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1. GIRIS

Bakteriler pulpal ve periapikal lezyonlarin gelisiminde primer etyolojik faktor
olarak kabul edilmistir (1). Kok kanal tedavisinin temel amaci, kontamine olmus kok
kanal sisteminden mikroorganizmalari elimine etmektir (2). Kompleks kok kanal
sisteminin dezenfeksiyonunda ve debrislerin uzaklastirilmasinda, mekanik temizlik,
intrakanal medikamentleri ve irrigasyon soliisyonlar1 tek baglarina yeterli degildir.
Bunun nedeni kok kanal sisteminin tahmin edilemeyen anatomisidir. Mekanik
temizlikle birlikte irrigasyonun yapilmasi kanallarin temizlenme etkinligini arttirir (3).
Irrigasyon soliisyonu olarak en sik NaOCI kullamlmaktadir. Ucuz olmasi, kolay
bulunmasi, etkili fungisid ve germisid 6zelliginden sebebiyle NaOCI en ¢ok tercih
edilen irrigasyon soliisyonudur. Yiiksek toksisite ve alerjik reaksiyonlara sebep olmasi
gibi dezavantajlar1 vardir. Konsantrasyon orami arttik¢a toksisitesi de artmaktadir.

Ayrica dentinin fiziksel 6zelliklerini de degistirebilmektedir(4-5).

Klorheksidin endodontide invivo (6) ve invitro (7) galismalarda irrigant ve
intrakanal medikamenti olarak kullanilmaktadir. Zehnder tarafindan Onerilen bir
protokole gore kok kanal dolgusu yapilmadan once ilk olarak dentin tlizerindeki
organik yapiy1 ¢zmek i¢cin NaOCI ile irrigasyon yapilmalidir. Ardindan EDTA ile
irrigasyon yapilip smear tabakasi ortadan kaldirilmali ve son olarak CHX ile irrigasyon
yapilip antimikrobiyal aktivite ve dayamklilik arttirilmalidir (8). Irrigantlar ile yapilan
bu kombinasyonlar antimikrobiyal etkinligi arttirir. Fakat irrigantlar arasinda kimyasal
etkilesimler gergeklesebilir. Bazi ¢alismalar NaOCI ve CHX’in birlikte kullanilmasi
sonucu pembe renkli ¢okelti olustugunu gostermistir. Bu ¢okelti NaOCI ile CHX
karistirildiginda gerceklesen asit baz reaksiyonunun sonucu meydana gelmektedir
(3).Bu ozelliklerinden dolay1 NaOCI ile reaksiyona girmeyecek yeni bir irrigant bulma

ithtiyact dogmustur (9).

Hem NaOCI dezavantajlar1 hemde EDTA ve sitirk asidin dezavantajlari
sebebiyle bir¢ok yeni endodontik irrigant arayisina gidilmis bunlardan birisi de HEBP
dir (1). HEBP ile ilgili Arias-moliz ve ark calisma yapmustir (2). Ancak etkili
konsantrasyonu bilinmemektedir. Bu ¢alisma ile hem HEBP i¢in ideal
konsantrasyonun belirlenmesi hem de bu konsantrasyonlar da HEBP’in antibakteriyel

etkinliginin degerlendirilmesi planlandi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Biyofilm

Biyofilm, canli veya cansiz bir ylizeye geri doniisiimsiiz olarak tutunmus,
ekzopolimerik yapilar, proteinler, polisakkarikler ve niikleik astlerden olusan bir
ekstraseliiler matris tarafindan cevrelenmis ¢ok hiicreli mikrobiyal topluluklara
(bakteriler, mantarlar ve protozoalar) verilen isimdir (3-6). Biyofilm olusturma
yetenegi bir viriilans faktor olarak tanimlanmistir ve biyofilm olusumu i¢in sivi
ortamda serbest halde bulunan planktonik mikroorganizmalarin bir ylizeye tutunmasi
gerekmektedir (7). Mikroorganizmalar tarafindan {iretilen ekstraseliiler matris,
mikroorganizmalarin yalnizca bir ylizeye tutunmasini saglamakla kalmaz ayrica
mikroorganizmalarin birbirlerine tutunarak biyofilm yapisina katilmalarini da
saglar (8). Bu siirecin devaminda yilizeye bir¢ok farklt mikroorganizma tutunmaya
devam eder. Biyofilm olusumu mikroorganizmalarin kolonizasyonu ve konakta
canliliklarini siirdiirebilmeleri adina olduk¢a onemlidir (9). Mikroorganizmalarin
biyofilm igerisinde bulunmalarmin kazandirdigi en Onemli avantaj planktonik
tiirdeslerine oranla dis etkenlere karst daha korunakli ve daha direngli hale
gelmeleridir (9). Gida ve su endiistrisinde karsilasilan en 6nemli problemlerden birinin
biyofilm olusumu oldugu bildirilmistir (10). Giiniimiizde biyofilmlerin tip alaninda da
giderek artan bir neme sahip oldugu kabul edilmektedir. Ozellikle kataterler, kalga
protezleri, kalp kapagi protezleri, kontakt lensler gibi tibbi implantlarin yiizeyinde
biyofilm olustugu ve bu olusumun hastane enfeksiyonlarinin %65’inden sorumlu
oldugu kabul edilmektedir (6,11). Dis hekimliginde en ¢ok ¢alisilan biyofilm yapisi
dental plaktir (12). Kok kanallarinda biyofilm olusumu ilk kez ortaya koyan
arastirmaci ise 1987 yilinda Nair olmustur (13).

2.1.1. Biyofilmin Yapisi

Biyofilm bir ylizey {izerinde olgunlasirken, bakteriler tarafindan devamli
olarak ekstraseliiler polisakkarit, protein ve niikleik asit sentezlenir ve olusan
ekstaseliiler matriks biyofilmin hacimsel olarak %85’ini  olusturur (14).

Mikroorganizmalar biyofilmin ancak %15’ini olustururlar. Ekstraseliiler matriks



yalnizca biyofilmin yapisini belirleyen fiziksel bir iskele olmakla kalmaz, ayn
zamanda biyolojik olarak aktif, biyofilm i¢in gerekli olan besinler, su ve esansiyel
enzimleri igerisinde barindiran bir tasiyict gorevi goriir (15). Farkli popiilasyonlar ve
mikrokolonilerdeki topluluk iiyeleri, biyofilm matriksinin bir ucundan diger ucuna
uzanan ve ilkel bir dolasim sistemi olusturan acik su kanallar1 ile birbirinden
ayrilmistir (6). Su kanallar1 biyofilm igindeki birincil dolasim sistemidir ve bu
kanallardaki siv1 igerisinde substrat, bakteri metabolizmasi son iiriinleri ve bakteriyel

etkilesimden sorumlu sinyal molekiilleri taginir (15).

Biyofilm olusumunun erken evrelerinde bakteriler bir¢ok konak proteinine
baglanir ve diger bakterilerle etkilesime girerler. Bu etkilesimler biiyiime oranlarinda,
gen ekspresyonlarinda ve protein sentezinde degisimlere neden olur. Proteomik
teknikler ve DNA analizlerine gore biyofilm igerisindeki mikroorganizmalarin
planktonik tlirdeslerine gore % 20-70 oraninda daha fazla gen ekspersyonu gosterdigi
belirtilmistir (16,17). Bu durum biyofilm igerisindeki mikroorganizmalarin farkli bir

fenotipe donlismesine neden olur (18).

Biyofilmler i¢inde gen ekspresyonlarint koordine etmek i¢in hiicrelerarasi bir
iletisim mekanizmasi olan “Quorum Sensing” kullanilir (19). “Quorum Sensing”, bir
populasyondaki gen ekspresyonunlarinin koordineli bir sekilde gerceklesmesini ve
kontrol edilmesini saglayan bir iletisim mekanizmasidir (20). Bu iletisim mekanizmast
sayesinde tek hiicreli prokaryotik mikroorganizmalar, ¢ok hiicreli Okaryotik
organizmalar gibi hareket etmekte ve bu da onlara tek baslarina elde edemeyecekleri
simbiyotik hareket etme, biyofilm olusumu, viriilans ozelliklerin paylasilmasi,
antibiyotik tiretimi ve ekstraseliiler enzimlerin salgilanmasi gibi bir takim avantajlar
kazandirmaktadir (21). Biyofilm olusumu sirasinda goriilen; yiizeye baglanma,
cogalma, matriks tiretimi ve biyofilm yapisindaki parcalanmalar “Quorum Sensing”

mekanizmasi ile kontrol edilmektedir (22).



2.1.2. Biyofilm Olusumu

Mikrobiyal biyofilm olusumu hiicrelerin bir ylizey araciligiyla tutunmasi ile
baslayan gelisimsel bir siiregtir. Mikrobiyal biyofilm olusumu temel olarak ¢esitli

adimlari igceren 2 ana boliim altinda toplanir:
a) Hiicreler ile alt tabakalarinin baglangic etkilesimleri
b) Biyofilmin biiylimesi ve geligimi

Biyofilm formasyonu baslangicinda planktonik yapidaki hiicreler polimer
matriks veya kosullandirilmig film yiizeyine organik olarak baglanarak toplanir.
Sartlandirilmis filmler su, tuz iyonlari, albumin yada fibronektin gibi yerel cevre
bilesenlerinden olusmaktadir. ilk bakteri hiicreleri geldiginde hiicre ve
kosullandirilmis film tabakasi arasinda brown hareketi, yercekimi, difiizyon veya
elektrostatik etkilesimler gibi zayif ve geri doniisebilir fiziksel etkilesimler vardir (23).
Flagella ve pilus gibi bakteri yiizey yapilar ile olan 6zel baglantilar biyofilmin ilk
olusumunda 6nemli bir yere sahiptir. Bir sonraki adim hiicerelerin geri doniislimsiiz
bir sekilde adezyonudur. Hiicreler tarafindan salgilanan kati exopolimerler sayesinde
iki ylizey arasindaki itici kuvvetlerin etkileri azaltilmis olur. Bu hidrofilik

exopolimerler komplex ve dinamik bir yapidadir (24).

Biyofilmin gelismesi biyofilme yapisan ek hiicreler tarafindan ve bu hiicreleri
taklit eden hiicrelerin bir sonucu olarak meydana gelir (25). Bu tamamiyla dinamik bir
sliregtir, mikroorganizmalar 6nce kendi i¢lerinde sonra diger bir mikroorganizma ile
baglanirlar ve bu iliski aktif topluluklarda meydana gelir. Sonug¢ olarak biiyiime

esnasinda bazi hiicreler zamanla biyofilmden ayrilacaktir (26-29).

2.1.3. Biyofilm Gelisimi

Bakteriler besin igceren siviya temas etmis herhangi bir yiizey tizerinde biyofilm
olusturabilirler. Biyofilm olusumunda yer alan ii¢ ana bilesen bakteriyel hiicreler; kati

bir ylizey ve siv1 bir ortamdir. Biyofilm gelisimi {ic asamadan olusur:

Asama 1: Kat1 yiizey tlizerine g¢esitli inorganik ve organik molekiillerin

tutunmasi.



Asama 2: Biyofilm olusacak yiizeye mikrobiyal hiicrelerin adezyonu: Sicaklik,
pH, substrat yiizey enerjisi, beslenme durumu, bakterilerin temas siiresi, bakteri hiicre
ylizey hidrofobisitesi gibi bakteriyel baglanmay1 etkileyen bir¢ok faktor vardir.

Bakteri yiizey etkilesimi li¢ asamadan olusur:

1. Faz: Fimbriya, pili, kam¢1 ve ekstraseliiler polisakkaritlerin araciligiyla

substrat yiizeyine mikroorganizmalarin taginmasi (glycocalyx).

2. Faz: Elektrostatik ¢ekim, kovalent ve hidrojen baglari, dipol ve hidrofobik

etkilesimlerin kombinasyonu sonucu ilk non-spesifik mikrobiyal-substrat bagi olusur.

3. Faz: Spesifik mikrobiyal substrat baglanma asamasidir. Bu asamada, adhesin
veya bakteriyel hiicre yiizeyi lizerindeki ligand substrat iizerindeki reseptorlere

baglanir.

Asama 3: Bu asamada biyofilm olusumu ve genislemesi meydana gelir. Bu
asamada, ilk yerlesen mikroorganizmalar mikrokoloni olusturan sekonder bakterileri
¢eker ve mikrokolonilerin toplanmasi biyofilmin son halinin olusmasina neden

olur (9,30).

2.1.4. Biyofilm Toplulugunda Yasam

Dogal olarak meydana gelen biyofilmlerin ¢ogu ¢esitli mikrobiyataya sahiptir.
Cesitli mikrobiyataya sahip bu biyofilmler sadece pasif bakteriyel bir topluluk degil
bir ylizeye yapisan topluluk igerisinde daginik halde bulunmayan fonksiyonel olarak
organize olan, populasyondaki kompleks biyolojik sistemlerdir (31). Nitekim
popiilasyonda optimal metabolik etkilesimi saglamak ve ekosistem igerisindeki
ekolojik role en iyi sekilde katki yapmak amaciyla biyofilm igerisinde stratejik olarak
konumlandirilmiglardir. Biyofilm olusturan tiirlerin bireysel ozellikleri dikkate
alinmaksizin yeni fizyolojik fonksiyonlar popiilasyonda tiirler arasindaki iliski ile
belirlenir. Sonug olarak biyofilm ¢evresel zorluklara ortak bir fizyoloji ile uyum i¢inde

yanit verir.

Biyofilm topluluklarinda bakterilerin koloniler halinde yasamasinin: Genis bir
yasam alan1 kurulmasi, metabolik ¢esitliligin ve verimliligin artmasi, genetik degisim

ve bakteriyel haberlesme igin gelismis olanaklar (¢ekirdek algilama sistemleri),



disaridan gelen tehditlere kars1 koruma (rakip mikroorganizmalar, konak savunmasi,

antimikrobiyal ajanlar ve gevresel stres) gibi ¢esitli avantajlar1 bulunmaktadir (32).

Biyofilm organizasyonu patojenite de artmaya sebep olabilir. Bakteriler
hastalik yapabilmek i¢in konak besinlerini almak ve ¢ogalmak, konak savunmasindan
kacabilmek veya konak savunmasinin iistesinden gelebilmek, konak ta doku hasarina
neden olabilmek i¢in konak yiizeyine yapismalidirlar (33). Viriilans ozelliklerinin
genis bir aralikta olmasi, hastalik siirecinin belirli asamalar1 i¢in gerekli olan
topluluktaki her bir bakterinin birlikte hareketini gerektirecektir. Biyofilm igersindeki
belirli tiirler hastalik ta birden fazla role sahip olabilir ve farkl tiirler benzer islevleri
yerine getirebilir. Bu durum farkli bakteri kompozisyona sahip topluluklarda benzer
hastaliklarda farkli bireylerin bulunmasini agiklayabilir. Cesitli tiirlerin bulundugu
topluluklarda iliski spektrumunun genis olmasi bilesen tiirler arasinda sinerjistik
patojenik etki veya patojenik etkinin yok olmasi veya azalmasi gibi etkileri ortaya
cikarabilir. Endodontik abseler bireysel olarak diisiik viriilansa sahip bakteri tiirleri ve
hastaliga sebep olmayan bakteri tiirleri ile iliskili karisik bir konsorsiyum iceren

polimikrobiyal enfeksiyon drnegidir (patojenik sinerjizm) (34,35).

2.1.5. Antimikrobiyal Ajanlara Diren¢

Klinik agidan bakildiginda biyofilmde artan antimikrobiyal ajanlara karsi
direng 6zel bir endise kaynagidir. Biyofilmlerdeki bakterilerin planktonik olan aym
hiicrelere gore antimikrobiyal ajanlara daha fazla direng gelistirdikleri kabul
edilir (36). Biyofilmdeki bakterileri 61diirmek i¢in gerekli antibiyotik konsantrasyonu
aym tiirdeki planktonik formdaki bakteriyi Oldiirmek i¢in gerekli olan

konsantrasyondan yaklasik 100-1000 kat daha fazladir (37).

Biyofilmlerdeki antimikrobiyal direncin birka¢ mekanizma ile iligkili oldugu

distiniilmektedir.

2.15.1. Antimikrobiyal Ajamin Penetrasyonunun Biyofilm Yapisi ile

Simirlandirilmasi

Antimikrobiyal ajan biyofilm ylizeyindeki bakteriler tarafindan daha ok

inhibe ve absorbe edilir. Biyofilm igerisinde daha derine penetre olmus hiicreler



etkilenmeden kalabilir. Antimikrobiyal ajani inaktive edebilen konsantrasyonlarda
notralize edici hiicreler biyofilm matriksindeki hiicrelere baglanir ve onlara

tutunabilir (38).

2.1.5.2. Biyofilmdeki Bakterilerin Cesitli Biiyiime Oranlari

Bir¢cok antibiyotik biyofilm matriks {lizerine penetre olabilir, buna ragmen
hiicreler hala korumalidir. Biyofilmdeki bakterilerde aglik goriildiigiinde biyofilm
duragan bir faza girer buda antimikrobiyallere kars1 biyofilm populasyonunun
direncini etkileyen onemli faktor olarak goziikmektedir. Biyofilm olusurken besin
durumunun yeterli olmadigi kosullarinda bakterilerin biiyiimesi yavas olur ve hizli
boliinen hiicrelere gore bu bakterilerin hassasiyeti azalmistir. Cogu antibiyotik en
azindan bir dereceye kadar hiicresel aktivite gerektirebilir. Bu yiizden duragan fazdaki
bakteri hiicreleri biyofilmin antibiyotik resistansinin genel mekanizmasini temsil

edebilir (7).

2.1.5.3. ‘Persister ‘Bakterilerin Varhg

Antibiyotiklere kars1 baz1 biyofilmlerin artan toleransi populasyonun i¢erisinde
one ¢ikan bakterilerin varligina bagl olabilir (39). Bu bakteri populasyonu icerisindeki
en direngli olanlarin ayr1 bir fenotipi olan bakterilerin olup olmadigi hala
belirsizdir (7).

2.1.6. Kok Kanallarinda Biyofilm Olusumu

Mikrobiyal topluluklarla iliskili yilizeylerde kolonizasyon ve retansiyon
agizdaki oral bakteriler tarafindan saglandigi icin mine ve sement yiizeyindeki
bakterilerin biyofilm olusturan bakteriler ile ayni aileden oldugu diistiniilmektedir.
Mikroorganizmlar kdk kanallarinin biitiin uzantilarinda dentin duvarina yapisik halde
kolonize bir sekilde bulunmuslardir. Bu mikroorganizma yigilmalar1 aksesuar
kanallarda karmasik apikal anatomiye sahip i¢ duvarlarda da gézlenmektedir (13,40).
Bu durum da antimikrobiyal ajanin ve mekanik kaldirmanin ulasamadig yiizeylerde,
nekrotik doku artiklarindan olusan konak proteinleri ve bakterilerin {irettikleri

yapigkan ylizeyler bakterilerin yasayabilmeleri i¢in uygun ortam saglayacaktir.



Svensiter ve Bergenholtz 2004 yilinda kok kanallarinda biyofilm olusumu igin
bir hipotez Onerdiler. kok kanallarindaki biyofilm olusumu muhtemelen pulpa
enflamasyonu esnasinda pulpa odasinin oral mikroorganizmalar tarafindan ilk
isgalinden hemen sonra baslamaktadir. Enflamatuvar lezyon apikale dogru hareket
eder ve bu sirada kok kanal duvarlarina yapisir(12). Ilging bir sekilde bakterilerin kok
kanalinin i¢ kismindan ayrildig1 ve genellikle kendiliginden bu enflamatuvar lezyona
kiimelendigi gozlenmistir (23,24). Bu gozlem kok kanallarinin 6tesinde bakteriyel
biyofilmin ayrilmasi ve kolonizasyonu i¢in lezyonun nasil bir besin kaynagi gibi islev

gordiigiinii agiklamaktadir.

2.1.7. Kok Kanallarinda Biyofilmler

Endodontide biyofilmler kanal i¢i, kanal dis1 (sement) ve periapikal biyofilmler
olarak 3 gruba ayrilabilir (33).

2.1.7.1. Kanal i¢i Biyofilmler

Kok kanallarinda biyofilm olusumu ilk kez ortaya koyan arastirmaci 1987
yilinda Nair olmustur (13). Cekilmis periapikal lezyonlu dislerin taramali elektron
mikroskopu (SEM) ile incelenmesi sonucu elde edilen goriintiilerde kok kanal duvari
boyunca uzanan yogun miktarda koklar, comaklar, filamentoz bakteriler ve spiroketler
izlenmistir. Bakteriler arasindaki bosluklarda bulunan amorf materyal ise ekstraseliiler

polimerik matris olarak yorumlanmustir.

Sen ve ark. enfekte dislerin kok kanal duvarlarini SEM ile incelediklerinde
bakterilerin kanal duvarlar1 ve dentin tiibiillerinde yogun koloniler olusturdugunu,
bakterilere ek olarak mantarlarin da birbirinden ayr1 yogun koloniler olusturdugunu

belirtmislerdir (41).

Bergmans ve ark. aerobik, anaerobik, besin yoniinden zengin ve besinden
yoksun birakilan ortamlarda E. faecalis’in biyofilm olusturma yetenegini
degerlendirdikleri ¢alismada, E. faecalis hiicrelerinin besin yoniinden zengin, aerobik
kosullarda 500-1000 um ¢apinda diizensiz sekilli, amorf makro yapilar olusturdugunu
bildirmiglerdir. Amorf yapilar1 daha yakin biiytlitmeler altinda incelediklerinde ise bu

yapilarin bakteriyel hiicre agregatlar1 oldugunu gormiislerdir. Besin yoniinden zengin,



anaerobik kosullarda birakilan E. faecalis hiicrelerinin SEM ve CLSM ile
incelenmesinde ise kok kanal duvarlarindaki olgun biyofilmlerin su kanallar ile
birbirinden ayrildig1 goriilmiistiir. Besinden yoksun birakilan aerobik ortamda
olusturulmus biyofilmler incelendiginde dentin ylizeyindeki bozulmalar dikkat
cekmistir ve bu bozulmalara neden olarak substrat yiizeyi, abiyotik bozulma iiriinleri,
bakteri hiicreleri ve bunlarin metabolik iiriinleri arasindaki etkilesimler gosterilmistir.
Besin yoniinden zengin kosullarda olusturulmus biyofilmlerin SEM ve CLSM’de
incelenmesi sonucu elde edilen goriintiilerin aksine, besinden yoksun ortamda yogun

bakteriyel kiimelenmeler goriilmemistir (42).

Nair ve ark. tek seansta kok kanal tedavileri tamamlanmis 16 enfekte disin
14’linde, ana kanalin islem gérmemis bolgelerinde, istmus ve aksesuar kanallarda
biyofilm olusturmus mikroorganzimalar goriildiigiinii bildirmislerdir. Kok kanallari ile
enflamatuar lezyon arasinda gerceklesen sivi akismin kok kanalini istila eden
mikroorganizmalar i¢cin hem besin kaynagi olusturdugunu hem de
mikroorganizmalarin ¢ogalip kok kanal duvarinda biyofilm olusturmalarina olanak
sagladigini belirtmislerdir. Ayrica, biyofilm igerisinden bakterilerin ayrilma siirecinin
kok kanali igerisinde de gerceklestigini ve kok kanali igerisindeki biyofilmlerden
ayrilan  bakteriler enflamatuar lezyonun icerisinde kolonize olabildigini

bildirmislerdir (43).

Kishen ve ark E. faecalis ve kok kanal dentini arasindaki iliskiyi 2, 4 ve 6
haftalik araliklarla X-1s1m1 diffraksiyonu, SEM ve CLSM ile inceledikleri ¢calismada,
E. faecalis ile dentin iliskisinin farkli asamalarinin oldugunu belirtmislerdir. Bununla
birlikte olgun biyofilm iizerinde bakteri kaynakli apatit olusumu gézlemlemisler ve E.
faecalis’in kalsifiye biyofilmlere doniisebilme yeteneginin, onun kok kanallarindaki

stirekliligine katkida bulunan bir faktor olabilecegine vurgu yapmislardir (44).

Ricucci ve Siqueira kok kanal tedavisi yenilenmis olmasina ragmen
iyilesmenin saglanamadig1, radyografik olarak kirik hatt1 goriilen semptomatik bir disi
cekiminin ardindan histopatolojik yontemlerle incelemisler ve kirik hatti boyunca
uzanan, kanal i¢i dezenfeksiyon prosediirlerine ragmen elimine edilememis biyofilm
tabakasin1 goriintiilemisler ve bunu endodontik basarisizligin sorumlusu olarak

gostermislerdir (45).



2.1.7.2. Eksternal Kok Yiizeyi Biyofilmleri

Bu tip biyofilmlerin asemptomatik apikal periodontitis goériilen disler ve fistiil
yolu ile iligkili kronik apikal apseli diglerde goriildiigii belirtilmistir (33). Tronstad ve
ark. endodontik tedaviye direng gosteren inatgir enfeksiyonlu dislerin g¢ekilmesini
takiben kok uglarindan alinan o6rnekleri SEM ile inceledikleri ¢alismada, apikal
foramen ve ¢evresinde ekstraseliiler ags1 bir yap1 araciligi ile birbirine tutunan koklar,
comaklar ve fibriler yapidaki bakterileri goriintiilemislerdir. Ekstraseliiler bir yap1
yardimiyla birbirine tutunan bu mikroorganizmalarin biiylik kisminin koklar, gomaklar
ve az da olsa fibriler yapidaki bakterilerden olustugu belirtilmistir (46). Ricucci ve ark.
sekonder apikal periodontitisli dislerin kok uclarini inceledikleri ¢calismada kalsifiye
olusumlarin varligimmi gostermislerdir (47). Harn ve ark. geleneksel kok kanal
tedavisine direng gosteren periapikal lezyonlu dislerin apikal kok yilizeylerinde

kalsifiye biyofilm olusumunu gozlemlemislerdir (48).

Siqueira ve Lopes genis ciiriige sahip asemptomatik periapikal lezyonlu
¢ekilmis disleri SEM ile inceledikleri ¢alismada, koklar ve ¢omaklarin kok kanalr ile
siirl oldugunu, sadece bir diste bakterilerin apikal foramen ¢evresinde goriildiigiinii
ve cogu bakterinin kok kanali icerisinde sivi fazda asili halde bulundugunu
belirtmislerdir. Kendi bulgularina dayanarak, kok ucu aggregasyonlarinin goriildiigii
ekstraradikiiler enfeksiyonlarin tedavi edilmemis enfekte pulpali disler i¢in ortak bir

durum olmayabilecegini bildirmislerdir (49).

Lomgal1 ve ark. kronik apikal periodontitisli dislerin apikal kok yiizeylerini
SEM ile incelemisler, kok yiizeyinde lakiiner rezorpsiyon alanlariin bulundugunu ve
bu alanlarda bakteriler ve mantarlarin yogun sekilde bulundugunu bildirmislerdir. Bu
bulgulara ek olarak, apikal foramen cevresinde mikroorganizmalarin ekstraseliiler
matris igerisinde gdomiilii halde bulundugu, diizgiin sekilli bir yap1 ile kaplanmis
periapikal bakteriyel plak goriildiiglinti bildirmislerdir. Bu bulgulardan yola ¢ikarak,
konak savunma mekanizmalarinin bakterileri kok kanalinda tutmak igin yeterli
olmadigini, apikal foramen ¢evresinde mikroorganizmalarin icerisinde gomiilii halde
bulundugu yapinin geleneksel endodontik tedavi prosediirleri veya sistemik

antibiyotik kullanimi ile elimine edilemeyecegi sonucuna varmislardir (50).
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Leonardo ve ark. gesitli pulpal duruma sahip g¢ekilmis dislerin kok uglarim
SEM ile inceledikleri ¢alismada, yalnizca apikal periodontitisli dislerde biyofilm
olustugunu belirtmisler ve bu biyofilmlerde koklar, basiller ve filament6z bakterilerin

birlikte bulundugunu bildirmiglerdir (51).

Noiri ve ark. inat¢1 apikal patolojiye sahip ¢ekilmis dislerin kok uglarini ve
endodontik tedavi sirasinda kok kanalidan cikarilan giita perka konlarint SEM ile
inceleyerek biyofilm olusumunu inceledikleri ¢alismada, apeksten disartya ¢ikmis
olan giita perka konlarinin tamaminin glikokaliks benzeri bir yapi ile kaplandigini ve
cekilmis dislerin eksternal kok yiizeylerinde filamentdz bakteriler ve gomaklar igeren

biyofilm olusumunu goriintiilemislerdir (52).

Carr ve ark. endodontik tedavileri 10 y1l 6nce yapilmis ve yaklasik 2 y1l dnce
basarisizliga bagli olarak kanal tedavileri yenilenmis ancak buna ragmen tedaviye
direng gostermesi nedeniyle cekilmis alt molar dislerin kok uglarmi elektron
mikroskobu ile inceledikleri ¢alismada, orneklerin tiimiinde kompleks yapida ¢oklu

tiir igeren biyofilmlerin bulundugunu belirtmislerdir (53).

Ricucci ve ark. endodontik tedavi gormiis 12 semptomatik, 12 asemptomatik
disin kok uglarinin ¢ekim veya rezeksiyon yardimiyla elde edildigi ve histolojik olarak
incelendigi calismada, 23 diste periapikal lezyon bulgusuna rastlamiglar ve kok,
comak ve filamentoz bakterilerden olusan biyofilmleri goriintiilemislerdir. Endodontik
tedavi sonrasi goriilen basarisizligin esas nedeninin biyofilm olusumu oldugunu

belirtmislerdir (54).

2.1.7.3. Peripikal Biyofilmler

Bu tip biyofilmler endodontik tedavi ile iliskili dislerin apikal bolgelerinden
izole edilen biyofilmlerdir. Kok kanal enfeksiyonlarina bagimli ya da bagimsiz
olabilirler (33). Apikal periodontitis ile iligkili dislerin birgogunda mikrobiyota kok
kanali ile sinirlandirilmistir ¢linkii kok kanalini enfekte eden tiirlerin birgogu firsatci
patojendir ve periapikal dokularda konak savunmasina karsi hayatta kalma sanslari
cok zayiftir. Nadiren belirli tiirler ya da bir tiir i¢erisindeki bazi suslar ¢esitli stratejiler

gelistirerek hayatta kalirlar ve periapikal dokular1 enfekte ederler (33). Actinomyces
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genusu iiyeleri ve Propionobacterium propionicum tiirliniin endodontik tedaviye

direng gosteren asemptomatik lezyonlardan izole edildigi belirtilmistir (55).

2.1.8. Kok Kanallarinda Biyofilm Eliminasyonu

Antimikrobiyal ajanlar tek tiir mikroorganizmanin hizli biiyiiyen, daginik
popiilasyonlar1 iizerinde genellikle daha etkilidirler (12,56). Ancak bilindigi iizere
olgun biyofilmler igerisindeki mikrobiyal topluluklar antimikrobiyal ajanlara
direnclidirler ve eradike edilmeleri olduk¢a zordur. Biyofilm igerisindeki
mikroorganizmalarin planktonik tiirdeslerine oranla antimikrobiyal alanlara kars1 100-

1000 kat daha fazla direng gosterdiklerine dair sonuglar paylasilmigtir (9,56).

Spratt ve ark. NaOCl (%2,25), klorheksidin glukonat (%0,2), povidon iyodin
(%10), kolloidal giimiis (5 ppm) ve fosfat tamponlu salin (PBS) soliisyonunun
Prevotella intermedia, Peptostreptococcus micros, Streptococcus intermedius,
Fusobacterium nucleatum ve E. faecalis klinik izolatlarinin monokiiltiir biyofilmleri
tizerindeki etkinliklerini karsilastirmislar ve NaOCl’nin en etkili antimikrobiyal ajan

oldugunu, NaOCI’yi iyodin soliisyonunun takip ettigini belirtmislerdir (57).

