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OZET

Bu calismanin amaci, %17 etilen diamin tetra asetik asit (EDTA), %9 ve %18 etidronik asit
(HEBP) ve %1 ve %2 perasetik asit (PAA)’in tek basimna veya NaOCI ile birlikte kullaniminin,
Enterococcus faecalis biyofilmlerinin uzaklagtirilmasina etkisini lazer taramali konfokal mikroskop
(LTKM) ile degerlendirmektir. Bu calismada toplam 115 adet ¢ekilmis tek koklii insan premolar
disi kullanildi. Tiim disler kronlarindan kdk uzunluklari standart 13 mm kalacak sekilde ayrildi. Dig
koklerinin orta tglilerinden 3 mm kalinlikta yuvarlak kesitler elde edildi. Dentin kesitleri,
Enteroccocus faecalis bakterisi ile kontamine edildi ve biyofilm formasyonu icin 7 giinlik
inkiibasyon siirecine tabi tutuldu. Daha sonra enfekte edilmis Ornekler irrigasyon protokollerine
gore 12 gruba ayrildi (11 deney (n=10), 1 kontrol (n=5)): 1. Grup: %2,5 sodyum hipoklorit
(NaOCl); 2. Grup: %17 etilen diamin tetra asetik asit (EDTA); 3. Grup: %1 perasetik asit (PAA); 4.
Grup: %2 perasetik asit (PAA); 5. Grup: %9 etidronik asit (HEBP); 6. Grup: %18 etidronik asit
(HEBP); 7. Grup: %2,5 NaOCl-3 ml %17EDTA; 8. Grup: %2,5 NaOCIl-3 ml %1 PAA; 9. Grup:
%2,5 NaOCl- 3 ml %2 PAA; 10. Grup: %2,5 NaOCl+%9 HEBP; 11. Grup: %2,5 NaOCl+%18
HEBP; 12. Grup: Salin(kontrol). Her grupta toplam irrigasyon hacmi 6 ml toplam irrigasyon stiresi
2 dakika olarak belirlendi. Irrigasyon islemleri sonrasinda 6rnekler floresan Canli/Olii boya ile
boyand1 ve lazer taramali konfokal mikroskop kullanilarak incelendi. Toplam biyohacim ve 6li,
canli bakterilerin biyohacim oranlar1 bir yazilim programi ile hesaplandi. Elde edilen verilerin
istatistiksel analizi, Saphiro-Wilk testi sonrasinda Tek Yonli Varyans Analizi (One-way ANOVA)
ile birlikte Tukey ¢oklu karsilagtirma testi kullanilarak gerceklestirildi (p<0.05). En yiiksek
biyofilm eliminasyon ytiizdesi sirasiyla, %2,5 NaOCl-%2 PAA, %2,5 NaOCl+%18 HEBP, %2,5
NaOCl+%9 HEBP, %2,5 NaOCl-%1 PAA, %2 PAA, %2,5 NaOCl-%17 EDTA ve %1 PAA
gruplarindan elde edildi (p<0.001). Tiim deney gruplar1 arasinda en fazla canli bakteri ytlizdesi %17
EDTA’nin tek basma kullanildig1 6rneklerde gézlenmistir (p<0.001). %9 HEBP ve %18 HEBP
gruplarindaki 6lii bakteri yiizdesi, %2,5 NaOCl+%9 HEBP ve %2,5 NaOCl+%18 HEBP gruplarina
gore istatistiksel olarak anlamli sekilde daha diisiiktiir (p<0.001). K6k kanallarindan, E. faecalis
biyofilmlerinin uzaklastiriimasinda, NaOCI ile birlikte kullanilan selasyon ajani olarak perasetik ve
etidronik asit, EDTAya alternatif olarak diisiiniilebilir.

Bilim kodu :10101.04

Anahtar kelimeler: E. faecalis, etidronik asit, perasetik asit, lazer taramali konfokal mikroskop
Sayfa Adedi 275

Danigsman : Prof. Dr. Ozgiir ilke Atasoy Ulusoy
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ABSTRACT

The purpose of this study was to investigate the effects of 17% ethylenediaminetetraacetic acid
(EDTA), 9% and 18% etidronic acid (HEBP) and 1% and 2% peracetic acid (PAA) solutions used
either alone or in combination with NaOCI on elimination of Enterococcus faecalis biofilms from
root canals by using confocal laser scanning microscopy (CLSM). A total of 115 extracted single-
rooted human premolar teeth used in this study. All teeth were separated from their crowns leaving
a 13 mm standard root length. Round dentin slices with a thickness of 3 mm were obtained from
the middle thirds of the roots. These discs contaminated with Enteroccocus faecalis and incubated 7
days for biofilm formation. Then the contaminated samples were divided into 12 groups according
to the irrigation regimens (11 experimental (n=10), 1 control (n=5)): Group 1: 2,5% sodium
hypochlorite (NaOCl); Group 2: 17% ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA); Group 3: 1%
peracetic acid (PAA); Group 4: 2% peracetic acid (PAA); Group 5: 9% etidronic acid (HEBP);
Group 6: 18% etidronic acid (HEBP); Group 7: 2,5% NaOCl-17% EDTA; Group 8: 2,5% NaOCl-
1% PAA; Group 9: 2,5% NaOCI- 2% PAA; Group 10: 2,5% NaOCI+9% HEBP; Group 11: 2,5%
NaOCl+18% HEBP; Group 12: Saline (control). The total exposure time for the irrigation solutions
was 2 minutes, and the total irrigant volume for each group was 6 ml. After irrigation procedures,
the samples were stained with fluorescent Live/Dead staining kit and examined using confocal
laser scanning microscopy (CLSM). Total biovolume and percentage of dead and live bacteria
were calculated by a software program. Statistical analyses were performed with Saphiro-Wilk and
one-way ANOVA with Tukey multiple comparison tests with a significance level of 0.05. The
highest biofilm elimination percentage was obtained from 2,5% NaOCI-2% PAA, 2,5%
NaOCI1+18% HEBP, 2,5% NaOC1+9% HEBP, 2,5% NaOCIl-1% PAA, 2% PAA, 2,5% NaOCl-
17% EDTA and 1% PAA groups, respectively (p<0.001). Among all experimental groups, the
highest percentage of live bacteria was observed in 17% EDTA irrigated samples (p<0.001). The
percentage of dead bacteria was significantly lower in 9% HEBP and 18% HEBP groups compared
to the 2,5% NaOCl + 9% HEBP, 2,5% NaOCl + 18% HEBP groups (p<0.001). Peracetic and
etidronic acids should be considered as alternative chelation agents to EDTA, when used with
NaOCl in removal of E. faecalis biofilms from root canals.
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Keywords  : E. faecalis, etidronic acid, peracetic acid, confocal laser scanning microscopy
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1. GIRIS

Pulpa ve periradikiiler doku hastaliklarinin en O6nemli etkeni mikroorganizmalardir
(Kakehashi, Stanley ve Fitzgerald, 1965). Bu nedenle, endodontik tedavinin hedefi,
enfekte kok kanal sisteminin mikroorganizmalardan arindirilmasi, yeniden mikrobiyal
cogalmaya izin vermeyecek sartlarin olusturulmasi ve periradikiiler doku iyilesmesi i¢in

uygun kosullarin saglanmasidir (Hargreaves ve Berman, 2015: 599).

Enfekte kok kanalinda yer alan bakteriler, planktonik sekilde ya da birbirlerine veya kok
kanal duvarlarina yapisik biyofilm halinde bulunurlar (Lin, Shen ve Haapasalo, 2013). Kok
kanal tedavisi islemlerine diren¢ gosteren bakteriler ¢ogunlukla kok kanal sisteminde
kolonize olmus biyofilm yapilar1 igerisinde yer almaktadir (Sonja, Shen ve Haapasalo,
2013). Bu nedenle apikal periodontitisi artik biyofilm kaynakli bir hastalik olarak
tanimlamak yerinde olacaktir. Lateral kanallar, apikal ramifikasyonlar, istmuslar gibi
diizensiz alanlar, bakteri biyofilmleri agisindan ideal bolgelerdir (Nair, Henry, Cano ve

Vera, 2005).

Biyofilm igerisinde bulunan mikroorganizmalar, kok kanal tedavisi sirasindaki
dezenfeksiyon ve irrigasyon protokollerine direng gdstermekte ve tedavi sonrasinda da
bazen hayatta kalabilmektedir. Tiim bu 06zelliklere sahip, biyofilm olusturan bakteriler
arasinda en sik izole edileni E. faecalis tir. Bu nedenle farkli irrigasyon ve dezenfeksiyon
protokollerinin degerlendirildigi ¢alismalarda genellikle E. faecalis biyofilm modeli

kullanilmaktadir (Kishen ve Haapasalo, 2010).

Sodyum hipoklorit (NaOCl), iistlin antimikrobiyal etki ve organik doku ¢6zme yetenegi
nedeniyle endodontide en yaygin kullanilan irrigasyon soliisyonudur (Mohammadi, 2008).
Ancak, NaOCl'nin inorganik dokulara, dolayisiyla smear tabakaya etkisi zayiftir. Bu
nedenle ek olarak dekalsifiye edici bir ajan ile birlikte kullanilmasi onerilmektedir
(Haapasalo, Shen Qian ve Gao, 2010). Bu amagcla kok kanal tedavisinde en sik etilen
diamin tetra asetik asit (EDTA) kullanilmaktadir. Ancak EDTA’’nin kdk kanalinin apikal
bolgesinde yeterli etkinlik saglayamamasi ve NaOCl ile etkilesime girerek onun doku
¢ozilicii ve antimikrobiyal etkisini baskilamasi gibi nedenler, alternatif selasyon ajanlarin

arastirilmasina yol agmustir (Park, Haapasalo ve Shen, 2012). Tipta farkli alanlarinda



kullanilan etidronik asit (HEBP) ve perasetik asit (PAA) gibi biyouyumlu ve asidik
ozellikleri diisiik soliisyonlarin son yillarda kok kanal tedavisinde kullanimi giindeme

gelmistir.

Bu caligmanin amaci, %17 etilen diamin tetra asetik asit (EDTA), %9 ve %18 etidronik
asit (HEBP) ve %1 ve %2 perasetik asit (PAA)’in tek basma veya NaOCl ile birlikte
kullaniminin, Enterococcus faecalis biyofilmlerinin uzaklagtirilmasma etkisini lazer

taramal1 konfokal mikroskop (LTKM) ile degerlendirmektir.



2. GENEL BILGILER

Apikal periodontitis genellikle kok kanal sistemindeki enfeksiyondan koken alan
enflamatuar bir olusumdur (Siqueira, Orstavik, Pitt ve Ford, 2008). Apikal periodontitisin
patogenezinde baslica etkenin mikroorganizmalar oldugu diistintilmektedir (Dantas,

Coutrin de Toledo, Sampaio-Filho ve Siqueira, 2007).

2.1. Endodontik Enfeksiyonlarin Mikrobiyolojisi ve Tipleri

Enfekte olmus bir kok kanal sisteminin baslangigtaki bakteriyel mikroflorasi aerob ve
fakiiltatif anaeroblar tarafindan domine edilmektedir (Antunes, Rocas, Alves ve Siqueira,
2015). Enfeksiyon ilerledik¢e, kok kanal sisteminin icerisindeki ekoloji de degismektedir.
Bu tiir degisimler, kok kanalinin agilmasina bagli meydana gelen oksijen basinci,
irrigasyon ajanlarmin kullanimi, kok kanalinda kullanilan ¢esitli materyallere bagh

faklilagan pH ile iligkilendirilebilir (Bystrom ve Sundqvist, 1981).

Endodontik enfeksiyonlar lokalizasyonlarma gore intraradikiiler ve ekstraradikiiler
enfeksiyonlar olarak baglica iki gruba ayrilmaktadir. Kok kanalinda lokalize olan
intraradikiiler enfeksiyonlar ise primer enfeksiyonlar, sekonder enfeksiyonlar ve inatci
enfeksiyonlar olarak gruplanabilir. Primer endodontik enfeksiyonlar ¢ogunlukla,
mikroorganizmalar ve yan iriinlerinin kok kanal sistemini ilk kez istila etmesi sonucu
meydana gelmektedir. Nekrotik pulpa dokusunda ilk kolonize olan bakteriler tarafindan
olusturulmaktadir (Vianna, Horz, Gomes ve Conrads, 2006). Bakteri sayis1 ve ¢esidi daha
fazladir. Primer enfeksiyonlar genellikle polimikrobiyaldir ve ¢ogunlukla Bacteroides,
Prophyromonas,  Prevotella,  Fusobacterium,  Treponema,  Peptostreptococcos,
Eubacterium, and Camphylobacter tiirlerine rastlanmaktadir (Provenzano ve digerleri,

2013).



Treponema denticola
Dialister invisus
Pseudoramibacter alactolyticus
Bacleroidetes clone X083
Tannerelia forsythia
Porphyromonas endodontalis
Porphyromonas gingivalis
Propionibacterium propionicum
Treponema maltophilum
Treponema socranskii
Prevotella baroniae
Prevotella multisacchanvorax
Olsenella uli
Dialister pneumosintes
Campylobacter rectus
Filifactor alocis
Catonella morbi
Parvimonas micra
Treponema parvum
Pyramidobacter piscolens
Synergistes clone W090
Synergistes clone E3_33
Alopobium parvulum
Campylobacter gracilis
Centipeda periodontii
Streptococcus species
Prevotella nigrescens
Enterococcus faecalis
Actinomyces radicidentis
Treponema lecithinolyticum
Treponema amylovorum
Treponema medium
Treponema vincentii
Veillonella parvula
Eikenella corrodens
Synergistes clone BHO17
Granulicatella adiacens
Desulfobulbus clone R004

Resim 2.1. Akut apikal periodontitis goriilen dislerde, primer enfeksiyonlarda saptanan
bakteri prevalansi (Hargreaves ve Berman, 2015: 614).



