











OZET

Bu ¢alismanin amaci; klor icermeyen farkli soliisyonlarin; kok kanallarindaki
E. faecalis’e karsi etkilerini incelemek ve bu soliisyonlarin etkinliklerini endodontik
tedavide en sik kullanilan soliisyonlar olan NaOCI, CHX ve EDTA ile in-vitro olarak

incelemektir.

Calismamizda 120 adet mandibular premolar dis kullanildi. Dislerin kronlar
uzaklagtirilarak 15 mm uzunlugunda kok kanallar1 elde edildi. KOk kanallar1 ProTaper
Next X3 numarali egeye kadar sekillendirildi. Tiim kokler otoklavda sterilize edildi.
Negatif kontrol grubu haricindeki tim 6rnekler E. faecalis ile kontamine edildi ve 7
giinliik inkiibasyona birakildi. Disler rastgele 6 deney ve 2 kontrol grubuna ayrildi
(n=15). Grupl: pozitif kontrol grubu, grup 2: negatif kontrol grubu; grup 3: % 5.25’lik
NaOCIl; grup 4: %17’lik EDTA, grup 5:%2’lik CHX; grup 6: Doctor Mady Bitkisel
Camasir Suyu; grup 7: Green Clean Bitkisel Camasir Suyu, grup 8: Seventh
Generation Klorsuz Camasir Suyu. Dezenfeksiyon islemi sirasinda steril paper
pointler ile ylizey suruintiisti ve steril ProTaper Next X3 egeleri yardimu ile dentin talasi
alinarak steril ependorf tiipli igcindeki besi yerine yerlestirildi ve tekrar inkiibe edildi.
24 saat sonraki bakteriyel tireme miktarlar1 (CFU) belirlendi ve istatistiksel analizler

Tek yonli varyans analizi, post-hoc Tukey HSD testi ile yapildi.

Pozitif kontrol grubu ile grup 4 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmamaktadir. Grup 3, 5 ve 7 arasinda istatistiksel yonden anlamli bir fark
bulunmamaktadir. Grup 5 ve grup 3, 7 ve 8 arasinda istatistiksel yonden anlamli bir
fark bulunmamaktadir. Grup 6 ve 8 arasinda istatistiksel yonden anlamli bir fark
bulunmamaktadir. Grup 7 ve grup 3, 5 ve 8 arasinda istatistiksel yonden anlamli bir
fark bulunmamaktadir. Grup 8 ve grup 5, 6 ve 7 arasinda istatistiksel yonden anlamli
bir fark bulunmamaktadir. Negatif kontrol grubu, grup 3 ve 5 arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (p>0.05).

NaOCl, EDTA, CHX, Doctor Mady Bitkisel Camasir Suyu, Green Clean
Bitkisel Camasir Suyu, Seventh Generation Klorsiiz Camasir Suyu bakteri sayisinda

azalmaya neden olmustur. NaOCl, CHX ve Green Clean Bitkisel Camasir Suyu



arasinda istatistiksel acidan anlamli bir fark bulunmazken NaOCI en yiiksek

antimikrobiyal aktiviteye sahiptir.

Anahtar Kelimeler: klorsuz ¢amasir suyu, E. faecalis, irrigasyon, israrci

enfeksiyon, serbest aktif klor



ABSTRACT

The aim of this study is to investigate the antimicrobial effects of different
chlorine-free solutions on the Enterococcus faecalis (E. faecalis) in the root canal and
the efficacy of these solutions is examined in-vitro with NaOCI, CHX and EDTA, the

most commonly used solutions in endodontic treatment.

One hundred twenty mandibular premolar teeth were used. The teeth were
decoronated in order that each to root had a standardized length of 15mm. The root
canals were prepared ProTaper Next files up to size X3. All the roots were sterilized
in the autoclave. All samples except negative control contaminated with an E. faecalis
suspension and incubated for 7 days. Teeth were randomly divided into 6 experimental
groups and two control groups (n = 15). Group 1: positive control; group 2: negative
control group; group 3: 5.25% NaOCI; group 4: 17% EDTA, group 5: 2% CHX; group
6: Doctor Mady Herbal Laundry Bleach; group 7: Green Clean Herbal Bleach, group
8: Seventh Generation Chlorine-free Bleach. After disinfection, samples were taken
by ProTaper Next X3 files and paper points then placed in the medium in the sterile
ependorf tube and reincubated. Bacterial growth rates (CFU) were determined after 24
hours and statistical analyzes were performed with One-Way ANOVA and post-hoc
Tukey HSD tests.

There was no statistically significant difference between positive control group
and group 4. There was no statistically significant difference between groups 3, 5 and
7. There was no statistically significant difference between group 5 and group 3, 7 and
8. There was no statistically significant difference between groups 6 and 8. There was
no statistically significant difference between groups 3 and 5 and 8.There was no
statistically significant difference between groups 8 and 5, 6 and 7. There was no
statistically significant difference between the negative control group and groups 3 and
5 (p>0.05)

NaOCl, EDTA, CHX, Doctor Mady Herbal Bleach, Green Clean Herbal
Bleach, Seventh Generation Chlorine- Free Bleach caused a decrease in the number of
bacteria. NaOCI has the highest antimicrobial activity while there is no statistically

significant difference between NaOCI, CHX and Green Clean Herbal Bleach.
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free active chlorine

Vi



TESEKKUR

Uzmanlik 6grenimim boyunca yardim, destek ve deneyimlerini esirgemeyen,
caligmak istedigim her konuda beni motive eden, tezimin olusmasinda ve
hazirlanmasinda biiyiikk destegini gordiigiim, her zaman anlayis ve hosgoriisiiyle
yanimda olan, bilgi ve tecriibesiyle destegini hi¢ esirgemeyen degerli hocam ve tez

danismanim Sayim Doktor Ogretim Uyesi Ismail Ozkogak ‘a,

Uzmanlik egitimim siiresince, bilgi ve deneyimlerini hi¢ esirgemeden paylasan

Sayin Doktor Ogretim Uyesi Hakan Goktiirke,

Mikrobiyoloji deneylerindeki yardimlarindan dolayr Sayin Ogretim Gorevlisi

Sebnem Kurhan’a,

Istatistiksel analizdeki yardimlarindan dolayr Doktor Ogretim Uyesi Osman

Demir’e,

Uzmanlik 6grenimim siiresince iyi-koti her giiniimde yanimda olan,
bulundugum calisma ortamini ve Bolu’yu daha yasanilas1 yapan anabilim dalimizdaki

tiim arkadaslarima,

Biitiin 6gretim hayatim boyunca hep yanimda olduklarini bildigim, maddi
manevi desteklerini arkamda hissettigim, karsiliksiz sevgi ve fedakarliklar ile beni bu
gunlere getiren, her zaman beni gonilden destekleyen sevgili annem Fatma Gungor,

babam Mustafa Gilingor, kardesim Ufuk Gungor’e

Iyi niyeti ve sonsuz sabriyla her zaman yanimda olan, varlifiyla bana gii¢

veren, her adimda destegini hissettigim yol arkadasim, sevgili esim Mert Tungbilek’e,

En icten tesekkiirlerimi sunarim.

Vii



ICINDEKILER

O ZET ii
A B ST R A CT L e \Y
TESEKKUR .......ooooiitoieeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt ettt ettt ettt vii
ICINDEKILER ........ooooooioioeeeeeeeeeeeeeeeee ettt viii
TABLOLAR .ot X
SEKTLLER ......oooooiuititititieeeeeeeee ettt sttt ettt s st et et esese s et aseseseseeeseeesens Xi
SIMGELER VE KISALTMALAR .........cocooiititeiieeeeeeeeeee e Xiil
L] 0 28 1P 1
2.GENEL BILGILER .........cocooiiiiiiiiniscise st 4
2.1 Kok Kanallarina Bakteri INVAzyONU.......c.ceveueeeueeeeeieteeeeeeeeeeetese et saenes 4
2.2 KOk Kanal MiKrobiyolojiSi........ccueeiieiiiiriiiiieei ettt e e e e e 6
e 3= 117 1 o PSSR 9
2.4 Endodontik Biyofilm Olusum MeKanizmas! ........ccceveeveveieeeeeeeeceeeteeeeeeeee e eseeveenens 10
2.4.1ENdodontik BIyOTiIMIEE .....cecveviieeeeecteceee ettt ettt et ettt 11
2.4.1.1intrakanal Mikrobiyal BiyofilmIer ..........cccoeeveiveerieeereeeeeeeeeeeee e 11
2.4.1.2 Ekstraradikiler Biyofilm ......cocvcveieeeeeiciceeeeeeeteeeete ettt ereneas 11
2.4.1.3 Periapikal BIYOTiM ..c.ociieieeieieceeeeceeete ettt ere e 11
2.4.1.4 Yabanci Cisim Merkezli Biyofilm .......coovvviveeeieeeeececececeeeeeeeee e 12

2.5 ENEEIOKOKIAT ...ceitiiteeeeeeee ettt b e st sttt e b e e 12
2.5.1 E. FAecalis’in OzZellIKIEri.......c.cveueuerereieieieieieeiecsesesesest sttt 12

2.6 Kbk Kanal irrigasyon ve DezenfekSiyOnU.........cccviveeereierieeeueeeeteeereeeeeeeeseseeeeseseenennas 14
2.7 Kbk Kanal Tedavisi Sirasinda Kullanilan irrigasyon Soliisyonlari..........cccoveeeeeeenennn. 16
2.7.1 Sodyum hipokIorit (NAOCI) .......ceeeiuiieeeciee ettt e e e e 16

D A =10 L T ST PPPT PRI 20
2.7.3 KIOThEKSIAiN.c...eieieeeee e e 21
2.7 4 SIEEIK @SIT..eeeuteeieeiteesiee ettt ettt st s r e sree e e 22

2. 7.5 MTAD ettt s et b b s re e s et et e sreesaee e 23
2.7.8 QX .ttt e et e b e s re e st re e sheesane e 23

P B A 1< A - [0l [T ] o TP OPPROPRTO 24

D A =31 I V2O 24

P R (] o - | o P PRSP PTTT 25

viii



B A L0 2 oY oo | TSP TR 25

2.8 Kbk Kanal Mikroflorasini incelemek icin in Vitro Bakteriyel Biyofilm Modelleri ......... 26
2.9 Biyofilm @naliZIeri...c.ueeeiieeieee e e e 31
3. GEREC VE YONTEM ....ocooiiiiiiciitceeee ettt 34
3.1 Ornek Segimi Ve HazIrlanmMask.....c.cueveuieviueieceieeeeieeeeeetese ettt eteese e saeseseessssenseneneas 34
3.2 K6k Kanallarina Bakteriyel INOKGIASYONU .........cucuivvieiieiiiececieeceeececeee e 36
3.3 DENEYSEI PrOSEAUIIEN ...cccevieee ettt ettt e et e e tte e e e e bte e e s ebteeeeebaeeaeeanes 38
3.4 MiKrobiyolOjik ISIEMIET ........cveveeerereceeteeeeeceee ettt ettt ereneas 42
A BULGULAR ...ttt ettt ettt e e e beesbe e et e 43
S.TARTISIMA ...ttt et e e st et e e e neeeenes 51
6.SONUC VE ONERILER .........cccecooiiiiiiieieieeee et esss s st 58
TKAYNAKLAR ettt eeanneas 59
BLEKLER . ... et e e e 71
. 0ZGECMIS .......oooiieeeeeeee ettt 72



TABLOLAR

TABLO
SAYFA

Tablo 3.1: Deney ve kontrol grubundaki 6rneklerin dagilimi..........cccceevieriiiiinnennenicnnens 38

Tablo 4. 2: E.faecalis ile kontamine edilmis dis koklerinde, gruplardaki dezenfeksiyon
islemleri sonrasi sayilan ortalama bakteri koloni miktarlari (cfu/mL).........cccccevveenienienncnne 44



