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: Mikrolitre

: Mikrometre

: Derece santigrat

: Amerika Birlesik Devletleri

: Kollajene baglanma proteini

: Amerikan tip kiilttir koleksiyonu

: Bakiniz

- Kalsiyum hidroksit

: Koloni gelistiren birim

: Klorheksidin glukonat

. Lazer taramal1 konfokal mikroskopi
: Klorin dioksit

: Dakika

: Deoksiriboniikleik asit

: Etilen diamin tetraasetik asit

. Ekstraseliiler polimerik madde

. Enterokokkal yiizey proteini

. Alan emisyonlu taramali elektron mikroskopu
: Fourier doniistimlii kizil6tesi spektroskopisi
: Jelatinaz

: Gram

: Hipoklordz asit

: Interldkin

: Linnaeus

: Logaritma 10 tabani

. Lipoteikoik asit

> Limited

: Minimal bakterisidal konsatrasyon

: Muller-Hinton agar

: Muller-Hinton broth

: Minimum inhibisyon konsantrasyonu
- Mililitre

: Milimetre
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NaOCI
NnG
No
ocCr
PBS
PCR
pH
RNA
RP-HPLC
rpm
SEM
SrpE
SS
TEM
TMR
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uv
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: Sodyum

: Sodyum hipoklorit

: Ureme goriilmeyen 6rnek sayisi

: Numara

: Hipoklorit

: Fosfat tamponlu salin

: Polimerik zincir reaksiyonu

: Hidrojen giicii (power of hydrogen)
: Riboniikleik asit

: Ters faz-yiiksek performasnli sivi kromografisi
: devir/dakika

: Taramal1 elektron mikroskopu

: Serin proteaz

: Standart sapma

: Gegirimli elektron mikroskopu

: Transversal mikroradyografi

: Tiimor nekroz faktor alfa

- Ultraviyole

- Canl1 fakat kiiltiirize edilemeyen

Xi



TABLOLAR DiZiNi

Tablo 1. Sekonder/inat¢1 enfeksiyon goriilen dislerden izole edilen E. faecalis

oranlar1 ve tanimlama yONtemMIETT. .......cocvviiiiiiiiiiiiiiii s 7
Tablo 2. E. faecalis’in taksonomik siniflandirmast...........ccccceevverveieiieiinese e, 8
Tablo 3. Farkli endodontik ¢alismalarda tercih edilmis biyofilm modelleri............. 40

Tablo 4. Antimikrobiyal ajanlarin E. faecalis biyofilmleri iizerindeki antimikrobiyal

etkinliginin degerlendirilmesi i¢in olusturulan deney gruplart. .........ccoccevvivveiinenne 57
Tablo 5. Her bir grup i¢in uygulanacak islemler IiSteSi........ccovvviveriveresiieiieennsiiennn, 57

Tablo 6. E. faecalis (ATCC 29212) i¢in disk diffiizyon testi ile elde edilen

antimikrobiyal ajanlara ait inhibisyon zonlarinin 6lglim degerleri. ...........ccccoverneene. 64

Tablo 7. Antimikrobiyal ajanlarin E. faecalis (ATCC 29212) igin MiK ve MBK
4 (303§ (S o TSSO P PO PR PP PTRTPR 66

Tablo 8. Farkli siirelerde antimikrobiyal ajan uygulandiktan sonra dentin diskleri

tizerindeki ortalama bakteri sayisinin degisimi (10€10). .+vovvrovrrvrirereneneninisicieennn 66

Tablo 9. Antimikrobiyal ajan uygulamasi dncesi dentin diskleri {izerindeki ortalama

bakteri sayilart ve bu sayilarin uygulama sonrasi ortalama azalma miktarlar

(o]0 ) RSP PRSP PRRPP 67

xii



SEKILLER DiZiNi

Sekil 1. Elmas kapli silindirik frezin sematik goriintlisii. .......cccoovereriieeniveniieiieene o4

Xiii



RESIMLER DiZiNi

Resim 1. E. faecalis’in FESEM ile 30000 biiyiitme altinda goriintiilenmesi. ........... 10
Resim 2. Koyun kanl1 agar besi yerinde tiretilen E. faecalis kolonisi....................... 10

Resim 3. Dentin tiibiili igerisine penetre olan E. faecalis’in FESEM ile 30000

biiylitme altinda gOrintilenmESi. ......c.eeveriiieiiiiiie e 14

Resim 4. Deneysel kosullarda dentin diskleri iizerinde olusturulmus E. faecalis

biyofilminin FESEM ile 10000 biiyiitme altinda goriintiilenmesi ...........cccovevveeinnnne 15

Resim 5. Glycrrhiza glabra L. (meyan kokii) bitkisinin toprak alti govdesi ve
500 ) 4 3 PSP RUPPRUR 48

Resim 6. Filtre kagidi ve vakum pompasi kullanilarak ekstraktin siiziilmesi. .......... 48

Resim 7. Rotary evaporator kullanilarak ekstrakt igerisindeki metil alkol ve distile

SUyUn UZaklagtiriimast. .........oouiiiiiiic e 48

Resim 8. Calismada kullanilan antimikrobiyal ajanlar; sodyum hipoklorit (A),
setrimid (B), G. glabra ekstraktt (C).......ccovviiierieiieiieie e 49

Resim 9. Densitometre cihazi kullanilarak 0,5 McFarland bulanikliga esit olacak

sekilde bakteriyel siispansiyonun hazirlanmast. .........cccocceeiiiiieiiniiciic e 51

Resim 10. 96 kuyucuklu mikrotitrasyon plaklari kullanilarak antimikrobiyal ajanlarin
cift kat seri diliisyonlarin  olusturulmast ve minimum inhibisyon

konsantrasyonunun DElIFIENMESI. ..........ccveiiiiiieieece e, 51

Resim 11. Cekilmis dislerin teflon kaliplar kullanilarak polyester rezin igerisine

GOMMUIINESI. 1ottt e ss e e e bt e e be e e e bn e e e abe e e enneeeenes 52

Resim 12. Hassas kesme cihazi ve elmas kesme diskleri kullanilarak 2 mm

kalinligindaki horizontal kesitlerin elde edilmesi. ........cccocvvriviiiiiiiiiiiice 53

Resim 13. Dentin disklerinin elde edilmesinde kullanilan 6zel yapim elmas kaph

SHINAINK FrEZ. . 53
Resim 14. 6 mm ¢apindaki dentin disklerinin elde edilmesi. .........c.ccevvvervrivervenenne. 54
Resim 15. Dentin disklerinin elde edilmesi i¢in olusturulan standart diizenek......... 55
Resim 16. Cekilmis dislerden elde edilen horizontal kesit ve dentin diski. .............. 55

Xiv



Resim 17. Polistiren plak kapaklarina tutturulan dentin diskleri ve karsilik gelen
KUYUCUKIAT . ... 56

Resim 18. Dentin diskleri tizerindeki smear tabakasinin kaldirilmasinda kullanilan

UIEraSONTK DANYO. .....ccviiiiic e e e nres 56

Resim 19. Dentin disklerine karsilik gelecek kuyucuklara bakteriyel siispansiyonun

B BB 58

Resim 20. Bakteriyel siispansiyon eklendikten sonra, hazirlanan plagin {i¢ boyutlu

calkalayici tabla iizerinde 37°C’de inkiibe €dilmesi. ......cccoccvveriiieiiiieiiiieiiee e 59

Resim 21. Dentin diskleri iizerinde olusan biyofilm igerisindeki bakteri sayisinin
hesaplanabilmesi i¢in ultrasonik banyo igerisinde bekletilerek planktonik forma

AONUSTUITIMESI. «1vveiiiiiiie e et e e e et r e e e s e e e e snsar e e e e asreeeesssreeeeans 60

Resim 22. Planktonik forma doniistiiriilen bakterilerin sayilabilir degerler elde

edilebilmesi i¢cin makrodiliisyon yontemi ile seyreltilmesi...........ccocevvvriviiveiiiincnnnn. 60

Resim 23. Seyreltilen bakterilerin MHA besi yerine ekilmesi (A) ve cam Drigalski

spatiilii kullanilarak besi yerine yayilmasi (B)........ccccoeriiiiiiiiiiieeecec 61

Resim 24. MHA besi yerine ekimi ve yayimi yapilan bakterilerin inkiibasyondan

sonra koloni gelistirmis GOTUNTUSTL ....c.vvvverieeriiiiesieii e 61

Resim 25. Dentin diskleri {izerindeki biyofilm olusumu ve eliminasyonunun

goriintiilenmesinde kullanilan FESEM cihazi.........cccoccooiiiiiiiiiiec 63

Resim 27. NaOCIl ve steril salinin E. faecalis {izerindeki duyarliligmm disk

difflizyon testi ile belirlenmesi. ..........cocoveiiiiiiiiiii e 65

Resim 28. Dentin diskleri iizerinde olusturulan E. faecalis biyofilminin FESEM ile
2000 ve 10000 biiyilitme altinda incelenmesi. Biyofilm tabakasinin homojen dagilim
gosterdigi ve bakterilerin birbirine ve dentine tutunmasini saglayan ekstraseliiler

matriks icerisinde gdmiilii oldugu gorilmektedir. ........coevviiiiiiiiiiiiii 69

Resim 29. Setrimid soliisyonun 1 dakika uygulanmasinin olusturdugu biyofilm
eliminasyonunun FESEM ile 2000 ve 10000 biiyiitme altinda gériintiilenmesi. Dentin
tiibiilleri cevresinde ekstraseliiler matrisin bir kisminin pargalanmis oldugu, ancak

bakterilerin tamamen elimine edilemedigi belirlenmistir. .........ccccooveiiiiiiiiiinen, 70

XV



Resim 30. Setrimid soliisyonun 3 dakika uygulanmasinin olusturdugu biyofilm
eliminasyonunun FESEM ile 2000 ve 10000 biiyiitme altinda goriintiilenmesi. Dentin
tiibiilleri ¢evresinde ekstraseliiler matrisin biiyiik oranda parcalanmis oldugu, ancak

bakterilerin tamamen elimine edilemedigi belirlenmistir. ..........cccevviviiiiiiiiiieiinens 71

Resim 31. Setrimid soliisyonun 5 dakika uygulanmasinin olusturdugu biyofilm
eliminasyonunun FESEM ile 2000 ve 10000 biyilitme altinda goriintiilenmesi.

Ekstraseliiler matris ve bakterilerin biiyiik oranda elimine edildigi belirlenmistir. ... 72

Resim 32. G. glabra ekstraktinin 1 dakika uygulanmasimin olusturdugu biyofilm
eliminasyonunun FESEM ile 2000 ve 10000 biiylitme altinda goriintiillenmesi.

Ekstraseliiler matrisin biitiinliigiinii korudugu belirlenmistir.............ccocvvieeiiennnnne 73

Resim 33. G. glabra ekstraktinin 3 dakika uygulanmasinin olusturdugu biyofilm

eliminasyonunun FESEM ile 2000 ve 10000 biiyiitme altinda goriintiilenmesi........ 74

Resim 34. G. glabra ekstraktinin 5 dakika uygulanmasinin olusturdugu biyofilm
eliminasyonunun FESEM ile 2000 ve 10000 biylitme altinda goriintiilenmesi.
Ekstraseliiler matris ve bakterilerin smirli  diizeyde elimine edilebildigi

[oTe] g 1S3 411 0 VL] ) SRRSO 75

Resim 35. NaOCl soliisyonunun 1 dakika uygulanmasinin olusturdugu biyofilm
eliminasyonunun FESEM ile 2000 ve 10000 biyilitme altinda goriintiilenmesi.
Ekstraseliiler matris ve bakterilerin smirli  diizeyde elimine edilebildigi

o253 110 153311 1 PR PRTOUPRPPROPN 76

Resim 36. NaOCI soliisyonunun 3 dakika uygulanmasimin olusturdugu biyofilm
eliminasyonunun FESEM ile 2000 ve 10000 biiyiitme altinda goriintiilenmesi.

Ekstraseliiler matris ve bakterilerin biiylik oranda elimine edildigi belirlenmistir. ... 77

Resim 37. NaOCI soliisyonunun 5 dakika uygulanmasinin olusturdugu biyofilm
eliminasyonunun FESEM ile 2000 ve 10000 biiylitme altinda goriintiilenmesi.
Ekstraseliller matrisin tamamen elimine oldugu, ancak bir miktar bakterinin

canliligini korudugu belirlenmistir............ccoovviiiiiiii 78

XVi



GRAFIKLER DiZiNi

Grafik 1. Farkli antimikrobiyal ajan uygulamasini takiben biyofilm eliminasyonunun

(log10) uygulama siiresine gore degisiminin siitun grafigi ile gosterilmesi................ 68

Grafik 2. Farkli antimikrobiyal ajan uygulamasini takiben biyofilm eliminasyonunun

(log10) uygulama siiresine gore degisiminin ¢izgi grafigi ile gosterilmesi ................ 68

Xvii



1. GIRIS

Kok kanal tedavisini takiben kanal igerisinde hayatta kalan
mikroorganizmalar uygun sartlar olustugunda iiremeye devam edip hastalik
yapabilecek viriilansa ulasarak, endodontik tedavinin basarisizlikla sonuglanmasina
neden olabilirler (1). Sekonder enfeksiyon olarak adlandirilan bu olgularda
Enterococcus faecalis (E. faecalis) en sik izole edilen tiirdiir (2). E. faecalis’in sahip
oldugu enzimler sayesinde dentine baglandig1 ve dentin tiibiillerine penetre olarak

kanal i¢i dezenfeksiyon prosediirlerine direng gosterdigi bilinmektedir (3).

Son yillarda endodontik tedaviye cevap vermeyen, inat¢1 enfeksiyona sahip
olan dislerin incelenmesiyle endodontide biyofilmler ve biyofilm eliminasyonunun
onemi ortaya ¢ikmigtir (4-7). Sodyum hipoklorit (NaOCl) endodontide uzun yillardir
kullanilan ve biyofilmler iizerindeki etkinligi kanitlanmis bir antimikrobiyal ajan
olmasma ragmen (8, 9), periapikal dokular iizerinde toksik etkilere sahip
olmasi (10) ve dentinin mekanik ozelliklerini zayiflatmasi nedeniyle (11),

endodontide alternatif irrigasyon soliisyonlar1 arayis1 siirmektedir.

Bu ¢alismanin amaci NaOCI, setrimid ve G. glabra ekstraktinin dentin
disklerinde olusturulmus E. faecalis biyofilmleri iizerindeki antimikrobiyal
etkinligini minimal bakterisidal konsantrasyonlar1 diizeyinde, li¢ farkli uygulama

siiresinde degerlendirmektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Endodonti Mikrobiyoloji Tliskisi

Saglikli bir diste kok kanal sistemi sterildir ve agiz mikrobiyotasindan mine
ve sement araciligi ile ayrilmistir. Cesitli nedenlerle kok kanal sisteminin enfekte
oldugu durumlarda enflamasyon disi ¢evreleyen sement, periodontal ligament ve
kemige ilerleyerek bu bolgelerde patogeneze yol acip, apikal periodontitis
olusumuna neden olabilir (12). Kimyasal ve fiziksel faktorlerin periradikiiler
enflamasyonu baslattig1 bilinmesine ragmen, apikal periodontitisin farkli formlarmin
ilerlemesi ve devamliligini siirdiirebilmesi i¢in birgok bilimsel dayanaga gore
endodontik enfeksiyon olusmasi gereklidir (13-16). Endodontik enfeksiyonlar ¢iiriik,
travma, periodontal hastaliklarin bir sekeli olarak ya da iatrojenik nedenlere bagh
olarak pulpa nekrozunu takiben veya kok kanal tedavisi i¢in pulpanin
uzaklagtirilmasi sonucu konak savunmasinin ortadan kalktigi durumlarda ortaya

cikabilir (17).

Mantarlar, arkealar ve viriislerin de endodontik enfeksiyonlarla iliskili oldugu
bilinmesine ragmen (18-21), bakteriler apikal periodontitisin patogenezinde rol alan
esas mikroorganizmalardir (17). Farkli tip endodontik enfeksiyonlarda 100 tiir ve 9
filuma ait 460’tan fazla bakteri tiiri ve filotip saptanmustir (22). Kok kanal
sisteminde kolonize olan bakteriler, apikal ve lateral foramen veya kok
perforasyonlar1 araciligiyla periradikiiler dokulara giris yaparlar. Bakteri ve konak
savunmasinin karsi karsiya gelmesi sonucu, periradikiiler dokularda enflamatuar ve
immiinolojik reaksiyonlar olusur. Bu defans mekanizmalari, konak icin koruyucu
olmasia ragmen, ayn1 zamanda yikici olarak apikal periodontitis gelisimine neden

olabilmektedir.

Endodotik tedavinin esas hedefi; apikal periodontitis gelisimini dnlemek veya
periapikal doku iyilesmesini uyaracak uygun kosullarin olugmasini saglamaktir. Bu
amacla, endodontik tedavi ile enfeksiyon odaginin ortadan kaldirilmasi ve/veya
mikroorganizmalarin kok kanalinda veya periapikal dokularda enfeksiyon ya da
reenfeksiyon olusumunun engellenmesi hedeflenir. Hastalik etiyolojisi ve

patogenezinin tamamen anlagilmasi efektif bir tedavi uygulanabilmesi i¢in sarttir. Bu



nedenle bilimsel dayanaklar1 olan yiiksek kalitede bir endodontik tedavi igin apikal

periodontitisin mikrobiyolojik yoniiniin iyi bilinmesi gerekmektedir.

2.1.1. Enfekte Kok Kanallarinda Bakterilerin Varhgim Saptayan ilk

Cahismalar

Kok kanallarinda bakterilerin varligr ilk kez 17. yiizyilda Antonie van
Leeuwenhoek (23) tarafindan gosterilmistir. 1894°de Miller (24) apikal periodontitis
gelisiminde bakterilerin varligin1 géstermis ve kok kanal orneklerini inceleyerek
simdiki adiyla kok, basil ve spiral (spiroket) olarak bilinen bakteri tiirlerini
goriintiilemistir. Ayrica kok kanalinin koronal, orta ve apikal bolgelerinde farkli
morfolojik 6zelliklere sahip tiirler tespit etmistir. Kakehashi ve ark. (14) germ free
sicanlarla yaptiklar1 bir calismada, agiz ortamina ekspoze edilen dental pulpalarda
pulpa nekrozu ve apikal periodontitis olusabilmesi i¢in ortamda mutlaka bakterilerin

bulunmasi gerektigini belirtmiglerdir.

Apikal periodontitis etiyolojisinde bakterilerin 6nemli bir role sahip oldugu
daha sonra Sundqvist tarafindan da onaylanmistir. Sundqvist (16) anaerob kiiltiir
tekniklerini gelistirerek, travma sonrasi pulpa nekrozu goriilen disleri incelemis ve
apikal periodontitis gelisiminde bakterilerin rol oynadigini bir kez daha kanitlamistir.
Moller ve ark. (15) maymun disleri iizerinde yaptiklari ¢alismada, devitalize edilen
enfekte pulpali dislerde apikal periodontitis gelisirken, devitalize edilen enfekte
olmamis pulpali diglerde ise periradikiiler dokularda anlamli diizeyde patolojik
degisiklik olugsmadigimi belirterek, apikal periodontitis gelisiminde bakterilerin

roliinii bir kez daha vurgulamislardir.
2.1.2. Enfeksiyonun Pulpaya Ulasma Yollari

Saglikli bir diste pulpodentin kompleksi sterildir ve agiz mikroflorasindan
mine ve sement aracilifi ile ayrilmistir. Ancak bu dogal katmanlarin biitiinliigi;
cliriik, travma sonrasi olusan catlak ve kiriklar, restoratif prosediirler, periodontal
tedaviler, atrizyon ve abrazyon gibi nedenlerle bozulmugsa veya dogal olarak
olusmamissa, pulpodentin kompleksi agiz ortamina agik hale gelir ve ¢iiriik, tiikiiriik

veya dental plak igerisindeki mikroorganizmalarin saldirisina maruz kalir (17).



Cruiriik:  Direkt pulpa ekspozuna neden olarak bakterilerin pulpaya
ulasmasindaki en O6nemli yoldur. Derin bir c¢liriikk lezyonu igerisindeki bakteriler,
dentin tiibiiller1 aracihigi ile pulpa ekspoze olmadan once de pulpaya
ulasabilirler (25). Ancak pulpa vital oldugu miiddet¢ce enfeksiyona karsi kendini
savunur (26). Diger taraftan, pulpanin vital biitiinliigli bozulmussa ve savunma
mekanizmasi zayiflamigsa, enfeksiyonun baslayabilmesi i¢in ¢ok az miktarda bakteri
varlig1 yeterlidir. Ciiriik siirecine dahil olan bir¢cok bakteri hareketsizdir, tekrarlayan
hiicre boliinmeleri ve ¢igneme sirasinda olusan hidrostatik basinca bagli olarak

dentin tiibiillerinin i¢erisinde hareket ederler (27).

Yan kanallar: Periodontal hastalikla iligkili subgingival biyofilmlerde
bulunan mikroorganizmalar; servikal kok yiizeyindeki dentin tiibiilleri, lateral veya

apikal foramen araciligiyla kok kanalina ulasabilirler.

Dentin tiibiilleri: Saglikli dentinin tiibiiler yapis1 sayesinde gecirgen 6zellikte
olmasi, dentinin agiga ¢iktig1 durumlarda pulpanin enfekte olmasi riskini dogurur.
Dentin tiibiilleri konik sekillidir ve tiim dentin boyunca caprazlamasina uzanirlar.
Tiibiiller pulpa yakinlarinda en genis ¢apa sahipken (ortalama 2,5 pm), mine ve
sement yakinlarinda daha dardir (ortalama 0,9 um) (28). En dar tiibiil ¢cap1 bile agiz
ortaminda bulunan bir¢ok bakteriyel tiiriin hiicre ¢apindan daha genistir (0,2 um-0,7
um). Bu nedenle dentin tiibiillerine ulasan bakteriler higbir engelle karsilasmadan
pulpaya ulagabilirler (17). Non-vital dislerde, vital olanlara gore bakteriyel
invazyonun daha hizli gergeklestigi bildirilmistir (29).

Mine ¢atlaklari: sadece travmaya ugramis disler degil bir¢ok diste makro ve
mikro mine ¢atlaklar1 bulunabilir ve bu g¢atlaklar mine dentin birlesimine
uzanabilir (30). Tek bir gatlak, birgok dentin tiibiiliiniin agiz ortamina agik hale

gelmesine neden olabilir ve bu gatlak bakteriler i¢in giris yolu olusturur.

Travma: Direkt pulpa ekspozuna neden olan en onemli etkenlerden biridir.
Eger travma sonrasi pulpa canlilifin1 koruyor ise, dentin sivisi ve tiibiiler icerik
bakterilerin tiibiillere penetre olmasina karst direng gosterir ve pulpanin sagligini
korunur. Diger taraftan travmanin bir sonucu olarak pulpa nekrotik hale donligmiisse
tiibiiler igerik bakteriyel penetrasyon karsisinda koruyucu roliinii kaybeder ve dentin

kalinligina bakilmaksizin dentin tiibiilleri bakterilerin pulpaya ulasmasindaki esas



yola doniisiir (17). Direkt pulpa ekspozuna neden olan etkenlerden biri de iatrojenik
restoratif prosediirlerdir. Pulpa ekspozu ile tiim kanalin enfeksiyonu arasinda gecen

stire dnceden tahmin edilemez ancak bu siire¢ genellikle yavas ilerlemektedir (31).

Anakorezis: Organizmanin herhangi bir yerinde kan veya lenf yoluyla
sistemik dolagima gegen bakterilerin, hasarli bolgelerde damar digina ¢ikarak
enfeksiyona neden olmasidir (32). Bu teoriye gore pulpa nekrozunu takiben gelisen
bakteriyemi sonucu bakterilerin pulpaya ulasabildigi savunulmaktadir. Ancak bu
siirecin, mikroorganizmalarin kok kanalina ulasma yollarindan biri olduguna dair

kesin bir kanit yoktur.

Bakteriler pulpaya her ne sekilde ulasirsa ulassin primer endodontik
enfeksiyon olusabilmesi i¢in ortamda nekrotik pulpa dokusu olmas1 gereklidir. Pulpa
vital oldugu miiddetce kendisini bakteriyel invazyon ve kolonizasyona karsi
koruyabilir. Ancak, c¢iirlik, travma, operatif islemler veya periodontal hastalik
nedeniyle pulpa nekroze olmussa, nekrotik doku ¢abucak enfekte olmaktadir, ¢linkii

nekrotik pulpa dokusunda konak savunmasi yetersiz kalir (33).
2.1.3. Kok Kanallarimin Mikrobiyal Cesitliligi

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

kok kanallarindan izole edilen bakteri tiirlerinin sayisi daha simirlidir (33).

Kok kanal enfeksiyonlar1 dinamik bir siirectir ve farkli evrelerde farkl tiirler
baskin olurlar. Pulpal enfeksiyonun baslangic asamasinda fakiiltatif bakteriler
baskindir (34). Zamanla pulpa nekrozu ve fakiiltatif bakterilerin tiiketimine bagh
olarak kok kanali icerisindeki oksijen tiikenir. Dolayisiyla, ortam anaerobik
bakterilerin hayatta kalip gelisebilecegi bir sekil alir. Zamanla anaerobik kosullar
daha da belirginlesir, 6zellikle kok kanalinin apikal {i¢liisiinde fakiiltatif bakterilerin
sayis1 azalirken anaeroblar baskin hale gelir (22). Kok kanal sistemine kolonize olan

bakteriler i¢in temel besin kaynaklari sunlardir (17);



a. Nekrotik pulpa dokusu,

b. Apikal ve lateral foramenler araciligi ile kdk kanal sistemine sizan doku

stvilar1 ve eksudada bulunan proteinler ve glikoproteinler,
c. Kok kanalina koronal yoldan ulasabilen tiikiiriik igerigi,
d. Diger bakterilerin metabolik son tirtinleri.

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

bagli olarak proteolitik tiirler baskin hale gelirler (22).

Primer endodontik enfeksiyon varliginda kok kanal mikroflorast ¢ogunlukla
anaerop mikroorganizmalardan olusur. Apse vakalar1 da dahil olmak iizere, primer
enfeksiyonlardan izole edilen tiirler genellikle Gram-negatif; Fusobacterium,
Dialister, Porphyromonas, Prevotella, Tannerella, Treponema, Campylobacter ve
Veilonella ve Gram-pozitif; Porvimonas, Filifactor, Pseudoramibacter, Olsenella,
Actinomyces, Peptostreptococcus, Streptococcus, Propionibacterium ve Eubacterium
bakterilerinden olusur (22, 35).

Kok kanal tedavisi sirasinda uygulanan kemomekanik preperasyondan sonra
genellikle primer enfeksiyondan sorumlu Gram-negatif bakteriler elimine
edilmektedir. Ancak enstrumantasyon sonrasi alinan orneklerde, F.nucleatum,
Prevotella tiirleri ve Campylobacter rectus gibi bazi anaerobik ¢omaklarin izole
edildigi belirtilmistir (36-38). Tedavi prosediirlerine direng gosteren vakalarda daha
cok Gram-pozitif fakiiltatif ve anaerob bakterilerin izole edildigi, bu bakteriler
arasinda ise daha c¢ok streptokoklar, P. micro, Actinomyces tiirleri,
Propionibacterium tiirleri, P. alactolyticus, laktobasiller, E. faecalis ve Olsenella
uli’nin izole edildigi belirtilmistir (36-44). Cesitli kiiltir ve molekiiler biyoloji
tekniklerinin kullanildig1 ¢alismalarda, kok kanal tedavisi gérmiis dislerden en sik
izole edilen tiirlin % 90’a varan oranla E. faecalis oldugu bildirilmistir (45-61)
(Tablo 1).



Tablo 1. Sekonder/inat¢1 enfeksiyon goriilen dislerden izole edilen E. faecalis

oranlar1 ve tanimlama ydntemleri.