Dialister invisus ( I
Bacteroidetes clone X083 ]
Pseudoramibacter alactolyticus |
Porphyromonas endodontalis L
Treponema denticola ]
Dialister pneumosintes 1
Filifactor alocis I
Tannerella forsythia J
Treponema parvum ]
Prevotella baroniae )
Treponema socranskii )
Prevolella multisaccharivorax )
Treponema lecithinolyticum
Treponema maltophilum
Catonella morbi
Enterococcus faecalis
Veillonella parvula
Olsenella uli
Pyramidobacter piscolens
Porphyromonas gingivalis ]
Campylobacter rectus
Propionibacterium propionicum
Synergistes clone BHO17
Streptococeus species
Parvimonas micra
Synergistes clone W030
Campylobacter gracilis
Granulicatella adiacens
Treponema vincentii
Fusobacterium nucleatum
Eikenella corrodens
Treponema medium
Treponema pectinovorum
Actinomyces israelii
Centipeda periodontil
Prevolella nigrescens
Prevotella intermedia

Resim 2.2. Kronik apikal periodontitis goriilen dislerde primer enfeksiyonlarda saptanan
bakteri prevalansi (Hargreaves ve Berman, 2015: 614).

Sekonder enfeksiyonlar ise primer enfeksiyonda yer almayan ancak profesyonel bir
girisimden sonra meydana gelen enfeksiyonlardir. Bakteri sayist ve c¢esidi primer
enfeksiyonlara goére daha azdir. Inatci enfeksiyonlar ise primer veya sekonder
enfeksiyonun lyeleri tarafindan olusturulmakta ve bunlar antimikrobiyal prosediirlere
direnebilmekte, tedavi edilmis kanallarda besin yoklugunda wuzun siire hayatta

kalabilmektedir. Bu tiir enfeksiyonlarda, kok kanal tedavisi sonrasi kok kanal sistemi



icerisindeki inat¢1 mikroorganizmalarin tedavi basarisizliklarindaki en 6nemli neden

oldugu diisliniilmektedir (Alves ve digerleri, 2016).

Enterococcus faecalis
Pseudoramibacter alactolyticus
Propionibacterium propionicum

Filifactor alocis

Dialister pneumosintes
Bacteroidetes clone X083
Streptococcus species
Tannerelia forsythia
Dialister invisus
Campylobacter rectus
Porphyromonas gingivalis
Treponema denticola
Pyramidobacter piscolens
Fusobacterium nucleatum
Prevotella intermedia
Candida albicans
Campylobacter gracilis
Porphyromonas endodontalis
Actinomyces radicidentis
Olsenella uli

Parvimonas micra

Resim 2.3. Kok kanal tedavili dislerde tedavi sonrasi goriilen hastaliklarda saptanan
mikroorganizma prevalansi (Hargreaves ve Berman, 2015: 622).

Inatc1 ve sekonder enfeksiyonlarmn klinik olarak ayirimi yapilmamaktadir. Bu gruptaki

bakteriler iki grup altinda incelenebilir:

2.1.1. Kok kanalimin doldurulmasi sirasinda ortaya cikan bakteriler (short-term
survivors)

Kok kanalimin kemomekanik preparasyonundan sonra bakteri cesitliligi ve sayisi
azalmaktadir (bakteri tiirii: 1-5, bakteri sayist: 10>-10°), ancak bu bakteriler primer
enfeksiyonlardakilere gére daha direnglidir (Bystrom ve Sundqvist, 1985). Tedaviye direng



gosteren bakterilerin genellikle Gr (+) olduklart bulunmustur. Streptokoklar, Parvimonas
micra, Propionibacterium tirleri, Pseudoramibacter alactolyticus, Actinomyces tiirleri,
Lactobacilli, E. faecalis, ve Olsenella uli gibi Gr (+) fakiiltatifler ve anaeroblar da siklikla

bu o6rneklerde gozlenmistir (Chavez de Paz, Svensater, Dahlen ve Bergenholtz, 2005).

Gr (+) bakteriler tedavilere daha ¢ok diren¢ gdstermekte ve daha zor ekolojik sartlara
adapte olabilmektedir. Tedavi sonrasi orneklerde hala kiiltiire edilememis bakteriler
bulunmaktadir. Bu onlarin da antimikrobiyal tedaviye direngli olduklarmi gosterebilir

(Paiva, Siqueira, ve Rogas, 2013).

2.1.2. Kok kanallar1 doldurulduktan sonra ortaya c¢ikan bakteriler (long-term
survivors)

Kok kanallar1 doldurulduktan sonra ortaya c¢ikan bakteri tiirli sayist uygun tedavi
yapildiginda 1-5, uygun tedavi yapilmadiginda 10-30 arasinda degismektedir. Bakteri
sayist ise 10°-10"ye cikabilmektedir (Blome, Braun, Sobarzo ve Jepsen, 2008). Bu
vakalarin %90’inda Gr (+) fakiiltatif bir anaerob olan Enteroccocus faecalis’in varligi
izlenmistir (Molander, Reit, Dahlen ve Kvist, 1998). Bir mikroorganizmanin tedaviden
sonra hayatta kalabilmesi i¢in kanal i¢i dezenfeksiyon ve tedavi islemlerine direnebilmesi
ve tedavi sonucu ortaya ¢ikan zor ekolojik sartlara uyum saglayabilmesi gereklidir ve E.

faecalis bunlar1 basarabilen nadir mikroorganizmalar i¢inde yer almaktadir.

2.1.3. Ekstraradikiiler enfeksiyon

Apikal periodontitis enfeksiyonlarinin alveolar kemige ve viicudun diger bdlgelerine
yayilmasini engelleyen bir immiinolojik bariyer bulunur. Ancak bazi durumlarda
mikroorganizmalar bu bariyeri asarak intraradikiiler enfeksiyona bagimli ya da bagimsiz
olarak ekstraradikiiler enfeksiyona neden olabilirler (Tronstad ve Sunde, 2003). Apikal
eksternal yilizeyde biyofilm yapilagmasi goriilmeye baglar. Dolayisiyla ekstraradikiiler

enfeksiyon da biyofilmler tarafindan olusturulan bir hastaliktir.

Ekstraradikiiler enfeksiyonlar, intraradikiiler bakterilerin ekstraradikiiler bolgeye

gecmesiyle olusabilir. Bakteriler, konak cevabini yenip apikal foramenden disar1 ¢ikip bu



bolgede kolonize olabilir ya da apikal foramen ile direkt iliskili cep kistlerinin liimenine
penetre olarak ekstraradikiiler bolgeye gecis saglayabilir. Kok kanal enstriimantasyonunun
tagkin yapilmasi sonucu dentin ¢ipleriyle kaplanmig bakteriler de ekstraradikiiler bolgede
kolonize olur ve biyofilm olusturur (Siqueira, 2005). Akut apikal apse, bagimli
ekstraradikiiler enfeksiyonun en 6nemli 6rnegidir. Ekstraradikiiler enfeksiyonda yer alan
dominant bakteriler Actinomyces tiirleri ve Propionibacterium propionicum’dur
(Happonen, 1986). Bu bakteriler kolonize olabilirler ve fagositoza direng gosterirler.
Retreatment vakalarinin goriilmesinin en 6nemli nedeni ekstraradikiiler enfeksiyonlardir.
Cogu ekstraradikiiler enfeksiyon intraradikiiler enfeksiyon kaynaklidir (Ricucci ve

Siqueira, 2010). Tedavilerinde periradikiiler cerrahi gerekebilir.

Hem intaradikiiler inat¢1 enfeskiyonlarda, hem de ekstraradikiiler enfeksiyonlardaki
mikroorganizmalarin daha direngli olmalarin1 agiklayan bir takim mekanizmalar
bulunmaktadir. Bunlar:

* Biyofilm olusumu

* Fizyolojik modifikasyon

* Stres cevabi

* Hiicresel alt gruplar olusturma

* Bakteriler aras1 genetik materyalin degisimi’dir.

Direncli mikroorganizmalarin bu mekanizmalar arasindaki en 6nemli 6zellikleri biyofilm

olusturabilme yetenekleridir.

2.2. Biyofilm

Biyofilm, belirli bir ylizeye baglanmis, ekstraselliiler polimerik matriks ile etrafi sarilan
hiicreler ile karakterize, ¢ok hiicreli bir mikrobiyal komiinitedir (Donlan ve Costerton,

2002).

2.2.1. Biyofilm olusumu

Biyofilm olusumunun en erken safhasi planktonik haldeki makromolekiillerin yiizey
absorbsiyonu ve bunun sonucunda da kosullandiric1 tabakanin olusumudur. ikinci asama

mikroorganizmalarin adezyon, kohezyon ve polimer iiretimi yoluyla giiglendirilen



tutunmastm igerir. Ugiincii asamada ise yapisal olarak organize olmus karisik mikrobiyal
bir topluluk olusur ve tutunan mikroorganizmalar c¢ogalir. Bu asama sirasinda
mikroorganizmalarin dogal karakteristik 6zellikleri ve mikro g¢evrenin dogasi, biyofilm
icerisinde mikroorganizmalarin ¢ogalmasint ve devamimni etkiler (Svensater ve
Bergenholtz, 2004). Yiizeye, geri doniilemeyecek sekilde tutunan hiicreler hiicre
boliinmesini baglatacak ve biyofilmi tanimlayan ekstraselliiler polimerleri iiretecektir. Bu
ekstraselliiler polimerik matriks esas olarak polisakkaritlerden olugsmaktadir ve
mikroskopla veya kimyasal analizle tespit edilebilmektedir. Matriks yapisinin biiyiik bir
bolimii poliskakkartilerden olussa da protein ve niikleik asitleri de igerir. Bu matriks
sadece biyofilme dayaniklilik saglayan bir unsur degil ayn1 zamanda besin, su ve gerekli
enzimleri barindiran bir yapidir. Ayrica biyofilmi eksojen tehditlerden korur ve ylizey

tutunmast saglar (Donlan, 2001).

K L5
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Planktonik bakteri

4?

Tutunma Hucreler arasi adezyon Proliferasyon

Resim 2.4. Biyofilm olusum agamalari

2.2.2. Biyofilmin yapisi

Bir biyofilm tabakasinda %97 su, %2 -5 mikroorganizmalar, %1-2 polisakkarit, %1-2
protein, %1-2 DNA ve iyonlar bulunmaktadir. Biyofilmler tek bir mikroorganizma tiirii
tarafindan olusturulabildigi gibi birden fazla tiirii de yapisinda barindirabilir. Farkli
tiirlerde olusan biyofilmlerde her tiir kendi mikrokolonisini olusturur. Bu mikrokoloniler

birbirlerinden su kanallar1 aracilifiyla ayrilmistir. Bu kanallar iginde devam eden su akis1
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besin  maddelerinin ve oksijenin  diflizyonunu  saglar.  Sistemin yapisina,
mikroorganizmanin tiiriine ve c¢evresel faktorlere bagli olarak olgun bir biyofilmin

olugsmasi birkag saat ile birkag hafta siirebilmektedir (Uludag Altun ve Sener, 2008).

2.2.3. Biyofilm yasam bicimi

Biyofilmi olusturan bakteriler, zorlu biiylime ve ¢evre sartlarinda farkli bir hayatta kalma
kapasitesi goOstermektedir. Bu bakterilerin bu essiz kapasitesi su Ozelliklerinden

kaynaklanir:

Biiyiimek icin daha genis bir cevre

Ik kolonize olan bakterilerin metabolitleri, 6zellikle {iremesi zor olan diger bakterilerin

yapismasi ve biiylimesi i¢in gerekli olan ¢evreyi ve zemini hazirlar (Marsh, 2005).

Artmis metabolik cesitlilik ve besin temini

Biyofilmin yapist besinlerin yakalanmasina ve igerisindeki ayni veya farkli tiirden
hiicrelerin metabolik birlikteligine imkan saglamaktadir. Bakterilerin biiylimesi i¢in
besinler ¢ogu ekosistemde sinirlidir; ancak bir tiiriin metabolik iiriinii bir baska tiiriin ana

besin kaynagi olabilir (Neelakantan, ve digerleri, 2017).

Konak cevabi, antimikrobiyal ajanlar ve ¢cevresel stresten korunma

Farkl: tiirlerin komsu hiicreleri, beta-laktamaz, katalaz, proteinaz gibi biyofilm matrikse
tutunan ve antimikrobiyal ajanlara ve konak cevabina kars1 bakterileri koruyan enzimler
iiretirler (Portenier, Waltimo, Orstavik ve Haapasalo, 2005). Biyofilm matriks fagositoza

kars1 da fiziksel koruma saglar.

Genetik transfer

Hiicreler arasi iligkiler ve biyofilm yapisi bakteri toplulugu igindeki gen transferini
kolaylastirir. Biyofilm igindeki genetik transferleri yoneten mekanizmalar; konjugasyon,

transformasyon ve transdiiksiyonu igerir (Ingle, Bakland ve Baumgartner, 2008: 270-285).
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Artmis patojenite

Karigik bakteri topluluklarinda tiirler arasinda kurulan iligkiler, patojenitenin artmasina

veya azalmasina neden olabilir (Brook, 1986).

2.3. Quorum Sensing

Quorum sensing, bakterilerin kendi aralarinda hiicreden hiicreye kurduklari bir iletigim
sistemidir (Majumdar ve Pal, 2017). Mikroorganizmalar, bu sistem sayesinde, yalniz veya
topluluk icinde olduklarini ayirt edebilirler ve kiiclik sinyal molekiilleri ile birbirleriyle

iletisim kurararak toplu halde davranabilirler (Li ve Tian, 2012).

Bakterilerin birbirleriyle haberlesme amaciyla kullandiklar1 sinyal molekiilleri

1. Acyl-homoserine lactam (AHLs)-Gram (-)
2. Autoinducer peptides (AIPs)-Gram (+)
3. Autoinducer-2 (AI-2)-Gram (-), Gram (+)

Bakteriler, bu sinyal molekiilleri araciligiyla yeterli ¢ogunluga ulasip ulagmadiklarini
izlemekte ve yeterli gogunluga ulastiklar1 anda da viriilans faktorlerinin tiretimi gibi kritik

gen ekspresyonlarini tetiklemektedir (Antunes, Ferreira, Buckner ve Finlay, 2011).

