T.C.
SULEYMAN DEMIREL UNIVERSITESI
DiS HEKiMLiGi FAKULTESI
ENDODONTI ANABILIM DALI

GUMUS NANOPARTIKULU ILAVE EDILMIS KANAL iCi
MEDIKAMENTLERIN COK TURLU BiYOFILM UZERINE
ANTIBAKTERIYEL ETKINLIKLERININ
KARSILASTIRILMASI- EX VIVO CALISMA

Ars. Gor. Dt. Giizin TULU

UZMANLIK TEZi

DANISMAN

Dog. Dr. Bulem UREYEN KAYA

Bu Tez Siileyman Demirel Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimi tarafindan TDH-2018-6752 proje numarasi ile
desteklenmistir

ISPARTA-2019



KABUL ve ONAY SAYFASI

Dis Hekimligi Dekanligi’na;

Siileyman Demirel Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Endodonti Anabilim
Dali Uzmanlik Egitimi g¢ercevesinde yiiriitiilmiis olan bu g¢alisma asagidaki jiiri
tarafindan Uzmanlik Tezi olarak kabul edilmistir.

Tez Savunma Tarihi: 15/04/2019

Tez Damsmani: Dog. Dr. Bulem U YA

Siileyman Demirel Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesj

Uye: Dog Dr. Tugba TURK

Ege Universitesi Dishekimligi Fakiiltesi Endodonti Anabilim Dali

Uye: P% Dr. Ayse Dilj@l

Siileyman Demirel Universitesi Dishekimligi Fakiiltesi Endodonti Anabilim Dali

ONAY: Bu uzmanlik tezi yuk
ve kabul edilmistir.

i {iyeleri tarafindan uygun goriilmiis

Prof. Dr. Timugin BAYKUL
Fakiilte Dekanm

i



BEYAN

Bu tez calismasinin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan
yazimina kadar biitiin safhalarda etik dis1 davranisimin olmadigini, bu tezdeki biitiin
bilgileri akademik ve etik kurallar iginde elde ettigimi, bu ¢alismayla elde edilmeyen
biitiin bilgi ve yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklari da kaynaklar listesine
aldigimi, yine bu tezin c¢alisilmast ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarim ihlal

edici bir davranisimin olmadigini beyan ederim.

“Giimiis Nanopartikilii Hlave Edilmis Kanal Igi Medikamentlerin Cok Tiirlii
Biyofilm Uzerine Antibakteriyel Etkinliklerinin Karsilagtrilmasi- Ex Vivo Calisma”
adli Dis Hekimliginde Uzmanlik tezi, Siileyman Demirel Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiisii Lisansiistii Tez Onerisi ve Tez Yazma Y&nergesi’ne uygun olarak

hazirlanmigtir.

/ Tezi Hazirlayan

ifizin TOULU

Danisman

Do¢. Dr. Bulem UREYEN KAYA
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ONSOZ

Bu ¢alismada glimiis nanopartikiilii ile karistirtlmis kalsiyum hidroksit veya
klorheksidinin insan dentin blogunda, E. faecalis, S. mutans, L. acidophilus, A.
naeslundii suslari ile olusturulan ¢ok tiirli biyofilm {izerindeki antibakteriyel
etkinligi  kiiltir ve konfokal lazer taramali mikroskobi yoOntemleri ile
degerlendirilmistir.

Bu c¢alismanin amaci kok kanal tedavisinde kullanilan mevcut

antibakteriyellerin etkinligini arttirmak ve direngli enfeksiyonlara karsi daha etkili

yeni antibakteriyeller gelistirmektir.

Bu c¢alisma TDH-2018-6752 proje numarasi ile Siileyman Demirel
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan

desteklenmistir.

Isparta, 2019



TESEKKUR

Uzmanlik egitimim boyunca bilgi ve tecriibesiyle bana yol gosteren, tez
calismamin her asamasinda yanimda olan, beni cesaretlendiren, giiclendiren ve
sevgisini her daim hissettiren, birlikte ¢alismaktan ve Ogrencisi olmaktan onur ve

mutluluk duydugum degerli danisman hocam Dog.Dr. Bulem UREYEN KAYA’ ya,

Uzmanlik egitimimde degerli bilgi ve tecriibelerini benimle paylasan, fikir ve
Onerileri ile bana destek olan ve ayni1 zamanda tez jiirimde de bulunan anabilim dali

baskanimiz Prof. Dr. Ayse Diljin KECECI’ ye,

Uzmanlik egitimime akademik ve klinik tecriibeleriyle katkida bulunan
dgretim iiyelerimiz Prof. Dr. Murat MADEN, Dog.Dr. Giil CELIK ve Dr.Ogr. Uyesi
Emre ERIK’ e,

Lisans egitimimde bana endodontiyi sevdiren, bilgi ve tecriibesiyle beni
aydinlatan ve tez jiirimde olmasindan onur duydugum hocam Ege Universitesi Dis

Hekimligi Fak. Endodonti AD. 6gretim iiyesi Do¢.Dr.Tugba TURK g,

Tezimin kilit noktalarinda tiim enerjisi ve samimiyeti ile bana yol gdsteren ve
deney asamalarinda degerli bilgi ve tecriibesiyle hep yanimizda olan SDU Tip Fak.
Mikrobiyoloji AD dgretim iiyesi Prof. Dr. Emel SESLI CETIN’ e,

Tezimin deney asamalarinda benimle birlikte calisip tiim imkanlarini

paylasan Dr. Merve KOLE ve SDU Tip Fak. Mikrobiyoloji AD ¢alisanlarina,

Deney asamalar1 esnasinda sonsuz anlayis ve sabriyla tiim imkanlarim
bizimle paylasan, adeta bizi evimizde hissettiren, birlikte c¢alismaktan onur
duydugum SDU Tip Fak. Biyofizik AD baskani Prof. Dr. Mustafa NAZIROGLU ve

ekibine,

Tez calismamin istatistiksel analizini gerceklestiren Dog. Dr. Ozgiir

KOSKAN’a,

Uzmanlik  projemizi destekledigi igin Siileyman Demirel Universitesi

Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi’ne ve giileryiizlii personeline,



Hayata ve endodontiye dair tiim tecriibelerini paylasip ufkumu genisleten, zor
zamanlarda samimiyeti ve destegi ile bana gii¢ veren, onu tanima ve birlikte ¢aligma
sansim oldugu i¢in her daim kendimi mutlu hissettigim degerli arkadasim, Uzm. Dt.

Volkan DINC’e,

Uzmanlik egitimine basladigimiz andan itibaren beraber giiliip beraber
agladigimiz, acemilikten ustalia beraber yaklastigimiz, pozitif enerjisi ve sevgisi ile
hep yanimda olan ve her konuda destegini hissettiren, birlikte calismaktan biiyiik

keyif aldigim arkadasim Dt. Burgak GURSOY EMEK ’e,

Tim enerji ve samimiyetleri ile benimle hem hayat hem de klinik
tecriibelerini  paylasan, sevgilerini her daim hissettiren Uzm. Dt. Arife

MERSINLIOGLU, Dr.Ogr.Uyesi Giilsen KIRAZ ve Dr.Ogr.Uyesi Safa KURNAZa,

Birlikte ¢ok keyifli vakit gecirdigim ve her an sevgi ve desteklerini

hissettigim, uzmanlik egitimimin bana kazandirdig1 degerli arkadaslarim Dt. Tolga

EMEK, Dt. Giilben GUNEY ve Dt. Canan BAYRAKTAR’a,

Klinige geldikleri andan itibaren pozitif enerjileri ile nese sacan, birlikte

caligmaktan biiytlik keyif aldigim asistan arkadaslarima,

Hayatimin tim donemlerinde bilimin aydinlattigi yolda bana destek olan,

bugiinlere gelmemdeki en biiylik emegin sahipleri aileme,

Tiim kalbimle sonsuz saygi, sevgi ve tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Enfekte kok kanali, bircok bakteri tiiriiniin bir arada bulundugu ¢ok tiirlii
biyofilm barindirir. Kok kanal tedavisinin basarisizlikla sonuglanmasinin en énemli
nedenlerinden biri, kok kanal sistemindeki biyofilmin tamamen elimine
edilememesidir (1). Mikroorganizmalarin kok kanallarindan uzaklastirilmasinda
uzun yillardir farkli ajanlar degisik konsantrasyonlarda denenerek kullanilmaktadir.
Fakat giinlimiizde kullanilan yontemler ile hala enfekte kok kanalini tamamen

dezenfekte edebilmek oldukga giigtiir (2).

Son yillarda nanoteknoloji alanindaki gelismeler endodonti alanina da
yansimig, nano boyuttaki materyallerin kazandig tstlin 6zellikler sayesinde farkli
alanlarda nanopartikiil kullanimi1 arastirmalar1 hiz kazanmistir. Giimiis nanopartikiilii;
bakterilerin hiicre zarinin islevini bozarak, metabolik yollariyla etkilesime girerek ya
da DNA replikasyonlarini olumsuz etkileyerek antibakteriyel etki gosterebilmektedir.
Bu nedenle son yillarda endodonti alaninda kok kanal sisteminin dezenfekte

edilmesinde kullanilabilecegi diisiintilmektedir (3).

Bu calismanin amaci, geleneksel kok kanal medikamentlerinin (Ca(OH); pati,
CHX jeli) glimiis nanopartikiilii ile karisimiin 1 ve 7 giinliik uygulamalarinin kok
dentininde olusturulan ¢ok tiirli (E. faecalis, S. mutans, L. acidophilus, A.
naeslundii) biyofilm {izerindeki antibakteriyel etkinliginin kiiltir ve konfokal lazer

taramal1 mikroskobi yontemleri ile degerlendirilmesidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Endodonti Mikrobiyoloji iliskisi

Saglikli bir diste pulpa-dentin kompleksi mine ve sement ile Ortiilii
oldugundan oral kavitedeki mikroorganizmalardan izole halde ve sterildir. Mine ve
sementin biitliinliigiinii kaybetmesi (0rn: ¢liriik, travma kaynakli catlak ve kiriklar,
restoratif prosediirler, dis yiizeyi temizligi ve kok yiizeyi diizlestirmesi, atrizyon,
abrazyon vb.) ya da dogustan yoklugu (sement yiizeyinin servikalde bosluklar
icermesi vb.) halinde pulpa-dentin kompleksi oral kavitedeki mikrobiyal floraya agik
hale gelir. Periodontal hastalikla iliskili subgingival florada bulunan
mikroorganizmalar da sementte bulunan agikliklardan ya da lateral-apikal
foraminalardan pulpa/dentin kompleksine gecis yapabilir (1). Dentin, tiibiiler yapida
bosluklarla pulpa ile baglantida olan bir doku oldugundan, yiizeyi aciga ¢iktiginda
pulpa enfeksiyon agisindan risk altindadir. Vital dislerde, dentin tiibiillerinde bulunan
stv1 hareketi, odontoblast uzantilari, kollajen fibriller, lamina limitans gibi faktorler
mikroorganizmalarin dentine invazyonunu zorlastirir. Vital olmayan dislerde
bakteriyel invazyonun vital dislere gore cok daha hizli gergeklestigi calismalarla

gosterilmistir (4).

Endodontik enfeksiyon sadece pulpa nekrozu (ciiriikk, travma, periodontal
hastalik, iyatrojenik operatif prosediirler) ya da kok kanal tedavisi yoluyla, disin
savunma mekanizmasi olan pulpa kaybedildiginde gelisebilir. Apikal periodontitis,
kok kanal sisteminin enfeksiyonuna bagli mikrobiyal kaynakli enflamatuar bir

hastaliktir (5).
Endodontik enfeksiyon bir ¢ok farkli yolla gelisebilir;

a) Acik dentin tiibiilleri: Dentin tiibiilleri; konik sekillidir, ¢aplari pulpa
siirinda en genis (ortalama 2,5um), mine ya da sement sinirinda en dardir (ortalama
0.9 um). En dar tiibiil ¢ap1 bile bir ¢ok oral bakterinin ( ortalama 0.2-0.7 um) gecisine
izin verecek kadar genistir. Dentin tiibiillerinin mikroskobik ¢apmin mine-dentin
smnirinda 1 pm oldugu bilinmesine ragmen, tiibiiler icerikten dolay1 fonksiyonda olan
kisminin ¢ap1 sadece 0.1 pm kadardir (6). Ciirige bagl gelisen dentinal skleroz, tersiyer

dentin, smear tabakasi, fibrinojenin intratiibiiler birikimi gibi sebeplerle dentin



gecirgenligi azalir ve bakterilerin pulpal alana gegisi zorlasir (7). Dentinal sivida
bulundugu diisiintilen antikor, kompleman sistem komponentleri gibi konak savunma
mekanizmalar1 da dentini derin bakteriyel invazyondan korur (8). Pulpa vital oldugu
stirece agik dentin tiibiilleri pulpal enfeksiyon ig¢in belirgin bir yol sayillamaz ancak
dentin kalinliginin belirgin oranda azaldigi ve dentin gegirgenliginin arttigi vakalarda
enfeksiyon gelisme ihtimali olabilir. Periferal alandaki dentin kalinligi en az 3 mm
oldugunda bakterilerin toksik materyalleri pulpaya zarar veremezken, kalan dentin

kalinligi 0.3 mm ve daha az olduginda belirgin bir irritasyon gelisebilir (9).

b) Ciiriik: Derin bir ¢iiriik lezyonunun altindaki dentin tiibiilleri igindeki
bakteriler, pulpa direk olarak agiz ortamina agik olmasa dahi pulpaya ulasabilir (10).
Ayrica bakteri hiicreleri ¢igneme esnasinda gelisen hidrostatik basing etkisiyle
tiibiillere dogru yonlenebilirler (11). Buna ragmen pulpa vital oldugu siirece enfekte
olmayacaktir. Az sayida bakteri pulpaya ulasabilse de vital pulpa bakteri {irtinlerini
hizl1 bir sekilde yok edebilir. Diger bir yandan pulpa vitalitesi siipheli ve savunma
mekanizmas1 zayiflamis durumda ise ¢ok az sayidaki bakteri bile enfeksiyonu

baglatmakta yeterli olabilir (12).

c) Travma: Travmatize olmus, nekrotik pulpali ve kron biitiinligii korunan
dislerde bakterilere rastlanmaktadir (13). Bakterilerin kanal i¢ine nasil ulasabildikleri ise
hala tartisma konusudur. Travma c¢ogunlukla mine ve dentinde makro ve mikro
catlaklara sebep olur. Bu catlaklar kimi zaman saglikli dislerde bile bulunabilir. Mine
dentin siirina kadar ulagsmasa dahi, dentinin derinliklerine inen bu ¢atlaklar fazla sayida
dentin tiibiiliniin oral floraya acilmasina neden olur. Eger travma sonrasi pulpa
vitalitesini koruyorsa pulpal saglik tehlike altinda degildir. Ote yandan pulpa nekrotik

hale gelmisse kendini koruma yetegini kaybeder ve enfeksiyona yatkin hale gelir (14).

Pulpa direk olarak agiz ortamina agik oldugu durumlarda; plak, g¢iirik
lezyonlar, tiikiirtik gibi etkenlerle enfekte olabilir. Pulpanin agilmasi ve tiim kanalin
enfeksiyonu arasindaki siire gogunlukla tahmin edilemez olsa da genellikle bu siireg

yavas ilerler (15).

d) Yan kanallar: Periodontal hastalikla iliskili subgingival biyofilmlerde bulunan
mikroorganizmalar; servikal kok yilizeyindeki sement tarafindan Ortiilenmemis dentin
tiibiilleri, lateral veya apikal foramen araciligiyla kok kanalina ulasabilirler. Buna

ragmen marginal periodontitisli dislerin pulpalarinda enflamasyon artig1 goriilebilirken,



pulpa nekrozu sadece apikale kadar uzanan kemik defektine sahip periodontal hastalikli
dislerde apikaldeki ana damarlarin geri doniisiimsiiz olarak hasar gérmesi ile gelisebilir

(16).

e) Anakorezis: Kan veya lenf yoluyla sistemik dolagima gegen bakterilerin,
hasarli bolgelerde damar disina ¢ikarak enfeksiyona neden olmasidir. Ancak
anakorezisin mikroorganizmalarin kok kanalina ulasma yollarindan biri olduguna

dair kesin bir kanit yoktur (17).

f) Kok kanal tedavisi esnasinda: Kanal tedavisi esnasinda kanallarin enfekte
olmasinin temel sebepleri; rezidiiel dental plak, kronda distast ya da ciiriik varligi,
rubber-dam uygulamasinda teknik yetersizlikler ve tiikiiriik izolasyonunun
saglanamamasi,  endodontik  enstriimanlarin ~ kontaminasyonu,  irrigasyon

soliisyonlarinin kontaminasyonu olarak siralanabilir.

g) Ara seans esnasinda: Gegici dolgu materyalinin diismesi, kirilmasi,
mikrosizintiya neden olmasi, dis dokusunun kirilmas: ya da drenaj i¢in kanalin agik

birakilmasi gibi sebeplerle kok kanallari seans arasinda enfekte olabilir.

h) Kok kanal tedavisi sonrasinda: Kok kanal tedavisinin tamamlanmasindan
sonra gecici ya da daimi restoratif materyalin mikrosizintisi, kopmasi, kirilmasi; dis
dokusunun kirilmasi, kaybedilmesi, rekiirrent ciiriikler, daimi restorasyonun geg

yapilmasi gibi sebeplerle tedavi sonrasinda da kanallar enfekte olabilir (1).

Mantarlar, arkealar ve viriislerin endodontik enfeksiyonla baglantili oldugu
bilinmektedir (18, 19). Fakat apikal periodontitisin patogenezi ile iliskili olan primer
mikroorganizma bakterilerdir. Endodontik enfeksiyonlarin farkli tiplerinde 100 tiir ve
9 filuma ait 460 dan fazla bakteri tiirii ve filotip bulunabildigi bildirilmistir (20). 16s
rRNA analizinin kullanildig1 son yillardaki ¢alismalarda enfekte kok kanallarinda 10
fila, 143 tiir gosterilmistir (21).

Endodontik tedavinin temel amaci enfeksiyon odaginin ortadan
kaldirilmast  ve mikroorganizmalarin  kdk kanalinda ve c¢evre dokularda
enfeksiyon/reenfeksiyon olusturmasinin engellenmesidir. Bu sayede periradikiiler

doku iyilesmesinin de gergeklesmesi beklenir (1).



2.1.1. Endodontik Mikrobiyolojinin Tarihcesi

Kok kanallarindaki bakterilerin varligr ilk defa 17. ylizyllda amator
mikroskop yapimcist Antonie van Leeuwenhoek tarafindan gosterilmistir.

Leeuwenhoek bu organizmalar1 “animalcules” olarak tanimlamustir (22).

Bu mikroorganizmalarin endodontik hastalik yapabileceginden o donem
siphelenilmese de, ilerleyen 200 yil igerisinde endodontik hastaligin
mikroorganizma temelli oldugu konusunda diisiinceler ortaya atilmigtir. 1894 yilinda
Dayton Miller, 151k mikroskobu kullandigi ¢alismasinda kok kanallarinda kok, basil
ve spiroket sekilli bakterileri tanimlamistir. Miller, o giinkii teknolojide bu
bakterilerin ¢ogunu kiiltiire edemese de, endodontik hastaliga bakterilerin sebep

oldugu hipotezini ortaya atmistir (23).

Bu calismadan yaklasik 70 yil sonra Kakehashi ve ark. Miller 1n hipotezinin
dogrulugunu onaylamislardir. Konvansiyonel ve germ free ratlarin pulpalar1 agiz
ortamina agilarak doku cevabmi incelemislerdir. Tiim konvansiyonel ratlarda
pulpada nekroz ve apikal periodontitis olusumu goézlenirken, germ free ratlarin
pulpalar1 vital kalmis ve hatta kendilerini bir sert doku formasyonu ile tamir
etmislerdir. Dentin benzeri bu doku pulpadaki acikligi kapatarak pulpanin oral

kaviteden izole olmasini saglamistir (24).

1981 wyilinda Mboller ve ark.ar1t apikal periodontitis gelisimi icin
mikroorganizma varligimin gerekliligini bir kez daha gosterilmislerdir. Maymun
dislerinde yapilan bu c¢alismada devital ve enfekte olan dislerde apikal periodontitis
gelisimi goriiliirken, devitalize olmasina ragmen enfekte olmamis dislerde periapikal

alanda belirgin patolojik degisiklik gézlenmemistir (25).

2.2. Endodontik Enfeksiyonlarda One Cikan Mikroorganizmalar

Endodontik enfeksiyona bagli olarak gelisen apikal periodontitiste bir ¢ok
endojen enfeksiyonda oldugu gibi tek bir patojen sorumlu degildir. Farkli patojen
tirlerin bir arada bulundugu kompleks bir flora mevcuttur. (26). Nekrotik pulpa
iceren kok kanallart nemli, sicak, besin iceren, anaerobik ve konak savunma

mekanizmasindan yoksun oldugundan bakterilerin ¢ogalmasi i¢in uygun bir ortamdir



(1). Endodontik enfeksiyonlarda, enfeksiyonun tipi, zamani, yeri gibi etkenler
mikrobiyotayr etkilemektedir. Oral kavitede bulunan mikroorganizmalar kok
kanallarina ulasabilseler dahi kanallardaki besin varligi, ortam asiditesi, 1s1, konak
direnci, bakteri etkilesimleri, oksijen gerilimi gibi faktérler mikroorganizmalarin

viriilanslarimi etkiler. Bu nedenle kok kanallarindan izole edilebilen bakteri tiirleri
daha sinirhidir (27).

Kok kanallarinda enfeksiyona sebep olan bakteriler enfeksiyonun baslangic
asamasinda agirlikli olarak fakiiltatif tiirlerdir (28). Enfeksiyonun ilerlemesi ile
birlikte bir ka¢ giin ya da bir ka¢ hafta sonra pulpa nekrozu gergeklesir, fakiiltatif
bakterilerin de tiiketimi ile birlikte ortamdaki oksijen azalmaya baglar. Bu azalmayla
birlikte anaerobik tiirler ortamda baskin hale gelir. Ozellikle kok kanalinin apikal
tigliisiinde anaerobik ortam daha da belirgindir (20).

Kok kanalina kolonize olan bakterilerin temel besin kaynaklari:
e Ortagrad yoldan kok kanalina ulasan tiikiirtik icerigi,
e Nekrotik pulpa dokusu,

e Retrograd yoldan apikal ve yan kanallar aracilig1 ile kok kanalina sizan

doku s1vilar1 ve eksudada bulunan protein ve glikoproteinler,
e Diger bakterilerin metabolik son {iriinleri.

Ortamdaki besinin tiirii de bakterilerin cesitliligini etkiler. Enfeksiyonun
baslangic asamasinda sakkarolitik bakteriler baskinken, ilerleyen sathalarda besin

kaynagiin degismesi ile proteolitik bakteriler baskin hale gelir (20).

Primer intraradikiiler enfeksiyon nekrotik pulpa dokusuna bagli olarak gelisen
apikal periodontitis enfeksiyonlaridir. Genellikle anaerobik bakterilerin baskin olarak
bulundugu karisik bir flora mevcuttur. Primer endodontik enfeksiyonlu bir kok kanali
10-20 tiirii/filotipi* iceren yaklagik 103-10° adet bakteri hiicresi bulundurabilir (29).
Apikal periodontitis lezyonunun biytlikliigli direk olarak kok kanali icindeki
bakterilerin yogunlugu ve cesitliligi ile orantilidir. Konuyla ilgili yapilan molekiiler
bir ¢alismada 5 mm den kiigiik lezyonlarda yaklasik 12 takson** saptanabilirken, 5-

10 mm lezyonlarda 16 takson, 10 mm den biiyiik lezyonlarda ise yaklasik 20 takson

*filotip: Karsilagtirmali 16 S rRNA sekans analizi ile tanimlanan bir bakterinin filogenetik pozisyonu

**takson: Canlilarin siiflandirilmasinda, dlemden alt tiire kadar bir hiyerarsi i¢inde diizenlenmis tiim birimlerin
ortak adi. 6



saptanmistir. Genis lezyon igeren bazi kanallarda ise 40 tan fazla takson olabilecegi

bildirilmistir (27).

Primer endodontik enfeksiyonlarin hem akut hem de kronik formlarinda
gram negatif (Tablo 1); Fusobacterium, Dialister, Porphyromonas, Prevotella,
Tannerella, Treponema, Campylobacter ve Veilonella, gram pozitif (Tablo 2);
Porvimonas, Filifactor, Pseudoramibacter, Olsenella, Actinomyces,
Peptostreptococcus, Streptococcus, Propionibacterium ve Eubacterium bakterileri

yaygin olarak saptanmustir (30).

Inatci/sekonder  intraradikiiler  enfeksiyonlar, endodontik  tedavi
basarisizliginin en 6nemli sebeplerinden biridir. Cok basarili bir kemomekanik
dezenfeksiyon yapilsa dahi kanaldaki bakterilerin tiimiiniin yok edilemedigi bir ¢ok
calisma ile gdsterilmistir. Inatc1 bakterilerin uygulanan tedavi prosediirlerine direncli
oldugu ya da ulasilamayan alanlarda bulundugu disiiniilmektedir (31-33). Primer
enfeksiyonlarda genel olarak goriilen gram negatif bakteriler sekonder
enfeksiyonlarda ¢ogunlukla uzaklastirilmigtir. Enstrumantasyon ve medikasyon
sonrast F.nukleatum, Provetella tiirleri, Campylobacter rectus gibi anaerobik gram

negatif comaklarin kanal i¢inde bulunabildigi bildirilmistir (34).

Kemomekanik tedavi prosediirlerine direng gdsteren bakterilerin ¢ogunun
gram pozitif Ozellik tasidigr bilinmektedir. Gram pozitif fakiiltatif ve anaerobik
tirlerden Streptokoklar, P. micro, Actinomyces tiirleri, Propionibacterium tiirleri, P.
alactolyticus, laktobasiller, E. faecalis ve Olsenella uli ye siklikla bu 6rneklerde
rastlanmaktadir. Gram pozitif bakterilerin antimikrobiyal tedaviye daha direngli
oldugu ve mekanik temizleme sonrasi medikament uygulanan kanallarda olusan

olumsuz c¢evre kosullarina daha iyi adapte olabildigi diisiiniilmektedir (31, 34, 35).



Tablo 1. Endodontik enfeksiyonlarda siklikla karsilasilan gram negatif bakteriler

ANAEROPLAR FAKULTATIFLER
Cins Tiir Cins Tiir
D.invisus C.gingivalis
D.pneumosintes Capnocytophaga C.ochracea
Dialister kiiltiire
edilemeyen Eikenella E.corrodens
filotipler
Porphyromonas P.epdo_don_talis Aggregatibacter A.actinomycetomcomitans
P.gingivalis A.aphrophilus
Tannerella T.forsythia . N. mucosa
- - Neisseria :
P.intermedia N.sicca
P.nigrescens
P.tannerae
Prevotella P.denticola
P.baroniae
kiiltiire
edilemeyen
filotipler
F.nucleatum

Fusobacterium

F.periodonticum

kiiltiire
edilemeyen
filotipler

Camplylobacter

C.rectus

C.gracilis

C.curvus

Synergistes

kiiltiire
edilemeyen
filotipler

Veillonella

V.parvula

kiiltiire
edilemeyen
filotipler

Megasphaera

kiiltiire
edilemeyen
filotipler

Anaeroglobus

A.geminatus

Treponema

T.denticola

T.socranskii

T.parvum

T.maltophilum

T.medium




Tablo 2. Endodontik enfeksiyonlarda siklikla karsilasilan gram pozitif bakteriler

ANAEROPLAR FAKULTATIFLER
Cins Tur Cins Tiir
A.israelii Actinomyces A.naeslundii

. A.gerencseriae Corynebacterium | C.matruchotif
Actinomyces - —
A.meyeri L.salivarius
A.odontolyticus Lactobasillus L.acidophilus
Pseudoramibacter | P.alactolyticus L.paracasei
Filifactor F.alocis S.mitis
E.infirmum Streptococcus S.sanguinis
. E.saphenum S.gordonii
Eubacterium E.nodatum S.oralis
E.brachy Enterococcus E.faecalis
E.minutum Granulicatella G.adiacens
M.timudum
. : M.pumilum
Mogibacterium M.neglectum
M.vescum
P.acnes

Propionibacterium

P.propionicum

Eggerthella -
O.uli
Olsenella O.profusa
kiiltiire edilemeyen
filotipler
Bifidobacterium | B.dentium

Lactobasillus

L.catenaformis

Peptostreptococcus

Parvimonas

Streptococcus

Peptoniphilus




2.2.1. Enterokoklar ve E. faecalis

Enterokoklar kiire veya ovoid sekilli, tek baslarina, ¢iftler veya kisa zincirler
halinde bulunabilen, hareketsiz, gram-pozitif koklardir. Fakiiltatif anaerop olduklar1
icin bulunduklar1 ortamda oksijen varhiginda veya yoklugunda treyebilirler (36).
Asirt alkali pH (9.6) ve tuz konsantrasyonlari dahil olmak iizere sert g¢evre
kosullarinda bile {ireme yetenekleri vardir. Safra tuzlari, deterjanlar, agir metaller,
etanol, azidler ve dehidratasyona karsi diren¢ gosterirler. 10 - 45 °C araliginda
biiytiyebilirler ve 60 °C'lik bir sicaklikta 30 dakika boyunca yasayabilirler (37).
Enterokoklar insan viicudunda gastrointestinal sistem, genitoiiriner sistem ve oral
kavitede bulunabilirler. Hospitalize edilmis hastalarda siklikla invaziv enfeksiyonlara
sebep olurlar (38). Oral enfeksiyonlarda en fazla goriilen ¢esidi E. faecalis tir (39).
Kok kanal tedavisi tamamlanmis dislerde sekonder enfeksiyon etkeni olarak siklikla
izole edilir. Ozellikle ¢oklu seans tedavi uygulanmis ya da drenaj i¢in acik birakilmis
kanallarda bulunma sikligi daha fazladir (40). E.faecalisin kok kanal tedavi
prosediirlerine direngli olmasi1 sahip oldugu bazi oOzellikler ile agiklanmaya

calisilmaktadir:

e Kok kanal duvarlarinda kolonize olarak yogun agregatlar ya da biyofilm

olusturabilmesi,

e Dentin tiibiillerinin derinlerine penetre olarak kok kanal tedavisi

prosediirlerinden kagabilmesi (41),
e Kalsiyum hidroksite direngli olmasi (42),

e Kok kanallarinda diger bakterilerin besin zincirlerinden bagimsiz olarak

tek basina kolonize olabilmesi (43),
e (Cevre kosullarina gen ekspresyonu yoluyla adapte olabilmesi (44),

e Goriilebilen fakat kiiltiire edilemeyen fazda (VBNC-viable but non-
culturable) iken goriiniirliigiinii ve patojenitesini koruyarak uygun ¢evre

kosullarinda tekrar kendini aktiflestirebilmesi (45),

E. faecalis, primer endodontik enfeksiyonlar ve inatg1 enfeksiyonlar dahil

olmak tizere farkli periradikiiler hastalik formlariyla iliskilidir. Primer endodontik
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enfeksiyonlar kategorisinde E. faecalis, asemptomatik kronik periradikiiler
lezyonlardan, akut periradikiiler periodontitis veya akut periradikiiler apse
lezyonlarindan daha fazla siklikla izole edilmektedir. E. faecalis, primer endodontik
enfeksiyonlarin %4 ila %40'inda bulunur (36). Basarisiz kok kanal tedavisi
vakalarinda E.faecalise rastlanma olasiligi primer endodontik enfeksiyonlara goére
dokuz kat daha fazladir. Kok kanal tedavisi tamamlanmis periradikiiler enfeksiyonlu
dislerdeki prevelansi %24-77 olarak bildirilmistir (36). Calisma sonuglar1 arasidaki
bu farkliligin sebepleri, farklt tanimlama tekniklerinin kullanilmasi, cografik

farkliliklar ve 6rnek sayilariin farkliligi ile agiklanabilir (46).

E. faecalis; litik enzimler, sitolizin, agregasyon maddesi, feromonlar ve
lipoteikotik asit gibi belirli viriilans faktorlerine sahiptir. Konak hiicrelere yapistigi,
diger bakteriyel hiicrelerle rekabet etmesini saglayan proteinler salgiladigi ve konak
cevabini degistirdigi gosterilmistir (36). E. faecalis, lenfositlerin etkisini baskilayarak
potansiyel olarak endodontik basarisizliga sebep olabilir (47). Yaygin genetik
polimorfizm sergiledigi bilinmektedir (48). Dentine baglanmasina yardimci olan
serin proteaz, jelatinaz ve kolin baglama proteinine (ACE) sahiptir. Dentin tiibiilleri
igerisine invaze olup yasayabilecek kadar kiiciik, yeterli bir beslenme kaynagi elde

edilinceye kadar uzun siireli agliklara dayanacak kadar giigliidiir (49).

E.faecalisin sahip oldugu bu ozellikler, kok kanal tedavisi tamamlanmig
dislerdeki sekonder enfeksiyon etkeni olarak prevalansinin yiiksek olmasim
aciklayabilmektedir. Ancak son yillarda, birbirinden bagimsiz laboratuvar
caligmalarindan elde edilen bazi bulgular nedeniyle E.faecalisin endodontik

basarisizliktaki temel etken olup olmadig1 sorgulanmaktadir:

e Kolay Kkiiltiire edilebilmesine ragmen kok kanal tedavisi tamamlanmis

sekonder enfekte 6rneklerin hepsinde tespit edilememektedir (50).

e Seckonder enfekte vakalarda tespit edildiginde nadiren baskin olan bir kag

tiirden biri olmaktadir (51).

e Periapikal lezyonu bulunan vakalarda bulunma sikligi, lezyonu olmayan
vakalara gore daha diigliktiir. Bu da diisiikk patojenik yetenege sahip
olabilecegini diisiindiirmektedir (52).
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2.2.2. Streptokoklar ve S.mutans

Ilk defa 1924 yilinda Clarke, ¢iiriik lezyonlarmdan kiiciik, gram pozitif
kokobasilleri izole etmis ve degisken (mutant) koloni morfolojileri gostermesi
sebebiyle bu bakteriyi Streptococcus mutans olarak isimlendirmistir (53). Onceki
yillarda yapilan serolojik tipleme ¢aligmalar1 mutans streptokoklart grubunda yer
alan ve serolojik farkliliklar gosteren 7 farkli grubun var oldugunu gostermistir (54).
Mutans streptokoklar ve laktobasiller, asit meydana getirerek dis ¢liriigiiniin
olugsmasinda asidojenik etki olustururlar. Bu bakterilerin dis ¢lirigii tizerindeki rolleri
hakkinda pek c¢ok ¢alisma bulunmaktadir (55). Streptokoklarin ¢ok sayida
ekstraselliiler protein salimi gergeklestirerek sert cevresel kosullara adapte oldugu
bilinmektedir. Bu proteinlerin bazilari, metabolizmalarinin anahtar bilesenlerdir. S.
floris, S. oralis ve S.parasanguis diisiik pH ortaminda hidrojen adenozintrifosfataz
salimi gergeklestirerek, S. oralis piruvat- format liyaz ve laktat dehidrojenaz

enzimleri sentezleyerek sert ¢evre kosullarina adaptasyon gosterir (56).

Bir ¢ok streptokok tiirli ve S.mutans, primer enfekte nekrotik pulpali kok
kanallarindan (13), kok kanali genisletilmesi ve medikament uygulanmasi sonrasi
(31, 57) ya da kok kanal tedavisi tamamlanmis sekonder enfekte vakalardan izole
edilmistir (58). Streptokoklarin, diger Gram pozitif organizmalar (laktobasiller ve
enterokoklar) ile birlikte, 6zellikle endodontik tedavi sirasinda ve sonrasinda alinan
kiiltiirlerdeki baskinligi, kotii beslenme sartlart altinda dayamiklilifina ve hayatta
kalma kabiliyetine isaret etmektedir. Ortam kosullarma adaptasyonu ve kok kanal
tedavisi sonrasi apikal periodontitis gelisimindeki rolii ise heniiz tam olarak

aciklanamamustir (35).

