve PCR Yontemleri Arasindaki Farkliliklar 92

5.3. Birincil Enfeksiyonlu Dislerde E.faecalis Bulunma Sikligimin Degerlendirilmesi 95
5.4. Ikincil Enfeksiyonlu Dislerde E.faecalis Bulunma Sikliginin Degerlendirilmesi 97
5.5. Oral Kavitede E.faecalis Bulunma Sikliginin Degerlendirilmesi 100
5.6. Birincil Enfeksiyonlu Dislerde C.albicans Bulunma Sikligimin Degerlendirilmes: 103

5.7. Ikincil Enfeksiyonlu Dislerde C.albicans Bulunma Sikliginin Degerlendirilmesi 104

5.8. Oral Kavitede C.albicans Bulunma Sikliginin Degerlendirilmesi 106
5.9. Antibiyotiklerin E.faecalis Izolatlarina Etkisi 108
5.10. Antimikrobiyal Medikamentlerin E.faecalis Izolatlarina Etkisi 110
5.11. Antifungallerin C.albicans izolatlarina Etkisi 113
5.12.Antimikrobiyal Medikamentlerin C.albicans izolatlarina Etkisi 114
5.13. Antimikrobiyal Ajamn Aktivitesini Degerlendirmede Kullanilan 117

Yontemlerin - Karsilastiriimasi
5.14. Alevlenme Olgular 118

Vii



6. SONUGCLAR VE ONERILER
6.1. SONUCLAR
6.2.ONERILER

KAYNAKLAR

OZGECMIS

viii

119
119
120
121
142



Sekil 2.1.

Sekil 2.2.
Sekil 2.3.
Sekil 2.4.
Sekil 2.5.
Sekil 2.6.
Sekil 2.7.
Sekil 2.8.

Sekil 2.9.

Sekil 3.1.

Sekil 3.2

Sekil 3.3.

Sekil 3.4.
Sekil 3.5.
Sekil 3.6.
Sekil 3.7.
Sekil 3.8.
Sekil 3.9.
Sekil 3.10.
Sekil 4.1.

Sekil 4.2.

SEKILLER DiziNi

Tedavi edilmeyen veya ortadan kaldirilmayan bir uyaran sonucu saglikli

dokuda hastalik ilerlemesinin genel asamalar

Birincil akut apikal periodontitis in sematik gorintisi

Ikincil akut apikal periodontitisin sematik goruntusti

Periapikal gercek kistin semasi

Periapikal cep kistin semasi

Dentin tubtillerindeki E.faecalis hiicreleri

E.faecalis'in Kultir ve PCR teknikleri kullanilarak bulunmasi
Mikroorganizmalarin birincil ve ikincil endodontik enfeksiyonlarda
bulunma sikliklar

C.albicans hticrelerinin dentin Gizerinde Uremelerinin SEM

goruntisi

0,5 Mc Farland bulaniklik standardina esdeger yogunlukta hazirlanan
bakteri slispansiyonlar

E.faecalis Uremesinin pozitif kontrolt icin her 6rnekten antibiyotiksiz
MHA besiyerine yapilan ekimlerin 37 °C de 24 saat inklibasyon
suresinden sonra gorulen Uremeler

C.abicans tremesinin pozitif kontrolt igin her 6rnekten antimikotiksiz
SDA besiyerine yapilan ekimlerin 37 °C de 24 saat inkiibasyon
suresinden sonra gorulen Uremeler

Strip Diflizyon Testi

Agar Difuizyon Testi

Kuru 1si blogu

Herolab Micro Cen 13 D santrifdj cihazt

Che bios optimum-one, uv-vis Spektrofotometre

Applied Biosystem 2720 Termal Dongli Cihazi

OWL Separation Systems Model e ektroforez tanki

E.faecalis 97008 nolu susun genus spesifik primerlerle yapilan
amplifikasyonun elektroforez goruntiisi

E.faecalis 97008 nolu susun tir spesifik primerlerle yapilan

amplifikasyonun elektroforez goruntiisi

13
14
16
16
28
29
30

41

56

56

S7

58
59
60
61
62
62
65
68

69



Sekil 4.3.

Sekil 4.4.
Sekil 4.5.
Sekil 4.6.
Sekil 4.7.
Sekil 4.8.
Sekil 4.9.

Sekil 4.10.
Sekil 4.11.
Sekil 4.12.
Sekil 4.13.

C.albicans 90028 nolu susun tur spesifik primerlerle yapilan
amplifikasyonun elektroforez goruntiisi

Hasta 6rneklerinde bulunan Enterokok PCR gorunttil eri
Hasta 6rneklerinde bulunan E.faecalis in PCR goruntileri
Hasta 6rneklerinde bulunan C.albicans in PCR goruntiileri
Penisilin 4 ug/ml duyarlilik testi

5 nolu izolatin irrigasyon sol iisyonlarina duyarlilig

11 nolu izolatin irrigasyon soltisyonlarina duyarliligi

7 nolu izolatin pansuman materyallerine duyarlilig
Amfoterisin B 0,25 pg/ml duyarlilik testi

3 nolu izolatin irrigasyon sol iisyonlarina duyarlilig:

6 nolu izolatin pansuman materyallerine duyarlilig

69

70
71
71
73
74
74
77
82

85



Cizelge 2.1.
Cizelge2.2.
Cizelge 2.3.
Cizelge 2.4.
Cizelge 2.5.
Cizelge 2.6.
Cizelge 2.7.
Cizelge 3.1.
Cizelge 3.2.
Cizelge 3.3.

Cizelge 3.4.

Cizelge 3.5.
Cizelge4.1.

Cizelge4.2.

Cizelge 4.3.

Cizelge4.4.
Cizelge 4.5.

Cizelge 4.6.

Cizelge 4.7.
Cizelge 4.8.

CiZELGELER DiziNi

Cerrahi olmayan endodontik tedavi tekrarlarinin basar1 oranlar
Periradikuler hastaliklarin degisik formlariylailigkili patojenler

Periapikal lezyonlu kanal tedavili dislerdeki bakteriyolojik bulgular

En 6nemli enterokok turleri ve yasam ortamlari

Apikal periodontitise sahip kanal tedavili dislerde E.faecalis

sikligin arastiran galismalar

Birincil endodontik enfeksiyonlarda mantar bulunma sikliginm

gosteren calismalar

Ikincil endodontik enfeksiyonlarda mantar bulunma sikligin

gosteren calismalar

Tamsal faktorler

Calismada kullanmlan besiyerleri veicerikleri

Calismada kullanmlan antibiyotik konsantrasyonlar: ve antibiyotikler

i¢in kullanlan solvent ve diltentler

Calismada kullamlan antimikotiklerin konsantrasyonlar: ve antimikotikler
i¢in kullanlan solvent ve diltentler

PCR sartlarinda kullanilan oligonukleotid primer ciftleri

Birincil ve ikincil enfeksiyonlu dislerin tedavileri sirasinda kok kanalindan
ve tukurukten alinan orneklerin Kaltir sonuclar:

Birincil ve ikincil enfeksiyonlu dislerin tedavileri sirasinda kok kanalindan
ve tukurtkten alinan drneklerin PCR sonuglari

Hem kuiltur hem PCR yontemiyle ayni anda pozitif ¢ikan drneklerden
elde edilen bulgular

Kullanilan antibiyotik konsantrasyonlar

Birincil enfeksiyonlu dislerden elde edilen E.faecalis izolatlarinin
antibiyotik duyarlilik testi.

Birincil enfeksiyonlu dislerden elde edilen E.faecalis izolatlarinin
irrigasyon soltisyonlarina duyarlilig:

Irrigasyon soltisyonlar uygulamasindan sonra izolatlarda olusan tremeler
Deney sollisyonlarinin inhibisyon ¢aplarina ait ortalama deger, standart

sapma ve medyan degerler

Xi

21
24
25
27
31

38

39

g g

55

63
68

70

72

72
73

74

75
76



Cizelge 4.9.

Cizelge 4.10.

Cizelge 4.11.

Cizelge 4.12.

Cizelge 4.13.

Cizelge 4.14.

Cizelge 4.15.

Cizelge 4.16.
Cizelge 4.17.

Cizelge 4.18.

Cizelge 4.19.

Cizelge 4.20.

Cizelge 4.21.

Cizelge 4.22.

Cizelge 4.23.

Cizelge 4.24.

Cizelge 4.25.

Birincil enfeksiyonlu dislerden elde edilen E.faecalis izolatlarinin
pansuman materyallerine duyarlilig:

Deney patlarinin inhibisyon ¢aplarina ait ortalama deger, standart sspma
ve medyan degerler

Ikincil enfeksiyonlu dislerden elde edilen E.faecalisizolatlarinin antibiyotik
duyarlilik testi

Ikincil enfeksiyonlu dislerden elde edilen E.faecalisizolatlarinin
irrigasyon soltisyonlarina duyarlilig:

Deney sollisyonlarinin inhibisyon ¢aplarina ait ortalama deger, standart sgpma
ve medyan degerler

Ikincil enfeksiyonlu dislerden elde edilen E.faecalisizolatlarinin
pansuman materyallerine duyarlilig:

Deney patlarinin inhibisyon ¢aplarina ait ortalama deger, standart sspma
ve medyan degerler

Kullanilan antimikotik konsantrasyonlari

Birincil enfeks yonlardan elde edilen C.albicans izolatlarimn antimikotik
duyarlilik testi.

Birincil enfeksiyonlu dislerden elde edilen C.albicansizolatlarinin
irrigasyon soltisyonlarina duyarlilig:

Deney sollisyonlarinin inhibisyon ¢aplarina ait ortalama deger, standart
sapma ve medyan degerler

Birincil enfeksiyonlu dislerden elde edilen C.albicansizolatlarinin
pansuman materyallerine duyarlilig:

Deney patlarinin inhibisyon ¢aplarina ait ortalama deger, standart sspma
ve medyan degerler

Ikincil enfeksiyonlu dislerden elde edilen C.albicans izolatlarinn
antimikotik duyarlilik testi

Ikincil enfeksiyonlu dislerden elde edilen C.albicans izolatlarimn
irrigasyon soltisyonlarina duyarlilig:

Deney solisyonlarinin inhibisyon ¢aplarina ait ortalama deger, standart sgpma
ve medyan degerler

Ikincil enfeksiyonlu dislerden elde edilen C.albicans izolatlarimn
pansuman materyallerine duyarlilig:

Xii

76

78

79

79

80

80

81

82
83

83

85

86

87

88

88

89



Cizelge 4.26. Deney patlarimin inhibisyon ¢aplarina ait ortalama deger, standart sgpma 89
ve medyan degerler
Cizelge 5.1. Periradikiler lezyonlu kanal tedavili dislerde C.albicans in bulunma 106

sikliginin karsilastiriimasi

Xiii



DNA:
PCR:

Gr:
E.faecalis:
C.albicans:
CHX:
NaOCl:
EDTA:
Ca(OH)2:
SF:

G:

PP
LPS:

IL:
TNF-a
lgG:
IgM:
C3:
SEM:
TEM:
Ntr:

Crp:
G+C:
ATCC:
RNA:
rRNA:
RGD:
Ma:
Ca

cfu:

KISALTMALAR DiziNi

Deoksiribonukleik asit
Polimeraz Zincir Reaksiyonu
Gram

Enterococcus faecalis
Candida albicans
Klorheksidin

Sodyum hipoklorit
Etilendiamintetraasetik asit
Kalsiyum hidroksit

Serum Fizyolojik

Gliserin

Tarleri

Lipopolisakkarit

Interlokin

Tumor Nekroz Faktor-alfa
Immun globulin G

Immun globulin M
Kompleman 3

Tarayic1 Elektron Mikroskopu

Transmission Elektron Mikroskopu

Nitrojen
Adenilat siklaz
Katabolit repressor protein

Guanin+Sitozin

Amerikan Tip Kultir Koleksiyonu

Ribonukleik asit
Ribozoma RNA
Arjinin-glisin-aspartik asit
Magnezyum

Kalsiyum

Koloni olusturmabirimi

Xiv



SDA:
MIC:
H202:
MTAD:
EGTA:
NaF:

PCR-RFLP:

AP-PCR:
ERIC:
PFGE:
TMA:
NASBA:
KAAA:
TSBV:

Sabora dekstroz agar

Minimum inhibitor konsantrasyon

Hidrojen peroksit

Tetrasiklin asit ve deterjan karigimi
Etilenglikoltetraasetik asit

Sodyum florid

PCR-Restriction Fragment length polymorphism
Arbitrarily Primed-PCR

Enterobacterial Repetitive intergenic Consensus
Pulsed Field Gel Electrophoresis
Transkripsiyon aracili amplifikasyon

Nukleik asit dizi bazli amplifikasyon
Kanamycin esculin azide agar

Triptiksoy serum bacitracin vancomycin

XV



OZET

PERIAPIKAL LEZYONLU DiSLERDE ENTEROCOCCUS FAECALIS
VE CANDIDA ALBICANS IN BULUNMA SIKLIGI VE
ANTIMIiKROBIiYAL DUYARLILIKLARININ TEST EDIiLMESI

Bu calismanmin amac endodontik enfeksiyonlarda kok kanallarinda ve
tukurukte, E.faecalis ve C.albicansin varhgimin kiltir ve PCR yontemleri ile
arastirilmasidir.

Mikrobiyolojik drnekler enfekte kok kanalli 100 hastamin (birincil
enfeksyon) 117 disinden ve inatci periapikal lezyona sahip kanal tedavili (ikincil
enfeksyon) 70 hastamn 114 disinden elde edildi. Tukuridk ¢rnekleri her hastanin
dil alt1 bélgesinden alind.

E.faecalis, 117 nekrotik kanala sahip dislerin 16 (%14) adedinde ve 114
basarisiz kok kanal tedavili dislerin 10 (%9) adedinde kiltur yontemi ile bulundu.
Bu hedeflenen tir PCR yontemi ile birincil ve ikincil enfeksyonlu dislerde
sragyla 19 (% 16) ve 11 (% 10) adet bulundu.

C.albicans, 117 nekrotik kanala sahip dislerin 20 (%17) adedinde ve 114
basarisiz kanal tedavili dislerin 10 (%9) adedinde kiltir yontemi ile bulundu. Bu
hedeflenen tir PCR yontemi ile birincil veikincil enfeksiyonlu dislerde sirasiyla 23
(%20) ve 13 (% 11) adet bulundu.

Tukurik orneklerinde ise E.faecalis birincil enfeksiyonlu dislere sahip 100
hastanin 7 (%7)'sinde ve ikincil enfeksiyonlu dislere sahip 70 hastamin 6
(%9)'sainda kultur yontemi ile bulundu. PCR yontemi ile bu hedeflenen tir
arasyla 6 (%6) ve 7 (%10) adet bulundu. C.albicans birincil enfeksiyonlu dislere
sahip 100 hastanin 15 (%15)’inde ve ikincil enfeksiyonlu dislere sahip 70 hastanin
11 (%16)’inde kultur yontemi ile bulundu. PCR yontemi ile bu hedeflenen tar
sragyla 17 (%17) ve 15 (% 21) adet bulundu.

On skiz E.faecalis ve 18 C.albicans izolatlarimin antimikrobiyal ve
antifungal ajanlara (E.faecalis izolatlar1 igin penislin, vankomisin, spiramisin,
kolistin ve C.albicans izolatlar1 i¢cin amfoterisin B, nistatin, flukanazol ve
ketokanozol) karsi duyarhhgr agar dilusyon yontemi ile degerlendirildi. Bu
izolatlarin %5 NaOCIl, %25 NaOCl, %17 EDTA ve %2 Klorheksdin
solisyonlarina antimikrobiyal aktivitesini degerlendirmek icin strip diftizyon
yontemi kullanildi. izolatlarin pansuman materyalleri olan Ca(OH),+Serum
fizyolgjik, Ca(OH),+Gliserin ve Ca(OH)»+Klorheksidin’e olan duyarlihg: ise agar
difuzyon yontemi ile degerlendirildi. SF bitlin testlerde pozitif kontrol olarak
kullamldi.

E.faecalis izolatlarimin hepsi penisilin, vankomisin, spiramisin, kolistin’e
direng gosterdi. Irrigasyon solusyonlarindan %2 Klorheksidin E.faecalis'i
oldurmede en etkili olan solisyonu oldugu, bununla birlikte %5 NaOCI diger
soltisyonlara gore en genis inhibisyon zonunu olusturdugu saptandi. Pansuman
materyali olarak Ca(OH) +Klorheksidin pati1 E.faecalis izolatlarim o6ldirmede
Ca(OH)+Serum Fizyolojik ve Ca(OH) +Gliserin patlarina gore daha etkili
bulundu.

C.albicans izolatlarin heps ketokanozole direng¢ gosterdi. Sollisyonlardan
%5 NaOCI C.albicans ¢6ldirmede daha etkili oldugu ve diger soltsyonlara gére
daha blyuk capta inhibisyon zonu olusturdugu belirlendi. Ca(OH) +Gliserin pati



diger patlara goére hem C.albicans1 o6diurmede hem de inhibisyon zonu
olusturmada daha Usttin bulundu.

Tedavi sonras hastalarda gorulen alevlenme reaksiyonlari arastirildi
Nekrotik kanallh 100 hastanin 4 (%4)’ U ve inata periapikal lezyona sahip basarisiz
kanal tedavili dislere sahip 70 hastamin 6 (%9)'sinda 2 gin iginde siddetli agri
olustugu saptand.

Anahtar kelimeler: Birincil kok kanal enfeksiyonu, Ikincil kék kanal enfeksiyonu,
E.faecalis, C.albicans, Antimikrobiyal maddeler, irrigasyon soliisyonlar:
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ABSTRACT

THE PREVALENCE OF ENTEROCOCCUS FAECALIS AND CANDIDA
ALBICANSIN TEETH WITH PERIAPICAL LESIONS AND THE
ANTIMICROBIAL SUSCEPTIBILITY OF THESE ISOLATES

The aim of this study was to investigate the presence of E.faecalis and
C.albicansin endodontic infectionsand in saliva by culture and PCR methods.

Microbial samples were obtained from 117 teeth in 100 patients with
infected root canals (primary infection) and 114 teeth with 70 patients with root-
filled teeth with persisting periapical lesons (secondary infection). Saliva samples
wer e obtained under tongue.

E.faecaliswas cultured from 16 (% 14) of 117 necrotic canals and 10 (%9) of
114 re-treated root canals. PCR detection identified the target specie in 19 (% 16)
and 11 (% 10) of primary and secondary infections respectively.

C.albicans was cultured from 20 (%17) of 117 necrotic canals and 10 (%9)
of 114 re-treated canals. PCR detection identified the target speciein 23 (% 20) and
13 (% 11) of primary and secondary infections respectively.

From the saliva samples, E.faecalis was cultured from 7 (%7) of 100
patients with primary infections and 6 (%9) of 70 patients with secondary
infections. PCR detection identified the target specie respectively 6 (%6) and 7
(%10). C.albicans was cultured from 15 (%15) of 100 patients with primary
infections and 11 (% 16) of 70 patients with secondary infections. PCR detection
identified thetarget specie respectively 17 (% 17) and 15 (% 21).

The susceptibility of 18 E.faecalisand 18 C.albicansisolates to antimicr obial
and antifungal agents (penicillin, vancomycin, spiramisin, colistin for E.faecalis
and amphotericin B, nistatin, fluconazole, ketoconazole for C.albicans) was
determined by agar dilution method. In vitro antimicrobial activity of %5 NaOCI,
%2,5 NaOCl, %17 EDTA and %2 CHX against E.faecalisand C.albicans isolates
were tested by strip diffuson method. In vitro susceptibility of E.faecalis and
C.albicans isolates to three intracanal medicaments. Ca(OH) t+Steril saline
solution, Ca(OH),+Glycerin and Ca(OH),+Chlorhexidine were evaluated by agar
diffusion method. Saline was used asthe positive control for all sudy groups.

All tested E.faecalis isolates showed resistance to penicillin, vancomycin,
spiramisin, colistin. Through irrigation solutions, %2 Chlorhexidine is more
effective in killing E.faecalis but %5 NaOCI produced larger inhibition zone than
%25 NaOCIl, %17 EDTA and %2 Chlorhexidine. For intracanal medication,
CHX+Ca(OH), worked efficiently in killing E.faecalisisolates than Ca(OH).+Ster il
saline solution, Ca(OH), +Glycerin.

For C.albicans, all tested isolates were susceptible to amphotericin B,
nistatin, fluconazole. And 18 of the root canal isolates showed resistance to
ketoconazole. %5 NaOCI is more effective in killing and produced larger
inhibition zone than %25 NaOCIl, %17 EDTA and %2 Chlorhexidine.
Ca(OH) +Glycerin intracanal medication was better in killing C.albicans isolates
and produced larger inhibition zone than other Ca(OH), medicaments.

Theflare up rates was also investigated. Four (%4) of the 100 patients with
necrotic canalsand 6 (%9) of the 70 patients with root-filled teeth with perssting
periapical lesonshad severe pain in 2 days.

Xvili



Key Words: Primary root canal infection, Secondary root canal infection,
E.faecalis, C.albicans, Antimicrobial medicaments, Irrigation solutions.
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1. GIRIS

W.D.Miller 1860 yilinda pulpa hastaliginda bakterilerin varligim arastiran ilk
arastirmacicir’. Kakehashi et al.? pulpa ve periradikiller hastaliklara bakterilerin neden
oldugunu kanitlayan c¢alismay: 1965 yilinda yayinlamistir. Bu arastirmacilar farelerde
ag1z florasina acgik olan pulpada, pulpa nekrozu ve periradikiler lezyon olustugunu
ancak germ-free farelerde pulpa agiz ortamina agik oldugu halde herhangi bir patolojik
degisiklik olusmadigim kanitlamiglardir. Sonu¢ olarak sadece oral floraya sahip
konvansiyonel farelerin dis koklerinde lezyon olusmustur. Méller et al.®> maymun disleri
Uzerinde yaptiklari bir arastirmada, enfekte olmus devital pulpalarin periapikal
lezyonlara sebep oldugunu bulmuslardir.

Agiz kavitesinden 300'den fazla gesitte bakteri izole edilirken, endodontik
enfeksiyonlardan sinirl1 sayida bakteri izole edilmektedir®. Bu mikroorganizmalardan en
cok gorulenler  Streptococcus, Fusobacterium, Prevotella, Porphyromonas,
Eubacterium, Peptostreptococcus, Bacteriodes ve Lactobacillus cinderidir*®. Kiiltir
calismalarindaki  bazi1 yetersizliklerinden dolay:, agiz mikroflorasinin %50's
Uretilememektedir®. Bu yiizden kiiltive edilemeyen organizmalar da endodontik
enfeksiyonda bulunabilmekte ve lezyonlarin patogenezinde rol oynayabilmektedir.
Kultir metotlarinin  gelisimiyle birlikte, endodontik enfeksiyonlarda saptanan
mikroorganizma turtiniin 3 ile 12 arasinda degisti gi gordlmusttr.

Endodontik enfeksiyonlarda bulunan mikroorganizmalarin kiltir disinda tespit
edilmesine yarayan tekniklerden biris de polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) dur.
Nukleik asit amplifikasyon yontemi olan PCR, klinik materyallerde bulunan veyaizole
edilen etkenlere ait DNA’larin veya bazi spesifik sekanslarin in vitro olarak
amplifikasyonlarint amaglar. PCR esasli arama metodu, kiltirde Uretilen veya
uretilemeyen mikroorganizmalarin yiksek duyarlilik ve dzgullikte hizli bir sekilde
tammlanmasini saglamaktadir. PCR teknikle sadece hedeflenen bakteri bulunmaktadir
ama 6rneklerde bulunan toplam bakteri sayisi bilinmemektedir.

Kok kanal enfeksiyonlari zorunlu ve fakultatif anaerobik bakterilerin baskin
oldugu karsik ve semispesifik enfeksiyonlardir’. Gram negatif [Gr negatif], fakiiltatif
ve zorunlu anaerob mikroorganizmalarla iliskili kok kanal enfeksiyonlar: farkl: klinik

semptomlar gostermektedir. Birincil kdk kanal enfeksiyonu, nekrotik pulpai dokuda



mikroorganizmalarin kolonize olmasiyla olusmaktadir. Nekrotik pulpa, baskin olarak
anaerobik, birbirine neredeyse esit oranlarda Gr negatif ve Gram pozitif [Gr pozitif], her
kanalda 4-7 tir mikroorganizma kombinasyonuyla karakterize polimikrobiyal flora
icermektedir®. Buna kars: periapikal lezyona sahip kanal tedavili dislerde saptanan flora,
predominant olarak Gr pozitif ve hemen hemen esit oranlarda fakultatif ve zorunlu
anaerop mikroorganizmalarla karakterize bir monoenfeksiyon olabilmektedir®.
Enterococcus faecalis (E.faecalis) ve Candida albicans (C.albicans) agiz

1011 ve bunlar kok kanal sisteminde zor

kavitesindeki en direngli mikroorganizmalardir
sartlarda  bile yasamlarim  siirdiirebilmektedir’?. C.albicans, incelenen deney
modellerinde en stk gortlen ve en virulent Candida tarddur. Virulans faktorlerin
degiskenligi sayesinde C.albicans dentine tutunabilmekte ve hatta penetre
olabilmektedir. Enfekte kok kanallarinda mantarlarin bulunma oram %1 ile %17
arasinda degisiklik gostermektedir®**, Bu mikroorganizmalarin kék kanal sisteminden
uzaklastirimasinda bazi guglikler yaganabilmekredir.

E.faecalis, fakiltatif anaerop Gr pozitif kokdur ve tedaviye direncli apikal
periodontitisin en ok goriilen etkeni olarak kabul edilmektedir®'. E.faecalis birincil
endodontik enfeksiyonlarda %4-40 oramnda®, inatci periapikal lezyonlarda ise daha
yuksek siklikta bulunmaktadir. Bu mikroorganizmamn inat¢it periapikal lezyonlarda
bulunma ihtimali birincil enfeksiyonlarda bulunma ihtimaline gére 9 kat fazladir™.
Periradikuler lezyonlu kanal dolgulu dislerde E.faecalisin gorilme olasiligi,
calismalarda %11.5' dan %77’ ye kadar degisen oranlarda bulunmugtur 1216171819
E.faecalis farkli toplumlarda farkli oranlarda bulunmaktadir. Prevalanstaki bu
degiskenlik cografi bolgelerden, beslenme aligskanligindan, dnceki veya yeni yapilan
tedavi sirasinda asepsis derecesinden, restorasyonun kuronal sizintisindan, kullanilan
primerlerin  hassasiyet farkhiligindan kaynaklanabilmektedir. Ulkemizde bu tir
mikroorganizmalarin kok kanallarinda ve agizda bulunma oranlar: ile ilgili yapilan
caligmalar son derece sinirhdir.

Sadece birkag calisma enterokoklarin  agiz  kavitesnde bulunmasina
odaklanmistir. E.faecalis enterokok cesitlerinden en sik izole edilen tirdiir®. Jett et al.*
gore enterokoklar gastrointestind sistem, vajina ve agiz kavitesinde norma flora
elemar olarak bulunan mikroorganizmalardir. Williams et al.?? yaptiklar: bir calismada

206 vakanin %21.8’inin tukurigunde enterokok bulmuslardr.



Endodontik irrigasyon solusyonlarimin etkinligiyle ilgili gesitli caligmalarda

siklikla E.faecalis denenmistir®®2*

ve bircok mikroorganizmaya toksik olan kimyasal
aanlara direng gelistirmistir. Benzer ¢alismalar Candida turleri icin de yapilmaktadir
ve standart kok kanal ilaglarinadirencli oldugu bilinmektedir®.

Klorheksidin (CHX) ve Sodyum Hipoklorit (NaOCI) irrigasyon ve kanal igi
pansuman materyali olarak dis hekimliginde kullamImaktadir. CHX genis spektrumda
mantarlar, Gr negatif ve Gr pozitif bakteriler iizerine etkilidir® . NaOCI’ iin doku gbziicii
Ozelligi bulunmaktadir ve kok kanalarindaki mikroorganizmalari yok etmekte
etkilidir®>*.

Etilen diamin tetraasetik asitin (EDTA) antimikrobia etkinligi tarif edilmistir
ama gunimuzde direkt temas testinde, diger endodontik irrigasyon solisyonlar: ile
karsilastirildiginda  mantarlari  dldiirme  yetenegi tam olarak  bilinmemektedir®.
EDTA’'nmin antibakteriyel etkisi azdir. Ancak, smear tabakasinin inorganik kismim
uzaklastirarak diger irrigasyon solUsyonlarimin dentin tubdllerine girisine yardim
etmektedir®.

Kalsiyum hidroksitin (Ca(OH),) etkili sivi dezenfektanlarla birlesimi gelismis
bir pansuman saglamaktadir. Bu artan antimikrobial spektrum C.albicans gibi inatci
mikroorganizmalara etki etmektedir®®. Ca(OH),’'in NaOC| veya CHX soliisyonlariyla
karisimi sivi Ca(OH), stispansiyonlarinin alkalin kapasitesini stirdiirmektedir ve dentin
tubillerini dezenfekte etme etkinligini artirmaktadir®.

Calismamizin amaci1 Adana ve gevre illerden kanal tedavisi ve kanal tedavisi
tekrar1 icin gelen hastalarin dislerinin kok kanallarindan ve dil atindan alinan
orneklerden Enterococcus, E.faecalis ve C.albicans in bulunma sikligini Kaltir ve PCR
yontemi ile arastrmak ve kok kanallarindan elde edilen E.faecalis ve C.albicans
izolatlarimin antibakteriyel (Penislin, Vankomisin, Spiramisin, Kolistin) ve antimikotik
(Amfoterisin B, Nistatin, Flukonazol, Ketokanozol) aganlar ve %5 NaOCI, %25
NaOCl, %17 EDTA ve %2 CHX soliusyonlarina ve Kalsiyum hidroksit-Serum
Fizyolojik (Ca(OH).-SF), Kalsiyum hidroksit-Gliserin (Ca(OH)>-G) ve Kalsiyum

hidroksit-CHX (Ca(OH),-CHX) patlarina kars1 duyarliliklarinmn tespiti amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Polimikrobiyal Endodontik Enfeksiyonlar

Nekrotik kok kanalinda mikroorganizmalarin kolonizasyonu birgok faktdrden
etkilenmektedir. Bunlar kok kanalindaki oksijen miktari, besinlerin girisinin elde
edilebilirligi (redox potansiyeli), bakteriyel sinerjizm, mikroorganizmalar arasinda
rekabet ve konak savunma sistemidir %%,

Sundqyist et al.** nekrotik pulpal: ciiriiksiiz dislerin kok kanallarini arastirdiklar:
caligmada, bakterilerin %90'mndan fazlasim zorunlu anaeroplarin olusturdugunu
bildirmektedir. Baumgartner ve Falkler® yaptiklari calismada, ciirilkle ekspoz olan
dislerin apikal 5 mm’sinden kiiltive edilen zorunlu anaeroplarin, bakterilerin %67’ sini
olusturdugunu  bildirmiglerdir. Mikroorganizmaar enfeksiyonun zamamna ve
periradikuler hastaliklarin tipine bagli olarak farklilasmaktadir. Mikroorganizma
gesitlerinin biyik kismu kronik periradikuler lezyonla iligkiliyken sinirli bir kismi ise
akut apikal periodontitis ve akut periradikuler abse gibi semptomatik periradikuler
hastaliklarlailiskilidir®3*,

Kok kanal enfeksiyonlarinda bulunan mikroorganizma populasyonu statik
degildir ve zamanla degisim gostermektedir. Fabricus et a.**** maymunlarin kok
kanallarinda bulunan mikroorganizmalar1 arastirmiglardir. Bu calismada hayvanlarin
kok kanallari endojen oral bakterilerle enfekte edilmistir ve sonra kapatilip 1080 gun
beklenmistir. Sonuglar zamanla anaerobik bakterilerin  baskin hale geldigini
gostermistir. 1080 guin sonra, kanallardan kultive edilen mikroorganizmalarin %98’ inin
zorunlu anaeroplar oldugu bulunmustur®>®, Doku sivisi, nekrotik pulpa dokusu, diisiik
oksijen gerilimi ve bakterilerin yan drdnleri, hangi bakterinin baskin oldugunu
belirlemektedir. Baz1 bakteriyel metabolitler diger bakteriye antagonist olabilmektedir.
Buna ek olarak bazi bakteri cesitleri bakteriosin Uretmektedirler ve bir gesit tarafindan
uretilen proteinler diger gesit bakterinin ortamda olmasini onleyebilmektedir.

Genel olarak birincil kok kanal enfeksiyonlarinda kompleks ve anaerobik
bakteriler baskindir. Baskin cesitler Bacteriodes, Porphyromonas, Prevotdla,
Fusobacterium, Treponema, Peptostreptococcus, Eubacterium ve Campylobacter’ dir.
Fakultatif ve mikroaerofilik streptokoklar da birincil enfeksiyonlarda siklikla
bulunmaktadir’.



Birincil enfeksiyonda bulunmayan mikroorganizmalar tedavi sirasinda,
randevular arasinda, tedavi sonrasinda kok kanal sistemine girebilmekte ve intradikuler
enfeksiyona neden olabilmektedir. Tedavi sirasinda kok kanal sistemine yeni
mikroorganizmalarin girmesi genellikle plak kalintilari, dis tast ve ¢lrukle, rubber
damden kaynaklanan sizintiyla, kanal aletlerinin veya kanal iginde kullamlan irrigasyon
solusyonlarinin - kontaminasyonuyla gerceklesen aseptik zincirin ihlali ylzinden
olmaktadir®’.

Pinherio et ad'’. yaptiklan bir calismada inatci periapikal lezyonlu 60 kanal
dolgulu disin 51 tanesinden mikroorganizmalar elde etmistir. Cogu vakada kanal basina
bir veya iki tur bulunmustur. izole edilen tim bakteri turlerinin %57.4" U fakiltatif
anaerablar, %83.3' U Gr pozitif trlerdir. Bu bulgular %58 ve %69 fakultatif anaerop ve
%87 ve %74.3 Gr poztif mikroorganizma bulan Sundqvist® ve Molander™”in
calismalariyla benzerlik gostermektedir.

Cevresel etkenler tedavi sirasinda ve sonrasinda kok kanal sisteminde islev
gostermekte ve bazi mikroorganizmalarin yasamas: igin ortam olusturmaktadir. Bu
ylzden bazi mikroorganizma cesitlerinin kok kanal sistemindeki basarisizlikla iliskisi
bulunmaktadir. Inatci ikincil enfeksiyonlarda mikroorganizmalar tek cesittir veya
birincil enfeksiyonlarla karsilastirildiginda daha az ¢esitlilik gostermektedir. Gr pozitif
bakteri inatc: enfeksiyonlarda dominantdir'!. Mantarlar da birincil enfeksiyonlara gore
ikincil enfeksiyonlarda daha yiiksek oranda bulunmaktadhr®.

Siyah pigmentli bakteriler odontolojik orijinli akut abselerden izole edilmekte ve
akut semptomlarin patogenezinde aktif rol oynamaktadir®®. Gr negatif bakterilerden,
Ozellikle porphyromonas ve prevotella, syah pigmentli bakterilerdir. Bazi siyah
pigmentli  bakterilerden peptostreptokoklar, peptokoklar, fusobacterium spp.,
eubacterium spp. ve actinomyces spp. klinik bulgu ve semptomlar gostermektedir®.
Ama herhangi bir bakteri ¢esidi ve olusturdugu endodontik enfeksiyon siddeti arasinda
bir korelasyon bulunmamaktadir. Bu, endodontik enfeksiyonun polimikrobiyal dogasi
ve bakteri veya patojenik etkiyi artiran virllans faktorleri arasindaki sinerjik iliskiden
kaynaklanmaktadir.



2.1.1. Kok Kanal Mikroorganizmalarimn Patojenites
Kok kanalint enfekte eden bir mikroorganizmanin, periapikal inflamasyonu
baslatma potansiyeli bulunmaktadir. Bununla birlikte bireysel cesitlerin virllans: ve
patojenites degiskendir ve diger mikroorganizmalarin ortamda bulunmasindan
etkilenmektedir.
Endodontik patojenlerin hastalik yapabilmesi igin gerekli olan sartlar sunlardir:
1. Mikroorganizmalar periradikuler hastaligi baslatip sirdirebilmes igin yeterli
sayida bulunmalidir.
2. Mikroorganizmalar kok kanal enfeksiyonu olusturabilmesi igin virtlans
faktorlere sahip olmalidir.
3. Kok kanal sistemine uzamsal yerlesmis mikroorganizmalar virlans faktorleriyle
periapikal dokulara gegip patojen hale gelebilmelidir.
4. Kok kanal ortami, mikroorganizmalarin yasamasina ve ¢ogalmasina izin vermeli
ve sinyal salgilayarak virtilans genleri uyarabilmelidir.
5. Konak periradikuler dokularda enfeksiyonun hizimi azaltarak savunma

stratgjisini baslatabilmeli ve bu durum doku hasarina yol agabilmelidir’.

Etkili adaptasyon mekanizmalarina sahip bakteri yeni cevresel ve biyolojik
ortamlara uyum saglayabilmektedir. Mikroorganizmalarin olusturdugu biofilm,
mikroorganizma toplulugunun kati1 yizeye absorbe edildigi ve genel matrikse iyice
yerlestigi bir yapidir®®. Bakteri biyofilm olarak tirerse, bakterinin degisen genetik ve
metabolik gelisimi kompleks matriksle birlikte olmaktadir. Ayrica antimikrobiyal

ganlarin girisini ve aktivasyonunu onlemekte*

ve antibiyotik direnci planktonik
hiicrelere gore 1500 kat daha fazla olmaktadir®. Organizmalarin kolonizasyonu
olumsuz cevre ve besin durumlarina karsi koruma olusturmaktadir.

Kemomekanik tedaviden sonra kok kanalimn gevresel ortami; azalan oksijen
gerilimi, simirli besin bulunabilirligi ve antimikrobiyallerin bulunmast kok kanal
sisteminde mikroorganizmalarin say: ve tiir olarak azalmasina yol agmaktadir®. Kalan
bakteri icin besin kaynaklar: agiz kavitesinden, dejenere olan bag dokusundan, dentinal
tubll  iceriklerinden, periapikal dokulardan gelen serum benzeri sividan

olusabilmektedir®.



2.1.2. Mikroorganizmalar Aras Etkilesim

Mikroorganizmalar arasindaki etkilesim ekolojik duzende ©nemli bir rol
oynamaktadir ve endodontik ortama uyumlu polimikrobiyal floramn olusumunu
saglamaktadir®, Fabricus® calismasinda, deney maymunlarimin periapikal lezyonlu
dislerinin kok kanallarindan izole edilen bakterileri (Prevotella oralis ve 11 diger cesit)
farkli kombinasyonlarda veya tek c¢esit olarak diger maymunlarin kok kanallarina
inokule etmistir. Tek bakteriyel cesit inokile edildiginde, sadece hafif apikal
periodontitis gelismistir. Kombinasyon halinde verildiginde, aym bakteri ¢esidi daha
siddetli periapikal reaksiyonlar olusturmaktadir.

F.nucleatum endodontik alevienmelerdeki anahtar mikroorganizma olarak kabul
edilmektedir. Villanueva®™ yaptizi calismada, F.nucleatum siddetli agri grubundaki
hastalarda bulunmustur. Bu siddetli agri1 grubundaki dislerden aym zamanda prevotella
ve porphyromonos tirleri de izole edilmistir. Akut endodontik lezyonla iliskili diger
mikroorganizmalar, F.nucleatumun bulundugu az semptomlu dislerden elde
edilmistir®®. F.nucleatun un, prevotella ve porphyromonas tirrleri ile birlesimi halinde
bulunmasi endodontik alevienmedeki risk faktorl olarak kabul edilmektedir. Ve
bunlarin sinerjik etkis periapikalinde lezyon olan disleri daha kotl hale getirmektedir.
Porphyromonas turlerinin F.nucleatumla birlikte yaptig: aktivasyon desteginde, Feuille
et a.”, farede lezyon model yardimiyla F.nucleatumun P.gingivalisie birlikte yumusak
doku yikiminda sinerjik etki gosterdigini ve bunun sonucunda disin nekroz oldugunu
rapor etmislerdir.