Clegg ve ark. ti¢ farkli konsantrasyondaki NaOCl (%6, %3 ve %1°lik), %2’lik
klorheksidin (CHX) ve BioPure MTAD soliisyonlarinin apikal dentin biyofilmleri
tizerindeki etkinligini karsilastirmiglar ve yalnizca %6’lik NaOCl’nin tiim bakterileri

oldiirtip biyofilmi fiziksel olarak kaldirabildigini belirtmiglerdir (58).

Ozok ve ark. F. nucleatum ve P. micros’un in vitro kosullarda olusturulmus 24
ve 96 saatlik tekli ve ikili biyofilmleri tizerinde NaOCl’nin etkinligini karsilagtirmiglar
ve zamanla birlikte biyofilmin NaOCl’ye gosterdigi direncin arttigmi ve ikili

biyofilmlerin tekli biyofilmlere gore daha fazla direng gosterdigini belirtmislerdir (59).

Dunavant ve ark. NaOCl (%6 ve %1°lik), Smear Clear, klorheksidin (%?2),
REDTA ve MTAD soliisyonlarinin in vitro E. faecalis biyofilmleri iizerindeki
etkinligini karsilastirmislar %6 ve %]1°lik NaOCl’nin diger soliisyonlara gore daha
etkin eliminasyon sagladigini ancak %6 ve %1’lik NaOCl’nin eliminasyon diizeyleri

arasinda da istatistiksel olarak anlamli diizeyde farklilik oldugunu belirtmislerdir (60).
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Giardino ve ark. seliiloz nitrat membran filtrelerde 48 saatlik inkiibasyon
sonrast olusan E. faecalis biyofilmleri iizerinde NaOCl (%5,25’1ik) ve MTAD
soliisyonlarmin etkinligini karsilastirmiglar ve NaOCl’nin 5 dakika uygulanmasinin

biyofilmi pargalara ayirip uzaklastirdigini bildirmislerdir (61).

Distel ve ark. E. faecalis’in CaOHz uygulanmis kok kanallarinda biyofilm
olusturabildigini belirtirken (56), Chai ve ark. CaOH2’in %100 biyofilm eliminasyonu
saglayabildigini belirtmislerdir (57).

Brandle ve ark. E. faecalis, Streptococcus sobrinus, Candida albicans,
Actinomyces naeslundii ve F. nucleatum’un planktonik ve tekli veya coklu
biyofilmleri lizerinde alkalin stresinin  etkinligini  degerlendirmisler ve
mikroorganizmalarin planktonik formlarmin CaOH2 (pH=12,5)’ye direngli oldugunu
ancak E. faecalis ve Candida albicans’in canliligin1 korudugunu, mikroorganizmalarin
dentine adezyon yetenegi ve coklu biyofilmlerdeki tiirler arasi etkilesimlerin CaOHz2

direncini etkileyen faktorler oldugunu belirtmislerdir (62).

Williamson ve ark. NaOCl (%6°lik), CHX (%2), Chlor-Xtra (<%6’lik NaOCl
ve yiizey diizenleyici kombinasyonu) ve CHX-Plus (%2’lik CHX ve ylizey
diizenleyici kombinasyonu)’in 1, 3 ve 5 dakikalik uygulamalarinin E. faecalis
biyofilmleri {izerindeki etkinligini degerlendirmisler, NaOCl ve Chlor-Xtra
soliisyonlarmin CHX ve CHX-Plus soliisyonlarina gére 1 ve 3 dakikalik uygulamalar

sonunda daha etkin eliminasyon sagladigini bildirmislerdir (63).

Arias-Moliz ve ark. NaOCI, CHX, etilen diamin tetraasetik asit (EDTA), sitrik
asit ve fosforik asit soliisyonlarmin 1, 5 ve 10 dakikalik uygulamalarinin polistiren
yiizeylerde olusturulan 24 saatlik E. faecalis biyofilmleri iizerindeki etkinligini
minimal  biyofilm eradikasyon konsantrasyonunu (MBEK) belirleyerek
degerlendirdikleri c¢aligmada, % 0,00625’lik NaOCl’'nin 1 dakikalik uygulama
sonunda erdakiasyon saglarken %2’lik CHX’in ancak 5 dakika sonunda eradikasyon
sagladigimi, EDTA, sitrik asit ve fosforik asit soliisyonlarinin biyofilmler iizerinde

herhangi bir antimikrobiyal etkiye sahip olmadigini belirtmiglerdir (64).

Bryce ve ark. NaOCl, CHX, EDTA ve iyodin soliisyonlariin kok kanalindan

izole edilen byofilmler iizerindeki etkinligini degerlendirdikleri ¢aligmada,
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biyofilmleri par¢alama konusunda en etkili ajanin NaOCI oldugunu, NaOCl’yi iyodin

soliisyonunun takip ettigini belirtmislerdir (65).

Chavez de Paz ve ark. %1°lik NaOCl’nin E. faecalis, Lactobacillus paracasei,
Streptococcus anginosus ve Streptococcus gordonii’nin membran biitiinliigiinii
bozdugunu ve bu bakterilerden olusan biyofilmler igerisindeki hiicrelerin ¢cogunu
elimine ettigini, EDTA soliisyonunun (50 mmol/l) bakterilerin membran biitiinligu
tizerine etki gosterdigi ancak bu etkinin biyofilm eliminasyonu saglayacak diizeyde
olmadig1 ve %2,5’lik CHX’in membran biitiinliigiine hafif diizeyde etki gosterdigi ve
biyofilmlerin ancak %50’sini eliminde edebildigini bildirmislerdir (66).

Prabhakar ve ark. %>5’lik NaOCl’nin dis ylizeyinde olusturulan E. faecalis
biyofilmleri ilizerinde en etkili ajan oldugunu, tripala, yesil ¢ay polifenolleri ve
MTAD’nin istatistiksel olarak anlamli diizeyde antibakteriyel aktiviteye sahip
oldugunu belirtmislerdir(67).

Liu ve ark. a¢ birakilan E. faecalis biyofilmlerinin duragan fazdakilere oranla
%S5,25’lik NaOCl’ye daha direngli oldugunu ve biyofilmin olgunlasmasi ile birlikte
NaOCT’nin biyofilm tizerindeki etkinliginin azaldigini belirtmislerdir (68).

Shrestha ve ark. kitosan ve ¢inko oksit nanopartikiillerinin biyofilmin yapisal
biitiinliiglini  bozdugunu ve biyofilmler {izerinde antibakteriyel etkiye sahip

olduklarin1 belirtmislerdir (69).

Ferrer-Luque ve ark. maleik asit, setrimid-maleik asit, setrimid-sitrik asit ve
setrimid-EDTA kombinasyonlarinin biyofilm erdakiasyonunu inceledikleri ¢aligmada,
Maleik asitin MBEK degerinin 30 saniyelik uygulama sonunda %0,88, 2 dakikalik
uygulama sonrasi ise %0,11oldugunu belirtmislerdir. Sitrik asit ve EDTAnin %0,2’lik
setrimid ile kombine kullanilmasinin ise 1 dakika sonunda eradikasyon sagladigini

bildirmislerdir (70).

Lundstrom ve ark. polimikrobiyal biyofilmler tizerinde %0,04’liik stabil klorin
dioksit (ClO2), %3’liik NaOCl, %2’lik CHX ve steril distile suyun antibakteriyel
etkinligini karsilastirmiglar ve NaOCl’nin ClO2’ye gore istatistiksel olarak anlamli

diizeyde daha fazla eliminasyon sagladigini bildirmislerdir (71).
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Bhuva ve ark. ¢ekilmis tek koklii insan dislerinin kanallarinda olusturduklar:
E. faecalis biyofilmleri tizerinde %1°lik NaOCl ile 2 dakika boyunca 6 ml irrigasyon

yapilmasinin %95’in iizerinde biyofilm eliminasyonu sagladigini bildirmislerdir (72).

Ordinola-Zapata ve ark. sigir dislerinden elde ettikleri dentin bloklarini
ortodontik apareylere sabitleyerek insan agzinda enfekte ederek biyofilm
olusturduklar1 ¢aligmada, dentin bloklarinin 5 dakika boyunca 1 ml %]1’lik NaOCI
icerisinde bekletilmesi sonucu olusan eliminasyonun %?2’lik klorheksidin uygulanan

gruptan daha  diisik miktarda  biyofilm  eliminasyonu olusturdugunu

belirtmislerdir (73).

Wu ve ark. kok dentini Uzerinde olusturulan 4 haftalik eriskin E. faecalis
biyofilmleri {izerinde giimiis nanopartikiilleri (%0,1°1lik), NaOCl (%?2’lik) ve steril
salin soliisyonlarinin 2 dakikalik uygulanmasi sonrasi biyofilm eliminasyonlarini SEM
ve CLSM kullanarak degerlendirmisler ve giimiis nanopartikiillerinin biyofilmin

yapisal biitlinliigiinii bozamadigini bildirmislerdir (74).

Noiri ve ark. Er:YAG lazerin A. Naeslundii, E. faecalis, Lactbacillus casei,
Propionibacterium acnes, F. Nucleatum, Porphyromonas gingivalis ve Prevotella
nigrescens biyofilmleri {izerindeki etkinligini degerlendirmisler ve L. casei disindaki

tiirler tizerinde lazer uygulamasinin etkili oldugunu bildirmislerdir (75).

Soukos ve ark. deneysel olarak enfekte edilmis kok kanallarinda olusturulan E.
faecalis biyofilmleri {izerinde fotodinamik terapinin etkinligini inceledikleri
calismada, metilen mavisi ¢ozeltisinin (25 ug/ml) 5 dakika kanalda bekletilmesi 665
nm kirmiz1 1518 30 J/em?’lik enerji kaynag: ile kok kanali icerisine uygulanmasi
sonrast %353 biyofilm eliminasyonu sagladigi, 151k kaynaginin giicii 222 J/cm?’ye

¢ikarildiginda ise %97 biyofilm eliminasyonu olustugunu bildirmislerdir (76).

Hems ve ark. ozon uygulamasinin E. faecalis’in planktonik formlari iizerinde
antibakteriyel etkiye sahip oldugunu ancak, biyofilmler itizerinde NaOCI kadar etkili
olmadigini belirtmislerdir (77).

Kustarci ve ark. potasyum titanyum fosfat (KTP) lazer, ozon gazi ve %2,5’lik
NaOCl’nin enfekte kok kanallarindaki antibakteriyel etkinligini degerlendirdikleri
calismada, ozon gazinin KTP lazer uygulamasindan daha etkili eliminasyon sagladig,

ancak en etkili ajanin NaOCl oldugunu belirtmislerdir (78).
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Meire ve ark. Nd:YAG lazer, Er:YAG lazer, antimikrobiyal fotodinamik terapi
ve NaOCl’nin E. faecalis biyofilmleri tizerindeki etkinligini inceledikleri ¢alismada,
NaOCl'nin en etkili ajan oldugunu, Er:YAG lazerin ise istatistiksel olarak olduk¢a

anlamli diizeyde bakteriyel eliminasyon olusturdugunu belirtmislerdir (79).

2.1.9. Biyofilmlerin Goriintillenmesinde Kullanilan Mikroskobik
Teknikler

Biyofilmi olusturan yapilarin ve bakterilerin incelenmesinde taramali elektron
mikroskobu, 1sik mikroskopisi, floreson mikroskopisi, elektron mikroskopisi, atomik
kuvvet mikroskopisi ve lazer taramali konfokal mikroskopi gibi yontemler
kullanilabilmektedir (80). Isik mikroskoplar1 biyofilmlerin incelenmesinde kullanilan
en temel araclardir. Bu yontemle dogrudan in vitro drnekler incelenebildigi gibi,
biyofilmleri i¢eren histolojik kesitler de incelenebilmektedir ancak 151k mikroskopu ile
incelenecek drnekler saydam olmalidir. Bu nedenle biyofilmler hiicre yogunlugundan
dolay1 bu yontem ile detayli olarak incelenemezler (81). Isik mikroskoplar1 yardimu ile
hiicrelerin sekilleri hakkinda (comak, kok veya spiral gibi) ve Gram boyama yontemi
kullanilarak, Gram-pozitif veya Gram-negatif olduklarina dair genel bir fikir sahibi
olunabilir (82). Floresan mikroskobu floresan gorsellestirme ile 151k mikroskobunun
bliyiitme 6zelliklerini birlestiren bir aragtir. Bakteriler floresan boyalarla boyanip, UV
isinlart altinda mikroskopta incelendiginde, 11k sacan parlak cisimcikler halinde

gortliirler (83).

Bugiine kadar mikrobiyal biyofilmlerin yapisal 6zelliklerini goriintiilemeye
yonelik yapilan ¢aligmalarda en ¢ok kullanilan yontem taramali elektron mikroskopisi
(SEM)’dir (81). SEM yiiksek enerjili elektronlarin kii¢iik bir alana odaklanmasi ve
ylizeyin taranmasi prensibiyle calisir. Isik mikroskobuna oranla geleneksel SEM
kullanilarak 400 kat daha yiiksek ¢6ziiniirlige sahip goriintiiler elde edilebilir (81).
SEM’e alan emisyonu 6zelliginin eklenmesi ile olusturulan alan emisyonlu taramali
elektron mikroskobu (FESEM) 6rnek iizerindeki elektrostatik bozulmalar1 dnleyerek

daha keskin goriintii elde edilmesine olanak tanimigtir (84,85).

Biyofilmlerin goriintiilenmesinde kullanilan en son tekniklerden biri de lazer

taramali konfokal mikroskopi (CLSM)’dir. Bu teknikte elektron mikroskopisinde
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karsilagilan dehidrasyon veya deformasyon gibi istenmeyen degisikliklerle
karsilasilmaz (88). Eger ornekler uygun floresan boyalar ile boyanabilirse canli/6lii
organizmalarin analizi yapilabildigi gibi, 50-200 um kalinligina kadar biyofilmlerin 3
boyutlu, kantitatif analizi de yapilabilmektedir (88). Ancak 11k mikroskopisindeki
kisitlamalara bagli olarak biyofilmleri olusturan matriks ve hiicrelerin yapisal

Ozellikleri detayli olarak incelenememektedir (84).

Atomik kuvvet mikroskopisi (AFM) 6rnek hazirlama stireci gerektirmeyen bir
tekniktir. Bu teknikte 6zel tarayici bir u¢ kullanilarak 6rnegin 3 boyutlu analizi yapilir
ve islem sonunda 3 boyutlu bir imaj elde edilir (42). (86)

Floresan antisera ve floresan in situ hibridizasyon (FISH) teknikleri
kullanilarak karma bir biyofilm toplulugu igerisindeki spesifik tiirlerin tanimlamasi
yapilabilir. Yesil floresan proteini kullanilarak fiksasyon veya boyamaya gerek

kalmadan biyofilmlerin noninvaziv incelenmesi yapilabilmektedir (93).

2.2. Kok Kanallarinin Mikrobiyal Cesitliligi

Endodontik enfeksiyonlarda, enfeksiyon tipine gore mikrobiyota cesitlilik
gostermektedir. Oral kavitedeki tiim mikroorganizmalar kok kanal sistemine
girebilmesine ragmen, kok kanal ortamindaki besin varligi, ortamin pH’1, oksijen
gerilimi, 1s1, bakteri etkilesimleri ve konak direnci gibi faktorler nedeniyle enfekte kok

kanallarindan izole edilen bakteri tiirlerinin sayis1 daha sinirlidir (87).

Kok kanal enfeksiyonlar1 dinamik bir siirectir ve farkli evrelerde farkl: tiirler
baskin olurlar. Pulpal enfeksiyonun baslangic asamasinda fakiiltatif bakteriler
baskindir (88). Zamanla pulpa nekrozu ve fakiiltatif bakterilerin tiikketimine bagh
olarak kok kanali igerisindeki oksijen tlikenir. Dolayisiyla, ortam anaerobik
bakterilerin hayatta kalip gelisebilecegi bir sekil alir. Zamanla anaerobik kosullar daha
da belirginlesir, 6zellikle kok kanalinin apikal ti¢liisiinde fakiiltatif bakterilerin sayisi
azalirken anaeroblar baskin hale gelir. Kok kanal sistemine kolonize olan bakteriler

i¢in temel besin kaynaklari1 sunlardir (89).
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a. Nekrotik pulpa dokusu,

b. Apikal ve lateral foramenler aracilig1 ile kok kanal sistemine sizan doku

stvilart ve eksudada bulunan proteinler ve glikoproteinler,
c. Kok kanalina koronal yoldan ulagabilen tiikiiriik icerigi,
d. Diger bakterilerin metabolik son tiriinleri.

Oksijen seviyelerindeki degisikligin kok kanalinda kolonize olan
mikrobiyotay1 etkilemesinin yaninda, bakterilerin besinleri kullanabilme dinamikleri
de mikrobiyal cesitliligi etkiler. Enfeksiyon siirecinin baslangi¢ asamalarinda
sakkarolitik bakteriler baskinken, ilerleyen evrelerde besin kaynagiin degisimine

bagli olarak proteolitik tiirler baskin hale gelirler (49).

Primer endodontik enfeksiyon varliginda kok kanal mikroflorasi ¢gogunlukla
anaerop mikroorganizmalardan olusur. Apse vakalar1 da dahil olmak {izere, primer
enfeksiyonlardan izole edilen tiirler genellikle Gram-negatif; Fusobacterium, Dialister,
Porphyromonas, Prevotella, Tannerella, Treponema, Campylobacter ve Veilonella ve
Gram-pozitif; Porvimonas, Filifactor, Pseudoramibacter, Olsenella, Actinomyces,
Peptostreptococcus,  Streptococcus,  Propionibacterium  ve  Eubacterium

bakterilerinden olusur (90).

Kok kanal tedavisi sirasinda uygulanan kemomekanik preperasyondan sonra
genellikle primer enfeksiyondan sorumlu Gram-negatif bakteriler elimine
edilmektedir. Ancak enstrumantasyon sonrasi alinan oOrneklerde, F.nucleatum,
Prevotella tiirleri ve Campylobacter rectus gibi bazi anaerobik ¢omaklarin izole
edildigi belirtilmistir (91,92). Tedavi prosediirlerine direng gosteren vakalarda daha
¢ok Gram-pozitif fakiiltatif ve anaerob bakterilerin izole edildigi, bu bakteriler
arasinda ise daha ¢ok streptokoklar, P. micro, Actinomyces tiirleri, Propionibacterium
tirleri, P. alactolyticus, laktobasiller, E. faecalis ve Olsenella uli’nin izole edildigi
belirtilmistir (91,93). Cesitli kiiltiir ve molekiiler biyoloji tekniklerinin kullanildigi
calismalarda, kok kanal tedavisi gormiis dislerden en sik izole edilen tiiriin % 90’a

varan oranla E. faecalis oldugu bildirilmistir (94).
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2.2.1. Enterokoklar ve Enterococcus Faecalis

Enterokoklar tek baslarina, ¢iftler veya kisa zincirler halinde bulunabilen kiire
veya ovoid sekilli, hareketsiz, gram-pozitif koklardir. Fakiiltatif anaerop olduklar1 i¢in
oksijen varliginda veya yoklugunda iireyebilirler (95). Karbonhidratlar, gliserol,
laktat, malat, sitrat, arjinin, agmatin ve birgok a-keto asidi katabolize ederek enerji
kaynag1 olarak kullanabilirler. Enterokok tiirleri insan bagirsak liimeninde yiiksek
miktarlarda (digkinin her graminda 105-108 CFU) bulunurlar ve ¢ogunlukla konaga
zarar vermezler. Ayrica daha diisiik miktarlarda, kadinlarin tirogenital bolgesinde ve
oral kavitede de bulunurlar (96). Yiiksek alkalin pH (9,6) ve tuz konsantrasyonlar1 gibi
zor ¢evre kosullarinda bile hayatta kalabilirler. Safra tuzlari, deterjanlar, agir metaller,
etanol, asid ve kurutmaya direng gosterirler. 10-45°C arasinda iireyebilir ve 60°C
sicaklikta 30 dakika hayatta kalabilirler (97).

Enterokoklar onceleri D grubu streptokoklar igerisinde yer alirken, 1984
yilinda enterokok ve nonenterokok D grubu streptokoklar, niikleik asit analizleri
yapilarak ic¢inde farkli tiirler bulunan yeni bir cins, Enterococcus olarak tekrar

siiflandirilmstir (98).

Enterokoklar i¢erisinde 23 adet tiir tanimlanmaistir ve bu tiirler mannitol, sorboz
ve arjininle etkilesmine baglh olarak 5 grupta toplanmustir. E. faecalis; E. faecium, E.
casseliflavus, E. mundtii ve E. gallinarum ile birlikte ayn1 grubun tiyesidir. Bu bes tiir,
mannitol besi yeri icerisinde asit olusturup arjinini hidrolize ederken, sorboz besi yeri
igerisinde asit olusturamazlar. E. faecalis arabinoz negatiftir ve bu gruptaki diger

iyelerden farkli olarak, piruvati kullanir ve telliiriti tolere eder (99)

Enterokoklarin subakut endokardit, bakteriyemi, bakteriyel menenjit ve iiriner
sistem enfeksiyonlarina yol agabildigi belirtilmistir (100). Bu bakteriler, ¢cogu beta
laktamaz iceren cesitli antibiyotiklere (sefalosporinler ve sentetik penisilinler),
klindamisine, diisiik konsantrasyonlu aminoglikozidlere ve florokinolonlara karsi
dogal olarak direnclidirler. Dogal genetik direncglerine bagli olarak, siklikla hastane
enfeksiyonlariyla iligkilendirilirler. ABD’de goriilen hastane enfeksiyonlariin
%12’sine enterokoklarin neden oldugu ve bunlarin %80’den fazlasinin E. faecalis
veya E. faecium kaynakli oldugu belirtilmistir (101). Ampisilin ve vankomisin’e kars1

duyarli olmalarina ragmen, bu antibiyotiklerin uzun siire kullanimiyla direng
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gelistirebilirler (102). Direng gelistirebilme 6zelliklerinden dolay1, enterokokal

enfeksiyonlarin tedavisinde kombine antibiyotik kullanimi tavsiye edilmistir.

Giliniimiizde ATCC (Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu) Bakteriyoloji
Koleksiyonu, ticari olarak bulunabilen 69 adet E. faecalis izolati listelemistir. E.
faecalis, ¢ap1 0,5-2 pum arasinda olan bir bakteridir, kiiltiir ortaminda kolayca
iretilebilir, %5 koyun kanli agar besiyerinde 1-1,5 mm capinda, sinirlar1 diizgiin, S

tipinde, yuvarlak, beyazimsi koloniler olusturur (103).

E. faecalis, oral kavitenin olagan sakinlerindendir. Hem primer endodontik
enfeksiyonlar hem de sekonder/inat¢1 enfeksiyonlar gibi periradikiiler hastaliklarin
farkli formlariyla iliskilendirilmistir. Primer endodontik enfeksiyonlu dislerde, baskin
tiirler arasinda zorunlu anaerop ve bazi fakiiltatif anaeroplarin bulundugu, enterokok

tiirlerinin ise primer enfeksiyonda yer almadigi kabul edilmektedir.

Ancak modern molekiiler teknikler kullanilarak yapilan ¢alismalarda, primer
enfeksiyonlarda E. faecalis prevalansinin %4-40 arasinda degistigi belirtilmistir (95).
Sekonder/inatg1 enfeksiyonlarda bu oran artarak, %90’a ulasmaktadir (94).
Prevelanslarda goriilen bu dalgalanmanin nedeni olarak, farkli tanimlama tekniklerinin

kullanilmasi, cografik farkliliklar ve 6rnek sayilarinin farkli olmasi gosterilmistir.

2.2.1.1. E. faecalis’in Endodontik Acidan Onemi

E. faecalis kok kanallarina tedavi sirasinda, seanslar arasinda ve tedavi
tamamlandiktan sonra ulasabilmektedir. Bu bakterinin endodontik tedavi gormiis
dislerde, primer endodontik enfeksiyonlu dislere oranla yaklasik 9 kat daha fazla
oranda bulundugu bildirilmistir (90). Bu durum, primer enfeksiyonlarda bulunan diger
tiirlerin E. faecalis’in yayilimini sinirladigi ve doldurulmus bir kok kanali igerisindeki
yetersiz gevresel kosullarin E. faecalis’in hayatta kalmasina engel olmadig1 anlamina
gelmektedir. Aslinda E. faecalis’in siklikla birden fazla seansta tedavi edilmis ve/veya
drenaj i¢in agik birakilmis dislerden izole ediliyor olmasi (104), bu tiiriin kok kanalina
sekonder invaze olarak kolonize olabildigini, sekonder enfeksiyona neden oldugunu
ve sonrasinda enfeksiyonun inat¢i hale geldigini desteklemektedir (105). Tedavi
gormiis dislerin kok kanallarinda hayatta kalmis mikroorganizmalar arasinda, E.

faecalis kanal i¢i dezenfeksiyon prosediirlerine daha direnglidir ve tedavi sonucu
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olusan yetersiz ¢evresel kosullara daha iyi adapte olur. E. faecalis’in salgiladig1 serin
proteaz, jelatinaz ve Ace enzimleri bakterinin dentine baglanmasimi ve dentin
tibiillerinin  derinlerine penetre olabilmesini saglayarak (106,107), mekanik
preperasyondan ve irrigasyon ajanlarindan daha az etkilenmesine neden olur (108). EkK
olarak E. faecalis biyofilm formuna doniismesi halinde, biyofilm olusturmamis
formlaria gore fagositoz, antibiyotikler ve kanal i¢i antimikrobiyal islemlere karsi
daha da direncli hale gelir (56). E. faecalis biinyesinde bulunan proton pompasi
sayesinde yliksek pH’lara sitoplazmasini asitlestirerek karsi koyar (109), dolayisi ile
ara seanslarda medikament olarak kullanilan kalsiyum hidroksit (CaOHz2)’e karsi
direnglidir (110). Onbir buguk ve isti pH degerlerinde E. faecalis’in hayatta
kalamadig: bildirilmistir, ancak dentinin tamponlama kapasitesi nedeniyle kok kanali

icerisinde 11,5 pH’ya ulasmak giiniimiizde kullanilan tekniklerle miimkiin degildir.

Primer enfeksiyonlarda bulunan birgok patojenin aksine, diger bakterilerle
simbiyotik bir iliskiye gereksinim duymadigi i¢in E. faecalis tek basina enfeksiyona
neden olabilecek kapasitededir (111), bu nedenle tedavi gormiis dislerden tek basina
izole edilebilir (112). Cevresel sartlar E. faecalis’in gen ekspresyonlarini
diizenleyerek, c¢esitli kosullara adaptasyon yetenegi kazandirir (113). Boylelikle E.
faecalis uygun olmayan c¢evresel kosullar igin gelistirdigi bir hayatta kalma
mekanizmas1 olan, canli fakat kiiltiirize edilemeyen (VBNC) faza gecis yapabilir.
VBNC fazindaki bakteriler kiiltliir ortaminda iireme yetenegini kaybeder, fakat
yasayabilirlik ve patojenite kazanirlar. Uygun cevresel kosullar yeniden olustugunda

boliinmeye devam edebilirler (113).

E. faecalis’in besin kitlig1 yasanan cevresel kosullarda hayatta kalabilme
yetenegine sahip oldugu ve tekrar besin kaynagina ulagtiginda gelisimine devam ettigi
belirtilmistir. Ayrica, besin sikintis1 gekmesi durumunda serumu besin kaynagi olarak
kullanabilmektedir. Doldurulmus kok kanallarinda uzun sireli aghik fazina karsi
koyma yetenegine sahiptir (114), bu durum kok kanal dolumu sirasinda hayatta olan
ve kanal igerisine gdmiilmiis olan bakterilerin daha sonra olusacak enfeksiyon i¢in bir
odak olusturdugunu diisiindiirmektedir. Biitiin bu 6zellikler, E. faecalis’in kok kanal

tedavisi gormiis dislerdeki yiiksek prevalansini agiklar niteliktedir.
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2.2.1.2. Antimikrobiyal Medikamentlerin E. faecalis’e Etkisi

Hidrojen peroksit (H202) dezenfeksiyon ve sterilizasyon igin siklikla kullanilan
bir biyosittir (115). Siqueira ve ark NaOCI ve H20: soliisyonlarinin birlesiminin ex
vivo olarak E. faecalis’le kontamine edilen kok kanallarinda yalniz bagina NaOCl’e

gore daha etkili oldugunu bulmuslardir (93).

CHX glukonat antimikrobiyal ozelliklerinden, diisiik toksisitesinden dolay1
uzun siiredir dis hekimliginde kullanilmaktadir. CHX’in avantajlarma ragmen,
aktivitesi pH’a baghdir ve organik madde bulundugu zaman etkinligi
azalmaktadir (116). Genis bir antimikrobiyal spektruma sahiptir ve Gr pozitif ve Gr
negatif bakterilere ve mantarlara kars1 etkilidir (73). Heling&Chandler (72) irrigant
kombinasyonlarinin (%3 H202, CHX ve NaOCl) in vitro olarak dentin tubiillerinin
icinde bulunan E. faecalis’e karsi antimikrobiyal etkinligini degerlendirmislerdir.

CHX’in antibakteriyel etkisinin daha ¢ok oldugu gosterilmistir.

Porteiner ve ark. sigir serum albumininin CHX’in toplam aktivitesini
kaybetmesine neden oldugunu saptamislardir. Bu albumin gibi proteinden zengin
iltihabi eksudanin apikal foramenden kok kanalina dogru girisi CHX’in antibakteriyel

aktivitesini zayiflatabilecegini gostermektedir (98).

Gomes ve ark. CHX ve NaOCl soliisyonlarinin enterokoklar tizerine etkilerinin

farkliliklarini ortaya koymuslardir (117).

MTAD doksisiklin, sitrik asit ve Tween-80 deterjan1 igermektedir. Shabahang
ve Torabinejad ¢ekilmis insan dislerinde E. faecalis veya tiikiiriikle kontamine edilen
kok kanallarinda MTAD’nin iyi bir antibakteriyel aktiviteye sahip oldugunu
bulmuslardir. Bu c¢alismada %1.3 NaOCI irrigasyonu ve MTAD ile final tedavi
kombinasyonunun insan disinin sement ve dentin 6rneklerinden E. faecalis’i elimine

ettigi bulunmustur (118).

Dentin gecirgenliginin artmasi ve kok dentini ile kok kanal dolgusu arasindaki
sizintidaki azalma, smear tabakasinin EDTA’nin yardimiyla uzaklastirilmasiyla
saglanmaktadir ve buna ek olarak fazla sayida lateral kanal tikamak da miimkiin
olmaktadir. EDTA, kok dentinin gecirgenliginde artisi ve endodontik aletlerin

aktivitesinin artmasini saglamaktadir. EDTA az bir antibakteriyel etkiye sahiptir, ama
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smear tabakasinin inorganik kismumi uzaklastirarak diger irrigantlarin dentin
tubiillerine girisine yardim etmektedir (119). %10’luk sitrik asit soliisyo nu EDTA gibi

smear tabakasimi kaldirir ve E. faecalis’e az bir etkisi vardir.

E. faecalis’i elimine etmede etkili olan diger irrigantlar ozonlanmis su ve
stan6z floriddir (120). Ozonlanmis su %2.5’luk NaOCl’le ayni antimikrobiyal etkiyi
gostermistir. Stanoz florid E. faecalis’e gore daha yiiksek bir antimikrobial etkiye
sahiptir (80).

Ca(OH)2 bugiinlerde kullanilan en popiiler pansuman materyalidir ve E.
faecalis’e karsi etkinligi tartisma konusudur. CHX antibakteriyel potansiyeli ve kolay

uygulama 6zelliginden dolay1 pansuman materyali olarak kullanilmaktadir (121).

2.2.2. Candida ve Candida Albicans

2.2.2.1. Genel Ozellikler ve Smiflandirma

Candida cinsi mantarlar, Cryptococcaceae familyasindan olup 30’dan fazla
tiurti tarif edilmistir. C. albicans disinda, C. tropicalis, C. stellatoidea, C.
pseudotropicalis, C. viswanathii, C. parapsilosis, C. guilliermondi ve C. krusei diger
onemli Candidalardan bazilaridir. Dogal kaynagi insandir. Toprak ve bitkilerden de
uretilebilir. Candida cinsi mantarlar bifaziktir. Maya fazindayken tek hiicrelidir,
konaga girdiklerinde basit tomurcuklanma ile olusan blastosporlar ile iirerler. Yaptigi

hastaliklara genel olarak kandidiyaz (kandidiyoz) veya moniliyaz ismi verilir (122).