Chavez ve arkadaglarmin apikal periodontitisli kok kanallarinda bulunan
streptokok tiirleri ile ilgili ¢alismalarinda, analiz ettikleri 6rneklerde tespit ettikleri
tiirlerin gesitliligi, tedavi sonrasi apikal periodontitise neden olan kompleks floranin
roliinii gostermektedir. Streptokoklarin, ortamdaki diger organizmalara baglanma
saglayarak mikro topluluklarin olusumunu baglatmada Gnemli olabileceklerini,
bdylece diger mikroorganizmalarin hayatta kalabilmeleri i¢in besin ve diger olumsuz

kosullara kars1 direng olusturabileceklerini bildirmislerdir. Bu tiir mikro topluluklar,
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antimikrobiyal prosediirlere karsi bile direng gelistirebilecek yetenege sahip olabilir
(35).

Apikal periodontitisin patojenitesini agikliga kavusturmak i¢in streptokok
tiirlerinin, tedavi edilmis kok kanallarindaki elverissiz kosullara adapte olma, hayatta

kalma ve biliylimek i¢in kullandiklar1 mekanizmalarin arastirilmasi gerekmektedir
(35).

2.2.3. Laktobasiller ve L.acidophilus

Laktobasiller gubuk sekilli, Gram pozitif, spor olusturmayan, mikroaerofilik,
yiikksek oranda asidojenik ve asit toleransli bakterilerdir. Laktobasiller, mine ve
dentini dekalsifiye edebilen laktik asiti liretme yetenekleri nedeniyle dis ¢lirigliniin
ilerlemesi ile iliskilidir. Laktobasillerin 100 den fazla tiirii tanimlanmistir. Insan oral

mikrobiyom veritabaninda bunlarin 26 tanesi listelenmistir (59, 60).

Enfekte kok kanallarindaki laktobasil prevalans: hakkinda az sayida c¢alisma
bulunmaktadir. Enfekte kok kanallarinda en yaygin olarak bulunan tiirler; L. caseli, L.
salivarius, L. acidophilus, L. plantarum and L. fermentumdur (61). Tanimlama igin
cesitli  yontemler mevcut olmasina ragmen, laktobasillerin tiir seviyesinde
tanimlanmasinin genetik benzerlikler nedeniyle zor oldugu kanitlanmistir (62).
Sjoholm ve Bahrami nin 2014 yilinda 16S ribozomal RNA (rRNA) gen sekansi
yontemini kullanarak enfekte kok kanallarindaki laktobasil varligini arastirdiklar
calisgmada prevelanst %22 olarak bildirmislerdir (63). Bu oran, 1974 yilinda
Sundqvist ve Carlsson un %27 lik oraniyla benzerdir (61). Konuyla ilgili diger
calismalarda laktobasil prevelansi %3-37 arasinda bildirilmistir (64). Calismalar
arasindaki prevelans farkliliklarinin sebebi; 6rnekleme tekniklerinin farkliligina veya

Gram-pozitif ¢ubuklarin ¢alismaya dahil edilip edilmememesine bagl olabilir.

2.2.4. Aktinomigesler ve A.naeslundii

Aktinomiges tiirleri gram-pozitif, filamentéz biiylime ve dallanma gdsteren,
anaerobik veya mikroaerofilik bakterilerdir. Gegmiste bu organizmalar, dallanmis
morfolojileri ve migelyal goriinlimleri nedeniyle fungal organizmalar olarak

simiflandirilmalarina ragmen, Okaryotik organizmalarda bulunan mitokondri ve
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cekirdek zarmin bu organizmalarda bulunmayist nedeniyle prokaryotik bakteriler

olarak siiflandirilmiglardir (65).

Aktinomiges tiirlerinin en belirgin Ozellikleri pleomorfik olmalaridir. Bu
nedenle, filament, ¢cubuk, kok ve hatta spiral gibi ¢esitli mikroskobik goriiniimlere
sahiptirler. Bununla birlikte, c¢ubuk seklindeki yapilar diger mikroskobik

goriiniimlere gore baskindir (66).

Aktinomiges olarak siniflandirilan mikroorganizmalar, insan agiz boslugu ve
faringeal bolgenin yaygin sakinleridir. Tonsil kript, dental plak, ¢liriik dentin ve
periodontal cep gibi sahalardan izole edilebilir (67). Actinomyces tiirlerinin supra ve
subgingival plagin en yaygin tiirii oldugu bildirilmistir (68). Bu mikroorganizmalar,
yumusak dokuya invaze oldugunda oral bolgede patojenik hale gelebilir. Cogu
aktinomikotik enfeksiyon vakasi, dis ¢ekimi, ¢ene kirig1 veya periodontal cerrahi gibi
bir 6n travma ile iliskilendirilmistir (69-71). Derin periodontal cepler de aktinomikoz

icin giris yolu olusturabilir (72).

Aktinomigesler ayrica kok kanallari yoluyla dokulara girebilir. Bu
organizmalarin olusturdugu enfeksiyonlar, kok kanali enfekte olmus dislerin
apikallerini gevreleyen dokularda gosterilmistir (73). Aktinomiges suslarinin kok
kanal duvarma tutunmasimi saglayacak, endodontik tedavi sirasinda apikale itilen
dentinal debrislere yapisacak ve diger bakterilere veya konakg¢1 hiicrelere
tutunabilecek fimbriyal yapilara sahip olabilecegi One siirilmiistir (74).
Aktinomiceslerin, konakg¢iya asir1 rahatsizlik vermeden uzun siire dokularda
yasayabilme yetenegi oldugu bilinmektedir. Bakteriler, protein-polisakkarit
kompleksi matriksinde ¢ok sayida dallanma ve filament meydana getirip kolektif
koloniler olusturarak konak savunmasindan kacabilir (74). Bu tiir aktinomikotik
koloniler, akut bir tepkiye neden olmaksizin, kronik bir periradikiiler enflamasyon
olusturarak konak doku ile dengede yasayabilir. Persiste enfeksiyonlarin
olusabilmesi i¢in ¢ok miktarda koloniye ihtiya¢ vardir (75). Bu mikroorganizmalarin
diisiik patojenitesi ve bunun sonucunda minimal konak yanit1 olusmasi, periradikiiler

lezyonun kronik devam etmesinin nedenlerinden olabilir (76).

Aktinomiges tiirleri, primer kok kanal enfeksiyonlarinin yaklasik % 10 ila %

15'inde bulunabilir (76). A.naeslundii enfekte kok kanallarindan siklikla izole
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edilmektedir. Tang ve ark. enfekte kok kanallarinda A.naeslundii nin travma ile
iliskili dislerden siklikla izole edildigini bildirmislerdir (76, 77).

Bagimsiz ekstraradikiiler enfeksiyonlar, intraradikiiler enfeksiyonun basarili
bir sekilde ortadan kaldirilmasindan sonra bile varligini siirdiirebilir. Apikal
aktinomikozis olarak adlandirilan ekstraradikiiler enfeksiyonlarda rol oynayan ana
bakteri tiirleri aktinomiges tiirleri ve Propionibacterium propionicum olarak
bildirilmistir (78). Aktinomikoz, siipiirasyon, apse olusumu ve drene olan siniis yolu
ile karakterize kronik, graniillomatéz bir infeksiydoz hastaliktir. Dokularda,
Actinomyces tiirleri 4 mm'ye kadar ¢aplara ulasabilen mikroskobik veya
makroskopik kiimeler halinde biyiiyebilir (79). Kiimeler bazen yumusak dokulardan
siniis yollar1 ile salinir ve kiikiirt igerdigine dair kesin bir kanit olmasa bile sarimsi
goriinlimlerinden dolay1 kiikiirt graniilleri olarak adlandirilirlar. Ricuci ve ark. vaka
raporlarinda apikal rezeksiyon gerektiren persiste bir enfeksiyonda apikal pargada ve
lezyon sahasinda apikal aktinomikoz ve siilfiir graniilleri varligimi bildirmislerdir

(80).

2.2.5. Endodontik Enfeksiyonlardaki Diger Mikroorganizmalar

Mantarlar: Okaryotik bazi mantar tiirleri - dzellikle candida tiirii - agizda
kolonize olabilir. Kok kanallarinda sadece primer intraradikiiler enfeksiyonlarda
tespit edilmislerdir. Bu konuyla ilgili molekiiler bir ¢caligma C.albicans ‘in primer

enfekte kanallarda bulunma oranini %21 olarak bildirmistir (81).

Arkeler: Arkeler, bakteriler ve Okaryotlar {ic saha sisteminin temel
gruplaridir. Arkeler, prokaryotlarin oldukca farkli bir grubudur. Bu ailenin iiyeleri
genellikle ekstremofil (asirisever) olarak taninirlar. Fakat bazilar ekstrem olmayan
cevre kosullarinda da yasayabilir. Bugiine dek insan viicudunda patojen ozellik
gosteren bir arkeye rastlanmamistir. Primer enfekte kanallarda yapilan bir ¢alismada

Methanobrevibacter oralis e benzeyen filotipte mikroorganizmalara rastlanmistir
(82).

Viriisler: Viriisler, cogalmak i¢in konak hiicresini kullandiklarindan nekrotik
pulpa igeren kanallarda bulunmaz. Kok kanallarinda viriisler; enflame olmayan vital

pulpali, human immunodeficiency virus (HIV) enfeksiyonlu hastalarda bildirilmistir

15



(83). Basgka bir calismada konak hiicrelerin canli oldugu periapikal lezyonlarda
sitomegaloviriis (CMV) ve epstein- barr viriis (EBV) varligi gosterilmistir (84).
CMV ve EBV enfeksiyonlarinin semptomatik apikal periodontitis lezyonlarinda,
genis lezyonlarda ve HIV pozitif hastalarda daha sik goriildiigii bildirilmistir (84,
85).

2.3. Biyofilm

Mikroorganizmalar topluluklar halinde bulunduklarinda genellikle biyofilm
olarak adlandirilirlar. Biyofilmlerin tanimi, biyofilm arastirmalarindaki yeni
kesiflerle birlikte yapisal ve gelisimsel karmagikliklar1 agiklayacak sekilde zamanla
degismistir. Bakteriyel orijinli ekstraseliiler polimerik matris (EPS) igine gomiilmiis
canli veya canli olmayan yiizeye bagli mikrobiyal agregatlar tanimi, sivi bir fazda
yiizen ya da hava-sivi arayiizlerinde bulunan hiicre agregatlarini igerecek sekilde
genisletilmistir (86). Biyofilm olusturabilme yetenegi bir viriilans faktorii olarak
kabul edilmektedir. Insan viicudunda yasayan mikroorganizmalar, agirlikli olarak
biyofilmlerde yasamaktadir. Biyofilm topluluklarinda yasayan mikroorganizmalarin

enfeksiyonlarin yaklasik % 80'ine neden oldugu tahmin edilmektedir (87, 88).

2.3.1. Biyofilmin Gelisimi

Biyofilm olusumu i¢in gerekli faktorler; bakteri hiicreleri, sivi bir ortam ve

bir ylizeydir.

Asama 1: Yiizeye inorganik ve organik molekiillerin absorbsiyonu ile
yiizeyin bakteri tutunmasina uygun hale gelmesidir. Dental plak meydana gelmesi

esnasinda yiizey, tiikiiriik pelikillar1 ile bakteri yapismasina uygun hale gelir.

Asama 2: Planktonik bakteri hiicrelerinin yiizeye adezyon gostermesi ile

karekterizedir (89).

Faz 1 (Bakterilerin yiizeye tutunmasi): ilk bakteri-substrat etkilesimi, yiizey
enerjisi ve ylik yogunlugu gibi fizikokimyasal Ozelliklerle belirlenir. Bakteriler,

fimbria, pili, flagella ve EPS (glikokaliks) gibi bakteriyel yiizey yapilar1 ile bir
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substrata yapisir. Bu bakteriyel yapilar tarafindan bakteri ve ylizey arasinda kopriiler

olusturulmaktadir (90).

Faz 2 (baslangicta spesifik olmayan mikrobiyal-substrat yapisma fazi):
Bakteri ylizey yapilar1 ve substrat arasindaki molekiiler spesifik etkilesimler aktif
hale gelir. Bu etkilesimler, elektrostatik ¢cekim, kovalent bag ve hidrojen bagi, dipol
etkilesimi ve hidrofobik etkilesimin birlesimidir. Porphyromonas gingivalis,
Streptococcus mitis, Streptococcus salivarius, Prevotella intermedia, Prevotella
nigrescens, Streptococcus mutans ve Actinomyces naeslundii, bu yiizey yapilarina

sahip oral bakterilerin bazilaridir (91).

Faz 3 (spesifik mikrobiyal-substrat yapisma fazi): Substrat {izerindeki
reseptorlere baglanan polisakarit adhezin veya ligand olusumu sayesinde, bir

substrata spesifik bakteriyel yapisma gergeklesir (92, 93).

Asama 3: Bakteriyel biiylime ve biyofilmin genislemesi asamasidir.
Mikroorganizmalarin olusturmus oldugu tek katmanli mikrokoloni, sekonder
kolonileri yiizeye g¢ekerek biyofilmin son agsamasini olusturur (94). Bu metabolik
olarak aktif mikroorganizma toplulugu, bireylerin gorev ve yararlarini paylastig

olgun bir biyofilmdir (95).

Biyofilm formasyonu sirasinda hiicre diizeyinde iki ¢esit mikrobiyal etkilesim
gerceklesir. I1ki, askida duran hiicre ve zemine daha énceden tutunan hiicre arasinda
gerceklesen “ko-adezyon” etkilesimidir. Ikinci etkilesim ise genetik olarak farkli
hiicrelerin birbirini tanimasi ve yigin halinde yasamasidir. Bu etkilesim ko-
agregasyon olarak adlandirilir (96, 97). Oral bakteriler ko-agregasyon igin isbirligi
icine girebilir. F. nucleatum Gram-negatif filament6z anaerobik bir bakteri olup
biitiin oral bakteriler ile ko-agregasyon olusturabilir. Non-agrege bakteriler arasinda
bile koprii gorevi gorerek birbirlerine baglar (98). Uzun filamentdz bakteri ve yiizeye
tutunan kiire seklindeki koklarin etkilesimi karakteristik “corncob” yapisini olusturur

(99).

17



2.3.2. Bakterilerin Viriillans Faktorleri

Bir mikroorganizmanin hastaliga neden olma yetenegi, patojenitesi olarak
kabul edilir. Viriilans, bakterilerin patogenezini arttiran ve kotli ¢cevre kosullarinda

hayatta kalmalarini saglayan faktorlerdir.
Bakterilerin viriilans faktorleri su sekilde siralanabilir:

Tutunmada etkili viriilans faktorleri: Adezinler (fimbrialar, afimbrial ylizey
proteinleri), ekzopolisakkaritler, lipoteikoik asit, dis membran proteinleri, dis

membran vezikiilleri,

Invazyonda etkili viriilans ~faktorleri: Flagella, enzimler (kollejenaz,

hyaliiranidaz, kondroitin siilfataz, fibrinolizin, asit fosfataz, DNAaz),

Yasamlarim  siirdiirmede etkili viriilans faktorleri: Ekzopolisakkaritler
(kapsiil), IgM, IgG, IgA, C3 ve C5 proteinleri, lipopolisakkaritler, flagella,

ekzotoksinler, 1s1-sok proteinleri, metabolik son iiriinleri,

Direk hasarda etkili viriilans faktorleri: Ekzotoksinler, enzimler (kollejenaz,
hyaliiranidaz, kondroitin siilfataz, aminopeptidaz, fosfolipaz, noérominidaz, asit
fosfataz), metabolik son tirlinleri (kisa zincirli yag asitleri, polyaminler, volatil siilfiir

bilesenleri, indol, amonyak),

Indirek hasarda etkili viriilans faktérleri: Lipopolisakkaritler (lipid A),
peptidoglikan, lipoteikoik asit, fimbria, ekzopolisakkaritler, dis membran proteinleri,

lipoproteinler, DNA, 1s1-sok proteinleri (1).

2.3.3. Biyofilmlerde Antimikrobiyal Direncte Etkili Faktorler ve

Mekanizmalar

Biyofilm toplulugunda yasayan mikroorganizmalarin antimikrobiyallere kars1
daha fazla direng gosterdigi ve konvansiyonel antibiyotiklerin 10- 1000 kat daha
yiiksek konsantrasyonlarda kullanilmalarinin gerekliligi bildirilmistir (100). EPS,
biyofilmin i¢ine niifuzu sinirlamak i¢in antimikrobiyal maddeleri aktif olarak baglar.
Antimikrobiyalin diflizyonunu yavaslatarak ve siirlayarak biyofilm toplulugunda

yasayan hiicrelere ulasan etkili lokal konsantrasyonu azaltir. Bu nedenle, biyofilmler,
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toplulugu korumak i¢in evrimlesmis olabilecek ¢esitli mekanizmalara bagli olarak
antibiyotiklere ve bagisiklik savunma mekanizmalarina daha fazla direng gosterirler

(86).

EPS : EPS nin ana bileseni, hiicre kiimeleri etrafinda dolasan sudur (101). Su
kanallar1 besin maddelerinin igeri girmesine ve atik maddelerin ¢ikisina izin verir.
Sivi akisi, biyofilm i¢inde ve disinda, besin ve metabolik iriinlerin hareketinde

onemli bir rol oynar (102).

Gegmiste EPS ya da “glikokaliksin roliiniin, ylizeylere ve hiicreler arasinda
adezyonu saglamak oldugu diisiiniiliiyordu (103). Giiniimiizde, EPS nin, bakteri
hiicrelerinin agregasyonu, su tutma, bakteri hiicrelerini koruma, enerji havuzu olma,
iyonik degisim saglama, organik ve inorganik bilesiklerin emilmesi, besin kaynagi
olma ve genetik bilgi aligverisini igeren daha genis bir fonksiyon araligina sahip
oldugu bilinmektedir. EPS, biyofilmlerin ¢ogunun kuru kiitlesinin % 90'indan
fazlasin1 olusturmaktadir ve biyofilm i¢in bir “iskele” ve ayni zamanda

antimikrobiyal ajanlara kars1 fiziksel bir bariyer gorevi goriir (104).

Ekzopolisakkaritler: Eksopolisakkaritler yapisal stabilite saglarlar. Hiicreler
arast adezyona ve biyofilmin bir ylizeye yapismasina aracilik eden proteinler icin
iskele gorevi goren yapilardir (104, 105). Ayrica biyofilmlerde antimikrobiyal
direncte ve biyofilmin konak savunmasindan korunmasinda da rol oynayabilirler

(106).

eDNA: eDNA, adhezyon, agregasyon, uyum ve genetik bilgi aligverisinde
gorev yapar (107). Ayrica biyofilmlerin ilk kurulusunda kritik bir rol oynar. eDNA
nin birincil kaynagmin quorum sensing mekanizmasiyla kontrol edilen otoliz
hiicreleri oldugu diisliniilmektedir (108). Erken biyofilm olusumu sirasinda

eDNA'nin hiicre lizizinden bagimsiz bir sekilde iiretildigi de gosterilmistir (109).

Hiicre-hiicre etkilesimi ve quorum sensing: Biyofilm olusumunda temel
stiregler bir yiizeye tutunmayi, hiicre proliferasyonunu, diger bakterilere yapismayi,
hiicre dis1 polimerik madde matriksinin iiretimini ve olgunlasmayi igerir (88).
Bakterilerin biyofilm i¢indeki dagilimmin ve hiicre-hiicre mesafesinin hiicreler
arasindaki iletisimde etkili oldugu bilinmektedir. Bakteriler, tiirlere 6zgli molekiiler

etkilesimler sayesinde, biyofilmlerdeki degisken c¢evresel kosullara uyum
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saglayabilmektedir. Bu sayede ortamdaki degisikliklere cevap olarak iletisim
kurabilir, isbirligi yapabilir ve davranislarini degistirebilirler (110, 111).

Horizontal gen transferi: Horizontal gen transferi, hem tiir i¢inde hem de
tirler arasinda genetik bilginin hareketine izin verir. Horizontal gen havuzu,
plazmidleri, bakteriyofajlari, transpozonlari, insersiyon sekanslarin1 ve patojenite
adalarini igerir. Horizontal gen transferi, antibiyotik direncinin yayilmasina neden

olmasindan dolayi klinik agidan 6zellikle 6nemlidir (112).

Antimikrobiyallerin  diigiik  penetrasyonu: Biyofilmlerdeki hiicrelerin
antimikrobiyallere maruz kalma derecesi; biyofilmin kalinlig1 ve antimikrobiyallerin
konsantrasyonu ve matrise niifuz etme yetenekleri de dahil olmak iizere bir¢ok
faktore baghdir. Yiizeysel hiicreler, yiiksek konsantrasyonlarda antibiyotiklere hizli
bir sekilde maruz kalabilirken, biyofilmin daha derin kisimlarinda, artan antibiyotik
konsantrasyonlarina maruz kalma daha kademeli olacaktir ve antibiyotiklerin
biyofilm boyunca yayilma kabiliyetine bagli olarak degiskenlik gosterecektir (113).
Antimikrobiyal maddenin biyofilmin tim derinligine niifuz edememesi, bir biyofilm

diren¢ mekanizmasidir (88).

Efluks pompasi: Efluks sistemleri, zehirli maddeleri ve antibiyotikleri aktif
olarak hiicrelerden disar1 pompalayabilen sistemlerdir. Cok sayida ilaca direngli
efluks pompalari, biyofilmlerin antibiyotik direncine katkida bulunur. Terapotik

olarak, efluks pompasi inhibitorleri biyofilm olusumunu azaltmak icin faydal
olabilir (114).

Persiste hiicreler: Persiste hiicreler, antibiyotik maruziyetinden kurtulmus,
genetik olarak homojen bir bakteri popiilasyonunun kii¢iik bir alt popiilasyonunu
olusturan uyku halindeki hiicrelerdir. Siirekli olarak meydana gelen rastlantisal
olaylara (stokastik) veya cevresel stimuluslara (deterministik) yanit olarak olustuklari
diisiiniilmektedir. Biyofilm i¢in, bu toleransli fenotipik varyantlarin varligi, niifusun
hayatta kalmasii saglar. Biyofilmlerin antibiyotiklerle tedavisinin ardindan, hizla
biiyiiyen hiicreler 6ldiiriiliirken, persiste hiicreler biyofilmi yeniden olusturabilecek
sekilde hayatta kalabilir (115).
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2.3.4. Cok Tiirlii Biyofilmlerdeki Antimikrobiyal Direng

Biyofilmde bulunan farkli tiir mikroorganizmalar birbirlerini olumlu ya da
olumsuz olarak etkileyebilirler. Olumlu olarak birarada ko-agrege olmalari, konjuge
olmalar1 ya da antimikrobiyale maruz kalindiginda diger tiirlerin eradike olmalarim
engellemeleri gosterilebilir. Ayrica, birbirlerinin enzimlerini tamamlayabilir ve
biyofilmin ii¢ boyutlu organize uzaysal dagilimini saglayabilirler. Bu sinerjistik
etkiler sayesinde o ortamda tek basina biyofilm olusturmasi miimkiin olmayan bazi
tiirlerin biyofilm olusumuna katilmasi saglanabilir (116). Cok tiirlii biyofilmlerin, tek
tirlii biyofilmlere gore antimikrobiyal tedaviye karst daha direngli oldugu
gosterilmistir (117). Bu durum, antimikrobiyal ajanlara maruziyetin ardindan hayatta
kalmis biyofilm toplulugunun kooperatif davraniglariyla agiklanmaktadir (110).
Biyofilm icerisindeki mikroorganizmalar quorum sensing mekanizmasini kullanarak
haberlesme saglarlar. Bu mekanizma sayesinde ortamdaki ihtiyaca gore biyofilme
yararli olacak tiirlerin daha ¢ok iireyerek baskin hale gelmesi saglanir (118). Ayrica,
tek tiirlii biyofilmlere kiyasla c¢ok tiirlii biyofilmlerde kazanilabilecek potansiyel
avantajlar oldugu gosterilmistir (116). Hiicreler arasi salgilanan iiriinler ve hiicreler
arasindaki tlire 6zgl fiziksel etkilesimler, antimikrobiyal ajanlara karsit direncin
artmasii saglar (119). Kara ve ark. biyofilmin uzaysal analizlerinde, klorheksidin
maruziyetine yanit olarak tek ve cift tiirli biyofilmler arasinda farklilik oldugu

gosterilmistir (117).

2.3.5. Kok Kanah Mikroflorasinda Antimikrobiyal Direng

Intraradikiiler biyofilmler; kok kanal enfeksiyonu, biiyiik periapikal lezyonlar
ve kistler gibi uzun siireli patolojik siireclerin ana nedeni olarak kabul edilmektedir
(120). Enfekte kok kanallarindan ve periapikal apselerden sikga kiiltiire edilen tiirler
Prevotella, Porphyromonas, Fusobacterium, Peptostreptococcus, Streptococcus,
Lactobacillus, Enterococcus, Actinomyces, Propionibacterium ve Candida'dir.
Molekiiler teknikler kullanilarak yapilan endodontik enfeksiyon analizlerinde ise,
bliylik oranda tanimlanamayan ve kiiltiire edilemeyen tiirlerden olusan ¢ok c¢esitli bir
flora gosterilmistir (121). Pirosekanslamanin kullanildigi son arastirmalar da,

geleneksel Sanger dizilemeyle gosterilenden daha cesitli bir floray1 ortaya ¢ikarmistir
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(122). Fakat, kok kanali yikama soliisyonlarinin, intrakanal medikametlerin ve kdk
dolgu materyallerinin antimikrobiyal aktivitesi, ¢ogunlukla (daha yakin tarihli
caligmalarda biyofilmleri igermekle birlikte) planktonik kosullar altinda yetistirilen
suslar (agirlikli olarak E. faecalis) kullanilarak degerlendirilmistir. Antibakteriyel
aktivite ¢aligmalarinda klinikteki kok kanal florasinin daha iyi taklit edilebilmesi i¢in
¢ok tiirli biyofilmler iizerine g¢alismalar planlanmalidir. Bir ex vivo modelde,
antibiyotik direng belirleyicileri tasiyan konjugatif bir plazmidin iki yonlii transferi,
endodontik enfeksiyon ile iliskili iki tiir- S. gordonii ve E. faecalis- arasinda
gosterilmistir (123). Su ana dek bilindigi kadariyla elde edilen veriler, antibiyotik
direncinin nadir olmadigini, ¢oklu ilaca diren¢li suslarin ise diisiik bir insidansi

oldugunu gostermektedir (124).

2.3.6. Biyofilmin Degerlendirilmesi

Leeuwenhoek 1675 yilinda, mikroskop kullanarak ilk kez suda ve tiikiiriikte
bulunan mikroorganizmalar1 saptamistir. Birka¢ yil sonra, oral biyofilmlerdeki
bakterileri arastirmaya baslamistir. Biyofilmlerin goriintiilenmesinde kullanilan
mikroskopi yontemleri; biyofilmin gorsellestirilmesini saglayarak, kanal icindeki
biyofilmin uzaysal dagilimi, ultrastriiktiirel yapisi ve substrat ile baglantis1 hakkinda

basit bilgiler sunar (125).

Topluluklardaki organizmalarin fizyolojik tepkilerini izlemek ve gevresel
rahatsizliklara kars1 direnmek i¢in olusturduklar1 davranislar: anlayabilmek amaciyla,
kontrollii kosullar altinda ¢alismalar yapilarak bir veri tabani olusturmak gereklidir.
Modern molekiiler araglar, belirli besinlerin varliginda veya bozulmus ortamlarda
(0rn., antimikrobiyallerin uygulanmasindan sonra) mikroorganizmalarin fizyolojik

slireglerinin incelendigi in situ ¢alismalara olanak saglar (86).

2.3.6.1. Isik Mikroskobu

Dis dokularinin ve biyofilmin 151tk mikroskobu ile incelenebilmesi igin
orneklerin fiksasyon, dekalsifikasyon, kesim ve boyama islemlerinden ge¢mesi
gereklidir. Bu adimlar uygulanirken ¢ok miktarda emek ve zaman gerekir. Ozellikle

dekalsifikasyon zaman alic1 bir islemdir. Bu teknikle, genellikle kesitsel biyofilm
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goriintiileri elde edilir. Kanalin tamaminin veya kanalin bir boliimiindeki durumun
anlasilabilmesi i¢in ¢ok sayida ardisik kesit degerlendirilmelidir. Isik mikroskobu,
her bir kesitin biyofilmine genel bakisin yani sira mikrobiyal hiicre morfolojisi ve
organizasyonu hakkinda ayrintili bilgi saglayan genis bir biiylitme araligi sunar.
Fakat, canl1 ve olii bakteriler arasinda bir ayrim yapilamaz ve kesme islemi sirasinda
dis ylizeyinden biyofilm kopabilir. Bu nedenlerle, 151tk mikroskobu biyofilmi
kantitatif degerlendirmek icin uygun bir yontem degildir. Yine de,
histobakteriyolojik  analizlerin,  klinik  orneklerde  endodontik  biyofilm
gozlemlenmesinde c¢ok degerli oldugu gosterilmistir (126). Isik mikroskobu
kullanilarak klinik kosullarin histobakteriyolojik analizlerle incelendigi ¢ok sayida
calisma ve olgu sunumu endodontik arastirmalara 6nemli katkilarda bulunmustur

(120, 127).

2.3.6.2. Mikrobiyolojik Kiiltiir Yontemi

Antimikrobiyal uygulanmasi sonrasi hayatta kalan mikroorganizma miktari,
kok kanalindan ¢esitli yontemlerle alinan drneklerle belirlenir. Ornekleme yapilirken
temel hedef kok kanalinda hayatta kalabilmis tiim mikroorganizmalarin
aliabilmesidir. Genellikle bunun i¢in kok kanalina damlatilan sivinin steril kagit
koniler ile absorbe edilmesi saglanir. Ya da kanalin ornekleme sivisi ile giiclii bir
sekilde yikanmasi gerekir. Kok kanalindaki biyofilm egeler ya da gates glidden
frezler yardimiyla gevsetilebilir, dentin chipleri ile birlikte toplanabilir. Kok kanal
ornegi mikroorganizma sayiminin yapilabilmesi i¢in kiiltiire edilmelidir. Bu yontem,
ornekleme sivisinin seri seyreltilmesini ve biliylime ortamini igeren agar plaklar
lizerinde esit hacimlerin ekilmesini icerir. Inkiibasyondan sonra, plak iizerinde
gorliniir koloniler sayilir ve bodylece koloni olusturan birimlerin (CFU'lar) sayisi
saptanmis olur. Bu yonteme plak sayimmi yontemi denir. Bu teknik yaygin olarak
kullanilmaktadir ve c¢ogu mikrobiyoloji laboratuarinda mevcuttur. CFU sayisi,
deneyler arasinda karsilagtirmaya izin veren, agik ve evrensel olarak kabul edilen bir
sonu¢ Olgiisiidiir. Aerobik ya da anaerobik sartlarda gerceklestirilen inkiibasyon
siirecinden sonra mikroorganizma kolonilerinin makroskopik goriintimlerinin, Gram
boyama ile mikroskopik olarak hiicresel morfolojilerinin gozlenebiliyor olmasi bu

teknigin avantajlarindandir (126).
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2.3.6.3. Taramal Elektron Mikroskobu (SEM)

SEM yiiksek enerjili elektronlarin kiiglik bir alana odaklanmasi ve yiizeyin
taranmasi1 prensibiyle ¢alisir. Isik mikroskobuna oranla geleneksel SEM kullanilarak
400 kat daha yiiksek ¢oziiniirliige sahip goriintiiler elde edilebilir (128). Az sayida
teknik biyofilm topluluklarinda hem hiicre dis1 matriks hem de mikroorganizmalari
eszamanli olarak goriintiileyebilir ve biyofilmlerin morfolojik olarak yapisal
karakterizasyonunu saglar., SEM, elektron-yogun malzemeyi tarayarak, bakteriyel
hiicre yiizeyleri de dahil olmak iizere yiizeylerin ayrintili, yiliksek c¢oziiniirliiklii
goriintlisiinii  saglar ve hiicresel membran hasarini tanimlayabilir (129). SEM
caligmalar1 periapikal patoloji ile iligkili kok kanallarinda kanal liimeninde ve kanal
duvarina tutunmus olan heterojen mimarideki biyofilmi gostermistir. Bu biyofilmler,
koklar, cubuklar, filamentler ve spiroketler gibi ¢esitli hiicresel morfolojileri
igerebilir (130). Bu arastirmalar ayrica, genis ¢liriik lezyonlar mevcut oldugunda kok
kanal duvarinda daha fazla bakterinin bulundugunu (131) ve kok kanalinin koronal
kisminin apikal pargadan daha fazla enfekte oldugunu gostermistir (131). Ayrica,
enfekte olmus kok kanallarinda SEM ile maya benzeri yapilar ve mantar hifleri
gozlemlenmistir (130). SEM ile goriintiileme ayrica, dentin tiibiillerinin 150 um'ye

kadar koklar, gubuklar ve mayalar ile invazyonunu gostermistir (132).

SEM analizi yapmak icin, gerekirse koklerin kesilerek kanal duvarlarinin
ortaya ¢ikarilmas1 gerekir. Daha sonra, oOrnekler SEM incelemesi icin
hazirlanmalidir. Islem, yiiksek vakum altinda gergeklestirildiginden kat: ve kuru bir
ornek hazirlanmasi gerekir. Gortintii bozulmasina neden olabilecek elektrik yiikiiniin
birikmesini 6nlemek icin, 6rnek bir iletken ile (altin gibi) kaplanmalidir. Bu nedenle
ornekler fiksasyon, dehidratasyon, donma - kritik nokta kurutma ve piiskiirtme
kaplamalarina tabi tutulmalidir. Isik mikroskopisinin aksine, SEM ile mikro
organizmalarin / biyofilmlerin boyanmasi miimkiin degildir. Biyofilmin SEM ile
gorsellestirilmesi icin yiiksek biiyiitmeler gerektirir. Dolayisiyla, ilgilenilen bdlgenin
(yani tiim kanal duvari) sadece sinirlt bir boliimii goriintiilenebilir. Burada, gdzlenen
alanlar 6znel olarak secilebildigi ve genel durumu temsil edemedigi i¢in potansiyel
bir onyargi riski bulunmaktadir. Bu Onyargi riskini 6nlemek igin, yeterli sayida

gbzlem alan1 bulunmali ve ilgilenilen alanlar rastgele secilmelidir (126). Lin ve ark.
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biyofilm eliminasyonunun degerlendirilmesinde 6nyargi olusumunu engellemek icin
“tabakali rastgele Ornekleme prosediiriinii” tanimlamistir (133). Alternatif bir
protokol, en yiiksek biyofilm konsantrasyonuna sahip alanlar1 segmek ve bu alanlarin
yiiksek biiylitme goriintiilerini yakalamak olabilir (134). Ek olarak, goriintiileme
yazilimi, biyofilm kapli alanin objektif ve kantitatif bir sekilde degerlendirilmesine

yardimci olabilir (133).

Endodontik enfeksiyonlarin arastiriimasinda SEM kullanimi 6nemli bilgiler
saglamistir. Bununla birlikte, polisakkarit matrisinde gdomiilii mikroorganizmalari
gostermek zordur. Numuneler SEM incelemesi i¢in fiksasyon ve dehidrasyona
ugratildiginda matris temel olarak sudan olustugundan, iic boyutlu yapisi degisir.
Ayrica, SEM mikroorganizmalarin biiyiikliigii ve morfolojisi hakkinda bilgi

saglayabilirken, kesin mikrobiyal tanimlama miimkiin degildir (131).