SEKILLER

Sekil 2.1: Pulpa-dentin kompleksinin bakteriyel invazyonunun potansiyel yollarini ve klinik

sonuglarini gosteren temsili diyagram. .......cccceveerieriieriienieeneenee e 5
Sekil 2.2: Kok kanalinin farkli bolgelerinde ekolojik kosullar. (21) ...cocvvvvevirerccneneeicneene 6
Sekil 2.3: Biyofilm Olusumun ASamAalari.........cccceeruereesierierieseneetenieseeseeseeeeesseseeeseeseesneens 10
Sekil 2.4: Entrococcus faecalis SEM gOrintiisii (42)...cc.eeevereerrierneeneeneeneeneeeeeesieesiee e 13
Sekil 2.5: Modifiye Robins Cihazi gematik gorintimii(85) .......cceevveeveeneiniiniienrieeneeneenies 30
Sekil 2.6: Mikroakiskan Cihaz(86). ........ccvevuierseriiiieniie et eeieeeseeeste e eee s e sreeesaeeesree e 31
Sekil 3.7: ProTaper Next ESEIETi .....c.ceieiriiiiiiieiiiesiiesieereeee ettt 35
Sekil 3.8: Eppendorf tiipiine yerlestirilip sterilize edilen 0rnek..........ccovveeveirvienieenennieeninnns 36
Sekil 3.9: E. faecalis (ATCC 29212) SUSU ...c.eecvreeerreireeeesiesreetesteeeessesseessessessessessesssessessaens 36
Sekil 3.10: %5,25°1ik NaOCI SOIUSYONU.....cceerriruiiiieriiiienienieiese ettt 39
Sekil 3.11: %17'lik EDTA SOIISYOMNU ..c...evveruieiiniieieniiniesiesiteie sttt sttt see st ee e 39
Sekil 3.12: %2 “lik CHX SOIUSYONU......cccviiuiiiiiiiieieniireese sttt 40
Sekil 3. 13: Doctor Mady Organik Camasir SUYU .......cecevereereninreenineeeeneseesee e 40
Sekil 3.14: Green Clean Organik Camasir SUYU......cccververeierorerreenieeneeneeseeseessseeneesessneens 41
Sekil 3.15: Seventh Generation Klorsuz Camasgir SUYU.......coceeveriveeneeneenieeiieereenee e 41

Sekil 4.17: Deney ve kontrol gruplarindaki mikroorganizma (E.faecalis) miktarlarinin
AAGTIIIMIT ..t et ettt b e b e s bt e sat e e ateeabeebeesbeesbeesaeenas 43

Sekil 4. 18:Pozitif kontrol grubundan rastgele secilen bir 6rnegin besiyeri {izerindeki E.

L= TTor= LIS o) 0 0L ] T o RS 45
Sekil 4. 19: Negatif kontrol grubundan rastgele secilen bir 6rnegin besiyeri iizerindeki ...... 45

Sekil 4. 20: EDTA grubundan rastgele secilen bir 6rnegin besiyeri Gzerindeki E. faecalis
o To ] (111 1= o TSP P 47

Sekil 4. 21: CHX grubundan rastgele se¢ilen bir 6rnegin besiyeri tizerindeki E. faecalis
o To ] (111 1= o PRSP 48

xi


file:///C:/Users/Mert_Tuncbilek/Desktop/tez%20bitim/özge%20tez%20-%20sonson.%20docx.docx%23_Toc529946873

Sekil 4. 22: Doctor Mady grubundan rastgele sec¢ilen bir drnegin besiyeri iizerindeki E.
L= TETor= LS o] 0L (] =T o 1RSSR 48

Sekil 4. 23: Green Clean grubundan rastgele secilen bir 6rnegin besiyeri lizerindeki E.
L= TETor= LTS o] 0L (0] =T ARSI 49

Sekil 4. 24:Seventh Generation grubundan rastgele secilen bir 6rnegin besiyeri lizerindeki E.
L= TETor= LTS o] 0L (0] =T ARSI 50

xii



SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

°C Santigrat derece

um Mikrometre

uL Mikrolitre

cm Santimetre

gr+ Gram pozitif

ar- Gram negatif

mm Milimetre

Kisatlmalar

Ark. arkadaslar

BHI Brain Heart Infusion

CFU Colony forming unit

CHX Klorheksidin

CLSM Konfokal Laser Taramali Mikroskobu
DNA Deoksiriboniikleik asit
EDTA Etilendiamin tetraasetik asit

E. faecalis Enterococcus faecalis

EGCG Epigallocatechin gallate
EPS Glikokaliks
FAC Serbest aktif klor

HOCI Hipokloroz asit

Xiii



MBEC Minimal Biyofilm Eradikasyon Konsantrasyonu

MTAD Mixture of tetracycline acid detergent
MTP Mikrotitresimli Plak

NaOCl Sodyum hipoklorit

OCl- Hipoklorit

PALM Foto Aktive Lokalizasyon Mikroskobu
PCA Parakloroanilin

ROS Reaktif oksijen drunleri

SH Sulfhidril

SIM Yapisal illuminasyon Mikroskobu
STED Uyarilmis Emisyon Azaltimi

TEM Taramali Elektron Mikroskobu

Xiv



1.GIRIS

Pulpa ve periapikal dokular etkileyen patolojik degisikliklerin baslamasinda
ve ilerlemesinde mikrobiyal etiyoloji 6nemli bir yere sahiptir. Kok kanal sisteminin
mekanik debridman1 ve temizlenmesi, irrigant kullanimi, kok kanal sisteminin
doldurulmasi ve mikrobiyal kontrol endodontik tedavilerin sonuglarini etkileyen temel
faktorlerdir. Kok kanal sisteminin karmagik anatomisi (6rnegin, ismuslarin, aksesuar
kanallarin ve dentin tliblillerinin varligir), kok kanal sisteminin geleneksel
temizliginden sonra bakterilerin hayatta kalmasina neden olur. Mekanik kok kanal
temizleme tek basina bakteri sayisini 100 ila 1000 kat azaltabilir; bununla birlikte

bakterileri kok kanal sisteminden tamamen ortadan kaldiramaz (1, 2).

Planktonik mikroorganizmalar uygun klinik islemlere duyarlidir. Ancak; kok
kanal sistemindeki serbest dolasan mikroorganizmalar birbirine yapisabilir ve olgun
biyofilmler olusturabilir. Biyofilmler, tanim olarak, birbirine yapisan ve / veya
yiizeylere veya ara yiizeylere yapisan kendi kendine liretilen polimerik bir matris i¢ine
gomiilmis, bakteri hiicrelerinin  yapilandirilmis  toplulugudur (3). Olgun
biyofilmlerdeki bakteriler, antimikrobiyal ajanlara dogal olarak diren¢ gosterirler, bu
da kok kanal sistemindeki biyofilmleri yok etmeyi zorlastirir. KOk kanal tedavisinin
amaci, kok kanal sisteminden mikrobik biyofilmleri ortadan kaldirarak apikal
periodontitisi Onlemek ve tedavi etmektir. Mevcut temizleme ve sekillendirme
teknikleri tek basina bakterisiz bir kok kanali saglayamaz ve bu nedenle bakteri
sayisini ve bunlarin toksik yan iiriinlerini azaltmaya yardimci olmak i¢in kimyasal bir

irrigasyon gereklidir (4, 5).

Kemomekanik preparasyona karst olduk¢a direngli olan Enterococcus faecalis
(E. faecalis) fakultatif gram-pozitif anaerobik mikroorganizma olup, genellikle kok
kanal tedavisinin basarisizlik vakalarinda izole edilir (6). Bir ¢calismada, E. faecalis'in
primer endodontik enfeksiyonlarin %18' inden ve endodontik basarisizlik vakalarinin
%67'sinden izole edildigi gosterilmistir (1). E.faecalis yetersiz beslenme kosullarinda
hayatta kalma yetenegine sahiptir ve tek bir mikroorganizma olarak yasayabilir.
E.faecalis biyofilm olusturabilir. Bakteriyal biyofilm, bu mikroorganizma tarafindan

ekstraseliiler polimerik matrisin olusmasi nedeniyle geleneksel irrigantlara kars



oldukca direnglidir. Ayrica, bakteriyal biyofilm bakterileri bagisiklik sisteminden

korur ve besin saglar; sonugta, mikroorganizmalarin direncini arttirir (2).

Irrigantlar; gevsek debrisi temizlemek, dentin duvarlarmi kayganlastirmak,
kanaldaki organik maddeyi ¢dzmek ve antimikrobiyal etki icin endodontik tedavi
sirasinda kullanilir. Temizleme ve dezenfeksiyon prosediirleri, biliyiikk Olciide
irrigantlarin mekanik ve kimyasal etkilerine baghdir. Irrigasyon sirasinda mekanik
etkiler, kok kanalindaki irrigasyon soliisyonunun akisi ve geri akist ile tretilir.
Kullanilan irrigasyon tiiriinden bagimsiz olarak, kok kanalindaki bakteri popiilasyonu,

irrigasyonun mekanik etkileri ile nemli él¢lde azalir (7).

Sodyum hipoklorit (NaOCl) genis antimikrobiyal etkinlige sahip en yaygin
olarak kullanilan irrigasyon soliisyonudur. Vejetatif bakterileri, sporla iireyen
bakterileri, mantarlari, protozoalar1 ve viriisleri (HIV, rotaviriis, HSV-1 ve -2 ve
hepatit A ve B virGsleri dahil) hizla dldiirebilir. NaOCIl, endodontide irrigasyon
sollisyonu olarak yaygin bir sekilde kullanilmasima ragmen, sitotoksiktir ve klinik

acidan ¢esitli komplikasyonlara sebep olabilir (8, 9).

Klorheksidin (CHX), genis spektrumlu antimikrobiyal aktiviteye sahip olan ve
hem gram pozitif hem de gram negatif mikroorganizmalara kars1 aktif olan bir bis-
biguanittir (10). Diistik sitotoksisiteye sahiptir; ancak bununla birlikte, nekrotik pulpa
dokusunu ¢6zemez (11).

Dentin elle veya doner aletler kullanilarak kesildiginde, mineralize olmus
dokular béliinmez veya ikiye ayrilmaz, ancak 6nemli miktarda debris liretmek tlizere
parcalanir. Mineralize kollajen matrisin ¢ok kii¢iik parcaciklarindan olusan bu yapz,
smear tabakasi olusturmak i¢in yiizeye yayilir (12). Endodontik tedavi i¢in en yaygin
kullanilan irrigasyon soliisyonlar1 sodyum hipoklorit (NaOCl) ve klorheksidin (CHX)
olmasma ragmen smear tabakasini tamamen kaldiramazlar. Smear tabakasini
uzaklagtirmak i¢in en sik kullanilan soliisyon etilendiamintetraasetik asittir (EDTA)
(13). EDTA; sodyum tuzlari metalik iyonlarla noniyonik selatlar olusturabilen
nonkolloidal organik ajan olan bir poliprotik asittir (14). Smear tabakasini
kaldirabilmesine ragmen EDTA tek basma kullanildiginda literatiirde rapor edilen

antibakteriyel etkisi ¢ok diisiiktiir (15).



Dogal iiriinler yillardir dis hekimligi ve tip alaninda kullanilmaktadir ve
giinimiizde daha popiiler hale gelmistir. Yasam tarzi ve tedavi modalitelerindeki
degisimlerle birlikte, patojenler de daha direncli hale gelmektedir. Dogal tibbin ve
bitkisel ilaglarin 6nemi, giivenli, biyouyumlu ve toksik olmayan avantajlar1 nedeniyle

bu gibi durumlarda ortaya ¢ikmaktadir (16).