Arastirmaci Arastirma Tamimlama Yontemi Izolasyon
Yih Oram
Engstrom (45) 1964 Kiltiir 521 (%24)
Moller (46) 1966 Kiiltiir 9/31 (%29)
Sundgvist ve ark. (47) 1998 Kiiltiir 9/24 (%38)
Molander ve ark. (48) 1998 Kiiltiir 32/68 (%47)
Peciuliene ve ark. (49) 2000 Kiltiir 14/20 (%70)
Peciuliene ve ark. (50) 2001 Kiltiir 21/33 (% 64)
Hancock 111 ve ark. (51) 2001 Kiiltiir 10/33 (%30)
Pinheiro ve ark. (52) 2003 Kiiltiir 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 Kiltiir 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 tahtasi 4/17 (%23,5)
Schirrmeister ve ark. (61) 2009 Kiiltiir/16S RNA 3/10 (%30)
siralama

2.2. Enterokoklar ve Enterococcus faecalis

Enterokoklar tek baslarina, giftler veya kisa zincirler halinde bulunabilen kiire
veya ovoid sekilli, hareketsiz, gram-pozitif koklardir. Fakiiltatif anaerop olduklar1
icin oksijen varliginda veya yoklugunda iireyebilirler (55). Karbonhidratlar, gliserol,
laktat, malat, sitrat, arjinin, agmatin ve birgok a-keto asidi katabolize ederek enerji
kaynag1 olarak kullanabilirler. Enterokok tiirleri insan bagirsak liimeninde yiiksek
miktarlarda (diskinin her graminda 10°-10° CFU) bulunurlar ve ¢ogunlukla konaga
zarar vermezler. Ayrica daha diisiik miktarlarda, kadinlarin iirogenital bolgesinde ve
oral kavitede de bulunurlar (62). Yiiksek alkalin pH (9,6) ve tuz konsantrasyonlari

gibi zor ¢evre kosullarinda bile hayatta kalabilirler. Safra tuzlari, deterjanlar, agir



metaller, etanol, azid ve kurutmaya diren¢ gosterirler. 10-45°C arasinda iireyebilir ve
60°C sicaklikta 30 dakika hayatta kalabilirler (63).

Enterokoklar onceleri D grubu streptokoklar igerisinde yer alirken, 1984
yilinda enterokok ve nonenterokok D grubu streptokoklar, niikleik asit analizleri
yapilarak ig¢inde farkli tiirler bulunan yeni bir cins, Enterococcus olarak tekrar
simiflandirilmistir (64) (Tablo 2).

Tablo 2. E. faecalis’in taksonomik siniflandirmasi.

ikili Adlandirma Enterococcus faecalis
Ust Alem (Domain) Bacteria

Alem (Kingdom) Eubacteria

Sube (Philum) Firmicutes

Sinif (Class) Bacili

Takim (Order) Lactobacillales

Aile (Family) Enterococcaceae
Cins (Genus) Enterococcus

Tiir (Species) feacalis

Enterokoklar icerisinde 23 adet tiir tanimlanmistir ve bu tiirler mannitol,
sorboz ve arjininle etkilegsmine bagli olarak 5 grupta toplanmstir. E. faecalis; E.
faecium, E. casseliflavus, E. mundtii ve E. gallinarum ile birlikte ayni grubun
tiyesidir. Bu bes tiir, mannitol besi yeri icerisinde asit olusturup arjinini hidrolize
ederken, sorboz besi yeri igerisinde asit olusturamazlar (65). E. faecalis arabinoz
negatiftir ve bu gruptaki diger liyelerden farkli olarak, piruvati kullanir ve telliiriti

tolere eder (66).

Enterokoklarin subakut endokardit, bakteriyemi, bakteriyel menenjit ve liriner
sistem enfeksiyonlarina yol acabildigi belirtilmistir (67). Bu bakteriler, cogu beta
laktamaz igeren cesitli antibiyotiklere (sefalosporinler ve sentetik penisilinler),
klindamisine, diisiik konsantrasyonlu aminoglikozidlere ve florokinolonlara karsi
dogal olarak direnclidirler. Dogal genetik direnclerine baglh olarak, siklikla hastane
enfeksiyonlartyla iligkilendirilirler. ABD’de goriilen hastane enfeksiyonlarinin
%12’sine enterokoklarin neden oldugu ve bunlarin %80’den fazlasinin E. faecalis
veya E. faecium kaynakli oldugu belirtilmistir (68). Ampisilin ve vankomisin’e karsi

duyarli olmalarina ragmen, bu antibiyotiklerin uzun siire kullanimiyla direng



gelistirebilirler (69). Direng gelistirebilme oOzelliklerinden dolay1, enterokokkal

enfeksiyonlarin tedavisinde kombine antibiyotik kullanimi tavsiye edilmistir.

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

tipinde, yuvarlak, beyazimsi koloniler olusturur (70) (Resim 1, 2).

E. faecalis, oral kavitenin olagan sakinlerindendir. Hem primer endodontik
enfeksiyonlar hem de sekonder/inat¢1 enfeksiyonlar gibi periradikiiler hastaliklarin
farkli formlariyla iliskilendirilmistir (55). Primer endodontik enfeksiyonlu dislerde,
baskin tiirler arasinda zorunlu anaerop ve bazi fakiiltatif anaeroplarin bulundugu,
enterokok tiirlerinin ise primer enfeksiyonda yer almadig1 kabul edilmektedir. Ancak
modern molekiiler teknikler kullanilarak  yapilan ¢alismalarda, primer
enfeksiyonlarda E. faecalis prevalansinin %4-40 arasinda degistigi belirtilmistir (55).
Sekonder/inat¢1 enfeksiyonlarda bu oran artarak, %90’a ulasmaktadir (45-61) (Tablo
1). Prevelanslarda goriilen bu dalgalanmanin nedeni olarak, farkli tanimlama

tekniklerinin kullanilmasi, cografik farkliliklar ve 6rnek sayilarmin farkli olmasi

gosterilmigtir.
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Resim 1. E. faecalis’in FESEM ile 30000 biiyiitme altinda goriintiilenmesi.

Resim 2. Koyun kanli agar besi yerinde tiretilen E. faecalis kolonisi.

10



2.2.1. E. faecalis’in Viriilans Faktorleri

Mikroorganizmalarin hastalik olusturabilme yeteneklerine patojenite denir.
Viriilans bir mikroorganizmanin patojenite derecesini belirtir ve viriilans faktorleri
patojeniteye  destek olan mikrobiyal iirlinler, yapisal bilesenler veya
mikroorganizmanin izledigi stratejiyi icerir (17). Bakteriler konak dokularinda direkt
veya indirekt hasara neden olarak patojenitelerini ortaya koyarlar (71, 72). E.
faecalis’in hayatta kalmasini, direngli olmasimi saglayan birgok virlilans faktorii

vardir:

Lipoteikoik asit (LTA), Gram-pozitif bakterilerin hiicre yiizeyleri ile
streptokok ve laktobasillerin sivi kiiltiirlerinde bulunan, poligliserolfosfat yapidaki
bir grup amfipatik molekiildiir. Lokositleri uyararak, TNF-a, interlokin 1 beta (IL-
1B), interlokin 6 (IL-6) ve interlokin 8 (IL-8) gibi enflamatuar medyatorlerin salimini
saglar. Bakteri, hiicre duvarma etki eden antibiyotikler veya deterjanlarla
karsilastiginda, LTA nin hiicre duvarinin otolizini inhibe ettigi bildirilmistir. Ayrica,
E. faecalis’in olumsuz kosullarda kendisini savunmak i¢in girdigi VBNC fazinda
LTA miktarinin iki katina c¢iktig1 belirtilmistir. Bu nedenle LTA’nin bakterinin
olumsuz kosullara diren¢ gelistirmesine neden oldugu ve ozellikle kok kanal

medikamentlerinin etkinligini azalttig1 diisiniillmektedir (3, 73).

Siiperoksit anyonu, oldukca reaktif bir oksijen radikalidir, enflamatuar
hastaliklardaki hiicre ve doku hasarindan sorumludur. Siiperoksit anyonu ve diger
oksijen radikalleri lipidler, proteinler ve niikleik asitler gibi ¢esitli biyolojik bilesikler
tizerinde yikici etkilere sahiptirler. Esas olarak notrofiller ve diger fagositik hiicreler
tarafindan salinan siiperoksit anyonu, E. faecalis tarafindan da salinarak enflamasyon

bolgesinde doku hasarina ve kemik yikimina neden olmaktadir (3).

Enterokokkal yiizey proteini (Esp), yiksek molekiil agirlikli bir yiizey
proteinidir (74). Bakteriyemi ve endokardit vakalarindan siklikla izole edilirken,
saglikli bireylerden daha nadir izole edilmektedir. E. faecalis’in canli olmayan
yiizeylere tutunmasina ve kolonizasyonuna yardimci oldugu ve biyofilm olugumunu

uyardigi belirtilmistir (75).

Feromonlar, kromozal olarak kodlanmig 7-8 amino asit uzunlugunda

peptidlerdir. Antibiyotik direnci ve sitolizin {iretimi gibi diger viriilans 6zelliklerinin
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E. faecalis suslar1 arasinda yayilmasini saglayan isaretci molekiillerdir. Ote yandan,
kemotaktik etki gostererek, konak hiicrelerinin siiperoksit anyonu iiretimini

uyarirlar (76).

Agregasyon maddeleri, bakteriler arasinda plazmid degisiminin olabilmesi
icin verici ve alic1 bakteriler arasindaki yiizey temasinin saglanmasindan sorumludur.

Ayrica E. faecalis’in notrofillere direng gostermesini saglarlar (77).

Jelatinaz, E. faecalis’in ¢inko iceren ekstraseliiler metalloproteinazidir. E.
faecalis’in feromonlariyla iliskili peptidlerden jelatini, kollajeni, fibrinojeni, kazeini,
hemoglobini, insiilini ve diger biyoaktif peptidleri hidrolize eden bir enzimdir (78).
Matriks metalloproteinaz ailesinin bir {liyesi olarak; fibroblastlar ve osteoklastlar gibi,
konak hiicrelerinin ¢ogu tarafindan iiretilebilir ve normal fizyolojik siirecte yer alir.
Ancak kontrolsiiz salimi durumunda kanser hiicrelerinin invazyonu, artrit ve
periodontitis gibi patolojik durumlarla iligkili oldugu belirtilmistir. E. faecalis
tarafindan salinan jelatinazin, kollajenin hidrolizine neden olarak periapikal

enflamasyonun patogenezinde énemli rol aldig: diistiniilmektedir (3).

Serin proteaz, E. faecalis yiizeyinde bulunan adezinlerin baglanan
yiizeylerini agiga ¢ikararak veya adezinleri modifiye ederek E. faecalis’in dentine

baglanmasina yardimei olmaktadir (79, 80).

Hyaluronidaz, bag dokudaki hyaluronik asidi pargalayan ve doku hasariyla
yakindan iliskili indirgeyici bir enzimdir. Bag dokusunun mukopolisakkarit kismini
depolimerize ederek, bakteriyel invazyonun artmasina neden oldugu gibi, aymi
zamanda bakteriler i¢in besin kaynagi olan cesitli substratlarin agiga ¢ikmasini
saglar (81). Apikal periodontitis ile iliskili enfekte kok kanallarindaki bakterilerin
tirettigi hyaluronidaz, klinik semptomlarin derecesiyle (akut-subakut) yakindan
iliskilidir. Hyaluronidaz bag doku iizerindeki yikici etkilerinin yaninda, bag doku
igerisine bakteriyel invazyonu kolaylastirarak, kok kanallarindan periapikal lezyon

igine bakterilerin gé¢iinii saglamaktadir (3).

EfaA geni, E. faecalis’in hiicre yiizeyinde bulunan bir adezindir. Bakterinin
manganez transportunda rol almaktadir. Bir¢ok mikroorganizmanin biiylime ve

hayatta kalabilmesi i¢in manganeze ihtiyaci vardir. Serum ve dentin gibi manganez
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iyonunun yeteri kadar bulunmadigi ortamlarda, sitoplazmik homeostazisinin

diizenlenebilmesi igin efaA geninin ekspresyonu artmaktadir (3).

Kollajen baglanma proteini (Ace), E. faecalis’in hiicre yilizeyinde bulunan
bir adezindir. Bakterinin dentine ve ekstraseliiler matriks proteinlerine baglanmasina
yardimc1 olmaktadir (79, 80).

Sitolizin, plazmid veya kromozal olarak kodlanmis bir bakteriosindir. E.
faecalis sahip oldugu bakteriosinler sayesinde diger 6zellikle Gram-pozitif tiirlerle

yarisarak mikrobiyotanin ¢esitliligini etkilemektedir (82).
2.2.2. E. faecalis’in Endodontik Acidan Onemi

E. faecalis kok kanallarina tedavi sirasinda, seanslar arasinda ve tedavi
tamamlandiktan sonra ulasabilmektedir (55). Bu bakterinin endodontik tedavi
gérmiis dislerde, primer endodontik enfeksiyonlu dislere oranla yaklasik 9 kat daha
fazla oranda bulundugu bildirilmistir (55). Bu durum, primer enfeksiyonlarda
bulunan diger tiirlerin E. faecalis’in yayilimint sinirladigi ve doldurulmus bir kok
kanali igerisindeki yetersiz ¢evresel kosullarin E. faecalis’in hayatta kalmasina engel
olmadig1 anlamina gelmektedir. Aslinda E. faecalis’in siklikla birden fazla seansta
tedavi edilmis ve/veya drenaj i¢in acgik birakilmis dislerden izole ediliyor
olmasi (83), bu tiiriin kok kanalina sekonder invaze olarak kolonize olabildigini,
sekonder enfeksiyona neden oldugunu ve sonrasinda enfeksiyonun inatg1 hale
geldigini desteklemektedir (22, 84). Tedavi gérmiis dislerin kok kanallarinda hayatta
kalmis mikroorganizmalar arasinda, E. faecalis kanal i¢i dezenfeksiyon
prosediirlerine daha direnglidir ve tedavi sonucu olusan yetersiz ¢evresel kosullara
daha iyi adapte olur. Sahip oldugu Ace ve Esp genleri ile salgiladigi jelatinaz ve serin
proteaz gibi enzimler, E. faecalis’in dentine baglanmasini1 ve dentin tiibiillerinin
derinlerine penetre olmasini saglayarak (85, 86), bakterinin mekanik preperasyondan
ve irrigasyon ajanlarindan daha az etkilenmesine neden olur (85, 87) (Resim 3). Ek
olarak E. faecalis biyofilm formuna doniismesi halinde, planktonik formlarina oranla
konak savunmasina, antimikrobiyal ajanlara ve olumsuz ¢evresel kosullara daha da
direngli hale gelir (88) (Resim 4). E. faecalis biinyesinde bulunan proton pompasi
sayesinde yiiksek pH’lara sitoplazmasini asitlestirerek karsi koyar (89), dolayisi ile
ara seanslarda medikament olarak kullanilan kalsiyum hidroksit (CaOH;)’e karsi
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direnglidir (90). Onbir bucuk ve tsti pH degerlerinde E. faecalis’in hayatta
kalamadigi bildirilmistir, ancak dentinin tamponlama kapasitesi nedeniyle kok kanali

igerisinde 11,5 pH’ya ulagsmak giintimiizde kullanilan tekniklerle miimkiin degildir.

Primer enfeksiyonlarda bulunan bir¢ok patojenin aksine, diger bakterilerle
simbiyotik bir iligskiye gereksinim duymadigi icin E. faecalis tek basina enfeksiyona
neden olabilecek kapasitededir (47), bu nedenle tedavi gormiis dislerden tek basina
izole edilebilir (3). Cevresel sartlar E. faecalis’in gen ekspresyonlarini diizenleyerek,
cesitli kosullara adaptasyon yetenegi kazandirir (91). Boylelikle E. faecalis uygun
olmayan g¢evresel kosullar i¢in gelistirdigi bir hayatta kalma mekanizmasi olan, canli
fakat kiiltlirize edilemeyen (VBNC) faza gegis yapabilir. VBNC fazindaki bakteriler
kiiltiir ortaminda iireme yetenegini kaybeder, fakat yasayabilirlik ve patojenite
kazanirlar. Uygun c¢evresel kosullar yeniden olustugunda boliinmeye devam

edebilirler (91).

200 nm EHT = 5.00 kV Signal A = SE2 Date :10 Jul 2013 ZEISS
— WD = 4.3 mm Mag = 30.00 K X Time :14:37:02

Resim 3. Dentin tiibiilii igerisine penetre olan E. faecalis’'in FESEM ile 30000

biiyiitme altinda goriintiilenmesi.
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1 pm EHT = 5.00 kV Signal A = SE2 Date :27 Sep 2013
L WD = 51 mm Mag = 10.00 KX Time :10:19:03

Resim 4. Deneysel kosullarda dentin diskleri tizerinde olusturulmus E. faecalis

biyofilminin FESEM ile 10000 biiyiitme altinda goriintiilenmesi

E. faecalis’in besin kitlig1 yasanan cevresel kosullarda hayatta kalabilme
yetenegine sahip oldugu ve tekrar besin kaynagina ulastiginda gelisimine devam
ettigi belirtilmistir (92). Ayrica, besin sikintist ¢gekmesi durumunda serumu besin
kaynagi olarak kullanabilmektedir (92). Doldurulmus kok kanallarinda uzun siireli
aclik fazina karsi koyma yetenegine sahiptir (93), bu durum koék kanal dolumu
sirasinda hayatta olan ve kanal icerisine gomiilmiis olan bakterilerin daha sonra
olusacak enfeksiyon i¢in bir odak olusturdugunu diisiindiirmektedir. Biitiin bu
ozellikler, E. faecalis’in kok kanal tedavisi gormiis basarisiz vakalardaki yiiksek

prevalansini agiklar niteliktedir.
2.3. Biyofilm

Biyofilm, canli veya cansiz bir yiizeye geri doniisiimsiiz olarak tutunmus,
ekzopolimerik yapilar, proteinler, polisakkarikler ve niikleik asitlerden olusan bir
ekstraseliiler matris tarafindan cevrelenmis c¢ok hiicreli mikrobiyal topluluklara
(bakteriler, mantarlar ve protozoalar) verilen isimdir (94-97). Biyofilm olusturma
yetenegi bir viriilans faktor olarak tanimlanmistir ve biyofilm olusumu ig¢in sivi

ortamda serbest halde bulunan planktonik mikroorganizmalarin bir yiizeye tutunmasi
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gerekmektedir (98). Mikroorganizmalar tarafindan {iretilen ekstraseliiler matris,
mikroorganizmalarin yalnizca bir yiizeye tutunmasini saglamakla kalmaz ayrica
mikroorganizmalarin birbirlerine tutunarak biyofilm yapisina katilmalarini da
saglar (99). Bu siirecin devaminda yiizeye birgok farkli mikroorganizma tutunmaya
devam eder. Biyofilm olusumu mikroorganizmalarin kolonizasyonu ve konakta
canliliklarini siirdiirebilmeleri adina olduk¢a 6nemlidir (100). Mikroorganizmalarin
biyofilm igerisinde bulunmalarinin kazandirdigi en oOnemli avantaj planktonik
tiirdeslerine oranla dis etkenlere karsi daha korunakli ve daha diren¢li hale
gelmeleridir (100). Gida ve su endiistrisinde karsilasilan en 6nemli problemlerden
birinin biyofilm olusumu oldugu bildirilmistir (101). Giiniimiizde biyofilmlerin tip
alaminda da giderek artan bir 6neme sahip oldugu kabul edilmektedir. Ozellikle
kataterler, kalga protezleri, kalp kapagi protezleri, kontakt lensler gibi tibbi
implantlarin yilizeyinde biyofilm olustugu ve bu olusumun hastane enfeksiyonlarinin
%65’inden sorumlu oldugu kabul edilmektedir (97, 102). Dis hekimliginde en ¢ok
caligilan biyofilm yapisi dental plaktir (103). Kok kanallarinda biyofilm olusumunu
ilk kez ortaya koyan arastirmaci ise 1987 yilinda Nair olmustur (4).

2.3.1. Biyofilmin Yapisi

Biyofilm bir ylizey iizerinde olgunlasirken, bakteriler tarafindan devamli
olarak ekstraseliiler polisakkarit, protein ve niikleik asit sentezlenir ve olusan
ekstaseliiler matriks biyofilmin hacimsel olarak %85’ini  olusturur (104).
Mikroorganizmalar biyofilmin ancak %15’ini olustururlar. Ekstraseliller matriks
yalnizca biyofilmin yapisini belirleyen fiziksel bir iskele olmakla kalmaz, aym
zamanda biyolojik olarak aktif, biyofilm icin gerekli olan besinler, su ve esansiyel
enzimleri igerisinde barindiran bir tastyict gorevi goriir (105). Farkli popiilasyonlar
ve mikrokolonilerdeki topluluk iiyeleri, biyofilm matriksinin bir ucundan diger ucuna
uzanan ve ilkel bir dolagim sistemi olusturan agik su kanallar1 ile birbirinden
ayrilmistir (97). Su kanallart biyofilm igindeki birincil dolagim sistemidir ve bu
kanallardaki siv1 igerisinde substrat, bakteri metabolizmasi son iiriinleri ve bakteriyel

etkilesimden sorumlu sinyal molekdilleri taginir (105).

Biyofilm olusumunun erken evrelerinde bakteriler birgcok konak proteinine

baglanir ve diger bakterilerle etkilesime girerler. Bu etkilesimler biiyiime
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oranlarinda, gen ekspresyonlarinda ve protein sentezinde degisimlere neden olur.
Proteomik teknikler ve DNA analizlerine gore biyofilm igerisindeki
mikroorganizmalarin planktonik tiirdeslerine goére % 20-70 oraninda daha fazla gen
ekspersyonu gosterdigi  belirtilmistir (106,107). Bu durum biyofilm igerisindeki

mikroorganizmalarin farkli bir fenotipe doniismesine neden olur (108).

Biyofilmler i¢inde gen ekspresyonlarini koordine etmek i¢in hiicrelerarasi bir
iletisim mekanizmasi olan “Quorum Sensing” kullanilir (109). “Quorum Sensing”,
bir populasyondaki gen ekspresyonunlarinin koordineli bir sekilde gerg¢eklesmesini
ve kontrol edilmesini saglayan bir iletisim mekanizmasidir (110). Bu iletisim
mekanizmas1 sayesinde tek hiicreli prokaryotik mikroorganizmalar, ¢ok hiicreli
Okaryotik organizmalar gibi hareket etmekte ve bu da onlara tek baslarina elde
edemeyecekleri simbiyotik hareket etme, biyofilm olusumu, viriilans 6zelliklerin
paylasilmasi, antibiyotik iiretimi ve ekstraseliiler enzimlerin salgilanmasi gibi bir
takim avantajlar kazandirmaktadir (111). Biyofilm olusumu sirasinda goriilen;
yiizeye baglanma, ¢ogalma, matris {iretimi ve biyofilm yapisindaki parcalanmalar

“Quorum Sensing” mekanizmasi ile kontrol edilmektedir (112).
2.3.2. Biyofilm Olusumu

Biofilm olusumu ig¢in gerekli olan {i¢ Onemli komponent sirasiyla;
mikroorganizmalar, kat1 bir yiizey ve sivi akisidir (97). Biyofilm olusumunun ilk
asamasi, organik ve inorganik molekiillerin kati bir ylizeye adsorbe olarak,
kosullandirict bir tabaka olugturmasidir (113). Bakterilerin kati yiizeye baglanmasini
etkileyen cesitli faktorler vardir. Bu faktoreler; substratin yiizey enerjisi, sicaklik,
pH, stv1 ortamin akis hizi, bakterinin yiizey ile iliskide oldugu siirenin uzunlugu,

ylizeyin hidrofobikligi ve besin miktaridir (114).

Biyofilm olusumunun ikinci asamasi, daha 6nceden olugsmus kosullandirici
tabaka  lizerine  mikrobiyal  hiicrelerin  adezyonudur (113).  Baslangicta
mikroorganzima-yiizey iliskisini diizenleyen fizikokimyasal ozellikler yiizey enerjisi
ve temas yogunlugudur (100). Bu o6zelliklere ek olarak mikroorganizmalarin bir
yiizeye tutunmasina yardimci olan fibria, pili, kam¢1 ve glikokaliks gibi ylizeysel
yapilar1 da olabilir. Bakteriler bir yiizeye tutunduktan sonra, elektrostatik ¢ekim

kuvveti, kovalent ve hidrojen baglari, dipol etkilesimleri ve hidrofobik etkilesimlerin
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bir kombinasyonu sonucu baglanmaya devam ederler (100). Biyofilm olusumunun
liclincii agamasi, bakteriyel biiyiime ve biyofilmin genislemesidir. Bu evrede, tek sira
halinde yiizeye tutunmus olan mikroorganizmalar, ikincil kolonize olan bakteriler ile
baglant1 kurar ve bu sekilde olusan mikrokolonilerin sayisi artarak biofilmin son
yapisini  olusturur (100, 115). Olusan biyofilmin {ist tabakalarindan mikro-
organizmalar zamanla koparak biyofilmden ayrilir. Mikroorganizmalarin yiizeyden
diizenli olarak ayrilmalar1 biyofilmin gelisimi boyunca devam eden bir siireg olup, bu
durum mikroorganizmalarin baska alanlara dagilimi ve kolonize olmalar1 anlamina

gelmektedir (116).

Biyofilm matrisinin 6énemli bir kismin1 sadece DNA olusturuyor olabilir.
Steinberger ve Holden (117), doygunluga ulasmamis biyofilmlerde ekstraseliiler
DNA (eDNA) miktarinin hiicresel DNA’ya oranla %50’den daha fazla
bulunabildigini belirtmislerdir. Staphylococcus epidermidis ve Enterococcus faecalis
biyofilmlerinin incelendigi calismalarda, eDNA temin etmek iizere kiigiik alt
birimlerde otolizin kaynakli 6liimlerin goriildiigli, mikroorganizmalarin otolizine
bagl olarak pargalanmasi sonucu ortama salinan DNA’nin biyofilm matrisinin
yapisina katildigi belirtilmistir (118, 119). eDNA’nin mikroorganizmalarin otolizine
bagli olarak da temin edilebildigi ve Staphylococcus aureus’un vankomisin ile
uyaritlmig  biyofilm  formasyonuna oOnemli diizeyde katkida bulundugu
bildirilmistir (120). Biyofilmin logaritmik biiyiime fazinda goriilen eDNA ise hiicre
Olimlerine bagl olarak degil, cogunlukla aktif salgilama mekanizmalar ile elde
edilir. Biiylimenin ileri evrelerinde (48 saat sonrasi) elde edilen yiiksek eDNA
konsantrasyonu, hiicrelerin lizisini sonucu DNA’nin ekstraseliiler ortama pasif olarak

salinmasina bagli olabilir (118, 119, 121).

Biyofilm formasyonu sirasinda hiicre diizeyinde iki ¢esit mikrobiyal etkilesim
gerceklesir. Ilki, askida duran hiicre ve zemine daha o6nceden tutunan hiicre
arasindadir. Bu etkilesim ko-adezyon olarak adlandirilir. Ikinci etkilesimde ise
genetik olarak farkli hiicrelerin birbirini tanimasi ve yigin halinde yasamasidir. Bu
etkilesim ko-agregasyon olarak adlandirilir (122, 123). Bu isbirlikleri yiiksek
seviyede ozellesmis ve ko-agrege olan bakteriler arasinda gerceklesir. Ilging bir

sekilde oral bakterilerin birgogu birbirlerini ko-agregasyon i¢in isbirlik¢isi olarak
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tanimaktadir. F. nucleatum Gram-negatif filamentdz anaerobik bir bakteri olup biitiin
oral bakteriler ile ko-agregasyon olusturabilir. Non-agrege bakteriler arasinda bile
koprii gorevi gorerek birbirlerine baglar (124, 125). Uzun filamentdz bakteri ve
yilizeye tutunan kiire seklindeki koklarin etkilesimi karakteristik “corncob” yapisini

olusturur (126).
2.3.3. Biyofilm Olusturmanin Bakterilere Kazandirdiga Ozellikler

Bakteriyel bir topluluk olarak, biyofilmlerin kollektif bir fizyolojisi vardir ve
cevresel degisikliklere birlikte cevap verirler (97). Birlikte hareket etmek sonucunda

biyofilm olusturmak mikroorganizmalara birtakim 6zellikler kazandirir (127):

Uremek icin daha kapsamli yetisme ortami: Erken yerlesen kolonilerin
metabolizmast yerel cevrede degisiklik yaparak ikincil koloniciler i¢in atagman ve
biiylime ortami olusturur. Bu durum, bazi besin kaynaklarinin erisilebilirliginin artisi,
zararli metabolik son iiriinlerin ortamdan uzaklastirilmasi ve uygun fizikokimyasal

sartlarin (azalmis oksijen gerilimi ve redoks potansiyeli) saglanmasiyla olusur (128).