Biyofilm formasyonu, baslangic, yerlesme, idame ve dagilma gibi cesitli agamalari igerir.
Serbest yasayan hiicrelerin yogunlugu belirli bir esige ulastiginda, quorum sensing
mekanizmasi sayesinde ¢ok hiicreli topluluklar olarak yasama potansiyalini elde ederler
(Kalia, 2014). Beslenme, pH, sinyal akis hizi gibi cesitli ¢evresel faktorler biyofilm
icerisindeki quorum sensing tarafindan saglanmis isleyisi etkilemektedir (Passos da Silva,
Schofield, Parsek ve Tseng, 2017). Bakterilerin sayica artmalart da bu mekanizma ile
kontrol edilir. Bunun sonuncunda viriilansin artmasimnin disinda besin yarisi
yasanacagindan bakteriler durgun faza gegerler bdylece antimikrobiyallerden de korunurlar

(Lynch ve Roberstson, 2008).
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2.4. Biyofilmin Antimikrobiyallere Direncteki Rolii

Klinik olarak biyofilmin antimikrobiyallere karsi artmig direnci 6nemli bir endige
konusudur. Biyofilmde yerlesmis bakterilerin planktonik bakterilere gére antimikrobiyal
ajanlara daha direngli oldugu diisiiniilmektedir. Biyofilmdeki bakterileri 6ldiirmek igin
gerekli antibiyotik konsantrasyonu planktonik haldeki ayni tiir bakteriyi dldiirmek igin
gerekli konsantrasyondan 100 ila 1000 kat daha fazladir (Mah ve O’Toole, 2001).

Biyofilm igerisindeki beslenme stresi yavas biiyliyen ve a¢ heterojen bir popiilasyonun
olusmasina neden olur. Antibiyotiklere duyarli iist tabakada yer alan hiicrelerin tersine
inat¢1 hiicreler antibiyotiklere karsi olduk¢a dayaniklidir ve biyofilm igerisinde merkezi
isgal ederler (Satpathy, Sen, Pattanaik ve Raut, 2016). Antibiyotiklerin yaygin ve bilingsiz
kullanim1 antimikrobiyallere direngli bazi bakteri zincirlerinin olusmasina neden olmustur
(Saxena, Joshi, Rawat ve Bisht, 2019). Biyofilmin antimikrobiyallere direng

gelistirmesinde bir takim mekanizmalar rol oynamaktadir:

Biyofilm yapisi antimikrobiyal ajanlarin penetrasyonunu sinirlayabilir

Biyofilm ylizeyindeki bakteriler etkilense de derin lokalize olan hiicreler
etkilenmeyebilirler. Biyofilm matriksi, antimikrobiyalleri inaktive edecek nétralize edici

enzimlere baglanabilir veya bu enzimleri tutabilir (Stewart ve Costerton, 2001).

Biyofilm bakterilerinin degismis bliyiime hizi

Biyofilmdeki besinsiz kalmis a¢ bakterilerin durgun faza geg¢mesi biyofilm
poplilasyonunun antimikrobiyallere karsi direng gelistirmesinde Onemli bir faktordiir.
Yerlesmis bir biyofilmde diisiik besin imkani olan durumlarda bakteriler yavas biiyiirler,

bunun sonucunda hizl1 béliinen hiicrelere gére ¢cok daha az duyarlilik gosterirler.
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Cogu antibiyotigin etkin olabilmesi i¢in bir derecede hiicresel aktivite ile karsilagmasi
gereklidir. Bu sebeple durgun fazdaki bakteriyel hiicreler genel bir mekanizma olarak

antibiyotiklere direngli olabilmektedir. (Hall-Stoodley, Costerton ve Stoodley, 2004)

Inatc1 bakterilerin varlig

Bazi biyofilmlerin antibiyotiklere kars1 artmis toleransi, inat¢1 bakterilerin hayatta
kalabilme yetilerine baglidir. Bu bakterilerin ayricalikli bir fenotipe mi sahip oldugu yoksa
sadece bir popiilasyon icinde en direngli hiicreler mi olduklari belirsizdir (Hall-Stoodley ve

digerleri, 2004).

Direng genleri

Bakterilerin biyofilm igerisindeki horizontal gen transferleri, klinik olarak iligkili farkl
bakteri tiirleri arasindaki antimikrobiyal direng genlerinin yayilmasina neden olabilir (Al-

Ahmad ve digerleri, 2014).

Kok kanal sisteminde bulunan birgok farkli bakteri tiiriiniin biyofilm olusturdugu

bildirilmigtir. Ancak biyofilm olusturan bakteriler arasinda en yaygin olani E. faecalis’tir.

2.5. Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis, primer endodontik enfeksiyonlarda %4-%40, inat¢1 endodontik
enfeksiyonlarda %29-%77 oraninda izole edilen gram (+), fakiiltatif anaerob bir koktur
(Rocas, Siqueira ve Santos, 2004). Inat¢1 periapikal lezyon goriilen dislerde doldurulmus
kok kanallarindan sikca izole edilmektedir. Dentine tutunma, dentin tiibiillerini iggal etme,
biyofilm olusturma gibi ozellikleri irrigasyon soliisyonlarina ve intrakanal

medikasyonlarina direncini agiklamaktadir (Du ve digerleri, 2014).

E. faecalis, dentin tiibiilleri icerisine yaklasik 400-1000um kadar penetre olabilir ve
endodontik enstriiman ve irriganlarin hareketinden kagabilir (Kayaoglu ve Orstavik, 2004).

Kanal i¢i antimikrobiyallere direnebilir, bunun en Onemli nedeni biyofilm
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olusturabilmesidir. Ayrica direng genlerine de sahiptir ve Ca(OH),’e diren¢ gdsterebilir.
Bunun bir nedeni, sahip oldugu proton pompasinin hiicre igine proton girisini
gerceklestirerek sitoplazmanin asitlesmesini saglamak ve dolayisiyla yiiksek alkalen pH’a

dayanikli hale gelmesidir (Bystrom, Claesson ve Sundqvist, 1985).

NaOCl’nin E. faecalis iizerinde oldukga etkili oldugu bilinmektedir. Ancak karbonhidratin,
besinin yeterli bulundugu durumlarda E. faecalis NaOCl’e karst da direng
gelistirebilmektedir (Laplace, Thuault, Hartke, Boutibonnes ve Auffray, 1997).

Bunun disinda klorheksidin, potasyum iodid veya kalsiyum hidroksit kombinasyonlarinin,
kalsiyum hidroksitin tek basma kullanimina goére daha yiiksek sayida E. faecalis

eliminasyonu gosterdigi bildirilmistir (Gomes ve digerleri, 2003).

E. faecalis, kok kanal tedavisi uygulanmig dislerin bulundugu kisiler disinda normalde agiz
florasinin  bir parcast degildir. Cogunlukla kok kanal tedavisi sonrasida gelisen

enfeksiyonlarda tek tiir olarak izole edilmektedir (Gomes ve digerleri, 2004).

E.faecalis planktonik formda in vitro olarak kolayca yok edilebilir ancak enfekte kok kanal
sisteminde ve biyofilm formunda yok edilmesi olduk¢a zordur ve makrolitlere, beka-
laktam ajanlara, aminoglikozitlere ve daha bir¢cok antibiyotige direng gdsterebilir

(Gilmore, 2002).

Son zamanlarda hizla gelisen teknolojiye ragmen kok kanal sisteminden bakterilerin
tamamen elimine edilmesi hala miimkiin degildir. Bu baglamda mekanik olarak
gerceklestirilen kok kanal preparasyonunun yaninda yikama soliisyonlarinin etkin olarak
kullanimi, o6zellikle kok kanal sisteminin diizensizliklerinde tutunabilen biyofilmlerin

eliminasyonunda son derece onemlidir.

2.6. Kok Kanallarinin Irrigasyonu

Endodontik tedavide irrigasyonun amaclari mekanik, kimyasal ve biyolojik yoOnden
incelenebilir. Mekanik ve kimyasal agidan irrigasyonun amaclari; debrisin uzaklastirilmasi,
kok kanalinin lubrikasyonu, organik ve inorganik yapinin ¢oziilmesi ve smear tabakasinin

olusumunun enstriimantasyon sirasinda dnlenmesi veya olustuktan sonra ¢oziilmesidir.
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Biyolojik ag¢idan ise irrigasyon; anaerobik ve fakiiltatif mikroorganizmalarin planktonik ve
biyofilm formlarina etkili olmali, endotoksinleri inaktive etmeli, vital dokular ile temas
halinde toksisite gostermemeli ve anafilaktik reaksiyona sebep olmamalidir (Basrani ve

Haapasalo, 2012).

Iyi bir irrigasyon soliisyonunun doku ¢éziicii ve antibakteriyel 6zellige de sahip olmasi
gerekmektedir. Giiniimiizde bu 0Ozellikleri en iyi saglayan ve en ¢ok tercih edilen
irrigasyon soliisyonu sodyum hipoklorittir. Ancak NaOCl’nin inorganik dokuyu ve smear
tabakay1 uzaklastirma etkinligi sinirlidir. Bu baglamda, diinyada en yaygin irrigasyon
protokolii, NaOCl kullanimin1 takiben, inorganik yapiyr da g¢ozebilecek bir selasyon

ajaninin kullanilmasidir (De- Deus ve digerleri, 2011).

2.6.1. Irrigasyon soliisyonlar

Endodontik tedavi i¢in irrigasyon soliisyonu se¢iminde, antimikrobiyal aktivite, toksisite,
doku ¢ozme yetenegi, yikama etkisi gibi bir¢ok faktor dikkate alinmalidir. Haapasalo,
Shen, Qian ve Gao (2014) ideal bir irrigasyon soliisyonunda bulunmasi gereken 6zellikleri
su sekilde belirtmislerdir:

* Smear tabakasini kaldirabilme

* Biyofilmi uzaklastirabilme

* Antimikrobiyal etkinlik

* Enstriimanlarin dentin kesme kabiliyetini artirmasi

* Is1 kontrolii

* Organik ve inorganik doku ¢oziictiliigii

* Kok kanal sistemine iyi penetrasyon

* Periapikal dokulara toksik olmama

* Alerjik olmama

* Diger dental materyaller ile olumsuz yonde etkilesmeme

* Dentin yapisini zayiflatmama

Ustiin yikama &zelligi

* Siirtlinmeyi azaltic1 etki

* Diisiik maliyet
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2.6.2. Irrigasyon soliisyonlarinin stmflandiriimasi

Cizelge 2.1. Irrigasyon soliisyonlarinin siniflandiriimasi

(Kumari, Punia ve Punia, 2012).

Kimyasal Ajanlar Dogal Ajanlar
Doku Céziicii Ajanlar Propolis
Sodyum hipoklorit (NaOCl) (Cay agac1 yag1

Oksidasyon Ajanlari

Hidrojen peroksit (H,O,)

Antibakteriyel ajanlar

Klorheksidin glukonat (CHX)
MTAD

Tetraclean

Smearclear

Qmix

Selasyon ajanlari

Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA)
Etidronik asit (HEBP)

Perasetik asit (PAA)

MTAD

Tetraclean

Smearclean

Qmix

Asitler

Sitrik asit

Maleik asit
Poliakrilik asit
Perasetik asit (PAA)
Etidronik asit (HEBP)

Morinda citrifolia
Yesil cay polifenolleri
Arctium lappa
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2.6.3. Sodyum hipoklorit (NaOCl)

Sodyum hipoklorit iistiin antibakteriyel kapasitesi, nekrotik ve vital pulpa dokusunu, dentin
ve biyofilmin organik kisimlarini ¢oziicii 6zelligi nedeni ile endodontik tedavide en yaygin

kullanilan irrigasyon soliisyonudur (Senia, Marshall ve Rosen, 1971).

Sodyum hipokloritin etki mekanizmasi

*  Sodyum hipoklorit (NaOCl), doku proteinleri ile temas ettiginde nitrojen, formaldehit
ve asetaldehit olusur. Peptid baglar1 kopar ve proteinler pargalanir, bunun sonunda
amino gruplarindaki (-NH-) hidrojen, klor ile yer degistirir ve kloramini (-NCl-)
olusturur. Bu olay, antimikrobiyal etkinlikte biiyiik 6nem tasimaktadir (Hargreaves
ve Berman, 2015: 252).

* NaOCl, nekrotik doku ve piiyii ¢6zerek de antimikrobiyal ajanin enfekte bolgelere daha
rahat erigsmesini saglar (Hargreaves ve Berman, 2015: 252).

* Sodyum hipoklorit (NaOCI), su icerisinde sodyum (Na) ve hipoklorit iyonlarina (OCl)
ayrisir, hipoklorik asit (HCIO") ile bir denge kurar. Asidik ve nétral pH’de klor
genellikle HCIO™ olarak, 9 ve iizeri pH’de ise OCI" olarak bulunur. Hipoklorik asit en
giiclii antibakteriyel etkiyi gosterirken OCI’nin etkisi daha azdir. Hipoklorik asit direkt
olarak mikrobiyal hiicrenin vital fonksiyonlarini etkileyerek sonugta hiicre dliimiine
sebep olur (Haapasalo ve digerleri, 2014).

* NaOCl'nin biyofilmler iizerindeki etkisinin dentindeki organik yapiy1 degistirerek
bakterilerin dentine ve diger mikroorganizmalara tutunmasini azaltmasi ile

aciklanabilecegi belirtilmektedir (Clegg, Vertucci, Walker, Belanger ve Britto, 2006).

Konsantrasyon

Sodyum hipokloritin konsantrasyonu nekrotik doku artiklarinin ve biyofilmlerin
uzaklastirilmasinda onem tasimaktadir. Clegg ve arkadaslari, %6 NaOCI’nin biyofilm
yapisini fiziksel olarak bozan ve bakterilerin yok edilmesini saglayan tek soliisyon oldugu,
daha diisiik konsantrasyonlarinin yetersiz kalabilecegini one siirmektedir (Clegg ve

digerleri, 2006).
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Kok  kanallarinin  irrigasyonunda NaOCl, 9%0,5-%6 aras1 konsantrasyonlarda
kullanilmaktadir. Bazi in-vitro ¢aligmalarda yiiksek konsantrasyonda kullanilan NaOCl’nin
E. faecalis ve Candida albicans lizerinde daha etkili oldugu belirtilmistir (Gomes, Ferraz

ve Vianna, 2001).