Dahlen et al.**nin, yaptiklari calismada enfekte maymun dislerinin ciiriik
kuronlarinda sekiz  bakteri ¢esidi  izole edildigi  bildirilmistir.  Bunlar
mikroorganizmalarin farkli gesitlerinin birlesmesine bagli olarak farkli iltihabi cevaplar:
meydana getirmektedir. Peptostreptococcus anaerobius, Bacteriodes oralis,
Fusobacterium necrophorum’ un karisimi bakteriler arasinda en etkili olan karisimdir ve
siddetli lezyonlara neden olmaktadir. Halbuki diger kombinasyonlarda veya tek
baslarina bu mikroorganizmalar yasayamamaktadir ve daha az enflamasyon
olusturmaktadir. Bu faktdrler endodontik enfeksiyondaki sinerjinin etkisine agiklik
getirmektedir”.

Endodontik flora ekolojisini etkileyen mikroorganizmalar arasindaki etkilesimler

pozitif veya negatif iliskili olabilirler. Bunun sonucunda bazi mikroorganizmalar kdk



kanal florasinda giristeki besin ve metabolik c¢evreden etkilenebilirler. Pulpa
enfeksiyonunun erken evreleri sirasinda fakiiltatif anaeroplar mikroflorada baskindir®®
ve bulunan oksijeni kullanip, endodontik oksijen kismi basincini diisiirerek®® zorunlu
anaeroplarin  Uremesini  saglamaktadir. Besin olarak, mikroorganizmalarin bazi
gesitlerinin metabolik yikim Urdnleri, diger gesitler icin besin zincirinin bir kismim
olusturabilmektedir>°.

2.1.3. Lipopolisakkarit ve Diger Mikrobiyal Modulinler

Robert Koch'un dgrencisi olan Richard Pfeiffer™, endotoksini yiiksek olarak
piyojenik, termostable makromolekil olarak tanimlamistir. Bu, lipopolisakkarit (LPS)
olarak adlandirilmistir. Bununla birlikte endotoksin yanlis bir adlandirmadir ¢linkii LPS
Gr negatif organizmamin hicre duvarimn en dig tabakasinin integral  kismi
olusturmaktadir. LPS bakterinin 6luminden sonra salinmaktadir, cogalma ve Ureme
asamasinda az miktarlarda yayilmaktadir. LPS'in patolojik etkisi endotelyal hiicreler ve
makrofajlar arasindaki iliski sonucu olmaktadir. Cogu Gr negatif bakterinin LPS'i, Toll-
4 ylzey reseptorlerine tutunmaktadir ve endotelya hiicrelere, adezyon molekillerinin
ve interlokinlerin (IL) ve timdr nekroz faktor-alfa (TNF-a) gibi birkag molekuler
mediatoériin salgilanmast icin sinyal gondermektedir®®>. TNF-a LPSin zarar veren
etkilerini olusturmakta birincil mediatordur. TNF-a deney hayvanlarina verildiginde
LPS’ nin neden oldugu 6lumcil soka neden olmaktadr.

LPS periapikal lezyonlu dislerin dentin duvarlarindan ve kok kanallarindan elde
edilen drneklerde bulunmustur. Gr negatif organizma endodontik floraya baskin oldugu
icin, apikal kok kanalinda ¢ogaldiktan ve oldukten sonra LPS salarlar ve LPS apikal
foramenden periapikale ulasip apikal periodontitisi baslatmakta ve siirdiirmektedir®,

LPS, memeli hicrelerinde sitokin dretimine neden olan tek bakteriyel
degradasyon Urinu degildir. Bakteriden kaynaklanan ¢ogu proteinler, bazi
karbonhidratlar ve yaglar, modulinlerin yeni sinifi olarak belirmektedir ve sitokin

islevinin ve konak doku patolojisinin olusmasina neden olmaktadir™.

2.1.4. Ekzotoksinler
Endotoksinler gibi olmayan ekzotoksinler yasayan mikroorganizmalar tarafindan

salgilanan antijenik, nonpiyojenik, thermolabil polipeptidlierdir ve bunlar tosoidlere



donusebilirler. Lokotoksin, marjinal periodontitisin kesin tiplerinin patogeneziyle iliskili
iyi bilinen bir ekzotoksindir. Lokosit hiicre membranlarinda kicuk delikler olusturup
hiicrenin lizisine neden olmaktadirlar®. Lékotoksin Fusobacterium necrophorunt ve
Actinobacillus actinomycetemcomintans®’ cesitleri tarafindan uretilir. Bununla birlikte
fusobacterium turlerinden, F.nucleatum en sik rastlanan endodontik patojendir ve bu
mikroorganizma herhangi bir ekzotoksin Uretmez. A.actinomycetemcomitans yiksek
miktarda kapnofilik veya karbondioksit seven bir organizmadir ama kok kanal
ortaminda yasayamamaktadir. Bu ylzden, ekzotoksinler endodontik floranin

patojenitesinde dnemli bir role sahip degildir.

2.15. Enzimler

Endodontik mikroorganizmalar kollejenaz, hyaluronidaz, fibrinolizinler ve
proteazlar gibi gesitli enzimleri Uretirler. Bu enzimler direkt olarak toksik degildir ama
konak dokusundaki organizmalarin yayilmasina yardim etmektedir. Mikroorganizmalar
kan pihtisi ve diger konak savunmasiyla iliskili gesitli plazma proteinlerini yikan
enzimler Uretmektedirler. Bazi porphyromonas ve prevotella tirleri, 6zellikle g G ve Ig
M plazma proteinlerini yikmaktadirlar™®. C3 kompleman faktorii, hem hiimoral hem de

fagositik konak savunmasi igin gerekli opsoninler oldugu icin 6nemlidir.

2.2. Patojenite ve Histopatoloji

Bir dokuda bir uyaramn veya irritamn uzaklastirllmamas: veya tedavi
edilmemes sonucunda ilk olusan doku reaksiyonu inflamasyondur. Bunu nekroz ve
sonrasinda olusan enfeksiyon takip etmektedir ve en sonunda doku kaybi olusmaktadir.
Hastaligin ilerlemesine, asir1 soguk nedeniyle ayak parmagimn soguk 1sirmasinin tedavi
edilmemesiyle ayaga giden kan akisinm azalmas: 6rnek olarak verilebilir. Sonunda tedavi
edilmeyen ayak parmaginda gangren olusur ayak parmaginin kaybedilmesine yol agar.
Tedavi edilmeyen veya ortadan kaldirilmayan bir uyaran sonucu dokudaki hastalik

ilerlemesinin genel asamalar: Sekil 2.1’ de sematik olarak gosterilmektedir.



maglilcl dolu

Varalanma [Fr——

h 4
Titthap

Eger tedavi edilmezse

Enfeksiyon

}

Dolou wiom

Sekil 2.1: Tedavi edilmeyen veya ortadan kadiriimayan bir uyaran sonucu saglikli dokuda hastalik
ilerlemesinin genel asamalari

Pulpa hastaligimin ayni asamalarla ilerlemesini dustinirsek, uyaramn genellikle
bakteri oldugu bilinmektedir. Bakterinin kok kanal sisteminin iginde bulunmasi,
genellikle apikal periodontitis olarak bilinen periapikal iltihabi cevaba neden
olmaktadir. Bu cevap, bakterinin kendi kendine oldugu kadar, ekzotoksin ve
lipopolisakkarit gibi kendi Grdnlerinin olusturdugu irritasyona verilen konak savunma
sisteminin de cevabidir®.

Korzen et a.*® periapikal doku hastaliklarinin, kok kanalindaki bakteri
invazyonuyla direkt iliskili oldugunu ve kok kanallari enfekte olmadiginda periapikal
dokularda iltihap olusmadigin gostermislerdir. Mikroorganizmalar bitiin kok kanalinda
mevcutsa, perigpikal inflamasyon reaksiyonu siddetlidir. Bununla birlikte, eger
inokulum sinirl ise, periapikal doku resksiyonu da sinirhdir. Sunqvist®, kanal iinde
bulunan mikroorganizmalarin ve periapikal radyolusentligin etkilenen disten izole
edilen tirlerin sayisiyla direkt olarak iligkili oldugunu dogrulayan periapikal
lezyonlarin, 18 ve 19 vakada bulundugunu géstermistir. Méller et al.® primatlarda
yaptig1 calismada, kok kanalinin iginde bakteri yoksa perigpikal iltihabi cevap
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olusmadigini dogrulamustir ve Fabricus et al.* devitalize ama enfekte olmayan diste
herhangi bir iltihabi cevap olusmadigini, sadece 2 vakada kok kanallarindan pulpa
uzaklastinlirken apikal foramenden c¢ikma sonucu resksiyon gelistigini  rapor
etmislerdir. Bu iki vakada, periapikal enflamasyonun devitalizasyon islemi sirasinda
egelerle olusturulan mekanik zarar sonucunda oldugu diistiniilmektedir®®.

Periapikal iltihap, tedavi edilmeyen enfekte kok kanal sistemi ve konak
savunmast veya immun sistem arasindaki etkilesimin direkt sonucudur. Akut iltihabi
cevap olarak baslar ama dinamik durumundan dolay: hastalik stiresince kendiliginden
degismektedir. Pulpasiz disin kok kana sisteminin iginde kan destegi yoksa, konak
savunma hucreleri irritasyon kaynagina ulasamamaktadir ve bu ylzden konak
enfeksiyonu yok edememektedir. Bundan dolayi, kronik iltihabi cevap apikal bolgede
gelismekte ve kanal icinde bulunan bakteriler doku sivisi ve apikal foramenden kok
kanal sistemine sizan iltihabi eksudadan besinlerini elde etmektedirler®. Tikiriik ve
besin maddeleri glrikler, catlaklar veya agilan restorasyon marjinleri gibi yollardan kok
kanal sistemine girebilirler.

Kok kanal sistemi icinde enfeksiyon olustugunda, normal hicre Ureme
mekanizmasiyla bakteri sayillann yavas yavas artmaktadir. Ozetle, periapikal
inflamasyon genellikle kok kanal sistemindeki bakteri enfeksiyonun direkt etkisiyle
olusur. Bu yuzden disi degerlendirirken, hem pulpamin hem periapikal dokularin
durumunun tamsi ve incelenmesi zorunludur. Buna ek olarak, klinisyenler hastaligin
nedenlerine karar vermelidir. Hastal1g: tedavi etmede ilk prensip etkeni uzaklastirmak
ve tekrarlanmasin: dnlemektir.

Pulpa enfeksiyonu olusmadan periapikal enflamasyon olusabilmektedir. Boyle
bir durumda apikal periodontitis kok kanal sistemi enfekte olmadan da
gelisebilmektedir. Travmatik okluzyon buna bir oOrnektir ve bu durumdaki
enflamasyonun nedeni etkenin devamli, degismez olmasindan kaynaklanmaktadir ve
fonksiyon sirasinda periodontal ligament irritasyonu; at cenenin prematire okluza
kapanis veya latera ve protruziv hareketlerde okluzal engellenmes sirasinda
olusmaktadir®®. Travma uzun donemli irritasyondur, bu da iyilesmeyen kemik
rezorpsiyon prosesinin olusmasina neden olmaktadir.

Bakterilerin kok kanalinin icinde bulunmasi veya periapikal bolgedeki bakteriyel
invazyona kars1 olusturulan baslangig periapikal cevap, birincil akut apikal periodontitis
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olarak bilinmektedir®®. Béyle bir reaksiyon, travma veya endodontik enstrumantasyon
islemleri ve irritan materyaller nedeniyle olusmaktadir. Birincil akut apika periodontitis
oncelikle saglikli periapikal bolgede gorilmektedir ve genellikle kisa sirelidir. Eger
herhangi bir tedavi uygulanmaz ise iyilesme, abse olusumu (birincil apikal abse), fistul
gelisimi, enfeksiyonun kemikten veya yumusak dokulardan yayilmasi (selllit), kist
olusumu veya kronik hale gelmes (kronik apikal periodontitis) gibi durumlar
gozlenebilmektedir®®. Tyilesme sadece reaksiyonun devam etmesini saglayan irritasyon
olmadiginda ve kanal iginde herhangi bir mikroorganizma bulunmadiginda (travmatik

kaza ardan veya endodontik tedavi tamamlandiktan sonraki durumlarda) gorilmektedir.

2.2.1. Baslangi¢ (Akut) Apikal Periodontitis

Akut apikal periodontitis genellikle, mikroorganizma ve Urunlerinin apikal kok
kanalindan periapikal dokuya ulasmasi sonucu olusmaktadir. Bununla birlikte travma,
enstrumantasyondan kaynaklanan hasar, kimyasallar veya endodontik materyaller
sonucu kaynaklanan irritasyondan dolayr da olusabilmektedir. Bu mekanizmalarin
hepsi; agri, bazi vakalarda disin yikselmesi ve perkusyonda duyarlilik gibi klinik
semptomlara eslik eden kisa stireli siddetli konak cevabin arttirmaktadir. Bu baslangig
semptomatik lezyonlar, akut apikal periodontitis (akut periradikiler periodontitis)
olarak kabul edilmektedir®.

Lezyonun histopatolojik gorunttisi apikal periodontitisin klinik durumuyla
iliskilidir®. Akut apikal periodontitis lezyonlarinda vazodilatasyon, vaskiiler tikaniklik,
O0dem, makrofajlarin ve nétrofil |6kositlerin digariya gikmasi periodontal ligamenti
ilgilendirmektedir. Lamina duranmn bozulmasi ve komsu spongioz kemikte sinirli kemik
rezorpsiyonuna dikkat edilmelidir. Konak savunmasinmin olusturdugu ilk tepki enfekte
kok kanalindan gikan mikroorganizmalarin sinirli olmasint saglamaktir. Bazen virtlent
kok kanal mikroorganizmalari, apikal foramenden cikis yolu bulmakta, eksternal kok
yuzeyinde film olusturmakta veya Onceden saglikli perigpika doku icinde yuva
olusturmaktadir. Buna cevap olarak, ¢ok sayidaki notrofil |6kositleri toplanmakta ve
yeni baslamis akut lezyon birincil periapikal abseye doniismektedir®. Onceden var olan
kronik lezyonun alevienmesi de benzer bir yolla gergeklesmekte ve olusan abse *ikincil

abse’ olarak adlandiriimaktadir. Hem birincil abse olusumu hem de alevienme sonucu
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gelisen ikincil abse sonucu, 6nemli kemik kaybi ve bir miktar apikal kok rezorpsiyonu
olusmaktadir. Bu da kronik lezyonun gelismesi icin alan yaratmaktadir®®.

Enfeksiyon bu duruma dahil oldugunda, nétrofiller mikroorganizmalara sadece
saldirmak ve dldirmekle kalmayip [6kotrien ve prostaglandin salimmi yaparlar. LTB4
daha fazla no6trofili ve makrofaji alana geker ve makrofajlar osteoklastlar Uzerine
etkilidirler. Birkag guin iginde periapeksin gevres rezorbe olabilmekte ve periapikalde
radyolusent aan olusabilmektedir®’. Bu baslangiGtaki hizl1 kemik yikimi indomethacin
yonetimiyle engellenebilmektedir®®. indomethacin siklooksijenaz enziminin etkinligini
Onlemekte ve boylece prostaglandin sentezini baskilamaktadir. Notrofillerin gogu
inflamasyon alamnda 6lmekte ve enzimlerini salip ekstraselltler matriksin ve hiicrelerin
yikimina neden olmaktadir. Savas alan: iginde dokularin kendilerinin neden olduklar:
yikim, enfeksiyonun vicudun diger kisimlarina yayilmasint 6nlemekte ve destegin
yayilmasi igin alan saglamakta ve iyi gelismis savunma hucrelerini uzaklastirarak,
micadeleyi devam eden savas haline getirmektedir. Akut cevap ilerki asamalarda,
antijen-antikor kompleksi olusturarak yogunlasmaktadir®®. Akut erken lezyon,
kendiliginden iyilesme gorulebilmesi, enfeksiyon yogunlasmast ve kemik icine
yayilmasi (alveoler abse), lezyon disariya agilabilmes (fistil veya fisttl yolu olugabilir)
veya kroniklesebilmesi gibi ¢esitli olasiliklar dogurmaktadir.

Birincil akut apikal periodontitis, dise basing uygulandiginda perkisyonda
hassasiyet ve agri1 olusturarak ayirt edilir. Radyografik olarak; periodonta ligament
boslugu ve lamina dura normal olarak gbzikmektedir veya periodontal ligament
boslugu hafif kainlasmistir. Ayrica disin apeksinin etrafinda lamina dura kaybi
gorulmektedir (Sekil 2.2).

Enfelte olan kik kanah

J

Kok

b~ Perindontal ligatient

T—-‘ Birineil aloat apileal periodontitis

Sekil 2.2: Birincil akut apikal periodontitis'in sematik goérintisi
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Diste mobilite artrmigtir ve agrimin ilk atagi ani ve beklenmediktir. Hasta keskin
agrimin farkindadir. Ayrica agri isirma ve dokunma ile artar. Bunlarin yam sira,
periapikal bolgede basincta hissedilmektedir.

2.2.2. Kronik Apikal Periodontitis

Kronik periapikal enflamasyonda, kok kanali icerisindeki bakteri ve konak
cevab arasinda denge bulunmaktadir. Eger bu denge bozulursa, akut iltihabi reaksiyon
siddetli semptomlarla gelisir™. Bu iltihabi reaksiyonlar farkl: faktorlerin lokal olarak
Uretimi sonucu veya immun reaksiyonun bir sonucu olarak kendi kendine olusmaktadr.

Kronik apikal periodontitis dental veya periapikal granuloma olarak
adlandirilabilir (Sekil 2.3).

Enfelte olan kik kanal

|
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1—7 Tkirieil abat apikal periodontitis

Sekil 2.3: Tkincil akut apikal periodontitisin sematik goruntiisi

Histopatolojik olarak hiicreleri ve fibroblastlari olan grantlamat6z bir dokudur
ve iyi gelismis bir fibroz kapsile sahiptir. Seri kesitlemede, kronik apikal lezyonlarin
%45'inin epitelize oldugunu goérilmistir®. Epitelize hiicreler, cogalmaya basladiginda
rasgele aymi dogrultuda yerlesip irregular epitelyal kitle olusturmaktadir. Boylece
vaskiler ve igeri sizan bag doku sarilmis olmaktadir. Bazi lezyonlarda epitel, kok
kanalimin girisine kadar gelisebilmekte ve apikal foramende tikag benzeri Ortu
olusturmaktadir”®. Epitelyal hiicreler kok yiizeyinde ve kanal duvarinda ‘epitelyal
atasman’ olusturmaktadir. Ekstraepitelyal dokular, baskin olarak kugik kan damarlari,

lenfositler, plazma hiicreleri ve makrofgjlar icermektedir. Lezyonun belli bir ddneminde
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T lenfositler B lenfositlere gore daha fazladir’™ ve CD4+ hiicreler CD8+ hiicrelere gére
sayica Ustundir. Doku kapsult yogun kollejenaz fiberlerinden olusmustur ve kok
yuzeyine sikica tutunmaktadir. Bu yiizden lezyon disin gekilmesi sirasinda disle beraber
Gikabilmektedir.

Kronik apikal periodontitis Kklinik gorinumde akut apikal periodontitisten
farklidir, bu genel durum periapikal hastalik olusumunu, farkl: histolojik sartlar altinda
gostermektedir. Hastalarin bu lezyonlarla iligkili herhangi bir semptomlar: yoktur,
genellikle rutin radyografik inceleme sirasinda tesadifi olarak bulunmaktadir. Pulpa,
nekrotik veya enfekte hale gelebilmekte veya Onceden kanallari doldurulmus ve
sonrasinda enfekte olabilmektedir. Pulpa duyarlilik testlerine cevap yoktur ve rontgende
periapikal radyolusent alan gorulmektedir. Dis perkiisyona, basinca veya palpasyona
hassas degildir ama bu testlerde farklilik hissedebilmekte ve dis biraz mobil hale
gelebilmektedir.

Kronik periapikal patolojinin en sik rastlamilan sonucu periapikal granulomadir.
Periapikal granulomarin klinik tanisi, genellikle periapikal radyolusentligin radyografik
goruntiisine veya periodontal ligament boslugunun kalinlasmasina dayanilarak
yapilmaktadir. Kesin tam cerrahi biops ve histolojik incelemeyle dogru olarak
yapilabilmektedir. Bu ylizden, ¢ogu klinisyen bu olusumu kronik apikal periodontitis
olarak tammlamaktadir. Radyografik olarak, iliskili disin apeksinin cevresinde

radyolusens ve lamina dura kayb: vardir.

2.2.3. Kistik Apikal Periodontitis

Periapikal ve radikuler kistler genel olarak kronik apikal periodontitis in devam:
veya sonucudur. Ama her kronik lezyon kiste donismez. Apikal periodontitis
lezyonundan kist olusum oram %6 ve %55 arasinda degismektedir. Nair et al.*® epitelin
granuloma, abse ve kist gibi bltin apikal periodontitis lezyonlarinin %50’ sinden
fazlasinda bulundugunu belirtmistir. Bu ylzden epitelin bulunmasinin kistin tamsinda
yetersiz kalacag ve seri kesitleme ve tam histopatolojik kriterler gerektigini bildirmistir.
Eger lezyonun kok kanal sistemiyle herhangi bir iliskis varsa ve lezyonun gevresinde
epitelin tamamiyla kapsul olusturduguna karar vermek isteniyorsa butin biops

(yumusak doku ve dis apeksi) tam olarak incelenmelidir. Dikkatli seri kesitler ve
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histopatolojik  kriterler gergek kist orammn %20'den daha az oldugunu
gostermektedir®.

Periapikal cep kistler ve periapikal gercek kistler olmak tzere iki tip periapikal
kist tanimlamistir”®. Periapikal cep kistler kese benzeri epitelle sinirli bir kavitedir ve
kok kanalina agiktir. Periapikal gergek kistler epitel hatla gevresi sarili olan ve kok
kanaliyla herhangi bir iliskisi olmayan kistlerdir. Nair et al”®. tarafindan tam histolojik
kriterler kullamlarak yapilan bir ¢alismada, incelenen lezyonlarin sadece %15'inin kist
olarak siniflandirildigi ve bunlarin %9’ unun periapikal gercek kist ve %6’ simn
periapikal cep kist oldugu bildirilmistir.

Hem periapikal gercek kistler (Sekil 2.4) hem periapikal cep kistler (Sekil 2.5)
kronik apikal periodontitisin gesitleri olarak dustnulmektedir.

Enfekte olan kik kanal

Kk
Fetiodontal igament

«— Kronik apikal perindontitis

Epitelyam / (Petiapikal granuloma)
Eistik lamen

Sekil 2.4: Periapikal gercek kistin semas

Enfekte olan kik kanah

Edk

p——Periodontal ligatnent

Kok kanaliyla ilighili kist +i— Kronik apikal periodontitis

Epitelsam
Eistik lumen

Sekil 2.5: Periapikal cep kistin gemast
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Kistlerde diger kronik periapikal durumlara benzer olarak, genellikle semptom
yoktur ve klinik tam radyografik bulgulara dayanmaktadir. Bununla birlikte, kistin en
son tams: sadece, kok ucunu da iceren biopsinin gok yonlu seri kesitlerinin histolojik
incelemesi ile yapilmaktadir.

Gergek kist olusumu 3 asamada gorilmektedir’. Birinci faz, etkin olmayan
Malassez epitel artiklarimin, lezyondaki cesitli hiicrelerden salinan buytme faktorleri
esliginde cogalmasidir®. ikinci faz, epitelle gevrili kavite olusmasidir. Kistik kavitenin
olusumu ile ilgili iki uzun-donemli hipotez bulunmaktadir. Besin eksikligi teoris,
epitelyal hattin merkez huicrelerinin besin kaynaklarindan uzaklastiriimalar: ve nekroza
ve likefaktif dgenerasyon olusmasina dayal1 bir varsayimdir. Toplanan drinler, notrofil
granulositleri nekrotik alana yonlendirmektedir. Parcalanan epitel yal hiicreleri iceren bu
tur mikrokaviteler, |6kositleri infiltre edip ve doku eksudalarim birlestirerek, cok katl
yassi epitel hatli kistik bir kavite olusturmaktadir. Abse teorisine gére doku nekrozu ve
lizisi ile olusan absenin cevresindeki epitelin cogalmas: ile kist olusumunun
gerceklestigi iddia edilmektedir. Bu teorinin temellerini epitelyal hiicrelerin ekpoze olan
bag doku yiizeyini 6rtme kabiliyeti olusturmaktadir.

Gergek kist olusumunun 3. fazi sirasinda, kist hentiz tam aydinlanmayan bazi
mekanizmalar sayesinde olusmaktadir. Osmotik basinca’™ dayal: teoriler son yillarda
geri cekilmistir ve arastirmalar sitogenez icin molekiler bir temel bulma arayisina
yonelmistir”.

Nekrotik kok kanalina agik lumeni olan apikal cep kist, osmotik basinci yok
ederek olusur ve radikiler kistin olusmasinin ana faktoridur. Net deliller hentiz elde
edilememistir ama radikuler kistlerin doku dinamikleri ve hiicresel komponentleri kistin
blyumes i¢in mimkun olan molekuler yollardir.

Histopatolojik olarak, apikal gercek kistler 4 ana komponent icermektedir; kist
kavites, epitelyal hiicre duvari, extraepitelyal doku ve kollgjenaz kapsultdir. Kavite
tam olarak epitelyal hatla cevrelenmistir ve genel olarak nekrotik doku ve bazen
kolesterol kristalleri ve eritrositler icermektedir. Cok katli yassi epitelin kalinligi, az
hiicre tabakasindan c¢ok hicre tabakasina kadar degisiklik gostermektedir. Kist
duvarinin en i¢ yiizeyinin Tarayici Elektron Mikroskopu (SEM) gorinttsi epitelyal ve
globuler hiicrelerin varligim ortaya koymustur. Orneklerin SEM ve Transmission

Elektron Mikroskopu (TEM) goruntuleri karsilastirillarak yapilan calismalar, cesitli
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intraepitelyal notrofillerin epitelden kist lumenine gog ettigini gostermistir. Epitelyal
hatla fibroz kapsiil arasindaki doku, genellikle gok fazla kan damar: ve baskin olarak T
lenfositler” olmak iizere B lenfositler ve plazma hiicreleri gibi hiicreleri icermektedir.
Epitelyal hatta gok bulunan notrofiller, extragpitelyal alanda nadiren bulunmaktadir.

Periapikal cep kistler etkilenen disin kok kanalina agik epitel hatli patolojik
kaviteden olusmaktadir. Apikal kok kanalinda bulunan bakteriler nedeniyle apikal
foramenin gevresinde notrofillerin toplanmasiyla apikal cep kist olusabilmektedir.
Biyolojik olarak cep kist enfekte kdk kanal boslugunun periapeks icine genislemesinden
dolay: olugsmaktadir.

Konvansiyonel kanal tedavisi sirasinda kok kanalimin igindeki irritantlarin
uzaklastinlmasindan sonra iyilesme gozlenmektedir™. Buna karsin, lezyon periapikal
gercek kist haline gelmisse, iyilesme kanal igindeki irritantlarin varligina ve yokluguna
bagli degildir. Bu yuzden gergek kistler cerrahi tedavi gerektiren ‘self sustaining’
lezyonlardir™®™. Buna ek olarak, periapikal gercek kistlerin %29-43'ii kolesterol
kristalleri igerir® ve bunlar parcalanan hiicrderden, kan damarlarindan ve plazma
lipitlerinin sirkilasyonuyla serbest birakilmaktadir. Bu kristaller, gercek Kkistlerin
kendiliginden iyilesmesini engellemektedir’”. Cok katl1 yass: epitel hat ve cep kistin
duvariin geri  kalamnin histolojik goruntisii ve gelisme sireci gergek kiste
benzerdir®®". Bundan dolayi, cep kistin kék apeksinden ayrildiktan sonra epitel hattin
tamamyla kapanmasiyla gergek kist olusturdugu heniiz ispatlanmamis olsa da olasi bir

durumdur.

2.3. Extraradikuler Enfeksyonlar

Extraradikiler enfeksiyon birincil, ikincil veya inat¢t kok kanal enfeksiyonu
olabilmektedir. Extraradikiler enfeksiyonun en genel formu akut periradikuler absedir.
Ana kaynag: genellikle intraradikular enfeksiyondur ve nadir gorulmektedir.

Konak, periradikuler lezyonun gelismesine neden olan mikroorganizma hizin
Onlemek icin bir bariyer yapmaktadir. Kemik dokusu, htcrelerin (fagositler) ve
molekillerin (antikor ve savunma molekulleri) bulundugu granilamat6z doku yuziinden
rezorbsiyon veya degisime ugramaktadir’®. Genellikle apikal foramende bulunan
epitelyal tikag veya polimorfonikieer |6kositlerden olusan savunma duvari,

mikroorganizmalarin periradikiler dokulara gegisini engellemektedir™®. Endodontik
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patojenlerden ¢ok azi bu bariyerden gegebilmektedir. Ancak mikroorganizmalarin
olusturdugu Urdnler bilinmiyen bir sekilde bu givenlik bariyerinden gecip periradikiler
lezyona neden olmakta veya lezyonun devamliligim surdirmektedirler.

Son zamanlarda extraradikuler olarak bulunan inat¢t mikroorganizmalarin, kok
kanal tedavisindeki basarisizligi tGzerinde oldukca durulmaktadhr. Kdltir yontemi ve
mikroskopla yapilan calismalarda, tedavi edilmis ve edilmemis kok kanalindaki
extraradikiler enfeksiyonun olusumu incelenmistir®®®. Periapikal dokulara yerlesen
mikroorganizmalara, endodontik dezenfeksiyon yontemlerinin ulasamamas: yuzinden,
extraradikiler enfeksiyon kanal tedavisinin basarisizligimn bir faktord olarak
gosterilmektedir.

Patojenler barinamayacaklar: ortamlarda yasamlarim siirdirecek mekanizmalar
gelistirmiglerdir. Bu yuzden bunlar savunma hucrelerinin ve molekdllerinin
aktivasyonundan kagarak, kendilerini kompleman sistemin aktivasyonuna Kkarsi
antijenik tabakalarim degistirerek ve konak mollekillerinde proteoliz olusturarak
korumaktadirlar™.  Yine de baz ora mikroorganizmalar  konak savunma
mekanizmasinin Ustesinden gelerek extraradikiler enfeksiyona neden olmaktadir.
Actinomyces spp. ve  Propionibacterium  propionicum gibi  bazi  ord
mikroorganizmalarin extraradikiiler enfeksiyonlailiskili oldugu kabul edilmektedir®.

Konak savunma sisteminden kurtulmaya yarayan en 6nemli mekanizmanmn
muhtemelen biyofilm icindeki mikroorganizmalar arasindaki etkilesim oldugu
dustnulmektedir. Bunlar mikroorganimalarin olusturdugu driinlerle gevrelenmistir ve
intermikrobiyal matriksi olusturmaktadir®. Tronstad et al.® kok kanal tedavisine cevap
vermeyen dislerde yaptiklari inceleme sonucunda apikal foramene komsu bakteriyel
biyofilmlerin ve periradikiler granulomalarin iginde bakteriyel kolonilerin lokalize
oldugunu bildirmiglerdir. Bu bulgular, biyofilmler icindeki bakteriyel organizasyonun,
konak savunmasindan etkilenmeyerek perigpika lezyonun inatciligina yardimda
bulundugunu gostermektedir. Periradikiler biyofilmlerin tedavisinde, klinisyen higbir
klinik vakada biyofilmleri ortaya cikaramamaktadir. Teorik olarak tedaviye direngli
klinik vakalardan alinan orneklerden izole edilen mikroorganizmalar, klinisyene kok
kanalinda bulunan bakteriler hakkinda bilgi vermektedir.

Apikal foramenin disinda yerlesmis olan bakterilere kanal i¢i dezenfeksiyon

yontemlerinin - veya antibiotiklerin  uygulanmasimin  kolaylikla etki etmedigi
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bilinmektedir. Periapikal dokulara endodontik medikamentlerin yerlestirilmesi,
mikroorganizmalar: yok etmek ve periradikuler biyofilmleri ayrigtirmak icin yeterli bir
yontem olarak gorilmemektedir. Extraradikiler enfeksiyonlarin klinik tespiti ¢ok zor
veya imkansizdir. Aym zamanda gogu endodontik medikamentin kullamm sitotoksik
etkisinden dolay: veya apikalden tasma durumlarinda antimikrobiyal etkinin nétralize
olmast sonucu etkisiz kalmaktadir. Cerrahi olmayan tedavi stratgjilerinin
uygulanmasinin biyofilmlerle bas edebilmesi dustndurict gbzukmektedir. Bu yizden
inat¢t  extraradikiler enfeksiyonlar mevcutsa, periradikiler cerrahiyle tedavi

edilmelidir®*.

2.4. Basarisiz Endodontik Tedaviler

Apikal periodontitisli bir disin endodontik tedavisindeki amag;, kok kanal
sisteminden mikroorganizmalar: yok etmek ve yeniden olusabilecek bir enfeksiyonu
Onlemektir. Bakteri ve Urunleri, pulpa nekrozunda ve apikal lezyonda birincil etyolojik
faktor olarak diisiiniilmektedir®. Kok kanal tedavisi, genellikle tedavi kabul edilebilir
standartlarda yapilmadiginda basarisizliga ugramaktadir®®®®. Cogu disin kok kanal
tedavisine cevap vermemesinin nedeni kanal i¢i enfeksiyonun dnlenememesi, kontrol
edilememesidir®. Hig siiphesiz ki endodontik basarisizlikla bagdastirilan en énemli
faktor kok kanal sistemindeki ve periapikal dokulardaki enfeksiyonun inat¢i olmasidir.
Bilimsel deliller, iyi tedavi edilmis olgularin kotl sonug vermesini bazi faktorlere
baglamstir. Bunlar mikrobiyal faktorler, digsal veya i¢gsel nonmikrobiyal
faktorlerdir >,

Kok kanal tedavilerini takip calismalarinda %85-96 basar1 oranlari rapor
edilirken, literatir bilgileri apikal periodontitisli diglerin retreatment basarisinin disik

oldugunu gostermektedir®#°

(Cizelge 2.1). Yenilenen tedavi olgularinin prognozunun
zayif olmast kok kanal tedavis basarisiz olan olgulardaki  mikrofloramin

eliminasyonundaki zorluklarlailiskili ol abilmektedir®.
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Cizelge 2.1: Cerrahi olmayan endodontik tedavi tekrarlarimin basar1 oranlar

Calisma (yil) Takip siiresi (yil) Basar1 oram (%)
Strinberg (1956)> 4 66*

7 84*
Grahnen and Hansson (1961) 5 65*
Engstrom et al. (1964)™ 4 74*
Mol ven (1976)% 35 64**
Mol ven and Halse (1988)% 10-17 71+
Bergenholtz et al. (1979)* 2 48+
Allen et d. (1989)% 0.5-1.0 T3r**
Sjégren et a. (1990)% 8-10 62+ *
van Nieuwenhuysen et a. (1994)” 0.5-2 72
Sundaqvist et al. (1998)° 5 T4+ *

*Perigpikal lezyonu olan ve olmayan devital disler, **Periapikal lezyonlu kanal tedavili disler,
***Cerrahi tedaviyi kabul etmeyen vakalar

Kanallarin doldurulmasi asamasinda enfeks yonun varlig: dislerin yeniden tedavi
ihtiyacini ®nemli miktarda arttirmaktadir. Sundqyist et al.® yaptiklari calismada, kanalin
doldurulma asamasinda dislerden alinan bakteriyolojik 6rnekler pozitif ise bagar1 oram
%33 ancak negatif ornege sahipse basart orant %80'dir. Bu ¢alisma, kanal dolumu
sirasinda enfekte olan dislerin basar1 oraninin %26 daha az oldugunu gosteren Sjogren
et al.® caismasiyla benzerlik gostermektedir. Bu bulgular tedavinin yenilenme
amacinin kok kanal sistemindeki mikroorganizmaarin tamamiyla yok edilmesi
oldugunu vurgulamaktadir.

Endodontik tedavi en yiksek standartta yapilsa bile, bazi vakalarin uzun dénem
takiplerinde periapikal radyolusent alanlarin bulundugu veya gelistigi gorulmektedir.
Kok kanal tedavisinden sonra periapikal radyolusensinin devamina etken olan faktorler
sunlardir:

1. Kok kanalinin apikal kisminda bulunan intraradikular enfeksiyonlar”.

2. Genellikle periapikal aktinomikoz formundaolan extraradikiiler enfeksiyonlar®*.

3. Kanal dolum materyalinin veya diger maddel erin apikalden cikarak yabanci cisim
reaksi yonu olusturmasi®.

4. Fazla miktarda kolesterol kristallerinin birikmesiyle olusan gergek kistler'®.
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2.5. Koronal Sizdirmazlik

Kok kanalinin dezenfeksiyonuyla birlikte iyi bir kok kanal dolgusunu takiben
hemen yapilan sizdirmaz bir koronal dolgu kok kanal sisteminin yeniden enfekte
olmasim 6nlemektedir. Korond sizdirmazligin kok kanal tedavisine olan etkisi 90 yildir
bilinmektedir. Endodontik ¢alismalarda basar1 i¢in dnceden koronal restorasyona 6nem
verilmeyip, kok kanal preparasyonuna ve dolum kalitesine 6nem verilmekteydi.
1980’ nin ortalarindan itibaren restoratif basarisizliklardan dolayr kok kanal tedavili
dislerin yeniden kontamine olmas: giindeme gelmistir. In vitro ve in vivo arastirmalar
gostermistir ki; endodontik tedavi sonrasinda olusan koronal sizinti bakteriyel
penetrasyonaizin vermekte ve kanalin yeniden kontamine olup basarisizliga ugramasina
neden olmaktadir.

Ray ve Trope'™ korona restorasyonun kalites ve korona sizdirmazlig
arasindaki iligkiyi, endodontik olarak tedavi edilmis disin radyografisindeki periapikal
durumu inceleyerek degerlendirmislerdir. Bu galismaya gére iyi koronal restorasyon ve
iyi endodontik tedavi sonucu gok az periapikal iltihabi lezyon olustugu ve koétl koronal
restorasyon ve kott endodontik tedavi sonrasinda %18.1 basar1 goruldugi bildirilmistir.
Kotu endodontik tedaviyi izleyen radyografik olarak iyi yapilmig daimi restorasyonlarin
basart oram %67.6 oldugu belirtilmistir. Sonuc¢ olarak apikal sagligin, endodontik
tedavinin kalitesi ile birlikte koronal restorasyonun kalitesine bagli oldugu ortaya
cikmistir.

2.6. Basarisiz Endodontik Tedaviden Sonra Olusan Enfeksiyonda Bulunan
Inatc Mikroorganizmalar

Iyi tedavi edilmis kok kanal sisteminin apikal kisminda bulunan
mikroorganizmalar endodontik basarisizliga yol agabilmektedir. Gerekli teknikleri ve
enstrumanlart  kullanmadan yapilan kemomekanik preparasyonlarda kok kanal
yuzeyinde dokunulmamig alanlar bulundugu kamtlanmistir. Kok kanal dolgusu
radyografik olarak tam olsa bile dokunulmamis alanlar bakteri ve nekrotik doku
icermektedir'®.