Metabolik cesitlilik ve etkinlik artisi: Bir¢ok ekosistemde besin kaynaklari
stnirhidir. Bu nedenle kaynaklarimi isleyip paylasabilen topluluklar gelisirler ve
devamli hale gelirler. Karma topluluklarda yasayan mikroorganizmalar bir dizi
besinsel baglantilar kurarlar ve aralarinda bir besin ag1 gelistirirler. Az gelismis tiirler
icin gerekli olan kompleks yapidaki konak kaynakli substratlar parcalara ayrilarak
besin aglar1 ile taginirlar. Bu sayede bir tiirlin metabolik son iiriinleri, bir bagka tiiriin

ana besin kaynagini olusturabilir (128).

Tiirler arasi rekabet, konak savunmasi, antimikrobiyal ajanlar ve cevresel
stresten korunma: Farkli tiirlerin komsu hiicreleri beta-laktamaz, katalaz ve
proteinazlar gibi enzimler salgilayabilirler ve bu enzimler biyofilm matriksi
icerisinde korunarak yeri geldiginde diger bakterileri antimikrobiyaller ve konak
savunmasindan korumak {izere hazirda bekletilir. Ayn1 sekilde bakteriyel
metabolitler ve bakteriosinler birbiri ile yarisan tiirleri kisitlayabilir. Biyofilm
matriksi fagositoza kars1 fiziksel bir bariyer gorevi iistlenerek biyofilm icerisindeki

bakterileri konak savunmasindan korur (128).
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Gen degigimleri: Hiicreler arasi iligkiler ve biyofilmin fiziksel yapis1 topluluk
icerisinde horizontal gen aktarimini kolaylastirir. Topluluk tiyeleri arasindaki genetik
aligverisin en Onemli sonucu; viriilans 6zellikler ve antibiyotik direng genleri

yayilarak, sahip olmayan diger tiirler tarafindan kazanilir (128).

Gelismis Patojenite: Mikroorganizmalarin hastalia neden olabilmesi igin
konak ylizeyine yapismasi, konaktan besin saglamasi, ¢ogalmasi, dokular istila
etmesi, konak savunmasinin iistesinden gelmesi ve doku hasarina neden olmasi
gerekmektedir. Hastalik siirecindeki bu asamalarin gergeklesebilmesi bir topluluk
icerisindeki mikroorganizmalarin ¢esitli viriilans 0Ozelliklere sahip olmasi, bu
Ozelliklerin tiirler arasinda aktarimi ve bu tiirlerin birlikte hareket etmesi ile
olur (128).

Antimikrobiyal Ajanlara Direng¢: Biyofilm formundaki mikroorganizmalari
etkisizlestirmek ic¢in gereken antibiyotik konsantrasyonunun, planktonik tiirdesleri
icin gerekli olandan 100-1000 kat daha fazla oldugu bildirilmistir (100, 129).

Biyofilmlerin antimikrobiyallere diren¢ gostermesinin ¢esitli nedenleri vardir.

Antimikrobiyal ajanlar biyofilm ylizeyine tutunup bakterileri etkisiz hale
getirebilir, ancak biyofilmin derinliklerinde bulunan hiicreler bu ajanlardan
etkilenmezler ve hayatta kalirlar. Ote yandan, biyofilm matrisi antimikrobiyal
ajanlar1 inaktive edebilecek konsantrasyonlarda ndtralizan enzimleri biinyesinde
barindirabilir (130). B-laktamaz gibi ekstraseliiler enzimler biyofilm igerisinde
depolanarak gerekli oldugu durumlarda p-laktam antibiyotikleri inaktive edebilirler.
Baz1 antimikrobiyaller biyofilm matriksi igerisine penetre olabilirler, ancak boyle bir
durumda biyofilm igerisindeki bakteriler duragan faza gegerek antimikrobiyal

ajanlardan korunurlar.

Biyofilm igerisindeki mikroorgaizmalar quorum sensing mekanizmasini
kullanarak haberlesme saglarlar. Bu mekanizma sayesinde ortamdaki ihtiyaca gore
biyofilme yararli olacak tiirlerin daha ¢ok iireyerek baskin hale gelmesi

saglanir (103).

Ortamda besin sikintisinin basglamasi veya atiklarin birikmesi durumunda
biyofilm igerisideki hiicreler birbirleri ile iletisim kurarlar ve metabolizmalarimi

yavaslatip hizli boliinen hiicrelere gore antimikrobiyallere daha az duyarli hale
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gelirler. Clinkdi birgok antimikrobiyal ajan bakteriler iizerinde etkili olabilmek i¢in
bir miktar hiicresel aktiviteye ihtiyac duyar (103). Biyofilm igerisindeki
mikroorganizmalar duragan faza ge¢meleri durumunda eksopolisakkarit {ireterek
ortama salarlar ve ortamin kimyasal yapisim1 degistirirler. Biyofilm c¢evresindeki
oksijen miktarmin azalmasi bir¢ok antibiyotigi inhibe ederken, ortamda biriken
asidik atiklar pH degisiklinine neden olarak bazi antibiyotikler lizerinde antagonist
etki gosterirler. Tim bu nedenlerle, biyofilm igerisinde bulunan duragan fazdaki

bakteriler genel bir antibiyotik diren¢ mekanizmasi gosterirler (98).

Bazi biyofilmlerin antibiyotiklere kars1 artmis tolerans gostermesi, biyofilm
igerisinde “inatg1 hiicre” olarak bilinen 6zellesmis savas¢i hiicre subpopiilasyonun

varhigina baglanmistir (131).

2.3.4. Biyofilmlerin Goriintillenmesinde Kullanilan Mikroskobik

Teknikler

Biyofilmi olusturan yapilarin ve bakterilerin incelenmesinde 151k
mikroskopisi, floreson mikroskopisi, elektron mikroskopisi, atomik kuvvet
mikroskopisi ve lazer taramali konfokal mikroskopi gibi yontemler

kullanilabilmektedir (132).

Isik  mikroskoplart biyofilmlerin incelenmesinde kullanilan en temel
araclardir. Bu yontemle dogrudan in vitro 6rnekler incelenebildigi gibi, biyofilmleri
iceren histolojik kesitler de incelenebilmektedir ancak 151tk mikroskopu ile
incelenecek ornekler saydam olmalidir. Bu nedenle biyofilmler hiicre yogunlugundan
dolay1 bu yontem ile detayli olarak incelenemezler (133). Isik mikroskoplari yardimi
ile hiicrelerin sekilleri hakkinda (¢omak, kok veya spiral gibi) ve Gram boyama
yontemi kullanilarak, Gram-pozitif veya Gram-negatif olduklarina dair genel bir fikir
sahibi olunabilir (134). Floresan mikroskobu floresan gorsellestirme ile 151k
mikroskobunun biiyiitme ozelliklerini birlestiren bir aragtir. Bakteriler floresan
boyalarla boyanip, UV i1sinlar1 altinda floresan mikroskopta incelendiginde, 1s1k

sacan parlak cisimcikler halinde goriiliirler (135).

Bugiine kadar mikrobiyal biyofilmlerin yapisal 6zelliklerini goriintiilemeye

yonelik yapilan calismalarda en c¢ok kullanilan yontem taramali elektron
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mikroskopisi (SEM)’dir (133). SEM yiiksek enerjili elektronlarin kii¢iik bir alana
odaklanmasi ve ylizeyin taranmasi prensibiyle caligir. Isik mikroskobuna oranla
geleneksel SEM kullanilarak 400 kat daha yiiksek ¢Oziiniirliige sahip goriintiiler elde
edilebilir. SEM’e alan emisyonu 6zelliginin eklenmesi ile olusturulan alan emisyonlu
taramal1 elektron mikroskobu (FESEM) 6rnek {iizerindeki elektrostatik bozulmalari
onleyerek daha keskin goriintii elde edilmesine olanak tanimistir (136, 137). FESEM
ile konvansiyonel SEM’e gore daha biiyilik biiylitmeler altinda yiiksek ¢oziintirlikli
gorlntiiler elde etmek ve topografik inceleme yapmak miimkiin olmustur. Ancak
elektron mikroskopisinin en dnemli dezavantaji, biyofilmlerin iskeletini olusturan
ekstraseliiler matriksin %70-90 oraninda su iceriyor olmasi nedeniyle fiksasyon,
dehidratasyon, kurutma ve kaplama asamalarinda 6rnegin 3 boyutlu yapisinin zarar
gormesidir (136). Elektron mikroskopisinin baska bir dezavantaji da biiylitme altinda
inceleme yapildigt i¢in tek seferde Ornegin tamaminin incelenemiyor

olmasidir (133).

Biyoflimlerin goriintiilenmesinde kullanilan en son tekniklerden biri de lazer
taramali konfokal mikroskopi (CLSM)’dir. Bu teknikte elektron mikroskopisinde
karsilagilan dehidrasyon veya deformasyon gibi istenmeyen degisikliklerle
karsilasilmaz (133). Eger 6rnekler uygun floresan boyalar ile boyanabilirse canli/6li
organizmalarin analizi yapilabildigi gibi, 50-200 um kalinligina kadar biyofilmlerin 3
boyutlu, kantitatif analizi de yapilabilmektedir (133). Ancak 151k mikroskopisindeki
kisitlamalara bagli olarak biyofilmleri olusturan matriks ve hiicrelerin yapisal

ozellikleri detayli olarak incelenememektedir (136).

Atomik kuvvet mikroskopisi (AFM) ornek hazirlama siireci gerektirmeyen
bir tekniktir. Bu teknikte 6zel tarayici bir u¢ kullanilarak 6rnegin 3 boyutlu analizi

yapilir ve islem sonunda 3 boyutlu bir imaj elde edilir (138).

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

kalmadan biyofilmlerin noninvaziv incelenmesi yapilabilmektedir (139).
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2.3.5. Kok Kanallarinda Biyofilmler

Endodontide biyofilmler kanal ici, kanal dis1 (sement) ve periapikal
biyofilmler olarak 3 gruba ayrilabilir (114).

Kanal I¢i Biyofilmler

Kok kanallarinda biyofilm olusumunu ilk kez ortaya koyan aragtirmaci 1987
yilinda Nair olmustur (4). Cekilmis periapikal lezyonlu dislerin geg¢irimli elektron
mikroskopu (TEM) ile incelenmesi sonucu elde edilen goriintiilerde kok kanal duvari
boyunca uzanan yogun miktarda koklar, ¢omaklar, filament6z bakteriler ve
spiroketler izlenmistir. Bakteriler arasindaki bosluklarda bulunan amorf materyal ise
ekstraseliiler polimerik matris olarak yorumlanmistir. Sen ve ark. (140) enfekte
dislerin kok kanal duvarlarimi SEM ile incelediklerinde bakterilerin kanal duvarlari
ve dentin tiibiillerinde yogun koloniler olusturdugunu, bakterilere ek olarak

mantarlarin da birbirinden ayr1 yogun koloniler olusturdugunu belirtmislerdir.

George ve ark. (141) aerobik, anaerobik, besin yoniinden zengin ve besinden
yoksun birakilan ortamlarda E. faecalis’in biyofilm olusturma yetenegini
degerlendirdikleri ¢alismada, E. faecalis hiicrelerinin besin yoniinden zengin, aerobik
kosullarda 500-1000 pm c¢apinda diizensiz sekilli, amorf makro yapilar
olusturdugunu bildirmislerdir. Amorf yapilar1 daha yakin biiyiitmeler altinda
incelediklerinde ise bu yapilarin bakteriyel hiicre agregatlar1 oldugunu gérmiislerdir.
Besin yoniinden zengin, anaerobik kosullarda birakilan E. faecalis hiicrelerinin SEM
ve CLSM ile incelenmesinde ise kok kanal duvarlarindaki olgun biyofilmlerin su
kanallar1 ile birbirinden ayrildig1 goriilmiistiir. Besinden yoksun birakilan aerobik
ortamda olusturulmus biyofilmler incelendiginde dentin ylizeyindeki bozulmalar
dikkat ¢ekmistir ve bu bozulmalara neden olarak substrat yiizeyi, abiyotik bozulma
tirlinleri, bakteri hiicreleri ve bunlarin metabolik Uriinleri arasindaki etkilesimler
gosterilmistir. Besin yonilinden zengin kosullarda olusturulmus biyofilmlerin SEM ve
CLSM’de incelenmesi sonucu elde edilen goriintiilerin aksine, besinden yoksun

ortamda yogun bakteriyel kiimelenmeler goriillmemistir.

Nair ve ark. (142) tek seansta kok kanal tedavileri tamamlanmis 16 enfekte
disin 14’linde, ana kanalin islem goérmemis bolgelerinde, istmus ve aksesuar

kanallarda biyofilm olusturmus mikroorganzimalar goriildiigiinii bildirmislerdir.
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Kok kanallar1 ile enflamatuar lezyon arasinda gergeklesen sivi akisinin kok kanalini
istila eden mikroorganizmalar i¢in hem besin kaynagi olusturdugunu hem de
mikroorganizmalarin ¢ogalip kok kanal duvarinda biyofilm olusturmalarma olanak
sagladigini belirtmislerdir. Ayrica, biyofilm igerisinden bakterilerin ayrilma siirecinin
kok kanali igerisinde de gerceklestigini ve kok kanali igerisindeki biyofilmlerden

ayrilan bakteriler enflamatuar lezyon igerisinde kolonize olabildigini bildirmislerdir.

Kishen ve ark. (113) E. faecalis ve kok kanal dentini arasindaki iliskiyi 2, 4
ve 6 haftalik araliklarla X-151m1 diffraksiyonu, FTIR, SEM ve CLSM ile inceledikleri
calismada, E. faecalis ile dentin iligkisinin farkli asamalarmin oldugunu
belirtmiglerdir. Bununla birlikte olgun biyofilm iizerinde bakteri kaynakli apatit
olusumu gozlemlemisler ve E. faecalis’in kalsifiye biyofilmlere doniisebilme
yeteneginin, onun kok kanallarindaki siirekliligine katkida bulunan bir faktor

olabilecegine vurgu yapmislardir.

Ricucci ve Siqueira (143), kok kanal tedavisi yenilenmis olmasina ragmen
iyilesmenin saglanamadi8i, radyografik olarak kirik hatti goriilen semptomatik bir
disi ¢ekiminin ardindan histopatolojik yontemlerle incelemisler ve kirik hatti
boyunca uzanan, kanal i¢i dezenfeksiyon prosediirlerine ragmen elimine edilememis
biyofilm tabakasini goriintiilemisler ve bunu endodontik basarisizlifin sorumlusu

olarak gostermislerdir.
Eksternal Kok Yiizeyi Biyofilmleri

Bu tip biyofilmlerin asemptomatik apikal periodontitis goriilen disler ve fistiil
yolu ile iliskili kronik apikal apseli dislerde goriildiigii belirtilmistir (114). Tronstad
ve ark.(5) endodontik tedaviye direng gosteren inat¢1 enfeksiyonlu dislerin
¢ekilmesini takiben kok uglarindan alinan 6rnekleri SEM ile inceledikleri ¢alismada,
apikal foramen ve ¢evresinde ekstraseliiler ags1 bir yapi araciligi ile birbirine tutunan
koklar, gomaklar ve fibriler yapidaki bakterileri goriintiilemislerdir. Ekstraseliiler bir
yap1 yardimiyla birbirine tutunan bu mikroorganizmalarin biiyiik kisminin koklar,
comaklar ve az da olsa fibriler yapidaki bakterilerden olustugu belirtilmistir. Ricucci
ve ark. (144) sckonder apikal periodontitisli dislerin kok uglarini inceledikleri

calismada kalsifiye olusumlarin varhigimi gostermislerdir. Harn ve ark. (145)

24



geleneksel kok kanal tedavisine direng gosteren periapikal lezyonlu diglerin apikal

kok yilizeylerinde kalsifiye biyofilm olusumunu gézlemlemislerdir.

Siqueira ve Lopes (146) genis c¢lriige sahip, periapikal lezyonlu,
asemptomatik c¢ekilmis digleri SEM ile inceledikleri calismada, kok kanali icerisinde
daha ¢ok koklar ve ¢omaklarin goriildiigiinii, kok kanali disinda ise daha ¢ok koklar
ve filament6z bakterilerin ko-agregasyonu sonucu olusan misir kogani goriintiisiiniin

gorilebilecegini belirtmislerdir.

Lomgali ve ark. (147) kronik apikal periodontitisli dislerin apikal kok
yiizeylerini SEM ile incelemigler, kdk yiizeyinde lakiiner rezorpsiyon alanlarinin
bulundugunu ve bu alanlarda bakteriler ve mantarlarin yogun sekilde bulundugunu
bildirmislerdir. Bu bulgulara ek olarak, apikal foramen ¢evresinde
mikroorganizmalarin ekstraseliiler matris icerisinde gomiilii halde bulundugu,
diizgiin sekilli bir yap1 ile kaplanmis periapikal bakteriyel plak goriildiigiini
bildirmislerdir. Bu bulgulardan yola ¢ikarak, konak savunma mekanizmalarinin
bakterileri kok kanalinda tutmak icin yeterli olmadigini, apikal foramen ¢evresinde
mikroorganizmalarin icerisinde gomiilii halde bulundugu yapinin geleneksel
endodontik tedavi prosediirleri veya sistemik antibiyotik kullanimi ile elimine

edilemeyecegi sonucuna varmislardir.

Leonardo ve ark. (148) gesitli pulpal duruma sahip g¢ekilmis dislerin kok
uclarim1 SEM ile inceledikleri calismada, yalnizca apikal periodontitisli dislerde
biyofilm olustugunu belirtmisler ve bu biyofilmlerde koklar, basiller ve filament6z
bakterilerin birlikte bulundugunu bildirmislerdir. Bagska bir ¢alismada, Leonardo ve
ark. (149) kronik periapikal lezyon varliginda meydana gelen siddetli degisiklikler
sonucunda, apikal yapidaki liflerin zarar gordiigiinii ve gesitli derecelerde sement
rezorbsiyonuna bagli olarak dentin yiizeyinde biyofilmlerin diren¢ olusturmasina
neden olan lakiiner alanlar olustugunu belirtmiglerdir. Noiri ve ark. (150) inatc1
apikal patolojiye sahip ¢ekilmis dislerin kok uglarin1 ve endodontik tedavi sirasinda
kok kanalidan c¢ikarillan giita perka konlarint SEM ile inceleyerek biyofilm
olusumunu inceledikleri ¢alismada, apeksten disariya c¢ikmis olan giita perka

konlarinin tamaminin glikokaliks benzeri bir yap1 ile kaplandigim1 ve cekilmis
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dislerin eksternal kok yiizeylerinde filamentdz bakteriler ve c¢omaklar: igeren

biyofilm olusumunu goriintiilemislerdir.

Carr ve ark. (6) endodontik tedavileri 10 yil 6nce yapilmis ve yaklasik 2 yil
once basarisizliga bagli olarak kanal tedavileri yenilenmis ancak buna ragmen
tedaviye direng gostermesi nedeniyle ¢ekilmis alt molar diglerin kok uclarini elektron
mikroskobu ile inceledikleri ¢alismada, 6rneklerin tiimiinde kompleks yapida ¢oklu

tiir iceren biyofilmlerin bulundugunu belirtmislerdir.

Ricucci ve ark. (151) endodontik tedavi gormiis 12 semptomatik, 12
asemptomatik disin kok uclarin ¢ekim veya rezeksiyon yardimiyla elde edildigi ve
histolojik olarak incelendigi c¢alismada, 23 diste periapikal lezyon bulgusuna
rastlamislar ve kok, ¢omak ve filamentoz bakterilerden olusan biyofilmleri
goriintlilemislerdir. Endodontik tedavi sonrast goriilen basarisizligin esas nedeninin

biyofilm olusumu oldugunu belirtmislerdir.

Ricucci ve ark. (152) kok kanal tedavisine yanit vermeyen inat¢1 semptomlara
sahip benzer bir olguda ilgili disin koék ucunu rezeksiyon islemini takiben
histopatolojik olarak inceledikleri ¢caligmada, esas kok kanalinda bakteriyel olusuma
rastlanmamasina ragmen lateral kanalda goriilen biyofilm olusumunun endodontik
tedavinin basarisizligina neden oldugunu ve biyofilm igerisinde daha ¢ok, kok,

comak ve filamentoz bakterilerin bulundugunu bildirmislerdir.
Periapikal Biyofilmler

Bu tip biyofilmler endodontik tedavi ile iliskili dislerin apikal bolgelerinden
izole edilen biyofilmlerdir. Kok kanal enfeksiyonlarina bagimli ya da bagimsiz
olabilirler (114). Apikal periodontitis ile iligkili dislerin birgogunda mikrobiyota kok
kanali ile sinirlandirilmistir ¢linkii kok kanalin1 enfekte eden tiirlerin bircogu firsatei
patojendir ve periapikal dokularda konak savunmasina karsi hayatta kalma sanslari
cok zayiftir. Nadiren belirli tiirler ya da bir tiir icerisindeki bazi suslar cesitli
stratejiler gelistirerek hayatta kalirlar ve periapikal dokular1 enfekte ederler (114).
Actinomyces genusu iiyeleri ve Propionobacterium propionicum tiiriiniin endodontik
tedaviye  direng¢  gOsteren  asemptomatik  lezyonlardan  izole  edildigi

belirtilmistir (153).
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2.3.6. Kok Kanallarinda Biyofilm Eliminasyonu

Antimikrobiyal ajanlar tek tiir mikroorganizmanin hizli biiyiiyen, daginik
popiilasyonlar1 iizerinde genellikle daha etkilidirler (103). Ancak bilindigi tizere
olgun biyofilmler igerisindeki mikrobiyal topluluklar antimikrobiyal ajanlara
direnclidirler ve eradike edilmeleri olduk¢a zordur. Biyofilm igerisindeki
mikroorganizmalarin planktonik tiirdeslerine oranla antimikrobiyal ajanlara karsi

100-1000 kat daha fazla direng gosterdiklerine dair sonuglar paylagilmistir (88, 100).

Spratt ve ark. (154) NaOCI (%2,25), klorheksidin glukonat (%0,2), povidon
iyodin (%10), kolloidal giimiis (5 ppm) ve fosfat tamponlu salin (PBS) soliisyonunun
Prevotella intermedia, Peptostreptococcus micros, Streptococcus intermedius,
Fusobacterium nucleatum ve E. faecalis klinik izolatlarinin monokiiltiir biyofilmleri
tizerindeki etkinliklerini karsilastirmiglar ve NaOCl’nin en etkili antimikrobiyal ajan

oldugunu, NaOCl’yi iyodin soliisyonunun takip ettigini belirtmiglerdir.

Clegg ve ark. (8) ti¢ farkli konsantrasyondaki NaOCI (%6, %3 ve %1°lik),
%2’lik klorheksidin (CHX) ve BioPure MTAD soliisyonlarinin apikal dentin
biyofilmleri iizerindeki etkinligini karsilagtirmislar ve yalnizca %6’lik NaOCI’nin

tiim bakterileri 6ldiirtip biyofilmi fiziksel olarak kaldirabildigini belirtmislerdir.

Ozok ve ark.(155) F. nucleatum ve P. micros’un in vitro kosullarda
olusturulmus 24 ve 96 saatlik tekli ve ikili biyofilmleri lizerinde NaOCI’nin
etkinligini karsilastirmiglar ve zamanla biyofilmin NaOCl’ye gosterdigi direncin
arttigin1 ve ikili biyofilmlerin tekli biyofilmlere gére daha fazla direng gdsterdigini

belirtmislerdir.

Dunavant ve ark. (9) NaOCI (%6 ve %]1°1ik), Smear Clear, klorheksidin (%2),
REDTA ve MTAD soliisyonlarinin in vitro E. faecalis biyofilmleri iizerindeki
etkinligini karsilastirmiglar %6 ve %]1°lik NaOCl’nin diger sollisyonlara gore daha
etkin eliminasyon sagladigini ancak %6 ve %]1’lik NaOCI’nin eliminasyon diizeyleri

arasinda da istatistiksel olarak anlamli diizeyde farklilik oldugunu belirtmislerdir.

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

inkiibasyon sonrasi olusan E. faecalis biyofilmleri iizerinde NaOCl (%5,25’1ik) ve
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MTAD soliisyonlarinin etkinligini karsilagtirmiglar ve NaOCl'nin 5 dakika

uygulanmasinin biyofilmi pargalara ayirip uzaklastirdigini bildirmislerdir.

Distel ve ark. (88) E. faecalis’in CaOH, uygulanmis kok kanallarinda
biyofilm olusturabildigini belirtirken, Chai ve ark. (157) CaOH; nin %100 biyofilm

eliminasyonu saglayabildigini belirtmiglerdir.

Brandle ve ark. (158) E. faecalis, Streptococcus sobrinus, Candida albicans,
Actinomyces naeslundii ve F. nucleatum’un planktonik ve tekli veya ¢oklu
biyofilmleri lizerinde alkalin stresinin etkinligini  degerlendirmisler ve
mikroorganizmalarin planktonik formlarinin CaOH, (pH=12,5)’ye direngli oldugunu
ancak E. faecalis ve Candida albicans’in  canliligmi  korudugunu,
mikroorganizmalarin dentine adezyon yetenegi ve ¢oklu biyofilmlerdeki tiirler arasi

etkilesimlerin CaOH; direncini etkileyen faktorler oldugunu belirtmislerdir.

Williamson ve ark. (159), NaOCl (%6’lik), CHX (%2), Chlor-Xtra (<%6’lik
NaOCl ve ylizey diizenleyici kombinasyonu) ve CHX-Plus (%2’lik CHX ve yiizey
diizenleyici kombinasyonu)’in 1, 3 ve 5 dakikalik uygulamalarinin E. faecalis
biyofilmleri iizerindeki etkinligini degerlendirmigler, NaOCl ve Chlor-Xtra
soliisyonlarinin CHX ve CHX-Plus soliisyonlarina gore 1 ve 3 dakikalik uygulamalar

sonunda daha etkin eliminasyon sagladigini bildirmislerdir.

Arias-Moliz ve ark. (160) NaOCIl, CHX, etilen diamin tetraasetik asit
(EDTA), sitrik asit ve fosforik asit soliisyonlarinin 1, 5 ve 10 dakikalik
uygulamalarinin polistiren yiizeylerde olusturulan 24 saatlik E. faecalis biyofilmleri
tizerindeki etkinligini minimal biyofilm eradikasyon konsantrasyonunu (MBEK)
belirleyerek degerlendirdikleri ¢alismada, % 0,00625’lik NaOCl’nin 1 dakikalik
uygulama sonunda erdakiasyon saglarken %2’lik CHX’in ancak 5 dakika sonunda
eradikasyon sagladigini, EDTA, sitrik asit ve fosforik asit soliisyonlarinin biyofilmler

tizerinde herhangi bir antimikrobiyal etkiye sahip olmadigini belirtmislerdir.

Bryce ve ark. (161) NaOCl, CHX, EDTA ve iyodin soliisyonlarmin kok
kanalindan izole edilen biyofilmler {iizerindeki etkinligini degerlendirdikleri
calismada, biyofilmleri parcalama konusunda en etkili ajanin NaOCI oldugunu,

NaOCI’yi iyodin soliisyonunun takip ettigini belirtmislerdir.
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Chavez de Paz ve ark. (162) %1°lik NaOCI’nin E. faecalis, Lactobacillus
paracasei, Streptococcus anginosus Ve Streptococcus gordonii’nin membran
bitlinliigiini bozdugunu ve bu bakterilerden olusan biyofilmler igerisindeki
hiicrelerin ¢ogunu elimine ettigini, EDTA soliisyonunun (50 mmol/l) bakterilerin
membran biitlinliigl lizerine etki gosterdigi ancak bu etkinin biyofilm eliminasyonu
saglayacak diizeyde olmadigi ve %2,5’lik CHX’in membran biitiinliigline hafif
diizeyde etki gosterdigi ve biyofilmlerin ancak %50’sini eliminde edebildigini

bildirmislerdir.