Insanda hastalik yapan Candida’larin basinda C. albicans gelir. C. albicans ’lar
igerisinde GDH18, GDH3339, CA1957, ATCC 28366 ve ATCC 10321 suslar1 daha
virtilandir. Diger Candidalar insanda nadiren hastalik yapar veya aviriilandir (123). C.
albicans, eseyli ¢ogalan, diploit, maya tipi bir mantar tiiri ve insanlarda oral ve vajinal
firsatg1 enfeksiyonlarin etmenidir. Candida cinsine ait 200 tiir olmasina kargin Candida
enfeksiyonlarinin %75' inin sorumlusu C. albicans 'tir. C. albicans insan agzi ve
sindirim sistemi i¢inde yasayan pek cok organizmadan biridir. Saglikli yetiskinlerin
%40" min agzinda, saglkli kadinlarin  %20-25" inin vajinasinda varligi

bulunmaktadir (124).
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2.2.2.2. Mantarlarin Morfolojik Ozellikleri

Mantarlar 2 temel formda bulunabilen kemoorganotofik okaryotik
mikroorganizmalardir. Bu iki form; mayalar ve kiiflerdir. Kiifler, silindirik tubiil
dallar1 i¢eren ¢ok hiicreli filament6z mantardir. Bir filamente “hifa” denir. Hifalar ya
septattir (bolimlere ayrilmis) ya da konositikdir (¢apraz duvarlar1 olmayan c¢ok
cekirdekli). Bunlar genellikle yiizeyel biiyiir ve sonra dallanarak tuflar1 olusturur ve
buna “mycelium” denir. Hifayla birlikte biiylik sitoplazmik bir yap1 bulunur. Bu
genellikle hifa tipine dogrudur ve hifanin eski kismi vakuolize olur ve sitoplazmada

kaybolur.

Mayalar tek hiicreli mantarlardir ve hiicreler sferik veya oval sekillidirler.
Hiicre boliinmesi genellikle bir ana hiicreden kiiciik biiyiimeler seklinde olan
tomurcuklanmayla olusmaktadir. Septum formasyonu biiylik miktarda kitin igeren
filament bir halka goriiniimiiyle meydana gelmektedir. Tomurcuk yavasca biiyiimekte
ve sonra ana hiicreden ayrilmaktadir. Bu olusan tomurcuklara “blastoconida” denir.

Maya hiicresinden biiyiiyen flamentdz hiicre zincirlerine “pseudohifa” denir.

C. albicans tomurcuklanma yaparak iireyen ve en ¢ok ¢aligilan mantar tiirtidiir.
Maya hiicrelerinin olusumuyla sonuglanir ve bunlara “blastopors” veya
“blastoconidia” denir. Germ tiiplerinin gelisimiyle hifaya dogru bir degisim
olusmaktadir. Maya hiicreleri tomurcuklanmayla biiylirken eger komsu hiicreden
ayrilma olmazsa “pseudohifalar” olusmaktadir. C. albicans lar, yuvarlak ince hiicre
duvarli klamidyosporlar olusturmaktadirlar. Bu morfolojik degisim mantarlarin farkl
kosullara ve farkli alanlara adapte olabilmesini agiklamaktadir. Mantarlar, niikleer bir
membranla kapatilmis, bir nukleusa sahiptirler. Bunlarin hiicre membranlari
lipitlerden (steroller) ve glikoproteinlerden olusmaktadir. Bunlar ayni zamanda
mitokondri, golgi, ribozom, endoplazmik retikulum ve hiicre duvarina sahiptirler. N-
glukozamin polimeri olan kitin mantar hiicre duvarinin en 6énemli maddesidir. Cogu
mantar, hiicre duvarinda seliilloz bulundurmaktadir. Hiicre duvar1 genellikle %80-90
polisakkarittir. Protein, lipit, polifosfatlar ve inorganik iyonlar da hiicre duvarinin
yapistirict matriks kismini olusturur. C. albicans’in hiicre duvarinin yaklasik %80-

90’11 karbonhidratlar olusturmaktadir. Bunlar temel olarak 3 ana polisakkarit’ten
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olusmaktadir. B-glukans, kitin ve mannoproteinler. Ayn1 zamanda C.albicans’larin

hiicre duvarlarinda proteinler (%6-25) ve lipitler (%1-7) bulunmaktadir (125).

2.2.2.3. Endodontik Enfeksiyonlarda Mantarlar

Patojenik mantarlar su gruplara girerler:
1. Ascomycetes
2. Basidiomycetes
3. Zygomycetes
4. Deuteromycetes

a. Candida
b. Aspergillus

Candida ve Aspergillus en sik rastlanilan firsatg1 fungal patojenlerdir.
Candida’lar insanda normal florada bulunur ve ylizeysel hastaliklara ve hayat1 tehdit
eden hastaliklara neden olabilmektedir. Candida tiirleri insanda oral kavitede,
gastrointestinal yollarda, aniiste, kasikta, vajinal kanalda ve vulvada bulunmaktadir.

Oral hastalig1 olmayan bireylerin hemen hemen 1/3’1i mantar tasimaktadir (125).

Endojen mantarlarin ¢ogu firsatg1 patojenlerdir ve genis spektrumlu
antibiyotiklerin, immunsupresyonla ve koruyucu engellerin hasarlanmasiyla normal
mikrobiatada meydana gelen dengesizlik ile enfeksiyonlara neden olurlar. Fungal

enfeksiyonlar genellikle hastaligin hastaligidir (125).

Dil dorsumu C. albicans’in primer oral habitatidir. Mukoza, supragingiva,

dentin, kok yiizeyi, subgingiva ve periodontal cepler sekonder olarak kolonize

olduklari diger yerlerdir (126).

Agiz mantarlarinin en 6nemlisi Candida ailesindendir. C. albicans en baskin
mantar tiiridiir. Bunu C. glabrata, C. krusei, C. tropicalis, C. guillermondii, C.keyfr,
C. parapsiolis takip eder. C. dubliniensis C. albicans ’la yakindan iligkili yeni bir

cesittir. Saccharomyces spp. ve Geotrichum spp. gibi diger mantar tiirleri oral

25



kaviteden izole edilmistir. Bunlar Candida tiirii ile karsilastirildiginda patojenik 6nemi

sturhidir (127).

2.2.2.3.1. Birincil Endodontik Enfeksiyonlarda Mantarlar

Mantarlar ~ birincil ~ endodontik  enfeksiyonlarin ~ mikrobiyatasinda
bulunmamaktadir (128). Buna ragmen bazi arastirmacilar mantarlar1 kiltir ve
molekiiler genetik metotlarla tespit etmislerdir. Son 10 yilda, mantarlarin enfekte
kanallardan izole edildigi bilinmektedir. Enfekte kok kanallarinda mantarlarin
bulunma orant %1 ve %17 arasinda degismektedir (129,130). Maya hiicrelerinin
varhi§1 periapikal kok yiizeyindeki rezorbsiyon alanlarinda ve periradikiiler

graniilomalarda gosterilmistir (41).

Moller, saglam kuronlu dislerin nekrotik pulpa &rneklerinden Candida
tiirlerini (131), Siqueira PCR ile 50 enfekte kok kanalini incelemislerdir (132). Sen ve
ark periradikiiler lezyonlu ¢ekilmis 10 diste C. albicans bulunma sikligimi (41) ve
Siqueira  SEM ile primer kok kanal enfeksiyonlarinda mantar bulunma olasiligini

aragtirmiglardir(133).

Nekrotik kok kanallarindaki ekolojik sartlar mantar ve streptokok iiremesini ve
varligin1 artirmaktadir. Buna ek olarak C. albicans, S. gordoni, S. mutans, S. sanguis
gibi streptokoklarla koagrage olup biyofilm olusumunu kolaylastirmaktadir (134).
Biyofilmler yine kolonizasyonu arttirarak bulunan tiirlerin yasamasina olanak
saglamaktadir. Bu da nekrotik kanallarda streptokok ve mantarlarin iligkili

bulunmasini agiklamaktadir (135).

Molekiiler teknikler kullanilarak yapilan tanisal islemler konvansiyonel kiiltiir
tekniklerine gore daha yiiksek hassasiyete sahiptir. Fazla sayidaki mikrobial ¢esitler,
PCR esasli molekiiler tanimlama teknikleri kullanilarak kok kanallarindan elde
edilmistir (136). Periapikal radyolusentli vakalarin bulundugu Baumgartner ve ark.
calismasinda, birincil apikal periodontitisli dislerde PCR ile C. albicans bulunma
sikliklar1 arastirilmistir (130).

26



2.2.2.3.2. ikincil Endodontik Enfeksiyonlarda Mantarlar

Mantarlar birincil kok kanal enfeksiyonlarinda bulunsa da, basarisiz kanal
tedavili dislerde daha sik goriilmektedir. Nair ve ark. endodontik tedavili dislerin
periradikiiler lezyonlarindan alinan biyopsilerden maya varligini incelemistir (137).
Sundgvist ve ark. ¢alismalarinda basarisiz endodontik tedavili dislerden C. albicans
bulunma sikligini arastirmiglardir (138). Hancock ve ark. periapikal radyolusenti olan
kanal dolgulu dislerin mikroflorasin1 aragtirmislardir (139). Pinherio ve ark. segici
ortam kullanmadig1 ¢caligmasinda kiiltiir yontemi ile periapikal lezyonlu kanal dolgulu
dislerde Candida cinsini arastirmislardir (140). Peciuline ve ark. ¢alismasinda kronik
apikal periodontitisli kanal dolgulu dislerde se¢ici ortam kullanarak C. albicans

bulunma sikligin1 arastirmiglardir (141).

2.2.2.4. Antimikrobiyal Medikamentlerin C. albicans’a Etkisi

Antimikrobiyal medikamentlerden biri olan NaOCl, %0.5’den %5.25 kadar
degisen konsantrasyonlarda kullanilmaktadir. Gii¢lii bir antimikrobiyal ajandir ve
pulpa artiklarin1 ve dentinin organik igeriklerini etkili bir sekilde ¢c6zmektedir. %0.5-
%S35.25 konsantrasyonlarda tamponlanmamig soliisyon olarak kullanildiginda pH 11,
bikarbonat ile tamponlandiginda pH 9°dur (142). Iyot preparasyonlari NaOCl ile
birlikte kullanildiginda mantarlara kars1 ek bir etki gdstermez ¢ilinkii ayn1 aktiviteye

sahiptir. Buna ek olarak, iyodin disleri boyar ve potansiyel olarak allerjiktir.

Waltimo ve ark. ve Viana ve ark. %0.5 ve %5 NaOCI solusyonunun mantarlar

lizerine olan antimikrobiyal etkisini degerlendirmislerdir (143,144) .

Sen ve ark. %0.12 CHX, %1 NaOCl ve %5 NaOCI’iin antifungal 6zelliklerini
aragtirmiglar. Ayni arastirmacilar, EDTA’nin C. albicans {izerine antifungal etkisini
diger dezenfektanlarla kiyaslamustir (145). Ferguson ve ark. NaOCI, hidrojen peroksit
ve CHX diglukonatin C. albicans’a etkisini degerlendirmislerdir (146).

EDTA kanal tedavisinde en sik kullanilan selatoérdiir ve dentinin inorganik
igerigini eriterek smear tabakasini ortadan kaldirir (147). EDTA’nin antimikrobial

etkinligi tarif edilmistir ama giiniimiizde direkt temas testinde, diger endodontik
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irrigantlarla  karsilagtirildiginda mantarlart  6ldiirme  yetenegi tam  olarak

bilinmemektedir (148).

EDTA‘nin 2 yolla antifungal aktivite gosterdigi bulunmustur.l 0
Antikolonizasyon ozelligiyle C. albicans’in adeziv 6zelligini azaltmaktadir, biiyiime
engelleyici ozelligiyle C. albicans’in Ca ihtiyacin1 hem hiicre duvarindan hem de
ortamdan uzaklastirarak, metabolik aktivitesini ve patojenitesini azaltarak etki

etmektedir.

CHX 1962°den beri dis hekimliginde antibakteriyel ajan olarak
kullanilmaktadir. CHX genellikle antiseptik iiriinlerde en sik kullanilan biosiddir.
CHX hiicre duvarina veya en dis membrandan bakterinin sitoplazmasina veya daha alt
membranina veya mantarin plazma membranindan igeri girme yetenegine sahiptir.
CHX’nin yiiksek konsantrasyonlar1 hiicreler arasi igeriklerin koagiilasyonuna neden

olmaktadir (144).

Ca(OH)z2’in etkili sivi dezenfektanlarla birlesimi gelismis bir pansuman
saglamaktadir. Bu artan antimikrobial spektrum C. albicans gibi inatc1
mikroorganizmalara etki etmektedir (142). Ca(OH)2’in NaOCl veya CHX
soliisyonlartyla birlesimi sivi Ca(OH)2 suspansiyonlarinin alkalin kapasitesini

stirdiirmektedir ve dentin tubiillerini dezenfekte etme etkinligini artirmaktadir (127).

Siquiera ve ark. in vitro olarak C. albicans ile enfekte edilen sigir dentininde 4
kanal i¢i medikamentin etkinligini degerlendirmislerdir. Bunlar Ca(OH)2/CPMC/G
pati, CHX/Cinko oksit pati, Ca(OH)2/G pat1 ve Ca(OH)2/CHX patidir (149).

Waltimo ve ark. Yedi C. albicans tiiriiniin iodin potasyum iodid, CHX asetat,
NaOCI ve Ca(OH):2 ‘e kars1 duyarliligin1 degerlendirmislerdir (150).

2.2.3. Pseudomonas Aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa diiz veya hafif kivrimli gubuklar (rod) seklinde 0,5
ile 1pm uzunlugunda bir mikroorganizmadir. Gram negatif boyanirlar. Bir veya birkag
kutupsal flajel ile kendi kendine hareket edebilirler. Aerobiktirler ve oksijeni terminal
elektron kaynagi olarak kullandiklart bir solunum sistemleri vardir. Pseudomonas

tiriiniin en patojen tiyelerinden biridir ve saprofittir. B-hemolitiktir ve 35-42°C
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arasinda yagamini siirdiirebilir. Kimyasal dezenfeksiyona kars1 son derece direnclidir.

Protein sentezi inhibisyonu yapan en az ti¢ farkli egzotoksini bulunmaktadir (104).

P. aeruginosa kiigiik hacimsel yapisindan ve hareketli mikroorganizma
olusundan dolay1 kok kanal sisteminin tigcboyutlu yapisinin test edilmesi agisindan ¢ok
kullaniglidir. Kok kanal florasinin bir boliimiinii olusturan ve kolay infiltrasyonu bu

mikroorganizmayi arastirmalar i¢in popiiler kilmaktadir (151).

Love ve arkadaslar1 P. aeruginosa’nin smear olsun ya da olmasin kolaylikla
dentin tiibiilleri igine penetre olabildiklerini rapor etmislerdir (152). Piccolomini ve
arkadaslarina gore P. aeruginosa kok kanal sistemi florasindaki tiim bakterilerden
dentin tiibiillerine daha c¢ok ve daha derin yerlesim gosteren birkag bakteriden
biridir (153). Boylelikle kok kanal irrigasyon soliisyonlarinin ve ilaglarinin

antibakteriyel etkilerinden korunabilmektedir (154).

Leonardo ve arkadaslar1 revacgta olan kok kanal patlarimin antimikrobiyal
aktivitelerini arastirmiglar ve E. faecalis ile P. aeruginosa’nin var olan diger

mikroorganizmalara oranla daha direngli olduklarini bildirmislerdir(155).

2.3. Mikrobiyal Tanilama Metodlar:

Endodontik hastaliklara neden olan patojenlerin tanimlanabilmesi kok kanal
tedavisinin basar1 oranini arttirmistir. Gegmisten giiniimiize patojen bakterilerin tespit
edilmesinde ¢esitli yontemler kullanilmaktadir (156). Giiniimiizde molekiiler biyoloji
gibi cesitli alanlardaki gelismeler sayesinde bir Ornekte az sayida (1-10) bakteri
bulunsa dahi tespitleri kisa siirede yapilabilmektedir (157). Kok kanal patojenlerinin
tespit edilmesinde mikroskopi, kiiltiir yontemleri ve antibiyotik duyarlilik testleri,

immiinolojik ve molekiiler biyolojik yontemler kullanilmaktadir (158).

2.3.1. Mikroskopi

Mikrobiyal orneklerin mikroskopik incelenmesi kolay, hizli ve ucuz bir
yontemdir. Ancak pek ¢ok tiiriin farkli morfolojik bicimlerde (pleomorfik) olabilmesi
ve arastirmacilarin 6znel yorumlarmin Onemi, bakteriyel morfoloji ile ilgili
mikroskobik bulgularin giivenilirligini azaltmaktadir. Mikroskopi,

mikroorganizmalarin tespitinde siirli duyarlilik ve oOzgiillilk saglamaktadir.
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Duyarliliginin smirli olmasi mikroskop altinda incelenebilmesi i¢in nispeten fazla
miktarlarda (6rn; 104 bakteriyel hiicre/ sivi mL) mikrobiyal hiicreye ihtiyag
duymasindan ileri gelmektedir (159).

Mikrobiyolojik ornekler dogrudan mikroskop altinda incelenebildigi gibi
cesitli yontemlerle (gram boyama, floresan boyama, giimiis boyama) boyanarak da
incelenebilir. Gram boyama mikrobiyolojide en fazla kullanilan yontemlerden

birisidir (156).

2.3.2. Kiiltiir Yontemi

Endodontik  mikrobiyata geleneksel kiiltiir yontemleri  kullanilarak
incelenmistir. Kiiltiir, sicaklik, nem, hava, tuz konsantrasyonu, pH da dahil olmak
tizere mikroorganizmalar i¢in gerekli olan besin ve uygun fiziko-kimyasal kosullar
saglanarak laboratuarda mikroorganizmalarin yayilmasi islemidir (160). Esasen kiiltiir
analizi su adimlar1 igerir: Ornek toplama ve tasima, dagitma, seyreltme, ekim,
izolasyon ve tanimlama (161). Endodontik 6rnekler destekleyici, canliligini koruyucu
anaerobik ortamlarda laboratuvara tasimmaktadir. Daha sonra ornekler vortex veya
sonik titresim saglayan karistiricilarda karistirilip, seyreltilir, cesitli tip agar {izerine
dagitimi saglanir ve aerobik veya anaerobik kosullar altinda yetistirilir. Uygun
inkiibasyon periyodunun ardindan gram boyama, oksijen tolerans, fenotip bazli hiicre
morfolojisi belirleme, metabolik son iiriin analiz yontemi olan gaz-sivi kromotografi
yontemi, kapsamli biyokimyasal karakterizasyon yontemi gibi yontemler kullanilarak
koloniler alt kolonilere ayrilir ve tanimlanir. Bazi tiirlerin tanimlanmasinda hiicre
zarmin disindaki protein profilinin jel elektroforezi, ultraviyole 1s1k altinda floresan
boyama, antibiyotik duyarlilik testleri gibi yontemlerin kullanilmas1 gerekli
olabilir (162). Diger bazi tiirlerin tanimlanmasinda ise 6nceden paketlenmis hazir
enzim testleri satilmaktadir. Endodontik enfeksiyonlarda kiiltiir analiz yontemi apikal
periodontitisin olusturan bakterilerin yapisi, farkli klinik kosullardaki endodontik
mikrobiyatanin yapisi, mikrobiyal eliminasyon prosediirlerinin tedaviye etkisi,
endodontik mikroorganizmalarin antibiyotiklere duyarliliklar1 hakkinda bilgiye erken
ulagsmamizi saglar. Kiiltiir analizi yonteminin avantajlar1 ve dezavantajlar1 asagida

(Tablo 1) listelenmistir.
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Insanlarda bulunan ve oral kaviteyi olusturan bakteri tiirlerinin %50-%80’lik
kisimlar1 hala tam olarak bilinmemekte ve yetistirilememektedir (163-170).
Simdilerde kiiltiire edilemeyen bu 06zel tiirlerde ilerleyen donemlerde kiiltiir
metodunun uygulanmayacagi anlamima gelmez. 1900 lii yillarin baslarinda sayisiz
anaerobik bakteri i¢in kiiltlir yontemi uygulanamamis ancak giinlimiizde gelisen
teknolojilerle birlikte bu sorunun ¢6ziimiinde ¢ok yol katedilmis kiiltiir yontemi
uygulanan anaerobik bakteri sayis1 artmustir. Literatiirde c¢esitli tiirlerdeki
mikroorganizmalar1 izole etmek igin tek bir yontem olarak kiiltiir metodunun

kullanilmasinin uygun olmadigi kabul edilmistir (171).

Tablo 1. Kiiltiir metodunun avantaj ve dezavantajlari

Gentis bir kullanim alani1 sunar, Giiniimtize kadar belirlenen ¢ok sayida
beklenmedik tiirlerin tanimlanmasini bakteri tiiriine kiiltiir metodunun
saglar uygulanabilirliginin sinirli olmasi

Orneklerdeki biitiin ekilebilen biiyiik canl1 | Tiim canli bakterilerde
mikroorganizmalarin kantitatif olarak uygulanabilirliginin olmamasi
degerlendirilebilmesini saglar

Izolatlarm antimikrobiyal duyarliliklarin |Bakteri izolasyonundan sonra tanimlama
belirlenmesine izin verir icin bir takim teknikler gerektirebilir.

Patojenite ¢alismalarini miimkiin kilar Metodun 6zgiinliigii mikrobiyologun
becerisine baglhdir.

Gentis bir kullanim alan1 vardir. Hassasiyeti diistiktiir.

2.3.3. Immiinolojik Yontemler

Immiinolojik yontemler hedef tiirleri dogrudan tespit etmek icin spesifik
mikrobiyal antijenleri taniyan antikorlarin kullanildig: testlerdir. Bir tiire 6zel konak
immunoglobulinleri hedef alan antikorlar dolayli tespit analizi i¢in kullanilabilir.
Reaksiyon dogrudan ve dolayli immunfloresan, flow sitometri ve enzim bagh
immiinosorbent test (ELISA) gibi ¢esitli tekniklerle gosterilebilir (172). Kiiltiir
yontemine bagl tekniklerle karsilastirildiginda hassasiyet agisindan aralarinda anlamli

bir farklilik yoktur. Bu yontemlerin 6zellikle enfeksiyon olusturan bakterilerin izole
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edilmesinin ve tanimlanmasinin zor oldugu veya onceki enfeksiyonun dogrulanmasi

gereken durumlarda kullanilmasi yararlidir (173,174).

ELISA, duyarliliginin yiiksek olmasindan dolayr endodontik arastirmalarda
siklikla kullanilmaktadir (175,176). Bu yontemde antijene karsi antikor ya da antikora
kars1 antijen aramak miimkiindiir. Antikor aranacak ise bilinen antijen reaksiyonun
gerceklesecegi kabin yiizeyine yapistirilir ve hasta 6rnegi kaba ilave edilir. Gerekli
bekleme siiresi sonrasi yikama islemi sonunda ortamda aranan antikor varsa antijene
yapisacaktir. Sonrasinda bir enzimle birlestirilmis baska bir antikor 6rnege gonderilir.
Antikorlar dogrudan ilgili olduklar1 antijene baglanirlar ve ardindan antikorla
birlestirilmis olan enzimin substrati gonderilir. Antijene baglanmis olan antikorun
tizerindeki enzim bu substrat1 bagka bir maddeye cevirir ve bu durum genelde bir renk

degisikligine neden olur. Renk degisikligi aranan hedefin varligina isaret eder (177).

Dogrudan immunofloresans yonteminde incelenecek 6rnek iginde aranan
antijeni tantyan ve floresan boya ile birlestirilmis antikorlar kullanilir. Antikorlar
ornege gonderilir ve Ornekler floresan 11k veren mikroskop altinda incelenir.
Immunofloresan mikroskopi hiicrelerin morfolojik yapilarini goriintiileyebildiginden
dolay1 diger immiinolojik metotlara gére bir avantaj saglayabilir, diger organizmalarin
antikorlarinin ¢apraz reaksiyonunun sebep oldugu yanlig-pozitif sonuglari azaltabilir
ancak; ELISA spesifik mikroorganizmalarm kiigiik miktarlarin tespit etmede daha

hassas bir yontemdir (177).

2.3.4. Molekiiler Genetik Yontemler

Mikrobiyal ¢esitliligin ne kadar fazla oldugu kiiltiirden bagimsiz yontemlerin
kullanildig1 farkli alanlardaki pek ¢ok ¢alisma ile gosterilmistir (178-180). Gergekte
mikroorganizmalarin kiiltiir ortaminda iretilebilen {iiyeleri tiim popiilasyonun
%1’inden daha azdir (181,182). Molekiiler ¢aligmalar agiz ortamindaki bakterilerin
yaklagik %40-50’si (168) ile bagirsaktaki bakterilerin yaklasik % 70’inin (170)

simdiye kadar kiiltiive edilememis bakteriler oldugunu gostermistir.

Molekiiler tani yontemleri sayesinde hem kiiltiirii yapilabilen hem de
yapilamayan bakteri tiirleri saptanabilir. Mikrobiyal tanimlama bakimindan diger

yontemlere gore avantajlar1 su sekilde siralanabilir: Bu yontemler yiiksek 6zgiilliik
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gosterir ve mikrobiyal tiirlerin kesin tanimlanmasina olanak saglar, kiiltiir yontemine
ve diger molekiiler biyolojik yontemlere gore daha duyarhdir, mikroorganizmalari
tanimlamak amaciyla onlarin canliliklarina gerek duymaz, genellikle daha kisa
zamanda sonug verirler, antimikrobiyal tedavi sirasinda da kullanilabilirler, 6rnek
miktarinin az olmasi sorun yaratmaz, epidemiyolojik ¢alismalar i¢in ¢ok sayida 6rnek

kullanildiginda 6rnekler diisiik sicakliklarda saklanip bir seferde incelenebilir (183).

Gilinlimiizde, arastirilan soruya bagli olarak farklilik gosteren cok sayida
molekiiler yontem kullanilmaktadir. Genis spektrumlu polimeraz zincir reksiyonu
(PCR) belirli bir ortamdaki mikrobiyal gesitliligi arastirmak igin kullanilabilir.
Mikrobiyal komiinite yapis1 Denatiire Edici Gradient Jel Elektroforezi (DGGE) ve
Terminal Restriksiyon Uzunluk Polimorfizmi (T-RFLP) gibi tekniklerle analiz
edilebilir. Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH) belirli tiirlerin miktarin1 8lgebilir ve
dokulardaki dagilimi hakkinda bilgi verebilir. ¢ ice (Nested) PCR, Coklu (Multipleks)
PCR ve Gergek Zamanli (Real-Time) PCR gibi diger uygulamalar da hedef tiirlerin
tespitinde birgok klinik 6rnegi taramak i¢in kullanilabilir (158).

2.4, Trrigasyon

Bakteriler, pulpal ve periapikal lezyonlarin gelisiminde primer etyolojik faktor
olarak kabul edilmistir (184). Basarili kok kanal tedavisi pulpal dokularin dentin
debrislerinin ve enfekte mikroorganizmalarin kemomekanik olarak uzaklastirilmasina
baglidir (185). Tedavi siiresince olumlu sonuglara ulagsmak igin problemlerin

taninmasi ve etyolojik faktorlerin uzaklastirilmasi gerektirir.

[rrigasyon yara veya viicut bosluklarmin su veya ilagh bir soliisyon ile
yikanmasi, Aspirasyon ise viicut sivilarinin yada gazlarinin bir emme cihazi ile
cekilmesi olarak tanimlanir. Dezenfeksiyon; hastaliga sebep olan mikroorganizma

aktivitesini azaltan yada ortadan kaldiran bir ajan olarak tanimlanir (186).

Endodonti de irrigasyonun amac1 mekanik, biyolojik ve kimyasal olarak ele
alimmalidir. Mekanik ve kimyasal olarak: Debris in ¢ikarilmasi, kanal lubrikasyonu,
smear tabakasinin olusumunun engellenmesi veya smear tabakasinin ¢oziinmesi
amaglanir. Biyolojik olarak ise: Irrigantlarin antimikrobiyal etki gdstermesi amaglanir

ve her irrigant icin spesifiktir. Irrigasyon soliisyonu Anaerobik ve fakiiltatif
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mikroorganizmalardan elde edilen planktonik ve biofilm {izerine yiiksek etkili olmali
ve endotoksinlerini inaktive edebilmeli, canli dokulara temas ettiginde toksik
olmamali, periodontal dokular i¢in kostik olmamali ve anafilaktik reaksiyon

potansiyeli minimum olmalidir (187). ideal irrigasyon soliisyonlarinda aranilan

ozellikler (Tablo 2) verilmistir (188).

Tablo 2. ideal irrigasyon soliisyonunda aramilan 6zellikler

Etkili bir mikrop ve mantar oldiiriictidiir

Dentin / dentin tiibiiller dezenfekte
edebilmelidir.

Kararli bir ¢ozelti olmalidir.

Periapikal dokularin onarimina miidahale
etmemelidir

Kan, serum ve doku protein tiirevlerinin
varliginda aktif olmalidir.

Bir kiltiir ortamini inaktive
edebilmelidir.

Diisiik ytizey gerilimi ‘ne sahip olmalidir

Dentinin fiziksel 6zellikleri tizerine
olumsuz bir etkisi olmamalidir.

Periapikal dokularda tahris edici
olmamalidir.

Dis iizerinde leke yapmamalidir. Kolay
uygulanabilmeli pahali olmamalidir

Kullanimdan sonra bile uzun stireli bir
antimikrobiyal etkisi olmalidir.

Toksik olmamali, disi ¢cevreleyen
yapilara kanserojen olmamali, antijenik
olmamalidir.

Smear tabakasini tamamiyle
uzaklastirabilmelidir

Dolgu materyallerinin sizdirmazliklarini
olumsuz etkilememelidir

2.5. Endodontik Irrigasyon Soliisyonlari

2.5.1. Antiseptik Soliisyonlar

2.5.1.1. Sodyum Hipoklorit (NaOCI)

Diinyanin her yaninda yapilan arastirmalar sonucunda sodyum hipoklorit
endodonti de en yaygin kullanilan irrigasyon soliisyonudur (189-191). (Grafik 1)
Amerikan endodonti dernegine kayitli endodontistlere yapilan bir anket de primer
dezenfektan ajani olarak ne kullaniyorsunuz sorusunun cevabi goriilmektedir. Sodyum
hipoklorit, etkili bir antimikrobiyal ve proteolitik ajan (192,193), miikemmel organik
doku ¢oziicii (194), oldukca hizli etkili olan lubrikantdir. NaOCI hem oksitleyici
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hemde hidroliz edici bir maddedir. Ticari sodyum hipoklorit ¢ozeltileri kuvvetli
alkalindir, hipertoniktir ve genellikle %14 oraninda nominal konsantrasyonlarda klorin

igerir.

2.5.1.1.1. Tarihgesi

NaOCI 1789 °‘da Javel Fransada sodyum karbonat soliisyonun igerisinden
klorine gazi gegirilerek elde edilmistir. Bu s1vi1 'eu de javelle' veya 'javel water' olarak
bilinen ¢camasir suyu zayif sodyum hipoklorit ¢ozeltisidir. Ancak bu yontem cok etkili
olmadigi i¢in alternatif iiretim yontemleri aranmistir. Bu tiir yontemlerin biri daha
diisiik konsantrasyonlarda klorin elde etmek i¢in klorinli sodyum karbonattan klorinin
uzaklastirilmasidir. %0.5 lik sodyum hipoklorit soliisyonu 1. diinya savasindan

yaralarin temizlenmesi i¢in kullanilmas1 Dakin tarafindan tavsiye edilmistir.