Yapilan caligmalar, sodyum hipokloritin antimikrobiyal aktivitesinin konsantrasyona bagl
olmadigin1 ancak doku ve biyofilm ¢oziicli etkisinin konsantrasyon ile iliskili oldugunu
gostermektedir (Ordinola-Zapata, Bramante, Aprecio, Handysides ve Jaramillo, 2014).
Yiiksek ve diisiik konsantrasyonda ayni etkinin goriildiigiinii 6ne siiren c¢aligmalar da
mevcuttur (Bystrom ve Sundqvist, 1985). Yiiksek konsantrasyonlarda NaOCl’nin doku
coziicliliigii artmakta, ancak konsantrasyon arttikca toksisitesi de artmaktadir
(Hand, Smith ve Harrison, 1978). Ancak diisiik konsantrasyonlarda kullanilan NaOCl’in
hacmi artirilarak da ayni etkiye ulasilabilir (Moorer ve Wesselink, 1982).

NaOCl organik yapilart etkin bir sekilde ¢ozebilmesine ragmen, inorganik yapiy1 ¢ozme
konusunda yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle endodontik tedavide, inorganik yapiy1 da

cozebilen ajanlar ile birlikte kullanim1 6nerilmektedir.

2.6.4. Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA)

Endodontide ilk kez 1957°de Nygaard-Ostby tarafindan dar ve kalsifiye kok kanallarinin
hazirlanmasina yardimci olarak kullanilan Etilen diamin tetraasetik asit (EDTA), nétral
Ph’a (Ph=7,3) sahip, endodontik tedavide enstriimantasyon sonrast olugsan smear
tabakasinin inorganik kisminin uzaklastirilmasinda kullanilan renksiz, suda ¢dziinebilen
bir selasyon ajanidir. EDTA, kalsiyum ile stabil bir kompleks olustur, biitiin iyonlar
baglandig1 zaman bir denge kurulur ve daha fazla ¢6ziinme ger¢eklesmez. Bu yiizden
EDTA kendi kendini sinirlayan 6zellikte bir irrigasyon ajanidir (Hiilsmann, Heckendorff

ve Lennon, 2003).

Kok kanal tedavisinde kullanilan EDTA %]1-18 arasinda degisen konsantrasyonlara

sahiptir. Endodontide en ¢ok tercih edilen %17 EDTA soliisyonu:
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e Kok kanal duvarindaki smear tabakasini uzaklastirir (Zehnder, Schmidlin, Sener, ve
Waltimo, 2005).

* Dar ve kalsifiye kanal agizlarinin bulunmasini kolaylastirir (Hill, 1959).

e Jel formlari, doner aletlerin kullanilmasi sirasinda lubrikasyon olusturarak calisma

kolaylig1 saglar (Peters, Boessler ve Zehnder, 2005).

* Rejeneratif endodontik tedavide biiyiime faktorlerinin salimini arttirir (Gongalves ve
digerleri, 2016).

* EDTA, kontakt halinde hiicre zarindaki metal iyonlarin1 baglayarak bakteri yiizey
proteinlerini koparir, bu da bakteri 6liimiine sebep olur ve biyofilm yapisinin inorganik
kismin1 ¢ozerek biyofilmi gevsetebilir veya temizleyebilir (Almeida, Hoogenkamp,

Felippe, Crielaard ve van der Waal, 2016).

Endodontik tedavide EDTA ’nin vetersiz kaldigi durumlar

Kok kanalimin  apikal iicliisiinde bulunan smear tabakay: uzaklagtirma konusunda

vetersizligi

Yapilan ¢aligmalarda EDTA’nin apikal {i¢liideki smear tabaka eliminasyon etkinliginin

yeterli olmadig bildirilmistir (Ballal, Kandian, Mala, Bhat, Acharya, 2009).

Sodyum hipoklorit ile olan etkilegimi

Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA), NaOCl ile birlikte kullanildiginda NaOCl’nin doku
coziicii etkinligi ve antimikrobiyal Ozellikleri serbest klor miktarindaki azalmaya baglh
olarak olumsuz yonde etkilenebilir. EDTA, NaOCl ile karistirlldiginda kalsiyum
kompleksi 6zelligini korumakta, ancak NaOCI, ortamda azalan serbest klor oranina bagh
olarak doku ¢dzme kapasitesini ve antimikrobiyal etkinligini kismen kaybetmektedir.
Klinik olarak diisiiniildiigiinde EDTA ve NaOCI’nin ayr1 ayr1 kullanilmas1 gerektigi 6ne
siriilmektedir (Grawehr, Sener, Waltimo ve Zehnder, 2003). Her ne kadar iki soliisyon
ayr1 ayri kullanilsa da, kok kanal diizensizliklerinde kalan irrigasyon soliisyonu, digeri ile

etkilesime gegebilir.
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Yetersiz antibakteriyel etki

Etilen diamin tetra asetik asitin, tek basina kullanildiginda antibakteriyal etkisi ¢ok
siirlidir. Oysa ki selasyon ajani olarak kullanilan diger asit soliisyonlariin smear tabaka
uzaklastirma etkisiyle birlikte antibakteriyel etkisi de bulunmaktadir. EDTA'nin
antibakteriyal etkisinin bakterilerin dis membranindaki katyonlarin selasyonuna baglh

oldugunu ileri siiriilmiistiir (Patterson, 1963).

Ayrica, EDTA'nin biyofilm yapisi lizerinde 6nemli bir etkisi olmadigin1 ve 60 dakika

sonra bile E. faecalis'i uzaklastiramadigini 6ne siiren ¢aligmalar da mevcuttur (Arias-Moliz

ve digerleri, 2008; Zand ve digerleri, 2010).

Kalsiyum silikat icerikli pat ve simanlarin baglanmasina olumsuz etkisi

Her ne kadar smear tabakanin uzaklastirilmasi, kullanilacak dolgu materyalinin baglanmasi
icin 6nemli olsa da, kalsiyum silikat igerikli materyallerin kimyasal yapisindan dolayzi,
smear tabakayr uzaklastirmada kullanilan selasyon ajanlari  bazen  sorun
olusturabilmektedir. Selasyon ajanlarinin kalsiyum silikat esasli dolgu maddelerinin
baglantisin1 olumsuz yonde etkiledigini ileri siiren arastirmalar bulunmaktadir (Ballal,
Ulusoy, Chhaparwal ve Ginjupalli, 2018) Bunun temel nedeninin kalsiyum silikat esash
dolgu materyallerinin yeterince sertlesebilmek i¢cin smear tabakada var olan neme ihtiyag
duymalar1 oldugu diisiiniilmektedir (Bayram, Saklar, Bayram, Orucoglu ve Bozkurt, 2015;
Yildirim, Orugoglu ve Cobankara, 2008).

Dentin yapisi iizerine olumsuz etkileri

Kok kanallarindan smear tabakasinin uzaklastirilmasinda kullanilan EDTA’nin  kok
dentininde deminerilizasyon ve yumusamaya neden oldugu yapilan bircok calismada
gosterilmistir (Taneja, Kumari ve Anand, 2014). Calt ve Serper’in yaptigl in-vitro

calisgmada, EDTA’nin kok kanallarinda 1 dakika kullaniminin, smear tabakay1
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uzaklastirmada yeterli oldugu, 1 dakikayr asan irrigasyon siirelerinde ise kok kanal
duvarinda istenmeyen erozyona neden oldugu bildirilmistir (Calt ve Serper, 2002). Dentin
yapisindaki tiim bu degisimler, hem kok kanal tedavisinden sonra kokiin kirilma direncini
azaltmakta, hem de kullanilacak kanal patlarinin baglantistni  olumsuz  ydnde

etkilemektedir.

Kalsiyum hidroksiti kok kanallarindan uzaklastirmadaki yetersiziligi

Kalsiyum hidroksitin kok kanallarindan tam olarak uzaklastirilmasi zor oldugu
bilinmektedir, bu da kanal dolumu sirasinda dentin tiibiillerine patlarin penetrasyonunu ve

baglanmasini engelleyebilmektedir (Windley, Ritter ve Trope, 2003).

Kok kanallarindan kalsiyum hidroksitin uzaklastirilmasinda NaOCl ve EDTA’ ’nin ard arda
uygulanmas1 genel olarak tercih edilen bir irrigasyon protokolil olsa da, bu yontemle kok
kanallarinda kalan kalsiyum hidroksitin %40 ve iizerinde oldugu veya EDTA’nin aktive
edilmeden yapilan uygulanmalarinda Ca(OH), uzaklastirilmasinin yetersiz bulundugu

bildirilmistir (Lambrianidis, Margelos ve Beltes, 1999).

Tiim bu nedenlerden dolay1 kok kanal irrigasyonunda, NaOCI ile birlikte kullanildiginda
onun etkisini azaltmayacak farkli selasyon ajanlari ile ilgili arastirmalar yapilmaktadir (De-
Deus ve digerleri, 2008). Bunlarin sonuglarina gore, NaOCl’nin antibakteriyel ve doku

coziicli 6zelligini EDTA’ya gore daha az etkileyen birkag soliisyon 6n plana ¢ikmaktadir.

2.6.5. 1-hydroxyethylidene-1, 1-bisphosphonate (Etidronik asit-HEBP)

Etidronik asit (HEBP) olarak da bilinen 1-hydroxyethylidene-1, 1-bisphosphonate zay1f bir
selasyon ajanidir. Etidronik asit dokulara toksik etkisi olmayan, antimikrobiyal
ozelliginden dolay1 kisisel temizlik iiriinlerinde ve dezenfektan olarak yiizme havuzlarinda
kullanilan bir bifosfonattir. Bu 6zelliklerinden dolay1 neoplastik hastaliklarda da sistemik
olarak uygulanmaktadir (Russell ve Rogers, 1999).

Etidronik asitin kemik rezorpsiyonunu o©nledigi, osteoporéz ve Paget hastalarinda
kullanildig1 bilinmektedir (Zehnder, 2006). Tipta kemik hastaliklarinda kullanilmasi ve

toksik 0Ozelligi bulunmamasi gibi o6zellikleri nedeniyle HEBP endodontik tedavide
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EDTA’ya alternatif bir irrigasyon ajani olarak literatiirde yerini almistir (Tartari ve

digerleri, 2013).

EDTA’ya gore NaOCl ile etkilesiminin daha az oldugu ileri siiriilmektedir (Arias-Moliz ve
digerleri, 2016). Bu nedenle NaOCl ile beraber ve kombine olarak tek irrigasyon
sollisyonu halinde kullanimi 6nerilmektedir. Bu birlesim (NaOCI+HEBP), ayn1 zamanda
smear tabakayir etkin bir sekilde uzaklastirirken, kok kanalinda doku c¢oziicii ve

antimikrobiyal etki saglayacaktir (Girard, Paque, Badertscher, Sener ve Zehnder, 2005).

Etidronik asitin kok kanal irrigasyonunda onerilen konsantrasyonlart %9 ve %18’dir. Bu
konsantrasyonlarda kullanildiginda kok kanalimin apikal iicliisiindeki smear tabakay1

EDTA’ya gore daha etkin uzaklagtirdig: bildirilmistir (Ulusoy, Zeyrek, Celik, 2017).

Ayrica kok dentini iizerinde HEBP’in EDTA’ya gore daha az agresif oldugu oOne

stiriilmektedir (Lottanti, Gautschi, Sener ve Zehnder, 2009).

Etidronik asit kullanimi sonucu istmuslarda biriken sert doku debris miktarinda azalma

goriildiigii de bildirilmistir (Paque, Rechenberg, Zehnder, 2012).

Ulusoy ve arkadaglari; simiile internal rezorpsiyon kavitelerindeki graniilasyon dokusunun
farkli irrigasyon protokolleri sonucu uzaklagtiritlma oranlarini incelemisler ve NaOCl ve
HEBP’in birlikte kullanimimin koék kanal sisteminin diizenizliklerindeki organik dokularin

¢oziinmesini artirdigini bildirmislerdir (Ulusoy, Savur, Alagam, Celik, 2018).

Arias-Moliz ve arkadaglarinin yaptiklar1 bir ¢alismada, etidronik asitin NaOCl’nin serbest
klor oraninda azalmaya neden olmadigi ve etidronik asit-NaOCl karisiminin kok
kanallarindaki Enterecoccus faecalis biyofilmlerini anlaml diizeyde azalttig1 bildirilmistir.

(Arias-Moliz, Ordinola-Zapata, Baca, Ruiz-Linares ve Ferrer-Luque, 2014).

Ayrica etidronik asitin antibakteriyel etkisinin bulundugu ve kok kanallarinda tek basina
kullanildiginda da bu etkiyi gosterdigi bildirilmistir (Arias-Moliz, Ordinola-Zapata, Baca,
Ruiz-Linares ve Ferrer-Luque, 2014; McHugh, Zhang, Michalek ve Eleazer, 2004).
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2.6.6. Perasetik asit (PAA)

Perasetik asit, %0,5’ten daha diisiik konsantrasyonlarda ve protein varliginda bile sporlara,

bakterilere, viriislere ve mantarlara kars1 etkili bir peroksijendir (Lensing ve Oei, 1985).

Perasetik asit, asetik asit ve oksijen gibi giivenli yan iirlinlere ayrigir. Genellikle sulu
cozeltilerde saf halde bulunmaz ancak hidrojen peroksit, asetik asit ve asetil hidroperoksit
ile denge halinde bulunabilir. Perasetik asit soliisyonunda serbestlesen asetik asit gz
ontine alindiginda, PAA’in kok kanallarinda enstriimantasyon sonrasi smear tabakanin
kaldirilmas1 ve NaOCI irrigasyonu ile beraber kok kanalinin dezenfeksiyonu igin

kullanilmasinin uygun olabilecegi ortaya ¢ikmaktadir (Lottanti ve digerleri, 2009).