Farkli mikroskopik tekniklerin kombinasyonunun kullanilmasi ile biyofilm
mimarisinin daha derin ve daha gergcek¢i bir analizinin gerceklestirilmesi

miimkiindiir (135).

2.3.6.4. Konfakal Lazer Taramah Mikroskop (KLTM)

Konfokal lazer taramali mikroskobu (KLTM), in situ mikrobiyal topluluklari
analiz etmek i¢in bagarili bir goriintiileme aract oldugundan, biyofilmlerin mimarisini
incelemek i¢in tercih edilen yontem haline gelmistir. Bu teknikte elektron
mikroskopisinde karsilagilan dehidrasyon veya deformasyon gibi istenmeyen
degisikliklerle karsilagilmaz. Eger 6rnekler uygun floresan boyalar ile boyanabilirse
canl/6lii organizmalarin analizi yapilabildigi gibi, 50-200 pm kalinligina kadar
biyofilmlerin 3 boyutlu, kantitatif analizi de yapilabilmektedir. Ancak 151k
mikroskopisindeki kisitlamalara bagli olarak biyofilmleri olusturan matriks ve

hiicrelerin yapisal 6zellikleri detayli olarak incelenememektedir (136).

KLTM, genellikle optik geometri yapisindan yararlanan floresan prob
teknikleriyle uygulanir. Ug boyutlu bir érnek boyunca farkli derinliklerde biyofilm
yilizeyinin 200 pum altina kadar ¢esitli derinliklerde ¢ok ince (nm) optik kesitlerin
kaydedilmis bir dizi dar odak diizlemini goriintiiler. Ardindan, {i¢ boyutlu

sayisallastirilmig goriintiiler olusturmak icin tek-diizlemli goriintiiler goriintii isleme
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teknikleri kullanilarak birlestirilebilir (137). Bu ii¢ boyutlu mikrobiyal biyofilm
boliimlerinin rekonstriiksiyonlari, bir biyofilm numunesinin in situ derinlikli profilini
olusturur. Bu teknik, mikrobiyal biyofilmin oldukc¢a heterojen yapisini ortaya
cikarmistir. KLTM teknigi genellikle bakterilere tutunabilen florasan problar ile
uygulanir. Fluoresein, bakterilerin boyanmamis hiicreler olarak goriilebildigi bir
fliioresan zemin saglayan probtur. Resazurin gibi diger maddeler “canli” ve “6li”
hiicreler arasinda ayrim yapmak i¢in kullanilir (138). Geleneksel mikrobiyolojide
biiyliyen ve ¢cogalabilen mikroorganizmalar canli kabul edilirken, KLTM tekniginde
floresan problar1 katalize edebilen aktif metabolizmaya sahip mikroorganizmalar
canli kabul edilebilir. Ornegin, tetrazolyum tuzlari oksidasyon/rediiksiyon
reaksiyonlarin1 hedefleyen isaretlerdir. Floresan boyalarin kullanimi, mimarinin
gorsellestirilmesine ve biyofilmin uzaysal dagiliminin anlasilabilmesine izin verir.
Ayrica, canlilik boyalari, kok kanalindaki biyofilm bakterilerinin canlilik profilinin
belirlenmesini saglar. Bdylece, biyofilm mimarisinin bir goriintiisiiniin yani sira,
yari-nicel bir analiz miimkiindiir. Hem biyofilm eliminasyonu hem de mikrobiyal
canlililk bir arada degerlendirilebilir. Hiicre membran biitlinliigii yaygin olarak
kullanilan ticari ajan LIVE / DEAD BacLight® canlilik probu ile arastirilabilir.
Floresan boyama icin en sik kullanilan boyalar, SYTO-9 ve propidium iyodiir (PI)
diir. Biyofilm bu boyalarla boyandiginda canli hiicreler yesil, 6lii hiicreler kirmizi
floresan 1s1ma yaparlar (126). Propidium iodid sadece hasarli membrani olan
bakterilere penetre olabilitken, SYTO 9 boyast tiim bakterilere penetre
olabilmektedir. Birlikte kullanildiklarinda PI, SYTO 9 boyasinda rediiksiyona neden
oldugundan, 6lii bakteriler PI ile boyanip kirmizi floresan 1sima yaparken, canli
bakteriler SYTO ile boyanarak yesil 1s1ma yaparlar. Bu boyalar i¢in uyarma /
emisyon maksimum degeri SYTO 9 boyasi icin yaklagik 480/500 nm ve PI igin
490/635 nm'dir. Boyalar, ideal boyanmay1 saglayabilmek ic¢in ¢evre kosullarmin
cesitliligine bagli olarak farklt kombinasyonlarla kullanilabilir. Her ne kadar
KLTM'nin ¢6ziiniirliigii SEM ile elde edilebilenden az olsa da; numunenin ii¢
boyutlu mimarisinin belirlenmesine ve biyofilmin hacmi, kalinhigi, piirtzliligd,
biyofilm yapisindaki hiicrelerin dagilimi gibi nicel parametrelerin ¢ikarilmasina
olanak saglar (139). Isik mikroskobu ve SEM'in aksine, 6rnegin fiksasyonu

gerekmez ve ornek sulu kalir. SEM'e benzer sekilde, KLTM, intrakanal biyofilmin
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goriintlilenebilmesi i¢in disten kesit alinarak kanalin agiga cikarilmasini gerektirir.
Cogunlukla, kanal yiizeyinin sadece bir kismi1 analiz edilir. Tiim ¢alismalarda, daha
once SEM boliimiinde tarif edildigi gibi, goriintiilenen alan rasgele secilerek
belirlenir. Kanalin tamamini goriintiilerken, kok kanali yarisinin yarim daire sekli,
dik egimli kenarlardan gelen 151k yansimasi konfokal goriintiide karanlik alanlar
olusturabileceginden, teknik problemlere neden olabilir (140). Sonug olarak, KLTM
mikrobiyolojik biyofilmler ig¢in popiiler bir goriintiileme yontemidir. Ciinkii
biyofilmde asgari islem gerektirerek, biyofilmin iyi uzaysal ¢oziiniirliikle, dogrudan,

invaziv olmayan, optik sekilde incelenmesine olanak saglar.

2.3.6.5. Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH)

Insan viicudunda cesitli bélgelerde bulunabilen biyofilmlerin icerigi ve yapisi
degiskenlik gosterir (6rn: kok kanal biyofilmi, oral mukoza biyofilmi). Bu nedenle
mevcut farkl tiirleri daha dogru tanimlayabilmek i¢in bulunduklari ortamda iic
boyutlu olarak incelenmeleri gerekir. FISH, filogenetik olarak farkli bakterilerin es
zamanl tespitine izin verir. Bu yOntem mikroorganzimalarin, tiir, cins ve aile
seviyelerinde ayrim yapabilir. Ribozomal RNA'ya (rRNA) dayali oligoniikleotid
problar ile spesifik olarak hedeflenen bakterileri tanimlayabilir. 16S rRNA geninin
belirli bolgelerini hedeflemek icin tasarlanan oligoniikleotid problar daha sonra
spesifik floresan boyalarla etiketlenir. FISH teknigi ile kompleks bir mikrobiyal
popiilasyon zarar gormeden tanimlanabilir. FISH tekniginin yardimiyla, bir
toplumdaki 6zgiin bakteri hiicrelerinin tanimlanmasi, mikrobiyal ekosistemlerin

organizasyonunu anlamak i¢in 6nemli bir avantaj saglayacaktir (141).

2.3.6.6. Molekiiler teknikler

Kiiltir yontemleriyle karsilastirildiginda, molekiiler yontemler, sadece
ekilebilir bakterileri degil, ayn1 zamanda kiiltiire edilemeyen ya da goriilebilen fakat
kiiltire edilemeyen fazdaki (VBNC) tiirleri tespit etme avantajina sahiptir. Oldukca
hassas ve 0zgiil olma potansiyeline sahiptirler ve hizlidirlar. Molekiiler biyoloji
tekniklerinin ¢ogu, numunedeki hedef mikroorganizmayi niteliksel olarak saptar,

ancak miktar tayinine izin vermez. Ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
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(PCR), kantitatif sonuglar saglayan tek testtir. Kantitatif gercek zamanli PCR, PCR
tabanli bir teknik oldugundan, DNA primerlerinin kullanilmasii gerektirir.
Tanimlanmis bir biyofilm ile ¢alisirken, tiirlere 6zgii primerler kullanilabilir. Boylece
biyofilmde bulunan tiirlerin her birinin nicellestirilmesine izin verilir. Dogal,
tanimlanmamig bir biyofilm s6z konusu oldugunda, genis spektrumlu primerler
kullanilmalidir. Bu sekilde farkli tiirlerin nicelik bilgilerine iligskin veri elde edilemez

fakat, toplam mikrobiyal yiikiin miktar1 6l¢tilebilir (126, 142).

Molekiiler metodlarla ilgili bir baska endise, 6lii hiicrelerdeki DNA'nin ve ya
serbest ekstraseliiler DNA'min (eDNA) ayn1 anda yanlis verilere yol agacak sekilde
amplifiye edilip saptanabilmesidir (142-144). Numuneyi propidyum monoazid
(PMA) (hiicre dis1 veya 0lii hiicrelerde bulunan DNA'nin ¢ogalmasini engelleyen bir
boya) ile boyayarak, bu sorunun ¢oziilebilecegi bildirilmistir (145).

Cook ve ark. (146) kok kanal obturasyonundan 6nce Ca(OH), veya CHX'in
E. faecalis 'in sagkalimi {izerindeki etkisini kiiltiir ve PCR teknikleri kullanilarak
degerlendirmislerdir. Kiiltlirlerin higbirinde bakteri liremesi goriilmemistir. Fakat,

PCR sonuglar1 deney gruplarinin ¢ogunda pozitif sonug géstermistir.

Rogas ve ark. (147) kok kanal tedavisi sonrasit yeniden tedavi gerektiren
vakalardaki E.faecalis ve streptokok tiirlerinin tanimlanip prevelansinin
arastirilmasinda gergek zamanli PCR kullanmislardir. Anderson ve ark. (148) ikincil
enfeksiyonlardaki tiirleri saptamak icin kiiltiir yontemi ve ribozomal DNA ile PCR
kullanarak yaptiklar1 ¢aligmada kok kanallarinda S.mutans varligini bildirmislerdir.
Xia ve ark. (149) endodontik kaynakli abse ve selliilit vakalarinda enfekte kok

kanalindaki Actinomyces prevelansin1 PCR ile incelemislerdir.

2.4. Kok Kanah Dezenfeksiyonunda Kullanilan Kanal i¢ci Medikamentler

Kanal i¢i ilag kullanimi, genellikle kok kanal tedavisinin seans aralarinda
kanal igindeki mikroorganizmalarin sayisinin  azaltilmasini  ve  periapikal
enflamasyonun giderilmesini hedefleyen bir asamadir. Pulpa nekrozu gerceklesmis
vakalarda ya da retreatment vakalarinda enfekte kok kanal sisteminde kemomekanik
dezenfeksiyon ile ulasilamayan yan kanallar, apikal deltalar, isthmuslar ya da ana

kanalda -ozellikle oval veya yassi ise- aletin temas etmedigi dentin yiizeyleri
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bulunabilir (150). Seans aralarinda kanal i¢i medikament kullanimi, kemomekanik
dezenfeksiyonu destekleyerek inat¢i bakterilerin eliminasyonunu saglar (42, 151,

152).

Son yillarda giderek popiilerlesen siliper esnek nikel titanyum rotary
sistemlerin gelismesi ile birlikte hastanin koltukta kalma siiresi ve irrigasyon
ajanlarin dentin ile temas siiresi kisalmaktadir. Bu durum kok kanallarinda elimine
edilememis bakterilerin ilave bir dezenfeksiyon sistemi ile eliminasyonunu gerekli

kilabilir (153).

2.4.1. Kalsiyum Hidroksit (Ca(OH),)

Kalsiyum hidroksit endodontide ilk olarak 1920 de Hermann tarafindan
kullanilmigtir. Kimyasal formiilii Ca(OH),, molekiil agirligi 74,08 olup, beyaz renkli
kokusuz bir tozdur. Suda ¢oziiniirliigii distiktir (25 °C de 1,2 g Lt ) ancak sicaklik
arttikga ¢ozlintirligii azalir (154). Kalsiyum hidroksitin antimikrobiyal aktivite, doku
¢ozme Kkabiliyeti, dis dokularimin rezorpsiyonunun engellenmesi ve sert doku
olusumu gibi c¢esitli biyolojik 6zellikleri arastirilmis ve kok kanal tedavisinde genis

bir kullanim alani olusmustur (42).

Kalsiyum hidroksit kanal i¢i medikasyonda en sik tercih edilen ajandir. Direk
olarak bakteri hiicresi ile temas ettiginde pH bagimli olarak letal etki gosterir.
Kalsiyum hidroksitten salinan yiiksek konsantrasyondaki hidroksil iyonlari,
bakterilerin yasamasi i¢in uygunsuz c¢evre kosullari olusturur (42). Kalsiyum
hidroksitin meydana getirdigi yiiksek alkali ortamin bakteri hiicresine letal etkisi
kimyasal olarak; bakterinin stoplazmik membraninin zarar goérmesi, enzim
aktivitesinin ve hiicresel metabolizmanin bozulmasi, protein denaturasyonu ya da
DNA nin zarar gérmesi ile aciklanabilir. Fiziksel olarak; kok kanallarini dolduran
Ca(OH),, bakterilerin apikale ulagsmasini giiglestirecek bir bariyer olusturur.
Bakterilerin biliyimesi ve ¢ogalmasi icin kisitli alan kalmasini saglar. Ayrica
bakterilerin lipopolisakkaritlerini inhibe ederek periapikal doku tamirini indiikler

(154).

Literatiirde kalsiyum hidroksitin etkinligi ile ilgili c¢alismalar arasinda

tutarsizlik izlenmektedir. Bir ¢cok ¢alisma inert tagiyicilarla (salin, distile su, gliserin
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vb.) hazirlanan kalsiyum hidroksitin uygulandigi kanallarda %0-%20 ya da %40
oraninda pozitif kiiltir saptandigimi bildiritken (42, 155), baz1 c¢aligmalarda
medikasyon sonrasi kanal i¢i pozitif kiiltiir sayisinin enstrumantasyon sonrasi pozitif

kiiltiir sayisindan fazla oldugu da gosterilmistir (33, 156).

Bununla birlikte kalsiyum hidroksidin, 6zellikle yliksek pH saglanamadiginda
E. faecalis'i kendi basina yok etmede basarisiz oldugu da bilinmektedir (41, 157). E.
faecalis'in  kalsiyum  hidroksite karsi olusturdugu diren¢ mekanizmalar
incelendiginde; pH 11.1 iken direncli oldugu, ancak 11.5 pH degerinde direnci
kaybettigi gosterilmistir. Bu nedenle, E. faecalis'in kalsiyum hidroksit i¢cinde hayatta
kalmasinin, pH degerinin bir noktaya yiikseldigi ve maksimum kapasitesine ulastig

zaman aktive edilen proton pompasinin bir fonksiyonu oldugu sonucuna varilmistir

(158).

Kalsiyum hidroksitin antibakteriyel etkisini arttirmak amaciyla farklh
tasiyicilarla kullanimi arastirilmistir. Kafurlu paraklorfenol gibi bazi tasiyicilarla
uygulanan  kalsiyum  hidroksitin  antibakteriyel spekturumun  genisledigi,
antibakteriyel etkinin daha uzak alanlara yayilabildigi bildirilmistir (159-161).
Kalsiyum hidroksitin, klorheksidin (CHX) ile karnistirilarak kullanilmasi ile
antibakteriyel etkisinin arttigin1 gosteren calismalar bulunmaktadir (155, 162).
Bununla birlikte, kalsiyum hidroksitin antibakteriyel etkinliginin dentin,
hidroksilapatit ve serum tarafindan inaktive edildigi, in vitro olarak biyofilm

matrisini bozamadigi gorilmiistiir (163, 164).

Ozet olarak, nekrotik pulpa ve apikal periodontitisli dislerde ara seans
medikamenti olarak kalsiyum hidroksit kullaniminin bilimsel olarak tamamen kabul
edilmesi ya da reddedilmesi miimkiin degidir. Kanitlar Cochrane standartlarina gore
tartismali ve zayiftir. Bu sorunun kesin olarak cevaplanabilmesi i¢in daha giiglii

kanitlara ihtiya¢ duyulmaktadir (165).

2.4.2. Klorheksidin Glukonat (CHX)

Klorheksidin, iki simetrik 4-klorofenil halkasi ve bir merkezi heksametilen
zinciri ile baglanmis iki biguanit grubundan olusan sentetik bir katyonik bis-guanittir

(166). CHX, pozitif yiiklii hidrofobik ve lipofilik bir molekiildiir. Bakterilerin hiicre
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zarindaki fosfolipidler ve lipopolisakkaridlerle etkilesirek aktif veya pasif transport
mekanizmasi yoluyla hiicreye girer (167). Etkinligi; molekiiliin pozitif yiikiiniin,
hiicre duvarlar1 lizerindeki negatif yiiklii fosfat gruplar ile etkilesimi sonucu
hiicrelerin ozmotik dengesini degistirmesi ile ortaya ¢ikar. Bu durum hiicre ¢eperinin
gecirgenligini arttirarak CHX molekiiliiniin bakterilere niifuz edebilmesini saglar
(168). Antiseptik 6zelligi gbz oniinde tutularak plak olusumunun dnlenmesi amactyla
periodontolojide %0,1-0,2 konsantrasyon araliginda kullanilmaktadir. Endodontide
ise %2’lik konsantrasyonunun kullanilmasi tavsiye edilmektedir (169). Genis bir
antibakteriyel spektrumu vardir. Hem gram negatif hem de gram pozitif bakterilere
kars1 etkilidir. C.albicans da dahil olmak tizere genis bir antifungal spektrumu vardir.
Hidroksiapatite (HA) adsorbe edilerek, zaman i¢inde yavas yavas salinir. Diisiik

ylizey gerilimi gosterir (170).

CHX'in mikrobiyal biyofilmler tizerindeki etkisi sodyum hipoklorit (NaOCI)
den onemli olgiide daha azdir. NaOCI ile karistirtlmast durumunda kok kanalini
tikayabilecek, kanaldan uzaklagtirllmasi giic olan turuncu- kahverengi
parakloroanilin (PCA) ¢okeltisi olusur. NaOCl ye kiyasla en Onemli
dezavantajlarindan biri organik dokular1 ¢6zme kapasitesinin ¢ok az olmasi ya da hig

olmamasidir (154).

Jel formundaki CHX, kanal i¢i bir medikament olarak kullanilmaya
uygundur. Viskoz yapist nedeniyle, kok kanal duvarlarina iyi bir uyum gostererek iki
hafta veya daha uzun bir siire kalict bir antibakteriyel etkinlik saglar (171, 172).
Bununla birlikte, soliisyon formundaki CHX, in vivo kanal i¢i medikament olarak

uygulandiginda, bakteri sayisinda azalma olmadig1 gézlenmistir (173).

CHX; dentine baglanarak, antibakteriyel etkisini uygulama siiresinin
sonrasinda da devam ettirir (174). CHX tarafindan salinan pozitif yiiklii iyonlar
dentine absorbe olarak dentin yiizeyinde mikrobiyal kolonizasyonu engeller(167).
%2 lik CHX nin dentin iizerindeki substantivite siiresi ile ilgili ¢calismalarda farkl
sonuglar elde edilmistir. Leonardo ve ark. bu siireyi 48 saat olarak bildirirken (175),
White ve ark. 72 saat (176), Khademi ve ark. 4 hafta (174), Rosenthal ve ark. 12
hafta (177) olarak bildirmislerdir. Dentin, dentin bilesenleri (HA ve kollajen), kok
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kanal sistemindeki 6ldiiriilmiis mikroorganizmalar ve enflamatuar eksiidalar, CHX'in

antibakteriyel aktivitesini azaltir (178) .

Antimikrobiyal substantivite 6zelligi nedeniyle, CHX preparatlarinin disin
koronal kismindan kok kanal sistemine bakteri girisini geciktirdigi bildirilmistir
(179). Ayrica dentine uygulandiginda adeziv-dentin stabilitesini belirgin sekilde
arttirr (178).

Klorheksidin,% 2 jel veya sivi konsantrasyonda, kok kanal boslugundan ve
dentin tiibiillerinden E. faecalis'i uzaklastirmada etkili oldugu bildirilmistir (180,
181). %2 klorheksidin ile en az 2 dk lik yikama sonrasi dentin tiibiillerinde 100
mikrometreye kadar E.faecalis eliminasyonu gergeklestigi gosterilmistir (180).

2.4.3. Antibiyotik Patlar

Bazi cerrahi ve cerrahi olmayan kok kanal tedavisi prosediirlerinde sistemik
antibiyotik kullaniminin basarili sonuglar verdigi bilinse de, olusan yan etkilerden
(gastrointestinal sistem problemleri, bakterilerin direng¢ kazanmasi, allerjik
reaksiyonlar, toksisite vb.) kaginmak amaciyla kullanimlari en az diizeye indirilmeye
calisilmaktadir. Ayrica antibiyotiklerin enfekte alana tasinabilmesi icin o bdlgede
kan dolasimi saglanabiliyor olmalidir. Fakat nekrotik pulpali, pulpasiz ya da 6nceden
kok kanal tedavisi uygulanmis dislerde boyle bir kan dolagimindan séz etmek
mimkiin degildir. Bu nedenle antibiyotiklerin kanal i¢ine lokal olarak

uygulanmasinin etkinin goriilmesi i¢in daha uygun bir yol olabilecegi bildirilmistir
(182).

Kok kanali enfeksiyonunda goriilen ¢ok tiirlii kompleks biyofilmden dolay:
tek tiir antibiyotik kullanimi ile kanalin tamamen dezenfekte edilebilmesi miimkiin
olmamaktadir. Bu nedenle metronidazol, siprofloksasin ve minosiklin igeren 3 li
antibiyotik patinin uygun dezenfeksiyonu saglayabilecegi bildirilmistir (183).
Ozellikle rejeneratif tedaviler icin dezenfeksiyonu saglamada uygun goriilen 3 lii
antibiyotik patinin diste renklemeye yol acabildigi (183), apikal papilla kok
hiicrelerinin say1 ve gorlntrliliiginii azaltabildigi (184), kalsiyum hidroksite gore
daha fazla enflamatuar hiicre olusturabildigi (185) ve 1 aydan wuzun siire

uygulandiginda dentinin mikrosertligini azaltabildigi bilinmektedir (186).
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Windley ve ark. (187) kok gelisimi tamamlanmamis apikal periodontitisli
kopek dislerinin dezenfeksiyonunda tiglii antibiyotik patinin etkili oldugu
gostermislerdir. Sato ve ark. (188) bu karisimin enfekte kok kanal dentininin derin
tabakalarindaki bakterileri 6ldiirme potansiyelini in situ olarak arastirmislardir. Her
bir antibiyotikten esit ve 50 pg/ml olmak iizere hazirlanan kombinasyonun 24 saat
sonra kok kanal dentinini, cok az bakterinin izole edilebildigi 1 6rnek hari¢ tamamen
dezenfekte edebildigini bildirmislerdir. Iwaya ve ark. (189) bir olgu raporunda kok
ucu gelisimi tamamlanmamis, enfekte pulpali, periapikal enfeksiyonu ve fistiilii olan
mandibular ikinci premolar disin tedavisinde standart kok kanal tedavisi ve
apeksifikasyon prosediirlerinin izlenmesi yerine iki antibiyotikten (metronidazol ve
siprofiloksasin) olusan bir pat1 kok kanalina yerlestirmistir. Antimikrobiyal tedavinin
tamamlanmasinin ardindan kanal bos birakilarak dis radyografik olarak takip
edilmistir. Radyografik incelemede 5 ay sonra apikal kapanmanin bagladigi
gozlenmigtir. Tedaviden 30 ay sonra kok dentininde kalinlagsma ve apikalde tam
olarak kapanma izlenmistir. Bu olgu raporu geng¢ daimi dislerin pulpasinin kok kanal

boslugu bakteriden arindirildiginda revaskiilarize olabildigini ortaya koymustur.

2.4.4. Antibiyotik- Kortikosteroid Karisimlari

Ilk kez Schroeder ve Triadan tarafindan 1960 yilinda gelistirilmis, Ledermix
ismi ile piyasaya siirilmiistir. Asil iretim sebebi kortikosteroidin etkisinden
faydalanarak agr1 ve enflamasyonu kontrol altina almaktir. Igeriginde bulunan
antibiyotik; kortikosteroidin neden olabilecegi konak immiin direncindeki azalmaya
bagli olarak olast bakteriyel ¢ogalmalarin Oniine ge¢mek amaciyla karigima
eklenmistir. Schroeder ve Triadan ilk denemelerinde antibiyotik olarak
kloramfenikol kullanmis olsalarda ilerleyen yillarda iretici firma icerikteki
antibiyotigi demeklosiklin (tetrasiklin grubu antibiyotik) olarak degistirmistir.
Glinlimiizde ledermix, polietilen glikol bir baz icerisinde, demeklosiklin HCI (%3.2
konsantrasyonda) ve bir kortikosteroid olan, triamsinolon asetonidden (%1

konsantrasyonda) olusmaktadir (167).

Ledermix dentin kanallar1 ve semente diffiize olma 06zelligine sahiptir.

Periodontal ve periapikal dokulara wulasabilir. Travma gecirmis dislerde,
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replantasyondan sonra ve enflamatuar kok rezorpsiyonunun tedavisinde etkili bir
kanal i¢i ilagtir (190). Rezorpsiyonu azaltmasi konusundaki yararli etkileri Bryson ve
ark. tarafindan kopek dislerinde gosterilmistir. Triamsinolon dentinin tamponlama
kapasitesine bagli olarak periodontal dokulara yavas salinir, bu da terapotik etkisinin
uzun silirmesini saglar (191). Ehrmann ve ark. (192) ledermix patinin post-operatif
agri olusumu agisindan Ca(OH);’den ya da kanalin bos birakilmasindan daha etkili
oldugunu bildirmislerdir. Kim ve ark. (193) ledermix uygulanan dislerde koyu gri-
kahverengi renklesme olabildigini bildirmislerdir. Disler giines 1s18mma maruz
kaldiginda renklesmenin gergeklestigini, karanlik ortamda renklesme olmadigini
gozlemlemislerdir. Arastirmacilar ledermixin mine sement sinirinin  altina
yerlestirilmesi  gerektigini, bdylece renklesmenin en aza indirilebilecegini

bildirmislerdir.

2.5. Endodontide Nanoteknoloji

2.5.1. Giris

Nano sozciigii, yunanca “nannos” sézcligiinden tiiremis olup “ciice” anlamina
gelmektedir. Nano ile tanimlanan ifadeler bir fiziksel biiyiikliigiin bir milyarda birini
temsil eder. Bir nanometre metrenin bir milyarda birine (bir milimetrenin milyonda
biri) esit uzunluk birimidir. Insan sag¢ telinin ¢apinin yaklasik 100.000 nanometre
oldugu disiiniildiigiinde ne kadar kii¢iik bir nicelik oldugu daha net anlasilir. Bir
nanometre i¢ine yan yana ancak 2-3 atom dizilebilir, yaklasik 100-1000 atom bir
araya gelerek nanodlc¢eklerde bir nesneyi olusturur. Boyutlar nanometre 6l¢eklerine
yaklasirken malzemenin fiziksel 6zellikleri kuantum mekaniginin kontroliine girer,
elektron durumlarmin fazi ve enerji spektrumunun kesikli yapis1 daha belirgin hale
gelir. Daha da 6nemlisi, malzemeyi olusturan atom sayilar1 100 ler diizeyine inince,
atomsal yapinin geometrisi, hatta atom sayisinin kendisi bile fiziksel 6zelliklerin

belirlenmesinde etkili olur.

Nanoteknoloji, materyallerde atom ve molekiil diizeyinde ihtiyaca gore
diizenlemelere olanak tanidigindan, bilimde devrim niteligindedir. Teknolojinin yeni

taleplerine cevap verebilecek, nanometre boyutlarinda olaganiistii 6zellikler
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kazandirilan  yapay = malzemelerin  sentezlenebilmesi  bilim  diinyasi

heyecanlandirmaktadir (194).

2.5.2. Tarihge

Bir yapmin nano boyutlara indirilmesi ile olaganiistii 6zellikler
kazanabilecegi fikrinin temelleri 1860 1 yillara dayanmaktadir. Tiim diinya nesneleri
giderek daha biiylik hale getirmeye calisirken, James Clerk Maxwell atom ve
molekiillerden olusan submikroskobik makineler yapilabilecegini 6ngdrdii.
“Maxwell’in seytanlar1” olarak tanimladigi bu makineler giiniimiizde nanorobot
olarak tanimlanabilecek cinstendi. Nanoteknoloji terimini 20.ylizyilin baslarinda

bilime kazandiran kisi ise Prof. Kerie E. Drexler dir (195).

Nobel odiillii fizik¢i Richard Feynman 1959 yilinda “Asagida bir ¢cok yer var
(There is plenty of room at the bottom).” baslikli konusmasinda nanoteknoloji
konseptini ayrintili olarak ele aldi. Konusmasinda gelecekte nanorobotlar,
nanomakineler, nanoaygitlar tasarlanabileceginden ve nanoteknolojinin gbéz ardi

edilemeyecek bir gelisme oldugundan soz etti (196).

Dishekimligine nanoteknoloji kavrami 2000’11 yillarin basinda R.A Freitas Jr.
tarafindan ortaya konulan nanorobot kullanilarak yapilabilecek ortodontik hareketler,
dentisyon rejenerasyonu, nanomateryaller, dentifrobot gibi diisiinceler ile gelistirildi
(196). Bu disiincelerin bir kismi hala bilim kurgu diizeyinde iken bir kism1 gergek
yasama aktarilabilmistir. Gliniimiizde dishekimliginin bir ¢ok alaninda nanoteknoloji

kullanimi giderek artmaktadir (197).

2.5.3. Nanomateryel Nedir

Nanomateryalleri belirgin olarak digerlerinden ayiran 2 temel 6zellik; yiizey
alanmin artmasi ve kuantum etkisinin olugmasidir. Ornegin, 30 nm biiyiikliigiinde bir
partikiil atomlarinin % 5 ini yiizeyinde bulundururken bu oran 10 nm de % 20, 3 nm
de % 50 ye c¢ikar. Bu nedenle nanopartikiiller daha biiyiik partikiillerle
karsilastirildiginda kitle basina ¢ok daha fazla yiizey alani elde edilmis olur (198).
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Maddenin nanoboyutlara indirgenerek kuantum etkisinin baskin hale
gelmesiyle optik, elektrik, manyetik davranislari etkilenebilir. Ornegin nanokristalin

nikel, kat1 ¢elik kadar serttir (198).

Nanomateryeller bir boyutlu, iki boyutlu, ii¢ boyutlu olarak siniflandirilabilir.
Bir boyutta tabakalar, iki boyutta nanoteller ve nanotiipler, ii¢ boyutta ise kuantum
noktalar1 (dots) olusturulabilir (199).

Nanopartikiil sentezinde 3 temel yaklagim vardir:

e Biitlinden parcaya yaklasim: Partikiillerin konvansiyonel olarak

sentezlenip, bileme ya da 6glitme yoluyla daha kiiciik hale getirilmesidir.

e Parcadan biitiine yaklasim: Nanopartikiillerin direk sentezlenip daha

kompleks molekiiller olusturmak {izere bir araya getirilmesidir.

e Fonksiyonel yaklasim: Nanopartikiiliin nasil sentezlendigi ile ilgili

olmay1p sadece 6zel kullanim alanina uygun iretim prensibidir.

2.5.4. Endodonti Alanindaki Nanoteknolojik Gelismeler

Nanoteknoloji hizla ilerleyen ve bir ¢ok farkli saglik hizmetinde farkli
amaglarla kullanilan yeni bir alandir. Nanoboyutta materyallerin olaganiistii
ozellikler kazanmasindan yola ¢ikilarak endodontik hastaligin 6nlenmesi, teshisi ve
tedavisi alanlarinda bir ¢cok ¢alisma yapilmaktadir. Bu ¢alismalarin en 6nde gelenleri
doku miihendisligi, ilag salimimi ve antibakteriyel etkinligin arttirilmasiyla ilgili
olarak  karsimiza  ¢ikmaktadir.  Caligmalarda  nanoboyutta  partikiiller,
nanopartikiillerden elde edilen iskeleler, nanokapsiiller farkli tekniklerle elde edilerek

kullanilmaktadir.
2.5.4.1. Doku Miihendisligi

Gilinlimiizde halen ciirtik, periodontal hastalik ve travmaya bagl olarak ¢ok
sayida dis kaybedilmektedir. Kaybedilen dis ya da dis dokularinin dogal haliyle

yerine konulabilmesi ve bu sekilde fonksiyonunu siirdiirebilmesi 6nemlidir.

Dental doku rejenerasyonu 2 amag i¢in uygulanabilir:
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e Hem yapisal olarak saglikli hem de fonksiyonel olacak sekilde bir disi

biitiiniiyle rejenere etmek

e Disin belirli bir dokusunun (mine-dentin-sement-pulpa) ya da dis

cevresindeki bir dokunun (kemik-periodontal ligament) rejenere edilmesi

Dental doku rejenerasyonunda; biitlinden parcaya yaklagim, hiicrelerin 3
boyutlu polimer iskelelere, dogal poroz materyallere ya da hiicrelerinden arindirilmig

dogal ekstraselliiler matriks i¢ine ekilmesi prensibine dayanir.

Parcadan biitiine yaklasim ise tiim dokuyu ya da organi olusturmak iizere
subunit parcalarin birlestirilmesi prensibine dayanir. Hiicrelerin kopyalanmasi, mikro
bosluklar, hiicre tabakalar1 ve kendiliginden birlesik hidrojeller gibi hiicrelerin
birleserek subunitler olusturmasi ve bu alt {initlerin de birleserek tiim orgam

olusturmasi esasina dayanmaktadir (200).
Gilinlimiizde dental doku rejenerasyonunda kullanilan 2 temel yaklagim:

1. Doku iskelesinin kullanildig1 rejenerasyon: Ekilecek olan hiicrelerin esas
dokuyu taklit edecek sekilde istenen biiytikliik ve yapida olabilmesi i¢in
laboratuarlarda bilgisayar destekli sistemler ile biiyiime faktorlerinden
zengin 3 boyutlu doku iskeleleri olusturulur. Daha sonra doku
iskelelerinin maturasyonu hayvan dokulari gibi in vivo ya da kanlanma-
besin-oksijen desteginin saglandigi in vitro kosullarda gergeklestirilir.
Rejenere edilen doku daha sonra alict dokuya implante edilebilir. Rijit
iskeleler kimi zaman implante edilmek istenen bolgeye uyumlu sekilde
yerlestirilemezler (6rn: giris kavitesinden pulpa odasina ulagmak).
Yumusak ya da enjekte edilebilen iskeleler bu gibi durumlarda
kullanilabilir (201).

2. Doku iskelesinin kullanilmadigi rejenerasyon: Belirli sinyallerin
rehberligindeki embriyonik doku olusumunun gelisim asamalarinin, dogal
disin yap1 ve biiyiikliiglinii taklit eden dis dokularini iiretmek i¢in direk
olarak indiiklenmesidir (197).