PRIMER iRRIGASYON AJANI

® NaOCl
mEDTA

m CHX

m Saline

= MTAD

m Citric Acid

Grafik 1. Diinya ¢apinda yapilan arastirmalar sonucunda dis hekimlerinin primer
irrigasyon soliisyonu tercihlerinin grafiksel gosterimi (189-191).

2.5.1.1.2. Etki Sekli

Sodyum hipokloritin ph’1 11 dir. Estrella (195) sodyum hipokloritin dinamik

bir denge sergiledigini bildirmistir.
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Sabunlagma reaksiyonu

Organik ve yag ¢Oziicii olan sodyum hipoklorit, yag asitlerini ¢6zerek yag asidi

tuzuna (sabun) ve gliserole doniistiirerek yiizey gerilimini azaltir.
Notralizasyon reaksiyonu

Sodyum hipoklorit su ve tuz olusturarak amino asitleri nétralize eder. Hidroksil

iyonlarmin ¢ikist ile, pH degerini azaltir.
Hipokloroz asit olusumu

Klor suda ¢oziiniir ve bir organik maddeyle temas ettiginde hipokloroz asit
olusur. Bir oksitleyici olarak gorev alan ve HCIO kimyasal formiiliine sahip olan
hipokloroz asit zayif bir asittir. Hipokoloroz asit ve hidroksil iyonlar1 aminoasit

¢oziinmesi ve hidrolizine yol acar.
Coziicu etkisi

Sodyum hipoklorit bir ¢oziicii olarakhareket eder ve klorin agiga ¢ikarir
klorinler proteinlerin amino gruplar1 ile birleserek kloraminleri olusturur (
kloraminasyon reaksiyonu). Kloraminler hiicre metabolizmasini engeller; Klorin
giiclii bir oksitleyicidir ve siilfidril grup ile doniisebilir oksidasyona sebep olur ve bu

sekilde gerekli bakteriyel enzimleri inhibe eder.
Yiiksek ph

Sodyum hipoklorit giiclii bir yapidadir (ph:11). Sodyum hipokloritin
antimikrobiyal etkinliginin temelinde yiiksek ph a baglidir( hidroksil iyon hareketi),
bu kalsiyum hidroksitin etki mekanizmasina benzemektedir. Yiiksek ph sitoplazmik
membran Dbiitiinliigiinde geri doniisii olmayan enzimatik yikilmalara, hiicre
metabolizmasinda biyosentetik degisikliklere ve lipidik peroksidasyon sonucu

gozlenen fosfolipid yikilimina neden olur.

2.5.1.1.3. Konsantrasyon

Literatirde NaOCl‘nin %0.5 ile %6 oranlarn1 arasinda degisik
konsantrasyonlarda kullanilabildigi belirtilmistir. NaOCI’in hem antimikrobiyal

hemde doku ¢oziicii etkisi konsantrasyon orani ile direkt iligkilidir (196).
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Grossman yaptigir calismada %S5 ‘lik NaOCl ‘in pulpa dokusunu ¢dzme

stiresinin 20 dakika ile 2 saat arasinda oldugunu gézlemlemistir (196).

Estrella ve ark yaptig1 calismada NaOCI ‘in farkli konsantrasyonlardaki doku
¢Ozme kapasitesini karsilastirmis NaOCI soliisyonunun baslangi¢ konsantrasyonu ne

kadar biiyiikse ph’1 azaltma orani o kadar diisiik oldugunu bildirmislerdir (197).

2.5.1.1.4. Optimal Etki I¢in Uygulama Zamani

Literatiirde sodyum hipokloritin antimikrobiyal etkisi i¢in c¢esitli goriisler
bulunmaktadir (198). Bazi kaynaklarda diisitk konsantrasyonda bile NaOCI ‘in hedef
mikroorganizmalar1 saniyeler iginde oOldirdigini gostermektedir (199). Bazi
kaynaklarda da bazi tiirlerin 6lmesi i¢in ¢ok daha fazla zaman bekletilmesi gerektigi
vurgulanmisgtir  (200). Bu farklilik c¢alismalardaki kafa karistirict faktorlerin
sebebiyledir. Happasalo ve ark. %1 ‘lik NaOCI’nin dentin yoklugunda E.feacalis ‘in
Oliimiine sebep oldugunu gostermislerdir (198). Bazi faktorler elimine edildiginde
%0.1 den diisiik konsantrasyondaki NaOCI’in mikroorganizmalari 6ldiiriicii etkisinin
oldugu gosterilmistir (98,144). Bu nedenle NaOCTI irrigasyonun siirekliligi ve zamani

NaOCI ‘in etkinligi i¢in 6nemli bir faktordiir.

2.5.1.1.5. Sodyum Hipokloritin Dentin Uzerine Etkisi

Dentinin yaklasik %22°si organik komponenten olusur. Bu organik
komponentin ¢ogunlugunu dentinin mekanik 6zelliklerini saglayan tip 1 kollagen den
olusur (201). Sodyum hipoklorit uzun peptid zincirlerini ve proteinlerin terminal
gruplarini pargalar ve klorin agiga ¢ikar sonugta olusan N-kloraminler diger tiirlerden
ayrilir. Sonug olarak sodyum hipoklorit dentinin organik komponentinin degredasyonu

yoluyla dentinin mekanik 6zelliklerini degistirir.

Sigir dentini iizerinde yapilan calismada kok kanal tedavisi siiresi iginde
konsantre NaOCI soliisyonu dentinin biyomekanik 6zellikleri {izerinde istenmeyen
etkilere sebep oldu (202). Dentin 2 saat NaOCl’e maruz kaldiginda fizyolojik salin
sollisyonuna gore %3 den daha fazla elastik modiil ve flexural direnglerin azaldig1
tespit edilmistir (203). Yeni yapilan bir ¢alismada organik dentin matriksinin

parcalanmasindan kaynaklanan dentinin mekanik O6zellikleri NaOCI ¢ozeltisinin
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konsantrasyonunun temizleme etkinligine bagli oldugu gosterilmistir (119). Bu
degisiklikler dentinin sadece inorganik fazinin degil organik fazinda o6zelliklerini
degistirmistir. Dahas1 tam anlamyla dezenfeksiyonu saglamak amaciyla dishekimi
NaOCl‘in sadece konsantrasyonu degil ayni zamanda hacmini, siiresini, akis hizini
ayarlamalidir (119). Literatiirde agik olan sey NaOCI konsantrasyonu ne kadar artarsa
dentin tizerine zararl etkileri o kadar artar. Bu etkilerden bazilar1 elastik modiil ve

fleksural direncin azaltilmasidir.

2.5.1.1.6. NaOCI ‘in Alerjik Reaksiyonlari

Sodyum hipokloritin alerjik reaksiyonlar: ile ilgili ¢ok az yaym olmasina
ragmen, sodyum hipokloride bagh ger¢ek alerji goriilmemektedir. Ciinkii hem sodyum
hem klorin insan viicudu i¢in gerekli elementlerdendir. Ancak nadir vakalarda kontak
dermatitis ve hipersensivite meydana gelmektedir. Sodyum hipokloride hipersensivite
olan vakalarda klorheksidin klor igerdigi icin kullanilmamalidir. Bazi vakalarda
alternatif irrigant olarak yiiksek antimikrobiyal etkiye sahip iyodin potasyum iyodid
kullanimi tavsiye edilmektedir. Kullanilmadan 6nce hastaya iyodine kars1 alerjisi olup
olmadiginin  sorulmasi zorunludur. Mikroorganizmalar ve nekrotik doku
coziinmesinde  kullanilan su  ve alkol gibi  ¢ozeltiler daha az

antimikrobiyaldir (204,205).

2.5.1.1.7. Biyofilm Uzerine Etkisi

Kronik apikal periodontitisli dislerde ve kok kanal tedavisine yanit vermeyen
dislerde kok yiizeylerindeki biyofilmin kalinligi gosterilmistir. Biyofilm halinde
organize olan bakteriler nekrotik pulpa bosluklarinin ulagilamayan alanlarinda, kok
ylizeylerinde ve semental bosluklarda bulunmustur. Rekabet¢i bir ortamda biiyiiyen,
biyofilmlerdeki organizmalar genellikle diisilk metabolizma hizina sahiptirler ve
antimikrobiyal maddelere karsi cok direngli olma egilimindedir. Matriks i¢indeki
negatif yiiklii polimerler kuvvetli oksidan ajanlar1 nétralize edebilir ve bu durum
mikroorganizmalara penetre olmasini ve onlari dldiirmesini zorlastirir. Biyofilm
icindeki bakteriyel hiicrelerin yakinligindan dolay1, DNA degisimi kolayca gerceklesir

ve hizla antibiyotik direnci aktarimi olur. Bu nedenle, serbest dolasan organizmalari
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kolaylikla oldiiren antimikrobiyal maddeler biyofilm mengeyli ayni organizmalar
lizerinde aym etkinligi gdstermemislerdir. Ilaveten, biyofilm yapis1 immiin savunmada
yerlesik bakteriler i¢in bir koruma saglar. Biyofilmin bu 6zellikleri baz1 endodontik

enfeksiyonlarin kronik dogasi ve direncini agiklamaya yardim eder (52).

Clegg ve arkadaslar1 biyofilmlerin tizerindeki NaOCI etkisi konusundaki klasik
yayinlarinda, % 6°1ik NaOCl’in hem yapay biyofilmin fiziksel olarak kaldirilmasi hem
de bakterileri 6ldiirme yetenegine sahip tek ajan oldugunu bildirdi. Daha ytiksek
konsantrasyonlar daha fazla anti-bakteriyel oldugu icin bakterilere karst NaOCI’in
doza bagimli bir etkisi vardir. Bu, ayni zamanda NaOCl’in konsantrasyona bagh
antibakteriyel dogasin1 gosteren onceki ¢aligmalarin sonuglarin teyit eder. SEM ile
bakildiginda, % 1 ve% 3 NaOCI baz1 pargalanmalar1 ve bakterilerin fiziksel olarak
kaldirilmasint gosterdi. Ama dentin talaglar1 kiiltiire edilince, her ikisinde de dentin
tiibiillerini istila eden irriganlarin etkisinden kagan bakterileri gosteren pozitif kiiltiirler
elde edildi. NaOCIl’in diisiik konsantrasyonunda daha fazla bakteri hayatta kalir.
Ancak eger antimikrobiyal 6zelliklerin ortaya ¢ikmasi i¢in ekstra siire verilir ya da
takviye edilirlerse diisiik konsantrasyonun etkisi artabilir. NaOC1’in antibyiofilm etkisi
organik dokularin c¢ikarilmasiin bir sonucu olabilir, dolayisiyla dentin ve diger

organizmalarin bakteriyel atagsmanlari elimine edilir (58).

2.5.2. Dekalsifiye Edici Soliisyonlar

Simdiye kadar endodontide dekalsifiye edici soliisyon olarak selatorler, asitler,
ve siklikla EDTA ve sitrik asit kullamilmistir. Ancak son birka¢ yilda tedaviye
yardimc1 olmak amaciyla onlarin ana fonksiyonlar1 dekalsifiye edici 6zellikleri ve
kendi karakteristik ozellikleri diisiintilerek ¢esitli karisimlar {iretilmeye baglanmustir.
Bu 6zelliklerin yaninda yiizey gerilimini azaltmalar1 belkide antibakteriyel etkinlikten
cok daha 6nemli bir karakteristik 6zellik olarak goriilmiistiir. Yeni kombinasyonlarin

temelinde EDTA veya sitrik asit mevcuttur.

Kok kanal formasyonu boyunca smear tabakasi goriilmektedir. Smear tabakasi
hem organik hemde inorganik komponentler igerir. Bu yiizden smear tabakasini
tamamen temizlemek i¢cin hem NaOCI hemde dekalsifiye edici ajan kullanilmalidir.

Smear tabakasinin tam olarak temizlenip temizlenmedigi hala agik degildir. Zayif
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asitler (carbamid peroksit, aminoaquinaldinyum diasetat (salvizol) ve EDTA smear
tabakasinin uzaklastirilmasinda etkilidir. Tarafsiz ¢alismalar carbamid peroksit ve

salvizoliin smear tabakasini uzaklastirmada az etkili oldugunu gostermistir (239,240).

2.5.2.1. EDTA

EDTA bir selatéor olmasi ve smear tabakasinin mineralize kismin
uzaklastirmasi  sebebiyle sik  kullanilan irrigasyon soliisyonudur. EDTA
etilendiamintetraasetik asidin [CH2N (CH2CO2H)2]2 kisaltmasi seklinde yaygin olarak
kullanilir. Katidir suda ¢oziinlir ve ¢ogu uygulamada kullanilabilmesi igin renksiz
olarak iretilir. EDTA’nin selasyon kabiliyeti yapisindaki di ve tri katyonik metal
iyonlariin (demir ve kalsiyum gibi) 'sekestr' 1 sayesinde yapabilir. EDTA ile sinirlama

yapmaksizin metal iyonlar1 ¢ozeltide kalir ve daha diisiik aktivite gosterirler.

2.5.2.1.1. Tarihgesi

Bilesim ilk olarak 1935 yilinda Ferdinand Munz tarafindan etilendiamin ve
Kloroasetik asidin bilesimi seklinde tanimlanmigtir. Bugiin EDTA’nin ana yapisi

etilendiamin formaldehit ve sodyum siyanidin bir sentezinden elde edilmistir.

2.5.3.1.2. Etki Sekli

Uzun bir siire EDTA’ya dogrudan maruz kalindiginda hiicre zarlar1 metal

iyonlart ile birleserek bakteri 6liimlerine sebep olabilir.

2.5.2.1.3. Endodontik Olarak Uygulanmasi

EDTA yalniz bagina smear tabakasinin uzaklastrilmasinda etkili degildir.
proteolitik komponentin uzaklastirilmasinda NaOCI ile kombine olarak (tercihen 6nce
EDTA) kullanilmahdir (241). Ticari amagli olarak kombinasyonlar iiretilebilir.
EndoDilator N-O (Union Broach, York, PA) de EDTA ile 4 lii amanyum bilesigi

kombine edilmistir.

EDTA normalde %17’lik konsantrasyonlarda kullanilir. Eger soliisyon kok

kanal duvarlarinin tiim yiizeyine ulasabilirse smear tabakasi iizerinde 1 dak dan ¢ok
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daha kisa siirede etkilidir. Selatér oldugu i¢in dekalsifiye prosesini kendi sinirlandirir.
Kok kanal preperasyonunda EDTA dar kanallarin a¢ilmasini sagladigi i¢in 6nemli bir
yere sahiptir. Yeterli zaman verilirse ¢ok dar kanallar1 agabilir ve 50 um’luk
dekalsifikasyon yapabilir. Bu da karsilikli iki kanal duvari i¢in 100 um demektir bu
miktarda 10’luk egenin ucuna tekabiil etmektedir (242).

Sitrik asid daha az konsantrasyonda EDTA’dan daha etkili gibi géziikmesine
ragmen, her iki ajaninda smear tabakasini kaldirma tizerine etkisi yiiksektir. Bunlarin
temizleme yeteneginin yaninda selatorler kok kanal duvarina yapisan biyofilm
tabakasini kaldirmada etkilidirler. EDTA nin antiseptik kapasitesi sinirli olmasina
ragmen kanal i¢i mikrobiatay1 azaltmada oldukga {istiin oldugu agiklanmistir. Rastgele
yapilan klinik ¢calismalarda alternatif bir irrigant olarak NaOCI ve EDTA yalniz basina
NaOCT’ye gore kanal igi bakteriyel etkinligi azaltmada ¢ok daha fazla etkilidir.

Kuaterner amonyum bilesikleri (EDTAC) veya tetrasiklin antibiyotikler
(MTAD) gibi antiseptikler antimikrobiyal kapasitesini artirmak icin, sirasiyla, EDTA
ve sitrik asit irrigantlarina eklenmistir. EDTAC ‘in smear tabakasini kaldirma etkinligi
EDTA'ya benzer ancak ¢ok daha kostiktir. Selasyon ajanlari sivi veya paste formunda
olurlar orjinal paste tip preparasyon 1961 yilinda steawart tarafindan tiretilmis peroksit
ile gliserol karistirilarak yapilmistir. Daha sonra endodontide EDTA kullanimu ile ilgili
ilk bagarilt uygulama iire peroksit ile EDTA nin suda ¢6ziinebilir bir carbowax arag
icinde kombine edilmesi sonucu elde edilmistir. Bu bilesim ticari olarak

kullanildi (242).

2.5.2.1.4. EDTA NaOCI ve CHX Arasindaki Etkilesimler

Grawehr’in yaptig1 calismada EDTA’nin kalsiyum kompleks yeteneginin
NaOCl ile karistirildiginda degismedigini gostermistir. Ancak EDTA, NaOCI ‘in doku
¢ozme yeteneginde azalmalara sebep olmus ve karisimda hi¢ serbest klorin
bulunmamistir (243). Klinik olarak NaOCl ve EDTA ayr1 ayr1 uygulanmalidir. NaOCI
EDTA’dan sonra EDTA ‘nin kalintilarini temizlemek i¢in uygulanmalidir (243).

Chx ve EDTA kombinasyonu ise beyaz bir ¢okelti olugturur. Rasimick ve ark

(138) ¢okelti igerisinde klorheksidin degredasyonu oldugunu tespit etmislerdir (244).
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Bu ¢alismanin sonuglarina gore klorheksidin ile EDTA kombinasyonu kimyasal

reaksiyon geciren kombinasyona gore daha ¢ok tercih edilmelidir.

2.5.2.2. HEBP

Etidronik asit, dentin yapisina daha az olan etkilerinden dolay1 geleneksel
selatorlere alternatif olarak disiinilmektedir (245). NaOCI’in antimikrobiyal
ozelligini etkilemeden NaOCI ile birlikte kullanilabilen tek selatoér oldugu
diistiniilmektedir (246). Zayif bir selatordiir, %2,5 NaOCI ve %9 Etidronik asit
(HEBP) kombinasyonu anatomik diizensizliklerindeki debrisleri uzaklastirmak icin
Onerilmistir. Bu irrigantin smear tabakasi uzaklastirma etkinligi EDTA ve sitrik aside
benzer ancak NaOCI ile karistirildiginda NaOCI ‘in antimikrobiyal o6zelliklerini
degistirmedigi gdzlenmistir (246). Yeni sunulan rapora gore, Etidronik asit NaOCl ile
karistirildiginda  NaOCI  ‘in - doku ¢oziici etkinliginde azalma olmadigi
goriilmiistiir (247). Sonug olarak NaOCI ve HEBP karisimi final selasyon ajan1 yerine
enstriimentasyon boyunca ve enstrimentasyondan sonra tek bir irrigant olarak

kullanilabilir (2).
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3. GEREC ve YONTEM

Bu ¢alisma Siileyman Demirel Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Arastirma
Laboratuvari, Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimii Laboratuvar:1 ve Miihendislik
Fakiiltesi Gida Miihendisligi Bolimi Bakteriyel-Genetik  Laboratuvarinda
gerceklestirildi. Biyofilm olusumunun SEM ile goriintiilenmesi amaciyla Erciyes
Universitesi Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi SEM Laboratuvari kullanilds.
Bu ¢alisma i¢gin Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik

Kurulu ‘nun 03.12.2014/204 tarih/sayili karar ile etik kurul izni alindu.

3.1. Hedefleri

Enterococcus faecalis, Candida albicans, Pseudomonas aeruginosa ile
enfekte edilen kok kanallarinin 21 giin sonunda biyofilm olusturdugu belirlenen
ornekler iizerine %5, %7, %9, %18 konsantrasyona sahip Etidronik asit (HEBP)
(Sigma Aldrich, Sigma Aldrich Co., St. Louis-ABD) ile final irrigasyonu
yapildigindaki  Etidronik asit (HEBP) konsantrasyonlarinin  antimikrobiyal

etkinliklerinin belirlenmesi hedeflendi.
3.2. Antimikrobiyal Ajanlarin Hazirlanmasi

3.2.1.Etidronik Asit (HEBP) Cozeltisinin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan Etidronik Asit (HEBP) (Sigma Aldrich, Sigma Aldrich
Co., ABD) %60 Aqueous soliisyon halinde tiretici firmadan temin edildi (Resim 1a).
Bu tez calismasinda kullanilacak olan Etidronik Asit (HEBP)’in %5, %7, %9, %18°lik

konsantrasyonlari,

1. %5 ‘lik HEBP konsantrasyonu igin, 28,7 ml %60 ‘lik HEBP Aqueous soliisyon
ile 471,3 ml distile su (Botafarma, Ugel medikal, ANKARA) eklenerek 500 ml
%5 ‘lik Etidronik asit ( HEBP) elde edildi.

2. %7 ‘lik HEBP konsantrasyonu i¢in, 40,25 ml %60 ‘lik HEBP Adqueous
soliisyon ile 459,75 ml distile su (Botafarma, Ugel medikal, ANKARA)
eklenerek 500 ml %7 ‘lik Etidronik asit ( HEBP) elde edildi.
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3. %9 ‘luk HEBP konsantrasyonu igin, 51,7 ml %60 ‘hik HEBP Aqueous
soliisyon ile 448,3 ml distile su (Botafarma, Ugel medikal, ANKARA)
eklenerek 500 ml %9 ‘luk Etidronik asit ( HEBP) elde edildi.

4. %18 ‘lik HEBP konsantrasyonu igin, 103,4 ml %60 ‘lik HEBP Aqueous
soliisyon ile 396,6 ml distile su (Botafarma, Ugel medikal, ANKARA)
eklenerek 500 ml %18 ‘lik Etidronik asit ( HEBP) elde edildi.

Siileyman Demirel Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimii
Laboratuvarinda hazirlanmigtir. Sollisyonlar hazirlandiktan sonra koyu renkli, 151k

gecirmez, kapakli plastik kaplarda oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

3.2.2. NaOCI Cozeltisinin Hazirlanmasi

Calismada kullanilacak bir diger ajan olan NaOCI %5 °‘lik hazir soliisyon (
Wizard, Rehber Kimya, Istanbul, Tiirkiye) olarak temin edildi. Kullanilmadan énce
Distile su (Botafarma, iigel medikal, ANKARA) hazir olarak temin edildi. Siilleyman
Demirel Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Béliimii Laboratuvarinda 1000 ml
‘lik beher (Medikal lab., Findikzade-Istanbul) icerisine 500 ml ‘ye kadar distile su
tizerine 500 ml %5 lik NaOCI soliisyonu kullanarak hacimce %2.5’luk NaOCI
¢ozeltisi hazirlandi. Soliisyon hazirlandiktan sonra koyu renkli, 151k ge¢irmez, kapakh

plastik kaplarda oda sicakliginda muhafaza edildi (Resim 1b).

3.2.3. EDTA Cozeltisinin Hazirlanmasi
Calismada kullanilacak EDTA c¢ozeltisi %17 ‘lik hazir soliisyon olarak
(Werax, Spot Dental, Izmir-Tiirkiye) temin edildi (Resim 1c).

Calismada negatif kontrol grubu olarak kullanilan Distile su hazir soliisyon
olarak (Botafarma, iigel medikal, ANKARA) temin edilmistir. Koyu renkli cam

sisesinde muhafaza edilmistir.
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Resim 1. Calismada kullanilan antimikrobiyal ajanlar; Etidronik Asid (A), Sodyum
Hipoklorit (B), EDTA (C).

3.3. Orneklerin Hazirlanmasi

3.3.1. Dislerin Secimi

Calisma igin Oncelikle yaslar1 25 ile 45 arasi degisen hastalardan periodontal
ve ortodontik sebeplerle ¢ekilmis, 184 tane tek koklii apikal forameni agik olmayan,
kok kirigi ve mine ¢atlagi bulunmayan, dentinde herhangi bir ¢iiriigii olmayan diiz tek
kokli ve tek kanalli ¢ekilmis insan disleri seg¢ildi. Dislerin tek koklii ve tek kanalli
oldugu 15 no ‘lu K-tipi ege kullanilarak radyografik olarak saptandi. Birden fazla
kanal1 ve kokleri olan disler calisma dis1 birakildi yerlerine ayni sartlar1 saglayan insan
disleri seg¢ildi. Dis tizerindeki yabanci dokular ve sert kalintilar Scaler ( Hu-Friedy,
Chicago, USA) yardimiyla temizlendi.
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3.3.2. Kronlarin Ayrilmasi

Orneklerin koronal kisimlari, kok uzunlugu 14mm olacak sekilde elektrikli
mikro motor ( Strong, Saeshin Precision, Korea) yardimiyla 0,3 mm kalinliginda 6mm
capindaki elmas diskler (Horico Diamond Discs, Horico Dental, Berlin, Germany)
kullanarak kesildi.

3.3.3. Calisma Boyunun Belirlenmesi

Calisma boyunu saptamak i¢in Souza ve ark (248) tarafindan kullanilan
yontemden yararlanilmistir. Bu yonteme gore Horizontal olarak kesilmis olan kok
parcast iizerinde 15 no’lu K-file (Dentsply Maillefer, Ballaigues, Isvicre) kanal egesi
ile kanala girilerek kok kanal yolunun belirlenmesi ve agilmasi islemi yapildi. 15 no
‘lu K tipi kanal egesinin ucu major foramende goriildiigii zaman, kok kanal egesi 1
mm geri ¢ekilerek lastik rondel sabitlendi. Daha sonra kok kanal egesi kanal boyu
Olglimiinii yapmak i¢in kok kanalindan ¢ikarildi ve endodontik cetvel (Dentsply

Maillefer, Ballaigues, isvicre) kullanilarak kok kanallarmin ¢alisma boyu belirlendi.

3.3.4. SEM Incelemesine Gonderilecek Orneklerin Hazirlanmasi

SEM incelemesine gonderilmek iizere her bir mikroorganizma tiiriinden 3 tane
olmak iizere toplam 9 tane disin {izerinde elektrikli mikro motor ( Strong, Saeshin
Precision, Giiney Kore) yardimiyla 0,3 mm kalinliginda 6mm ¢apindaki elmas diskler
(Horico Diamond Discs, Horico Dental, Berlin, Almanya) kullanarak kokler tizerinde

Bukko-lingual yonde koronal-apikal olarak oluk agildi.

3.3.5. Kok Kanallarimin Kemo-mekanik Preperasyonu

K&k kanallar1 ProTaper kanal aletleri (Dentsply Maillefer, Ballaigues, Isvigre)
ile Uiretici tavsiyesi lizerine saat yoniinde crown down yontemine gore koronal kisim
SX kullanilarak genisletildi. Kok kanal genisletmesi sirasiyla ProTaper S1, S2, F1, F2,
F3 kullanilarak saat yoniinde ana apikal ege F4 olacak sekilde yapildi. Preparasyon
boyunca dislere her bir ege degisiminde sirasiyla 2ml %2.5 ‘lik NaOCIl (Wizard,
Rehber kimya, Istanbul, Tiirkiye), 2ml distile su ve 2ml %17°lik EDTA (Werax, Spot
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Dental, Izmir-Tiirkiye) toplam siire 3 dakika olacak sekilde uygulandi. Preperasyon
sonrasi, sirastyla 3ml %2.5° luk NaOCI (Wizard, Rehber kimya, istanbul), distile su,
3 ml % 17°lik EDTA (Werax, Spot Dental, izmir-Tiirkye) ve sonrasinda 1 dak boyunca
distile su ile irrigasyon yapildi. Biitlin yapilan irrigasyon islemleri esnasinda Sml’lik
enjektorlerin govdeleri (Genject, SAYBERK, Ankara) ve u¢ kisim igin de 27ga.
yandan perfore irrigasyon ignesi (Endo-EZE, Ultradent, Utah-ABD) kullanildi. Her
bir drnek i¢in enjektor govdesi ve igne degistirildi. Genisletme ve yikama islemleri
bitmis olan dislerin Kok uglar1 siyanoakrilat (ASR, Alcan ltd., Basaksehir, Istanbul)
ile kapatilarak sizdirmaz hale getirildi. Daha sonra disler igerisinde % 0,1 lik Timol
(GBL, Giil Biyoloji Laboratuvari Ltd Sti., Istanbul) soliisyonu bulunan seffaf
mikrokuyucuklarda (SPL, SPL Lifesciences Co. Ltd., Pocheon sehri-Giiney Kore) 4
°C‘de ( Lg buzdolabi, LG Company, Giiney Kore) bekletildi (Resim 2).

Resim 2. Genisletme ve yikama igslemleri bitmis olan diglerin saklanmasi igin
kullanilan seffaf mikrokuyucuklar
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3.4. Pilot Calisma

3.4.1. Pilot Calismanin Amaci ve Hedefleri

Bu tez ¢alismasinda kontrol edilebilen dis etkileri en aza indirmek i¢in deney

asamasindan dnce bir pilot ¢alisma planlandi. Bu pilot ¢alismanin amaci ve hedefleri;
1. Deney sathas1 dncesi 0rnekleri sabitlemek i¢in en uygun metodu belirlemek

2. Sabitlenen Orneklerin sterilizasyon asamasindaki tepkilerini ve sterilizasyon

derecesini belirlemek

3.4.2. Pilot Calsma icin Kullamlacak Orneklerin Secilmesi ve

Hazirlanmasi

Pilot ¢alisma i¢in 10 tane tek koklii apikal forameni acik olmayan, #15 K tipi
egenin apikalde sikistig1, kok kirgi, catlagi ve dentinde ¢iirtigii bulunmayan, diiz tek
kanall1 ¢ekilmis insan disleri secildi. Kok uzunlugu apikalden 14 mm olacak sekilde
dislerin kronlar1 ve gerekliyse kok kisimlari kesilerek ¢ikarildi. Calisma uzunlugu, #15
K tipi ege (Dentsply Maillefer, Ballaigues, Isvigre) ile apikal foramenden 1 mm kisa

olacak sekilde belirlendi.

3.4.3. Pilot Cahsma i¢in Kullanilacak Dislerin Kemo-mekanik

Preperasyonu

Kok kanallar1 ayni1 deney asamasinda oldugu gibi ProTaper kanal aletleri
(Dentsply Maillefer, Ballaigues, Isvigre) ile iiretici tavsiyesi iizerine saat ydniinde
crown down yontemine gore koronal kisim i¢in SX kullanilmak lizere genisletildi. Kok
kanal genisletmesi sirastyla ProTaper S1, S2, F1, F2, F3 kullanilarak saat yoniinde ana
apikal ege F4 olacak sekilde yapildi. Preparasyon boyunca dislere her bir ege
degisiminde sirastyla 2ml %2.5¢ lik NaOCI (Wizard, Rehber kimya, Istanbul,
Tiirkiye), 2ml distile su ve 2ml %17’lik EDTA (Werax, Spot Dental, Izmir-Tiirkiye)
toplam siire 3 dakika olacak sekilde uygulandi. Preperasyon sonrasi, sirastyla 3ml
%2.5” luk NaOCI (Wizard, Rehber kimya, istanbul), distile su, 3 ml % 17’lik EDTA

(Werax, Spot Dental, Izmir-Tiirkye) ve sonrasinda 1 dak boyunca distile su ile
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irrigasyon yapildi. Biitlin yapilan irrigasyon islemleri esnasinda Sml’lik enjektorlerin
govdeleri (Genject, SAYBERK, Ankara) ve u¢ kisim i¢in de 27ga. yandan perfore
irrigasyon ignesi (Endo-EZE, Ultradent, Utah-USA) kullanildi. Her bir 6rnek igin
enjektor govdesi ve igne degistirildi. Genisletme ve yikama islemleri bitmis olan
dislerin Kok uclar1 siyanoakrilat (ASR, Alcan Itd., Basaksehir, Istanbul) ile kapatilarak
sizdirmaz hale getirildi. Daha sonra disler icerisinde % 0,1 lik Timol (GBL, Giil
Biyoloji Laboratuvar Ltd Sti., Istanbul) soliisyonu bulunan seffaf mikrokuyucuklarda
(SPL, SPL Lifesciences Co. Ltd., Pocheon city-Korea) 4 °C‘de ( Lg buzdolabi, LG
Company, Gliney Kore) bekletildi.

