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1. GĠRĠġ 

Kök kanal tedavisini takiben kanal içerisinde hayatta kalan 

mikroorganizmalar uygun şartlar oluştuğunda üremeye devam edip hastalık 

yapabilecek virülansa ulaşarak, endodontik tedavinin başarısızlıkla sonuçlanmasına 

neden olabilirler (1). Sekonder enfeksiyon olarak adlandırılan bu olgularda 

Enterococcus faecalis (E. faecalis) en sık izole edilen türdür (2). E. faecalis’in sahip 

olduğu enzimler sayesinde dentine bağlandığı ve dentin tübüllerine penetre olarak 

kanal içi dezenfeksiyon prosedürlerine direnç gösterdiği bilinmektedir (3).  

 Son yıllarda endodontik tedaviye cevap vermeyen, inatçı enfeksiyona sahip 

olan dişlerin incelenmesiyle endodontide biyofilmler ve biyofilm eliminasyonunun 

önemi ortaya çıkmıştır  (4-7). Sodyum hipoklorit (NaOCl) endodontide uzun yıllardır 

kullanılan ve biyofilmler üzerindeki etkinliği kanıtlanmış bir antimikrobiyal ajan 

olmasına rağmen  (8, 9), periapikal dokular üzerinde toksik etkilere sahip 

olması  (10) ve dentinin mekanik özelliklerini zayıflatması nedeniyle  (11), 

endodontide alternatif irrigasyon solüsyonları arayışı sürmektedir.  

Bu çalışmanın amacı NaOCl, setrimid ve G. glabra ekstraktının dentin 

disklerinde oluşturulmuş E. faecalis biyofilmleri üzerindeki antimikrobiyal 

etkinliğini minimal bakterisidal konsantrasyonları düzeyinde, üç farklı uygulama 

süresinde değerlendirmektir.  
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2. GENEL BĠLGĠLER 

2.1. Endodonti Mikrobiyoloji ĠliĢkisi 

Sağlıklı bir dişte kök kanal sistemi sterildir ve ağız mikrobiyotasından mine 

ve sement aracılığı ile ayrılmıştır. Çeşitli nedenlerle kök kanal sisteminin enfekte 

olduğu durumlarda enflamasyon dişi çevreleyen sement, periodontal ligament ve 

kemiğe ilerleyerek bu bölgelerde patogeneze yol açıp, apikal periodontitis 

oluşumuna neden olabilir (12). Kimyasal ve fiziksel faktörlerin periradiküler 

enflamasyonu başlattığı bilinmesine rağmen, apikal periodontitisin farklı formlarının 

ilerlemesi ve devamlılığını sürdürebilmesi için birçok bilimsel dayanağa göre 

endodontik enfeksiyon oluşması gereklidir (13-16). Endodontik enfeksiyonlar çürük, 

travma, periodontal hastalıkların bir sekeli olarak ya da iatrojenik nedenlere bağlı 

olarak pulpa nekrozunu takiben veya kök kanal tedavisi için pulpanın 

uzaklaştırılması sonucu konak savunmasının ortadan kalktığı durumlarda ortaya 

çıkabilir (17). 

Mantarlar, arkealar ve virüslerin de endodontik enfeksiyonlarla ilişkili olduğu 

bilinmesine rağmen (18-21), bakteriler apikal periodontitisin patogenezinde rol alan 

esas mikroorganizmalardır (17). Farklı tip endodontik enfeksiyonlarda 100 tür ve 9 

filuma ait 460’tan fazla bakteri türü ve filotip saptanmıştır (22). Kök kanal 

sisteminde kolonize olan bakteriler, apikal ve lateral foramen veya kök 

perforasyonları aracılığıyla periradiküler dokulara giriş yaparlar. Bakteri ve konak 

savunmasının karşı karşıya gelmesi sonucu, periradiküler dokularda enflamatuar ve 

immünolojik reaksiyonlar oluşur. Bu defans mekanizmaları, konak için koruyucu 

olmasına rağmen, aynı zamanda yıkıcı olarak apikal periodontitis gelişimine neden 

olabilmektedir. 

Endodotik tedavinin esas hedefi; apikal periodontitis gelişimini önlemek veya 

periapikal doku iyileşmesini uyaracak uygun koşulların oluşmasını sağlamaktır. Bu 

amaçla, endodontik tedavi ile enfeksiyon odağının ortadan kaldırılması ve/veya 

mikroorganizmaların kök kanalında veya periapikal dokularda enfeksiyon ya da 

reenfeksiyon oluşumunun engellenmesi hedeflenir. Hastalık etiyolojisi ve 

patogenezinin tamamen anlaşılması efektif bir tedavi uygulanabilmesi için şarttır. Bu 
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nedenle bilimsel dayanakları olan yüksek kalitede bir endodontik tedavi için apikal 

periodontitisin mikrobiyolojik yönünün iyi bilinmesi gerekmektedir. 

2.1.1. Enfekte Kök Kanallarında Bakterilerin Varlığını Saptayan Ġlk 

ÇalıĢmalar 

Kök kanallarında bakterilerin varlığı ilk kez 17. yüzyılda Antonie van 

Leeuwenhoek (23) tarafından gösterilmiştir. 1894’de Miller (24) apikal periodontitis 

gelişiminde bakterilerin varlığını göstermiş ve kök kanal örneklerini inceleyerek 

şimdiki adıyla kok, basil ve spiral (spiroket) olarak bilinen bakteri türlerini 

görüntülemiştir. Ayrıca kök kanalının koronal, orta ve apikal bölgelerinde farklı 

morfolojik özelliklere sahip türler tespit etmiştir. Kakehashi ve ark. (14) germ free 

sıçanlarla yaptıkları bir çalışmada, ağız ortamına ekspoze edilen dental pulpalarda 

pulpa nekrozu ve apikal periodontitis oluşabilmesi için ortamda mutlaka bakterilerin 

bulunması gerektiğini belirtmişlerdir.  

Apikal periodontitis etiyolojisinde bakterilerin önemli bir role sahip olduğu 

daha sonra Sundqvist tarafından da onaylanmıştır. Sundqvist (16) anaerob kültür 

tekniklerini geliştirerek, travma sonrası pulpa nekrozu görülen dişleri incelemiş ve 

apikal periodontitis gelişiminde bakterilerin rol oynadığını bir kez daha kanıtlamıştır. 

Moller ve ark. (15) maymun dişleri üzerinde yaptıkları çalışmada, devitalize edilen 

enfekte pulpalı dişlerde apikal periodontitis gelişirken, devitalize edilen enfekte 

olmamış pulpalı dişlerde ise periradiküler dokularda anlamlı düzeyde patolojik 

değişiklik oluşmadığını belirterek, apikal periodontitis gelişiminde bakterilerin 

rolünü bir kez daha vurgulamışlardır.  

2.1.2. Enfeksiyonun Pulpaya UlaĢma Yolları 

Sağlıklı bir dişte pulpodentin kompleksi sterildir ve ağız mikroflorasından 

mine ve sement aracılığı ile ayrılmıştır. Ancak bu doğal katmanların bütünlüğü; 

çürük, travma sonrası oluşan çatlak ve kırıklar, restoratif prosedürler, periodontal 

tedaviler, atrizyon ve abrazyon gibi nedenlerle bozulmuşsa veya doğal olarak 

oluşmamışsa, pulpodentin kompleksi ağız ortamına açık hale gelir ve çürük, tükürük 

veya dental plak içerisindeki mikroorganizmaların saldırısına maruz kalır (17).  
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Çürük: Direkt pulpa ekspozuna neden olarak bakterilerin pulpaya 

ulaşmasındaki en önemli yoldur. Derin bir çürük lezyonu içerisindeki bakteriler, 

dentin tübülleri aracılığı ile pulpa ekspoze olmadan önce de pulpaya 

ulaşabilirler (25). Ancak pulpa vital olduğu müddetçe enfeksiyona karşı kendini 

savunur (26). Diğer taraftan, pulpanın vital bütünlüğü bozulmuşsa ve savunma 

mekanizması zayıflamışsa, enfeksiyonun başlayabilmesi için çok az miktarda bakteri 

varlığı yeterlidir. Çürük sürecine dahil olan birçok bakteri hareketsizdir, tekrarlayan 

hücre bölünmeleri ve çiğneme sırasında oluşan hidrostatik basınca bağlı olarak 

dentin tübüllerinin içerisinde hareket ederler (27).  

Yan kanallar: Periodontal hastalıkla ilişkili subgingival biyofilmlerde 

bulunan mikroorganizmalar; servikal kök yüzeyindeki dentin tübülleri, lateral veya 

apikal foramen aracılığıyla kök kanalına ulaşabilirler.  

Dentin tübülleri: Sağlıklı dentinin tübüler yapısı sayesinde geçirgen özellikte 

olması, dentinin açığa çıktığı durumlarda pulpanın enfekte olması riskini doğurur. 

Dentin tübülleri konik şekillidir ve tüm dentin boyunca çaprazlamasına uzanırlar. 

Tübüller pulpa yakınlarında en geniş çapa sahipken (ortalama 2,5 µm),  mine ve 

sement yakınlarında daha dardır (ortalama 0,9 µm) (28). En dar tübül çapı bile ağız 

ortamında bulunan birçok bakteriyel türün hücre çapından daha geniştir (0,2 µm-0,7 

µm). Bu nedenle dentin tübüllerine ulaşan bakteriler hiçbir engelle karşılaşmadan 

pulpaya ulaşabilirler (17). Non-vital dişlerde, vital olanlara göre bakteriyel 

invazyonun daha hızlı gerçekleştiği bildirilmiştir (29).  

Mine çatlakları: sadece travmaya uğramış dişler değil birçok dişte makro ve 

mikro mine çatlakları bulunabilir ve bu çatlaklar mine dentin birleşimine 

uzanabilir  (30). Tek bir çatlak, birçok dentin tübülünün ağız ortamına açık hale 

gelmesine neden olabilir ve bu çatlak bakteriler için giriş yolu oluşturur.  

Travma: Direkt pulpa ekspozuna neden olan en önemli etkenlerden biridir. 

Eğer travma sonrası pulpa canlılığını koruyor ise, dentin sıvısı ve tübüler içerik 

bakterilerin tübüllere penetre olmasına karşı direnç gösterir ve pulpanın sağlığını 

korunur. Diğer taraftan travmanın bir sonucu olarak pulpa nekrotik hale dönüşmüşse 

tübüler içerik bakteriyel penetrasyon karşısında koruyucu rolünü kaybeder ve dentin 

kalınlığına bakılmaksızın dentin tübülleri bakterilerin pulpaya ulaşmasındaki esas 
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yola dönüşür (17). Direkt pulpa ekspozuna neden olan etkenlerden biri de iatrojenik 

restoratif prosedürlerdir. Pulpa ekspozu ile tüm kanalın enfeksiyonu arasında geçen 

süre önceden tahmin edilemez ancak bu süreç genellikle yavaş ilerlemektedir (31). 

Anakorezis: Organizmanın herhangi bir yerinde kan veya lenf yoluyla 

sistemik dolaşıma geçen bakterilerin, hasarlı bölgelerde damar dışına çıkarak 

enfeksiyona neden olmasıdır (32). Bu teoriye göre pulpa nekrozunu takiben gelişen 

bakteriyemi sonucu bakterilerin pulpaya ulaşabildiği savunulmaktadır. Ancak bu 

sürecin, mikroorganizmaların kök kanalına ulaşma yollarından biri olduğuna dair 

kesin bir kanıt yoktur.  

Bakteriler pulpaya her ne şekilde ulaşırsa ulaşsın primer endodontik 

enfeksiyon oluşabilmesi için ortamda nekrotik pulpa dokusu olması gereklidir. Pulpa 

vital olduğu müddetçe kendisini bakteriyel invazyon ve kolonizasyona karşı 

koruyabilir. Ancak, çürük, travma, operatif işlemler veya periodontal hastalık 

nedeniyle pulpa nekroze olmuşsa, nekrotik doku çabucak enfekte olmaktadır, çünkü 

nekrotik pulpa dokusunda konak savunması yetersiz kalır (33).  

2.1.3. Kök Kanallarının Mikrobiyal ÇeĢitliliği 

Endodontik enfeksiyonlarda, enfeksiyon tipine göre mikrobiyota çeşitlilik 

göstermektedir. Oral kavitedeki tüm mikroorganizmalar kök kanal sistemine 

girebilmesine rağmen, kök kanal ortamındaki besin varlığı, ortamın pH’ı, oksijen 

gerilimi, ısı, bakteri etkileşimleri ve konak direnci gibi faktörler nedeniyle enfekte 

kök kanallarından izole edilen bakteri türlerinin sayısı daha sınırlıdır (33).  

Kök kanal enfeksiyonları dinamik bir süreçtir ve farklı evrelerde farklı türler 

baskın olurlar. Pulpal enfeksiyonun başlangıç aşamasında fakültatif bakteriler 

baskındır (34). Zamanla pulpa nekrozu ve fakültatif bakterilerin tüketimine bağlı 

olarak kök kanalı içerisindeki oksijen tükenir. Dolayısıyla, ortam anaerobik 

bakterilerin hayatta kalıp gelişebileceği bir şekil alır. Zamanla anaerobik koşullar 

daha da belirginleşir, özellikle kök kanalının apikal üçlüsünde fakültatif bakterilerin 

sayısı azalırken anaeroblar baskın hale gelir (22). Kök kanal sistemine kolonize olan 

bakteriler için temel besin kaynakları şunlardır (17); 
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a. Nekrotik pulpa dokusu, 

b. Apikal ve lateral foramenler aracılığı ile kök kanal sistemine sızan doku 

sıvıları ve eksudada bulunan proteinler ve glikoproteinler, 

c. Kök kanalına koronal yoldan ulaşabilen tükürük içeriği, 

d. Diğer bakterilerin metabolik son ürünleri. 

Oksijen seviyelerindeki değişikliğin kök kanalında kolonize olan 

mikrobiyotayı etkilemesinin yanında, bakterilerin besinleri kullanabilme dinamikleri 

de mikrobiyal çeşitliliği etkiler. Enfeksiyon sürecinin başlangıç aşamalarında 

sakkarolitik bakteriler baskınken, ilerleyen evrelerde besin kaynağının değişimine 

bağlı olarak proteolitik türler baskın hale gelirler (22).  

Primer endodontik enfeksiyon varlığında kök kanal mikroflorası çoğunlukla 

anaerop mikroorganizmalardan oluşur. Apse vakaları da dahil olmak üzere, primer 

enfeksiyonlardan izole edilen türler 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 oluşur (22, 35).  

Kök kanal tedavisi sırasında uygulanan kemomekanik preperasyondan sonra 

genellikle primer enfeksiyondan sorumlu Gram-negatif bakteriler elimine 

edilmektedir. Ancak enstrumantasyon sonrası alınan örneklerde, F.nucleatum, 

Prevotella türleri ve Campylobacter rectus gibi bazı anaerobik çomakların izole 

edildiği belirtilmiştir  (36-38). Tedavi prosedürlerine direnç gösteren vakalarda daha 

çok Gram-pozitif fakültatif ve anaerob bakterilerin izole edildiği, bu bakteriler 

arasında ise daha çok streptokoklar, P. micro, Actinomyces türleri, 

Propionibacterium türleri, P. alactolyticus, laktobasiller, E. faecalis ve Olsenella 

uli’nin izole edildiği belirtilmiştir (36-44). Çeşitli kültür ve moleküler biyoloji 

tekniklerinin kullanıldığı çalışmalarda, kök kanal tedavisi görmüş dişlerden en sık 

izole edilen türün % 90’a varan oranla E. faecalis olduğu bildirilmiştir (45-61) 

(Tablo 1). 
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Tablo 1. Sekonder/inatçı enfeksiyon görülen dişlerden izole edilen E. faecalis 

oranları ve tanımlama yöntemleri. 

2.2. Enterokoklar ve Enterococcus faecalis 

Enterokoklar tek başlarına, çiftler veya kısa zincirler halinde bulunabilen küre 

veya ovoid şekilli, hareketsiz, gram-pozitif koklardır. Fakültatif anaerop oldukları 

için oksijen varlığında veya yokluğunda üreyebilirler (55). Karbonhidratlar, gliserol, 

laktat, malat, sitrat, arjinin, agmatin ve birçok α-keto asidi katabolize ederek enerji 

kaynağı olarak kullanabilirler. Enterokok türleri insan bağırsak lümeninde yüksek 

miktarlarda (dışkının her gramında 10
5
-10

8
 CFU) bulunurlar ve çoğunlukla konağa 

zarar vermezler. Ayrıca daha düşük miktarlarda, kadınların ürogenital bölgesinde ve 

oral kavitede de bulunurlar (62). Yüksek alkalin pH (9,6) ve tuz konsantrasyonları 

gibi zor çevre koşullarında bile hayatta kalabilirler. Safra tuzları, deterjanlar, ağır 

AraĢtırmacı AraĢtırma 

Yılı 

Tanımlama Yöntemi Ġzolasyon 

Oranı 

Engstrom  (45) 1964 Kültür 5/21 (%24) 

Moller  (46) 1966 Kültür 9/31 (%29) 

Sundqvist ve ark. (47)  1998 Kültür 9/24 (%38) 

Molander ve ark. (48) 1998 Kültür 32/68 (%47) 

Peciuliene ve ark. (49) 2000 Kültür 14/20 (%70) 

Peciuliene ve ark. (50) 2001 Kültür 21/33 (% 64) 

Hancock III ve ark. (51) 2001 Kültür 10/33 (%30) 

Pinheiro ve ark.  (52) 2003 Kültür 27/51 (%53) 

Siqueira ve Rocas  (53) 2004 PCR 17/22 (%77) 

Rocas ve ark.  (54)  2004 PCR 20/30 (%67) 

Rocas ve ark.  (55) 2004 PCR 9/14 (%64) 

Zoletti ve ark.  (56) 2006 PCR 18/23 (%78) 

Sedgley ve ark.  (57) 2006 Kültür 4/48 (%8) 

Sedgley ve ark.  (57) 2006 PCR 43/48 (%90) 

Schirrmeister ve ark.  (58) 2007 PCR 4/13 (%31) 

Gomes ve ark.  (59) 2008 PCR 35/45 (%78) 

Rocas ve ark.  (60) 2008 PCR 8/17 (%47) 

Rocas ve ark.  (60) 2008 Dama tahtası 4/17 (%23,5) 

Schirrmeister ve ark.  (61) 2009 Kültür/16S RNA 

sıralama 

3/10 (%30) 
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metaller, etanol, azid ve kurutmaya direnç gösterirler. 10-45
0
C arasında üreyebilir ve 

60
0
C sıcaklıkta 30 dakika hayatta kalabilirler (63).  

Enterokoklar önceleri D grubu streptokoklar içerisinde yer alırken, 1984 

yılında enterokok ve nonenterokok D grubu streptokoklar, nükleik asit analizleri 

yapılarak içinde farklı türler bulunan yeni bir cins, Enterococcus olarak tekrar 

sınıflandırılmıştır (64) (Tablo 2).  

Tablo 2. E. faecalis’in taksonomik sınıflandırması. 

Ġkili Adlandırma Enterococcus faecalis 

Üst Alem (Domain) Bacteria 

Alem (Kingdom) Eubacteria 

Şube (Philum) Firmicutes 

Sınıf (Class) Bacili 

Takım (Order) Lactobacillales 

Aile (Family) Enterococcaceae 

Cins (Genus) Enterococcus 

Tür (Species) feacalis 

Enterokoklar içerisinde 23 adet tür tanımlanmıştır ve bu türler mannitol, 

sorboz ve arjininle etkileşmine bağlı olarak 5 grupta toplanmıştır. E. faecalis; E. 

faecium, E. casseliflavus, E. mundtii ve E. gallinarum ile birlikte aynı grubun 

üyesidir. Bu beş tür, mannitol besi yeri içerisinde asit oluşturup arjinini hidrolize 

ederken, sorboz besi yeri içerisinde asit oluşturamazlar (65). E. faecalis arabinoz 

negatiftir ve bu gruptaki diğer üyelerden farklı olarak, piruvatı kullanır ve tellüriti 

tolere eder (66).  

Enterokokların subakut endokardit, bakteriyemi, bakteriyel menenjit ve üriner 

sistem enfeksiyonlarına yol açabildiği belirtilmiştir (67). Bu bakteriler, çoğu beta 

laktamaz içeren çeşitli antibiyotiklere (sefalosporinler ve sentetik penisilinler), 

klindamisine, düşük konsantrasyonlu aminoglikozidlere ve florokinolonlara karşı 

doğal olarak dirençlidirler. Doğal genetik dirençlerine bağlı olarak, sıklıkla hastane 

enfeksiyonlarıyla ilişkilendirilirler. ABD’de görülen hastane enfeksiyonlarının 

%12’sine enterokokların neden olduğu ve bunların %80’den fazlasının E. faecalis 

veya E. faecium kaynaklı olduğu belirtilmiştir (68). Ampisilin ve vankomisin’e karşı 

duyarlı olmalarına rağmen, bu antibiyotiklerin uzun süre kullanımıyla direnç 
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geliştirebilirler (69). Direnç geliştirebilme özelliklerinden dolayı, enterokokkal 

enfeksiyonların tedavisinde kombine antibiyotik kullanımı tavsiye edilmiştir. 

Günümüzde ATCC (Amerikan Tip Kültür Koleksiyonu) Bakteriyoloji 

Koleksiyonu, ticari olarak bulunabilen 69 adet E. faecalis izolatı listelemiştir. E. 

faecalis, çapı 0,5-2 μm arasında olan bir bakteridir, kültür ortamında kolayca 

üretilebilir, %5 koyun kanlı agar besiyerinde 1-1,5 mm çapında, sınırları düzgün, S 

tipinde, yuvarlak, beyazımsı koloniler oluşturur (70) (Resim 1, 2).  

E. faecalis, oral kavitenin olağan sakinlerindendir. Hem primer endodontik 

enfeksiyonlar hem de sekonder/inatçı enfeksiyonlar gibi periradiküler hastalıkların 

farklı formlarıyla ilişkilendirilmiştir (55). Primer endodontik enfeksiyonlu dişlerde, 

baskın türler arasında zorunlu anaerop ve bazı fakültatif anaeropların bulunduğu, 

enterokok türlerinin ise primer enfeksiyonda yer almadığı kabul edilmektedir. Ancak 

modern moleküler teknikler kullanılarak yapılan çalışmalarda, primer 

enfeksiyonlarda E. faecalis prevalansının %4-40 arasında değiştiği belirtilmiştir (55). 

Sekonder/inatçı enfeksiyonlarda bu oran artarak, %90’a ulaşmaktadır (45-61) (Tablo 

1). Prevelanslarda görülen bu dalgalanmanın nedeni olarak, farklı tanımlama 

tekniklerinin kullanılması, coğrafik farklılıklar ve örnek sayılarının farklı olması 

gösterilmiştir. 
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Resim 1. E. faecalis’in FESEM ile 30000 büyütme altında görüntülenmesi. 

Resim 2. Koyun kanlı agar besi yerinde üretilen E. faecalis kolonisi. 
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2.2.1. E. faecalis’in Virülans Faktörleri 

Mikroorganizmaların hastalık oluşturabilme yeteneklerine patojenite denir. 

Virülans bir mikroorganizmanın patojenite derecesini belirtir ve virülans faktörleri 

patojeniteye destek olan mikrobiyal ürünler, yapısal bileşenler veya 

mikroorganizmanın izlediği stratejiyi içerir (17). Bakteriler konak dokularında direkt 

veya indirekt hasara neden olarak patojenitelerini ortaya koyarlar (71, 72). E. 

faecalis’in hayatta kalmasını, dirençli olmasını sağlayan birçok virülans faktörü 

vardır: 

Lipoteikoik asit (LTA), Gram-pozitif bakterilerin hücre yüzeyleri ile 

streptokok ve laktobasillerin sıvı kültürlerinde bulunan, poligliserolfosfat yapıdaki 

bir grup amfipatik moleküldür. Lökositleri uyararak, TNF-α, interlökin 1 beta (IL-

1β), interlökin 6 (IL-6) ve interlökin 8 (IL-8) gibi enflamatuar medyatörlerin salımını 

sağlar. Bakteri, hücre duvarına etki eden antibiyotikler veya deterjanlarla 

karşılaştığında, LTA’nın hücre duvarının otolizini inhibe ettiği bildirilmiştir. Ayrıca, 

E. faecalis’in olumsuz koşullarda kendisini savunmak için girdiği VBNC fazında 

LTA miktarının iki katına çıktığı belirtilmiştir. Bu nedenle LTA’nın bakterinin 

olumsuz koşullara direnç geliştirmesine neden olduğu ve özellikle kök kanal 

medikamentlerinin etkinliğini azalttığı düşünülmektedir (3, 73).  

Süperoksit anyonu, oldukça reaktif bir oksijen radikalidir, enflamatuar 

hastalıklardaki hücre ve doku hasarından sorumludur.  Süperoksit anyonu ve diğer 

oksijen radikalleri lipidler, proteinler ve nükleik asitler gibi çeşitli biyolojik bileşikler 

üzerinde yıkıcı etkilere sahiptirler. Esas olarak nötrofiller ve diğer fagositik hücreler 

tarafından salınan süperoksit anyonu, E. faecalis tarafından da salınarak enflamasyon 

bölgesinde doku hasarına ve kemik yıkımına neden olmaktadır (3). 

 Enterokokkal yüzey proteini (Esp), yüksek molekül ağırlıklı bir yüzey 

proteinidir (74). Bakteriyemi ve endokardit vakalarından sıklıkla izole edilirken, 

sağlıklı bireylerden daha nadir izole edilmektedir. E. faecalis’in canlı olmayan 

yüzeylere tutunmasına ve kolonizasyonuna yardımcı olduğu ve biyofilm oluşumunu 

uyardığı belirtilmiştir (75). 

Feromonlar, kromozal olarak kodlanmış 7-8 amino asit uzunluğunda 

peptidlerdir. Antibiyotik direnci ve sitolizin üretimi gibi diğer virülans özelliklerinin 
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E. faecalis suşları arasında yayılmasını sağlayan işaretçi moleküllerdir. Öte yandan, 

kemotaktik etki göstererek, konak hücrelerinin süperoksit anyonu üretimini 

uyarırlar (76). 

Agregasyon maddeleri, bakteriler arasında plazmid değişiminin olabilmesi 

için verici ve alıcı bakteriler arasındaki yüzey temasının sağlanmasından sorumludur. 

Ayrıca E. faecalis’in nötrofillere direnç göstermesini sağlarlar (77). 

Jelatinaz, E. faecalis’in çinko içeren ekstraselüler metalloproteinazıdır. E. 

faecalis’in feromonlarıyla ilişkili peptidlerden jelatini, kollajeni, fibrinojeni, kazeini, 

hemoglobini, insülini ve diğer biyoaktif peptidleri hidrolize eden bir enzimdir (78). 