Hiicrelerin birbirleriyle uyumlu c¢alismalariyla dokular olusur. Bu uyumun

olusabilmesi i¢in EPS uygun {i¢ boyutlu mikrogevrenin olusabilmesi agisindan ¢ok
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onemlidir. EPS, hiicrelere fiziksel bir destek saglar, hiicre-hiicre etkilesimlerini
organize eder, hiicrelerin yapismasi, gocii, ¢ogalmasi, farklilasmasi ve matris
birikimi i¢in ¢esitli biyokimyasal ve biyofiziksel uyarilar1 yapar. Doku iskeleleri tam
olarak EPS in gorevlerini yerine getirebilecek bir ortam olusturmak igin
hazirlanmaktadirlar. Ayrica zamanla gergek hiicre dis1 matriksin yeniden olusumuna
katkida bulunurlar. Doku iskelesi iiretiminde kullanilacak malzame; biyouyumlu
olmalidir, hiicre adezyonu ve islevini arttirici ylizey oOzellikleri gostermelidir,
hiicreler kendi EPS lerini olusturabildikten sonra rezorbe olabilmeli, pargalanirken
toksisite gostermemeli ve hiicrelerin ve besinlerin gecisini saglayabilecek yliksek

gozeneklilik oranina ve uygun gozenek biiyiikliigiine sahip olmalidir.

Wang ve ark. (202) tip 1 kollojen fiber yapiy1 taklit edecek sekilde faz ayrimi
ve porojen slizdiirme yontemlerinin kombine kullanilmasi ile elde ettikleri yiliksek
derecede porozlu yapiya sahip nanofibréz polilaktik asit (NF-PLLA) iskelesinde
insan dental pulpa kdk hiicrelerinin (DPSC) in vivo ve in vitro sartlarda odontojenik

diferansiyasyon kapasitesini gdstermislerdir.

Yiiksek poroziteye sahip ve porlart birbiriyle iliskili poli(L-laktik asit)
(PLLA) iskelelerinin makroporoz ve nanofibroz yapilarinin DPSC proliferasyonu ve
odontojenik farklilagsmasi i¢in uygun bir ortam sagladigi bilinmektedir. Ancak
klinikte defekt buyuklugunun kiiciik olmasi, diizensiz sekilli olmasi ve tedavi
suresinin kisa olmas1 gibi sebeplerle enjekte edilebilen hidrojel, HA partikiilleri ve
insan dentin matrixlerinin kullanimi  dikkat ¢ekmektedir. Ancak bunlarin
porozitesinin dusuk olmasi, kirllgan olmalari, ¢éziinmelerinin yetersiz olmasi gibi
sebepler yeni nanofibroz siinger mikrokiire seklindeki doku iskelelerinin
gelistirilmesine neden olmustur. Kendiliginden diizenlenme ve faz ayrim
teknikleriyle nanofibroz slinger mikrokiireler igerisine biyocozunebilen ve
biyouyumlu Poli(L- laktik asit)-blok-poli(L-lizin) eklenen doku iskelelerinde DPSC

lerin proliferasyonu ve dentin benzeri bir doku olusturduklari bildirilmistir (203).

Li ve ark. (204) elektrospinning ile elde ettikleri poly(laktid ko-glikolid)
(PLGA) iskelesinin sahip oldugu hiicre adezyonunu ve biiyiimesini arttiran benzersiz

yapist nedeniyle doku miihendisliginde kullanilabilecegini bildirmislerdir.
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Yang ve ark. (205) elektrospinning yontemiyle elde edilmis polykaprolakton
(PCL)/jelatin iskelelere nanohidroksiapetit (nHA) ekleyerek ve ya eklemeyerek
dental pulpa kok hiicrelerinin hem in vitro hem de in vivo davranislarini
incelemislerdir. nHA kombinasyonu igeren iskelelerin spesifik odontojenik genlerin
ekspresyonunu arttirdigini ve sonug olarak iskelelere nHA eklenmesinin DPSCs lerin
hem in vitro hem de in vivo olarak odontoblast benzeri fenotip diferansiyasyonunun

arttirdigini gostermislerdir.

Guo ve ark. elektrospinning yontemiyle elde edilmis polykaprolakton (PCL)
fiberlerine florapatit (FA) ekleyerek ya da eklemeyerek insan dental pulpa kok
hiicrelerinin (hDPSCs) davranislarini incelemislerdir. ilk ekimden sonra kok
hiicrelerin her iki iskeleye de iyi tutundugunu fakat FA ilave edilmis PCL
iskelelerinde multihiicresel agregasyon oldugunu, 14 giin sonra FA kaplanmig PCL
iskeledeki hiicre proliferasyonunun sadece PCL den olusan iskeleye gore daha yavas
oldugunu gozlemlemislerdir. PCL iskelede proliferasyonun hizli olmasina ragmen
multihiicresel agregatlar goriilmedigini, bunun sebebinin daha 6nce bildirilmis olan
“hiicresel diferansiyasyon bagladiginda proliferasyon yavaslar” prensibi (206)
olabilecegini bildirmislerdir. PCL ve FA igeren iskelede proosteogenik ve
odontojenik bazi molekiillerin ekspresyonunun ve alkalen fosfataz (ALP)
aktivitesinin sadece PCL igeren iskeleye gore arttigini gozlemlemislerdir. Sonug
olarak kemik ve dentin/pulpa rejenerasyonu i¢in FA modifiye PCL iskelenin ¢ok iyi
bir biyomimetik materyal olabilecegi ve odontojenik-osteojenik  doku

miihendisliginde basariyla kullanilabilecegi bildirilmistir (207).

2.5.4.1.1. Doku Miihendisliginde Nanopartikiil Kullanim

Liu ve ark. yaptiklar1 calismada insan dental pulpa hiicrelerindeki
enflamasyon ve doku rejenerasyonu cevabina miR-146a/bFGF/PEG-PEI
nanopartikiillerinin etkisini aragtirmislardir. miR/146a enflamasyon ve immiin
hastaliklarla yakindan iliskili oldugu belirlenen yeni kesfedilmis kiigilk RNA
molekiiliidiir. Hiicre proliferasyonu, diferansiyasyonu, apoptoz, enflamasyon cevabi
ve ekstracelluler matris metabolizmasi ile iliskisi daha once bildirilmistir. bFGF

(basic fibroblast growth factor) hiicrenin hayatta kalmasi, doku rejenerasyonu, yara
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iyilesmesi, enflamasyon ve immun cevapla ilgili bir ¢ok biyolojik olayda gorevlidir.
PEG-PEI (polietilen-glikol-polietilenamin) diisiik sitotoksisite, hiicresel absorbsiyon,
siirekli protein salinimi ve yiiksek transfeksiyon etkisi nedeniyle gen terapisi igin
viral olmayan potansiyel tasiyicit olabilecek bir polimerdir. miR-146a/PEG-PEI
nanopartikiilleri ve bFGF ile aljinat jel kombine edilmistir. Elde edilen bu
kombinasyonun dental pulpa hiicrelerinin enflamasyon ve rejenerasyon cevabini;
hiicresel proliferasyonu ve odontojenik diferansiyasyonu arttirarak gelistirebilecegi

bildirilmistir (208).

Bellamy ve ark. (209) transforming growth faktor (TGF)-B1 salinimi
yapabilen kitosan nanopartikiilleri iceren yeni bir iskele modifiye etmislerdir. Dentin
pulpa rejenerasyonu i¢in en Onemli faktorlerden biri oldugu bildirilen TGF
sliperailesinin kitosan nanopartikiilleri ile birlikte uygulanmasinin apikal papilla kok
hiicrelerinin  (SCAP) migrasyon ve  diferansiyasyonunu artirabilecegini
ongormiislerdir. TGF-B1 salimimi yapan kitosan nanopartikiil igeren iskelelerin

endodontik rejenerasyon protokollerinde uygulanabilecegini bildirilmistir.

Shrestha ve ark. (210) biyoaktif molekiil salinimi yapan nanopartikiil sistem
ile dentini muamele ettiklerinde SCAP larin dentin yiizeyine yapismasi, ¢ogalmasi ve
farklilasmasindaki artis1  incelemislerdir. Onceki calismalarda deksametazon
rejeneratif endodontide SCAP i¢in odontojenik stimiilan olarak tanimlanmuistir.
Yavas salimimli deksamatazon iceren kitosan nanopartikiilleri (Dex-CSnpl), hizli
salimmmli dexametazon igeren kitosan nanopartikiilleri (Dex-CSnpll) ve dex
icermeyen kitosan partikiilleri ve hi¢ nanopartikiil uygulanmamis sistemler apikal
papilladaki kok hiicrelere olan etkileri bakimindan karsilastirilmistir. Son yikamada
sadece NaOClI kullanildiginda nanopartikiil kullanilan sistemlere gére daha az SCAP
hiicresinin dentin yiizeyine yapistig1 ve cogalmanin daha az oldugu gosterilmistir.
Nanopartikiil sistemler ile dentinin muamale edildigi gruplarda SCAP 1n yapisma ve
goriintirliigli artmistir. Dex-CSnpll grubunda diger gruplarla karsilastirildiginda
SCAP lardan en yiiksek seviyede dentinsialofosfoprotein ve dentin matrix protein-1
salmimi gerceklesmistir. Sonug olarak rejeneratif endodontik tedavi protokoliinde
biyoaktif molekiil sentezi yapabilen nanopartikiil sistemlerin avantajli olabilecegi

gorilmiistiir.
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2.5.4.2. Antibakteriyel Etki

Glincel calismalarla birlikte antibiyotik igerikli nanofiber iskelelerin ya da
direkt olarak antibakteriyel etki gdsteren nanopartikiillerin kullanimi ile kok

kanallarinda antibakteriyel etkinin saglanabildigi bilinmektedir.

2.5.4.2.1. Antibiyotik Icerikli Iskelelerin Kullanimi

Endodontik tedavide basari i¢in en 6nemli basamaklardan biri kok kanalinin
dezenfeksiyonudur. Ozellikle rejeneratif tedavilerde dezenfeksiyonun ¢ok daha etkin
yapilabilmesi ic¢in ¢esitli antibiyotik patlart kullanilmaktadir. Fakat bu patlarin
dislerde renklenmeye, servikal kok kiriklarina ve yetersiz pulpa-dentin formasyonuna
neden olabildigi bildirilmistir (211). Patlarin bu dezavantajlarin1 azaltabilmek ya da
tamamen ortadan kaldirmak amaciyla antibiyotik igerikli nanoiskele ya da

nanokapsiillenmis jel seklinde kullanimu ile ilgili caligmalar siirmektedir.

Bottino ve ark. (212) antibiyotik igerikli iskelelerin rejenerasyona olan
etkisini degerlendirmislerdir. Polidioksan (PDS) polimer soliisyonuna %5 ya da %25
oraninda siprofloksasin (CIP) ya da metronidazol (MET) eklemisler ve
elektrospinning teknigi ile fiberler elde etmislerdir. Antimikrobiyal etkinlik
P.gingivalis ve E.faecalis tizerinde degerlendirilmistir. CIP igerikli iskelelerin her iki
bakteri biyofilmini de belirgin sekilde inhibe ettigini fakat MET igerikli iskelelerin
sadece P.gingivalisin biiyiimesini inhibe ettigini ancak sitotoksik etkinin de sadece
%25 CIP igeren iskelede olustugu bildirilmistir. Sonug olarak rejeneratif endodontide
antibiyotik icerikli elektrospin iskele kullanimmin biyolojik olarak giivenli

antimikrobiyal ila¢ taginim sistemi olabilecegi gosterilmistir.

Palasuk ve ark. (213) ikili antibiyotik karisim iceren iskelelerin rejeneratif
tedavideki yerini arastrmiglardir. Ikili antibiyotik patmi (siprofloksasin ve
metronidazol) taklit edecek sekilde, bu antibiyotikleri iceren polimer soliisyonlar ile
iskeleler hazirlanmigtir. Enterococcus faecalis, Porphyromonas gingivalis ve
Fusobacterium nucleatum iizerindeki antimikrobiyal etkileri incelenmistir. Ayni
zamanda iskelelerin insan dental pulpa kok hiicreleri iizerine sitotoksisitesi de
degerlendirilmistir. Ikili antibiyotik pat1 iceren iskelelerin E.faecalis, P.gingivalis ve

F.nucleatumun biiyiimesini inhibe edip antibakteriyel etki gosterdigi gozlenmistir.
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Insan dental pulpa kék hiicrelerine sitotoksik etki ya ¢ok az olmustur ya da hig
olmamigtir. Tiim bu nedenlerden dolay1 ikili antibiyotik karigimi igeren iskelelerin
rejeneratif tedavi icin ikili antibiyotik patina 1yi bir alternatif olabilecegi
bildirilmistir.

Albuquerque ve ark. (214) siprofloksasin igerikli iskelelerin Enterococcus
faecalis biyofilmine etkilerini aragtirmislardir. Antibiyotik i¢cermeyen polidioksan
(PDS) iskele kontrol grubunu olustururken, %5 ve %25 agirlikta siprofloksasin
iceren iskeleler antibakteriyel etki ac¢isindan karsilastirilmistir. %25 agirlikta
siprofloksasin igeren iskele %100 bakteriyel eliminasyon saglamistir. %5 agirlikta
siprofloksasin igeren iskele ve antibiyotik icermeyen iskele arasinda da bakteri

eliminasyonu agisindan anlamli fark bulunmustur.

Albuquerque ve ark. (215) antibakteriyel 6zellikli tiglii antibiyotik patin1 taklit
eden elektrospin polimer iskelenin P.gingivalis ile enfekte edilmis dentin biyofilmine
etkisini arastirmislardir. Antibiyotik icermeyen polidioksan (PDS) iskele, %25
agirhikta tclii antibiyotik patt (her mL de her antibiyotikten [metronidazol,
siprofloksasin ve minosiklin] 25 mg igeren PDS polimer soliisyonu) igeren PDS
iskele ve doymus T¢lii antibiyotik pati1 soliisyonu karsilastirilmistir. Negatif kontrol
grubu olarak enfekte dentin tedavi edilmeden birakilmistir. Hem {i¢lii antibiyotik
patim taklit eden iskele hem de ii¢lii antibiyotik pati soliisyonu total bakteri
eliminasyonunu saglamistir. Negatif kontrol grubu ve antibiyotik igermeyen PDS
iskele arasinda istatistiksel anlamli fark bulunamamistir. Genellikle primer
endodontik enfeksiyonlarda sorumlu olarak apikal periodontitise neden olabilen ve
nekrotize olmus daimi dislerde siklikla karsilasilan ayrica rejenerasyon tedavisini
olumsuz etkileyebilen P.gingivalisin eliminasyonunda {iglii antibiyotik patini taklit

eden PDS iskelenin {i¢lii antibiyotik patina alternatif olabilecegi bildirilmistir.

Albuquerque ve ark. (216) baska bir ¢alismada ti¢lii antibiyotik patini taklit
eden elektrospin polimer iskelenin, travmatize olmus daimi dislerin nekroz
pulpalarinda siklikla gozlenen Actinomyces naeslundii biyofilmine etkisini
arastirmuglardir. Uclii antibiyotik pati ile total bakteri eliminasyonu saglanirken, {i¢lii
antibiyotik pat1 igeren PDS scaffold ile negatif kontrol ve antibiyotik icermeyen PDS

iskeleye gore bakteri sayisinda belirgin azalma gozlemlemislerdir. Bu nedenle {i¢li
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antibiyotik patin1 taklit eden iskelelerin rejeneratif endodontinin kritik basamagi olan
bakteriyel biyofilmin eradike ve elimine edilebilmesinde giiclii bir potansiyel

tasidiklarini bildirmislerdir.
2.5.4.2.2. Antibakteriyel Etki Gosteren Nanopartikiiller

Kok kanal tedavisinde basarisizligin temel nedenlerinden biri sekillendirme
ve irrigasyon ile ulagilamayan kompleks kok kanal anatomileri ve bu bdlgelerde
cogalmaya devam eden mikroorganizmalardir. Ultrakiiciik boyut, genis yiizey alani,
artmis kimyasal aktivite gibi benzersiz fizikokimyasal oOzelliklere sahip olan
nanopartikiillerin dental enfeksiyonlarin tedavisinde kullanimi1 umut vericidir.
frrigasyon solusyonu ya da kanal medikamenti olarak ya da kanal patlar1 ve restoratif

materyallere eklenerek antibakteriyel etkinligin arttiritlmasi hedeflenmektedir (217).

2.5.4.2.2.1. Giimiis Nanopartikiilleri (AgNP)

Giimiis, elementlerin periyodik tablosunda simgesi Ag (Ag sembolii Latince
argentum kelimesinden gelir) olan, beyaz, parlak, degerli bir metalik elementtir.
Atom numaras1 47, atom agirligr 107,87 gramdir. Erime noktas1 961,9 °C, kaynama
noktast 1950 °C ve ozgiil agirhig da 10,5 g/cm?tiir. Cogu bilesiklerinde +1
degerliklidir (218). +1 degerlikli iyonize giimiis sahip oldugu antimikrobiyal 6zelligi
sayesinde 200 yildan uzun siiredir 6zellikle yanik yaralarinin bakiminda, protezlerde
ve kataterlerde kullanilmaktadir. Metalik halde inert iken, yaradaki nem ile
reaksiyona gecip iyonize forma doniismektedir. Giimiis iyonlar1 ya da giimiis
bilesikleri igeren jeller ve yara bakim iiriinlerinin popiileritesi son yillarda artmistir
(219). Giimis; giiclii bir antimikrobiyal olmasinin yani sira, diisiik toksisite ve insan
hiicreleriyle iyi biyolojik uyumluluk, uzun siireli antibakteriyel aktivite, siirekli iyon
salinimi ve azalmis bakteriyel direng gibi birgok avantaja sahiptir. Nanoteknolojide
meydana gelen gelismeler sonrasinda sentezlenen giimiis nanopartikiilleri sahip
olduklar1 genis ylizey alani nedeniyle artmis reaktivite ve artmig antibakteriyel
ozelliklere sahiptir. Ozellikle bakteri hiicre membranina daha kolay niifuz olabilme
yetenegi nedeniyle biyofilmde bulunan direngli bakterilere karsi bile antibakteriyel
etki gosterebilir (220). Morones ve ark. (221) ¢alismalarinda genis reaktif ylizeylere

sahip farkli dagilim ve morfolojilerde giimiis nanopartikiilleri kullanmiglar ve
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bakterilere olan etkilerini bildirmislerdir. Gram negatif bakterilere karsi; 1-10 nm
araliginda olan nanopartikiillerin hiicre zarinin yiizeyine tutunup, gegirgenlik ve
solunum gibi islevleri biiyiik dl¢iide bozdugunu, bakteri i¢ine niifuz edip DNA gibi
kikiirt ve fosfor igceren bilesiklerle etkilesime girerek hasara neden olabildigini

bildirmislerdir.

AgNP igeren materyallerin hazirlanmasinda en onemli asamalardan birisi
karekterizasyonun saglanmasidir. Bircok ¢alisma materyaldeki Ag dagilimini,
transmisyon elektron mikroskobu (TEM) ile analiz etmistir. Bu teknik, AgNP'lerin
test edilen materyale nasil yayildigini ve partikiil boyutunu gorsellestirmeyi saglar
(222). Cheng ve ark. (223) 3 nm'lik AgNP partikiillerinin net sekilde gézlenebildigini
ve polimer matrisi boyunca iyi dagildigim1 bildirmislerdir. Bu sonuglar, 2 ila 5 nm
arasinda degisen biiyiikliikte AgNP ile yapilmis sonraki baska bir calismada
dogrulanmistir. Bu ¢ok kiigiik boyutun, AgNP nin dentin tiibiilleri i¢inde rezidiiel
kalmis olabilecek bakterilere penetrasyonuna izin verdigi diisiiniilmektedir. AgNP

lerinin materyal i¢inde iyi dagilarak az sayida aggregat olusturdugu bildirilmistir
(223).

Cesitli antibakteriyel etkili ajanlarin bir kism1 uzun siiredir dis hekimliginde
kullanilmaktadir. Nanoteknolojinin gelisimi ile birlikte bu antibakteriyellerin
etkisinin artirilarak toksisitesinin azaltilmasi hedeflenmektedir. Dental antibakteriyel
bazli yapilan ¢aligmalarda da en ¢ok kullanilan nanopartikiillerden biri glimiis
nanopartikiilii olmustur (224). Ornegin giimiis nitrat antibakteriyel dzelligi nedeniyle
clriik tedavisinde kullanilmistir. S. mutans iizerine altin, giimiis ve g¢inkooksit
nanopartikiillerinin etkisini inceleyen ¢alismada giimiis nanopartikiillerin diisiik
konsantrasyonda ve diisiik toksisite ile antimikrobiyal etki olusturdugu bildirilmistir
(225). Kompozit ve restorasyon sinirlarinda biyofilm birikimini &nlemek veya
azaltmak icin, Ozellikle AgNP'lerin kompozit reginelere ve yapistirict sistemlere
katilmasiyla antimikrobiyal restoratif materyaller gelistirilmistir (222). Protez
stomatitinin engellenmesi amaciyla polimetilmetakrilat icine AgNP eklenerek
ozellikle Candida ya yonelik antibakteriyel etkinlik arastirmalari yapilmaktadir
(226). Implant yiizeyinde biyofilm olusumunu Onlemek igin antibakteriyel
kaplamalar gelistirilmistir. Ancak, cogu uzun siireli zayif antibakteriyel etki gosterir.

Bu materyallerin uzun siireli kullanimindan sonra direngli suslarin olusma olasilig
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vardir. Bu nedenle, AgNP'lerin implant yilizeyine dahil edilmesi Onerilmistir. Ag
salimimi kontrol ederek uzun vadeli antibakteriyel o6zelliklere sahip kaplamalar

tiretmek amaclanmistir(227) (228).

Endodonti alaninda AgNP kullanimi1 her gecen giin yapilan yeni ¢alismalarla
aragtirilmaktadir. Ozellikle kok kanallarmin dezenfeksiyonunu saglamak i¢in AgNP
dispersiyonlarinin ya da jelinin antibakteriyel etkinlik ¢aligmalar1 bildirilmektedir.
Sonuglar umut verici olmakla birlikte, yeni arastirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Kok
kanallarinin doldurulmasi esnasinda kullanilan konvansiyonel giita perkayr AgNP ile
kaplayarak antibakteriyel 6zelligin gelistirilmesi hedeflenmistir. Olusturulan bu yeni
materyel lizerinde belirgin olarak daha az Enterococcus faecalis, Staphylococcus
aureus, Candida albicans, Escherichia coli saptanmistir. Bunun yaninda, Shantiaee
ve ark, nanosilver kapl gutta-perka ve normal gutta-perka'nin fare fibroblastlar
tizerindeki sitotoksisitesini karsilastirarak, bu yeni materyalin biyouyumlulugunu test
etmiglerdir. Bu ¢alismada, 24 saat sonra, nanosilver kapli gutta-perka, normal gutta-
perkaya benzer sitotoksisite gostermistir. 1 hafta sonra, test edilen materyaller

arasinda en diisiik sitotoksisite seviyesine ulagsmustir (229).
Calisma prensibi

Bakterilerin hayati islevlerini siirdiirmelerinde hiicre zar1 6nemli gorevlere
sahiptir. Glimiis nanopartikiillerinin hiicre zarindaki respiratuvar zincir proteinleri,
transport proteinleri gibi hiicresel elemanlarla kararli kompleksler olusturarak zarin
islevini bozdugu, gegirgenligi arttirdig1 ve hiicre bilesenlerinin sizintisina yol agtigi
bilinmektedir. AgNP, bakteri hiicresi i¢indeki cesitli metabolik yollarla etkilesime
girebilir. Hiicre icinde reaktif oksijen bilesikleri olusturarak, oksidatif stresi arttirip
DNA hasarina ya da lipid degradasyonuna sebep olabilir. Replikasyon ve
transkripsiyonun engellenmesine neden olabilir. Bakteri hiicresinin protein sentezini
engelleyebilir. Ayrica hiicre stoplazmasina giren glimiis iyonlart DNA ya baglanarak
DNA y1 gevsek hale getirmektedir. Bu sebeplerden dolayr glimiis antibakteriyel
olarak kullanildiginda antibiyotiklere gore daha az direng gelisimi gergeklestigi
diistiniilmektedir (217).
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2.5.4.2.2.2. Kitosan Nanopartikiilleri

Kitosan temel olarak kitinin (kabuklularin dis iskeletini olusturan polimer) bir
cesidi olup, dogada selillozdan sonra ikinci sirada en ¢ok bulunan dogal
biyopolimerdir. EPS komponentlerine benzer bir yapisi vardir. Katyonik o6zellik
gosterir. Toz (mikro- nanopartikiiller), kapsiil, film, iskele, hidrojel, boncuk ya da
bandaj gibi formlara sokulabilir. Kitosan ayrica ¢ok iyi antibakteriyel, antiviral ve
antifungal oOzelliklere sahiptir. Tiim bu sebeplerden dolayr biyomedikal alanda
kullanim1 yaygindir. Kitosan nanopartikiillerinin kok kanal sistemindeki enfekte
kompleks anatomik bolgelere ve dentin tiibiillerine ulasarak burada dezenfeksiyonu

artirmak icin kullanilabilecegi diigiiniilmektedir (217).
Calisma prensibi

Kitosanin temel antibakteriyel mekanizmas1 pozitif yiikli kitosan
nanopartikiillerinin negatif yiiklii bakteri membrani ile elektrostatik etkilesime
girmesi, membran permeabilitesinin artmasi ve riiptiire olarak hiicre i¢i elemanlarin
hiicre disina sizmasidir. Kitosanin ayrica hiicre cekirdegine ulasarak DNA ya

baglandigi béylece RNA ve protein sentezini engelledigi diisiniilmektedir (217).

Kishen ve ark. (230) ¢alismalarinin ilk boliimiinde katyonik nanopartikiillerin
tek baglarina ya da c¢inkooksit icerikli kanal patlar1 ile birlikte kullanimin
antibakteriyel etkinliklerini nasil etkiledigi arastirilmistir. Calismanin  ikinci
bolimiinde farkli nanopartikiillerle muamele edilmis dentine E.faecalis in
tutunmasini Onlemedeki yetenegi incelenmistir. Nanopartikiil eklenmesinin patin
akiskanligin1  etkilemedigini ancak dogrudan antibakteriyel o6zelligini ve
antibakteriyel  bilesenleri sizdirma  kabiliyetini  artirdigimi  bildirmislerdir.
Nanopartikiil ile muamele edilen dentinde E.faecalisin tutunmasi belirgin derecede

azalmistir.

Da Silva ve ark. (231) kitosan nanopartikiilii eklenmis ¢inkooksit &jenol
patinin pat-dentin arayliziindeki biyofilme etkisini incelenmislerdir. Cinkooksit
6jenol patina kitosan nanopartikiilii eklendiginde pat-dentin arayliziinde biyofilm

formasyonu olusumu inhibe edilmistir.
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Kitosan nanopartikiilii iceren soliisyonlarla 3 dk irrigasyon yapilarak kok
kanallarindaki smear tabakasinin etkin sekilde ¢oziilebildigi bildirilmistir (232, 233).
Perochena ve ark. kitosan nanopartikiillerinin dentin {izerine selasyon etkisini ve
antibakteriyel kapasitesini arastirmislardir. Kitosan nanopartikiillerinin smear1 ¢ozme
ve selasyon etkinliginin etilendiamintetraasetik asit (EDTA) ile benzer oldugunu
bildirmislerdir. Fakat kitosan nanopartikiillerinin dentin {izerine bakteri yapismasina
direng saglamasi ve erken donem biyofilm formasyonuna engel olmasi nedeniyle
EDTA ya alternatif olabilecegi ve son irrigasyon ajani olarak kullaniminin mantikl

olacagi ileri siiriilmiistiir (234).
2.5.4.2.2.3. Biyoaktif Cam Nanopartikiilleri

Biyoaktif cam hem osteoindiiktif hem de antibakteriyel etkileri nedeniyle
cesitli ortopedik ve dental uygulamalarda kullanilmaktadir. Kok kanal tedavisinde
dezenfeksiyonun arttirilabilmesi i¢in ¢esitli mikro ve nanoformlarinin etkileri

arastirilmaktadir.
Calisma Mekanizmasi

Biyoaktif cam nanopartikiillerinin antibakteriyel etkisi 3 temel mekanizmaya
dayanmaktadir: Yiksek pH: Akoz bir ¢evreden salinan iyonlara bagli artan pH
seviyesi antibakteriyel etki olusturur. Ozmotik etki: Ozmotik basincin %1 den fazla
artmas1 bir ¢ok bakteriyi inhibe eder. Ca/P ¢okelmesi: Bakteri ylizeyindeki

mineralizasyonu indiikler (217).

Zehnder ve ark. (235) calismalarinda E.faecalis ile enfekte edilmis dentin
bloklarina kalsiyum hidroksit ya da ortalama biiyiikliigi 20 mikrometre olan
biyoaktif cam toz silispansiyonunun dezenfeksiyon etkilerini karsilastirmiglardir.
Kalsiyum hidroksitin E.faecalis iizerine 1. ya da 5. giinlerde sinirh etkili olabildigini
gozlemlemislerdir. Benzer sekilde biyoaktif cam uygulanan dentinde de 1 giin
sonunda E.faecalise kars1 sinirli etki olusmustur. Fakat 3 giin sonunda biyoaktif cam
uygulanan 6 dentin blogundan birinde Orneklenen tiim dentin katmanlarinda
dezenfeksiyon elde etmislerdir. Bununla birlikte, 5 giin sonra, biyoaktif cam
uygulanan alt1 test blogunun tamaminda 6rneklenen dentin tabakalarinin tamamen

dezenfekte oldugu gézlemlenmistir. Bu bulgulara dayanarak biyoaktif camin uzun
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siirede dezenfeksiyon etkisinin olustugunu bu nedenle kanal medikamanti olarak

kullaniminin daha mantikli olabilecegi bildirilmistir.

Zehnder ve ark. (236) benzer bir ¢alismada kontralateral insan premolari
lizerine kalsiyum hidroksit ve biyoaktif camin dezenfeksiyon potansiyallerini
karsilagtirmali olarak incelemislerdir. E. faecalis ile enfekte olan sigir dentin
bloklarim1 kullanan onceki arastirmanin aksine, mevcut ex Vivo ¢alismada kontra-
lateral insan dislerinde kalsiyum hidroksitin biyoaktif cam S53P4 siispansiyonuna

kiyasla iistiin bir dezenfeksiyon kapasitesi oldugu goriilmiistiir.

Waltimo ve ark. (237) nanometrik biyoaktif camin antibakteriyel etkisini
incelemiglerdir. Nanometrik biyoaktif cam, on kattan daha fazla spesifik yiizey
alanina sahip oldugundan, daha fazla alkalin tiirevleri olusturur. Bu nedenle daha
once uygulanmis olan mikron 6l¢iilii malzemeden daha giiclii bir antimikrobiyal etki
gostermesini  beklemislerdir. Antimikrobiyal etkinligi, persiste kok kanal
enfeksiyonlarindan izole edilmis enterokoklara karsi degerlendirmislerdir. Sonug
olarak nanopartikiil biiyiikliigiinde hazirlanan biyoaktif camin antibakteriyel etkisinin

daha fazla oldugu gosterilmistir.

2.5.4.2.2.4. Fonksiyonalize Antimikrobiyal Nanopartikiiller

Cesitli reaktif molekiiller iceren ve peptidler veya diger ligandlarla
fonksiyonel hale getirilmis nanopartikiiller, antimikrobiyal direngle miicadele igin
yeni imkanlar saglamaktadir. Nanopartikiillerle fotosensitizasyonun birlikte

kullanimu;
1. Nanopartikiillerle kapsiilize edilmis fotosensitizasyon
2. Nanopartikiillere bagl ya da yiiklenmis fotosensitizasyon
3. Kendisi fotosensitif olan nanopartikiiller olarak degerlendirilebilir (217).

Pagonis ve ark. (238) nanopartikiil temelli endodontik antimikrobiyal
fotodinamik terapinin etkilerini incelemislerdir. Fotosensitif metilen mavisi ile
yiikklenmis poly(laktik-co-glikolik asit) nanopartikiillerinin ve 1s181in E.faecalis
tizerine etkisini karsilagtirmiglardir. Hem metilen mavisi ile yiiklenmis

nanopartikiillerin bulundugu hem de metilen mavisi yiiklenmis ve 151k kullanilmig
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nanopartikiillerin bulundugu gruplardaki koloni sayist kontrol grubuna gore daha az
bulunmustur. Isik kullanilan gruptaki koloni sayist kullanilmayan gruba gore daha az
olmustur. Nanopartikiillerin ve 1s181n sinerjist olarak kullanilmasi deneysel olarak
enfekte edilmis insan kok kanallarinda E. faecalis biofilm tiiriiniin yaklasik 1 logl0
miktarinda uzaklastirilmasini saglarken, metilen mavisi yiiklenmis nanopartikiillerin
151k kullanilmadan uygulanmasiyla bakteri goriintirliigli yaklasik %44 ve %58
arasinda azalmistir. Sonug¢ olarak fotosensitif ilaglar1 kapsiillemis PLGA
nanopartikiillerinin kullaniminin, antimikrobiyal endodontik tedavide umut verici

olabilecegi sonucuna varilmstir.

Antibakteriyel irrigasyon ajani olarak klorheksidin, kok kanal tedavisinde
siklikla kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda matriks metalloproteinaz inhibitorii ve

antibakteriyel oldugundan adeziv dis hekimliginde yaygin olarak tercih edilmektedir
(239).

Priyadarshini ve ark. (239) calismada nanokapsiillenmis klorheksidinin ilag
tasinim sistemi olarak rezin dentin arayiiziine olan etkisini degerlendirmislerdir.
Daha o6nce klorheksidinin epidermal uygulamalarda kullaniminda poly(caprolactone)
(PCL) ile nanokapsiillenmesinin etkili bir tasiyici oldugu bildirilmistir. Bu ¢alismada
simiile edilmis pulpal basing karsisinda PCL kapli CHX nin dentin tiibiillerine
tasinimi incelenmistir. Cekilmis dislerde hem in vitro hem de ex vivo olarak 25 giine
kadar onemli derecede klorheksidin salinimi yaptiklari ve bu siire zarfinda yavas
yavas bozunduklar1 bildirilmistir. Adeziv dishekimliginde ila¢ taginim sistemi olarak

rutin kullanimi i¢in daha fazla arastirmaya ihtiya¢ oldugunu bildirmislerdir.

Bu ¢alismanin amaci, geleneksel kok kanal medikamentlerinin (Ca(OH); pat,
CHX jeli) glimiis nanopartikiilii ile karisiminin 1 ve 7 gilinliik uygulamalariin kok
dentininde olusturulan ¢ok tiirlii (E. Faecalis, S. Mutans, L. Acidophilus, A.
naeslundii) biyofilm {izerindeki antibakteriyel etkinliginin kiltiir ve konfokal lazer

taramali mikroskobi yontemleri ile degerlendirilmesidir.

Calismanin sifir hipotezi; Ho hipotezi: Tiim uygulama stireleri sonunda,
kalsiyum hidroksit pati ya da klorheksidin jeli ile glimilis nanopartikiiliiniin
kanigtirilarak  uygulanmasi medikamentlerin ¢ok tiirli biyofilm {izerindeki

antibakteriyel etkinligini degistirmez.
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3. GEREC ve YONTEM

Bu calisma Siileyman Demirel Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi
Endodonti AD, Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji AD
Bakteriyoloji Laboratuvari ve Siileyman Demirel Universitesi Goller Bolgesi
Teknokenti BSN Saglik Analiz Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir. Bu ¢alisma igin
Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun

04.07.2018 /124 tarih ve sayili karar ile etik kurul izni alinmistir.
Gii¢ analizi ve 6rnek sayilarinin belirlenmesi

Calismaya baslamadan Once, gii¢ analizi yapilarak %95 gii¢c hedeflendiginde,
literatiirdeki ¢aligmalarda (240) en kiigiik degerin 0,49, en yiiksek degerin 8,61
alindig1 ve standart sapmanin 0,5 olarak alindigi durumda her bir grupta Ornek
sayisinin en az 3 olmasi gerektigi goriildi ve her bir gruptaki 6rnek sayisinin 5

olmasina karar verildi.