Prabhakar ve ark. (163) %5’lik NaOCI’nin dis yiizeyinde olusturulan E.
faecalis biyofilmleri tizerinde en etkili ajan oldugunu, tripala, yesil ¢ay polifenolleri
ve MTAD’nin istatistiksel olarak anlamli diizeyde antibakteriyel aktiviteye sahip

oldugunu belirtmislerdir.

Liu ve ark. (164) a¢ birakilan E. faecalis biyofilmlerinin duragan fazdakilere
oranla %5,25’lik NaOCl’ye daha direngli oldugunu ve biyofilmin olgunlagmasi ile
birlikte NaOCI’nin biyofilm {izerindeki etkinliginin azaldigini belirtmislerdir.

Shrestha ve ark. (165) kitosan ve ¢inko oksit nanopartikiillerinin biyofilmin
yapisal biitliinliigiinii bozdugunu ve biyofilmler iizerinde antibakteriyel etkiye sahip

olduklarini belirtmislerdir.

Ferrer-Luque ve ark. (166) maleik asit, setrimid-maleik asit, setrimid-sitrik
asit ve setrimid-EDTA kombinasyonlarmin biyofilm erdakiasyonunu inceledikleri
caligmada, Maleik asitin MBEK degerinin 30 saniyelik uygulama sonunda %0,88, 2
dakikalik uygulama sonrasi ise %0,11oldugunu belirtmislerdir. Sitrik asit ve
EDTA’nin %0,2’lik setrimid ile kombine kullanilmasinin ise 1 dakika sonunda

eradikasyon sagladigini bildirmislerdir.

Lundstrom ve ark. (167) polimikrobiyal biyofilmler {izerinde %0,04’liik stabil
Klorin dioksit (ClOy), %3’lik NaOCl, %2’lik CHX ve steril distile suyun
antibakteriyel etkinligini karsilastirmislar ve NaOCl’'nin ClO;’ye gore istatistiksel

olarak anlamli diizeyde daha fazla eliminasyon sagladigini bildirmislerdir.

Bhuva ve ark. (168) c¢ekilmis tek koklii insan dislerinin kanallarinda

olusturduklar1 E. faecalis biyofilmleri {izerinde %1°lik NaOCl ile 2 dakika boyunca 6
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ml irrigasyon yapilmasimnin %95’in iizerinde biyofilm eliminasyonu sagladigini

bildirmislerdir.

Ordinola-Zapata ve ark. (169) sigir dislerinden elde ettikleri dentin bloklarini
ortodontik apareylere sabitleyerek insan agzinda enfekte ederek biyofilm
olusturduklar1 ¢aligsmada, dentin bloklarinin 5 dakika boyunca 1 ml %1’lik NaOCI
icerisinde bekletilmesi sonucu olusan eliminasyonun %2’lik klorheksidin uygulanan

gruptan daha diisiik miktarda biyofilm eliminasyonu olusturdugunu belirtmislerdir.

Wu ve ark. (170) kok dentini tizerinde olusturulan 4 haftalik eriskin E.
faecalis biyofilmleri lizerinde glimiis nanopartikiilleri (%0,1°lik), NaOCI (%2’lik) ve
steril  salin  sollisyonlarmin 2  dakikalik uygulanmasi sonrasi  biyofilm
eliminasyonlarint SEM ve CLSM kullanarak degerlendirmisler ve giimiis

nanopartikiillerinin biyofilmin yapisal biitiinliigiinii bozamadigini bildirmislerdir.

Noiri ve ark. (171) Er:YAG lazerin A. Naeslundii, E. faecalis, Lactbacillus
casei, Propionibacterium acnes, F. Nucleatum, Porphyromonas gingivalis ve
Prevotella nigrescens biyofilmleri {izerindeki etkinligini degerlendirmisler ve L.

casei disindaki tiirler iizerinde lazer uygulamasinin etkili oldugunu bildirmislerdir.

Soukos ve ark. (172) deneysel olarak enfekte edilmis kok kanallarinda
olusturulan E. faecalis biyofilmleri iizerinde fotodinamik terapinin etkinligini
inceledikleri ¢alismada, metilen mavisi ¢ozeltisinin (25 pg/ml) 5 dakika kanalda
bekletilmesi 665 nm kirmiz1 15181 30 J/em®lik enerji kaynagi ile kok kanali igerisine
uygulanmasi sonras1 %53 biyofilm eliminasyonu sagladigi, 151k kaynagimin giicti 222

chmz’ye c¢ikarildiginda ise %97 biyofilm eliminasyonu olustugunu bildirmislerdir.

Hems ve ark. (173) ozon uygulamasinin E. faecalis’in planktonik formlar1
tizerinde antibakteriyel etkiye sahip oldugunu ancak, biyofilmler tizerinde NaOCl

kadar etkili olmadigini belirtmislerdir.

Kustarct ve ark. (174) potasyum titanyum fosfat (KTP) lazer, ozon gazi ve
%2,5’lik  NaOCl’nin enfekte kok kanallarindaki antibakteriyel etkinligini
degerlendirdikleri calismada, ozon gazinin KTP lazer uygulamasindan daha etkili

eliminasyon sagladigi, ancak en etkili ajanin NaOCI oldugunu belirtmislerdir.
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Meire ve ark.(175) Nd:YAG lazer, Er:YAG lazer, antimikrobiyal
fotodinamik terapi ve NaOCl’'nin E. faecalis biyofilmleri iizerindeki etkinligini
inceledikleri ¢alismada, NaOCl’nin en etkili ajan oldugunu, Er:YAG lazerin ise
istatistiksel olarak oldukc¢a anlamli diizeyde bakteriyel eliminasyon olusturdugunu

belirtmislerdir.

Ureyen Kaya ve ark. (176) diisiik sicaklikli atmosferik basing plazma
(LTAPP), ozon gazi, %2,5’lik NaOCI ve steril salin ¢ozeltilerinin E. faecalis ile 3
hafta boyunca enfekte edilmis kok kanallarindaki antimikrobiyal etkinligini
degerlendirdikleri ¢alismada, apikal {i¢liide LTAPP ile NaOCI uygulamalar1 arasinda
istatistiksel olarak fark olmadigini ve her ikisinin de ozon gazi uygulamasindan daha

etkin eliminasyon saglandigini belirtmislerdir.
2.4. Kok Kanallarinin Yikanmasi

Kok kanal tedavisinin basarisi, dogru bir tani konulduktan sonra kok
kanallarinin kemomekanik olarak preperasyonu, dezenfeksiyonu ve higbir sizintiya
olanak vermeyecek sekilde doldurulmasmna baghdir (177). Kemomekanik
preperasyon, mekanik sekillendirme ve yikama islemlerinden olusmaktadir. Mekanik
sekillendirmenin amact; enfekte dentin ve pulpa dokusunun kok kanalindan
uzaklastirilmasi, yikama islemi ve seanslar aras1 medikament uygulanabilmesi i¢in
yeterli boslugun olusturulmasi ve periapikal dokularda enfeksiyonun ilerleyisinin
durdurulmasidir (177). Mekanik sekillendirme ile enfekte kok kanali igerisindeki
mikroorganizmalarin sayist 6nemli 6lgiide azaltilir ancak tamamen eliminasyon
saglanamaz. Mekanik sekillendirme sirasinda olusan debris ve smear tabakasinin kok
kanalindan uzaklastirilmasi i¢in yikama soliisyonlarinin kullanilmasi gerekmektedir.
Ayrica, yikama soliisyonlarmin antimikrobiyal etkileri sonucu kanal igerisinde kalan
enfekte dentin, organik ve inorganik artiklar uzaklastirilarak mikroorganizmalarin

tamamen etkisizlestirilmesi hedeflenir (177).

Antimikrobiyal yikama soliisyonlari, nekrotik kok kanal sisteminden
mikroorganizmalarin  uzaklastirilmasinda 6nemli bir role sahiptir. Yikama
soliisyonlarinin mekanik sekillendirme sirasinda kok kanal sisteminde enstriimante
edilemeyen alanlara ulasarak bu alanlardaki bakteriyel biyofilmleri uzaklastirmasi

beklenir.
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Kok kanallarmin dezenfeksiyonunu saglayabilmek ig¢in, tedavi sirasinda

kullanilacak yikama soliisyonu antimikrobiyal bir ajan olarak (178);

a. Genis antibakteryel sprektruma sahip olmali, anaerobik ve fakiiltatif

bakterilerin olusturdugu biyofilmlere etki edebilmelidir.
b. Endotoksinleri etkisiz hale getirebilmelidir.
€. Nekrotik pulpa dokusu artiklarini ve debrisleri ¢ozebilmelidir.

d. Mekanik preperasyon sirasinda smear tabakasi olusmasina engel olmali

ya da olusan smear tabakasini ortadan kaldirabilmelidir.

Bu o6zelliklere ek olarak ideal bir yikama soliisyonunda bulunmasi gereken

ozellikler de su sekilde siralanabilir (179);
a. Diisiik yiizey gerilimi gostermeli, dentin tiibiillerine penetre olabilmelidir.
b. Kanalda kolay nétralize olarak etkinligini kaybetmemelidir.

c. Lubrikasyon 6zelligi gostererek mekanik preperasyon sirasinda kullanilan

enstriimanlarin kanalda ilerlemelerini kolaylastirmalidir.
d. Diisiik toksisite gostererek periradikiiler dokulara irritan olmamalidir.

e. Restoratif maddelerin pulpa odas1 ve kavite duvarlarina baglanmalarini

olumsuz etkilememelidir.
f. Ucuz olmalidir.

Bu ozellikler dikkate alindiginda, gliniimiizde endodontik tedavi pratiginde
kullanilan higbir yikama soliisyonu bu 6zelliklerin hepsine birden tek basina sahip
degildir (178-180). Dolayisiyla, giivenli ve etkili bir yikama elde etmek igin, iki
veya daha fazla yikama soliisyonunun belirli bir sirayla birlikte kullanilmasi
gerekmektedir (179). Kok kanallarinin yikanmasi isleminde, mekanik sekillendirme
sirasinda olusan debrisin kanalin koronalinden disar1 ¢ikmasini saglamak i¢in serum
fizyolojik yeterli bir sollisyondur. Ancak serum fizyolojigin antimikrobiyal
ozelliginin olmamasindan dolayi, yikama isleminde antimikrobiyal 6zellik igeren
yikama soliisyonlarinin  kullanilmas:  gerekmektedir. Ozellikle nekrotik doku
artiklarinin  varhiginda, sekillendirmenin etkisini arttrmak amaciyla alkalen

soliisyonlar, deterjanlar ya da proteolitik etkili yikama sollisyonlarmin kullanilmasi
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onerilmektedir (181, 182). Ancak antimikrobiyal etkiye sahip ajanlar, mekanik
sekillendirme sirasinda olusan smear tabakasina yeterli etkiyi gosterememektedir. Bu
nedenle smear tabakayi uzaklastirabilmek i¢in selasyon ajanlar1 ya da organik
asitlerin kullanilmasi 6nerilmektedir. Ayrica tim bu islemler sirasinda kullanilacak
yikama soliisyonlarinin kabul edilebilir diizeyde sitotoksik etkiye sahip olmasi

gerektigi unutulmamalidir.
2.4.1. Sodyum Hipoklorit (NaOCI)

NaOCl giiniimiizde %0,5-6 konsantrasyon aralifinda endodontik yikama
soliisyonu olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (178, 183). Kemomekanik
sekillendirme sirasinda organik artiklara karsi ¢oziicii etki gostermesi, bakterilere,
bakteriyofajlara, sporlara, mantarlara ve viriislere kars1 etkili olmasi, diisiik yiizey
gerilimi ile dentin tiibiillerine penetre olabilmesi, kolay elde edilebilmesi ve ucuz
olmasi nedenleriyle ¢ok fazla tercih edilen bir yikama soliisyonudur (183). Sahip
oldugu bu ozellikler sayesinde 1920’lerin basindan itibaren su ile seyreltilmis

NaOCl, endodontide esas yikama soliisyonu olarak kullanilmaktadir (178).

NaOCl, suda sodyum (Na*) ve hipoklorit (OCI’) iyonlarmna ayrisir, hipokloroz
asit (HOCI) olusturarak denge saglar. Asidik ve notral pH’da klor, hipokloroz asit
formunda iken, pH 9 ve tlizerindeyken hipoklorit iyonu halindedir. Antibakteriyel
etkiden hipoklordz asit sorumludur ve mikroorganizmalarin hiicresel fonksiyonlarini
bozarak hiicre 6liimiine neden olur (181). NaOCl’in pH’s1, tamponlanmadig1 zaman

yaklagik 11-12°dir.

NaOCl kuvvetli bir antimikrobiyal ajan olup, direkt temas halinde birgok
bakterinin ani Oliimiine neden olur (181). Ayrica, NaOCl nekrotik ve organik
dokulara kars1 ¢oziicii etki gosterebilen tek irrigasyon soliisyonudur. NaOCI tek
basina smear tabakayr uzaklastiramasa bile smear tabakanin organik kismini

etkileyerek uzaklastirilmasina katkida bulunur (184).

Kronik enfeksiyonlarda biyofilm olusumunun kanitlanmasinin ardindan,
endodontik yikama soliisyonlarinin  biyofilm igerisindeki mikroorganizmalarla

etkilesimi 6nem kazanmistir. Birgok ¢alismada NaOCl’nin biyofilmi ¢6zebildigi ve
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biyofilmler {izerinde de kuvvetli antimikrobiyal etkiye sahip oldugu belirtilmistir (8,
156, 160, 163, 168, 169, 175, 185).

Endodontik yikama soliisyonlarinin nekrotik dokuyu ¢ozme o6zelligi kok
kanal tedavisinde biiylikk Onem tasimaktadir. Kok kanal sisteminin karmasik
anatomik yapisi bu konunun 6nemini daha da artirmaktadir. Birgcok ¢alismaya gore,
hangi sekillendirme teknigi kullanilirsa kullanilsin, sekillendirme sonrasi1 kok kanal
sisteminde hi¢ dokunulmamis alanlarin varhigi goriilmektedir (186). Organik
artiklarin kimyasal olarak uzaklastirilmasi1 bakteri gelisiminin 6nlenmesi agisindan
onemlidir. NaOCI, biyofilm dahil organik dokular1 ¢oézebilen en etkin irrigasyon
soliisyonu oldugu i¢in kok kanal tedavisinde 6nemli bir yere sahiptir (8, 9, 156, 161,
167, 185, 187). Yiiksek konsantrasyonlu NaOCI soliisyonlarinin antibakteriyel ve
doku ¢oziicii etkinliginin diisiik konsantrasyonlara gore daha yiiksek oldugu
bilinmesine ragmen, toksisitesi de artmaktadir (188). Ustelik yiiksek
konsantrasyonlarda NaOCI organik dentin matriksini pargalayarak dentinin mekanik
ozelliklerini zayiflatmaktadir (11, 189). Soliisyonun istenmeyen etkilerinin ortadan
kaldirilmas: i¢in diisiik konsantrasyonlu soliisyonlarin daha bol miktarda
kullanilmasi, kanal icerisindeki soliisyonun daha sik degistirilmesi, soliisyonun
sicakliginin arttirilmasi, soliisyona yiizey aktif ajanlarin ilave edilmesi, kok kanali
igerisindeki soliisyonun sonik veya ultrasoniklerle aktive edilmesi tavsiye

edilmektedir (190, 191).

Smear tabakay: tek basina uzaklastiramamasi, periapikal dokulara tasirildigt
zaman toksik etki gostermesi, anaflaktik reaksiyonlara neden olmasi, kotii bir tada ve
kokuya sahip olmasi ve in vivo kosullarda enflamatuar eksuda, doku artiklar1 ve
mikrobiyal kiitle gibi organik dokularin varligina bagl olarak etkinliginin azalmasi
NaOCl’nin dezavantajlaridir (183, 192-194). Bu nedenle NaOCl’ye alternatif ya da
NaOCl ile kombine kullanilabilecek yikama soliisyonu arayist devam

etmektedir (176, 195-197).
2.4.2. Klorheksidin Glukonat (CHX)

Dis hekimliginde yaygin olarak kullanilan sentetik bir katyonik bis-guaniddir.
Antiseptik 6zelligi nedeniyle plak olusumunun 6nlenmesi amaciyla periodontolojide

%0,1-0,2 konsantrasyon araliginda kullanilmaktadir. Endodontik tedavide ise %2’lik
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konsantrasyonunun ~ yikama  soliisyonu  olarak  kullanilmast  tavsiye

edilmektedir (198).

Klorheksidin, Gram-negatif bakteriler, Gram-pozitif bakteriler ve mantarlar
tizerinde etkili, genis spektruma sahip bir ajandir (199). Katyonik yapisi sayesinde
bakterilerin negatif yiiklii yilizeylerine elektrostatik olarak baglanir (199) ve hiicre
duvarinin  dig  katmanlarina zarar vererek gegirgenligini arttirir  (200).
Konsantrasyonuna bagli olarak bakteriyostatik veya bakterisidal etki gosterebilir.
Yiiksek konsantrasyonlarda deterjan islevi gorerek, hiicre zarini pargalar ve hiicre ici
organellerin yikimina neden olmaktadir (201). Yine katyonik yapisi sayesinde
anyonik yapidaki oral mukoza ve dentine geri doniigiimlii olarak baglanarak rezidiiel
antimikrobiyal etkinligini uzun siire siirdiirebilir (202). CHX’in Kok kanallarinda
rezidiiel antimikrobiyal etkisini 48-72 saat siireyle koruyarak bakterilerin dentine

baglanmasina engel oldugu belirtilmistir (203).

CHX’in bakterisidal etkinliginin NaOCI kadar yiiksek oldugu (167, 204),
ancak biyofilmler {izerindeki etkinliginin NaOCl’den daha diisik oldugu
belirtilmistir (8, 9, 205). Ayrica tip I kollajen, 6lii hiicreler ve dentin gibi organik
yapilar varliginda CHX’in antimikrobiyal etkinligini kaybettigi (206) ve Gram-
negatif bakterilere karsi Gram-pozitiflere oldugu kadar giiclii etki gosteremedigi

bildirilmistir (207).

Biyofilmler {izerindeki yetersiz etkinliginin yani sira, nekrotik doku
artiklarin1 ¢6zememesi ve kok kanal sistemini kimyasal olarak temizleyememesi
CHX’in endodonti pratiginde NaOCI’nin alternatifi olamayisinin esas sebepleri
arasinda gosterilmektedir (179, 183).

2.4.3. Etilen Diamin Tetraasetik Asit (EDTA)

Kok kanallarmin yikanmasinda kullanilan bir selasyon ajanidir. Mekanik
preperasyon sirasinda olusan smear tabakasinin inorganik igerigini uzaklastirmak
amaciyla  endodontik  yikama  soliisyonlar1 ile  birlikte  kullanilmasi
onerilmektedir (208, 209). EDTA’nin etkinligini artirmak i¢in, Oncesinde smear
tabakasinin organik igerigini uzaklastiracak proteolitik bir ajan (NaOCI) kullanilmas1

gerektigi belirtilmistir  (210). Ancak son yikama NaOCl yerine EDTA ile
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tamamlandiginda E. faecalis gibi bircok bakterinin duyarli oldugu, dentin tiibiilleri
¢evresinde bulunan kollajenin agiga ¢iktigr belirtilmistir (211). Bu nedenle EDTA
uygulandiktan sonra son yikama i¢in bagka bir ajana ihtiya¢ duyulmustur ve 10 ml
%17’lik EDTA’nin ardindan 10 ml %5,25’lik NaOCl kullaniminin en etKili
kombinasyon oldugu belirtilmistir (212). Ancak EDTA’nin ardindan NaOCl
uygulamasinin dentinde erozyona neden oldugu belirlenmis (213) ve EDTA’nin
organik c¢oziiciiliigiinii ve antimikrobiyal etkinligini arttirmak amaciyla igerisine
cesitli maddeler eklenerek, son yikamada kullanilmak {izere EDTAC, SmearClear,

QMIX gibi iiriinler piyasaya siiriilmiistiir.

EDTA’nin  smirh  da  olsa antimikrobiyal etkinlige sahip oldugu
belirtilmistir (214). EDTA’nin Gram-negatif bakterilerin hiicre duvarlar1 digindaki
katyonlara baglanarak lipopolsakkaritlerin agiga c¢ikmasina ve bu nedenle hiicre
yapisinin bozulmasina neden oldugu bildirilmistir. Ancak ayni etkiyi Gram-pozitif
bakterilere karsi gosterememektedir (214). Bununla birlikte EDTA’nin C. albicans
tizerinde antifungal etkiye sahip oldugu belirtilmistir (215). Smear tabakasini
uzaklastirarak, diger yikama soliisyonlarinin dentinin derinliklerindeki etkinligini
artirmasi (85) ve biyofilm i¢inde bulunan bakterilerin birbirine tutunmasini saglayan
agir metallere baglanarak biyofilmi par¢alamasi ve sonrasinda kullanilan ajanlarin
etkinligini artirmasi1 (162), EDTA’nin dolayli yoldan antimikrobiyal etkiye sahip

oldugunu gostermektedir.
2.4.4. Setrimid

Toz ve likid formlar1 bulunan setrimid katyonik bir siirfaktandir. Siirfaktanlar,
bir hidrofilik bir de hidrofobik boliim igeren molekiillerdir ve bulunduklari ortamin
yiizey gerilimini diigiiriirler (216). Endodonti pratiginde klorheksidin, EDTA ve
NaOCl gibi yikama soliisyonlarma setrimid eklenerek bu soliisyonlarin yiizey
gerilimini diisiirmesi ve boylece yikama soliisyonlarinin dentine penetrasyonunun ve

antimikrobiyal etkinliginin arttirilmasi hedeflenmistir (159, 217-221).

Setrimidin pozitif yiiklii hidrofilik kisimlari, bakteri hiicre zarmin yapisinda
bulunan negatif yiiklii fosfolipidler ile etkilesime girer. Bu sirada bilesigin polar
olmayan kismi da hiicre zarmin hidrofobik olan kisimlarindan igeri girerek ara

yiizeydeki gerilimi diisiirtir. Boylece bakteri hiicre zarinin segici gecirgenlik 6zelligi
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bozulur ve hiicre zarinin biitiinligii ortadan kalkar (222). Setrimid hiicre igine
girdikten sonra hiicre igerisindeki enzimler ve organelleri denatiire eder (223). E.
faecalis’e ek olarak gesitli Gram-pozitif ve Gram-negatif bakteriler ve C.albicans

tizerinde antimikrobiyal etkiye sahip oldugu belirtilmistir (224).

Setrimidin  antimikrobiyal etkisinin kanitlanmis olmasinin  yaninda,
biyofilmler tizerinde de etkili potansiyel bir ajan oldugu belirtilmistir. Setrimidin
biyofilmi olusturan ekstraseliiler matriks arasindaki elektrostatik baglar1 etkileyerek
biyofilmin yapisal direncini disiirdigi bildirilmistir  (225). Arias-Moliz ve
ark. (226) polistiren yiizeylerde olusturduklar1 24 saatlik E. faecalis biyofilmlerini
tamamen elimine etmek i¢in %0,5, %0,0312 ve %0,0078 konsantrasyonlarindaki
setrimidin sirasiyla 30 sn, 1 dk. ve 2 dk. uygulanmasinin yeterli oldugunu, ancak
Klorheksidinin herhangi bir konsantrasyonda 2 dk. igerisinde tamamen eliminasyon
saglayamadigini belirtmislerdir. Baca ve ark. (227) %2,5’lik NaOCI ve %0,2’lik
setrimidin dentin bloklar iizerinde olusturulan 3 haftalik E. faecalis biyofilmlerini
tamamen elimine ettigini bildirmislerdir. Wang ve ark. (228) %0,1°lik setrimidin E.
faecalis biyofilmleri iizerindeki etkinliginin %?2’lik NaOCl ile benzer oldugunu
belirtmislerdir. Guerreiro-Tanomaru ve ark. (197) sigir dentin bloklari tizerinde
olusturduklart 14 giinliik E. faecalis biyofilmleri {izerinde %0,2°lik setrimidin 1 dk.
uygulanmasinin %2’lik klorheksidinden daha fazla eliminasyon sagladigi ancak
%2,5’lik NaOCl kadar etkili olmadigini bildirmislerdir.

Setrimidin biyofilmler iizerinde etkili olmasimnin yani sira bir 6nemli avantajt
da rezidiiel antimikrobiyal etkiye sahip olmasidir. Baca ve ark. (227) cesitli
endodontik yikama soliisyonlarinin dentin bloklar1 iizerindeki rezidiiel antibakteriyel
etkilerini degerlendirdikleri calismada, 24 saat icinde %0,2’lik setrimid ve %2’lik
klorheksidin  uygulanmis gruplarda biyofilm olugmazken, %?2,5’lik NaOCl
uygulanmis grupta biyofilm olustugunu goézlemlemislerdir. Baca ve ark. (229)
%2’1ik klorheksidinin yaklagik 50 giin rezidiiel antimikrobiyal etkisinin siirdiiriirken,
%0,2’1ik setrimidin bu etkiyi ortalama 40 giin siirdiirebildigini belirtmislerdir.

Setrimid soliisyonunun toksik etkilerinin dogrudan incelendigi bir ¢aligma

bulunmamasina ragmen, %0,2’lik setrimid ve %0,2’lik Klorheksidin igeren
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Cetrexidin soliisyonunun 2 haftalik inceleme sonunda %35,25’lik NaOCl’ye oranla

daha diisiik diizeyde yangisal reaksiyona neden oldugu bildirilmistir (217).
2.4.5. Glycrrhiza glabra L. Ekstrakti

Ideal bir kok kanal yikama soliisyonu antimikrobiyal etkinliginin yan1 sira
biyouyumlu olmalidir ¢iinkii bu soliisyonlar periapikal dokulara temas
edebilirler (230). Son zamanlarda bitkisel 6ziitler gibi bir¢ok dogal iiriin sentetik

kimyasallara alternatif olarak saglik alaninda kullanilmaya baslanmistir (230).

Halk arasinda meyan kokii olarak bilinen Glycrrhiza glabra L. bitkisi
diinyanin birgok yerinde yetisen ve geleneksel tip alaninda uzun yillardir kullanilan
bir bitkidir (231). Glycrrhiza tiirlerinin antienflamatuar, antikarsinojenik, antiviral

ve antimikrobiyal etkiye sahip oldugu belirtilmistir (231).

Dis hekimliginde yapilan g¢aligmalarda, Segal ve ark. (232), Badria &
Zidan (232, 233) G. glabra ekstraktinin karyojenik Streptococcus mutans iizerinde
antimikrobiyal etki gosterdigini belirtmislerdir. Badr ve ark. (234) G. glabra
ekstraktinin, E. faecalis’in planktonik ve seliiloz nitrat membran filtreler {izerinde

olusturulus biyofilm formlari iizerinde eliminasyon sagladigini bildirmislerdir.

G. glabra ekstarktinin antimikrobiyal etkisi igerisindeki Glycyrrhizin ile
iliskilendirilmistir (231, 234). Glycyrrhizin, tripertenik bir saponindir ve %2-15
konsantrasyon  araliginda  G.  glabra  ekstraktinin  esas  bilesenini
olusturmaktadir (235). Saponinler hiicre membranindaki lipitlerle etkilesime girerek
membranin biitlinliiglinii bozar, hiicre i¢i organellerin hiicre disina ¢ikmasina neden
olur (236). Ayrica saponinler yiizey gerilimini disiiriicii etkileri sayesinde de
antimikrobiyal etki gosterirler (236). G. glabra ekstraktinin antimikrobiyal
aktivitesinden sorumlu bir diger bilesen de flavonoidlerdir. Flavonoidler
antimikrobiyal etkilerini hiicre membranindaki elektron tagima zincirini inhibe

ederek gosterirler (237).