NaOCl’in insan periferik lenfositleri iizerindeki sitotoksik ve genotoksik
etkileri, alerjik potansiyeli, duyarliga sebep olmasi, sitotoksisitesine bagli olarak
nekroz, hemoliz ve cilt iilseri olusturma yetenegi gibi 6zellikleri nedeniyle tireticileri
icerigindeki kloru uzaklagtirmaya yonlendirmistir (17). Seventh Generation, Green
Clean, Doctor Mady gibi deterjanlar iireticiler tarafindan gelistirilen klor igermeyen

deterjanlardir.

Bu calismanin amaci organik igerikli ve klor icermeyen farkli soliisyonlarin;
kok kanallarindaki E.faecalis’e karsi etkilerini incelemek ve bu soliisyonlarin
etkinliklerini endodontik tedavide en sik kullanilan soliisyonlar olan NaOCI, CHX ve

EDTA ile in-vitro olarak karsilastirmaktir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1 Kok Kanallarina Bakteri invazyonu

Yiizyili agkin siire once Miller hem ¢iirtiklii hem de ¢iirliksiiz dentin tiibiillerine
bakteriyel invazyonu gostermis ve tiibiil mikroflorasinin kok ve c¢ubuklardan
olustugunu bildirmistir. Keyes, dis ¢iiriigiiniin ¢esitli diyetlerle beslenen germ-free
hayvanlarda gelismedigini gostermistir. Kakehashi ve arkadaslari, cerrahi olarak
acilan rat molar pulpalarinda, yalnizca oral kavitede bakteriler bulundugunda pulpa ve
periapikal hastaligin ortaya ¢iktigini, germ-free ratlarda agiz ortamina agilan pulpanin
saglikli kaldigint ve agilan alanin dentin kopriisiiyle tamir edildigini bildirmistir.
Bakterilerin dis ¢iiriigii, pulpa ve periapikal hastaliklarin gelisiminde ve ilerlemesinde
baslica etiyolojik faktor oldugu bu calismalarin sonucunda kesin bir sekilde tespit

edilmistir (18).

Pulpa ve dentin, iistteki mine veya sement tarafindan agiz boslugundaki
eksojen maddelerden korunan fonksiyonel bir komplekstir. Koruyucu tabakada
bozulma hastaliga neden olabilir; bununla birlikte, pulpa-dentin kompleksi, dentin
tiibiillerine ve acik pulpaya bakteriyel invazyona tepki vermek ve onlar1 yok etmek
amactyla bir dizi mekanizmaya sahiptir. Dokular bagisiklik sistemi ile zengin
stireclerle zenginlestirildiginden, kompleksin bu islevi yerine getirme yetenegi goz
ard1 edilmemelidir. Ancak klinik anlamda bu dogal siirecler veya operatif islemler ile
enfeksiyon yolu ortadan kaldirilmazsa, daha sonra komplekse invaze olan bakterilerin
yiikli savunmalarin {istesinden gelir ve pulpitise, pulpa nekrozuna, pulpa odasinin ve
kok kanal sisteminin enfeksiyonuna neden olur ve inflamatuar periapikal hastaliga

ilerler (Sekil 2.1) (18).



Sekil 2.1: Pulpa-dentin kompleksinin bakteriyel invazyonunun potansiyel yollarimi ve klinik sonuclarin gosteren temsili
diyagram.

(A) Dis ciiriigii, mine c¢atlaklar1 / kiriklar1 veya restoratif / periodontal islemler gibi nedenlerle mine veya sement
biitiinliigiinde bir bozulma sonucunda dentin tiibiillerinden pulpa bosluguna dogru bakteriyel invazyon(B) Radikiiler
dentinal tiibiillerle iliskili invazyon ile birlikte enfekte olmus bir kok kanalinda bakteriyel biyofilm (C) Kok kanal
bakterileri tarafindan ortadan agira servikal ve orta kok radikuler dentine ait dentin tubdllerine invazyon (D) Apikal
radikiiler dentine ait dentin tiibiillerinin kok kanal bakterileri tarafindan diisiik invazyonu. (E) Kok kanalnin bakteriyel
invazyonunu takiben apikal periodontitise neden olan bakteriyi gdsteren histopatolojik bolim.

Pulpaya bakteri istilas1 bagladiginda bakterilerin kok pulpasini tamamen istila
etmeleri birkag¢ giin sonra tamamlanir. Bakteriler pulpada ilerlerken tam merkezden
gitmezler, dentin duvarlarini izlerler. Ciiriikk kavitesinden pulpa odasina girer girmez
pulpodentinal membran1 izler ve kanal agizlarina gelirler. Pulpa merkezi hala
dekontaminedir ancak pulpada iltihabi cevap, eksuda birikimi ve mikro apseler
bulunur. Dis kaynakli antijenik veya fizikokimyasal uyar1 giderilmezse inflamatuar
reaksiyon pulpanin alt tabaklarina dogru giderek yayilir, kok pulpast ve periapikal
dokularda da kron pulpasindakine benzer degisimler goriiliir. Kok kanali igerisinde
bakterilerin izledikleri yol, kanalin vestibiil ve lingual/palatinal duvarlar1 boyuncadir.
Bakteriler kanal duvarlarinda y1gilmis kiimeler seklinde yerlesirler. Tek veya ¢ok kath
yigilimlar yapabilirler. Bu yapilar incelendiginde saf olmadiklari, birden fazla bakteri
cinsi igerdikleri goriiliir. Kron ve kok pulpasi tamamen parcalandiginda pulpa
odasinda ¢ok miktarda bakteri vardir. Dentin kanalciklari tamamen kontaminedir.
Dentin kanalciklarina yerlesen mikroorganizmalar kok kanali, g¢evre dokularin

enfeksiyonlar1 ve tekrarlayan enfeksiyonlar igin bir kaynak olusturur (19).



2.2 Kok Kanal Mikrobiyolojisi

Endodontik tedavinin amaci, mikroorganizmalarin kok ve / veya periradikiiler
dokular1 enfekte etmesi veya tekrar enfekte etmesini 6nlemek i¢in enfeksiyonu ortadan
kaldirmaktir. Bu nedenle, endodontik tedavinin basarisinin temelini, farkli hastalik

formlariyla iliskili endodontik mikrobiyotanin tam olarak anlagilmasi olusturur (20).

Kok kanal enfeksiyonu dinamik bir siirectir ve farkli asamalarda farkl
bakteriyel tiirler goriiliir. Mikrobiyolojinin bilesimindeki kaymalar, bliyiik 6l¢iide,
ozellikle oksijen basinci ve besin mevcudiyeti bakimindan, c¢evresel kosullardaki
degisikliklerden kaynaklanmaktadir. Pulpal enfeksiyon siirecinin ilk asamalarinda,
fakdiltatif bakteriler baskindir. Birkag giin ya da hafta sonra, pulpa nekrozu ve fakiiltatif
bakteriler tarafindan tiiketim sonucu kok kanalinda oksijen tiikkenir. Daha fazla oksijen
kaynagi nekrotik pulpada kan dolasiminin kesilmesiyle kesintiye ugrar. Anaerobik bir
ortam geligir ve bu ortam zorunlu anaerobik bakterilerin hayatta kalmasi ve biiyiimesi
icin oldukga elveriglidir. Zaman gectikge, anaerobik kosullar, 6zellikle kok kanalinin
apikal ticte birinde daha da belirgin hale gelir; sonu¢ olarak sayica fazla fakiltatif
bakterilere baskin mikrobiyata anaeroplar olacaktir (Sekil 2.2) (21).

Apical region
Lower oxygen tension
Nutrients from the periradicular
tissues: proteins and glycoproteins
Lower bacterial counts

Bacteria less accessible to
treatment measures

Coronal region

Higher axygen tension

Nutrients from the oral cavity
carbohydrates
Higher bacterial counts

Microorganisms more accessible
1o treatment

Sekil 2.2: Kok kanalimin farkh bélgelerinde ekolojik kosullar. (21)



Kok kanalinin farkli bolgelerinde ekolojik kosullar oksijen basinci ve besin (tip
ve uygunluk) icin bir gradyan olusturmaktadir. Sonug¢ olarak, farkli bdliimlerde
bulunan mikrobiyota, ¢esitlilik, yogunluk ve tedavi prosediirlerine erisim bakimindan

da farklilik gosterebilir.

Kok kanal sistemine bakteri kolonizasyonu igin baslica besin kaynaklari
sunlardir: 1) nekrotik pulpa dokusu, 2) doku sivilarindan protein ve glikoproteinler ve
apikal ve lateral foramina yoluyla kok kanal sistemine sizan eksuda, 3) kok kanalina
koronal olarak penetre olan tiikiiriik ve 4) diger bakterilerin metabolizma iiriinleri. Kok
kanal sisteminin en hacimli kismi1 ana kanal oldugu igin en biylk besin maddesi
burada bulunur ve bu nedenle enfekte olmus mikrobiyotalarin (6zellikle hizl

anaerobik tiirlerin) cogunun bu bolgede bulunmasi beklenmektedir.

Kok kanal sistemindeki besinleri en iyi sekilde kullanabilen ve rekabet
edebilen bakteriyel tiirler kolonizasyonda basarili olacaktir. Oksijen seviyelerindeki
degisimlerden etkilenmenin yani sira, kok kanal sistemini kolonize eden mikrobiyota
bilesimlerindeki kaymalar da besin kullaniminin dinamigine bagli olabilir.
Sakkarolitik tiirler enfeksiyoz siirecin ¢cok erken evrelerinde baskindir ancak kisa siire
sonra daha sonraki asamalara egemen olacak olan asakkaarolitik tiirler sayica
artar(22). Nekrotik pulpa dokusu bakterilere sinirli bir besin kaynagi olarak kabul
edilebilmesine ragmen, periradikiiler enflamasyonun indiiksiyonu, 6zellikle de kanal
i¢ine s1zan eksudada bulunan proteinler ve glikoproteinler formunda siirdiirtilebilir bir
besin kaynagi saglar. Enfeksiy6z siirecin bu agamasinda, proteolitik kapasiteye sahip
olan veya bu substratt metabolizmada kullanabilenlerle kooperatif etkilesime giren
bakteriler hakim olmaya baslar. Bu nedenle, enfeksiyoz siire¢ periradikiiler
enflamasyonun indiiksiyon asamasina ulastiginda, metabolizmasinda peptit veya
amino asitleri kullanan anaerobik tiirlerin kurulmasi lehine; proteinler, 6zellikle

kanalin apikal kisminda baslica besin kaynagi olurlar (23).

Primer intraradikuler enfeksiyon nekrotik pulpa dokusunun enfeksiyonudur.
Tedavi edilmeyen dislerde goriilir ve primer apikal periodontitise neden olur.
Mikroorganizmalar, inflamasyon ve ardindan nekroz ile sonuglanan pulpa

invazyonunun (genellikle curukler yoluyla) erken evrelerinde yer alabilir veya



mikroorganizmalar pulpa nekrozundan sonra kok kanalindaki ¢evresel kosullardan

yararlanabilir (23).

Deneysel calismalarda ter Steeg ve van der Hoeven, primer kok kanal
enfeksiyonundaki dinamik streci yuruten en 6nemli faktorlerin beslenme, oksijen
seviyesi (redoks potansiyeli) ve kok kanali i¢cindeki lokal pH degerlerinin oldugunu
gostermistir. Primer endodontik tedavi olgularinda, oral kavite ile dogrudan iletisim
oldugunda fakiiltatif anaerobik ve aerobik mikroflora baskindir (24). Bakteri
hiicrelerinin sayisi, kok kanali bagma 10 ila 10® arasinda degisebilir. Molekiiler
calismalar, enfekte olmus kanal bagina ortalama 10 ila 20 tiir/filotip bulundugunu
gostermistir. Sinilis yoluyla ile iligkili dislerin kanallari, bu araligin iistiine yakin bir

dizi tar sergileyebilir.