3.1. Dentin Bloklarinin Hazirlanmasi

Bu calismada Siileyman Demirel Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi
Cerrahi Anabilim Dali klinigi ve Isparta Agiz ve Dis Sagligi Hastanesi’nin
kliniklerinde ¢ekilmis, 29 adet ciiriiksiiz, egri olmayan tek kok ve tek kanal iceren,
%0,5 lik timol soliisyonu i¢inde bekletilmis alt premolar insan disi kullanilmstir.
Kok kanallarinin anatomisi periapikal radyograflar yardimiyla degerlendirilerek asiri
genis kanal, internal rezorpsiyon, ilave kanal, kalsifikasyon bulunan disler ¢aligmaya

dahil edilmemistir.

Cekilmis disler dekoranize edildikten sonra mine sement smirinin 1 mm
altindaki kok kismindan horizontal olarak 4 mm lik tam silindir blok, karbon separe
yardimui ile ayrildi (Resim 1). Kanal boslugu 1,5 mm ¢apa sahip 6 nolu gates glidden
frez (Dentsply Maillefer, Ballaigues, Isvigre) ile su sogutmasi altinda 300 rpm hizda
genisletildi. Tam silindirik dentin blogu uca dogru incelen elmas frez (Dentsply
Maillefer, Ballaigues, Isvicre) ve aeratoér yardimu ile ikiye béliinerek 2 adet yarim
silindirik blok elde edildi (Resim 2a). Bloklarin dis yiizeyindeki sement dokusu
elmas aeratér frezi ile uzaklastirildi. Yarim silindirik bloklar, dijital kumpas

yardimiyla kalinlig1 her yerinde esit ve 1 mm olacak sekilde, 600,800 ve 1200 gridli
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silikon karbit zimpara kagitlart ile inceltildi. Toplamda 58 adet boyu 4 mm, tim
yiizeylerde kalinligi 1 mm olan dentin bloklari elde edildi (Resim 2b).

™

Resim 1. insan alt premolar diginin mine sement smirinmn 1 mm altindan separe
yardimi ile kesilmesi

Resim 2. Insan alt premolar disinden elde edilmis tam silindir dentin blogu ve ikiye
ayrilarak Imm kalinliga inceltilmis yar1 silindir dentin blogu

Dentin bloklarinin yiizeylerinde olusan smear tabakasi, ultrasonik banyoda 3
dk boyunca %5,25 NaOCI (Cerkamed, Stalowa Wola, Polanya) (lot no: 2102171)
daha sonra 3 dk boyunca %17 lik EDTA (Cerkamed, Stalowa Wola, Polanya) (lot
no: 1411161) ile muamele edilerek uzaklastirildi. Dentin yiizeylerindeki
kimyasallarin ve smearin uzaklastirilmasi i¢in bloklar, 10 dk boyunca steril distile su

ile yikandi.

51



Dentin bloklar1 121 °C ve 15 psi de 20 dk siire ile steril edildi. Sterilizasyon
sonrast dentin bloklar1 37°C de 2 saat siire ile etiivde bekletildi ve rastgele secilen 4

ornekte sterilizasyon kontrolii yapildi.

3.2. Cok Tiirlii Biyofilm Olusturulmasi

Enterococcus faecalis (ATCC 29212) ve Streptococcus mutans (ATCC
25175) suslar1 Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji AD
Bakteriyoloji laboratuvarindan, Lactobacillus acidophilus (ATCC 11975) susu
Ankara Halk Saghg Mikrobiyoloji Referans Laboratuvar1 ve Biyolojik Uriinler
Dairesi Laboratuvarindan, Actinomyces naeslundii (ATCC 12104) (Cect, Ispanya)

temin edildi.

Enterococcus faecalis ve Streptococcus mutans suslart beyin-kalp infiizyon
(BHI) s1v1 besiyeri igerisinde sulandirildiktan (rehidrate edildikten) sonra BHI agara
ekimleri yapilip 37°C’ de 24-48 saat inkiibasyon sonrasi, elde edilen saf koloniler
caligmada kullanildi. L. acidophilus susu 1 mL DeMan Rogosa Sharp (MRS) sivi
besiyeri ile sulandirildiktan sonra MRS agara ekilip 37 OC 24-48 saat inkiibe edildi.
Actinomyces naeslundii susu ImL BHI sivi besiyeri ile sulandirildiktan sonra
anaerop kanli agar besiyerine ekildi, 37°C de anaerobik ortamda 48 saat inkiibe edildi

(Resim 3).

Calismada kullanilacak bu dort standart bakteri susunun herbirinden
densitometre cihazi (BD Phoenix Spec Nephelometer, Limhamn, Isvec) ile 1 ml

steril s1v1 besiyeri igerisinde 0,5 McFarland ( 102 CFU/mL) bulamkliga esit olacak

sekilde siispansiyonlar1 hazirlandi.

~

E. faecalis . S.mutans L.asidophilus A. naeslundii
i

Resim 3. Kanl1 agar besiyerinde kiiltiire edilmis bakteri suslari
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Steril dentin bloklar1 her bir bakteri suspansiyonundan 300 mikrolitre (ul)
olacak sekilde toplam 1200 pl bakteri silispansiyonu igeren eppendorf tiiplere
yerlestirildi. Dentin tiibiillerine bakteriyel penetrasyonun saglanabilmesi i¢in
eppendorf tiipler mikrosantrifiij cihazina (Sigma, Osterode am Harz, Almanya)
yerlestirildi. Daha once tarif edilen protokole uygun olarak (256), santrifiij sekansi 5
dk olacak sekilde 1400g, 2000g, 3600g, 5600 g de 2 ser kez santrifiij edildi
(Resim4). Her santrifiij siklusu arasinda bakteriyel siispansiyon tazelendi. Daha sonra
her bir blok 1 mL steril taze beyin-kalp infiizyon besiyeri ve %1 siikroz igeren
eppendorf tiiplere konuldu. Nem kaybini engellemek i¢in tiiplerin kapaklart parafilm
ile kaplandi. Eppendorf tiipler %5 CO,, 37 °C de 7 giin inkiibe edildi. Her giin tiipler

icindeki besiyeri tazesi ile degistirildi.

Resim 4. Bakteriyel penetrasyonun arttirilmasi amaciyla kullanilan mikrosantrifiij
cihazi

Bes adet dentin blogu enfekte edilmedi ve deney siiresince negatif kontrol

grubu olarak 37 °C de etiivde sakland.
Cok tiirlii biyofilmin SEM ile goriintiilenmesi

Yedi giinliik inkiibasyon siiresi sonunda rastgele segilen 3 dentin blogu ¢ok
tiirlii biyofilm olusumunun kontrolii amaci ile % 10 luk formaldehit (Sigma-Aldrich,
St. Louis, Missouri, ABD) igerisinde 1 hafta siire ile bekletildi. Bloklar ethanol
soliisyonlar1 (%70, %95 ve %100) icerisinde dehidrate edildi ve SEM cihaz1 (Quanta
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250 FEG; FEI Ltd., Cek Cumbhuriyeti) ile 5.000, 10.000 ve 20.000 biiyiitmelerde

goriintiileri alind1.
Dentin bloklarinda baslangi¢ bakteri sayisinin belirlenmesi

Kalan 50 adet enfekte edilmis dentin blogu planktonik bakterilerin
uzaklagtirllmasi amaciyla 1 dk boyunca 5 mL steril salin soliisyonu ile yikandi.
Dentin bloklar1 yiizeyinde baslangic bakteri sayisinin belirlenmesi amact ile,
yikamadan sonra kanal boslugunda kalan salin soliisyonu 3 adet steril kagit koniye
(Dentsply Maillefer, Ballaigues, Isvicre) emdirildi ve kagit koniler 1 mL steril salin
solisyonu bulunan eppendorf tliplere aseptik kosullar altinda yerlestirildi. Bu
tiiplerden alinan salin 6rneklerinin seri sulandirimlarindan kanli agar besiyerlerine
ekimler yapilip inkiibasyon siiresi (24 saat) sonunda iireyen bakterilerin koloni

sayilar1 belirlendi.
Dentin bloklarina medikamentlerin uygulanmasi

Kok kanal yilizeylerinde ¢ok tiirlii biyofilm olusturulmus 50 adet dentin blogu
rastgele test edilecek medikamentlere gore (salin, Ca(OH),, Ca(OH),+AgNP, CHX,
CHX+AgNP) 5 gruba ardindan medikamentlerin uygulanma siiresine goére 2 alt

gruba (1 ve 7 giin) ayrildi.

Pozitif kontrol grubu (n=10): Dentin blogunun kok kanali bosluguna 20 pl

steril salin soliisyonu damlatildi.

Ca(OH); grubu (n=10): Dentin blogunun kok kanali bosluguna 20 ul %35
kalsiyum hidroksit pati (UltraCal® XS, Ultradent, ABD) (lot: BFZCR) uygulandi
(Resim 5).

Ca(OH), ve AgNP karisimi grubu (n=10): 10 ul %35 kalsiyum hidroksit pati
(UltraCal® XS, Ultradent, St Louis, ABD) ile 10 ul 210 ppm ortalama 2,5 nm
boyutunda kiiresel giimiis nanopartikiilii soliisyonu (Nanografi, ODTU Teknokent,

Tiirkiye) (Resim 6) birebir (1:1) oraninda karistirildi (Resim 7a). Bu karisim dentin
blogunun kok kanal1 bosluguna uygulandi.

CHX jel grubu (n=10): Dentin blogunun kok kanali bosluguna 20 pl %2
klorheksidin jel (Gluco-Chex®, Cerkamed, Stalowa Wola, Polonya) (lot: 3011171)
(Resim 5) uygulandi.
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CHX jel ve AgNP karisimi grubu (n=10): 10 pl %2 klorheksidin jel (Gluco-
Chex®, Cerkamed) ile 10 ul 210 ppm ortalama 2,5 nm boyutunda kiiresel giimiis
nanopartikiilii soliisyonu (Nanografi, ODTU Teknokent, Tiirkiye) 1:1 oraninda
karistirildi (Resim 7b). Bu karisim dentin blogunun kok kanali bosluguna uygulandi.

Dentin bloklarinin %100 nemli ortamda saklanabilmesi ic¢in 50 adet
eppendorf tiipline 0,5 ml steril salin soliisyonu emdirilmis lcmxlcm boyutlarinda
steril gazli bezler konuldu. Medikament uygulanmis dentin bloklar1 kanal boslugu
iistte kalacak sekilde bu steril gazli bez {lizerine yerlestirildi. Dentin bloklarinin
istine nemli ortamin korunabilmesi i¢in 300 pl steril salin soliisyonu emdirilmis
steril pamuk pelet konuldu (Resim 8). Tim eppendorf tiipler nem kaybini

engellemek amaciyla parafilm ile kaplandi.

Her gruptan 5 adet blok 1 giin, 5 adet blok 7 giin 37 °C’de %5 CO li ortamda
bekletildi.

Resim 5. Deneyde kullanilan geleneksel medikamentler- klorheksidin jel ve
kalsiyum hidroksit pati

Resim 6. Deneyde kullanilan giimiis nanopartikiilii dispersiyonu
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Resim 7. a) Kalsiyum hidroksit pat1 ve giimiis nanopartikiilii soliisyonunun esit
miktarlarda karistirilmasi, b) Klorheksidin jel ve glimiis nanopartikiilii soliisyonunun
esit miktarlarda karistirilmast

Resim 8. Medikamentlerin uygulanmasindan sonra 6rneklerin eppendorf i¢indeki
goruntiisu

3.3. Kiiltiir Yontemi Ile Mikrobiyolojik Degerlendirme

1. ve 7. giinler sonunda kok kanal boslugu 1 dk siire 10 mL steril salin

soliisyonu ile yikanarak medikamentler uzaklastirildi (Resim 9).

Kok kanal medikamentlerinin antibakteriyal etkisini degerlendirmek amaci ile
yikamadan sonra kanal boslugunda kalan salin soliisyonu 3 adet steril kagit koniye
(Dentsply Maillefer, Ballaigues, Isvicre) emdirildi (Resim 10) ve kagit koniler 1 mL

steril salin soliisyonu bulunan eppendorf tiiplere aseptik kosullar altinda yerlestirildi
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(Resim 11). Bu tiiplerden alinan salin 6rneklerinin seri sulandirimlarindan kanli agar
besiyerlerine ekimler yapilip inkiibasyon siiresi (24 saat) sonunda lireyen bakterilerin

koloni sayilar1 belirlendi.

Resim 9. Dezenfektanlarin kanal boslugundan uzaklastirilmasi amaciyla steril salin
ile yikanmas1

Resim 10. Kanal boslugunda kalan salinin, 3 adet steril kagit koniye aseptik sartlar
altinda emdirilmesi
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Resim 11. Steril salin i¢inde kagit koniler

3.4. KLTM incelemesi

Resim 12. SDU Teknokent BSN saglik analiz laboratuvarinda bulunan
KLTM (LSM 800, Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Germany)

Canl1 ve olii bakterilerin boyanmasinda floresan LIVE/DEAD™ BacLight™
viability kit L-7012 ( Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) (lot:1939603) kullanild1
(Resim 13).
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Resim 13. LIVE/DEAD™ BacLight™ 7012 kiti (thermofisher.com)

Kit; SYTO 9 boyasi, 3.34 mM (A komponenti); DMSO (dimetil sulfoksit)
icinde 300 pL soliisyon ve propidium iodid (PI), 20 mM (B komponenti), DMSO
icinde 300 pL soliisyon icermektedir. Daha 6nce dentin blogunda ideal boyanma
konsantrasyonunu bildiren ¢aligma ve yaptigimiz 6n c¢alisma dikkate alinarak her bir
boyadan 1 puLL mikropipet ile gekilerek 1 mL steril distile suyun igine eklendi (241).
Elde edilen karisim iyice c¢alkalanarak boyalarin homojenizasyonu saglandi. Elde
edilen karisimdan dentin blogu iizerine 200 pL damlatildi. Ornekler karanlik ortamda
30 dk bekletilerek boyalarin bakterilere penetre olmasi saglandi. 30 dk sonunda
dentin bloklar1 {izerindeki boya 3 mL steril salin ile yikanarak uzaklastirildi.
Ornekler dairesel petri icinde kok kanal boslugu yukarida kalacak bigimde KLTM
objektifine yerlestirildi (Resim 14). Ornekler 40x objektifte ve immersiyon yag
kullanilarak, boyalara uygun olan lazer dalgaboyu degerleri ile KLTM (LSM 800,
Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Germany) kullanilarak incelendi. Boyalarin
uyarim/emisyon maksimumu SYTO 9 boyasi i¢in 480/500 nm, PI boyasi igin
490/635 nm dir.
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Resim 14. KLTM ye yerlestirilen dairesel petri igindeki dentin blogunun kanal
bosluguna odaklanmis lazer 151n1

Her bir kok kanalinda biyofilmin rastgele segilen 159,73 x 159,73 um
boyutlarinda 5 farkli alanda, 2203 x 2203 piksel degerlerinde tarama yapildi ve elde
edilen goriintiiler kaydedildi. Ayrica herbir dentin blogunda biyofilmin 3 boyutlu
olarak degerlendirilmesinde Z-stacks derinlik 10 pm, adim araligi 0,5 um ve toplam
20 tabaka olarak se¢ildi, tarama biyofilmin iist yilizeyinden baglayarak alt yiizeyine
kadar gergeklestirildi. Biyofilmin 2 boyutlu ve 3 boyutlu goriintiilenmesinde ZEN
lite (ZEISS, Oberkochen, Germany) yazilimi kullanildi. Biyofilmin KLTM
goriintlileri Image J (version 1.48, National Institute of Health, ABD) goriintii analiz

programu ile analiz edildi. Her bir goriintiideki canli/6lii bakteri ylizdesi hesaplandi.

3.5. istatistiksel Analiz

3.5.1. Kiiltiir Yontemi ile Elde Edilen Verilerin Istatistiksel Analizi

Dentin bloklar1 ylizeyinden, antibakteriyel medikamentlerin uygulanmasindan
once ve sonra alinan Ornekler ile elde edilen koloni sayilar1 loglO tabanina
dontstiiriildii. Test edilen medikamentler arasindaki farklarin karsilagtirilmasinda

baslangic ve uygulama sonrast CFU degerlerindeki azalma faktoriyel diizlemde
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varyans analizi (ANOVA) ile degerlendirildi. Varyans analizi sonrasi gruplar
arasindaki farklarin belirlenmesinde ¢oklu karsilastirma yontemlerinden Tukey testi
kullanild1 (P<0,05).

3.5.2. KLTM Verilerinin istatistiksel Analizi

Orneklere ait canli mikroorganizma yiizde verileri ters ag1 transformasyonuna
(ark siniis) tabi tutuldu. Verilerin parametrik testlerin O6n sartlarin1 saglayip

saglamadigi Kolmogorov—Smirnov testi ile kontrol edildi.

KLTM ile degerlendirme sonrasi elde edilen ters ac1 transformasyonuna tabi
tutulmug ylizde verilerinin analizinde Kruskal-Wallis testi, grup ortalamalari

arasindaki farklarin belirlenmesinde Bonferroni (Dunn) testi kullanildi (P<0,05).

Her bir grup i¢in uygulama siireleri (1. giin ve 7. giin) arasindaki fark Mann

Whitney-U testi ile belirlendi (P<0,05).
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4. BULGULAR

4.1. Cok Tiirlii Biyofilm Olusumunun SEM ile Goriintiilenmesi

E. faecalis, S. mutans, L. acidophilus, A. naeslundii bakterileri ile 1 haftalik
inkiibasyon siiresi sonunda biyofilm olusumu SEM goriintiileri ile dogrulandi (Resim
15 a,b,c). SEM mikrograflarinda kalinlig1 yer yer degisen, dentin yilizeyinin tamamini
kaplayan, EPS i¢ine gomiilii yogun bakteri topluluklari igeren biyofilm olusumu
izlendi (Resim 16 a,b,c).

nmrLe

. e s ! 3 &y

& o = L : ™ - g * £
2/5/2019 det HV spot | mag [J vac mode WD — 10 pym —
11:50:32 AM | LFD | 20.00kV | 3.0 | 5000 x | Low vacuum | 15.4 mm SDU_YETEM
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det HV spot mag [] vac mode WD Fad —5um—
LFD | 20.00kV | 3.0 | 10 000 x | Low vacuum | 15.4 mm SDU_YETEM

det HV spot | mag [J vac mode T —LL
LFD | 20.00kV | 3.0 | 20 000 x | Low vacuum ; SDU_YETEM

Resim 15. Dentin yiizeyini kaplayan ¢ok tiirlii biyofilmin SEM mikrografileri
a) X5000 b) X10000 c) X20000
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2/5/’207179‘ det T B spot | mag d vac mode ‘ WD Fa g 4 um .
12:40:36 PM | LFD | 20.00 kv 3I.0 20 OJOOX Low vacuum | 10.2 mm SDU_YETEM
Resim 16. Cok tiirlii biyofilm kesiti ve EPS igine gdmiilii bakteri kolonilerinin
a) X5000 b) X10000 c¢) X20000 SEM mikrografileri

4.2. Kiiltiir Yontemi Ile Elde Edilen Verilere Ait Bulgular

Dentin bloklar1 ilizerinde 1 haftalik inkiibasyon siiresi sonrasinda olusan
biyofilmlerde baslangi¢ mikroorganizma sayist ortalama 7,47 loglO0 CFU’dur.
Gruplarin baglangic bakteri sayilari arasinda istatistiksel fark bulunmadi (P>0,05).

Negatif kontrol grubunda hicbir 6rnekte bakteri iiremesi gozlenmedi.

Gruplara ait antibakteriyel medikamentlerin uygulama oncesi ve 1, 7 giinliik
uygulama sonrasi bakteri sayisindaki ortalama degisim (logig) Tablo 3°de verildi.
Her iki uygulama siiresi (1 ve 7 giin) i¢in test edilen medikamentler arasinda bakteri

sayisindaki azalma agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik belirlendi (P<0,01).

Her iki uygulama siiresinde de en fazla bakteriyel azalma CHX+AgNP ve
Ca(OH),+AgNP gruplarinda goriildii (P<0,05) (Tablo 3). Her iki uygulama siiresinde
de en diistik bakteriyel azalma salin uygulanan 6rneklerde izlendi (P<0,05) (Tablo 3).
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Her bir grup i¢in bakteri sayisindaki azalma agisindan 7 giinliik uygulama
stiresi, 1 giinliik uygulama siiresinden istatistiksel olarak anlamli derecede basarili

bulundu (P<0,01) (Tablo 4).

Tablo 3. Medikament uygulamasi sonrasi bakteri sayisinda azalma (ortalama, SS ve
min-max log10 CFU mL™") degerleri.

Uygulama Standart

Siiresi Medikamentler n Ortalama+SS hata Min-Max
Salin 4 0,47+0,82° 0,468 -0,47-1,42
Ca(OH), 5  517+1,11° 0,419 4,33-6,02
1 giin Ca(OH),+AgNP 5  7,07+1,09 0,419 6,23-7,92
CHX 5  6,18+1,09%" 0,419 5,34-7,03
CHX+ AgNP 5  7,31+0,33° 0,419 6,46-8,16
Salin 5  2,29+1,20° 0,419 1,45-3,14
Ca(OH); 5  6,77+1,28" 0,419 5,93-7,63
7 giin Ca(OH),+AgNP 5  7,44+0,96* 0,419 6,60-8,29
CHX 5  7,68+0,26* 0,419 6,84-8,54
CHX+ AgNP 5  7,64+0,40° 0,419 6,79-8,49

n, her gruptaki érnek sayisi; SS, standart sapma;
*Ust karakterdeki farkli simgeler gruplar arasindaki farkiiigi belirtmektedir (P<0.05)

Tablo 4. Medikament uygulama siireleri sonunda bakteri sayisinda azalma (ortalama,
SS ve min-max log10 CFU mL™") degerleri.

Ortalama+SS Standart hata min-max
1 giin uygulama 5,44 +2,55° 0,192 4,86-5,63
7 giin uygulama 6,37+2,26° 0,187 5,99-6,75

*Ust karakterdeki farkl simgeler gruplar arasindaki farklihigr belirtmektedir (P<0.01)

66



4.3. KLTM Verilerine Ait Bulgular

4.3.1. Bir Giinlik Uygulama Siiresi Sonunda Elde Edilen KLTM

Verilerine Ait Bulgular

Medikamentlerin 1 gilinlik uygulama siiresi sonunda dentin bloklarinda
olusturulan ¢ok tiirlii biyofilm tabakasindaki canli bakteri yiizdesi agisindan gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik belirlendi (P<0,01). Gruplara ait
antibakteriyel medikamentlerin 1 giinlik uygulama sonrasi canli bakteri ortalama

yiizde degerleri tablo 5 te verildi.

Bir giinliik uygulama siiresinde en az canli bakteri CHX+AgNP grubunda
izlendi (P<0,05). AgNP’iin, CHX jel veya Ca(OH); patina karistirilarak kullanildig:
gruplarda canli bakteri yiizdesi, her iki medikamentin de tek basina uygulandigi
gruplardan daha azdi (P<0,05). Canl1 bakteri yiizdesi en fazla salin grubunda tespit
edildi (P<0,05) (Tablo 5) (Sekil 17-31).

Tablo 5. Medikamentlerin 1 giinliilk uygulama sonrasi ¢ok tiirlii biyofilmdeki canli

bakteri yiizde degerleri
Medikamentler n Ortalama+SS RI:/IAesrll SE Min-max
Canl1 % Salin 5  98,66+2,68 21,5 1,34 94,64- 100
Ca(OH), 5 61,16+£15,30 16,6" 6,84  38,80- 80,81
Ca(OH),+AgNP 5  28,95+9,53 7,75° 4,76  18,25- 37,69
CHX 5  38,27£3,40 11,4°¢ 1,52  35,54- 43,70
CHX+AgNP 5  18,96+5,78 3,8° 2,59 9,45- 24,42

n, her gruptaki ornek sayisi; SS, standart sapma; SE, standart hata
*Ust karakterdeki farkli simgeler gruplar arasindaki farkhihig belirtmektedir (P<0.05)
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Resim 17. 1 giin boyunca saline maruz birakilmis ¢ok tiirlii biyofilmin 2 boyutlu
KLTM goriintiisii; (a) kirmizi alanlar 6lii bakteriler (b) yesil alanlar canli bakteriler;
(c) a ve b gorintiilerinin ¢akistirilmasi
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Resim 18. 1 giin boyunca saline maruz birakilmis ¢ok tiirlii biyofilmin 2,5 boyutlu
KLTM goriintiisti.
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Resim 19. 1 giin boyunca saline maruz birakilmis ¢ok tiirlii biyofilmin 3 boyutlu
KLTM goriintiisii.
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Resim 20. 1 giin boyunca Ca(OH), maruz birakilmis ¢ok tiirlii biyofilmin 2 boyutlu

KLTM goriintiisii; (a) kirmizi alanlar 6lii bakteriler (b) yesil alanlar canli bakteriler;
(c) a ve b gorlintiilerinin ¢akistirilmasi
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Resim 21. 1 giin boyunca Ca(OH),’e maruz birakilmis ¢ok tiirlii biyofilmin 2,5
boyutlu KLTM goriintiisii.

¥ [pm)

# ()

Resim 22. 1 giin boyunca Ca(OH),’e maruz birakilmis ¢ok tiirlii biyofilmin 3
boyutlu KLTM goriintiisii.

71



Resim 23. 1 giin boyunca Ca(OH), + AgNP ye maruz birakilmis ¢ok tiirlii biyofilmin
2 boyutlu KLTM goriintiisii; (a) kirmizi alanlar 6li bakteriler (b) yesil alanlar canli
bakteriler; (c) a ve b goriintiilerinin ¢akistirilmast

72



Resim 24. 1 giin boyunca Ca(OH),; + AgNP ye maruz birakilmis ¢ok tiirlii biyofilmin
2,5 boyutlu KLTM goriintiisii.

# ()

Resim 25. 1 giin boyunca Ca(OH); + AgNP ye maruz birakilmis ¢ok tiirlii biyofilmin
3 boyutlu KLTM goriintiisii
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Resim 26. 1 giin boyunca CHX ne maruz birakilmis ¢ok tiirlii biyofilmin 2 boyutlu
KLTM goriintiisii; (a) kirmizi alanlar 6lii bakteriler (b) yesil alanlar canli bakteriler;
(c) a ve b goriintiilerinin ¢akistirilmasi
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Resim 27. 1 giin boyunca CHX e maruz birakilmis ¢ok tiirlii biyofilmin 2,5 boyutlu
KLTM goriintiisii

Y (pm)

X ()

Resim 28. 1 giin boyunca CHX e maruz birakilmis ¢ok tiirlii biyofilmin 3 boyutlu
KLTM goriintiisii
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Resim 29. 1 giin boyunca CHX + AgNP ye maruz birakilmis ¢ok tiirlii biyofilmin 2
boyutlu KLTM goriintiisii; (a) kirmizi alanlar 61i bakteriler (b) yesil alanlar canli
bakteriler; (c) a ve b goriintiilerinin ¢akistirilmasi
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Resim 30. 1 giin boyunca CHX + AgNP ye maruz birakilmig ¢ok tiirlii biyofilmin
2,5 boyutlu KLTM goriintiisi

Resim 31. 1 giin boyunca CHX + AgNP ye maruz birakilmis ¢ok tiirlii biyofilmin 3
boyutlu KLTM goriintiisi
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4.3.2. Yedi Giinliik Uygulama Siiresi Sonunda Elde Edilen KLTM

Verilerine Ait Bulgular

Medikamentlerin 7 gilinlik uygulama siiresi sonunda dentin bloklarinda
olusturulan ¢ok tiirlii biyofilm tabakasindaki canli bakteri yiizdesi agisindan gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik belirlendi (P<0,01). Gruplara ait
antibakteriyel medikamentlerin 1 giinlik uygulama sonrasi canli bakteri ortalama

yiizde degerleri tablo 6 da verildi.

Yedi giinlik uygulama stiresinde en az canli bakteri CHX+AgNP grubunda
izlendi ancak CHX nin tek basina uygulandig1 grup ile aralarinda istatistiksel fark
bulunmadi (P>0,05). AgNP’iin Ca(OH); patina karistirilarak kullanildigi grupta canli
bakteri ylizdesi, medikamentin tek basina uygulandigi gruptan daha azdi (P<0,05).
Canli bakteri yiizdesi en fazla salin grubunda tespit edildi (P<0,05) (Tablo 6) (Resim
32-46).

Tablo 6. Medikamentlerin 7 giinlik uygulama sonrasi ¢ok tiirlii biyofilmdeki canli
bakteri yiizde degerleri

. Mean .
Medikamentler n OrtalamazSS RANK SE Min- max

Canli % Salin 5  92,99+5,82 225% 291 8556-97,64
Ca(OH), 5  53,16+13,05 17,2° 584 38,78-72,79
Ca(OH)+AgNP 5  35,12+13,88 11,6° 6,21 13,29-49,24
CHX 5 27,19+1122  78% 502 9,63-37,04
CHX+AgNP 5  20,72+10,71 549 479 545-34,04

n, her gruptaki ornek sayisi; SS, standart sapma; SE, standart hata
*Ust karakterdeki farkli simgeler gruplar arasindaki farkliig: belirtmektedir (P<0.05)

Her bir grup icin canli bakteri yilizdesi agisindan 1 giinliik ve 7 giinliik

uygulama stireleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (P>0,05).
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Resim 32. 1 giin boyunca saline maruz birakilmis ¢ok tiirlii biyofilmin 2 boyutlu
KLTM goriintiisii; (a) kirmizi alanlar 6lii bakteriler (b) yesil alanlar canli bakteriler;
(c) a ve b gorintiilerinin ¢akistirilmasi
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Resim 33. 7 giin boyunca saline maruz birakilmis ¢ok tiirlii biyofilmin 2,5 boyutlu
KLTM goriintiisti
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Resim 34. 7 giin boyunca saline maruz birakilmis ¢ok tiirlii biyofilmin 3 boyutlu
KLTM goriintiisii
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Resim 35. 7 giin boyunca Ca(OH); ye maruz birakilmis ¢ok tiirlii biyofilmin 2
boyutlu KLTM goriintiisii; (a) kirmizi alanlar 61i bakteriler (b) yesil alanlar canli
bakteriler; (c) a ve b goriintiilerinin ¢akistirilmasi
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Resim 36. 7 giin boyunca Ca(OH); ye maruz birakilmis ¢ok tiirlii biyofilmin 2,5
boyutlu KLTM goriintiisii
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Resim 37. 7 giin boyunca Ca(OH); ye maruz birakilmis ¢ok tiirlii biyofilmin 3
boyutlu KLTM goriintiisi

82



Resim 38. 7 giin boyunca Ca(OH); +AgNP ye maruz birakilmis ¢ok tiirlii biyofilmin
2 boyutlu KLTM goriintiisii; (a) kirmizi alanlar 6li bakteriler (b) yesil alanlar canli
bakteriler; (c) a ve b goriintiilerinin ¢akistirilmasi
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Resim 39. 7 giin boyunca Ca(OH), +AgNP ye maruz birakilmis ¢ok tiirlii biyofilmin
2,5 boyutlu KLTM goriintiisi

T T T 7

L B L
all 100 1200 140 < [pm]
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Resim 40. 7 giin boyunca Ca(OH); +AgNP ye maruz birakilmis ¢ok tiirlii biyofilmin
3 boyutlu KLTM goriintiist
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Resim 41. 7 giin boyunca CHX e maruz birakilmis ¢ok tiirlii biyofilmin 2 boyutlu
KLTM goriintiisii; (a) kirmizi alanlar 6lii bakteriler (b) yesil alanlar canli bakteriler;
(c) a ve b gorintiilerinin ¢akistirilmasi
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Resim 42. 7 giin boyunca CHX e maruz birakilmis ¢ok tiirlii biyofilmin 2,5 boyutlu
KLTM goriintiisii
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Resim 43. 7 giin boyunca CHX e maruz birakilmis ¢ok tiirlii biyofilmin 3 boyutlu
KLTM goriintiisii
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Resim 44. 7 giin boyunca CHX + AgNP ye maruz birakilmis ¢ok tiirlii biyofilmin 2
boyutlu KLTM goriintiisii; (a) kirmizi alanlar 61i bakteriler (b) yesil alanlar canli
bakteriler; (c) a ve b goriintiilerinin ¢akistirilmasi
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Resim 45. 7 giin boyunca CHX + AgNP ye maruz birakilmig ¢ok tiirlii biyofilmin
2,5 boyutlu KLTM goriintiisi

' [pm)

# (um]

Resim 46. 7 giin boyunca CHX + AgNP ye maruz birakilmis ¢ok tiirlii biyofilmin 3
boyutlu KLTM goriintiisi
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5. TARTISMA

Calismada insan disi dentin blogu kullaniimasi

Haapasalo ve Orstavik (41), 1987 yilinda kok kanalindaki dentin tiibiillerinin
enfeksiyonu i¢in in vitro bir model tanitmiglardir. Sigir kesici dislerinden elde edilen
silindirik dentin 6rnekleri E. faecalis ile enfekte edilmis ve dentin bloklarinin
liimenine dezenfektanlar uygulanmistir. Belirli bir siire sonra, steril yuvarlak frezlerle
bakteriyel numuneler alinmis ve her bir 6rnek ayr test tiiplerine yerlestirilmistir. Bu
tiipler daha sonra inkiibe edilmis ve degerlendirilmistir. O yillardan itibaren, dentin
tiibiillerinin farkli derinliklerinde enfeksiyon durumunun degerlendirilmesinde bu
model kullanilmaktadir. Baz1 arastirmacilar modelin detaylarin1 degistirmis olsalar
da, bu calismalarin temel amaci, kok kanal sisteminin kendi yapilar1 ve bilesenleri

tizerinde antimikrobiyal ajanlarin etkisini degerlendirmektir (242-244).

In vitro mikrobiyolojik ¢alismalarda biyofilm olusumu igin yiizey olusturma
amacli c¢ekilmis sigir disinden elde edilen dentin bloklarinin  yanisira
polimetilmetakrilat (245), metakrilat, polietilen glikol modifiye polidimetil siloksan

gibi sentetik materyaller de kullanilmigtir (246, 247).

Biyofilmin olusumundaki ilk basamak, bakterinin bir yiizey iizerine geri
doniligiimsiiz  tutunmasidir. Bakteriler dentine adezyon gdosterirken, mineral
bilesenden ¢ok dentin matrisinin proteinli kismim tercih ederler. fn vivo primer
dentin kolonizorleri olan oral streptokoklar, hiicre yiizeyi adhezinlerinin yardimu ile
dentinin tip I kollajenine baglanir (248). Bu nedenle, hem organik hem de inorganik
bilesenlerin 6zel oranlari, tiibiiller, peri-, intra- ve intertiibuler dentin gibi kendine
0zgl yapilarnn ile dentin, taklit edilmesi veya kopyalanmasi kolay olmayan ¢ok

spesifik bir substrati temsil eder.

Biyolojik olmayan materyaller substrat olarak kullanildiginda yap1 ve
kompozisyona bagl farkliliklar olmayacagi i¢in standardizasyon daha iyidir. Sentetik
yap1 transparan oldugunda, irrigasyonda akiskan dinamiklerinin ya da biyofilmin
uzaklastirilmasinin es zamanli izlenebilmesini saglayabilir. Fakat
mikroorganizmalarin yiizeye tutunmasi sentetik materyalde dogal materyale gore

tamamen farkli olacagindan biyofilm yapist degisebilir. Dentinin kendine 6zgi
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organik-inorganik yapisi irrigasyon ajanlarinin etkilerini tamponlayabilme &zelligi
gosterir. Bu nedenle sentetik materyaller klinik kosullart tam anlamiyla taklit

edebilme 6zelligine sahip degildir (126).