Matriks metalloproteinaz ailesinin bir üyesi olarak; fibroblastlar ve osteoklastlar gibi, 

konak hücrelerinin çoğu tarafından üretilebilir ve normal fizyolojik süreçte yer alır. 

Ancak kontrolsüz salımı durumunda kanser hücrelerinin invazyonu, artrit ve 

periodontitis gibi patolojik durumlarla ilişkili olduğu belirtilmiştir. E. faecalis 

tarafından salınan jelatinazın, kollajenin hidrolizine neden olarak periapikal 

enflamasyonun patogenezinde önemli rol aldığı düşünülmektedir (3).  

Serin proteaz, E. faecalis yüzeyinde bulunan adezinlerin bağlanan 

yüzeylerini açığa çıkararak veya adezinleri modifiye ederek E. faecalis’in dentine 

bağlanmasına yardımcı olmaktadır (79, 80). 

Hyaluronidaz, bağ dokudaki hyaluronik asidi parçalayan ve doku hasarıyla 

yakından ilişkili indirgeyici bir enzimdir. Bağ dokusunun mukopolisakkarit kısmını 

depolimerize ederek, bakteriyel invazyonun artmasına neden olduğu gibi, aynı 

zamanda bakteriler için besin kaynağı olan çeşitli substratların açığa çıkmasını 

sağlar (81). Apikal periodontitis ile ilişkili enfekte kök kanallarındaki bakterilerin 

ürettiği hyaluronidaz, klinik semptomların derecesiyle (akut-subakut) yakından 

ilişkilidir.  Hyaluronidaz bağ doku üzerindeki yıkıcı etkilerinin yanında, bağ doku 

içerisine bakteriyel invazyonu kolaylaştırarak,  kök kanallarından periapikal lezyon 

içine bakterilerin göçünü sağlamaktadır (3). 

EfaA geni, E. faecalis’in hücre yüzeyinde bulunan bir adezindir. Bakterinin 

manganez transportunda rol almaktadır. Birçok mikroorganizmanın büyüme ve 

hayatta kalabilmesi için manganeze ihtiyacı vardır. Serum ve dentin gibi manganez 
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iyonunun yeteri kadar bulunmadığı ortamlarda, sitoplazmik homeostazisinin 

düzenlenebilmesi için efaA geninin ekspresyonu artmaktadır (3).  

Kollajen bağlanma proteini (Ace), E. faecalis’in hücre yüzeyinde bulunan 

bir adezindir. Bakterinin dentine ve ekstraselüler matriks proteinlerine bağlanmasına 

yardımcı olmaktadır (79, 80). 

Sitolizin, plazmid veya kromozal olarak kodlanmış bir bakteriosindir. E. 

faecalis sahip olduğu bakteriosinler sayesinde diğer özellikle Gram-pozitif türlerle 

yarışarak mikrobiyotanın çeşitliliğini etkilemektedir (82). 

2.2.2. E. faecalis’in Endodontik Açıdan Önemi 

E. faecalis kök kanallarına tedavi sırasında, seanslar arasında ve tedavi 

tamamlandıktan sonra ulaşabilmektedir (55). Bu bakterinin endodontik tedavi 

görmüş dişlerde, primer endodontik enfeksiyonlu dişlere oranla yaklaşık 9 kat daha 

fazla oranda bulunduğu bildirilmiştir (55). Bu durum, primer enfeksiyonlarda 

bulunan diğer türlerin E. faecalis’in yayılımını sınırladığı ve doldurulmuş bir kök 

kanalı içerisindeki yetersiz çevresel koşulların E. faecalis’in hayatta kalmasına engel 

olmadığı anlamına gelmektedir. Aslında E. faecalis’in sıklıkla birden fazla seansta 

tedavi edilmiş ve/veya drenaj için açık bırakılmış dişlerden izole ediliyor 

olması (83), bu türün kök kanalına sekonder invaze olarak kolonize olabildiğini,  

sekonder enfeksiyona neden olduğunu ve sonrasında enfeksiyonun inatçı hale 

geldiğini desteklemektedir (22, 84). Tedavi görmüş dişlerin kök kanallarında hayatta 

kalmış mikroorganizmalar arasında, E. faecalis kanal içi dezenfeksiyon 

prosedürlerine daha dirençlidir ve tedavi sonucu oluşan yetersiz çevresel koşullara 

daha iyi adapte olur. Sahip olduğu Ace ve Esp genleri ile salgıladığı jelatinaz ve serin 

proteaz gibi enzimler, E. faecalis’in dentine bağlanmasını ve dentin tübüllerinin 

derinlerine penetre olmasını sağlayarak (85, 86), bakterinin mekanik preperasyondan 

ve irrigasyon ajanlarından daha az etkilenmesine neden olur (85, 87) (Resim 3). Ek 

olarak E. faecalis biyofilm formuna dönüşmesi halinde, planktonik formlarına oranla 

konak savunmasına, antimikrobiyal ajanlara ve olumsuz çevresel koşullara daha da 

dirençli hale gelir (88) (Resim 4). E. faecalis bünyesinde bulunan proton pompası 

sayesinde yüksek pH’lara sitoplazmasını asitleştirerek karşı koyar (89), dolayısı ile 

ara seanslarda medikament olarak kullanılan kalsiyum hidroksit (CaOH2)’e karşı 
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dirençlidir (90). Onbir buçuk ve üstü pH değerlerinde E. faecalis’in hayatta 

kalamadığı bildirilmiştir, ancak dentinin tamponlama kapasitesi nedeniyle kök kanalı 

içerisinde 11,5 pH’ya ulaşmak günümüzde kullanılan tekniklerle mümkün değildir.  

Primer enfeksiyonlarda bulunan birçok patojenin aksine, diğer bakterilerle 

simbiyotik bir ilişkiye gereksinim duymadığı için E. faecalis tek başına enfeksiyona 

neden olabilecek kapasitededir (47), bu nedenle tedavi görmüş dişlerden tek başına 

izole edilebilir (3). Çevresel şartlar E. faecalis’in gen ekspresyonlarını düzenleyerek, 

çeşitli koşullara adaptasyon yeteneği kazandırır (91). Böylelikle E. faecalis uygun 

olmayan çevresel koşullar için geliştirdiği bir hayatta kalma mekanizması olan, canlı 

fakat kültürize edilemeyen (VBNC) faza geçiş yapabilir. VBNC fazındaki bakteriler 

kültür ortamında üreme yeteneğini kaybeder, fakat yaşayabilirlik ve patojenite 

kazanırlar. Uygun çevresel koşullar yeniden oluştuğunda bölünmeye devam 

edebilirler (91). 

 

 

Resim 3. Dentin tübülü içerisine penetre olan E. faecalis’in FESEM ile 30000 

büyütme altında görüntülenmesi. 
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Resim 4. Deneysel koşullarda dentin diskleri üzerinde oluşturulmuş E. faecalis 

biyofilminin FESEM ile 10000 büyütme altında görüntülenmesi 

E. faecalis’in besin kıtlığı yaşanan çevresel koşullarda hayatta kalabilme 

yeteneğine sahip olduğu ve tekrar besin kaynağına ulaştığında gelişimine devam 

ettiği belirtilmiştir (92). Ayrıca, besin sıkıntısı çekmesi durumunda serumu besin 

kaynağı olarak kullanabilmektedir (92). Doldurulmuş kök kanallarında uzun süreli 

açlık fazına karşı koyma yeteneğine sahiptir (93), bu durum kök kanal dolumu 

sırasında hayatta olan ve kanal içerisine gömülmüş olan bakterilerin daha sonra 

oluşacak enfeksiyon için bir odak oluşturduğunu düşündürmektedir. Bütün bu 

özellikler, E. faecalis’in kök kanal tedavisi görmüş başarısız vakalardaki yüksek 

prevalansını açıklar niteliktedir. 

2.3. Biyofilm 

Biyofilm, canlı veya cansız bir yüzeye geri dönüşümsüz olarak tutunmuş, 

ekzopolimerik yapılar, proteinler, polisakkarikler ve nükleik asitlerden oluşan bir 

ekstraselüler matris tarafından çevrelenmiş çok hücreli mikrobiyal topluluklara 

(bakteriler, mantarlar ve protozoalar) verilen isimdir (94-97). Biyofilm oluşturma 

yeteneği bir virülans faktör olarak tanımlanmıştır ve biyofilm oluşumu için sıvı 

ortamda serbest halde bulunan planktonik mikroorganizmaların bir yüzeye tutunması 
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gerekmektedir (98). Mikroorganizmalar tarafından üretilen ekstraselüler matris, 

mikroorganizmaların yalnızca bir yüzeye tutunmasını sağlamakla kalmaz ayrıca 

mikroorganizmaların birbirlerine tutunarak biyofilm yapısına katılmalarını da 

sağlar (99). Bu sürecin devamında yüzeye birçok farklı mikroorganizma tutunmaya 

devam eder. Biyofilm oluşumu mikroorganizmaların kolonizasyonu ve konakta 

canlılıklarını sürdürebilmeleri adına oldukça önemlidir (100). Mikroorganizmaların 

biyofilm içerisinde bulunmalarının kazandırdığı en önemli avantaj planktonik 

türdeşlerine oranla dış etkenlere karşı daha korunaklı ve daha dirençli hale 

gelmeleridir (100). Gıda ve su endüstrisinde karşılaşılan en önemli problemlerden 

birinin biyofilm oluşumu olduğu bildirilmiştir (101). Günümüzde biyofilmlerin tıp 

alanında da giderek artan bir öneme sahip olduğu kabul edilmektedir. Özellikle 

kataterler, kalça protezleri, kalp kapağı protezleri, kontakt lensler gibi tıbbi 

implantların yüzeyinde biyofilm oluştuğu ve bu oluşumun hastane enfeksiyonlarının 

%65’inden sorumlu olduğu kabul edilmektedir (97, 102). Diş hekimliğinde en çok 

çalışılan biyofilm yapısı dental plaktır (103). Kök kanallarında biyofilm oluşumunu 

ilk kez ortaya koyan araştırmacı ise 1987 yılında Nair olmuştur (4). 

2.3.1. Biyofilmin Yapısı 

Biyofilm bir yüzey üzerinde olgunlaşırken, bakteriler tarafından devamlı 

olarak ekstraselüler polisakkarit, protein ve nükleik asit sentezlenir ve oluşan 

ekstaselüler matriks biyofilmin hacimsel olarak %85’ini oluşturur (104). 

Mikroorganizmalar biyofilmin ancak %15’ini oluştururlar. Ekstraselüler matriks 

yalnızca biyofilmin yapısını belirleyen fiziksel bir iskele olmakla kalmaz, aynı 

zamanda biyolojik olarak aktif, biyofilm için gerekli olan besinler, su ve esansiyel 

enzimleri içerisinde barındıran bir taşıyıcı görevi görür (105). Farklı popülasyonlar 

ve mikrokolonilerdeki topluluk üyeleri, biyofilm matriksinin bir ucundan diğer ucuna 

uzanan ve ilkel bir dolaşım sistemi oluşturan açık su kanalları ile birbirinden 

ayrılmıştır (97). Su kanalları biyofilm içindeki birincil dolaşım sistemidir ve bu 

kanallardaki sıvı içerisinde substrat, bakteri metabolizması son ürünleri ve bakteriyel 

etkileşimden sorumlu sinyal molekülleri taşınır (105).  

Biyofilm oluşumunun erken evrelerinde bakteriler birçok konak proteinine 

bağlanır ve diğer bakterilerle etkileşime girerler. Bu etkileşimler büyüme 
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oranlarında, gen ekspresyonlarında ve protein sentezinde değişimlere neden olur. 

Proteomik teknikler ve DNA analizlerine göre biyofilm içerisindeki 

mikroorganizmaların planktonik türdeşlerine göre % 20-70 oranında daha fazla gen 

ekspersyonu gösterdiği belirtilmiştir (106,107). Bu durum biyofilm içerisindeki 

mikroorganizmaların farklı bir fenotipe dönüşmesine neden olur (108).  

Biyofilmler içinde gen ekspresyonlarını koordine etmek için hücrelerarası bir 

iletişim mekanizması olan “Quorum Sensing” kullanılır (109). “Quorum Sensing”, 

bir populasyondaki gen ekspresyonunlarının koordineli bir şekilde gerçekleşmesini 

ve kontrol edilmesini sağlayan bir iletişim mekanizmasıdır (110). Bu iletişim 

mekanizması sayesinde tek hücreli prokaryotik mikroorganizmalar, çok hücreli 

ökaryotik organizmalar gibi hareket etmekte ve bu da onlara tek başlarına elde 

edemeyecekleri simbiyotik hareket etme, biyofilm oluşumu, virülans özelliklerin 

paylaşılması, antibiyotik üretimi ve ekstraselüler enzimlerin salgılanması gibi bir 

takım avantajlar kazandırmaktadır (111). Biyofilm oluşumu sırasında görülen; 

yüzeye bağlanma, çoğalma, matris üretimi ve biyofilm yapısındaki parçalanmalar 

“Quorum Sensing” mekanizması ile kontrol edilmektedir (112). 

2.3.2. Biyofilm OluĢumu 

Biofilm oluşumu için gerekli olan üç önemli komponent sırasıyla; 

mikroorganizmalar, katı bir yüzey ve sıvı akışıdır (97). Biyofilm oluşumunun ilk 

aşaması, organik ve inorganik moleküllerin katı bir yüzeye adsorbe olarak, 

koşullandırıcı bir tabaka oluşturmasıdır (113). Bakterilerin katı yüzeye bağlanmasını 

etkileyen çeşitli faktörler vardır. Bu faktöreler; substratın yüzey enerjisi, sıcaklık, 

pH, sıvı ortamın akış hızı, bakterinin yüzey ile ilişkide olduğu sürenin uzunluğu, 

yüzeyin hidrofobikliği ve besin miktarıdır (114). 

Biyofilm oluşumunun ikinci aşaması, daha önceden oluşmuş koşullandırıcı 

tabaka üzerine mikrobiyal hücrelerin adezyonudur (113). Başlangıçta 

mikroorganzima-yüzey ilişkisini düzenleyen fizikokimyasal özellikler yüzey enerjisi 

ve temas yoğunluğudur (100). Bu özelliklere ek olarak mikroorganizmaların bir 

yüzeye tutunmasına yardımcı olan fibria, pili, kamçı ve glikokaliks gibi yüzeysel 

yapıları da olabilir. Bakteriler bir yüzeye tutunduktan sonra, elektrostatik çekim 

kuvveti, kovalent ve hidrojen bağları, dipol etkileşimleri ve hidrofobik etkileşimlerin 
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bir kombinasyonu sonucu bağlanmaya devam ederler (100). Biyofilm oluşumunun 

üçüncü aşaması, bakteriyel büyüme ve biyofilmin genişlemesidir. Bu evrede, tek sıra 

halinde yüzeye tutunmuş olan mikroorganizmalar, ikincil kolonize olan bakteriler ile 

bağlantı kurar ve bu şekilde oluşan mikrokolonilerin sayısı artarak biofilmin son 

yapısını oluşturur (100, 115). Oluşan biyofilmin üst tabakalarından mikro-

organizmalar zamanla koparak biyofilmden ayrılır. Mikroorganizmaların yüzeyden 

düzenli olarak ayrılmaları biyofilmin gelişimi boyunca devam eden bir süreç olup, bu 

durum mikroorganizmaların başka alanlara dağılımı ve kolonize olmaları anlamına 

gelmektedir (116).  

 

Biyofilm matrisinin önemli bir kısmını sadece DNA oluşturuyor olabilir. 

Steinberger ve Holden (117), doygunluğa ulaşmamış biyofilmlerde ekstraselüler 

DNA (eDNA) miktarının hücresel DNA’ya oranla %50’den daha fazla 

bulunabildiğini belirtmişlerdir. Staphylococcus epidermidis ve Enterococcus faecalis 

biyofilmlerinin incelendiği çalışmalarda, eDNA temin etmek üzere küçük alt 

birimlerde otolizin kaynaklı ölümlerin görüldüğü, mikroorganizmaların otolizine 

bağlı olarak parçalanması sonucu ortama salınan DNA’nın biyofilm matrisinin 

yapısına katıldığı belirtilmiştir (118, 119). eDNA’nın mikroorganizmaların otolizine 

bağlı olarak da temin edilebildiği ve Staphylococcus aureus’un vankomisin ile 

uyarılmış biyofilm formasyonuna önemli düzeyde katkıda bulunduğu 

bildirilmiştir (120). Biyofilmin logaritmik büyüme fazında görülen eDNA ise hücre 

ölümlerine bağlı olarak değil, çoğunlukla aktif salgılama mekanizmaları ile elde 

edilir. Büyümenin ileri evrelerinde (48 saat sonrası) elde edilen yüksek eDNA 

konsantrasyonu, hücrelerin lizisini sonucu DNA’nın ekstraselüler ortama pasif olarak 

salınmasına bağlı olabilir (118, 119, 121).  

Biyofilm formasyonu sırasında hücre düzeyinde iki çeşit mikrobiyal etkileşim 

gerçekleşir. İlki, askıda duran hücre ve zemine daha önceden tutunan hücre 

arasındadır. Bu etkileşim ko-adezyon olarak adlandırılır. İkinci etkileşimde ise 

genetik olarak farklı hücrelerin birbirini tanıması ve yığın halinde yaşamasıdır. Bu 

etkileşim ko-agregasyon olarak adlandırılır (122, 123). Bu işbirlikleri yüksek 

seviyede özelleşmiş ve ko-agrege olan bakteriler arasında gerçekleşir. İlginç bir 

şekilde oral bakterilerin birçoğu birbirlerini ko-agregasyon için işbirlikçisi olarak 
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tanımaktadır. F. nucleatum Gram-negatif filamentöz anaerobik bir bakteri olup bütün 

oral bakteriler ile ko-agregasyon oluşturabilir. Non-agrege bakteriler arasında bile 

köprü görevi görerek birbirlerine bağlar (124, 125). Uzun filamentöz bakteri ve 

yüzeye tutunan küre şeklindeki kokların etkileşimi karakteristik “corncob” yapısını 

oluşturur (126).  

2.3.3. Biyofilm OluĢturmanın Bakterilere Kazandırdığı Özellikler 

Bakteriyel bir topluluk olarak, biyofilmlerin kollektif bir fizyolojisi vardır ve 

çevresel değişikliklere birlikte cevap verirler (97). Birlikte hareket etmek sonucunda 

biyofilm oluşturmak mikroorganizmalara birtakım özellikler kazandırır (127): 

Üremek için daha kapsamlı yetişme ortamı: Erken yerleşen kolonilerin 

metabolizması yerel çevrede değişiklik yaparak ikincil koloniciler için ataçman ve 

büyüme ortamı oluşturur. Bu durum, bazı besin kaynaklarının erişilebilirliğinin artışı, 

zararlı metabolik son ürünlerin ortamdan uzaklaştırılması ve uygun fizikokimyasal 

şartların (azalmış oksijen gerilimi ve redoks potansiyeli) sağlanmasıyla oluşur (128).  

Metabolik çeşitlilik ve etkinlik artışı: Birçok ekosistemde besin kaynakları 

sınırlıdır. Bu nedenle kaynaklarını işleyip paylaşabilen topluluklar gelişirler ve 

devamlı hale gelirler. Karma topluluklarda yaşayan mikroorganizmalar bir dizi 

besinsel bağlantılar kurarlar ve aralarında bir besin ağı geliştirirler. Az gelişmiş türler 

için gerekli olan kompleks yapıdaki konak kaynaklı substratlar parçalara ayrılarak 

besin ağları ile taşınırlar. Bu sayede bir türün metabolik son ürünleri, bir başka türün 

ana besin kaynağını oluşturabilir (128).  

Türler arası rekabet, konak savunması, antimikrobiyal ajanlar ve çevresel 

stresten korunma: Farklı türlerin komşu hücreleri beta-laktamaz, katalaz ve 

proteinazlar gibi enzimler salgılayabilirler ve bu enzimler biyofilm matriksi 

içerisinde korunarak yeri geldiğinde diğer bakterileri antimikrobiyaller ve konak 

savunmasından korumak üzere hazırda bekletilir. Aynı şekilde bakteriyel 

metabolitler ve bakteriosinler birbiri ile yarışan türleri kısıtlayabilir. Biyofilm 

matriksi fagositoza karşı fiziksel bir bariyer görevi üstlenerek biyofilm içerisindeki 

bakterileri konak savunmasından korur (128).  
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Gen değişimleri: Hücreler arası ilişkiler ve biyofilmin fiziksel yapısı topluluk 

içerisinde horizontal gen aktarımını kolaylaştırır. Topluluk üyeleri arasındaki genetik 

alışverişin en önemli sonucu; virülans özellikler ve antibiyotik direnç genleri 

yayılarak, sahip olmayan diğer türler tarafından kazanılır (128).  

Gelişmiş Patojenite: Mikroorganizmaların hastalığa neden olabilmesi için 

konak yüzeyine yapışması, konaktan besin sağlaması, çoğalması, dokuları istila 

etmesi, konak savunmasının üstesinden gelmesi ve doku hasarına neden olması 

gerekmektedir. Hastalık sürecindeki bu aşamaların gerçekleşebilmesi bir topluluk 

içerisindeki mikroorganizmaların çeşitli virülans özelliklere sahip olması, bu 

özelliklerin türler arasında aktarımı ve bu türlerin birlikte hareket etmesi ile 

olur (128).  

Antimikrobiyal Ajanlara Direnç: Biyofilm formundaki mikroorganizmaları 

etkisizleştirmek için gereken antibiyotik konsantrasyonunun, planktonik türdeşleri 

için gerekli olandan 100-1000 kat daha fazla olduğu bildirilmiştir (100, 129). 

Biyofilmlerin antimikrobiyallere direnç göstermesinin çeşitli nedenleri vardır. 

Antimikrobiyal ajanlar biyofilm yüzeyine tutunup bakterileri etkisiz hale 

getirebilir, ancak biyofilmin derinliklerinde bulunan hücreler bu ajanlardan 

etkilenmezler ve hayatta kalırlar. Öte yandan, biyofilm matrisi antimikrobiyal 

ajanları inaktive edebilecek konsantrasyonlarda nötralizan enzimleri bünyesinde 

barındırabilir (130). β-laktamaz gibi ekstraselüler enzimler biyofilm içerisinde 

depolanarak gerekli olduğu durumlarda β-laktam antibiyotikleri inaktive edebilirler. 

Bazı antimikrobiyaller biyofilm matriksi içerisine penetre olabilirler, ancak böyle bir 

durumda biyofilm içerisindeki bakteriler durağan faza geçerek antimikrobiyal 

ajanlardan korunurlar.  

Biyofilm içerisindeki mikroorgaizmalar quorum sensing mekanizmasını 

kullanarak haberleşme sağlarlar. Bu mekanizma sayesinde ortamdaki ihtiyaca göre 

biyofilme yararlı olacak türlerin daha çok üreyerek baskın hale gelmesi 

sağlanır (103).  

Ortamda besin sıkıntısının başlaması veya atıkların birikmesi durumunda 

biyofilm içerisideki hücreler birbirleri ile iletişim kurarlar ve metabolizmalarını 

yavaşlatıp hızlı bölünen hücrelere göre antimikrobiyallere daha az duyarlı hale 
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gelirler. Çünkü birçok antimikrobiyal ajan bakteriler üzerinde etkili olabilmek için 

bir miktar hücresel aktiviteye ihtiyaç duyar (103). Biyofilm içerisindeki 

mikroorganizmalar durağan faza geçmeleri durumunda eksopolisakkarit üreterek 

ortama salarlar ve ortamın kimyasal yapısını değiştirirler. Biyofilm çevresindeki 

oksijen miktarının azalması birçok antibiyotiği inhibe ederken, ortamda biriken 

asidik atıklar pH değişiklinine neden olarak bazı antibiyotikler üzerinde antagonist 

etki gösterirler. Tüm bu nedenlerle, biyofilm içerisinde bulunan durağan fazdaki 

bakteriler genel bir antibiyotik direnç mekanizması gösterirler (98).  

Bazı biyofilmlerin antibiyotiklere karşı artmış tolerans göstermesi, biyofilm 

içerisinde “inatçı hücre” olarak bilinen özelleşmiş savaşçı hücre subpopülasyonun 

varlığına bağlanmıştır (131).  

2.3.4. Biyofilmlerin Görüntülenmesinde Kullanılan Mikroskobik 

Teknikler 

Biyofilmi oluşturan yapıların ve bakterilerin incelenmesinde ışık 

mikroskopisi, floreson mikroskopisi, elektron mikroskopisi, atomik kuvvet 

mikroskopisi ve lazer taramalı konfokal mikroskopi gibi yöntemler 

kullanılabilmektedir (132).  

Işık mikroskopları biyofilmlerin incelenmesinde kullanılan en temel 

araçlardır. Bu yöntemle doğrudan in vitro örnekler incelenebildiği gibi, biyofilmleri 

içeren histolojik kesitler de incelenebilmektedir ancak ışık mikroskopu ile 

incelenecek örnekler saydam olmalıdır. Bu nedenle biyofilmler hücre yoğunluğundan 

dolayı bu yöntem ile detaylı olarak incelenemezler (133). Işık mikroskopları yardımı 

ile hücrelerin şekilleri hakkında (çomak, kok veya spiral gibi) ve Gram boyama 

yöntemi kullanılarak, Gram-pozitif veya Gram-negatif olduklarına dair genel bir fikir 

sahibi olunabilir (134). Floresan mikroskobu floresan görselleştirme ile ışık 

mikroskobunun büyütme özelliklerini birleştiren bir araçtır. Bakteriler floresan 

boyalarla boyanıp, UV ışınları altında floresan mikroskopta incelendiğinde, ışık 

saçan parlak cisimcikler halinde görülürler (135).  

Bugüne kadar mikrobiyal biyofilmlerin yapısal özelliklerini görüntülemeye 

yönelik yapılan çalışmalarda en çok kullanılan yöntem taramalı elektron 
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mikroskopisi (SEM)’dir (133). SEM yüksek enerjili elektronların küçük bir alana 

odaklanması ve yüzeyin taranması prensibiyle çalışır. Işık mikroskobuna oranla 

geleneksel SEM kullanılarak 400 kat daha yüksek çözünürlüğe sahip görüntüler elde 

edilebilir. SEM’e alan emisyonu özelliğinin eklenmesi ile oluşturulan alan emisyonlu 

taramalı elektron mikroskobu (FESEM) örnek üzerindeki elektrostatik bozulmaları 

önleyerek daha keskin görüntü elde edilmesine olanak tanımıştır (136, 137). FESEM 

ile konvansiyonel SEM’e göre daha büyük büyütmeler altında yüksek çözünürlüklü 

görüntüler elde etmek ve topografik inceleme yapmak mümkün olmuştur. Ancak 

elektron mikroskopisinin en önemli dezavantajı, biyofilmlerin iskeletini oluşturan 

ekstraselüler matriksin %70-90 oranında su içeriyor olması nedeniyle fiksasyon, 

dehidratasyon, kurutma ve kaplama aşamalarında örneğin 3 boyutlu yapısının zarar 

görmesidir (136). Elektron mikroskopisinin başka bir dezavantajı da büyütme altında 

inceleme yapıldığı için tek seferde örneğin tamamının incelenemiyor 

olmasıdır (133). 