Radyografik olarak iyi tedavi edilmis kok kanali, kok kanal sisteminin temizligi
103

ve dolgusu agisindan tamamiyla gerekli olan guveni vermemektedir Besin

artiklartmin bulundugu ramifikasyon ve deltalarda lokalize olan bakteriler muhtemelen
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kok kanal tedavisi sirasinda aymi yerde kalirlar. Yine de dentinal tubuller ve ismuslar
gibi bolgelerde bulunan bakteriler subsrati etkili bir sekilde kullanabilirler. Kok kanal
sisteminde disuk miktarda besin varliginda bile yasama kabiliyeti olan
mikroorganizmalar kalabilir. Endodontik tedavinin basarisizligi, kanal tedavisinden
sonra ortamda bulunan patojeniteye sahip mikroorganizmalarin yiiksek sayiya ulasmasi
ve perigpikal dokuya giris yolu saglayarak periapikal lezyona sebep olmasi veya
lezyonun devamliligim korumasina baglidir. Bakterilerin ¢ogunun 6lmesine ragmen,
bazi bakteriler 6lu hiucreler ve dokulardan gikan besin artiklarim aip canliliklarim
surdirmektedirler. Kok kanal dolgusu tam ve eksiksiz tikama saglamazsa, doku sivilar
bakterilerin Uremes igin uygun ortam olusturmaktadir. Mikroorganizma hucreerinin
bulundugu tedavi edilmis periapikal lezyonlu diste, mikroorganizmalar kok kanal
ylizeyine sizan doku sivisindan besinlerini alirlar™.

Aclik periyotlarina genellikle dayanikli olmadiklarindan, cogu bakteri icin canl
kalabilme yetenegi dnemlidir. Cesitli regllator sistemler bakterilerin besin tiketimine
kars1 koyabilmelerinde etkili rol oynamaktadir. Bu sisem, aglik durumlarinda
transkripsiyonu aktive olmus kararli genlerin kontrolti altindadir. Ornegin; nitrojen
eksikliginde kugik parcalar halinde amonyak olsa bile, bakteriler bu amonyag: Ntr gen
sisteminde nitrojen kaynag: olarak kullanabilmektedir. Amonyak yuksek konsantrasyon
atinda Ntr gen sistemi tarafindan hapsolmaktadir. Bazi fakiltatif bakteriler molekuler
oksijenin dusuk konsantrasyon atinda oldugu zaman, Arc A ve Arc B genlerinden
olusan Arc sistemini aktive edebilmektedirler. Sonug olarak, metabolik yollarin aktive
olmasi, solunum metabolizmasi icin kullamlan alternatif terminal elektron alicilarina
izin vermekte, dolayisiyla aerobikten anaerobik metabolizmaya dongu olusmaktadir.

Glukozun dusuk konsantrasyonlu oldugu durumlarda, gesitli organik karbon
kaynaklarinin kullammu igin enzim sentezini saglayan adenilat siklaz (cya) ve katabolit
repressor protein (crp) genlerinin kontrolu atinda bazi bakteriler yikimi baskilayan
sistemi aktive edebilirler. Inorganik fosfatin dusiik konsantrasyonuyla baslayan fosfat
eksikliginde, hlcreler organik fosfat bilesiklerinin ve inorganik fosfatin kigik
parcaciklarinin kullanimu icin gensel degisime ugramaktadiriar™®.

Basarisiz kanal tedavili disler ve hi¢ tedavi edilmemis disler arasinda flora
acisindan farklilik gordlmektedir. Basarisiz kok kanal dolgulu dislerde Gr pozitif

anaeroplarin baskin oldugu enfeksiyonlar bulundugu halde, ilk kez kok kanal tedavisi
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yapilacak olan dislerde genel olarak Gr pozitif ve Gr negatif bakterilerin birlesiminden
olusan flora ile karsilasilir®. Periradikuler hastaliklarin degisik formlariyla iliskili
patojenler Cizelge 2.2' de gosterilmektedir.

Cizelge 2.2: Periradikuler hastaliklarin degisik formlariylailiskili patojenler.

Kronik Periradikuler Akut Periradikuler TInatc Periradikuler  Extraradikuler
L ezy0n8,33,105,61 L ezy0n32,38,106 L ezy0n9'11'18'1°7'1°8 EnfekSl y0n34,109
Bacteriodes Porphyromonas Enteroccus Actinomyces
Treponema Fusobacterim Actinomyces Prorionibacterium
Prevotella Treponema Streptococcus

Porphyromonas Bacteriodes Candida

Fusobacterium Prevotella Propronibacterium

Streptococcus Peptostreptococus Pseudomonas

Eubacterium

Actinomyces

Campyl obacter

Streptokoklar ~ enfekte  kok  kanallannndan  en sk izole  edilen
mikroorganizmalardan biridir. S.anginosus grubu ve Smitis en ¢ok rastlanan streptokok
cesitleridir™™®. Son 10 yilda, mantarlarin enfekte kanallardan izole edildigi gésterilmistir.
Enfekte kok kanallarinda mantarlarin bulunma oram %1 ve %17 arasinda
degismektedir. Mantar benzeri mikroorganizmalar, basarisiz kok kanal tedavili dislerde
bulunmaktadir”®. lyi tedavi edilmeyen disteki mikrobiyal flora, hic tedavi edilmeyen
diste bulunan anaeroplarin baskin oldugu mikrobiyal cesitleri icinde bulundurmaktadir®.
Bu blyuk olasilikla, baslangic enfeksiyonuna etken olan mikroorganizmalarin kok
kanal sisteminin yetersiz temizliginden dolayr kanal icinde canliligim sirdirmesinden
kaynaklanmaktadir.

Hancock et al.* yaptiklar calismada, Kuzey Amerika populasyonunda basarisiz
kok kanal tedavilerinde bulunan flora birlesimi tespit edilmis, sonuglari Onceki
Iskandinavya calismasiyla karsilastirilmis ve kiltive edilen bakteri oranlarnn arasinda
farklilik bulunmamstir. Her iki calismada da E.faecalis baskin bakteri olarak
bulunmustur. Bu sonug E.faecalis'in toplumlar arasinda farklilik olmaksizin basarisiz
endodontik tedavilerden sorumlu tutulmasina yol agmaktadir.

Méller'™, basarisiz vakalar: incelediginde, kanal basina 1.6 bakteriyel cesit
oldugunu gostermis ve %29 vakada E.faecalis bulmustur. Sundqvist et al.®, kanal basina

1.3 bakteriyel gesit bulmus ve bunun %42’ sinin anaerop bakteri tarafindan olustugunu
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belirtmistir. E.faecalis %38 enfekte kok kanalinda ortaya ¢ikmustir. Fakultatif bakteri
birincil kok kanal enfeksiyonlarinda birkag vakada az sayida bulunurken, ikincil veya
inat¢t kok kanal enfeksiyonlarinda tek cesit mikroorganizma olarak siklikla
bulunmaktadir. Bu oranlar Cizelge 2.3" de gosterilmektedir.

Cizelge 2.3: Periapikal lezyonlu kanal tedavili dislerdeki bakteriyolojik bulgular

Bulgular Méller et al.™* Sundqvist et al. ” Hancock et al.”
Kok kanali basina disen 1.6 13 17
bakteriye cesitler

Anerobik bakteri* %51 %42 %42

Gr pozitif bakteri * %80 %87 %80
E.faecalis** %29 %38 %32

* fzole edilen bakteri orant , ** Bakterili kanal oram

2.7. Enterokoklar

Enterokoklar Thiercelin tarafindan 1899 yilinda Fransa'da tammlanmis™? ve
1930 yilinda Lancefield tarafindan serolojik olarak grup D streptokok olarak
siniflandirilmigtir. 1937 yilinda Sherman’in simflandirma tasarisina gore enterokok
terimi; 10 veya 45 °C'de, pH 9.6 ve %6.5 NaCl’ de Ureyebilen ve 60 °C’de 30 dakika
yasayabilen ve safrada tireme 6zelligine sahip streptokok icin kullaniimaktadir*#**2,

Enterokoklar tekli, ikili, ya da kisa zincirler halinde goérulebilen Gr pozitif
koklardir. Fakiltatif anaeroplardir, oksijen varliginda ve yoklugunda yasama
yetenegi ndedirler™>,

Enterokoklar yuksek alkalin ve tuz konsantrasyonlari dahil olmak Uzere zorlu
cevre sartlarinda yasayabilmektedirler. Tuz ruhuna, deterjanlara, agir metallere, etanole,
aside ve kurumaya kars: direnclidir***. Karbonhidrat, gliserol, laktat, malat, sitrat, arjin,
agmatin ve alfa keto asidi igeren birgok enerji kaynagini katabolize edebilmektedir'™”.
Enterokoklarin c¢ogu turleri nonhemolitik ve nonmotildir. Kanli agardaki yiizey
kolonileri dairesel, diiz veya her ikisi birliktedir. DNA’simin Guanin+Sitozin (G+C)
igerigi %37 den 40 Mol’ a ulasmaktadir™>.

Yirmi ¢ enterokok gesidi mevcuttur ve manitol, sorbose, argininin iligkisine
bagli olarak 5 gruba ayrilmaktadir. E.faecalis, E.faecium, E.cassdiflavus, E.mundtii ve

E.gallinarumlar aym gruba aittir. Bu 5 gesit manitol agarinda asit olusturup arginini
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hidrolize etmekte, ama sorbose agarinda asit olusturmakta basarisiz olmaktadirlar™*.
E.faecalis arabinoz negatifdir ve baz tipik degisiklikler disinda piruvat kullanan ve
tellurite tolerans gosteren grubun tek Uyesidir™®. Molekiiler teknikler hizli ve dogru
olarak enterokok cesitlerini tammmlamada kullamImaktadir. Glinimizde Amerikan Tip

Kultir Koleksiyonu (ATCC) ticari olarak bulunabilen E.faecalisin 69 turuni

listelemektedir'?’.

118

Enterokoklar insan gastrointestinal ve genital bolgesinde bulunmaktadir—". Ama

ag1z kavitesi gibi diger bolgelerde de kolonize olabilmektedir*™®. Bu mikroorganizmalar
immunkompromize hastalarin oral mukozal lezyonlarinda®, periodontitiste'* ve kanal
enfeksiyonlarinda® bulunmaktadir.

1970’ lerden itibaren enterokoklara daha ¢ok Onem verilmistir. Enterokoklar
bakterimiye, endokardite, bakteriyel meninjite, idrar yolarinda ve cesitli diger

enfeksiyonlara neden olan ve Amerikada en sk gorulen ikinci nasokomial

21,122

patojendir Bu enfeksiyonlardaki bakterilerin  kaynagi saglik personelinin

dlerinden, klinik ensriimanlardan veya hastadan hastaya gegisle olmaktadir'®.

Caismalar nasokomial enfeksiyonlarin  hastalarin  hastaneye yatmadan kendi

124

floralarindan kaynaklanmadigim ortaya cikarmigtir™". Enterokoka enfeksiyonlarda

Amerika daki  nasokomial  enfeksiyonlarin  %12'snin  E.faecalis tarafindan
olusturuldugu (%80’ den fazlasinin) ve E.faecium’un kalan enfeksiyonlarin buyik bir
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kismindan sorumlu oldugu bulunmustur Diger enterokok gesitlerinin insan

enfeksiyonlarinda nadiren bulundugu gosterilmistir'.

E.faecalisin germ-free farelerde kok kanal sisteminden submandibuler lenf
nodullerine gegis saglayabilecegini, hastalarda olasi enfeksiyonlarin patogenezinde
onemli  rol  oynayabilecegi  gosterilmistir'®.  Son  zamanlarda  enterokok
enfeksiyonlarinda artis vardir. Bunun nedenleri:

1. Enterokok turlerinin gogunun ilaca direngli olmast,
2. Immunosupresif hasta sayisindaki artis,
3. Kateter iliskili enfeksiyonlardir'?.

1984 yilinda, DNA-DNA ve DNA-RNA hibridizasyon ¢alismalarindan sonra,
enterokoklara genel cins adh verilmistir. Streptokoklardan daha uzak iliskili 2 yeni cins
olan Lactococcus ve Enterococcus tanitiimigtir. En 6nemli enterokok turleri Cizelge

2.4 delistelenmistir'®’.
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Cizelge 2.4: En 6nemli enterokok tirleri ve yasam ortamlar

Enterokok tirleri  Yasam ortamlar

E.faecalis Ord kavite, gastro-intestina kanal, hayvanlar, su, besinler
E.faecium Ord kavite, gastro-intestina kanal, hayvanlar, su, besinler
E.gallinarum Besinler, insanlar

E.cassdliflarus Toprak, bitki, besinler, insan

E.avium Hayvanlar

E.hirae Hayvanlar

E.durans Insanlar, hayvanlar, besinler

Enterokoklar konak hiicrelerine ve ekstraselliler matrikse tutunmaya izin veren
gesitli  virtlans faktorlere sahiptir, boylece doku invazyonu kolaylasmakia,
immunmoddulasyona etki etmekte ve toksin kaynakli zarar meydana getirmektedir. Bu
virtilans faktorler®;

Agregasyon maddes

Enterokok yuzey proteinleri
Jelatinaz

Sitolizin toksini

EkstrasellUler stiperoksit Uretimi

Kapsiiller polisakkaritler

N o o~ w D

Antibiyotik direng paterni

Agregasyon maddesi, yizey karbonhidratlar: veya fibronektin tutunma maddesi
organizmanin, dentinde bulunan konak kollgen tip 1 ve ekstraselliler matriks

proteinlerine tutunmasini kolaylastirmaktadir'®,

2.7.1. E.faecalis

2.7.1.1.E.faecalis'in Birincil Endodontik Enfeksyonlarda Bulunma Sikligi

Nekrotik pulpal dislerde, periradikiler dokulardan apekse doku sivilarimin girisi
olabilmektedir. Albumin doku swvilarimn en Onemli protein  komponentidir.
E.faecalisin protein ve/veya karbonhidrat igeriklerinin yizey reseptorii olarak iliskili

abumine tutunabilecegi 6nceden bilinmektedir'®.
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SEM andlizleri ¢esitli deney sartlarinda farkli biyofilm olusumunu gostermistir.
Eger E.faecalis aerobik olarak besinden zengin ortamda uUrerse, biofilm olusumu ve
bakterinin dentin tubtllerine derin penetrasyonu gorulmektedir. Sekil 2.6’da dentin

tubtillerindeki E.faecalis hiicreleri goriilmektedir'®°.

Sekil 2.6: Dentin tublllerindeki E.faecalis hicrderi. Bu alan kdék kanal lumeninden 0.5 mm
uzakliktadir. SEM gorintiisti (x7360)*.

E.faecalis aerobik olarak besinden zengin bir ortamda yetisirse, makro yapisinin
boyutu 500'den 1000 mikrometreye kadar degisen dizensiz sekilli, sinirlart belli

olmayan bir biyofilm olusturmaktadir*®".

Gomes et al.** 50 birincil ve 50 ikincil enfeksiyonlu disleri iceren 100 drnekli
calismasinda E.faecalis'i kiltir ve PCR metotlariyla arastirmiglardir. Bu arastirmanin
sonuglart Sekil 2.7 de gosterilmektedir.
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Sekil 2.7:  faccalis' in Kiltiy ve PCR telmilderi lnallarularak bulunmast

Sassone et al.™* yaptiklar: calismada 111 tek koklii birincil enfeksiyonlu disten
elde edilen mikroorganizmalar DNA-DNA hibridizasyon teknigi ile incelenmistir.

Rogas et a.' ve Fouad et al.™* birincil enfeksiyonlarda 16S rDNA primeri ile
E.faecalis bulunma sikligini arastirmiglardir.

Enterokoklarin akut endodontik enfeksiyonlarda ve flare-up’lardaki rolt hentiz
cok calisilmamustir. Pinherio et al.'” calismasi, enterokokun birincil anaerobik bakteri
oldugunu ve E.faecalis ve diger enterokoklarin higbirinin kanal tedavili disin akut
semptomlariylailiskili olmadigim gostermistir.

Siqueira et al.’® molekiller genetik metotlar kullanarak birincil kék kanal
enfeksiyonlarinda E.faecalis, Streptokok ve Actinomyces bulunma skligim
arastirmiglardir. Bu arastirmacilar E.faecalis'i ssmptomsuz dislerde akut semptomlulara
gore daha sk bulmuslardir. E.faecalis cogu tedavi islemlerine direncli apikal
periodontitisli kanal tedavili dislerden en sik elde edilen turdir ve siddetli akut

enfeksiyonlardan sorumlu olduguna dair herhangi bir delil bulunamamustir.

2.7.1.2. E.faecalisin Ikincil Endodontik Enfeksiyonlarda Bulunma Sikhig

Inatci mikrorganizma olan E.faecalis nekrotik dislerin florasinin az bir kismin
olustururken, kok kanal tedavisinden sonra inat¢i periradikiler lezyonlarin etyolojisinde
Onemli role sahiptir. Bu mikroorganizma kok kanal basarisizliginda genellikle ytiksek
oranda bulunmakta ve kok kanalinda tek mikroorganizma olarak veya floramn major
komponenti olarak yasayabilmektedir®.

Foschi et al.™*® calismasinda kanal tedavisi yapilacak olan birincil ve ikinil

endodontik enfeksiyonlar: kapsayan 54 italyan hastanin 62 disinden 6rnekler alinmistir.
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Bu calismada bulunan E.faecalis ve diger mikroorganizmalarin birincil ve ikincil

endodontik enfeksiyonlarda bulunma sikliklar: Sekil 2.8 de gosterilmektedir.

T.forsythensis

T.denticola

Hikincil endodontik
enfeksiyon

@ Birincil endodontik
enfeksiyon

P.intermedia

P.gingivalis

E faccali F

Oran

Sekil 2.8: Mikroorganizma arin birincil veikincil endodontik enfeksiyonlarda bulunma sikliklari™®.

PCR ile inat¢1 enfeksiyonlu endodontik olarak tedavi edilmis kok kanallarinda
yapilan calismalar; E.faecalis bulunma sikligim %12-90 arasinda degisen degerlerde
gostermistir3+ 137138139 E faecalis sikliginda gdzlenen bu genis aralik; kullanilan farkl:
taimlama tekniklerine, cografik farkliliklara ve 6rnek sayisina baglidir>39140,
Peciuline et al.”® kok kanal dolgulu kronik apikal periodontitisli dislerde kiltiir metodu
ile %70 oraninda enterokok bulmuslardir. Engstrom™ calismasinda enterokoku, 223
diste kiltir metodu ile arastirmistir. Pozitif Greme 134 (%60) 6rnekte gorilmistir ve
enterokok 20 (%14.9) vakada bulunmustur. Enterokoklar %20.9 oramnda Onceden
kanal tedavisi yapilan dislerden izole edilmistir. Apikal periodontitise sahip kanal
tedavili dislerde E.faecalis in sikhigim kultir ve PCR yontemi ile arastiran galismalar

Cizelge 2.5 de gosterilmektedir.

30



Cizelge 2.5: Apika periodontiti se sahip kanal tedavili dislerde E.faecalis skligin arastiran ¢alismalar

Yazar/Yil Kanal tedavili Bakteriyd Ureme E.faecalis Kullanmilan
dis sayisi gosteren dis say1st sikhigi method
Engstrém 1964 54 21 5/21=%24 Kultar
Moller 1966 264 120 34/120=9%28 Kultdr
Molander et a. 1998 100 68 32/68=9%47 Kultar
Sundqist et al. 1998 ° 54 24 9/24=%38 Kultdr
Peciuliene et a. 2000 % 25 20 14/20=%70 Kultar
Peciuliene et al. 2001** 40 33 21/33=%64 Kultdr
Hancock et al. 2001%° 54 33 10/33=9%%33 Kultar
Pinheiro et a. 2001% 60 51 27/51=%53 Kultdr
Siqueira & Rogas 2004™° 22 22 17/22=%77 PCR
Rocas et a. 2004” 30 30 20/30=%67 PCR

Rogas et a.** E.faecalisi Kuzey Kore toplumunda, tekrarlayan vakalarda PCR
yontemi ile %64 oraninda bulmustur. Siqueira et al. E.faecalis'i Brezilya toplumunda
PCR yontemi ile kanal tedavili dislerde %77 oraunda bulmustur'®. Zoletti et a.** tirr-
spesifik 16S ribozomal RNA (rRNA) gen-bazli PCR kullanarak yaptiklar: ¢alismada
E.faecalis'i 27 disin 22 (%81.5)’ sinde bulmuslardr.

Koty doldurulmug kok kanallarinda diger enterokoklar arasindan E.faecalis'in
astinlugll, ekolojik rekabetteki giiclinden veya agiz kavitesinde en sik elde edilen

enterokok tiirii olmasindan kaynaklanmaktadir *#.

2.7.1.3.0ral Enterokok Enfeksiyonlari

Sadece birkag calisma enterokoklarin  agiz  kavitesnde bulunmasina
odaklanmigtir. Enterokoklar birkag insamn agiz kavitesinden az sayida izole
edilmektedir. E.faecalis enterokok gesitlerinden en sik izole edilen tiirdiir®. Jett et al.*
gore  enterokoklar  gastrointestinal, vajina ve agiz  kavitesnin  flora
mikroorganizmalaridir.

Williams et al.?? 206 vakanin tukiriigiinde enterokok varligim arastirmislardir.
Smyth et a.'*® hemodiyaliz hastalarimin ve farkli kontrol gruplarimin dis tasinda
enterokok tasima oramini arastirmislardir. Sedgley et al.** ora enterokoklarin siklig;,
fenotipi ve genotipini arastirmslardir. Sedgley et al.**’ baska bir calismasinda tir-
spesifik E.faecalis 16S rRNA gen primerleri kullamilarak yaptiklari PCR analizlerinde

41 hastarun tukurdk, dil, diseti olugu ve endodontik drneklerinden E.faecalis bulunma
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sikhigint arastirmuslardir. Yine Sedgley et al.**” baska bir calismasinda E.faecalis

bulunma sikligini 30 tuklrik 6rneginde arastirmistir.

2.7.2. E.faecalisin Yasam ve Virulans Faktorleri

E.faecalis litik enzimler, sitolizin, tutunma maddesi, pheromones ve lipoteikoik
asit gibi virilans faktérlere sahiptir'. Konak hiicrelerine tutunur, proteinleri salgilar, bu
sayede diger bakteri hiicreleriyle savasir ve konak cevabimi degistirir*®*°. E.faecalis
lenfositlerin  aktivitesini  baskilama yetenegine sahiptir ve boylece endodontik
basarisizligin olusmasina neden olmaktadir'*®.

E.faecalis degisken virtlans faktorlere sahiptir. Bu virtlans dzelliklerini, trler
arasinda paylasma yetenegine sahiptirler. Bu da mikroorganizmanin yasamasin ve
hastalik olusturmasinm saglamaktad1r21. Bu faktorler hastalik olusturma konusunda
E.faecalisin var olan ¢zelliklerine katkida bulunabilir veya bulunmayabilir. E.faecalis
virllans faktorlere az bagimli oldugu igin, yasama yetenegine sahiptir ve disin kok
kanalinda inatc1 patojen olarak kalabilmektedir®. E.faecalis kok kanal sisteminin iginde
cesitli yollarla miicadele etmektedir. Degisken genetik polimorfizm géstermektedir'®.
Serine proteaz, jelatinaz ve kollajene tutunma proteinine sahiptir, bu da dentine
tutunmaya yardim etmektedir*®®. Kolaylikla dentin tubiliine girebilmekte ve orada
yasayabilmektedir. Yeterli besin kaynagina sahip olana kadar uzun sire agliga
dayanmaktadir. Mevcut oldugunda, agliktan 6lmis hucrelerin serumunu besin kaynagi
olarak kullanarak yenilenmektedir'®. Alveoler kemikten ve periodontal ligamentten

cikan serum E.faecalisin Tip | kollajene tutunmasina yardim etmektedir.
2.8. Candida

2.8.1. Genel Ozellikler ve Siniflandirma

Candida cinsi mantarlar, Cryptococcaceae familyasindan olup 30’ dan fazla turt
tarif edilmistir. C.albicans disinda, C.tropicalis, C.stellatoidea, C.pseudotropicalis,
C.viswanathii, C.parapsilosis, C.guilliermondi ve C.krusel diger 6nemli Candidalardan
bazilaridir. Doga kaynag: insandir. Toprak ve bitkilerden de retilebilir. Candida cinsi
mantarlar bifaziktir. Maya fazindayken tek htcrelidir, konaga girdiklerinde basit
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tomurcuklanma ile olusan blastosporlar ile Urerler. Yaptigi hastaliklara genel olarak
kandidiyaz (kandidiyoz) veya monilyaz ismi verilir™",

Insanda hastalik yapan Candida’larin basinda C.albicans gelir. C.albicans lar
icerisinde GDH18, GDH3339, CA1957, ATCC 28366 ve ATCC 10321 suslar1 daha
virtlandir. Diger Candidalar insanda nadiren hastalik yapar veya avirilandir?®,
C.albicans, eseyli gogaan, diploit, maya tipi bir mantar turi ve insanlarda oral ve
vajinal firsat¢i enfeksiyonlarin etmenidir. Candida cinsine ait 200 tir olmasina karsin
Candida enfeksiyonlarimin %75' inin sorumlusu C.albicanstir. C.albicans insan agz1 ve
sindirim sistemi icinde yasayan pek ¢ok organizmadan biridir. Saglikli yetiskinlerin

%40 1nin agzinda, saglikli kadinlarin %20-25' inin vajinasinda varlig bulunmaktadir'>.

2.8.2. Mantarlarin Morfolojik Ozellikleri

Mantarlar 2 temel formda bulunabilen kemoorganotofik Okaryotik
mikroorganizmalardir. Bu iki form; mayalar ve kuflerdir. Kifler, silindirik tubtl dallar
iceren ¢ok hucreli filamentdz mantardir. Bir filamente “ hifa” denir. Hifalar ya septattir
(bolimlere ayrilmig) ya da konositikdir (capraz duvarlart olmayan c¢ok cekirdekli).
Bunlar genellikle yuzeyel biylr ve sonra ddlanarak tuflari olusturur ve buna
“mycelium” denir. Hifayla birlikte buylk sitoplazmik bir yap: bulunur. Bu genellikle
hifa tipine dogrudur ve hifanmn eski kismi vakuolize olur ve stoplazmada kaybolur.

Mayalar tek hicreli mantarlardir ve hiicreler sferik veya oval sekillidirler. Hucre
bolunmes  genellikle bir ana hicreden kiguk biyumeler seklinde olan
tomurcuklanmayla olusmaktadir. Septum formasyonu blyuk miktarda kitin igeren
filament bir halka goriniimuyle meydana gelmektedir. Tomurcuk yavasga biyumekte
ve sonra ana hicreden ayrilmaktadir. Bu olusan tomurcuklara “ blastoconida” denir.
Maya hucresinden biiylyen flament6z hiicre zincirlerine “ pseudohifa” denir.

C.albicans tomurcuklanma yaparak Ureyen ve en ¢ok calisilan mantar turtuduir.
Maya hticrelerinin olusumuyla sonuclanir ve bunlara “blastopors’ veya “blastoconidia”
denir. Germ tuplerinin gelisimiyle hifaya dogru bir degisim olusmaktadir. Maya
hicreleri  tomurcuklanmayla buylrken eger komsu hiicreden ayrilma olmazsa
“pseudohifalar”  olusmaktadir. C.albicandar, yuvarlak ince hicre duvarl
klamidyosporlar olugturmaktadirlar. Bu morfolojik degisim mantarlarin farkli kosullara

ve farkli alanlara adapte olabilmesini agiklamaktadir. Mantarlar, niikleer bir membranla
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kapatilmis, bir nukleusa sahiptirler. Bunlarin hiicre membranlar: lipitlerden (steroller)
ve glikoproteinlerden olusmaktadir. Bunlar ayni zamanda mitokondri, golgi, ribozom,
endoplazmik retikulum ve hiicre duvarina sahiptirler. N-glukozamin polimeri olan kitin
mantar htcre duvarinin en 6énemli maddesidir. Cogu mantar, hticre duvarinda seltiloz
bulundurmaktadir. Hicre duvart genellikle %80-90 polisakkarittir. Protein, lipit,
polifosfatlar ve inorganik iyonlar da hicre duvarinin yapistirici matriks kismin
olusturur. C.albicansin hiicre duvarimin  yaklasik %80-901m  karbonhidratlar
olusturmaktadir. Bunlar temel olarak 3 ana polisakkarit’ ten olugmaktadir. B-glukans,
kitin ve mannoproteinler. Aym zamanda C.albicans'larin hiicre duvarlarinda proteinler
(%6-25) ve lipitler (%1-7) bulunmaktadir™®.

2.8.3. Fungal Patojenitenin Mekanizmas

Mantarlarin patogenezinde rol oynayan virtlans faktorleri; cesitli gevresel
kosullara adapte olabilme, gesitli ylzeylere adezyon, hidrolitik enzimleri Uretebilmesi,
morfolojik degisim, biyofilm olusumu, konak defansinin imminomodilasyonu ve
defanstan kurtulabilmesidir.

2.8.3.1. Cssitli Cevresel Kosullara Uyum Saglayabilme

Candida turleri ve 0Ozellikle C.albicans ¢ok yonli patojenlerdir. Cok yonli
olmasinin esas nedeni, bunlarin anatomik olarak farkli adanlarda kommensa olarak
yasayabilme yetenekleridir. Ornek olarak C.albicans pH gibi fizyolojik ug durumlaraiyi
bir uyum kapasitesine sahiptir. Bu ¢zellikler bu turlerin kan gibi nétral pH da veya

vajinal kanalin asidik pH’ inda treyebilmesine izin vermektedir.

2.8.3.2.Cssitli Yuzeylere Adezyon

Candida turleri konak dokuya tutunabilen yiizey molekullerine sahiptir. Bu
molekillerin insan CR3 integrinine homolog reseptorleri vardir. Bu CR3 integrin iC3b,
fibrinojen, fibronektin, laminin ve vibronektindeki RGD (arjinin-glisin-aspartik asit)
gruplarina baglanmaktadir. Lektin epitelyal hicrelerdeki sekerlere baglamr. Mannoz
iceren proteinler ise konak hiicre ve dokularindaki lektin benzeri molekillere baglanir.
Candida tirleri ayn1 zamanda Tip 1 ve Tip 4 kollajene baglanabilmektedir®®. Baz:
arastirmacilar C.albicansin g¢ogu streptokok turtyle koagregasyon yaptigim ama
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Smutans ve E.faecalis ile koagregasyon yapmadigini - gostermislerdir™**>°,

K oagregasyon reaksiyonlar: oral mukoza ve sert dokularin kolonizasyonunda énemli rol
oynayabilmektedir. C.albicans in varligi, in vitrodaki total plak formasyonunda anlamli
bir artisa neden olabilmektedir.

2.8.3.3. Hidrolitik Enzimlerin Salinim

C.albicans'in urettigi hidrolitik enzimler periradiktler dokularda yikima neden
olabilmektedir. Aspartil proteinaz, kollajenaz, aminopeptidaz, glukaminidaz, asit ve
dkalin fosfataz, hyaluronidaz ve kondroitin sllfataz iceren enzimler ekstrasellUler
matriks proteinlerinin degradasyonunda baz: etkilere sahiptir. Bu fungal tirden salinan
kollajenolitik enzimin insan dentin kollgjenini degrade edebilecegi gosterilmistir. Konak
hiicrelerinin membranlarimin hasarlanmasiyla iliskili olabilen fosfolipazlar, membranin
destablizasyonu ve hucrenin lizisine neden olan fosfolipitlerin ayrilmasindan sonra
ortaya cikabilmektedir. Cogu fosfolipaz aktivites doku invazyonu sirasinda hifal
tiplerde saptanmustir™®.

2.8.3.4. Morfolojik Degisim

C.albicans siklikla blastospor ve hifal formlari igeren dimorfik mantarlar olarak
tammlanmaktadir. Ama bunlar polimorfik mantarlardir, ¢tnkl blastosporlar, germ
tupleri, dogru hifa, psodohifa ve klamidosporlar gibi gevre kosullarina bagli olarak
bircok morfolojik formda Ureyebildikleri rapor edilmistir. Klamidosporlar hari¢ her
form karigik olarak bulunabilmektedir. Hifali yapinin 6zelligi konak dokuya invaze

olma ve makrofajlarca fagositozdan korunma olabilmektedir™.

2.8.3.5. Biyofilm Olusumu

C.albicans, farkli yuzeylerde biyofilmler olusturma kapasitesine sahiptir ve bu
Ozellik biyofilm olusturmayan C.glabrata, C.tropicalis ve C.parapsilosis gibi
mantarlardan daha patojenik olmasinin bir sebebi olabilir'>°. Donlan ve Colsterton™" a
gore biyofilm; eksopolimerik matriks igeren farkl: fenotipik 0zellikler gosteren, ylzeye
geri donusumsiiz olarak yapisan bir mikroorganizma toplulugudur. Biyofilmin
potansiyel risklere karsi koruyucu 0zelligi de vardir. Duragan konumdaki htcreler,
hareketli konumdakilere gore antimikrobiyal ajanlara kars1 daha direnclidir.
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2.8.3.6 Konak Defansimin immiinomodiilasyonu ve Defanstan Kurtulmas:

C.albicans farkli mekanizmalarin bir sonucu olarak konak defansim
uyarabilmektedir. C.albicansa karsi defansta en Onemli inflamatuar hiicre,
polimorfontikleer notrofillerdir. Bu tdrlerin  oksijen radikalleri Uretimiyle ve
degranulasyonuyla polimorfonukleer nétrofil  fonksiyonlarim — engelledikleri  ve
monositleri dldurdikleri gosterilmistir.

Candida torleri kompleman faktorlerini ve Ig G1, Ig Al ve Ig A2
degradasyonunu saglayan proteinaz Uretimine dogru konak defans molekillerini
uyarmaktadirlar. Hucre duvarindaki glukan, sitin ve monoproteinler periradikuler
lezyonlarin patogenezinde indirekt mekanizmayla immunomodulator etkiye (aktivasyon
veya depresyon) neden olurlar. C.albicans preinflamatuar sitokin, makrofglar,
endotelyal hiicreler ve fibroblastlarin salimimin: stimdile eder.

Mantarlar kompleman sistemini aktive edebilirler. Kompleman aktivasyonu
vaskiler permeabilitede degisikliklere neden olur, l0kositlerin kemotaksisine veya
opsoninlerin etkilerine neden olur, fagositozu baglatir.

C.albicans enfeksiyonuyla kompleman sistem 2 mekanizmayla aktive
olmaktadir. C.albicanstaki mannan Ig G'yi aktive etmekte ve klask yol islemeye
baslamakta ya da C.albicans yiizeyindeki mannan direkt olarak aktive etmektedir™.

2.8.4. Endodontik Enfeksiyonlarda Mantar lar
Patojenik mantarlar su gruplara girerler:

1. Ascomycetes

2.Basidiomycetes

3.Zygomycetes

4.Deuteromycetes
a.Candida

b.Aspergillus
Candida ve Aspergillus en sk rastlamlan firsatgi fungal patojenlerdir.

Candida’ lar insanda normal florada bulunur ve ylzeysel hastaliklara ve hayati tehdit
eden hastaliklara neden olabilmektedir. Candida tirleri insanda ora kavitede,
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gastrointestina yollarda, anlste, kasikta, vajinal kanalda ve vulvada bulunmaktadir.
Oral hastalig1 olmayan bireylerin hemen hemen 1/3' (i mantar tasimaktadir™®.

Endojen mantarlarin  gogu firsatgi patojenlerdir ve genis spektrumliu
antibiyotiklerin, immunsupresyonla ve koruyucu engellerin hasarlanmasiyla normal
mikrobiatada meydana gelen dengesizlik ile enfeksiyonlara neden olurlar. Funga
enfeksiyonlar genellikle hastaligin hastaligidir™®.

Dil dorsumu C.albicans in primer oral habitatidir. Mukoza, supragingiva, dentin,
kok yuzeyi, subgingiva ve periodontal cepler sekonder olarak kolonize olduklar: diger
yerlerdir'®,

Agiz mantarlariin en 6nemlisi Candida ailesindendir. C.albicans en baskin
mantar tlrtdur. Bunu C.glabrata, C.krusei, C.tropicalis, C.guillermondii, C.keyfr,
C.parapsiolis takip eder. C.dubliniensis C.albicans la yakindan iligkili yeni bir gesittir.
Saccharomyces spp. ve Geotrichum spp. gibi diger mantar turleri oral kaviteden izole

edilmistir. Bunlar Candida tiirii ile karsilastirildiginda patojenik dnemi simirlidir®.

2.8.4.1. Birincil Endodontik Enfeksiyonlarda Mantarlar

Mantarlar birincil endodontik enfeksiyonlarin mikrobiatasinda
bulunmamaktadir’. Buna ragmen bazi arastirmacilar mantarlar kiiltir ve molekiiler
genetik metotlarla tespit etmislerdir. Son 10 yilda, mantarlarin enfekte kanallardan izole
edildigi bilinmektedir. Enfekte kok kanallarinda mantarlarin bulunma oram %1 ve %17

13,14

arasinda degismektedir="". Maya hucrelerinin varligt periapikal kok yizeyindeki

rezorbsiyon aanlarinda ve periradikiler granilomalarda gosterilmistir®®,

Méller'™, saglam kuronlu dislerin nekrotik pulpa 6rneklerinden Candida
tirlerini, Siqueira®®® PCR ile 50 enfekte kok kanalim incelemislerdir. Sen et a'*®
periradikiiler lezyonlu cekilmis 10 diste C.albicans bulunma sikligimi ve Siqueira'®
SEM ile primer kok kanal endeksiyonlarinda mantar bulunma olasiligim
arastirmiglardir.

Nekrotik kok kanallarindaki ekolojik sartlar mantar ve streptokok Uremesini ve
varligint artirmaktadir. Buna ek olarak C.albicans S.gordoni, Smutans, Ssanguis gibi
streptokoklarla koagrage olup biyofilm olusumunu kolaylastirmaktadir'®®. Biyofilmler
yine kolonizasyonu arttirarak bulunan tirlerin yasamasina olanak saglamaktadir. Bu da

nekrotik kanallarda streptokok ve mantarlarin iliskili bulunmasin agiklamaktadir'®?,
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Molekiler teknikler kullanilarak yapilan tamsal islemler konvansiyonel kaltir
tekniklerine gore daha yuksek hassasiyete sahiptir. Fazla sayidaki mikrobial cesitler,
PCR esasli molekiler tammlama teknikleri kullamilarak kok kanallarindan elde
edilmistir’®®. Periapikal radyolusentli vakalarin bulundugu Baumgartner et al.'
calismasinda, birincil apikal periodontitisli dislerde PCR ile C.albicans bulunma
sikliklar1 arastirilmigtir.  Cesitli calismalara ait kok kanallarinda mantar bulunma

sikliklar1 Cizelge 2.6’ da gdzlenmektedir.

Cizelge 2.6: Birincil endodontik enfeksiyonlarda mantar bulunma sikligim gosteren ¢calismalar

Calisma Method Oran
Moller 1966 (111) Kaltdr %3
Debdian et al. 1997 (164) Kaltdr %4
Lanaet a. 2001 (165) Kaltar %7
Sen ve ark. 1995 (158) SEM %40
Baumgartner et a. 2000 (14) PCR %21
Siqueira et a. 2002 (159) PCR %2
Siqueira et a. 2002 (160) SEM %7

SEM: Scaning Elektron Mikroskop, PCR: Polimerize Zincir Reaksiyonu

2.8.4.2. ikincil Endodontik Enfeksiyonlarda Mantarlar

Mantarlar birincil kok kanal enfeksiyonlarinda bulunsa da, basarisiz kanal
tedavili dislerde daha sik gt‘)rUImektedirlo. Nair et al.®* endodontik tedavili dislerin
periradikiler lezyonlarindan alinan biyopsilerden maya varligini incelemistir. Sundqvist
et a.” ve Molander et a.'® calismalarinda basarisiz endodontik tedavili dislerden
C.albicans bulunma sikhigimi arastirmuslardir. Hancock et al.'® periapikal radyolusenti
olan kanal dolgulu dislerin mikroflorasini arastirmuslardir. Pinherio et a.'” secici ortam
kullanmadig: ¢alismasinda kiltir yontemi ile periapikal lezyonlu kanal dolgulu dislerde
Candida cinsini arastirmislardir. Peciuline et a.'** caismasinda kronik apikal
periodontitisli kanal dolgulu dislerde segici ortam kullanarak C.albicans bulunma
sikligint arastirmuglardir. Cizelge 2.7’ de bu arastirmalarda tespit edilen mantar bulunma
siklig1 gosterilmektedir.
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Cizelge 2.7: 1kincil endodontik enfeksiyonlarda mantar bulunma sikligini gosteren calismalar

Calisma M ethod Oran
Moller 1966 (111) Kaltdr %3
Nair et a. 1990 (79) LM ve TEM %22
Waltimo et a. 1997 (108) Kaltdr %7
Sundgvist et a. 1998 (9) Kaltdr %8
Molander et al. 1998 (11) Kaltdr %4
Peciuliene et a. 2001 (142) Kaltdr %18
Hancock et al. 2001 (19) Kultar %3
Cheung & Ho 2001 (166) Kaltdr %17
Pinherio et al. 2003 (17) Kultar %4
Siqueira & Rogas 2004 (138) PCR %9

LM: Isik Mikroskopu, TEM: Transmission Elektron Mikroskop, PCR: Polimerize Zincir Reaksi yonu

2.8.4.3.0ral Mantar Enfeksiyonlari

C. albicansdiger candidalar icerisinde agi1z mukozasi ve plastik yizeylere en iyi
tutunan mantardir. Statherin ve PRPler (PRP1 harig), C. albicans'in dis sert dokularina
ve yanak mukozasina tutunmasina aracilik eder. Statherin bloke edildiginde dis sert
dokularina tutunma %93, yanak mukozasina tutunma %43 oramnda azalir. Candidalarin
konak dokuya tutunmasi blastospor fazinda daha fazladir. Ortamda seker (galaktoz)
bulundugunda veya 2 degerlikli iyonlar (Mg™, Ca'™) bulundugunda tutunmas: artar.
Mono ve disakkaritler tutunmay: arttirir, aminosekerler ise inhibe eder™.