Giliniimlizde bir ¢ok c¢alisma, klinik kosullar1 daha iyi taklit edebilmesi
amactyla c¢ekilmis insan dislerinden elde edilen dentin bloklar1 {izerinde
gerceklestirilmektedir (249, 250). Ancak ¢ekilmis insan disi bulmanin giderek
zorlagmasiyla, sigir disleri laboratuvar ¢alismalarinda kullanilmaya baslanmistir.
Sigir disleri kolayca temin edilebilir ve sigirlarin yas1 da kolaylikla kontrol
edilebilir. Sigir dentin morfolojisi, fiziksel oOzellikleri ve kimyasal bilesimi
bakimindan insan dentinine ¢ok benzemektedir. Sigir kokii dentininde daha fazla
sayida tiibiil bulunurken, tiibiillerin ¢ap1 insan dentinine benzerdir. Genel olarak, sigir
dentini biyofilm gelisimi igin bir substrat olarak insan dentinine bir alternatif gibi

goriinmektedir (251).

Cekilmis insan digleri biyofilm modeli olusturulmasi i¢in kullanilirken,
genellikle farkli bireylerden ve farkli yas gruplarindan segilir. Ozdemir ve ark. (252)
, E. faecalis'in gen¢ ve yash insan kok kanal dentinine yapismasini incelemis ve
“yash dentin” Orneklerinde daha belirgin ve daha kalin biyofilm olusumu
gbzlemlemislerdir. Bu ¢aligmanin disinda, dentin kompozisyonunun, yapisinin veya

yasinin biyofilm olusumu iizerindeki etkisi hakkinda ¢ok az kanit bulunmaktadir.

Cekilmis insan disi kullaniminin en 6nemli dezavantajlarindan biri 6rneklerin
standardizasyonunun  saglanamamasidir. Dislerin  fizyolojik yasi, anatomik
varyasyonlar, dis ¢ekimi sonrasi 6rnek hazirlanana kadar gecen siire ve 6rneklerin bu
stiregte saklandig1 kosullar standardizasyonu etkileyen faktorlerdir. Fizyolojik yas
arttikca, dentinin mineral icerigindeki artisa bagli olarak dentin tiibiillerinin
daralmaya basladigi ve zamanla tikandigi bilinmektedir. Bu nedenle standart bir
ornekleme igin okluzal streslere maruz kalmamig géomiik 20 yas dislerinden elde

edilen dentin diskleri tercih edilebilir (253).

Giudice ve ark. (254) ortodontik sebeple ¢ekilmis saglikli premolar dislerin
kok kanalinda koronal, orta ve apikal {i¢liideki dentin tiibiilii genisligi, sayis1 ve
yogunlugunu inceledikleri ¢alismalarinda kokiin koronal {icliisiindeki dentin

tiibiillerinin daha genis capta oldugunu, dentin tiibiilii sayisinin koronal ve apikal

90



bolgede benzer ve orta {icliiden daha fazla oldugunu bildirmislerdir. Calismamizda,
geng bireylerden ortodontik sebeplerle g¢ekilmis alt premolar digler kullanilmistir.
Santrifiij ile dentin tiibiillerine bakteri penetrasyonunun en iyi sekilde saglanabilmesi
icin tiibiil ¢aplarmin daha genis, sayisinin daha fazla oldugu kokiin koronal
kismindan elde edilen 4 mm uzunlugundaki insan disi dentin bloklarinin

kullanilmasina karar verilmistir.

Biyofilmde bulunan canli-6lii mikroorganizmalar1 tespit edebilmek icin
yapilan KLTM c¢alismalarinda kullanilan yari silindirik dentin bloklarmin kalinligs;
Ruiz Linares ve ark. (255) nin yaptiklari ¢alismada 0,7 mm, Albuquerque ve ark.
(256) yaptiklari ¢alismada 1 mm, Ma ve ark. (257) yaptiklari ¢alismada 2 mm olarak
bildirilmistir. Calisgmamizda 6n c¢aligsma ile optimal goriintiiniin elde edildigi 1 mm

kalinligindaki insan disi dentin bloklarinin kullanilmasina karar verilmistir.
Dentin blogunun islem oncesi hazirlanmasi:

Klinik gercekligi en iy1 temsil edebilecek yontem prepare edilmemis kok
kanallarinda biyofilm olusturulmasidir. Ancak, genisletilmemis kok kanallarmi -
Ozellikle de dar kanallar olmak tiizere- inokiile etmek, inokiilasyon materyalinin tiim
kanal bosluguna erismesi gerektigi icin zor olabilir. Ayrica, mikrobiyolojik
degerlendirme ic¢in kok kanalindan Ornek alinabilmesi amaciyla, tiim kanal
duvarlarlarina erisim gereklidir. Bu nedenle, kok kanallar1 ¢ogunlukla biyofilm
olusumu Oncesinde mekanik olarak genisletilir (126). Kok kanal preparasyonu
sonucunda, kanal duvarinda smear tabakasi meydana gelir. Bu tabaka gevsek ve
duvarlara yapisik bir yapidir. Dentin tiibiillerini tikayarak gercekte biyofilmin
olustugu normal kok dentinin yiizeyel yapisini degistirir. Bu nedenle, smear
tabakasinin ortadan kaldirilmast ve kanal boslugunun inokiilasyonundan O6nce
dentinin aciga ¢ikarilmast tavsiye edilmektedir (258). Caligmamizda smear
tabakasiin uzaklastirilmasi amaciyla 6rnekler, ultrasonik banyoda 3 dakika %5,25

lik NaOCl, ardindan 3 dakika %17 lik EDTA soliisyonu ile yikanmustir.

Bazi arastiricilar, biyofilm olusturulan ylizeyin farkli materyallerle
kaplanmasinin olugan biyofilmi kantitatif olarak etkileyebildigini bildirmislerdir. Bu

amacla 6zelikle sentetik materyallerin tip 1 kollagen ile kaplanarak kullanilabilecegi
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iddia edilmistir (248, 259). Fakat dogal dentin yiizeyinde biyofilm olusumu igin, ek

bir kaplama isleminin herhangi bir yararinin olup olmayacag: tartisma konusudur.

Buhar sterilizasyonu sirasinda ortaya ¢ikan yiiksek sicaklik ve basing,
hidratlanmis proteinlerin denatiirasyonuna neden olarak kolajenin fiziksel yapisini
etkiler (260) . Otoklavlanmis dentin orneklerinde, taze boliinmiis dentin orneklerine
kiyasla daha az bakteriyel adhezyonun (yaklasik olarak iicte biri) gerceklestigi
gosterilmistir (261). Bu nedenle, bakteriyel adezyonun basarisini arttirmak igin,

buhar sterilizasyonundan sonra 6rnekler kollajen kaplama ile giiglendirilebilir.

Bir bagka sterilizasyon yontemi olarak gama 1sminin, digleri yiiksek
sicakliklara ve basinglara maruz birakmadan ve dentinin fiziksel oOzelliklerini
etkilemeden sterilizasyonda basarili sonuglar verdigi gosterilmistir (262). Gama 1s1n1
ile muamele edilen dentinde adezyonun olumsuz olarak etkilenmedigi bildirilmistir
(261). Gama 1s1masi, kolajen iizerindeki minimal zarar verici etkisi nedeniyle
otoklavlama i¢in iimit veren bir alternatif olabilir. Ancak, bu yontemi dogrulamak
icin daha fazla arastirma yapilmalidir. Sterilizasyon yonteminin se¢imi genellikle
caligmanin yapildigi laboratuvarin tesislerine bagl olacaktir. Yontemden bagimsiz
olarak, her deneyde bir sterilite kontrolii olusturmak ¢ok onemlidir. Bu sekilde,
sterilize edilmis dislerin enfekte olmadig1 ve enfekte disler ile ayni1 mikrobiyolojik

degerlendirmeye tabi tutuldugu gosterilmis olur (126).

Calismamizda dentin bloklar1 Albuquerque ve ark. (256) nin g¢alismasina
benzer sekilde 20 dk 121 °C de 15 psi de steril edildi. Sterilizasyon sonrasi dentin
bloklar1 37°C de 2 saat siire ile etiivde bekletildi ve rastgele secilen 4 Ornekte

sterilizasyon kontrolii yapildi.
Calismada kullanilan mikroorganizmalarin ve ¢ok tiirlii biyofilmin se¢imi

Kanal dezenfeksiyon ajanlarinin karsilastirildigi ¢alismalarda siklikla E.
faecalis mikroorganizmasi ile tek tiirlii biyofilm olusturulmaktadir (126). Ug ya da
daha fazla mikroorganizma igeren ¢ok tiirlii biyofilmleri kullanan ¢alisma sayisi
oldukca azdir (256, 263). Fakat endodontik biyofilm bir ¢ok filanin bir arada
bulundugu oldukca kompleks bir yapidir. /n vivo kosullarn taklit edilebilmesi icin
birden fazla mikroorganizma igeren kompleks biyofilmlere yonelik antibakteriyel

etkinlik ¢alismalar1 tasarlanmalidir (26).
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Peters ve ark. (264) dekoranize ve sterilize ettikleri disleri goniillii bir kisinin
agiz ortaminda, dis tutucu kap icerisinde 1 hafta tutarak oral mikrobiyota ile enfekte
olmasimi saglamiglardir. Benzer sekilde Ordinola-Zapata ve ark. (265), dentin
orneklerini, 72 saat boyunca goniilliilerin ortodontik apereyine sabitlemistir. Diger
iki ¢alismada, tek bir agizdan alinan insan mikrobiyal &rnekleri, ¢ok tiirlii biyofilm
olusturmak igin baslangi¢ kiiltiirii olarak kullanilmistir. Lin ve ark. (133) tek koklii
disleri inokiile etmek ic¢in insan subgingival plak 6rnegi kullanmistir. Schaudinn ve
ark. (266), ise ti¢ farkli disin enfekte olmus kok kanallarindan alinan Ornekleri

karigtirmig ve sterilize edilmis disleri enfekte etmek i¢in kullanmislardir.

Tek tirlii biyofilm modeli sistemleri; sadelik, standardizasyon ve kontrol
avantaji sunar. Uygulamasi olduk¢a kolaydir, tekrarlanabilirligi iyidir ve yiiksek
deneysel verimlilik saglarlar. Fakat, tek tiirlii bir biyofilm modeli yerine, ¢ok tiirli
modelin kullanimmin bir¢ok avantaji vardir. Ornegin, dogadaki biyolojik sistemler
cok tiirlii topluluklardir. Cok tiirlii topluluklarin tipik olarak bulundugu yerlerden biri
de enfekte kok kanallaridir (126). Cok tiirlii biyofilmlerin, biyofilm biyokiitlesinin,
bu izolatlarin tek tiir biyofilm olarak biiyiitiildiigiinde olusan biyokiitleye gore daha
fazla oldugu gosterilmistir. Boylece, biyofilm topluluklari (birden fazla tiirden olusan
gruplar) genellikle tek tiir popiilasyonlardan daha kalin biyofilm tretirler (267). Cok
tiirlii biyofilmler ayrica enfeksiyon sirasinda artmis viriilans gosterirler ve tek tiirdeki
biyofilmlere kiyasla konak¢i immiin yanitina karsi artan tolerans gosterirler(268).

Tiirler konak¢t immiin yanitin1 degistirmek igin isbirligi yapabilirler (269).

Cok sayida c¢alisma, ¢ok tiirlii biyofilmlerin tek tiirli biyofilmlere kiyasla
antimikrobiyal tedaviye (antibiyotiklerin yani sira dezenfektanlara) daha fazla direng
gosterdigini bildirmistir (116, 270). Ozok ve ark. (271), ¢ift tiirlii biyofilmlerin, tek
tiir biyofilmlere kiyasla NaOCI tedavisine daha direngli oldugunu ortaya koymustur.
Antimikrobiyal direncin arttirilmasinda kullanilan mekanizmalardan biri, ¢ok tiirlii
biyofilmlerin EPS'nin kompozisyonundaki farklhilik ile iligkilidir. Cok tiirli
biyofilmin tiyelerini koruyan bir baska mekanizma, diger {iyelerin hayatta kalmasini
saglayan kosullar1 olusturan belirli bir iiyeyi barmdirmasidir. Ornegin, anaerobik
bakteriler, karigitk bir biyofilm ig¢inde biiyiitiildiiklerinde aerobik kosullardan
kurtulabilir. Ciinkii aerobik bakteriler oksijeni tiiketir ve boylelikle biyofilmin daha

derin katmanlari i¢inde anaerobik kosullar saglanmis olur (272).
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Cok tiirlii biyofilmler; daha fazla karmasiklik, klinik kosullara daha fazla
benzerlik, artirilmis metabolik kapasite ve stres toleransi ve biyofilm eradikasyonuna
kars1 daha fazla direng saglar. Fakat bu karmasiklik, deneysel ¢alismalarla ilgili bir
takim sorunlar1 beraberinde getirir. Ornegin ¢ok tiirlii biyofilmin kiiltiire edilmesi
daha fazla baslangi¢ kiiltiiri, daha fazla ortam tiirli, daha fazla isleme asamasi
gerektirir. Dolayisiyla bu model sistemler genellikle zaman alici ve maliyetlidir.
Farkli tiirlerin biyofilm diizeneginde birlestirilmesi, her tiiriin biiyiiyecegi veya
hepsinin esit olarak iyi gelisecegi anlamina gelmez. Mikrobiyal topluluklarda, tiirler
etkilesime girer ve bu etkilesimler sinerjik ya da rekabetci olabilir. Tiirler arasindaki
etkilesimin 6nemli bir etkisinin olmadig1 notr iliskiler de vardir (273) . Sonug olarak,
cok tirlii bir biyofilm modelinin kullanimi genellikle ortaya ¢ikan biyofilmin
gelisimini ve bilesimini degerlendirmek icin kapsamli bir 6n deney gerektirir. Cok
tirli biyofilm sisteminin artan ¢esitliligi ve karmasikliginin bir sonucu olarak,

deneyin tekrarlanabilirligi tipik olarak azalir.

Swimberghe ve ark. (126) ; son yillarda yapilan dezenfeksiyon amacli
biyofilm modeli sistemlerinde 77 ¢alismayi inceledikleri derlemede %86 oraninda
tek tir mikroorganizma kullanildigi ve bu mikroorganizmanin g¢ogunlukla (tim
calismalarin %79 unda, tek tirlii biyofilm g¢alismalarimin %92 sinde) E.faecalis
oldugu bildirilmistir. Cok tiirlii biyofilmlerde ise siklikla Staphylococcus,
Streptococcus, Actinomyces ve Enterobacteriaceae ailelerinden, fakiiltatif anaerobik
suslarin kullanildig1 bildirilmistir. Zorunlu anaerop bakteriler calismalarin sadece
%14 tinde kullanilmistir. Kullanilan bakterilerin yiiksek oranda gram pozitif oldugu
bildirilmistir. Endodontik biyofilm modeli i¢in tiirlerin se¢imi s6z konusu oldugunda,
kok kanal mikrobiyatasinin ideal tipik {yeleri seg¢ilir. Sadece belirli bir
mikroorganizmalar kiimesi nekrotik kok kanalinin g¢evresinde gelistiginden, kok
kanal boslugundan yaygin olarak izole edilmeyen bakterileri segmek mantiksiz

olacaktir.

Birincil enfeksiyonlarda siklikla saptanan tiirler, Gram-negatif ve Gram-
pozitif bakterilerin farkl cinslerine ait olmakla birlikte, bir ¢ok ¢alismada (214, 216)
Gram-pozitif tiirler en ¢ok kullanilanlardir. Tek tiirlii biyofilm modeli ile ¢alisirken,
hem Gram-pozitif hem de Gram-negatif bakteri kullanim1 mantikli bir se¢im olabilir.

Gram-negatif tiirlerin, enstriimantasyon veya medikasyon sonrasi 6rneklerde yaygin
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olarak bulunmamasi, Gram-pozitif bakterilerden daha kolay elimine edildigini
gosterebilir. Bu sebeple, Gram-pozitif tiirlerin kullanim1 elimine edilmeleri daha zor
oldugu i¢in mantikli goriinmektedir (1). Cok tiirlii biyofilm sistemlerinde Gram
pozitif ve Gram negatif tiirlerin karigik olarak kullanilmasi, tiirlerin dezenfeksiyona
olan yanitin1 anlamak i¢in mantikli goriinmektedir. Briandle ve ark. (274)
mikroorganizmalarin biiyiime kosullarinin alkali strese cevabint inceledikleri
calismalarinda E. faecalis, S.sobrinus, A. naeslundii, F. nucleatum, C. albicans ile
tek tek ve ¢ok tiirlii biyofilm olusturmuslar, 6zellikle S.sobrinus un ¢ok tiirlii

biyofilm ile birlikte Ca(OH);, e direncinin arttigini bildirmislerdir.

Primer endodontik enfeksiyonlarda siklikla zorunlu anaerop bakteriler baskin
olmasina ragmen calismalarda siklikla fakiiltatif anaerop bakteriler kullanilmaktadir.
Persiste enfeksiyonlarda fakiiltatif anaerop bakterilerin siklikla goriilmesi bu
durumun baslica sebebidir. Cok tiirlii bir biyofilm sisteminde zorunlu ve fakiiltatif
anaerop tlrlerin birlikte kullanimi mantikli goriinmektedir. Zorunlu anaerop
bakterilerin deneyde kullanimi ic¢in anaerobik kavanoz, anaerobik ortam ve ek

ekipman gerekeceginden deney prosediirleri olduk¢a karmasiklasir (126).

Kiiltiir koleksiyonlarindan sus seklinde alinmis ¢ok sayida tiir biyofilm
olusturmak i¢in bir araya getirildiginde, tanimlanmis bir biyofilm olusturulur. Tiirler
direk olarak dogal ortamdan alinmadigindan dolay:1 yapay sayilabilirler. Biyofilm,
dogrudan dogal ¢evreden alinan mikroorganizmalardan olustugunda, tanimlanmamis
bir dogal biyofilm olarak adlandirilir (275). Calismalarda, biyofilm olusturmak igin
cogunlukla laboratuvar referans suslar1 kullanilmaktadir. Bu suslar, iyi bilinen genom
dizisine sahip olup kiiltiir koleksiyonlarindan elde edilebilirler. Fakat, bu tiir
laboratuar referans suslarmin, klinik tiirlerine kiyasla ©nemli patofizyolojik
Ozellikleri kaybetmis olduklar1 bilinmektedir. Cilinkii bu tiir suslar ilk
izolasyonlarindan onlarca yildir g¢ogaltiliyor olabilirler (126). Klinik izolatlarin
virlilansinin daha yiiksek olmasi, belirli genlerin veya gen kiimelerinin (patojenite
adalar1) varligi ile iligkilidir (276). E. faecalisin siklikla, ATCC 29212 susu
kullanilmaktadir. Bu laboratuvar referansi, klinik ve laboratuvar deneyleri igin
yaygin olarak kullanilan bir temsili test organizmasidir ve insan idrarindan izole

edilmistir. Sadece az sayida ¢alismada klinik izolat kullanim1 bildirilmistir (126).
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Bilinen tiirlerle laboratuvarda olusturulan biyofilmin kullanilmasinin
avantajlari; elde edilen biyofilmin bilesiminin miikemmel bir sekilde bilinmesi,
yeniden {iretilebilir olmasi, manipiile edilmesinin kolay olmasi, zaman ve maliyet
acisindan avantajli olmasi, analiz edilmesi ve yorumlanmasinin daha kolay olmasidir.
Dezavantaj olarak, bu tip biyofilm sistemlerinin yapay olmasi gosterilebilir. Agiz
boslugu icinde biiyiitiilen ¢ok tiirlii bir biyofilm, agiz boslugunda bulunabilen ¢ok
sayida mikroorganizmanin bir ¢ogunu igerecektir. Bu olusum, ayn1 zamanda, gida
alimi, salya bilesenleri, tlikiiriik akisi, oral hijyen aliskanliklar1 ve diger kimyasal ya
da fiziksel etkilerden etkileneceginden, tanimlanmis biyofilme goére cok daha
karmagik ve tahmin edilemeyen bir yapiya sahiptir. Ayn1 durum, subgingival plak
Ornegi veya kok kanal floras1 6rnegi gibi bir inokulumdan yetistirilen biyofilm icin
de gecerlidir (255). Bu tanimlanmamis dogal biyofilm sistemleri, ¢evredeki tiir
kompozisyonunu, tanimlanmis biyofilm sistemlerine gére daha yakindan taklit eder.
Dogal biyofilmlerdeki tiirlerin tanimlanmasi, yeni nesil dizileme gibi modern
mikrobiyolojik tekniklerle miimkiin olabilir. Bu da genellikle {iistiin bir ¢aba ve
maliyet gerektirmektedir. Bu biyofilmlerin bilinmeyen bilesimi nedeniyle, analiz
genellikle daha karmasik ve maliyetlidir (126). Dahasi, biyofilmin tam bilesimi
hakkindaki bu bilgi eksikligi, arastirmanin diger arastirmacilar tarafindan yeniden

calisilma olasiligini sinirlar.

Kontrollii kosullar altinda yiiriitiilen in vitro ¢ok tiirlii biyofilm deneyleri, kok
kanal bakterilerinin toplu yasam tarzini ele almak ve stres etkilerini degerlendirmek
i¢cin gereklidir. Bu caligmada daha once birlikte bulunduklarinda dentin tiibiillerinde
biiyiiyerek biyofilm olusturduklart bildirilmis farkli morfolojilere sahip E.faecalis
(kok), S.mutans (kok, zincirler seklinde), L.acidophilus (basil), A.naeslundii (rod)
bakterileri kullanilarak biyofilm olusturulmustur (256, 277). Bu bakterilerin varlig

primer ve direngli intraradikiiler enfeksiyonlarda siklikla gosterilmistir (278).

E.faecalis, endodontik biyofilm model sistemlerinde en sik kullanilan test
organizmasidir. E. faecalis birincil kok kanal enfeksiyonunda tipik bir izolat degildir.
Bu tiir, kok kanal tedavisi yapilmis, inat¢1 enfeksiyon bulunduran diglerden izole
edilmis olup, bazi ¢alismalarda % 80 in iizerinde prevalans bildirilmistir (58, 279,
280). E. faecalis'in alkali ortam (281) ve uzun siireli aglik gibi zor kosullara direng

gosterdigi bilinmektedir (282). Dentin tiibiillerine derinlemesine niifuz etme ve

96



kalsiyum hidroksit ile tedavi edilenler de dahil olmak iizere, kok kanal duvarinda
biyofilm iiretme kabiliyetine sahiptir (283). Esansiyel ¢evre kosullarinda hayatta
kalmasina iligkin oOzellikleri ve epidemiyolojik c¢alismalarda iddia edildigi iizere
tedavi sonrasi hastalik ile iliskisi nedeniyle E. faecalis, uzun bir siire endodontide
anahtar patojen olarak kabul edilmistir. E. faecalis ile olusturulmus tek tiirlii biyofilm
tizerinde tedavi etkinligini degerlendiren bir¢cok calisma bunun olasi sonucudur.
Fakat, bu yaklasim dikkatle degerlendirilmelidir. Son yillarda E. faecalis'in
endodontik tedavi basarisizliklarinin ana sebebi olarak statiisii gittikce daha fazla
sorgulanmaktadir. Bunun nedeni E. faecalis'in incelenen tiim basarisiz kok
kanallarindan izole edilmemesidir (284). E. faecalis, nadiren bakteriyel toplulugun
en baskin tiirlerinden biridir (285). Kanal dolgusu yapilmis lezyonlu dislerde, kanal
dolgusu yapilmis lezyonu bulunmayan dislere oranla prevelansi daha fazla degildir
(52). Bu nedenle E. faecalis artik kok kanalinin temel patojenik tiirii olarak kabul
edilmemektedir. E. faecalis hizli biiyliyen ve laboratuvar kosullarinda hig titiz
olmayan bir tirdiir (286). Bu 6zellikler, yiiksek izolasyon sikligini ve laboratuvar

calismalarinda siklikla kullanilmasini agiklayabilir.

Streptokok tiirleri, endodontik tedavi gerektiren apikal periodontitisli dislerin
kok kanallarinda siklikla saptanmaktadir. Chavez ve ark. (35) salgiladiklar1 giiglii
ekstraselliiler proteinlerden ve apikal periodontitisli dislerin kok kanallarindan
siklikla izole edilmelerinden dolay1 streptokok tiirlerinin apikal periodontitiste
onemli bir patojen oldugunu bildirmislerdir. Rogas ve ark. (147) kok kanal tedavisi
sonras1 yeniden tedavi gerektiren vakalardan elde ettikleri 6rnekleri gercek zamanh
PCR ile degerlendirdikleri ¢alismalarinda E.faecalis tiirlerinin vakalarin %38 inde,
streptokok tiirlerinin vakalarin %41 inde saptandigini bildirmislerdir. Toplam bakteri
sayiminda E.faecalis sayist %9, streptokok sayisi %66 olarak tespit edilmistir.
Bulgular, E.faecalis'in ikincil enfeksiyonlarda ana patojen olarak durumunu
sorgulamaktadir. Diger tiirlerin ikincil endodontik enfeksiyonlarla iligkili aday
patojenler olabilecegini diisiindiirmektedir. Anderson ve ark. (148) ikincil
enfeksiyonlardaki tiirleri saptamak icin kiiltiir yontemi ve ribozomal DNA ile PCR
kullandiklar1 ¢alismada kok kanallarinda, ¢alismamizda da kullanilan S.mutans in

varligini bildirmislerdir.
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Laktobasillerin enfekte kok kanallarinda siklikla bulunabildigi bildirilmistir
(61). Sundqvist ve ark. (61) enfekte kok kanallarinda en sik bulunan tiirleri L.casei,
L. salivarius, L. acidophilus, L. plantarum and L. Fermentum olarak bildirmislerdir.
Lactobacillus'un tanimlanmasi i¢in ¢esitli yontemler mevcut olmasina ragmen, tiirler
diizeyinde tanimlamanin, cins i¢indeki genetik benzerlikler nedeniyle zor oldugu
bilinmektedir. Son yillarda, matris destekli lazer desorpsiyonu / kiitle
spektrometrisinin iyonlagsma siiresi (MALDI-TOF MS), bakterilerin tanimlanmasi
icin yeni bir teknik olarak tanmitilmigtir. 16S rRNA gen sekanst ve MALDI-TOF
kullanilarak enfekte kok kanallarindaki laktobasil prevelansini inceleyen galismada,
enfekte dislerin %22 oraninda laktobasil i¢erdigi goriilmiistiir. Bu ¢aligmada, bizim

calisgmamizda da kullanilan L. acidophilus varlig: bildirilmistir (63).

Actinomyces tiirlerinin enfekte kok kanallarindaki varligi uzun siiredir
bilinmektedir. Borssen ve ark. (287) enfekte kok kanalinda en sik bulunan tirleri A.
israelii, A. naeslundii, A. odontolyticus ve A. viscosus olarak bildirmislerdir. Xia ve
ark. endodontik kaynakli abse ve selliilit vakalarindaki Actinomyces prevelansin
PCR ile incelemislerdir. Orneklerin %9 unda A.naeslundii varligi goriilmiistiir. Bu
orneklerin %14 i enfekte kok kanali ile, %4 1 abse ile, %7 si selliilit ile iliskili
bulunmustur (149). Albuquerque ve ark. (216) tglii antibiyotik patini taklit eden
scaffoldlarin antibakteriyel etkisini A.naeslundii biyofilmi iizerinde incelemislerdir.
Ozellikle ekstraradikiiler biyofilmlerde siklikla saptanan direngli bir tiir olan

A.naeslundii (78), calismamizdaki ¢ok tiirlii biyofilme dahil edilmistir.

Chavez ve ark. (277) E.faecalis, S.gordonii L.salivarius, A.naeslundii ile
mikroskopik ve molekiiler analizlere kolaylikla tabi tutulan, azaltilmis bir
degiskenlige sahip cok tiirlii biyofilm oOrnekleri elde edilmesini saglamistir.
Olusturulmus olan in vitro biyofilm toplulugunun karakterizasyonu KLTM, FISH ve
floresans etiketli canlilik belirtecleri dahil olmak {izere kombine yontemlerle
degerlendirilmistir. Bu ¢ok tiirlii biyofilm sisteminde, ayn1 ¢evresel etkilere maruz
kalan temsili kok kanal bakterilerinin birlikte biyofilm olusturabildigi gosterilmistir.
Prospektif olarak, olusturulmus olan bu kok kanal biyofilm toplulugunun, in vivo
kosullarin temsilcisi olarak, bakteri tizerindeki simiile edilmis stresleri veya stres

kombinasyonlarini degerlendirmek icin yararli olabilecegi bildirilmistir.
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Inkiibasyon siiresi

Literatiirde ¢ok tiirlii biyofilm olusturmak icin gerekli inkiibasyon siireleri 1
ila 70 giin arasinda degismektedir. Bir ¢cok ¢alisma biyofilmleri 1 haftadan az ya da 1
hafta inkiibe etmisken (256, 277, 288), bir ka¢ haftalik inkiibasyon siiresi de
bildirilmektedir (289). Calismalar arasinda inkiibasyon siiresi ag¢isindan farklilik
dikkat ¢ekicidir. Bu durum, arastirmacilar arasinda, inkiibasyon siiresinin goreli

Ooneminin ¢ok farkli yorumlandigini gosterir.

Biyofilm olusumu bakteri yiizeyine tutunma, mikroklon gelistirme, hiicre dis1
polimerik madde salgisi, biyofilm olgunlagmasinin farkli asamalar1 ve ayrisma ile
tanimlanir (87). “Geng” (birkag saat - giin) ile “olgun” biyofilmleri karsilagtirirken
biyofilm biyokiitlesi/kalinlig1, hiicre sayist ve antimikrobiyal direncinde farkliliklar
gortilebilir. Seneviratne ve ark. (290), E. faecalis biyofilmlerini mikrotitre plak
icinde biylitmiislerdir. 72 saat sonra maksimum hiicre kazanimi goriilmiis ve 7.
giinden itibaren azalma fazi baslamistir. Biyofilm yapasi ile ilgili olarak Shen ve ark.
(259), kollajen kapli hidroksiapatit diskler tizerinde biiyiiyen 2 giinlilk ¢ok tiirli
biyofilmlerin (57 um) , 3 haftalik (155 um) ve 6 haftalik biyofilmlere (190 um) gore
daha ince oldugunu SEM mikrograflari ile gostermislerdir. Benzer sekilde, Phee ve
ark. (291), 96 saatlik Pseudomonas aeruginosa biyofilmlerinin 24 saatlik

biyofilmlerden ¢ok daha fazla biyokiitle igerdigini bildirmislerdir.

Biyofilm yasinin antimikrobiyal tedavinin etkinligi tizerindeki etkisi bir dizi
calismada arastirilmistir. Bu caligmalar, tedavilerin genellikle daha olgun
biyofilmlere karsi daha az etkili oldugunu gostermektedir. Stojicic ve ark. (292),
farkli dezenfekte edici ajanlarin ¢ok tiirlii biyofilm iizerindeki etkisini
degerlendirmisler ve 3 haftalik biyofilmin, 1 veya 2 haftalik biyofilme gore
antimikrobiyallere daha az duyarli oldugunu bulmuslardir. Modellerinde biyofilm
olgunlagmasinin iki ila ii¢ hafta arasinda gerceklestiginin altin1 ¢izmisler ve
kullanilan her bir biyofilm modelinin olgunlasma zaman c¢izelgesini bilmenin
onemini vurgulamiglardir. Lim ve ark. (293) 1sikla aktive dezenfeksiyon (LAD) ve
kimyasal dezenfeksiyonun etkisini dort giinlik ve dort haftalik E. faecalis biyofilmi
tizerinde karsilastirmislardir. Dort haftalik 6rneklerde bakteri sag kalimi, dort giinliik

orneklerden belirgin olarak daha yiiksek bulunmustur. Chau ve ark. (294),
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hidroksiapatit diskler {izerinde olusturulan 22, 46, 70 ve 94 saatlik E. faecalis
biyofilmleri tizerinde NaOCl'nin antibakteriyel aktivitesini arastirmislardir. Genel
olarak, test edilen tim konsantrasyonlarda biyofilm yas1 arttikca, NaOCl'nin
antibakteriyel aktivitesinin azaldigin1 gostermislerdir. Biyofilmin olgunlasma
asamast ile antimikrobiyal ajanlara diren¢ arasindaki benzer iliskiler genel

mikrobiyoloji alaninda da bildirilmistir (295).

Reum Kim ve ark. (296) L.plantarum dan elde ettikleri lipoteikoik asitin
(LTA) ¢ok tiirlii biyofilme olan antibakteriyel etkisini incelemislerdir. A. naeslundii,
E. faecalis, L. salivarius, S. mutans ile 3 giin inkiibasyon siiresi sonunda olusan
biyofilmi SEM ile gostermislerdir. Lipoteikoik asitin kanal medikametlerine
karistirilarak uygulanmasi ile antibakteriyel etkinligin arttirilabilecegi bildirilmistir.
Wang ve ark. (297) yeni bir kanal patinin antibakteriyel etkinligini degerlendirmek
icin olusturduklart ¢ok tiirlii biyofilmde; gen¢ biyofilm olusumu i¢in 3 giin, olgun
biyofilm olusumu i¢in 14 giin siireyle inkiibasyon yapmislardir. Chavez ve ark. (277)
A. naeslundii, E. faecalis, L. salivarius, S. gordonii ile 5 giinliik inkiibasyon siiresi
sonunda olusturduklar1 ¢ok tiirlii biyofilmin antibakteriyel etkinlik calismalar i¢in
uygun olabilecegini bildirmislerdir. Albuquerque ve ark. (216) tglii antibiyotik
kullanarak sentezledikleri iskelelerin antibakteriyel etkinligini 7 giin siire ile inkiibe
ettikleri A.naesludii biyofilmi {izerinde degerlendirmislerdir. 7 giinliik inkiibasyon
stiresi sonunda tiim dentin yiizeyini kaplayan gen¢ biyofilm olusumunu SEM ile
santrifuj yapilmamasina ragmen dentin tiibiillerine penetre olabilmis bakterilerin
varhigini KLTM ile gostermislerdir. Ertem ve ark. (298) F. nucleatum, A. naeslundii,
E. faecalis, S. sanguinis, S.sobrinus ile 10 giinliik inkiibasyon siiresi sonunda
olusturduklart cok tiirlii biyofilmi SEM ile incelemisler, dentin yiizeyini kaplayan
biyofilm varligint dogrulamislardir. Kishen ve ark. biyofilm modellerini ve
metodlarini inceledikleri ¢alismalarinda kollajen kapli hidroksiapatit diskler {izerinde
7 giinlik inkiibasyon siiresi sonunda ¢ok tiirlii biyofilm varligimi SEM ile
gostermislerdir. Brandle ve ark. (274) alkali stresin mikroorganizmalarin planktonik
formdaki ya da ¢ok tiirlii biyofilm iizerindeki etkilerini karsilagtirmak amaciyla E.
faecalis, S.sobrinus, A. naeslundii, F. nucleatum, C. albicans mikroorganizmalari ile
5 gilnlik inkiibasyon siiresi sonunda c¢ok tiirlii biyofilm olusturmuslardir.