Biyoflimlerin görüntülenmesinde kullanılan en son tekniklerden biri de lazer 

taramalı konfokal mikroskopi (CLSM)’dir. Bu teknikte elektron mikroskopisinde 

karşılaşılan dehidrasyon veya deformasyon gibi istenmeyen değişikliklerle 

karşılaşılmaz (133). Eğer örnekler uygun floresan boyalar ile boyanabilirse canlı/ölü 

organizmaların analizi yapılabildiği gibi, 50-200 μm kalınlığına kadar biyofilmlerin 3 

boyutlu, kantitatif analizi de yapılabilmektedir (133). Ancak ışık mikroskopisindeki 

kısıtlamalara bağlı olarak biyofilmleri oluşturan matriks ve hücrelerin yapısal 

özellikleri detaylı olarak incelenememektedir (136).    

Atomik kuvvet mikroskopisi (AFM) örnek hazırlama süreci gerektirmeyen 

bir tekniktir. Bu teknikte özel tarayıcı bir uç kullanılarak örneğin 3 boyutlu analizi 

yapılır ve işlem sonunda 3 boyutlu bir imaj elde edilir (138).  

Floresan antisera ve floresan in situ hibridizasyon (FISH) teknikleri 

kullanılarak karma bir biyofilm topluluğu içerisindeki spesifik türlerin tanımlaması 

yapılabilir. Yeşil floresan proteini kullanılarak fiksasyon veya boyamaya gerek 

kalmadan biyofilmlerin noninvaziv incelenmesi yapılabilmektedir (139).  



23 

2.3.5. Kök Kanallarında Biyofilmler 

Endodontide biyofilmler kanal içi, kanal dışı (sement) ve periapikal 

biyofilmler olarak 3 gruba ayrılabilir (114). 

Kanal İçi Biyofilmler 

Kök kanallarında biyofilm oluşumunu ilk kez ortaya koyan araştırmacı 1987 

yılında Nair olmuştur  (4). Çekilmiş periapikal lezyonlu dişlerin geçirimli elektron 

mikroskopu (TEM) ile incelenmesi sonucu elde edilen görüntülerde kök kanal duvarı 

boyunca uzanan yoğun miktarda koklar, çomaklar, filamentöz bakteriler ve 

spiroketler izlenmiştir. Bakteriler arasındaki boşluklarda bulunan amorf materyal ise 

ekstraselüler polimerik matris olarak yorumlanmıştır. Şen ve ark. (140) enfekte 

dişlerin kök kanal duvarlarını SEM ile incelediklerinde bakterilerin kanal duvarları 

ve dentin tübüllerinde yoğun koloniler oluşturduğunu, bakterilere ek olarak 

mantarların da birbirinden ayrı yoğun koloniler oluşturduğunu belirtmişlerdir.  

George ve ark.  (141) aerobik, anaerobik, besin yönünden zengin ve besinden 

yoksun bırakılan ortamlarda E. faecalis’in biyofilm oluşturma yeteneğini 

değerlendirdikleri çalışmada, E. faecalis hücrelerinin besin yönünden zengin, aerobik 

koşullarda 500-1000 μm çapında düzensiz şekilli, amorf makro yapılar 

oluşturduğunu bildirmişlerdir. Amorf yapıları daha yakın büyütmeler altında 

incelediklerinde ise bu yapıların bakteriyel hücre agregatları olduğunu görmüşlerdir. 

Besin yönünden zengin, anaerobik koşullarda bırakılan E. faecalis hücrelerinin SEM 

ve CLSM ile incelenmesinde ise kök kanal duvarlarındaki olgun biyofilmlerin su 

kanalları ile birbirinden ayrıldığı görülmüştür. Besinden yoksun bırakılan aerobik 

ortamda oluşturulmuş biyofilmler incelendiğinde dentin yüzeyindeki bozulmalar 

dikkat çekmiştir ve bu bozulmalara neden olarak substrat yüzeyi, abiyotik bozulma 

ürünleri, bakteri hücreleri ve bunların metabolik ürünleri arasındaki etkileşimler 

gösterilmiştir. Besin yönünden zengin koşullarda oluşturulmuş biyofilmlerin SEM ve 

CLSM’de incelenmesi sonucu elde edilen görüntülerin aksine, besinden yoksun 

ortamda yoğun bakteriyel kümelenmeler görülmemiştir.  

Nair ve ark. (142) tek seansta kök kanal tedavileri tamamlanmış 16 enfekte 

dişin 14’ünde, ana kanalın işlem görmemiş bölgelerinde, istmus ve aksesuar 

kanallarda biyofilm oluşturmuş mikroorganzimalar görüldüğünü bildirmişlerdir.  
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Kök kanalları ile enflamatuar lezyon arasında gerçekleşen sıvı akışının kök kanalını 

istila eden mikroorganizmalar için hem besin kaynağı oluşturduğunu hem de 

mikroorganizmaların çoğalıp kök kanal duvarında biyofilm oluşturmalarına olanak 

sağladığını belirtmişlerdir. Ayrıca, biyofilm içerisinden bakterilerin ayrılma sürecinin 

kök kanalı içerisinde de gerçekleştiğini ve kök kanalı içerisindeki biyofilmlerden 

ayrılan bakteriler enflamatuar lezyon içerisinde kolonize olabildiğini bildirmişlerdir.  

Kishen ve ark. (113) E. faecalis ve kök kanal dentini arasındaki ilişkiyi 2, 4 

ve 6 haftalık aralıklarla X-ışını diffraksiyonu, FTIR, SEM ve CLSM ile inceledikleri 

çalışmada, E. faecalis ile dentin ilişkisinin farklı aşamalarının olduğunu 

belirtmişlerdir. Bununla birlikte olgun biyofilm üzerinde bakteri kaynaklı apatit 

oluşumu gözlemlemişler ve E. faecalis’in kalsifiye biyofilmlere dönüşebilme 

yeteneğinin, onun kök kanallarındaki sürekliliğine katkıda bulunan bir faktör 

olabileceğine vurgu yapmışlardır.  

Ricucci ve Siqueira (143), kök kanal tedavisi yenilenmiş olmasına rağmen 

iyileşmenin sağlanamadığı, radyografik olarak kırık hattı görülen semptomatik bir 

dişi çekiminin ardından histopatolojik yöntemlerle incelemişler ve kırık hattı 

boyunca uzanan, kanal içi dezenfeksiyon prosedürlerine rağmen elimine edilememiş 

biyofilm tabakasını görüntülemişler ve bunu endodontik başarısızlığın sorumlusu 

olarak göstermişlerdir. 

Eksternal Kök Yüzeyi Biyofilmleri 

Bu tip biyofilmlerin asemptomatik apikal periodontitis görülen dişler ve fistül 

yolu ile ilişkili kronik apikal apseli dişlerde görüldüğü belirtilmiştir (114). Tronstad 

ve ark. (5) endodontik tedaviye direnç gösteren inatçı enfeksiyonlu dişlerin 

çekilmesini takiben kök uçlarından alınan örnekleri SEM ile inceledikleri çalışmada, 

apikal foramen ve çevresinde ekstraselüler ağsı bir yapı aracılığı ile birbirine tutunan 

koklar, çomaklar ve fibriler yapıdaki bakterileri görüntülemişlerdir. Ekstraselüler bir 

yapı yardımıyla birbirine tutunan bu mikroorganizmaların büyük kısmının koklar, 

çomaklar ve az da olsa fibriler yapıdaki bakterilerden oluştuğu belirtilmiştir. Ricucci 

ve ark. (144) sekonder apikal periodontitisli dişlerin kök uçlarını inceledikleri 

çalışmada kalsifiye oluşumların varlığını göstermişlerdir. Harn ve ark. (145) 
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geleneksel kök kanal tedavisine direnç gösteren periapikal lezyonlu dişlerin apikal 

kök yüzeylerinde kalsifiye biyofilm oluşumunu gözlemlemişlerdir.  

Siqueira ve Lopes (146) geniş çürüğe sahip, periapikal lezyonlu, 

asemptomatik çekilmiş dişleri SEM ile inceledikleri çalışmada, kök kanalı içerisinde 

daha çok koklar ve çomakların görüldüğünü, kök kanalı dışında ise daha çok koklar 

ve filamentöz bakterilerin ko-agregasyonu sonucu oluşan mısır koçanı görüntüsünün 

görülebileceğini belirtmişlerdir. 

Lomçalı ve ark. (147) kronik apikal periodontitisli dişlerin apikal kök 

yüzeylerini SEM ile incelemişler, kök yüzeyinde laküner rezorpsiyon alanlarının 

bulunduğunu ve bu alanlarda bakteriler ve mantarların yoğun şekilde bulunduğunu 

bildirmişlerdir. Bu bulgulara ek olarak, apikal foramen çevresinde 

mikroorganizmaların ekstraselüler matris içerisinde gömülü halde bulunduğu, 

düzgün şekilli bir yapı ile kaplanmış periapikal bakteriyel plak görüldüğünü 

bildirmişlerdir. Bu bulgulardan yola çıkarak, konak savunma mekanizmalarının 

bakterileri kök kanalında tutmak için yeterli olmadığını, apikal foramen çevresinde 

mikroorganizmaların içerisinde gömülü halde bulunduğu yapının geleneksel 

endodontik tedavi prosedürleri veya sistemik antibiyotik kullanımı ile elimine 

edilemeyeceği sonucuna varmışlardır.   

Leonardo ve ark. (148) çeşitli pulpal duruma sahip çekilmiş dişlerin kök 

uçlarını SEM ile inceledikleri çalışmada, yalnızca apikal periodontitisli dişlerde 

biyofilm oluştuğunu belirtmişler ve bu biyofilmlerde koklar, basiller ve filamentöz 

bakterilerin birlikte bulunduğunu bildirmişlerdir. Başka bir çalışmada, Leonardo ve 

ark. (149) kronik periapikal lezyon varlığında meydana gelen şiddetli değişiklikler 

sonucunda, apikal yapıdaki liflerin zarar gördüğünü ve çeşitli derecelerde sement 

rezorbsiyonuna bağlı olarak dentin yüzeyinde biyofilmlerin direnç oluşturmasına 

neden olan laküner alanlar oluştuğunu belirtmişlerdir. Noiri ve ark. (150) inatçı 

apikal patolojiye sahip çekilmiş dişlerin kök uçlarını ve endodontik tedavi sırasında 

kök kanalıdan çıkarılan güta perka konlarını SEM ile inceleyerek biyofilm 

oluşumunu inceledikleri çalışmada, apeksten dışarıya çıkmış olan güta perka 

konlarının tamamının glikokaliks benzeri bir yapı ile kaplandığını ve çekilmiş 
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dişlerin eksternal kök yüzeylerinde filamentöz bakteriler ve çomakları içeren 

biyofilm oluşumunu görüntülemişlerdir. 

Carr ve ark. (6) endodontik tedavileri 10 yıl önce yapılmış ve yaklaşık 2 yıl 

önce başarısızlığa bağlı olarak kanal tedavileri yenilenmiş ancak buna rağmen 

tedaviye direnç göstermesi nedeniyle çekilmiş alt molar dişlerin kök uçlarını elektron 

mikroskobu ile inceledikleri çalışmada, örneklerin tümünde kompleks yapıda çoklu 

tür içeren biyofilmlerin bulunduğunu belirtmişlerdir.  

Ricucci ve ark. (151) endodontik tedavi görmüş 12 semptomatik, 12 

asemptomatik dişin kök uçlarının çekim veya rezeksiyon yardımıyla elde edildiği ve 

histolojik olarak incelendiği çalışmada, 23 dişte periapikal lezyon bulgusuna 

rastlamışlar ve kok, çomak ve filamentöz bakterilerden oluşan biyofilmleri 

görüntülemişlerdir. Endodontik tedavi sonrası görülen başarısızlığın esas nedeninin 

biyofilm oluşumu olduğunu belirtmişlerdir.  

Ricucci ve ark. (152) kök kanal tedavisine yanıt vermeyen inatçı semptomlara 

sahip benzer bir olguda ilgili dişin kök ucunu rezeksiyon işlemini takiben 

histopatolojik olarak inceledikleri çalışmada, esas kök kanalında bakteriyel oluşuma 

rastlanmamasına rağmen lateral kanalda görülen biyofilm oluşumunun endodontik 

tedavinin başarısızlığına neden olduğunu ve biyofilm içerisinde daha çok, kok, 

çomak ve filamentöz bakterilerin bulunduğunu bildirmişlerdir.  

Periapikal Biyofilmler 

Bu tip biyofilmler endodontik tedavi ile ilişkili dişlerin apikal bölgelerinden 

izole edilen biyofilmlerdir. Kök kanal enfeksiyonlarına bağımlı ya da bağımsız 

olabilirler (114). Apikal periodontitis ile ilişkili dişlerin birçoğunda mikrobiyota kök 

kanalı ile sınırlandırılmıştır çünkü kök kanalını enfekte eden türlerin birçoğu fırsatçı 

patojendir ve periapikal dokularda konak savunmasına karşı hayatta kalma şansları 

çok zayıftır. Nadiren belirli türler ya da bir tür içerisindeki bazı suşlar çeşitli 

stratejiler geliştirerek hayatta kalırlar ve periapikal dokuları enfekte ederler (114).  

Actinomyces genusu üyeleri ve Propionobacterium propionicum türünün endodontik 

tedaviye direnç gösteren asemptomatik lezyonlardan izole edildiği 

belirtilmiştir (153).  
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2.3.6. Kök Kanallarında Biyofilm Eliminasyonu 

Antimikrobiyal ajanlar tek tür mikroorganizmanın hızlı büyüyen, dağınık 

popülasyonları üzerinde genellikle daha etkilidirler  (103). Ancak bilindiği üzere 

olgun biyofilmler içerisindeki mikrobiyal topluluklar antimikrobiyal ajanlara 

dirençlidirler ve eradike edilmeleri oldukça zordur. Biyofilm içerisindeki 

mikroorganizmaların planktonik türdeşlerine oranla antimikrobiyal ajanlara karşı 

100-1000 kat daha fazla direnç gösterdiklerine dair sonuçlar paylaşılmıştır (88, 100). 

Spratt ve ark. (154) NaOCl (%2,25), klorheksidin glukonat (%0,2), povidon 

iyodin (%10), kolloidal gümüş (5 ppm) ve fosfat tamponlu salin (PBS) solüsyonunun 

Prevotella intermedia, Peptostreptococcus micros, Streptococcus intermedius, 

Fusobacterium nucleatum ve E. faecalis klinik izolatlarının monokültür biyofilmleri 

üzerindeki etkinliklerini karşılaştırmışlar ve NaOCl’nin en etkili antimikrobiyal ajan 

olduğunu, NaOCl’yi iyodin solüsyonunun takip ettiğini belirtmişlerdir.  

Clegg ve ark. (8) üç farklı konsantrasyondaki NaOCl (%6, %3 ve %1’lik), 

%2’lik klorheksidin (CHX) ve BioPure MTAD solüsyonlarının apikal dentin 

biyofilmleri üzerindeki etkinliğini karşılaştırmışlar ve yalnızca %6’lık NaOCl’nin 

tüm bakterileri öldürüp biyofilmi fiziksel olarak kaldırabildiğini belirtmişlerdir.  

Özok ve ark. (155) F. nucleatum ve P. micros’un in vitro koşullarda 

oluşturulmuş 24 ve 96 saatlik tekli ve ikili biyofilmleri üzerinde NaOCl’nin 

etkinliğini karşılaştırmışlar ve zamanla biyofilmin NaOCl’ye gösterdiği direncin 

arttığını ve ikili biyofilmlerin tekli biyofilmlere göre daha fazla direnç gösterdiğini 

belirtmişlerdir.  

Dunavant ve ark. (9) NaOCl (%6 ve %1’lik), Smear Clear, klorheksidin (%2), 

REDTA ve MTAD solüsyonlarının in vitro E. faecalis biyofilmleri üzerindeki 

etkinliğini karşılaştırmışlar %6 ve %1’lik NaOCl’nin diğer solüsyonlara göre daha 

etkin eliminasyon sağladığını ancak %6 ve %1’lik NaOCl’nin eliminasyon düzeyleri 

arasında da istatistiksel olarak anlamlı düzeyde farklılık olduğunu belirtmişlerdir.  

Giardino ve ark. (156) selüloz nitrat membran filtrelerde 48 saatlik 

inkübasyon sonrası oluşan E. faecalis biyofilmleri üzerinde NaOCl (%5,25’lik) ve 
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MTAD solüsyonlarının etkinliğini karşılaştırmışlar ve NaOCl’nin 5 dakika 

uygulanmasının biyofilmi parçalara ayırıp uzaklaştırdığını bildirmişlerdir.  

Distel ve ark. (88) E. faecalis’in CaOH2 uygulanmış kök kanallarında 

biyofilm oluşturabildiğini belirtirken, Chai ve ark.  (157) CaOH2’nin %100 biyofilm 

eliminasyonu sağlayabildiğini belirtmişlerdir.  

Brandle ve ark. (158) E. faecalis, Streptococcus sobrinus, Candida albicans, 

Actinomyces naeslundii ve F. nucleatum’un planktonik ve tekli veya çoklu 

biyofilmleri üzerinde alkalin stresinin etkinliğini değerlendirmişler ve 

mikroorganizmaların planktonik formlarının CaOH2 (pH=12,5)’ye dirençli olduğunu 

ancak E. faecalis ve Candida albicans’ın canlılığını koruduğunu, 

mikroorganizmaların dentine adezyon yeteneği ve çoklu biyofilmlerdeki türler arası 

etkileşimlerin CaOH2 direncini etkileyen faktörler olduğunu belirtmişlerdir.  

Williamson ve ark. (159), NaOCl (%6’lık), CHX (%2), Chlor-Xtra (<%6’lık 

NaOCl ve yüzey düzenleyici kombinasyonu) ve CHX-Plus (%2’lik CHX ve yüzey 

düzenleyici kombinasyonu)’ın 1, 3 ve 5 dakikalık uygulamalarının E. faecalis 

biyofilmleri üzerindeki etkinliğini değerlendirmişler, NaOCl ve Chlor-Xtra 

solüsyonlarının CHX ve CHX-Plus solüsyonlarına göre 1 ve 3 dakikalık uygulamalar 

sonunda daha etkin eliminasyon sağladığını bildirmişlerdir.  

Arias-Moliz ve ark. (160) NaOCl, CHX, etilen diamin tetraasetik asit 

(EDTA), sitrik asit ve fosforik asit solüsyonlarının 1, 5 ve 10 dakikalık 

uygulamalarının polistiren yüzeylerde oluşturulan 24 saatlik E. faecalis biyofilmleri 

üzerindeki etkinliğini minimal biyofilm eradikasyon konsantrasyonunu (MBEK) 

belirleyerek değerlendirdikleri çalışmada, % 0,00625’lik NaOCl’nin 1 dakikalık 

uygulama sonunda erdakiasyon sağlarken %2’lik CHX’in ancak 5 dakika sonunda 

eradikasyon sağladığını, EDTA, sitrik asit ve fosforik asit solüsyonlarının biyofilmler 

üzerinde herhangi bir antimikrobiyal etkiye sahip olmadığını belirtmişlerdir.  

Bryce ve ark. (161) NaOCl, CHX, EDTA ve iyodin solüsyonlarının kök 

kanalından izole edilen biyofilmler üzerindeki etkinliğini değerlendirdikleri 

çalışmada, biyofilmleri parçalama konusunda en etkili ajanın NaOCl olduğunu, 

NaOCl’yi iyodin solüsyonunun takip ettiğini belirtmişlerdir.  
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Chavez de Paz ve ark. (162) %1’lik NaOCl’nin E. faecalis, Lactobacillus 

paracasei, Streptococcus anginosus ve Streptococcus gordonii’nin membran 

bütünlüğünü bozduğunu ve bu bakterilerden oluşan biyofilmler içerisindeki 

hücrelerin çoğunu elimine ettiğini, EDTA solüsyonunun (50 mmol/l) bakterilerin 

membran bütünlüğü üzerine etki gösterdiği ancak bu etkinin biyofilm eliminasyonu 

sağlayacak düzeyde olmadığı ve %2,5’lik CHX’in membran bütünlüğüne hafif 

düzeyde etki gösterdiği ve biyofilmlerin ancak %50’sini eliminde edebildiğini 

bildirmişlerdir.  

Prabhakar ve ark. (163) %5’lik NaOCl’nin diş yüzeyinde oluşturulan E. 

faecalis biyofilmleri üzerinde en etkili ajan olduğunu, tripala, yeşil çay polifenolleri 

ve MTAD’nin istatistiksel olarak anlamlı düzeyde antibakteriyel aktiviteye sahip 

olduğunu belirtmişlerdir.  

Liu ve ark. (164) aç bırakılan E. faecalis biyofilmlerinin durağan fazdakilere 

oranla %5,25’lik NaOCl’ye daha dirençli olduğunu ve biyofilmin olgunlaşması ile 

birlikte NaOCl’nin biyofilm üzerindeki etkinliğinin azaldığını belirtmişlerdir.  

Shrestha ve ark. (165) kitosan ve çinko oksit nanopartiküllerinin biyofilmin 

yapısal bütünlüğünü bozduğunu ve biyofilmler üzerinde antibakteriyel etkiye sahip 

olduklarını belirtmişlerdir.   

Ferrer-Luque ve ark. (166) maleik asit, setrimid-maleik asit, setrimid-sitrik 

asit ve setrimid-EDTA kombinasyonlarının biyofilm erdakiasyonunu inceledikleri 

çalışmada, Maleik asitin MBEK değerinin 30 saniyelik uygulama sonunda %0,88, 2 

dakikalık uygulama sonrası ise %0,11olduğunu belirtmişlerdir. Sitrik asit ve 

EDTA’nın %0,2’lik setrimid ile kombine kullanılmasının ise 1 dakika sonunda 

eradikasyon sağladığını bildirmişlerdir.  

Lundstrom ve ark. (167) polimikrobiyal biyofilmler üzerinde %0,04’lük stabil 

klorin dioksit (ClO2), %3’lük NaOCl, %2’lik CHX ve steril distile suyun 

antibakteriyel etkinliğini karşılaştırmışlar ve NaOCl’nin ClO2’ye göre istatistiksel 

olarak anlamlı düzeyde daha fazla eliminasyon sağladığını bildirmişlerdir.  

Bhuva ve ark. (168) çekilmiş tek köklü insan dişlerinin kanallarında 

oluşturdukları E. faecalis biyofilmleri üzerinde %1’lik NaOCl ile 2 dakika boyunca 6 
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ml irrigasyon yapılmasının %95’in üzerinde biyofilm eliminasyonu sağladığını 

bildirmişlerdir. 

Ordinola-Zapata ve ark. (169) sığır dişlerinden elde ettikleri dentin bloklarını 

ortodontik apareylere sabitleyerek insan ağzında enfekte ederek biyofilm 

oluşturdukları çalışmada, dentin bloklarının 5 dakika boyunca 1 ml %1’lik NaOCl 

içerisinde bekletilmesi sonucu oluşan eliminasyonun %2’lik klorheksidin uygulanan 

gruptan daha düşük miktarda biyofilm eliminasyonu oluşturduğunu belirtmişlerdir.  

Wu ve ark. (170) kök dentini üzerinde oluşturulan 4 haftalık erişkin E. 

faecalis biyofilmleri üzerinde gümüş nanopartikülleri (%0,1’lik), NaOCl (%2’lik) ve 

steril salin solüsyonlarının 2 dakikalık uygulanması sonrası biyofilm 

eliminasyonlarını SEM ve CLSM kullanarak değerlendirmişler ve gümüş 

nanopartiküllerinin biyofilmin yapısal bütünlüğünü bozamadığını bildirmişlerdir.  

Noiri ve ark. (171) Er:YAG lazerin A. Naeslundii, E. faecalis, Lactbacillus 

casei, Propionibacterium acnes, F. Nucleatum, Porphyromonas gingivalis ve 

Prevotella nigrescens biyofilmleri üzerindeki etkinliğini değerlendirmişler ve L. 

casei dışındaki türler üzerinde lazer uygulamasının etkili olduğunu bildirmişlerdir.  

Soukos ve ark. (172) deneysel olarak enfekte edilmiş kök kanallarında 

oluşturulan E. faecalis biyofilmleri üzerinde fotodinamik terapinin etkinliğini 

inceledikleri çalışmada, metilen mavisi çözeltisinin (25 μg/ml) 5 dakika kanalda 

bekletilmesi 665 nm kırmızı ışığın 30 J/cm
2
’lik enerji kaynağı ile kök kanalı içerisine 

uygulanması sonrası %53 biyofilm eliminasyonu sağladığı, ışık kaynağının gücü 222 

J/cm
2
’ye çıkarıldığında ise %97 biyofilm eliminasyonu oluştuğunu bildirmişlerdir.  

Hems ve ark. (173) ozon uygulamasının E. faecalis’in planktonik formları 

üzerinde antibakteriyel etkiye sahip olduğunu ancak, biyofilmler üzerinde NaOCl 

kadar etkili olmadığını belirtmişlerdir.  

Kuştarcı ve ark. (174) potasyum titanyum fosfat (KTP) lazer, ozon gazı ve 

%2,5’lik NaOCl’nin enfekte kök kanallarındaki antibakteriyel etkinliğini 

değerlendirdikleri çalışmada, ozon gazının KTP lazer uygulamasından daha etkili 

eliminasyon sağladığı, ancak en etkili ajanın NaOCl olduğunu belirtmişlerdir.  
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Meire ve ark. (175) Nd:YAG lazer, Er:YAG lazer, antimikrobiyal 

fotodinamik terapi ve NaOCl’nin E. faecalis biyofilmleri üzerindeki etkinliğini 

inceledikleri çalışmada, NaOCl’nin en etkili ajan olduğunu, Er:YAG lazerin ise 

istatistiksel olarak oldukça anlamlı düzeyde bakteriyel eliminasyon oluşturduğunu 

belirtmişlerdir.  