3.4.4. Pilot Calisma icin Gruplarin Olusturulmasi

Kemomekanik preperasyondan sonra Grup 1 olarak adlandirilan dislerin 5
tanesi mikrokuyucuklar (SPL, SPL Lifesciences Co. Ltd., Pocheoncity-Kore) igerisine
yerlestirilerek 6l¢ii silikonu (Zetaplus, Zhermack SpA, Italya) yardimiyla sabitlendi.
Uretici tavsiyesi iizerine 8 dakika bekleyip Silikonun donmasmi takiben
mikrokuyucuklar steril olmasi igin Siileyman Demirel Universitesi Dis Hekimligi

Fakdiltesi Sterilizasyon tinitesine verildi

Grup 2 olarak adlandirilan kalan 5 dis ayr1 ayri ependorf (Biosigma,
Dominique Dutscher Group, Italya ) tiiplere konarak Siileyman Demirel Universitesi

Dis Hekimligi Fakiiltesi Sterilizasyon iinitesine verildi.

3.4.5. Pilot Calismadaki Orneklerin Sterilizasyonu

Kemomekanik preperasyonlar: tamamlanan ve sabitleme sekline gore 2 gruba
ayrilan 10 dis Siileyman Demirel Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Sterilizasyon
tinitesine ayr1 ayri gruplar halinde sterilizasyon amaciyla verildi. Her bir grup ayri
olarak ayni1 otoklavda (Niive OT32VS, Nuve Sanayi Malzemeleri Imalat ve Tic. A.S,
Akyurt, ANKARA) 121°C‘de 25 dakika steril edilmistir.
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3.4.6. Pilot Cahsmadaki Orneklerin  Sterilizasyon  Sonrasi

Degerlendirilmesi

Olgii silikona sabitlenen disler ile ependorf tiiplere konan dislerin steril olup
olmadig Siileyman Demirel Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Gida Miihendisligi
bolimii Bakteriyel-Genetik laboratuvarinda bakteriyel gelisim kontrol edilerek test
edildi.

Bu amagla sterilizasyon islemine tabi tutulan dis o6rnekleri aseptik kosullar
altinda TSB ortamina aktarildi ve 37°C ‘de 24-48 saat inkiibe edildi daha sonra her
tiipten 100 puL 6rnek alinarak TSA besiyerine aktarilarak Drigolski spatiilii ile yiizeye
yayildi. Test sonucunda silikon igerisinde mikrokuyucuklara sabitlenen 5 disten 3
tanesinde tireme gorildiigii yani dislerin steril olmadig: tespit edildi. Eppendorf tiip
(Biosigma, Dominique Dutscher Group, italya) igerisine yerlestirilen 5 disin
hicbirinde mikrobiyal gelisim gozlenmemesine bagli olarak dislerin hepsinin steril
oldugu belirlendi. Pilot ¢alismanin sonuglari dogrultusunda g¢alismadaki 6rnekler
otoklavda 121°C ‘de 25 dakika da steril edilecek ve disler ayr1 ayri1 eppendorf tiipler

igerisine koyulacaktir

3.5. Orneklerin Muhafaza Edilmesi

Orneklerin kdk uglar1 siyanoakrilat (ASR, Alcan ltd., Basaksehir, Istanbul)
kullanilarak kapatildi. Kurumaya birakilan 6rnekler ertesi giin igerinde % 0,1 ‘lik timol
soliisyonu bulunan Polisitren diiz tabanli her biri 24 adet kuyucuk igeren
mikrokuyucuklar (SPL, SPL Lifesciences Co. Ltd., Pocheon city-Kore) igerisine 6l¢ii
silikonu olmadan sadece dislerin muhafaza edilmesi amaciyla yerlestirildi. Her biri 11
ornekten olusan her dis bir kuyucuk icerisine gelecek sekilde her grup igin ayr1 bir
mikrokuyucuk igerisine yerlestirildi. Ornekler sterilizasyon islemi yapilana kadar bu

kuyucuklar icerisinde muhafaza edildi.

3.6. Orneklerin Sterilizasyonu

Kimyasal ve mekanik preperasyonu tamamlanan érneklerin herbiri muhafaza
edildigi mikrokuyucuklar (SPL, SPL Lifesciences Co. Ltd., Pocheon city-Kore)
igerisinden steril bir kabin (Chemocell LRC X UV Class II B2, Teknomar A.S.,
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Ankara-Tiirkiye) igerisinde alindi. Alinan ornekler steril edilmis bir sekilde hazir
olarak alinan eppendorf tiiplerin igerisine steril presel kullanarak alindi. Tim
orneklerin eppendorf tlipler icerisine taginmasindan sonra eppendorf tiipler
sterilizasyon posetlerinin icerisine 4 veya 5 tanesi bir posetin igerisine gelecek sekilde
yerlestirildi (Resim 3). Posetlenen 6rneklerin hepsi ayn1 anda otoklava yerlestirildi.
Ornekler otoklavda 121°C “de 25 dakika da steril edildi.

Resim 3. Orneklerin otoklava girmeden dnce posetlenmesi ( Bir sterilizasyon
posetinin icerisinde 4 veya 5 tane ependorf bulunmaktadir.)

3.7. Deney Gruplarimin Olusturulmasi

Deney gruplarinin olusturulmasinda kullanilan mikroorganizmalar baz alind1.
Toplam 174 6rnek her bir ana grupta 58 olmak iizere 3 ana gruba ayrildi. 3 ana grubun
her biri de 5 alt gruba (grupl: distile su (negatif kontrol grubu), grup 2: HEBP® in
%5°lik konsantrasyonu, grup 3: HEBP‘in %7°‘lik konsantrasyonu, HEBP‘in %9 ‘luk
konsantrasyonu, HEBP*“in %18 ‘lik konsantrasyonu ile irrige edilecek sekilde) ayrildi.
Alt gruplarin herbirinde 6rnek sayisi 11 olarak belirlendi. Deney gruplarindaki
irrigasyon soliisyonu hacimleri ve uygulama zamanlari Siqueira ve ark (249) ¢alismasi
baz alinarak modifiye edilmistir. Her bir ana gruptan 3 6rnek (toplam da 9 6rnek)
biyofilm olusup olusmadigini degerlendirmek i¢in SEM incelemesinde kullanilmak

uzere hazirland.
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Ana Grup A (E. faecalis ATCC 29212) (n:55): E. faecalis ile enfekte edilmis

58 ornegin, 55 tanesi sirasiyla,

Grup 1: Distile su grubu (D) (n:11): Preperasyonu tamamlanan 11 6rnegin,

final soliisyonu sadece Distile su ile 2 dakika yikanmasiyla olusturulan deney grubu.

Grup 2: %5 ‘“lik Etidronik asit (HEBP) grubu (K5) (n:11): Preperasyonu
tamamlanan 11 6rnegin, final soliisyonu sadece 3ml %5 lik Etidronik Asit (HEBP) ile

2 dakika yikanmasiyla olusturulan deney grubu.

Grup 3: %7 ‘lik Etidronik Asit (HEBP) grubu (K7) (n:11): Preperasyonu
tamamlanan 11 6rnegin, final soliisyonu sadece 3ml %7 ‘lik Etidronik Asit (HEBP) ile

2 dakika yikanmasiyla olusturulan deney grubu.

Grup 4: %9 ‘luk Etidronik Asit (HEBP) grubu (K9) (n:11): Preperasyonu
tamamlanan 11 6rnegin, final soliisyonu sadece 3ml %9 ‘luk Etidronik Asit (HEBP)

ile 2 dakika yikanmasiyla olusturulan deney grubu.

Grup 5: %18 ‘lik Etidronik Asit (HEBP) grubu (K18) (n:11): Preperasyonu
tamamlanan 11 6rnegin, final soliisyonu sadece 3ml %18 ‘lik Etidronik Asit (HEBP)

ile 2 dakika yikanmastyla olusturulan deney grubu.

Kalan 3 6rnekte biyofilm olusumunu gézlemlemek igin E. Faecalis ile inokiile

edilmek iizere ayrildi.
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Ana Grup B (C. albicans) (ATCC 10231) (n:55): C. albicans ile enfekte

edilmis 58 6rnegin, 55 tanesi sirasiyla

Grup 1: Distile su grubu (D) (n:11): Preperasyonu tamamlanan 11 6rnegin,
final soliisyonu olarak sadece 3ml Distile su ile 2 dakika yikanmasiyla olusturulan

deney grubu.

Grup 2: %5 ‘lik Etidronik asit (HEBP) grubu (K5) (n:11): Preperasyonu
tamamlanan 11 Ornegin, final soliisyonu olarak sadece 3ml %5 lik Etidronik Asit

(HEBP) ile 2 dakika yikanmasiyla olusturulan deney grubu.

Grup 3: %7 ‘lik Etidronik Asit (HEBP) grubu (K7) (n:11): Preperasyonu
tamamlanan 11 Grnegin, final soliisyonu olarak sadece 3ml %7 ‘lik Etidronik Asit

(HEBP) ile 2 dakika yikanmastyla olusturulan deney grubu.

Grup 4: %9 ‘luk Etidronik Asit (HEBP) grubu (K9) (n:11): Preperasyonu
tamamlanan 11 6rnegin, final soliisyonu olarak sadece 3ml %9 ‘luk Etidronik Asit

(HEBP) ile 2 dakika yikanmasiyla olusturulan deney grubu.

Grup 5: %18 ‘lik Etidronik Asit (HEBP) grubu (K18) (n:11): Preperasyonu
tamamlanan 11 ornegin, final soliisyonu olarak sadece 3ml %18 ‘lik Etidronik Asit

(HEBP) ile 2 dakika yikanmasiyla olusturulan deney grubu.

Kalan 3 6rnekte biyofilm olusumunu gézlemlemek igin C. albicans ile inokiile

edilmek tizere ayrildi.
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Ana Grup C (P. aeruginosa ATCC 15442) (n:55): P. aeruginosa ile enfekte

edilmis 58 6rnegin, 55 tanesi sirasiyla,

Grup 1: Distile su grubu (D) (n:11): Preperasyonu tamamlanan 11 6rnegin,
final soliisyonu olarak sadece Distile su ile 2 dakika yikanmasiyla olusturulan deney

grubu.

Grup 2: %5 ‘lik Etidronik asit (HEBP) grubu (K5) (n:11): Preperasyonu
tamamlanan 11 O6rnegin, final soliisyonu olarak sadece 3ml %5 lik Etidronik Asit

(HEBP) ile 2 dakika yikanmasiyla olusturulan deney grubu.

Grup 3: %7 ‘lik Etidronik Asit (HEBP) grubu (K7) (n:11): Preperasyonu
tamamlanan 11 Grnegin, final soliisyonu olarak sadece 3ml %7 ‘lik Etidronik Asit

(HEBP) ile 2 dakika yikanmasiyla olusturulan deney grubu.

Grup 4: %9 ‘luk Etidronik Asit (HEBP) grubu (K9) (n:11): Preperasyonu
tamamlanan 11 6rnegin, final soliisyonu olarak sadece 3ml %9 ‘luk Etidronik Asit

(HEBP) ile 2 dakika yikanmasiyla olusturulan deney grubu.

Grup 5: %18 “lik Etidronik Asit (HEBP) grubu (K18) (n:11): Preperasyonu
tamamlanan 11 ornegin, final soliisyonu olarak sadece 3ml %18 ‘lik Etidronik Asit

(HEBP) ile 2 dakika yikanmasiyla olusturulan deney grubu.

Kalan 3 ornekte biyofilm olusumunu gozlemlemek igin P. aeruginosa ile

inokiile edilmek iizere ayrildi.

Deneyde pozitif kontrol grubu kullanma geregi duyulmadi, ¢iinkii pozitif
deney grubu olarak bir grup belirlendiginde bu grupta NaOCI kullanilacakti, NaOCI‘in
kullanilan mikroorganizmalar tizerine antimikrobiyal etkisi yillardan beri ¢ok iyi
bilindiginden ve yapilan farkli deneylerle kanitlandigindan dolay1 pozitif kontrol

grubu olusturulmadi.
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3.8. E. faecalis Kiiltiiriiniin Aktiflestirilmesi ve Orneklere Indiiksiyonu

3.8.1. E. faecalis Kiiltiiriiniin Gelistirilmesi

Deneyde test organizmalarindan biri olarak kullanilan E. faecalis ATCC 29212
susu Ankara Halk Sagligi Genel Merkezi Laboratuvari’ndan temin edildi. E. faecalis
ATCC 29212 susu Triptik soy broth (TSB, LabM Itd., Ingiltere) besiyeri ortaminda
37°C ‘de 18 saat siire ile gelistirildi.Ertesi giin ayni1 besiyeri ortaminda %1 oraninda
ekim yapilarak ATCC 29212 susu tekrar 37°C ‘de 18 saat kiiltiire edildi.
Aktiflestirilmis ATCC 29212 susunun saflik kontrolii TSB agar ortamina siirme, Gram
boyama ve katalaz testi ile kontrol edildi. Gram boyama, hazirlanmis preparatin
tizerine kristal viyole boyas1 damlatilip 1 dakika beklenir ve iyot-lugol ¢ozeltisi ile
yikanarak kristal viyole wuzaklastirildi. Preparata tekrar iyot-lugol ¢ozeltisi
damlatilarak 1 - 2 dakika bekletilip, distile su ile yikanarak iyot-lugol ¢ozeltisi
uzaklastirildi. Preparatin iizerine %96 'lik etil alkol veya eter — aseton ¢Ozeltisi
damlatilarak 15 - 30 saniye beklendi, distile su ile yikandi ve karsit boya olarak
safranin damlatild1 ve 40 - 50 saniye bekletildi. Preparat distile su ile yikanarak havada
kendi halinde kurumaya birakildi, preparata immersiyon yagi damlatildi ve 100 'lik
objektifle incelendi, katalaz testi saflik kontrolii i¢in TSB agar ortaminda gelisen
koloniler kullanilarak test edildi Petri kutusunda gelisen koloniler {izerine 1-2 damla
H202 damlatilarak gaz ¢ikisi kontrol edildi. Katalaz testinde staphylococcus ATCC
29213 susu pozitif kontrol olarak kullanildi. E. faecalis ATCC 29212 susunun stok
kiltiri %20 steril Gliserol (BBL Midllebrook 7H9 Braoth Glycerol Becton,
Dickinson, Amerika) igeren TSB (tyriptic soy broth) besiyeri ortaminda -20°C‘de
derin dondurucu (beko, beko A.S§, Rayong-Tayland) icerisinde muhafaza edildi
(Resim 4).
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Resim 4. E. faecalis ‘den olusturulan stok soliisyonu

3.8.2. E. faecalis Siispansiyonunun Hazirlanmasi

E. faecalis (ATCC 29212) susu 37 °C ‘de TSB besiyeri igerisinde inkiibatdrde
(Elektromag M420 BP, Labor teknik Ltd., Istanbul-Tiirkiye) aktiflestirildi. 18 saatlik
aktif kiiltirden mikropipet (interlab10-1000ul, interlab labaratuvar hizmetleri a.s,
Ankara) yardimi ile 1 mL alinip 100 mL TSB (tyriptic soy broth) besiyeri igerisine
aktarilarak bakteriyel siispansiyon hazirlandi. Bakteriyel silispansiyon igerisinde
bulunan hiicre sayisinin belirlenmesi i¢in siispansiyonun %0.85 ‘lik fizyolojik tuzlu su
(FTYS) ile seri diliisyonlar1 hazirlandi ve TSA( tyriptic soy agar) besiyerine yayma
kiiltiir yontemi ile ekim yapildi. Ekim yapilan petri kutular1 (Firatmed, Firat plastik
A.S, Istanbul) 37 °C “de 48 saat siire ile inkiibe edildi (Resim 5). Inkiibasyon siiresi
sonunda petri kutusundaki (Firatmed, Firat plastik A.S, Istanbul) koloniler sayildi.

3.8.3. Orneklerin E. faecalis ile Enfekte Edilmesi

Mililitresinde 7,45 logio KOB (Koloni olusturan birim) E. faecalis ATCC
29212 susu bulunan bakteri siispansiyonundan mikropipet (interlab10-1000ul, interlab
labaratuvar hizmetleri a.s, Ankara) yardimi ile 1’er mL alinarak eppendorf tiipii
(Biosigma, Dominique Dutscher Group, Italy) igerisinde bulunan 58 dis iizerine
aktarildi. Disin tamamiin besiyeri icerisinde kalmasi saglanarak kok kanal
enfeksiyonu baslatildi. Estrella ve ark. (250) 6ngordiigii sekilde 21 giin boyunca 2’ser

giin ara ile 0.5 mL besiyeri eppendorf tiiplerden (Biosigma, Dominique Dutscher
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Group, Italy) mikropipet (interlabl0-1000ul, interlab labaratuvar hizmetleri a.s,
Ankara) ile alinip yerine 0.5 ml steril TSB (tyriptic soy broth) besiyeri eklendi.

.
.

Resim 5. Orneklerin E. faecalis ile enfekte edilmeden hemen 6ncesi

3.9. C. albicans’in Kiiltiiriiniin Gelistirlmesi ve Orneklere Inokiilasyonu

3.9.1. C. albicans Kiiltiiriiniin Gelistirilmesi

Deneyde test organizmalarindan biri olarak kullanilan C. albicans ATCC
10231 susu Ankara Halk Sagligi Genel Merkezi Laboratuvari’ndan temin edildi. C.
albicans 25 °C ‘de SDB (Sabouraud Dextrose Broth) (Lab M, Lab M limited, ingiltere)
igerisinde aktiflestirildi. Kiiltiir %20 steril gliserol ( BBL Midllebrook 7H9 Braoth
Glycerol Becton, Dickinson, Amerika) igeren SDB (Sabouraud Dextrose Broth)
besiyeri igerisinde -20°C ‘de (Beko, Beko A.S, Rayong-Tayland) stoklandi (Resim 6).
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Resim 6. C. albicans’dan olusturulan stok soliisyonu

3.9.2. C. albicans Siispansiyonunun Hazirlanmasi

C. albicans ATCC 10231 susu 25 °C ‘de SDB (Sabouraud Dextrose broth) (Lab
M, Lab M limited, UK) besiyeri icerisinde inkiibatoérde (Elektromag M420 BP, Labor
teknik Ltd., Istanbul-Tiirkiye) aktiflestirildi. 18 saatlik aktif kiiltiirden 1 mL alinip 100
mL SDB besiyeri icerisine aktarilarak bakteriyel slispansiyon hazirlandi. Bakteriyel
stispansiyon igerisinde bulunan hiicre sayisinin belirlenmesi igin siispansiyonun
fizyolojik tuzlu su (FTS) ile seri diliisyonlart hazirland1 ve SDA (Sabouraud Dextrose
Agar ) besiyerine yayma kiiltlir yontemi ile ekim yapildi. Ekim yapilan Petri kutular
25°C “de 48 saat siire ile inkiibe edildi (Resim 7). Inkiibasyon siiresi sonunda Petri
kutusundaki (Firat-med, Firat plastik A.S, Istanbul) koloniler sayildi.

3.9.3. Orneklerin C. albicans ile Enfekte Edilmesi

Orneklerin kok kanallar1, mililitresinde 5,95 logio KOB /mL (Koloni Olusturan
Birim) C. albicans bulunan SDB besiyeri ile enfekte edildi. Bunun i¢in hazirlanan
bakteri siispansiyonundan mikropipet (interlabl0-1000ul, interlab labaratuvar

hizmetleri a.s, Ankara) yardimi ile 1’er mL alinarak eppendorf tiip ( Biosigma,
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Dominique Dutscher Group, Italy ) igerisinde dis 6rnegi bulunan toplam 58 eppendorf
tiiptine aktarildi. Disin tamaminin besiyeri igerisinde kalmasi saglanarak kok kanal
enfeksiyonu baglatildi. Estrella ve ark. (250) ongordiigii sekilde 21 giin boyunca 2 ‘ser
giin ara ile 0.5 mL besiyeri eppendorf tiiplerden ( Biosigma, Dominique Dutscher
Group, Italy ) alinip yerine 0.5 ml steril SDB (Sabouraud Dextrose Brouth) besiyeri
eklendi.
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Resim 7. Orneklerin C. albicans ile enfekte edilmeden hemen 6ncesi

3.10. P. aeruginosa Kiiltiiriiniin Gelistirlmesi ve Orneklere Inokiilasyonu

3.10.1. P. aeruginosa Kiiltiiriiniin Gelistirlmesi

Deneyde test organizmalarindan biri olarak kullanilan Pseudomonas
aeruginosa ATCC 15442 susu Ankara Halk Sagligi Genel Merkezi Laboratuvari’ndan
temin edildi. P. aeruginosa 37 °C ‘de TSB (Lab M, Lab M limited, Ingiltere) besiyeri
kullanilarak ¢alkalayici yardimu ile aktiflestirildi. Gram boyama ve katalaz reaksiyon
testleri ile Griiniin saflig1 kontrol edildi. Kiiltiir %20 steril Gliserol (BBL Midllebrook
7H9 Braoth Glycerol Becton, Dickinson, Amerika) i¢eren TSB (tyriptic soy broth)
besiyeri ortaminda -20°C ‘de (beko, beko A.S, Rayong-Tayland) stoklandi.
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3.10.2. P. aeruginosa Siispansiyonunun Hazirlanmasi

P. aeruginosa ATCC 15442 susu 37 °C ‘de TSB (tyriptic soy broth) besiyeri
icerisinde inkiibatdrde (Elektromag M420 BP, Labor teknik Ltd., istanbul-Tiirkiye)
calkalayict kullanilarak aktiflestirildi. 18 saatlik aktif kiiltiirden 1 mL alinip 100 mL
TSB (tyriptic soy broth) besiyeri icerisine aktarilarak bakteriyel siispansiyon
hazirlandi. Bakteriyel siispansiyon i¢erisinde bulunan hiicre sayisinin belirlenmesi igin
stispansiyonun %0.85 ‘lik fizyolojik tuzlu su (FTS) ile seri diliisyonlar1 hazirlandi ve
TSA (tyriptic soy agar) besiyerine yayma kiiltiir yontemi ile ekim yapildi. Ekim
yapilan Petri kutular1 37 °C “de 48 saat siire ile inkiibe edildi (Resim 8). Inkiibasyon
siiresi sonunda Petri kutusundaki (Firatmed, Firat plastik A.S, Istanbul) koloniler

sayild.

3.10.3. Orneklerin P. aeruginosa ile Enfekte Edilmesi

Mililitresinde 7,01 log, KOB/mL (Koloni Olusturan Birim) P. aeruginosa
ATCC 15442 bulunan bakteri siispansiyonundan mikropipet (interlabl10-1000ul,
interlab labaratuvar hizmetleri a.s, Ankara) yardimi ile 1 mL alinarak eppendorf tiip
(Biosigma, Dominique Dutscher Group, ltaly) igerisinde bulunan 58 dis lizerine
aktarildi. Disin tamaminin besiyeri igerisinde kalmasi saglanarak kok kanal
enfeksiyonu baslatildi. Estrella ve ark. (250) 6ngordiigii sekilde 21 giin boyunca 2ser
giin ara ile 0.5 mL besiyeri ependorf tiiplerden (Biosigma, Dominique Dutscher Group,

Italy) alinip yerine 0.5 ml steril TSB besiyeri eklendi.
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Resim 8. Orneklerin P. aeruginosa ile enfekte edilmeden hemen 6ncesi

3.11. Biyofilm Olusmasinin Degerlendirilmesi

Bakterilerin ekimi ve Estrella ve ark. (273) ongordiigii sekilde 21 giin
beslenmesinin sonucunda her bir ana grup igin 3 tane olmak iizere daha 6nceden oluk
yerleri hazirlanmis toplam 9 dis (Ana grup A ‘dan 3 tane, Ana grup B ‘den 3 tane, Ana
grup C ‘den 3 tane) steril bir keski yardimiyla vertikal olarak 2’ye ayrilarak biyofilm
olusumunun gdzlenmesi igin Erciyes Universitesi Teknoloji Arastirma Uygulama

Merkezi ‘ne gonderilmek iizere hazirlandi.

3.12. Orneklerin SEM (Taramalh Elektron Mikroskobu) I¢in

Hazirlanmasi

Her Ana Gruptan 3 ‘er toplamda 9 o6rnek SEM ile biyofilm olusup
olusmadiginin degerlendirilmesi i¢in hazirlandi. Her bir 6rnek oncelikle %2,5 ‘luk
Gluteraldehit ¢ozeltisi igerisinde fikse edildi. Bir diger asamada her bir 6rnek tampon
cozeltisi ile 3 kez yikandi ve etanol ile havada kurutuldu. Daha sonra 6rnekler cift

tarafli bant (Scotch, 3M, ABD) kullanilarak numune tutucular {izerine yapistirildi.
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Ornekler Minisputter Coater (Polaron SC7620, Ingiltere) cihazi ile 30 sn siire ile
Altin/Palladyum alagimu ile kaplandi (cihaz saniyede yaklasik 3 angstron kalinliginda
au/pd kaplamasi yapmaktadir). Tek bir 6rnek icin yaklasik 90 angstron kaplama
kalinlig1 elde edilmis oldu. Kaplama iglemi tamamlandiktan sonra biitiin 6rnekler SEM
(taramal1 elektron mikroskobu) (LEO440 Zyfic, Ingiltere) ile 1000x, 2500x, 5000x,
10000x ve 25000x biiyiitmede vakum altinda ayr1 ayri incelendi ve fotograflar alindu.

3.13. Deney Gruplari

Tiim konsantrasyonlarda kullanilan irrigasyon prosediirii ve zamani Siqueira

ve ark (249) yaptiklar1 ¢alismadan yararlanilarak modifiye edilmistir.

Ana Grup A (E. faecalis) (ATCC 29212) (n:58): E. faecalis ile enfekte
edilmis 58 6rnek 21 giin boyunca giin asir1 beslenerek biyofilm olusumu saglanmastir.
3 ornek 21 giin sonra biyofilm olusup olusmadiginin incelenmesi amaciyla Erciyes
Universitesi Teknoloji Arastirma Uygulama Merkezi ‘ne SEM incelenmesine

gonderildi. Geriye kalan 55 tanesi sirasiyla,

Grup 1: Distile su grubu (D) (n:11): Preperasyonu tamamlanan 11 6rnegin,
final soliisyonu olarak sadece 3ml Distile su ile 2 dakika ayni operatér tarafindan

yikanmasi tamamlandi.

Grup 2: %5 ‘lik Etidronik asit (HEBP) grubu (K5) (n:11): Preperasyonu
tamamlanan 11 O6rnegin, final soliisyonu olarak sadece 3ml %5 lik Etidronik Asit

(HEBP) ile 2 dakika ayni1 operator tarafindan yikanmasi tamamlandi

Grup 3: %7 ‘lik Etidronik Asit (HEBP) grubu (K7) (n:11): Preperasyonu
tamamlanan 11 6rnegin, final soliisyonu olarak sadece 3ml %7 ‘lik Etidronik Asit

(HEBP) ile 2 dakika ayn1 operator tarafindan yikanmasi tamamlandi.

Grup 4: %9 ‘luk Etidronik Asit (HEBP) grubu (K9) (n:11): Preperasyonu
tamamlanan 11 6rnegin, final soliisyonu olarak sadece 3ml %9 ‘luk Etidronik Asit

(HEBP) ile 2 dakika ayn1 operator tarafindan yikanmasi tamamlandi.

Grup 5: %18 ‘lik Etidronik Asit (HEBP) grubu (K18) (n:11): Preperasyonu
tamamlanan 11 ornegin, final soliisyonu olarak sadece 3ml %18 ‘lik Etidronik Asit

(HEBP) ile 2 dakika ayn1 operator tarafindan yikanmasi tamamlandi.
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Ana Grup B (C. albicans) (ATCC 10231) (n:58): C. albicans ile enfekte
edilmis 58 6rnek 21 giin boyunca giin asir1 beslenerek biyofilm olusumu saglanmustir.
3 ornek 21 giin sonra biyofilm olusup olusmadiginin incelenmesi amaciyla Erciyes
Universitesi Teknoloji Arastirma Uygulama Merkezi ‘ne SEM incelenmesine

gonderildi. Geriye kalan 55 tanesi sirasiyla,

Grup 1: Distile su grubu (D) (n:11): Preperasyonu tamamlanan 11 6rnegin,
final soliisyonu olarak sadece 3ml Distile su ile 2 dakika ayn1 operatér tarafindan

yikanmasi tamamlandi.

Grup 2: %5 ‘lik Etidronik asit (HEBP) grubu (K5) (n:11): Preperasyonu
tamamlanan 11 6rnegin, final soliisyonu olarak sadece 3ml %S5 lik Etidronik Asit

(HEBP) ile 2 dakika ayn1 operator tarafindan yikanmasi tamamlandi

Grup 3: %7 ‘lik Etidronik Asit (HEBP) grubu (K7) (n:11): Preperasyonu
tamamlanan 11 ornegin, final soliisyonu olarak sadece 3ml %7 ‘lik Etidronik Asit

(HEBP) ile 2 dakika ayn1 operator tarafindan yikanmasi tamamlandi.

Grup 4: %9 ‘luk Etidronik Asit (HEBP) grubu (K9) (n:11): Preperasyonu
tamamlanan 11 6rnegin, final soliisyonu olarak sadece 3ml %9 ‘luk Etidronik Asit

(HEBP) ile 2 dakika ayn1 operator tarafindan yikanmasi tamamlandi.

Grup 5: %18 ‘lik Etidronik Asit (HEBP) grubu (K18) (n:11): Preperasyonu
tamamlanan 11 drnegin, final soliisyonu olarak sadece 3ml %18 ‘lik Etidronik Asit

(HEBP) ile 2 dakika ayn1 operator tarafindan yikanmasi tamamlandi.
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Ana Grup C (P. aeruginosa) (ATCC 15442) (n:58): P. aeruginosa ile enfekte
edilmis 58 6rnek 21 giin boyunca giin asir1 beslenerek biyofilm olusumu saglanmustir.
3 ornek 21 giin sonra biyofilm olusup olusmadiginin incelenmesi amaciyla Erciyes
Universitesi Teknoloji Arastirma Uygulama Merkezi ‘ne SEM incelenmesine

gonderildi. Geriye kalan 55 tanesi sirasiyla,

Grup 1: Distile su grubu (D) (n:11): Preperasyonu tamamlanan 11 6rnegin,
final soliisyonu olarak sadece 3ml Distile su ile 2 dakika ayni operator tarafindan

yikanmasi tamamlandi.

Grup 2: %5 ‘lik Etidronik asit (HEBP) grubu (K5) (n:11): Preperasyonu
tamamlanan 11 6rnegin, final soliisyonu olarak sadece 3ml %S5 lik Etidronik Asit

(HEBP) ile 2 dakika ayn1 operator tarafindan yikanmasi tamamlandi

Grup 3: %7 ‘lik Etidronik Asit (HEBP) grubu (K7) (n:11): Preperasyonu
tamamlanan 11 ornegin, final soliisyonu olarak sadece 3ml %7 ‘lik Etidronik Asit

(HEBP) ile 2 dakika ayn1 operator tarafindan yikanmasi tamamlandi.

Grup 4: %9 ‘luk Etidronik Asit (HEBP) grubu (K9) (n:11): Preperasyonu
tamamlanan 11 6rnegin, final soliisyonu olarak sadece 3ml %9 ‘luk Etidronik Asit

(HEBP) ile 2 dakika ayn1 operator tarafindan yikanmasi tamamlandi.

Grup 5: %18 ‘lik Etidronik Asit (HEBP) grubu (K18) (n:11): Preperasyonu
tamamlanan 11 drnegin, final soliisyonu olarak sadece 3ml %18 ‘lik Etidronik Asit

(HEBP) ile 2 dakika ayn1 operator tarafindan yikanmasi tamamlandi.