Albuquerque ve ark. (256) polimer nanofiberlerin antibakteriyel etkinligini
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degerlendirmek igin 7 giinliik inkiibasyon siiresi sonunda A. naeslundii, S. sanguinis,
E. faecalis ile olusturduklart ¢ok tiirlii biyofilmi SEM ile dogrulamiglardir.
Calismamizda E.faecalis, S.mutans, L.acidophilus, A.naeslundii bakterileri
kullanilarak 7 giinliik inkiibasyon siiresi sonunda dentin bloklar1 {izerinde ¢ok tiirlii

biyofilm olusturulmus ve biyofilm olusumu SEM ile gdsterilmistir.
Calismada kullanilan dezenfektanlarin se¢imi

Kalsiyum hidroksit: Kalsiyum hidroksitin antimikrobiyal aktivitesi, akoz
stvilarla temas halinde olan hidroksil iyonlarinin salinmasi ile iligkilidir. Hidroksil
iyonlari, biyomolekiiller ile asir1 reaktivite gosteren yiiksek oksidan serbest
radikalleridir. Mikroorganizmalar {izerindeki 6ldiirticii etki, sitoplazmik membranin

hasar gormesi, protein denatiirasyonu ve/veya DNA nin hasar gormesi ile

aciklanabilir (299).

Safavi ve ark. (300) Streptococcus faecium ile enfekte ettikleri dentin bloklari
tizerinde Ca(OH); ve iyodiir potasyum iodid (IKI) in 1 dakika ile 24 saat arasindaki
antibakteriyel etkinliklerini karsilastirmiglardir. IKI nin efektif dezenfeksiyon
yapabildigi bildirilmis, Ca(OH), grubunda rezidiiel bakteriler tespit edilmistir.
Ca(OH); in etkili mikroorganizma dezenfeksiyonu yapamadigini bildiren baska
calismalar da mevcuttur (301, 302). Hatta baz1 ¢aligmalar kalsiyum hidroksitin hig
antimikrobiyal etkisinin olmadigimi savunmaktadir. Ohara ve ark. (303) cesitli
irriganlarin dezenfeksiyon etkinliklerini karsilastirdiklari ¢alismalarinda Ca(OH); in

salin kadar etkisiz oldugunu bildirmislerdir.

Bununla birlikte, Stuart ve ark. (304) ¢ekilmis insan disi kok kanallarinda ti¢
medikamentin antimikrobiyal etkinliklerini karsilastirdiklar1 caligmalarinda, Ca(OH),
ile tedavi edilen dislerde bakteri sayisinda % 99.9 azalma bildirmislerdir. Han ve ark.
(305) akoz bir tastyiciya sahip Ca(OH); in, dentin tiibiillerindeki bakterileri basarili
bir sekilde azaltabildigini bildirmistir. Noetzel ve ark. ve Valera ve ark. Ca(OH); in
irrigasyon ve sekillendirme islemlerinden sonra bile kalan mikroorganizmalar1 etkili

bir sekilde azalttigini bildirmislerdir (302, 306).

Ca(OH), in bakteri sayisin1 kismen azaltabilecek sinirli antimikrobiyal
etkisini bildiren yazarlar da bulunmaktadir. Tanriverdi ve ark. (307) Ca(OH); in

etkinliginin diger ajanlarin etkisinden daha diisiik oldugunu, fakat yine de bakteri
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sayisinda onemli bir azalma gergeklestigini bildirmislerdir. Ca(OH); patinin 14
giinde, E. faecalis biyofilminin % 70'ini ortadan kaldirabildigini bildiren ¢aligmalar
bulunmaktadir (308). Delgado ve ark. (309), Harrison ve ark. (310), Kandaswamy ve
ark. (311) ve Madhubala ve ark. (312) sirasiyla % 75, % 83, % 55 ve % 59 oraninda
bakteriyel azalma bildirmislerdir. Almyroudi ve ark. (313) ve Oncag ve ark. (314)

Ca(OH); in antimikrobiyal etkinliginin zamanla azalacagin1 savunmuslardir.

Ca(OH); 'in etkisi farkli tasiyicilarla arttirilmaya calisilmistir. Sukawat ve
Srisuwan (161), CMCP ile karistirilan Ca(OH); 'in, dentin tiibiilleri igindeki tiim E.
faecalis'leri 6ldiirdiiglinii, distile suyla veya CHX ile karistirilan Ca(OH), 'nin bu
bakterilere karsi etkisiz oldugunu bildirmislerdir. Cwikla ve ark. (315) ti¢ farkl
Ca(OH), formiilasyonu (Ca(OH);, Ca(OH),+IKl, Ca(OH),+Metapex) arasinda
dezenfeksiyon kabiliyetinde 6nemli farkliliklar oldugunu géstermislerdir. Prabhakar
ve ark. (316) IKI veya CHX'in Ca(OH), ile kombinasyonunun dezenfeksiyon
kapasitesini arttirabilecegini  bildirmislerdir. Cook ve ark. (146) kok kanal
obturasyonundan 6nce Ca(OH), veya CHX'in E. faecalis 'in sagkalimi tizerindeki
etkisini kiiltir ve PCR teknikleri kullanilarak degerlendirmiglerdir. Kiiltiirlerin
hicbirinde bakteri tiremesi goriilmemis, fakat PCR sonuclari deney gruplarinin

cogunda pozitif sonug bildirmistir.

Estrela ve ark. belirli tasiyicilarla birlikte Ca(OH), 'in antimikrobiyal
etkinligini incelemis ve tasiyicilarin Ca(OH), ‘'nin antimikrobiyal aktivitesini
etkilemedigi sonucuna varmistir (317, 318). Fakat, Gomes ve ark. tarafindan farkli
sonuglar goézlenmistir. Su veya gliserinle karistirilan Ca(OH); ' in ¢ok az etkisinin
oldugu veya hig¢ etkisinin olmadigini, oysa CMCP ile karistirilan Ca(OH), 'nin,
onemli derecede daha etkili bulundugunu bildirmislerdir. Yagh tasiyicilar iceren
patlar, sulu veya viskoz tasiyict igeren patlara gore daha biiyiik inhibisyon alani

olusturmustur (160, 319).

Siqueira ve Uzeda'nin calismasinda (320), damitilmis su veya gliserinle
karistirilan Ca(OH),, 7 giinliik inkiibasyondan sonra bile tiim bakteri suslarina karsi
etkisiz kalmistir. Fakat, broth diliisyon testi kullanilarak yapilan baska bir calismada
Ca(OH); ile gliserin ya da distile su karistminin 1-3 giin sonra antibakteriyel aktivite

gosterdigi bildirilmistir (159).
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Vianna ve ark. (321) test edilen tim Ca(OH), patlarinin bakterileri
oldiirebildigini, ancak CMCP ile hazirlanan patin E. faecalis ve Candida albicans't
elimine etmede daha etkili oldugunu bildirmislerdir. Tiirk ve ark. ve Pacios ve ark. E.
faecalis ve C. albicans'in distile suyla karistirilan Ca(OH), tarafindan basarili sekilde
inhibe edilemedigini bildirmislerdir (162, 322).

Bazi arastiricilar Ca(OH);‘i CHX ile karigtirarak antibakteriyel etkinligi
degerlendirmislerdir. Basrani ve ark. (323), Lin ve ark. (157) ve Ballal ve ark. (324)
CHX jelinin E. faecalis ve C. albicans'a kars1 Ca(OH), patindan daha etkili oldugunu
bildirmislerdir. CHX ile karistirilan Ca(OH); in, distile su ile karistiritlmig Ca(OH); e
gore antibakteriyel etkisinin anlamli derecede arttigii bildirilmistir (325, 326).
Saatchi ve ark. (327) tarafindan 2014 yilinda yayinlanan meta analizde; Ca(OH); in
CHX ile kanstirildiginda E.faecalise yonelik antibakteriyel etkisinin degisip
degismedigi irdelenmeye calisilmistir. EX vivo g¢alismalarin dahil edildigi meta
analizin sonucu, “Ca(OH), in antibakteriyel etkisinin CHX ile karistirildiginda

istatistiksel olarak anlamli derecede degismedigi” seklindedir.

Bu ¢alismada Ca(OH); in ¢ok tiirlii biyofilm tizerindeki dezenfeksiyon etkisi
KLTM ve kiiltiir yontemleri ile incelenmistir. 1 giinliik Ca(OH); uygulamasi sonrasi
KLTM sonuglarinda canli bakteri sayisi ortalama %61,16 dir. Olii bakteri sayisi
ortalama %38.84 tiir. Bu sonug, Ca(OH), in 1 giinde sinirli antibakteriyel etkisi
oldugunu bildiren c¢aligmalarla paralellik gostermektedir. 7 gilinlik Ca(OH);
uygulamasi sonras1 KLTM sonuglarinda canli bakteri sayis1 ortalama %53,16, olii
bakteri sayisi ortalama %46,84 olmustur. Bu sonug, Ca(OH); in 7 giin kok kanali
icinde bekletilmesinin antibakteriyel etkinligini arttirdigini bildiren bir ¢ok ¢aligma
ile paralellik gostermektedir. Ancak calismamizda Ca(OH), dentin yiizeyinde 7 giin

bekletilmesine ragmen sinirli bir antibakteriyel etki gostermistir.

Calismamizin kiiltlir sonuglar, 7 giinliik Ca(OH); uygulamasimin etkili bir
dezenfeksiyon olusturmus olabilecegini diisiindiirmektedir. Fakat Cook ve ark. nin
caligmalarina benzer sekilde KLTM de 6rneklerin higbirinde bakterilerin tamami 61t
olarak degerlendirilemezken, kiiltiir yontemi ile degerlendirme sonucunda; hem
1.glin hem de 7. giin sonunda Ca(OH),+AgNP, CHX, CHX+AgNP gruplarinda, hi¢

bakteri iliremesi goriilmeyen ornekler bulunmaktadir. Kok kanali dezenfeksiyonu
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sonrast mikrobiyal indirgeme konusundaki mevcut literatiirde, dezenfeksiyon
etkinligini degerlendirmek ic¢in siklikla planktonik bakteri sayimlari (CFU)
kullanilmistir. Fakat bir ¢ok in vitro calisma, bakterilerin kok kanal duvarlarinda
biyofilm olusturma kabiliyetini gostermistir (328, 329). Bizim ¢alismamizdaki bu
sonucun nedeni kiiltiir yonteminde salin ile irrigasyon sonrast kanal boslugunda
kalan planktonik bakterilerin degerlendirilmesi, KLTM ile incelemede ise direk
olarak kanal ylizeyindeki biyofilm bakterilerinin degerlendirilmesi olabilir.
Literatiirde Ca(OH); in dezenfeksiyon kapasitesinin degerlendirilmesinde genellikle
E.faecalis biyofilmi kullanilmistir. Bizim g¢alismamizda kullanilan ¢ok tiirlii
biyofilm, antibakteriyellere daha direncli oldugundan Ca(OH); in sinirh

dezenfeksiyon etkisi gostermesine neden olmus olabilir.

KLTM sonuglarinda Ca(OH); hem 1. hem de 7.glinde CHX den istatistiksel
olarak anlamli derecede daha basarisiz bulunmustur (p<0,01). Kiiltiir sonuglarinda
hem 1. hem de 7. giinde Ca(OH),, CHX den daha basarisiz olmasina ragmen fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Bu sonug¢, CHX in Ca(OH); e iistiin

oldugunu bildiren ¢aligsmalarla ortiismektedir.
Klorheksidin

Delany ve ark. (330) enfekte olmus kok kanallarinda % 0.2°’lik CHX nin
etkisini degerlendirmislerdir. Bakteriyolojik 6rnekler, enstriimantasyonun ardindan
CHX ya da salin ile muamele edildikten sonra toplanmistir. CHX uygulanan
kanallarda bakteri sayisinda istatistiksel olarak anlamli azalma ger¢eklesmistir.
Basson ve Tait (331); Ca(OH),, IKI ve CHX soliisyonlarinin dezenfeksiyon etkisini
Actinomyces israelii ile enfekte edilmis kok kanallarinda ex vivo olarak
incelemisglerdir. Kok kanallarina 3,7 ve 60 giinliik siirelerde Ca(OH),, CHX ve IKI
uygulanmistir. Tim zamanlarda ve tiim oOrneklerde A.israelii yi tamamen ortadan
kaldirabilen tek dezenfektan CHX olmustur. IKI uygulanan Orneklerde tiim
zamanlarda %25 oraninda, Ca(OH); te %50 oraninda bakteri varligr gozlenmistir.
Oncag ve ark. (332) E.faecalis ile enfekte edilmis cekilmis insan disi kok
kanallarinda %5,25 NaOCl, %2 CHX , %2CHX+%0,2 setrimid karisiminin 5 dakika
ve 48 saatteki dezenfeksiyon etkilerini degerlendirmislerdir. Tiim zaman

periyotlarinda %2CHX+ 9%0,2 setrimid karisimi, %5,25 NaOCl den daha basarili
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dezenfeksiyon gostermistir. iki calisma (333, 334), farkli konsantrasyonlarda (0.2%,
1% ve 2%) ve farkli formlarda (jel ve soliisyon) CHX 1, farkhi
konsantrasyonlarda(%,0.5 %1, %2.5, %4, %5.25) NaOCI ile endodontik patojenlere
olan dezenfeksiyon etkisi bakimindan karsilastirmislardir. CHX % 2 jel ve % 2 sivi
formiilasyonlarinin her ikisi de Staphylococcus aureus ve Candida albicans 1 15 sn
de ortadan kaldirmistir. CHX jel formu E.faecalisi 1 dakikada yok etmistir. Test
edilen ajanlarin tiimii, 15 s i¢inde Porphyromonas endodontalis, Porphyromonas
gingivalis ve Prevotella intermedia y1 ortadan kaldirmistir. Tiim mikroorganizmalari
ortadan kaldirmak i¢in % 1.0 ve % 2.0 CHX soliisyonlar i¢in gereken siire, % 5.25
NaOCl i¢in gereken siire ile ayni1 olmustur . Bu ¢alismalar, antimikrobiyal etkinin,
ajanlarin tiirli, konsantrasyonu ve sunum sekli ile birlikte kullanilan formiilasyonun

mikrobiyal duyarlilig: ile ilgili oldugunu dogrulamaktadir.

Manzur ve ark. (155) randomize bir klinik ¢alismada, Ca(OH), , %2 CHX jel
ve ikisinin kombinasyonunun kanal medikamenti olarak antibakteriyel etkinligini
degerlendirmislerdir. Ilk tedavi seansinda enstriimantasyon Oncesi ve sonrast
operasyon alanindan ve kok kanallarindan bakteriyolojik ornekler alinmis, 1 hafta
sonra yapilan ikinci seansin baslangicinda 6rnek alimi tekrarlanmistir. Ca(OH)s,
CHX ve Ca(OH), / CHX karisimlarinin antibakteriyel etkilerinin karsilagtirilabilir
oldugu sonucuna varmiglardir. Zerella ve ark. (335) % 2 CHX soliisyon ile Ca(OH); i
karigtirarak elde edilen bir Ca(OH), patimin, kok kanalinin yeniden tedavisini
gerektiren disler tizerindeki dezenfeksiyon etkisini arastirmiglardir. Deneysel
medikament, {iglincii randevunun baslangicinda, 20 disin 16'sinin (% 80)
dezenfeksiyonunu saglamistir. Baslangigta enterokok igeren dislerin higbirinde
bakteriyel biliylime goézlenmemistir. % 2 CHX ve Ca(OH); karigiminin, enfekte
olmus kok kanallarinin dezenfeksiyonu tiizerinde Ca(OH), kadar etkili oldugu
sonucuna varmiglardir. Tanomaru ve ark. (336), in vivo ¢alismalarinda bakteriyel
endotoksin iceren kopeklerin dislerinin kok kanallarinda % 5 NaOCI, % 2 CHX ve
fizyolojik salin soliisyonlarinin ve Ca(OH), patinin etkisini degerlendirmislerdir.
Irrigasyon soliisyonlari ile birlikte yapilan biyomekanik preparasyonun endotoksini
etkisizlestiremedigini fakat Ca(OH), pati uygulamasinin endotoksini inaktive
edebildigini bildirmislerdir. Heling ve Chandler(337), yikama soliisyonlarinin E.
faecalis'e karst ex vivo antimikrobiyal etkinligini aragtirmislardir. Tek basina CHX
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ya da NaOCl ile karsilastirildiginda, antibakteriyel aktivite acisindan, hidrojen
peroksit (H202) ve CHX'in spesifik kombinasyonunun {istiin oldugunu
gostermislerdir. Steinberg ve ark., ¢esitli CHX ve H,0, kombinasyonlarinin triptikaz
soya (peptitler agisindan zengin bir kiltir ortami) icindeki E. faecalis
siispansiyonlar1 iizerindeki dezenfeksiyon etkisini arastirmislardir. Iki maddenin
kombinasyonunun her bir bilesen icin gerekenden ¢ok daha diisiik

konsantrasyonlarda bile tamamen E. faecalis'i 61diirdiigii bildirilmistir (338).

Athanassiadis ve ark. (167) %2 CHX i kanal medikamenti olarak
kullandiklarinda, dentin tiibiillerine yerlesmis olan E.faecalis i elimine etmede
Ca(OH), den daha basarili oldugunu iddia etmislerdir. Almyroudi ve ark. (313),
CHX / Ca(OH); in 50:50 karistmi da dahil olmak iizere kullanilan tiim CHX
formiilasyonlarina gore, tek basina kullanilan %1 CHX jelin antibakteriyel etkisinin
daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Bu bulgular E.faecalis biyofilmine yonelik
Gomes ve ark.nin (325) sigir dentini ile yaptiklari ¢alisgma ve Schafer ve Bossmann
(339) 1n insan dentini ile yaptiklari ¢alisma ile kuvvetlendirilmistir. Bu galismalarda
en etkili ajan CHX olarak bildirilmis, onu CHX/Ca(OH);, karisimi ve Ca(OH); in tek
basina kullanimi izlemistir. Insan dislerini kullanan in vitro ¢alismada, Ercan ve ark.
(249), % 2 CHX jelinin, dentin tiibiillerinin i¢indeki E. faecalis'e kars1 en etkili ajan
oldugunu, ardindan Ca(OH); ve % 2 CHX karisiminin takip ettigini, Ca(OH), tek
basina kullanildiginda ise 30 gilin sonra bile tamamen etkisiz oldugunu
gostermiglerdir. Schafer & Bossmann (339), E. faecalis'e kars1 % 2 CHX nin, tek
basina kullanilan Ca(OH); 'den veya ikisinin karistmindan ¢ok daha etkili oldugunu
bildirmiglerdir. Lin ve ark. (157), Evans ve ark. (340) sigir dentini kullanarak,
Ca(OH); ile % 2 CHX karisimimin tek basma Ca(OH); den daha etkili oldugu
gostemislerdir. Bir hayvan calismasinda, Lindskog ve ark. (341), 4 hafta boyunca
CHX ile bekletilmis dislerin periodonsiyumunda (hem apikal hem de marjinal
olarak) inflamatuar reaksiyonlarin azaldigini ve daha az kok rezorpsiyonu oldugunu
bildirmistir.

Genel olarak, in vitro ¢caligmalar CHX ve NaOCI' nin benzer konsantrasyonda
kullanildiginda karsilastirilabilir antibakteriyel etkiye sahip oldugunu gostermistir.
Ayrica, CHX son irrigant olarak kullanilabilecek umut verici bir ajan olarak

bildirilmektedir. Klinik bir c¢alismada Zamany ve ark. (169), son irrigasyon
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soliisyonu olarak kullanilan % 2 CHX nin, kanal preparayonu sirasinda NaOCl ile
yikanan kok kanallarindaki bakteri yiiklerini 6nemli dlgiide azalttigini gostermistir.
CHX'in ek avantajlar1 kok kanal dentinindeki antibakteriyel aktivitesinin belirli bir
stire kalic1 olmas1 ve goreceli olarak diisiik toksisitesidir (342). Bir ¢ok avantajina
ragmen, CHX aktivitesi organik madde varliginda biyiik Ol¢iide azalir (343).
Sodyum hipokloritin aksine, doku eritici Ozelliklere sahip degildir (344). Jel
formiilasyonunda %2 CHX, kok kanali dezenfeksiyonu icin % 5,25 NaOCl
cozeltisine alternatif olarak onerilmistir . Bu jel; %2 CHX ve antibakteriyel 6zelligi
olmayan, iyonik olmayan, inert, suda ¢oziinebilen bir jel bazdan olusur. Ferraz ve
ark. (345) CHX jelinin daha dezenfekte bir kok kanali yiizeyi olusturdugunu ve test
edilen diger ¢ozeltilere gore (% 5,25 NaOCl ve % 2 CHX soliisyon) karsilastirilabilir
bir antimikrobiyal etkiye sahip oldugunu gostermistir. Yazarlar, %2 CHX jelin, kok
kanal duvarlarina ve anatomik karmasikliklara, jelin viskozitesi nedeniyle etkili bir
sekilde ulasabildigine inanmaktadir. % 2 CHX jeli ayrica iyi antimikrobiyal
aktiviteye ve enstriimantasyon sirasinda lubrikant etkiye sahiptir. Dolayisiyla, ¢ozelti
formuyla karsilastirildiginda, jel formu, enstriimantasyon sirasinda dentin tiibiillerini
ve anatomik karmasikliklar1 daha iy1 dezenfekte edebilir. Diger bir avantaji,
enstriimantasyon sirasinda doner aletler lizerinde daha az stres olugsmasini saglayan
lubrikant etkisidir (172). Jel formundaki CHX 'nin, mikroorganizmalar1 6ldiirmek
i¢in s1v1 formda karsilik gelen konsantrasyondan daha uzun bir zaman gerektirdigi
bildirilmistir (334). Vianna ve ark. (346), nekrotik pulpa dokusu i¢eren insan disi kok
kanallarinin kemomekanik preparasyonundan sonra mikrobiyal yiikiin azalmasim
degerlendirmistir. Bu g¢alisma ig¢in 32 ayr1 hastadan nekrotik pulpali ve apikal
periodontitisli 32 tek koklii dis secilmistir. Kok kanal enstriimantasyonu sirasinda bir
grup % 2.5 NaOCl ile yikanirken, diger grup % 2 CHX jel ile muamele edilmistir.
Bakteriyel yiik, ger¢ek zamanli PCR ve geleneksel kiiltiir yontemleri kullanilarak
degerlendirilmistir. Ger¢cek zamanli kantitatif-PCR analizi, bakteriyel azalmanin
NaOCI grubunda, CHX grubundan daha fazla oldugunu gostermistir. Kiiltiir
teknigine gore, NaOCl grubunda vakalarmn % 75'1 kemomekanik dezenfeksiyon
sonrast bakteri icermezken, CHX grubunda vakalarin % 50'si bakteri
icermemektedir. Arastirmacilar, % 2.5'lik NaOCl'nin % 2 CHX jelinden daha etkili

bir kok kanali irrigant1 oldugu sonucuna varmistir. Buna karsilik, Wang ve ark. (172)
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calismalarinda % 2 CHX jelinin etkili bir kok kanali dezenfektani oldugunu ve
vakalarm % 90'nin kemomekanik preparasyondan sonra bakteri bulundurmadigini
gostermislerdir. Iki calisma arasindaki metodolojik farklilik sebebiyle farkli
sonuglarin elde edilmis olabilecegi diistiniilmektedir. Wang ve ark.(172) kok kanalini
prepeparasyon esnasinda CHX jel ile doldurarak islem yapmislardir. Bu nedenle
CHX jelin dentin ile temas siiresi arttigindan dezenfeksiyon etkisinin artmis
olabilecegini bildirmislerdir. % 2 CHX jelinin, bu yontemle kullanildiginda % 1.5 ila
% 5.25 NaOCl'den daha etkili bir dezenfektan oldugu gosterilmistir (172). Gomes ve
ark. (325), in vitro calismalarinda % 2 CHX jeli ile karigtirtlan Ca(OH); 'nin, steril
suyla karigtirllan Ca(OH), 'den daha iyi antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu
bildirmislerdir. Klinik bir ¢alismada, Siqueira ve ark. (347), Ca(OH), / CHX jeli ile 7
giinliik kanal i¢i medikament uygulamasinin, negatif kiiltiir veren kok kanallarinin
sayisini artirabilecegini gostermistir. Baska bir randomize klinik ¢alisma Ca(OH),, %
2 CHX jeli ve Ca(OH), / % 2 CHX jelin antibakteriyel etkinliginin kanal igi

medikament olarak kullanildiginda benzer oldugunu iddia etmektedir (155).

Bu calismada CHX jelin dezenfeksiyon etkisi KLTM ve kiiltiir yontemleri ile
degerlendirilmistir. 1 giinlik CHX jel uygulamasi sonrast KLTM sonuglarinda canl
bakteri sayis1 ortalama %38,27, olii bakteri sayist ortalama %61,73 tiir. 7 gilinlik
CHX jel uygulamasi sonrasi KLTM sonuglarinda canli bakteri sayis1 ortalama
%27,19 dur. Olii bakteri sayis1 ortalama %72,81 dir. Calismamizin sonuglar1 %2
CHX jelin dezenfeksiyon kapasitesini bildiren diger c¢alismalarla paralellik

gostermektedir.

Giimiis nanopartikiilti

%10 Ca(OH); pat1 igerisine 70 nm boyutlarinda 200 ppm AgNP soliisyonu
ilavesinin E.faecalis iizerinde etkisinin degerlendirildigi aragtirmada; bu karigimin 1
giinliik uygulanmasinda bile antibakteriyel basarisi dikkat cekicidir (348). Onceki
calismalarda Ca(OH), in antibakteriyel etkinligi i¢cin en az 1 hafta siireye ihtiyag
duyulacag isaret edilirken (300, 349), AgNP ile karistirildiginda kisa donem

intrakanal medikament olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (348).
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Afkhami ve ark. (350); 1:1 oraninda %30 Ca(OH); pat1 ile %2 CHX jel
karigiminin antibakteriyel etkinligini, 1:1 oraninda %30 Ca(OH); pat1 ile 100 ppm 20
nm AgNP karigimi ile karsilastirmis ve 1 hafta sonunda AgNP igeren karisimin
E.faecalise karsi en etkili medikament oldugunu bildirmislerdir. Ancak 1 aylik

uygulama siiresi sonunda medikamentler arasindaki bu farklilik ortadan kalkmaistir.

Wu ve ark. (263) giimiis nanopartikiillerini irrigasyon soliisyonu ve kanal
medikamenti olarak kullanmislardir. %0,2 lik AgNP soliisyonu, %2 NaOCl ve steril
salin E.faecalis biyofilmini uzaklastirmasi i¢in irrigasyon soliisyonu olarak 2 dk siire
ile test edilmistir. %0,2 AgNP ile irrige edilen orneklerde E.faecalis biyofilmi
bozulmamistir. Biyofilmde gozlenebilen bakteri miktar1 salin ile irrige edilen gruptan
farkli degildir. Calismanin 2.asamasinda biyofilm tizerinde %0,01 ve %0,02 AgNP
jel ve Ca(OH); 7 giin bekletilmistir. %0,02 AgNP jel ile 7 giin bekletilen drneklerde
biyofilm bozulmus, gozlenebilen bakteri sayist %0,01 AgNP jel ya da Ca(OH) ile
bekletilen gruplardan daha az olmustur. Calismanin sonuglarma gore, AgNP

irrigasyon soliisyonu olarak degil, kanal medikamenti olarak daha etkilidir.

Samiei ve ark. (351) 2014 yilinda yaptiklari ¢alismada kok kanallarinimn
dezenfeksiyonunda gilimiis nanopartikiilleri igeren c¢apraz baghh  hidrojel
nanokompozitinin , %?2.5 NaOCl soliisyonunun ve %2 CHX soliisyonunun
antibakteriyel etkinligini karsilastirmislardir. Kontrol grubu olarak glimiis
nanopartikiilii icermeyen c¢apraz bagl hidrojel kullanilmigtir. E.faecalis ile enfekte
edilen ilk grupta %2.5 NaOCI ve %2 CHX ile bakteriyel eliminasyon tam olarak
saglanirken giimiis nanopartikiilleri iceren capraz bagl hidrojel nanokompoziti ve
kontrol grubunda tam eliminasyon saglanamamistir. Fakat E.faecalis ile ikinci kere
enfekte edilen kanallarda giimiis nanopartikiilleri iceren ¢apraz bagli hidrojel
nanokompoziti , %2.5 NaOCl ve %2 CHX sollisyonuna gore ¢cok daha iyi bakteriyel
eliminasyon saglamistir. Giimiis nanopartikiilleri igeren c¢apraz bagli hidrojel
nanokompozitinin antibakteriyel etkinligini, diisiik toksisite gostererek ve tekrar
enfekte edilen kanallarda NaOCl ve CHX ile karsilastirildiginda daha iyi korudugu
bildirilmistir.

Mineral trioksit agregat (MTA) 1n antibakteriyel etkisinin sinirli oldugu, CHX
eklenerek bu etkinin artirilabilecegi fakat bu sekilde de MTA’nin
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biyouyumlulugunun ve basing dayaniminin azalabilecegi bilinmektedir (352). Samiel
ve ark. (353) MTA nin AgNP eklendiginde E.faecalis, P.aeruginosa, S.aureus ve
C.albicans tizerindeki antibakteriyel etkisinde olusabilecek degisimi arastirmislardir.
Bu calismada %1 oraninda AgNP eklenmis MTA’nin E.faecalis, ve P.aeruginosa
antibakteriyel etkinliginin anlamli derece arttigmi fakat S.aureus’e karsi
antibakteriyel etkinliginin degismedigi bildirilmistir. MTA’nin iyi antifungal
ozellikleri oldugu ve AgNP ilave edilmis MTA’nin C.albicans a karsi1 antifungal

etkisinin arttig1 gosterilmistir.

E.faecalis in 4 hafta siire ile inkiibe edilmesi ile olusturulan biyofilmin
uzaklagtirllmasini diyot lazer; ortalama 30 nm 100 ppm AgNP siispansiyonu;
fotodinamik tedavi ile birlikte diyot lazer; fotodinamik tedavi ile birlikte diyot lazer
ve AgNP; ve %2,5 NaOCI kiiltiir yontemi ile karsilastirmiglardir. Fotodinamik tedavi
ile birlikte diyot lazer ve AgNP nin birlikte uygulandigi 6érneklerde en iyi bakteriyel
eliminasyon saglanmasina karsin yontemler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

fark bulunamamustir (354).

Bo ve ark. (355) E.faecalis biyofilmi iizerinde %0,05 AgNP jel, %0,1 AgNP
jel %0,2 AgNP jel, CHX, CMCP ve salinin 24 saatlik uygulanmasi sonucu olusan
antibakteriyel etkiyi KLTM ile incelemislerdir. %0,1 ve %0,2 AgNP jel in CHX ve
CMCP den istatistiksel olarak anlamli derecede daha etkili oldugunu bildirmislerdir.

Mozayeni ve ark. (356) Ca(OH),, %2 CHX jel, ii¢lii antibiyotik pat1 ve AgNP
jelin E.faecalis biyofilmi tizerindeki etkilerini degerlendirdikleri ¢alismalarinda kagit
koni ve gates glidden frezler ile Ornek almislar ve bakteri sayimlarini
gerceklestirmislerdir. CHX jel ve tiglii antibiyotik pat1 etkili sekilde dezenfeksiyon
saglayabilirken Ca(OH), pati, AgNP jel ve salinin E.faecalis biyofilmine etkili

olamadig1 gortilmiistiir.

Lotfi ve ark. E.faecalis biyofilmine AgNP, %2 CHX ve %5,25 NaOCI nin
antibakteriyel etkilerini karsilastirmislardir. AgNP ile benzer antibakteriyel etkiyi
gosterebilmesi i¢cin NaOCI nin 70 kat daha yogun olmasi gerektigini gdstermislerdir.
Calismanin sonuglari, AgNP nin ¢ok daha diisiik konsantrasyonlarda bile %35,25
NaOCl ye benzer antibakteriyel etkiye sahip olduguna dikkat ¢cekmektedir (357).
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Rodrigues ve ark. (358) sigir dentin bloklarinda 21 giin inkiibasyon ile
olusturduklart E.faecalis biyofilmine 94 ppm AgNP soliisyonu, %2,5 NaOCl ve %2
CHX nin antibakteriyel etkisini 5,15 ve 30. dk uygulama siiresi sonunda KLTM ile
incelemislerdir. AgNP soliisyonunun daha az bakteriyi uzaklastirdigin1 ancak CHX
ile kiyaslandiginda biyofilmi daha iyi bozdugunu bildirmislerdir. NaOCI en iyi
antibakteriyel etkiyi gosteren ve biyofilmi en iyi bozan irrigasyon soliisyonu
olmustur. Rutin endodontik prosediirlerde kullanilmak tlizere AgNP nin irrigasyon

sollisyonu olarak etkili bir antibakteriyel ajan olmadig1 gosterilmistir.

Monteiro ve ark. (359) AgNP nin, dental stomatitlerin en Onemli
etkenlerinden biri olan Candida albicans {izerindeki antifungal etkisini aragtirmislar
ve nistatin ya da CHX ile kombine olarak AgNP kullanildiginda Candida albicans
biyofilmini bozabilecegini ve stomatit tedavisinde umut verici yeni bir yontem

olabilecegini bildirmislerdir.

Ertem ve ark. (298) poroz silika ile kapladiklart AgNP yi, kok kanallarinin
yeniden enfeksiyonunu engellemek icin uzun donem antibakteriyel etki gostermesi
amaciyla irrigasyon soliisyonlar1 ile karistirmiglardir. Poroz silika kaplt AgNP nin
karisimlarinin tek ve ¢ok tiirli biyofilme daha iyi antibakteriyel etki gosterdigi
bildirilmistir. Silika kaplit AgNP ile hazirlanmis bu karisimlarin geleneksel irrigasyon

soliisyonlarina gore daha az sitotoksik oldugu bildirilmistir.

Daha onceki bir ¢ok c¢alismada oOzellikle diisiik dozda kullanilan giimiis
partikiillerinin hafif bir doku reaksiyonu olusturdugu bildirilmistir (360). Ancak,
Gomes-Filho ve ark. (361) 2 farkli AgNP konsantrasyonunun (23ppm ve 47 ppm)
olusturdugu doku reaksiyonu seviyesini, %2,5 NaOCI ve soliisyon uygulanmayan
kontrol grubuyla karsilastirilmiglardir. 15. giinde NaOCl nin olusturudugu doku
reaksiyonu ile 23 ppm AgNP nin olusturdugu doku reaksiyonu; 30. giinde 47 ppm
AgNP ve %2,5 NaOCI nin olusturdugu doku reaksiyonu benzer bulunmustur.
Ozellikle diisiik konsantrasyonlarda AgNP dispersiyonunun, irrigasyon soliisyonu

olarak ortalama doku reaksiyonu olusturmasi dnemlidir.

Okaryotik hiicreler igin giimiis iyonlarmin toksik konsantrasyonlar1 yaklasik
1-10 mg/L ve AgNP' ler igin 10-100 mg/L'dir (362). Arastirmalar, spesifik

antibakteriyel aktiviteye ve konak¢i hiicrelere daha diislik sitotoksisiteye sahip

111



AgNP'lerin modifikasyonuna ve gelistirilmesine yoneliktir. AgNP'lerin biiytikligi ve
yapisi disinda, biyolojik ortamda proteinlerin varliginin, nanopartikiillerin hiicrelere

olan etkilesimini ve toksisitesini biiyiik 6l¢iide etkiledigi gosterilmistir (220).

Zand ve ark. (363) %1 AgNP eklenmis ve eklenmemis MTA nin rat
subkiitan6z dokusundaki enflamasyon cevabini in vivo olarak karsilastirmiglardir. Bu
calismada MTA ve AgNP iceren MTA arasinda 7,15,30,60 ve 90. giinlerdeki

olusturduklar1 enflamasyonda istatistiksel acidan farklilik gozlenmemistir.