Üreyen Kaya ve ark. (176) düşük sıcaklıklı atmosferik basınç plazma 

(LTAPP), ozon gazı, %2,5’lik NaOCl ve steril salin çözeltilerinin E. faecalis ile 3 

hafta boyunca enfekte edilmiş kök kanallarındaki antimikrobiyal etkinliğini 

değerlendirdikleri çalışmada, apikal üçlüde LTAPP ile NaOCl uygulamaları arasında 

istatistiksel olarak fark olmadığını ve her ikisinin de ozon gazı uygulamasından daha 

etkin eliminasyon sağlandığını belirtmişlerdir.  

2.4. Kök Kanallarının Yıkanması 

Kök kanal tedavisinin başarısı, doğru bir tanı konulduktan sonra kök 

kanallarının kemomekanik olarak preperasyonu, dezenfeksiyonu ve hiçbir sızıntıya 

olanak vermeyecek şekilde doldurulmasına bağlıdır (177). Kemomekanik 

preperasyon, mekanik şekillendirme ve yıkama işlemlerinden oluşmaktadır. Mekanik 

şekillendirmenin amacı; enfekte dentin ve pulpa dokusunun kök kanalından 

uzaklaştırılması, yıkama işlemi ve seanslar arası medikament uygulanabilmesi için 

yeterli boşluğun oluşturulması ve periapikal dokularda enfeksiyonun ilerleyişinin 

durdurulmasıdır (177). Mekanik şekillendirme ile enfekte kök kanalı içerisindeki 

mikroorganizmaların sayısı önemli ölçüde azaltılır ancak tamamen eliminasyon 

sağlanamaz. Mekanik şekillendirme sırasında oluşan debris ve smear tabakasının kök 

kanalından uzaklaştırılması için yıkama solüsyonlarının kullanılması gerekmektedir. 

Ayrıca, yıkama solüsyonlarının antimikrobiyal etkileri sonucu kanal içerisinde kalan 

enfekte dentin, organik ve inorganik artıklar uzaklaştırılarak mikroorganizmaların 

tamamen etkisizleştirilmesi hedeflenir (177). 

Antimikrobiyal yıkama solüsyonları, nekrotik kök kanal sisteminden 

mikroorganizmaların uzaklaştırılmasında önemli bir role sahiptir. Yıkama 

solüsyonlarının mekanik şekillendirme sırasında kök kanal sisteminde enstrümante 

edilemeyen alanlara ulaşarak bu alanlardaki bakteriyel biyofilmleri uzaklaştırması 

beklenir. 
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Kök kanallarının dezenfeksiyonunu sağlayabilmek için, tedavi sırasında 

kullanılacak yıkama solüsyonu antimikrobiyal bir ajan olarak  (178); 

a. Geniş antibakteryel sprektruma sahip olmalı, anaerobik ve fakültatif 

bakterilerin oluşturduğu biyofilmlere etki edebilmelidir.  

b. Endotoksinleri etkisiz hale getirebilmelidir.  

c. Nekrotik pulpa dokusu artıklarını ve debrisleri çözebilmelidir.  

d. Mekanik preperasyon sırasında smear tabakası oluşmasına engel olmalı 

ya da oluşan smear tabakasını ortadan kaldırabilmelidir.  

Bu özelliklere ek olarak ideal bir yıkama solüsyonunda bulunması gereken 

özellikler de şu şekilde sıralanabilir (179); 

a. Düşük yüzey gerilimi göstermeli, dentin tübüllerine penetre olabilmelidir. 

b. Kanalda kolay nötralize olarak etkinliğini kaybetmemelidir. 

c. Lubrikasyon özelliği göstererek mekanik preperasyon sırasında kullanılan 

enstrümanların kanalda ilerlemelerini kolaylaştırmalıdır. 

d. Düşük toksisite göstererek periradiküler dokulara irritan olmamalıdır. 

e. Restoratif maddelerin pulpa odası ve kavite duvarlarına bağlanmalarını 

olumsuz etkilememelidir. 

f. Ucuz olmalıdır.  

Bu özellikler dikkate alındığında, günümüzde endodontik tedavi pratiğinde 

kullanılan hiçbir yıkama solüsyonu bu özelliklerin hepsine birden tek başına sahip 

değildir  (178-180).  Dolayısıyla, güvenli ve etkili bir yıkama elde etmek için, iki 

veya daha fazla yıkama solüsyonunun belirli bir sırayla birlikte kullanılması 

gerekmektedir  (179). Kök kanallarının yıkanması işleminde, mekanik şekillendirme 

sırasında oluşan debrisin kanalın koronalinden dışarı çıkmasını sağlamak için serum 

fizyolojik yeterli bir solüsyondur. Ancak serum fizyolojiğin antimikrobiyal 

özelliğinin olmamasından dolayı, yıkama işleminde antimikrobiyal özellik içeren 

yıkama solüsyonlarının kullanılması gerekmektedir. Özellikle nekrotik doku 

artıklarının varlığında, şekillendirmenin etkisini arttırmak amacıyla alkalen 

solüsyonlar, deterjanlar ya da proteolitik etkili yıkama solüsyonlarının kullanılması 
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önerilmektedir (181, 182). Ancak antimikrobiyal etkiye sahip ajanlar, mekanik 

şekillendirme sırasında oluşan smear tabakasına yeterli etkiyi gösterememektedir. Bu 

nedenle smear tabakayı uzaklaştırabilmek için şelasyon ajanları ya da organik 

asitlerin kullanılması önerilmektedir. Ayrıca tüm bu işlemler sırasında kullanılacak 

yıkama solüsyonlarının kabul edilebilir düzeyde sitotoksik etkiye sahip olması 

gerektiği unutulmamalıdır. 

2.4.1. Sodyum Hipoklorit (NaOCl) 

NaOCl günümüzde %0,5-6 konsantrasyon aralığında endodontik yıkama 

solüsyonu olarak yaygın bir şekilde kullanılmaktadır  (178, 183). Kemomekanik 

şekillendirme sırasında organik artıklara karşı çözücü etki göstermesi, bakterilere, 

bakteriyofajlara, sporlara, mantarlara ve virüslere karşı etkili olması, düşük yüzey 

gerilimi ile dentin tübüllerine penetre olabilmesi, kolay elde edilebilmesi ve ucuz 

olması nedenleriyle çok fazla tercih edilen bir yıkama solüsyonudur  (183). Sahip 

olduğu bu özellikler sayesinde 1920’lerin başından itibaren su ile seyreltilmiş 

NaOCl, endodontide esas yıkama solüsyonu olarak kullanılmaktadır  (178). 

NaOCl, suda sodyum (Na
+
) ve hipoklorit (OCl

-
) iyonlarına ayrışır, hipokloröz 

asit (HOCl) oluşturarak denge sağlar. Asidik ve nötral pH’da klor, hipokloröz asit 

formunda iken, pH 9 ve üzerindeyken hipoklorit iyonu halindedir. Antibakteriyel 

etkiden hipokloröz asit sorumludur ve mikroorganizmaların hücresel fonksiyonlarını 

bozarak hücre ölümüne neden olur (181). NaOCl’in pH’sı, tamponlanmadığı zaman 

yaklaşık 11-12’dir. 

NaOCl kuvvetli bir antimikrobiyal ajan olup, direkt temas halinde birçok 

bakterinin ani ölümüne neden olur (181). Ayrıca, NaOCl nekrotik ve organik 

dokulara karşı çözücü etki gösterebilen tek irrigasyon solüsyonudur. NaOCl tek 

başına smear tabakayı uzaklaştıramasa bile smear tabakanın organik kısmını 

etkileyerek uzaklaştırılmasına katkıda bulunur  (184).  

Kronik enfeksiyonlarda biyofilm oluşumunun kanıtlanmasının ardından, 

endodontik yıkama solüsyonlarının biyofilm içerisindeki mikroorganizmalarla 

etkileşimi önem kazanmıştır. Birçok çalışmada NaOCl’nin biyofilmi çözebildiği ve 
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biyofilmler üzerinde de kuvvetli antimikrobiyal etkiye sahip olduğu belirtilmiştir  (8, 

156, 160, 163, 168, 169, 175, 185).  

Endodontik yıkama solüsyonlarının nekrotik dokuyu çözme özelliği kök 

kanal tedavisinde büyük önem taşımaktadır. Kök kanal sisteminin karmaşık 

anatomik yapısı bu konunun önemini daha da artırmaktadır. Birçok çalışmaya göre, 

hangi şekillendirme tekniği kullanılırsa kullanılsın, şekillendirme sonrası kök kanal 

sisteminde hiç dokunulmamış alanların varlığı görülmektedir (186). Organik 

artıkların kimyasal olarak uzaklaştırılması bakteri gelişiminin önlenmesi açısından 

önemlidir. NaOCl, biyofilm dahil organik dokuları çözebilen en etkin irrigasyon 

solüsyonu olduğu için kök kanal tedavisinde önemli bir yere sahiptir  (8, 9, 156, 161, 

167, 185, 187). Yüksek konsantrasyonlu NaOCl solüsyonlarının antibakteriyel ve 

doku çözücü etkinliğinin düşük konsantrasyonlara göre daha yüksek olduğu 

bilinmesine rağmen, toksisitesi de artmaktadır  (188). Üstelik yüksek 

konsantrasyonlarda NaOCl organik dentin matriksini parçalayarak dentinin mekanik 

özelliklerini zayıflatmaktadır (11, 189). Solüsyonun istenmeyen etkilerinin ortadan 

kaldırılması için düşük konsantrasyonlu solüsyonların daha bol miktarda 

kullanılması, kanal içerisindeki solüsyonun daha sık değiştirilmesi, solüsyonun 

sıcaklığının arttırılması, solüsyona yüzey aktif ajanların ilave edilmesi, kök kanalı 

içerisindeki solüsyonun sonik veya ultrasoniklerle aktive edilmesi tavsiye 

edilmektedir  (190, 191).  

Smear tabakayı tek başına uzaklaştıramaması, periapikal dokulara taşırıldığı 

zaman toksik etki göstermesi, anaflaktik reaksiyonlara neden olması, kötü bir tada ve 

kokuya sahip olması ve in vivo koşullarda enflamatuar eksuda, doku artıkları ve 

mikrobiyal kütle gibi organik dokuların varlığına bağlı olarak etkinliğinin azalması 

NaOCl’nin dezavantajlarıdır  (183, 192-194). Bu nedenle NaOCl’ye alternatif ya da 

NaOCl ile kombine kullanılabilecek yıkama solüsyonu arayışı devam 

etmektedir  (176, 195-197).  

2.4.2. Klorheksidin Glukonat (CHX) 

Diş hekimliğinde yaygın olarak kullanılan sentetik bir katyonik bis-guaniddir. 

Antiseptik özelliği nedeniyle plak oluşumunun önlenmesi amacıyla periodontolojide 

%0,1-0,2 konsantrasyon aralığında kullanılmaktadır. Endodontik tedavide ise %2’lik 
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konsantrasyonunun yıkama solüsyonu olarak kullanılması tavsiye 

edilmektedir (198).  

Klorheksidin, Gram-negatif bakteriler, Gram-pozitif bakteriler ve mantarlar 

üzerinde etkili, geniş spektruma sahip bir ajandır  (199). Katyonik yapısı sayesinde 

bakterilerin negatif yüklü yüzeylerine elektrostatik olarak bağlanır  (199) ve hücre 

duvarının dış katmanlarına zarar vererek geçirgenliğini arttırır  (200). 

Konsantrasyonuna bağlı olarak bakteriyostatik veya bakterisidal etki gösterebilir. 

Yüksek konsantrasyonlarda deterjan işlevi görerek, hücre zarını parçalar ve hücre içi 

organellerin yıkımına neden olmaktadır  (201). Yine katyonik yapısı sayesinde 

anyonik yapıdaki oral mukoza ve dentine geri dönüşümlü olarak bağlanarak rezidüel 

antimikrobiyal etkinliğini uzun süre sürdürebilir  (202). CHX’in Kök kanallarında 

rezidüel antimikrobiyal etkisini 48-72 saat süreyle koruyarak bakterilerin dentine 

bağlanmasına engel olduğu belirtilmiştir  (203).  

CHX’in bakterisidal etkinliğinin NaOCl kadar yüksek olduğu  (167, 204), 

ancak biyofilmler üzerindeki etkinliğinin NaOCl’den daha düşük olduğu 

belirtilmiştir  (8, 9, 205). Ayrıca tip I kollajen, ölü hücreler ve dentin gibi organik 

yapılar varlığında CHX’in antimikrobiyal etkinliğini kaybettiği  (206) ve Gram-

negatif bakterilere karşı Gram-pozitiflere olduğu kadar güçlü etki gösteremediği 

bildirilmiştir  (207).  

Biyofilmler üzerindeki yetersiz etkinliğinin yanı sıra, nekrotik doku 

artıklarını çözememesi ve kök kanal sistemini kimyasal olarak temizleyememesi 

CHX’in endodonti pratiğinde NaOCl’nin alternatifi olamayışının esas sebepleri 

arasında gösterilmektedir  (179, 183).   

2.4.3. Etilen Diamin Tetraasetik Asit (EDTA) 

Kök kanallarının yıkanmasında kullanılan bir şelasyon ajanıdır. Mekanik 

preperasyon sırasında oluşan smear tabakasının inorganik içeriğini uzaklaştırmak 

amacıyla endodontik yıkama solüsyonları ile birlikte kullanılması 

önerilmektedir  (208, 209). EDTA’nın etkinliğini artırmak için, öncesinde smear 

tabakasının organik içeriğini uzaklaştıracak proteolitik bir ajan (NaOCl) kullanılması 

gerektiği belirtilmiştir  (210). Ancak son yıkama NaOCl yerine EDTA ile 
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tamamlandığında E. faecalis gibi birçok bakterinin duyarlı olduğu, dentin tübülleri 

çevresinde bulunan kollajenin açığa çıktığı belirtilmiştir  (211). Bu nedenle EDTA 

uygulandıktan sonra son yıkama için başka bir ajana ihtiyaç duyulmuştur ve 10 ml 

%17’lik EDTA’nın ardından 10 ml %5,25’lik NaOCl kullanımının en etkili 

kombinasyon olduğu belirtilmiştir (212). Ancak EDTA’nın ardından NaOCl 

uygulamasının dentinde erozyona neden olduğu belirlenmiş (213) ve EDTA’nın 

organik çözücülüğünü ve antimikrobiyal etkinliğini arttırmak amacıyla içerisine 

çeşitli maddeler eklenerek, son yıkamada kullanılmak üzere EDTAC, SmearClear, 

QMİX gibi ürünler piyasaya sürülmüştür.  

EDTA’nın sınırlı da olsa antimikrobiyal etkinliğe sahip olduğu 

belirtilmiştir  (214). EDTA’nın Gram-negatif bakterilerin hücre duvarları dışındaki 

katyonlarına bağlanarak lipopolsakkaritlerin açığa çıkmasına ve bu nedenle hücre 

yapısının bozulmasına neden olduğu bildirilmiştir. Ancak aynı etkiyi Gram-pozitif 

bakterilere karşı gösterememektedir  (214). Bununla birlikte EDTA’nın C. albicans 

üzerinde antifungal etkiye sahip olduğu belirtilmiştir  (215). Smear tabakasını 

uzaklaştırarak, diğer yıkama solüsyonlarının dentinin derinliklerindeki etkinliğini 

artırması  (85) ve biyofilm içinde bulunan bakterilerin birbirine tutunmasını sağlayan 

ağır metallere bağlanarak biyofilmi parçalaması ve sonrasında kullanılan ajanların 

etkinliğini artırması  (162), EDTA’nın dolaylı yoldan antimikrobiyal etkiye sahip 

olduğunu göstermektedir.  

2.4.4. Setrimid 

Toz ve likid formları bulunan setrimid katyonik bir sürfaktandır. Sürfaktanlar, 

bir hidrofilik bir de hidrofobik bölüm içeren moleküllerdir ve bulundukları ortamın 

yüzey gerilimini düşürürler  (216). Endodonti pratiğinde klorheksidin, EDTA ve 

NaOCl gibi yıkama solüsyonlarına setrimid eklenerek bu solüsyonların yüzey 

gerilimini düşürmesi ve böylece yıkama solüsyonlarının dentine penetrasyonunun ve 

antimikrobiyal etkinliğinin arttırılması hedeflenmiştir  (159, 217-221). 

Setrimidin pozitif yüklü hidrofilik kısımları, bakteri hücre zarının yapısında 

bulunan negatif yüklü fosfolipidler ile etkileşime girer. Bu sırada bileşiğin polar 

olmayan kısmı da hücre zarının hidrofobik olan kısımlarından içeri girerek ara 

yüzeydeki gerilimi düşürür. Böylece bakteri hücre zarının seçici geçirgenlik özelliği 
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bozulur ve hücre zarının bütünlüğü ortadan kalkar  (222).  Setrimid hücre içine 

girdikten sonra hücre içerisindeki enzimler ve organelleri denatüre eder  (223). E. 

faecalis’e ek olarak çeşitli Gram-pozitif ve Gram-negatif bakteriler ve C.albicans 

üzerinde antimikrobiyal etkiye sahip olduğu belirtilmiştir  (224). 

Setrimidin antimikrobiyal etkisinin kanıtlanmış olmasının yanında, 

biyofilmler üzerinde de etkili potansiyel bir ajan olduğu belirtilmiştir. Setrimidin 

biyofilmi oluşturan ekstraselüler matriks arasındaki elektrostatik bağları etkileyerek 

biyofilmin yapısal direncini düşürdüğü bildirilmiştir  (225). Arias-Moliz ve 

ark.  (226) polistiren yüzeylerde oluşturdukları 24 saatlik E. faecalis biyofilmlerini 

tamamen elimine etmek için %0,5, %0,0312 ve %0,0078 konsantrasyonlarındaki 

setrimidin sırasıyla 30 sn, 1 dk. ve 2 dk. uygulanmasının yeterli olduğunu, ancak 

klorheksidinin herhangi bir konsantrasyonda 2 dk. içerisinde tamamen eliminasyon 

sağlayamadığını belirtmişlerdir. Baca ve ark.  (227) %2,5’lik NaOCl ve %0,2’lik 

setrimidin dentin blokları üzerinde oluşturulan 3 haftalık E. faecalis biyofilmlerini 

tamamen elimine ettiğini bildirmişlerdir. Wang ve ark.  (228) %0,1’lik setrimidin E. 

faecalis biyofilmleri üzerindeki etkinliğinin %2’lik NaOCl ile benzer olduğunu 

belirtmişlerdir. Guerreiro-Tanomaru ve ark.  (197) sığır dentin blokları üzerinde 

oluşturdukları 14 günlük E. faecalis biyofilmleri üzerinde %0,2’lik setrimidin 1 dk. 

uygulanmasının %2’lik klorheksidinden daha fazla eliminasyon sağladığı ancak 

%2,5’lik NaOCl kadar etkili olmadığını bildirmişlerdir.  

Setrimidin biyofilmler üzerinde etkili olmasının yanı sıra bir önemli avantajı 

da rezidüel antimikrobiyal etkiye sahip olmasıdır. Baca ve ark. (227) çeşitli 

endodontik yıkama solüsyonlarının dentin blokları üzerindeki rezidüel antibakteriyel 

etkilerini değerlendirdikleri çalışmada, 24 saat içinde %0,2’lik setrimid ve %2’lik 

klorheksidin uygulanmış gruplarda biyofilm oluşmazken, %2,5’lik NaOCl 

uygulanmış grupta biyofilm oluştuğunu gözlemlemişlerdir. Baca ve ark.  (229) 

%2’lik klorheksidinin yaklaşık 50 gün rezidüel antimikrobiyal etkisinin sürdürürken, 

%0,2’lik setrimidin bu etkiyi ortalama 40 gün sürdürebildiğini belirtmişlerdir. 

Setrimid solüsyonunun toksik etkilerinin doğrudan incelendiği bir çalışma 

bulunmamasına rağmen, %0,2’lik setrimid ve %0,2’lik klorheksidin içeren 
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Cetrexidin solüsyonunun 2 haftalık inceleme sonunda %5,25’lik NaOCl’ye oranla 

daha düşük düzeyde yangısal reaksiyona neden olduğu bildirilmiştir  (217). 

2.4.5. Glycrrhiza glabra L. Ekstraktı 

İdeal bir kök kanal yıkama solüsyonu antimikrobiyal etkinliğinin yanı sıra 

biyouyumlu olmalıdır çünkü bu solüsyonlar periapikal dokulara temas 

edebilirler  (230). Son zamanlarda bitkisel özütler gibi birçok doğal ürün sentetik 

kimyasallara alternatif olarak sağlık alanında kullanılmaya başlanmıştır  (230).  

Halk arasında meyan kökü olarak bilinen Glycrrhiza glabra L. bitkisi 

dünyanın birçok yerinde yetişen ve geleneksel tıp alanında uzun yıllardır kullanılan 

bir bitkidir  (231). Glycrrhiza türlerinin antienflamatuar, antikarsinojenik, antiviral 

ve antimikrobiyal etkiye sahip olduğu belirtilmiştir (231). 

Diş hekimliğinde yapılan çalışmalarda, Segal ve ark. (232), Badria & 

Zidan  (232, 233) G. glabra ekstraktının karyojenik Streptococcus mutans üzerinde 

antimikrobiyal etki gösterdiğini belirtmişlerdir. Badr ve ark.  (234) G. glabra 

ekstraktının, E. faecalis’in planktonik ve selüloz nitrat membran filtreler üzerinde 

oluşturuluş biyofilm formları üzerinde eliminasyon sağladığını bildirmişlerdir.  

G. glabra ekstarktının antimikrobiyal etkisi içerisindeki Glycyrrhizin ile 

ilişkilendirilmiştir  (231, 234). Glycyrrhizin, tripertenik bir saponindir ve %2-15 

konsantrasyon aralığında G. glabra ekstraktının esas bileşenini 

oluşturmaktadır (235). Saponinler hücre membranındaki lipitlerle etkileşime girerek 

membranın bütünlüğünü bozar, hücre içi organellerin hücre dışına çıkmasına neden 

olur  (236). Ayrıca saponinler yüzey gerilimini düşürücü etkileri sayesinde de 

antimikrobiyal etki gösterirler  (236). G. glabra ekstraktının antimikrobiyal 

aktivitesinden sorumlu bir diğer bileşen de flavonoidlerdir. Flavonoidler 

antimikrobiyal etkilerini hücre membranındaki elektron taşıma zincirini inhibe 

ederek gösterirler  (237). 

2.5. Endodontik ÇalıĢmalarda Kullanılan Biyofilm OluĢturma 

Yöntemleri 

Enfekte kök kanallarının incelenmesi ve kök kanallarındaki biyofilm 

oluşumunun görüntülenmesinin ardından  (4, 140, 146, 238), in vitro çalışmaların 
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gerçeğe yakın olması amacıyla son zamanlarda antimikrobiyal ajanların etkinliğinin 

değerlendirilmesinde biyofilm modelleri kullanılmaya başlanmıştır. Ancak bu 

çalışmalarda kullanılan biyofilm oluşturma yöntemleri arasında bir standardizasyon 

yoktur.  

Bakterilerin biyofilm oluşturabilmeleri için ortamda tutunabilecekleri bir 

yüzey ve sıvı akışı olmalıdır. Endodontide biyofilm çalışmalarında bakterilerin 

tutunacağı yüzey olarak çekilmiş dişlerin kök kanalları (141, 163, 167, 239), çekilmiş 

dişlerden hazırlanan dentin örnekleri  (8, 175, 227), hidroksiapatit diskler  (171, 240, 

241), polistiren yüzeyler  (160, 162, 164, 166, 226, 242), cam yüzeyler  (159, 241, 

243, 244), seramik yüzeyler (9), ve sellüloz nitrat membran filtreler  (154, 156, 161) 

kullanılmıştır. 

E. faecalis’in birçok antimikrobiyal ajana karşı yüksek seviyede direnç 

gösterdiği (67) ve inatçı apikal periodontitis vakalarından sıklıkla izole edilen bir 

bakteri olduğu (57) bilinmektedir. Bu nedenle, antimikrobiyal ajanların 

etkinliklerinin değerlendirildiği çalışmalarında mikroorganizma olarak sıklıkla E. 

faecalis kullanılmıştır (9, 159, 164, 218, 226, 227).  

Endodontik enfeksiyonların polimikrobiyal enfeksiyonlar olduğu göz önünde 

bulundurularak bazı çalışmalarda birden çok mikroorganizmanın oluşturduğu 

biyofilmler tercih edilirken  (8, 161, 162, 167, 171, 242, 245, 246), bazı çalışmalarda 

ise tek mikroorganzimanın oluşturduğu biyofilmler tercih edilmiş-tir (141, 156, 166, 

239, 243).  

Mikroorganizma tercihinde fark yaratan bir unsur da kullanılan suşun tipidir. 

Bazı çalışmalarda standart suşlar tercih edilirken (141, 156, 245), bazı çalışmalarda 

klinik izolatlar tercih edilmiştir (8, 9, 159, 162).  