Asetik asit kalsiyum ile suda ¢oziinen bilesikler olusturan zayif bir selasyon ajanidir
(Martell ve Motekaitis, 1992). Perasetik asit kullaniminda smear tabakinin kaldirilmasinda
etkili unsurun asetik asit oldugu One siiriilmektedir. %0,5-2,25 arasinda degisen
konsantrasyonlarda perasetik asit (PAA) kullanimimin kok kanal dentin duvarlarindan
smear tabakasini uzaklastirmada EDTA ile kiyaslanabilir diizeyde etkili oldugu

gosterilmistir (Lottanti ve digerleri, 2009).

Ayrica, perasetik asitin tek basma kullanildiginda da sodyum hipoklorite yakin bir doku
cozlicii aktivitesinin bulundugu gosterilmistir. Perasetik asit de etidronik asit gibi

EDTA’ya oranla NaOCl ile daha az reaksiyona girerek onun etkinligini korumaktadir.

Perasetik asit ile NaOCI birlikte kullanildiginda, perasetik asitin NaOCI’nin organik doku
eritici 0zelligini azaltmadigi bildirilmistir (Ulusoy ve digerleri, 2018). Perasetik asitin kok
kanal enstriimantasyonundan ve NaOCl kullanimindan sonra genellikle %1-2
konsantrasyonlarda final irrigasyonu olarak uygulanmasi Onerilmektedir (Lottanti ve
digerleri, 2009). Perasetik asitin kok kanalindaki E. faecalis biyofilmleri iizerinde
klorheksidinden daha etkili oldugu gosterilmistir (Ordinola-Zapata ve digerleri, 2013).

Sonu¢ olarak PAA’nin demineralize edici etkisi yliksek ve yiliksek antibakteriyel

ozelliklere sahip bir irrigan oldugu soylenebilir (Lottanti ve digerleri, 2009).
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2.7. Kok Kanal Florasinin incelenmesinde Kullanilan Yéntemler

Kok kanal florasinin incelenmesinde geleneksel olarak histolojik kesit, Taramali Elektron
Mikroskobu (SEM), mikrobiyal analizler gibi cesitli teknikler kullanilmaktadir (Flach ve
digerleri, 2016). Mikrobiyolojik 6rnekleme yontemleri de ozellikle koloni olusturan
birimlerin sayisin1 hesaplamada kullanisli olmasina ragmen dentin icindeki bakterilerin
mekansal dagilimi hakkinda net bir bilgi vermemektedir (Flach ve digerleri, 2016). Bunun
yan1 sira histolojik kesitler enfekte dentin igerisindeki bakteri dagilimini gosterebilmekte
ancak canlilik hakkinda bir bilgi sunamamaktadir. Bunlar g6z Oniine alindiginda Lazer
Taramali Konfokal Mikroskop (LTKM) ile goriintii alinmasi, dentin ve dentin tiibiilleri
icerisindeki canli ve Olii bakterilerin tanimlanmasi ve mikrobiyal biyofilm icerisindeki
canlilik profilinin, yapinin ve mekansal dagilimin anlasilabilmesi agisindan uygun bir

yontemdir (Flach ve digerleri, 2016).

Endodontik irrigasyon soliisyonlarinin biyofilm tizerindeki etkilerinin
degerlendirilmesinde sikliklakla mikroskopik tekniklere basvurulmaktadir. Son yillarda,
dentin {iizerindeki bakteriler ve bakteri biyofilmlerini Konfokal Lazer Taramali
Mikroskop’ta incelemek icin bazi ilermeler kaydedilmistir (Zapata, Bramente, De Moraes,

2008), (Ma, Wang, Shen ve Haapasalo, 2011).

Zapata ve arkadaglari, enfekte dentin tiibiillerinde 6lii ve canli bakterilerin ayrimini,
hiicrelerin floresan diasetat ve propiodium iodid ile boyandiktan sonra LTKM ile
yapilabilecegini gostermistir (Zapata, Bramente, De Moraes, 2008). Parmar ve digerleri
(2011), yesil ve kirmiz1 floresan bakterilerin LTKM ile incelendiginde enfekte kok

kesitlerindeki dentin tiibiillerinde gézlemlenebildigini géstermistir.

Son yillarda, lazer taramali konfokal mikroskop, biyofilm yapisi iizerinde yapilan
caligmalarda etkin bir yontem olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Peterson ve digerleri, 2015).
Bunun nedeni ise hiicresel seviyede ekosistemler ve sulandirilmis mekansal
diizenlemelerde yikic1 olmayan bir inceleme imkan1 saglamasidir. Floresan isaretleyicilerin
kullanilmasi belirli hiicrelerin ve hatta ekstraselliiler matriksin bile belirli bir béliimiiniin
hedeflenmesini saglamaktadir. Ozel live/dead boyalarin kullanilmasi canli veya ©&lii
bakterilerin ¢ogunlukla yesil ve kirmizi olarak gozlenen floresan sinyaller ile ayirt

edilmesini saglamaktadir (Ma, Wang, Shen ve Haapasalo, 2011).
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3. GEREC VE YONTEM

Calismamiz Gazi Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Klinik Arastirma Etik Kurulu
tarafindan onaylandi (18.07.2018, E.28962, 21071282-050.99-).

Bu ¢alismada ¢ekilmis tek koklii insan premolar disleri kullanildi. Calismaya dahil edilme

ve edilmeme kriterleri asagidaki gibi belirlendi:

3.1. Calismaya Dahil Edilme Kriterleri

1. Cekilmis insan disi olmast
2. Tek koklii ve tek kanalli mandibular premolar dis olmasi

3. Kok gelisiminin tamamlanmis olmasi

3.2. Cahismaya Dahil Edilmeme Kriterleri

Dislerde ciiriik, ¢atlak ve kirik varligi
Onceden yapilmis endodontik tedavi varlig

Kok kanaliin kalsifiye olmast

Ll N

Internal ve eksternal kok rezorpsiyonu varligi

Dislerdeki tek kanal varligi radyografik olarak dogrulandi. Bu kriterleri saglayan 115 dis
¢alismada kullanildi. Disler ¢ekimden sonra deney giiniine kadar +4°C’de steril suda

saklandi.

3.3. Dentin Disklerinin Hazirlanmasi ve E. faecalis Biyofilmlerinin Olusturulmasi

Bu caligmada kullanilan dislerin kok yiizeyleri, tartar ve yumusak doku kalintilarindan
periodontal kiiretler kullanilarak temizlendi. Tiim disler kronlarindan kok uzunluklari
standart 13 mm olacak sekilde su sogutmasi altinda ayrildi. Dis kdoklerinin orta
tcliilerinden 3 mm kalinliklarda yuvarlak kesitler elde edildi. Bu kesitlerin kok kanal
bosluklar1 standart bir genislik elde etmek icin 3 numarali gates-glidden frezi ile

genisletildi. Daha sonra kesitler, hazirlik asamasinda olusan smear tabakasinin
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uzaklastirilmasi i¢in 1 dakika boyunca %17 EDTA soliisyonu icerisinde bekletildi ve %2,5
NaOCl ile irrige edilerek dezenfekte edildi. Hazirlanan 6rnekler, dentin ¢atlagi olusturma

riskinin az olmasi nedeni ile etilen oksit gazi ile sterilize edildi.

Gazi Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali laboratuvari kiiltiir
koleksiyonunda yer alan Enteroccocus faecalis ATCC#29212 standart susu triptik soy agar
(TSA) besi yeri (Fluka, BioChemica, Isvigre) iceren petri kaplarinda 37°C’de 24 saat
boyunca inkiibatér (Niive incubator, Tiirkiye) icerisinde inkiibasyon ile iiretildi. Ureyen
kolonilere saflik kontrolii yapildiktan sonra, 100 x15 mm boyutlarinda steril cam tiipte
(Isolab, Almanya) 10 ml triptik soy broth (TSB) (Merck, Almanya) siv1 besiyeri icerisine
0,5 McFarland standart test eseline uyularak 1,5x10% koloni olusturucu birim (CFU/mL)
miktarinda turbidometrik olarak bakteri ayarlamasi yapildi. Daha sonra her bir grupta
belirlenen sayida dis kesiti biyofilm gelisimi i¢in steril polistren 24-kuyucuklu hiicre kiiltiir
plaklarina yerlestirildi. Kesitler {izerine daha oOnceden belirtilen konsantrasyonda
hazirlanan 100 pL bakteri stispansiyonu steril pipetler yardimi ile konuldu ve 5 dakika
beklendi. Ardindan dis kesitlerinin iizerini kapatacak sekilde 2 ml triptik soy broth (TSB)
besi yeri eklendi. Uzerlerine %35 siikroz konsantrasyonundan 100 pL eklendi ve &rnekler
37°C’de aerob ortamda inkiibasyona birakildi. Bir giin sonra orneklerde tireme olup
olmadig1 kontrol edildi. Tiim 6rneklerde lireme oldugu goriildiikten sonra orneklerin 48
saatte bir besiyeri degistirilerek ve seker ilavesi yapilarak 7 giin siire ile canli kalmasi

kontrol edilerek biyofilm olusturmalar1 saglandi.



Resim. 3.1. Uretilen E. faecalis kolonileri Resim 3.2. Orneklerin besiyeri degisimi

Resim 3.3. Orneklerin iizerine %5 siikroz ¢ozeltisi eklenmesi
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3.4. Irrigasyon Soliisyonlarinin Enfekte Dentin Kesitlerine Uygulanmasi

Toplam 115 adet dis kesit 6rnegi, 11 deney (n=10), 1 kontrol grubuna (n=5) ayrildi:

R B R

. Grup:
Grup:
Grup:
Grup:
Grup:
Grup:
Grup:
. Grup:
. Grup:

6 ml %2,5 sodyum hipoklorit (NaOCI)

6 ml %17 etilen diamin tetra asetik asit (EDTA)
6 ml %1 perasetik asit (PAA)

6 ml %2 perasetik asit (PAA)

6 ml %09 etidronik asit (HEBP)

6 ml %18 etidronik asit (HEBP)

3 ml %2,5 NaOCl - 3 mL %17 EDTA

3 ml %2,5 NaOCl - 3 mL %1 PAA

3 ml %2,5 NaOCl - 3 mL %2 PAA

10. Grup: 6 ml %2,5 NaOCl + %9 HEBP
11. Grup: 6 ml %2,5 NaOClI + %18 HEBP
12. Grup: Salin (kontrol)

1. Deney grubu

%?2,5 NaOCl, bir firmadan temin edilen %35,25 NaOCl’'nin (Wizard, Rehber Chemistry,
Istanbul, Turkey) esit oranda su ile karistirilmasiyla elde edildi. 27G boyutunda dental
enjektdr (Genject Saglik Uriinleri A.S., Ankara) ile uygulama hizi 1dk/3ml, toplam

irrigasyon hacmi 6ml, uygulama siiresi ise 2 dakika olacak sekilde manuel olarak

uygulandi. Uygulama siiresi sonrasinda 6 ml distile su eklenerek nétralize edildi.

2. Deney grubu

%17 EDTA (Wizard, Rehber Chemistry, Istanbul, Turkey), 27G boyutunda dental enjektor
(Genject Saghik Uriinleri A.S., Ankara) ile uygulama hiz1 1dk/3ml, toplam irrigasyon

hacmi 6ml uygulama siiresi ise 2 dakika olacak sekilde manuel olarak uygulandi.

Uygulama siiresi sonrasinda 6 ml distile su ile notralize edildi.



29

3. Deney grubu

Bir firmadan (SigmaAldrich, St Louis, MO) temin edilen %36-40 konsantrasyondaki
perasetik asit soliisyonu (Code: 433241), iyonize olmayan su ile seyreltilerek agirlik/hacim
oraninda %1 konsantrasyona sahip soliisyon elde edildi. Bu soliisyon +4°C de
buzdolabinda saklandi1 ve kullanim 6ncesi oda sicakligina getirildi. 27G boyutunda dental
enjektdr (Genject Saglik Uriinleri A.S., Ankara) ile uygulama hizi 1dk/3ml, toplam
irrigasyon hacmi 6ml uygulama siiresi ise 2 dakika olacak sekilde manuel olarak

uygulandi. Uygulama siiresi sonrasinda 6 ml distile su ile notralize edildi.

4. Deney grubu

Bir firmadan (SigmaAldrich, St Louis, MO) temin edilen %36-40 konsantrasyondaki
perasetik asit soliisyonu (Code: 433241), iyonize olmayan su ile seyreltilerek agirlik/hacim
oraninda %2 konsantrasyona sahip soliisyon elde edildi. 27G boyutunda dental enjektor
(Genject Saghik Uriinleri A.S., Ankara) ile uygulama hiz1 1dk/3ml, toplam irrigasyon
hacmi 6ml uygulama siiresi ise 2 dakika olacak sekilde manuel olarak uygulandi.

Uygulama siiresi sonrasinda 6 ml distile su ile notralize edildi.

5. Deney grubu

Bir firmadan temin edilen (SigmaAldrich, St Louis, MO) sulu %60 HEBP soliisyonu
(Code: H6773), agirlik/hacim oranina gore %9 konsantrasyona sahip olacak sekilde ultra
saf su ile karistirildi ve kullanim Oncesine kadar cam bir sisede oda sicakliginda saklandu.
Soliisyon 27G boyutunda dental enjektdr (Genject Saglik Uriinleri A.S., Ankara) ile
uygulama hiz1 1dk/3ml, toplam irrigasyon hacmi 6ml uygulama siiresi ise 2 dakika olacak

sekilde manuel olarak uygulandi. Uygulama siiresi sonrasinda 6 ml distile su ile notralize

edildi.

6. Deney grubu

Bir firmadan temin edilen (SigmaAldrich, St Louis, MO) sulu %60 HEBP soliisyonu
(Code: H6773), agirlik/hacim oranina gore %18 konsantrasyona sahip olacak sekilde ultra
saf su ile karistirldi. Soliisyon 27G boyutunda dental enjektér (Genject Saglik Uriinleri
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A.S., Ankara) ile uygulama hiz1 1dk/3ml, toplam irrigasyon hacmi 6ml uygulama siiresi ise
2 dakika olacak sekilde manuel olarak uygulandi. Uygulama siiresi sonrasinda 6 ml distile

su ile notralize edildi.