Egan et al.'®” gpikal periodontitisi 60 kok kanal ornekli disi segici ortam
kullanarak incelemistir (25 kanal dolgulu, 35 tedavi edilmemis dis) ve hastanin
tukdroginde mantar varsa kok kanalinda mantar bulunmasi arasindaki iligkiyi
degerlendirmislerdir.

Akdeniz et al.*® yaptiklar1 calismada 20 ciiriiksiiz ve 13 ciiriiklii dislere sahip
olan saglikli cocuklarin tukirik érneklerinde candida bulunma sikligin arastirmiglardr.

169
al.

Rozkiewicz et yaptiklari caligmada gocuklar ve ergenlerden farenks,

supragingival plak ve ¢lrik lezyonlarinda C.albicans varlig: arastirilmistir.

2.8.5. Mantarlarin Dentinde K olonizasyonu
Dentin kolonizasyonu kok kanal sigeminin enfeksiyonu sirasinda onemli bir
asamadir ve endodontik mikroorganizmalarin yer ve besin savasinda daha avantajli hale

gelmesini saglamaktadir. Ayrica dentinal tubullere invazyon mikroorganizmalar: kanal
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tedavis sirasinda yapilan islemlerden koruyarak kalici enfeksiyonlarin olusmasinda
Onemli bir asama haline getirebilmektedir. Mayalar ortalama 1-6 pm ¢apinda, hifalar ise
1,9-2,6 pum capindadir. Bu boyutlara gore mantarlar dentin tubullerine penetre
olabilmektedir'. Periapikal lezyonlailiskili dentin tibulleri ve enfekte kok kanallarinda
bakteri ve fungi varligi Sen et a.*® tarafindan SEM kullanilarak bulunmustur. Bu
arastirmacilar, kok kanallarinin ovoid ve hifal formlarda mantarlarla siddetli bir sekilde
enfekte oldugunu bulmuslardir. Farkl: bir calismada Sen et al.*® C.albicans in bilyiime
paternlerini dogal ve kimyasa olarak modifiye edilen dis sert dokularinda
arastirmiglardir. Mantar hticreleri EDTA ve NaOCl! ile tedavi edilmis veya edilmemis
mine, sement ve dentine tutunma ve lreme yetenegindedir. Siqueira et al.*"* radikiler
dentin kolonizasyonunu arastirdiginda 5 gesit mantar bulmustur. C.albicans, C.glabrata,
C.guillermondii, C.parapsilosis ve S.cerevisize dir. C.albicans dentin enfeksiyonunda
farkli paternlere sahiptirler. Bazi 6rneklerde dentinal ylizeyin kolonizasyonu azdir ve
dentin tubtllerine penetrasyon yoktur. Bagka 6rneklerde ise kok kanal duvarlarimn bazi
bolgeleri buytk kolonili mantar hiicreleriyle kaplidir.

Son zamanlarda C.albicans ve E.faecalisin insan dentinine penetrasyonu in

172 Dentin disklerine penetrasyonun hem makroskopik

vitro olarak calisilmstir
incelemesi hem de dentin tubtillerindeki mikroorganizmalarin mikroskopik incelemesi
yapilmigtir. Dentin tubtllerinde C.albicans in gelisimi E.faecalis le karsilastirildiginda
daha azdir. Ama her iki organizmanin 2 mm kalinliktaki insan dentin diskine
penetrasyon yetenegi vardir. C.albicans hticrelerinin dentin tizerinde tremelerinin SEM

gorunttisi Sekil 2.9' da gosterilmektedir.
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Sekil 2.9: C.albicans hiicrelerinin dentin Uzerinde Uremelerinin SEM gorintisil, A, Blastosporlar, B,
Blastosporlarin ve hiicrenin germ tiip olusumunu gostermesi (ok)™.

Nektotik pulpa yizeyi ve komsu dentin, zorlu ekolojik sartlara ragmen, Candida
enfeksiyonunun gelismesi icin gerekli olan ortam saglamaktadir. Diger bir taraftan
tutunma, hifa olusumu, penetrasyon icin yakin temas, proteaz sekresyonu ve fenotipik
switching gibi virdlans faktorleri patojen olabilmesi icin gereklidir. C.albicansin
dentine ve biofilme tutunmas: antimikrobial ajanlara direncini artirir ve penetrasyon
kapasitesi thigmotropism gibi pleomorfik buytime tiplerine baglidir.

Eger dentinde smear tabaka mevcutsa, farkli Candida formlarimn kalin bir
biofilm tabakasinda bulunduklar: g(‘jsterilmistirlo. Buna karsin, smear tabakas yoksa
biofilm yoktur ama aym koloniler vardir. Baska bir calismada Sen et al.'”® smear
tabakasinin varliginin C.albicans in dentine adezyonunu artirdigimi saptamustir. Artmis
adezyonun, dentinin organik yapisinin disintegrasyonunun elde edilmesine ve gelisim
ve adezyon kaynagi olarak Ca iyonlarimin varhigina bagli oldugu hipotezi ortaya
atilmistir.  In  vitroda penetrasyonun az olmasimin nedeni smear tabakasinmin
uzaklastirilmas: olabilmektedir.
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2.8.6. Mantarlarin izolasyonu

Mantarlar agiz enfeksiyonlarindaki en genel maya tirleridir ve kiltir ve
izolasyonu kolaydir. Mayaarin endodontik enfeksiyonlardaki  mikrobiyolojik
orneklerde gbzden kagmasimin nedenleri bulunmaktadir. Bunlardan en onemlisi,
bakterilerle karsilastirildiginda koloni olusturan Unite sayisimn dustk olmasidir®.
Pecuilene et al.**? mantarlarin cogu 6rnekte toplam kiiltive edilen floranin %1’ inden az
oldugu rapor etmistir.

Klinik laboratuarlarda saf kultirden hazirlanan koloniler seri diltsyonlardan
sonra genellikle 5-50 koloni olusturma birimi (cfu) petrilerden genellikle secilmektedir.
Orijina Ornekte bulunmasina ragmen, mantar kolonileri kultdr igin kullanidan petrilerde
uzun stire bulunmamaktadir. Buna ek olarak, secici olmayan ortamda mantarlarin koloni
morfolojileri hava ve diger kaynaklarin kontaminantlarina benzeyen koloni
morfolojilerinden dolay1 g6z ard: edilmektedir.

Mantarlar birincil izolasyon igin secici ortam kullanilarak endodontik
orneklerden izole edilebilmektedir. Mantarlar bakterilere gore yiksek pH'a
dayaniklidirlar ve bu yuzden mantarlarin izolasyonunda gesitli segici ortamlar
bulunmaktadir. Sabora agar1 agiz mantarlarinin izolasyonunda siklikla kullanilan bir
ortamdir. Ortamun pH’1 hafif asidiktir (pH=5.6), bdylece mantarlarin ve asidurik
organizmalarin buylimesine izin verir ama ¢ogu bakteriyi engeller. pH hidroklorik asit
eklemesiyle 3-4'e dusgurulUr, boylece asidurik bakterilerin buyiimes engellenir. Sabora
agarinin degisik formlar: ticari olarak bulunmaktadir. Sabora dekstroz agar (SDA) agiz
mantarlarinin izolasyonununda en sik kullanilan agardir®.

Bakteriyel blyume kloramfenikol, streptomycin, novobiocin, penisilin ve diger
antibiyotiklerin eklenmesiyle 6nlenebilir ama endodontik enfeksiyonlardan mantarlarin
etkili izolasyonu icin gerekli degildir. Bununla birlikte dilie edilmemis o6rnekten
olabildigince petriye koymak oOnemlidir bdylece cfu'nun toplam dusiik olsa bile

mantarlarin bulunmas: garanti ol maktadir®.

2.8.7. Mantarlarin Tammlanmas

Mantar kolonileri genellikle beyaz ve saridir, tipik olarak bakteri kolonilerinden
2-3 kat daha buyuktar. Stafilokok goruntusindedirler, ama koloni yuzeyi genellikle
stafilokoklardan daha kurudur. izole edilen koloniler; pozitif katalaz testi veya faz
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kontrast mikroskopisnde tipik hicresel morfolojisiyle agiz mantarlari olarak
tarimlanmaktadir®.

Gram boyama sonucunda Gr pozitif ve hicre 6l¢imi 2,5-5 mikrometre olmasi
ag1iz mantarlarimn tammlanmasim saglar. Mantarlar bakterilere (0,3-0,7) gore ok
blyuktir bu da birincil tammlamay: dogrular. C.albicans, agiz enfeksiyonlarinda ve
endodontik enfeksiyonlarda en sik gorulen mantardir ve birincil tammlamadan sonra
germ tiip deneyiyle tammlanmaktadir®.

Rutin laboratuar calismalarinda, agiz mantarlar: ticari olarak bulunabilen
identifikasyon kitleri kullamlarak tammlanabilmektedir. Bu kitlerdeki bireysel testler;
cesitli  karbonhidratlari ve glukozidaz ve aminopeptidaz enzimlerinin Uretiminin
fermentasyonunu ve/veya assimilasyonunu 0lgebilmektedir. Candida turt ve diger agiz
mantarlarinin simiflandiriimasi bu test sistemleriyle tammlanabilmektedir.

Bircok olguda fenotipik karakter agiz mantarlarinin tammlamasinda etkili ve
degerli bir metottur. Buna ek olarak, bazen DNA analizlerine dayali olan metotlarin
kullanimi gerekmektedir. Bu sayede mantar gesitleri ve tirleri arasinda farklilik ortaya
cikmaktadir. Arbitrarily primed PCR, tur-spesifik DNA probes ve Real-time Lightcycler
PCR kullammu gibi metotlar buna dahildir.

2.8.8. Periradikuler Mantar Enfeksiyonlari

Periapikal aktinomikozis, bakterilerin kok kanal sisteminden periapikal aana
ciktigi endodontik enfeksiyondur. Cok farkli actinomyces turleri bu lezyonlarin
bakteriyel makrokolonilerinden izole edilmistir®®>. Bazi bakteriler periapikal
aktinomikozla iligkilidir ama bilinmemektedir, ¢iinkii endodontik tedavi sirasinda veya
gercek aktinomikoza benzer enfeksiyonlarda disari cikan bakteri kolonileridir®.

Apikal periodontitisli diglerin periapikal dokularinda mantar bulunmasiyla ilgili
sinirl1 bilgi bulunmaktadir. Nair et a.” 9 tedaviye direncli ve asemptomatik insan
periapikal lezyonunu 151k ve elektron mikroskopis kullanarak analiz etmistir. Bu
calismada etkilenen dislerin cerrahi tedavisi sirasinda cikarilan blok biopsler
kullandmagtir. Cerrahi gereken vakalar 4-10 yil dnce endodontik tedavi yaptiran bittn
vakalarin %10 nunu olusturmaktadir. Dokuz biopsinin 6'sinda apikal kok kanalinda

mikroorganizma varligina rastlanmistir. DOrt tanesi 1 veya daha fazla gesitte bakteri
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icermektedir ve 2 tanesinde mantar bulunmaktadir. Bununla birlikte, bu
mikroorganizma kolonilerine periapikal alanda rastlanmamustir.

Diger 2 calismada apika periodontitisli kok kanalinda bulunan mikroorganizma
morfotiplerini karakterize etmede SEM kullanilmistir'®®*™, Kok kanalinda cok sayida
bakteri bulunmasina ragmen sadece 1 Ornekte apikal foramene yakin bir mesafede
disariya bakteri ¢cikmigtir. Mantar benzeri hiicreler kok kanalimin disinda gorilmemistir
ama 1 6rnekte mantar benzeri huicreler kok kanalinin orta ¢l tistinde bulunmustur.

Periapikal alanda yasayan dokulardan yanlig-pozitif sonuglar; Kkarst
resksiyonlardan, spesifik primerlerden, cekim veya Siqueira ve Lopes™™in sundugu
periapikal cerrahi islemleri srasinda kontaminasyona ugramasindan dolay
olabilmektedir. Perigpika alandan alinan 6rnegin kontaminasyonuna yol acan etkenler;
diseti olugu (intrasulcular insizyon), yapisik diseti, mukoza (submarjina flep), fisttl ve
kanal iceriklerinin periapikal aanin igine operasyon sirasinda ters basingtan dolay:
itilmesi olabilmektedir.

2.9. Antibiyotiklerin E.faecalis e Etkis

Yillardir tip ve dis hekimliginde sistemik ve topika antibiyotikler
kullanilmaktadir. Kok kanalinda kan dolasiminin bulunmamasi, endodontik
enfeksiyonlarin tedavisinde sisgemik antibiyotik kullammin etkisiz kilmaktadir.
Bununla birlikte kok kanallarinda bulunan mikroorganizma tdrlerinin  direncleri
onemlidir cunkii bu tirler viicudun diger bélgelerinde rezervuar olusturmaktadir®.
Ayrica enterokoklar bakteriyel endokarditin dnemli bir etkeni oldugu igin endodontik
enterokoklarin antibiyotik duyarlihig: ilgi uyandirmistir*?’.

Abott et al.'”™ a gore kronik alveoler enfeksiyonlar kan destegine sahip olmayan
pulpasiz disler ve lezyonlarla iligkilidir. Bu yuzden antibiyotigin sistemik etkis ve kdk
kanalina ulasan az konsantrasyonu faydasizdir. Lokal antibiyotigin sistemik kullamma
gore iyi yam sistemik sonuglarin ve komplikasyonlarin Onlenmesi ve yuksek
konsantrasyonlarin kullanilabilmesidir'”. Kok kanal tedavis sirasinda uygulanan cogu
antimikrobia ajan, kimyasal antiseptikler veya antibiyotiklerdir. Ay arastirmacilar
kimyasal antiseptiklerin etkili antimikrobial ajan oldugunu ama ayn: zamanda memeli
hiicrelerini de aym konsantrasyonda oldurebilecegini rapor etmistir. Bununla birlikte,

antibiyotiklerin memeli huicrelerine etkili konsantrasyonlarda bile az toksik oldugunu ve



bunlarin irrigasyon soltisyonu gibi kisa siireli kullammlar icin uygun olmadigin ¢uinki
etkinliklerini hiicre yenileme siklusu sirasinda gosterdikleri bilinmektedir'””.

Cogu enterokok, beta laktamlar (sefalosporinler ve semisentetik penisilinaz
direncli penisilinler), klindamisin, aminoglikozidler ve fluoroguinolenlarin dusik
konsantrasyonlart dahil ¢esitli antimikrobiyallere intrinsik veya dogal olarak
direnlidirler*®’.

Doga olarak ampisilin ve vankomisine duyarlidir ama etkisine maruz kalincabu
antibiyotiklere direng gelistirebilmektedir. Tetrasiklinlere, makrolidlere, gilkopeptidlere
(vankomisin ve teicoplanin), kloramfenikol ve aminoglikozidler gibi B-laktamlarin
yiiksek konsantrasyonlarina direng gelistirme  yetenegindedir'?’.  E.faecalisin
antibiyotiklere duyarlilig1 cogu arastirmada calisilmistir ve sonuglar geliskilidir ve farkl
minimum inhibitdr konsantrasyon (MIC) degerleriyle sonuglanmaktadir'™.

Pinheiro et a.'™ yaptiklann calismada E.faecalis %45.8 oraminda ikincil
enfeksiyonlu dislerden elde edilmistir ve bu izolatlarin benzilpenisilin, amoksisilin ve
amoksisilin-klavulonik aside duyarliliklar: arastirilmistir.

Reynaud et al.*®

yaptiklar1 ¢aligmada 23 Litvanya1 ve 36 Finlandiyali hastamn
apikal periodontitisli kok kanal dolgulu dislerinden elde edilen izolatlarin penisilin,
ampisilin ve vankomisine duyarliliklar: arastirilmistir.

Hoelscher et al.'™® yaptiklar calismada amoksisilin, penisilin, klindamisin,
metronidazol, doksisiklini toz halinde hazirlamis ve Kerr EWT patina belirli oranda

eklemistir ve E.faecalis e etkisini degerlendirmislerdir.

2.10. Antimikrobiyal M edikamentlerin E.faecalis e Etkis

Hidrojen peroksit (H-O,) dezenfeksiyon ve sterilizasyon igin siklikla kullanilan
bir biosiddir'®. Siqueira et al.’® NaOC| ve H,O, soliisyonlarinin birlesiminin ex vivo
olarak E.faecalis le kontamine edilen kdk kanallarinda yal mz basina NaOCI’ e gbre daha
etkili oldugunu bulmuslardir.

CHX glukonat antimikrobiyal 6zelliklerinden, disuk toksisitesinden dolay: uzun
suredir dis hekimliginde kullamImaktadir. CHX’ in avantajlarina ragmen, aktivitesi pH’a
baglidir ve organik madde bulundugu zaman etkinligi azalmaktadir'®®. Genis bir
antimikrobiyal spektruma sahiptir ve Gr pozitif ve Gr negatif bakterilere ve mantarlara
kars: etkilidir'*.
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Heling& Chandler™® irrigant kombinasyonlarinin (%3 H;O,, CHX ve NaOCl) in
vitro olarak dentin tubdllerinin icinde bulunan E.faecalise karst antimikrobiyal
etkinligini degerlendirmiglerdir. CHX’nin antibakteriyel etkisinin daha ¢ok oldugu
gosterilmistir.

Porteiner et a.'® sgir serum abumininin  CHX’in toplam aktivitesini
kaybetmesine neden oldugunu saptamislardir. Bu albumin gibi proteinden zengin
iltihabi eksudamin apikal foramenden kok kanalina dogru girisi CHX’ nin antibakteriyel
aktivitesini zayiflatabilecegini gostermektedir.

Gomes et a.*® CHX ve NaOCI soliisyonlarinin enterokoklar tizerine etkilerinin
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farkliliklarin ortaya koymuslardir. Bu ¢alismanin sonuglart Oncag— et d. ve Vianna et

al." calismalarinin sonuglarina benzemektedir.

MTAD doksisiklin, ditrik asit ve Tween-80 deterjam igermektedir.
Shabahang& Torabingjad™®® gekilmis insan dislerinde E.faecalis veya tiikiirikle
kontamine edilen kok kanallarinda MTAD’nin iyi bir antibakteriyel aktiviteye sahip
oldugunu bulmuslardir. Bu galismada %1.3 NaOCI irrigasyonu ve MTAD ile final
tedavi kombinasyonunun insan disinin sement ve dentin 6rneklerinden E.faecalis'i
elimine ettigi bulunmustur.

Dentin gegirgenliginin artmasi ve kok dentini ile kok kanal dolgusu arasindaki
sizintidaki azalma, smear tabakasimn EDTA’nin yardimiyla uzaklastiriimasiyla
saglanmaktadir ve buna ek olarak fazla sayida lateral kanal tikamak da mimkin
olmaktadir. EDTA, kok dentinin gegirgenliginde artist ve endodontik aletlerin
aktivitesinin artmasim saglamaktadir. EDTA az bir antibakteriyel etkiye sahiptir, ama
smear tabakasinin inorganik kismint uzaklastirarak diger irrigantlarin dentin tubdllerine

girisine yardim etmektedir'®®

. %10'luk dtrik asit solisyonu EDTA gibi smear
tabakasini kaldirir ve E.faecalis e az bir etkis vardir.

E.faecalis'i elimine etmede etkili olan diger irrigantlar ozonlanmis su ve stanfz
floriddir'®®. Ozonlanmis su %2.5'luk NaOCI’le ayni antimikrobial etkiyi gostermistir.
Stanz florid E.faecalis e gére daha yiiksek bir antimikrobial etkiye sahiptir'®.

Ca(OH), bugunlerde kullanllan en popller pansuman materyalidir ve
E.faecalis e kars: etkinligi tartisma konusudur'®*1921%3 CHX antibakteriyel potansiyeli

ve kolay uygulama 6zelliginden dolay: pansuman materyali olarak kullamlimaktadir.
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Siren et al.’® E.faecalis le enfekte edilen dentin bloklarinda, Ca(OH), patinin
%0.5 CHX veya %2/4 lodine potasyum iodid soltisyonlaryla karisiminin dezenfeksiyon
etkisini arastirmuslardir'®.

Sukawat et al.®™ caismalarinda Ca(OH), ile kamfore edilmis
paramonoklorofenoliin karistmimin dentin tubdlleri igerisinde bulunan E.faecalis'i
tamamuyla yok ettigini saptamislardir. %38 iodoform igeren silikon-yag esasli Ca(OH).
olan Metapex, E.faecalisle enfekte dentin tubillerini Ca(OH),'e gore daha etkili
dezenfekte etmektedir'®®. Ca(OH), patina kalayli fluorid eklenmesi yalmiz basina
Ca(OH), patina gore daha etkilidir.

Solusyonlarda ve pat karigimlarinda tespit edilen mikroorganizmanin antibiyotik
duyarhiligindaki olusan farkliliklar, degisik E.faecalis turlerine, tedavi protokollerine ve
endodontik enfeksiyonun dogasina dayanmaktadr.

Bu calismada kok kanallarinda E.faecalis bulunma sikligi PCR ve Kdaltir
yontemi ile arastirilmasi ve elde edilecek olan izolatlarin antibiyotiklere ve

antimikrobiyallere duyarliliklarinin arastirilmasi hedeflenmistir.

2.11. Antifungallerin C.albicansa Etkis

Kok kanal enfeksiyonunda lokal antibiyotik ajanlarin kullammina yillar boyunca
ilgi duyulmustur. Bununla birlikte, antibiyotik karigimlarimn tamamen dentini
dezenfekte ettigi veya daha yuksek basar1 orant gosterdigine dair bilgi yoktur ve lokal
antimikotik maddelerin geleneksel lokal dezenfeksiyon ganlarindan daha iyi sonug
verdiginin ddili yoktur®. 1950'lerden 1970’lere kadar enfekte kok kanallarinin
tedavisinde antibiyotikli preparatlar kullamlmistir. Cogu antibiyotikli pat nistatin veya
sodyum kaprilat gibi antifungal ajanlar: icermektedir™®.

Waltimo et al. inat¢i1 apikal periodontitidi ve marjinal periodontitidi diglerden
C.albicans turtinuin 5 farkli antifungal ajana (amfoterisin-B, fluorocytosine, flukanozol,
mikonazol ve klotrimazol) kars: direncini karsilastirmuslardir™.

Ates et al.'* yaptiklari calismada C.albicans'in 2 Klinik agiz ici izolati ve bir
standart tori calismaya dahil edilmistir. Test sollisyonlari olarak EDTA,
etilenglikoltetraasetik asit (EGTA), sodyum florid (NaF), titanyum tetraflorid, nistatin
ve ketokanozol kullanilmistir.  Soldsyonlarin - MIC  ve minimum fungisida

konsantrasyonlar: saptanmustir.
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Sen et al."¥ yaptiklar calismada yukardaki calismadaki gibi C.albicans'in 2
klinik agiz ici izolat1 ve bir standart tirt ¢calismaya dahil edilmistir. Test sollisyonlar:
olarak NaOCl, EDTA, CHX, hexetidine, benzalkonium chloride, povidone- iodine,
nistatin ve ketokanozol kullamlmistir. Bu solUsyonlarin antifungal etkilerine karar

vermek icin agar dif izyon metodu kullanmlmgtir.

2.12. Antimikrobiyal M edikamentlerin C.albicans a Etkis

Antimikrobiyal medikamentlerden biri olan NaOCl, %0.5'den %5.25 kadar
degisen konsantrasyonlarda kullamimaktadir. Gucll bir antimikrobiyal ajandir ve pulpa
artiklarim ve dentinin organik igeriklerini etkili bir sekilde ¢ozmektedir. %0.5-%5.25
konsantrasyonlarda tamponlanmamis soltisyon olarak kullanildiginda pH 11, bikarbonat
ile tamponlandiginda pH 9'dur.'® iyot preparasyonlarr NaOCl ile birlikte
kullanlldiginda mantarlara kars1 ek bir etki gdstermez ¢linki ayni aktiviteye sahiptir.
Buna ek olarak, iodine disleri boyar ve potansiyel olarak allerjiktir.

Waltimo et a.* ve Viana et al.**® %0.5 ve %5 NaOC| solusyonunun mantarlar
Uzerine olan antimikrobiyal etkisini degerlendirmislerdir.

Sen et al.**® 9%0.12 CHX, %1 NaOCI ve %5 NaOCI’ iin antifungal 6zelliklerini
arastirmiglar. Ayni arastirmacilar, EDTA'min C.albicans Uzerine antifungal etkisini
diger dezenfektanlarla kiyaslamigtir. Smith ve Wayman, sitrik asit ve NaOCI' in
antimikrobiyal etkinligini arastirmislardir®®. Ferguson et a.*® NaOCI, hidrojen peroksit
ve CHX diglukonatin C.albicans a etkisini degerlendirmislerdir.

EDTA kanal tedavisinde en sik kullamilan selatordir ve dentinin inorganik
icerigini eriterek smear tabakasin ortadan kaldirir®, EDTA’ min antimikrobial etkinligi
tarif edilmistir ama gunimuzde direkt temas testinde, diger endodontik irrigantlarla
karsilastirildiginda mantarlar: 6ldiirme yetenegi tam olarak bilinmemektedir®.

EDTA'mn 2 yolla antifungal aktivite gosterdigi  bulunmustur™.
Antikolonizasyon 0zelligiyle C.albicans'in adeziv 0Ozelligini azaltmaktadir, buyime
engelleyici Ozelligiyle C.albicansin Ca ihtiyactm hem hicre duvarindan hem de
ortamdan uzaklastirarak, metabolik aktivitesini ve patojenitesini azaltarak etki
etmektedir.

CHX 1962’ den beri dis hekimliginde antibakteriyel ajan olarak kullaniimaktadir.

CHX genellikle antiseptik Urinlerde en sik kullanilan biosiddir. CHX hiicre duvarina

48



veya en dis membrandan bakterinin sitoplazmasina veya daha alt membramina veya
mantarin plazma membranindan iceri girme yetenegine sahiptir. CHX'nin yiksek
konsantrasyonlar: hiicreler arasi iceriklerin koagiilasyonuna neden olmaktadir'®.

Ca(OH)y'in etkili sivi dezenfektanlarla birlesimi gelismis bir pansuman
saglamaktadir. Bu artan antimikrobia  spektrum C.albicans gibi  inatg
mikroorganizmalara etki etmektedir'®!. Ca(OH),'in NaOCl veya CHX soliisyonlariyla
birlesimi sivi Ca(OH), suspansiyonlarinin alkalin kapasitesini strdirmektedir ve dentin
tubillerini dezenfekte etme etkinligini artirmaktadir®.

Siquiera et a.'"" in vitro olarak C.albicans ile enfekte edilen sigir dentininde 4
kanal i¢i medikamentin etkinligini degerlendirmislerdir. Bunlar Ca(OH),/CPMC/G patt,
CHX/Cinko oksit pat1, Ca(OH)./G pat1 ve Ca(OH),/CHX patidir.

Waltimo et al.?®> 7 C.albicans tiriiniin iodin potasyum iodid, CHX asetat,
NaOCl ve Ca(OH)," e kars1 duyarliliginit degerlendirmislerdir.

Bu calismada kok kanallarinda C.albicans bulunma sikligt PCR ve Kdaltir
yontemi ile arastinlmast ve elde edilecek olan izolatlarin antimikotiklere ve

antimikrobiyallere duyarliliklarinin arastiriimasi hedeflenmistir.
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3. GEREC ve YONTEM

Bu caisma Cukurova Universitess Dis Hekimligi Faklltes Etik Kurulu
tarafindan onaylandi. Calismaya katilan tim hastalar tedavinin ilk seansinda Hasta
Onam formunu okudu ve imzalagh.

Hastalar Cukurova Universitesi Dis Hastaliklan ve Tedavis Ana Bilimdal:
klinigine kok kanal tedavisi yaptirmak igin bagvuran kisiler arasindan secildi. Bu
calismada 117 birincil enfeksiyonlu (nekrotik pulpali) dise sahip 100 hasta ve 114
ikincil enfeksiyonlu (apikal periodontitisli ve eski kanal tedavili) dise sahip 70 hastanin
kok kanalarindan ve tukuruginden tek arastirici tarafindan mikrobiyolojik inceleme
icin ornekler alindi. Komplike sistemik hastaliklar1 olan, hemen tedavi Oncesi
antibiyotik kullanmis olan, agiz ortamina agik pulpa odasina sahip olan, rubber-dam
takilmast mimkin olmayan ve ikincil enfeksiyonlu dislerde eski kok kanal tedavisi
sokllemeyen ve tedavi sirecine uyum gostermeyen hastalar ¢calismaya dahil edilmedi.
Biitiin hastalardan calisma 6ncesi radyograflar aindi ve PAI?® indeksine gore
siniflandirildi. PAI indeksinin kullamm igin arastirmacimin kendi kararlari iginde
kalibrasyonu yapildi. PAl indeksi toplam 5 skor icermektedir. Bu skorlar:

1. Periapikal dokular normal

2. Kemik yapisinda ¢cok az miktarda degisiklik var

3. Kemik yapisinda minera kaybu ile gorlen degisiklikler var

4. Iyi tammlanabilen radyolusent alanlar gbzlenebilen apikal periodontitis var

5. Cok genis radyolusent alanlar gosteren yaygin apikal periodontitis var.

Ayrica hastalarin yasi, cinsiyeti, disin lokalizasyonu, semptom ve fistll varlig
kaydedildi. Calismaya dahil edilen hastalara ait tamsal faktorler cizelge 3.1 de
gosterildi.
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Cizdge 3.1: Tarsal faktorler

Tamsal faktorler Birincil Enfeksiyon Tkincil Enfeksiyon
(n:100 hasta, 117 dis) (n:70 hasta, 114 dis)

n % n %
Yas <45 62 62 55 79
>45 38 38 15 22
Cingyet Erkek 39 39 24 34
Kadin 61 61 46 66
Disin yeri Maxilla 80 68 65 57
Mandibula 37 32 49 43
Anterior 99 80 59 52
Posterior 23 20 55 48
Semptom  Var 55 47 48 42
Y ok 62 53 66 58
PAI <2 22 18 33 29
>3 95 82 81 71
Fistdl Var 29 23 20 18
Y ok 88 77 99 82

3.1. Tukrukten Ornek Alinmas

Calismaya katilan tim hastalarin tedavileri baslamadan dnce steril kurutma
kagitlar: dil altinda 2 dakika bekletilerek tukirik ornekleri alinci. Ornekler Kultur
yontemi igin thioglukolatli buyyona ve PCR yontemi icin TE buffera aktarildi. DNA
ekstraksiyonu yapilana kadar -20 °C’ de sakland:.

3.2. K6k Kanalindan Ornek Ahinmas

Tedavi edilecek dis pomza ve lastikle temizlendikten sonra rubber dam
yerlestirildi. Rubber dam’in sizintissmt 6nlemek igin klemp ve dis gevresine diseti
bariyeri sirildi ve UV 1sikla sertlestirildi. Dis ve rubberdam Moller tarafindan
tamimlanan metod®* ile %30 hidrojen peroksit, %5 NaOCI ile silindi. Steril frezler ile
pulpa odast agildiktan sonra giris kavitesi ve rubber dam %5 NaOCI ile yeniden silindi
ve artik NaOCl, %5 sodyum tiosiilfatla inaktive edildi. Dekontaminasyon asamalarinin
etkinligini kontrol etmek icin, kok kanalina girmeden Once giris kavitesinden steril
pamukla alinan 6rnek thioglukolat besiyeri icerisine aktarildi.

Mikrobiyolojik inceleme igin drnekler, rontgen ve apeks bulucu ile belirlenen
kanal boyunda ucu kesilmis 15'lik K tipi steril kanal egesi yerlestirildi, 2 dakika
egeleme islemi yapildiktan sonra kanal egesi thioglukolat besyeri igerisine aktarildi.

Kok kanallar: steril serum fizyolojik (SF) ile nemlendirildi ve her disten her biri enaz 1
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dakika bekletilen 3 tane steril paper point ile 6rnekler alindi ve TE buffera aktarildi.
PCR ile Enterokok, E.faecalis ve C.albicans hedef dizilerinin tespiti icin TE bufferlar
DNA ekstraksiyonu yapilana kadar -20°C’ de saklandi.

Ikincil enfeksiyonlu hasta grubunda eski kanal dolgusu gates-glidden frezlerle,
doner Ni-Ti veya K-file egelerle herhangi bir kimyasal c¢ozict kullamimadan
uzaklastirild.

Cok kokli diglerde 6rnek eksudasyon bulunan kanaldan veya periapikal
radyolusensi gosteren kokten, diger kanallarin agz: steril pamuk peletlerle kapatildiktan
sonraaindi.

Ornek ama islemleri tamamlandiktan sonra hastalarin gogunda kok kanal
tedavileri bir hafta arayla 2 seangta yapildi. Sadece birincil enfeksiyonlu dislerde gpikal
rezeksiyon operasyonu gegirecek hastaann tedavileri tek seansda yapildi. Iki seansli
tedavilerde birinci seangta egeleme ve pansuman islemleri yapildiktan sonra disler en az
3 mm gegici dolgu maddes (Cavit, Espe Dental, Seefeld, Almanya) ile restore edildi.
Hastalara herhangi bir sistemik regete yazilmadh ancak agrilari olursa agri kesici
alabilecekleri sdylendi.

IIk randevudan bir hafta sonra hastalar kanal dolgusu icin ¢agrildi ve olusan
postoperatif agrimin dereces asagidaki parametrelere gore degerlendirildi.

1.Agr yok

2.Hafif agri: fark edilebilir fakat rahatsiz edici olmayan, agr1 kesici almaya
ihtiyag olmayan agri.

3.0Orta derecede agri: rahatsiz edici fakat dayanilabilir bir agri1 (eger agr1 kesici
kullanildiysa etkili).

4.Siddetli agri: dayanilmasi ¢ok guc ve agri kesiciler agriyr gegirmede etkisiz

Dordunci derecedeki agr tipi flare-up (alevienme) olarak kaydedildi.

Tum hastalarin kok kanal dolgulari guta perka ve AH plus pati ile lateral

kondenzasyon yontemi ile dolduruldu ve daimi restorasyonlar: yapild.

3.3. Orneklerin Kultr Yontemi ile Degerlendirilmesi

Mikroorganizmalarin izolasyonu amaci ile thioglukolatli buyyona alinan dil,
pamuk ve ege Ornekleri +4°C ve en geg iki saat icerisinde Cukurova Universitesi Tip
Fakiltesi Mikrobiyoloji Ana Bilimdal: laboratuarina ulastirildi. Ornekler 37 °C'de 24
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saat inkubasyona birakildi. Sterilizasyon isleminin kontroll icin alinan pamuk
orneklerinde Ureme olustugunda derilizasyon isleminin basarisizligindan dolayr o
ornekler calismadan cikartildi. Kok kanalindan kanal egesi ve dil atindan kurutma
kagitlar: ile ainan Orneklerde 24 saat sonunda Ureme gorilen sivi besiyerlerinden,
Enterokok turlerinin izolasyonu igin %7 koyun kanli agar besiyerine, C.albicans
izolasyonu icin de SDA besiyerine pasajlar yapildi. Ekim yapilan besiyerleri %5 CO,'li
amosferde 37 °C de 24 saat inkilbasyona birakildi. Inkiibasyon siires sonunda
besiyerlerinde treyen koloniler makroskopik ve mikroskopik morfolojik ozellikleri, %
6.5 NaCl tolerans testi, karbonhidrat fermentasyon Ozellikleri ve germ tup olusturma
Ozelliklerine gore tammlandi. Makroskopik ve mikroskopik morfolojik oOzellikleri,
katalaz aktivitesi ve tuz tolerans testi sonuglar: enterokok ile uyumlu olan izolatlar tip
tayini icin, 16S rRNA genindeki 310 bplik tip spesifik bolgeyi hedef alan primerlerin
kullanildig1 PCR yontemi ile amplifikasyon yapildi.

3.4. Kok Kanallarindan Elde Edilen E.faecalis ve C.albicans Izolatlarinin
Antibiyotik, Antimikotik ve Antimikrobiyallere Karsi Duyarhhklarinin
Olgtilmes

Hastalarin kok kanallarindan izole edilen 26 E.faecalis izolatimn 18'i (11
birincil enfeksiyonlu, 7 ikincil enfeksiyonlu dislerden) ve 30 C.albicans izolatimn 18'i
(12 birincil enfeksiyonlu, 6 ikincil enfeksiyonlu dislerden) calismaya dahil edildi. Bu
izolatlarin antibakteriyel (Vankomisin, Penisilin, Spiramisin, Kolitsin) ve antimikotik
(Amfoterisin B, Flukonazol, Ketokanozol, Nistatin) ganlar ve kanal igi irrigasyon
solusyonlart ve pansuman kombinasyonlarina karst duyarliliklarimin tespiti amaciyla
degerlendirmeye alindi. Bu izolatlar haftalik pasajlar yapilarak +4 °C’de buzdolabinda
saklandi.

E.faecalis olarak tammlanan suslarin Penisilin, Vankomisin, Kolistin ve
Spiramisine kars1 duyarliliklari; Mueller-Hinton agar (MHA) da agar diliisyon yontemi
ile, C.albicans olarak tanimlanan suslarin ise Amfoterisin B, Nigtatin, Ketokanozol ve
Flukonazole duyarliliklari ise SDA da agar dilusyon yontemiyle degerlendirildi.
E.faecalis ve C.albicans izolatlarinin, irrigasyon solisyonu olarak kullanilan %5
NaOCl, %2.5 NaOCl, %17 EDTA ve %2 CHX’e duyarliliklarin: tespiti igin strip
diftizyon yontemi; kanal i¢i pansuman olarak kullanilan G-Ca(OH),, SF-Ca(OH), ve
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CHX-Ca(OH), kombinasyonlarina duyarliliklarin tespiti icin de agar difiizyon yontemi
uyguland:. Bu ¢alismada kullanilan besiyerleri ve igerikleri gizelge 3.2 gosterilmektedir.