Biyofilm oluşumunda standardizasyon sağlanamayan bir diğer konu da 

inkübasyon süresidir. Literatürde biyofilm oluşumu için 24 saatten 10 haftaya kadar 

değişen sürelerde inkübasyon yapıldığı ve sonrasında antimikrobiyal ajanların 

etkinliklerinin değerlendirildiği belirtilmiştir  (8, 9, 141, 156, 159, 161, 163, 166, 

167, 171, 226, 239, 240, 243) (Tablo 3). 
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Tablo 3. Farklı endodontik çalışmalarda tercih edilmiş biyofilm modelleri 

AraĢtırmacılar Kullanılan 

Modelin Tipi 

ÇalıĢmanın Amacı Biyofilm oluĢturmada 

ve değerlendirmede 

kullanılan yöntem 

Shabahang ve 

Torabinejad  (

247) 

In vitro  

E. faecalis 

MTAD’nin 

antimikrobiyal 

etkinliğinin in vitro 

değerlendirilmesi 

Çekilmiş insan dişleri 4 

hafta boyunca E. 

faecalis ile enfekte 

edilmiş, 

Değerlendirmede koloni 

sayım yöntemi 

kullanılmış 

Duggan ve 

Sedgley  (248) 

In vitro 

Kök kanalı, 

oral kavite ve 

ağız dışı 

kaynalardan 

izole edilen E. 

faecalis suşları 

Oral ve endodontik 

E. faecalis’in 

biyofilm 

oluşumunun 

incelenmesi 

Biyofilm oluşumu için 

96 kuyucuklu plaklarda 

24 saat inkübasyon 

yapılmış, 

Değerlendirme için 

kristal viyole analizi 

kullanılmış 

George ve 

Kishen  (249) 

In vitro 

E. faecalis ve 

Actinomyces 

actinomycetem

comitans  

Farklı çözücülerde 

çözülmüş metilen 

mavisinin 

biyofilmler 

üzerindeki 

etkinliğinin 

incelenmesi 

Çok kuyucuklu 

polistiren plaklarda 2 

günlük inkübasyon, 

insan dişlerinde 4 

günlük inkübasyon 

yapılmış 

Değerlendirmede koloni 

sayım yöntemi 

kullanılmış 

Shen ve 

ark.  (240) 

In vitro 

Birden çok tür 

Klorheksidinin 

biyofilmler 

üzerindeki 

etkinliğinin üç 

boyutlu kantitatif 

analiz edilmesi 

Kollajen kaplanmış ve 

kaplanmamış 

hidroksiapatit diskler 

üzerinde inkübasyon 

yapılmış, 

Ölmüş ve canlı 

bakterilerin 

belirlenmesinde CLSM 

kullanılmış 

Williamson ve 

ark.  (159) 

In vitro 

E. faecalis 

klinik izolatı 

Farklı antimikrobiyal 

ajanların E. faecalis 

üzerindeki 

etkinliğinin 

incelenmesi 

Cam yüzeylerde 

biyofilm oluşturulmuş, 

Değerlendirmede koloni 

sayım yöntemi 

kullanılmış 



41 

Tablo 3. Farklı endodontik çalışmalarda tercih edilmiş biyofilm modelleri 

(devam) 

Arias-Moliz ve 

ark.  (160) 

In vitro 

E. faecalis 

Farklı antimikrobiyal 

ajanların E. faecalis 

üzerindeki MBEK 

değerinin 

belirlenmesi 

Biyofilm oluşumu için 

96 kuyucuklu polistiren 

plaklarda 24 saat 

inkübasyon yapılmış, 

Değerlendirmede koloni 

sayım yöntemi 

kullanılmış 

Lim ve 

ark.  (250) 

In vitro 

E. faecalis 

Işıkla aktive olan 

dezenfeksiyon 

sistemlerinin 

biyofilmler 

üzerindeki 

etkinliğinin 

incelenmesi 

İnsan dişlerinde 

üzerinde 4 günlük 

(genç) ve 4 haftalık 

(olgun) biyofilmler 

oluşturulmuş, 

Değerlendirmede koloni 

sayım yöntemi 

kullanılmış 

Kishen ve 

ark.  (251) 

In vitro 

E. faecalis 

Antimikrobiyal 

fotodinamik terapi 

kullanılarak 

biyofilmlerin elimine 

edilmesi 

Çok kuyucuklu 

polistiren plaklarda 

inkübasyon yapılmış 

Değerlendirmede koloni 

sayım yöntemi ve 

CLSM kullanılmış 

Hiarishi ve 

ark.  (252) 

In vitro 

E. faecalis 

%3,8’lik gümüş 

diamin florürün 

antimikrobiyal 

etkinliğinin 

değerlendirilmesi 

Membran filtreleri 

üzerinde biyofilm 

oluşturulmuş, 

Değerlendirmede koloni 

sayım yöntemi 

kullanılmış 

Liu ve 

ark.  (164) 

In vitro 

E. faecalis 

Aç bırakılmış E. 

faecalis hücrelerinin 

biyofilm oluşturma 

becerisinin 

değerlendirilmesi 

İnsan dentini ve 

polistiren bloklar 

üzerinde biyofilm 

oluşturulmuş, 

Değerlendirmede koloni 

sayım yöntemi ve SEM 

kullanılmış 

Chavez de Paz 

ve ark.  (162) 

In vitro 

E. faecalis,  

L. paracasei, 

S. anginosus, 

S. gordonii 

klinik izolatları 

Antimikrobiyal 

ajanların endodontik 

biyofilmler 

üzerindeki 

etkinliğinin 

değerlendirilmesi 

Mini akım hücre sistemi 

üzerinde 24 saatlik 

biyofilmler 

oluşturulmuş, 

Değerlendirmede 

konfokal mikroskopisi 

ve görüntü analizi 

kullanılmış 
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Tablo 3. Farklı endodontik çalışmalarda tercih edilmiş biyofilm modelleri 

(devam) 

Soares ve 

ark.  (253) 

In vitro 

E. faecalis 

Farklı ajanların 

biyofilmler 

üzerindeki 

etkinliğinin 

değerlendirilmesi 

İnsan dişleri üzerinde 21 

günlük biyofilmler 

oluşturulmuş, 

Değerlendirmede koloni 

sayım yöntemi ve SEM 

kullanılmış 

Shen ve 

ark.  (254) 

In vitro 

Birden çok tür 

Mekanik ajitasyonun 

iki farklı 

klorheksidin 

preperatının 

antimikrobiyal 

etkinliğine etkisinin 

değerlendirilmesi 

Kollajen ile kaplanmış 

hidroksiapatit diskler 

üzerinde 3 haftalık 

biyofilmler 

oluşturulmuş, 

Değerlendirmede 

CLSM kullanılmış 

Pappen ve 

ark.  (255) 

In vitro 

Birden çok tür 

Farklı antimikrobiyal 

ajanların planktonik 

ve biyofilm 

formundaki 

bakteriler üzerindeki 

etkinliğinin 

değerlendirilmesi 

Kollajen ile kaplanmış 

hidroksiapatit diskler 

üzerinde 2 haftalık 

biyofilmler 

oluşturulmuş, 

Değerlendirmede 

CLSM kullanılmış 

Shen ve 

ark.  (256) 

In vitro 

Birden çok tür 

Farklı büyüme 

fazlarında bulunan 

oral biyofilmler 

içerisindeki canlı 

bakteri sayısının 

belirlenmesi 

Kollajen ile kaplanmış 

hidroksiapatit diskler 

üzerinde biyofilmler 

oluşturulmuş, 

Değerlendirmede 

CLSM ve koloni sayım 

yöntemi kullanılmış 

Badr ve 

ark.  (234) 

In vitro 

E. faecalis 

Meyan kökü 

bitkisinin 

antibakteriyel ve 

sitotoksik etkilerinin 

belirlenmesi 

Selüloz nitrat membran 

filtreler üzerinde 

biyofilm oluşturulmuş, 

Değerlendirmede koloni 

sayım yöntemi 

kullanılmış 

Ordinola-

Zapata ve 

ark.  (169) 

In vivo 

Birden çok tür 

Farklı antimikrobiyal 

ajanların biyofilmler 

üzerindeki 

etkinliğini 

değerlendirmek 

Sığır dentin blokları 

ortodontik apareylere 

sabitlenerek 48 saat ağız 

ortamında tutulmuş, 

daha sonra 

laboratuvarda 24 saat 

inkübe edilmiş 

Ölü ve canlı bakterileri 

oranlarının 

belirlenmesinde CLSM 

kullanılmış 
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Tablo 3. Farklı endodontik çalışmalarda tercih edilmiş biyofilm modelleri 

(devam) 

Baca ve 

ark.  (227) 

In vitro 

E. faecalis 

Farklı antimikrobiyal 

ajanların rezidüel 

etkilerinin biyofilm 

oluşumuna 

etkilerinin 

incelenmesi 

Dentin blokları üzerinde 

3 haftalık inkübasyon 

yapılmış, 

Değerlendirmede koloni 

sayım yöntemi 

kullanılmış 

Meire ve 

ark.  (175) 

In vitro 

E. faecalis 

Er:YAG lazer, 

Nd:YAG lazer, 

antimikrobiyal 

fotodinamik terapi 

ve NaOCl’nin 

biyofilmler 

üzerindeki 

etkinliğini incelemek 

Dentin diskleri üzerinde 

24 saat inkübasyon 

yapılmış, 

Değerlendirmede koloni 

sayım yöntemi 

kullanılmış 

Stojicic ve 

ark.  (257) 

In vitro 

E. faecalis 

klinik izolatları 

Antimikrobiyal 

fotodinamik 

terapinin biyofilmler 

üzerindeki 

etkinliğini 

değerlendirmek 

Kollajen ile kaplanmış 

hidroksiapatit diskler 

üzerinde 3 haftalık 

biyofilmler 

oluşturulmuş, 

Ölü ve canlı bakterileri 

oranlarının 

belirlenmesinde CLSM 

kullanılmış 

Wang ve 

ark.  (187) 

In vitro 

E. faecalis 

klinik izolatı 

Endodontik 

dezenfeksiyon 

solüsyonlarının genç 

ve olgun biyofilmler 

üzerindeki 

etkinliğini 

değerlendirmek 

Dentin blokları üzerinde 

24 saatlik ve 3 haftalık 

inkübasyon yapılmış, 

Ölmüş ve canlı 

bakterilerin 

belirlenmesinde CLSM 

kullanılmış 

Guerreiro-

Tanomaru ve 

ark.  (258) 

In vitro 

E. faecalis 

E. faecalis’in farklı 

yüzeylerde 

oluşturduğu 

biyofilmleri 

incelemek 

14 ve 21 günlük 

inkübasyon yapılmış, 

Biyofilm yoğunluğunun 

incelenmesinde CLSM 

kullanılmış 

Guerreiro-

Tanomaru ve 

ark.  (259) 

In vitro 

E. faecalis 

Antimikrobiyal 

ajanlara setrimid 

ilave edilmesinin 

antimikrobiyal 

etkinliğe etkilerinin 

incelenmesi 

Sığır dentin blokları 14 

gün inkübe edilerek 

biyofilm oluşturulmuş, 

Biyofilm yoğunluğunun 

incelenmesinde CLSM 

kullanılmış 
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2.6. Antimikrobiyal Duyarlılık Testleri 

Antimikrobiyal duyarlılık testleri, bir antimikrobiyal ajanın belli bir bakteri 

türüne karşı in vitro etkinliğini saptamak amacıyla uygulanan testlerdir (260). 

Klinikte antimikrobiyal tedavinin, duyarlılık testlerinin sonuçlarına göre belirlenmesi 

esastır. Duyarlılık testleri ile patojenin antimikrobiyal ajanlara direnç düzeyinin 

belirlenmesi ve patojen üzerinde etkili olan antimikrobiyalin tedavide kullanılması 

hedeflenmektedir (260).   

2.6.1. Disk Diffüzyon Testi 

Mikrobiyoloji laboratuvarlarında antibiyotik duyarlılığının saptanması 

amacıyla en sık kullanılan yöntemdir. En kolay, en ucuz, en iyi standardize edilmiş 

ve en güvenilir test olarak kabul edilmektedir. Bu test, kâğıt disklere emdirilen 

antimikrobiyalin, duyarlılığı araştırılan mikroorganizmanın inoküle edildiği 

besiyerine difüze olması esasınsa dayanmaktadır. Belirli miktarda antimikrobiyal 

emdirilmiş kağıt diskler, duyarlılığı test edilecek mikroorganizmanın yoğun bir 

şekilde inoküle edildiği katı besiyerine yerleştirilir. Diskler bir süre sonra çözünüp 

katı besiyeri üzerinde difüze olurken, inoküle edilen mikroorganizma da çoğalmaya 

başlar. Belirli bir inkübasyon süresinden kâğıt disklerin etrafında oluşan üreme 

görülmeyen alanlar değerlendirilir. Mikroorganizma test edilen antimikrobiyale ne 

kadar duyarlı ise, diskin etrafında oluşan inhibisyon zonu da o kadar geniş olacaktır. 

İnhibisyon zonunun çapı mm cinsinde ölçülerek, standart zon tablolarına göre 

değerlendirmeler yapılır ve mikroorganizmanın kullanılan antimikrobiyal ajana karşı 

duyarlılık durumu “duyarlı, orta derecede duyarlı veya dirençli” olarak 

belirlenir  (260).  

Disk difüzyon yönteminin dezavantajları yavaş çoğalan bakterilerin 

duyarlılıklarını araştırmak için uygun olmaması ve değerlendirme sonunda kantitatif 

bir değer ortaya koyamamasıdır (261).   

2.6.2. Agar Dilüsyon Testi 

Agar dilüsyon metodu test edilecek antimikrobiyallerin ikişer kat seri 

dilusyonlarını içeren agar plakları (Müller-Hinton agar) üzerine duyarlılık durumu 
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test edilecek bakteri süspansiyonlarının damlatılarak inoküle edilmesiyle 

gerçekleştirilmektedir. Bu testin yapılışı oldukça zahmetlidir, bu nedenle çok sık 

tercih edilen bir test değildir. Testin sağladığı en önemli avantaj belli bir antibiyotik 

konsantrasyonu için, aynı test plağında birden fazla suşun duyarlılığının 

araştırılmasına olanak sağlamasıdır (262).  

2.6.3. Sıvı Mikrodilüsyon Testi 

Duyarlılık durumu araştırılan bakterilere karşı çeşitli antimikrobiyallerin 

minimum inhibisyon konsantrasyonu (MİK) değerlerini saptamak amacıyla 

kullanılan bir testtir. Çok küçük hacimlerle çalışılması ve pratikliği bu yöntemin en 

önemli avantajlarıdır. 96 kuyucuklu standart mikroplaklar üzerinde aynı anda 12 

antimikrobiyal ajanın 8 dilüsyonu test edilebilmektedir (260). 

Mikroplaklar üzerinde test edilecek antimikrobiyallerin ikişer kat azalan seri 

dilüsyonları hazırlanır. Daha sonra bu kuyucuklara standart bakteriyel süspansiyon 

(5x10
5
 CFU/ml) eklenir ve 37˚C’de 24 saat inkübasyona bırakılır, sonrasında 

kuyucuklarda bulanıklık olup olmadığı gözle incelenir. Kuyucuklarda gözle 

görülebilir bulanıklığın olmadığı en küçük konsantrasyon belli bir bakteri suşuna 

karşı etkinliği araştırılan antimikrobiyalin MİK değeri olarak belirlenir (260). 

Saptanan MİK değerleri sınır değerlerle karşılaştırılarak bakteri suşunun test edilen 

antimikrobiyale karşı duyarlılık durumu belirlenmektedir. Bu yöntemle 

antimikrobiyal ajanların minimal bakterisidal konsantrasyonları (MBK) da 

belirlenebilmektedir. 

2.6.4. E-Test 

Katı besi yerinde difüzyon yoluyla test edilen antimikrobiyal ajanın MİK 

değerinin belirlenmesine olanak sağlayan bir yöntemdir. Yavaş üreyen bakterilerin 

ve anaerobların duyarlılıklarının belirlenmesinde de en güvenilir yöntem olarak 

kabul edilmektedir (262).  

Standardize bir bakteri süspansiyonu MHA plağına yayılır. Dereceli 

konsantrasyonları emdirilmiş E-test şeritleri agar yüzeyine yerleştirilir ve 37˚C’de 24 

saat inkübasyona bırakılır. İnkübasyon sonrası antimikrobiyalin üremeyi inhibe 
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etmesiyle şerit etrafında elips şeklinde bir inhibisyon zonu oluşur. Üremenin bittiği 

yerdeki kesişme noktasından MİK değeri okunur (262).  
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

Bu çalışma; Süleyman Demirel Üniversitesi Diş Hekimliği Fakültesi 

Araştırma Laboratuvarı, Tıp Fakültesi Bakteriyoloji Laboratuvarı ve Deneysel ve 

Gözlemsel Öğrenci Araştırma ve Uygulama Merkezi’ne ait laboratuvarlarda 

gerçekleştirilmiştir. Biyofilm oluşumu ve eliminasyonunun FESEM ile 

görüntülenmesi amacıyla Mersin Üniversitesi İleri Teknoloji Eğitim, Araştırma ve 

Uygulama Merkezine ait SEM Laboratuvarı kullanılmıştır. Bu çalışma için 

Süleyman Demirel Üniversitesi Tıp Fakültesi Bilimsel Çalışma Projeleri Danışma ve 

Koordinasyon Kurulu’nun 27.12.2011/27-8 tarih/sayılı kararı ile etik kurul izni 

alınmıştır. 

3.1. Antimikrobiyal Ajanların Hazırlanması 

3.1.1. Glycrrhiza glabra L. Ekstraktının Hazırlanması 

Glycrrhiza glabra L. bitkisinin toprak altı gövdesi ve kökleri (Resim 5) oda 

sıcaklığında kurutuldu, mekanik öğütücü yardımı ile toz haline getirildi ve 30 gr’lık 

gruplar oluşturuldu. Her bir 30 gr’lık grup, 100 ml %80’lik etil alkol içerisinde 

37ºC’de ısıtıcılı manyetik karıştırıcı üzerinde 24 saat bekletilerek ekstraksiyon 

yapıldı. Elde edilen ekstrakt Whatman no:1 sahip filtre kâğıdı (Whatman, Camlab 

Ltd., Cambridge, Birleşik Krallık) kullanılarak vakum pompası yardımıyla süzüldü 

(Resim 6). Ekstrakt içerisindeki metil alkol ve distile suyun uzaklaştırılması için 

karışım rotary evaporatöre yerleştirildi, 60 devir/dakika rotasyon hızında 40°C’de etil 

alkol ve distile suyun buharlaşması sağlandı (263) (Resim 7). Elde edilen saf ekstrakt 

0,22µm gözenek genişliğine sahip membran filtre kullanılarak steril edildi, çalışmada 

kullanılana kadar -18˚C’de muhafaza edildi. Çalışmada kullanılmadan önce elde 

edilen saf ekstrakt içerisindeki Glycyrrhizinin teşhisi ve miktarının belirlenmesi için 

ters faz-yüksek performanslı sıvı kromatografisi (RP-HPLC) analizi uygulandı. 

Analiz için SCL-10 Avp sistem kontrolörü (Shimadzu, Tokyo, Japonya), SIL-10AD 

vp örnekleyici, LC-10AD vp pompa, DGU-14a degazör, CTO-10 A vp kolon ısıtıcı 

kullanıldı, diot dedektörü 278 nm’ye ayarlandı ve XDB C-18 kolonu (250 × 4,6 mm, 

5 µm) kullanıldı. Akış hızı 0,8 ml/dk. olacak şekilde 10 μl örnek çözeltiden eklendi 

ve kolon sıcaklığı 30˚C’ye ayarlandı. Elde edilen veriler Shimadzu Class-VP 
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Chromatography Laboratory Automated Software System (Tokyo, Japonya) analiz 

programı kullanılarak incelendi ve ekstrakt %2 Glycyrrhizin içerecek şekilde dimetil 

sülfoksit ile seyreltildi  (264).  

 

Resim 5. Glycrrhiza glabra L. (meyan kökü) bitkisinin toprak altı gövdesi ve 

kökleri. 

 

Resim 6. Filtre kağıdı ve vakum pompası kullanılarak ekstraktın süzülmesi. 

 

Resim 7. Rotary evaporatör kullanılarak ekstrakt içerisindeki metil alkol ve distile 

suyun uzaklaştırılması. 
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3.1.2. Setrimid Çözeltisinin Hazırlanması 

Çalışmada kullanılacak ajanlardan biri olan setrimid (Alkyltriethylammonium 

bromide, Sigma Chemical, Almanya) toz halinde temin edildi, kullanılmadan önce 

distile su ile ağırlıkça %2’lik çözeltisi hazırlanarak kullanıldı.  

3.1.3. NaOCl Çözeltisinin Hazırlanması 

Çalışmada kullanılacak ajanlardan bir diğeri olan NaOCl, %5’lik hazır 

solüsyon (Wizard, Rehber Kimya, İstanbul, Türkiye) olarak temin edildi, 

kullanılmadan önce distile su ile hacimce %2’lik çözeltisi hazırlanarak kullanıldı 

(Resim 8). Çalışmada negatif kontrol grubunda kullanılan steril salin solüsyonu 

(Polifarma, Çorlu, Türkiye) ise hazır olarak temin edildi. 

 

Resim 8. Çalışmada kullanılan antimikrobiyal ajanlar; sodyum hipoklorit (A), 

setrimid (B), G. glabra ekstraktı (C). 

3.2. Antimikrobiyal Ajanların E. faecalis Üzerindeki Duyarlılıklarının 

Belirlenmesi 

Çalışmada kullanılan antimikrobiyal ajanların E. faecalis üzerindeki 

duyarlılığı öncelikle disk diffüzyon testi ile değerlendirildi. Daha sonra E. faecalis 

için MİK ve MBK değerlerinin belirlenmesi amacıyla sıvı mikrodilüsyon testi 

uygulandı. 

3.2.1. Disk Diffüzyon Testi 

Çalışmanın 48 saat öncesinde, E. faecalis ATCC 29212 suşu muhafaza 

edildiği -80°C’den çıkarılıp oda sıcaklığına gelmesi beklendikten sonra %5 koyun 
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kanlı agar besiyerine pasajlandı ve 37°C’de 24 saat inkübe edildi. Üreyen kolonilerin 

yine %5 koyun kanlı agar besiyerine ikinci kez taze pasajı yapıldı, 37°C’de 24 saat 

inkübe edildi ve elde edilen saf koloniler kullanılarak, densitometre cihazı (BD 

Phoenix Spec Nephelometer, Limhamn, İsveç) ile 3 ml steril salin içerisinde 0,5 

McFarland (10
8
 CFU/ml) bulanıklığa eşit olacak şekilde bakteri süspansiyonu 

hazırlandı. Muller-Hinton Agar (MHA) plakları üzerine hazırlanan bakteriyel 

süspansiyondan 100 µl yayım yapıldıktan sonra, test edilecek antimikrobiyal 

ajanlardan 6 mm çapındaki steril kağıt disklere 5’er µl emdirilip, önceden enfekte 

edilmiş agar plaklarına yerleştirildi ve plaklar 37°C’de 24 saat inkübe edildi. Bu test 

her ajan için iki kez tekrarlandı. 24 saat sonunda kağıt diskler etrafında oluşan 

inhibisyon alanlarının çapı milimetrik olarak ölçüldü ve fotoğraflandı. 

3.2.2. Sıvı Mikrodilüsyon Testi 

Çalışmada, sıvı mikrodilüsyon testi kullanılarak E. faecalis  (ATCC 29212) 

için test edilen antimikrobiyal ajanların MİK ve MBK değerleri belirlendi. Bu 

amaçla 96 kuyucuklu steril U tabanlı plakların her antimikrobiyal için 1’den 12’ye 

kadar olan satırı kullanıldı. Kullanılan kuyucukların hepsine 50µl steril Muller-

Hinton broth (MHB) eklendi. Her antimikrobiyal için kullanılan 12 kuyucuğun ilkine 

test edilecek ajanın başlangıç konsantrasyonunu (%2’lik setrimid, %2’lik NaOCl ve 

%2 Glycyrrhizin içeren G. glabra ekstraktı) içeren çözeltiden 50 µl eklendi. En 

yüksek antimikrobiyal ajan konsantrasyonunun eklendiği ilk kuyucuktan 50 µl alınıp 

2. kuyucuğa aktarım ve pipetaj, 2. kuyucuktan 50 µl alınıp 3. kuyucuğa aktarım ve 

pipetaj şeklinde son kuyucuğa kadar (12. kuyucuk) antimikrobiyal ajanların çift kat 

seri dilüsyonları yapıldı ve son kuyucuktan 50 µl alınıp dışarı atıldı. Plak üzerindeki 

1H kuyucuğu besiyeri kontrolü (BK) için kullanıldı ve bu kuyucuğa 100 µl steril 

MHB besiyeri eklendi, 12 H kuyucuğu ise üreme kontrolü olarak kullanıldı ve 

buraya da 50 µl steril MHB besiyeri eklendi. Bu iki kuyucuğa antimikrobiyal ajan 

pipetlenmedi. Daha sonra çalışmanın 48 saat öncesinde, muhafaza edildiği -80°C’den 

çıkarılıp oda sıcaklığına gelmesi beklendikten sonra iki kez pasajlanarak elde edilen 

saf koloniler kullanılarak, densitometre cihazı (BD Phoenix Spec Nephelometer, 

Limhamn, İsveç) ile 3 ml steril MHB içerisinde 0,5 McFarland bulanıklığa eşit 

olacak şekilde bakteri süspansiyonu hazırlandı (Resim 9). Bu süspansiyon 1/100 
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oranında yine steril MHB ile sulandırılarak, son bakteri inokulüm kansantrasyonu 

5x10
5
 CFU/ml olacak şekilde üreme kontrol kuyucuğu da dahil olmak üzere her bir 

kuyucuğa 50 µl eklendi. Besiyeri kontrol kuyucuğuna bakteri süspansiyonu 

pipetlenmedi. Daha sonra plağın üstü kapatılarak 37°C’de 24 saat inkübasyona 

bırakıldı. İnkübasyondan sonra plak etüvden çıkarıldı, kuyucuklar gözle 

değerlendirildi ve üremenin görülmediği en düşük antimikrobiyal konsantrasyonu o 

ajanın çalışılan mikroorganizma için MİK değeri olarak belirlendi (Resim 10). MBK 

değerinin belirlenmesi için, üremenin durduğu en düşük konsantrasyondan en 

yükseğe doğru örnekler alınarak koyun kanlı agar besiyerine ekim yapıldı, 37°C’de 

24 saat inkübe edildi. Koloni gelişiminin görülmediği en düşük antimikrobiyal 

konsantrasyonu o ajanın çalışılan mikroorganizma için MBK değeri olarak 

belirlendi.  

 

Resim 9. Densitometre cihazı kullanılarak 0,5 McFarland bulanıklığa eşit olacak 

şekilde bakteriyel süspansiyonun hazırlanması. 

 

Resim 10. 96 kuyucuklu mikrotitrasyon plakları kullanılarak antimikrobiyal ajanların 

çift kat seri dilüsyonlarının oluşturulması ve minimum inhibisyon 

konsantrasyonunun belirlenmesi. 
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3.3. Antimikrobiyal Ajanların Etkinliğinin Biyofilm Modelleri Üzerinde 

Ġncelenmesi 

Calgary biyofilm modeli  (265) modifiye edilerek dentin disklerinde 

oluşturulan E. faecalis biyofilmleri üzerinde antimikrobiyal ajanların etkinlikleri 

değerlendirildi.  

3.3.1. Dentin Disklerinin Hazırlanması 

Çalışmada, üzerinde biyofilm oluşturulacak substrat olarak standart dentin 

disklerinin kullanılmasına karar verildi. Dentin disklerinin hazırlanmasında 

kullanılmak üzere, Süleyman Demirel Üniversitesi Ağız Diş Çene Hastalıkları ve 

Cerrahisi Kliniği’nde ortodontik nedenlerle çekilmiş 228 adet gömülü molar diş 

toplandı ve kullanılıncaya kadar %0,1’lik timol içerisinde 4˚C’de bekletildi. 

Kullanılmadan hemen önce dişler ultrasonik uçlarla ve kretuar yardımıyla temizlenip 

teflon kalıplara yerleştirilerek polyester rezin (Özünal Boya Sanayi Ticaret Ltd. 

Şirketi, Isparta, Türkiye) içerisine gömüldü (Resim 11).  

 

Resim 11. Çekilmiş dişlerin teflon kalıplar kullanılarak polyester rezin içerisine 

gömülmesi. 