7. Deney grubu

Bir firmadan temin edilen %5,25 NaOCl (Wizard, Rehber Chemistry, Istanbul, Turkey),
esit oranda su ile karistirtlarak 3 ml %2,5 NaOCI soliisyonu elde edildi ve 27G boyutunda
dental enjektdr (Genject Saglik Uriinleri A.S., Ankara) ile uygulama hiz1 1dk/3ml olacak
sekilde manuel olarak uygulandi. Ardindan 3ml %17 EDTA (Wizard, Rehber Chemistry,
Istanbul, Turkey) soliisyonu, 27G boyutunda dental enjektdr (Genject Saglik Uriinleri
A.S., Ankara) ile uygulama hizi 1dk/3ml olacak sekilde manuel olarak uygulandi.

Uygulama siiresi sonrasinda 6 ml distile su ile notralize edildi.

8. Deney grubu

3 ml %2,5 NaOCl soliisyonu (Wizard, Rehber Chemistry, Istanbul, Turkey), 27G
boyutunda dental enjektér (Genject Saglik Uriinleri A.S., Ankara) ile uygulama hizi
1dk/3ml olacak sekilde manuel olarak uygulandi. Ardindan 3ml %1 perasetik asit
soliisyonu (SigmaAldrich, St Louis, MO), 27G boyutunda dental enjektdr (Genject Saglik
Uriinleri A.S., Ankara) ile uygulama hiz1 1dk/3ml olacak sekilde manuel olarak uyguland.

Uygulama siiresi sonrasinda 6 ml distile su ile notralize edildi.

9. Deney grubu

3 ml %2,5 NaOCl soliisyonu (Wizard, Rehber Chemistry, Istanbul, Turkey), 27G
boyutunda dental enjektér (Genject Saglik Uriinleri A.S., Ankara) ile uygulama hizi
1dk/3ml olacak sekilde manuel olarak uygulandi. Ardindan 3ml %2 perasetik asit
soliisyonu (SigmaAldrich, St Louis, MO), 27G boyutunda dental enjektdr (Genject Saglik
Uriinleri A.S., Ankara) ile uygulama hiz1 1dk/3ml olacak sekilde manuel olarak uyguland.

Uygulama siiresi sonrasinda 6 ml ditile su ile notralize edildi.
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10. Deney grubu

3ml %5,25 NaOCl (Wizard, Rehber Chemistry, Istanbul, Turkey) soliisyonu ile 3 ml %18
HEBP soliisyonu (SigmaAldrich, St Louis, MO) karistirilarak toplam 6 ml % 2,5 NaOCl +
%9 HEBP soliisyonu elde edildi. Bu karisim soliisyon 27G boyutunda dental enjektor
(Genject Saghik Uriinleri A.S., Ankara) ile uygulama hiz1 1dk/3ml, toplam irrigasyon
hacmi 6ml uygulama siiresi ise 2 dakika olacak sekilde manuel olarak uygulandi.

Uygulama siiresi sonrasinda 6 ml ditile su ile notralize edildi.

11. Deney grubu

3ml %5,25 NaOCl (Wizard, Rehber Chemistry, Istanbul, Turkey) soliisyonu ile 3 ml %36
HEBP soliisyonu (SigmaAldrich, St Louis, MO) karistirilarak toplam 6 ml % 2,5 NaOCl +
%18 HEBP soliisyonu elde edildi. Bu karisim soliisyon 27G boyutunda dental enjektor
(Genject Saghik Uriinleri A.S., Ankara) ile uygulama hiz1 1dk/3ml, toplam irrigasyon
hacmi 6ml uygulama siiresi ise 2 dakika olacak sekilde manuel olarak uygulandi.

Uygulama siiresi sonrasinda 6 ml distile su ile notralize edildi.

Kontrol grubu

Salin soliisyonu 27G boyutunda dental enjektdr (Genject Saglik Uriinleri A.S., Ankara) ile
uygulama hiz1 1dk/3ml, toplam irrigasyon hacmi 6ml uygulama siiresi ise 2 dakika olacak

sekilde manuel olarak uygulandi. Uygulama siiresi sonrasinda 6 ml su ile nétralize edildi.

Tiim deney gruplarinda, toplam irrigasyon hacmi 6ml, uygulama siiresi 2 dakikadir.

3.5. Lazer Taramal Konfokal Mikroskop ile Bakteriyel Biyofilmlerin Incelemesi

Biyofilmlerin lazer taramali konfokal mikroskop (LTKM) ile incelenmesi amaciyla 6lii ve
canli bakterileri ayirt etmede kullanilan bir floresan boya (Live/Dead BacLightTM, Kit
L7012 Molecular Probes, ABD) ile deneysel olarak enfekte edilmis tiim dentin diskleri
boyandi. Bu kit, biyofilm igerisinde canli bakterileri yesil olarak isaretleyen SYTO-9 ve

olii bakterileri kirmizi olarak isaretleyen Propidyum lodiir (PI)’den olusmaktadir.



Resim 3.4. Live/Dead floresan boya (Live/Dead BacLightTM, Kit L7012 Molecular
Probes, ABD)

Uretici firmanin kullanim kilavuzuna gére her bir boyadan 9 ul alinarak 3 ml distile suya
eklendi ve homojen bir karisim elde edilmesi i¢in 2 dakika boyunca vortekslendi. Boyama
Oncesi karisim i¢in kullanilan kap igerisindeki distile su steril tek kullanimlik pipet
yardimi ile bosaltildi. Her 6rnek i¢in 200 pl karisim steril pipet yardimi ile yerlestirildi.
Ornekler 151k almayacak sekilde aliiminyum folyo ile kapatilarak iiretici firmanin

talimatlar1 dogrultusunda 15 dakika bekletildi.

Resim 3.5. Ornekler iizerine boya karisiminin steril pipet ile yerlestirilmesi
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Boyama islemini takiben uzman bir operatdr yardimiyla ornekler, Orta Dogu Teknik
Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Biyoteknoloji AR-GE Merkezi Mikroskopi
Laboratuvarinda LSM 510 META (Zeiss) lazer taramali konfokal mikroskop ile 20x
biiyiitme altinda incelendi. Inceleme sonucunda her gruptan 10 LTKM gériintiisii kayit
edildi. Elde edilen 2 boyutlu goriintiiler Imaris 9.2.1(BITPLANE an Oxford instruments
company) yazilimi kullanilarak 3 boyutlu hale getirildi. Her goriintiiye yesil ve kirmizi
kanaldan bakilarak oOlii ve canli bakterilerin ayri ayri biyohacimleri hesaplandi ve
kaydedildi. Daha sonra veriler kullanilarak toplam biyohacim ve sonrasinda 6lii bakteri

biyohacminin toplam biyohacime orani yiizde olarak hesaplandi.

Resim 3.6. Lazer taramali konfokal mikroskop, LSM 510 META (Zeiss)
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3.5.1. Imaris 9.2.1 (BITPLANE an Oxford instruments company) yazilim ile LTKM

goriintiileri iizerinde gerceklestirilen hacimsel biyofilm hesaplama asamalan

@ Imaris File Edit View Image Processing  Fiji 3D View Help a 9 3 2 L] W) %100 @D Wed12:07 SalevZeyrek Q e
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Resim 3.7. Iki boyutlu LTKM gériintiilerinin bakteri biyofilmlerinin incelenebilmesi i¢in
hacimsel (3 boyutlu) hale getirilmesi
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Resim 3.8. Canli bakteri sayimi i¢in yesil kanaldan bakilarak ylizey detay boyutlarinin
ayarlanmasi
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Resim 3.10. Segilen yiizeylerin belirli bir voxel boyutunun {izerinde olmasi i¢in yapilan
ayarlamalar



38

@ Imaris File Edit View ImageProcessing Fiji 3D View Help @ D 3 D o) %00E@ Wed12:07 SalevZeyrek Q @ i=
00Ee & NaOCIHEBP-10-1-A.ims - NaOCI+HEBP-10-1-A - Imaris

2% [ oo j \Y [~y Q e

W9 b dod L NS &

Arena |Supass| Vamtage  Store  Storeas  Export

Slice 3D View | Coloc  Annotate Animation
(c] Surfaces 1 - Properties

TA4HEORTACxE
v E M Scene

#: Light Source 1

5 Frame 1

¥ Volume

™ Surfaces 1

X Create (s Settings 4@ Color
Algorithm
® Skip automatic creation, edit manually
Favorite Creation Parameters

Default - X
Algorithm Settings

[JSegment only a Region of Interest

1/4

Next: Source Channel

Resim 3.11.

Next: Source Channel

YT T

Yapilan diizenl
hesaplamalarinin baglatilmasi

A

LOQURSEAWP XU Cx’d!ﬁi‘hs@ LA

emelerin  gorlintli {lizerinde uygulanmasi

Imaris
(] Camera / Labels
Camera

Pointer
OSelect
[OL\EVIEY
Camera Type
(O Orthogonal
@ Perspective 45°
[ ]

& InMotion
Canter o Selection
Fitto Selection
Set Center...
[OFix Center
Labels of Selection

No objects selected.

+ Default Labels

[ LabelA

Label B

i1 Reset () Full Screen

ve hacim



39

@ Imaris File Edit View ImageProcessing Fiji 3DView Help ad D 3 D 0 W) %00BD Wed12:09 SalevZeyrek Q @ =
00 & NaOCIHEBP-10-1-A.ims - NaOCI+HEBP-10-1-A - Imaris

Ry | &= ¢ j ) LN
= 4 & izr - =< .
Arena Surpass | Vantage Store Store as Export Slice D View Coloc Annotate  Animation  Sna Imaris
Surfaces 1 - Properties [0} Camera / Labels
CRTAC XN Camera

Pointer
M Scene

@ % Light Source 1 OSelect
g ®Navigate
¥ Volume

Camera Type
> Surfaces 1

OOrthogonal
® Perspective 45°
o

& InMotion

X /7 2 Y HE @

Overall Detailed Selection . N Fit to Selection

Center to Selection

Set Center..
[JFix Center

Average Values
Variable Min

Intensity Mean 1308 . b - Labels of Selection
Intensity Median 0.00550 337 ) " . No objects selected.
Intensity Median 328 1496 3 .

Intensity Min 0.00 0.00

Intensity Min 0.00 0.00

Intensity StdDev 0.00 1294

Intensity StdDev 985 1640

Intensity Sum 220 3.71e4

Intensity Sum 2.0404 Y 48604 R oot Labels
Number of Disconnected Components 1.00 I 1.00 [l Labeia

Position X 247 197 = Label B

Position Y 98.9 v 234

Position Z 0.500

Sphericity 0522

Time 0.00

Time Index 1.00

YT OO FEe

=)
€
I’!j
> -2
®
- 3
v
P9
&)
(@)
&
&
E'\‘
)))
2 ]
E
ol
I |

Resim 3.12. Hesaplama sonucu canli bakteri biyofilm hacminin ve diger parametrelerin
ayrintili dokiimii

Yukaridaki islemler 6lii bakterilerin sayimi i¢in ayni sekilde kirmizi kanaldan bakilarak

tekrarlanmugtir.



40

3.6. istatistiksel Analiz

Calismadan elde edilen verilerin degerlendirilmesi ve tablolarin olusturulmasi SPSS
(Statistical Package for Social Sciences) versiyon 15 ile gergeklestirildi. Verilerin sunumu
icin ortalama degerler ve standart sapma degerleri kullanildi. Nicel degiskenlerin normal
dagilima uygunlugu Saphiro-Wilk testi ile arastirildi. Veriler normal dagildigi i¢in gruplar
arasinda anlamli fark olup olmadigini saptamak amaciyla Tek Yonlii Varyans Analizi
(One-way ANOVA) ile birlikte Tukey c¢oklu karsilastirma testi kullanildi. Biitiin

istatistiksel analizlerde anlamlilik seviyesi olarak p < 0.05 degeri kabul edildi.
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Bu caligmada kullanilan toplam 11 adet deney (n=10) ve 1 adet kontrol (n=5) grubunda

bulunan dis kesitlerinin lazer taramali konfokal mikroskobu (LTKM) ile incelenmesi

sonucunda elde edilen 6lii bakteri yiizdelerinin ortalama ve standart sapma degerleri

Cizelge 4.1.’de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Degerlendirilen irrigasyon protokollerinin uygulanmasi sonrasinda deney
gruplarindaki Olii bakteri yilizdelerinin ortalama, standart sapma, minimum-maksimum

degerleri

Irrigasyon protokolleri Ort£SS Min-Maks Post-hoc
%2,5 NaOCl 0.83610.096 0.710 - 0.979 A
%17 EDTA 0.19010.096 0.075 - 0.367 C
%1 PAA 0.72940.107 0.554 - 0.873 A.B
%2 PAA 0.8284+0.138 0.625 - 0.977 A
%9 HEBP 0.599+0.126 0.414 - 0.818 B
%18 HEBP 0.6161+0.135 0.461 - 0.815 B
%2,5 NaOCl - %17 EDTA 0.7384+0.089 0.560 - 0.905 A.B
%2,5 NaOCl - %1 PAA 0.85240.166 0.509 - 0.995 A
%2,5 NaOCl - %2 PAA 0.88340.100 0.693 - 1.000 A
%2,5 NaOCl +%9 HEBP 0.86240.129 0.540 - 0.955 A
%2,5 NaOCl +%18 HEBP 0.87940.093 0.686 - 0.971 A
Salin (Kontrol) 0.057 £ 0.042 0.024-0.124 C

Ort, Ortalama; SS, standart sapma; Min-Maks, Minimum ve Maksimum; NaOC]l, sodyum
hipoklorit; EDTA, etilen diamin tetra asetik asit; PAA, perasetik asit; HEBP, etidronik asit,

Fakli harfler, gruplar arasindaki istatistiksel farklar1 simgelemektedir (P<0.001).
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Bu c¢alismadan elde edilen bulgulara gore, %2,5 NaOClI ile birlikte %2 PAA kullanima,
diger irrigasyon rejimlerine gore en yiiksek bakteri 6liimiine yol agmistir. (Sekil 4.1, Resim
4.1) Ancak, bu gruptan elde edilen degerler, %2,5 NaOCl- %1 PAA, %2,5 NaOCI- %17
EDTA, %2,5 NaOCl +%9 HEBP, %2,5 NaOCl+ %18 HEBP, %2 PAA ve %1 PAA
gruplarindan elde edilen degerlerden istatistiksel olarak farkli degildir.
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Sekil 4.1. Degerlendirilen irrigasyon soliisyonlarimin uygulanmasi sonrasinda deney
gruplarindaki 6lii bakteri ylizdelerinin ortalamalarina ait siitun grafigi
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Resim 4.1. %2,5 NaOCl - %2 PAA uygulamasi sonrasi elde edilen temsili LTKM
goriintlisii Yesil, canli bakteri; Kirmizi, 6lii bakteri
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Sadece salin kullanilarak yikanan orneklerde (kontrol grubu) goézlenen canli bakteri

ylizdesi, diger tiim irrigasyon protokolleri uygulanan orneklerden elde edilenlere gore

belirgin olarak yiiksektir (p<0.001).