Cizelge 3.2: Calismada kullanilan besiyerleri veicerikleri

Thioglukolat buyyon Kanl agar bes yeri SDA MHA

Yeast ekstrakt 5 gr Blood agar base 40gr Sabouraud agar (Merck- MHA 136 gr (Merck Kat.
( Kat. No: CM 0055) Kat No 1.05438.0500) No 1.05437.0500)

260 gr

Casitone 15 gr Distile su 1000 ml Distile su 4000ml Distile su 4000 ml

Dekstroz 5 gr

NaCl 2,5 gr

L-sistin 0,5 gr

Sodiumthioglycolate 0,5gr

Agar 0,75¢gr

Rezasurine

(%1’ liksollisyon) 1ml

Distile su 1000 ml pH 7,2

3.4.1. E.faecalis izolasyonu ve Antibiyotik Duyar ihginin Tespiti

MHA antibiyotik duyarlilik testi icin kullamldi. Besiyeri agik otoklavda
homojen hale getirildi. Daha sonra steril mezir yardimi ile 250 ml’lik balonlara ayrild:
ve otoklavda 121 °C de 15 dakika steril edildi

Agar dillsyon testi igin 45 °C ye kadar sogumasi beklenen besi yerlerine, distile
su igerisinde dilue edilerek hazirlanan antibiyotikler Cizelge 3.3'de gOsterilen
konsantrasyonlarda ilave edilerek gesitli konsantrasyonlarda test besiyerleri hazirland.
Calismada tremenin pozitif kontrolt amact ile bir balondaki besiyerine antibiyotik ilave
edilmedi.

Cizelge 3.3: Calismada kullamlan antibiyotik konsantrasyonlar: ve antibiyotikler icin kullanilan solvent
vedilUentler.

Antibiyotik Vankomisin Penisilin Spiramisin Kolistin

(SIGMA V-2002) (Kristasil, (Rovamygcin (SIGMAC-4461)

BiLiM) tablet,
Eczacibas)

Solvent Distile su Digtilesu Digtilesu Distile su
DilUent Distile su Digtilesu Digtilesu Distile su
Konsantrasyonlart  0,1-0,5-1-2-4-16-  0,5-1-2-4-8-16 0,5-1-5-10-20 0,1-0,5-1-2-4

32 pg/ml ug/mi ug/mi ug/mi
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3.4.2. C.albicans Izolasyonu ve Antimikotik Duyar hihginin Tespiti

C.albicans izolasyonu ve antimikotik duyarliligimn tespiti igin ticari olarak
saglanan SDA besiyeri kullanildi. Besiyeri agik otoklavda homojen hale getirildi. Daha
sonra steril mezir yardimi ile 250 ml’lik balonlara ayrild: ve otoklavda 121 °C de 15
dakika steril edildi.

Agar dilusyon testi icin 45 °C ye kadar sogumasi beklenen bes yerlerine,
antibiyotikler (penisilin 1000000 U/It ve gentamisin 80 gr/lt) ilave edildi. Antimikotik
maddelerin stok soltsyonlar: Cizelge 3.4’ de gosterilen solvent ve dillentleri igerisinde
dilue edilerek hazirland: ve antimikotikler bu cizelgede gosterilen konsantrasyonlarda
ilave edilerek test besiyerleri hazirlandi. Calismada Uremenin kontroli amac ile bir

balondaki besiyerine antimikotik ilave edilmedi.

Cizelge 3.4: Caigmada kullamlan antimikotiklerin konsantrasyonlar1 ve antimikotikler icin kullanmlan
solvent ve diltentler.

Antimikotik AmfoterisinB Flukonazol K etokanozol Nistatin
(SIGMA, (Triflucan,PFiZER) (Ketoral,BILIM) (SIGMA,
A4888) N9767-5M U)

Solvent DMSO Sollisyon DMSO DMSO

DilUent % 0,85 NaCl % 0,85 NaCl % 0,85 NaCl % 0,85 NaCl

Konsatrasyonlart  0,25-0,5-1-2-4 8-16-32-64-128 0.5-8-16-32 pg/ml  0,25-0,5-1-2-4
pg/ml pg/ml pg/'ml

DMSO: Dimetil sulfoksit

3.5. Calismada Kullamilan Duyarhhk Testleri

3.5.1. Agar Diliisyon Yontemi

E.faecalis icin antibiyotik duyarlilik testleri; The Clinical and Laboratory
Standards Ingtitute (CLSI, M7-A7. 2006) onerilerine gore, agar dillisyon yontemi ile
yapildi. Calismada MHA besiyeri kullanildi. Antibiyotik duyarlilig: test edilecek olan,
klinik drneklerden izole ve identifiye edilmis E.faecalis suslarindan, ¢calismadan 24 saat
Once tek koloni alinarak, kanli agar besiyerine pasaj yapildi. Besiyeri 37 °C de bir gece
inkUbasyona birakildi ve inkiibasyon periyodu sonunda treyen taze koloniler galismada

kullanildi. Besiyerinin yiizeyinde treyen koloniler SF ile topland: ve 0,5 Mc Farland
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bulaniklik standardina esdeger yogunlukta bakteri slispansyonu elde edilecek sekilde
sulandirildi (Sekil 3.1).

Sekil 3.1: 0,5 Mc Farland bulamklik standardina esdeger yogunlukta hazirlanan bakteri slispansiyonlari

Daha 6nceden hazirlanan ve farkli konsantrasyonlarda antibiyotik iceren MHA
besiyerlerine, plak Uzerinde her izolat icin daha Onceden isaretlenmis alanlara,
hazirlanan bakteri stigpansiyonlarindan 5 pl miktarinda damlatilarak ekimler yapildi.
Plaklar bakterilerin absorbsiyonuna imkan saglamak Uzere oda i1sisinda 15 dakika
bekletildi. Ayrica Uremenin pozitif kontroll amaci ile her drnekten yine 5 ul aimnarak
antibiyotiksiz  MHA besiyerine damlatiimak sureti ile inokulasyonlar yapildi.
Besiyerleri 37°C de 24 saat inkiibe edildi.

Sekil 3.2: E.faecalis Gremesinin pozitif kontrolt icin her érnekten antibiyotiksiz MHA besiyerine yapilan
ekimlerin 37 °C de 24 saat inkiibasyon siiresinden sonra goriilen Uremeler
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Inkiibasyon siresinin sonunda farkli konsantrasyonlarda antibiyotik iceren
besiyerlerinde Uremeler, antibiyotiksiz MHA besiyerindeki tdreme (Sekil 3.2) ile
kiyadanarak semi-kantitatif olarak degerlendirildi. Uremenin tamamen engellendigi
konsantrasyonun bir tip énces MIC90 degeri olarak kabul edildi.

C.albicansicin de antimikotik duyarlilik testlerinde de farkli konsantrasyonlarda
bu yontem kullamldi (CLSI, M27-A). Test igin 6rneklerden izole edilen ve stoklanan
C.albicans suslarinin, SDA da Uretilen gecelik subkultirleri kullanildi. Inkiibasyon
sonunda SDA yuzeyinde treyen C.albicans kolonileri steril SF ile toplandi ve 0.5 Mc
Farland bulaniklik standardina esdeger yogunlukta siispansiyon elde edilecek sekilde
sulandirildi. Daha 6nceden hazirlanan ve farkli konsantrasyonlarda antimikotik igeren
SDA besyerlerinde, plak Uzerinde her izolat i¢in daha 6nceden isaretlenmis alanlara
hazilanan mikroorganizma slspansiyonarindan 5 pl miktarinda damlatilarak ekimler
yapildi. Plaklar mikroorganizmalarin absorbsiyonuna imkan saglamak Uzere oda
1sisinda 15 dakika bekletildi. Ayrica tremenin pozitif kontrol amaci ile her 6rnekten
yine 5 pul ainarak antimikotiksiz SDA besiyerine damlatiimak sureti ile inokil asyonlar
yapildi. Besiyerleri 37°C de 24 saat inkiibe edildi.

Sekil 3.3: C.albicans Uremesinin pozitif kontrol U i¢in her 6rnekten antimikotiksiz SDA besiyerine yapilan

ekimlerin 37 °C de 24 saat inkibasyon siresinden sonra gorilen Uremeler.

Inkiibasyon siiresinin sonunda farkli konsantrasyonlarda antimikotik iceren
besiyerlerinde Uremeler, antimikotiksiz SDA besiyerindeki treme (Sekil 3.3) ile
kiyadanarak semi-kantitatif olarak degerlendirildi. Uremenin tamamen engellendigi

konsantrasyonun bir tiip 6nces MIC90 degeri olarak kabul edildi.
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3.5.2. Strip Diflizyon Yontemi

Disk diflizyon testi, The Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
M2-A9. 2006) standartlarinda stripe modifiye edilerek yapildi.

Irrigasyon soltisyonlarimin antimikrobiyal etkinliklerinin degerlendirilmesinde
strip diftizyon testi kullanildi. Duyarlilik testi icin %5 NaOCl, %2,5 NaOCl, %17
EDTA ve %2 CHX irrigasyon solusyonlart kullanildi. Whatman-3 filtre kagitlart
0,5x4 cm ebadinda kesilip steril edildikten sonra irrigasyon sollsyonlar: igerisine
daldirildi. Stripler maksimum emis potansiyelleri dikkate alinarak 5 dakika dezenfektan
solusyonu icerisinde bekletildi. Daha sonra steril petri kutular: igerisinde 1-2 dakika
bekletilerek tzerilerindeki absorbe olmamis fazla sollisyonun uzaklastirilmas: saglandi.

Klinik 6rneklerden Uretilen test suslarinin Mc Farland 0.5 bulaniklik standardina
esdeger yogunlukta elde edilen slispansiyonlardan, daha dnce agar difflizyon testinde
belirtildigi gibi, hazirlanan ekuvyonlar E.faecalis suglari icin antibiyotiksz MHA
besiyerine, C.albicansicinde SDA besiyerine yuzeye strulerek ekilmistir. Ekim yapilan
besiyerleri odaisisinda 15 dakika bekletilerek mikroorganizmalarin yuzeye adezyonlar
saglandi ve daha sonra dezenfektan soltisyonu ile hazirlanan test stripleri besiyerlerine
radyal olarak yerlestirildi (Sekil 3.4). Uremenin pozitif kontroli icin SF igerisinde
bekletilen stripler negatif kontrol olarak kullanildi. Ettivde 37°C de 24 saat inkiibe
edilen besiyerlerinde olusan inhibisyon zonlar 6lguldi.

SF

%2.5 NaOCl %5 NaOCl

%17 EDTA %2 CHX

Sekil 3.4: Strip Diflizyon Testi
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3.5.3. Agar Diflizyon Yontemi

Kanal ici pansumanda kullamlan G-Ca(OH),, SF-Ca(OH), ve CHX-Ca(OH),'in
klinik izolatlar Gizerine antimikrobiyal ve antimikotik etkisini tespit icin agar diftizyon
yontemi uygulandh.

Antibiyotiksiz olarak hazirlanan MHA ve SDA plaklarinda steril bir pipet ile 5
cm araiklarla 6 mm capinda 5mm derinlikte 4 adet kuyucuk acildi. Daha 6nce
anlatilchgr gibi test edilecek mikroorganizmalarin SF igerisinde McFarland 0.5
bulaniklik standardina esdeger yogunlukta stispansiyon elde edilecek sekilde hazirlandi.
Hazirlanan bakteri stispansiyonlarint igeren tlplerin igerisine steril pamuklu ekiivyon
daldinlip iki dakika bekletildi. Daha sonra ekivyonlardan fazla slspansiyonu
uzaklastirmak icin tup civarinda rotasyonel hareketlerle bastirilarak ¢ikartildi. Bu
ekivyonlar MHA besiyeri yiizeyine sirtlerek test mikroorganizmalarinin ekim islemi
tamamlandi. C.albicans iceren tuplerden cikartilan ekivyonlarda SDA besiyeri
yuzeyine sirilerek mikroorganizmalarin besiyerine ekim islemi gerceklestirildi. Daha
sonra besiyerlerinde dnceden acilan her bir kuyucuga sirasi ile 140 ul (kuyucuklardan
tasmayacak sekilde) G-Ca(OH),, SF-Ca(OH), ve CHX-Ca(OH), patlar1 konuldu. Son
kuyucuga ise Gremenin pozitif kontrolt igin 140 pl SF konuldu (Sekil 3.5).

Sekil 3.5: Agar Diflizyon Testi

Ekim yapilan plaklar etivde 37°C de inkibe edildi. Besiyeri Uzerinde

kuyucuklarin etrafinda olusan inhibisyon zonlar1 1., 4. ve 7. giinlerde 6l¢uldu.
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3.6. Orneklerin PCR Yontemi ile Degerlendirilmes

Kok kanallarindan ve tukurikten TE buffera ainan ve -20 C'de saklanan klinik
orneklerdeki Enterokok, E.faecalis ve C.albicans suslarimn hizli tamst igin
in house-PCR yontemi uygulandh.

Klinik érneklerdeki hedef dizilerin spesifik primerler yardimi ile termal dongu
cihazinda (Applied Biosystem 2720 Terma Dongl Cihazi, SINGAPUR) in-vitro
sartlarda amplifikasyonu ve amplikonlarin spesifik DNA markerlar: ile birlikte agaroz-
jel’ de eektroforez sonucu olusan band buyukltklerine gore tespiti esasina dayali tam
metodu 3 asamada gerceklestirildi. Bunlar: Orneklerden DNA’mn ekstraksiyonu,

ekstrakte DNA’ min amplifikasyonu ve amplikonlarin agaroz-jelde goruntilenmesidir.

3.6.1. DNA Ekstraksiyonu

Bu calismada E.faecalis 97008 nolu sus ve C.albicans 90028 nolu sus Refik
Saydam Ulusal Tip Kuiltir Koleksiyonundan temin edildi ve pozitif kontrol olarak
kullanld.

Bu caligmada kok kanal orneklerinden ve tikurikten Enterokok, E.faecalis ve
C.albicans DNA'larinin ekstraksiyonu igin; QIAGEN QIA amp DNA Mini Kit (Lot
No: 11872534, Kat No: 51304 Qiagen Sciences, Maryland, 20874, USA) doku
ekstraksiyon kiti kullanildi. Uygulamada Uretici firmanin onerilerine sachk kalind.
Ekstraksiyon 8 basamakta tamamlandi. Bu asamalar;

1-Yaklagik 100 pl pellet ornekleri 1.5 ml’lik eppendorf tuplerine alindi. Bunlarin
Uzerlerine 180 pl ATL buffer ve 20 pl proteinaz K eklenip vortekslendi ve 56 °C de
kuru 1s blogunda (VMR Digital Heatblock, Kat No: 13259-062, USA) bir gece
bekletilerek lizis olmasi sagland: (Sekil 3.6).

Sekil 3.6: Kuru1si blogu
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2-Inklibasyondan sonra kapakta sivi kalmamasi icin 6rnek tupleri kisa siireli
santrif(j (Herolab Micro Cen 13 D, ALMANYA) edildi (Sekil 3.7).

Sekil 3.7: Herolab Micro Cen 13 D santrifijj cihazi

Daha sonra tiplere 200 ul AL buffer eklenip 15 saniye pulse vortex yapild,
vortex sonrasi tpler 70 °C de 10 dakika bekletildi, stire sonunda tiipler tekrar kisa siireli
santrifdj edildi.

3-Daha sonra tiplere 200 pl % 96 etanol eklenip 15 saniye pulse vortex yapildi,
sonrakisa stireli santrifdj edildi.

4-Ornek tlplerindeki son karistm 2 ml’ lik toplama tlpl icindeki QIA amp spin
kolonlara kenarlarimi 1slatmadan bosaltildi ve 6000 x G'de 1 dakika santriftj edildi.
Spin kolon yeni bir toplama tipune aktarildi, i¢i sivi dolu olan alttaki toplama tlpt
atild.

5-Filtrenin Uzerine kenarlarimt 1slatmadan 500 pul AW1 yikama soltsyonu
eklendi ve daha sonra bu tipler 6000 x G'de 1 dakika santrifijj edildi. Spin kolon yeni
bir toplama tliptine aktarild, igi sivi dolu olan tip atildi.

6-Tup icerisindeki filtrenin Gizerine kenarlarin 1slatmadan 500 pl AW2 yikama
soltusyonu eklendi 20000 x G’ de 3 dakika santrifij edildi. Spin kolon 1,5 ml’lik yeni bir
eppendorf tlpune aktarildi.

7-Uzerine 200 pl AE buffer eklendi ve oda isisinda 1 dakika bekletildi, 6000 x
G'de 1 dakika santrifij edildi. Spin kolon atilmig ve tipteki sivi kalip DNA olarak
kullanld.
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8-Ekstrakte edilmis DNA iceren tipler, spektrofotometrede (Che Bios Optimum-
One, UV-Vis Spektrofotometre, ITALYA) 260 nm dalga boyunda DNA yogunlugu
yonunden incelendi (Sekil 3.8) ve >3ug/ml yogunluktaki drnekler amplifikasyon igin
-20 °C’ de saklandh.

Sekil 3.8: Che Bios Optimum-One, UV-VIS Spektrofotometre

3.6.2. Amplifikasyon

3.6.2.1. Enterokok Genusu Amplifikasyonu

Enterokok genusunun genomunda yer alan konservatif ve spesifik tuf genine ait,
112 bp uzunlugundaki gen bolgesinin amplifikasyonu hedeflendi. Amplifikasyon igin
F:5 ‘TAC TGA CAA ACC ATT CAT GAT G 3 ve R5'AAC TTC GTC ACC AAC
GCG AAC 3’ primer (SIGMA, ALMANY A) kullanildh.

Amplifikasyon 10 mM Tris-HCI [pH 8.3], 50 mM KClI, 1.5 mM MgCl,, her bir
dNTP den 200 puM, her bir primerden 25 pmol, 2.5 U Tag polymerase ve 5 pl kalip
DNA igeren toplam 50 pl PCR karisiminda gergeklestirildi. Ornekler terma dongii
cihazina yerlestirildi (Sekil 3.9).

Sekil 3.9: Applied Biosystem 2720 Terma Dongu Cihazi
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Amplifikasyon asamalar: 95°C’de 15 dakika 6n denaturasyon isleminden sonra
35 siklus cizelge 3.5deki gibi 1s1 ve zaman ayarlarinda denaturasyon, baglanma ve
uzama asamalarin: iceren siklus tekrarland:, son siklustan sonra 72°C’ de 5 dakika - son

uzama ile amplifikasyon islemi tamamland.

Cizelge 3.5: PCR sartlarinda kullanmlan oligonikleotid primer ciftleri

Parametreler Enterokok E.faecalis C.albicans
Sequence (5- 3')° TAC TGA CAA ACC GTT TAT GCC GCA GCC GGT GAC GAC
ATT CATGAT G TGG CAT AAGAG GCT CCA AGA GCTG

AAC TTC GTC ACC

CCG TCA GGG GAC

CCG TGT TCA ATT

AAC GCGAAC GTT CAG GGG TAT CTC AAG
GTC

Uzunluk (bp) 112 bp 310 bp 158 bp
Referans 122 138 205
Denatur asyon 94°C’ de 15 saniye 94°C’ de 30 saniye 95°C’de 1 dakika
Baglanma 55°C’ de 15 saniye 60°C’ de 1 dakika 55°C’ de 30 saniye
Uzama 72°C de 45 saniye 72°C de 1 dakika 72°C de 1 dakika
Final uzama 72°C’ de 5 dakika 72°C'de 2 dakika 72°C'de 10 dakika

2Ustteki primer Forward primer ve alttaki primer Reverse primerdir.

3.6.2.2. E.faecalis Amplifikasyonu

E.faecalis varligim gostermek igin bu mikroorganizmanin 16S rRNA gen
bdlgesinde yer alan, tir spesifik ve konservatif olan, 310 bp uzunlugundaki fragmentin
amplifikasyonu hedeflendi. Amplifikasyonicin F: 5‘GTT TAT GCC GCA TGG CAT
AAGAG3 veR:5'CCG TCA GGG GACGTT CAG 3 primerler kullanldi.

Amplifikasyon 10 mM Tris-HCI [pH 8.3], 50 mM KClI, 1.5 mM MgCl,, her bir
dNTP den 200 puM, her bir primerden 25 pmol, 2.5 U Tag polymerase ve 5 pl kalip
DNA iceren toplam 50 ul PCR karisiminda gerceklestirildi. Ornekler termal dongii
cihazina yerlestirildi. Amplifikasyon asamalari 95°C’'de 15 dakika 6n denaturasyon
isleminden sonra 35 siklus ¢gizelge 3.5 deki gibi 1s1 ve zaman ayarlarinda denaturasyon,
baglanma ve uzama asamal arini igeren siklus tekrarlandi, son siklustan sonra 72°C’ de 2

dakika - Son uzamaile amplifikasyon islemi tamamlandh.
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3.6.2.3. C.albicansamplifikasyonu

C.albicans genomunda yer alan, 158 bp uzunlugundaki iyi korunmus ve tir
spesifik olan fragmentin amplifikasyonu hedeflendi. Amplifikasyon icin F: 5 ‘GCC
GGT GAC GACGCT CCA AGA GCT G3 veR:5‘CCG TGT TCA ATT GGG TAT
CTCAAG GTC 3 primer dizileri kullanildh.

Amplifikasyon 10 mM Tris-HCI [pH 8.3], 50 mM KCI, 1.5 mM MgCl,, herbir
dNTP den 200 uM, herbir primerden 25 pmol, 2.5 U Taq polymerase ve 5 pl litre kalip
DNA igeren toplam 50 pl PCR karisiminda gergeklestirildi. Ornekler termal dongui
cihazina yerlestirildi. Amplifikasyon asamaari 94°C'de 4 dakika 6n denaturasyon
isleminden sonra 35 siklus gizelge 3.5 deki gibi 151 ve zaman ayarlarinda denaturasyon,
baglanma ve uzama asamalarin: iceren siklus tekrarlandi, son siklustan sonra 72°C’de

10 dakika - Son uzama ile amplifikasyon islemi tamamland:.

3.6.3. Agaroz Jel Elektroforezi ve Goruntuleme

PCR ile amplifikasyon islemi sonucu elde edilen amplikonlarin tespiti icin
amplikonlar 100 bp lik Step ladder ile birlikte, % 0.5 Etidyum bromid iceren %2’lik
agaroz jelde elektroforeze tabi tutulmustur. Ethidyum bromide ile boyanan DNA
parcalar1 UV altinda incelenmistir. Olusan bantin buydklGgl, “DNA step ladder” ile
kiyad anarak belirlenmistir.

3.6.3.1. Agaroz Jel Elektroforezi ve Goruntilleme igin Kullamlan

Tamponlar

3.6.3.1.1. 10xTBE Stok Tamponunun Hazirlanmasi

Hem agarozun hazirlanmasinda hem de tank tamponu olarak kullanild.

Tris-Base 108.0 gr

Borik asit 55.0 gr

EDTA 830

Distile su 1000 ml

Tris, ETDA ve borik asit balon icerisindeki distile su ile eritilerek homojen hale
getirildikten sonra 0.1N NaOH ve 0.1N HCI kullanilarak pH 8.3’ e ayarland:.
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3.6.3.1.2. Yikleme Tamponu
PCR ile amplifiye edilmis DNA fragmentlerinin elektroforez jelindeki
hareketlerinin takibi amaci ile kullanildt.

Siikroz 2.000 gr
Bromfenol mavis  0.025 gr
1X TBE 10 ml

Stok 10xTBE' den distile su ile 1XTBE hazirland:. Silkkroz ve Bromfenol mavis

bu tampon igerisinde ¢ozuldu.

3.6.3.2. Uygulama

1-Elektroforez icin  %2’lik jel olusturmak Uzere 2 gr agaroz (Certified PCR
agarose, Bio-Rad) tartilip bir balon icerisine konuldu.

2-Uzerine 100ml 1XTBE tamponu ilave edilerek mikrodalga firinda eritildi.

3-Agaroz sogumaya birakilmis, 60 °C civarinda icerisine 10 mg/ml’ lik stok
ethidyum bromide sollisyonundan 5 pl eklenmis, 6nceden hazirlanmis ve taraklar
uygun olarak yerlestirilmis jel kalip tepsisinin Gzerine yavasga dokuldu.

4-Oda sicakliginda 20-30 dakika bekletilen jelin soguyarak katilasmasi saglandi.

5-Jel kalib1 elektroforez tankina (OWL Separation Systems Model B2 Mini Gel
ElectropHoress System, USA) vyerlestirildikten sonra, taraklar jele zarar vermeden
yavasca Gikarildi.

Sekil 3.10: OWL Separation Systems Model elektroforez tanki

6-Y ukarida bdlirtilen siklusarda amplifiye edilmis rneklerden 5’ er pl ainarak,
kagit parafilm Uzerinde 3 pl yikleme tamponu ile karistirilarak elektroforeze hazir hale
getirildi.
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7-Jel Gzerinde taragin ¢ikarilmast ile olusan yukleme kuyularina sirasi ile ilk iki
kuyuya, DNA marker ve distile su ile hazirlanmig pozitif kontrol, takip eden kuyulara
da yukleme tamponu igerisinde hazirlanan her bir ornekten 8 pl alinarak sirast ile
yuklendi. Ve en son kuyuya distile su i¢inde hazirlanan negatif kontrol yiklendi.

8-Tankin gi¢ kaynagi (LABNET International Power Station 300, TALWAN)
calistirllarak 80 mA — 120 V akim verildi.

9-Brom fenol mavisinin migrasyonu takip edilerek jelin 2/3'lik kismina
ulastiginda el ektroforez durduruldu.

10-Jel tanktan gikarilmis ve jel gorintuleme cihazi (DNR Bio-Imaging Systems
Visible & Ultraviolet Transilluminator, MiniBIS Bio-Imaging System, USA) ile

gorunttlenerek incelendi.

3.7. istatistiksel Degerlendirme

Verilerin normal dagilima uygunlugu test edilmis, norma dagilim gosteren
surekli degiskenlerin analizinde bagimsiz gruplarda t testi ve tek yonli varyans analizi,
normal dagilim gostermeyen suirekli degiskenlerin analizinde ise Mann Whitney U veya
Kruskall Wallis testi kullamlmstir. Kategorik degiskenlerin analizinde ise ki-kare, Mc
Nemar testi kullamlmstir. Sonuglar ortalamatstandart sspma, medyan, n ve yizde
olarak ifade edilmistir. p degerinin <0,05 oldugu durumlar istatistiksel olarak anlaml
kabul edilmistir. Coklu karsilastirmalarda Bonferroni diizeltmes yapilmistir ve p<0.017
anlaml1 olarak kabul edilmistir (p<0,10/n; n= karsilagtirma say1si).
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4 BULGULAR

Kok kana enfeksiyonlar: ile Enterokok, E.faecalis ve C.albicans arasindaki
muhtemel etiyolojik iliskiyi konvansiyonel Kdltir ve NAAT (Nukleer Asit
Amplifikasyon Teknigi) yardimyla tespit etmek amaciyla yapilan ¢alismada toplam
401 Kklinik ©6rnek etken mikroorganizmalarin izolasyonu ve Orneklerdeki hedef
mikroorganizmalara ait spesifik DNA dizilerinin varligim tespit amaciyla PCR ve
Kultar yontemiyle degerlendirildi. Ayrica klinik orneklerden izole edilen suslarin

antimikrobiyallere duyarliliklar: test edildi.

4.1. Konvansiyone Kultir Yontemiyle Elde Edilen Bulgular

Birincil enfeksiyonlu ve ikincil enfeksiyonlu dislerin tedavisi sirasinda alinan
kanal ici ve tukuruk orneklerinde, etken mikroorganizmalar: tespit amaciyla yapilan
kaltir calismasinda, 117 birincil enfeksiyonlu dislerin 16 tanesinin (%14) kanal igi
drneginden E.faecalis, 20 tanesinin (%17) kanal i¢i 6rneginden C.albicans izole edildi.
Bu hasta grubundan ainan tukirik orneklerinde ise 7 (%7) hastada E.faecalis, 15
(%15) hastada ise C.albicansizole edildi. Bu hasta grubunda 6 (%65) hastamn hem kanal
hem tukdrdk orneginin ikisinde de E.faecalis, 8 (%7) hastanmin da her iki 6rneginde de
C.albicans izole edildi. ikincil enfeksiyonu olan 114 disin kanal tedavilerinin
yenilenmesi sirasinda ainan 6rneklerde ise, 10 (%9) hastamn kanal i¢i 6rneginden
E.faecalis, 10 (%9) hastamn kanal ici 6rneginden C.albicans izole edildi. Bu hasta
grubundan alinan tukdruk orneklerinde ise 6 (%9) hastamn tukirik Orneginde
E.faecalis, 11 (%16) hastadan ise C.albicans izole edilmistir. Bu hasta grubunda 5 (%4)
hastamin hem kanal hem tukirdk 6rneginin ikisinde de E.faecalis, 5 (%4) hastanin da
her iki 6rneginde de C.albicans izole edildi. Kultur yontemiyle elde edilen sonuclar
Cizelge 4.1 de gosterilmektedir ve igatistiksel olarak E.faecalis ve C.albicans 1n
birincil ve ikincil enfeksyonlarda bulunmasi arasinda anlaml1 bir fark bulunmamaktadir
(p>0.05, Ki Kare testi).
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Cizelge 4.1:Birincil ve ikincil enfeksiyonlu dislerin tedavileri sirasinda kok kanalindan ve tukurikten
alinan ornekl erin Kdltdr sonuglar:.

KULTUR SONUCLARI  Birincil Enfeksiyonlu Disler Tkincil Enfeksiyonlu Disler
(n: 117 dis, 100 hasta) (n: 114 dis, 70 hasta)

Izolat K T K-T K T K-T

E.faecalis 16 (%14) 7(%7) 6(%5)  10(%9) 6 (%9) 5 (%4)

C.albicans 20 (%17) 15(%15) 8(%7)  10(%9) 11 (%16) 6 (%5)

Toplam 36 (%31) 22 (%22) 14 (%12) 20 (%18) 17 (%25) 11(%9)

K: Kanal, T: Tukdrdk, K-T:Aynt anda hem kanal hem tikirikte bulunmasi.

4.2. PCR YoOntemiyle Elde Edilen Bulgular

Refik Saydam Ulusal Tip Kdultir Koleksiyonundan temin edilen E.faecalis
97008 nolu susun genus spesifik primerlerle yapilan amplifikasyonun elektroforez
gorunttisi (Sekil 4.1), aym susun tir spesifik primerlerle yapilan amplifikasyonun
elektroforez goruntisi (Sekil 4.2) ve C.albicans 90028 nolu susun tir spesifik
primerlerle yapilan amplifikasyonun elektroforez gorintisii  (Sekil 4.3) asagidaki
gibidir.

Sekil 4.1: E.faecalis 97008 nolu susun genus spesifik primerlerle yapilan amplifikasyonun el ektroforez

goruntasi
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Sekil 4.2: E.faecalis 97008 nolu susun tir spesifik primerlerle yamlan amplifikasyonun dektroforez
goruntust

Sekil 4.3: C.albicans 90028 nolu susun tir spesifik primerlerle yapilan amplifikasyonun dektroforez
goruntust

PCR yontemi ile Enterokok cins spesifik primerlerle pozitif bulunan bitin
ornekler aym zamanda E.faecalis tir spesifik primerlerle de pozitif bulunmustur.
Calismamizda kok kanallarinda ve tukirikte bulunan bitiun enterokoklarin E.faecalis
oldugu tespit edildi.

Kanal ici ve tukuruk orneklerinde, etken mikroorganizmalar: tespit amaciyla
yapilan PCR calismasinda, 117 birincil enfeksiyonlu dislerin 19 tanesinin (%16) kanal
ici orneginden E.faecalis, 23 (%20) hastanin kanal igi orneginden C.albicans izole
edildi. Bu hasta grubundan alinan tukurik orneklerinde ise 6 (%6) hastamin tukurik
orneginde E.faecalis, 17 (%17) hastanin tukirtgiinde C.albicans izole edilmistir. Bu
hasta grubunda 4 (%3) hastamin hem kanal hem tukirik orneginin her ikisinde de
E.faecalis, 8 (%7) hastanin da her iki 6rneginde de C.albicans izole edildi. Eski kana

tedavis olan hastalarin yeniden kanal tedavileri yapilmasi sirasinda ainan orneklerde

69



ise, 11 (%10) hastarun kanal ici drneginden E.faecalis, 13 (%11) hastamin kanal igi
drneginden C.albicansizole edildi. Bu hasta grubundan alinan tikuiriuk orneklerinde ise
7 (%10) hastarin tikirdk orneginde E.faecalis, 15 (%21) hastarun tikirdk orneginde
ise C.albicans izole edilmistir. Bu grupta 5 (%4) hastanin hem kanal hem tukarik
orneginin her ikisnde de E.faecalis, 7 (%6) hastanin da her iki 6rneginde de C.albicans
izole edildi. PCR yontemiyle elde edilen sonuclar Cizelge 4.2 ve Sekil 4.4, 4.5, 4.6 da
gosterilmektedir ve idtatistiksel olarak E.faecalis ve C.albicansin birincil ve ikincil
enfeksiyonlarda bulunmasi arasinda anlamli bir fark bulunmamaktadir (p>0.05, Ki Kare
testi).

Cizelge 4.2:Birincil ve ikincil enfeksiyonlu dislerin tedavileri sirasinda kok kanalindan ve tikurikten
alinan orneklerin PCR sonuclar

PCR SONUCLARI Birincil Enfeksiyonlu Disler Tkincil Enfeksiyonlu Disler

(n: 117 dis, 100 hasta) (n: 114 dis, 70 hasta)
Izolat K T K-T K T K-T
E.faecalis 19 (%16) 6(%6) 4 (%3) 11 (%10) 7 (%10) 5(%4)
C.albicans 23 (%20) 17(%17) 8 (%7) 13 (%11) 15 (%21) 7 (%6)
Toplam 42 (%36) 23 (%23) 12 (%10) 24 (%21) 22 (%31) 12 (%10)

Kand:K, Tukirik : T, K-T:Ayni anda hem kanal hem tikuiriik

Sekil 4.4: Hasta 6rneklerinde bulunan Enterokok PCR goruntuleri (1 pozitif kontrol 2 negatif
kontrol, 3-5 hasta 6rnekleri)
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Sekil 4.5: Hasta drneklerinde bulunan E.faecalis'in PCR goruntileri (1 pozitif kontrol, 2 negatif
kontrol, 3-7 hasta 6rnekleri)

Sekil 4.6: Hasta drnekl erinde bulunan C.albicans in PCR gorintileri (1 pozitif kontrol, 2 negatif
kontrol, 3-9 hasta 6rnekleri)

4.3. Hem Kultir Hem PCR Yontemiyle Aym1 Anda Poztif Cikan

Orneklerden Elde Edilen Bulgular

Birincil ve ikincil enfeksiyonlu dislerde Kiiltir ve PCR teknigi farkli sonuclar
vermistir. Sonuclar karsilastirildiginda birincil enfeksiyonlu dislerde hem PCR hem de
Kultdr teknigi ile aym anda E.faecalis gorilme oram %13, C.albicans gorilme oram
%15’ dir. Bu dislerin bulundugu hastalarin tikdrtiginde ise bu oran E.faecalis igin %5
ve C.albicansicgin %13’ dir.

Ikincil enfeksiyonlu dislerde aym: karsilastirma yapildiginda E.faecalis gorulme
oramt %8, C.albicans gorilme oram %8 dir. Bu dislerin bulundugu hastalarin
tukdragunde ise bu oran E.faecalis igin %9 ve C.albicans igin %14’ dur. Sonuglar
Gizelge 4.3 de gosterilmektedir.
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Cizelge 4.3: Hem kilttr hem PCR yontemiyle aym anda pozitif ¢ikan drneklerden elde edilen bulgular.

Kanal Tukaruk
E.faecalis C.albicans E.faecalis C.albicans
Birincil 15 (%13) 18 (%15) 5 (%5) 13 (%13)
enfeksiyonlu dis
ikincil 9 (%8) 9 (%8) 6 (%09) 10 (%14)

enfeksiyonlu dis

4.4 Kultir Yontemi Ile Birincil Enfeksiyonlu Dislerden Elde Edilen

E.faecalis Izolatlarimn Duyar hhik Testleri

4.4.1. Birincil Enfeksiyonlu Dislerden Elde Edilen E.faecalis izolatlarinin

Antibiyotik Duyar lilig

Birincil enfeksiyonlu dislere sahip olan hastalardan elde edilen E.faecalis
izolatlarimin agar dilusyon yontemiyle yapilan antibiyotik duyarlilik testlerinde
Spiramisin, Koligtin, Penisilin ve Vankomisine duyarliliklar: Cizelge 4.4’ de gosterilen

konsantrasyonlarda arastiril di.

Cizelge 4.4: Kullanlan antibiyotik konsantrasyonlari

Antibiyotik Spiramisin Kdistin Penisilin Vankomisin
(Rovamycin (SIGMAC-4461) (Kristasil, (SIGM A V-2002)
tablet, BiLiM)

Eczacibasi)

Konsantrasyonlart1  0,5-1-5-10-20 0,1-0,5-1-2-4 0,5-1-2-4-8-16 0,1-0,5-1-2-4-16-

pg/ml pg/mi ug/mi 32 pg/ml

Izole edilen izolatlarin tamaminda, Spiramisin'in MI1C90>20 pg/ml Uzerinde
bulundu ve direncli olarak degerlendirildi.

Ayni izolatlarin yine tamaminda Kolistin M1C90>4 ug/ml’ nin tzerinde bulundu
ve izolatlarin tamami bu antibiyotige kars: direncli olarak degerlendirildi.

Penisilin duyarliliginda ise, bir izolatta MIC90=1 pg/ml, diger izolatta ise
MIC90= 0,25 pg/ml olarak bulundu. Bu sebeple bu 2 izolat Penisiline duyarli olarak
kabul edilirken kalan 9 izolatin tamamu i¢in de MIC90>16ug/ml olarak bulundu ve bu
suslar Penisiline direngli olarak kabul edildi (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7: Penisilin 4 pg/ml duyarlilik testi.

Vankomisin duyarliliginda ise, izolatlardan sadece birinde MIC90=1 pg/ml
bulundu ve bu sus duyarl: olarak degerlendirildi. Diger izolatlarin ise MIC90 degerleri
32 pg/ml’nin tzerinde bulundu ve bu suslar Vankomisin direncli olarak kabul edildi
(Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5: Birincil enfeksiyonlu dislerden elde edilen E.faecalisizolatlarinin antibiyotik duyarlilik testi.

iZOLAT MicC
Antibiyotik Duyarh sus sayis | Direngli sus | Duyarh Direndli
say1s
Spiramisin 11 <1 ug/ ml >2 ug/ mi
Kodlistin - 11 <2 ug/ ml >4 ug/ mi
Penisilin 2 9 <8 ug/ ml >16 pg/ ml
Vankomisin 1 10 <4 ug/ ml >32 pg/ ml

Degerler MIC90 ve microgram/ mililitredir.

4.4.2. Birincil Enfeksiyonlu Dislerden Elde Edilen E.faecalis izolatlarinin

Irrigasyon Soliisyonlarina Duyarlihg

Izolatlarin %2 CHX, %17 EDTA, %2.5 NaOCl ve %5 NaOCl gibi kanal ici
irrigasyon solUsyonlarina duyarhliginin arastirilmasinda strip diftizyon testi kullanildi.
Uremeyi ne kadar engellediklerine bakildiktan sonra olusan inhibisyon zon caplar:
Olcllerek, butun izolatlarin duyarliliklar: degerlendirildi (Cizelge 4.6, Sekil 4.8, 4.9).
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Cizelge 4.6: Birincil enfeksiyonlu dislerden elde edilen E.faecalis izolatlarinin irrigasyon solisyonlarina
duyarlilig

iSim %2CHX %17EDTA %25NaOCl %5NaOCl Kontrol

Izolat 1 26 0 0 0 0
izolat 2 24 36 30 30 0
izolat 3 26 40 36 45 0
fzolat 4 24 0 0 0 0
izolat 5 22 3 0 0 0
izolat 6 17 38 0 0 0
izolat 7 24 38 36 50 0
izolat 8 22 40 30 46 0
izolat 9 26 36 0 0 0
izolat 10 28 0 0 0 0
izolat 11 28 36 30 50 0

Degerler milimetredir ve O olmasi E.faecalis' in o solisyonda hi¢ ¢agp ol usturamadigint gostermektedir.