Apikal periodontitis lezyonunun biiyiikliigiiniin, kok kanalindaki bakteri
tirlerinin ve hiicrelerinin sayisiyla orantili oldugu gosterilmistir. Molekiiler bir
calisma, kanal basina diisen taksonun, lezyon biiyiikliigli ile dogru orantili oldugunu
gosterdi: kiglk lezyonlarda (<5 mm) yaklasik 12 takson, 5mm’den 10 mm'ye kadar
olan lezyonlar 16 takson, ve 10 mm'nin iizerindeki lezyonlar yaklagik 20 takson.
Buyuk lezyonlarla iligkili bazi kanallar 40'dan fazla takson bile barindirabilir. Bu
nedenle, lezyon ne kadar biiylikse, kanaldaki bakteri cesitliligi ve yogunlugu o kadar
yiiksektir. Apse durumlar1 da dahil olmak iizere primer enfeksiyonda, saptanan en
yaygin adlandirilmis olan bakteriyel tiirler, cesitli gram-negatif bakteri tlrleri
(Fusobacterium, Dialister, Porphyromonas, Prevotella, Tannerella, Treponema,
Pyramidobacter, Campylobacter ve Veillonella) ve gram-pozitif tirlerine
(Parvimonas, Filifactor, Pseudoramibacter, Streptococcus, Propionibacterium,

Olsenella, Actinomyces, Peptostreptococcus ve Eubacterium) aittir (23).

Persistan veya sekonder intraradikiiler enfeksiyonlar, tedavi sonrasi apikal
periodontitisin baglica nedenleridir. Bu ifade, iki gii¢lii kanit temelli argiiman
tarafindan desteklenmektedir. Birincisi, apikal periodontitis lezyonlar1 goriilen kok
kanal tedavisi yapilmis olan dislerin birgogunun (timi olmasa da) bir intraradikiler
enfeksiyonu barmndirdigi  gosterilmistir.  Ikincisi, dolum sirasinda  kanalda
mikroorganizmalar bulundugunda, advers tedavi sonucu agisindan artmis risk oldugu

gosterilmistir. Calismalar, kemomekanik preparasyon ve intrakanal medikasyondan



hemen sonra oOrnek alinarak kok kanalina direngli tlirlerin tanimlanmasini
amaglamistir. Bu calismalarda bulunan bakteri tiirleri, tedavi sonucunu etkileme
potansiyeline sahiptir. Birgok c¢alisma, hem enstriimantasyon sonrasi hem de
medikamasyon sonras1 orneklerde daha yiiksek oranda gram-pozitif bakteri ortaya
cikarmistir. Enterococcus faecalis, kok kanali tedavi edilen dislerde en sik saptanan
tiir olup, prevalans degerleri olgularin %90'ma kadar ulasmaktadir. Tedavi sonrasi
hastaligr olan dislerin kanallarinda E. faecalis, birincil hastalik vakalarina gore

yaklasik dokuz kat daha fazladir (25, 26).
2.3 Biyofilm

Biyofilmler, tanim olarak, birbirine, yiizeylere veya ara ylizeylere yapisan
bakterilerin kendi kendine Grettikleri polimerik bir matris i¢ine gomiildiigi, bakteri
hiicrelerinin  yapilandirtlmis  toplulugudur  (3). Biyofilmler; Antonie van
Leuwenhoek’un, insan dig yiizeyinden kazidigi ‘mikroskobik hayvan’ kiimelerinin
agregalarin1 tanimlamak i¢in ilkel ama etkili mikroskobunu kullandiginda 1674’iin
baslarinda goézlenmistir. Biyofilm olusumu, serbest yiizen mikroorganizmalar
kendilerini bir yiizeye bagladiklarinda ortaya cikar. Mikroorganizmalar yapisal bir

matris saglayan ve adezyonu kolaylastiran hiicre disi polimerler salgilarlar (27).

Biyofilm olusumuna katilan {i¢ bilesen bakteri hiicreleri, sivi bir ortam ve bir
kat1 yiizeydir. Biyofilm olusumu bir dizi gelisim asamasini izler. Biyofilm
olusumunun ilk asamasi, planktonik fazdaki ~makromolekiillerin yiizeye
adsorpsiyonunu igerir. Organik ve inorganik molekiiller yiizeye yapisir. Ikinci asama,
mikroorganizmalarin adezyonunu ve koadezyonunu igerir; polimer Uretimi ile
baglanma giiglendirilebilir. Ilk bakteri-substrat etkilesiminin dogasi, yiizey enerjisi ve
yik yogunlugu gibi fizikokimyasal 6zelliklerle belirlenir. Bakteriler, fimbria, pili,
flagella ve EPS (glikokaliks) gibi bakteriyel yiizey yapilar1 ile bir substrata yapisir.
Bu bakteriyel yapilar tarafindan bakteri ve kondisyon filmi arasinda kopriiler
olusturulmaktadir. Bakteriyel yiizey yapilar1 ve substrat arasindaki molekiiler spesifik
etkilesimler aktif hale gelir. Bu kopriiler, elektrostatik ¢ekim, kovalent ve hidrojen
bagi, dipol etkilesimi ve hidrofobik etkilesimin birlesimidir. Substrat iizerindeki
reseptorlere baglanan polisakkarit adhezin veya ligand olusumu yardimiyla, bir

substrat ile spesifik bakteriyel adezyon Uretilir.



Ucgiincii asama yapismis mikroorganizmalarin ¢ogalmasini ve metabolizmasini
igerir, sonugta yapisal olarak organize edilmis karisik bir mikrobiyal topluluk meydana
gelir. Tek katmanli mikroorganizmalar tarafindan olusturulan mikrokoloni, sekonder
kolonizorleri ¢eker ve biyofilmin son yapisinin olusumuna yol acar. Bu metabolik
olarak aktif mikroorganizma toplulugu, bireylerin gorev ve faydalarimi paylastigi
olgun bir biyofilmdir. Dérdiincii asama biyofilm mikroorganizmalarinin ayrilmasini

icerir (28, 29).
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Sekil 2.3: Biyofilm Olusumun Asamalar:

2.4 Endodontik Biyofilm Olusum Mekanizmasi

Biofilm olusumu ilk olarak, organizmanin, kok kanal boyunca yapistigt ve
yayildig1 yerde pulpaya niifuz etmesiyle baslar. Pulpal dokunun sonraki yikimina
neden olacak enfeksiy0z siirecin yeterli giic kazanmasi biyofilm olusumundan
sonradir. Bununla birlikte, bozulma isleminin bir noktasinda, bakteriyel kiitlenin
konak savunma mekanizmalari tarafindan durduruldugu sabit bir duruma ulagilir. Sinir
bolgesi, foramen'deki kok kanal ¢ikisinin yakinindaki kdk kanalinin iginde olabilir
veya taramali elektron mikroskobu (SEM) ile gosterildigi gibi, foramenlerin periapikal
doku ortamina ¢ikisinin yakinindaki dis kok ylizeyinde olabilir. Organizmalarin bu
pozisyonlardan ayrilabildigini ve zaman zaman lezyonda kendiliginden
toplanabilecegini varsaymak mantiksiz degildir. Dolayisiyla, bir biyofilm yapisindaki
bakteriyel kondensasyonlarin gelisip gelisemeyecegi veya konakgidan tiiretilmis

proteinlerin ve bakteriyel adeziv maddelerin uygun onkosullar saglayabildigi bakteri
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/ enflamatuar ara yliz bolgesi disinda kok kanal sisteminin bdlgelerinde tutulup

tutulmadig1 sorusu halen devam etmektedir (29).
2.4.1Endodontik Biyofilmler
2.4.1.1intrakanal Mikrobiyal Biyofilmler

Intrakanal biyofilmler, enfekte disin kok kanal dentininde olusan mikrobik
biyofilmlerdir. Biofilmin tanimlanmasi, transmisyon elektron mikroskobu
altinda, 1987’de Nair tarafindan bildirilmistir (30). Organizmalarin biiyiik ¢ogunlugu
gevsek filamentler, spiroketler, koklar ve cubuklar olarak mevcuttur. Bunlarin disinda
bakteri yogunlasmasi dis ylizeyinde goriilen dental plaga benzer bir palisad yap1 olarak

goriilmistiir. Bakteri kaynakl ekstraselliiler matriks materyali de bulunmustur (29).
2.4.1.2 Ekstraradikuler Biyofilm

Endodontik olarak enfekte olmus dislerin kok apeksine bitisik kok yiizeyinde
olusan ekstraradikiiler biyofilmler kok yiizey biyofilmidir (31). Tronstad ve
arkadaslari, tedaviye direncli (refrakter endodontik vakalar) vaka ¢alismasinda, SEM
altinda cerrahi olarak ¢ekilmis dislerin kok uglarini incelemisler ve farkl tiirlerde
bakteriler ve degisik derecelerde ekstraselliiler matriksle yapisal olarak dizensiz
biyofilm bulmuslardir (32).

2.4.1.3 Periapikal Biyofilm

Endodontik olarak enfekte olan dislerin periapikal bdlgesinde periapikal
mikrobiyal biyofilmler, kok kanal enfeksiyonlarinin yoklugunda bile goriilebilen izole
biyofilmlerdir. Actinomyces tiirleri ve Propionibacterium propionicum ile iligkili
periapikal lezyonlar, bu tir biyofilmlerde bulunan bakterilerin konakg¢i savunma
mekanizmalarimin  istesinden geldigi zaman ortaya c¢ikabilir. Actinomyces
hiicrelerinin agregasyonu pH, iyonik gii¢ ve biyofilm olusumunu kolaylastiran hiicre

konsantrasyonundan etkilenir (33, 34).
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2.4.1.4 Yabana Cisim Merkezli Biyofilm

Bakteriler yapay bir biyomateryal ylizeye yapistiginda ve biyofilm yapilari
olusturduklarinda yabanci cisim merkezli biyofilm bulunur (35). Biyomateryal
merkezli enfeksiyon olarak da bilinir. Protezle ve ayrica implant destekli protezle
iliskili dnemli bir komplikasyondur. Biyomateryal merkezli enfeksiyon, nozokomiyal
organizmalar tarafindan firsat¢1 invazyonu ortaya ¢ikarmaktadir. Takemura ve ark.,
gram pozitif fakiiltatif anaeroblarin koloni olusturduklarini, gutta-perka'y1 ¢cevreleyen
hiicre dis1 polimerik matriksleri olusturduklarini ve biyofilm olusumunda serumun
onemli rol oynadigmi bildirmislerdir (36). Calismalar ekstraradikiiler mikrobiyal
biyofilm ve biyomateryal merkezli biyofilmin refrakter periapikal hastalik ile iligkili

oldugunu diistindiirmektedir (37).

2.5 Enterokoklar

Enterokoklar, insan ve hayvanlarin gastrointestinal kanal, agiz boslugu ve
vajinasinda yasayan yaygin bakterilerdir. Enterokoklar dnceleri viriilan olmayan bir
bakteri olarak kabul edilmekle birlikte, giiniimiizde diinya c¢apinda nozokomiyal
enfeksiyonlarin baslica nedenlerinden biri olarak kabul edilmektedirler. Dis
hekimliginde, Enterococcus tiirleri, 06zellikle Enterococcus faecalis, kronik
periodontitis ve kronik apikal periodontitisi igeren basarisiz kanal tedavisi ile iligkili

bulunmustur (38).
2.5.1 E. faecalis’in Ozellikleri

E. faecalis, sporsuz form, fermantatif, oksijenin yoklugunda veya varliginda
biyime kabiliyetine sahip fakultatif anaerobik gram pozitif (gr+) D grubu
streptokoktur. E. faecalis hiicreleri oval, 0.5-1um c¢apindadir. Tek basimna, ciftler
halinde veya kiigtik zincirler halinde bulunurlar. Siklikla zincir dogrultusunda uzarlar.
Cogu suslar nonhemolitik ve nonmotildir. Kanli agardaki yiizey kolonileri dairesel,

plrdzsiz ve butundur. DNA'sinin GC igerigi % 37 ila 40 mol arasindadir(25).