3.14. Final Irrigasyonu Yapilan Orneklerden Mikroorganizmalarin Elde

Edilmesi

Deney grubu ve kontrol grubundaki tiim &rneklere final irrigasyon
sollisyonlarin uygulanmasinin ardindan tiim kok kanallar1 serum fizyolojik ile
doldurulduktan hemen sonra siqueira ve ark yaptigi calismadaki gibi 1 adet 45 no’lu
0.2 agil1 kagit kon (Diadent, Diadent Group International, Kyonggi-Do, Korea) steril
presel (Jensen, jensen grup, kazakistan) ile 30 sn tutularak kanallar kurulandi.
Kurutulan kdk kanallarindan ¢ikarilan bu kagit kon daha sonra igerisinde 1ml steril

salin bulunan ependorf ( Biosigma, Dominique Dutscher Group, Italy )tiipiine atildi.
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Kanallar tekrar Serum Fizyolojik ile doldurulduktan sonra 15 no’lu H- file kanal egesi
ile cevresel egeleme yapildi. Cevresel egelemeden sonra 45 no ‘lu 0.2 acili Paperpoint
kullanilarak kok kanallarindan bir daha 6rnek alindi. Bu paperpoint de ayn1 ependorf
igerisine konuldu. Kanallar tekrar Serum Fizyolojik ile doldurulduktan sonra 45 no ‘lu
0.2 ag1l1 Paperpoint kullanilarak kok kanallarindan tiglincii bir 6rnek daha alindi. Bu
paperpoint de ayn1 ependorf igerisine konuldu. Boylece her bir disin kok kanali i¢in 3
Paperpoint kullanilarak 6rnek alindi. Biitiin dislerde kullanilan paperpointler ve el
egeleri ayr1 ayri Siileyman Demirel Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Sterilizasyon
iinitesinde 121°C de otoklav (Niive, Niive sanayi malzemeleri imalat, Ankara)
icerisinde steril edilmis olup her dis i¢in uygulama yapilacag: sirada ayr1 ayr agilip

kullanildi. Biitlin egeleme iglemleri ve paperpointle drnek alma kanallarin serum

fizyolojik ile doldurulmasi islemleri ayni operator tarafindan Steril kabin (Chemocell
LRC X UV Class II B2, Teknomar A.S., Ankara-Tiirkiye) i¢erisinde yapildi (Resim
9).

Resim 9. Final irrigasyon iglemlerinin ve dislerden 6rnek alma iglemlerinin yapildigi
steril airflow kabin
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3.15. Orneklerin Degerlendirilmesi

Deney sonucunda kok kanalinda hayatta kalan mikroorganizmalarin sayisi,
damla kiiltiirel sayim yéntemi ile belirlendi. Ornekleri toplamak igin kullanilan
paperpointler, (Her disin kok kanali i¢in 3 tane olmak iizere) igerisinde 1ml steri salin
bulunan ependorf tiiplere transfer edildi ve hemen ardindan 1 dakika boyunca
vortekslendi (Velp Scientifica F202A0175, Velp Scientifica, Italya) (Resim 10). Steril
salin (0,85%, w/v) soliisyonu ile orneklerin 10 kat seri diliisyonlar1 hazirland1 ve her
diliisyondan 10 ul alinarak E. faecalis i¢in TSA (Tryptic Soy Agar), C. albicans i¢in
SDA (Subouraud Dekstroz Agar), P. aeruginosa igin TSA (Tryptic Soy Agar) bulunan
Petri (Firatmed, Firat plastik, Ankara) kutularina Mikropipet yardimiyla damlatildi
(Resim 11). 37°C‘de 24 saatlik inkiibasyondan sonra tiim oOrnekler igin

mikroorganizma kolonileri sayildi (Resim 12,13).

Resim 10. Vortex
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Resim 11. Mikroorganizmalarin seri diliisyonlarinin hazirlanmasi

Resim 12. TSB besiyerine ekimi yapilan bakterilerin inkiibasyondan sonra koloni
gelistirmis gorilintiisii
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Resim 13. Siirme yapilmis C. albicans ATCC 10231 susunun SDB besiyerinde
gelisen koloni goriintiisii
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4. BULGULAR

4.1. Ornekleri Sabitleme ve Sterilizasyon Kontrolii I¢cin Yapilan Pilot

Cahismaya Yonelik Bulgular

Orneklerin sabitlenmesi ve sterilizasyon kontrolii igin ol¢ii silikonu ile
sabitlenen disler ile ependorf tiiplere konan dislerin steril olup olmadigi Siileyman
Demirel Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Gida Miihendisligi boliimii Bakteriyel-
Genetik laboratuvarinda mikrobiyal gelisim test edildi. Test sonucunda silikon
icerisinde mikrokuyucuklara sabitlenen 5 disten 3 tanesinde iireme goriildiigi yani
steril olmadig1 gozlendi (Resim 14). Ependorf tiip ( Biosigma, Dominique Dutscher
Group, Italy ) icerisine yerlestirilen 5 disin hi¢birinde lireme gézlenmedi yani dislerin

hepsi steril oldu. Pilot ¢alismanin sonuglar1 dogrultusunda ¢alisma da 6rneklerin nasil

muhafaza edilecegi ve nasil steril edilecegi belirlendi.

Resim 14. Pilot ¢alismada silikona gomiilmiis bulaniklik testi sonrasi steril olmadigi
gbzlemlenen 6rneklerden biri
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4.2. E. faecalis ile olusturulan Biyofilm Olusumunun incelenmesine

Yonelik Bulgular

Stok soliisyonu 24 saat siire ile inkiibe edildikten sonra besiyeri lizerinde olusan
koloniler sayildi. Stok soliisyonunun 1ml ‘sinde 7,45 logio KOB E. faecalis bulundugu
belirlendi. Bu sonuca goére deney grubunda bulunan her bir kok kanalina mililitresinde
7,45 logio KOB E. faecalis olacak sekilde ekim yapildi ve 21 giin inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra kok kanallarindan alman &rneklerden damla kiiltiir yontemi

kullanilarak bakteri sayimi1 yapildi.

21 giinliik inkiibasyon periyodundan sonra 3 dis 6rnegi ortadan ikiye boliinerek
etanol ile fikse edildi ve biyofilm olusumunun belirlenmesi i¢in 6rnekler, Erciyes
Universitesi Teknoloji Arastirma Uygulama Merkezi SEM laboratuarma gonderildi.
Ornekler SEM( taramali elektron mikroskobu) yardimiyla incelendi. Orneklerin
apikal, orta tiglii ve koronal bolgeden 1000x, 2500%, 5000x, 10000x, 25000x biiyiitme
altinda alinan biitiin goriintiilerde E. faecalis bakterisi ve biyofilm olusumu gézlendi
(Resim 15, 16, 17, 18, 19, 20). SEM goriintiilerinde elde edilen sonuglara gore

orneklerin tiim yiizeylerinde yogun ve yaygin biyofilm olusumu gozlendi.
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b
A %0

Mag= 500X | Detector = SE1
Date :9 Dec 2015

EHT = 20.00 kv

100m

Resim 15. E. faecalis ‘in 21 giin inkiibasyon periyodundan sonra SEM ile 500x
biiylitme altinda biyofilm olusumunun izlenmesi
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201m

Mag = 1000 X | | Detector = SE1
EHT = 20.00 kV Date :9 Dec 2015

Resim 16. E. faecalis ‘in 21 giin inkiibasyon periyodundan sonra SEM ile 1000x
biiylitme altinda biyofilm olusumunun izlenmesi
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10pm

Mag= 2.00KX Detector = SE1
EHT =20.00 kv Date :9 Dec 2015

Resim 17. E. faecalis ‘in 21 giin inkiibasyon periyodundan sonra SEM ile 2000x
biiytitme altinda biyofilm olusumunun izlenmesi
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10pm

Mag= 3.00KX Detector = SE1
EHT =20.00 kv Date :9 Dec 2015

Resim 18. E. faecalis ‘in 21 giin inkiibasyon periyodundan sonra SEM ile 3000x
biiytitme altinda biyofilm olusumunun izlenmesi
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Mag= 500K X Detector = SE1
EHT = 20.00 kv Date :9 Dec 2015

Resim 19. E. faecalis ‘in 21 giin inkiibasyon periyodundan sonra SEM ile 5000x
biiytitme altinda biyofilm olusumunun izlenmesi
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1pm Detector = SE1

Mag = 25.00 KX
EHT =20.00 kv Date :9 Dec 2015

Resim 20. E. faecalis ‘in 21 giin inkiibasyon periyodundan sonra SEM ile 25000x
bliyiitme altinda biyofilm olusumunun izlenmesi
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4.3. C. albicans ile Olusturulan Biyofilm Olusumunun incelenmesine

Yonelik Bulgular

Stok soliisyonu 24 saat siire ile inkiibe edildikten sonra besiyeri lizerinde olusan
koloniler sayildi. Stok soliisyonunun 1ml ‘sinde 5,95 logio KOB (koloni olusturan
birim) C. albicans bulundugu belirlendi. Bu sonuca gore deney grubunda bulunan her
bir kok kanalina mililitresinde 5,95 logio KOB olacak sekilde ekim yapilmis ve 21 giin
inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra kok kanallarindan alinan &rneklerde kiiltiir

yontemi kullanilarak bakteri sayimi yapildi.

21 giinliik inkiibasyon periyodundan sonra 3 dis 6rnegi ortadan ikiye boliinerek
etanol ile fikse edildi ve biyofilm olusumunun belirlenmesi i¢in 6rnekler, Erciyes
Universitesi Teknoloji Arastirma Uygulama Merkezi SEM laboratuvarina génderildi.
Ornekler SEM( taramali elektron mikroskobu) yardimiyla incelendi. Orneklerin
apikal, orta tiglii ve koronal bolgeden 1000x, 2500%, 5000x, 10000x, 25000x biiyiitme
altinda alinan biitiin goriintiilerde C. albicans ve biyofilm olusumu gézlendi (Resim
21, 22, 23, 24, 25, 26). SEM goriintiilerinde elde edilen sonuglara gére 6rneklerin tim

ylizeylerinde yogun ve yaygin biyofilm olusumu gozlendi.
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100pm Detector = SE1

Mag= 500X
EHT = 20.00 kv Date :8 Dec 2015

Resim 21. C. albicans ‘in 21 giin inkiibasyon periyodundan sonra SEM ile 500x
biiylitme altinda biyofilm olusumunun izlenmesi
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e : . .
2011m Detector = SE1

Mag= 1000 X
EHT = 20.00 kv Date :8 Dec 2015

Resim 22. C. albicans ‘in 21 giin inkiibasyon periyodundan sonra SEM ile 1000x
bliyiitme altinda biyofilm olusumunun izlenmesi

79



%
4
L

Mag= 2.00KX m"”" Detector = SE1

EHT = 20.00 kV Date :8 Dec 2015

Resim 23. C. albicans ‘in 21 giin inkiibasyon periyodundan sonra SEM ile 2000x
biiyiitme altinda biyofilm olusumunun izlenmesi
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10pum Detector = SE1{

Mag= 500K X
EHT = 20.00 kv Date '8 Dec 2015

Resim 24. C. albicans ‘in 21 giin inkiibasyon periyodundan sonra SEM ile 5000x
bliyiitme altinda biyofilm olusumunun izlenmesi
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Mag= 1000 KX Detector = SE1
EHT = 20.00 kV Date :8 Dec 2015

Resim 25. C. albicans ‘in 21 giin inkiibasyon periyodundan sonra SEM ile 10000x
biiyiitme altinda biyofilm olusumunun izlenmesi
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|

Mag= 25.00 KX Detector = SE1
EHT =20.00 kV Date :8 Dec 2015

Resim 26. C. albicans ‘in 21 giin inkiibasyon periyodundan sonra SEM ile 25000x
bliyiitme altinda biyofilm olusumunun izlenmesi
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4.3. P. aeruginosa ile Olusturulan Biyofilm Olusumunun incelenmesine

Yonelik Bulgular

Stok soliisyonu 24 saat siire ile inkiibe edildikten sonra besiyeri lizerinde olusan
koloniler sayildi. Stok soliisyonunun 1ml ‘sinde 7,01 logio KOB (koloni olusturan
birim) P. aeruginosa bulundugu belirlendi. Bu sonuca gore deney grubunda bulunan
her bir kok kanalina mililitresinde 7,01 logio KOB olacak sekilde ekim yapilmis ve 21
giin inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra kk kanallarmdan alman &rneklerde kiiltiir

yontemi kullanilarak bakteri sayimi yapildi.

21 giinliik inkiibasyon periyodundan sonra 3 dis 6rnegi ortadan ikiye boliinerek
etanol ile fikse edildi ve biyofilm olusumunun belirlenmesi i¢in 6rnekler, Erciyes
Universitesi Teknoloji Arastirma Uygulama Merkezi SEM laboratuvarina génderildi.
Ornekler SEM (taramali elektron mikroskobu) yardimiyla incelendi. Orneklerin
apikal, orta tiglii ve koronal bolgeden 1000x, 2500%, 5000x, 10000x, 25000x biiyiitme
altinda alinan biitiin gériintiilerde P. aeruginosa ve biyofilm olusumu gozlendi (Resim
27, 28, 29, 30, 31, 32, 33). SEM goriintiilerinde elde edilen sonuglara gére drneklerin

tiim yiizeylerinde yogun ve yaygin biyofilm olusumu gozlendi.
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b

Mag= 500X Detector = SE1
EHT =20.00 kv Date :16 Feb 2016

Resim 27. P. aeruginosa ‘nin 21 giin inkiibasyon periyodundan sonra SEM ile 500x
biiylitme altinda biyofilm olusumunun izlenmesi
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2(i1 m

Mag= 1000 X
EHT = 20.00 kv Date 116 Feb 2016

Resim 28. P. aeruginosa ‘nin 21 giin inkiibasyon periyodundan sonra SEM ile 1000x
biiylitme altinda biyofilm olusumunun izlenmesi
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10pm Detector = SE1

Mag= 200KX
EHT = 20.00 kv Date 16 Feb 2016

Resim 29. P. aeruginosa ‘nin 21 giin inkiibasyon periyodundan sonra SEM ile 2000x
bliyiitme altinda biyofilm olusumunun izlenmesi
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10pm Detector = SE1

Mag= 3.00 KX
EHT = 20.00 kv Date 16 Feb 2016

Resim 30. P. aeruginosa ‘nin 21 giin inkiibasyon periyodundan sonra SEM ile 3000x
bliyiitme altinda biyofilm olusumunun izlenmesi
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10um

Mag= 5.00 KX Detector = SE1
Date :16 Feb 2016

EHT = 20.00 kv

Resim 31. P. aeruginosa ‘nin 21 giin inkiibasyon periyodundan sonra SEM ile 5000x
biiylitme altinda biyofilm olusumunun izlenmesi
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2um

Mag= 10.00 KX Detector = SE1
EHT =20.00 kv Date :16 Feb 2016

Resim 32. P. aeruginosa ‘nin 21 giin inkiibasyon periyodundan sonra SEM ile
10000x biiyiitme altinda biyofilm olusumunun izlenmesi
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1um

Detector = SE1

Mag= 25.00 KX
EHT =20.00 kv Date :16 Feb 2016

Resim 33. P. aeruginosa ‘nin 21 giin inkiibasyon periyodundan sonra SEM ile
25000x biiyiitme altinda biyofilm olusumunun izlenmesi
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4.4. Antimikrobiyal Ajanin Etkinliginin E. faecalis ile olusturulan

Biyofilm Eliminasyonunun incelenmesine Yonelik Bulgular

Biyofilm olusumlar1 belirlenen orneklere deney prosediirleri uygulandiktan
sonra sayim yapilmis olup her bir drnekteki mikroorganizma sayilari belirlendikten
sonra (Resim 34) istatistiksel inceleme yapilarak Logio degerleri belli olan grubun
normallik testi Shapiro-Wilk analizi kullanilarak belirlendi. Analiz sonucunda bakteri
sayilarinin dagiliminin normal dagilima uymadig1 gézlemlendi. Bundan dolay: analiz
icin Nonparametrik testler kullanilmasina karar verildi. Bakteri sayilarindaki
Logaritmik ortalamalarin karsilastirilmasi i¢in Tukey ve Bonferroni testi kullanildi.
Coklu karsilastirmalar igin Non-parametrik test olan Kruskal-Wallis testi kullanildi.
Istatistiksel degerlendirmeler sonucunda E. faecalis kullanilan grupta kontrol grubu ile
%5°lik HEBP ve %7 ‘lik HEBP kullanilan grup arasinda istatistiksel olarak anlaml
derecede herhangi bir fark gozlenmedi (P>0,05). %9’luk (P<0,01) ve %18 ‘lik HEBP
(P<0,01) kullanilan grup ile diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli derecede
fark ortaya cikti. Ancak %9 ile %18 ‘lik HEBP gruplar1 arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir fark bulunamamustir (P>0,05). Diger bir bulgu olarak Beklendigi tizere
konsantrasyonun artisina bagli olarak mikroorganizmalarin elimine edilmesindede

istatistiksel olarak anlaml bir fark ortaya ¢ikmaktadir (P<0,01) (Tablo 3) (Grafik 2).
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Resim 34. TSB besiyerine ekimi yapilan E. faecalis’in ekimi yapildiktan sonraki
koloni gelistirme goriintiisii
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Tablo 3. E. faecalis igin final irrigasyonu sonrasi kalan bakteri sayisi tabloda

verilmistir

. Baslangic Irrigasyon
E. faecalis  Ornek M.0 Sayisi sonrasi kalan Standart Minimum Maksimum

Sayisi (Log1o) M.o sayis1  Sapma

(Logo) + SS
Kontrol 11 7,45 3,90+0,12 0,1 3,60 4,204

% 5 HEBP 11 7,45 3,77+0,32 0,3 3,04 3,90
%7 HEBP 11 7,45 3,62+0,6% 0,6 2,301 3,99
%9 HEBP 11 7,45 2,61+0,4° 0,4 1,77 3,00
% 18 HEBP 11 7,45 2,51+0,6° 0,6 1,301 3,01

Ust karakterdeki farkli simgeler gruplar arasindaki farkliligi belirtmektedir (P<0.01)

Elimine Edilen Mikroorganizma Miktari (Log10)

Baslangic  Distilesu %5 HEBP %7 HEBP %9 HEBP %18 HEBP
M.o Sayisi

Grafik 2. Irrigasyon ile elimine edilen E. faecalis bakterisinin yiizdesel dagilimi
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4.5. Antimikrobiyal Ajamin Etkinliginin C. albicans ile Olusturulan

Biyofilm Eliminasyonunun incelenmesine Yonelik Bulgular

Biyofilm olusumlar1 belirlenen 6rneklere deney prosediirleri uygulandiktan
sonra sayim yapilmis olup her bir drnekteki mikroorganizma sayilar1 belirlendikten
sonra (Resim 35) istatiksel inceleme yapilarak Logio degerleri belli olan grubun
normallik testi Shapiro-Wilk analizi kullanilarak belirlendi. Analiz sonucunda bakteri
sayilarinin dagiliminin normal dagilima uymadig1 gézlemlendi. Bundan dolay1 Analiz
icin Nonparametrik testler kullanilmasina karar verildi. Bakteri sayilarindaki
Logaritmik ortalamalarin karsilastirilmasi i¢in Tukey ve Bonferroni testi kullanildi.
Coklu karsilastirmalar igin Non-parametrik test olan Kruskal-Wallis testi kullanildi.
Istatistiksel degerlendirmeler sonucunda C. albicans kullanilan grupta kontrol grubu
ile %5°1ik HEBP, %7 ‘lik HEBP ve %9 ‘luk HEBP kullanilan grup arasinda istatiksel
olarak anlamli derecede herhangi bir fark bulunamadi (P>0,05). %18 ‘lik HEBP
kullanilan grup ile diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli derecede fark
ortaya c¢ikt1 (P<0,01) (Tablo 4) (Grafik 3).

Resim 35. SDB besiyerine ekimi yapilan C. albicans’in ekimi yapildiktan sonraki
koloni gelistirme goriintiisii
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Tablo 4. C. albicans i¢in final irrigasyonu sonrasi kalan bakteri sayisi tabloda

verilmistir
[rrigasyon
5 Baglangic sonrasi
C. albicans gmek M.o Sayisi EVET G | SIEE] Minimum Maksimum
ayisi (Logio) sayis1 Sapma
(Logio) £+
SS
Kontrol 11 5,95 3,56+0,12 0,1 3,0 3,86
% 5 HEBP 11 5,95 3,53+0,12 0,1 2,47 3,85
%7 HEBP 11 5,95 3,50+0,22 0,2 2,90 3,85
%9 HEBP 11 5,95 3,38+0,42 0,4 2,47 3,84
% 18 HEBP | 11 5,95 2,63+0,1° | 0,1 2.0 2,94

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

Elimine Edilen Mikroorganizma Miktari
(Logl0)

Baslangic  Distile su %5 HEBP %7 HEBP %9 HEBP %18 HEBP
M.o Sayisi

Grafik 3. Irrigasyon ile elimine edilen C. albicans ‘m yiizdesel dagilimi
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4.6. Antimikrobiyal Ajanin Etkinliginin P. aeruginosa ile olusturulan

Biyofilm Eliminasyonunun incelenmesine Yonelik Bulgular

Biyofilm olusumlar1 belirlenen 6rneklere deney prosediirleri uygulandiktan
sonra sayim yapilmis olup her bir 6rnekteki mikroorganizma sayilar1 belirlendikten
sonra (Resim 36) istatistiksel inceleme yapilirak Logio degerleri belli olan grubun
normallik testi Shapiro-Wilk analizi kullanilarak belirlendi. Analiz sonucunda bakteri
sayilarinin dagilimimin normal dagilima uymadig1 gézlemlendi. Bundan dolay1 Analiz
icin Nonparametrik testler kullanilmasina karar verildi. Bakteri sayilarindaki
Logaritmik ortalamalarin karsilastirilmasi i¢in Tukey ve Bonferroni testi kullanildi.
Coklu karsilastirmalar igin Non-parametrik test olan Kruskal-Wallis testi kullanildi.
Istatiksel degerlendirmeler sonucunda P. aeruginosa kullanilan grupta %5°lik HEBP
(P<0,01) ve %18’lik HEBP (P<0,01) kullanilan grup ile diger gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu. %9 ‘luk HEBP kullanilan grup ile kontrol
grubu arasinda anlamli derecede bir fark bulundu (P<0,01). %7’lik HEBP kullanilan
grup ile kontrol grubu arasinda anlamli derecede bir fark varken (P<0,01), % 5 ‘lik
HEBP grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli derecede
bir fark bulunamadi (P>0,05) (Tablo 5). (Grafik 4).

Tablo 5. P. aeruginosa i¢in final irrigasyonu sonrasi kalan bakteri sayisi1 tabloda

verilmistir
Kontrol | 11 7,01 6,43+0,42 0,4 5,60 6,94
%5HEBP| 11 7,01 5,39+0,6° 0,6 4,30 6,03
%7 HEBP | 11 7,01 4,43+0,6° 0,6 3,30 4,90
%9 HEBP | 11 7,01 3,95+0,4° 0,4 3,30 4,60
% 18HEBP| 11 7,01 1,57+0,2¢ 0,2 1,90 2,74

Ust karakterdeki farkli simgeler gruplar arasindaki farklihg: belirtmektedir (P<0.01)
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Elimine Edilen Mikroorganizma Miktari (Log10)

Elimine Edilen Mikroorganizma Miktari (Log10)

0,58

Baglangig bakteri Distile su %18 HEBP
sayisi (Log10)

Grafik 4. irrigasyon ile elimine edilen P. aeruginosa miktari

4.7. HEBP’in Etkin Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Bu deneyi yapmadaki amacimiz giincel bir selator olan HEBP’in antibakteriyel
etkinliginin olup olmadigini degerlendirmek eger antibakteriyel etkinligi varsa hangi
konsantrasyonlarda etkin oldugunu belirlemektir. Bu amagla E. faecalis, C. albicans,
P. aeruginosa iizerinde %5, %7, %9, %18 ‘lik konsantrasyona sahip HEBP uygulandi.

Kiiltiir metodu kullanilarak sayim yapildi.

Elde edilen sonuglar Anova testi yapilarak degerlendirildi (Tablo 6). Gruplarin
herbiri kendi icerisinde degerlendirildiginde grup iginde istatistiksel olarak anlamli
derecede fark varken (P<0,05) gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmamaktadir (P>0,05). Biitiin gruplar arasinda kontrol grubu ile %5 ‘lik HEBP
grubu arasinda istatistiksel olarak anlaml fark yokken (P>0,05), %7’lik HEBP ile
%9’luk HEBP arasinda anlamli derecede fark bulunmaktadir (P<0,01). %7 ‘lik HEBP
ile %18’lik HEBP arasinda istatistiksel olarak anlamli derecede fark bulunmaktadir
(P<0,01). %9’luk HEBP ile %18’lik HEBP arasinda istatistiksel olarak anlamli
derecede fark bulunmaktadir (P<0,01). Tiim gruplarda %5 HEBP ile %7 HEBP

konsantrasyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmazken (P>0,05),
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%7 HEBP ile %9 HEBP konsantrasyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmaktadir. (P<0,05) HEBP ‘in konsantrasyonunun artmasi bakteri elimine etme

yetenegini arttirmaktadir (Grafik 5).

Tablo 6. Final irrigasyonu sonrasi 3 farkli Mikroorganizmanin istatiksel
degerlendirme tablosu

.. Baslangic
O/ < Mikroorganizma Median SO Minimum Maksimum
Sayist Sapma
Sayis1 (Log1o )
E. faecalis 55 7,45 3,23 0,78 1,30 4,20
C. albicans 55 5,95 3,25 0,51 2,08 3,86
P. aeruginosa | 55 7,01 4,11 0,89 1,90 7,16

Ortalama Bakteri Saylari (Log10)
l E. faecalis il C. alicans P. aeruginosa

Distile su

% 5 HEBP

% 7 HEBP

% 9 HEBP

% 18 HEBP

0 1,75 3,5 5,25 7

Grafik 5. Konsantrasyonlara gore baslangic bakteri sayisindaki degisimler
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5. TARTISMA

Literatiirdeki bircok ¢alisma kok kanallarindaki enfeksiyonun yaygin olarak
anaerobik karakterde polimikrobiyal yapida oldugunu gostermektedir (251-253).
Ancak kok kanal tedavisi, kok kanalinin ekolojisini etkileyen ¢esitli faktorleri 6rnegin
beslenme faktorlerini degistirebilir. Bu degisiklik Endodontik enfeksiyonlarda baskin
olan mikroorganizmalar1 simirlandirabilir (254-257). Inat¢1 endodontik enfeksiyonlara
genellikle E. faecalis neden olur, Ancak bununla beraber gram negatif enteric rodlar
ornegin Enterobakter, Klebsiella, Pseudomonas veya gram pozitif fakiiltatif 6rnegin
Aktinomyces’ler sebep olabilir (105,152,258,259). Bu bakteriler bir veya birkag tiir
birleserek mono-enfeksiyona sebep olabilirler. E. faecalis’in besin olmadan alkali bir

ortamda uzun siire yasamini siirdiirdiigii rapor edilmistir (106,110).

Siren ve ark endodontik vakalardaki mikrobiyal bulgular1 incelemek icin
yaptiklar1 c¢alismada endodontik vakalardan aldiklart 6rnekleri incelemisler. Kok
kanallarindan izole ettikleri bakterileri enterik ve enterik olmayan olmak iizere 2 gruba
ayirmislar enterik grup icerisinde en fazla (%33) E. faecalis izole etmislerdir. Kok
kanallarindan izole ettikleri diger enterik bakteriler ise Enterobacter cloacae,
Enterobacter sakazakii, Enterobacter agglomerans, Klebsiella oxytoga, Acinetobacter
ve Pseudomonas aeruginosa dir. Kok kanllarindan izole edilen ve enterik bakteri
grubuyla birlesen enterik olmayan diger mikroorganizmalar ise Streptococcuslar,
Fusobacterium nucleatum, Candida albicans ve Prevotella intermedia/ nigrescens dir.
Aym calismada primer enfeksiyonlarda 55 vakanin 22’sinde enterik bakterilere
rastlanirken 31 vakada enterik olmayan bakteriler gozlenmistir. Retreatment
vakalarinda ise 17 hastanin 12’sinde enterik bakterilere rastlanirken 5 vakada enterik

olmayan bakteriler gozlenmistir(104).

Wang ve ark. kok kanal tedavisi yenilenen dislerdeki E. faecalis prevalansini
belirlemek amaciyla yaptiklari calismada, 135 disin 53’iinde (%39,26) E. faecalis izole
edildigini, bu 53 disin 40’indan (%75,5) izole edilen suslarin biyofilm
olusturabildigini gostermislerdir (260).
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E. faecalis basarisiz kanal tedavileri ile iliskilendirilmis direngli bir bakteridir
ve tek basina enfeksiyona neden olabilecek diizeyde viriilansa sahiptir (112-114). Kok
kanal duvarlarina baglanabilmesi ve kolonize olup biyofilm olusturabilmesi sayesinde
olumsuz c¢evresel kosullara ragmen yasamsal aktivitelerini siirdiirebilmektedir. Ayni
zamanda, konak hiicrelerine  baglanabilmekte ve konak savunmasini
etkisizlestirebilmektedir (112,261). ikincil enfeksiyonlarda E. faecalis’in kok
kanalindan %90’a varan bir oranda izole edildigi bildirilmistir (94,256).
Antimikrobiyal ajanlarin etkinliklerinin degerlendirildigi c¢alismalarda, direncli
oldugu kanitlanmis mikroorganizmalarla ¢alismak, elde edilen bulgularin diger pek
¢ok mikroorganizma igin de gecerli olmasi bakimindan tercih nedeni olmaktadir. Bu

nedenle E. faecalis se¢ilmistir.

Antimikrobiyal ajanlarin etkinliginin degerlendirilmesinde, klinik kosullari
daha 1yi yansittig1 diisiiniilerek enfekte dislerden izole edilmis suslarin kullanildig:
calismalar da vardir (117,262-265). Ancak klinik izolatlarin gevresel faktorlere bagl
olarak zamanla ugradig: genetik degisimler baz1 genleri aktiflestirirken, baz1 genlerin
islevini yitirmesine neden olur. Bu nedenle klinik izolatlarin bir kismi biyofilm
olusturabilir (266,267). Baldassarri ve ark. (267) klinik enfeksiyonlardan izole ettikleri
E. faecalis suslariin %80 oraninda biyofilm olusturabildigini belirtmislerdir. Toledo-
Arana ve ark. (268) bu oranin %87 oldugunu belirtirken, Mohammed ve ark. (269)
%093 oldugunu belirlemis, Dworniczek ve ark. (270) ise elde ettikleri E. faecalis klinik
izolatlarinin %359 oraninda biyofilm olusturabildigini bildirmislerdir. E. faecalis’in
sahip oldugu fsr, GelE, esp, epa, atn gibi genlerin biyofilm olusumu ile iligkili oldugu
bildirilmistir (112,266). Toledo-Arana ve ark. (268) E. faecalis’in klinik izolatlarinin
biyofilm olusturmasindan sorumlu genleri inceledikleri bir ¢alismada, esp-pozitif
izolatlarin %93,5 oraninda biyofilm olusturabildigini, bununla birlikte esp-negatif
izolatlarin biyofilm olusturamadigini belirtmislerdir. Ayn1 arastirmacilar, iki farklh
mutant E. faecalis izolatinin esp geninin inaktive edilmesiyle biyofilm olusumunun
zarar gordiiglini belirtmislerdir (268). Yine jelatinaz (GelE) ve serin proteaz (SprE),
E. faecalis’in biyofilm olusturmasindan sorumlu tutulan enzimlerdir. GelE ve SprE
hiicrenin otolizini diizenleyerek eDNA salimmi uyarmaktadir (260,271). Ozellikle
esp-negatif izolatlarin biyofilm olusturabilmesinde GelE enziminin biiyiik rol oynadigi

bildirilmistir (272,273). fsr geninin jelatinaz enziminin salimini uyararak, duragan
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fazdaki E.  faecalis  hiicrelerinin  biyofilm  olusturmasini  uyardigi
belirtilmistir (269,273). atn geninin E. faecalis hiicrelerini otolize ugratarak biyofilm
olusumunun erken dénemlerinde, ekstraseliiler matris olusumu i¢in ihtiya¢ duyulan
ekstraseliiler DNA’nin ortama salinmasini sagladigi bildirilmistir (274,275). Wang ve
ark. (260) kok kanal tedavisi yenilenen dislerdeki E. faecalis prevalansini belirlemek
amaciyla yaptiklar1 ¢alismada, 135 disin 53’iinde (%39,26) E. faecalis izole edildigini,
bu 53 disin 40’ 1ndan (%75,5) izole edilen suglarin biyofilm olusturabildigini, biyofilm
olusturan suslarin %88,68’inde GelE saliminin artmis oldugunu bildirmislerdir. Tim
bu 6zellikler dikkate alindiginda Wang ve ark (123), Pappen ve ark (2), Badr ve ark
(266). Stojicic ve ark (265) ve Deng ve ark (267) klinik olarak elde edilen izolatlar
kullanmiglardir. Baca ve ark (1), Ariaz-mollis ve ark (70), Guerreiro- Tanomaru ve
ark.(280), Li ve ark (281) ise standart suslar1 kullanmiglardir. Goriildiigii gibi, sahip
oldugu genler E. faecalis’in biyofilm olusturabilmesini dogrudan etkilemektedir.
Biyofilm caligmalarinda genetik 6zellikleri tam olarak bilinmeyen klinik izolatlarin
kullanilmas1 ve standart suslar kullanilmasi arasinda farkli sonuglar elde edilebilir ve
diger calismalar ile kiyaslamak zorlasir. Ayrica klinik izolatlara labaratuvar ortaminda
islem yapilacagi i¢in ortamin degismesiyle mutasyona ugrayabilirler. Bu nedenle
calismamizda sekonder/inat¢1 enfeksiyonlardan izole edilen bir sus yerine genetik
Ozellikleri bilinen, mutasyona ugramamis saf soy olan, biyofilm olusturabilen ve

birgok ¢alismada kullanilmis olan ATCC 29212 susu tercih edilmistir (64,276-280).