%5 NaOCl

%2 CHX %17 EDTA
%2.5 NaOCl
Sekil 4.8: 5 nolu izolan irrigasyon sol isyonlarina duyarlilig.
%5 NaOCl
%2 CHX %17 EDTA

%?2.5 NaOCl

Sekil 4.9: 11 nolu izolatin irrigasyon soltisyonlarina duyarliligi
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%2 CHX solisyonunda hicbir izolatta direng tespit edilemezken, %17 EDTA
solusyonundaise 3 izolatta direng saptandi. %2.5 NaOCI sollisyonunda 6 izolatta direng
tespit edilirken, bu izolatlarin % 5 NaOCI| solusyonuna da direncli oldugu bulundu.
CHX ve EDTA’min Gremeyi engelleme kapasitesi arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulunamad:i (p=0.2). EDTA solisyonu ile %2.5 NaOCl ve %5 NaOCl
solusyonlar: arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamad: (p=0.3). CHX
solusyonu ve %2.5 NaOCl ve % 5 NaOCl solusyonlar: arasinda istatistiksel olarak
anlaml1 bir fark bulunmaktadir (p<0.004). E.faecalis Uremesini en iyi engelleyen CHX
solisyonudur (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7: Irrigasyon soliisyonlar: uygulamasindan sonraizolatlarda olusan Uremeler.

GRUP Total
%2CHX %17EDTA %25NaOCl %5 NaOCl
CAPGR Ureyen(n) 0 3 6 6 14
(%) 0,0% 27,3% 54,5% 54,5% 31,8%
Uremeyen 11 8 5 5 30
(%) 100,0% 72,7% 45,5% 45,5% 68,2%

Inhibisyon cap1 Karsilastiriimas: yapildiginda CHXinin cap ortalamast EDTA,
%2,5 NaOCl ve %5 NaOCl'den dusuktlr ve istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmaktadir (p<0.01). EDTA ve %2,5 NaOCl arasinda istatistiksel olarak fark
bulunmamaktadir (p=0.09). %2,5 NaOCl ve %5 NaOCl arasinda ise fark bulunmaktadir
(p<0.05). inhibisyon cap1 Karsilastiriimasinda en etkili %5 NaOClI'dir. Deney
solusyonlarinin inhibisyon ¢aplarina ait ortalama deger, standart sapma ve medyan

degerler Cizelge 4.8." de gosterilmektedir.
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Cizelge 4.8: Deney sollsyonlarinin inhibisyon caplarina ait ortalama deger, standart sapma ve medyan

degerler

Grup Ort+SS Med (min-max)
%2 CHX 24,2431 24(17-28)

%17 EDTA 37,242,1 37(34-40)

% 2.5 NaOCl 32,443,2 30(30-36)

%5 NaOCl 44,2+8,2 46(30-50)

Degerler milimetredir.

4.4.3. Birincil Enfeksiyonlu Dislerden Elde Edilen E.faecalis izolatlarinin

Pansuman Materyallerine Duyar g1

Kanal i¢i pansumanda kullanilan G-Ca(OH),, SF-Ca(OH), ve CHX-Ca(OH), pat
kombinasyonlarinin

difiizyon yontemi kullamilarak; 1., 4. ve 7. giinde olusan inhibisyon zon caplar1 6lclldi

E.faecalis

Uzerine

ve goreceli olarak degerlendirildi (Cizelge 4.9 ve Sekil 4.10).

Cizelge 4.9: Birincil

Materyd lerine Duyarlilig

antimikrobiyal etkisini tespit icin agar

Enfeksiyonlu Dislerden Elde Edilen E.faecalis izolatlarinin  Pansuman

G-Ca (OH), SF-Ca (OH). CHX-Ca (OH)2 Kontra
isim 1.GUN 4GUN 7GUN 1GUN 4GUN 7GUN 1GUN 4GUN 7.GUN
[ZOLAT 1 11 13 13 15 15 15 15 15 15 0
[ZOLAT 2 12 15 15 12 8 8 15 18 18 0
[ZOLAT 3 13 17 17 0 15 15 15 16 16 0
[ZOLAT 4 16 19 19 15 13 13 20 14 14 0
[ZOLAT5 0 12 12 0 15 15 15 15 15 0
[ZOLAT 6 15 13 13 12 12 12 18 14 14 0
[ZOLAT 7 15 16 16 12 12 12 16 13 13 0
[ZOLAT 8 15 17 17 12 12 12 18 12 12 0
[ZOLAT 9 0 17 17 0 16 16 0 17 17 0
[ZOLAT 10 12 16 16 12 12 12 20 16 16 0
[ZOLAT 11 14 14 14 12 12 12 20 14 14 0

Degerler milimetredir ve 0 olmasi E.faecalis' in o patta hi¢ ¢cap olusturamadigini gostermektedir.
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SF-Ca(OH),

G-Ca(OH)
z CHX-Ca(OH),

SF

Sekil 4.10: 7 nolu izolatin pansuman materyallerine duyarlilig

Pansuman materyallerinden CHX-Ca(OH), 1. giinde sadece 1 izolatta Gremeyi
engelleme agisindan etkisiz kalmistir. Bu pat hem en iyi Uremeyi engelleyen ajandir
hem de en genis inhibisyon ¢ap1 olusturan gjandir. Bu patin inhibisyon ¢api 4. ve 7.
gunlerde azalmaktadir ama istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir
(p=0,1). G-Ca(OH), 2 izolatta tremeyi engelleme agisindan etkisiz kalmstir. Ve bu pat
hem tUremeyi engellemede hem de inhibisyon ¢ap: olusturmada 2. etkili patdir. Bu patin
inhibisyon ¢ap:1 4. ve 7. glnlerde artmaktadir ve bu fark istatistiksel olarak anlamlidir
(p=0,01). SF-Ca(OH), 3 izolatta Uremeyi engelleme agisindan etkisiz kalmstir, bu
yuzden tremeyi engellemede ve inhibisyon ¢api olusturmada digerlerine gére en az
etkili olandir. Bu patin inhibisyon ¢ap1 4. ve 7. gunlerde artmaktadir ama istatiksel
olarak anlaml: bir fark bulunmamaktadir (p=0,1). Deney patlarinin inhibisyon ¢aplarina
at ortdama deger, standart sapma ve medyan degerler Cizelge 4.10° de
gosterilmektedir.
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Cizelge 4.10: Deney patlarimin inhibisyon caplarina ait ortalama deger, standart sapma ve medyan
degerler

Takip ginu
Ort+SS
Medyan (min-max)
P degeri
Zaman icindeki
1gin 4 gin 7 gin karsilastirma
13,621,73 15,3+2,15 15,3#2,15 0,01
G-Ca(OH). 14 (11-16) 16 (12-19) 16 (12-19)
12,7+1.38 12,942.25 12,9+2.25 01
SF- Ca(OH), 12(12-15) 12(8-16) 12(8-16)
CHX- Ca (OH), 17,242.25 14,9+1.75  14,9+1.75 01
17(15-20) 15(12-18)  15(12-18)
P degeri (gruplar arasinda
kar silastir ma) ,001 031 031

45. ikincil Enfeksiyonlu Dislerden Elde Edilen E.faecalis izolatlarinin
Duyar ik Testleri

45.1. ikincil Enfeksiyonlu Dislerden Elde Edilen E.faecalis izolatlarinin

Antibiyotik Duyar lilig

Ikincil enfeksiyonlu dislerden elde edilen E.faecalis izolatlarimin agar diltisyon
yontemiyle yapilan antibiyotik duyarhilik testlerinde Spiramisin, Kolistin, Penisilin ve
Vankomisine duyarliliklar: arastirild.

Izolatlarin tamaminda, spiramisin icin MI1C90>20 ug/ml tizerinde bulundu ve
izolatlar spiramisine karsi direngli olarak degerlendirildi. Aym izolalarin yine
tamaminda kolistin icin M1C90>4 pg/ml’ nin Gzerinde bulundu ve izolatlarin tamami bu
antibiyotige kars1 dadirencli olarak degerlendirildi.

Penisilin duyarliiginda ise, bir izolatta MIC90=4 pg/ml, bir izolattada
MIC90=1 pg/ml, bir izolat igin ise MIC90=0.5 pg/ml olarak bulundu. Bu sebeple bu
izolatlar penisiline duyarli olarak kabul edilirken kalan 4 izolatin tamam icin de
MI1C90>16pg/ml olarak bulundu ve bu suslar penisiline direncli olarak kabul edildi.

Vankomisin duyarliliginda ise, izolatlarin tamaminda MIC90 degerleri 32
pg/ml’nin Gzerinde bulundu ve bu suslar Vankomisin direncli olarak kabul edildi
(Cizelge 4.11).
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Cizelge 4.11: Tkincil enfeksiyonlu dislerden elde edilen E.faecalis izolatlarinin antibiyotik duyarlilik
testi.

IZOLAT MIC
Antibiyotik Duyarh sus sayi1st Direncli sus sayis | Duyarlh Direndli
Spiramisin - 7 <1 ug/ ml >2 ug/ ml
Koalistin - 7 <2 ug/ ml >4 ug/ mi
Penisilin 3 4 <8 ug/ ml >16 pg/ ml
Vankomisin 7 <4 ug/ ml >32 pg/ ml

45.2. ikincil Enfeksiyonlu Dislerden Elde Edilen E.faecalis izolatlarinin

Irrigasyon Soliisyonlarina Duyarlihg

Izolatlarin %2 CHX, %17 EDTA, %2.5 NaOCl ve %5 NaOCI gibi kanal ici
irrigasyon solUsyonlarina duyarhliginin arastirilmasinda strip diftizyon testi kullanldi.
Uremeyi ne kadar engellediklerine bakildiktan sonra olusan inhibisyon zon caplar
Olcllerek, butun izolatlarin duyarliliklar: degerlendirildi (Cizelge 4.12).

Cizelge 4.12: 1kincil enfeksiyonlu dislerden elde edilen E.faecalis izolatlarinin irrigasyon soliisyonlarina
duyarlilig:

ISIM % 2 CHX %17 EDTA  %25NaOCl %5 NaOCI Kontra
izolat 1 26 40 36 46 0
izolat 2 26 0 0 0 0
izolat 3 24 36 26 50 0
izolat 4 24 36 0 0 0
izolat 5 32 0 0 0 0
izolat 6 30 38 50 70 0
izolat 7 24 36 30 44 0

Degerler milimetredir ve 0 olmas: E.faecalis' in o sollisyonda hi¢ ¢cap olusturamadigim gostermektedir.

Toplam 7 izolatdan ainan izolatlardan, %2 CHX soliisyonunda higbir izolatta
direnc tespit edilemezken, %17 EDTA solisyonunda ise 2 izolatta diren¢ saptand.
%2.5 NaOCl soltsyonunda 3 izolatta direng tespit edilirken, bu izolatlarin % 5 NaOClI
solusyonuna da direngli oldugu bulundu. E.faecalis tremesini en iyi engelleyen CHX
solisyonudur.

Inhibisyon cap1 karsilastiriimas: yapildiginda CHX’in cap ortaamast EDTA,
%2,5 NaOCl ve %5 NaOCl'den dusiktir. EDTA ve %5 NaOC| arasinda fark
bulunmaktadir. %2,5 NaOCl ve %5 NaOCI arasinda fark bulunmaktachr. inhibisyon
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cap1 karsilastiriimasinda en etkili %5 NaOCI' dir. Deney solisyonlarinin inhibisyon
caplarina ait ortalama deger, standart saspma ve medyan degerler Cizelge 4.13'de
gosterilmektedir.

Cizelge 4.13: Deney solUsyonlarinin inhibisyon ¢caplarina ait ortalama deger, standart sapma ve medyan
degerler

Grup Ort£SS Med (min-max)
%2 CHX 26,57+3,20 26 (24-32)

%17 EDTA 37,20+£1,78 36 (36-40))

% 2.5 NaOCl 35,50+10,50 33(26-50)

%5 NaOCl 52,50+£11,93 48 (44-70)

Degerler milimetredir.

4.5.3. ikincil Enfeksiyonlu Dislerden Elde Edilen E.faecalis izolatlarinin

Pansuman Materyallerine Duyar lihg:

Kanal i¢i pansumanda kullanilan G-Ca(OH),, SF-Ca(OH), ve CHX-Ca(OH)'in
E.faecalis Uzerine antimikrobiyal etkisini tespit icin agar difizyon yontemi
kullanilarak; 1., 4. ve 7.giinde olusan inhibisyon zon ¢aplar: 6lglldi ve goreceli olarak
degerlendirildi (Cizelge 4.14).

Cizdlge 4.14: Ikincil enfeksiyonlu Dislerden Elde Edilen E.faecalis Izolatlarimin  Pansuman
Materyd lerine Duyarlilig

G-Ca (OH), SF- Ca (OH), CHX- Ca (OH), Kontrol

ISIM 1.GUN 4GUN 7GUN 1GUN 4GUN 7.GUN 1GUN 4GUN 7GUN

Izolat 12 12 12 12 12 12 12 15 12 12 0
Izolat 13 12 15 15 0 12 12 20 15 15 0
Izolat 14 18 18 18 12 12 12 18 12 12 0
Izolat 15 12 15 15 0 9 9 16 10 10 0
Izolat 16 20 22 22 18 15 15 20 12 12 0
Izolat 17 14 18 18 0 12 12 18 12 12 0
Izolat 18 0 11 11 0 12 12 0 15 15 0

Degerler milimetredir ve 0 olmasi E.faecalis' in o sollisyonda hi¢ ¢cap ol usturamadigimi géstermektedir.
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Pansuman materyallerinden CHX-Ca(OH), 1. gunde sadece 1 izolatta Uremeyi
engelleme agisindan etkisiz kalmistir. Bu pat hem en iyi Uremeyi engelleyen ajandir
hem de en genis inhibisyon ¢ap1 olusturan gjandir. Bu patin inhibisyon ¢ap: 4. ve 7.
ginlerde azalmaktadir. G-Ca(OH), yine 1. gunde 1 izolatta Uremeyi engelleme
acisindan etkisiz kalmustir. Bu patin inhibisyon ¢api 4. ve 7. glinlerde artmaktadir. SF-
Ca(OH) 1. Gunde 4 izolatta Gremeyi engelleme agisindan etkisiz kalmistir, bu yuzden
Uremeyi engellemede en az etkili olandir ve inhibisyon ¢api olusturmada G-Ca(OH),
patina benzemektedir. Bu patin inhibisyon ¢api 4. ve 7. gunlerde azalmaktadir. Deney
patlarinin inhibisyon c¢aplarina ait ortalama deger, standart sapma ve medyan degerler
Cizelge 4.15' de gosterilmektedir.

Cizelge 4.15: Deney patlarimin inhibisyon c¢aplarina ait ortalama deger, standart sapma ve medyan
degerler

Takip ginu
Ort+SS
Medyan (min-max)

1gin 4 gin 7 gln
G-Ca (OH); 14,6£3,5 15,8£3,8 15,8+3,8

13(12-20) 15(11-22) 15(11-22)
SF- Ca(OH), 14,0£3,4 12,0£1,73 12,0+1,73

12(12-18) 12(9-15) 12(9-15)
CHX- Ca(OH),

17,8+2,04 12,5+1,81 12,5+1,81

18(15-20) 12(10-15) 12(10-15)

Degerler milimetredir.
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4.6. Birincil Enfeksiyonlu Dislerden Elde Edilen C.albicans Izolatlarimn
Duyar hlik Testleri

4.6.1. Birincil Enfeksiyonlu Dislerden Elde Edilen C.albicans izolatlarimn

Antimikotiklere Duyarlilig:

C.albicans izolatlarimin agar dilisyon yontemiyle yapilan duyarlilik testlerinde
Amfoterisin B, Nistatin, Flukonazol ve Ketokanozol'e Cizelge 4.16° da gosterilen

konsantrasyonlarda duyarliliklar: arastirildi.

Cizelge 4.16: Kullanilan antimikotik konsantrasyonlar

Antimikotik Nistatin Amfoterisin-B Flukonazol K etokanozol
(SIGMA, N9767- (SIGMA, A4888)  (Triflucan,PFIZER) (Ketoral ,BIiLIM)
5MU)

Konsatrasyonlari 0,25-0,5-1-2-4 0,25-0,5-1-2-4 8-16-32-64-128 0.5-8-16-32 ug/ml
pg/ml pg/ml pg/ml

Izolatlarin tamaminda, Nistatin MIC90=0.5 ug/ml olarak saptandi ve Nistatine
duyarli olarak degerlendirildi.

Izolatlarin tamami, Amfoterisin B’ye duyarl olarak bulundu. Yedi izolat icin
MIC90=0.5 pg/ml, 5 izolat iginise M1C90=0.125 pg/ml olarak saptand: (Sekil 4.11).

Sekil 4.11: Amfoterisin B 0,25 ug/ml duyarlilik testi

Flukonazol igin, izolatlarin yine tamam: duyarl: olarak saptandi. izolatlarin
8inde M1C90=8 pg/ml olarak bulunurken, 4 tinde M1C90=16 pg/ml olarak bulundu ve
bunlardaortaduyarl: olarak degerlendirildi.
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Ketokanozol duyarliliginda ise, 8 izolat igcin MIC90=8 nug/ml, 4 izolat icin ise
MIC90=16 ng/ml olarak saptand: ve izolatlarin tamam direngli olarak kabul edildi
(Cizelge 4.17).

Cizelge 4.17: Birincil enfeksiyonlardan elde edilen C albicansizolatlarinin antimikotik duyarlilik testi.

IZOLAT MI1C90

Antimikotik Duyarh sus | Orta Direncli Duyarh Orta Direngli

say1st duyarl sus | sus sayist duyarh

say1st
Nistatin 12 - - <dug/ ml 5-7 pug/ ml >8 ug/ ml
AmfoterisnB | 12 - - <1 ug/ ml 2-3 ug/ ml >4 ug/ ml
Flukonazol 8 4 - <8 ug/ ml 16-32 g/ | >64 pg/ mi
ml

K etokanozol - - 12 <2 ug/ ml 3 ng/ ml >4 ug/ ml

Degerler MIC9O’ dir ve Microgram/Mililitredir.

4.6.2. Birincil Enfeksiyonlu Dislerden Elde Edilen C.albicans izolatlarinin

Irrigasyon Soliisyonlarina Duyarlihg

C.albicans izolatlarinin %2 CHX, %17 EDTA, %2.5 NaOCl ve % 5 NaOCl
irrigasyon solUsyonlarina duyarhliginin arastirilmasinda strip diftizyon testi kullanldi.
Olusan inhibisyon zon caplar1 dlgulerek, bitin izolatlarin duyarliliklar: birbirleriyle
mukayese edilerek goreceli olarak degerlendirildi (Cizelge 4.18, Sekil 4.12).

Cizelge 4.18: Birincil
solGisyonlarina duyarliligi

enfeksiyonlu dislerden elde edilen C.albicans izolatlarimn irrigasyon

iSiM %2CHX %17 EDTA %25NaOCl %5NaOCl| Kontrol
izolat 1 15 45 45 75 R
izolat 2 15 50 30 70 R
izolat 3 20 50 60 60 R
izolat 4 15 40 45 70 R
izolat 5 12 44 50 65 R
izolat 6 13 40 50 65 R
izolat 7 20 44 60 82 R
izolat 8 20 70 50 70 R
izolat 9 22 45 50 65 R
izolat 10 25 40 50 65 R
izolat 11 20 45 44 55 R
izolat 12 25 44 50 74 R

Degerler milimetredir.
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%5 NaOCl

SF
%2 CHX

%17 EDTA

%2.5 NaOCl

Sekil 4.12: 3 nolu izolatin irrigasyon sollisyonlarina duyarlilig:.

Inhibisyon cap1 karsilastiriimast yapildiginda %2 CHX’ inin ¢ap ortalamas: %17
EDTA, %2,5 NaOCI ve %5 NaOCI' den disiktir ve istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmaktadir (p<0.001). EDTA ve %2.5 NaOCl| arasinda istatistiksel olarak fark
bulunmamaktadir (p=0.08). %5 NaOCI solisyonunun inhibisyon ¢api, %2,5 NaOCl ve
%17 EDTA soliisyonlarinin inhibisyon ¢apindan istatistiksel olarak fazladir (p<0.0001).
C.albicans tremesni en iyi engelleyen %5 NaOCI soltisyonudur. Deney soltsyonlarinin
inhibisyon caplarina ait ortalama deger, standart sgpma ve medyan degerler Cizelge
4.19' dagosterilmektedir.

Cizelge 4.19: Deney solUsyonlarinin inhibisyon ¢caplarina ait ortalama deger, standart sapma ve medyan
degerler

Grup Ort+SS Medyan (min-max)
%2 CHX 18,5+4,4 20(12-25)

%17 EDTA 46,4+8,14 44(40-70)

% 2.5 NaOClI 48,6+7,77 50(30-60)

%5 NaOCl 68,0+7,14 67,5(55-82)

Degerler milimetredir.
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4.6.3. Birincil Enfeksiyonlu Dislerden Elde Edilen C.albicans izolatlarimn

Pansuman Materyallerine Duyar lihg:

Kanal ici pansumanda kullamlan G-Ca(OH),, SF-Ca(OH), ve CHX-Ca(OH),'in
C.albicans uzerine antimikrobiyal etkisini tespit etmek icin agar diflizyon yontemi
kullanilarak; 1., 4. ve 7.giinde olusan inhibisyon zon ¢aplar: 6lglldi ve goreceli olarak
degerlendirildi (Cizelge 4.20, Sekil 4.13).

Cizelge 4.20: Birincil Enfeksiyonlu Dislerden Elde Edilen C.albicans Izolatlariin  Pansuman
Materyd lerine Duyarlilig

G-Ca (OH), SF-Ca (OH), CHX-Ca (OH), Kontra

isim 1.GUN 4GUN 7.GUN 1GUN 4GUN 7GUN 1GUN 4GUN 7.GUN

izolat 1 26 18 18 23 14 11 22 19 19 0
izolat 2 23 19 19 23 14 0 20 17 17 0
izola 3 30 20 18 26 15 12 24 10 8 0
izolat 4 24 13 13 17 10 0 22 20 20 0
izola 5 27 19 19 22 16 16 20 17 17 0
izolat 6 30 19 16 23 13 10 15 20 17 0
izola 7 31 17 17 27 16 16 30 16 14 0
izola 8 30 20 23 42 0 0 24 16 16 0
izolat 9 25 18 18 22 14 14 26 18 18 0
izolat 10 27 18 20 24 15 15 30 15 17 0
fzolat 11 30 20 20 24 16 16 27 17 17 0
izola 12 30 20 20 25 15 15 25 19 17 0

Degerler milimetredir.

CHX-Ca(OH),

SF-Ca(OH), —

Sekil 4.13: 6 nolu izolatin pansuman materyall erine duyarlilig:.

Pansuman materyallerinden G-Ca(OH), 1. gunde en genis inhibisyon capi
gostermistir. Bu fark SF-Ca(OH), ve CHX-Ca(OH), patlarina gore istatistiksel olarak
daha yiksektir (p=0.015). Dordunct glinde bittin pat kombinasyonlarinda inhibisyon
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capinda azalma gorulmistir ancek G-Ca(OH), ve CHX-Ca(OH), inhibisyon caplar
SF-Ca(OH), den anlaml1 olarak daha yiiksektir. Her U¢ pat kombinasyonunda da 4. ve 7.
gunler arasindaistatistiksel olarak anlaml1 bir fark yoktur, ancak SF-Ca(OH), patinin bu
gunlerde inhibisyon c¢ap1 istatistiksel olarak diusiuk oldugu bulunmustur (p=0,001).
SF-Ca(OH), pat1 4. glinde 1 ve 7. giinde 2 izolatta etkisiz kalmistir ve bunlarda treme
gorulmektedir. Bu patin gunler arasindaki etkinligi azalmaktadir ve istatistiksel olarak
anlaml bir fark bulunmaktadir (p=0,001). CHX-Ca(OH), pati SF-Ca(OH), pat: ile
benzer degerlerde inhibisyon c¢api olusturmustur. Bu deger 4. ve 7. gunlerde
azalmaktadir ve hichir izolatda bu guinlerde etkisiz degildir. Deney patlarinin inhibisyon
¢aplarina ait ortalama deger, standart sspma ve medyan degerler Cizelge 4.21' de
gosterilmektedir.

Cizelge 4.21: Deney patlarimin inhibisyon c¢aplarina ait ortalama deger, standart sapma ve medyan
degerler

Takip guni
Ort+SS
Medyan (min-max)
P degeri
1gin 4 gln 7 glin (Zaman icgindeki

kar silastir ma)

G-Ca (OH), 27,75+2,76 18,41+1,97  18,41+2,46 0,001
28,5(23-31) 19(13-23)  18,5(13-23)

24,83+5,95 14,36+1,74  13,88+2,31

SF- Ca(OH), 23,5(17-42) 15(10-16)  15(10-16) 0,001
CHX- Ca (OH),
23,75+4,33 17,0£2,73 16,41+3.02 0,01
24(15-30) 17(10-20)  17(8-20)
P degeri
(gruplar arasinda karsilastir ma) ,015 ,000 ,001

Degerler milimetredir.
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4.7. Ikincil Enfeksiyonlu Dislerden Elde Edilen C.albicans izolatlarinin
Duyar ik Testleri

4.7.1. ikincil Enfeksiyonlu Dislerden Elde Edilen C.albicans izolatlarinin

Antimikotiklere Duyar hhg:

Ikincil enfeksiyonlarda, C.albicans izolatlarimin agar dilisyon yontemiyle
yapilan duyarlilik testlerinde Nistatin, Amfoterisin B, Flukonazol ve Ketokanozol’'e
Cizelge 4.4’ de gosterilen konsantrasyonlarda duyarliliklar: arastirildi.

Izolatlarin tamaminda, Nistatin icin MIC90=0.5 pg/ml olarak saptand: ve bu
izolatlar Nistatine duyarli olarak degerlendirildi.

Amfoterisin B duyarliliginda ise, izolatlarin tamami igin, MIC90=0.5 pg/mi
olarak saptand: ve duyarl: olarak kabul edildi.

Flukonazol igin, izolatlarin 4 Gnde MIC90=8 ng/ml olarak bulundu ve duyarl
olarak kabul edildi. izolatlarin 1 inde MIC90=16 pg/ml ve 1 inde 32 pg/ml olarak
bulundu ve bunlarda orta duyarli olarak degerlendirildi.

Ketokanozol duyarliliginda ise, 4 izolat igcin MIC90=8 nug/ml, 1 izolat igin ise
MIC90=32 pg/ml, 1 izolat igin ise 4 ug/ml olarak saptand: ve izolatlarin tamam direngli
olarak kabul edildi (Cizelge 4.22).

Cizelge 4.22: ikincil enfeksiyonlu dislerden elde edilen C.albicans izolatlarimin antimikotik duyarlilik
testi.

IZOLAT MI1C90
Antimikotik Duyarh sus | Orta Direngli Duyar Orta Direndli
say1st duyarl sus | sus sayist duyarh
say1st
Nistatin 6 - - <4 pg/ ml 5-7 ug/ ml >8 ug/ ml
AmfoterisnB | 6 - - <1 pg/ ml 2-3 ug/ ml >4 pg/ ml
Flukonazol 4 2 - <8 ug/ ml 16-32 pg/ | =64 ng/ ml
ml
K etokanozol - - 6 <2 ug/ ml 3 ug/ ml >4 ug/ ml

Degerler MIC90’ dir ve Microgram/Mililitredir
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4.7.2. 1kincil Enfeksiyonlu Dislerden Elde Edilen C.albicans izolatlarinn
Irrigasyon Soliisyonlarina Duyarlihg
C.albicans izolatlarinin %2 CHX, %17 EDTA, %2.5 NaOCl ve % 5 NaOCl
irrigasyon solUsyonlarina duyarhliginin arastirilmasinda strip diftizyon testi kullarildi.
Olusan inhibisyon zon c¢aplar olgllerek, bitin izolatlarin duyarliliklar: birbirleriyle

mukayese edilerek goreceli olarak degerlendirildi (Cizelge 4.23).

CIZELGE 4.23: ikincil enfeksiyonlu dislerden elde edilen C.albicans izolatlariin irrigasyon
solGisyonlarina duyarliligi

Isim %2CHX %17EDTA %25NaOCl %5NaOCl Kontrol

izolat 1 13 40 60 66 0
izolat 2 14 42 80 60 0
izolat 3 22 40 60 80 0
izolat 4 20 40 60 82 0
izolat 5 16 40 45 70 0
izolat 6 25 40 45 80 0

Degerler milimetredir.

Inhibisyon cap1 karsilastiriimas: yapildiginda %2 CHX’ inin ¢ap ortalamas: %17
EDTA, %2,5 NaOCI ve %5 NaOCI’ den dustktir. EDTA sollsyonunun inhibisyon gapt
%2.5 NaOCl ve %5 NaOCI solusyonlarimin inhibisyon caplarindan kicuktir. %2,5
NaOCI soltisyonunun inhibisyon ¢api1 %5 NaOCI sollisyonunun inhibisyon ¢apindan
kaguktur. C.albicans Gremesini en iyi engeleyen %5 NaOCI solisyonudur. Deney
solusyonlarinin inhibisyon ¢aplarina ait ortalama deger, standart sapma ve medyan

degerler Cizelge 4.24’ de gosterilmektedir.

Cizelge 4.24: Deney solUsyonlarinin inhibisyon ¢caplarina ait ortalama deger, standart sapma ve medyan
degerler

Grup Ort+SS Med (min-max)
%2 CHX 18,3+4,7 18(13-25)
%17 EDTA 40,3+0,8 40(40-42)
% 2.5 NaOCl 58,3+12,9 60(45-80)
%5 NaOCl 73,0£9,0 75(60-82)

Degerler milimetredir.
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4.7.3. ikincil Enfeksiyonlu Dislerden Elde Edilen C.albicans izolatlarinin

Pansuman Materyallerine Duyar g1

Kanal i¢i pansumanda kullanilan G-Ca(OH),, SF-Ca(OH), ve CHX-Ca(OH)'in
C.albicans uzerine antimikrobiyal etkisini tespit etmek icin agar diflizyon yontemi
kullanilarak; 1., 4. ve 7.giinde olusan inhibisyon zon ¢aplar: 6l¢tldu ve goreceli olarak
degerlendirildi (Cizelge 4.25).

Cizelge 4.25: 1kincil enfeksiyonlu dislerden elde edilen c.albicans izolatlarinin pansuman materyallerine
duyarlilig:

G-Ca(OH), SF-Ca (OH), CHX-Ca (OH), Kontrol

isim 1.GUN 4GUN 7.GUN 1.GUN 4.GUN 7.GUN 1.GUN 4GUN 7.GUN

Izolat 13 23 19 17 20 16 15 20 16 15 0
Izolat 14 23 16 20 22 11 16 22 16 16 0
Izolat 15 27 19 19 24 18 12 30 16 15 0
Izolat 16 30 20 20 25 17 14 27 19 18 0
Izolat 17 28 18 18 30 15 14 27 17 16 0
Izolat 18 25 18 18 17 10 10 22 17 16 0

Degerler milimetredir.

Pansuman materyallerinden G-Ca(OH), pati birincil enfeksiyonlara benzer
sekilde en genis inhibisyon ¢ap1 olusturmustur. SF- Ca(OH), ve CHX- Ca (OH), patlar
birbirine benzer gaplar gostermektedir. Her 3 patinda 4. ve 7. gunlerde inhibisyon
caplart azalmaktadir. Deney patlarimin inhibisyon ¢aplarina ait ortalama deger, standart
sapma ve medyan degerler Cizelge 4.26" da gosterilmektedir.

Cizelge 4.26: Deney patlarimin inhibisyon caplarina ait ortalama deger, standart sapma ve medyan
degerler

Takip ginu
Ort+SS
Medyan (min-max)

1giin 4 gun 7 gln
G-Ca (OH); 26,0+2,82 18,33+1,36 18,67+1,21

26(23-30) 18,5(16-20) 18,5(17-20)

23,0x4,47 14,5£3,27 13,5+2,16
SF- Ca(OH), 23(17-30) 15,5(10-18) 14(10-16)

CHX- Ca (OH),
24,67+3,88 16,8+1,16 16,0+1,09
24,5(20-30) 16,5(16-19)  16(15-18)

Degerler milimetredir.
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4.8. Birincil ve ikincil Enfeksiyonlu Hastalarda Tedaviden Sonra Olusan

Alevlenme Orani

Birincil enfeksiyonlu dislere sahip 100 hastamin 4 (%4)'Unde ve ikincil
enfeksiyonlu dislere sahip 70 hastanin 6 (%9)’ sinda iki seansl1 kok kanal tedavilerinde,
tedavilerinin ilk seandarindan sonra alevienme gorildu. Alevlienme reaksiyonu olusan 4
birincil enfeksiyonlu ve 6 ikincil enfeksiyonlu dislerin kok kanallarinda E.faecalis
bulunmad: ama birincil enfeksiyonlu dislerden 1 tanesinde ve ikincil enfeksiyonlu

dislerden 2 tanesinde C.albicans hem PCR hem kultir yontemi ile bulundu.
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5.TARTISMA

5.1. Ornek Toplama

Calismamizda Adana ve cevre illerden kanal tedavis ve kanal tedavisi tekrar
icin gelen periapikal lezyonlu dislere sahip hastalarin kok kanallarindan ve dil altindan
alinan orneklerinde Enterococcus, E.faecalis ve C.albicans bulunma sikligim kiltir ve
PCR yontemi ile arastirarak, elde edilen E.faecalis ve C.albicans izolatlarinin
antibakteriyel (Penisilin, Vankomisin, Spiramisin, Kolistin) ve antimikotik (Amfoterisin
B, Nistatin, Flukonazol, Ketokanozol) ajanlara ve antimikrobiyal sollsyonlara (%5
NaOCl, %2,5 NaOCl, %17 EDTA, %2 CHX) ve pat kombinasyonlarina (Ca(OH),-SF,

Ca(OH),-G ve Ca(OH),-CHX) kars1 duyarliliklarinin tespiti amaglanmustir.

Kok kanallarindan kaltir yontemi icin 6rnek alma islemi kana egeleri ile
yapildi. Kanal egeleri tedavi dnces alinan rontgende belirlenen kok kanal boyunda
yerlestirildikten sonra 2 dakikalik egeleme islemi gerceklestirildi ve kanal egesi
tioglukolat besiyerine aktarildi. Sonra kok kanallari steril SF ile nemlendirildi ve paper
pointler ile PCR yontemi icin TE buffera drnekler aindi. Ornek alma islemi sirasinda
kok kanal girislerine cogu calismada belirtilen nitrojen gazi verilmedi*™®?®, Bunun
nedeni elde etmek istedigimiz mikroorganizmalarin, oksijen varligindan etkilenmeyen
fakultatif anaerop mikroorganizma ve maya olmasidir.

Ornek alma islemi sirasinda Sassone et al.** TE buffera egeyi ve paper pointleri

aktarmakta, bazilarl79206207

ise bu calismada oldugu gibi sadece paper pointleri
aktarmaktadir. Her iki yontemede literatirde siklikla rastlanmaktadir. Bu yontem
farkliliklarinin sonuglara etkisi ayr1 bir arastirma konusu olabilir.

Paper pointle alinan kok kanal drnekleri, kok kanalinda bulunan floramn tipi,
sayisi ve farkliigim yansitmaktadir. Paper pointin  butin  mikroorganizmalara
ulasamamast durumunda, Ornek kok kanal florasim dogru tammlayamamaktadir.
Ornegin degeri ve dogrulugu; disin ne kadar dikkatli hazirlandigina, 6rnegin ne kadar
titizlikle aindigina ve kontaminasyonu énleyici basamaklara baghdir'?. Bu calismada
bu basamaklar her asamada kontrol edilmis, stpheli 6rnekler calisma dis1 birakilmustir.
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5.2. Killtur ve PCR Yontemleri Arasindaki Farklhihklar

Kultivasyon mikroorganizmalarin in vitro sartlarda Uretilmesidir. Klinik
materyallerdeki enfeksiyon hastaligina sebep olan mikroorganizmalarin Uretilmes,
identifikasyonu ve antimikrobiyallere duyarliliklarimn tespitinde kullamlan bu yontem,
klamidyalar, neisseryalar ve bazi enterokok turleri gibi ge¢ ve guc Ureyen bakterilerle,
klasik besiyerlerinde Uretilemeyen treponemalar ve viradler igin kullamgl degildir. Yine
fermentatif tip metabolizmaya sahip, multiplikasyon slreleri uzun olan anaerob
bakterilerin tamisinda da geg sonug vermesi ve identifikasyondaki yetersizlikleri sebebi
ile kultur teknikleri 6nerilmemektedir. Ozetle;

1. Besiyerlerin yapisindaki metabolitlerin yetersizligi

2. Karigik floraya sahip drneklerdeki flora bakterilerinin metabolik Grtnlerinin,

Ornekte Uretilmesi amaglanan patojen bakteri/bakteriler Gizerine inhibitor etkileri

3. Mikroorganizmalar arasindaki satellit iligkiler

4. Kultdr ortaminda, dogal ortamdaki Quorum sensing sartlarinin saglanamamasi

sebebi ile mikroorganizma topluluklar: arasindaki isbirliginin gosterilememesi

gibi sebepler enfeksiyon hastaligi ile muhtemel etyolojik gan/gjanlar arasindaki
iliskinin ispatinda bazen yetersiz kal abilmektedir.

Ayrica Ornek alinmasi ve ortamin oksijen yogunlugu, pH degisimi, 1s1
farkliliklari, beslenmede yetersizlik ve bekletilme sires gibi uygun olmayan sartlarda
ornek transportu, ornekteki canli mikroorganizma sayisini ve buna bagli olarak
yontemin duyarliligimn azalmasina yol acabilmektedir.

Molekiler tam yontemleri Adli Tip, Onkoloji ve Genetik bilim dallar1 basta
olmak Uzere birgok farkli alanda kullamiimaktadir. Bu yontemler son yillarda,
uretilmesinde guclik c¢ekilen veya kdltir ortamlarinda hi¢  Uretilemeyen
mikroorganizmalarin sorumlu oldugu, enfeksiyon hastaliklar: tamisinda da basar: ile
kullanilmaya baglanmistir. Molekiler tam yontemleri yuksek duyarlilik ve 6zgilluge
sahiptir. Ayrica, tekrarlanabilir sonuglar Ureten ve genomdaki tek nikleotid farkin bile
ortaya koyabilmektedir. Gunimizde PCR, PCR-Redtriction Fragment length
polymorphism (PCR-RFLP), Arbitrarily Primed-PCR (AP-PCR), Enterobacterid
Repetitive Intergenic Consensus (ERIC) ve Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE)
gibi molekiler epidemiyolojik yontemler, biyokimyasal ve fizyolojik 0Ozelikler,
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morfolojik yap, antibiyotik duyarlilik kaliplart gibi disik duyarlihiga sahip,
tekrarlanabilirligi laboratuar sartlarina bagli olarak degisen, fenotipik 6zelliklere dayali
epidemiyolojik tiplendirme yontemlerinin yerini amaya baslamistr.

Bu calismada hedef mikroorganizmalarin modifiye besiyerlerinde kolay
uretilebilmeleri sebebi ile temel olarak kiltur bazli izolasyon ve identifikasyon
yontemleri  kullamlmustir.  Ayrica  kiltire parael olarak, Orneklerdeki hedef
mikroorganizmalarin tanisinda daha kisa stirede ve daha duyarli sonug Ureten Nuikleik
Ast Amplifikasyon yontemi olan PCR kullamilmigtir. Béylece PCR’1n duyarliligi ve
uygulanabilirligi de arastirilmagtir.