Dentine baglanir ve dentin tiibiillerini istila eder. Besin kaynagi olarak serumu
kullanir. Litik enzimler, sitolizin, agregasyon maddesi, feromonlar ve lipoteikoik asit

icerir. Viicuttaki bagisiklik tepkiyi tetikler ve lenfositlerin islevini bozar (39, 40).
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E. faecalis biyofilm olusturabilir. Bakteriyal biyofilm, bu mikroorganizma tarafindan
ekstraselliiler polimerik matrisin olusmasi nedeniyle geleneksel irrigantlara karsi
oldukga direnglidir. Ayrica, bakteriyal biyofilm bakterileri bagisiklik sisteminden
korur ve besin saglar; sonugta, mikroorganizmalarin direncini arttirir (2). Biyofilmdeki
bakterilerin antimikrobiyal ajanlara direnci, planktonik durumun 1000-1500 katidir
(41).

Enterococcus faecalis P 1pm

? [
Infectious dose: approx. 10 Size: 1.0 micron sphere

Sekil 2.4: E. faecalis SEM goruntusu (42)

E. faecalis, kii¢iik kanallarin apikal ramifikasyonlarinda veya kok dolgusu ile
kanal duvari arasindaki boslukta yasayabilir. E. faecalis suslari, besin maddelerinin
yetersiz oldugu ve diger bakterilerle kompetensin azaldig: bir ortamda en az 6-12 ay

boyunca hayatta kalabilir(38). Proton pompasi nedeniyle 11,1 pH'a dayanabilir (42).

E. faecalis ayrica kalsiyum hidroksit de dahil olmak iizere kimyasallara kars1
oldukca direnclidir. Calismalar, E. faecalis'in agliga kars1 direng gosterdigini ve farkl
cevresel ve besinsel kosullar altinda (aerobik, anaerobik, besin acisindan zengin ve
besleyici-yoksun kosullar) biyofilmler gelistirebildigini gostermistir. Bununla birlikte,
E. faecalis biyofilmlerinin fizikokimyasal 6zelliklerinin, mevcut gevresel ve beslenme
kosullarina gore degistigi bulunmustur. E. faecalis besin agisindan zengin g¢evre
sartlar1 altinda bakteri hiicrelerinin ve su kanallarinin karakteristik ylizey agregatlari

ile tipik biyofilm yapilar iiretir. Biyofilmin ylizeyinde yasayabilen bakteriyel hiicreler
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mevcuttur. Besinden yoksun ortam (aerobik ve anaerobik) kosullari altinda, adere

olmus hiicre kiimelerinin diizensiz biiyltidiigl gézlenmistir.

Kok kanal dentininde E. faecalis biyofilminin gelisimi su sekilde ii¢ agsamay1

icerir:

Asama 1: Kok kanal dentin yilizeyine E. faecalis hiicreleri yapisarak

mikrokoloni olusturur.

Asama 2: Dentin substratindan mineral fraksiyonunun bakteriyel aracili
cozlinmesi, E. faecalis biyofilminin mineralizasyonuna (veya kalsifikasyonuna) neden

olan kalsiyum ve fosfat iyonlarinda lokal artisa yol agar.

Asama 3: Dentin tizerindeki bakterilerin ve metabolik tiriinlerinin bu etkilesimi

nedeniyle E. faecalis biyofilm mineralize olur (29).
2.6 Kok Kanal Irrigasyon ve Dezenfeksiyonu

Pulpa ve periapikal hastaliklara neden olan en yaygin etiyolojik faktor
mikroorganizmalardir. Endodontik tedavinin temel amaci, pulpa dokusunun vital ve
nekrotik kalintilarini, mikroorganizmalar1 ve bunlarin toksik iirtinlerini kok kanalindan
uzaklagtirmaktir. Kok kanal sisteminin anatomik karmasikligi, sayisiz ismus ve
kanallar aras1 baglanti, pulpa-periodontal baglanti varligi nedeniyle, endodontik aletler
ile kanal ici alanin 6nemli bir kismina erisilememektedir. Peters ve arkadaslarinin
arastirmasi, preparasyon tekniginden bagimsiz olarak, kanal yiizeyinin yaklasik %

35'inin mekanik enstriimantasyonla temizlenemedigini gostermektedir (43).

Kok kanalinin kemo-mekanik preparasyonu sirasinda, duvarlarda 1-2 mikron
kalinliginda bir smear tabakasi iiretilir. Bu tabaka, vital ve/veya nekrotik pulpa dokusu
artiklari, mikroorganizmalar ve bunlarin toksinleri ve farkli biiyiikliikteki dentin
parcaciklarini igerir. Kanal duvarlari lizerinde smear tabakasinin varligi, kismen veya
tamamen dentin tubullerini bloke edebilir, irrigasyon ve kanal i¢i ilaglarin etkilerini
Onler, kesin obturasyon i¢in materyallerin adezyonunu engeller ve mikro sizint1 igin
potansiyel bir yola sebep olur. Ayrica mikroorganizmalarin biiylimesi ve ¢ogalmasi

icin bir altyapi sunar (12).
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Giliniimiizde endodontik tedavide goriilen basarisizliklarin, geride kalan
mikroorganizmalarin patojeniteye sahip olmalari, yeterli sayiya ulagmalar1 ve
periradikiiler dokulara erisebilmeleriyle olustugu diisiiniilmektedir (44). Mekanik
enstrimantasyon ile kalan doku ve smear tabakasi kalintilarinin kok kanalindan
tamamen yok edilememesi nedeniyle, kanalikller sistemin temizlenmesini ve

dezenfekte edilmesini saglayan irrigasyon yonteminin kullanilmasi gerekmektedir
(45).

Kok kanal irrigasyon soliisyonlariin, kok kanalinin dezenfekte edilmesi ve
kayganlagtirilmasi, kok kanal sisteminden debrisin disar1 atilmasi ve organik ve
inorganik dokularin ¢ozlilmesine yardimci olmalari nedeniyle endodontik tedavide

onemli olduklart kanitlamistir (46).

Kok kanal tedavisi sirasinda su nedenlerle irrigasyon soliisyonlar1 kullanilir
(19).

1. Kok kanal sistemindeki enfekte materyalleri, yumusak ve sert doku
artiklarini fiziksel ve kimyasal olarak uzaklastirir.

2. [rrigasyon soliisyonlar1 organik artiklar1 kok kanalindan uzaklastirarak
mikroorganizmalarin ~ beslenmesini  zorlagtinr ~ bdylece  kok  kanalindaki
mikroorganizma sayisi ve tipi azalir.

3. [rrigasyon soliisyonlarinin  ¢ogunlugu antimikrobiyal oldugundan
mikroorganizmalar tzerinde antimikrobiyal etki gosterirler.

4. [rrigasyon soliisyonlar1 kok kanalindaki artik organik ve inorganik
yapilari eritebilmektedirler.

5. Kok kanalinda lubrikasyon yani kayganlagtirict etki saglayarak kanal
aletleri ile ¢alismay1 kolaylastirirlar.

6. Kanal i¢inde kullanilan dezenfektanlarin etkilerini arttirirlar.
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Kok kanal sistemini etkin bir sekilde temizlemek ve dezenfekte etmek i¢in, bir

irrigant ideal olarak:
(a) Genis bir antimikrobiyal spektruma ve yiiksek etkililige sahip olmal,
(b) Proteinleri ve nekrotik dokuyu pargalayabilmeli,

(c) Enstriimantasyon sirasinda smear tabakasinin olusumunu o6nlemeli veya

olustuktan sonra bunu ¢ozebilmeli,
(d) Aletlerle erisilemeyen alanlara ulagsmak i¢in yiizey gerilimi diisiik olmali,
(e) Uzun sireli antibakteriyel etki sunmali,
(F) Stspansiyonda dentin debrisini tutabilmeli,
(g) Kok kanal aletleri i¢in bir kayganlastirma etkisi saglamali,
(h) Periapikal dokulari irrite etmemeli,

(1) Dolgu malzemelerinin sizdirmazlik 6zelligi iizerinde olumsuz bir etkisi

olmamal,

(J) Antijenik, toksik ve kanserojen olmamali. Ayrica dentin veya dolgu
malzemelerinin sizdirmazlik 6zelligi lizerinde olumsuz bir etkisi olmamalidir.

Nispeten ucuz olmali, kullanimi pratik olmali ve dislerde renklenmeye sebep

olmamalidir (47).
2.7 Kok Kanal Tedavisi Sirasinda Kullamilan irrigasyon Soliisyonlar
2.7.1 Sodyum hipoklorit (NaOCI)

NaOCl ilk olarak 1789'da Javelle Fransa'da klor gazi bir sodyum karbonat
cozeltisinden gegirilerek elde edildi. “Eau de Javelle” veya “Javelle water” olarak
bilinen sonugtaki sivi, zayif bir sodyum hipoklorit ¢ézeltisidir. Ancak bu islem ¢ok
verimli degildi ve alternatif liretim yontemleri araniyordu. Boyle bir yontem, diisiik
seviyede kullanilabilir klor elde etmek icin sodyum karbonat ile klorlanmis kirecin

(agartma tozu olarak bilinir) ekstraksiyonunu igerir. Bu yontem, "Eusol" ve "Dakin
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soliisyonu" ticari adlar1 altinda satilan bir hastane antiseptigi olarak kullanilmak iizere

NaOCI ¢ozeltileri Gretmek icin yaygin olarak kullanilmistir.

‘Dakin soliisyonu’ NaOCl’nin %0,5’lik konsantrasyonudur ve ilk kez etkin
olarak Birinci Diinya Savasi'nda kimyager Henry Drysdale Dakin ve cerrah Alexis
Carrel tarafindan; Dakin'in enfekte nekrotik doku iizerinde farkli soliisyonlarin
etkinligi konusundaki g¢alismalarina dayanarak enfekte yaralarin temizlenmesinde
kullanilmistir. Endodontide ise 1919 yilinin baslarinda Coolidge tarafindan tavsiye
edildigi iizere ana irrigant olarak kullanilmaya baglanmis ve o giinden beri

kullanilmaya devam eden irrigasyon solusyonu olmustur (48).

Sodyum hipoklorit suda klorin hipoklorit (OCI") veya hipoklordz asit (HOCI)

formunu alir.
NaOCl + H20 < NaOH + HOCI «<» Na® + OH + H* + OCI

NaOClI organik dokuyla karsilastiginda ii¢ reaksiyon meydana gelir. Birincisi
doymus yag asitlerinin tuz ve gliserole dontistiiriildiigii saponifikasyon reaksiyonudur.

Acgi8a ¢ikan gliserolle birlikte ylizey gerilimi azalir.

0
I

R-C-0-R +NaOH
Fatty acid  Sodium
hydroxide

Ikincisi; aminoasitlerin su ve tuz olusturularak nétralize edildigi aminoasit

0
N

< R-C-0-Na+R-OH
Soap Glycerol

nétralizasyonudur. Hidroksil iyon salinimu ile birlikte pH azalir.

H O
| /

H O
| W

R=C-0~C+ NaOH & R~-C-0-C+ HO

NH

5

OH

Amino acid

Sodium

NH

2

Salt

ONa
Water

Hydroxide
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Ucgiinciisii ise hipoklordz asit ile organik doku temas ettiginde meydana gelen
hiicre metabolizmasini bozan; kloramin reaksiyonudur. Klor (giiglii bir oksidan),
bakteriyel enzimleri inhibe eden antimikrobiyal etki gosterir ve temel bakteriyel
enzimlerin SH gruplarimin (siilfidril grubu) geri doniisiimsiiz bir oksidasyonuna neden

olur (49).