2.5. Endodontik Cahsmalarda Kullanilan Biyofilm Olusturma

Yontemleri

Enfekte kok kanallarinin incelenmesi ve kok kanallarindaki biyofilm

olusumunun goriintillenmesinin ardindan (4, 140, 146, 238), in vitro ¢alismalarin
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gercege yakin olmasi amaciyla son zamanlarda antimikrobiyal ajanlarin etkinliginin
degerlendirilmesinde biyofilm modelleri kullanilmaya baslanmistir. Ancak bu
calismalarda kullanilan biyofilm olusturma yontemleri arasinda bir standardizasyon

yoktur.

Bakterilerin biyofilm olusturabilmeleri i¢in ortamda tutunabilecekleri bir
yiizey ve sivt akist olmalidir. Endodontide biyofilm caligmalarinda bakterilerin
tutunacagi yiizey olarak ¢ekilmis dislerin kok kanallari (141, 163, 167, 239), ¢ekilmis
dislerden hazirlanan dentin 6rnekleri (8, 175, 227), hidroksiapatit diskler (171, 240,
241), polistiren yiizeyler (160, 162, 164, 166, 226, 242), cam yiizeyler (159, 241,
243, 244), seramik yiizeyler (9), ve selliiloz nitrat membran filtreler (154, 156, 161)

kullanilmuistir.

E. faecalis’in bir¢cok antimikrobiyal ajana karsi yliksek seviyede direng
gosterdigi (67) ve inat¢1 apikal periodontitis vakalarindan siklikla izole edilen bir
bakteri oldugu (57) bilinmektedir. Bu nedenle, antimikrobiyal ajanlarin
etkinliklerinin degerlendirildigi calismalarinda mikroorganizma olarak siklikla E.

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

Endodontik enfeksiyonlarin polimikrobiyal enfeksiyonlar oldugu g6z 6niinde
bulundurularak bazi c¢alismalarda birden ¢ok mikroorganizmanin olusturdugu
biyofilmler tercih edilirken (8, 161, 162, 167, 171, 242, 245, 246), baz1 ¢alismalarda
ise tek mikroorganzimanin olusturdugu biyofilmler tercih edilmis-tir (141, 156, 166,
239, 243).

Mikroorganizma tercihinde fark yaratan bir unsur da kullanilan susun tipidir.
Bazi ¢alismalarda standart suslar tercih edilirken (141, 156, 245), baz1 ¢alismalarda
Klinik izolatlar tercih edilmistir (8, 9, 159, 162).

Biyofilm olusumunda standardizasyon saglanamayan bir diger konu da
inkiibasyon stiresidir. Literatiirde biyofilm olusumu i¢in 24 saatten 10 haftaya kadar
degisen siirelerde inkiibasyon yapildigi ve sonrasinda antimikrobiyal ajanlarin
etkinliklerinin degerlendirildigi belirtilmistir (8, 9, 141, 156, 159, 161, 163, 166,
167, 171, 226, 239, 240, 243) (Tablo 3).
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Tablo 3. Farkli endodontik ¢aligmalarda tercih edilmis biyofilm modelleri

Arastirmacilar Kullanilan Calismanmin Amact  Biyofilm olusturmada
Modelin Tipi ve degerlendirmede
kullanilan yontem
Shabahang ve  Invitro MTAD’nin Cekilmis insan disleri 4
Torabinejad ( E. faecalis antimikrobiyal hafta boyunca E.
247) etkinliginin in vitro  faecalis ile enfekte
degerlendirilmesi edilmis,
Degerlendirmede koloni
sayim yontemi
kullanilmis
Duggan ve In vitro Oral ve endodontik ~ Biyofilm olugumu igin
Sedgley (248) Kok kanali, E. faecalis’in 96 kuyucuklu plaklarda
oral kavite ve  biyofilm 24 saat inkiibasyon
ag1z dist olusumunun yapilmis,
kaynalardan incelenmesi Degerlendirme igin
izole edilen E. kristal viyole analizi

George ve
Kishen (249)

Shen ve
ark. (240)

Williamson ve
ark. (159)

faecalis suslar
In vitro

E. faecalis ve
Actinomyces
actinomycetem
comitans

In vitro
Birden ¢ok tiir

In vitro
E. faecalis
klinik izolat1

Farkl1 ¢oziiciilerde
¢Oziilmiis metilen
mavisinin
biyofilmler
tlizerindeki
etkinliginin
incelenmesi

Klorheksidinin
biyofilmler
tizerindeki
etkinliginin ti¢
boyutlu kantitatif
analiz edilmesi

Farkl1 antimikrobiyal
ajanlarin E. faecalis
tizerindeki
etkinliginin
incelenmesi

kullanilmig

Cok kuyucuklu
polistiren plaklarda 2
giinliik inkiibasyon,
insan dislerinde 4
giinliik inkiibasyon
yapilmis
Degerlendirmede koloni
sayim yontemi
kullanilmis

Kollajen kaplanmis ve
kaplanmamis
hidroksiapatit diskler
tizerinde inkiibasyon
yapilmis,

Olmiis ve canli
bakterilerin
belirlenmesinde CLSM
kullanilmig

Cam yiizeylerde
biyofilm olusturulmus,
Degerlendirmede koloni
sayim yontemi
kullanilmis
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Tablo 3. Farkli endodontik ¢alismalarda tercih edilmis biyofilm modelleri

(devam)

Arias-Moliz ve  Invitro

ark. (160) E. faecalis

Lim ve In vitro

ark. (250) E. faecalis

Kishen ve In vitro

ark. (251) E. faecalis

Hiarishi ve In vitro

ark. (252) E. faecalis

Liu ve In vitro

ark. (164) E. faecalis

Chavez de Paz  Invitro

ve ark. (162) E. faecalis,
L. paracasei,
S. anginosus,
S. gordonii

klinik izolatlar1

Farkli antimikrobiyal
ajanlarin E. faecalis
tizerindeki MBEK
degerinin
belirlenmesi

Isikla aktive olan
dezenfeksiyon
sistemlerinin
biyofilmler
uzerindeki
etkinliginin
incelenmesi

Antimikrobiyal
fotodinamik terapi
kullanilarak
biyofilmlerin elimine
edilmesi

%3,8’lik glimiis
diamin floriiriin
antimikrobiyal
etkinliginin
degerlendirilmesi

Ac birakilmis E.
faecalis hiicrelerinin
biyofilm olusturma
becerisinin
degerlendirilmesi

Antimikrobiyal
ajanlarin endodontik
biyofilmler
tizerindeki
etkinliginin
degerlendirilmesi

Biyofilm olusumu igin
96 kuyucuklu polistiren
plaklarda 24 saat
inkiibasyon yapilmus,
Degerlendirmede koloni
sayim yontemi
kullanilmig

Insan dislerinde
tizerinde 4 gilinliik
(geng) ve 4 haftalik
(olgun) biyofilmler
olusturulmus,
Degerlendirmede koloni
sayim yontemi
kullanilmig

Cok kuyucuklu
polistiren plaklarda
inkiibasyon yapilmis
Degerlendirmede koloni
sayim yontemi ve
CLSM kullanilmis
Membran filtreleri
iizerinde biyofilm
olusturulmus,
Degerlendirmede koloni
sayim yontemi
kullanilmig

Insan dentini ve
polistiren bloklar
tizerinde biyofilm
olusturulmus,
Degerlendirmede koloni
sayim yontemi ve SEM
kullanilmis

Mini akim hiicre sistemi
izerinde 24 saatlik
biyofilmler
olusturulmus,
Degerlendirmede
konfokal mikroskopisi
ve goriintii analizi
kullanilmis
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Tablo 3. Farkli endodontik ¢alismalarda tercih edilmis biyofilm modelleri

(devam)
Soares ve In vitro Farkli ajanlarin Insan disleri iizerinde 21
ark. (253) E. faecalis biyofilmler glinliik biyofilmler
tizerindeki olusturulmus,
etkinliginin Degerlendirmede koloni
degerlendirilmesi sayim yontemi ve SEM
kullanilmis
Shen ve In vitro Mekanik ajitasyonun Kollajen ile kaplanmis
ark. (254) Birden ¢ok tiir  iki farkli hidroksiapatit diskler
klorheksidin tizerinde 3 haftalik
preperatinin biyofilmler
antimikrobiyal olusturulmus,
etkinligine etkisinin  Degerlendirmede
degerlendirilmesi CLSM kullanilmis
Pappen ve In vitro Farkli antimikrobiyal Kollajen ile kaplanmis
ark. (255) Birden ¢ok tiir  ajanlarin planktonik  hidroksiapatit diskler
ve biyofilm tizerinde 2 haftalik
formundaki biyofilmler
bakteriler iizerindeki  olusturulmus,
etkinliginin Degerlendirmede
degerlendirilmesi CLSM kullanilmis
Shen ve In vitro Farkl1 biiylime Kollajen ile kaplanmig
ark. (256) Birden ¢ok tiir  fazlarinda bulunan hidroksiapatit diskler
oral biyofilmler iizerinde biyofilmler
i¢cerisindeki canli olusturulmus,
bakteri sayisinin Degerlendirmede
belirlenmesi CLSM ve koloni sayim
yontemi kullanilmig
Badr ve In vitro Meyan kokii Seliiloz nitrat membran
ark. (234) E. faecalis bitkisinin filtreler tizerinde
antibakteriyel ve biyofilm olusturulmus,
sitotoksik etkilerinin  Degerlendirmede koloni
belirlenmesi sayim yontemi
kullanilmig
Ordinola- In vivo Farkli antimikrobiyal Sigir dentin bloklari
Zapata ve Birden ¢ok tiir  ajanlarin biyofilmler  ortodontik apareylere
ark. (169) tizerindeki sabitlenerek 48 saat agiz
etkinligini ortaminda tutulmus,
degerlendirmek daha sonra

laboratuvarda 24 saat
inkiibe edilmis

Olii ve canli bakterileri
oranlarinin
belirlenmesinde CLSM
kullanilmis
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Tablo 3. Farkli endodontik ¢alismalarda tercih edilmis biyofilm modelleri

(devam)
Baca ve In vitro Farkli antimikrobiyal Dentin bloklar1 {izerinde
ark. (227) E. faecalis ajanlarin rezidiiel 3 haftalik inkiibasyon
etkilerinin biyofilm  yapilmus,
olusumuna Degerlendirmede koloni
etkilerinin sayim yontemi
incelenmesi kullanilmisg
Meire ve In vitro ErYAG lazer, Dentin diskleri iizerinde
ark. (175) E. faecalis Nd:YAG lazer, 24 saat inkiibasyon
antimikrobiyal yapilmis,
fotodinamik terapi Degerlendirmede koloni
ve NaOCl’nin sayim yontemi
biyofilmler kullanilmis
tizerindeki
etkinligini incelemek
Stojicic ve In vitro Antimikrobiyal Kollajen ile kaplanmis
ark. (257) E. faecalis fotodinamik hidroksiapatit diskler
klinik izolatlar1 terapinin biyofilmler iizerinde 3 haftalik
tizerindeki biyofilmler
etkinligini olusturulmus,
degerlendirmek Olii ve canli bakterileri
oranlarinin
belirlenmesinde CLSM
kullanilmig
Wang ve In vitro Endodontik Dentin bloklari {izerinde
ark. (187) E. faecalis dezenfeksiyon 24 saatlik ve 3 haftalik
klinik izolat1 soliisyonlarinin geng  inkiibasyon yapilmus,
ve olgun biyofilmler ~ Olmiis ve canl
tizerindeki bakterilerin
etkinligini belirlenmesinde CLSM
degerlendirmek kullanilmisg
Guerreiro- In vitro E. faecalis’in farkli 14 ve 21 giinliik
Tanomaruve  E. faecalis yiizeylerde inkiibasyon yapilmis,
ark. (258) olusturdugu Biyofilm yogunlugunun
biyofilmleri incelenmesinde CLSM
incelemek kullanilmig
Guerreiro- In vitro Antimikrobiyal Sigir dentin bloklar1 14
Tanomaru ve E. faecalis ajanlara setrimid glin inkiibe edilerek
ark. (259) ilave edilmesinin biyofilm olusturulmus,

antimikrobiyal
etkinlige etkilerinin
incelenmesi

Biyofilm yogunlugunun
incelenmesinde CLSM
kullanilmig
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2.6. Antimikrobiyal Duyarhlik Testleri

Antimikrobiyal duyarlilik testleri, bir antimikrobiyal ajanin belli bir bakteri
tirtine karst in vitro etkinligini saptamak amaciyla uygulanan testlerdir (260).
Klinikte antimikrobiyal tedavinin, duyarlilik testlerinin sonuglarina gore belirlenmesi
esastir. Duyarlilik testleri ile patojenin antimikrobiyal ajanlara diren¢ diizeyinin
belirlenmesi ve patojen iizerinde etkili olan antimikrobiyalin tedavide kullanilmasi

hedeflenmektedir (260).
2.6.1. Disk Diffiizyon Testi

Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda antibiyotik duyarliliginin  saptanmasi
amaciyla en sik kullanilan yontemdir. En kolay, en ucuz, en iyi standardize edilmis
ve en giivenilir test olarak kabul edilmektedir. Bu test, kagit disklere emdirilen
antimikrobiyalin, duyarhiligi arastiritlan mikroorganizmanin inokiile edildigi
besiyerine difiize olmasi esasinsa dayanmaktadir. Belirli miktarda antimikrobiyal
emdirilmis kagit diskler, duyarlilif1 test edilecek mikroorganizmanin yogun bir
sekilde inokiile edildigi kat1 besiyerine yerlestirilir. Diskler bir siire sonra ¢dziiniip
kat1 besiyeri iizerinde difiize olurken, inokiile edilen mikroorganizma da ¢ogalmaya
baslar. Belirli bir inkiibasyon siiresinden kagit disklerin etrafinda olusan iireme
goriilmeyen alanlar degerlendirilir. Mikroorganizma test edilen antimikrobiyale ne
kadar duyarli ise, diskin etrafinda olusan inhibisyon zonu da o kadar genis olacaktir.
Inhibisyon zonunun ¢apt mm cinsinde &lgiilerek, standart zon tablolarma gore
degerlendirmeler yapilir ve mikroorganizmanin kullanilan antimikrobiyal ajana kars1
duyarlilik durumu “duyarli, orta derecede duyarli veya direngli” olarak

belirlenir (260).

Disk diflizyon yonteminin dezavantajlar1 yavas c¢ogalan bakterilerin
duyarhiliklarini arastirmak i¢in uygun olmamasi ve degerlendirme sonunda kantitatif

bir deger ortaya koyamamasidir (261).
2.6.2. Agar Diliisyon Testi

Agar diliisyon metodu test edilecek antimikrobiyallerin ikiser kat seri

dilusyonlarimi iceren agar plaklar1 (Miiller-Hinton agar) iizerine duyarlilik durumu
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test edilecek Dbakteri siispansiyonlarmin damlatilarak inokiile edilmesiyle
gerceklestirilmektedir. Bu testin yapilisi olduk¢a zahmetlidir, bu nedenle c¢ok sik
tercih edilen bir test degildir. Testin sagladigi en énemli avantaj belli bir antibiyotik
konsantrasyonu igin, ayni test plaginda birden fazla susun duyarliliginin

arastirtlmasina olanak saglamasidir (262).
2.6.3. Sivi Mikrodiliisyon Testi

Duyarlilik durumu arastirilan bakterilere karsi c¢esitli antimikrobiyallerin
minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK) degerlerini saptamak amaciyla
kullanilan bir testtir. Cok kiiglik hacimlerle ¢alisilmasi ve pratikligi bu yéntemin en
onemli avantajlaridir. 96 kuyucuklu standart mikroplaklar iizerinde ayni anda 12

antimikrobiyal ajanin 8 diliisyonu test edilebilmektedir (260).

Mikroplaklar iizerinde test edilecek antimikrobiyallerin ikiser kat azalan seri
diliisyonlar1 hazirlanir. Daha sonra bu kuyucuklara standart bakteriyel siispansiyon
(5x10° CFU/ml) eklenir ve 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilir, sonrasinda
kuyucuklarda bulaniklik olup olmadigi goézle incelenir. Kuyucuklarda gozle
goriilebilir bulanikligin olmadig1 en kiiciik konsantrasyon belli bir bakteri susuna
kars1 etkinligi arastirilan antimikrobiyalin MIK degeri olarak belirlenir (260).
Saptanan MIK degerleri sinir degerlerle karsilastirilarak bakteri susunun test edilen
antimikrobiyale karsi duyarliik durumu belirlenmektedir. Bu yontemle
antimikrobiyal ajanlarin minimal bakterisidal konsantrasyonlart (MBK) da

belirlenebilmektedir.
2.6.4. E-Test

Kat1 besi yerinde difiizyon yoluyla test edilen antimikrobiyal ajanin MIK
degerinin belirlenmesine olanak saglayan bir yontemdir. Yavas tireyen bakterilerin
ve anaeroblarin duyarliliklarinin belirlenmesinde de en giivenilir yontem olarak
kabul edilmektedir (262).

Standardize bir bakteri siispansiyonu MHA plagina yayilir. Dereceli
konsantrasyonlar1 emdirilmis E-test seritleri agar yiizeyine yerlestirilir ve 37°C’de 24

saat inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon sonrasi antimikrobiyalin iiremeyi inhibe
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etmesiyle serit etrafinda elips seklinde bir inhibisyon zonu olusur. Uremenin bittigi

yerdeki kesisme noktasindan MIK degeri okunur (262).
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3. GEREC ve YONTEM

Bu calisma; Siileyman Demirel Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi
Aragtirma Laboratuvari, Tip Fakiiltesi Bakteriyoloji Laboratuvari ve Deneysel ve
Gozlemsel Ogrenci Arastirma ve Uygulama Merkezi’ne ait laboratuvarlarda
gerceklestirilmistir.  Biyofilm olusumu ve eliminasyonunun FESEM ile
goriintiilenmesi amacryla Mersin Universitesi ileri Teknoloji Egitim, Arastirma ve
Uygulama Merkezine ait SEM Laboratuvart kullanilmistir. Bu ¢alisma igin
Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel Calisma Projeleri Danisma ve
Koordinasyon Kurulu'nun 27.12.2011/27-8 tarih/sayili karar1 ile etik kurul izni

alinmistir.

3.1. Antimikrobiyal Ajanlarin Hazirlanmasi
3.1.1. Glycrrhiza glabra L. Ekstraktimn Hazirlanmasi

Glycrrhiza glabra L. bitkisinin toprak alti gévdesi ve kokleri (Resim 5) oda
sicakliginda kurutuldu, mekanik 6giitiicti yardimi ile toz haline getirildi ve 30 gr’lik
gruplar olusturuldu. Her bir 30 gr’lik grup, 100 ml %80’lik etil alkol igerisinde
37°C’de 1siticili manyetik karistirict iizerinde 24 saat bekletilerek ekstraksiyon
yapildi. Elde edilen ekstrakt Whatman no:1 sahip filtre kagidi (Whatman, Camlab
Ltd., Cambridge, Birlesik Krallik) kullanilarak vakum pompasi yardimiyla siiziildii
(Resim 6). Ekstrakt igerisindeki metil alkol ve distile suyun uzaklastirilmasi igin
karisim rotary evaporatore yerlestirildi, 60 devir/dakika rotasyon hizinda 40°C’de etil
alkol ve distile suyun buharlagsmasi saglandi (263) (Resim 7). Elde edilen saf ekstrakt
0,22um gozenek genisligine sahip membran filtre kullanilarak steril edildi, ¢caligmada
kullanilana kadar -18°C’de muhafaza edildi. Calismada kullanilmadan Once elde
edilen saf ekstrakt igerisindeki Glycyrrhizinin teshisi ve miktarinin belirlenmesi igin
ters faz-yiiksek performansli sivi kromatografisi (RP-HPLC) analizi uygulandi.
Analiz i¢in SCL-10 Avp sistem kontrolorii (Shimadzu, Tokyo, Japonya), SIL-10AD
vp ornekleyici, LC-10AD vp pompa, DGU-14a degazdr, CTO-10 A vp kolon 1sitict
kullanild1, diot dedektdrii 278 nm’ye ayarlandi ve XDB C-18 kolonu (250 % 4,6 mm,
5 um) kullanildi. Akis hiz1 0,8 ml/dk. olacak sekilde 10 ul 6rnek ¢ozeltiden eklendi
ve kolon sicakligi 30°C’ye ayarlandi. Elde edilen veriler Shimadzu Class-VP
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Chromatography Laboratory Automated Software System (Tokyo, Japonya) analiz
programi kullanilarak incelendi ve ekstrakt %2 Glycyrrhizin igerecek sekilde dimetil
stilfoksit ile seyreltildi (264).

Resim 5. Glycrrhiza glabra L. (meyan kokii) bitkisinin toprak alt1 gévdesi ve
kokleri.

Resim 7. Rotary evaporator kullanilarak ekstrakt igerisindeki metil alkol ve distile

suyun uzaklagtirilmasi.
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3.1.2. Setrimid Cozeltisinin Hazirlanmasi

Calismada kullanilacak ajanlardan biri olan setrimid (Alkyltriethylammonium
bromide, Sigma Chemical, Almanya) toz halinde temin edildi, kullanilmadan 6nce

distile su ile agirlikga %2’lik ¢ozeltisi hazirlanarak kullanildi.
3.1.3. NaOCl Cozeltisinin Hazirlanmasi

Calismada kullanilacak ajanlardan bir digeri olan NaOCl, %5’lik hazir
soliisyon (Wizard, Rehber Kimya, Istanbul, Tiirkiye) olarak temin edildi,
kullanilmadan 6nce distile su ile hacimce %?2’lik ¢ozeltisi hazirlanarak kullanildi
(Resim 8). Calismada negatif kontrol grubunda kullanilan steril salin soliisyonu

(Polifarma, Corlu, Tiirkiye) ise hazir olarak temin edildi.

Resim 8. Calismada kullanilan antimikrobiyal ajanlar; sodyum hipoklorit (A),
setrimid (B), G. glabra ekstrakti (C).

3.2. Antimikrobiyal Ajanlarin E. faecalis Uzerindeki Duyarlhihklarin
Belirlenmesi

Calismada kullanilan antimikrobiyal ajanlarin E. faecalis {izerindeki
duyarliligi 6ncelikle disk diffiizyon testi ile degerlendirildi. Daha sonra E. faecalis
igin MIK ve MBK degerlerinin belirlenmesi amaciyla sivi mikrodiliisyon testi

uygulandi.
3.2.1. Disk Diffiizyon Testi

Calismanin 48 saat Oncesinde, E. faecalis ATCC 29212 susu muhafaza

edildigi -80°C’den c¢ikarilip oda sicakligina gelmesi beklendikten sonra %35 koyun
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kanl1 agar besiyerine pasajland1 ve 37°C’de 24 saat inkiibe edildi. Ureyen kolonilerin
yine %5 koyun kanli agar besiyerine ikinci kez taze pasaji yapildi, 37°C’de 24 saat
inkiibe edildi ve elde edilen saf koloniler kullanilarak, densitometre cihazi (BD
Phoenix Spec Nephelometer, Limhamn, Isvec) ile 3 ml steril salin icerisinde 0,5
McFarland (10° CFU/ml) bulanikliga esit olacak sekilde bakteri siispansiyonu
hazirlandi. Muller-Hinton Agar (MHA) plaklar1 {izerine hazirlanan bakteriyel
siispansiyondan 100 pl yayim yapildiktan sonra, test edilecek antimikrobiyal
ajanlardan 6 mm ¢apindaki steril kagit disklere 5’er pl emdirilip, 6nceden enfekte
edilmis agar plaklarina yerlestirildi ve plaklar 37°C’de 24 saat inkiibe edildi. Bu test
her ajan igin iki kez tekrarlandi. 24 saat sonunda kagit diskler etrafinda olusan

inhibisyon alanlarinin ¢ap1 milimetrik olarak 6lg¢iildii ve fotograflandi.
3.2.2. Sivi Mikrodiliisyon Testi

Calismada, s1vi mikrodiliisyon testi kullanilarak E. faecalis (ATCC 29212)
icin test edilen antimikrobiyal ajanlarmn MIK ve MBK degerleri belirlendi. Bu
amagla 96 kuyucuklu steril U tabanli plaklarin her antimikrobiyal i¢in 1°den 12’ye
kadar olan satir1 kullanildi. Kullanilan kuyucuklarin hepsine 50ul steril Muller-
Hinton broth (MHB) eklendi. Her antimikrobiyal igin kullanilan 12 kuyucugun ilkine
test edilecek ajanin baslangi¢ konsantrasyonunu (%2’lik setrimid, %2’lik NaOCI ve
%2 Glycyrrhizin iceren G. glabra ekstrakti) igeren ¢ozeltiden 50 ul eklendi. En
yiiksek antimikrobiyal ajan konsantrasyonunun eklendigi ilk kuyucuktan 50 pl alinip
2. kuyucuga aktarim ve pipetaj, 2. kuyucuktan 50 pl alinip 3. kuyucuga aktarim ve
pipetaj seklinde son kuyucuga kadar (12. kuyucuk) antimikrobiyal ajanlarin ¢ift kat
seri diliisyonlar1 yapildi ve son kuyucuktan 50 ul alinip digar atildi. Plak tizerindeki
1H kuyucugu besiyeri kontrolii (BK) i¢in kullanildi ve bu kuyucuga 100 ul steril
MHB besiyeri eklendi, 12 H kuyucugu ise ireme kontrolii olarak kullanildi ve
buraya da 50 ul steril MHB besiyeri eklendi. Bu iki kuyucuga antimikrobiyal ajan
pipetlenmedi. Daha sonra ¢aligmanin 48 saat 6ncesinde, muhafaza edildigi -80°C’den
cikarilip oda sicakligina gelmesi beklendikten sonra iki kez pasajlanarak elde edilen
saf koloniler kullanilarak, densitometre cihazi (BD Phoenix Spec Nephelometer,
Limhamn, Isveg) ile 3 ml steril MHB igerisinde 0,5 McFarland bulanikliga esit

olacak sekilde bakteri siispansiyonu hazirlandi (Resim 9). Bu siispansiyon 1/100
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oraninda yine steril MHB ile sulandirilarak, son bakteri inokuliim kansantrasyonu
5x10° CFU/ml olacak sekilde iireme kontrol kuyucugu da dahil olmak iizere her bir
kuyucuga 50 pl eklendi. Besiyeri kontrol kuyucuguna bakteri siispansiyonu
pipetlenmedi. Daha sonra plagin istii kapatilarak 37°C’de 24 saat inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyondan sonra plak etiivden ¢ikarildi, Kuyucuklar gozle
degerlendirildi ve liremenin goriilmedigi en diisiik antimikrobiyal konsantrasyonu o
ajanin ¢alisilan mikroorganizma i¢in MIK degeri olarak belirlendi (Resim 10). MBK
degerinin belirlenmesi igin, tiremenin durdugu en disiik konsantrasyondan en
yiiksege dogru ornekler alinarak koyun kanli agar besiyerine ekim yapildi, 37°C’de
24 saat inkiibe edildi. Koloni gelisiminin goriilmedigi en diisiik antimikrobiyal
konsantrasyonu o ajanin c¢alisilan mikroorganizma i¢cin MBK degeri olarak

belirlendi.

Resim 9. Densitometre cihazi kullanilarak 0,5 McFarland bulanikliga esit olacak

sekilde bakteriyel siispansiyonun hazirlanmas.