Mikroorganizmalar igin molekuler tamsal metotlarin kiltivasyona goére cesitli
avantajlari vardir. Bunlar;

1. Kilttr ortaminda Uretilemeyen mikroorganizmalarin gen amplifikasyonu ile

gosterilebilmesi,

2. Spesfik primerler yardim ile hedef bakteri tlri genomundaki korunmus,

multikopi ve spesifik gen bolgelerinin gogaltilmasimn mimkiin olmasi,

3. Direkt klinik materyalden amplifikasyonun mimkiin olmast,

4. DNA'min ge¢ degrade olmasi sebebi ile canli mikroorganizma veya 06lU

mikroorganizmaya ait amplikonlarin yaratacag: belirsizliklerin kantitasyon veya

MRNA RT-PCR uygulamalar: ile ortadan kaldirilmasimn mimkiin olmasi

5. Genellikle 2-4 saat gibi kisa stirede sonug vermes,

6.0rneklerin alinmasi, tasinmasi ve saklanmasi konusundaki uygulamalarin,

klasik kalttr yontemlerinde kullanilan tasima yontemlerine gore daha toleransl

olusu,

7. Kantitatif yontemlerle tedavinin takibinin miimkiin olmasidir. 2®

Molekiler tam ve tiplendirme amaci ile gok sayida farkli enzim ve termal dongu
siklusunun kullanildigi amplifikasyon bazli yontemler gelistirilmistir. In house PCR,
Transkripsiyon aracili amplifikasyon (TMA), Strand displacement amplifikasyon,
Nukleik asit dizi bazli amplifikasyon (NASBA), ERIC-PCR, Nested-PCR ve AP-PCR
bu yontemlerden en ¢ok kullanilanlaridir. Bizim ¢alismamizda kullandigimiz in-house
PCR yontemi, bir hedef dizinin amplifikasyonu icin kullamlabilecegi gibi, tek tlpte
birden fazla hedef DNA fragmentinin amplifikasyonunu amaglayan ve hedef dizi sayisi
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ile uyumlu primer dizilerinin reaksiyona sokuldugu, “Multiplex-PCR” diuzeni ile de
uygulanabilmektedir.

Amplifiye edilecek en uygun nikleik asit fragmenti ile primer dizilerini segme
sanst yaratmast sebebi ile in-house PCR yontemi siklikla arastirma amagl
kullanilmaktadir.

In-house-PCR yontemi ile teorik olarak, ornekteki 1-10 mikroorganizmanin
tepiti mimkin olabilmektedir. Ancak pratik uygulamalarda farkli mikroorganizma
tarleri icin guvenilir sonuglarin 10-100 mikroorganizma ile saglanabildigi gosterilmistir.
Diger PCR uygulamalar1 gibi in-house PCR’1nda en 6nemli dezavantaji canli ve 61U
mikroorganizma ayirimi yapamamasidir. Bu ayrimin sart olmast halinde ya mRNA-RT-
PCR modifikasyonu uygulanmali veya kantitatifPCR ile miktar tayini yapilarak
aralikl1 6rneklerde DNA yiiki izlenmelidir®®.

Bu calismada, 170 hastaya ait kanal ici ve tukirik oOrnekleri, kanal
enfeksiyonlarina sebep olan mikroorganizmalarin tamst icin konvansiyonel kultir
teknikleri ve in-house PCR yontemi ile es zamanli olarak degerlendirilmistir. In-house
PCR’1in yontemi konvansiyonel kultur yontemlerine gore hizli, yuksek duyarli ve
Ozgulluktedir. Ayrica, metabolik ozellikleri ylizinden konvansiyonel kiltir yontemleri
ile Uretilmesinde gicltik ¢ekilen, ancak kanal enfeksiyonlarinda sik karsilasilan ve ilag
direnci yuzunden tedavi problemleri yaratan enterokok ve candida turlerinin tam ve
tiplendirilmelerinde kullamlmaktadir.

Enterokoklar %5 oraninda kan igeren herhangi bir besiyerinde izole edilebilir.
Safra-eskulin azid, feniletil alkol agar, Columbia kolistin-nalidiksik asid agar ve azid
iceren diger besiyerleri kullamlarak gram negatiflerden ayrilabilir. Enterokoklar igin
standart besiyerleri, uygun antibiyotik suplementi eklenmis Beyin-kalp infliizyon veya
Todd-Hewitt broth veya agardir. Enterokoklar 35-37°C de anagrop sartlarda
Uretilebilir®®. Ayrica klinik drneklerden enterokoklarin farkl: tiir ve suslarim ayirmada;

kanamycin esculin azide agar (KAAA) da kullanimaktadir®®

. Calismamizin kaltar
kisminda enterokok izolasyonu igin kanlt agar kullanild.

Mantarlar, secici ortam kullamlarak endodontik  Orneklerden izole
edilebilmektedir. Mantarlar bakterilere gore yiksek pH'a dayanmklidir bu yuzden
mantarlarin izolasyonunda gesitli segici ortamlar kullamimaktadir. Sabora agar1 agiz

mantarlarinin izolasyonunda siklikla kullanmilan bir agardir. Ortamin pH'1 asidiktir
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(pH=5.6), boylece mantarlarin ve asidurik organizmalarin Uremesine izin verir, ama
cogu bakterinin Gremesini de engeller. pH hidroklorik asit eklemesiyle 3-4’e dusurdlUr,
bdylece asidurik bakterilerin iiremesi engellenir.®

Triptiksoy serum bacitracin vankomisin (TSBV) ortamu,
A.actinomycetemcomitans ve yakindan iliskili Haemophilus turtnin izolasyonunda
birincil olarak kullanilan segici ortamdir. Diger bakterilere karsi yiuksek ayirt edici
gucune karsi, TSBV petrileri bu ortamda iyi biylyen agiz mantarlarinin birincil
izolasyonu icin de siklikla kullamilmaktadir. Bununla birlikte, eger iki grup birden
mevcutsa TSBV petrilerinde blyuyen cok sayida Gr negatif enterik comaklarin, az
sayida bulunan mantar kolonilerinin Gremesini 6nlemektedir. Bu yuzden SDA veya her
iki agarin birden kullanimi tavsiye edilmektedir. TSBV ortami: serum eklemesinden
dolay: biraz daha pahalidir. Buna ragmen, agiz mantarlarinin izolasyonunda 2 ortamin
etkinligini karsilastiran, cok sayida klinik érnege sahip bir calisma bulunmamaktadir®.

Mantarlar aym zamanda Rogosa agar (laktobasi|l izolasyonu igin) ve Mitis
Salivarius agar (S.mutans ve iligkili streptokoklarin izolasyonu icin) gibi asidurik
bakterileri hedef alan bazi segici ortamlarda Greyebilmektedir. Ancak, bu ortamlar agiz
mantarlarinin izolasyonunda 6zel olarak kullamlmamaktadir.?®

Bununla birlikte, Slack et al.*** Robertson's agar, Goldman ve Pearson??
triptikaz soy agar ve kanl besiyeri, Leavitt et a.?® dekstroz agar kullanarak yalmzca
mantar varligini ortaya koyarken, Jackson ve Halder”® SDA, Mausow et al.?®
Schaedler agari, Tronstad et al.?® Brucella kanli besiyerini kullanarak C.albicans
varligint gostermiglerdir.

Arastiricilarin deneyimlerine gore, mantarlar hedef mikroorganizma olursa
SDA’ nin birincil secim olmasi uygundur®. Bu yiizden calismamizin kiiltir kisminda

mantarlar icin SDA besyeri kullamildi.

5.3. Birincil Enfeksyonlu Dislerde E.faecalis Bulunma Skhginn

Degerlendirilmes

Calismada kultur yontemi ile birincil enfeksiyonlu dislerde E.faecalis %14
oraninda bulunurken, PCR yontemi ile E.faecalis %16 oraminda bulundu. Birincil
enfeksiyonlu dislerden alinan Orneklerin analizinde yontemler arasinda istatistiksel
olarak anlaml1 bir fark bulunmadh (p>0.05, Ki Kare).
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E.faecalis birincil kok kanal enfeksiyonlarinda her ne kadar az sayida olsa da
ozellikle kuronal sizintil: dislerde bulunabilmektedir®®2. Enterokoklar tek veya karisik
kiltirler halinde kok kanal sistemlerinde yasayabilmektedir®™. Ancak, kok kanalinda
yok edilmesi oldukea giictiir'®. E.faecalis e ek olarak E.faecium ve E.casseliflavus gibi
enterokok tiirleri de insanlarin nekrotik kok kanal sistemlerinde bulunabilmektedir®’.

Sassone et al.™* yaptiklar calismada 111 tek koklii birincil enfeksiyonlu disten
elde edilen mikroorganizmalarin birlesimi DNA-DNA hibridizasyon teknigi ile
incelemistir. Bu ¢alisgmada pozitif Greme gosteren orneklerin %89.3’linde E.faecalis
bulunmustur. Bu bulgu bazi caligmalarla uyusmamaktadir ¢lnkii bu tir genellikle

15108217 ve mikrobiyolojk kultir'® ve molekiiler

ikincil enfeksiyonlu digslerle iligkilidir
metotlarla  degerlendirilen  birincil  endodontik  enfeksiyonlarda  nadiren
bulunmaktadir?®4°,

Sedgley et a.?® bu mikroorganizmay: real-time PCR kullanarak birincil
endodontik enfeksiyonlu 40 disin %67.5 inde bulmuslardir.

Gomes et al.™* 50 birincil ve 50 ikincil enfeksiyonlu dis igeren 100 drnekli
caligsmada kultdr metoduyla 23 6rnekte, molekiler metotla 79 érnekte E.faecalis izole
etmislerdir. E.faecalis kultir yontemi ile 50 birincil enfeksiyonlu disin 2'sinde (%4) ve
50 ikincil enfeksiyonlu disin 21'inde (%42), PCR yontemi ile 50 birincil enfeksiyonlu
disin 41’inde (%82) ve 50 ikincil enfeksiyonlu disin 38 inde (%76) bulunmustur. Bu
calismada E.faecalisin nekrotik kok kanallarinda yiksek oranda bulunmasinin
nedeninin kuronal sizinti oldugu bildirilmistir. Nekrotik pulpali dislerin ¢ogunda
(49/50) bozulmus kuronal restorasyon, gurtik veya kuronal olarak restore edilmemis
disler bulunmaktadir. Kuronal sizinti enterokoklarin pulpa bosluguna girisindeki
yerlerden birisidir. Calismamizda buldugumuz distk sonuglar, agiz ortamina agik olan
kanallarin ¢alismaya dahil edilmemis olmasiyla agiklanabilir.

Rogas et al.™ ve Fouad et a.™* birincil enfeksiyonlarda 16S rDNA primeri ile
E.faecalisi sirasiyla %18 ve %8 bulmuslardir. Engstrom 40 yil 6nce, nekrotik kok
kanallarin tedavisinde pozitif kultlrli dislerin %12.1' inde enterokok bulundugunu rapor
etmistir*!. Bizim calismamiz da bu calismalarla uyum gostermektedir.

Siqueira et al.'® molekiller genetik yontem kullanarak birincil kék kanal
enfeksiyonlarinda E.faecalis, Streptokok ve Actinomyces bulunma skligim
arastirmiglardir. Ornekler 27'si akut periradikiler abseye sahip 53 enfekte disten alinmis
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ve 13 bakteri turtinin varligi genomic DNA probelarin ve Checkerboard DNA-DNA
hibridizasyon kullammuyla ortaya konmustur. Kok kanal orneklerinde bulunan
bakteriler PCR ile tammlanmistir. Bu calismada 6rneklerin %22.6' sinda Streptokok,
%9.4' tinde Actinomyces, %7.5’inde E.faecalis saptanmistir. Asemptomatik lezyonlarda
ise en sik bulunan tiriin Sintermedius (%11.5), E.faecalis (%11.5) ve Sangious (%77)
oldugu bildirilmistir.

5.4. 1kincl Enfeksiyonlu Dislerde E.faecalis Bulunma Sikhginin

Degerlendirilmes

Calismamizda E.faecalis, kdltir yontemi ile ikincil enfeksiyonlu dislerde %9
oraminda ve PCR yontemi ile %10 oramnda bulundu. ikincil enfeksiyonlu dislerden
ainan orneklerin analizinde yontemler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmad: (p>0.05, Ki Kare).

E.faecalis az besin varliginda ve diger mikroorganizma turlerinin az gorildugu
ikincil enfeksyonlu dislerin kok kanallarinda yasamini stirdiirebilmektedir. Bu basarisiz
kanal tedavili diglerde mikroorganizmanin virtlans faktort olarak kabul edilmektedir.
Bu durumun E.faecalis hicrelerinin dentin tubdllerinin icine girebilme ve insan
serumunun  varliginda kollajene tutunabilme yetenegiyle iliskili olabileceginden
kaynaklanmaktadir®®. Ozellikle DNA’simin dentin tarafindan absorbe edilmesi ve
dentinden gikarilmasinin zorlugu birgok probleme neden olmaktadir??*,

Molander et a.™ yaptiklari calismada fakiiltatif anaeroplarin ozellikle Gr
pozitif’ lerin distik metabolik aktivitede uzun siire hareketsiz olarak yasayabildigini ve
kok kanal tedavisi sirasinda veya sonrasinda kuronal sizinti gibi faktorlerin besin
durumunu degistirebildigi ve bakteri Uremesini surdurebildigini bildirmektedir. Foschi
et a.’® yaptiklar: calismada érnekler, kanal tedavisi yapilacak 54 hastanin 62 disinden
elde edilmistir. Disler akut apikal periodontitis, kronik apikal periodontitis ve siddetli
apikal periodontitis olarak kategorize edilmistir. Vakalarin %71’ inde birincil, %29’ unda
ikincil endodontik enfeksiyon bulundugu bildirilmis ve segilen bakterilerin analizlerinde
PCR yontemi kullanimistir. T.denticola ve E.faecalis 62 6rnegin 15’inde, P.gingivalis 8
Ornekte, P.intermedia 5 Ornekte ve T. forsythenss 4 Ornekte bulunmustur. E.faecalis
kronik apikal periodontitisli dislerin %60’inda ve ikincil enfeksiyonlu dislerin

%72 sinden elde edilmistir. E.faecalisin kronik apikal periodontitis ve ikincil
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endodontik enfeksiyonda bulunma oram arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamustir.

Molander et a.'' 100 apikal periodontitisli kanal tedavili disin yeniden
tedavisinde kultir yontemi ile %68 oramnda bakteri bulmuslardir. E.faecalis en sik
izole edilen tur oldugu ve pozitif Ureme gosteren dislerin %47’ sinde bulundugu
bildirilmistir. Bu ¢alismada, E.faecalis 19 basarisiz kanal tedavili disin 6’ sindan tek tiir
olarak kiltur yontemi ile izole edilmistir.

Sundquist et a.? periapikal radyolusensi olan kanal tedavili 54 disi yeniden
tedavi ederken, kok kanallarindan mikrobiyolojik inceleme igin 6rnek almiglardir. Bu
orneklerin 24 (%45)’ inde ¢ssitli cinsde bakteri Uremesi gorultrken, geri kalan 30 diste
herhangi bir Greme gorilmemistir. Bu ¢alismanin sonuglarina gore E.faecalis'in en sik
izole edilen bakteri oldugu ileri strilmustar.

Hancock et a.™ tedavi sonrasi inat¢i enfeksiyonu olan 54 kanal dolgulu disin
yeniden tedavisinde, 33 (%61) kok kanalinda cesitli mikroorganizma varligi tespit
edilmistir. E.faecalis, pozitif kiltiure sahip dislerin 10 (%30)’unda ve 6 diste de tek tir
olarak bulunmustur.

Peciuline et a.'® yaptiklar: calismada 25 apikal periodontitisli eski kanal tedavili
disin yeniden tedavisinde tedaviden once, egelemeden sonra ve NaOCI ve EDTA ile
irrigasyondan sonra kultar almglardir. Mikroorganizmalar 25 disin 20'sinden izole
edilmistir. E.faecalis 20 kiltur pozitif disin 14’ Gnden saf kiltur veya floramn major
komponenti olarak elde edilmistir. Egeleme ve irrigasyondan sonra ainan ikinci
orneklerde 20 Ornegin sadece 7’ sinde Ureme gorilmektedir. Bunlardan 5’inde saf kulttr
olarak E.faecalis bulunmustur.

Peciuline et al.**? yaptiklar1 baska bir calismada ise apikal periodontitisli 40
kanal tedavili dis yeniden tedavi edilmistir. Mikroorganizma uremesi 33 (%83) diste
gorulmustir ve E.faecalis kiltir pozitif dislerin 21 (%64)’ inden izole edilmistir. On bir
diste E.faecalis tek tir olarak bulunmustur ve 10 diste diger bakteriler ve mantarlarla
birlikte izole edilmistir. E.faecalisin karisik enfeksiyon olarak bulundugu 10 disin
8'inde, E.faecalis baskin tir olarak bulunmustur.

Pinherio et al.'” yaptiklar bir calismada, basarisiz kanal tedavili 60 disin 51

(%85)’ inde Ureme gorulmustir. E.faecalis en sik izole edilen tirdlr ve bitun dislerin
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%45’ inde ve pozitif kiltirlG olanlarin %53 tinde bulunmustur. Yirmi yedi E.faecalis
turinin 18'i saf kaltlr olarak andiz edilmistir.

Siqueira ve Rogas™® kanal tedavisi basarisizhigiyla iliskili mikroorganizmalar:
PCR kullanarak analiz etmislerdir. Periapikal lezyona sahip kanal tedavili 22 disten kok
kanal Ornekleri alinmis ve yeniden kana tedavisi yapilmistir. Orneklerden DNA
ekstrakte edilmis ve PCR kullamlarak 19 farkl: tir varligi analiz edilmistir. Calisilan 19
tirden en azindan biri olmak Uzere bittn drnekler pozitif bulunmustur. E.faecalisin en
sik izole edilen tir oldugu ve dislerin %77 snde bulundugu bildirilmistir. Diger
bulunan cesitler Pseudoramibacter — alactolyticus (%52), Propionibacterium
propronicum (%52), Dialister pneumosintes (%48), Filifactor alocis (%48) ve
C.albicans (%9)’tir.

Zoletti et al.™ tiir-spesifik 16S rRNA gen esasli PCR kullanilarak yaptiklar:
caligsmada 50 disin 40 (%80)’ inda E.faecalis bulmustur. Kulttr metodu ile E.faecalis 50
disin 8 (%16) inde bulunmustur. PCR'1n bu bakteri turlerini analiz etmede kultlr
metoduna gore daha etkili oldugu gbzlenmistir. Bu 50 disin 27's periradikiler lezyonu
olmayan kanal tedavili distir ve PCR yontemi ile 22 (%81.5)'sinde, kiltir metoduyla
5’inde (%18.5) E.faecalis bulunmustur.

Calismamizda E.faecalis kiltir metodu ile %9, PCR metodu ile %10 oramnda
bulundu. Birgok calismaya gore dusuk olarak tespit edilmistir. Ancak bizim
calismamizda drnek sayisi diger calismalardan ¢ok dahafazladir.

Farkl1 Ulkelerin laboratuar bulgulari endodontik enfeksiyonla iligkili turlerin
sikligintnin gok farkli oldugunu gostermistir. Bu farkliligin, tammlama metodundaki
degisikliklere ve kok kanal mikrobiyatindaki birlesimin cografik etkiye bagl
olmasindan sliphelenilmektedir. Baska bir deyisle toplumun agiz i¢i mikrobiyatast
diinyanin farkl: bolgelerinde degisik gosterebilmektedir’®. Diger etkenler beslenme
aiskanligi, tedavi sirasinda aseps derecesi, restorasyonun kuronal sizintisi, kullanilan
primerlerin hassasiyet farkliligidir®?.

Siren et al.'® enterokok cins ve diger enterik bakterilerin kok kanalina, tedavi
sirasinda calisma alamnin yetersiz izolasyonu, gegici dolgunun sizintisiyla veya kok
kanalinin drenaj1 igin agiz ortamina agik birakilmasiyla girebilecegini bildirmiglerdir.

Kok kanal tedavisi yapilan hastalarin iyi doldurulmayan kok kanallarinda
enterokoklar yasayabilmekte ve tireyebilmektedir'®. Bununla birlikte periodontitisli
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hastalar saglikli periodonsiyumlu hastalara gore E.faecalis hicrelerine daha iyi bir
ortam saglamaktadir. Bunun nedeni periodontal hastaligi olan bireylerin daha kot oral
hijyene sahip olmasi ve plak retansiyonu icin daha fazla alan bulunmasidir*®’.

Etkili bir molekller teknik; prevalansin dogru degerlendirilmesini, endodontik
E.faecalis enfeksiyonunun lokal ve sistemik hastaliklardaki dogru etkisini
degerlendirmede kritikdir. Endodontik prevalans calismalarinda primerlerin hassas
olmast Ozellikle retreatment vakalarinda Onemlidir. Bu vakalarda kok kanalinda
ulasilabilen mikroorganizma sayisi dusik olabilir ve kana dolgusu cikartilirken
mikroorganizmalar kayba ugrayabilir'®.

Bizim ¢alismamizda kullanilan Grup 1 primer seti; 14 Enterococcus cinsi, 2

2

Abiotrophia cinsi ve 4 Listeria cinsi tuf genleri icin*** ve grup 2 primer seti ise

138

E.faecalis 16S rRNA geni icin spesifiktir™. Calismada kontrol amaciyla her drnek

PCR yontemiyle 2 kez incelenmistir.

5.5. Oral Kavitede E.faecalis Bulunma Sikhginin Degerlendirilmes

Calismamizda E.faecalis birincil enfeksiyonlu dislere sahip olan hastalarin dil
atindan alinan tukdrdk orneklerinin kaltr yontemi ile analizinde %7, PCR yontemi ile
analizinde %6, ikincil enfeksiyonlu dislere sahip olan hastalarin tukirik orneklerinin
kaltir yontemi ile analizinde %9, PCR yontemi ile analizinde %10 olarak bulundu.
Birincil ve ikincil enfeksiyonlu diglere sahip hastalarin agiz kavitesinde E.faecalis
bulunma sikliklar: arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmad: (p>0.05, Ki
Kare).

Agiz mikroflora bilesenleri farkli toplumlarda degisebildigi gibi ayni bireyin
ag1z kavitesinde farkli yerlerde ve agzin aym bolimu icerisinde farkl: durumlarda da
degisikik gosterebildigi icin yeterince mikroflora calismasi yapilamarmistir™,

Williams et al.?? 206 vakann %21.8’inin tikriigiinde enterokok bulmuslardir.
Smyth et a.** n yaptiklari calismada hemodiyaliz hastalarimin ve farkli kontrol
gruplarinin dis tasinda enterokok bulunma oramm arastirmislardir. Universite grubu,
agrili disli hasta grubu, hemodiyaliz hasta grubu ve hemodiyaliz Unitesnde calisan
personeldeki enterokok tasima orant birbirinden énemli derecede farkli bulunmamis ve
bu oranmin %5-20 arasinda degistigi bildirilmistir. Sonuglara gore yas, cinsiyet, yakin

zamandaki antibiyotik kullamm hikayes ve son dis hekimi muayenesinin tzerinden ne
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kadar zaman gegtiginin enterokok bulunmaoranlariylailigkisi yoktur. Bu durumlarda en
sik elde edilen enterekok tiirti E.faecalis dir ve bunu E.liquefacienstakip etmektedir.

Sedgley et a.* oral enterokoklarin sikhigi, fenotipi ve genotipini
arastirmiglardir. Enterokoklar, endodontik tedavi igin gelen 100 hastanin agiz gargarasi
orneklerinden %11’inde, herhangi bir endodontik tedavi hikayes olmayan 100 dis
hekimligi 6grencisinin %2’ inden elde edilmistir. Endodontik tedavi i¢in gelen hastalarin
agiz ortaminda E.faecalis varhgimn yas, cinsiyet, sigara, son 2 ayda antibiyotik
kullanma, agiz kurulugu, semptomlarin bulunmasiyla ve endodontik tedavisi yapilacak
disin perigpikal lezyonunun radyografik durumuyla iliskili olmadigim ortaya
koymuglardir.

Sedgley et al.'*’ yaptiklar: baska bir calismada tiir-spesifik E.faecalis 16S rRNA
gen primerleri kullanilarak yaptiklart PCR analizlerinde 41 hastamn 29 (%70) unun
tikardk, dil, dis eti cebi, endodontik tedavi sirasinda alinan orneklerin en azindan bir
tanesinde E.faecalis bulunmustur. E.faecalis 12 tukurtk (%29), 22 dil (%55), 7 dis eti
cebi (%22) ve 2 endodontik tedavi sirasinda ainan Orneklerde bulunmustur. Bu
calismada E.faecalis; dis eti cebi, tikurik ve kok kanali drneklerine gore dilde daha
fazla bulunmustur. E.faecalis sagliksiz disetinde (%73) saglikliya (%20) gbre daha gok
bulunmaktadir. Dil orneklerinde E.faecalis gorilmesinde kultir ve PCR metotlar:
arasinda buyuk bir fark bulunmaktadir. Bu dil plaginin derin tabakalarimin daha fazla
0l veya yasayabilen ama kultive edilemeyen hiicreleri barindirabileceginden dolay:
olabildigi bildirilmistir.

Sedgley et al.’® yaptiklar: bir diger calismada ise E.faecalisi 30 tiikiirik
orneginin 5'inde 114-490 hicre/ml’ye ulasan konsantrasyonlarda bulmuslardir. Bu
calismada, paralel mikrobiyolojik kultlr degerlendirmelerinde E.faecalis, qPCR ile
bulunan 5 6rnegin sadece 2’ sinde 30-240 cfu/ml konsantrasyonlarda bulunmustur. Geri
kalan 25 Ornek gPCR ile bakildiginda E.faecalis'in negatif oldugu bulunmus ve bu
negatif kaltur tarafindan da dogrulanmustir.

Tukidrdk ornekleri, dil dorsumu ve dis eti cebi orneklerine gore daha fazla
kultive edilen enterokok bulmaya yardimc: olmaktadir. Farkli enterokok tdrleri ve
E.faecalis suglar1 farkli virllans faktorlere sahiptir ve bunlarin agiz kavitesine

tutunmalar: farklilik géstermektedir'®’.
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Aas et a. " nin yaptiklar: calismada, bes saglikli bireyden elde edilen DNA
orneklerinde 16S rRNA genlerini iceren 2500’ den fazla klonun analizinde enterokok
cins DNA dizisine rastlanmamistir. Bu yuzden E.faecalis ve diger enterokok turleri
ag1z florasinin bakterileri olarak kabul edilmezler®.

Enterokoklar peynir, et, sebze ve yaglar gibi fermente edilmis pismemis
besinlerde siklikla bulunmaktadir. E.faecium etlerde bulunurken, E.faecalis peynirde
baskindir'®. Enterokok’un vyetistigi ortam memelilerde 6zellikle insanlarda,
gastrointestina kanaldir. Bununla birlikte, enterokoklar cgesitli yerlerde, olaganistu
kapasitesiyle toprak ve yizey sulari gibi farkli ortamlarda Ureyerek kolonize
olabilmektedir. Simdiye kadar yiyeceklerden kaynaklanan patojenik etkiye sahip
enterokoklar az sayida bulunmustur. Yiyecek drunlerindeki enterokok varligina
dayanarak, agiz kolonizasyonunun kisa sireli kaynagi olarak rol oynayabilecegi
hakkinda tahminler bulunmaktadr®.

Razavi et al.??® 50 dis hekimligi 6grencisinin tukirilk érneklerini toplamis ve
enterokok varligi agisindan negatif olan bireyleri calismaya dahil etmistir. Farkl
cesitteki 20 peynir yerel sipermarketlerden elde edilmistir. Enterokoklar standart
metotlar kullamilarak kultive edilmistir. Enterokok varligi 5 Isvigre peynirinin 1'inde, 5
Fransiz yumusak peynirinin 3'Unde ve 5 Mozeralla peynirinin 1'inde ve 5 Feta
peynirinin 1’inde bulunmustur. Dis hekimligi 6grencilerinden 8 gonullt kisi 10 g en
yuksek degerde E.faecalis iceren peynirden yemislerdir. Tukirdk ornekleri peynir
yenmeden ¢nce ve yendikten 1, 10 ve 100 dakika sonra toplanmustir. Bir dakika sonra
ortalama 5480 E.faecalis koloni olusum Unitesi tikirik orneklerinden elde edilirken,
bakteri sayisi 10 dakika sonra dismis ve 100 dakika sonra 1 ve 10 dakikalik skorlara
gore Onemli miktarda dismistir. Bir hafta sonraki bulunma dizeyi daha distk
bulunmustur.

Antibiyotik direncli enterokoklar siklikla et Grlnlerinde, sit ve sit Grtnlerinde,
hazir yiyeceklerde ve hatta probiyotik bakteri olarak kullamlmaktadir. Avrupa
peynirleriyle yapilan Onceki calismalarda, enterokoklardan Ozellikle E.faecalis ve
E.faeciumun farkli oranlarda penisilin, tetrasiklin, kloramfenikol, eritromisin,
gentamisin, linkomisin, rifamisin, fusidik asit ve vankomisine kars: direncli oldugu

bulunmustur®®’. Antibiyotik direncli enterokoklar siklikla pastorize edilmis ve daha

102



fazla miktarda islenmemis siit peynirlerinde bulunmalarina ragmen, olusan son Urunler

besin zinciri igerisinde artan antibiyotik direnciyle daha ciddi risklere neden olabilirler.

5.6. Birincil Enfeksiyonlu Dislerde C.albicans Bulunma Skhginn
Degerlendirilmes

Mantarlarin tedavi edilmemis kok ciriiklerinde®*, dentin tubillerinde™®

, inatci
apikal periodontitise sahip tedavi edilmis kok kanallarinda’™, asemptomatik apikal
periodontitisli dislerin apikal kok yiizeylerinde’® ve periapikal dokulardaki varligi®*®
kaltar yontemi ve mikroskobik inceleme ile kamtlanmistir. Mantarlar kok kanallarina
baslangic tedavisi sirasinda, restorasyonlarin sizintistyla veya dentin tubillerine
kolonizasyonla girebilmektedir'®’.

Cssitli arastirmalarda birincil enfeksiyonlarda kok kanallarinda mantarlarin

211,212,213 ve bu oran

bulunmasi %0.6’dan %10’ a kadar degisen oranlarda bulunmustur
tedaviye direncli vakalarda %3.7-10 arasinda degi smektedir®*>2,

Calismamizda kulttr yontemi ile birincil enfeksiyonlu dislerde C.albicans %17
oramnda bulunurken PCR yontemi ile %20 oraminda bulundu. Birincil enfeksiyonlu
dislerden alinan drneklerin analizinde yontemler arasinda istatistiksel olarak anlamlt bir
fark bulunmadh (p>0.05, Ki Kare).

Méller'™!, Candida tiirlerini 29 pozitif (ireme gosteren saglam kuronlu dislerin
nekrotik pulpa érneklerinin 1’inde izole etmistir. Siqueira™ PCR ile 50 enfekte kok

kanalindan yalmzca 1'inde saptamustir. Sen et al**®

, periradikiler lezyonlu gekilmis 10
disin 4tnde mantar bulmustur. Siqueira®, SEM ile primer kok kanal
enfeksiyonlarinda mikrobiyal kolonizasyon varligini gostermis ve 15 disin 1'inde maya
benzeri hiicreler gdrmustir ve bu maya benzeri hicreler tomurcuklanmayla buyik
koloniler olusturmuslardir.

Baumgartner et al.'* periapikal radyolusensili vakalarin degerlendirildigi
calismada, birincil apikal periodontitisli enfekte kok kanalli 24 disin 5 (%21) inde
C.albicans': PCR ile bulmustur. Aym galismada, igne aspirasyon teknigi kullamilarak 19
absdli vakadan ornekler toplanmis ve bu 6rneklerin higbirinde C.albicans DNA’sina

rastlanmarmistir. Siqueira et al.**°

calismasinda ise grup-spesifik primerler ve PCR
kullanllarak birincil apikal periodontitisli 91 kanal ©6rneginin  1'inde mantar

bulunmustur.
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Egan et al.'® yaptiklar calismada birincil enfeksiyonlu dislerde mantar bulunma
sikligint %5.7, ikincil enfeksiyonlu dislerde %16 olarak bildirmistir. Bu ¢alismayla aynm
secici ortam olan SDA’1 kullanan Wilson et al.®® %1.9 ve Jackson et al.?* %26
oramnda mantar varligim gostermislerdir.

Bu iki calismada, kanal ici pansuman materyalinin yerlestirilmesinden sonra
adinan kultirlerde mantar  bulunma sikhigit  srasiyla %6.8 ve %33.6'ya
yiikselmektedir®>#*, Bu yetersiz tedavinin, mantarlarin tiremesi icin ortam saglacig:
hipotezini  dogrulamaktadir®'®, Bu farkhiliklar  disin  kurona  durumundan
kaynaklanabilir ancak detaylar verilmemistir.

Najzar-Fleger et al.**" birincil enfeksiyonlu dislerden ainan 6rneklerde, besiyeri

olarak saboraagar kullanarak candidaturlerini %55 oramnda bulmuslardir.

5.7. 1Ikincil Enfeksiyonlu Dislerde C.albicans Bulunma Sikhginin

Degerlendirilmes

Calismamizda ikincil enfeksiyonlu dislerde C.albicans kilttr yontemi ile %9 ve
PCR yontemi ile %11 oramnda bulundu. ikincil enfeksiyonlu dislerden alinan
orneklerin analizinde yontemler arasinda istatistiksel olarak anlaml: bir fark bulunmad
(p>0.05, Ki Kare).

Iyi yapilmamus kok kanal tedavili dislerdeki flora, tedavi edilmeyen dislerin kok
kanallarinda bulunan floraya benzemektedir ve yetersiz kanal tedavili disler yiksek
sayida tur icermektedir. Endodontik tedavi basarisizliklar: kok kanalinin iginde kalan
mikroorganizmalara baglidir. Eger bu mikroorganizmalar patojen Ozellikte olur, yeterli
sayiya ulasir ve periradikiler dokulara giris yolu elde ederse, periradikiler hastaliklara
neden olabilir veya 6nceden var olan hastalig: siirdirebilirler®.

Mantarlarin ~ birincil  kok kanal enfeksiyonlarinda bulunma  siklig:

158,160

arastirilmis ama  genellikle basarisiz kanal tedavili dislerde

bulunmugtur "*+1%791921% "¢ albicans 1n ikincil kok kanal enfeksiyonlarinda bulunmast,
bu mikroorganizmanin kanal i¢i medikamentlerine direng gostermesi, dentinde kolonize
olabilmesi ve dentin tubiillerine penetre olabilme yetenegi ile agiklanmaktadir'™ %%,
Arastirmacilar  kultir yontemlerini kullanarak kanal tedavili dislerde C.albicans'1

%3’ den %18’ e ulasan degerlerde izole etmiglerdir>*- 17111142166
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Siqueira ve Rogas™® basarisiz endodontik tedavili dislerden alinan 6rneklerin
PCR ile analizinde %9 oraminda C.albicans bulmuslar ve bu oramn mantar ttrlerinin
basarisiz endodontik tedaviyle iligskili mikroorganizma toplulugun bir kismim
olusturdugunu ileri stirmislerdir.

Sundqvist et al.? basarisiz endodontik tedavili 24 disin 2’ sinde C.albicans izole
etmislerdir. Molander et al.'* yaptigi apikal periodontitisli ve kanal dolgulu 100 disi
iceren bir caligmada C.albicans 3 kanalda izole edilmistir. Bununla birlikte, bu
caligsmada segici ortam olan SDA kullanmImamustir.

Hancock et al.® perigpikal radyolusensi olan kanal dolgulu 54 disin
mikroflorasim arastirmislardir. Bu dislerin 34’ Ginde Greme gorilmistir ve C.albicans
sadece 1 disten izole edilmistir. Bu calismada mantarlar igin segici ortam
kullanmlmamistir.

Pinherio et a.’” yaptiklar1 calismada periapikal lezyonlu kanal dolgulu 60 disi
incelemis ve 51 diste Ureme gordldigi bildirilmistir. Bunlardan sadece 2'sinin
C.albicans oldugu bulunmustur. Bu ¢alismada SDA kullanilmamustir.

Peciuline et al."inin™* yaptiklar calismada kronik apikal periodontitisli kanal
dolgulu dislerde mantarlara, enterik Gr negatif gomaklara, enterokok cinslerine
rastlanmistir. Kirk dis calismaya dahil edilmis ve 33 diste Ureme gortlmustir. Bu
calismada mantarlar igin segici ortam olan konvansiyond kiltir metotlar: kullanidmastir.
Mantarlar 6 disten elde edilmistir (%18 kultar (+) disten). Butun turler C.albicans
turdne aittir.

Waltimo et a.’” yaptiklan calismada C.albicans't 967 disin kanal tedavisi
tekrarinda alinan érneklerin %4.9'undan elde ederken, Egan et al.'*” calismasinda bu
oram %16 olarak bulmustur. Cizelge 5.1'de ikincil enfeksiyonlu dislerden ainan

orneklerden C.albicans in bulunma oranlar: gosterilmektedir.
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Cizelge 5.1: Periradikiler lezyonlu kana tedavili dislerde C.albicansin bulunma sikliginin
karsilastirilmasi

Calisma Tammlama Mikr oorganizma bulunan poztif C.albicans
metodu ornekler
Moller™ Kultdr %57 %3
Sundqyist et al.’ Kilttr %44 %83
Molander et . Kultdr %68 %4
Peciuliene et al.™* Kultdr %83 %18
Hancock et al.* Kultir %63 %3
Cheung ve Ho'® Kltor %67 %17
Pinherio et d.* Kultir %85 %4
Siqueirave Rogas™ PCR %100 %9

Endodontik enfeksiyonlarda mantar c¢alismalari ¢ok oldugu halde, ¢ogu
calismada hasta sayist azdir ve bu calismalarda mantarlar igin segici ortam
kullanilmagdiginda mantar izolasyon sikligi %5'den az olarak bulunmaktadir. Segici
kaltar ortam kullanilldiginda ise bu oran %7-18 e gikmaktadir. Bununla beraber, kanal
tedavili veya tedavisiz apikal periodontitisli disler arasindaki farklilik halen anlam
kazanmamistir. Cunki 6zellikle mantarlarin izolasyonuna odaklanan karsilastirici
calismalar halen dusuik sayidadir.

Calismamizda segici mantar kultur ortami (SDA) kullanild: ve C.albicans ikincil

enfeksiyonlu dislerde kulttr yontemi ile %9 ve PCR yontemi ile %11 oraminda bulundu.

5.8. Oral Kavitede C.albicans Bulunma Sikhgimn Degerlendirilmes

Calismamizda birincil enfeksiyonlu dislere sahip olan hastalarin dil altindan
ainan tukardk orneklerinin kultdr yontemi ile analizinde %15 orarminda C.albicans a
rastlanmilirken PCR yontemi ile analizinde %17, ikincil enfeksiyonlu diglere sahip olan
hastalarin tikurok orneklerinin kltir yontemi ile analizinde %16 ve PCR yontemi ile
analizinde bu oran %21 olarak bulunmustur. Birincil ve ikincil enfeksiyonlu dislere
sahip hastalarin tukurtklerinden alinan 6rneklerden elde edilen bulgularda yontemler
arasinda istatistiksel olarak bir fark bulunmadh (p>0.05, Ki Kare).

Egan et al.*®" 55 hastanin apikal periodontitisli 60 kok kanal tedavili disini ve
uyarilmamis tukdrdk orneklerini incelemistir (25 kanal dolgulu, 35 tedavi edilmemis
dis). Bu caligmada segici ortam olarak (SDA) kullanidlmistir ve mantarlar tikurikte
(%32) kok kanaina (%10) gore daha gok bulunmustur. Yirmi U¢ izolat tikurukten ve 8

izolat kok kana orneklerinden elde edilmistir. Bu izolatlarin %74’ candida cinsine
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aittir. Tukdrikten elde edilen mantar turlerinden C.albicans en sik bulunandir (17/23
veya %73.9), bunu R.mucilaginosa (2/23), C.dubliniensis (1/23), C.tropicais (1/23) ve
Cryptococcus humicolus (1/23) izlemektedir. Kok kanallarindan elde edilen 8 izolat ise
R.mucilaginosa (4/8), C.albicans (3/8), C.saka (1/8)'dir. Arastrmacillar hastanin
tukdragunde mantar varsa kok kanalinda da mantar bulunma olasiliginin 13.8 kat fazla
oldugunu, bu farkin istatistiksel olarak anlaml1 oldugunu vurgulamislardir™®.