Polyester rezin fazlalıkları alçı motoruyla temizlendikten sonra her bir diş 

hassas kesit cihazına (Micracut 125, Metkon, Bursa, Türkiye) sabitlenerek koronal 

dentinin pulpaya bakan yüzeylerinden elmas kaplı kesme diskleri (Buehler, Lake 
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Bluff, IL, ABD) kullanılarak 2 mm kalınlığında bir adet horizontal kesit elde edildi 

(Resim 12). 

 

Resim 12. Hassas kesme cihazı ve elmas kesme diskleri kullanılarak 2 mm 

kalınlığındaki horizontal kesitlerin elde edilmesi. 

 Elde edilen dentin kesitlerinden standart dentin disklerinin oluşturulabilmesi 

için iç çapı 6 mm, et kalınlığı 0,6 mm ve yanaklarının iç ve dış yüzeyi 220 grid 

elmasla kaplı olan özel bir frez yaptırıldı (ġekil 1, Resim 13).  

 

Resim 13. Dentin disklerinin elde edilmesinde kullanılan özel yapım elmas kaplı 

silindirik frez. 
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ġekil 1. Elmas kaplı silindirik frezin Ģematik görüntüsü. 

Elmas kaplı silindirik frez, bir elektrik motorunun (200 series, Dremel, ABD) 

ucuna yerleştirilip dikey yönde hareket edebilen bir delme sehpasına (Workstation 

220, Dremel, ABD) sabitlenerek bir düzenek oluşturuldu (Resim 15). Bu düzenek 

35000 devir/dk. dönme hızında çalıştırılıp dikey yönde kuvvet uygulanarak, su 

soğutması altında dentin diskleri hazırlandı (Resim 14 ve 16). Hazırlanan dentin 

diskleri kullanılıncaya kadar fosfat tamponlu salin (PBS) içerisinde +4ºC’de 

muhafaza edildi. 

 

Resim 14. 6 mm çapındaki dentin disklerinin elde edilmesi.  
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Resim 15. Dentin disklerinin elde edilmesi için oluşturulan standart düzenek. 

 

 

Resim 16. Çekilmiş dişlerden elde edilen horizontal kesit ve dentin diski. 
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3.3.2. Biyofilm Modelinin OluĢturulması 

Dentin diskleri üzerinde biyofilm oluşturulması için 24 kuyucuklu, düztabanlı 

polistiren plaklar ve kapakları kullanıldı. Plakların kapağına kuyucukların ortasına 

gelecek şekilde hamur yapıştırıcı (Multifix, Pritt, İstanbul, Türkiye) yardımıyla 

paslanmaz çelik kıskaçlar sabitlendi, daha sonra kapak kapatıldığında plak tabanına 

dokunmayacak şekilde paslanmaz çelik kıskaçlara dentin diskleri dikey yönde 

tutturuldu (Resim 17).   

 

Resim 17. Polistiren plak kapaklarına tutturulan dentin diskleri ve karşılık gelen 

kuyucuklar. 

Dentin diskleri üzerinde kesit alma işlemi sırasında oluşan smear tabakasının 

kaldırılması için plak üzerinde dentin disklerine karşılık gelen kuyucuklara 2ml 

%17’lik EDTA solüsyonu (Calasept EDTA, Nordiska Dental, İsveç) ilave edildi ve 

kapak kapatılarak ultrasonik banyoda (WiseClean, Daihan Scientific Co., Seoul, 

Kore) 3 dk. bekletildi (Resim 18).  

 

Resim 18. Dentin diskleri üzerindeki smear tabakasının kaldırılmasında kullanılan 

ultrasonik banyo. 
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Daha sonra her örnek 10 ml PBS ile 1dk. yıkandı. Smear tabakası 

kaldırıldıktan sonra plaklar paketlenerek etilen oksit ile steril edildi. Biyofilm modeli 

hazırlandıktan sonra oluşturan deney grupları Tablo 4’te gösterilmiştir. Her grupta 1 

örnek dentin disklerinin sterilizasyonunun kontrolü için, 1 örnek biyofilm 

oluşumunun FESEM ile görüntülenmesi için, 4 örnek dentin diskleri üzerinde oluşan 

biyofilm içerisindeki bakteri sayısının hesaplanması için, 12 örnek biyofilm 

eliminasyonunun değerlendirilmesi için, 1 örnek ise antimikrobiyal ajanların 

biyofilm üzerindeki etkinliğinin FESEM ile incelenmesi için kullanıldı (Tablo 5). 

Tablo 4. Antimikrobiyal ajanların E. faecalis biyofilmleri üzerindeki 

antimikrobiyal etkinliğinin değerlendirilmesi için oluşturulan deney grupları. 

Grup Antimikrobiyal Ajan Konsantrasyon Uygulama 

Süresi 

Örnek 

Sayısı 

1 NaOCl %0,5  1 dk. 19 

2 NaOCl %0,5 3 dk. 19 

3 NaOCl %0,5 5 dk. 19 

4 Setrimid %0,015  1 dk. 19 

5 Setrimid %0,015 3 dk. 19 

6 Setrimid %0,015 5 dk. 19 

7 G.glabra ekstraktı* %0,25  1 dk. 19 

8 G.glabra ekstraktı* %0,25 3 dk. 19 

9 G.glabra ekstraktı* %0,25 5 dk. 19 

10 Steril salin (negatif kontrol) %0,9  1 dk. 19 

11 Steril salin (negatif kontrol) %0,9 3 dk. 19 

12 Steril salin (negatif kontrol) %0,9 5 dk. 19 
* G.glabra ekstraktı içerisindeki Glycyrrhizin oranına göre standardize edildi. 

Tablo 5. Her bir grup için uygulanacak işlemler listesi. 

Uygulanacak ĠĢlem Örnek Sayısı 

Dentin disklerinin sterilizasyonunun kontrolü 1 

Biyofilm oluşumunun FESEM ile görüntülenmesi 1 

Dentin diskleri üzerinde oluşan biyofilm içerisindeki bakteri 

sayısının hesaplanması 

4 

Biyofilm eliminasyonunun değerlendirilmesi 12 

Antimikrobiyal ajanların biyofilm üzerindeki etkinliğinin FESEM 

ile incelenmesi 

1 

Toplam 19 
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3.3.3. Biyofilm OluĢumu 

Densitometre cihazı (BD Phoenix Spec Nephelometer, Limhamn, İsveç) ile 3 

ml steril MHB içerisinde 0,5 McFarland bulanıklığa eşit olacak şekilde E. faecalis 

(ATCC 29212) süspansiyonu hazırlandı. Bu süspansiyon 1/10 oranında steril MHB 

ile seyreltilerek, son bakteri inokulüm kansantrasyonu 10
7
 CFU/ml olacak şekilde 

sterilizasyon kontrol kuyucuğu hariç olmak üzere, dentin disklerine karşılık gelen 

tüm kuyucuklara 1ml eklendi. Sterilizasyon kontrol kuyucuğuna yalnızca 1ml steril 

MHB eklendi (Resim 19). Daha sonra plağın kapağı kapatılarak çalkalayıcı tabla 

(3D sunflower mini-shaker, Biosan, Riga, Letonya) üzerine yerleştirildi ve dakikada 

30 çalkalama yapacak şekilde 24 saat 37°C’de inkübe edildi (Resim 20). 

İnkübasyondan sonra plak etüvden çıkarıldı, sterilizasyon kontrol kuyucuğuna 

karşılık gelen dentin diski plaktan ayrıldı ve sterilizasyon kontrol kuyucuğundan 100 

µl örnek alınarak koyun kanlı agar besiyerine ekim yapılıp koloni gelişimi olup 

olmadığı kontrol edildi. Sterilizasyon kontrol kuyucuğunda üreme gözlenmesi 

durumunda deney tekrarlandı. Dentin diskleri üzerindeki planktonik bakterilerin 

uzaklaştırılması için dentin diskleri 1 ml %0.9’luk salin ile yıkandı.  

 

Resim 19. Dentin disklerine karşılık gelecek kuyucuklara bakteriyel süspansiyonun 

eklenmesi. 

 



59 

 

Resim 20. Bakteriyel süspansiyon eklendikten sonra, hazırlanan plağın üç boyutlu 

çalkalayıcı tabla üzerinde 37˚C’de inkübe edilmesi. 

Bu aşamada biyofilm oluşumunun görüntülenebilmesi için bir örnek plaktan 

ayrılarak fiksasyon ve dehidratasyon sürecinden sonra FESEM’de incelendi (bkz. 

3.3.5). Dentin diskleri üzerinde oluşan biyofilm içerisindeki bakteri sayısının 

hesaplanması için 4 örnek 1 ml %0.9’luk salin içeren kuyucuklara yerleştirildi ve 

biyofilm içerisindeki bakterilerin planktonik forma dönüşmeleri için ultrasonik 

banyoda 5 dk. bekletildi (Resim 21). Bakteriler planktonik forma dönüştükten sonra 

kuyucuklardan alınan 100 µl’lik örneklerin makrodilüsyon yöntemiyle 6 kez 10 katlı 

dilüsyonları elde edildi (1/10, 1/10
2
, 1/10

3
, 1/10

4
, 1/10

5
, 1/10

6
) (Resim 22). Bu 

dilüsyonlardan 10 µl alınıp MHA besiyerine ekilip (Resim 23), 37°C’de 24 saat 

inkübe edildikten sonra koloni oluşturan birimler (CFU) sayılarak biyofilm 

içerisindeki bakteri sayıları belirlendi (Resim 24). Kuyucuklardan alınan örnek 

hacmi, kuyucuk hacminin 1/10’u kadar olduğu için, koloni sayıları 10 ile çarpılarak 

gerçek bakteri sayıları hesaplandı. 
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Resim 21. Dentin diskleri üzerinde oluşan biyofilm içerisindeki bakteri sayısının 

hesaplanabilmesi için ultrasonik banyo içerisinde bekletilerek planktonik forma 

dönüştürülmesi. 

 

Resim 22. Planktonik forma dönüştürülen bakterilerin sayılabilir değerler elde 

edilebilmesi için makrodilüsyon yöntemi ile seyreltilmesi. 
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Resim 23. Seyreltilen bakterilerin MHA besi yerine ekilmesi (A) ve cam Drigalski 

spatülü kullanılarak besi yerine yayılması (B). 

 

Resim 24. MHA besi yerine ekimi ve yayımı yapılan bakterilerin inkübasyondan 

sonra koloni geliştirmiş görüntüsü. 

3.3.4. Biyofilm Eliminasyonu 

Biyofilm oluşumu tamamlandıktan sonra, başka bir plağın dentin disklerine 

karşılık gelen kuyucuklarına, daha önceden belirlenen MBK’da test edilecek 

antimikrobiyal ajandan 1’er ml eklenip, dentin diskleri yerleştirilerek test süresi 

kadar beklendi. Daha sonra dentin diskleri içerisinde 1 ml %0.9’luk steril salin 
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bulunan başka bir plağa aktarılarak antimikrobiyal ajanlar nötralize edildi. Bu 

aşamada, uygulanan antimikrobiyal ajanın etkinliğinin görüntülenmesi amacıyla 1 

örnek plaktan ayrılarak FESEM’de incelendi (bkz. 3.3.5). Sonrasında, dentin diskleri 

üzerinde kalan bakteri sayısının belirlenmesi için, başka bir plağın dentin disklerine 

karşılık gelen kuyucuklarına 1 ml steril salin solüsyonu eklendi ve plak ultrasonik 

banyoda 5 dakika bekletilerek biyofilm içerisindeki bakterilerin planktonik forma 

dönüşmesi sağlandı. Bakteriler planktonik forma dönüştükten sonra kuyucuklardan 

alınan 100 µl’lik örnekler makrodilüsyon yöntemiyle seyreltildi, MHA besiyerine 

ekim yapılarak 24 saat sonra koloni oluşturan birimler sayıldı. Kuyucuklardan alınan 

örnek hacmi, kuyucuk hacminin 1/10’u kadar olduğu için, koloni sayıları 10 ile 

çarpılarak gerçek bakteri sayıları hesaplandı. Elde edilen canlı mikroorganizma 

sayıları istatistiksel analiz öncesinde log10 tabanına dönüştürüldü.  

3.3.5. Biyofilm OluĢumu ve Eliminasyonunun FESEM ile 

Görüntülenmesi 

Bütün deney gruplarında, 1’er örnek biyofilm oluşup oluşmadığının kontrolü 

için, 1’er örnek de antimikrobiyal ajanlarının etkinliğini değerlendirmek için olmak 

üzere, toplam 24 örnek FESEM’de incelendi. Her örnek, 0,1 M sodyum kakodilat ile 

tamponlanmış %2,5’lik gluteraldehit içerisinde (pH=7,4) +4ºC’de 2 saat fikse edildi. 

Sonrasında 1 saat 0,2 M sodyum kakodilat tamponunda bekletilerek gluteraldehit 

etkisizleştirildi. Daha sonra örnekler sırasıyla %30’luk etanolde 10 dk., %50’lik 

etanolde 10 dk., %70’lik etanolde 10 dk., %95’lik etanolde 5+5 dk., %100’lük 

etanolde 5+5+5 dk. bekletilerek dehidrate edildi. Dehidratasyondan sonra örnekler 

kritik nokta kurutucusu (K 850, Emitech, Montigny-le-Bretonneux, Fransa) ile 

kurutulup, 10 nm kalınlığında platin ile kaplandı (Q150R, Quorum Technologies, 

East Sussex, Birleşik Krallık) ve FESEM (Supra 55, Zeiss, Jena, Almanya) ile 

incelendi  (266) (Resim 25). 
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Resim 25. Dentin diskleri üzerindeki biyofilm oluşumu ve eliminasyonunun 

görüntülenmesinde kullanılan FESEM cihazı. 

3.4. Ġstatistiksel Değerlendirme 

Dentin disklerinde oluşturulan biyofilmlere antimikrobiyal ajan 

uygulanmadan önce ve uygulandıktan sonra elde edilen koloni sayıları log10 tabanına 

dönüştürüldükten sonra faktöriyel düzeyde varyans analizi (ANOVA) tekniği ile 

analiz edildi. Grup ortalamaları arasındaki farkların belirlenmesinde çoklu 

karşılaştırma yöntemlerinden Tukey testi kullanıldı (P< 0,05).  
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4. BULGULAR 

4.1. Antimikrobiyal Ajanların E. faecalis Üzerindeki Duyarlılıklarının 

Belirlenmesine Yönelik Bulgular 

4.1.1. Disk Diffüzyon Testine Ait Bulgular 

 E. faecalis (ATCC 29212) için disk diffüzyon testi ile elde edilen 

antimikrobiyal ajanlara ait inhibisyon zonlarının sıralaması Tablo 6’da 

gösterilmektedir. Setrimid’in etrafında 26 mm çapında inhibisyon alanı oluştuğu ve 

test edilen ajanlar içerisinde E. faecalis için en duyarlı ajan olduğu belirlenmiştir. G. 

glabra eksraktı ve NaOCl etrafında 9 mm çapında inhibisyon alanı oluşurken, negatif 

kontrol grubu etrafında inhibisyon oluşmadığı (Resim 26 ve 27). 

Tablo 6. E. faecalis (ATCC 29212) için disk diffüzyon testi ile elde edilen 

antimikrobiyal ajanlara ait inhibisyon zonlarının ölçüm değerleri. 

Antimikrobiyal Ajan İnhibisyon Zonu (mm) 

Setrimid (%2’lik) 26 

G. glabra ekstraktı (%2’lik)* 9 

NaOCl (%2’lik) 9 

Steril Salin (Kontrol) 6 

* G. glabra ekstraktı içerisindeki Glycyrrhizin oranına göre standardize edildi. 

4.1.2. Sıvı Mikrodilüsyon Testine Ait Bulgular 

E. faecalis (ATCC 29212) için sıvı mikrodilüsyon testi ile elde edilen 

antimikrobiyal ajanlara ait MİK ve MBK değerleri Tablo 7’da gösterilmektedir. 

Setrimid, G.glabra ekstraktı ve NaOCl solüsyonlarının MİK ve MBK değerleri 

sırasıyla %0,00195, %0,015; %0,062 , %0,25 ve %0,125, %0,5’tir.  
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Resim 26. Setrimid ve G. glabra ekstraktının E. faecalis üzerindeki duyarlılığının 

disk diffüzyon testi ile belirlenmesi. 

 

Resim 27. NaOCl ve steril salinin E. faecalis üzerindeki duyarlılığının disk 

diffüzyon testi ile belirlenmesi. 

 

G.glabra ekstraktı = 9 mm 

Setrimid = 26 mm 

Negatif Kontrol = 6 mm 

NaOCl = 9 mm 
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Tablo 7. Antimikrobiyal ajanların E. faecalis (ATCC 29212) için MİK ve 

MBK değerleri. 

Antimikrobiyal Ajan MİK (%) MBK (%) 

Setrimid  0,00195 0,015 

G. glabra ekstraktı  0,062 0,25 

NaOCl  0,125 0,5 

Steril Salin (Negatif Kontrol) Ø Ø 

Ø:Antimikrobiyal etkinlik belirlenemedi 

 

4.2. Antimikrobiyal Ajanların Etkinliğinin Biyofilm Modelleri Üzerinde 

Ġncelenmesine Yönelik Bulgular 

4.2.1. Biyofilm OluĢumuyla Ġlgili Bulgular 

Dentin diskleri üzerinde 24 saatlik inkübasyondan sonra oluşan biyofilmlerde 

ortalama 6,6±0,2 log10 CFU bakteri bulunduğu belirlenmiştir (Tablo 8 ve 9). 

Grupların başlangıç bakteri sayıları arasında istatistiksel olarak anlamlı fark 

bulunamamıştır (P>0,05).  

4.2.2. Biyofilm Eliminasyonuyla Ġlgili Bulgular 

Dentin diskleri üzerinde hayatta kalan bakteri ortalamaları 

karşılaştırıldığında, antimikrobiyal ajan ve uygulama süresine göre gruplar arasında 

anlamlı farklılık olduğu belirlenmiştir (P<0,01) (Tablo 8 ve 9) (Grafik 1 ve 2). 

Tablo 8. Farklı sürelerde antimikrobiyal ajan uygulandıktan sonra dentin 

diskleri üzerindeki ortalama bakteri sayısının değişimi (log10). 

 Antimikrobial Ajan ĠĢlem Öncesi 1 dakika 3 dakika 5 dakika 

Setrimid 6,7 ± 0,1
Aa 

5,4 ± 0,3
Cb

 4,2 ± 0,2
Cc

 3,2 ± 0,2
Cd

 

G. glabra ekstraktı 6,6 ± 0,3
Aa 

6,1 ± 0,1
Bb

 5,5 ± 0,2
Bc

 5,0 ± 0,1
Bd

 

NaOCl 6,6 ± 0,2
Aa 

5,4 ± 0,2
Cb

 4,0 ± 0,2
Dc

 2,6 ± 0,3
Dd

 

Steril salin 6,7 ± 0,2
Aa 

6,6 ± 0,2
Aa 

6,6 ± 0,2
Aa 

6,6 ± 0,2
Aa 

* Büyük harfler farklı uygulama sürelerinde antimirobiyaller arası farklılığı, küçük harfler ise her bir 

antimikrobiyalde uygulama süreleri arası farklılığı göstermektedir (p<0,05). 
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Tablo 9.  Antimikrobiyal ajan uygulaması öncesi dentin diskleri üzerindeki 

ortalama bakteri sayıları ve bu sayıların uygulama sonrası ortalama azalma miktarları 

(log10). 

Zaman 
Antimikrobiyal 

Ajan 
n 

Ortalama 

bakteri sayısı 

± SS 

Ortalama 

azalma miktarı 

NnG 

(%) 

0 Setrimid 12 6,7 ± 0,1
a
 - - 

G. glabra ekstraktı 12 6,6 ± 0,3
a 

- - 

NaOCl 12 6,6 ± 0,2
a 

- - 

Steril salin 12 6,6 ± 0,2
a 

- - 

1 

dakika 

Setrimid 12 5,4 ± 0,3
z 

1,3 0 (0) 

G. glabra ekstraktı 12 6,1 ± 0,1
y
 0,5 0 (0) 

NaOCl 12 5,4 ± 0,2
z
 1,2 0 (0) 

Steril salin 12 6,6 ± 0,2
ax 

0,1 0 (0) 

3 

dakika 

Setrimid 12 4,2 ± 0,2
γ 

2,5 0 (0) 

G. glabra ekstraktı 12 5,5 ± 0,2
β 

1,1 0 (0) 

NaOCl 12 4,0 ± 0,2
δ 

2,6 0 (0) 

Steril salin 12 6,6 ± 0,2
aα 

0,0 0 (0) 

5 

dakika 

Setrimid 12 3,2 ± 0,2
ν 

3,5 1 (8,3) 

G. glabra ekstraktı 12 5,0 ± 0,1
μ
 1,6 0 (0) 

NaOCl 12 2,6 ± 0,3
ξ
 4,0 3 (25) 

Steril salin 12 6,6 ± 0,2
aλ

 0,0 0 (0) 
n, her gruptaki örnek sayısı; SS, standart sapma; NnG, üreme görülmeyen örnek sayısı. Üst karakter 

farklı simgeler gruplar arasındaki farklılığı belirtmektedir (P<0.05) 

Negatif kontrol grubunun 1, 3 ve 5 dakika uygulanmasının biyofilmler 

üzerinde herhangi bir etkisinin olmadığı belirlenmiştir (P<0,05). Antimikrobiyal 

ajanların 1 dakika sonundaki etkinlikleri karşılaştırıldığında setrimid ve NaOCl 

arasında anlamlı fark bulunamazken (P>0,05), 3 ve 5 dakika sonunda NaOCl’nin en 

etkili ajan olduğu belirlenmiştir (P<0,05).  

NaOCl’nin 5 dk. uygulanması ortalama 4 log10 CFU eliminasyon sağlamıştır 

(P<0,001). NaOCl’nin 1 ve 3 dk. uygulanması hiçbir örnekte biyofilm eradikasyonu 

sağlayamazken, 5 dk. sonunda 12 örnekten 3’ünde (% 25) eradikasyon görülmüştür. 

Setrimid solüsyonunun 5 dk. uygulanması ortalama 3,5 log10 CFU 

eliminasyon sağlarken (P<0,001), bu grupta yalnızca 1 örnekte  (%8,3) biyofilm 

eradikasyonu görülmüştür. 

G. glabra ekstraktı tüm uygulama sürelerinde negatif kontrol grubuna göre 

daha etkili biyofilm eliminasyonu sağlarken (P<0,05), 5 dk. sonunda ancak 1,6 log10 
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bakteriyel redüksiyon oluşturmuştur (P<0,05) ve hiçbir örnekte eradikasyon 

oluşturamamıştır. 

 

Grafik 1. Farklı antimikrobiyal ajan uygulamasını takiben biyofilm eliminasyonunun 

(log10) uygulama süresine göre değişiminin sütun grafiği ile gösterilmesi. 

 

Grafik 2. Farklı antimikrobiyal ajan uygulamasını takiben biyofilm eliminasyonunun 

(log10) uygulama süresine göre değişiminin çizgi grafiği ile gösterilmesi 
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4.2.3. Biyofilm OluĢumu ve Eliminasyonunun FESEM ile 

Görüntülenmesine ĠliĢkin Bulgular 

Tüm gruplarda FESEM görüntüleri ile biyofilm oluşumu doğrulanmıştır. 

FESEM görüntülerinde dentin disklerinin yüzeyini kaplayan yoğun bakteri 

toplulukları ve bu bakterilerin dentin yüzeyine ve birbirlerine bağlanmasını sağlayan 

ekstraselüler matriks oluşumu görülmüştür (Resim 28). Resim 29-37’de 

Antimikrobiyal ajanların zamana bağlı olarak biyofilm tabakasını üzerine etkileri 

görülmektedir. 

 

Resim 28. Dentin diskleri üzerinde oluşturulan E. faecalis biyofilminin FESEM ile 

2000 ve 10000 büyütme altında incelenmesi. Biyofilm tabakasının homojen dağılım 

gösterdiği ve bakterilerin birbirine ve dentine tutunmasını sağlayan ekstraselüler 

matriks içerisinde gömülü olduğu görülmektedir. 
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Resim 29. Setrimid solüsyonun 1 dakika uygulanmasının oluşturduğu biyofilm 

eliminasyonunun FESEM ile 2000 ve 10000 büyütme altında görüntülenmesi. Dentin 

tübülleri çevresinde ekstraselüler matrisin bir kısmının parçalanmış olduğu, ancak 

bakterilerin tamamen elimine edilemediği belirlenmiştir. 
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Resim 30. Setrimid solüsyonun 3 dakika uygulanmasının oluşturduğu biyofilm 

eliminasyonunun FESEM ile 2000 ve 10000 büyütme altında görüntülenmesi. Dentin 

tübülleri çevresinde ekstraselüler matrisin büyük oranda parçalanmış olduğu, ancak 

bakterilerin tamamen elimine edilemediği belirlenmiştir. 
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Resim 31. Setrimid solüsyonun 5 dakika uygulanmasının oluşturduğu biyofilm 

eliminasyonunun FESEM ile 2000 ve 10000 büyütme altında görüntülenmesi. 

Ekstraselüler matris ve bakterilerin büyük oranda elimine edildiği belirlenmiştir. 
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Resim 32. G. glabra ekstraktının 1 dakika uygulanmasının oluşturduğu biyofilm 

eliminasyonunun FESEM ile 2000 ve 10000 büyütme altında görüntülenmesi. 

Ekstraselüler matrisin bütünlüğünü koruduğu belirlenmiştir. 
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Resim 33. G. glabra ekstraktının 3 dakika uygulanmasının oluşturduğu biyofilm 

eliminasyonunun FESEM ile 2000 ve 10000 büyütme altında görüntülenmesi. 

 



75 

 

Resim 34. G. glabra ekstraktının 5 dakika uygulanmasının oluşturduğu biyofilm 

eliminasyonunun FESEM ile 2000 ve 10000 büyütme altında görüntülenmesi. 

Ekstraselüler matris ve bakterilerin sınırlı düzeyde elimine edilebildiği belirlenmiştir. 
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Resim 35. NaOCl solüsyonunun 1 dakika uygulanmasının oluşturduğu biyofilm 

eliminasyonunun FESEM ile 2000 ve 10000 büyütme altında görüntülenmesi. 

Ekstraselüler matris ve bakterilerin sınırlı düzeyde elimine edilebildiği belirlenmiştir. 
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Resim 36. NaOCl solüsyonunun 3 dakika uygulanmasının oluşturduğu biyofilm 

eliminasyonunun FESEM ile 2000 ve 10000 büyütme altında görüntülenmesi. 