H O a o
|/ |/
R-C-0-C+ HOCl & R-C-0-C+ HO
| |
NH, OH NH, ONa

Amino acid Hypochlo- Chloramine  Water
rous Acid

Hipoklordz asit ve hipoklorit iyonu birlikte serbest aktif klor (FAC) icerigini
olustururlar. Protein yikimi ve bakteriyel enzimlerin inhibisyonundan sorumlu olan bu
FAC'ur (50). FAC, oksitleme kapasitesinin bir 6lglimii olarak tanimlanabilir ve
elementel klorun miktari cinsinden ifade edilir. HOCI hipoklorit iyonundan daha giiglii
bir oksidan olarak kabul edilir. HOCI molekuld, doku ve mikroorganizmalar
Uzerindeki gucli klorlama ve oksitleyici etkilerden sorumludur. HOCI disosiasyonu
pH'a baglidir, HOCl ve OCI- arasindaki klinik denge, HOCl'nin antimikrobiyal
isleviyle tiiketildigi zaman korunur. Ph 10°‘da, temel olarak butin klor, OCI~
formundadir; tersine pH 4.5 olan bir pH'ta tim klorin HOCI formundadir. Dezenfekte
edici ozellikler, ayrismig HOCl'nin konsantrasyonuna paralel olarak daha yiiksek pH
ile azalir (47).

Viicut sicakliginda sulu ¢ozeltideki reaktif klor iki sekilde olabilir: hipoklorit
(OCI-) veya hipokloréz asit (HOCI). Asagidaki denklemlere goére, bunlarin
konsantrasyonu, elemental klorun elektrokimyasal esdeger miktarin1 belirleyerek

mevcut klor olarak ifade edilebilir.
Cl2 + 2 = 2CI

OCl- + 2 + 2H* = CI + H20
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Bu nedenle, 1 mol hipoklorit 1 mol kullanilabilir klor igerir. Mevcut klor
durumu, ¢ozeltinin pH'ina baghdir. pH 6' nin dstiinde, baskin olan form hipoklorittir
ve bu degerin altinda hipoklordz asittir. Her iki form da son derece reaktif oksitleyici
maddelerdir. Endodontide kullanildig1 gibi saf hipoklorit ¢ozeltiler pH 12 degerine
sahiptir ve bu nedenle mevcut klorun tamami OCI~ formundadir. Bununla birlikte,

mevcut klorun ayni1 seviyelerinde HOCI, hipokloritten daha fazla bakterisidaldir (51).

Endodontide NaOCl tamponsuz olarak pH:11’de %0,5 ile %S5,25
konsantrasyon araliginda kullanilmaktadir. Bikarbonatla tamponlu olanlar ise pH:9°da
%0,5 veya %1°lik konsantrasyonlarda kullanilmakta ve piyasada bulunmaktadir (52).
Literatirde % 0.5-6 arasinda degisen konsantrasyonlar bildirilmistir; yiiksek
konsantrasyonlar E. faecalis iizerinde daha iyi antibakteriyel etkinlige sahiptir, ancak

ayni zamanda daha yiiksek toksisiteye sahiptir (9).

NaOCl vital ve nekrotik pulpa artiklarini ayirt etmeden ¢ozme ozelligine
sahiptir. Bu 6zellik apikal foramenden periradikiiler bosluga NaOCl’nin ekstriizyonu
durumunda, periapikal dokular i¢in toksik olabilir. Aslinda insan periferik lenfositleri
tizerindeki sitotoksik ve genotoksik etkiler, sodyum hipoklorit uygulamas: ile
baglantili olarak gozlenmistir. NaOCl'in alerjik potansiyeli tip literatiiriinde zaten
analiz edilmistir, ancak dishekimligi literatiiriinde bilinen az sayida asir1 duyarlilik
vakast bildirilmistir. NaOCl'in diger bir dezavantaji, dentinin mekanik direncini
kolajen ve proteoglikanlarin bozulmasina neden olarak azaltmasidir (9).
Sitotoksisitesine bagli olarak nekroz, hemoliz ve cilt iilseri olusturma yetenegine

sahiptir (17).

Klor icermedigi iddia edilerek piyasaya siiriilmiis olan pek ¢ok ¢camasir suyu
bulunmaktadir. Bunlardan 3 tanesi U Green Clean Bitkisel Camasir Suyu, Seventh
Generation Klorsuz Camasir Suyu ve Doktor Mady Bitkisel Camasir Suyu’dur. U
Green Clean Bitkisel Camasir Suyu; <%5 bitki bazli sabun, <% 5 non-iyonik aktif
madde, <%5 anyonik aktif madde ; Seventh Generation Klorsuz Camasir Suyu; <%5
anyonik aktif madde ve Doktor Mady Bitkisel Camasir Suyu; %5 anyonik madde, %5
bitkisel non-iyonik aktif madde, hindistan cevizi, palmiye, bugday ve patatesten elde
edilen hammaddelerden olusmaktadir. Uretici firmalar U Green Clean Bitkisel

Camasir Suyu, Doktor Mady Bitkisel Camasir Suyu ve Seventh Generation Klorsuz
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Camagir Suyu Triinlerinin  her {igiiniin de iginde klor bulunmadigini iddia

etmektedirler.

2.71.2EDTA

Etilendiamintetraasetik asit (EDTA) bir poliaminokarboksilik asittir. Renksiz,
suda ¢6zinen bir katidir. Bilesik ilk olarak 1935 yilinda etilen diamin ve kloroasetik
asitten hazirlanarak Ferdinand Munz tarafindan tarif edilmistir. Giiniimiizde EDTA
esas olarak etilen diamin, formaldehit ve sodyum siyaniirden sentezlenmektedir.
Endodontide EDTA ilk kez, %15’lik EDTA kullanimi ile Nygaard-Ostby tarafindan
1957 yilinda 6nerilmistir (53).

Sivi EDTA soliisyonu, kok kanal dentinini kimyasal olarak yumusatabilen,
smear tabakasini eriten ve dentin permeabilitesini arttiran bir ajan olarak dis
hekimliginde kullanilan ilk selatlayicidir. EDTA, dentin igerisindeki kalsiyum
iyonlariyla reaksiyona girer, ¢oziiniir kalsiyum selatlar1 olusturur, dekalsifiye dentin
tretir. EDTA'nin dentini, 5 dakika icinde 20-30 pum derinlige dek
kalsiyumsuzlastirdigi bildirilmistir (54, 15, 55) .

EDTA’nin %10-%17 arasindaki konsantrasyonlarinin kullanimi bildirilmis
olmasina karsin en sik kullanilan konsantrasyonu %17’°dir. Curr ve ark. EDTA nin
demineralizasyon etkisinin pH’sindan etkilendigini belirtmis ve en yliksek

demineralizasyon etkinligini pH 5.0 ile 6.0 arasinda gosterdigini bildirmislerdir (56).

Antibakteriyel etkisi bakterilerin dis zarmmdan katyonlarin selasyonuyla
ilgilidir. EDTA ayrica smear tabakasinin inorganik kismini kaldirma 6zelligine de
sahiptir. Bazi sitotoksik etkiler gosterir (57, 17). Ancak EDTA tek basina
kullanildiginda literatiirde rapor edilen antibakteriyel etkisi ¢ok diistiktiir (15).

Selatorlerin NaOCl'ye ilavesi, pH'in1 bir oranda ve zamana baglh bir sekilde
azaltir. Bu, ¢ozeltideki serbest klor formlarimi etkiler. Hipoklorit iyonunun miktarini
azaltan hipoklor6z asit ve klor gazi artisina neden olur. Bu da NaOCl’nin etkinligini

azalttig1 i¢in higbir zaman NaOCl ile karistirllmamalidir (14).

1 dakika boyunca 1 mL % 17 EDTA ile son irrigasyon, koronal, orta ve apikal

tigliideki smear tabakasinin biiyiik 6l¢lide ortadan kaldirilmasini saglamaktadir (58).

20



2.7.3 Klorheksidin

Klorheksidin, santral bir heksametilen zincirine baglh iki adet 4-klorofenil
halkas1 ve iki adet bisguanit grubundan olusan simetrik, sentetik bir katyonik bis-
guaniddir. Klorheksidin, bakterilerin hiicre zarindaki fosfolipidler ve lipopolisakaritler
ile etkilesime girerek; aktif veya pasif tasima mekanizmasi yoluyla hiicrenin igine
giren, pozitif yikld bir hidrofobik ve lipofilik molektldur. Etkisi, negatif yukli fosfat
gruplariyla molekiiliin pozitif yiikliniin mikroorganizmalarin hiicre duvarlar
tizerindeki etkilesiminden dolay1 hiicrelerin ozmotik dengesini degistirmesinden
kaynaklanmaktadir. Bu hiicre duvar1 gecirgenligini arttirir ve klorheksidin
molekiiliiniin bakterilere penetrasyonunu saglar. Klorheksidin bir bazdir ve bir tuz
olarak kararlidir. En yaygin oral preparat olan klorheksidin glukonat, suda ¢oziiniir ve
fizyolojik pH degerinde, pozitif olarak yiiklii klorheksidin bilesenini kolayca ayirir ve
birakir. Klorheksidin yaygin olarak %2 jel veya %0,2 siv1 konsantrasyonda kullanilir.
Diisiik konsantrasyonda (% 0,2), diisitk molekiil agirlikli maddeler, 6zellikle potasyum
ve fosfor, hiicreden sizacaktir. Bu olay geriye doniisiimlii olabildiginden diisiik
konsantrasyonda etkisi bakteriostatiktir. Daha yiiksek konsantrasyonda (%2)
klorheksidin, sitoplazmik ig¢egin ¢Okelmesine sebep olup, sonucunda hiicre 6limii

meydana geldigi igin etkisi bakterisidaldir (59).

Klorheksidin, ph’s1 5.5-7 arasinda degisen ve antimikrobiyal etkisi olan
katyonik bisguaniddir. Klorheksidin test edilen bisguanidlerin en guclisudur. Aerop
ve anaeroplar da dahil olmak tizere hem gram pozitif hem de gram negatif bakterilere,
bakteriyel sporlara, lipofilik virlslere, dermatofitlere, mayalara ve mantarlara karsi
etkilidir. Mantar sporlarina karsi diisiik mikrobiyal etkinlige sahiptir (60). Gugli bir
antiseptiktir ve ag1z boslugunda kimyasal plak kontrolii i¢in yaygin olarak kullanilir.
Bu irrigantin nekrotik doku kalintilarin1 ¢6zememesi bir dezavantaj olarak diigiiniiliir.
Daha diisiik konsantrasyondaki klorheksidini 1sitmak, sistemik toksisiteyi diisiik
tutarak kok kanal sistemindeki etkinligini artirabilir. Ayrica, 2 dakikalik % 2 CHX
stvistyla irrigasyon, bakterileri dentin tiibiillerinin yiizeysel katmanlarindan yalnizca

100 um'e kadar uzaklastirabilir (17).

Klorheksidinin ~ doku  ¢oziicii  6zelliginin  olmamasi en  Onemli

dezavantajlarindan biridir. Ayrica smear tabakasini uzaklagtirma da etkili degildir.
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Kok kanal sistemindeki dentin ve bilesenlerinin (hidroksiapatit ve kollajen), 6lii
mikroorganizmalar ve iltihabi eksudanin klorheksidinin antibakteriyel etkisini

diistirdiigii de rapor edilmistir (59).