Egan et al.'®" calismasinda tilkiiriik 6rneklerinden izole edilen candida tiirleri
(17/23) yuksek oranda bulunmustur ve bu oran digerlerinin bulgulariyla
desteklenmektedir®®®. Ama genellikle immun sistemi baskilanmis hastalarla iliskili olan
R.mucilaginosa, C.dubliniensis, Cryptococcus humicolus ve Trichosporan mucoides™
bu calismada saglikl1 bireylerden elde edilmektedir. C.dubliniensis, Sulliva et a.?**n
yaptiklart calismayla tammlanmigtir ve HIV  enfeksiyonuyla iliskili olduguna
inanmimaktadir. Son zamanlarda HIV-negatif bireylerden de elde edilmistir.

236 e kiiltir

Ornek toplama (imprint kiltir, mukozal struntii, gargara, tUkuriik)
teknikleri®® mantarlarin izole edilmesini etkileyen faktorlerdir. imprint kiiltiirle alinan
ornekler mantarlarin agiz i¢i dagilimini gostermekte yetersiz kalmaktadir. Bununla
birlikte, Oliver ve Shillitoe”" yaptiklar: calismada tiikiiriikden kiiltir alma tekniklerinin
saglikli bireylerde candida tasiyiciligimin tespitinde en hassas metot oldugunu ortaya
koymuglardir.

Akdeniz et al.**® agizlarinda ciiriik olmayan 20 saglikli gocuk ve ciriiklii dislere
sahip 13 saglikli ¢ocugu dahil ettikleri calismada, curikla dislere sahip gocuklarin
%69’ unun, ¢lrigl olmayan gocuklarn %5’inin tukirtginde candida bulmustur. Iki
grup arasindaki fark istatistiksel olarak oOnemlidir. Ayrica, %61.5 gocugun kok
kanallarinda candida bulunmaktadir.

Rozkiewicz et a.'®® yaptiklar calismada cocuklar ve ergenlerden farenks,
supragingival plak ve ¢uruk lezyonlarindan toplam olarak 206 mikrobiyolojik 6rnek
amistir. APl sistemiyle mantarlar tammlanmis ve 123 ¢6rnekte C.albicans izole
edilmistir. Bunun 9%49.6's supragingival plaktan, %39 clriuk lezyonlarindan ve
%11.4'0 farengeal suruntuden elde edilmistir. C.albicans gocuklarin agiz kavitesinde

yuksek oranda bulunmustur.
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5.9. Antibiyotiklerin E.faecalis izolatlarina Etkisi

Calismamizda birincil ve ikincil enfeksiyonlu dislerden elde edilen E.faecalis
izolatlarimin agar diltisyon yontemiyle belirli konsantrasyonlarda Spiramisin, Koligtin,
Penisilin ve Vankomisine duyarliliklart arastirlldi. Hem birincil hem ikincil
enfeksiyonlu dislerden elde edilen 18 izolatin Spiramisin ve Kolistine direngli, 13
izolatin Penisiline, 17 izolatin Vankomisine direngli oldugu bulundu. Geriye kalan 5
izolatin penisiline ve 1 izolatin vankomisine duyarli oldugu goraldu.

Cogu ilaca direncli turler olan Staphylococcus aureus, E.faecalis, Pseudomonas
aeruginosa, Streptococcus pneurmonia, Myobacterium tuberculosis ve diger turlerin
hayat1 tehdit edici enfeksiyonlara neden oldugu bildirilmistir. Buna ek olarak, dzellikle
ag1z enfeksiyonlarinda, anaerobik bakterilerde gesitli turler artmaktadir. Hastanelerde
ve buylk medikal merkezlerde klindamisin, sefalosporinlere, penisinlere direng
gelismektedir®®.

Yeni calismalar 6zellikle vankomisine direngli E.faecium ve E.faecalis gibi
enterokoklarin ortaya c¢iktigim belirtmektedir. Bu vankomisin direngli enterokoklar
major nasokomial patojenler olarak hastanelerde karsimiza ¢ikmaktadir ve aym anda
pek cok antibiyotige diren¢ gostermektedir. Bu enfeksiyonlarin tedavisinde ise ¢ok az
tedavi secenegi kalmaktadir®.

Vankomisin birincil olarak Gr pozitif bakterilere etkili bir ilagtir ve ciddi
enfeksiyonlarin tedavisinde kullaniimalidir®®. Streptokoklar kadar enterokoklarin da
neden oldugu endokarditin tedavisinde penisiline alerjisi olan hastalarda vankomisin
tedavis etkili bir dternatifdir.

Calismamizda E.faecalis izolatlarimn penisilin ve vankomisine direng gosterdigi
bulunmustur. Pinherio et al.>** yaptiklar calismada kok kanallarindan elde edilen biitiin
E.faecalisizolatlarin vankomisine duyarli bulmuslardir.

Litvanyal1 23 hastanin ve Finlandiyali 36 hastanin apikal periodontitisli kok
kanal dolgulu dislerinden elde edilen E.faecalis izolatlarimn heps penisilin ve
ampisiline duyarlidir ve izolatlarin higbiri vankomisine diren¢ gbstermemistir.
Finlandiya ve Litvanyada farkli antibiyotik kullammina ragmen, E.faecalis agiz
kavitesinde commensal olarak bulunmaktadir ve izolatlar benzer antibiyotige direng

profili gostermistir'®.
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Pinheiro et al.'” yaptiklar: calismada, E.faecalis ikincil enfeksiyonlu dislerden
%45.8 oraminda izole edilmis ve bu izolatlarin benzilpenisilin, amoksisilin ve
amoksisilin-klavulonik aside duyarli oldugunu gosterilmistir. Amoksisilin  ve
amoksisilin-klavulonik asidin MIC degeri benzilpenisilin’'den dusuktir. Bu bulgular
oral enterokoklarin ampisline benzilpenisilinden daha hassas oldugunu bulan Roms et
a. ve Nord ve Wadstom' un bulgulariyla uyum igindedir.

Hoelscher et al. yaptiklari calisgmada amoksisilin, penislin, klindamisin,
metronidazol, doksisiklin toz halinde temin edilmis ve Kerr EWT patina, bu patin
toplam hacminin %10 agirhiginda eklenmistir ve pat Ureticilerin tavsiyesine gbre
karistinlmisir. Bu  karigimin  E.faecalise etkis agar diflizyon yontemi ile
degerlendirilmistir. Kerr EWT pat1 ve amoksisilin, penisilin, klindamisin, doksisiklin
iceren antibiyotik bilesimlerinin yalmz basina Kerr EWT patiyla karsilastirildiginda
inhibisyon zonunda 6nemli farkliliklar oldugu ortaya ¢ikmistir. Metronidazol-pat
kombinasyonlariyla, Kerr EWT pati arasinda farklilik bulunmazken amoksisilin,
penislin, klindamisin, doksisiklin gibi pat-antibiyotik kombinasyonlari, tek basina patla
karsilastirildiginda genis i nhibisyon zonu gostermistir'”.

Bazi calismalarda E.faecalisin amoksisilin, amoksisilin-klavulonik asit,
benzilpenisilin, vankomisin ve doksisikline duyarliligi bulundugunu ama eritromisin ve
azitromisine daha diisiik oranda duyarlilik gosterdigi gériilmiistir'™*, Buna karsin,
Dahlen et al.?®® E.faecalisin benzilpenisilin, ampisilin, klindamisin, metronidazol ve
tetrasikline direncli oldugunu ama eritromisin ve metronidazole duyarl: oldugunu ileri
sUrmustdr.

Fass™* calismasinda azitromisin ve eritromisin arasinda gapraz direng oldugunu
ve azitromisinin enterokoklara kars1 eritromisinden daha az etkili oldugunu gostermistir.
E.faecalis klindamisine direng gostermektedir ve bu ilag enterokoklara klinik olarak
etkili degildir. Bu yuzden dental islemlerde, enterokok enfeksiyonlari igin penisiline
derjis olan hastalara onerilen alternatif profilaktik rejim sinirlidir. Penisiline alerjisi
olan hastalara uygun bir aternatif ilag olan moxifloxacinin, kok kanallarindaki
E.faecalis izolatlarina invitro olarak etkili oldugu gosterilmistir. Yeni calismalar
moxifloxacinin, periodontal patojenlere ve dentoaveolar abselerden izole edilen

bakterilereiyi bir antibakteriyel etki gosterdigini bulmuslardir®®.
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Sedgley et al.**® yaptiklar: calismada tiikiiriik 6rneklerinden elde edilen biitiin
enterokok turlerinin ampisilin, benzilpenisilin, gentamisin ve vankomisine duyarl
oldugunu bulmuslardir.

In vitro test sistemi E.faecalis in diger streptokoklarla kiyasandiginda, ampisilin
ve penisiline 10-100 kez fazla MICs degeri gosterdigi bulunmustur®®.

Degisik cografik alanlarda ve enfeksiyonun ileri evrelerinde, bakterilerin direng
paternlerinin degistigi gorilmektedir'*'. Enterokoklarin kok kanallarindan izole edildigi
onceki  calismalar  izolatlarin  tamamimin  eritromisine  duyarli  oldugunu
gostermislerdir®?*, Heintz et al.?** %90  dan fazla izolatin duyarl: oldugunu bulurken,
Stern et al.*** %61.9 izolatin bu ilaca duyarli oldugunu bulmuslardir. Bu bulgular
enterokoklarin  zaman gegtikge eritromisine  duyarliligimin - gittikge  azaldigim
vurgulamaktadir. Bu yuzden enterokoklarin eritromisine oldugu gibi diger
antibiyotiklere kars1 da direng gosterebilecegi kabul edilebilir.

Endodontik  orijinli  birgok enfeksiyon antibiyotige gerek duyulmadan
iyilesebilmektedir. Ciinki kan sirkilasyonu olmayan nekrotik ve enfekte pulpada
antibiyotikler kok kanal sisteminde bulunan mikroorganizmalara ulasamamakta ve yok
edememektedir. Bu ylzden enfeksiyon kaynagina sistemik antibiyotik tedavisi
etkisizdir. Bununla birlikte antibiyotikler immun yetmezligi olan hastalarda
enfeksiyonun yayilmasim ve ikincil enfeksiyonlarin gelismesini engellemektedir. Bu

yuzden, antibiyotikler baz1 endodontik enfeksiyonlardailave olarak kullamlmaktadir.

5.10. Antimikrobiyal Medikamentlerin E.faecalis izolatlarina Etkis

Calismamizda E.faecalis izolatlarimn %2 CHX, %17 EDTA, %2.5 NaOCl ve
%5 NaOCI gibi kanal igi irrigasyon soltusyonlarina duyarliliginin arastiriimasinda Disk
diftizyon testi, Klinik ve Laboratuar Standartlari Enstitisi (CLSI, M2-A9. 2006)
standartlarinda stripe modifiye edilerek yapildi. E.faecalis tremesini en iyi engelleyen
solusyonun CHX oldugu ancak inhibisyon zonu olusturmakta ise en etkili %5 NaOCI
soltisyonun oldugu bulundu.

CHX’in %2'lik jel veya sulu soltisyonu, kok kanal boslugundaki ve dentin
tubiillerindeki E.faecalisi azaltmakta veya tamamen elimine etmede etkilidir®®. %2’ lik
CHX solusyonuyla 2 dakika irrigasyon yapmak, dentin tubdllerindeki E.faecalis'i 100
pm derinlige kadar uzaklagtirmaktadir®®. Hem %0.12'lik CHX soliisyonu hem de
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%10’ luk Ca(OH). pat1, 46 °C’ ye 1sitildiktan sonra E.faecalis e normal viicut 1sisina gore
daha yiiksek antimikrobiyal etki gosterdigi kanitlanmistir'®.

Gomes et d.*® %525lik NaOCl'in E.faecalisi 30 snde hizlica yok
edebildigini, ama daha dusik konsantrasyonlarda (4-0.5%) tamamyla yok edebilmesi
ici 5-30 dakikaya ihtiyag oldugunu ortaya koymuslardir. %0.2'lik CHX solisyonu
E.faecalisi 30 sn'de yok edebilirken, aym konsantrasyondaki CHX jel ayni etkiye 2
saatte ulasmaktadir. Bu calisma Oncag et al.?* ve Vianna et al.**° calismalariyla benzer
sonuglara sahiptir. Bu galismalarda in vitro olarak CHX, NaOCI’e gore E.faecalis ve
Saureusu yok edebilmekte daha etkilidir. Sonuglaritmiz bu sonuglarla uyum
icerisindedir.

Heling&Chandler'® irrigan kombinasyonlarinin  in  vitro olarak dentin
tubdllerinde bulunan E.faecalis e karsg1t antimikrobiyal etkinligini degerlendirmiglerdir.
%3’ Itk hidrojen peroksit ve CHX solusyonlarinin spesifik kombinasyonunun, tek
basina CHX ve NaOCI solusyonlar: gibi diger bilesiklerle karsilastirildiginda dentindeki
antimikrobiyal aktivitesinin daha fazla oldugu bulunmustur. Bununla birlikte, birincil
veya ikincil endodontik enfeksiyonlarda CHX ve hidrojen peroksit birlesiminin kok
kanal dezenfeksiyonunda kullanimim gosteren herhangi  bir  klinik galisma
bulunmamaktadir.

E.faecalis biyofilm olusturma yetenegine sahiptir ve bu yetenegiyle de
fagositoza, antikorlara ve antimikrobiyallere direnci, biyofilm olusturmayan
organizmalara gore 1000 kat fazladir®*®. E.faecalis kok kanal sistemine tedavi sirasinda,
pansuman seandari arasinda, tedaviden sonra girebilmektedir. Bu yiizden, bu
islemlerin her biri sirasinda E.faecalis enfeksiyonunun Onlenmesi ve eiminasyonu
amaclanarak tedavi islemlerinin uygulanmasi dikkate alinmalidir.

E.faecalisin kok kanal bosluguna girisini onlemek igcin ek asamalar
gerekmektedir. Bunun icin tedaviden 6nce hasta agzint CHX soltisyonu ile yikamali, dis
ve rubberdam yuzeyleri CHX ve NaOCI soltsyonlariyla dezenfekte edilmeli ve kanal
dolgusu yapilmadan 6nce guta perkalarin NaOC| soliisyonu ile dezenfekte edilmesi
onerilmektedir?’.

Calismamizda kana i¢i pansumanda kullanilan G-Ca(OH),, SF-Ca(OH), ve
CHX- Ca (OH); karisimlarinin klinik izolatlar Gzerine antimikrobiyal etkisini tespit igin
agar difuizyon yontemi uygulandi. CHX-Ca(OH), pati hem birincil hem ikincil

111



enfeksiyonlu dislerden elde edilen E.faecalis izolatlarinda Uremeyi engelleme ve
inhibisyon ¢ap:1 olusturma agisindan en etkili pat olarak bulunurken, bunu G-Ca(OH),
pati1 takip etti. SF-Ca(OH), pati Uremeyi engelleme agisindan ve inhibisyon capi
olusturma agisindan en etkisiz pat oldugu goruldi. Bu patlardan sadece G-Ca(OH),
patinin etkinligi 4. ve 7. gunlerde artmakta, diger 2 patin ise bu gunlerde etkinligi
azalmaktadhr.

E.faecalis'in alkalin toleransinin mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir ama
son zamanlarda gosterilen hicre duvariyla iligkili proton pompasi, hlicreye proton
sdlarak sitoplazmay: asidik hale getirmesi, E.faecalisin yiksek akalin ortaminda
yasayabilmesi agisindan onemlidir. E.faecalisin Ca(OH), pat1 ile pansumandan sonra
yasayabilme mekanizmasi:

1. E.faecalis pasif olarak pH hemostazim sirdiurmektedir. Bu sitoplazmanin
tamponlama kapasitesinde oldugu gibi iyonlarin hicre membranina
penetrasyonu sonucu olarak meydana gelmektedir.

2. E.faecalis proton pompasina sahiptir, bu da pH hemostazim surdirmesini
saglamaktadir. Bunu, proton pompalart hicrede i¢ pH't  duslrerek
basarmaktadir.

3. pH 11.5 veya daha yiksekse, E.faecalisin yasamasi olanaksizdir. Bununla
beraber dentinin tamponlama kapasitesi sonucu, 11.5'lik pH'in dentin
tublllerinde ginimizde kullamlan Ca(OH), teknikleriyle devam etmesi olast
degildir'®.

Almyroudi et a.** yaptiklar1 calismada Ca(OH), patinin E.faecalisi 3. ve 8.
gunlerde oldurebildigini ama 14. ginde cok etkili olmadigim gostermislerdir. Bu
calismada Ca(OH), pati, CHX jel, CHX jel-Ca(OH), ve yavas saimli ¢ip olarak 4
formda kullanilmigtir. Butin CHX preparatlart E.faecalise 3, 8, 14. gunlerde etkili
oldugu bulunmustur. Ca(OH), bu mikroorganizmay: 3. ve 8. giinlerde yok etmistir ama
14 ginde ¢ok etkili olamamustir.

CHX emdirilmis guta perka ve iodoform igerikli guta perka E.faecalis e kars1 az
inhibisyon aktivasyonu gostermistir®*®?*, Baska bir calismada, %5'lik CHX yavas
salim duzenegi dentin tublllerindeki E.faecalisi 500 micrometre derinlige kadar

tamamiyla yok etmistir®>°,
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CHX’in E.faecalis e antimikrobiyal etkisinin, CHX-Ca(OH), karisimina gore
daha iyi oldugu bilinmektedir®”’. %2'lik CHX jelin Ca(OH); ile karstiriimas: sonucu
pH 12.8e ulagsmaktadir ve dentin tubtllerindeki E.faecalisi tamamiyla yok
etmektedir®’. CHX-Ca(OH), birlesimi, Su-Ca(OH). birlesimine gore E.faecalisi yok
etmekte daha basarihdir™. Calismamizda da CHX-Ca(OH), pat1 hem birincil hem
ikincil enfeksiyonlu dislerden elde edilen E.faecalis izolatlarinda tremeyi engelleme ve
inhibisyon ¢ap1 olusturma agisindan en etkili pat olarak bulundu.

Siren et al.*? E.faecalis ile enfekte edilen dentin bloklarinda, Ca(OH),’ in %0.5
CHX veya %2/4 iodine potasyum iodid soltsyonlariyla karisiminin dezenfeksiyon
isleminde iyi bir etkiye sahip oldugunu gostermiglerdir. Saf Ca(OH).'in dentinde
E.faecalisi tamamen etkisiz hae getiremedigi, ana CHX ve iodine potasyum iodid
solusyonlariyla karisim preparasyonlarimin dentinin derinliklerinde E.faecalisi 1 ve 7
gunluk test periodlarinda yok ettigi saptanmstir.

Calismalarda dentin tubtllerindeki E.faecalisin 10 gin boyunca Ca(OH),
pansumanina direncli oldugu gosterilmektedir'®. Estrela et al.®* SF iceren Ca(OH),
patinin indirekt etkisini degerlendirirken, bu patin E.faecalis, Saureus, P.aeruginosa,
B.aubtilise ve bu bakteri karisgimlarina etkisiz oldugunu bildirmislerdir. Bazi
klinisyenler tarafindan Ca(OH), pati; kullammminin detayli, zaman kaybettiren ve
Ozellikle kok kanallarindan cikariimast zor olan bir materyal oldugu icin tercih

edilmemektedir'®,

5.11. Antifungallerin C.albicans Izolatlarina Etkis

Calismamizda birincil ve ikincil enfeksiyonlu dislerden elde edilen C.albicans
izolatlarimin agar diltisyon yontemiyle belirli konsantrasyonlarda amfoterisin B, nistatin,
flukonazol ve ketokanozol’e duyarliliklart arastirilmistir. Hem birincil hem ikincil
enfeksiyonlu dislerden elde edilen izolatlarin nistatin, amfoterisin B ve flukonazole
duyarli oldugu bulundu. Bununla birlikte butin izolatlarin ketokanozol’e direncli
oldugu goruldu.

Inatci apikal periodontitisle birlikte marjinal periodontitisli dislerden C.albicans
turiinin amfoterisin-B, fluorositozin, flukanozol, mikonazol ve klotrimazol gibi 5 farkl
antifungal gjana kars1 direncini karsilastiran bir calismada; buttin test edilen trlerin

amfoterisin B ve 5-fluoroctezine karst duyarli oldugu ve 1,0 pg/ml’den disuk MIC
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degerine sahip oldugu bulunmustur. Endodontik ve periodontal izolatlar arasinda
herhangi bir farklilik bulunmamustir. Endodontik izolatlar arasinda en etkili flukanazol
bulunmustur. Bir endodontik tirin flukanozole karsi direngli olmasi, mikonazol ve
klotrimazol kars: iligkili olarak yiksek MIC degerine sahip oldugunu kanitlar. Bu
calismada kok kanalindan veya diseti gevresinden izole edilen 70 oral C.albicans
susunun, belirlenen antifungal ajanlara kars1 hassasiyeti degerlendirilmistir. Bu galisma
kok kanal enfeksiyonundan izole edilen C.albicans susunun antifungal hassasligiyla
ilgili literattirdeki ilk ve en 6nemli karsilastirict calismadir®.

Ates et a.'® yaptiklar: calismada ketokanazoliin biitiin tiirlere karst en duisik
MIC ve Minimum Fungisidal Konsantrasyon (MFC) gosterdigini bulmuslardir. EDTA
en yuksek antifungal ve fungisidal aktiviteyi gostermistir. Diger tetraasetik asit ajan
olan EGTA’nin C.albicans aetkisiz oldugu rapor edilmistir.

Sen et e." yaptiklar calismada EDTA’nin en iyi antifungal aktiviteye sahip
agan oldugu bulunmustur. Rutin antifungal ajanlardan, nigatin ve ketokanozol ve
CHX’ nin konsantre solisyonu (Savrolin) EDTA’dan sonra en etkili aktiviteye sahiptir.
%5 NaOCI ve %2.5 NaOCI etkileri sirastyla bu gruplar: takip etmektedir.

5.12.Antimikrobiyal Medikamentlerin C.albicans izolatlarina Etkis

Calismamizda C.albicans izolatlarimn %2 CHX, %17 EDTA, %2.5 NaOCl ve
%5 NaOCI gibi kanal ici irrigasyon soltusyonlarina duyarliliginin arastirilmasinda strip
diftizyon testi kullanmldi. C.albicans tremesini en iyi engelleyen soltsyonun %5 NaOCI
oldugu bulundu. %17 EDTA ve %2.5 NaOCI! inhibisyon ¢ap1 olusturma agisindan
birbirine benzer degerler gosterdi ve %2 CHX en az inhibisyon ¢ap: olusturdu.

Waltimo et a.*, hem %0.5 hem %5 NaOCI’ iin 30 saniyede mantarlar1 in vitro
olarak dldurdugini, %0.05 ve %0.005 NaOCI'in mantarlar1 dldirmede 24 saatlik
inkiibasyondan sonra ¢ok zayif kaldigim bildirmislerdir. Ancak bu bulgular, Viana et
a " nin yaptiklar1 calismanin sonuglar: ile kismi olarak celismektedir. Ciinkii Viana et
a.'® calismasinda %0.5'lik NaOCI C.albicans1 30 dakikada, %5.25'lik soliisyonun
bltuin mantarlar: 15 saniyede 6ldurdigt sonucuna varilmstir.

EDTA giclu bir antibakteriyel ajan olarak kabul edilmese de, etkili bir
antifungal  aktiviteye sahip oldugu rapor edilmistir'¥”®°,  Kalsiyum iyonlar

C.albicans' in olusumunda, tutunmasinda ve tremesinde 6nemli bir role sahiptir®®.
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EDTA antifunga Ozelligini hem kultir ortamindaki hem de hiicre duvarindaki
kalsiyumla selasyon yaparak gostermektedir'®”.

EDTA’'nmin kok kanallarindaki smear tabakasini uzaklastirma Ozelliginin yan
sira, smear tabakasindaki mikroorganizmalar da yok ettigi vurgulanmstir®®”2°82%°,
Buna ek olarak, EDTA’min antifungal etkisinden, 6zellikle kandidiozis oramnin yiksek
oldugu ikincil kok kanal enfeksiyonlarinda, irrigasyon soltisyonu olarak kullammyla
yararlanilmaktacir'®®®, EDTA ve NaOClI'nin sirasiyla kullamminin, C.albicans in
dentine tutunmasini ve tremesini engelledigi gosterilmistir'™,

Ikincil kok kanal enfeksiyonlu dislerde ve yiiksek orandaora kandidiozise sahip
hastalarda EDTA ve titanyum tetraflorid aternatif irrigasyon soltsyonlar: olarak
kullailmalar: tavsiye edilmektedir'®.

Sen et al.™ %0.12 CHX, %1 NaOCl ve %5 NaOC!I" tin antifungal 6zelliklerini
arastirdiklart  galismalarinda, C.albicansin smear tabakasi varken daha direncli
oldugunu bulmuslardir. Smear tabakas: yokken, NaOCl'in antifungal etkiye 30 dakika
sonra ulastigini  bildirmiglerdir. Aymi c¢alismada, EDTA’min C.albicans uzerine
antifungal etkisi diger dezenfektanlarla da kiyaslanmistir. Buna gore en etkili antifungal
aanin EDTA oldugu ve nistatin, ketakonozol ve %1,5 CHX glukonat soltisyonlarinmn
EDTA’dan daha az etkili antimikrobiyal ajanlar olduklart sonucuna varilmistir. %5
NaOCI soltisyonu genis bir inhibisyon zonu olusturmasina ragmen konsantrasyonunun
azalmasi (%2,5) ile birlikte antifungal etkinliginin bir kismim yitirdigi bildirilmistir. Bu
bulgu bizim bulgularimiz ile uyusmaktadir.

Smith ve Wayman®?®

, Strik asit ve NaOCI’Un antimikrobiyal etkinligini
arastirmiglardir ve C.albicans'in E.faecalis veya Basillus turlerinden daha direngli
oldugunu rapor etmislerdir. Ayrica, sitrik asitin NaOCl| kadar etkili olmadig:
bildirilmistir.

Ferguson et a.'*® caismasina gore; NaOCI, hidrojen peroksit ve CHX
diglukonat dilue edildiginde C.albicansa etkili oldugu ama sivi Ca(OH);'in etkili
olmadig1 bulunmustur. NaOCI, hidrojen peroksit, CHX diglukonat ve sivi Ca(OH),'in
C.albicans 1 6ldurmesi igin gereken MIC degeri saptanmugtir.

Calismamizda kullandigimiz G-Ca(OH), patit hem birincil hem ikincil
enfeksiyonlu dislerden elde edilen C.albicans izolatlarinda inhibisyon ¢api olusturma

acisindan en etkili pat olarak bulduk. Calismamizda kullandigimiz diger patlar
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CHX-Ca(OH), ve SF-Ca(OH), inhibisyon ¢ap: olusturma agisindan birbirine benzer
degerler gostermektedir. Her 3 pat kombinasyonunda da 4. ve 7. gunler arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulamadik.

Candida turleri endodonti’de sik kullamlan Ca(OH), gibi materyallere karsi
direnclidir. Waltimo et a.?®* nin 7 farkl1 C.albicans tiiriiniin iodin potasyum iodid, CHX
asetat, NaOCl ve Ca(OH), gibi 4 fakli dezenfektana karsi duyarliliklarimn
degerlendirdikleri calismada, C.albicans Ca(OH).,’e direng gosterdigi sonucuna
varmiglardir. %5 ve %0.5 NaOCI ve %2’ lik iodine potasyum iodid 30 sn’'de, %0.5 CHX
asetat 5 dakika sonra bitin mantar hicrelerini dldurmistir. Bununla birlikte
Ca(OH);'in NaOCl veya CHX ile karigimi, uzun streli etkiye sahip genis spektrumlu
bir antimikrobiyal birlesim saglamaktadir. Ayni arastirmacilarin sulandirilmig Ca(OH)»
solusyonunun etkisini  arastirdiklar: bir diger calismada C.albicans, C.glabrata,
C.qguilliermondii, C.krusei ve C.tropicalis gibi mantar turlerini incelemiglerdir. Ayrica
E.faecalis'in duyarlilig1 da karsilastirma amaci ile degerlendirilmistir. Butin Candida
turleri E.faecalis ile kiyaslandiginda Ca(OH),' e esit oranda ya da daha fazla direng
gostermislerdir. Bu calismada mantar tdrlerinin ¢ogu 1-6 saat inkiibasyonda
yasayabilirken, E.faecalis 10 ve 20 dakika icinde dlmektedir. C.albicans SF in igeren
Ca(OH), patina 48 saat direkt temas testinde duyarli oldugu gozlenmistir.

C.albicanslar genis pH araiklarinda yasayabildikleri igcin  Ca(OH),
soltisyonunun alkalinitesi etkili olmayabilmektedir. Ustelik Ca(OH),’in Ca iyonlari,
Candida’larin  morfogenezisinde ve Uremesinde etkili olmaktadir. Ca(OH);'in
antimikrobiyal aktivites yuksek pH'indan ve yuksek akalin tamponlama
kapasitesinden kaynaklanmaktadir. Bu mekanizmaar, Ca(OH).'in C.albicans gibi
alkalin direncli mikroorganizmalara kars etkili olmadigini agiklamaktadir?®%®,

Siquiera et d.'"" in vitro olarak C.albicans ile enfekte edilen sigir dentininde 4
kanal ici medikamentin etkinligini degerlendiren calismaarinda, Ornekler
medikamentlerle kontakta 1 saat, 2 giin ve 7 gin bekletmislerdir. Ca(OH),-CPMC-G
pati1 ve CHX-Cinko oksit pati1 1 saatlik temasta tamamyla dezenfekte etmektedir.
Ca(OH)»-G pat1 7 gun sonra C.albicans'1 elimine etmistir. Ca(OH)-CHX 7 gun sonra
bile etkisiz kalmistir. Sivi Ca(OH), herhangi bir aktiviteye sahip olmadigi bulunmustur.

Bununla birlikte C.albicans hicrelerinin standardize inokulumu, Ca(OH), pati1 veya
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kamfore edilmis para-monoklorofenolle direkt iliskide olursa mantar hiicrelerini etkili
bir sekilde ikiside dldurmektedir.

5.13. Antimikrobiyal Ajamin Aktivitesni Degerlendirmede Kullamlan

Yontemlerin Karsilastirilmas

Herhangi bir antimikrobiyal ajamin aktivitesinin etkinligini kamtlamak,
enfeksiyon kontrol yonteminin gelismesinde faydaidir. Genellikle 3 invitro teknik bu
amag icin kullamlmaktadir. Dilisyon metodu, gerekli olan antimikrobiyal aanin
miktarim nicel olarak vermeye yardim etmektedir. Agar dilisyon metodu ise
antimikrobiyal ajant iceren disklerin etrafinda olusan inhibisyon gaplarini vermektedir
ve bu daetkinligiyleiligkilidir. Direkt temas metodu ise antimikrobiyal madde hakkinda
nitel bilgi elde etmemizi saglamaktadir.

Biituin teknikler avantgjlara ve dezavantajlara sahiptir. Ornek olarak; dillisyon
metodu zaman kaybettiren ve sadece kultir ortaminda ¢ozilebilen medikamentler igin
kullanilmaktadir. Bununla iliskili olarak agar difizyon metodunda tespit edilen
inhibisyon zonun buyukligu, test medikamentinin ¢ozinebilirligi ve yayilabilirligine
dayanmaktadir, bu yizden etkili potansiyelini belirtememektedir. Direkt temas metodu,
medikamentin etkinligi ve mikroorganizmaya direkt temasiyla iliskilidir. Bu diger
degiskenlerden bagimsizdir ve pratik bir laboratuar testidir®”.

Agar difizyon yontemi, endodontik dezenfektanlarin ve irrigasyon
solusyonlarinin antimikrobiyal aktivitesini test etmede genel olarak kabul edilen bir
metottur. Bu metot kolay, standart, Uretilebilir ve oldukg¢a ucuzdur. Bununla birlikte,
bazi faktorler (materyalin pH'1, inkiibasyon sires, toksisitesi, duyarliligi, ilacin
diftizyon kapasitesi) petrilerde test materyallerinin antimikrobiyal aktivitesinde 6nemli
role sahiptir. Bu ylzden, kesin tahminler bu ¢alismalara gore yapilmamalidir. Clnki in
vitro calismalarda izole edilen tek mikroorganizma calisiimaktadir, bu da
polimikrobiyal endodontik enfeksiyonlu dislerin klinik durumunu yansitmamaktadir.
Candida vakalarinda, diger mikroorganizmalarla koagregasyon', ilaglara ve konak
savunma mekanizmalarinda mikrobiyal direncin artisina neden olan kompleks
biyofilmlerin olusumundaénemli bir role sahiptir®®*2%,

Invitro arastirmalar invivo arastirmalar: direkt olarak yansitmamaktadir. Clnka

kok kanali nekrotik ve/veya yasayan doku ve doku sivilari igermektedir. Bu durum
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medikamentlerin etkinligini azaltmaktadir. Calismamizda elde edilen izolatlar birincil
ve ikincil enfeksiyonlu disleri olan farkli hastalardan elde edilmistir. On sekiz E.faecalis
ve 18 C.albicans izolatlarindan bazilari antimikrobiyallere duyarli gikarken bazilar:
direncli citkmistir. Cok az ¢alismada kok kanallarindan elde edilen izolatlar Uzerinde bu
tr caismalar yapilmaktadir. Cogu calismada ayn: koloni ve sus Ozellikleri gosteren
mikroorganizmalar kullamlmaktadir. Oysaki kok kanallarinda farkli E.faecalis ve
C.albicansturleri bulunmaktadir.

5.14. Alevienme Olgular1
Endodontik tedavi sonrast olusan agri1 ve rahatsizlik durumu hastalar ve hekimler
icin can sikicidir. Kok kanal tedavisiyle iliskili postoperatif agri uzun donem basarinin

zayif bir gosterges olsa da klinik acidan oldukca 6nemlidir.?®* Tedavi 6ncesi agri®®,

266-268 269,270

randevu sayist , pansuman materyallerinin kullammr ve dis lokalizasyonu®™
gibi faktorler tedaviden sonra olusabilecek agri ve alevienmelerin nedeni olabilir.
Yapilan calismalarda endodontik  tedavi sonrasi  olugan  agrinin

265,272,273,274. Bunlarin

degerlendirilmesinde farkli skalalar ve metotlar kullamilmistir
arasindan gorsel analog skala (VAS) agrimin dlgiimesinde dogru ve guvenilir bir oran
skala olarak tanimlanmustir®”. Bununla birlikte agr1 algisi birgok faktore gore farklilik
gosteren subjektif ve degisken bir durumdur. Bu yizden bu calismada rahatsizlik
seviyesi ve agr1 oranini basitlestirmek icin sadece 4 kategoride seviyelendirilmistir ve 4.
derecedeki agr1 tipi devlenme olarak kaydedilmistir.

Basarisiz olmus endodontik tedavinin cerrahi olmayan tekrarinin basar1 sansinin
yuksek oldugu kabul edilmektedir. Baz1 ¢alismalarda tedavi tekrarlarinda olusabilecek
aevlenme oranminin ilk defa kanal tedavisi yapilacak olanlara gore belirgin bir bicimde
fazla oldugu gosterilmistir?®?”®, Ancak Mattschek et al.?”? ve Siqueira et al.”®
yaptiklar: ¢alismalarda tedavi tekrari ve ilk kez kanal tedavisi yapilan hastalar arasinda
agrn seviyeleri arasinda belirgin bir farkliik olmadigim bildirmiglerdir. Bizim
calismamizda da alevienme reaksiyonu birincil enfeksiyonlu dislere sahip 100 hastanin
4 (%4)' inde ve ikincil enfeksiyonlu dislere sahip 70 hastanin 6 (%9)’ sinda tedavilerinin
ilk seanslarindan sonra goralmuistur. Tedavi tekrarindan sonra alevienme reaksiyonu
daha fazla gorulse bile sonuclar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunamamustir (p>0.05) .
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6. SONUCLAR VE ONERILER

6.1. SONUCLAR

1) Qukurova bolgesinde birincil ve ikincil kok kanal enfeksiyonlarina sahip 170
hastadan alinan Orneklerde E.faecalis ve C.albicans bulunma sikliklari benzerdir ve
aralarindaistatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamuistir.

2) Calismamizda kok kanal enfeksiyonlarinda E.faecalis bulunma oranlart %9-
16, C.albicans bulunma oranlar1 %9-20 arasinda farklilik gosterirken, tukurikte bu
oranlar sirastyla %6-10 ve %15-21 arasinda degismektedir. Bu oranlar hem kaltir hem
PCR yontemlerinin sonuglarini yansitmaktadir. Birincil ve ikincil enfeksiyonlu dislerin
kok kanallarindan ainan Orneklerin analizinde yontemler arasinda istatistiksel olarak
anlaml1 bir fark bulunmamstir (p>0.05, Ki Kare).

Birincil ve ikincil enfeksiyonlu dislere sahip hastalarin tukiruklerinden alinan
orneklerden elde edilen bulgularda yontemler arasinda istatistiksel olarak bir fark
bulunmad: (p>0.05, Ki Kare). E.faecalis oranlari hem kok kanal enfeksiyonlarinda hem
tukdrikte diger calismalardan disuk olmasina ragmen, C.albicans oranlart pek ok
calismaile benzerlik gostermektedir.

3) Hem birincil hem ikincil enfeksiyonlu dislerden elde edilen E.faecalis
izolatlarin tamaminin spiramisin ve kolistin’e direngli oldugu, gogunun penisilin ve
vankomisine direngli, az sayida izolatinsa duyarl: oldugu bulundu. E.faecalis tremesini
en iyi engelleyen soliisyonun CHX oldugu ancak inhibisyon zonu olusturmakta ise en
etkili %5 NaOC| solisyonun oldugu bulundu. Bu yizden hem birincil hem ikincil
enfeksiyonlarin kok kanal tedavileri sirasinda bu sollsyonlarla kok kanallarin irrige
edilmesi gerekliligi sonucuna varildi. CHX-Ca(OH), pati E.faecalis izolatlarinda
tremeyi engelleme ve inhibisyon ¢api olusturma agisindan en etkili pat olarak bulundu.

4) C.albicans izolatlarin ise nistatin, amfoterisin B ve flukonazol’e duyarli
oldugu bulundu. Bununla birlikte butin izolatlarin ketokanozol'e direncli oldugu
bulundu. C.albicans uremesini en iyi engelleyen solisyonun %5 NaOC| oldugu
bulundu. C.albicans'in Uremesini simirladigr icin EDTA ve NaOCl'nin sirasiyla
kullanimi tavsiye edilmektedir. G-Ca(OH), pat: C.albicans izolatlarinda inhibisyon ¢api
olusturma agisindan en etkili patdir.
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5) Alevlenme reaksiyonu birincil enfeksiyonlu dislere sahip 100 hastanin 4
(%4)’ tnde ve ikincil enfeksiyonlu dislere sahip 70 hastanin 6 (%9)’ sinda tedavilerinin
ilk seanslarindan sonra gordlmuistur. Tedavi tekrarindan sonra alevienme reaksiyonu
daha fazla gorulse de sonuglar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmamustir (p>0.05, Ki Kare) .

6.2. ONERILER

1) Ulkemizde bu mikroorganizmalarla yapilan calismalar az sayidadir, hasta
sayisi yuksek olan daha ¢ok calismaya ihtiyag vardir. Calisma farkli bolgelerde
tekrarlanabilir.

2) Tukoruokte E.faecalisin az bulunmasi, kok kanallarinda bulunma orammn
azaltan onemli bir etkendir, ¢lnkii enterokoklar siklikla peynir, et, sebze ve yaglar gibi
fermente edilmis pismemis besinlerde bulunmaktadir. Ve E.faecalis peynirde baskin
olarak bulunan bir mikroorganizma tdriddr. Bu besinlerde bulunan enterokoklar,
curtikler, catlaklar veya agilan restorasyon marjinleri gibi yollardan kok kanal sistemine
girebilirler. Cukurova bolgesinde tuketilen peynirlerde E.faecalis bulunma oranlarinin

arastirilmasi, besnsel degisikliklerin agiklanmasi agisindan faydali olabilir.
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