Mantarlarin ~ tedavi  edilmemis  kok  ¢iiriiklerinde  (281), dentin
tubtillerinde (282), inat¢1 apikal periodontitise sahip tedavi edilmis kok
kanallarinda (138), asemptomatik apikal periodontitisli dislerin apikal kok
yiizeylerinde (50) ve periapikal dokulardaki varhigi (152) kiiltir yontemi ve
mikroskobik inceleme ile kanitlanmistir. Mantarlar kok kanallarina baglangic tedavisi

sirasinda, restorasyonlarin sizintisiyla veya dentin tubiillerine kolonizasyonla

ulasabilmektedirler (283).

Mantarlarin yaklagik 50000 tiiriiniin bilinen 200 tanesi insan ve hayvanlarda
hastalik  yapmaktadir  (284). Patojenik mantarlarin  ¢ogu  Ascomycetes,
Basidiomycetes, zigommycetes ve Deuteromycetes ailesinin tiirleridir. Firsatgi
patojeniteye sahip en ¢ok karsilasilan tiirler ise Candida, Aspergillus ve
Deuteromycetes ailesine ait tiyelerdir (285). Candidalar yiizeyel hastaliklardan hayati
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tehdit eden hastaliklara kadar insanlarda ¢ok genis aralikta hastaliklara neden olabilir.
Patojenik mantarlarin ¢cogu normalde insan mikrobiyatasinin bir parcgasi olup ¢evresel
etkenler altinda yiiksek insidansa sahip Candidiazis gibi hastaliklara sebep olur.
Candidalar saglikli bireylerde oral kavite, gastrointestinal sistem, aniis, kasik, vajinal
kanalda bulunmaktadir (286). Bu endojen Candidalarin ¢ogu firsat¢1 patojenlerdir.

Normal mikrobiyata da herhangi bir dengesizlikte enfeksiyona sebep olabilirler (285).

Mantarlar oral mikrobiyatanin kiigiik bir par¢asidir. Mantar mikrobiyatasinin
biiyiik bir kismini ise Candidalar olusturmaktadir. C. albicans ise hem saglikli hemde
immiin sistemi baskilanmis kisilerde en ¢ok goriilen mantar tiirtidiir (287). C. albicans
‘in saglikli kisilerde Oral kavitedeki insidansinin %30 ile %45 oraninda oldugu,
immiin sistemi baskilanmis kigilerde ise bu oranin %95 oldugu bildirilmistir (288). Dil
dorsumu C. albicans ‘in ilk dogal habitati mukoza (289), kok (290), periodontal
dokular (291), dentin (292) ise ikincil habitatidir. Oral kaviteden C. albicans ‘dan sonra
biiyilk oranda izole edilen diger mantar tiirleri ise Candida glabrata, Candida
guilliermondii, Candida parapsilosis, Candida krusei, Candida inconspicua, Candida

dubliniensis, Candida tropicalis, ve Saccharomyces tiirleridir (138).

Son donemlerde c¢aligmalarda dikkat edilen konu patojenik mantarlarin
endodontik enfeksiyonlarla iliskisidir. Bu ¢aligmalarda endodontik tedaviye direngli
mantarlarin varligi tanimlanmaktadir (111,293). Waltimo ve ark (293) kronik apikal
periodontitis tedavisine direng gosteren 692 vakada %7 oraninda mantar bulundugunu
bildirmislerdir. 48 olan mantar tiirii sayisinin 47 sini bu ¢alisma dogrultusunda elde
edilen tiirlerde tanimlayabilmislerdir. Baumgartner ve ark (130) yaptigi ¢alismada
teshis diizeyinde goriilen 20 mayanin 16 sinin C. albicans oldugu bildirilmistir. Diger
mantar tiirleri ise Candida glabrata, Candida guilliermondii ve Geotrichum candidum
oldugu bildirildi. Ayni ¢alismada tek bir 6rnekte C. albicans ile birlikte bir zincirden
gelisen C. glabrata belirlendi. Bu ¢alismada C. albicans’in enfekte kok kanallarinda

en yaygin mantar tiirii oldugu bir kez daha belirlenmis oldu (293).

Cesitli arastirmalarda birincil enfeksiyonlarda kdk kanallarinda mantarlarin
bulunmasi %0.6’dan %10’a kadar degisen oranlarda bulunmustur (257,294,295) ve bu

oran tedaviye direngli vakalarda %3.7-10 arasinda degismektedir.
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Endodontik tedavi uygulanmamis enfekte kok kanalinda bulunma oranlari
Scully (296), McDonald ve arkadaslar1 (297), Leavitt ve arkadaslar1 (294), Goldman
ve Pearson (257), Kessler’e (295) gore %0,6 ile %10 arasinda degiskenlik

gostermektedir.

Endodontik tedavi gérmiis inat¢1 periapikal patolojili vakalarda Molander ve
arkadaslar1, Sunqvist ve arkadaslarina gore C. albicans bulunma orani %3,7 ile %10
arasindadir (161, 298). Waltimo ve arkadaslar1 tedavi gormemis dislerin enfekte
pulpasinda %7, kronik inat¢1 patolojili dislerde ise bu oranin %55 oldugunu
bildirmislerdir (127,150).

Candida tiirlerini Siqueira PCR ile 50 enfekte kok kanalindan yalnizca 1’inde
saptamustir (157). Siqueira, SEM ile primer kok kanal enfeksiyonlarinda mikrobiyal
kolonizasyon varligin1 géstermis ve 15 disin 1’inde maya benzeri hiicreler gdrmiistiir
ve bu maya Dbenzeri hiicreler tomurcuklanmayla biliyiikk  koloniler

olusturmuslardir (107).

Egan ve ark. yaptiklar1 ¢alismada birincil enfeksiyonlu dislerde mantar
bulunma sikligin1 %3,7, ikincil enfeksiyonlu dislerde %16 olarak bildirmistir (283).

Arastirmalar enfekte kok kanallarindaki en yaygin mantar tiirtiniin C. albicans

oldugunu gostermektedir (293).

C. albicans 5 mikrometre ¢apinda blastospor goriinimiinde ve diisiik 1s1
seviyeleri ile besin kitliginda pseudohif yapisinda olan bir mayadir. 20-25°C’de inkiibe
edildiginde yuvarlak, kalin hiicre duvarli, saglam yapili formlara déniisiirler. insan
bedeninde neden oldugu enfeksiyonlar bilinmekle birlikte, oral kavite, dentin tiibiilleri
ve periapikal bolgedeki varliklart mikrobiyolojik tekniklerin gelismesiyle ortaya
cikmustir (296).

Sen ve ark bakteri ve mantar tiirlerini gézlemlemek i¢in SEM kullanarak
yaptiklar1 ¢alismada ¢ekilmis enfekte 10 insan molar disinin SEM altinda incelenmesi
sonucunda 4 disin kok kanallar1 ve dentin tiibiillerinde C. albicans tiirliniin

bulundugunu bildirmislerdir (41).

Aragtirmacilar kiiltiir yontemlerini kullanarak kanal tedavili dislerde C.

albicans’1 %3’den %18’¢ ulasan degerlerde izole etmislerdir (299-302).
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Sen ve arkadaslari, Waltimo ve arkadaslar1 Candidalarin dentin tiibiillerine
veya kok kanalina sizdiktan sonra kompleks biyofilm yapilar olusturduklarin1 ve bu
yap1 i¢inde sodyum hipoklorit ve kalsiyum hidroksit gibi kok kanal antimikrobiyal
ajanlarina yiiksek oranda direng gosterdiklerini rapor etmislerdir (127,145). Waltimo
ve arkadaslar1 (127) C. albicans’in bu tez ¢alismasindaki sonuglarla desteklendigi gibi
E.  faecalis ’ten daha direngli oldugunu bildirmislerdir. Hagihara ve
arkadaslarinincalismalarina gore Candidalar kollajenik aktiviteleri ile dentinin
kendisini besin kaynagi olarak kullandigini bildirmiglerdir. Tiim bu faktorler alt alta
siralandiginda Candidalarin bakterilere gére ¢ok daha direngli olmalart kok kanal
tedavisi sirasinda geleneksel antimikrobiyal ajanlarla onlar1 inhibe etmeyi

zorlastirmaktadir (303).

Mantarlarin direngli mikroorganizmalar olmasi (130,146,304) ve mantar
tirleri igerisinde C. albicans in en ¢ok izole edilen tiir olmasi nedeniyle (149,305,306)
bu tez ¢alismasinda C. albicans (ATCC 10231) susu kullanilmustir.

Etidronik Asidin  mikroorganizmalara karsi etkin konsantrasyonunun
bulunmasi amaciyla yaptigimiz ¢aligmada C. albicans “in E. faecalis ve P. aeruginosa
dan ¢ok daha direngli oldugu goriilmiistiir. Etidronik asit E. faecalis i¢in %9 ‘luk, P.
aeruginosa i¢in %35 lik konsantrasyonda bile anlamli derecede etkin iken C. albicans

icin %18’lik konsantrasyonda etkin bulunmustur.

P. aeruginosa kalin alginik bir kapsiile sahiptir. klinik olarak izole edilen P.
aeruginosa dis yiizeyinde polisakkarit bir tabakaya sahip olabilir. Tekrarlayan seker
zincirlerinden olusan mukoid veya glikokaliks bir tabakaya sahiptir. Bu tabaka
antibiyotikler i¢in bir bariyer gorevi goriirken antikorlar i¢in opsanizasyon

saglar (307).

Love ve arkadaglar1 P. aeruginosa’nin smear olsun ya da olmasin kolaylikla
dentin tiibiilleri i¢ine penetre olabildiklerini rapor etmislerdir (152). Piccolomini ve
arkadaslarima gore P. aeruginosa kok kanal sistemi florasindaki tiim bakterilerden
dentin tiibiillerine daha ¢ok ve daha derin yerlesim gdsteren birkag¢ bakteriden biridir.
Boylelikle kok kanal irrigasyon soliisyonlarinin ve ilaglarinin antibakteriyel

etkilerinden korunabilmektedir (154).
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Leonardo ve arkadaslar1 revagta olan kok kanal patlarinin antimikrobiyal
aktivitelerini arastirmiglar ve E. faecalis ile P. aeruginosa’nin var olan diger

mikroorganizmalara oranla daha direngli olduklarini bildirmislerdir(155).

Pseudomonas aeruginosa bu tez calismasinda kok kanal mikroflorasinda
antimikrobiyal ajanlarla direkt temas halinde iken direngsiz mikroorganizmalari
orneklemesi igin secildi. Ancak bu bakteri hareketli olmasindan dolay1 dentin
tiibiillerinde kolaylikla go¢ edebilir, smear tabakasini delebilir ve kok kanal

antimikrobiyal ajanlarina direng gosterebilir.

Bakterilerin biyofilm olusturabilmeleri i¢in ortamda tutunabilecekleri bir
yluzey ve sivi akisit olmalidir. Endodontide biyofilm calismalarinda bakterilerin
tutunacagi yiizey olarak g¢ekilmis dislerin kok kanallart (67,71,308,309), cekilmis
dislerden hazirlanan dentin 6rnekleri (58,79,277), hidroksiapatit diskler (75,264,310),
polistiren yiizeyler (64,66,68,70,276,311), cam yiizeyler (63,264,312,313), seramik
yiizeyler (60) ve selliiloz nitrat membran filtreler (57,61,65) kullanilmistir.

Bu tez ¢alismasinda bakterilerin tutunacagi yiizey olarak ¢ekilmis dislerin kok
kanal yiizeylerini tercih ettik. Cekilmis dislerin kok kanallarini tercih etme nedenimiz
aymi anda disin apikal TUgcliisliniin, orta {i¢liisiinlin, koronal iigliisiiniin enfekte

edilebilmesi ve klinik uygulamalar1 daha iyi taklit etmesidir.

Etidronik asit proteolitik ve antimikrobiyal 6zellikleri saglayan etkilerinin
disinda NaOClI ile bilesik olarak kulanilabilen bir selatordiir (232).

Christensen ve ark yaptiklari ¢alismada EDTA ‘nin aksine Etidronik asit’in
zayi1f bir dekalsifiye edici ajan oldugu goriilmiistiir(257).

Aubut ve ark tarafindan yapilan caligmada NaOCI ve Etidronik asit
kombinasyonunun sonucu olusan ¢ozeltinin %2.5 ‘luk NaOCI ‘den daha iyi bir doku

¢oziict etkiye sahip oldugu bildirilmistir (314).

De-Deus ve ark’nagore Etidronik asit, Sodyum hipoklorit ile hipokloroz asidi
denge tutar. Ayni zamanda NaOCI+HEBP kombinasyonu kullanimi rezilon

/epipaninin dentine baglanmasini optimize eder (315).

Etidronik asit kalsiyum hipoklorit ile birlesebildigi i¢in havuz suyunun

dezenfeksiyonunda kullanilir. Etidronik asit inorganik bilesiklerle karsilastiginda renk
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degisikligi olusturmaz. Bunun yaninda, Paqué ve ark gore rotary enstriimantasyon

sirasinda kok kanalina dentin artiklari birikimini azaltir (316).

Zehnder ve ark tarafindanyapilan ¢alismalarda Etidronik asit, sitrik asit veya
EDTA’ya olasi bir alternatif olarak onerilmistir (246,317).

Tartari ve ark tarafindan yapilan calismada NaOCI ve Etidronik asit bilesik
olarak kullanildiginda NaOCI‘in doku ¢oziicii 6zelliginde herhangi bir degisiklik
gozlenmemistir (247).

NaOCI ile herhangi bir tepkimeye girmemesi, NaOCI ile bilesik olarak
kullanilabilmesi, EDTA ve Sitrik aside alternatif olarak dnerilmesi, yeni bir irrigasyon
ajan1 olmasi, antimikrobiyal etkinligi ve bu etkinligin hangi konsantrasyonlarda

oldugunun ortaya ¢ikarilmasi amaciyla bu tez ¢alismasinda Etidronik asit kullanildi.

Diinyanin her yaninda yapilan arastirmalar sonucunda patojenik
mikroorganizmalarin ve pulpanin uzaklastirilmasi iizerine etkisinden dolay1 sodyum

hipoklorit endodonti de en yaygin kullanilan irrigasyon soliisyonudur (166-168).

NaOCl ile yapilan biyomekanik preperasyonun kok kanal sistemindeki mevcut

mikroorganizmalarin elimine edilmesinde etkili oldugu kanitlanmistir (306).

Bystrom ve Sundqvist‘in  yaptigt ¢alismada %0.5 ‘lik NaOCI ‘in
antimikrobiyal oOzelliklerinin steril salin soliisyonundan daha fazla oldugu

bildirilmisti (318)r.

Siquera ve ark yaptiklart ¢calismada NaOCI ‘in konsantrasyonu azaldikca

antimikrobiyal etkinliginin azaldig1 gosterilmistir (319).

Oncag ve ark cesitli irrigasyon ajanlariin antibakteriyel dzelliklerini ve toksik
etkilerini karsilastirmak icin yaptiklar: ¢alismada E. faecalis ile olusturulan biyofilm
tizerine %2°‘lik cetrexidine ilave edilmis klorheksidin jelin % 5,25°lik NaOCl ‘e gore
daha fazla etkin oldugu bulunmustur. Bu ¢alismada 2 hafta sonra %5,25’lik NaOCI in
klorheksidine gore daha fazla toksik etki gosterdigi bildirilmistir (320).

Oliveira ve ark yaptiklart E. faecalis’e karsi gesitli irrigasyon ajanlarinin
antibakteriyel etkinliklerini degerlendirmek icin yaptiklari in-vitro ¢alismada %5,25
NaOCI ve %?2 klorheksidin final irrigasyon soliisyonu olarak kullanildiginda her iki

irrigasyon ajaninda da E. faecalis bakterisini elimine etmede herhangi bir fark
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bulunamamistir. Ancak ayni ¢alismada kok kanal enstriimentasyonu sirasinda %]1.5
‘luk NaOCI konsantrasyonunun bakterileri elimine etmede kontrol grubu olarak

kullanilan distile su ile arasinda istatistiksel olarak herhangi bir fark bulunamamistir
(321).

Rizvi ve ark yaptiklar1 ¢alismada MTAD, klorheksidin ve NaOCI’in
antibakteriyel etkinliklerini karsilagtirdiklar1 calismada bu 3 irrigasyon ajaninda
antibakteriyel etkinligi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulamamiglardir (322).

Shih  ve arkyaptiklar1 ¢alismada NaOCI’in konsantrasyonu arttik¢a
antimikrobiyal 06zelliginin  artti§i  goOsterilmistir.  Ancak bunun yaninda

konsantrasyonun artmast NaOCTI’in sitotoksik etkinliginide arttirmistir (323).

Ayhan ve ark. cesitli endodontik irrigantlarin Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Streptococcus salivarius, Str. pyogenes, Escherichia coli ve
Candida albicans iizerindeki etkinliklerini inceledikleri c¢alismada %5,25°lik
NaOCT’in tiim mikroorganizmalar iizerinde antimikrobiyal etkinliginin bulundugunu
gostermislerdir. Ayrica NaOCI ‘in konsantrasyonu azaldik¢a antibakteriyel

etkinliginin azaldigini bildirmislerdir (324).

Gomez ve ark yaptiklar1 diger bir calismada ise farkli konsantrasyonlarda
NaOCI (0.5%, 1%, 2.5%, 4% ve 5.25%) ve Klorheksidin glukonat (0.2%, 1% ve 2%)
kullaniminin E. feacalis ile olusturulan biyofilm iizerine antibakteriyel etkilerinin
incelendigi ¢alismada 5 dakika uygulanmasi sonrasinda klorheksidin glukonat (0.2%,
1% ve 2%) ve NaOCI (%5,25) konsantrasyonlarin en etkili konsantrasyonlar oldugunu
bildirmislerdir. Ayn1 ¢alismada %2.5¢ luk NaOCI kullaniminin 4 dakika uygulanmasi
ile %5,25’1ik NaOCI konsantrasyonunun 30 sn den daha kisa siire uygulanmasinin

ayni1 antibakteriyel etkinlige sahip oldugu belirtilmistir (325).

Bu tez ¢alismasinda standardizasyon amaciyla siire sabit tutulmustur. Ancak
daha sonra yapilacak olan Etidronik Asit’in farkli antibakteriyel etkinliklerinin
incelenecegi calismalarda daha diisiik konsantrasyonlardaki Etidronik asidin daha
uzun siire uygulanmasinin, yiiksek konsantrasyonda daha kisa siire uygulanmasi
arasinda fark olup olmadigi ayri bir ¢alisma olarak degerlendirilip deney olarak

uygulanabilir.
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Khademi ve ark c¢esitli irrigantlarin  antibakteriyel etkinliklerini
degerlendirmek i¢in yaptiklar1 ¢alismada NaOCI, doksisiklin ve klorheksidinin 7, 14,
21, 28. giinlerdeki antibakteriyel etkinliklerine bakmuislar ilk giin en etkin irrigantin

NaOCI oldugunu gérmiislerdir (326).

Siqueira ve ark tarafindan yapilan %1, %2,5, %5° lik NaOCI‘in bakteri
popiilasyonu iizerindeki etkilerinin incelendigi ¢alismada NaOCI’in konsantrasyonu

arttik¢a inhibisyon zonununda arttig1 goriilmiistiir (319).

Baumgartner ve Cuenin yaptiklari ¢alisma ile NaOCI’in %2.5 ve %5,25° lik
konsantrasyonlarinin enstriimente edilmemis dentin duvarlarindaki predentini ve
pulpal kalintilar1 kaldirdigimi gostermistir. Bu sonuglardan NaOCI ‘in diisiik
konsantrasyonlarda (%2.5) kullaniminin yeterli bir doku ¢dziicii ve antimikrobiyal

ozellik sagladigi anlagilmigtir (33).

NaOCI ‘in antimikrobiyal 6zellikleri ve doku ¢oziicii 6zellikleri ile yapilan
caligmalar dikkate alindiginda bu tez ¢alismasinda her ege degisiminde kullanilmak
lizere ara irrigasyon soliisyonu olarak %2,5 ‘luk NaOCI kullanmaya karar verdik. Bu
konsanrasyonu segmemizde etkili olan sebeplerden biri de NaOCI’in konsantrasyonu
arttikca toksik etkisinin de fazla olmasidir. Bu tez calismasinda Etidronik Asit’in
konsantrasyonu arttik¢a antimikrobiyal etkinliginin artti§1 gozlendi. Bu sonug ara

yikamada kullanilan NaOCTI’in antimikrobiyal etkinligine destek verdigini gosterir.

NaOCI tek basina yeterli bir irrigasyon soliisyonu gibi goziiksede, dentinin
inorganik kismin1 ¢6zemez bu ylizden enstriimentasyon sirasinda smear tabakasi

olusumunu engelleyemez (327).

Kok kanal sisteminde mekanik preperasyonu engelleyen kalsifikasyonlara sik
rastlanmaktadir (328). Bu kalsifikasyonlarin 6nlenmesi ve inorganik maddelerin
¢Oziilebilmesi i¢in kok kanal tedavisi sirasinda EDTA ve Sitrik asit gibi demineralize
edici ajan kullanimi tavsiye edilmektedir (329). Biyouyumlu oldugu bir¢ok
arastirmada aciga cikarildigr icin EDTA ve Sitrik asit giiniimiizde kok kanal
preperasyonunda siklikla kullanilmaktadir (330).

Sitrik asit EDTA ‘ya gore daha diisiik konsantrasyonda etkin iken, her iki

sollisyonda smear tabakasi kaldirma da yiiksek verimlilik gdsterirler . Bunlarin smear
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tabakasini kaldirma etkinliginin yaninda kanal duvarlarinda kolonize olan biyofilmleri
kaldirma etkinligi de vardir (246).

Patterson ve ark ile Yoshida ve ark yaptiklari ¢alismalarda Antiseptik
kapasitesi sinirli olmasina ragmen, EDTA’nin kanal i¢i mikrobiyatay1 azaltmada

serum fizyolojikten daha etkin oldugu kanitlanmistir (331, 332).

Bystrom ve arkyaptiklar1 ¢alismada kok kanal sistemlerindeki mevcut
bakterilerin azaltilmasi i¢cin NaOCI ‘in tek basina yeterli olmadigini, NaOCI ve

EDTA’nin kombine kullaniminin ¢ok daha etkili oldugunu bildirmektedir (91).

Biitiin bu o6zellikler dikkate alindiginda bu tez calismamizda her ege
degisiminde NaOCI ‘in yaninda demineralize edici ajan olarak %17 ‘lik EDTA tercih
ettik.

Bu tez c¢alismasinda oOrneklerin se¢imi konusunda literatiir taramasi
yapildiginda ayn1 metodolojiye sahip antimikrobiyal etkinligin degerlendirildigi

calismalarda

Arias-moliz ve ark (2), Mohammadi ve ark (333), Estrella ve ark (197), De paz
ve ark(72), Rogaz ve ark (93), Jacob ve ark(291) insan dislerinden elde edilen dentin

ornekleri kullanirken

Giardino ve ark (61), Sena ve ark (334), Spratt ve ark (57), Bryce ve ark(71),
Shrestha ve ark(75), Zapata ve ark(79) seliiloz nitrattan yapilan membran filtreleri

kullanmislar

Twankoli ve ark (89), Arias-moliz ve ark(278), Aubut ve ark (315),Shen ve
ark(310), Stojicic ve ark(346) hidroksiapatit diskler kullanmislar

Lundstorm ve ark (77), Arias moliz ve ark(278), Paque ve ark (317), Coons ve

ark(318) cam yiizeyler kullanirken, Liu ve ark (74) seramik yiizey kullanmistir.

Bhuva ve ark(78), Wu ve ark(80), Soukas ve ark(82), Kustarc1 ve ark(84),
Aendorf ve ark (290), De deus ve ark(316) Polisitren yiizey kullanmis

Siquera ve ark (149), Eddy ve ark (335), Evans ve ark (336), Schafer ve
ark (337) sigir kesici disleri kullanmislar
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Ercan ve ark (338), Delgado ve ark (339), Ferrer luque ve ark (340), Cachovan
ve ark (341), Oliviera ve ark. (321), Ruff ve ark (342) ¢ekilmis tek koklii tek kanalll

insan disleri kullanmislardir.

Klinik uygulamalar1 daha iyi taklit edebilecegini diislindiigiimiiz i¢in bu tez
calismasinda 6rnek se¢iminde yaslar1 25-45 arasinda degisen hastalardan ortodontik
veya periodontal sebeplerle ¢ekilmis insan disleri kullanildi. Dislerin tek kokli ve tek
kanall1 oldugu radyografik olarak belirlendi. Birden fazla kok kanalina sahip disler

caligsma dis1 birakildi yerlerine sartlar1 saglayan ¢ekilmis insan disleri kullanildu.

Ferrer-Luque ve ark maleik asit, laktik asit ve EDTA’nin E. faecalis ile
olusturulan biyofilm iizerine antibakteriyel aktivitelerinin belirlenmesi i¢in yaptiklar
calismada Ornek olarak tek koklii ve tek kanalli ¢ekilmis insan disi kullanmiglardir.
Dislerin koklerinin uzunlugu 14 mm olacak sekilde elmas diskler kullanarak disleri
kesmiglerdir. Calisma boylarini 15 no’lu K-file ege kullanarak géz ile egenin apikalden
ciktigin1 goriip egeyi Imm geri c¢ekip lastik rondeli ¢alisma boyuna sabitleyerek
calismay1 planlamiglardir (340).

Baca ve ark farkli irrigasyon soliisyonlarinin E. faecalis ile enfekte edilmis kok
kanallar1 lizerinde antibakteriyel etkinliklerinin belirlenmesi i¢in yaptiklari ¢caligmada
ise ornek olarak tek koklii ve tek kanalli ¢ekilmis insan disi kullanmislardir. Dislerin
tek kokli ve tek kanalli oldugu radyografi ile kontrol edilmistir. Dis kdklerinin
uzunlugu 12 mm olacak sekilde elmas diskler kullanarak disleri kesmislerdir. Caligsma
boylarini 10 no’lu K-file ege kullanarak géz ile egenin apikalden ¢iktigini goriip egeyi

Imm geri ¢ekip lastik rondeli bu boya sabitleyerek belirlemislerdir (343).

Souza ve ark insan dentini iizerinde CHX ‘in etkilerinin belirlenmesi igin
yaptiklari caligmada kullandiklar digler 20-35 yas aras1 periodontal problem nedniyle
cekilmis olan dislerden se¢misler. Dislerin kdklerinin uzunlugu apikalden itibaren 15
mm olacak sekilde belirlemisler ve radyografi yardimiyla kontrol etmislerdir. Calisma

boylarmin belirlenmesinde 15 no’lu K-file kullanmislardir (248).

Literatlir arastirmalari sonucunda bu tez c¢alismasinda dis lerin boylari
apikalden 14 mm olacak sekilde kesildi. Calisma boylar1 15 no’lu K- file ege
kullanilarak egenin major foramenden ¢iktig1 goriildiikten sonra kanal egesi 1mm geri

cekilerek koronaldeki lastik rondel sabitlenmesi ile tespit edildi.

111



Orneklerin boylarmin tespiti i¢in literatiir incelendiginde

Delgado ve ark disleri mine-sement bilesim bdlgesinin 2-3 mm altinda apikal
bolgeninde 3-5 mm olacak sekilde kesmisler dis boylarim1 8 mm olarak

ayarlamislardir (339).

Ferrer luque ve ark (340) dislerin boylarin1 12 mm, Cachovan ve ark (341) ise
13 mm, Souza ve ark (248) 15 mm, Baca ve ark (343) 12 mm, Oliviera ve ark. (321)

14 mm olacak sekilde belirlemislerdir.

Bu literatiirler incelendiginde dislerin boylariin belirlenmesinde en 6nemli
faktor kullanilan dislerin biiyiikliikleri ve yapisi oldugu goriilmiistiir. Bu tez

calismasinda dislerin boylarini 14 mm olacak sekilde ayarladik.

Diglerin preperasyonu igin literatlirde cok cesitli enstriimanlar ve yontemler
kullantlmistir.

Souza ve ark (248), Ruff ve ark (342), Case ve ark (309) Rotary nikel titanyum
K3 (SybronEndo, Glendora, CA) yardimiyla ana apikal ege #45.02 olacak sekilde
prepare etmislerdir.

Zehnder ve ark, Oliviera ve ark. ProFile (Dentsply Maillefer, Ballaigues,

Switzerland) egeler yardimiyla Ana apikal ege sirasiyla #45.04, #35.04 kanallar
prepare etmislerdir (246, 321).

Ercan ve ark konvansiyonel olarak el aletleri kullanarak Ana apikal ege #50.02

olacak sekilde kanallar1 prepare etmislerdir(339).

Cachovan ve ark Mtwo yardimiyla Ana apikal Ege #40.04 olacak sekilde
kanallar1 prepare etmislerdir(342).

Siquera ve ark(5), George ve ark (308) kanallar1 Ana apikal ege #50.02 olacak
sekilde Kfile egeler yardimiyla prepare etmislerdir.

Oliviera ve ark ise kanallar1 genisletme de 4 numarali Gates Glidden frezler
kullanmuglardir (321).

Baca ve ark (277), Delgado ve ark (339), Ferrer luque ve ark (340), ProTaper

egeler yardimiyla Ana apikal ege F4 olacak sekilde kanallari prepare etmislerdir.
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Souza ve arkinsan dentini iizerinde CHX ‘in etkilerinin belirlenmesi igin
yaptiklari ¢calismada disleri crown down yontemi kullanarak Rotary nikel titanyum K3
(SybronEndo, Glendora, CA) yardimiyla ana apikal e§e #45.02 olacak sekilde
prepare etmislerdir (248).

Zehnder ve arktarafindan yapilan kok kanal tedavisi sirasindaki selasyon
etkinliginin incelendigi ¢aligmada disleri crown down yontemi kullanarak ProFile
(Dentsply Maillefer, Ballaigues, Switzerland) egeler yardimiyla ana apikal ege #45.04
olacak sekilde prepare etmislerdir (246).

Delgado ve ark klorheksidinin ve Ca(OH2) ‘in E. Faecalis iizerine etkilerini
inceledigi ¢alismada disleri crown down ydntemi kullanarak ProTaper (Dentsply
Maillefer, Ballaigues, Switzerland) egeler yardimiyla ana apikal ege F4 olacak sekilde

prepare etmislerdir (339).