Resim 10. 96 kuyucuklu mikrotitrasyon plaklari kullanilarak antimikrobiyal ajanlarin
cift kat seri diliisyonlarinin olusturulmasi ve minimum inhibisyon

konsantrasyonunun belirlenmesi.
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3.3. Antimikrobiyal Ajanlarin Etkinliginin Biyofilm Modelleri Uzerinde

incelenmesi

Calgary biyofilm modeli (265) modifiye edilerek dentin disklerinde
olusturulan E. faecalis biyofilmleri {izerinde antimikrobiyal ajanlarin etkinlikleri

degerlendirildi.
3.3.1. Dentin Disklerinin Hazirlanmasi

Calismada, tlizerinde biyofilm olusturulacak substrat olarak standart dentin
disklerinin  kullanilmasma karar verildi. Dentin disklerinin hazirlanmasinda
kullanilmak iizere, Siileyman Demirel Universitesi Agiz Dis Cene Hastaliklar1 ve
Cerrahisi Klinigi’'nde ortodontik nedenlerle ¢ekilmis 228 adet gomiilii molar dis
topland1 ve kullanilincaya kadar 90,1’lik timol igerisinde 4°C’de bekletildi.
Kullanilmadan hemen 6nce disler ultrasonik uglarla ve kretuar yardimiyla temizlenip
teflon kaliplara yerlestirilerek polyester rezin (Oziinal Boya Sanayi Ticaret Ltd.

Sirketi, Isparta, Tiirkiye) igerisine gomiildi (Resim 11).

Resim 11. Cekilmis dislerin teflon kaliplar kullanilarak polyester rezin igerisine

gomiilmesi.

Polyester rezin fazlaliklar1 al¢g1 motoruyla temizlendikten sonra her bir dis
hassas kesit cihazina (Micracut 125, Metkon, Bursa, Tiirkiye) sabitlenerek koronal

dentinin pulpaya bakan yiizeylerinden elmas kapli kesme diskleri (Buehler, Lake
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Bluff, IL, ABD) kullanilarak 2 mm kalinliginda bir adet horizontal kesit elde edildi
(Resim 12).

Resim 12. Hassas kesme cihazi ve elmas kesme diskleri kullanilarak 2 mm

kalinligindaki horizontal kesitlerin elde edilmesi.

Elde edilen dentin kesitlerinden standart dentin disklerinin olusturulabilmesi
icin i¢ ¢apt 6 mm, et kalinlig1 0,6 mm ve yanaklarinin i¢ ve dis yiizeyi 220 grid
elmasla kapli olan 6zel bir frez yaptirildi (Sekil 1, Resim 13).

Resim 13. Dentin disklerinin elde edilmesinde kullanilan 6zel yapim elmas kapl

silindirik frez.
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AR B R ey
SRR VA 003
Iccap 6 mm

Yanak kalinhgi 0.6 mm

(0.4mm metal, 0.1 mm

elmas dig ylzey, 0.1 mm
elmas i¢ yuzey) MUmkin
olduygunca ince olmali

Yukseklik 13mm

Elmas kapli yUzeyin yiksedig 2mm

Igi ve cigi elmas kapli olmali

> Sap kisminin yUksekligi 22 mm

Sap kisminin gapi 2.2 mm

Sekil 1. Elmas kapl silindirik frezin sematik gorintiisii.

—

Elmas kapli silindirik frez, bir elektrik motorunun (200 series, Dremel, ABD)
ucuna yerlestirilip dikey yonde hareket edebilen bir delme sehpasina (Workstation
220, Dremel, ABD) sabitlenerek bir diizenek olusturuldu (Resim 15). Bu diizenek
35000 devir/dk. donme hizinda galistirilip dikey yonde kuvvet uygulanarak, su
sogutmasi altinda dentin diskleri hazirland1 (Resim 14 ve 16). Hazirlanan dentin
diskleri kullanilincaya kadar fosfat tamponlu salin (PBS) igerisinde +4°C’de

muhafaza edildi.

Resim 14. 6 mm ¢apindaki dentin disklerinin elde edilmesi.
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Resim 15. Dentin disklerinin elde edilmesi i¢in olusturulan standart diizenek.

Resim 16. Cekilmis dislerden elde edilen horizontal kesit ve dentin diski.
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3.3.2. Biyofilm Modelinin Olusturulmasi

Dentin diskleri iizerinde biyofilm olusturulmasi i¢in 24 kuyucuklu, diiztabanl
polistiren plaklar ve kapaklar1 kullanildi. Plaklarin kapagina kuyucuklarin ortasina
gelecek sekilde hamur yapistirict (Multifix, Pritt, Istanbul, Tiirkiye) yardimiyla
paslanmaz celik kiskaclar sabitlendi, daha sonra kapak kapatildiginda plak tabanina
dokunmayacak sekilde paslanmaz ¢elik kiskaglara dentin diskleri dikey ydnde
tutturuldu (Resim 17).

Resim 17. Polistiren plak kapaklarina tutturulan dentin diskleri ve karsilik gelen

kuyucuklar.

Dentin diskleri lizerinde kesit alma islemi sirasinda olusan smear tabakasinin
kaldirilmasi i¢in plak iizerinde dentin disklerine karsilik gelen kuyucuklara 2ml
%17’lik EDTA soliisyonu (Calasept EDTA, Nordiska Dental, Isvec) ilave edildi ve
kapak kapatilarak ultrasonik banyoda (WiseClean, Daihan Scientific Co., Seoul,
Kore) 3 dk. bekletildi (Resim 18).

Resim 18. Dentin diskleri tizerindeki smear tabakasinin kaldirilmasinda kullanilan

ultrasonik banyo.
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Daha sonra her 6rnek 10 ml PBS ile 1dk. yikandi. Smear tabakasi
kaldirildiktan sonra plaklar paketlenerek etilen oksit ile steril edildi. Biyofilm modeli
hazirlandiktan sonra olusturan deney gruplar1 Tablo 4’te gosterilmistir. Her grupta 1
ornek dentin disklerinin sterilizasyonunun kontrolii i¢in, 1 0&rnek biyofilm
olusumunun FESEM ile goriintiilenmesi i¢in, 4 6rnek dentin diskleri lizerinde olusan
biyofilm igerisindeki bakteri sayisinin hesaplanmasi ic¢in, 12 O6rnek biyofilm
eliminasyonunun degerlendirilmesi i¢in, 1 Ornek ise antimikrobiyal ajanlarin

biyofilm {izerindeki etkinliginin FESEM ile incelenmesi i¢in kullanildi (Tablo 5).

Tablo 4. Antimikrobiyal ajanlarin E. faecalis biyofilmleri {izerindeki

antimikrobiyal etkinliginin degerlendirilmesi i¢in olusturulan deney gruplari.

Grup Antimikrobiyal Ajan Konsantrasyon Uygulama Ornek
Siiresi Sayisi

1 NaOCI %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 ekstrakti* %0,25 1 dk. 19

8 G.glabra ekstrakti* %0,25 3 dk. 19

9 G.glabra ekstrakti* %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 ekstrakti i¢erisindeki Glycyrrhizin oranina gore standardize edildi.

Tablo 5. Her bir grup i¢in uygulanacak iglemler listesi.

Uygulanacak Islem Ornek Sayis
Dentin disklerinin sterilizasyonunun kontrolii 1
Biyofilm olusumunun FESEM ile goriintiilenmesi 1

Dentin diskleri {izerinde olusan biyofilm igerisindeki bakteri 4
sayisinin hesaplanmasi

Biyofilm eliminasyonunun degerlendirilmesi 12
Antimikrobiyal ajanlarin biyofilm {izerindeki etkinliginin FESEM 1
ile incelenmesi

Toplam 19
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3.3.3. Biyofilm Olusumu

Densitometre cihazi (BD Phoenix Spec Nephelometer, Limhamn, Isveg) ile 3
ml steril MHB igerisinde 0,5 McFarland bulanikliga esit olacak sekilde E. faecalis
(ATCC 29212) siispansiyonu hazirlandi. Bu siispansiyon 1/10 oraninda steril MHB
ile seyreltilerek, son bakteri inokuliim kansantrasyonu 10" CFU/ml olacak sekilde
sterilizasyon kontrol kuyucugu hari¢ olmak iizere, dentin disklerine karsilik gelen
tim kuyucuklara 1ml eklendi. Sterilizasyon kontrol kuyucuguna yalnizca 1ml steril
MHB eklendi (Resim 19). Daha sonra plagin kapagi kapatilarak g¢alkalayici tabla
(3D sunflower mini-shaker, Biosan, Riga, Letonya) iizerine yerlestirildi ve dakikada
30 calkalama yapacak sekilde 24 saat 37°C’de inkiibe edildi (Resim 20).
Inkiibasyondan sonra plak etiivden c¢ikarildi, sterilizasyon kontrol kuyucuguna
karsilik gelen dentin diski plaktan ayrildi ve sterilizasyon kontrol kuyucugundan 100
ul 6rnek alarak koyun kanli agar besiyerine ekim yapilip koloni gelisimi olup
olmadigr kontrol edildi. Sterilizasyon kontrol kuyucugunda iireme gozlenmesi
durumunda deney tekrarlandi. Dentin diskleri {izerindeki planktonik bakterilerin

uzaklastirilmasi i¢in dentin diskleri 1 ml %0.9’luk salin ile yikandi.

Resim 19. Dentin disklerine karsilik gelecek kuyucuklara bakteriyel siispansiyonun
eklenmesi.
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Resim 20. Bakteriyel siispansiyon eklendikten sonra, hazirlanan plagin ii¢ boyutlu

calkalayici tabla tizerinde 37°C’de inkiibe edilmesi.

Bu asamada biyofilm olusumunun goriintiilenebilmesi i¢in bir 6rnek plaktan
ayrilarak fiksasyon ve dehidratasyon siirecinden sonra FESEM’de incelendi (bkz.
3.3.5). Dentin diskleri {izerinde olusan biyofilm igerisindeki bakteri sayisinin
hesaplanmasi i¢in 4 6rnek 1 ml %0.9’luk salin igeren kuyucuklara yerlestirildi ve
biyofilm igerisindeki bakterilerin planktonik forma donismeleri igin ultrasonik
banyoda 5 dk. bekletildi (Resim 21). Bakteriler planktonik forma doniistiikten sonra
kuyucuklardan alinan 100 pl’lik 6rneklerin makrodiliisyon yontemiyle 6 kez 10 katli
diliisyonlar1 elde edildi (1/10, 1/10% 1/10°, 1/10% 1/10°, 1/10°) (Resim 22). Bu
diliisyonlardan 10 pl alimip MHA besiyerine ekilip (Resim 23), 37°C’de 24 saat
inkiibe edildikten sonra koloni olusturan birimler (CFU) sayilarak biyofilm
igerisindeki bakteri sayilari belirlendi (Resim 24). Kuyucuklardan alinan ornek
hacmi, kuyucuk hacminin 1/10’u kadar oldugu i¢in, koloni sayilar1 10 ile ¢arpilarak

gercek bakteri sayilart hesaplandi.
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Resim 21. Dentin diskleri iizerinde olusan biyofilm igerisindeki bakteri sayisinin
hesaplanabilmesi i¢in ultrasonik banyo icerisinde bekletilerek planktonik forma

dontstiirilmesi.

Resim 22. Planktonik forma doniistiiriilen bakterilerin sayilabilir degerler elde

edilebilmesi i¢in makrodiliisyon yontemi ile seyreltilmesi.
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Resim 23. Seyreltilen bakterilerin MHA besi yerine ekilmesi (A) ve cam Drigalski

spatiilii kullanilarak besi yerine yayilmasi (B).

Resim 24. MHA besi yerine ekimi ve yayimi yapilan bakterilerin inkiibasyondan

sonra koloni gelistirmis goriintiisii.
3.3.4. Biyofilm Eliminasyonu

Biyofilm olusumu tamamlandiktan sonra, baska bir plagin dentin disklerine
karsilik gelen kuyucuklarina, daha onceden belirlenen MBK’da test edilecek
antimikrobiyal ajandan 1’er ml eklenip, dentin diskleri yerlestirilerek test siiresi

kadar beklendi. Daha sonra dentin diskleri igerisinde 1 ml %0.9’luk steril salin
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bulunan bagka bir plaga aktarilarak antimikrobiyal ajanlar notralize edildi. Bu
asamada, uygulanan antimikrobiyal ajanin etkinliginin goriintiilenmesi amaciyla 1
ornek plaktan ayrilarak FESEM’de incelendi (bkz. 3.3.5). Sonrasinda, dentin diskleri
tizerinde kalan bakteri sayisinin belirlenmesi i¢in, bagka bir plagin dentin disklerine
karsilik gelen kuyucuklarma 1 ml steril salin sollisyonu eklendi ve plak ultrasonik
banyoda 5 dakika bekletilerek biyofilm igerisindeki bakterilerin planktonik forma
dontismesi saglandi. Bakteriler planktonik forma doniistiikten sonra kuyucuklardan
alman 100 pl’lik 6rnekler makrodiliisyon yontemiyle seyreltildi, MHA besiyerine
ekim yapilarak 24 saat sonra koloni olusturan birimler sayildi. Kuyucuklardan alinan
ornek hacmi, kuyucuk hacminin 1/10’u kadar oldugu icin, koloni sayilar1 10 ile
carpilarak gercek bakteri sayilari hesaplandi. Elde edilen canli mikroorganizma

sayilari istatistiksel analiz 6ncesinde logjp tabanina doniistiiriildii.

3.3.5. Biyofilm Olusumu ve Eliminasyonunun FESEM ile

Goriintiillenmesi

Biitiin deney gruplarinda, 1’er 6rnek biyofilm olusup olugsmadiginin kontrolii
icin, 1’er 6rnek de antimikrobiyal ajanlarinin etkinligini degerlendirmek igin olmak
lizere, toplam 24 6rnek FESEM’de incelendi. Her 6rnek, 0,1 M sodyum kakodilat ile
tamponlanmis %2,5’lik gluteraldehit icerisinde (pH=7,4) +4°C’de 2 saat fikse edildi.
Sonrasinda 1 saat 0,2 M sodyum kakodilat tamponunda bekletilerek gluteraldehit
etkisizlestirildi. Daha sonra Ornekler sirasiyla %30’luk etanolde 10 dk., %50’lik
etanolde 10 dk., %70’lik etanolde 10 dk., %95’lik etanolde 5+5 dk., %100’lik
etanolde 5+5+5 dk. bekletilerek dehidrate edildi. Dehidratasyondan sonra ornekler
kritik nokta kurutucusu (K 850, Emitech, Montigny-le-Bretonneux, Fransa) ile
kurutulup, 10 nm kalinliginda platin ile kaplandi (Q150R, Quorum Technologies,
East Sussex, Birlesik Krallik) ve FESEM (Supra 55, Zeiss, Jena, Almanya) ile
incelendi (266) (Resim 25).
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Resim 25. Dentin diskleri tizerindeki biyofilm olusumu ve eliminasyonunun

goriintiilenmesinde kullanilan FESEM cihazi.

3.4. Istatistiksel Degerlendirme

Dentin  disklerinde  olusturulan  biyofilmlere = antimikrobiyal ajan
uygulanmadan 6nce ve uygulandiktan sonra elde edilen koloni sayilar1 logso tabanina
doniistiiriildiikten sonra faktoriyel diizeyde varyans analizi (ANOVA) teknigi ile
analiz edildi. Grup ortalamalar1 arasindaki farklarin belirlenmesinde ¢oklu

karsilagtirma yontemlerinden Tukey testi kullanildi (P< 0,05).
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4. BULGULAR

4.1. Antimikrobiyal Ajanlarmm E. faecalis Uzerindeki Duyarlihklarinin

Belirlenmesine Yonelik Bulgular
4.1.1. Disk Diffiizyon Testine Ait Bulgular

E. faecalis (ATCC 29212) icin disk diffiizyon testi ile elde edilen
antimikrobiyal ajanlara ait inhibisyon zonlarmin siralamasi Tablo 6’da
gosterilmektedir. Setrimid’in etrafinda 26 mm ¢apinda inhibisyon alan1 olustugu ve
test edilen ajanlar igerisinde E. faecalis i¢in en duyarli ajan oldugu belirlenmistir. G.
glabra eksrakti ve NaOCl etrafinda 9 mm ¢apinda inhibisyon alan1 olusurken, negatif
kontrol grubu etrafinda inhibisyon olusmadig1 (Resim 26 ve 27).

Tablo 6. E. faecalis (ATCC 29212) i¢in disk diffiizyon testi ile elde edilen

antimikrobiyal ajanlara ait inhibisyon zonlarinin 6l¢iim degerleri.

Antimikrobiyal Ajan Inhibisyon Zonu (mm)
Setrimid (%2’lik) 26

G. glabra ekstrakt1 (%2’lik)* 9

NaOCl (%2’lik) 9

Steril Salin (Kontrol) 6

* G. glabra ekstrakti igerisindeki Glycyrrhizin oranina gore standardize edildi.

4.1.2. Siv1 Mikrodiliisyon Testine Ait Bulgular

E. faecalis (ATCC 29212) i¢in sivi mikrodiliisyon testi ile elde edilen
antimikrobiyal ajanlara ait MIK ve MBK degerleri Tablo 7°da gosterilmektedir.
Setrimid, G.glabra ekstrakti ve NaOCI soliisyonlarinin MIK ve MBK degerleri
strastyla %0,00195, %0,015; %0,062 , 9%0,25 ve %0,125, %0,5tir.
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Resim 26. Setrimid ve G. glabra ekstraktinin E. faecalis iizerindeki duyarliliginin

disk diffiizyon testi ile belirlenmesi.

Resim 27. NaOCI ve steril salinin E. faecalis tizerindeki duyarliliginin disk

diffiizyon testi ile belirlenmesi.
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Tablo 7. Antimikrobiyal ajanlarin E. faecalis (ATCC 29212) i¢in MIK ve
MBK degerleri.

Antimikrobiyal Ajan MIK (%) MBK (%)
Setrimid 0,00195 0,015

G. glabra ekstrakt 0,062 0,25
NaOCI 0,125 0,5

Steril Salin (Negatif Kontrol) O 0

O:Antimikrobiyal etkinlik belirlenemedi

4.2. Antimikrobiyal Ajanlarin Etkinliginin Biyofilm Modelleri Uzerinde

incelenmesine Yonelik Bulgular
4.2.1. Biyofilm Olusumuyla ilgili Bulgular

Dentin diskleri lizerinde 24 saatlik inkiibasyondan sonra olusan biyofilmlerde
ortalama 6,6+0,2 logjo CFU bakteri bulundugu belirlenmistir (Tablo 8 ve 9).
Gruplarin baglangic bakteri sayilar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

bulunamamaistir (P>0,05).
4.2.2. Biyofilm Eliminasyonuyla Tlgili Bulgular

Dentin  diskleri  lizerinde  hayatta  kalan  bakteri  ortalamalar
karsilagtirildiginda, antimikrobiyal ajan ve uygulama siiresine gore gruplar arasinda

anlaml1 farklilik oldugu belirlenmistir (P<0,01) (Tablo 8 ve 9) (Grafik 1 ve 2).

Tablo 8. Farkli siirelerde antimikrobiyal ajan uygulandiktan sonra dentin

diskleri tizerindeki ortalama bakteri sayisinin degisimi (logo).

Antimikrobial Ajan Tslem Oncesi 1 dakika 3 dakika 5 dakika

Setrimid 6,7 +0,1°2 54+03%°  42+02° 32+0,2%
G.glabra ekstrakti 6,6 +03"  6,1+0,1% 554025 5,0+0,1"
NaOCI 6,6 + 0,27 54+02°°  40+02° 26+0,3%

Steril salin 6,7 £ 0,242 6,602  6,6+£02% 6,6+02%

* Biiyiik harfler farkli uygulama siirelerinde antimirobiyaller arasi farklihigi, kiiciik harfler ise her bir
antimikrobiyalde uygulama siireleri arasi farkliligi géstermektedir (p<0,05).
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Tablo 9. Antimikrobiyal ajan uygulamasi 6ncesi dentin diskleri tizerindeki

ortalama bakteri sayilart ve bu sayilarin uygulama sonrasi ortalama azalma miktarlar

(lOglo).

Ortalama

Antimikrobiyal . Ortalama NnG
Zaman Ajan : baktiré;aym azalma miktari (%)
0 Setrimid 12 6,7+0,1° - -
G. glabra ekstrakt1 12 6,6 +£0,3° - -
NaOCl 12 6,6+0,2° - -
Steril salin 12 6,6+0,2° - -
1 Setrimid 12 54+0,3° 1,3 0 (0)
dakika G. glabraekstraktn 12 6,1 +0,1” 0,5 0 (0)
NaOCI 12 54+0,2° 1,2 0(0)
Steril salin 12 6,6+ 0,2 0,1 0 (0)
3 Setrimid 12 42+0,2" 2,5 0 (0)
dakika G.glabra ekstrakti 12 5,5+0,2° 1,1 0 (0)
NaOCI 12 4,0+0,2° 2,6 0 (0)
Steril salin 12 6,6 £0,2* 0,0 0 (0)
5 Setrimid 12 32+0,2" 3,5 1(8,3)
dakika G. glabra ekstrakti 12 5,0 +0,1" 1,6 0 (0)
NaOCl 12 2,6+0,3° 4,0 3(25)
Steril salin 12 6,6 +0,2% 0,0 0 (0)

n, her gruptaki ornek sayisi; SS, standart sapma; NnG, iireme goriilmeyen érnek sayisi. Ust karakter
farkly simgeler gruplar arasindaki farkliligi belirtmektedir (P<0.05)

Negatif kontrol grubunun 1, 3 ve 5 dakika uygulanmasmin biyofilmler
tizerinde herhangi bir etkisinin olmadigi belirlenmistir (P<0,05). Antimikrobiyal
ajanlarin 1 dakika sonundaki etkinlikleri karsilastirildiginda setrimid ve NaOCI
arasinda anlamli fark bulunamazken (P>0,05), 3 ve 5 dakika sonunda NaOCl’nin en

etkili ajan oldugu belirlenmistir (P<0,05).

NaOCl’nin 5 dk. uygulanmasi ortalama 4 logip CFU eliminasyon saglamistir
(P<0,001). NaOCl’nin 1 ve 3 dk. uygulanmasi hi¢bir 6rnekte biyofilm eradikasyonu

saglayamazken, 5 dk. sonunda 12 6rnekten 3’iinde (% 25) eradikasyon goriilmiistiir.

Setrimid soliisyonunun 5 dk. uygulanmasi ortalama 3,5 logio CFU
eliminasyon saglarken (P<0,001), bu grupta yalnizca 1 6rnekte (%8,3) biyofilm

eradikasyonu goriilmiistiir.

G. glabra ekstrakti tiim uygulama siirelerinde negatif kontrol grubuna goére

daha etkili biyofilm eliminasyonu saglarken (P<0,05), 5 dk. sonunda ancak 1,6 logio
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bakteriyel rediiksiyon olusturmustur (P<0,05) ve higbir Ornekte eradikasyon

olusturamamustir.

M Baslangig
m1dk.
m 3 dk.
m 5 dk.

Setrimid G. glabra NaOCl SF (Negatif
Kontrol)

Antimikrobiyal Ajan

Grafik 1. Farkli antimikrobiyal ajan uygulamasini takiben biyofilm eliminasyonunun

(log10) uygulama siiresine gore degisiminin siitun grafigi ile gosterilmesi.

e Setrimid

G. glabra ekstrakti

e NaOCl

= SF (Negatif Kontrol)
2
1
0 T T T 1

Baslangic 1dk 3dk 5dk

Grafik 2. Farkli antimikrobiyal ajan uygulamasini takiben biyofilm eliminasyonunun

(log10) uygulama siiresine gore degisiminin ¢izgi grafigi ile gosterilmesi
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4.2.3. Biyofilm Olusumu ve Eliminasyonunun FESEM ile

Gériintiilenmesine Iliskin Bulgular

Tim gruplarda FESEM gorintiileri ile biyofilm olusumu dogrulanmstir.
FESEM goriintiilerinde dentin disklerinin ylizeyini kaplayan yogun bakteri
topluluklar1 ve bu bakterilerin dentin yiizeyine ve birbirlerine baglanmasini saglayan
ekstraseliiler matriks olusumu goriilmistir (Resim 28). Resim 29-37°de
Antimikrobiyal ajanlarin zamana bagli olarak biyofilm tabakasini iizerine etkileri

gorilmektedir.

EHT = 5.00 kV Signal A = SE2 Date :27 Sep 2013

WD = 5.1mm Mag= 2.00 KX Time :10:20:23

1 um EHT = 5.00 kV Signal A = SE2 Date :27 Sep 2013
- WD = 5.1 mm Mag = 10.00 KX Time :10:19:03

Resim 28. Dentin diskleri tizerinde olusturulan E. faecalis biyofilminin FESEM ile
2000 ve 10000 biiyiitme altinda incelenmesi. Biyofilm tabakasinin homojen dagilim
gosterdigi ve bakterilerin birbirine ve dentine tutunmasini saglayan ekstraseliiler

matriks igerisinde gomiilii oldugu goriilmektedir.
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EHT = 5.00 kV Signal A = SE2 Date :27 Sep 2013

WD = 4.7 mm Mag= 2.00KX Time :10:27:28

T EHT = 500KV Signal A = SE2 Date :227 Sep 2013 Doty
= WD = 4.7 mm Mag = 10.00 K X Time :10:25:55

Resim 29. Setrimid soliisyonun 1 dakika uygulanmasinin olugturdugu biyofilm
eliminasyonunun FESEM ile 2000 ve 10000 biiyiitme altinda goriintiilenmesi. Dentin
tiibiilleri ¢cevresinde ekstraseliiler matrisin bir kisminin parcalanmis oldugu, ancak

bakterilerin tamamen elimine edilemedigi belirlenmistir.
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EHT = 5.00 kV Signal A = SE2 Date :27 Sep 2013

WD = 5.5 mm Mag= 2.00 KX Time :10:36:10

1um EHT = 5.00 kV Signal A= SE2 Date :27 Sep 2013
WD = 5.5 mm Mag = 10.00 K X Time :10:34:49

Resim 30. Setrimid soliisyonun 3 dakika uygulanmasinin olusturdugu biyofilm
eliminasyonunun FESEM ile 2000 ve 10000 biiyiitme altinda goriintiilenmesi. Dentin
tiibiilleri ¢cevresinde ekstraseliiler matrisin biiylik oranda parcalanmis oldugu, ancak

bakterilerin tamamen elimine edilemedigi belirlenmistir.
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EHT = 5.00 kv Signal A = SE2 Date :27 Sep 2013

WD = 5.3 mm Mag= 2.00KX Time :10:54:54

1 um EHT = 5.00 kV Signal A= SE2 Date :27 Sep 2013 ZEISS
= WD = 53 mm Mag = 10.00 KX Time :10:53:25

Resim 31. Setrimid soliisyonun 5 dakika uygulanmasinin olusturdugu biyofilm
eliminasyonunun FESEM ile 2000 ve 10000 biiyiitme altinda goriintiilenmesi.

Ekstraseliiler matris ve bakterilerin biiylik oranda elimine edildigi belirlenmistir.
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EHT = 5.00 kV Signal A = SE2 Date :27 Sep 2013

WD = 56 mm Mag= 2.00KX Time :11:01:03

1 pm EHT = 5.00 kV Signal A= SE2 Date :27 Sep 2013
- WD = 56 mm Mag = 10.00 KX Time :10:59:44

Resim 32. G. glabra ekstraktinin 1 dakika uygulanmasinin olusturdugu biyofilm
eliminasyonunun FESEM ile 2000 ve 10000 biiyiitme altinda goriintiilenmesi.

Ekstraseliiler matrisin biitiinliigiinii korudugu belirlenmistir.
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EHT = 5.00 kV Signal A = SE2 Date :27 Sep 2013

WD = 5.1 mm Mag= 2.00KX Time :10:48:51

1 pm EHT = 5.00 kV Signal A = SE2 Date :27 Sep 2013 ZEISS
= WD = 5.1 mm Mag = 10.00 K X Time :10:47:28

Resim 33. G. glabra ekstraktinin 3 dakika uygulanmasinin olusturdugu biyofilm
eliminasyonunun FESEM ile 2000 ve 10000 biiyiitme altinda goriintiilenmesi.
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EHT = 5.00 kV Signal A = SE2 Date :6 Dec 2013

WD = 4.3 mm Mag= 2.00 KX Time :10:11:35

1 pm EHT = 5.00 kV Signal A = SE2 Date :6 Dec 2013
! WD = 4.3 mm Mag = 10.00 K X Time :10:10:16

Resim 34. G. glabra ekstraktinin 5 dakika uygulanmasinin olusturdugu biyofilm
eliminasyonunun FESEM ile 2000 ve 10000 biiyiitme altinda goriintiilenmesi.