[rrigasyon amaciyla klorheksidin kullaniminda 6nemli bir husus da CHX ve
NaOCl arasinda gelisebilen kimyasal reaksiyonlardir. NaOCI kullaniminin ardindan
CHX ile kanallar irrige edildiginde asit baz rekasiyonu sonucu karsinojenik bir riin
olan para-kloraanilin (PCA) denilen turuncu-kahverengi bir ¢oziinmez notr tuz
meydana gelmektedir. CHX; NaOClI ile karistirildiginda, CHX molekiilleri her biri bir
yan iirlin olusturan daha kiigiik parcalara hidrolize olur. Bu reaksiyonda kirilacak ilk
baglar, bu iki atom arasindaki diisiik bag ayrisma enerjisi nedeniyle karbon ve azot
arasindakilerdir. PCA'nin varligi, klorin varligi i¢in Beilstein testi ile ve anilin varligi
icin HCI ¢oziintirliik testi ile dogrulanmistir. PCA'nin olusan ¢éziinmeyen ¢okeltiden
sliziilmesinin sicanlarda sitotoksik oldugu gosterildiginden ve insanlarda kanserojen
olabileceginden endise kaynagidir (61). Bu reaksiyon kanal yiizeyini kaplar, dentin
tibdllerini 6nemli 6lgiide tikar ve kok kanalinin sizdirmazligini etkiler. Bu nedenle
NaOCT’yi takiben klorheksidin kullanmadan 6nce kok kanallari distile su veya alkolle
yikanmalidir (47, 62).

2.7.4 Sitrik asit

Bir selasyon ajani1 olan sitrik asit, metallerle reaksiyona girerek iyonik olmayan
bir ¢oziiniir selat olusturur. %1 ile %50 arasinda degisen farkli konsantrasyonlarda
caligmalarda kullanilmustir. Iyi kimyasal stabiliteye sahiptir, fakiiltatif ve zorunlu
anaeroblara karsi1 antimikrobik etkiler gosterir. Smear tabakasinin inorganik
bileseninin kaldirilma kapasitesi ve dentinin dekalsifikasyon kapasitesi gibi 6zellikleri
nedeniyle sitrik asitin kok kanal irrigasyonunda solusyon olarak kullanimi
Onerilmistir. Smear tabakasinin kaldirilmasinda EDTA kadar etkilidir. Fosforik asit,
poliakrilik asit veya laktik asit ile karsilagtirildiginda, smear tabakasinin
cikarilmasinda daha etkili oldugu bildirilmistir (63, 64). Sitrik asitin EDTA'ya kiyasla
daha biyouyumlu ve klinik kullanima uygun oldugu bildirilmistir (63).
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2.7.5 MTAD

Yaygin kanal i¢i bir irrigant olan MTAD, endodontik tedavi i¢in kullanilan %
3 doksisiklin (bir tetrasiklin), % 4,25 sitrik asit ve % 0,5 polisorbat 80 (Tween 80)
deterjandan olusan bir karisimdir. Sitrik asitin antimikrobik etkisi bilinmemekle
birlikte smear tabakasinin giderilmesine yardimci olur. Tween 80'in, ylzey gerilimini
azaltigt ve g¢esitli kok kanali irrigantlarinin  antimikrobiyal etkisini arttirdigi
bilinmektedir. MTAD ‘nin antibakteriyel etkisi biiyiilk oranda aminoasit-tRNA'nin
bakteriyel ribozom ile baglantisini 6nleyerek, bakteriyel protein sentezini inhibe eden
doksisikline atfedilir (65). Doksisiklin bakteriostatiktir; bakterileri 6ldirmez ancak
hassas bakterilerin ¢ogalmasini engeller. Bakteriostatik 06zellik, bakteriyel hiicre
lizisinin yoklugunda avantajlidir, antijenik yan {driinler (endotoksinler) serbest
birakilmaz. Doksisiklin direnci, kok kanallarindan izole edilen bakteriler arasinda
nadir degildir. Doksisikline karsi kazanilmis direng mekanizmalarinin farkli
mekanizmalari, ribozomal koruma, bakteriyel hiicreden antibiyotik akisi ve
antibiyotiklerin enzimatik olarak inaktive edilmesi ile ana hareket bicimleri olarak
tanimlanmistir. BioPure MTAD, kok kanali basina 5 ml olan tam dozajda

kullanildiginda kanal igi irrigant olarak oldukga etkilidir (65, 17).

Giardino ve arkadaslari, % 5,25 NaOCIl ve MTAD (doksisiklin, sitrik asit ve
bir deterjan-Tween 80 karigimi) etkinligini degerlendirmis ve sadece % 5,25 NaOCl'in

E. faecalis biyofilmini basarili bir sekilde parcalayip kaldirabildigini bildirmislerdir
(9).

2.7.6 QMix

QMiX, ilave antimikrobiyal ajanlarin bulundugu smear tabakasimin tek
asamada ¢ikarilmasi saglayan, NaOCl’den sonra son irrigasyonda kullanilan,
antibiyotik icermeyen yeni bir endodontik iriganttir (66). EDTA, CHX ve bir deterjan
igerir. QMiX hicbir karistirma gerektirmeyen, kullanima hazir berrak bir soliisyondur.
EDTA ve CHX'in karistirilmasiyla beyaz bir ¢okelti olustugu bilinmektedir. QMiX'te,
kimyasal tasarimindan dolay1 bu 6nlenir. Endodontik irrigasyonda yeni bir endise,
NaOCl ve CHX arasinda potansiyel olarak kanserojen bir ¢okelti olmasidir. CHX

igerigine ragmen, QMiX'in NaOCI ile karistirilmasi herhangi bir ¢okelti olusturmaz
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(veriler gosterilmemistir) ve ¢ozelti kahverengi / turuncu renk almamaktadir. QMiX;

NaOClI'den sonra son durulama olarak 6nerilir (67).

Morgental ve arkadaglarinin Qmix’in etkisini geleneksel irrigasyon
sollisyonlariyla karsilastirdiklar1 bir calismada, QMiX ve NaOCI’nin antibakteriyel
etkinliklerinin %2’lik CHX ve %I17’lik EDTA’dan daha iyi oldugunu; ancak
E.faecalis e kars1 %6 NaOCl’nin Qmix’ten daha etkili oldugunu bildirmislerdir (68).

2.7.7 Tetraclean

Tetraclean, antibiyotik, asit ve deterjan karisimindan olusan bir soliisyondur.
MTAD’den farki antibiyotik konsantrasyonu ve deterjanin tipidir. 50 mg/ml

doksisiklin ve poliprolen glikol icerir.

Mohammadi ve arkadaglar1  yaptiklar1  ¢alisgmada  Tetraclean'in
substantivitesini, MTAD'den anlamli derecede yiiksek bulmus ve en az 28 giin
boyunca kok kanal dentininde kaldigini gostermislerdir (69). Poggio ve arkadaslari;
cesitli irrigasyon soliisyonlarinin primer endodontik enfeksiyonla iligkili patojenlere
kars1 antibakteriyel etkinliklerini degerlendirdikleri ¢alismada; Tetraclean’in test
edilen diger tiim irrigantlara kiyasla bakteri tiremesini énemli derecede daha fazla
inhibe ettigini bildirmislerdir (70). Ayni arastirmacilarin 4 farkli irrigasyon
solisyonunun kok kanal dentini Uzerine dekalsifikasyon o6zelliklerini in vitro
karsilastirdiklar1 ¢alismada; Tetraclean’in smear tabakasimnin kaldirilmasinda daha
etkili oldugunu ve biyomekanik preparasyonu kolaylastirmasi igin kullanilabilecegini
bildirmislerdir (71). Mohammadi ve arkadaslarinin Candida Albicans’a karst son
irrigasyonda NaOCl, CHX, MTAD ve Tetraclean’in antifungal 6zelliklerini
karsilastirdiklar1 ¢alismada; NaOCl ve CHX” in; MTAD ve Tetraclean’den daha etkili
oldugu ve Tetraclean ‘in antifungal etkinligi MTAD’den anlamli olarak daha iyi
bulunmustur (72).

2.7.8 Yesil Cay

Yesil cay epigallocatechin gallate (EGCG) ve tokoferoller, karotenoidler, C
vitamini ve bazi mineralleri icerir. Antioksidan 6zelligi, siyah caydan daha giicliidiir.
E. faecalis biofilmine karsi miilkemmel antibakteriyel aktivite gosterir ve 6 dakika

icinde E. faecalis'in %100'ini oOldiirebilir. Lee ve arkadaslari, EGCG'nin apikal
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periodontitisin ilerlemesini baskilayabilecegi sonucuna varmislardir. Kisa siire 6nce
Lee ve Tan, EGCG'nin E. faecalis'in planktonik ve biyofilm formlarina karsi etkili bir
antimikrobik ajan oldugunu ve bakteri iiremesini engelledigini gostermisitir.
EGCG'nin E. faecalis Uzerindeki antibakteriyel etkisi, hidroksil radikallerinin dretimi

sirasinda ortaya ¢ikabilir (73).

2.7.9 Kitosan

Kitosan, biyouyumluluk, biyolojik bozunabilirlik, biyoadezyon ve
toksisitesinin olmamasi nedeniyle dental arastirmalarda dikkat c¢eken dogal bir
polisakkarittir. Karides ve yengec kabuklarinda bulunan kitin deasetilasyonu ile elde
edilen kitosan, dogada bol olmasi ve diisiik iiretim maliyetleri nedeniyle cesitli
uygulamalar i¢in ekolojik olarak ilging hale gelmistir. T1p ve ilaglar (antibakteriyel ve
antitimor ajan, ilag tasiyici, yara iyilestirici hizlandirici), biyoteknoloji (enzim ve
hiicre tastyicisi, kromatografi rezini), ¢evre (su aritimi), tarim (tohum hazirlama),
kozmetik ve gida (demir ve kalsiyum emilimini hizlandirici, fiber kaynagi) alanlarinda
kitosana basvurulmaktadir (55). Kitosan bakteri hicrelerinin 6limine yol acan,
bakteri hucrelerinin negatif yiiklii yiizeyi ile kitosanin reaksiyona girmesini saglayan
daha ytiksek bir yiizey alan1 ve yiik yogunlugu nedeniyle belirgin antibakteriyel etkiye
sahiptir (74).

Dis hekimliginde Candida albicans'a kars1 % 0.1 CHX igeren % 2 kitosan
jelinin antifungal etkisi gosterilmistir ve kanal i¢i ila¢ olarak kalsiyum hidroksit
Ca(OH)2 patina ilavesinin uzun siireli kalsiyum iyonu salmmmini tesvik ettigi
gosterilmistir. Silva ve arkadaglarinin kitosanin smear tabakasini kaldirma etkisini
farkli irrigasyon soliisyonlariyla karsilagtirdiklar1 ¢alismada; % 15 EDTA, % 0.2
kitosan ve % 10 sitrik asitin, kok kanallarimin orta ve apikal iigte birinden smear
tabakasini etkili bir sekilde uzaklastirdigi, buna ek olarak, % 15 EDTA ve % 0.2
kitosan, kok dentin demineralizasyonu iizerindeki en biiyiik etkiye, ardindan % 10

sitrik asit ve % 1 asetik asitin bunu izledigi bildirilmistir (55).