Ekstraselüler matris ve bakterilerin büyük oranda elimine edildiği belirlenmiştir. 
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Resim 37. NaOCl solüsyonunun 5 dakika uygulanmasının oluşturduğu biyofilm 

eliminasyonunun FESEM ile 2000 ve 10000 büyütme altında görüntülenmesi. 

Ekstraselüler matrisin tamamen elimine olduğu, ancak bir miktar bakterinin 

canlılığını koruduğu belirlenmiştir. 
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5. TARTIġMA 

Biyofilm oluşumu, mikroorganizmaların kolonizasyonu ve konakta 

canlılıklarını sürdürebilmeleri adına oldukça önemli bir virülans faktördür (100, 

129). Biyofilm içerisinde bulunmanın mikroorganizmalara kazandırdığı en önemli 

avantaj, planktonik türdeşlerine oranla dış etkenlere karşı daha korunaklı ve daha 

dirençli hale gelmeleridir (100, 129). Sekonder/inatçı endodontik enfeksiyonlu 

dişlerin incelendiği çalışmalarda, mikroorganizmaların biyofilm oluşturarak tedavi 

prosedürlerine direnç gösterdiği belirlenmiş (4-6, 143, 151, 152) ve ideal bir 

irrigasyon ajanının biyofilmler üzerinde de antimikrobiyal etkinliğe sahip olması 

gerektiği bildirilmiştir (178-180, 230).  

Çalışmada kullanılan mikroorganizmanın seçimi 

E. faecalis başarısız kanal tedavileri ile ilişkilendirilmiş dirençli bir bakteridir 

ve tek başına enfeksiyona neden olabilecek düzeyde virülansa sahiptir (3, 91-93). 

Kök kanal duvarlarına bağlanabilmesi ve kolonize olup biyofilm oluşturabilmesi 

sayesinde olumsuz çevresel koşullara rağmen hayatta kalabilir (3, 73). Aynı 

zamanda, konak hücrelerine bağlanabilir ve konak savunmasını etkisizleştirebilir (3, 

73). Sekonder/inatçı enfeksiyonlarda E. faecalis’in kök kanalından %90’a varan bir 

oranda izole edildiği bildirilmiştir (46-62). Antimikrobiyal ajanların etkinliklerinin 

değerlendirildiği çalışmalarda, dirençli olduğu kanıtlanmış mikroorganizmalarla 

çalışmak, elde edilen bulguların diğer pek çok mikroorganizma için de geçerli olması 

bakımından tercih nedeni olmaktadır. Bu nedenle E. faecalis ATCC 29212 suşu 

seçilmiştir. 

Antimikrobiyal ajanların etkinliğinin değerlendirildiği çalışmalarda, klinik 

koşulları daha iyi yansıttığı düşünülerek sekonder/inatçı enfeksiyonlu dişlerden izole 

edilmiş suşlar kullanılabilmektedir  (187, 205, 234, 241, 255). Ancak klinik 

izolatların çevresel faktörlere bağlı olarak zamanla genetik değişimlere uğraması 

sonucu, sahip oldukları bazı genler aktifleşirken, bazı genler işlevini yitirir. Bu 

nedenle normalde biyofilm oluşturabilen bir bakteri zamanla bu özelliğini 

kaybedebilir (267, 268). Baldassarri ve ark. (268) klinik enfeksiyonlardan izole 

ettikleri E. faecalis suşlarının %80 oranında biyofilm oluşturabildiğini 

belirtmişlerdir. Toledo-Arana ve ark. (75) bu oranın %87 olduğunu belirtirken, 
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Mohammed ve ark. (269) %93 olduğunu belirlemiş, Dworniczek ve ark. (270) ise 

elde ettikleri E. faecalis klinik izolatlarının %59 oranında biyofilm oluşturabildiğini 

bildirmişlerdir. E. faecalis’in sahip olduğu fsr, GelE, esp, epa, atn gibi genlerin 

biyofilm oluşumu ile ilişkili olduğu belirtilmiştir (3, 267). Toledo-Arana ve ark. (75) 

E. faecalis’in klinik izolatlarının biyofilm oluşturmasından sorumlu genleri 

inceledikleri bir çalışmada, esp-pozitif izolatların %93,5 oranında biyofilm 

oluşturabildiğini, bununla birlikte esp-negatif izolatların biyofilm oluşturamadığını 

belirtmişlerdir. Aynı araştırmacılar, iki farklı mutant E. faecalis izolatının esp 

geninin inaktive edilmesiyle biyofilm oluşumunun zarar gördüğünü 

belirtmişlerdir  (75). Jelatinaz (gelE) ve serin proteaz (sprE) da E. faecalis’in 

biyofilm oluşturmasından sorumlu tutulan enzimlerdir. GelE ve SprE hücrenin 

otolizini düzenleyerek eDNA salımını uyarmaktadır (271, 272). Özellikle esp-negatif 

izolatların biyofilm oluşturabilmesinde GelE enziminin büyük rol oynadığı 

belirtilmiştir (273, 274).  fsr geninin jelatinaz enziminin salımını uyararak, durağan 

fazdaki E. faecalis hücrelerinin biyofilm oluşturmasını uyardığı belirtilmiştir  (269, 

274). atn geninin E. faecalis hücrelerini otolize uğratarak biyofilm oluşumunun 

erken dönemlerinde, ekstraselüler matris oluşumu için ihtiyaç duyulan ekstraselüler 

DNA’nın ortama salınmasını sağladığı bildirilmiştir (118, 119). Wang ve ark. (272) 

kök kanal tedavisi yenilenen dişlerdeki E. faecalis prevalansını belirlemek amacıyla 

yaptıkları çalışmada, 135 dişin 53’ünde (%39,26)  E. faecalis izole edildiğini, bu 53 

dişin 40’ından (%75,5) izole edilen suşların biyofilm oluşturabildiğini, biyofilm 

oluşturan suşların %88,68’inde GelE salımının artmış olduğunu belirtmişlerdir. 

Görüldüğü gibi, sahip olduğu genler E. faecalis’in biyofilm oluşturabilmesini 

doğrudan etkilemektedir. Biyofilm çalışmalarında genetik özellikleri tam olarak 

bilinmeyen klinik izolatların kullanılması ve standart suşlar kullanılması arasında 

farklı sonuçlar elde edilebilir ve diğer çalışmalar ile kıyaslamak zorlaşır. Bu nedenle 

çalışmamızda sekonder/inatçı enfeksiyonlardan izole edilen bir suş yerine genetik 

özellikleri bilinen, biyofilm oluşturabilen ve birçok çalışmada kullanılmış olan 

ATCC 29212 suşu tercih edilmiştir (160, 226, 227, 229, 258, 275). 

Antimikrobiyal ajanların etkinliğinin değerlendirildiği çalışmalarda klinik 

izolatların kullanılmasının neden olduğu bir diğer dezavantaj da klinik izolatların 

aynı antimikrobiyal ajan için farklı duyarlılıklara sahip olabilmeleridir. E. faecalis, 
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farklı çevresel koşullarda hayatta kalabilme yeteneğine sahip bir bakteridir (3, 73). 

Farklı ekolojik nişlerden izole edilen E. faecalis suşlarının fenotip ve genotipi 

birbirinden farklı olabileceği gibi, prevalansları da birbirinden farklı olabilir ve bu 

durum E. faecalis’in antimikrobiyal ajanlara duyarlılığını etkileyebilir (276, 277). 

Zhu ve ark.  (276), üç farklı hastanın oral kaviteleri ve kök kanallarından izole edilen 

E. faecalis izolatlarının fenotipleri arasında fark olmadığını, ancak oral kavitelerden 

izole edilen suşların kök kanallarından izole edilen suşlara oranla daha yüksek 

gentamisin direncine sahip olduğunu belirtmişler ve bu durumu oral kavitenin kök 

kanalına oranla daha çok sayıda türü barındırması ve bu türler arasındaki virülans 

özelliklerinin paylaşılmasına bağlamışlardır. Tong ve ark. (277) altı farklı hastanın 

anterior ve molar dişlerinden izole edilen 10 farklı E. faecalis suşunun 

antimikrobiyal duyarlılıklarını karşılartırmışlar, aynı hastanın anterior ve molar 

dişlerinden elde edilen izolatların antimikrobiyal duyarlılıkları arasında fark 

olmadığını ancak farklı hastalardan elde edilen izolatların antimikrobiyal 

duyarlılıkları arasında anlamlı fark olduğunu belirtmişlerdir.  

Birçok in vitro çalışmada, endodontik enfeksiyonların polimikrobiyal 

enfeksiyonlar olduğu göz önünde bulundurularak antimikrobiyal ajanların etkinliği 

birden çok tür içeren biyofilmler üzerinde değerlendirilmiş-tir  (8, 161, 162, 167, 

171, 242, 245, 246). Ancak, primer enfeksiyonlarda bulunan birçok patojenin aksine, 

E. faecalis diğer bakterilerle simbiyotik bir ilişkiye gereksinim duymadan tek başına 

enfeksiyon oluşturabilecek kapasitededir (47, 73) ve sekonder/inatçı enfeksiyona 

sahip dişlerden tek başına izole edilebilmektedir (3, 276). Bu nedenle çalışmamızda 

antimikrobiyal ajanların etkinliği sadece E. faecalis’in oluşturduğu biyofilmler 

üzerinde değerlendirilmiştir. 

Antimikrobiyal etkinliğin değerlendirilmesinde kullanılan yöntemlerin seçimi 

Bu çalışmada test edilen ajanların E. faecalis üzerindeki antimikrobiyal 

etkileri disk difüzyon, sıvı mikrodilüsyon ve biyofilm duyarlılık testleri kullanılarak 

değerlendirilmiştir. NaOCl, uzun yıllardır endodontik tedavide %0,5-6 

konsantrasyon aralığında standart kök kanal yıkama solüsyonu olarak 

kullanılmaktadır (178, 183). Ancak çalışmamızda incelenen diğer ajanlar; setrimid ve 

G. glabra ekstraktının klinikte kullanılan konsantrasyon aralığının belirlenmesine 
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yönelik yeterli çalışma bulunmamaktadır. Bu nedenle, test edilen ajanların E. faecalis 

üzerindeki etkinliği konusunda ön değerlendirme yapmak için öncelikle disk 

diffüzyon testi uygulanmıştır. Daha sonra sıvı mikrodilüsyon testi ile planktonik 

formdaki E. faecalis hücreleri için test edilen ajanların MBK değerleri belirlenmiştir.  

Son olarak, biyofilm duyarlılık testi ile dentin disklerinde oluşturulan E. faecalis 

biyofilmleri üzerinde ajanların eliminasyon düzeyleri karşılaştırılmıştır.  

Disk diffüzyon testi uygulaması kolay ve standardize edilmiş bir yöntemdir. 

Ancak, antimikrobiyal ajanların test edilen mikroorganizma üzerindeki duyarlılığını 

kalitatif verilerle ortaya koymaktadır (261, 278). Bu testin sonucuna göre 

antimikrobiyal ajanların çalışılan mikroorganizma üzerinde duyarlı, yarı duyarlı veya 

dirençli olduğu belirlenebilir, ancak MİK veya MBK gibi kantitatif bir değer 

belirlenemez (261, 278). Yavaş üreyen mikroorganizmaların duyarlılıklarının 

araştırılması için uygun bir yöntem olmaması da bu testin bir diğer 

dezavantajıdır (260, 278). Sıvı mikrodilüsyon testi ise duyarlılık durumu araştırılan 

mikroorganizmalara karşı antimikrobiyallerin MİK ve MBK değerini saptamak 

amacıyla sıklıkla kullanılan bir yöntemdir. Küçük hacimlerde çalışılması ve pratik 

bir yöntem olmasının yanı sıra kantitatif veriler ortaya koyması bu metodun 

avantajlarıdır  (260,278).  

Kullanılan biyofilm modelinin değerlendirilmesi 

Endodontik çalışmalarda kullanılmış olan biyofilm modelleri arasında bir 

standardizasyon yoktur. Bu çalışmalarda substrat olarak kullanılan yüzeyin tipi, 

tercih edilen suşun türü ve tipi, kullanılan besi yeri ve inkübasyon süresi 

standardizasyonu etkileyen faktörlerdir. Çalışmamızda kullanılan yöntem, Calgary 

biyofilm modelinin bir modifikasyonudur. Bu modelde standart boyuttaki polistiren 

yüzeyler üzerinde biyofilm oluşturulmaktadır (265). Standart biyofilmler oluşması ve 

tekrarlanabilirlik bu modelin en büyük avantajları, dentin yerine pürüzsüz yüzeyler 

üzerinde biyofilm oluşumu ise önemli bir dezavantajıdır. Çünkü bakteriler sahip 

oldukları yüzey adezinlerini kullanarak dentin yapısında bulunan kollajene 

bağlanabilirler ve bu bağlantı biyofilm oluşumuna katkıda bulunur  (79, 279, 280). 

Çalışmada kullanılan E. faecalis’in sahip olduğu esp ve ace genleri ile jelatinaz ve 

serin proteaz gibi enzimler sayesinde dentinin yapısında bulunan tip I kollajene 
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bağlanabildiği ve bu bağlantının biyofilm oluşumunu olumlu yönde etkilediği 

belirtilmiştir (75, 281). Ancak aynı etki polistiren, seramik veya cam yüzeyler 

kullanıldığında sağlanamayabilir. Ayrıca biyofilm oluşumu için kullanılan yüzey 

tipinin antimikrobiyal ajanların test edilen mikroorganizma üzerideki duyarlılığını 

etkilediği bildirilmiştir (218, 282, 283). Haapasalo ve ark. (283), kalsiyum hidroksit 

çözeltisi, %1’lik NaOCl, %0,5 ve 0,05’lik klorheksidin asetat ve iyodin potasyum 

iyodidin E. faecalis üzerindeki duyarlılığını inceledikleri çalışmada, antimikrobiyal 

ajanlara dentin tozu ilave edilmesi durumunda bütün ajanların antimikrobiyal 

etkilerinin zayıfladığını, kalsiyum hidroksitin antimikrobiyal etkisinin tamamen 

ortadan kalktığını belirtmişlerdir. Portenier ve ark. (218), E. faecalis’in dentin ve 

sığır serum albümini varlığı veya yokluğunda klorheksidine duyarlılığını 

inceledikleri çalışmada, hem dentin hem de sığır serum albümini varlığında 

klorheksidinin antimikrobiyal etkinliğinin anlamlı düzeyde azaldığını bildirmişlerdir. 

Bu nedenle çalışmamızda biyofilm oluşumunda in vivo koşullardaki bakteri-yüzey 

ilişkisinin sağlanabilmesi ve antimikrobiyal ajanların E. faecalis biyofilmleri 

üzerindeki etkinliğin klinik koşullara daha uygun bir ortamda değerlendirilebilmesi 

için Calgary biyofilm modelinde kullanılan polistiren yüzeyler yerine çekilmiş insan 

dişlerinden elde edilen dentin diskleri kullanılmıştır. 

Çekilmiş insan dişlerinin kullanıldığı in vitro ve ex vivo çalışmalarda 

karşılaşılan en büyük sorunlardan biri örneklerin standardizasyonunun 

sağlanamamasıdır. Dişlerin fizyolojik yaşı, anatomik varyasyonlar, diş çekimi 

sonrası örnek hazırlanana kadar geçen süre ve örneklerin bu süreçte saklandığı 

koşullar standardizasyonu etkileyen faktörlerdir. Artan fizyolojik yaşla birlikte, 

dentinin mineral içeriğindeki artışa bağlı olarak dentin tübüllerinin daralmaya 

başladığı ve zamanla tıkandığı bilinmektedir  (30). Bu nedenle çalışmamızda oklüzal 

strese maruz kalmamış, fizyolojik olarak genç, gömülü 20 yaş dişleri kullanılmıştır. 

Dişlerin koronal kısımlarından elde edilen 2 mm kalınlığındaki horizontal 

kesitlerden, özel bir frez yardımıyla 6 mm çapında dentin diskleri oluşturulmuş, 

dijital kumpas kullanılarak bu boyutlar teyit edilmiştir. 

 Bu çalışmada biyofilm oluşumunda dentin disklerinin kullanılmış olmasının 

neden olduğu en önemli kısıtlamalardan biri kullanılan antimikrobiyal ajanların 

dentin diskleri üzerinde oluşturulan biyofilme doğrudan temas etmesidir. In vivo 
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koşullarda kök kanallarındaki anatomik varyasyonlar, apikal dallanmalar, yan 

kanallar ve kök kanalının apikale doğru daralan anatomik yapıya sahip olması 

nedeniyle antimikrobiyal ajanları apikal bölgeye ulaştırmak mümkün 

olmayabilir  (178, 191). Bu açıdan, çalışmamız bu noktada in vivo koşulları tam 

olarak taklit edememiştir. 

Bu çalışmada kullanılan biyofilm düzeneğinin sterilzasyonunda etilen oksit 

gazı kullanılmıştır. Biyofilm modelinin bir parçası olan polistiren mikrotitrasyon 

plaklarının otoklav ile sterilizasyondan zarar göreceği düşünülerek etilen oksit gazı 

tercih edilmiştir. Etilen oksit gazının tercih edilmesinin bir başka nedeni de otoklav 

ile sterilizasyonun dentinin mineral içeriğini ve kollajenin yapısını değiştirerek 

mikroorganizmaların dentine adezyonunu olumsuz etkilemesidir  (284). 

Chivatxaranukul ve ark. (285), otoklav ile steril edilen dişlerde gama ışınları ile steril 

edilenlere oranla daha az bakteriyel adezyon gerçekleştiğini belirtmişlerdir. White ve 

ark. (284), çeşitli sterilizasyon yöntemleri uygulanmış dentin yüzeylerini Fourier 

Dönüşümlü Kızılötesi Spektroskopisi (FTIR) ile inceledikleri çalışmada etilen oksit 

sterilizasyonunun dentin yapısındaki fosfat oranını azalttığını belirtmişlerdir. Öte 

yandan, Thomas ve ark. (286), etilen oksit sterilizasyonunun mine ve dentin 

örnekleri üzerindeki demineralize edici etkilerini Transversal Mikroradyografi 

(TMR) yöntemi ile inceledikleri çalışmada bu yöntemin istatistiksel olarak önemsiz 

düzeyde demineralizasyona neden olduğunu bildirmişlerdir. Bununla birlikte, dentin 

örneklerinin etilen oksit ile sterilize edildiği birçok çalışmada mikroorganizmaların 

dentine bağlanabildiği belirtilmiştir (287-290).  

Antimikrobiyal ajanların uygulandıkları örneklerde yüksek dozda atık halde 

bulunmaları ve antimikrobiyal etkinliklerini uygulandıktan sonra da sürdürmelerine 

rezidüel etki denilmektedir. Setrimidin rezidüel etkiye sahip olduğu bilinmesine 

rağmen (227, 229), klinik koşulları daha iyi yansıtabilmek için çalışmamızda test 

edilen antimikrobiyal ajanların rezidüel etkilerini ortadan kaldırmak amacıyla 

herhangi bir inaktivasyon ajanı kullanılmamıştır. Arias-Moliz ve ark. (226) NaOCl 

için önerilen %0,6’lık sodyum tiyosülfat ve CHX için önerilen %3’lük Tween 80 

veya %0,3’lük lösitin gibi inaktivasyon ajanlarının kullanılması durumunda ilave 

antimikrobiyal etki oluşabileceğini ve çalışmanın sonuçlarının yanıltıcı olabileceğini 

belirtmişlerdir. Ayrıca literatürde setrimid ve G. glabra ekstraktını etkisizleştirmek 
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için hangi inaktivasyon ajanının kullanılması gerektiğine dair bir sonuç 

bulunamamıştır. Bu nedenlerle, çalışmamızda dentin disklerinde oluşturulan 

biyofilmler antimikrobiyal ajanlara maruz bırakıldıktan sonra yalnızca %0,9’luk 

steril salin ile yıkama yapılmıştır. 

Endodontik çalışmalar incelendiğinde, biyofilm oluşumu için tercih edilen 

inkübasyon süresinin 24 saatten 10 haftaya kadar değişebildiği belirlen-miştir (8, 9, 

141, 156, 159, 161, 163, 166, 167, 171, 187, 226, 239, 240, 243, 291). Kristich ve 

ark.  (292), E. faecalis’in biyofilm oluşumunda ilk 6-8 saat içerisinde hücresel 

doygunluğa ulaştığını ve daha sonra biyofilm içerisindeki hücre sayısında anlamlı bir 

değişim olmadığını belirtmişlerdir. Meire ve ark.  (175) ise, dentin diskleri üzerinde 

oluşturdukları 24, 48 ve 72 saatlik E. faecalis biyofilmlerinin hücre sayıları arasında 

anlamlı bir farklılık olmadığını bildirmişlerdir. Bununla birlikte, Wang ve ark.  (187) 

farklı gelişim safhasındaki bakterilerin farklı duyarlılığa sahip olduğunu belirterek, 3 

haftalık olgun biyofilmlerin 24 saatlik genç biyofilmlere kıyasla antimikrobiyal 

ajanlara daha fazla direnç gösterdiğini bildirmişlerdir. Stojicic ve ark.  (291) ise 1, 2, 

3, 4 ve 8 haftalık biyofilmler üzerinde çeşitli antimikrobiyal ajanların etkinliğini 

karşılaştırdıkları çalışmada, 1 ve 2 haftalık biyofilmlerin antimikrobiyal ajanlara 

daha duyarlı olduğunu, 3 haftalık ve daha olgun biyofilmlerin ise 1 ve 2 haftalık 

biyofilmlere göre istatistiksel olarak anlamlı düzeyde antimikrobiyal ajanlara daha 

fazla direnç gösterdiğini belirtmişlerdir. Bu durumda, ekstraselüler polimerik matris 

miktarının artışı ile birlikte antibakteriyel ajanların biyofilm içerisine daha az penetre 

olması sonucu olgun biyofilmlerin genç biyofilmlere oranla antimikrobiyal ajanlara 

daha fazla direnç gösterdiği düşünülebilir. Stewart  (293), antimikrobiyal ajanların 

biyofilm içerisine difüzyonunu etkileyen faktörleri incelediği çalışmada, bu 

faktörleri; antimikrobiyal ajanın difüzyon katsayısı, yığın sıvısının antibiyotik 

konsantrasyonu, soğurma oranı kinetik katsayısı, biyofilm kalınlığı, biyofilm 

içerisindeki ekstraselüler matriks hacmi, biyofilm içerisindeki başlangıç hücre 

yoğunluğu olarak tanımlamış ve formülize etmiştir. In vivo koşullarda oluşan 

biyofilmlerin olgun biyofilmler olduğu düşünüldüğünde in vitro çalışmalarda 

inkübasyon süresinin uzatılması klinik koşulları daha iyi yansıtacaktır. Bu açıdan 

bakıldığında çalışmamız in vivo koşulları tam olarak taklit edememiştir. 
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 Biyofilm oluşumu ve eliminasyonunun değerlendirilmesi 

Çalışmamızda biyofilm oluşumu ve eliminasyonu yayma kültürel sayım 

yöntemi ile kantitatif olarak değerlendirilirken FESEM ile kalitatif 

değerlendirilmiştir. Yayma kültürel sayım yöntemi ile sayımı yapılacak bakteriyel 

süspansiyondan alınan temsili örnekler katı besi yerine ekilerek koloni gelişimi 

gözlenir ve sayım yapılır  (294). Bakterinin üreyebileceği uygun besi yerinin tercih 

edilmesi ve süspansiyonun sayım yapılabilecek düzeyde seyreltilmesi gerekmektedir. 

Uygulaması zordur, zaman alıcı bir yöntemdir ve yayma işlemi sırasında 

kontaminasyon riski vardır. Buna rağmen gıda mikrobiyolojisi alanında en çok tercih 

edilen sayım yöntemidir (294).  

Gelişimi için uygun olmayan çevresel koşullarda E. faecalis’in, canlı ancak 

kültürize edilemeyen (VBNC) faza geçiş yapabildiği gösterilmiştir (91, 295). VBNC 

fazındaki bakteriler kültürize edilemedikleri için negatif bulgulara sebep 

olabilirler (296, 297). Bu kısıtlamadan dolayı çalışmamızda kültürel sayım 

yöntemine ek olarak FESEM görüntüleri ile biyofilm oluşumu ve eliminasyonu 

desteklenmiştir. 

Elektron mikroskopisi biyofilmlerin görüntülenmesinde sıklıkla tercih edilen 

bir yöntemdir (160, 168, 175, 227, 298). Elektron mikroskopisinin en önemli 

dezavantajı, biyofilmlerin iskeletini oluşturan ekstraselüler polimerik matriksin %70-

90 oranında su içeriyor olması nedeniyle fiksasyon ve dehidratasyon aşamalarında 

örneğin 3 boyutlu yapısının zarar görmesi ve örneğin ancak 2 boyutlu topografik 

analizinin yapılabiliyor olmasıdır (136, 146). Bu kısıtlamadan ötürü, son zamanlarda 

mikrobiyal örneklerin incelenmesinde CLSM kullanılması önerilmektedir (299). 

CLSM ile hem biyofilmlerin 3 boyutlu görüntüleri elde edilebilmekte hem de 

floresan boyaları yardımı ile biyofilm içerisindeki canlı veya ölü hücrelerin kantitatif 

değerlendirilmesi yapılabilmektedir (133, 136). CLSM’nin bir diğer avantajı da 

VBNC fazındaki bakterilerin görüntülenebiliyor oluşudur (256). Ancak ışık 

mikroskopisindeki kısıtlamalara bağlı olarak, CLSM ile biyofilmleri oluşturan matris 

ve hücrelerin yapısal özellikleri detaylı olarak incelenememektedir (136).   
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Elde edilen bulguların diğer çalışmaların bulguları ile karşılaştırılması 

Disk diffüzyon testinde elde edilen bulgulara göre, E. faecalis’in diğer 

ajanlara göre setrimid solüsyonuna daha duyarlı olduğu belirlenmiştir. Bu durum 

setrimid solüsyonunun yüksek antimikrobiyal etkinliğinin yanı sıra, diğer ajanlara 

göre daha düşük yüzey gerilimine sahip olması nedeniyle agar plakları üzerinde daha 

geniş alana yayılım göstermesi ile ilişkili olabilir. E. faecalis’in antimikrobiyal 

etkinliği kanıtlanmış olan NaOCl solüsyonuna orta düzeyde duyarlılık göstermesi ise 

OCl
-
 iyonlarının agar ile etkileşime girmesinden kaynaklanmış olabilir. 

Bu çalışmada, dentin diskleri üzerinde oluşturulan biyofilmlerin başlangıç 

mikroorganzima sayıları değerlendirildiğinde gruplar arası fark bulunamamıştır (P > 

0,05). Bu durum standart biyofilmler oluştuğunun bir kanıtıdır ve deneyin 

tekrarlanabilirliğini göstermektedir. Antimikrobiyal ajan uygulandıktan sonra dentin 

diskleri üzerinde hayatta kalan bakteri sayısının ise, antimikrobiyal ajanın tipine ve 

uygulama süresine bağlı olarak değişiklik gösterdiği belirlenmiştir (P < 0,01).  