Ekstraseliiler matris ve bakterilerin sinirlt diizeyde elimine edilebildigi belirlenmistir.
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EHT = 5.00 kv Signal A= SE2 Date :6 Dec 2013

WD = 5.8 mm Mag = 2.00 KX Time :10:27:14

1 um EHT = 5.00 kV Signal A = SE2 Date :6 Dec 2013 ZEISS
= WD = 5.8 mm Mag = 10.00 K X Time :10:25:56

Resim 35. NaOCl soliisyonunun 1 dakika uygulanmasinin olusturdugu biyofilm
eliminasyonunun FESEM ile 2000 ve 10000 biiyiitme altinda goriintiillenmesi.

Ekstraseliiler matris ve bakterilerin sinirli diizeyde elimine edilebildigi belirlenmistir.
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EHT = 5.00 kV Signal A = SE2 Date :27 Sep 2013

WD = 52mm Mag= 2.00 KX Time :11:32:30

1 pm EHT = 5.00 kV Signal A = SE2 Date :27 Sep 2013 ZEISS
! WD = 52mm Mag = 10.00 K X Time :11:30:53

Resim 36. NaOCI soliisyonunun 3 dakika uygulanmasinin olusturdugu biyofilm
eliminasyonunun FESEM ile 2000 ve 10000 biiyiitme altinda goriintiillenmesi.

Ekstraseliiler matris ve bakterilerin biiylik oranda elimine edildigi belirlenmistir.
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EHT = 5.00 kv Signal A = SE2 Date :27 Sep 2013

WD = 54 mm Mag= 2.00KX Time :11:13:19

1 pm EHT = 5.00 kV Signal A = SE2 Date :27 Sep 2013 ZEISS
= WD = 54 mm Mag = 10.00 KX Time :11:11:44

Resim 37. NaOCl soliisyonunun 5 dakika uygulanmasinin olusturdugu biyofilm
eliminasyonunun FESEM ile 2000 ve 10000 biiyiitme altinda goriintiilenmesi.
Ekstraseliiler matrisin tamamen elimine oldugu, ancak bir miktar bakterinin

canliligini korudugu belirlenmistir.
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5. TARTISMA

Biyofilm olusumu, mikroorganizmalarin kolonizasyonu ve konakta
canliliklarmi siirdiirebilmeleri adina oldukga Onemli bir viriilans faktordiir (100,
129). Biyofilm igerisinde bulunmanin mikroorganizmalara kazandirdigir en 6nemli
avantaj, planktonik tiirdeslerine oranla dig etkenlere karsi daha korunakli ve daha
direngli hale gelmeleridir (100, 129). Sekonder/inat¢1 endodontik enfeksiyonlu
dislerin incelendigi ¢alismalarda, mikroorganizmalarin biyofilm olusturarak tedavi
prosediirlerine direng gosterdigi belirlenmis (4-6, 143, 151, 152) ve ideal bir
irrigasyon ajaninin biyofilmler iizerinde de antimikrobiyal etkinlige sahip olmasi

gerektigi bildirilmistir (178-180, 230).
Calismada kullanilan mikroorganizmanin segimi

E. faecalis basarisiz kanal tedavileri ile iliskilendirilmis direngli bir bakteridir
ve tek basina enfeksiyona neden olabilecek diizeyde viriilansa sahiptir (3, 91-93).
Kok kanal duvarlarina baglanabilmesi ve kolonize olup biyofilm olusturabilmesi
sayesinde olumsuz ¢evresel kosullara ragmen hayatta kalabilir (3, 73). Aym
zamanda, konak hiicrelerine baglanabilir ve konak savunmasini etkisizlestirebilir (3,
73). Sekonder/inatg1 enfeksiyonlarda E. faecalis’in kok kanalindan %90’a varan bir
oranda izole edildigi bildirilmistir (46-62). Antimikrobiyal ajanlarin etkinliklerinin
degerlendirildigi calismalarda, direngli oldugu kanitlanmis mikroorganizmalarla
caligmak, elde edilen bulgularin diger pek ¢ok mikroorganizma i¢in de gegerli olmasi
bakimindan tercih nedeni olmaktadir. Bu nedenle E. faecalis ATCC 29212 susu

secilmistir.

Antimikrobiyal ajanlarin etkinliginin degerlendirildigi c¢alismalarda, Klinik
kosullar1 daha iyi yansittig1 diisiiniilerek sekonder/inatc1 enfeksiyonlu dislerden izole
edilmis suslar kullanilabilmektedir (187, 205, 234, 241, 255). Ancak Kklinik
izolatlarin ¢evresel faktorlere bagli olarak zamanla genetik degisimlere ugramasi
sonucu, sahip olduklar1 bazi genler aktiflesirken, bazi genler islevini yitirir. Bu
nedenle normalde biyofilm olusturabilen bir bakteri zamanla bu 0&zelligini
kaybedebilir (267, 268). Baldassarri ve ark. (268) klinik enfeksiyonlardan izole
ettikleri E. faecalis suslarinin %80 oraninda biyofilm olusturabildigini

belirtmislerdir. Toledo-Arana ve ark. (75) bu oranin %87 oldugunu belirtirken,
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Mohammed ve ark. (269) %93 oldugunu belirlemis, Dworniczek ve ark. (270) ise
elde ettikleri E. faecalis klinik izolatlarinin %59 oraninda biyofilm olusturabildigini
bildirmislerdir. E. faecalis’in sahip oldugu fsr, GelE, esp, epa, atn gibi genlerin
biyofilm olusumu ile iliskili oldugu belirtilmistir (3, 267). Toledo-Arana ve ark. (75)
E. faecalis’in klinik izolatlarinin biyofilm olusturmasindan sorumlu genleri
inceledikleri bir c¢alismada, esp-pozitif izolatlarin %93,5 oraninda biyofilm
olusturabildigini, bununla birlikte esp-negatif izolatlarin biyofilm olusturamadigini
belirtmislerdir. Aymi arastirmacilar, iki farkli mutant E. faecalis izolatinin esp
geninin  inaktive  edilmesiyle biyofilm  olusumunun zarar  gordiiglini
belirtmislerdir (75). Jelatinaz (gelE) ve serin proteaz (SprE) da E. faecalis’in
biyofilm olusturmasindan sorumlu tutulan enzimlerdir. GelE ve SprE hiicrenin
otolizini diizenleyerek eDNA salimini uyarmaktadir (271, 272). Ozellikle esp-negatif
izolatlarin  biyofilm olusturabilmesinde GelE enziminin biyiikk rol oynadigi
belirtilmistir (273, 274). fsr geninin jelatinaz enziminin salimini uyararak, duragan
fazdaki E. faecalis hiicrelerinin biyofilm olusturmasini uyardigi belirtilmistir (269,
274). atn geninin E. faecalis hiicrelerini otolize ugratarak biyofilm olusumunun
erken donemlerinde, ekstraseliiler matris olusumu i¢in ihtiya¢ duyulan ekstraseliiler
DNA’nin ortama salinmasini sagladigi bildirilmistir (118, 119). Wang ve ark. (272)
kok kanal tedavisi yenilenen dislerdeki E. faecalis prevalansini belirlemek amaciyla
yaptiklari ¢alismada, 135 disin 53’iinde (%39,26) E. faecalis izole edildigini, bu 53
disin 40’1indan (%75,5) izole edilen suslarin biyofilm olusturabildigini, biyofilm
olusturan suslarin %88,68’inde GelE saliminin artmis oldugunu belirtmislerdir.
Goriildigt gibi, sahip oldugu genler E. faecalis’in biyofilm olusturabilmesini
dogrudan etkilemektedir. Biyofilm calismalarinda genetik o6zellikleri tam olarak
bilinmeyen klinik izolatlarin kullanilmas1 ve standart suslar kullanilmasi arasinda
farkli sonuglar elde edilebilir ve diger ¢alismalar ile kiyaslamak zorlasir. Bu nedenle
calismamizda sekonder/inat¢1 enfeksiyonlardan izole edilen bir sus yerine genetik
Ozellikleri bilinen, biyofilm olusturabilen ve bircok c¢alismada kullanilmis olan

ATCC 29212 susu tercih edilmistir (160, 226, 227, 229, 258, 275).

Antimikrobiyal ajanlarin etkinliginin degerlendirildigi caligmalarda klinik
izolatlarin kullanilmasinin neden oldugu bir diger dezavantaj da klinik izolatlarin

ayni antimikrobiyal ajan igin farkli duyarliliklara sahip olabilmeleridir. E. faecalis,
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farkli ¢evresel kosullarda hayatta kalabilme yetenegine sahip bir bakteridir (3, 73).
Farkli ekolojik nislerden izole edilen E. faecalis suslarmin fenotip ve genotipi
birbirinden farkli olabilecegi gibi, prevalanslar1 da birbirinden farkli olabilir ve bu
durum E. faecalis’in antimikrobiyal ajanlara duyarliligini etkileyebilir (276, 277).
Zhu ve ark. (276), ti¢ farkli hastanin oral kaviteleri ve kok kanallarindan izole edilen
E. faecalis izolatlarinin fenotipleri arasinda fark olmadigini, ancak oral kavitelerden
izole edilen suslarin kOk kanallarindan izole edilen suslara oranla daha yiiksek
gentamisin direncine sahip oldugunu belirtmisler ve bu durumu oral kavitenin kok
kanalina oranla daha c¢ok sayida tiirii barindirmas: ve bu tiirler arasindaki viriilans
Ozelliklerinin paylagilmasina baglamislardir. Tong ve ark. (277) alt1 farkli hastanin
anterior ve molar dislerinden izole edilen 10 farkli E. faecalis susunun
antimikrobiyal duyarliliklarini karsilartirmiglar, ayni hastanin anterior ve molar
dislerinden elde edilen izolatlarin antimikrobiyal duyarliliklar1 arasinda fark
olmadigint ancak farkli hastalardan elde edilen izolatlarin antimikrobiyal

duyarliliklar arasinda anlamli fark oldugunu belirtmislerdir.

Bir¢ok in vitro ¢alismada, endodontik enfeksiyonlarin polimikrobiyal
enfeksiyonlar oldugu goz oniinde bulundurularak antimikrobiyal ajanlarin etkinligi
birden ¢ok tiir igeren biyofilmler iizerinde degerlendirilmis-tir (8, 161, 162, 167,
171, 242, 245, 246). Ancak, primer enfeksiyonlarda bulunan birgok patojenin aksine,
E. faecalis diger bakterilerle simbiyotik bir iliskiye gereksinim duymadan tek bagina
enfeksiyon olusturabilecek kapasitededir (47, 73) ve sekonder/inatg1 enfeksiyona
sahip dislerden tek basina izole edilebilmektedir (3, 276). Bu nedenle ¢alismamizda
antimikrobiyal ajanlarin etkinligi sadece E. faecalis’in olusturdugu biyofilmler

tizerinde degerlendirilmistir.
Antimikrobiyal etkinligin degerlendirilmesinde kullanilan yontemlerin segimi

Bu calismada test edilen ajanlarin E. faecalis {izerindeki antimikrobiyal
etkileri disk difiizyon, s1vi mikrodiliisyon ve biyofilm duyarlilik testleri kullanilarak
degerlendirilmistir. NaOCl, wuzun willardir endodontik tedavide 9%0,5-6
konsantrasyon araliginda standart kok kanal yikama soliisyonu olarak
kullanilmaktadir (178, 183). Ancak ¢alismamizda incelenen diger ajanlar; setrimid ve

G. glabra ekstraktinin klinikte kullanilan konsantrasyon araliginin belirlenmesine
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yonelik yeterli ¢alisma bulunmamaktadir. Bu nedenle, test edilen ajanlarin E. faecalis
tizerindeki etkinligi konusunda 6n degerlendirme yapmak icin Oncelikle disk
diffiizyon testi uygulanmistir. Daha sonra sivi mikrodiliisyon testi ile planktonik
formdaki E. faecalis hiicreleri igin test edilen ajanlarin MBK degerleri belirlenmistir.
Son olarak, biyofilm duyarlilik testi ile dentin disklerinde olusturulan E. faecalis

biyofilmleri lizerinde ajanlarin eliminasyon diizeyleri karsilagtirilmistir.

Disk diffiizyon testi uygulamasi kolay ve standardize edilmis bir yontemdir.
Ancak, antimikrobiyal ajanlarin test edilen mikroorganizma iizerindeki duyarliligini
kalitatif verilerle ortaya koymaktadir (261, 278). Bu testin sonucuna gore
antimikrobiyal ajanlarin ¢alisilan mikroorganizma iizerinde duyarl, yar1 duyarli veya
direncli oldugu belirlenebilir, ancak MIK veya MBK gibi kantitatif bir deger
belirlenemez (261, 278). Yavas {ireyen mikroorganizmalarin duyarliliklarinin
aragtirtlmasit i¢in uygun bir yontem olmamasi da bu testin bir diger
dezavantajidir (260, 278). Sivi mikrodiliisyon testi ise duyarlilik durumu arastirilan
mikroorganizmalara karsi antimikrobiyallerin MIK ve MBK degerini saptamak
amactyla siklikla kullanilan bir yontemdir. Kiigiik hacimlerde ¢alisilmasi ve pratik
bir yontem olmasmin yani sira kantitatif veriler ortaya koymasi bu metodun

avantajlaridir (260,278).
Kullanilan biyofilm modelinin degerlendirilmesi

Endodontik ¢alismalarda kullanilmis olan biyofilm modelleri arasinda bir
standardizasyon yoktur. Bu calismalarda substrat olarak kullanilan yiizeyin tipi,
tercth edilen susun tirii ve tipi, kullamilan besi yeri ve inkiibasyon siiresi
standardizasyonu etkileyen faktorlerdir. Calismamizda kullanilan yontem, Calgary
biyofilm modelinin bir modifikasyonudur. Bu modelde standart boyuttaki polistiren
ylizeyler lizerinde biyofilm olusturulmaktadir (265). Standart biyofilmler olusmasi ve
tekrarlanabilirlik bu modelin en biiyiik avantajlari, dentin yerine pliriizsiiz yiizeyler
tizerinde biyofilm olusumu ise 6nemli bir dezavantajidir. Ciinkii bakteriler sahip
olduklar1 yiizey adezinlerini kullanarak dentin yapisinda bulunan kollajene
baglanabilirler ve bu baglanti biyofilm olusumuna katkida bulunur (79, 279, 280).
Calismada kullanilan E. faecalis’in sahip oldugu esp ve ace genleri ile jelatinaz ve

serin proteaz gibi enzimler sayesinde dentinin yapisinda bulunan tip I kollajene
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baglanabildigi ve bu baglantinin biyofilm olusumunu olumlu yo6nde etkiledigi
belirtilmistir (75, 281). Ancak ayni etki polistiren, seramik veya cam yiizeyler
kullanildiginda saglanamayabilir. Ayrica biyofilm olusumu i¢in kullanilan yiizey
tipinin antimikrobiyal ajanlarin test edilen mikroorganizma tizerideki duyarliligini
etkiledigi bildirilmistir (218, 282, 283). Haapasalo ve ark. (283), kalsiyum hidroksit
¢ozeltisi, %1°lik NaOCl, %0,5 ve 0,05’lik klorheksidin asetat ve iyodin potasyum
iyodidin E. faecalis iizerindeki duyarliligini inceledikleri ¢alismada, antimikrobiyal
ajanlara dentin tozu ilave edilmesi durumunda biitiin ajanlarin antimikrobiyal
etkilerinin zayifladigini, kalsiyum hidroksitin antimikrobiyal etkisinin tamamen
ortadan kalktigin1 belirtmislerdir. Portenier ve ark. (218), E. faecalis’in dentin ve
sigir serum alblimini varli@i veya yoklugunda klorheksidine duyarliligini
inceledikleri caligmada, hem dentin hem de si§ir serum albiimini varliginda
klorheksidinin antimikrobiyal etkinliginin anlamli diizeyde azaldigini bildirmislerdir.
Bu nedenle ¢alismamizda biyofilm olusumunda in vivo kosullardaki bakteri-yiizey
iliskisinin saglanabilmesi ve antimikrobiyal ajanlarin E. faecalis biyofilmleri
tizerindeki etkinligin klinik kosullara daha uygun bir ortamda degerlendirilebilmesi
icin Calgary biyofilm modelinde kullanilan polistiren yiizeyler yerine ¢ekilmis insan

dislerinden elde edilen dentin diskleri kullanilmistir.

Cekilmis insan dislerinin kullanildigi in vitro ve ex vivo ¢alismalarda
karsilagilan en  biiylik sorunlardan biri  Orneklerin  standardizasyonunun
saglanamamasidir. Dislerin fizyolojik yasi, anatomik varyasyonlar, dis ¢ekimi
sonras1t Ornek hazirlanana kadar gecen siire ve Orneklerin bu siirecte saklandigi
kosullar standardizasyonu etkileyen faktorlerdir. Artan fizyolojik yasla birlikte,
dentinin mineral igerigindeki artisa bagli olarak dentin tiibiillerinin daralmaya
basladig1 ve zamanla tikandig1 bilinmektedir (30). Bu nedenle ¢alismamizda okliizal
strese maruz kalmamis, fizyolojik olarak gencg, gomiilii 20 yas disleri kullanilmistir.
Dislerin koronal kisimlarindan elde edilen 2 mm kalinligindaki horizontal
kesitlerden, 6zel bir frez yardimiyla 6 mm ¢apinda dentin diskleri olusturulmus,

dijital kumpas kullanilarak bu boyutlar teyit edilmistir.

Bu caligmada biyofilm olusumunda dentin disklerinin kullanilmis olmasinin
neden oldugu en 6nemli kisitlamalardan biri kullanilan antimikrobiyal ajanlarin

dentin diskleri {izerinde olusturulan biyofilme dogrudan temas etmesidir. In vivo
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kosullarda kok kanallarindaki anatomik varyasyonlar, apikal dallanmalar, yan
kanallar ve kok kanalinin apikale dogru daralan anatomik yapiya sahip olmasi
nedeniyle antimikrobiyal ajanlar1 apikal bolgeye ulastirmak  miimkiin
olmayabilir (178, 191). Bu agidan, ¢alismamiz bu noktada in vivo kosullar1 tam

olarak taklit edememistir.

Bu ¢alismada kullanilan biyofilm diizeneginin sterilzasyonunda etilen oksit
gazi1 kullanilmistir. Biyofilm modelinin bir pargasi olan polistiren mikrotitrasyon
plaklarinin otoklav ile sterilizasyondan zarar gorecegi diisiiniilerek etilen oksit gazi
tercih edilmistir. Etilen oksit gazinin tercih edilmesinin bir bagka nedeni de otoklav
ile sterilizasyonun dentinin mineral icerigini ve kollajenin yapisini degistirerek
mikroorganizmalarin  dentine  adezyonunu olumsuz etkilemesidir  (284).
Chivatxaranukul ve ark. (285), otoklav ile steril edilen dislerde gama 1sinlari ile steril
edilenlere oranla daha az bakteriyel adezyon gergeklestigini belirtmislerdir. White ve
ark. (284), ¢esitli sterilizasyon yontemleri uygulanmis dentin ylizeylerini Fourier
Doniistimli Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR) ile inceledikleri ¢alismada etilen oksit
sterilizasyonunun dentin yapisindaki fosfat oranimi azalttigmi belirtmislerdir. Ote
yandan, Thomas ve ark. (286), etilen oksit sterilizasyonunun mine ve dentin
ornekleri iizerindeki demineralize edici etkilerini Transversal Mikroradyografi
(TMR) yontemi ile inceledikleri ¢aligmada bu yontemin istatistiksel olarak dnemsiz
diizeyde demineralizasyona neden oldugunu bildirmislerdir. Bununla birlikte, dentin
orneklerinin etilen oksit ile sterilize edildigi bircok calismada mikroorganizmalarin

dentine baglanabildigi belirtilmistir (287-290).

Antimikrobiyal ajanlarin uygulandiklar1 6rneklerde yiliksek dozda atik halde
bulunmalar1 ve antimikrobiyal etkinliklerini uygulandiktan sonra da siirdiirmelerine
rezidiiel etki denilmektedir. Setrimidin rezidiiel etkiye sahip oldugu bilinmesine
ragmen (227, 229), klinik kosullari daha iyi yansitabilmek i¢in g¢alismamizda test
edilen antimikrobiyal ajanlarin rezidiiel etkilerini ortadan kaldirmak amaciyla
herhangi bir inaktivasyon ajani1 kullanilmamuistir. Arias-Moliz ve ark. (226) NaOClI
icin Onerilen %0,6’lik sodyum tiyosiilfat ve CHX i¢in Onerilen %3’lik Tween 80
veya %0,3’liikk 16sitin gibi inaktivasyon ajanlarinin kullanilmasi durumunda ilave
antimikrobiyal etki olusabilecegini ve calismanin sonuglarinin yaniltici olabilecegini

belirtmislerdir. Ayrica literatiirde setrimid ve G. glabra ekstraktini etkisizlestirmek
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icin hangi inaktivasyon ajanimin kullanilmas1 gerektigine dair bir sonug
bulunamamistir. Bu nedenlerle, c¢alismamizda dentin disklerinde olusturulan
biyofilmler antimikrobiyal ajanlara maruz birakildiktan sonra yalmizca %0,9’luk

steril salin ile yikama yapilmistir.

Endodontik calismalar incelendiginde, biyofilm olusumu icin tercih edilen
inkiibasyon siiresinin 24 saatten 10 haftaya kadar degisebildigi belirlen-mistir (8, 9,
141, 156, 159, 161, 163, 166, 167, 171, 187, 226, 239, 240, 243, 291). Kristich ve
ark. (292), E. faecalis’in biyofilm olusumunda ilk 6-8 saat igerisinde hiicresel
doygunluga ulastigini1 ve daha sonra biyofilm igerisindeki hiicre sayisinda anlamli bir
degisim olmadigini belirtmislerdir. Meire ve ark. (175) ise, dentin diskleri {izerinde
olusturduklar1 24, 48 ve 72 saatlik E. faecalis biyofilmlerinin hiicre sayilar1 arasinda
anlamli bir farklilik olmadigini bildirmislerdir. Bununla birlikte, Wang ve ark. (187)
farkli gelisim safhasindaki bakterilerin farkli duyarliliga sahip oldugunu belirterek, 3
haftalik olgun biyofilmlerin 24 saatlik geng biyofilmlere kiyasla antimikrobiyal
ajanlara daha fazla diren¢ gosterdigini bildirmislerdir. Stojicic ve ark. (291) ise 1, 2,
3, 4 ve 8 haftalik biyofilmler iizerinde ¢esitli antimikrobiyal ajanlarin etkinligini
karsilastirdiklar1 c¢alismada, 1 ve 2 haftalik biyofilmlerin antimikrobiyal ajanlara
daha duyarli oldugunu, 3 haftalik ve daha olgun biyofilmlerin ise 1 ve 2 haftalik
biyofilmlere gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde antimikrobiyal ajanlara daha
fazla direng¢ gosterdigini belirtmislerdir. Bu durumda, ekstraseliiler polimerik matris
miktarinin artisi ile birlikte antibakteriyel ajanlarin biyofilm icerisine daha az penetre
olmasi1 sonucu olgun biyofilmlerin gen¢ biyofilmlere oranla antimikrobiyal ajanlara
daha fazla direng gosterdigi diistiniilebilir. Stewart (293), antimikrobiyal ajanlarin
biyofilm igerisine diflizyonunu etkileyen faktorleri inceledigi ¢aligmada, bu
faktorleri; antimikrobiyal ajanin diflizyon katsayisi, yigin sivisinin antibiyotik
konsantrasyonu, sogurma orani kinetik katsayisi, biyofilm kalinligi, biyofilm
icerisindeki ekstraseliiler matriks hacmi, biyofilm igerisindeki baslangi¢c hiicre
yogunlugu olarak tanimlamis ve formiilize etmistir. In vivo kosullarda olusan
biyofilmlerin olgun biyofilmler oldugu diisliniildiigiinde in vitro calismalarda
inkiibasyon siiresinin uzatilmasi klinik kosullar1 daha iyi yansitacaktir. Bu agidan

bakildiginda ¢alismamiz in vivo kosullar1 tam olarak taklit edememistir.

85



Biyofilm olusumu ve eliminasyonunun degerlendirilmesi

Calismamizda biyofilm olusumu ve eliminasyonu yayma kiiltiirel sayim
yontemi ile kantitatif olarak  degerlendirilirken FESEM ile kalitatif
degerlendirilmistir. Yayma kiltiirel sayim yontemi ile sayimi yapilacak bakteriyel
siispansiyondan alinan temsili Ornekler kati besi yerine ekilerek koloni gelisimi
gozlenir ve sayim yapilir (294). Bakterinin iireyebilecegi uygun besi yerinin tercih
edilmesi ve siispansiyonun sayim yapilabilecek diizeyde seyreltilmesi gerekmektedir.
Uygulamasi zordur, zaman alict bir yontemdir ve yayma islemi sirasinda
kontaminasyon riski vardir. Buna ragmen gida mikrobiyolojisi alaninda en ¢ok tercih

edilen sayim yontemidir (294).

Gelisimi i¢in uygun olmayan g¢evresel kosullarda E. faecalis’in, canli ancak
kiiltiirize edilemeyen (VBNC) faza gegis yapabildigi gosterilmistir (91, 295). VBNC
fazindaki bakteriler kiiltiirize edilemedikleri i¢in negatif bulgulara sebep
olabilirler (296, 297). Bu kisitlamadan dolayr c¢alismamizda kiiltiirel sayim
yontemine ek olarak FESEM goriintiileri ile biyofilm olusumu ve eliminasyonu

desteklenmistir.

Elektron mikroskopisi biyofilmlerin goriintiilenmesinde siklikla tercih edilen
bir yontemdir (160, 168, 175, 227, 298). Elektron mikroskopisinin en onemli
dezavantaji, biyofilmlerin iskeletini olusturan ekstraseliiler polimerik matriksin %70-
90 oraninda su igeriyor olmasi nedeniyle fiksasyon ve dehidratasyon asamalarinda
Ornegin 3 boyutlu yapisinin zarar gérmesi ve Ornegin ancak 2 boyutlu topografik
analizinin yapilabiliyor olmasidir (136, 146). Bu kisitlamadan 6tiirii, son zamanlarda
mikrobiyal Orneklerin incelenmesinde CLSM kullanilmas: 6nerilmektedir (299).
CLSM ile hem biyofilmlerin 3 boyutlu goriintiileri elde edilebilmekte hem de
floresan boyalar1 yardimi ile biyofilm igerisindeki canli veya 6lii hiicrelerin kantitatif
degerlendirilmesi yapilabilmektedir (133, 136). CLSM’nin bir diger avantaji da
VBNC fazindaki bakterilerin goriintiilenebiliyor olusudur (256). Ancak 151k
mikroskopisindeki kisitlamalara bagli olarak, CLSM ile biyofilmleri olusturan matris

ve hiicrelerin yapisal 6zellikleri detayli olarak incelenememektedir (136).
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Elde edilen bulgularin diger ¢alismalarin bulgulart ile karsilastirilmast

Disk difflizyon testinde elde edilen bulgulara gore, E. faecalis’in diger
ajanlara gore setrimid soliisyonuna daha duyarli oldugu belirlenmistir. Bu durum
setrimid sollisyonunun yiiksek antimikrobiyal etkinliinin yani sira, diger ajanlara
gore daha diislik yiizey gerilimine sahip olmasi nedeniyle agar plaklari {izerinde daha
genis alana yayilim gostermesi ile iliskili olabilir. E. faecalis’in antimikrobiyal
etkinligi kanitlanmis olan NaOCI soliisyonuna orta diizeyde duyarlilik géstermesi ise

OCI iyonlarinin agar ile etkilesime girmesinden kaynaklanmis olabilir.