Bu tez calismasinda kullandigimiz disleri crown down yontemi kullanarak
ProTaper (Dentsply Maillefer, Ballaigues, Switzerland) egeler yardimiyla ana apikal

ege F4 olacak sekilde preperasyonu tamamladik.

Literatiirde yapilan ¢alismalarda dislerin sterilizasyonu i¢in ¢esitli yontemler

kullanilmustir.

George ve ark (308), Case ve ark (309) yaptiklar1 ¢galismalarda 6rnekler gamma

radyasyon ile steril edilmistir.

Oliveira ve ark (321), Vianna ve ark (144), Fegan ve ark (344), Lundstorm ve

ark(71) yaptiklari ¢alismalarda 6rnekler etilen oksitle steril edilmistir.

Dametto ve ark (345), Mohammadi ve ark (333), Siqueira ve ark(b), Arias-
moliz ve ark (2), Cachovan ve ark(342), Oliviera ve ark (321), Ferrer luque ve
ark(341), Delgado ve ark (339), Ercan ve ark(339), Valera ve ark (306), Clegg ve
ark(58), Dunavant ve ark (60) drnekleri steril etmek igin otoklavda 121°C de 25 dakika
bekletmislerdir.

Dametto ve ark Klorheksidin jelin E. faecalis ile olusturulan biyofilmler

tizerine olusturduklar1 antimikrobiyal etkiyi arttirmaya yonelik yaptiklar ¢alismada

kullandiklar1 disleri steril etmek icin 121°C de 20 dakika otklavlamislardir (345).
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Mohammadi ve ark klorheksidin ve MTAD’nin insan kok dentini lizerindeki
rezidiiel antibakteriyel etkilerini degerlendirmek igin yaptiklar1 ¢alismada
sterilizasyon amaciyla dislerin herbirini 121° C ‘de otoklavlamislar. Sterlizasyon
kontrolii igin otklavdan sonra 37°C’de 24 saat inkiibatdrde bekletilmis ve kontrol

saglanmistir (333).

Oliveira ve ark E. faecalis’e karsi endodontik irrigantlarin antibakteriyel
etkinliklerinin inceledigi ¢calismalarinda 6rneklerin sterilizasyonu igin etilen oksit gazi
kullanmistir (321).

Bu tez caligmasinda dislerin kemomekanik preperasyonu yapildiktan sonra
sterilizasyon i¢in otoklav kullandik. Ornekler otoklavda 121°C de 25 dakikada steril
edildi. Sterilizasyonun etkinligini belirlemek i¢in deney asamasindan once pilot
calisma yapilmistir. Pilot ¢alismada disler otoklavlamadan sonra 37°C de 24 saat

inkiibatorde bekletilmis kontrol saglanmistir.

Literatiirde bu tez calismasmma benzer metodolojiye sahip ¢aligmalar

incelendiginde 6rneklerin sabitlenmesi gesitli yontemlerle saglanmigtir.

Valera ve ark disleri 24 kuyucuga sahip mikrokuyucuklara light-cure akrilik
(Dencor; Artigos Odontolégicos Classico, Sao Paulo, SP, Brazil) rezin kullanarak

sabitlemislerdir (306).

Siqueira ve ark digleri vertikal kuyucuklar igerisine silikon 6l¢li maddesi

yardimiyla sabitlemislerdir (319).

Delgado ve arkornekleri steril petriler igerisine toplanmis ve tiim islemler steril
air-flow kabin igerinde gerceklestirilmistir (339).

Arias-Moliz ve ark 6rnekler steril filtrelenmis tiipler i¢erisine konulmus ve tim

islemler steril ortamda yapilmistir (2).

Ferrer-Luque ve ark (340), Baca ve ark (343), Souza ve ark (248), Ercan ve
ark (338), Zehnder ve ark (246) disleri eppendorf tiipler igerisine koymus biitiin

islemler steril air flow kabin icerisinde yapilmistir.

Bu tez caligmasinda literatiir 15181nda disleri sabitleme yontemini belirlemek
icin pilot ¢alisma yapildi. Pilot ¢alismanin sonucunda disleri sabitlemek icin 6lgii

silikonu, akrilik rezin vb. gibi higbir madde kullanilmamasina karar verdik. Disleri
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sabitlemek i¢in herhangi bir madde kullanmamazin nedeni 6l¢ii silikonu veya akrilik
rezin gibi maddeler dislerin yiizeylerini kapattiklar1 i¢in dislerin tam olarak

sterilizasyonuna izin vermemesidir.

Endodonti literatiirii incelendiginde, biyofilm olusumu ig¢in tercih edilen
inkiibasyon  siiresinin 24  saatten 10  haftaya  kadar  degisebildigi
belirlenmistir (58,60,61,63,65,67,70,71,75,117,276,308-310,312,346).

Prabhakar ve ark (67), Ferrer-Luque ve ark(70), Arias-moliz ve ark (276),
George ve ark (312) yaptiklar1 galismalarda biyofilm olusumu i¢in inkiibasyon siiresini

24 saat olarak belirlemislerdir.

Dunavant ve ark (60), Giardino ve ark (61), Williamson ve ark( 63) yaptiklar
calismalarda biyofilm olusumu i¢in inkiibasyon siiresini 48 saat olarak

belirlemislerdir.

Bryce ve ark, Case ve ark yaptiklar1 ¢alismalarda biyofilm olusumu i¢in

inkiibasyon siiresini 72 saat olarak belirlemislerdir (65, 309).

Lundstorm ve ark yaptiklar1 ¢alismada biyofilm olusumu i¢in inkiibasyon

sliresini 96 saat olarak belirlemislerdir(71).

Clegg ve ark ise biyofilm olusumu i¢in inkiibasyon siiresini 7 giin olarak

belirlemislerdir (58).

Noiri ve ark ise biyofilm olusumu igin inkiibasyon siiresini 14 giin olarak

belirlemislerdir (75).

George ve ark(308), Shen ve ark(310) ise biyofilm olusumu i¢in inkiibasyon

stiresini 21 giin olarak belirlemislerdir.

Stojicic ve arkBiyofilm olusumu igin inkiibasyon siiresini 8 hafta olarak
belirlemislerdir (346).

Wang ve ark. farkli gelisim sathasindaki bakterilerin farkli duyarliliga sahip
oldugunu belirterek, 3 haftalik olgun biyofilmlerin 24 saatlik gen¢ biyofilmlere kiyasla
antimikrobiyal ajanlara daha fazla direng gosterdigini bildirmislerdir (117). Stojicic ve
ark. ise 1, 2, 3, 4 ve 8 haftalik biyofilmler iizerinde ¢esitli antimikrobiyal ajanlarin

etkinligini karsilagtirdiklar1 ¢calismada, 1 ve 2 haftalik biyofilmlerin antimikrobiyal
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ajanlara daha duyarli oldugunu, 3 haftalik ve daha olgun biyofilmlerin ise 1 ve 2
haftalik biyofilmlere gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde antimikrobiyal ajanlara
daha fazla direng gosterdigini belirtmislerdir (346). Bu durumda olgun biyofilmlerin
gen¢ biyofilmlere oranla daha fazla direng gosterme nedeni olarak ekstraseliiler
polimerik matris miktarinin artisi ile birlikte antibakteriyel ajanlarin biyofilm igerisine

daha az penetre oldugu diisiiniilebilir.

Bu tez c¢alismasinda E. faecalis, C. albicans ve P. aeruginosa
mikroorganizmalari kok kanallarini enfekte etmek icin kullanildi ve biyofilm olusumu

i¢in inkiibasyon siiresi 3 hafta olarak 6ngoriildii.

Kok kanallarina tatbik edilen yikama islemlerinden sonra kok kanallarindan
ornekler toplandi. Daha once yapilmis ¢aligmalara bakildiginda kok kanallarindan
ornek toplamak icin cesitli metodlar kullanildigin1 gérmekteyiz. Bu metodlardan en
fazla kullanilanlari, enfekte kok kanallarindan gesitli enstriimanlarla (doner aletler,
Gates-glidden, el egeleri) alinan dentin talasinin besiyerine transferi, bir diger yontem
kok kanalindan steril kagit konlarla alinan numunelerin besiyerine transferidir (347-
352). Bazi arastirmacilar bu iki yontemi kombine olarak kullanmiglardir. Bu tez

calismasinda kok kanalindan 6rnek almak i¢in kagit kon modelini kullandik.
Ornekleri degerlendirmek igin literatiirde cesitli ydntemler bulunmaktadir.

Delgado ve ark yaptiklari ¢alismalarda biyofilm degerlendirmeler fluorescence

mikroskop analizi yapmuslardir (339).

Duggan ve Sedgley yaptiklar1 calismada degerlendirme icin kristal viyole
analizi kullanilmistir (353).

Arias moliz ve ark(2), Guerreiro- Tanomaru ve ark (279), Stojicic ve ark (354),
Wang ve ark(117), George ve ark (308), Shen ve ark(310), biyofilm yogunlugunun
incelenmesinde CLSM kullanmuslardir.

Shabahang ve Torabinejad (355), Duggan ve Sedgley (353), George ve
Kishen (356), Liu ve ark (68), Meire ve ark (79), Soares ve ark. (357), Oliviera ve
ark (321), Ferrer-Luque ve ark (340), Cachovan ve ark(342), siqueira ve ark (149),
Mohammadi ve ark (333), Sena ve ark (334), Case ve ark (309) yaptiklari ¢alismalarda
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Biyofilm olusumunun degerlendirmesi i¢in SEM kullanmiglar, bakteri sayisindaki

degisimlerin degerlendirilmesi i¢in koloni sayim yontemi kullanmislardir.

Literatiirde bu tez caligmasindaki ayni metodolojiye sahip antimikrobiyal
etkinin incelendigi c¢aligmalarin ¢ogunda biyofilm eliminasyonu kiiltiirel sayim
yontemi ile kantitatif olarak degerlendirilirken SEM ile kalitatif degerlendirme

yapilmistir

Shabahang ve Torabinejad tarafindan yapilan MTAD’nin antimikrobiyal
etkinliginin in vitro degerlendirildigi calismada Cekilmis insan disleri 4 hafta boyunca
E. faecalis ile enfekte edilmis, degerlendirmede koloni sayim yontemi

kullanilmustir (355).

Duggan ve Sedgley tarafindan yapilan oral ve endodontik E. faecalis’in
biyofilm olusumunun incelendigi ¢alismada Biyofilm olusumu igin 96 kuyucuklu
plaklarda 24 saat inkiibasyon yapilmis, degerlendirme igin kristal viyole analizi
kullanilmustir (353).

George ve Kishen tarafindan yapilan Farkli ¢oziiciilerde ¢oziilmiis metilen
mavisinin biyofilmler izerindeki etkinliginin incelendigi ¢alismada insan dislerinde 4
ginlik  inkiibasyon yapilmis, degerlendirmede koloni sayim  yOntemi

kullanilmustir (356).

Liu ve ark tarafindan Ag birakilmig E. faecalis hiicrelerinin biyofilm olusturma
becerisinin degerlendirilmesi amaciyla yapilan ¢alismada insan dentini ve polistiren
bloklar {izerinde biyofilm olusturulmus, degerlendirmede koloni sayim yontemi ve

SEM kullanilmistir (68).

Meire ve ark tarafindan Er:YAG lazer, Nd:YAG lazer, antimikrobiyal
fotodinamik terapi ve NaOCl’nin biyofilmler {izerindeki etkinliginin incelndigi
calismada Dentin diskleri lizerinde 24 saat inkiibasyon yapilmis, degerlendirmede

koloni sayim yontemi kullanilmistir (79).

Guerreiro- Tanomaru ve ark tarafindan E. faecalis’in farkli yiizeylerde
olusturdugu biyofilmleri incelenmesi amaciyla yapilan ¢aligmada Sigir dentini, sigir
kemigi, hidroksi apatit ve giita perka konlar lizerinde 14 ve 21 giinliik inkiibasyon

yapilmis, biyofilm yogunlugunun incelenmesinde CLSM kullanilmistir. (279).
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Stojicic ve ark. tarafindan yapilan Antimikrobiyal fotodinamik terapinin
biyofilmler iizerindeki etkinligini degerlendirmek icin yaptiklari ¢alismada kollajen ile
kaplanmis hidroksiapatit diskler iizerinde 3 haftalik biyofilmler olusturulmus, 6lii ve

canli bakterileri oranlarinin belirlenmesinde CLSM kullanilmistir (354).

Soares ve ark. tarafindan yapilan baska bir calismada ise farkli ajanlarin
biyofilmler tlizerindeki etkinliginin degerlendirilmesi i¢in insan disleri lizerinde 21
giinliik biyofilmler olusturulmus, degerlendirmede koloni sayim yontemi ve SEM

kullanilmustir (357).

Bu tez calismasinda biyofilm eliminasyonu kiiltiirel sayim yontemi ile
kantitatif olarak degerlendirilirken SEM ile kalitatif degerlendirme yapilmistir.
Kiiltiirel sayim yontemi ile sayimi yapilacak bakteriyel siispansiyondan alinan temsili
ornekler kati1 besi yerine ekilerek koloni gelisimi gozlenir ve sayim yapilir (358).
Uygun inkiibasyon periyodundan sonra koloniler Gram boyama sekilleri, koloni ve
hiicresel morfoloji, oksijen toleransi ve metabolik son iiriin analizlerini igeren pek ¢ok
acidan tanimlanir. Bu teknik ile bir 6rnek icerisinde pek ¢ok tiir tanimlanabilir. Ayrica
bakterilerin mikrobiyal duyarliliklarinin incelenmesine de olanak saglar. Bakterinin
tireyebilecegi uygun besi yerinin tercih edilmesi ve slispansiyonun sayim yapilabilecek
diizeye kadar seyreltilmesi gerekmektedir. Uygulamasi zordur ve kontaminasyon riski

vardir. Buna ragmen Endodonti de antimikrobiyal ¢alismalarda en yaygin kullanilan

yontemdir (358).

PCR(polymerase chain reaction) giiclinii segiciliginden alir buna goére bir
ornekteki her tiirlii bakteri PCR ile tanimlanabilir. Beklenmedik tiirler tespit edilebilir.
Bu yoniiyle kiiltiir yonteminde ¢ok daha hizli ve etkilidir. PCR dogrudan kiiltiive
edilemeyen veya zor kiiltiive edilen bakteriyel patojenlerin tespitine izin verir (162).
Ancak PCR yontemi asir1 maliyetli ve teknik hassasiyet gerektirmektedir. Ayrica her
PCR tiirevinde bakteri sayimi yapilamamaktadir ve degerlendirme yaparken oOli
bakterilerde sayilmaktadir. Ancak kiiltiir yonteminde sadece canli bakteriler
belirlenmektedir. Bu tez c¢alismasinda PCR tercih etmis olsaydik final irrigasyonu

sonrasi bekteri sayisinda herhangi bir azalma gozlemleyemeyebilirdik.

Kullandigimiz bakteri tiirleri yillardan beri kullanilan fizksel 6zellikleri yapisal

ozellikleri tanimlanmis daha once defalarca kiiltiive edilmis tiirler oldugu i¢in ayrica
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irrigasyon soliisyonunun antibakteriyel etkinliginin degerlendirilmesinde 6lii
bakterilerin dahil edilmemesi gerektiginden bu tez calismasinda kiiltiir yontemini

kullanmay tercih ettik.

Bu c¢alismada, koklerin igerisinde olusturulan biyofilmlerin baslangi¢
mikroorganzima sayilar1 degerlendirildiginde gruplar arasi fark bulunamamstir (P >
0,05). Bu durum standart biyofilmler olustugunun bir kamtidir ve deneyin
tekrarlanabilirligini gdstermektedir. Antimikrobiyal ajan uygulandiktan sonra hayatta
kalan bakteri sayisi ortalamasinin ise antimikrobiyal ajanin konsantrasyonuna bagl

degisiklik gosterdigi belirlenmistir (P < 0,01).

Mikrobiyal biyofilmlerin antimikrobiyal kemoterapiye gostermis oldugu
direng iki temel mekanizma ile agiklanmaktadir (359,360). Birincisi, biyofilmin bir
bariyer gorevi gorerek antimikrobiyal ajanin difiizyonuna engel olmasidir. ikincisi ise
biyofilm yapisina dahil olan mikroorganizmalar ile serbest dolasan tiirdesleri
arasindaki fizyolojik farkliliklardir. Bu durumda, antimikrobiyal ajanlarin biyofilm
icerisindeki mikroorganizmalar {izerinde antimikrobiyal etki gosterebilmesi igin
ekstraseliiler matrise penetre olabilmesi gerekir. Literatiirde Etidronik asit ile yapilmis
caligmalarda Etidronik Asit ‘in tek basina antibakteriyel etkisinin olmadigi ancak
bununla ilgili yeterli ¢alisma bulunmadig belirtilmistir (2,246,361). Bizde Etidronik
Asit’in antibakteriyel etkisinin olup olmadigin1 tespit etmek varsa hangi
konsantrasyonlarda hangi mikroorganizmalara karst oldugunu belirlemek igin bu
calismay1 planladik. Bu tez ¢aligmasi sonuglar1 dogrultusunda Etidronik asidin final
irrigasyon ajani olarak kullanildiginda konsantrasyonu arttik¢a etkinliginin arttigini
gordiik. Ayni deney diizenegi kullanilarak Etidronik asidin NaOCI gibi ara irrigasyon
soliisyonu olarak tek basina kullanildig1 antimikrobiyal etkinliginin kanitlanmasini

saglayacak ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Etidronik Asit ‘in %5, %7, %9, %18 konsantrasyonlarinin E. faecalis, C.
albicans, P. aeruginosa ile olusturulan 21 giinliik biyofilmler {izerindeki etkinliklerine
bakildu.

E. faecalis tizerinde %9 ‘luk ve %18’lik konsantrasyonun kontrol grubu ve
diger gruplara gore istatiksel olarak (P < 0,01) anlaml1 derecede etkin oldugu goriildii.

Bu durum sebebi E. faecalis’in salgiladig: serin proteaz, jelatinaz ve Ace enzimleri
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bakterinin dentine baglanmasini ve dentin tiibiillerinin derinlerine penetre olabilmesini
sagladigr i¢in (106,107), E. faecalis’in mekanik preperasyondan ve irrigasyon

ajanlarindan daha az etkilenmesine neden olur (108).

C. albicans iizerinde ise sadece %18’lik konsantrasyonun kontrol grubu ve
diger konsantrasyonlara gore istatiksel olarak (P <0,01) anlamli derecede etkin oldugu
goriilmiistiir. Bu sonug¢ C. albicans’in direngli bir mikroorganizma olmasina

baglanabilir.

P. aeruginosa iizerinde ise kontrol grubuna gore % 5°lik konsantrasyonun bile
istatiksel olarak (P < 0,01) anlamli derecede etkin oldugu goriilmiistiir. Ancak %5 ile
%7 arasinda anlamli derecede fark yokken %9 ve %18 ‘lik konsantrasyonlarla diger
tim gruplar arasinda anlamli derecede fark vardir (P < 0,01). Bu sonuglara gore
Etidronik asit’in %5 lik konsantrasyonunun P. aeruginosa iizerinde etkin olmasinin
sebebi P. aeruginosa’min C. albicans ve E. faecalis’e gore daha direngsiz olmasindan

kaynaklanabilir.

NaOClI ile yeni bulunan irrigasyon ajanlarmin kombine kullanim ile ilgili

literatiir incelendiginde

Baumgartner ve arkNaOCI ile MTAD kombinasyonunun antimikrobiyal
etkinligini degerlendirmek icin yaptiklar1 ¢alismada %1.3 ‘lik NaOCI/MTAD nin
antimikrobiyal etkinliginin %5,25 NaOCI ve %17’lik EDTA’nin kombine kullanimina
gore daha kotii oldugunu bildirmislerdir (362).

MTAD’nin kombine kullanimu ile ilgili Kho ve ark yaptig1 ¢alismada ise E.
faecalis ile olusturulan biyofilm tizerine %1.3 ‘lik NaOCI/MTAD ile %5,25NaOCI
ve %15’lik EDTA’nin kombine kullanimu ile karsilastirdiklarinda iki kombinasyon
arasinda E. faecalis ile olusturulan biyofilmleri uzaklastirmada herhangi bir fark

bulunamamistir (363).

Basrani ve ark NaOCl ve CHX ‘in kombine kullaniminin antimikrobiyal
ozelligini arttirdigin1 ancak bu kombinasyon sonucu parakloroanil denilen kahverengi

bir ¢okelti olugtugunu bildirmislerdir (222).

Bu sonuglara bakildiginda literatiirde irrigasyon amaciyla kullanilan

antimikrobiyal ajanlar NaOCI ile kombine edildiginde olugsan yeni kombinasyonun
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NaOCT’in antimikrobiyal etkinligini arttirdig1 ancak kombinasyon sonucu ¢okelti veya
renk degisikligi olustugu gozlendi. Literatiirde NaOCI ile Etidronik asit’in kombine
olarak kullanildiginda ¢okelti olusmadigi bildirilmistir. Ancak bu konu ile ilgili farkl

metodoloji kullanarak farkli aragtirmalar yapilmasina ihtiya¢ bulunmaktadir.

Literatiirde Etidronik Asit’in farklt konsantrasyonlarinin antimikrobiyal
etkinligi hakkinda herhangi bir veri olmayisi bu tez calismasinin sonuglarinm

tartismaya izin vermemektedir.

Etidronik Asit ile ilgili bu tez ¢alismasi sonuglarina bakildiginda klinikte
kullanma potansiyelinin oldugu goriilmektedir. Ancak klinik uygulamalarda rutin
kullanilabilmesi i¢in ara seanslarda kullanildigindaki antimikrobiyal etkinligi,
toksisitesi, dentin yiizeylerine etkisi, smear kaldirma etkinligi ve diger antimikrobiyal

ajanlarla kullanimi gibi alanlarda ¢aligsmalar ortaya koyulmasi gerekmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu ¢alismanin siirlar1 dahilinde elde edilen sonug, ¢ikarim ve Oneriler asagida

sunulmustur:

1. Bu calismaya baslamadan 6nce Orneklerin sterilizasyon ve sabitleme yonteminin
belirlenmesi icin pilot ¢alisma yapildi. Pilot ¢alismanin sinucuna gore, bu tez
caligmasina benzer bir arastirma metodolojisi Ongoriiliirse 6rneklerin sterilizasyon
giivenligi i¢in Orneklerin sabitlenme metodu herhangi bir o6l¢ii maddesi
kullanmadan sabitlenmeksizin 6rneklerin steril eppendorf tiiplere konulmasi
olmalidir. Bdoylelikle orneklerin tiim yiizeylerinin daha etkin bir sterilizasyon

asamasindan ge¢mesi saglandi.

2. Bu tez galismasi dahilinde kullanilan Etidronik asidin %5 ‘lik konsantrasyonunun
P. aeruginosa’yi elimine etmede anlamli derecede etkin oldugu bulundu. Etidronik
asidin E. faecalis’e gore daha diisiik konsantrasyonda etkinlik gostermesi P.
aeruginosa’nin direncinin kullanilan diger mikroorganizmalardan daha diisiik
olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu mikroorganizmay1 direngsiz
mikroorganizmalara O6rnek olarak temel aldigimizda etidronik asidin direngsiz
mikroorganizmalar {izerinde etkin antimikrobiyal bir giice sahip oldugu

sOylenebilir.

3. Bu tez ¢alismasi dahilinde kullanilan Etidronik asidin %9 ‘luk konsantrasyonunun
E. faecalis elimine etmede anlamli derecede etkin oldugu bulundu. E. feacalis gibi
fakiiltatif anaeroblarda veya entrekoklar lizerinde etidronik asidin antimikrobiyal

aktivitesinin azaldig1 sdylenebilir.

4. Bu tez ¢alismasi dahilinde kullanilan Etidronik asidin %18 ‘lik konsantrasyonunun
C. albicans’t elimine etmede anlamli derecede etkin oldugu bulundu. Etidronik
asidin C. albicans’a gore daha yiiksek konsantrasyonda etkinlik gostermesi C.
albicans ‘in diger mikroorganizmlardan daha direngli bir yap1 géstermesinden
kaynaklanmaktadir. Etidronik asit %18 ‘lik konsantrasyonda her ne kadar toplam
koloninin %56 smi elimine etsede tamaminin elimine etmekten uzak bir

antimikrobiyal etki gosterdi.
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10.

11.

12.

Her ne kadar literatiirde Etidronik asidin antimikrobiyal aktivitesinin olmadigini
yada arastirilmasi gerektigini 6neren makaleler var olsa da bu tez ¢alismasi bilinen
ilk antimikrobiyal etkisini degerlendiren ¢alismadir. Bu tez ¢alismasinda final
irrigasyon ajani olarak kullanilan Etidronik asit’in selasyon 6zelligi ile birlikte

Ongoriilenin aksine antimikrobiyal 6zelliginin de oldugu goriildi.

Bu tez ¢alismasi dahilinde Etidronik asit konsantrasyonunun artmasi ile elimine
edilen bakteri sayisininda arttig1 goriilmektedir. Bu tez ¢alismasinda kullanilan test
mikroorganizmalarinin sonuclari 1s1ginda etidronik asidin %9 luk konsantrasyonu

klinik kullanima daha uygun etkin bir antimikrobiyal etki gosterdi.

Etidronik Asit’in antimikrobiyal 6zelliginin olmasi kok kanallarinda rutin olarak

kullanilan diger antimikrobiyal ajanlarin etkinliklerinin artmasina yardimcei olabilir.

Bu tez c¢alismasinin sonuglarina goére Etidronik Aside en direngli
mikroorganizmanin C. albicans oldugu, en diisiik etidronik asit konsantrasyonuna

en direngsiz mikroorganizmanin ise P. aeruginosa oldugu goriilmektedir.

Bu tez ¢alismasinin sonuglarina gore irrigasyon ajani olan Etidronik Asit her bir
mikroorganizma  i¢in  farkli  konsantrasyonlarda  etkindir. Bu da
mikroorganizmalarin irrigasyon ajanina karsi direnglerinin farkli olmasindan

kaynaklanmaktadir.

Etidronik asidin antimikrobiyal etkisinin degerlendirildigi bu ¢alismanin 1s1ginda
ileride yapilacak olan ¢alismalarda Etidronik asidin farkli konsantrasyonlarda

toksik etkisine bakilmalidir.

Etidronik asidin NaOCI ile bilesik olusturdugunda herhangi bir ¢okelti ve renk
degisikligi olusturmadigr bilinmektedir. Ancak CHX ile ¢okelti olusturup
olusturmadigr renk degisikligi olup olmadigi konusunda yeterli bilgi
bulunmamaktadir. Ileride yapilacak olan calismalarda Etidronik asid ile CHX

arasindaki iliskiye bakilabilir.

Etidronik asit {izerine literatiirde az sayida ¢aligma bulunmaktadir. Bundan sonra
yapilacak ¢alismalarda en yaygin kullanilan selasyon ajani olan EDTA ile selasyon
etkinligi, smear kaldirma etkinligi, dentin tiibiilleri lizerine etkisi, yiizey gerilimine

etkisi gibi konularda daha fazla karsilastirmali caligmalar yapilabilir.
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13. Bu tez c¢alismasinda Etidronik asidi final irrigasyon ajani olarak kullanip
antimikrobiyal etkinligi degerlendirildi. Ancak Etidronik asid her ege degisiminde
kullanilirsa antimikrobiyal etkisi {izerine herhangi bir bulgu bulunmamaktadir.
Bundan sonra Etidronik asit iizerine yapilacak ¢aligmalarda ara irrigasyonlardaki

etkinligi mutlaka degerlendirilmelidir.
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OZET

Etidronik Asit (HEBP)‘in Etkin Konsantrasyonunun Belirlenmesi ve

Antimikrobiyal Etkinliginin incelenmesi

Bu ¢aligmanin amaci, E. faecalis, C. albicans, P. aeruginosa ile enfekte edilen
kok kanallarinin 21 giin sonunda biyofilm olusturdugu belirlenen 6rnekler tizerine %5,
%7, %9, %18 konsantrasyona sahip Etidronik asit (HEBP) ile final irrigasyonu
yapildigindaki  etidronik asit (HEBP) konsantrasyonlarinin  antimikrobiyal

etkinliklerinin belirlenmesidir.

184 tane tek koklii ve tek kanalli ¢ekilmis insan disleri toplandi. Dislerin
boylar1 apikalden 14 mm olacak sekilde kronlar1 elmas diskler kullanarak kesildi.
Koklerin boylar1 ayarlandiktan sonra Ana apikal ege F4 olacak sekilde kemomekanik
preperasyon tamamlandi. Dislerin herbiri farkli eppendorf tiiplere konularak otoklavda
sterilizasyonu saglandi. Steril edilen disler E. faecalis, C. albicans, P. aeruginosa ile
21 gilin boyunca inkiibe edildi. Kullanilan mikroorganizma tiiriine gére 3 ana gruba
ayrildi. 21 giin sonunda her mikroorganizma grubundan 3 tane olmak iizere 9 diste
biyofilm olusup olusmadigi SEM ile degerlendirildi. Kalan gruplardaki disler final
irrigasyon soliisyonunun konsantrasyonuna (distile su, %5, %7, %9, %18) bagli olarak
5 alt gruba ayrildi. Bu konsantrasyonlara gore soliisyon uygulandi. Final irrigasyonu
tamamlandiktan sonra herbir kokten 3 paperpointle 6rnek alindi ve kiiltiir metodu

kullanilarak koloni sayimi yapildi.

E. faecalis tizerinde %9 ve %18’lik HEBP konsantrasyonu diger
konsantrasyonlardan daha etkin bulunurken (P < 0,01), C. albicans tizerinde %18 ‘lik
HEBP konsantrasyonu diger konsantrasyonlardan daha etkin bulundu (P < 0,01) P.
aeruginosa iizerinde ise %5 ‘lik HEBP konsantrasyonu kontrol grubundan daha etkin
bulunurken %9 ve %18 ‘lik konsantrasyonlarda diger konsantrasyonlardan daha etkin
bulunmustur (P <0,01).

Anahtar Kelimeler: Biyofilm, Etidronik Asit, Sodyum Hipoklorit, E. faecalis, C.
albicans, P. aeruginosa
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ABSTRACT

Etidronic Acid (HEBP) Determination of Effective Concentration and Analysis
of Antimicrobial Activities

The purpose of this study, E. faecalis, C. albicans, P. aeruginosa infected with
the root canal on the sample determined to create biofilm after 21 days, 5%, 7%, 9%,
18% concentration with etidronic acid (HEBP) with final irrigation when made

etidronic acid (HEBP) determining the antimicrobial activity of concentration.

One hundred eighty four extracted single-rooted were collected. The teeth of
size so that the apex 14 mm were cut using diamond saw. Chemomechanical
preparation is completed by using ProTaper system to working length by using an F4
master apical file, following the manufacturer’s instructions. Each of the teeth by
placing the different Eppendorf tubes were autoclaved. The tooth were incubated for
21 days with E. faecalis, C. albicans, P. aeruginosa. It was divided into 3 main groups
according to the type of using microorganism. After 21 days, and whether or not dental
biofilm of total nine teeth, including three teeth from each groups of microorganisms
were evaluated by SEM. The teeth were divided into five sub-groups (distiled water,
%5, %7, %9, %18) depending on the concentration of the final irrigation solution.
Each root of three sample with paperpoint after final irrigation was collected and

colony counts were performed using the culture method.

HEBP concentration of 9% and 18% statistically more efficient than other
concentrations found on E. faecalis (P < 0,01). HEBP concentration of 18%
statistically more efficient than other concentrations found on C. albicans (P < 0,01).
HEBP concentration of 5% statistically more efficient than control group found on P.
aeruginosa (P < 0,01) and HEBP concentration of 9% and 18% statistically more
efficient than other concentrations found on P. aeruginosa (P < 0,01).

Keywords: Biofilm, Etidronic Acid, Sodium Hypochlorite, E. faecalis, C. albicans,
P. aeruginosa
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