Antimikrobiyal ajanların MBK’da 1 dakika uygulanması sonucu setrimid ve 

NaOCl grupları arasında biyofilm eliminasyonu yönünden anlamlı fark 

bulunamazken (P > 0,05), bu iki ajanın G. glabra ekstraktına göre biyofilm 

eliminasyonunda daha başarılı olduğu belirlenmiştir (P < 0,05). Antimikrobiyal 

ajanların 3 ve 5 dakika uygulamaları sonucu oluşan biyofilm eliminasyonu 

sıralamasının ise NaOCl > setrimid > G. glabra ekstraktı olduğu belirlenmiştir. (P < 

0,05). NaOCl biyofilmler üzerindeki antimikrobiyal etkinliği bilinen bir ajandır. 

Meire ve ark. (175) dentin disklerinde 24 saatlik inkübasyon sonucu oluşturulmuş E. 

faecalis biyofilmlerini eradike edebilmek için %2,5’lik NaOCl’nin 5 dk. ve daha 

uzun sürelerde uygulanması gerektiğini, %0,5’lik konsantrasyon kullanıldığında ise 

eradikasyon için en az 30 dk. NaOCl uygulanması gerektiğini bildirmişlerdir. 

Çalışmamızda ise, %0,5’lik NaOCl’nin 5 dk. uygulanması sonucu, dentin disklerinde 

oluşturulan E. faecalis biyofilmleri üzerinde yaklaşık 4 log10 eliminasyon sağlandığı 

ve bunun son derece önemli olduğu (P < 0,001), 12 örneğin 3’ünde (%25) ise 

eradikasyon oluştuğu belirlenmiştir. Hope ve ark. (300) membran filtre modellerinde 

oluşturdukları E. faecalis biyofilmleri üzerinde çeşitli konsantrasyonlardaki 

NaOCl’nin etkinliğini değerlendirdikleri çalışmada, çalışmamızın bulgularına benzer 
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şekilde %0,5’lik NaOCl’nin 5 dakika uygulanmasının yaklaşık 4 log10 eliminasyon 

oluşturduğunu ve eradikasyon için %1’lik NaOCl’nin 5 dakika uygulanması 

gerektiğini belirtmişlerdir.  

Arias-Moliz ve ark.  (160) %0,00625’lik NaOCl’nin 1 dakikalık temas 

sonunda, polistiren yüzeylerde oluşturulmuş 24 saatlik E. faecalis biyofilmlerini 

tamamen elimine ettiğini bildirmişlerdir. Çalışmamızda ise daha yüksek bir 

konsantrasyonda (%0,5) NaOCl kullanılmış olmasına rağmen 1 dakikalık uygulama 

sonunda hiçbir örnekte eradikasyon sağlanamadığı, 5 dakika sonunda ise 12 örneğin 

yalnızca 3’ünde eradikasyon oluştuğu belirlenmiştir. Bu iki çalışmanın bulgularının 

örtüşmemesinin nedeni, biyofilm oluşumunda kullanılan yüzeylerin farklılığından 

kaynaklanmaktadır. Çalışmamızda klinik koşulların daha iyi yansıtılması için 

biyofilm oluşturulacak yüzey olarak antimikrobiyal ajanların etkinliği azalttığı 

bilinen dentin diskleri tercih edilmiştir (218, 282, 283). 

Bu çalışmada, setrimid solüsyonunun E. faecalis için MBK değeri %0,015 

olarak belirlenmiş ve dentin disklerinde oluşturulan biyofilmlere %0,015’lik 

setrimidin 5 dakika uygulanması sonucu yalnızca 1 örnekte (%8,3) biyofilm 

eradikasyonu görülmüştür. Ancak ortalama 3,5 log10 biyofilm eliminasyonu 

sağlanması ve bunun istatistiksel olarak anlamlı düzeyde olması (P<0,001) dikkat 

çekicidir.  

Baca ve ark. (227) %0,2’lik setrimid solüsyonunun 1 dakikalık 

uygulanmasının, %2,5’lik NaOCl ile benzer etki göstererek, dentin blokları 

üzerindeki 3 haftalık E. faecalis biyofilmlerini eradike ettiğini belirtmişlerdir. Wang 

ve ark.  (228) dentin örnekleri üzerinde E. faecalis klinik izolatı (VP3-181)  

kullanarak oluşturdukları 24 saatlik biyofilmler üzerinde, %0,1’lik setrimid, %2’lik 

NaOCl ve %2’lik CHX’in 1 dakika uygulanması arasında eliminasyon açısından fark 

olmadığını belirtmişlerdir. Çalışmamızda elde edilen sonuçlarda da 1 dakikalık 

uygulama sonunda setrimid ile NaOCl solüsyonlarının antimikrobiyal etkinlikleri 

arasında anlamlı bir fark bulunamamıştır. Bu durum, Baca ve ark. (227) ile Wang ve 

ark. (228)’ın sonuçlarını destekler niteliktedir. Ancak, çalışmamızda bu 

çalışmalardan farklı olarak 1 dakikalık uygulama sonunda setrimid solüsyonu 

biyofilm eradikasyonu sağlayamamıştır. Bu farklılık, kullanıdığımız setrimid 
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konsantrasyonun Baca ve ark.  (227) ile Wang ve ark. (228)’ın kullandığı 

konsantrasyondan daha düşük olması ile ilişkilidir.  

Arias-Moliz ve ark.  (226)  polisitren yüzeylerde oluşturulmuş 24 saatlik E. 

faecalis biyofilmleri üzerinde %0,0312’lik setrimid solüsyonunun 1 dakika 

uygulanması sonucu eradikasyon oluştuğunu belirtmişlerdir. Çalışmamızın 

bulgularına göre %0,015’lik setrimidin 1 dakika uygulanması dentin disklerinde 

oluşturulan biyofilmlerin eradikasyonu için yeterli değildir. Sonuçlar arasındaki 

farklılık, çalışmalarda biyofilm oluşumunda tercih edilen yüzeylerin ve kullanılan 

setrimid konsantrasyonlarının farklı olmasından kaynaklanmaktadır.   

Guerreiro-Tanomaru ve ark.  (259) sığır dentin blokları üzerinde oluşturulmuş 

E. faecalis biyofilmleri üzerinde çeşitli antimikrobiyal ajanların antimikrobiyal 

etkinliklerini karşılaştırdıkları çalışmada, 1 dakikalık uygulama sonunda %2,5’lik 

NaOCl’nin %0,2’lik setrimidden daha etkili eliminasyon sağladığını belirtmişlerdir. 

Çalışmamızda, bu çalışmanın bulgularına benzer şekilde 3 ve 5 dakikalık uygulama 

sonunda NaOCl’nin setrimidden üstün olduğu gözlenmiştir. Bu durumda MBK 

düzeyinde kullanıldığı zaman NaOCl’nin biyofilm eliminasyonunda setrimide göre 

daha başarılı olduğu düşünülebilir.  

Bu çalışmada, dentin disklerinde oluşturulmuş E. faecalis biyofilmlerine G. 

glabra ekstraktının 1, 3 veya 5 dakika uygulanması sonucu eradikasyon 

sağlanamadığı, 5 dakika sonunda ancak 1,6 log10 biyofilm eliminasyonu oluştuğu 

görülmüştür.  Badr ve ark.  (234) selüloz nitrat membran filtrelerinde oluşan E. 

faecalis biyofilmleri üzerinde %7,5’lik Glycyrrhizin içeren G. glabra ekstraktının 

tekbaşına ve Ca(OH)2 ile karıştırılarak kullanımının 48 saatlik temas sonunda 

biyofilm eradikasyonu oluşturduğunu belirtmişlerdir. Sonuçlar arasındaki farklılığın 

biyofilm oluşumunda kullanılan yüzeylerin, Glycyrrhizin konsantrasyonlarının ve 

temas sürelerinin farklı oluşuna bağlı olduğu düşünülebilir.  

Etki mekanizmaları yönünden antimikrobiyal ajanların etkinliğinin 

değerlendirilmesi 

Mikrobiyal biyofilmlerin antimikrobiyal kemoterapiye göstermiş olduğu 

direnç iki temel mekanizma ile açıklanmaktadır  (301, 302). Birincisi, biyofilmin bir 

bariyer görevi görerek antibiyotik difüzyonuna engel olmasıdır. İkincisi ise biyofilm 
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yapısına dahil olan mikroorganizmalar ile serbest dolaşan türdeşleri arasındaki 

fizyolojik farklılıklardır. Bu durumda, antimikrobiyal ajanların biyofilm içerisindeki 

mikroorganizmalar üzerinde antimikrobiyal etki gösterebilmesi için ekstraselüler 

matrise penetre olabilmesi ya da biyofilm içerisindeki bağları koparabilmesi 

gereklidir. NaOCl güçlü antimikrobiyal etkinliğinin yanı sıra, organik doku 

çözücülüğü kanıtlanmış bir ajandır. Çalışmamızın sonuçlarına göre NaOCl’nin 

setrimid ve G. glabra ekstraktına göre biyofilmler üzerinde daha yüksek 

antimikrobiyal etki göstermiş olmasının nedeni, organik doku çözücülüğü sayesinde 

biyofilmi çevreleyen ekstraselüler matrisin yapısında bulunan nükleik asitler ve 

proteinleri parçalayarak biyofilmin derinlerine difüze olmasıdır. 

Setrimid solüsyonu katyonik bir sürfaktandır. Sürfaktanlar, bir hidrofilik bir 

de hidrofobik bölüm içeren moleküllerdir ve bulundukları ortamın yüzey gerilimini 

düşürürler  (216, 303). Endodonti pratiğinde klorheksidin, EDTA ve NaOCl gibi 

yıkama solüsyonlarına setrimid eklenerek bu solüsyonların yüzey gerilimini 

düşürmesi ve böylece yıkama solüsyonlarının dentine penetrasyonunun ve 

antimikrobiyal etkinliğinin arttırılması hedeflenmiştir  (159, 217-221). Önçağ ve 

ark. (217) %0,2’lik klorheksidin ve %0,2’lik setrimid içeren Cetrexidin 

solüsyonunun E. faecalis üzerindeki antimikrobiyal etkinliğinin %2’lik 

klorheksidinden daha yüksek olduğunu bildirmişlerdir. Portenier ve ark. (218) 

klorheksidin çözeltisi içerisine %0,1’lik veya %0,01’lik setrimid eklenmesinin, 

çözeltinin E. faecalis üzerindeki antimikrobiyal etkinliğini arttırdığını ve etki süresini 

kısalttığını belirtmişlerdir. Lui ve ark. (219) %17’lik EDTA ve %17’lik EDTA ile 

setrimid kombinasyonundan oluşan SmearClear solüsyonlarının smear tabakası 

üzerindeki etkilerini karşılaştırmışlar ve %17’lik EDTA ile SmearClear’ın eşit 

düzeyde smear tabakası uzaklaştırabildiğini belirtmişlerdir.  Benzer bir araştırmada, 

da Silva ve ark.  (220) %17’lik EDTA ve SmearClear solüsyonlarının smear tabakası 

kaldırma etkileri arasında fark bulamamışlardır. Williamson ve ark. (159) %2’lik 

klorheksidin ve %6’lık NaOCl’ye yüzey düzenleyici ajan ilave ederek antimikrobiyal 

etkinliklerini karşılaştırmışlar, yüzey düzenleyici ajan ilave edilmesi durumunda 

%2’lik klorheksidinin antikrobiyal etkinliğinin arttığını, buna karşın %6’lık 

NaOCl’nin antimikrobiyal etkinliğnin değişmediğini belirtmişlerdir. Ferrer-Luque ve 

ark.  (221) %17’lik EDTA, %7’lik maleik asit, %10’luk laktik asit ve bu ajanların 
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%0,2’lik setrimid ile kombinasyonlarının 4 haftalık E. faecalis biyofilmleri 

üzerindeki etkinliklerini karşılaştırmışlar ve şelasyon ajanlarına setrimid 

eklenmesinin antimikrobiyal etkinliği anlamlı düzeyde artırdığını belirtmişlerdir. 

Setrimidin antimikrobiyal etkinliği, pozitif yüklü hidrofilik kısımlarının, 

bakteri hücre zarının yapısında bulunan negatif yüklü fosfolipidler ile etkileşime 

girerek bakteri hücre zarının seçici geçirgenlik özelliğini bozmasına ve hücre zarının 

bütünlüğünü ortadan kaldırmasına bağlıdır  (222, 304). Antimikrobiyal etkinliğinin 

yanı sıra, setrimidin biyofilm yapısındaki koheziv bağları zayıflatarak ekstraselüler 

polimerik matriksin bütünlüğünü bozduğu ve böylece biyofilmlerin mekanik 

bütünlüğüne zarar verdiği belirtilmiştir  (225, 305).  

Katyonik yapısından dolayı setrimid de klorheksidin gibi rezidüel etkiye 

sahip bir ajandır  (227, 229, 306, 307). Baca ve ark. (227) çeşitli endodontik yıkama 

solüsyonlarının dentin blokları üzerindeki rezidüel antibakteriyel etkilerini 

değerlendirdikleri çalışmada, 24 saat içinde %0,2’lik setrimid ve %2’lik klorheksidin 

uygulanmış gruplarda biyofilm oluşmazken, %2,5’lik NaOCl uygulanmış grupta 

biyofilm oluştuğunu gözlemlemişlerdir. Başka bir çalışmada, Baca ve ark.  (229) 

%2’lik klorheksidinin yaklaşık 50 gün rezidüel antimikrobiyal etkisinin sürdürürken, 

%0,2’lik setrimidin bu etkiyi ortalama 40 gün sürdürebildiğini belirtmişlerdir. 

Ancak, klorheksidinden farklı olarak setrimid NaOCl ile çökelti oluşturmaz 

ve bu durum kombine kullanım açısından önemli bir üstünlüktür. Literatürde 

doğrudan setrimid solüsyonunun toksik etkilerinin incelendiği bir çalışma 

bulunmamasına rağmen, %0,2’lik setrimid ve %0,2’lik klorheksidin içeren 

Cetrexidin solüsyonunun 2 haftalık inceleme sonunda %5,25’lik NaOCl’ye oranla 

daha düşük düzeyde yangısal reaksiyona neden olduğu bildirilmiştir  (217). Ayrıca 

literatürde setrimid solüsyonunun organik dokular ve smear tabakası üzerindeki 

etkilerinin değerlendirildiği bir çalışma da bulunamamıştır. İleri çalışmalarla literatür 

desteğinin artması durumunda, setrimid gelecekte klorheksidinin yerini alabilecek 

potansiyele sahip bir ajandır.  

G. glabra ekstraktının antimikrobiyal etkinliği içeriğindeki Glycyrrhizin ile 

ilişkilendirilmiştir  (231, 235). Bu nedenle çalışmamızda kullanılan G.glabra 

ekstraktı HPLC yöntemi ile analiz edilerek Glycyrrhizin içeriğine göre 
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değerlendirilmiştir. Glycyrrhizin, tripertenik bir saponindir ve saponinlerin 

antimikrobiyal etkilerinin yanı sıra yüzey gerilimini düşürücü etkilerinin de olduğu 

bildirilmiştir  (234, 236). Çalışmamızda uygulanan disk difüzyon testinde, E. 

faecalis’in G.glabra ekstraktına duyarlı olduğu belirlenmiştir. Ancak, %0,25’lik 

Glycyrrhizin içeren G.glabra ekstraktının yeterli biyofilm eliminasyonu 

oluşturamadığı görülmüştür. Bu durumda G. glabra ekstraktı içeriğinde bulunan 

saponin miktarının biyofilmlerin yapısındaki ekstraselüler matriksin bütünlüğünü 

bozacak yeterlikte olmadığı düşünülebilir. 

Badr ve ark.  (234) G. glabra ekstraktı, Ca(OH)2 ve G. glabra ekstraktı ile 

Ca(OH)2 karışımının periodontal ligament fibroblastları üzerindeki sitotoksik 

etkilerini 48 saat boyunca gözlemlemişler ve bu süre sonunda %60’lık Ca(OH)2 

uygulanan grupta hiç canlı hücre kalmadığını, %7,5’lik Glycyrrhizin içeren G. 

glabra ekstraktı uygulanan grupta %87 hücre canlılığı olduğunu, G. glabra ekstraktı 

ve Ca(OH)2 karışımının uygulandığı grupta ise %58 hücre canlılığı olduğunu 

belirtmişlerdir. G. glabra ekstraktının kabul edilebilir düzeyde sitotoksik etkilere 

sahip olması klinik kullanım açısından bir avantaj olabilir ancak bu solüsyonun 

antimikrobiyal etkinliğinin arttırılması konusunda ileri çalışmalara ihtiyaç vardır.  
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6. SONUÇ VE ÖNERĠLER 

Bu çalışmanın sınırları dahilinde elde edilen sonuç, çıkarım ve öneriler 

aşağıda sunulmuştur: 

1. Bu çalışmada, dentin diskleri üzerinde oluşturulan E. faecalis biyofilmlerine 

antimikrobiyal ajanların MBK düzeyinde 1 dakika uygulanması sonucu,   setrimid ve 

NaOCl grupları arasında biyofilm eliminasyonu yönünden fark bulunamazken (P > 

0,05), bu iki ajanın G. glabra ekstraktına göre daha etkili olduğu belirlenmiştir (P < 

0,05).  

2. Antimikrobiyal ajanların 3 ve 5 dakika uygulanmaları sonucu oluşan 

biyofilm eliminasyonu incelendiğinde ise NaOCl’nin setrimid’den, setrimid’in ise G. 

glabra ekstraktı’ndan daha etkin olduğu belirlenmiştir (P < 0,05).  

3. NaOCl’nin minimal bakterisidal konsantrasyon düzeyinde diğer ajanlara 

göre daha etkin biyofilm eliminasyonu oluşturması organik çözücülüğüne bağlı 

olarak biyofilm matrisini parçalaması ve biyofilmin derinlerine penetre olması ile 

ilişkilendirilmiştir. 

4. Bu çalışmada test edilen ajanların antimikrobiyal etkinliğinin uygulama 

süresinin artışıyla birlikte arttığı gözlemlenmiştir. Endodontide kullanılan 

antimikrobiyal ajanların periapikal dokulardaki toksik etkileri ve diş sert dokularının 

mekanik özellikleri üzerindeki olumsuz etkileri göz önünde bulundurularak yüksek 

konsantrasyonlu ajanlar yerine, daha düşük konsantrasyonlu ajanlarla daha uzun süre 

ve daha bol miktarlarda yıkama yapılması tavsiye edilebilir. 

5. Bu çalışmada test edilen ajanların antimikrobiyal etkinliği, E. faecalis’in 

hem planktonik formları hem de biyofilmleri üzerinde değerlendirilmiş ve planktonik 

formları etkisizleştirmek için yeterli olan konsantrasyonun biyofilmleri eradike 

edebilmek için yeterli olmadığı belirlenmiştir. Sekonder/inatçı enfeksiyonlarda 

mikroorganizmaların biyofilm formunda olduğu düşünüldüğünde, antimikrobiyal 

ajanların etkinliğinin değerlendirildiği çalışmalarda mikroorganizmaların biyofilm 

formlarının kullanıması, çalışmanın klinik koşulları yansıtması bakımından daha 

doğru sonuçlar verecektir. 
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6. Bu çalışmada calgary biyofilm modeli modifiye edilerek standart dentin 

diskleri üzerinde biyofilm oluşturulmuştur. Oluşturulan biyofilmlerdeki 

mikroorganzima sayıları değerlendirildiğinde gruplar arası anlamlı fark 

bulunamaması (P > 0,05), standart biyofilmler oluştuğunun bir kanıtıdır ve deneyin 

tekrarlanabilirliğini göstermektedir. Bu nedenle antimikrobiyal etkinliğin 

değerlendirildiği çalışmalarda bu çalışmada oluşturduğumuz modifiye calgary 

biyofilm modeli tercih edilebilir. 

7. Bu çalışmada MBK’sı %0,015 olarak belirlenen setrimid solüsyonunun 5 

dakika uygulanması sonucu log10 tabanına göre 3,5 birim biyofilm eliminasyonu 

oluşması oldukça dikkat çekicidir. Setrimid solüsyonun diş sert dokularına 

bağlanarak rezidüel antimikrobiyal etki gösterebilmesi ve NaOCl gibi yıkama 

solüsyonları ile çökelti oluşturmaması önemli bir üstünlüktür. Bu nedenle setrimid 

solüsyonunun ilerleyen yıllarda endodonti pratiğinde klorheksidinin yerini 

alabileceğini düşünüyoruz. Ancak, setrimid solüsyonunun klinik kullanımının 

yaygınlaşması için, sitotoksik özellikleri, smear tabakası üzerindeki etkileri ve 

organik dokular üzerindeki etkilerinin değerlendirileceği ileri çalışmalara ihtiyaç 

vardır.  

8. Endodonti pratiğinde kullanılan antimikrobiyal ajanların periapikal 

dokularda toksik etkilere sebep olması nedeniyle son zamanlarda daha zararsız 

olduğu düşünülen bitkisel ürünlerin kullanılabileceğine yönelik in vitro çalışmalar 

rapor edilmektedir. Bu çalışmada G. glabra ekstraktının E. faecalis’in planktonik ve 

biyofilm formları üzerinde antimikrobiyal etkiye sahip olduğu ancak bu etkinin 

NaOCl ve setrimide göre daha düşük olduğu gözlenmiştir. G. glabra ekstraktının 

klinikte kullanılabilmesi için efektif konsantrasyon aralığı ve uygulama süresinin 

belirlenmesine yönelik ileri çalışmalara ihtiyaç vardır. 
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ÖZET 

Dentin diskleri üzerinde oluĢturulan Enterococcus faecalis biyofilm modeli 

kullanılarak sodyum hipoklorit, setrimid ve Glycrrhiza glabra L. ekstraktının 

antimikrobiyal etkinliğinin değerlendirilmesi 

Bu çalışmanın amacı dentin disklerinde oluşturulmuş E. faecalis biyofilmleri 

üzerinde, NaOCl, setrimid ve G. glabra ekstraktının minimal bakterisidal 

konsantrasyonları (MBK) düzeyindeki antimikrobiyal etkinliklerini, üç farklı 

uygulama süresinde değerlendirmektir.  

G. glabra ekstraktının E. faecalis (ATCC 29212)’in planktonik formları 

üzerindeki potansiyel antimikrobiyal etkinliğinin belirlenmesi amacıyla disk 

diffüzyon testi uygulandı. Daha sonra test edilen antimikrobiyal ajanların minimum 

inhibisyon konsantrasyonları (MİK) ve MBK değerleri sıvı mikrodilüsyon testi ile 

belirlendi. Bu ajanların diskleri üzerinde oluşturulan E. faecalis biyofilmleri 

üzerindeki antimikrobiyal etkinliğinin değerlendirilmesi amacıyla biyofilm duyarlılık 

testi uygulandı. Biyofilm oluşumu için dentin diskleri mikrotitrasyon plaklarında 24 

saat inkübe edildi ve sonrasında %0,5’lik NaOCl, %0,015’lik setrimid ve %0,25’lik 

G. glabra ekstraktı 1, 3 ve 5 dk. uygulandı. Hayatta kalan bakteri ortalamaları 

hesaplandı ve log10 tabanına dönüştürülerek istatistiksel analiz yapıldı. 

Disk diffüzyon testinde setrimid 26 mm ile en geniş inhibisyon alanını 

oluştururken, G. glabra ekstraktı ve NaOCl ise 9 mm’lik inhibisyon oluşturmuştur. 

Setrimid, G.glabra ekstraktı ve NaOCl solüsyonlarının MBK değerleri sırasıyla 

%0,015, %0,25 ve %0,5 olarak belirlenmiştir. Biyofilm duyarlılık testinde 

antimikrobiyal ajanların 1 dakika sonundaki etkinlikleri karşılaştırıldığında setrimid 

ve NaOCl arasında anlamlı fark bulunamazken (P > 0,05), 3 ve 5 dakika sonunda 

NaOCl’nin en etkili ajan olduğu belirlenmiştir (P < 0,05). Tüm uygulama süreleri 

göz önüne alındığında G. glabra ekstraktının biyofilm eliminasyonunda NaOCl ve 

setrimide göre daha düşük etkiye sahip olduğu olduğu belirlenmiştir (P < 0,05). 

Setrimid solüsyonunun (%0,015) 3 ve 5 dakika uygulanması anlamlı bir 

biyofilm eliminasyonu oluştururken, NaOCl’nin etkinliğine ulaşamadığı 

belirlenmiştir.  

 

Anahtar Sözcükler: Biyofilm, dentin diskleri, Enterococcus faecalis, setrimid,  

                                  Glycyrrhiza glabra, sodyum hipoklorit 
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ABSTRACT 

Evaluation of the antimicrobial efficacy of sodium hypochlorite, cetrimide and 

Glycyrrhiza glabra L. extract on Enterococcus faecalis biofilms formed on dentin 

disks 

The aim of this study was to determine the antimicrobial efficacy of NaOCl, 

cetrimide, and Glycyrrhiza glabra L. extract against Enterococcus faecalis biofilms 

on dentine disks.  

The disk diffusion method was used to investigate the potential antimicrobial 

activity of G. glabra extract on E. faecalis (ATCC 29212). Then, the broth 

microdilution method was used to determine the minimal inhibitory concentrations 

(MICs) and minimal bactericidal concentrations (MBCs) of the test solutions. A 

biofilm susceptibility assay was performed using E. faecalis (ATCC 29212) biofilms 

grown on dentine disks. NaOCl (0.5%), cetrimide (0.015%), and G. glabra extract 

(0.25%) were applied for 1, 3, and 5 min, and the mean viable cell counts were 

recorded and statistically analyzed. 

In the disk diffusion assay, cetrimide had the widest inhibition zone (26 mm), 

followed by G. glabra extract and NaOCl, with inhibition zones of 9 mm. The MBCs 

of cetrimide, G. glabra extract, and NaOCl were 0.015%, 0.25%, and 0.5%, 

respectively. In the biofilm susceptibility assay, there was no significant difference 

between cetrimide and NaOCl at 1 min (P > 0.05). NaOCl was the most effective 

agent at 3 and 5 min (P < 0.05). G. glabra extract was less effective over biofilms 

than the other tested agents were at all application durations (P < 0.05). Three and 5 

min applications of cetrimide provided remarkable reductions of viable counts, 

whereas it could not reach the efficacy of NaOCl. 

 

Key words: Biofilm, dentine disks, Enterococcus faecalis, cetrimide, Glycyrrhiza  

                    glabra, sodium hypochlorite 
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