Resim 4.2. Salin (kontrol) uygulamasi sonrasi elde edilen temsili LTKM goriintiisii.
Yesil, canli bakteri; Kirmizi, 6li bakteri
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Tim deney gruplar1 arasinda en fazla canli bakteri yiizdesi %17 EDTA’nin tek basina

kullanildig: 6rneklerden elde edilmistir (p<0.001)

Resim 4.3. %17 EDTA uygulamasi sonrasi elde edilen temsili LTKM goriintiisii.
Yesil, canli bakteri; Kirmizi, 6li bakteri

%?2,5 NaOCl, %17 EDTA ile beraber kullanildiginda NaOCI’nin tek basina kullanimina
gore bakteri eliminasyonunu azaltmig olsa da bu fark istatistiksel olarak anlmali degildir

(p>0.001).

%9 HEBP ve %18 HEBP soliisyonlar1 tek baglarina kullanildigr zaman elde edilen 6lii
bakteri yiizdesi, NaOCl ile birlikte kullanildiginda elde edilenden istatistiksel olarak
anlamli sekilde daha diisiiktiir (p<<0.001).
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Resim 4.4. %2,5 NaOCIl + %9 HEBP uygulamasi sonrasi elde edilen temsili LTKM
goriintlisii. Yesil, canli bakteri; Kirmizi, 61i bakteri
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Resim 4.5. %9 HEBP uygulamasi sonrasi elde edilen temsili LTKM goriintiisii.
Yesil, canli bakteri; Kirmizi, 6li bakteri
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Perasetik asit (%1-2) ve etidronik asit (%9-18) tek basina veya NaOCI ile birlikte
kullanildiginda her iki konsantrasyon arasinda biyofilm eliminasyonu agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur (p>0.001). Her ne kadar bu fark istatistiksel

olarak anlamli olmasa da, her irrigasyon soliisyonu konsantrasyon arttikca daha fazla

biyofilm eliminasyonu saglamistir.

A o | » - B

Resim 4.6. %1 PAA (A) uygulamasi sonrasi, %2 PAA (B) uygulamasi sonrasi elde edilen
temsili LTKM goriintiisii. Yesil, canli bakteri; Kirmizi, 6lii bakteri
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Resim 4.7. %9 HEBP (A) ve %18 HEBP (B) uygulamasi sonrasi elde edilen temsili
LTKM goriintiisii. Yesil, canli bakteri; Kirmizi, 6lii bakteri
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Deneysel olarak enfekte edilmis drneklerde %2 perasetik asitin tek basina kullanimi, %9

ve %18 konsantrasyona sahip etidronik asitin tek basina kullanimina gore daha fazla

biyofilm eliminasyonuna neden olmustur (p<0.001).

Resim 4.8. %18 HEBP uygulamas1 sonrasi elde edilen temsili LTKM goriintiisii. Yesil,
canl1 bakteri; Kirmizi, 6lii bakteri
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5. TARTISMA

Kok kanal tedavisi sonrast goriilen basarisizliklardan sorumlu mikrobiyolojik etkenlerin
basinda Enterococcus faecalis’in yer aldigi bilinmektedir (Molander ve digerleri, 1998).
Bu mikroorganizma, biyofilm olusturabilme potansiyeli nedeni ile geleneksel irrigasyon
protokollerine ve kok kanal ilaglarina kars1 direnglidir (Haapasalo ve Orstavik, 1987). Bu
nedenle, kok kanal tedavisinde alternatif irrigasyon soliisyonlar1 kullanilmakta ve bu

irrigasyon soliisyonlariin etkinligini artirmaya yonelik ¢esitli yontemler uygulanmaktadir.

Sodyum hipoklorit (NaOCl), iistiin antimikrobiyal etki ve organik doku ¢oziicli yetenegi
nedeniyle endodontide en yaygin kullanilan irrigasyon soliisyonudur (Haapasalo, Endal ve
Zandi Coil, 2005). Ancak NaOCl’nin smear tabakasinin uzaklastirilmasinda etkisinin zayif
olmasi nedeniyle dekalsifiye edici bir ajan ile birlikte kullanilmasi 6nerilmektedir. Bu
amacla kok kanal tedavisinde selasyon ajani olarak en sik etilen diamin tetra asetik asit
(EDTA) kullanilmaktadir. Ancak EDTA’nin NaOCl ile etkilesime girip NaOCI’nin
etkinliginin azalmasina neden olmasi, NaOCI’nin doku ¢6ziicii ve antimikrobiyal etkisini
baskilamasi, kok kanalinin apikalinde yeterli etkinlik saglayamamasi gibi sinirliliklari son
zamanlarda alternatif selasyon ajanlarin arastirilmasina yol agmistir (Ballal ve digerleri,

2009; Grawehr ve digerleri, 2003).

Genel tipta farkli alanlarda kullanilan 1-hydroxyethylidene-1, 1-bisphosphonate (Etidronik
asit-HEBP) ve perasetik asit (PAA) gibi biyouyumlu ve asidik 6zellikleri diisiik selasyon
ajanlari, son yillarda kok kanal irrigasyonunda kullanilmaya baslanmistir (Lottanti ve

digerleri, 2009).

Enterococcus faecalis biyofilmlerinin etilen diamin tetra asetik asit (EDTA), etidronik asit
(HEBP) ve perasetik asit (PAA) ile uzaklastirilma etkinliginin degerlendirildigi ¢aligmalar
literatiirde nadir de olsa mevcuttur (Arias-Moliz ve digerleri, 2015; Hartmann ve digerleri,
2019). Ancak bu soliisyonlarin farkli konsantrasyonlarda kullanildigi zaman olusan

antibakteriyel etkilere dair daha 6nce yapilmis bir ¢aligma bulunmamaktadir.

Kok kanal tedavisinde kullanilan irrigasyon soliisyonlar1 antibakteriyel etkilerinin artirilma

amaglar1 basta olmak {izere ¢esitli nedenler ile farkli konsantrasyonlarda kullanilmaktadir.
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Daha 6nceki calismalarda NaOCl ile birlikte kullanilan PAA ve HEBP soliisyonlarinin kok
kanal irrigasyonunda etkin olduklar1 optimal konsantrasyonlar sirasiyla %0,5-2,25 ve %9-
18 olarak bildirilmistir (Lottanti ve digerleri, 2009). Bu nedenle mevcut caligmada da

bahsedilen ¢alismalarla 6rtiisen konsantrasyonlar tercih edilmistir.

Kok kanallarindan Enterococcus faecalis biyofilmlerinin iki farkli konsantrasyonda
kullanilan HEBP (%9-18) ve PAA (%1-2) ile uzaklastirilma etkinliginin degerlendirildigi
bu ¢aligmada, daha yiiksek konsantrasyonlarda kullanilan HEBP ve PAA’nin, E.faecalis
biyofilmlerinin eliminasyonunda daha yiiksek sayida biyofilm eliminasyonuna yol actig1
bulgulanmistir. Ancak aradaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir. Bununla birlikte,
irrigasyon sollisyonlarinin  kok kanalinda kullanimlar1  sirasinda  tercih  edilen
konsantrasyonlarini belirlemekte gbzoniine alinmasi gereken tek kriter antibakteriyel etki
degildir. Toksisite, dentin erozyonu, dentin mikrosertliginde asir1 azalma gibi istenmeyen
etkilerin yiiksek konsantrasyonlarda daha sik goriildiigii bildirilmistir (Spangberg,
Engstrom ve Langeland, 1973).

Ayrica, hangi konsantrasyonda smear tabakanin daha etkin bir sekilde uzaklastirildigi da
goz Onilinde bulundurulmasi gereken onemli bir konudur. Ulusoy ve arkadaslar1 (2017),
farkli konsantrasyonlarda kullanilan PAA (%0,5, 0,1 ,2) ve HEBP (%9-18)’in kok kanal
duvarlarindan smear tabakanin uzaklastirilma etkinligini inceledikleri ¢alismada, bu agidan
farkl1 konsantrasyonlar arasinda fark bulunmadigini bildirmislerdir (Ulusoy ve digerleri,

2018).

Tiim bunlar, bizim ¢alismamizin bulgulariyla birlikte degerlendirildiginde, olas1 zararh
etkileri en aza indirgeyen ve smear tabakasinin eliminasyonunu ve antibakteriyel etkiyi

saglayabilen miimkiin olan en diisiik konsantrasyon tercih edilmelidir.

Bu ¢aligmada, biyofilm yapisin ¢6ziicii etkisi ve biyofilm bakterilerinin 6liimiine yol agtig1
daha onceki ¢alismalarda da gosterilen etkin bir dezenfektan olan PAA soliisyonu NaOCl
ile birlikte kullanildiginda en yiiksek bakteri 6liimii gdzlemlenmistir (Ordinola-Zapata ve
digerleri, 2013). Ancak bu fark istatistiksel olarak anlamli degildir. Ancak %2 PAA’nin
tek basina kullanimi, her iki konsantrasyonda tek basina uygulanan HEBP’e gore anlaml
sekilde daha etkin biyofilm eliminasyonu saglamistir. Bu, etidronik asitin antibakteriyel

etkisinin perasetik asite gore daha diisiik olmasiyla ac¢iklanabilir. Ancak, HEBP soliisyonu
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NaOCl ile birlikte kullanildiginda, tek basina kullanilmasina gdre daha iyi antibiyofilm
etki gostermistir. Bunun nedeni de, HEBP’in EDTA’nin tersine NaOCl ile reaksiyona
girmeyip onun antibakteriyel etkisini kisitlamamasi olabilir (Arias-Moliz ve digerleri,

2014).

Zaten endodontik tedavi sirasinda selasyon ajanlart NaOCl ile ard arda veya birlikte
kullanildig1 i¢in, smear tabaka uzaklastirma potansiyelinin iyi oldugu bilinen HEBP, kok
kanal irrigasyonunda umut verici bir selasyon ajani olarak diisiiniilebilir (Ulusoy ve

digerleri, 2018).

Sodyum hipokloritin selasyon ajanlar1 ile genellikle karigtirilarak kullanilmamasi
onerilmektedir. Bunun nedeni de karistirildiktan hemen sonra serbest klor miktarindaki ani
azalma olarak aciklanmaktadir (Zehnder, Schmidlin, Sener ve Waltimo, 2005). Hatta
EDTA ile ard arda kullaniminda bile kok kanal diizensizliklerinde kalmis olan EDTA,
NaOCl'nin etkinligini azaltabilir. Daha Once yapilan c¢aligmalar, NaOCI/HEBP
kullanimimin NaOCl’nin kimyasal 6zellikleri iizerinde istenmeyen ani bir etkiye neden
olmadigint ve etkin sonu¢ sagladigini bildirmistir (Tartari ve digerleri, 2015). Zaman ve
emek tasarrufu agisindan bu iki irrigasyon soliisyonunun karigim halinde tek bir soliisyon
olarak uygulanmas1 Onerilmektedir (Zehnder ve digerleri, 2005). Bu nedenle, mevcut
calismada %9 ve %18 HEBP ile NaOCI karisim olarak kullanilmistir. Alinan sonuglarda
NaOCI/HEBP karisiminin NaOCl’nin tek basima kullanildigindaki antibakteriyel etkisini

azaltmadig hatta hafifce artirdig1 goriilmustiir.

Calismamizin bulgular, EDTA’nin tek basina kullanildiginda antibakteriyel etkisinin
oldukea diisiik oldugunu ileri siiren teorileri desteklemektedir (Baca, Junco, Arias-Moliz,
Gonzélez-Rodriguez ve Ferrer-Luque, 2011). Bunun yam sira, NaOCl ile beraber
kullanildiginda, NaOCl’nin tek basina kullanimina gore daha diisiik antibakteriyel etki

gostermistir. Bu bulgu da, daha 6nce arastirmalarin bulgulariyla benzerlik tagimaktadir.

EDTA giiniimiizde kok kanal tedavisinde basartyla kullanilmakta olan bir yardimci
irrigasyon ajanidir. Ancak NaOCI’nin antibakteriyel etkinligini azaltmasi ve kok
kanallarmin 6zellikle apikal {igliisiinde bulunan smear tabakayr yeterli sekilde
uzaklastiramamas1 gibi nedenler basta olmak iizere trikalsiyum silikat pat ve simalarin

baglanmasina olumsuz etkisi ve zamana bagl olarak dentin yapisinda degisikliklere neden
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olmas1 gibi farkli negatif 6zellikler de gosterebilmektedir (Ballal, Ulusoy, Chhaparwal ve
Ginjupalli, 2018; Taneja, Kumari, Anand, 2014).