Takamiya ve ark. (364) 2 farkli stabilize edici ajan (amonyak ve
polivinilprolidon) ile sentezlenmis AgNP nin (SNA ve SNP) fare fibroblast hiicresine
olan etkilerini ve Wister ratlarina implante edildiginde olusan enflamasyon cevabini
incelemislerdir. Onceki calismalarda AgNP nin doz bagimli olarak toksikolojik
cevap olusturabildigi, morfolojik anormallikleri indiikleyebildigi, mitokondriyal
solunum zincirinde bozulmaya yol agabildigi, DNA hasar1 ve apoptoza neden
olabildigi bildirilmistir. Bu calismada sentezlenen AgNP lerin konsantrasyon bagimli
olarak fibroblast hiicre goriiniirliigiinii etkileyebildigi gosterilmistir. SNA, SNP den
daha fazla toksik etki olusturmustur. SNA ve SNP 1 mikrogram/mL oraninda
hazirlandiginda  ratlarin  subkiitan6z  dokularindaki  enflamasyon cevabim
indiiklememislerdir. Bu sonuglara dayanarak SNA ve SNP nin diisiik dozlarda
biyouyumlu oldugu fakat daha fazla in vivo arastirmaya ihtiyag¢ duyuldugu

goriilmektedir.

AgNP nin endodontik tedavide antibakteriyel ajan olarak kullanilmasindaki
en 6nemli diger dezavantaj dentin renklenmesine neden olmasidir. Afkhami ve ark.
(365) 2017 yilinda yaptiklar1 ¢alismada Ca(OH), pati, 100 ppm 20 nm AgNP
soliisyonu ile karigtirtlmis Ca(OH); patt ya da salini 3 ay siire ile dentin bloklarina
uygulamiglardir. 3 ay sonunda renk degisimini spektrofotometre ile
degerlendirmislerdir. AgNP ve Ca(OH); karistminin dentinde olusturdugu renk
degisiminin, Ca(OH); in tek basina olusturudugu renk degisiminden istatistiksel
olarak anlamli derecede farkli olmadigi bildirilmistir. Endodontik tedavi icin
kullanilacak medikamentlerin sadece kanal boslugu ile sinirli olmas1 gerektigi, mine

sement siirinin  koronal yonde asilmamasi gerektigi, protetik ve restoratif
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uygulamalardan Once pulpa odasindaki medikamentlerin mutlaka temizlenmesi

gerektigi yeniden vurgulanmistir.

Gegmis yillarda antibakteriyel etkinlik ¢alismalarinda farkli biiyiikliiklerde
AgNP ler kullanilmigtir. Afkhami ve ark. (350) ortalama 20 nm biiyiikliigiinde AgNP
kullanirken, Javidi ve ark. (348) ortalama 70nm biiyiikliigiinde AgNP kullanmustir.
Cheng ve ark. (223) calismalarinda 3nm biiyiikliigiindeki AgNP nin bulundugu
ortamda iyi derecede disperse olabildigini ve 2-5 nm biiyiikliiklerindeki AgNP lerin
dentin tiibiilleri ic¢inde rezidiiel kalmis bakterilere ulasarak antibakteriyel etki
gosterebilecegini vurgulamistir. Morones ve ark. (221) calismalarinda gram (-)
bakterilere yonelik olarak 1-10 nm araligindaki biiyiiklikte AgNP lerin en iyi
antibakteriyel etkiyi gosterebildigini bildirmislerdir. Bakterisidal etkinin biiyiikliige
bagimli oldugunu; daha kiigiik boyutta olan AgNP lerin bakteri membranina
rahatlikla tutunarak permeabiliteyi ve respiratuar mekanizmalart bozdugunu,
bakterinin i¢ine girebilecekleri icin DNA ya tutunarak DNA nin islevini bozdugunu
ve glimiis iyonlar1 saldiklarini bildirmislerdir. Bu ¢aligmada antibakteriyel etkiyi ve
dentin tiibiillerine penetrasyonu arttirabilmek amaciyla 2,5 nm biiytikliigiinde 210

ppm derisimde AgNP kullanilmistir.

Bu caligmada 1 giinlik Ca(OH),+AgNP uygulamasi sonrasi KLTM
sonuglarinda canli bakteri sayist ortalama %28.95, olii bakteri sayisi ortalama
%71,05 tir. 7 glinliik uygulama sonrasinda canli bakteri sayis1 ortalama %35,12, 6lii
bakteri sayis1 ortalama %64,88 dir. Ca(OH), e AgNP i eklendiginde antibakteriyel
etkisi istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0,01). Bu sonug,
Ca(OH); in AgNP ile karigtirildiginda antibakteriyel etkisinin arttigini bildiren Javidi
ve ark. (348) ve Afkhami ve ark. (350) sonuglari ile benzerlik gostermektedir. AgNP
nin potansiyel sitotoksik etkileri ve dentini renklendirmesi ile ilgili daha fazla
calisma yapilarak, AgNP eklenmis Ca(OH); in rutin endodontik prosediirlerde

kullanilmak tizere kapasitesi degerlendirilmelidir.

Bu calismada 1 giinlik CHX+AgNP uygulamasi sonrast KLTM sonuglarinda
canlt bakteri sayist ortalama %18,96, 6lii bakteri sayist %81,04 tiir. Bu uygulama
diger tiim uygulamalardan istatistiksel olarak anlamli derecede basarili bulunmustur.

7 glinliik uygulama sonrasi canli bakteri sayis1 ortalama %?20,72, 6lii bakteri sayisi
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ortalama %°79,28 dir. Daha oOnce yapilan c¢alismalarda CHX ile Ag birlikte
kullanildiginda antibakteriyel etki acisindan sinerjistik bir etki olusabilcegi
bildirilmistir (366, 367). Calismamizin sonuglar1 da bdyle bir etki varligin
desteklemektedir. AgNP ile karistirilmis CHX, kok kanal tedavisi esnasinda ara
seans medikamenti olarak antibakteriyel ac¢idan umut vaadetmektedir. Dentin

renklenmesi ve sitotoksisite agisindan daha fazla ¢alismaya ihtiya¢c duyulmaktadir.
Biyofilmin degerlendirilmesi

Endodontide uygulanan bir tedavi agsamasinin veya teknigin kok kanalindaki
biyofilm tizerine etkisini degerlendirmek amaciyla bir¢ok in vitro biyofilm modeli
gelistirilmistir. Biyofilmin eliminasyonunu degerlendirirken bir veya bir kag metod
bir arada kullanilabilir (135). Antimikrobiyallerin uygulanmasindan sonra hayatta
kalan intrakanal mikroorganizmalarin sayisi, kok kanali Orneklemesinden sonra
kantitatif olarak bakteriyel kiiltiir yontemi kullanilarak degerlendirilebilir. Biyofilm,
mikroskop kullanilarak dogrudan gorsel yontemlerle de kantitatif veya yar1 kantitatif

olarak da incelenebilir (126).

Kiiltiir yontemi: Biyofilmin uzaklastirilmasimin degerlendirildigi 2018 yilina
kadar yapilmis c¢alismalara bakildiginda bunlarin %87 sinde mikrobiyal kiiltiir
yontemi tek degerlendirme yontemi olarak kullanilmistir (126). K6k kanalindan
ornek alinmasi uygulamasinin bir takim eksiklikleri vardir. Kok kanalindaki sivinin
varligi, tutunmusg bakterilerin ylizeyden kopmasii saglayamaz. Dolayisiyla kagit
koniler, drnekleme sivisinda yiizen, sadece bagli olmayan bakterileri toplar. Bu
yaklasim, basit kok kanal anatomisi olan dislerde etkili olabilmesine ragmen,
dogrulugu kesin olarak ortaya konulamamistir. Ciinkii, mikrobiyal yiikiin hangi
oranda kanaldan uzaklastirildig1 acik degildir. Daha karmasik kok anatomisine sahip
dislerde, aksesuar kanallar gibi ulagilmasi gii¢ anatomik bolgelere enstriimanlarla
erisilemez ve bu nedenle yeterince iyi 6rnekleme yapilamaz (329). Ayrica 6rnek
alinmasi esnasinda tiim kanal yiizeyine temas edildiginden koronal, orta veya apikal
bolge arasinda bakteriyel ylikiin ne kadar azaldigmin ayrimimi yapmak miimkiin
olmayacaktir. Diger taraftan, steril besiyeri hazirlanmasin1 gerektirdigi i¢in zaman
alicidir. Kolonilerin gelismesi i¢in ¢ok fazla islem adimi gerektirir. Ayrica, sadece

laboratuvarda kiiltiirlenebilen mikroorganizmalarin tespit edilmesine izin verir. Bu
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yontem, kiiltiire edilemeyen mikroorganizmalar1 da igerebilecek klinik numuneden

tiiretilen bir biyofilmin incelenmesi i¢in uygun degildir (126).

Ayrica, biyofilm hiicrelerinin bir alt popiilasyonu goriilebilir ancak iiretilemez
olabilir. Yani, bakteriler, planktonik duruma benzer sekilde diisiikk bir metabolik
aktivite durumunda olabilirler. Tiim bu nedenlerle negatif bir kanal kiiltiirii, steril bir

kanali temsil etmeyebilir (368).

Zhang ve ark. (369) iki farkli irrigasyon sisteminin ¢ok tiirlii biyofilme
yonelik antibakteriyel etkisini ger¢ek zamanli PCR ve Kkiiltiir yontemi ile
degerlendirmislerdir. Ger¢ek zamanli PCR ile yapilan degerlendirmenin kiiltiir
yontemi ile yapilan degerlendirmeye gore ¢ok daha hassas oldugunu, ornekte az
sayida bakteri bulundugunda kiiltiire etmenin ¢ok zor ya da imkansiz olabilecegini

vurgulamiglardir.

Shen ve ark. (368) farkli biiyiime fazlarindaki ¢ok tiirlii biyofilmde bulunan
bakterilerin canliligimi kiiltiir yontemi ya da KLTM ile degerlendirmislerdir. Cok
tiirlii biyofilm 3 hafta boyunca haftada bir besiyeri degistirilerek (faz 1), sonraki 9
hafta boyunca hi¢ besiyeri eklenmeden (faz 2: aglik) ve son olarak 4 hafta boyunca
tekrar besiyeri eklenip reaktivasyon yapilarak kiiltir ve KLTM ile incelenmistir.
Besin azliginda bakterilerin VBNC fazinda bulunabildigini, tekrar besin eklendiginde
ise bakterilerin kiiltiire edilebilir sathaya ge¢is yapabildigini gostermislerdir.
Ozellikle uzun dénem aclik periodunda daha ¢ok VBNC fazinda bulunan bakteriler
KLTM ile %75 canli olarak tespit edilebilirken, ayni orneklerin kiiltiirlerinde
bakteriler %0,01 oraninda canlilik gdstermistir. Endodontik mikrobiyoloji
caligmalarinda antibakteriyel etkinlik karsilastirmasinin klinik kosullara daha yakin
sonuglar verebilmesi ve biyofilm bakterilerinin gercek canliligmmin daha 1iyi
yansitilabilmesi i¢in canlilik boyalarinin kullanildigt KLTM ¢alismalarmin, kiiltiir

yontemine tercih edilebilecegi konusuna dikkat ¢ekmislerdir.

Kishen ve ark. (370) E.faecalis iizerine antimikrobiyal fotodinamik
inaktivasyonun arttirlmasinda  effluks pompa inhibitorlerini  kullandiklari
caligmalarinda etkiyi planktonik bakteriler, biyofilmden kaynakli bakteriler ve
biyofilm bakterileri lizerinde kiiltiir yontemi ve KLTM kullanarak ayr1 ayri

incelemislerdir. Planktonik Kkiiltiirlerin antimikrobiyal testler i¢in kullaniminin,
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genellikle klinik bulgularla bagdasmayan oldukca iyi antimikrobiyal sonuglar
verdigini  bildirmiglerdir. Biyofilmin degerlendirildigi KLTM sonuglarinda

antimikrobiyal basar1 daha diisiik bulunmustur.

Shrestha ve ark. (371) kitosan ve ¢inko oksit nanopartikiillerinin
antibakteriyel etkinliklerini iki farkli E.faecalis izolatinda degerlendirdikleri
calismalarinda kiiltir ve KLTM yontemlerini birlikte kullanmislardir. Kiiltiir
sonuclarinda kitosan nanopartikiilleri ile muamele edilen grupta 8-10 saat sonra,
cinko oksit naopartikiilii ile muamele edilen grupta 12 saat sonra total bakteri
eliminasyonu gozlenmistir. Fakat KLTM sonuclarinda hi¢ bir Ornekte tam
eliminasyon gdzlenememistir. Ozellikle biyofilmin antibakteriyellerden daha uzak

kalan derin katmanlarinda canli bakteri varlig: bildirilmistir.

Calismamizda kiiltiir sonuclarina gore hem 1, hem de 7 giin siire ile
antibakteriyel uygulamasi sonucu Ca(OH),+AgNP, CHX+AgNP, CHX gruplarinda
hi¢ bakteri iiremesi gerceklesmeyen Ornekler bulunmaktadir. Fakat KLTM
sonuglarinda taranan oOrneklerin hepsinde canli bakteri varhigi tespit edilmistir.
Shrestha ve ark. (371) nin ¢aligmalarina benzer sekilde KLTM ile yapilan 3 boyutlu
analizde, canli bakterilerin 6zellikle biyofilmin antibakteriyellerle temas etmeyen
derin tabakalarinda bulunduklar1 gozlenmistir. Calismamiz, kiiltiir yontemi ile tespit
edilemeyen canli bakterilerin canlilik boyalar1 ile boyanarak KLTM ile
degerlendirilebilecegini Shrestha ve ark. (371) ve Shenve ark. (368) in

calismalarinda oldugu gibi kanitlamistir.

Konfokal lazer taramali mikroskop (KLTM): Yapilan literatiir
taramasinda son yillarda yapilan endodontik antibakteriyel etkinlik ¢aligmalarinda
sahip oldugu avantajlar nedeniyle kiiltiir yonteminin yanisira KLTM nin de siklikla

kullanilmaya baslandig1 goriilmiistiir (Tablo 7).

Schaudinn ve ark. (135) endodontik biyofilmi goriintiilemek i¢in kombine
olarak SEM, KLTM ve FISH yontemlerini kullanmiglardir. Basarisiz olmus kok
kanal tedavisi sebebiyle c¢ekilmis disler SEM de degerlendirilmistir. SEM
mikrograflarinda kok kanallarinin amorf matris ile kapli oldugunu, ¢ok az bolgede
bakterilerin gozlenebildigini bildirmislerdir. Amorf matrisin bakteriden yogun bir

biyofilm tabakasi ya da alttaki hiicrelere ait steril bir iiriin olup olmadigini anlamak
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icin ornekler EUB338 etiketlendikten sonra KLTM ve FISH ile incelenmistir. KLTM
de amorf matris kapli alanlarda yogun floresan 1sima gergeklesmistir. FISH
incelemesi de amorf matris kapli alanlardaki bakteri varligin1 dogrulamistir. Gelismis
bir 151k mikroskobu olan KLTM nin, SEM in (6rnege invaziv uygulamalar yapilmasi,
biyofilm i¢ine gomiilii kalmis bakterilerin ayirt edilememesi, vb.) kisithiliklarini
ortadan kaldirmada etkili bir yontem olabilecegini ve yontemlerin kombine

kullanimlarinin tek baglarina kullanima gore avantajli oldugunu bildirmislerdir.

Nagayoshi ve ark. (372) gelencksel fluoresans mikroskobu kullanilarak
dentin tiibiillerinde bakteri canliliginin kontrol edilebildigini gostermislerdir. Ancak
odak dis1 diizlemlerden kaynaklanan arka plan bulaniklig1 kontrast1 azalttigindan tek
tek hiicrelerin, boyanin ya da artefaklarin ayirt edilmesini zorlastirdigini
bildirmislerdir. Ayrica, geleneksel floresan mikroskobu, dentin &rneklerinin
demineralizasyonunu gerektirdiginden dentin tiibiillerinde bakteri dagilimin

gorsellestirmek icin en iyi yontem degildir.

Zapata ve ark. (373) calismalarinda, enfekte dentindeki E.faecalis in
goriintiilenmesinde KLTM nin uygun bir yontem oldugunu bildirmislerdir. Kiiltiire
edilemeyen sathadaki rezidiiel bakterilerin ve dentin tiibiillerinin derinliklerine
yerlesmis bakterilerin etkili sekilde saptanmasinda KLTM kullanimimin gerekli

oldugunu gostermislerdir.

Ma ve ark. (374) dentin dezenfeksiyonunun etkinligini saptamak i¢in KLTM
calismalarinda kullanilmak iizere, yeni bir non invaziv metod gelistirmislerdir. Uzun
siireli inkiibasyon periyotlarindan sonra bile bakterilerin dentin tiibiillerinin
derinliklerine iyi derecede invaze olamadigi bilinmektedir. Bu ¢alismada klinik
kosullarin daha iyi taklit edilebilmesi i¢in, dentine invazyon santrifiij ile arttirilmistir.
Daha sonra dentin bloklar1 uzunlamasina boliinerek antibakteriyellerin dentin tiibiilii
icerindeki bakterilere etkisi KLTM ile incelenmistir. Tiibiillerin yiizeylerinde &lii
bakteriler daha siklikla gbzlenebilirken, derinlere inildik¢e canli bakteri miktarinin
arttigr  gorilmistir (257). KLTM sadece yiizeydeki bakterileri degil, dentin
tiibiillerine penetre olmus bakterileri de saptayabildiginden, uygulanan antibakteriyel
ajanin tiibiil i¢indeki dezenfeksiyon etkisi hakkinda yorum yapilabilmesine olanak

saglar. Calismamizda dentin bloklarinin enfekte edilmesinde santrifiij yapilmasina
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ragmen, dentin bloklar1 uzunlamasina boéliinerek incelenmediginden giimiis
nanopartikiilii ile karistirillmig geleneksel dezenfektanlarin dentin tiibiillerinin
derinliklerindeki antibakteriyel etkisini bilememekteyiz. Yapilacak yeni ¢alismalarla
oldukca kii¢iik boyutlardaki AgNP lerin dentin tiibiillerine invazyonu ve

antibakteriyel etkisi degerlendirilebilir.

Bukhari ve ark. (375) demiroksit nanopartikiillerinin antibakteriyel etkinligini
E.faecalis biyofilmi iizerinde KLTM ile incelemislerdir. Ornekleri ic-orta-dis bolge
olarak ayr1 ayr1 degerlendirip, nanopartikiillerin dentin tiibiillerinin derin
katmalarindaki antibakteriyel etkinligini irdelemislerdir. Ozellikle orta ve i¢ bolgede
demiroksit nanopartikiilii ile karistirilmis hidrojen peroksitin antibakteriyel etkisinin
geleneksel irrigasyon ajanlarina kiyasla daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir.
KLTM ile nanoboyuttaki bu partikiillerin dentinin derin katmanlarindaki etkisi
degerlendirilebilmistir. Ozellikle dentine invaze olabilen nanoboyuttaki materyallerin
dezenfeksiyon etkisinin saptanmasinda klasik kiiltiir metodlarinin, biyofilmin uzaysal

durumunu belirlemede yetersiz olmasindan dolay1 tercih edilmedigi vurgulanmustir.

Perochena ve ark. (240) Ca(OH), e kitosan nanopartikiilii ya da propolis
ekleyerek tek ve c¢ok tirlii biyofilmlere yonelik antibakteriyel etkinlik
karsilagtirmasit ~ KLTM  ve  kiltir  yontemlerini  kombine  kullanarak
degerlendirmislerdir. Caligmamiza benzer sekilde, Ca(OH); in tek basimna
antibakteriyel etkinligi kiiltiir ydtemi ile irdelendiginde basarili bulunmasina ragmen,
KLTM sonuglarinda iyi bakteriyel eliminasyon saglayamadigi gosterilmistir.

Ca(OH); e kitosan nanopartikiilii eklendiginde antibakteriyel etkinligi artmistir.

Bu calismada geleneksel antibakteriyel medikamentlerin ve onlara AgNP
karistirilmasinin ¢ok tiirlii biyofilm iizerindeki etkinlikleri hem kiiltiir hem de KLTM
yontemleri ile degerlendirlmistir. 1. glin KLTM sonuglarinda tiim gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark (p<0,01) saptanabilirken, kiiltiir sonuglarinda
Ca(OH), +AgNP, CHX, CHX+AgNP gruplar1 arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli ¢itkmamugtir. Bu durum, kiiltiir yontemi uygulanirken 6rnekleme sivisindaki
planktonik bakterilerin sayilmasi, KLTM de ise biyofilm igerisindeki canli/6lii
bakterilerin direk olarak sayilmasi ile agiklanabilir. Ayrica, KLTM ile kiiltiire

edilemeyen ancak canli fazdaki bakterilerin de goriintiilenebiliyor olmasi
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medikamentlerin daha hassas bir seklide karsilastirilabilmesine olanak tanimaktadir.
Tiim bu nedenlerden dolay1 biyofilm eliminasyonun KLTM ile degerlendirilmesi
daha hassas sonuglar verdiginden antibakteriyel ajanlarin etkinligi ile ilgili olarak

daha dogru yorumlar yapilabilmesine olanak saglar.
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Tablo 7. Son 5 yil iginde endodonti alaninda yapilmis bazi antibakteriyel etkinlik

caligmalari
s . L Degerlen-
Arastirict yu | , Biofilmtipi- - Biyofilm Antimikrobiyal ajan dirme
Inkiibasyon siiresi Substrat .. .
Yontemi
Javidi ve ark. Tek tiirlii (E.faecalis)- | insan dentin | AgNP ile karistirilmis e
(348) AU 2 g il Ca(OH), <At
Metil tiazol
Bo ve ark. 2014 Tek tirlt (E.faecalis)- | Polistren AgNP jel, CHX, tetrazolium
(355) 1 giin plak CMCP (MTT) test
KLTM
e ; ; . AgNP soliisyon
Wu ve ark. Tek tiirlii (E.faecalis)- | Insan dentin - SEM
2014 9 NaOCI, AgNP jel ve
(263) 4 hafta blogu Ca(OH), KLTM
Tek tirlt (E.faecalis)
Shrestha ve ve ¢ok tiirli . . .
ark. 2014 | (Pintermedia, | "ndenan | Heiosen HE Ve KLTM
(289) A.naeslundii, g P
S.oralis)-21 giin
Mozayeni ve e .+ | Insan dentin | AgNP jel, Ca(OH), ve 1o
ark. (356) 2014 | Tek tirli (E.faecalis) il CHX jel Kiltiir
Albuquerque e : .| Uglii antibiyotik pat1
ve ark. 2015 | (5 na;?ﬁ;gﬂl)“ Tiin Insablf dentin | A p), TAP icerikli KLTM
(216) ' gl ogu fiber
: .| Ag ytkli mezoporoz
Farz3v7e6:;rk. 2015 | Tek tirli (E.faecalis) Insf:)rll dfmtm biyoaktif cam, KSLE.I'_VIM
ogt Ca(OH),
Aszzin Ive 2015 Tek tiirlii (E.faecalis)- | insan dentin | AgNP + Ca(OH)s, Kiileair
(350) 21 giin blogu CHX ve Ca(OH),
_— Cok tiirlii biyofilm
RUPERIENES (apikal peridontitisli | insan dentin | NaOCI, CHX,
ve ark. 2015 . 9 . L KLTM
(255) dislerden)- blogu Alexidin, Cetrimid
3 hafta
Afkhami ve e . . . AgNP, fotodinamik
ark. 2016 Tek turlz r(]sf{:ecalls)- Insirll qentm terapi, diyot lazer, Kiiltiir
(354) gl lazer aktive NP
Gonzalez- e . : . Sivi
Lunaveark | 2016 | o€ (E..'Laeca"s)' fnsan denin | AgNP, NaOCI, EDTA | mikrodiliisyon
(377) gl £ testi
Cok tiirlii biyofilm
Albuquerque (A.naeslundii, . )
ve ark. 2017 E.faecalis, Ins?)rll dventm TAP iT’i\iilli fiber KLTM
(256) S.sanguinis)- ogl se ¢
7 glin
Bukhari ve o . : .
Tek tiirlii (E.faecalis)- | Insan dentin L
(gr7k5;) 2017 3 hafta il H,0, ve demiroksit NP KLTM
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Tek tiirlii (E.faecalis)-

Perochena ve 21 giin ve ¢ok tiirli | ; . . . e
ark. 2017 | (intraoral ortodontik lns?)rll dventm K't.(;sal? NP, perpO“S Eﬁlﬂa
(240) aperey ile) biyofilm- ogu e Ca“étﬁl mis
2 giin a( )2
Cok tiirli biyofilm
Hoedke ve (E.faecalis, insan dentin
ark. 2017 S.oralis, blodu Fotodinamik terapi, Kltiir
(378) P.intermedia)- £ NaOCI ve CHX
4 giin
Tek tiirlii (E.faecalis)
ve ¢ok tiirlii biyofilm
(F.nucleatum, . Poroz silika kaplt
Ertem ve ark. 2017 A. naeslundii, H\'/Aé ?I:sslglner AgNP ve Kiiltiir
(298) E. faecalis, dentin blogu NaOCl , EDTA
S.sanguinis, g kombinasyonlari
S.sobrinus)-
10 giin
AgNP ya da CHX
Zhou ve ark. Tek tiirlii (S.aureus- | Politire-tan asetat ile kombine e
(379) ALY E.coli)- 1 giin film edilmis PLLA Lt
mikrokapsiilleri
De Meyer ve Iki tiirld i .
ark. 2017 (E. faecalis ve 1351 3§i¥r§§ikn all_(?izvegs;lélrl]tr;s:gg Kiiltiir
(245) S.mutans)- 2 giin '
Tek tiirlii
(E.faecalis) — ; . -
Wa”(%g’g)ark' 2018 |1 hafta ve cok tiirlii I“S%‘;O‘fflntm DIK=S p,ﬁgg%fi EDTA. | kLTMm
biyofilm (dental plak)- &
1 hafta
ROdr;?E.e Y| Jo1g | Tek tirli (Efacalis)- | Sigar dentin AgNP, NaOCI, CHX KLTM
21 giin blogu
(358)
Cok tiirlii biyofilm
(A.naeslundii,
Reum Kim ve E.faecalis, insan dentin
ark. 2019 S.mutans blodu LTA, CHX, Ca(OH), KLTM
(296) L.salivarius)- £
5 giin
e . - . LED 1s1k, curcumin,
Od?g\éi;irk. 2019 Tek turl;l(ggjecalls) Slgkl)rl(jlglrlltm carbopol gel KLTM
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6. SONUC ve ONERILER

Bu calismanin smirlart dahilinde elde edilen sonu¢ ve Oneriler asagida

sunulmustur.

1.

10.

E.faecalis, S.mutans, L.acidophilus, A.naeslundii bakterileri 7 giin siire ile uygun
kosullarda inkiibe edildiginde insan dentin blogu {iizerinde dentin yiizeyinin
tamamini kaplayan, ekstraseliiler matriks i¢ine gdémiilii yogun bakteri topluluklari

iceren ¢ok tiirlii biyofilm olusmaktadir.

Deneyde kullanilan hi¢ bir medikament 1 giinliik ya da 7 giinliik uygulama siiresi

sonunda dentin blogunda tam bakteri eliminasyonu saglayamamaktadir.

Geleneksel medikamentler olan Ca(OH), ya da CHX nin AgNP ile karigtirilarak
uygulanmasi, medikametlerin antibakteriyel etkinligini hem 1. hem de 7.gilinde

arttirmistir.

CHX+AgNP karisimi 1 giinliik ve 7 gilinliik uygulama siiresi sonunda en basarili

antibakteriyel etkiyi gostermistir.

Deneyde kullanilan medikamentler arasinda Ca(OH); 1 giinliikk ve 7 giinliik

uygulama siiresi sonunda en basarisiz antibakteriyel etkiyi gostermistir.

Tiim uygulama zamanlarinda CHX, Ca(OH); den daha basarili antibakteriyel etki

gostermistir.

KLTM sonuglarina gére deneyde kullanilan medikamentlerin uygulama siiresinin

arttirtlmasi (1, 7 giin) antibakteriyal etkinliklerinde artis1 saglamamugtir.

Kiiltiir sonuglarina gore deneyde kullanilan medikamentlerin uygulama siiresinin

arttirilmasi (1, 7 giin) antibakteriyal etkinliklerinde artig1 saglamistir.

1 ve 7 giinliik uygulama siireleri sonunda; deneyde kullanilan medikamentler

arasindaki farklilig1 belirlemede kiiltiir yontemi KLTM ydnteminden yetersizdir.

Ca(OH),+AgNP, CHX+Ag, CHX uygulanan dentin bloklarinda hem 1. hem de 7.
giin sonunda kiltiir yonteminde hi¢ bakteri iiremesi goriilmeyen Ornekler
mevcutken, ayn1 6rnekler KLTM ile degerlendirildiginde tiim orneklerde canli
bakteri tespit edilmistir. Kiiltiir yontemi canli bakterilerin tespit edilmesinde

KLTM yonteminden yetersizdir.
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11. Geleneksel dezenfektanlarla karistirilan AgNP nin uygulandigi 6rneklerde farkli
derecelerde renklenme meydana gelmistir. Klinik uygulamalarda kullanimi
oncesi AgNP nin olusturdugu dentin renklenmesi ve memeli hiicrelerine
olusturabilecegi potansiyel toksik etkisi ile ilgili daha fazla ¢alismaya ihtiyag

vardir.
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7.0ZET

Giimiis Nanopartikiilii lave Edilmis Kanal i¢ci Medikamentlerin Cok Tiirlii
Biyofilm Uzerine Antibakteriyel Etkinliklerinin Karsilastirilmasi- ex vivo

Calisma

Amag: Kalsiyum hidroksit (Ca(OH),) veya klorheksidin jel (CHX) ile karistirtlmig
giimiis nanopartikiillerin (AgNP) kok kanal dentini lizerindeki ¢ok tiirlii biyofilm
lizerine antibakteriyel etkisini konfokal lazer taramali mikroskop (KLTM) ve kiiltiir

yontemleri ile arastirmak.

Yontemler: Dentin bloklar1 Enterococcus faecalis, Streptococcus mutans,
Lactobacillus acidophilus ve Actinomyces naeslundii den olusan bakteriyel
slispansiyonun dentin tiibiillerine santrifiijlenmesi yoluyla inokule edildi. Bir haftalik
inkiibasyon siiresi sonunda 50 enfekte dentin blogu uygulanacak medikamentlere
gore: salin soliisyonu (SS), Ca(OH), (Ultracal XS Ultradent), Ca(OH),+AgNP
(Nanografi) (1:1), 2% CHX jel (Gluco-Chex Cerkamed) ve 2% CHX jel+AgNP (1:1)
ve uygulama siiresine goére: 1 ve 7 giin olarak rastgele ayrildi (n=5). Kok kanali
yiizeyinde bakteri miktarini Olgmek i¢in medikament uygulamasi Oncesi ve
sonrasinda bakteri ornekleri steril kagit konlar ile toplandi. Biyofilm eliminasyonu
Live / Dead BacLight Bakteriyel Canlilik Kiti boyast ve KLTM ile kantitatif olarak
analiz edildi. Tim goriintiiler, canli bakterilerin yiizdesini 6lgmek igin Imagel
yazilim1 kullanilarak incelendi ve veriler Kruskal-Wallis ve Dunn hoc post testleriyle
(o = 0.05) istatistiksel olarak analiz edildi. Bakteriyel azalma faktoriyel diizlemde
Varyans Analizi (ANOVA) ve Tukey testleri kullanilarak hesaplandi ve analiz edildi
(a=0.05).

Bulgular: 1 haftalik inkiibasyon siiresi sonunda dentin bloklarinda olusan yogun ¢ok
tirlii biyofilm, taramali elektron mikroskobu ile goriintiilendi. Kiiltiir sonuglari;
AgNP'nin CHX veya Ca(OH), 'e eklenmesinin, her iki medikamentin de bakteriyel
azalma (P> 0,05 ve P <0,05) a¢isindan etkinligini her iki uygulama siiresinde de (1
ve 7 gin) arttirdigin1 ortaya koydu. KLTM goriintiileri, AgNP'nin CHX ile

karigiminin, kok kanali yiizeylerinde 1 ve 7 giinliik uygulama periyodlarinda, diger
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tim medikamentlerle Kkarsilastirildiginda o6nemli 0Olgiide daha fazla bakteri
6ldiirdiigiinii ortaya koydu. 1 giinliik uygulama siiresi sonunda AgNP ile karistirilan
CHX veya Ca(OH); 'nin etkinligi, tek basina kullanilan CHX veya Ca(OH),'den
istiindii (P <0.05). 7 giinlik uygulama siliresi sonunda bakteriyel canlilik;

CHX+AgNP < CHX < Ca(OH),+AgNP < Ca(OH), < SS sirasiyla gergeklesti.

Sonu¢: Giimiis nanopartikiillerinin kalsiyum hidroksit veya klorheksidin jel ile
karistirilarak ~ kullanilmasi, medikamentlerin  ¢ok tiirli  biyofilm {izerindeki
antibakteriyel etkinligini arttirdi. AgNP ve CHX karigimi, Ozellikle kisa siireli
uygulamalarda en etkili medikament oldu.

Anahtar Kelimeler: Cok tiirli biyofilm, Glimiis nanopartikiilii, Kalsiyum hidroksit,

Klorheksidin, Konfokal lazer taramali mikroskop
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ABSTRACT

Comparison of Antibacterial Efficacy of Silver Nanoparticles Mixed with

Intracanal Medicaments on Multispecies Biofilms — An ex vivo Study

Aim: To investigate the antibacterial effect of silver nanoparticles (AgNP) mixed
with calcium hydroxide (Ca(OH),) or chlorhexidine gel (CHX) against a
multispecies biofilm on root canal dentin, by confocal laser scanning microscopy
(CLSM) and culture-based analysis.

Methodology: Dentin blocks were inoculated with Enterococcus faecalis,
Streptococcus mutans, Lactobacillus acidophilus and Actinomyces naeslundii by
centrifugation of the bacterial suspension into the dentinal tubules. After one week of
cultivation, fifty infected dentin blocks were randomly divided into groups according
to medication; saline solution (SS), Ca(OH), (Ultracal XS Ultradent),
Ca(OH),+AgNP (Nanografi) (1:1), 2% CHX gel (Gluco-Chex Cerkamed) and 2%
CHX gel+AgNP (1:1) and time of application: 1 and 7 days (all groups, n=5).
Samples for bacterial culture were collected with sterile paper points before and after
medication to quantify the bacterial load. Biofilm elimination was quantitatively
analysed by Live/Dead BacLight Bacterial Viability staining and CLSM. All images
were processed using ImageJ software to measure the percentage of viable bacteria
and the data were analysed statistically by the Kruskal-Wallis and Dunn post hoc
tests (0=0.05). The bacterial reduction was calculated and analysed statistically using
the factorial Analysis of VVariance (ANOVA) and Tukey tests (0=0.05).

Results: Scanning electron microscope revealed a dense multispecies biofilm on
dentin blocks after 1 week of cultivation. Culture-based analysis revealed that the
addition of AgNP to CHX and Ca(OH), increased the effectiveness of both
medicaments in terms of bacterial reduction (P>0,05 and P<0,05, respectively) in
both application times (1 and 7 day). The CLSM images revealed that mixture of
AgNP with CHX killed significantly more bacteria on the root canal surfaces when
compared with all other medicaments at 1 and 7 day application periods. The
efficacy of CHX or Ca(OH), mixed with AgNP was superior to CHX or Ca(OH),
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used alone in 1 day of application (P<0.05). A significant decrease in bacterial
viability occurred in the following order:
CHX+AgNP<CHX<Ca(OH),+AgNP<Ca(OH),<SS in 7 day of application.

Conclusions: The use of silver nanoparticles as a mixture with calcium hydroxide or
chlorhexidine gel increased the medicaments’ antibacterial effectiveness on
multispecies biofilms. The mixture of AgNP and CHX is the most effective

medicament especially in short term applications.

Keywords: Calcium hydroxide, Chlorhexidine, Confocal laser scanning microscopy,

Multispecies biofilm, Silver nanoparticles
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