Bu c¢alismada, dentin diskleri {izerinde olusturulan biyofilmlerin baglangic
mikroorganzima sayilar1 degerlendirildiginde gruplar arasi fark bulunamamigtir (P >
0,05). Bu durum standart biyofilmler olustugunun bir kanitidir ve deneyin
tekrarlanabilirligini gostermektedir. Antimikrobiyal ajan uygulandiktan sonra dentin
diskleri tizerinde hayatta kalan bakteri sayisinin ise, antimikrobiyal ajanin tipine ve

uygulama siiresine bagli olarak degisiklik gdsterdigi belirlenmistir (P < 0,01).

Antimikrobiyal ajanlarin MBK’da 1 dakika uygulanmasi sonucu setrimid ve
NaOCl gruplar1 arasinda biyofilm eliminasyonu yoniinden anlamhi fark
bulunamazken (P > 0,05), bu iki ajanin G. glabra ekstraktina gore biyofilm
eliminasyonunda daha basarili oldugu belirlenmistir (P < 0,05). Antimikrobiyal
ajanlarin 3 ve 5 dakika uygulamalari sonucu olusan biyofilm eliminasyonu
siralamasinin ise NaOCl > setrimid > G. glabra ekstrakti oldugu belirlenmistir. (P <
0,05). NaOCl biyofilmler iizerindeki antimikrobiyal etkinligi bilinen bir ajandir.
Meire ve ark. (175) dentin disklerinde 24 saatlik inkiibasyon sonucu olusturulmus E.
faecalis biyofilmlerini eradike edebilmek i¢in %2,5’lik NaOCl’nin 5 dk. ve daha
uzun siirelerde uygulanmasi gerektigini, %0,5’lik konsantrasyon kullanildiginda ise
eradikasyon i¢in en az 30 dk. NaOCl uygulanmasi gerektigini bildirmislerdir.
Calismamizda ise, %0,5’lik NaOCI’nin 5 dk. uygulanmasi sonucu, dentin disklerinde
olusturulan E. faecalis biyofilmleri {izerinde yaklasik 4 logjo eliminasyon saglandigi
ve bunun son derece O6nemli oldugu (P < 0,001), 12 6rnegin 3’iinde (%25) ise
eradikasyon olustugu belirlenmistir. Hope ve ark. (300) membran filtre modellerinde
olusturduklart E. faecalis biyofilmleri tizerinde gesitli konsantrasyonlardaki

NaOCI’nin etkinligini degerlendirdikleri ¢alismada, ¢alismamizin bulgularina benzer
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sekilde %0,5’lik NaOCI’nin 5 dakika uygulanmasimin yaklasik 4 logio eliminasyon
olusturdugunu ve eradikasyon i¢in %]1’lik NaOClI'nin 5 dakika uygulanmasi
gerektigini belirtmislerdir.

Arias-Moliz ve ark. (160) %0,00625’lik NaOCl’nin 1 dakikalik temas
sonunda, polistiren yiizeylerde olusturulmus 24 saatlik E. faecalis biyofilmlerini
tamamen elimine ettigini bildirmislerdir. Calismamizda ise daha yiiksek bir
konsantrasyonda (%0,5) NaOCI kullanilmis olmasina ragmen 1 dakikalik uygulama
sonunda hicbir 6rnekte eradikasyon saglanamadigi, 5 dakika sonunda ise 12 6rnegin
yalnizca 3’linde eradikasyon olustugu belirlenmistir. Bu iki ¢aligmanin bulgularinin
ortlismemesinin nedeni, biyofilm olusumunda kullanilan yiizeylerin farkliligindan
kaynaklanmaktadir. Calismamizda klinik kosullarin daha iyi yansitilmasi igin

biyofilm olusturulacak yiizey olarak antimikrobiyal ajanlarin etkinligi azalttigi

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

Bu ¢alismada, setrimid soliisyonunun E. faecalis igin MBK degeri %0,015
olarak belirlenmis ve dentin disklerinde olusturulan biyofilmlere %0,015°1ik
setrimidin 5 dakika uygulanmasi sonucu yalnizca 1 &rnekte (%8,3) biyofilm
eradikasyonu goriilmiistiir. Ancak ortalama 3,5 logye biyofilm eliminasyonu
saglanmasi ve bunun istatistiksel olarak anlamli diizeyde olmasi (P<0,001) dikkat
¢ekicidir.

Baca ve ark.(227) %0,2’lik setrimid soliisyonunun 1 dakikalik
uygulanmasinin, %2,5’lik NaOCl ile benzer etki gostererek, dentin bloklar
tizerindeki 3 haftalik E. faecalis biyofilmlerini eradike ettigini belirtmislerdir. Wang
ve ark. (228) dentin oOrnekleri iizerinde E. faecalis klinik izolat1 (VP3-181)
kullanarak olusturduklar1 24 saatlik biyofilmler {izerinde, %0,1’lik setrimid, %2’lik
NaOCl ve %2’lik CHX’in 1 dakika uygulanmasi arasinda eliminasyon agisindan fark
olmadigimi belirtmislerdir. Calismamizda elde edilen sonuglarda da 1 dakikalik
uygulama sonunda setrimid ile NaOCI soliisyonlarinin antimikrobiyal etkinlikleri
arasinda anlamli bir fark bulunamamistir. Bu durum, Baca ve ark. (227) ile Wang ve
ark. (228)’in  sonuglarmmi  destekler niteliktedir. Ancak, c¢alismamizda bu
caligmalardan farkli olarak 1 dakikalik uygulama sonunda setrimid soliisyonu

biyofilm eradikasyonu saglayamamistir. Bu farklilik, kullanidigimiz = setrimid

88



konsantrasyonun Baca ve ark. (227) ile Wang ve ark.(228)’m kullandigi

konsantrasyondan daha diisiik olmas ile iligkilidir.

Arias-Moliz ve ark. (226) polisitren yiizeylerde olusturulmus 24 saatlik E.
faecalis biyofilmleri {iizerinde %0,0312°lik setrimid soliisyonunun 1 dakika
uygulanmast sonucu eradikasyon olustugunu belirtmislerdir. Calismamizin
bulgularina gore %0,015’lik setrimidin 1 dakika uygulanmasi dentin disklerinde
olusturulan biyofilmlerin eradikasyonu i¢in yeterli degildir. Sonuglar arasindaki
farklilik, ¢alismalarda biyofilm olusumunda tercih edilen yiizeylerin ve kullanilan

setrimid konsantrasyonlarinin farkli olmasindan kaynaklanmaktadir.

Guerreiro-Tanomaru ve ark. (259) sigir dentin bloklari {izerinde olusturulmus
E. faecalis biyofilmleri iizerinde g¢esitli antimikrobiyal ajanlarin antimikrobiyal
etkinliklerini karsilastirdiklar1 ¢alismada, 1 dakikalik uygulama sonunda %2,5’1ik
NaOCTI’nin %0,2’lik setrimidden daha etkili eliminasyon sagladigini belirtmiglerdir.
Calismamizda, bu ¢alismanin bulgularina benzer sekilde 3 ve 5 dakikalik uygulama
sonunda NaOCl’nin setrimidden iistiin oldugu gozlenmistir. Bu durumda MBK
diizeyinde kullanildigr zaman NaOCl’nin biyofilm eliminasyonunda setrimide gore

daha basarili oldugu diisiiniilebilir.

Bu ¢alismada, dentin disklerinde olusturulmus E. faecalis biyofilmlerine G.
glabra ekstraktinin 1, 3 veya 5 dakika uygulanmasi sonucu eradikasyon
saglanamadigi, 5 dakika sonunda ancak 1,6 logio biyofilm eliminasyonu olustugu
goriilmiistiir. Badr ve ark. (234) seliiloz nitrat membran filtrelerinde olusan E.
faecalis biyofilmleri {izerinde %7,5’lik Glycyrrhizin igeren G. glabra ekstraktinin
tekbasmma ve Ca(OH), ile karistirilarak kullanimiin 48 saatlik temas sonunda
biyofilm eradikasyonu olusturdugunu belirtmislerdir. Sonuglar arasindaki farkliligin
biyofilm olusumunda kullanilan yiizeylerin, Glycyrrhizin konsantrasyonlarmin ve

temas stirelerinin farkli olusuna bagli oldugu diisiiniilebilir.

Etki  mekanizmalar:  yoniinden antimikrobiyal ajanlarin  etkinliginin

degerlendirilmesi

Mikrobiyal biyofilmlerin antimikrobiyal kemoterapiye gostermis oldugu
direng iki temel mekanizma ile agiklanmaktadir (301, 302). Birincisi, biyofilmin bir

bariyer gdrevi gorerek antibiyotik difiizyonuna engel olmasidir. Ikincisi ise biyofilm
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yapisina dahil olan mikroorganizmalar ile serbest dolasan tiirdesleri arasindaki
fizyolojik farkliliklardir. Bu durumda, antimikrobiyal ajanlarin biyofilm igerisindeki
mikroorganizmalar iizerinde antimikrobiyal etki gosterebilmesi i¢in ekstraseliiler
matrise penetre olabilmesi ya da biyofilm igerisindeki baglar1 koparabilmesi
gereklidir. NaOCI giiglii antimikrobiyal etkinliginin yani sira, organik doku
¢oziiclligii kanitlanmis bir ajandir. Calismamizin sonuglarina gére NaOCInin
setrimid ve G. glabra ekstraktina gore biyofilmler tizerinde daha yiiksek
antimikrobiyal etki géstermis olmasinin nedeni, organik doku ¢oziiciiliigii sayesinde
biyofilmi cevreleyen ekstraseliller matrisin yapisinda bulunan niikleik asitler ve

proteinleri pargalayarak biyofilmin derinlerine difiize olmasidir.

Setrimid soliisyonu katyonik bir siirfaktandir. Stirfaktanlar, bir hidrofilik bir
de hidrofobik boliim i¢eren molekiillerdir ve bulunduklari ortamin yiizey gerilimini
distirtirler (216, 303). Endodonti pratiginde klorheksidin, EDTA ve NaOCI gibi
yikama soliisyonlarina setrimid eklenerek bu soliisyonlarin yiizey gerilimini
diistirmesi ve bdylece yikama soliisyonlarinin dentine penetrasyonunun ve
antimikrobiyal etkinliginin arttirilmasi hedeflenmistir (159, 217-221). Ongag ve
ark. (217)  %0,2°’lik  klorheksidin  ve %0,2’lik  setrimid igeren Cetrexidin
solisyonunun E. faecalis {izerindeki antimikrobiyal etkinliginin = %2’lik
klorheksidinden daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Portenier ve ark. (218)
klorheksidin ¢dozeltisi igerisine %0,1°lik veya %0,01°lik setrimid eklenmesinin,
¢ozeltinin E. faecalis tizerindeki antimikrobiyal etkinligini arttirdigini ve etki siiresini
kisalttigint belirtmiglerdir. Lui ve ark. (219) %17’lik EDTA ve %17’lik EDTA ile
setrimid kombinasyonundan olusan SmearClear soliisyonlarinin smear tabakasi
tizerindeki etkilerini karsilastirmislar ve %17’lik EDTA ile SmearClear’in esit
diizeyde smear tabakasi uzaklastirabildigini belirtmislerdir. Benzer bir arastirmada,
da Silva ve ark. (220) %17°lik EDTA ve SmearClear soliisyonlarinin smear tabakasi
kaldirma etkileri arasinda fark bulamamigslardir. Williamson ve ark. (159) %2’lik
klorheksidin ve %6’lik NaOCl’ye yiizey diizenleyici ajan ilave ederek antimikrobiyal
etkinliklerini karsilastirmislar, ylizey diizenleyici ajan ilave edilmesi durumunda
%2’lik klorheksidinin antikrobiyal etkinliginin arttigini, buna karsin %6’lik
NaOCTI’nin antimikrobiyal etkinlignin degismedigini belirtmislerdir. Ferrer-Luque ve
ark. (221) %17’lik EDTA, %7°1lik maleik asit, %10’luk laktik asit ve bu ajanlarin
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%0,2’lik setrimid ile kombinasyonlarinin 4 haftalik E. faecalis biyofilmleri
tizerindeki etkinliklerini  karsilagtirmiglar ve selasyon ajanlarina setrimid

eklenmesinin antimikrobiyal etkinligi anlamli diizeyde artirdigini belirtmislerdir.

Setrimidin antimikrobiyal etkinligi, pozitif yiikli hidrofilik kisimlarinin,
bakteri hiicre zarinin yapisinda bulunan negatif yilikli fosfolipidler ile etkilesime
girerek bakteri hiicre zariin segici gegirgenlik 6zelligini bozmasina ve hiicre zarinin
biitiinliiglinii ortadan kaldirmasina baglhidir (222, 304). Antimikrobiyal etkinliginin
yani sira, setrimidin biyofilm yapisindaki koheziv baglar1 zayiflatarak ekstraseliiler
polimerik matriksin bitiinliiglini bozdugu ve bdylece biyofilmlerin mekanik

biitiinliigline zarar verdigi belirtilmistir (225, 305).

Katyonik yapisindan dolayr setrimid de klorheksidin gibi rezidiiel etkiye
sahip bir ajandir (227, 229, 306, 307). Baca ve ark. (227) ¢esitli endodontik yikama
soliisyonlarimin  dentin bloklar1 iizerindeki rezidiiel antibakteriyel etkilerini
degerlendirdikleri ¢calismada, 24 saat i¢cinde %0,2’lik setrimid ve %2’lik klorheksidin
uygulanmis gruplarda biyofilm olusmazken, %2,5’lik NaOCI uygulanmis grupta
biyofilm olustugunu gozlemlemislerdir. Baska bir ¢alismada, Baca ve ark. (229)
%2’1ik klorheksidinin yaklagik 50 giin rezidiiel antimikrobiyal etkisinin siirdiiriirken,
%0,2°1ik setrimidin bu etkiyi ortalama 40 giin siirdiirebildigini belirtmislerdir.

Ancak, klorheksidinden farkli olarak setrimid NaOClI ile ¢okelti olusturmaz
ve bu durum kombine kullanim agisindan onemli bir istiinliiktiir. Literatiirde
dogrudan setrimid soliisyonunun toksik etkilerinin incelendigi bir ¢alisma
bulunmamasina ragmen, %0,2’lik setrimid ve %0,2’lik Klorheksidin igeren
Cetrexidin sollisyonunun 2 haftalik inceleme sonunda %5,25’1ik NaOCl’ye oranla
daha diisiik diizeyde yangisal reaksiyona neden oldugu bildirilmistir (217). Ayrica
literatiirde setrimid soliisyonunun organik dokular ve smear tabakasi {izerindeki
etkilerinin degerlendirildigi bir ¢alisma da bulunamamustir. ileri ¢alismalarla literatiir
desteginin artmas1 durumunda, setrimid gelecekte klorheksidinin yerini alabilecek

potansiyele sahip bir ajandir.

G. glabra ekstraktinin antimikrobiyal etkinligi i¢erigindeki Glycyrrhizin ile
iliskilendirilmistir (231, 235). Bu nedenle ¢alismamizda kullanilan G.glabra

ekstraktt HPLC yontemi ile analiz edilerek Glycyrrhizin igerigine gore
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degerlendirilmistir. Glycyrrhizin, tripertenik bir saponindir ve saponinlerin
antimikrobiyal etkilerinin yani sira ylizey gerilimini diisiirticii etkilerinin de oldugu
bildirilmistir (234, 236). Calismamizda uygulanan disk difiizyon testinde, E.
faecalis’in G.glabra ekstraktina duyarli oldugu belirlenmistir. Ancak, %0,25’lik
Glycyrrhizin  igeren G.glabra ekstraktinin  yeterli biyofilm eliminasyonu
olusturamadigi goriilmiistiir. Bu durumda G. glabra ekstrakti igeriginde bulunan
saponin miktarinin biyofilmlerin yapisindaki ekstraseliiler matriksin biitlinliigiini

bozacak yeterlikte olmadig diisiiniilebilir.

Badr ve ark. (234) G. glabra ekstrakti, Ca(OH), ve G. glabra ekstrakti ile
Ca(OH); karisimmin periodontal ligament fibroblastlar1 tizerindeki sitotoksik
etkilerini 48 saat boyunca gozlemlemisler ve bu siire sonunda %60’lik Ca(OH),
uygulanan grupta hi¢ canli hiicre kalmadigini, %7,5’lik Glycyrrhizin igeren G.
glabra ekstrakti uygulanan grupta %87 hiicre canliligi oldugunu, G. glabra ekstrakti
ve Ca(OH), karisiminin uygulandigi grupta ise %58 hiicre canliligi oldugunu
belirtmislerdir. G. glabra ekstraktinin kabul edilebilir diizeyde sitotoksik etkilere
sahip olmasi klinik kullanim ag¢isindan bir avantaj olabilir ancak bu soliisyonun

antimikrobiyal etkinliginin arttirilmasi konusunda ileri ¢alismalara ihtiyag vardir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismanin smirlar1 dahilinde elde edilen sonug, ¢ikarim ve Oneriler

asagida sunulmustur:

1. Bu galismada, dentin diskleri {izerinde olusturulan E. faecalis biyofilmlerine
antimikrobiyal ajanlarin MBK diizeyinde 1 dakika uygulanmasi sonucu, setrimid ve
NaOClI gruplar arasinda biyofilm eliminasyonu yoniinden fark bulunamazken (P >
0,05), bu iki ajanin G. glabra ekstraktina gore daha etkili oldugu belirlenmistir (P <
0,05).

2. Antimikrobiyal ajanlarin 3 ve 5 dakika uygulanmalar1 sonucu olusan
biyofilm eliminasyonu incelendiginde ise NaOCl’nin setrimid’den, setrimid’in ise G.

glabra ekstrakti’ndan daha etkin oldugu belirlenmistir (P < 0,05).

3. NaOCl’nin minimal bakterisidal konsantrasyon diizeyinde diger ajanlara
gore daha etkin biyofilm eliminasyonu olusturmasi organik ¢oziiciiliigline bagl
olarak biyofilm matrisini parcalamasi ve biyofilmin derinlerine penetre olmasi ile
iliskilendirilmistir.

4. Bu c¢alismada test edilen ajanlarin antimikrobiyal etkinliginin uygulama
siiresinin artistyla birlikte arttigit  gozlemlenmistir. Endodontide kullanilan
antimikrobiyal ajanlarin periapikal dokulardaki toksik etkileri ve dis sert dokularinin
mekanik 6zellikleri iizerindeki olumsuz etkileri goz oniinde bulundurularak yiiksek
konsantrasyonlu ajanlar yerine, daha diisiik konsantrasyonlu ajanlarla daha uzun siire

ve daha bol miktarlarda yikama yapilmasi tavsiye edilebilir.

5. Bu c¢aligmada test edilen ajanlarin antimikrobiyal etkinligi, E. faecalis’in
hem planktonik formlar1 hem de biyofilmleri tizerinde degerlendirilmis ve planktonik
formlar1 etkisizlestirmek igin yeterli olan konsantrasyonun biyofilmleri eradike
edebilmek ic¢in yeterli olmadigr belirlenmistir. Sekonder/inatg1 enfeksiyonlarda
mikroorganizmalarin biyofilm formunda oldugu diisiiniildiiglinde, antimikrobiyal
ajanlarin etkinliginin degerlendirildigi calismalarda mikroorganizmalarin biyofilm
formlarinin kullanimasi, ¢alismanin klinik kosullari yansitmasi bakimindan daha

dogru sonuglar verecektir.
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6. Bu calismada calgary biyofilm modeli modifiye edilerek standart dentin
diskleri  iizerinde Dbiyofilm olusturulmustur.  Olusturulan  biyofilmlerdeki
mikroorganzima sayilar1  degerlendirildiginde gruplar arast anlamli fark
bulunamamasi (P > 0,05), standart biyofilmler olustugunun bir kanitidir ve deneyin
tekrarlanabilirligini  gostermektedir. Bu nedenle antimikrobiyal etkinligin
degerlendirildigi c¢aligmalarda bu c¢alismada olusturdugumuz modifiye calgary

biyofilm modeli tercih edilebilir.

7. Bu calismada MBK’s1 %0,015 olarak belirlenen setrimid soliisyonunun 5
dakika uygulanmasi sonucu logio tabanina gore 3,5 birim biyofilm eliminasyonu
olugsmasi oldukca dikkat c¢ekicidir. Setrimid soliisyonun dis sert dokularina
baglanarak rezidiiel antimikrobiyal etki gosterebilmesi ve NaOCl gibi yikama
sollisyonlar ile ¢okelti olusturmamasi1 6nemli bir Ustilinliiktiir. Bu nedenle setrimid
solisyonunun ilerleyen yillarda endodonti pratiginde klorheksidinin yerini
alabilecegini disiinliiyoruz. Ancak, setrimid sollisyonunun klinik kullaniminin
yayginlagmasi i¢in, sitotoksik oOzellikleri, smear tabakasi iizerindeki etkileri ve
organik dokular iizerindeki etkilerinin degerlendirilecegi ileri c¢alismalara ihtiyag

vardir.

8. Endodonti pratiginde kullanilan antimikrobiyal ajanlarin periapikal
dokularda toksik etkilere sebep olmasi nedeniyle son zamanlarda daha zararsiz
oldugu diisiiniilen bitkisel triinlerin kullanilabilecegine yonelik in vitro galigmalar
rapor edilmektedir. Bu ¢alismada G. glabra ekstraktinin E. faecalis'in planktonik ve
biyofilm formlar1 iizerinde antimikrobiyal etkiye sahip oldugu ancak bu etkinin
NaOCI ve setrimide gore daha diisiik oldugu gozlenmistir. G. glabra ekstraktinin
klinikte kullanilabilmesi i¢in efektif konsantrasyon araligi ve uygulama siiresinin

belirlenmesine yonelik ileri ¢alismalara ihtiya¢ vardir.
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OZET

Dentin diskleri iizerinde olusturulan Enterococcus faecalis biyofilm modeli
kullamlarak sodyum hipoklorit, setrimid ve Glycrrhiza glabra L. ekstraktinin
antimikrobiyal etkinliginin degerlendirilmesi

Bu ¢alismanin amaci dentin disklerinde olusturulmus E. faecalis biyofilmleri
tizerinde, NaOCl, setrimid ve G. glabra ekstraktinin minimal bakterisidal
konsantrasyonlar1 (MBK) diizeyindeki antimikrobiyal etkinliklerini, {i¢ farkl

uygulama siiresinde degerlendirmektir.

G. glabra ckstraktinin E. faecalis (ATCC 29212)’in planktonik formlar
tizerindeki potansiyel antimikrobiyal etkinliginin belirlenmesi amaciyla disk
diffiizyon testi uygulandi. Daha sonra test edilen antimikrobiyal ajanlarin minimum
inhibisyon konsantrasyonlar1 (MIK) ve MBK degerleri s1vi mikrodiliisyon testi ile
belirlendi. Bu ajanlarin diskleri {izerinde olusturulan E. faecalis biyofilmleri
tizerindeki antimikrobiyal etkinliginin degerlendirilmesi amaciyla biyofilm duyarlilik
testi uygulandi. Biyofilm olusumu i¢in dentin diskleri mikrotitrasyon plaklarinda 24
saat inkiibe edildi ve sonrasinda %0,5’lik NaOCl, %0,015°1lik setrimid ve %0,25’1lik
G. glabra ekstrakti 1, 3 ve 5 dk. uygulandi. Hayatta kalan bakteri ortalamalari
hesaplandi ve logjo tabanina doniistiiriilerek istatistiksel analiz yapildi.

Disk diffiizyon testinde setrimid 26 mm ile en genis inhibisyon alanim
olustururken, G. glabra ekstrakti ve NaOCI ise 9 mm’lik inhibisyon olusturmustur.
Setrimid, G.glabra ekstraktt ve NaOCI soliisyonlarinin MBK degerleri sirasiyla
%0,015, 9%0,25 ve %0,5 olarak belirlenmistir. Biyofilm duyarlilik testinde
antimikrobiyal ajanlarin 1 dakika sonundaki etkinlikleri karsilagtirildiginda setrimid
ve NaOCl arasinda anlaml fark bulunamazken (P > 0,05), 3 ve 5 dakika sonunda
NaOCP’nin en etkili ajan oldugu belirlenmistir (P < 0,05). Tiim uygulama siireleri
g6z Oniine alindiginda G. glabra ekstraktinin biyofilm eliminasyonunda NaOCI ve

setrimide gore daha diisiik etkiye sahip oldugu oldugu belirlenmistir (P < 0,05).

Setrimid soliisyonunun (%0,015) 3 ve 5 dakika uygulanmasi anlamli bir
biyofilm eliminasyonu olustururken, NaOCl’nin etkinli§ine ulasamadigi

belirlenmistir.

Anahtar Sozciikler: 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 NaOCI,
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. NaOCI (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 NaOCI, with inhibition zones of 9 mm. The MBCs
of cetrimide, G. glabra extract, and NaOCIl were 0.015%, 0.25%, and 0.5%,
respectively. In the biofilm susceptibility assay, there was no significant difference
between cetrimide and NaOCI at 1 min (P > 0.05). NaOCI 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 NaOCI.

Key words: Biofilm, dentine disks, Enterococcus faecalis, cetrimide, Glycyrrhiza

glabra, sodium hypochlorite
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modelleri iizerinde incelenmesi” adli aragtirma caligmasinin, Klinik Aragtirmalar Hakkinda
Yonetmeligin 4. maddesinin birinci fikrasi aa bendince uygunluguna,

Mevcudun oybirligi ile karar verildi.
(Bu bir etik kurul karar1 degildir.)

Prof.Dr.M.Fehmi OZGUNER  Prof.Dr. Fatih GULTEKIN Prof.Dr.Hiiseyin OKUTAN

BASKAN UYE OYE
(IMZA) (IMZA) (IMZA)
Prof.Dr.Mustafa TUZ Prof.Dr.Abdullah DOGAN Dog.Dr.Mekin SEZIK
UYE UYE UYE
(iMzA) (KATILMADI) (KATILMADI)

Dog.Dr.Mustafa AKCAM  Dog.Dr.Dogan ERDOGAN Yrd.Dog.Dr.Zeynep Dilek AYDIN
UYE UYE UYE
(IMZA) (IMZA) (IMZA)
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EK-2

S.D.U. SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU YONETIM KURULU KARARLARI

TOPLANTI TARIHI TOPLANTI SAYISI KARAR NO

02.05.2014 13 01

01- Enstitiimiiz Endodonti Anabilim Dali doktora 6grencisi Hilmi Egemen GULDAS’m
tez konusu degisikligi ile ilgili Anabilim Dah Bagkanhgmm 18.04.2014 tarih ve
37247725/302.14/31 sayih yazis1 ve ekinin goriigiillmesi.

Enstitiimiiz Endodonti Anabilim Dali doktora &grencisi Hilmi Egemen GULDAS 1n
tez konusu degisikligi ile ilgili Anabilim Dali Bagkanligimn 18.04.2014 tarih ve
37247725/302.14/31 sayih yazis1 ve eki goriigiildii.

Adr gegen 6grencinin hazirlamakta oldugu doktora tezinin, danigmaninin &nerisi
tizerine “Dentin Diskleri Uzerinde Olusturulan Enterococcus Faecalis Biyofilm Modeli
Kullanilarak Sodyum Hipoklorit,  Setrimid ve Glycrrhiza glabra L. Ekstraktinin
Antimikrobiyal Etkinliginin Degerlendirilmesi” seklinde degistirilmesi teklif edilmis olup,
belirtilen sekilde degisikligin uygunluguna,

Oy birligi ile karar verildi.

(GOREVLI) (IMZA) (IMZA)
Dog.Dr.Nejdet ADANIR  Yrd.Dog.Dr. Feyza OZDEMIR KISACIK Yrd.Dog.Dr. Mustafa SAYGIN
Enstitii Miidiir Enstitii Miidiir Yardimcisi Enstitii Miidiir Yardimcisi
(IMZA) (GOREVLI) (iMZA)
Prof.Dr.A Nesimi KISIOGLU  Dog.Dr.Elgin ESENLIK  Dog.Dr.Ferdi BASKURT
Uye Uye Uye
(IMZA)
(KATILMADI) Raportor
Hasan Basri SAVAS Mevliit TUFAN
Ogrenci Temsilcisi Enstitii Sekreteri
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