Perasetik asitin NaOCl ile etkilesimini ve bu etkilesimin antibakteriyel yoniinii inceleyen
calisma sayist smirhidir (Aris-Moliz ve digerleri, 2015; Suchmel, Lenhardt, Kampf ve
Grisold, 2019). Bu calismada, NaOCI’nin tek basma kullanimi ile PAA ile birlikte
kullanim1 arasinda, E.faecalis biyofilmlerinin eliminasyonu agisindan, istatistiksel olarak
anlamli bir fark saptanmamigstir, ancak her iki soliisyonun birlikte kullanildigi durumda &l
bakteri ylizdesi daha yiiksektir. Bu ¢alismanin bulgularina gore, perasetik asitin tek basina
kullanildig1 zaman yeterli antibakteriyel etkinlik gdstermesi ve NaOCl’nin olumlu
ozelliklerini azaltmamas1 gibi nedenler géz Oniinde bulunduruldugunda, PAA da HEBP

gibi limit verici bir selasyon ajani olarak diistintilebilir.

Ideal bir irrigasyon soliisyonunun yukarida belirtilen 6zelliklerinin yanisira yan etkilerinin
az olmasi da dikkat edilmesi gereken bir konudur. Mevcut ¢alismada kullanilan etidronik
asit, sabun gibi kisisel bakim iiriinlerinde ve yiizme havuzlarinda kullanilan biyouyumlu bir
maddedir (Licata, 1993). Ancak HEBP, osteoporoz tedavisinde kullanilan bir bifosfonattir
ve bifosfonatlarin sistemik aliminin ¢enelerde meydana gelen osteonekroz ile
iligkilendirildigi bazi calismalar mevcuttur (Migliorati, Schubert, Peterson ve Seneda,
2005). Bunlara ragmen spesifik olarak etidronat ile ilgili hi¢bir vaka rapor edilmemistir.
Perasetik asit, icme suyu dezenfeksiyonu i¢in NaOCl’e alternatif olarak gosterilmis olsa da,
goreceli olarak daha sitotoksik olarak kabul edilir (Marabini, Frigerio, Chiesara, Radice,
2006). Ancak, 1980°1i yillarda Dogu Avrupa’daki yaygin kullanimina ragmen asidik

kokusu disinda herhangi bir yan etki rapor edilmemistir.

Demineralize edici irrigasyon soliisyonlarinin kdk kanallarinda kullanimi sirasinda dikkat
edilmesi gereken bir diger konu da uygulama hacmi ve siiresidir. Kok kanal tedavisinde
geleneksel olarak kullanilan EDTA i¢in en uygun uygulama siiresi ¢cogunlukla 1 dakika
olarak Onerilmektedir ve 1 dakikadan uzun siire kullanimlarda dentin erozyonuna sebep
olabilecegi rapor edilmistir (Calt ve Serper, 2002). Bu nedenle, bu c¢alismada
standardizasyonu saglamak amaciyla EDTA, PAA ve HEBP’in tek basmna
kullanildiklarinda uygulama siireleri 1 dakika olarak belirlenmistir. NaOCl ile
beraber/ardisik kullanildiklar1 gruplarda ise toplam siire 2 dakika olarak standardize

edilmigtir. Calismamizda kullanilan soliisyonlarin toplam hacimleri de her grupta 6 mL
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olacak sekilde esit tutulmustur. Yapilan onceki ¢aligmalarda, irrigasyon soliisyonlarinin
uygulama siiresi, ¢ogunlukla smear tabakanin eliminasyonunu yeterli kilacak ayni
zamanda da dentin yapisinda istenmeyen degisikliklere neden olmayacak sekilde
belirlenmistir (De-Deus ve digerleri, 2011). Bu ¢aligmada kullanilan uygulama stireleri de
onceki galigmalar ile paralellik gdstermektedir (De-Deus ve digerleri, 2011). Irrigasyonun
hacminin ve uygulama siiresinin artmasiyla antibakteriyel etkilerinin de artacagi
diistiniilmektedir (Basrani ve Haapasalo, 2012). Ancak bu siirenin dentin yapisina kalici

zarar verecek sekilde uzatilmamasi gerektigi unutulmamalidir

Kok kanal tedavisinde kullanilan irrigasyon soliisyonlarinin antibakteriyel etkinliklerinin
degerlendirilmesi amaciyla yapilan g¢alismalarin ¢ogunda, kok kanallarini veya dentin
kesitlerini enfekte etmek amaciyla tercih edilen mikroorganizma olarak E. faecalis
kullanilmistir (Eneide ve digerleri, 2019; Wang, Zhao, Ran, Sun ve Liang, 2019). Bu tez
caligmasinda, elde edilen verilerin diger ¢alisma sonuglariyla karsilastirilabilmesi amaciyla
mikroorganizma olarak E. faecalis tercih edilmistir. Bu mikroorganizmanin en 6nemli
ozelliginin biyofilm olusturabilmesi ve kok kanal tedavisi islemlerine direngli olmasi
nedeniyle ve gerg¢ek klinik durumlari daha iyi taklit edebilmek amaciyla E.faecalis’in

planktonik formu degil biyofilm formlar1 olusturulmustur.

E. faecalis ile enfekte edilen Orneklerin kullanildig1 in-vitro ¢alismalarda inkiibasyon
stireleri 24 saatten 1 aya kadar degismektedir (Balic ve digerleri, 2016; Oliveira, Barbizam,
Trope, ve Teixeira, 2007). Haapasalo ve Orstavik (1987), sigir dislerinden hazirladiklar1 4
mm’lik silindirik 6rnekler tizerinde yaptiklar1 in-vitro ¢calismada, deneysel ornekleri 3 hafta
boyunca E.faecalis mikroorganizmasi ile enfekte etmislerdir. Daha sonra aldiklar1 SEM
goriintiilerinde dentin kanallarinin igerisinde 500 um derinlikte bakterilerin bulundugunu,
hatta baz1 dentin bloklarinda bakteri penetrasyonunun 1000 um’ye kadar ulasti§ini rapor
etmislerdir. Bu arastirmacilar E.faecalis’in ilk 24 saat i¢inde dentin kanallarina 300—400
um kadar ulasabildigini ve bu penetrasyon ile daha fazla inkiibe edilmis olan dentin
kanallarindaki bakteri penetrasyonu arasinda fark olmadigini bildirmislerdir. Bu sebeple de
deneysel caligmalarda daha kisa siireli inkiibasyon siirelerinin de kullanilabilecegini
belirtmislerdir. Biz de oOnceki ¢alismalardan elde edilen bu bulgulart goézoniinde

bulundurarak ¢aligmamizda 24 saatlik inkiibasyon siiresini tercih ettik.
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Bu caligmada dis koklerinden kesitler elde edildikten ve preparasyonlar1 yapildiktan sonra
sterilizayon iglemi icin etilen oksit gazi kullanilmistir (Thomas, Ruben, ten Bosch ve
Huysmans, 2007). Otoklav sterilizasyonu, dentin catlaklar1 olusturabilmesi, sonrasinda
bakteri kolonilerinin yiizeyden ¢ok bu bdlgelerde biyofilm olusturma ihtimali ve buna
bagli olarak da lazer taramali konfokal mikroskop (LTKM) ile inceleme sirasinda meydana

gelebilecek zorluklar nedeniyle tercih edilmemistir.

Kok kanallarindaki bakteri kolonilerinin incelenmesinde histolojik kesitler, mikrobiyolojik
analizler, SEM ve lazer taramali konfokal mikroskop (LTKM) gibi bir¢ok farkli yontem
kullanilmaktadir (Flach ve digerleri, 2016). Mikrobiyolojik 6rnekleme teknikleri, koloni
olusturan {inite sayisinin belirlenmesi agisindan avantajli olsa da dentin icerisindeki bakteri
dagilim1 hakkinda yeterli bilgi verememektedir (Flach ve digerleri, 2016). Histolojik kesit
yonteminde ise enfekte dentin icerisindeki bakteri dagilimi gozlemlenebilir; ancak canl
bakteri sayisi belirlenemez (Flach ve digerleri, 2016). Calismamizda bakteri
biyofilmlerinin igerisindeki 6lii ve canli bakterilerin ayr1 ayri incelenebilmesi i¢in floresan

boyama teknigi ve sonrasinda goriintiilleme amaciyla LTKM kullanilmigtir.

Lazer taramali konfokal mikroskop kullanilarak biyofilm igerisindeki canliligin sayisal
olarak oOl¢iilebilmesi, antibakteriyel ajanlarin etkisinin degerlendirilmesinde iyi bir aragtir.
Ayn1 zamanda, biyofilm igerisindeki canlilik profilini ve mekansal dagilimi anlayabilmek
icin de uygun bir yontem oldugu diisliniilmektedir (Del Carpio-Perochena, Bramante ve

Duarte, 2011; Zaura-Arite , Van Marler, ve Ten Cate, 2001).

Floresan boyama ve LTKM’nin bir diger avantaji da biyofilm igerisindeki zorlu ¢evre ve
biiytime kosullarina kars1 hayatta kalma stratejisi gelistiren bakterileri tespit edebilmesidir.
Clinkii bu mikroorganizmalar, besin yetersizliginde canli fakat kiiltlire edilemeyen bir faza
geemektedir. Bu faz halindeki bakteriler antimikrobiyallere karsi direnglidir ve canli
olmalarma ragmen metabolik aktivitelerinin ¢ok az olmasi nedeniyle kiiltiir teknikleriyle

tespit edilemezler (Van Acker, Van Dijck ve Coenye, 2014).

Tiim bu avantajlarina karsin LTKM’nin yetersiz kaldigi durumlar da bulunmaktadir.
Bunlar, lazer mikroskobu ile degerlendirme islemine bagli olarak orneklerde bakteri
oliimiiniin gerceklesebilmesi, dolayisyla 6li bakteri miktarinin yanlis rapor edilmesi ve

hiicresel ultrayapinin goriintiilenebilmesi i¢in gerekli yliksek ¢oziiniirliige ulagilamamasidir
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(Vera ve digerleri, 2017). Buna ragmen LTKM y0nteminin, irrigasyon soliisyonlarinin

antibakteriyel etkinliginin incelenmesinde yeterli bilgi sundugu diisiiniilmektedir.

5.1. Cahismanin Limitasyonlar:

Mevcut calismada kullanilan yontemde, temas edecek ylizey alani, temas siiresi, uygun
soliisyon miktart gibi bazi parametrelerin daha iyi kontrol edilebilmesi amaciyla
soliisyonlar, yatay ve diiz yilizeylere uygulanmigtir. Bu da onlarin direkt olarak yer ¢ekimi
kuvvetine maruz kalmalarina neden olmustur. Klinik kosullarda ise irrigasyon ajanlari ile
kok kanal duvarlarinin temasi, dislerin dogal vertikal pozisyonlar1 ve anatomik

diizensizlikleri nedeniyle daha farkli olacaktir.

Bu ¢alismada, kok kanallarin1 enfekte etmek i¢in tek bir mikroorganizma kullanilmstir.
Oysa ki gercek endodontik enfeksiyonlar, genellikle polimikrobiyaldir ve E.faecalis diger
mikroorganizmalar ile etkilesime girebilir ve davraniglarin1 degistirebilir (Hasheminia,

Farhad, Saatchi ve Rajabzadeh, 2013).

Bu tez c¢alismasi in-vitro kosullarda gergeklestirildigi icin, gercek klinik durumlar
yeterince taklit edememektedir. Endodontik hastaliklarda olusan kok kanal
mikroorganizma profilleri, deneysel olarak olusturulanlardan daha farkli olabilir ve burada

test edilen irrigasyon ajanlarina daha farkl tepki verebilir.

Bu ¢alismanin sonuglarinin onaylanmasi agisindan, ayni irrigasyon ajanlart kullanilarak in-

vivo kosullar altinda gergeklestirilen ileri caligmalara gereksinim vardir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismanin limitasyonlar1 ile birlikte elde edilen bulgular g6z oniine alindiginda su

sonugclar ¢ikarilabilir:

Bu ¢aligmada kullanilan higbir irrigasyon protokolii, deneysel olarak iiretilmis E. faecalis
biyofilmini %100 yok edememistir. Yiiksek konsantrasyonda uygulanan etidronik asit
(%18) ve perasetik asitin (%2) NaOCl ile birlikte kullanildig1 gruplarda en fazla biyofilm
eliminasyonu izlenmistir. Ancak bu oran, %2,5 NaOCI-%1 PAA, %2,5 NaOCl+%9 HEBP,
%2,5 NaOCl, %1 PAA, %2 PAA ve %2,5 NaOCl-%17 EDTA gruplarindakilerden
istatistiksel olarak farkli degildir.

Etidronik asit ve perasetik asitin sodyum hipoklorit ile birlikte veya ardisik kullanimi
sonucu elde edilen bakteri 6liim yiizdesi, NaOCl’nin tek basina kullanimina gore daha
yiiksektir. Ote yandan, EDTA kullanimi, NaOCl’nin antibakteriyel etkisini diisiirmiistiir.

Ancak aradaki bu sayisal farklar, istatistiksel olarak anlamli degildir.

Perasetik asit ve etidronik asitin iki farkli konsantrasyonda kullanimi arasinda biyofilm
eliminasyonu agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir. Konsantrasyon
arttikga soliisyonlarin zararhi etkilerinin de artig gosterebilme olasiligi nedeniyle ve bu
calismanin bulgular1 g6z Online alinarak, klinik uygulamalarda daha diisiik

konsantrasyonlar tercih edilebilir.

Kok kanal irrigasyonunda, iistiin bir antimikrobiyal 6zellik gdsteren, NaOCI ile negatif
etkilesim gostermeyen, yiiksek dekalsifikasyon 6zelligine sahip, inat¢1 mikroorganizmalara
kars1 etkili ve biyouyumlu bir selasyon ajani tercih edilmelidir. EDTA’nin NaOClI’nin
doku ¢oziici ve antibakteriyel etkisini azaltici potansiyeli ile diger limitasyonlari
degerlendirildiginde ve bu tez ¢aligmasinin bulgular1 goz 6niine alindiginda, perasetik asit

ve etidronik asit, EDTAya alternatif birer selasyon ajan1 olarak diisiiniilebilir.
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