2.7.10 Propolis

Propolis, antibakteriyel, antifungal ve iyilestirici 6zellikleriyle bilinen; bal

arilar1 tarafindan toplanan, flavonoidler, steroidler, amino asitler, terpenler, fenolik ve
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aromatik bilesiklerden olusan kahverengi regineli bir karigimdir (75). Propolisin
biyolojik aktivitesi esas olarak hidroksikinnamik asitlerin ttrevleri ve flavonoidler ile
iliskilidir. Flavonoidler, aromatik bir halkaya dogrudan bagli bir hidroksil radikali
igeren fenolik bilesiklerdir ve antioksidan, antibakteriyel, antifungal, antiviral ve anti-
inflamatuar 6zelliklere sahip iyi bilinen bitki bilesikleridir. Propolis; bakteri RNA
polimerazini inhibe edebilmesi nedeniyle antibakteriyeldir; serbest radikal olusumunu
engelleme veya inhibe etme kabiliyeti nedeniyle immino-modilatér, antioksidan ve
tyilestirici bir ajandir. Flavonoidler (quercetin, galangin ve pinocembrin), kafeik asit,
benzoik asit ve sinnamik asit muhtemelen mikrobiyal membran veya hiicre duvarinda
islev gosterebilir ve islevsel ve yapisal hasarlara neden olabilir. Propolis igerisinde
kafeik asit gibi aromatik bilesikler, antimikrobiyal ve antibakteriyel, anti-inflamatuar,

imminomodulator ve hepatoprotektif olarak bilinirler (76).

Propolisin Ca(OH).'ye gore 10 kat daha az sitotoksik oldugu gosterilmistir (55,
74). Ong ve arkadasglar tarafindan gelistirilen kitosan-propolis nanoformilasyonu E.
faecalis'in biyofilm olusumunun yani sira bakteri iiremesini de engellemis; viriilans ve
biyofilm olusumundan sorumlu genlerin yapisint degistirerek, bakterilerin biyofilm
olusumunu saglayan ve boylece onlar1 tedaviye duyarli hale getiren karakteristik

ozelliklerini kaybetmesine neden olmustur (75).

2.8 Kok Kanal Mikroflorasimi Incelemek I¢in In Vitro Bakteriyel Biyofilm
Modelleri

Laboratuvar modelleri farkli deneysel amaglar i¢in dogal biyofilmleri taklit
etmede kullanilir. Bu in vitro biyofilmlerin, 6ngoriilebilir yap1 ve davranisa sahip
standartlastirilmis biyofilm modellerinin elde edilmesinde kontrolii ve kullanimi
kolaydir.  Geleneksel biyofilm modelleri, statik biliyiime kosullarindaki
monokiiltiirlerden, dinamik biliyiime kosullarindaki c¢esitli karisik kiiltiirlere kadar
cesitlilik gosterir. Statik biyofilm modelleri, biyofilmleri biiylitmek i¢in farklh
substratlar (6rnegin cam, polikarbonat, silikon, hidroksilapatit, nitroseliloz, emaye,
dentin) kullanirken, dinamik biyofilm modelleri belirli bir substrat iizerinde
biyofilmleri biiylitmek i¢in reaktdr veya fermantasyon sistemlerini kullanir. Hem

aerobik hem de anaerobik ortamlar, in vitro biyofilm gelisimi i¢in kullanilabilir.
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In vivo kosullarin genellikle dinamik oldugu géz éniine alindiginda, biyofilm
formatin statik kosullar altinda degerlendiren arastirmalar, aragtirma sorusuna bagli

olarak yaniltici olabilir.
Bu in vitro bakteriyel biyofilm modelleri:

(1) Belirli bakteri tiirlerinin herhangi bir biyomateryal yiizeye yapismalarini

incelemek;

(if) Belirli bir substrat tizerindeki erken mikrobiyal biyofilm olusumunun

dogasin1 ve modelini incelemek;

(iii) Farkli biyofilm bakterileri ve konak immiin hiicreleri arasindaki etkilesimi

incelemek ve

(iv) Antimikrobiyal ajanlarin veya antimikrobiyal tedavi stratejilerinin

etkinligini test etmek i¢in kullanilir.

Son yillarda, inokulumda mikrobiyal konsantrasyon, inkiibasyon siiresi,
biiylime kosullart ve substrat 6zellikleri de dahil olmak iizere, adezyon deneylerini
gerceklestirirken birtakim parametrelerin  6nemli olabilecegi ortaya ¢ikmustir.
Planktonik ve biyofilm bakteriler ile yapilan deneylerden elde edilen bulgular,
planktonik ve biyofilm bakterileri arasinda 6ldiirme dinamikleri agisindan biiyiik

farkliliklar ortaya ¢ikarmistir (77).

Mikro Titresimli Plak (MTP) Analizi; yararli ve siirekli olarak kullanilan
biyofilm model sistemleridir. Sistem kapalidir; bu nedenle, deney sirasinda reaktor
icine veya disina akis yoktur. Sonug olarak, deneysel modeldeki ortam, 6rnegin besin
maddeleri ve molekiillerin varlig1 bakimindan degisir. Mikro titresimli tabakali sistem;
ayni1 anda farkli testler yapmak ic¢in kullanilir; bu, biyofilm dezenfeksiyonu ve
uzaklagtirilmasi i¢in yontemlerin hizli taranmasi i¢in ideal olabilir. Mikro titresim
tabakalar1 ile biyofilm kantifikasyonu, biyokiitle tayinleri, canlilik tayini ve matris
kantifikasyon tayinleri olarak kategorize edilebilir (78, 79). Bu sistemin kurulumu
kolaydir, ucuzdur ve yiiksek verimli tarama igin oldukga elverislidir. Bu tahlilin
baslica kisitlamasi, bitmis ve biyofilmlerin tam olgunlagsmasini dnleyebilen biiyiime

ortaminin sinirlandirilmasidir (80).
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Sekil 2.5: Mikrotitresimli plaka sistemi. Kristal viyole adere biyofilmin
boyanmasinda kullanilir.

Calgary Biofilm Cihazi, biyofilmlerin antibiyotik duyarliligini belirlemek i¢in
hizl1 bir teknoloji olarak tanitildi ve MBEC Testi (“Minimal biyofilm eradikasyon
konsantrasyonu” testi) olarak ticarilestirilmistir. Bu sistemde, sabitleyiciler bir
mikrotitre levhanin {ist kapagina tutturulur ve mikrotitre plakasi kapatilarak, bu
mandallar 96 cukurlu MTP'nin ¢ukurlarinda bulunan ortam igine batirilir. Biyofilm
biliyimesinin ardindan, kapak cesitli (antibiyotik) ¢ozeltiler iceren ikinci bir plakaya
aktarilabilir. Islemden sonra, Ust kapak, yeniden biiyiimeyi saglamak icin ortam igeren
yeni bir mikrotitre plakasina aktarilabilir ya da sabitleyiciler Ust kapaktan kesilebilir.
Biyofilm biyokiitlesi veya biyofilmde bulunan sesil hiicrelerin sayisi; geleneksel canlt
plaka sayimi veya mikroskobik teknikler kullanilarak olgiilebilir. Bu hizli ve
minyaturize edilmis biyofilm analizi, ¢esitli antimikrobiyal ajanlarin biyofilm

eradikasyonu iizerindeki etkilerini degerlendirmek i¢in uygulanmaktadir (81).

Koloni biyofilmleri, agar petri plakalarinin yiizeyine yerlestirilen filtreler
iizerinde yetistirilmektedir. Filtreler daha sonra diizenli araliklarla taze ortama aktarilir
ve biyofilmlere yari siirekli bir taze besin kaynagi verir. Bu yaklagimin en biiyiik
avantaji, ucuz biyofilmlerin ucuz laboratuar materyalleri kullanilarak biiyiimesinin
kolay olmasidir. Bu yaklasimi kullanarak olusturulan biyofilmler genellikle kalindir.
Koloni biyofilmlerinde diferansiyel boyama kullanilarak biyofilmlerin heterojenitesi

hakkinda bilgi elde edilmektedir. Ek olarak koloni biyofilmleri, biyofilmler icindeki
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gen ekspresyonu heterojenitesini belirlemek i¢in yararl olmustur. Koloni biyofilmleri
ayrica, model biyofilmler araciligiyla antibiyotiklerin difiizyon hizini tahlil etmek i¢in
kullanilmistir. Bu biyofilmlerin dezavantaji, siirekli bir ortam akisi olmadigindan,
bakterilerin bir ylizeye veya matris malzemesine yapigsmaya zorlanmamasidir.

Yikanma olmadigindan, planktonik hiicreler biyofilm analizlerine miidahale edebilir
(82).

Akis yer degistirme biyofilm model sistemleri’nde blylme icin gerekli olan
besin maddelerini iceren biiyiime ortami sabit bir oranda eklenir; atik {riinler ve
biyofilm toksinleri ayni anda ¢ikarilir. Akis deplasmani kavrami, makromolekiiler
bilesenlerin ilk filminin mikrobiyal adezyona izin vermek icin bir yiizey ilizerinde
olusturulmasi gerektigi Onciiliine dayanmaktadir. Sivi akist optimal bir sekilde
mikrobiyal hdcrelerin herhangi bir biyofilmin karakteristik bir 6zelligi olan bir
substrata yapigsmasini saglar. Kontrollii hidrodinamik sartlarla gerceklestirilen paralel
tabakali akis odasi kullanan deneylerin mikrobiyal adezyon i¢in ideal akis hizlari
sunacag1 ve teknik degiskenleri azalttigi one striilmiistir. Bu ayn1 zamanda, farkli

laboratuvarlarda ¢alisma tasarimlarinin tekrarlanabilirliginde de yardimet1 olur (79).

Modifiye Robbins cihazi, sivi akisina maruz birakilan stirekli bir biyofilm
olusumu olan bir cihazdir (83). Bu cihaz biyofilm blyimesi i¢in substrat olarak silikon
veya hidroksiapatit diskleri kullanabilir, mikrobiyal blytmeyi destekleyen veya inhibe
eden ajanlar eklenebilir. Bu sistemin en biiylik avantaji, ayn1 deneyde birden fazla
antibiofilm ajaninin degerlendirilmesine izin vermesidir. Bu cithaz ayni zamanda
degistirilebilir ve akis cihazlariyla birlikte kullanilabilir (84). Modifiye Robbins cihazi,
plastik veya paslanmaz celikten imal edilebilir ve dikddrtgen kesitli bir kanal boyunca
bir dogrusal dizi i¢inde bir dizi ayr1 port icerir. Her port lizerinde biyofilmin olustugu
diski tutan basingla sikisan tipa bulunur. Tipik bir deneyde, Modifiye Robbins cihazi
bir mikroorganizma stispansiyonu ile doldurulur ve disklere planktonik hiicrelerin
yapismasint  gelistirmek icin ¢evrilir. Cihazlar inokiilum siispansiyonlar1 ile
doldurulduktan sonra, giris ve ¢ikis tarafindaki boru kelepcelenir ve giris tarafindaki
borudaki geri kalan hiicre slispansiyonu baypastan disar1 atilir. Adezyon fazindan
sonra, cihazlar geri ¢evrilir, kelepgeler gevsetilir ve pompa, diskler iizerinde biiylime

ortaminin ve biyofilm gelisiminin siirekli bir akisin1 saglamak i¢in baglatilir (81).
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Sekil 2.5: Modifiye Robins Cihazi sematik goriiniimii(85)

Akis hiicresi sistemi en ¢ok kullanilan dinamik modellerden biridir. Biiylime
ortaminin i¢inden aktig1 sabit derinlikte seffaf bir odadan olusur. Giris borusu, biiyiime
ortamini tedarik eder ve ¢ikis borusu, ortami bir atik haznesine akitir. Biiylime ortami,
ortamin akis hizin1 kontrol eden bir peristaltik pompa yardimiyla hiicre i¢inden
gecirilir. Bir mikroskop, CCD kamera veya Konfokal Lazer Tarama Mikroskobu
(CLSM) ile birlikte, bu yontem biyofilm olusumundaki ilk olaylar1 ger¢cek zamanlh

olarak gozlemlemek icin kullanilabilir.

Mikroakiskan Cihaz; hiicre-sivi hacim oranlar1 ve akis hizlarinda biyofilm
olusturmasit nedeniyle, biyofilm arastirmalarinda populer bir yontem haline
gelmektedir. Ayrica, odanin kiigiik olmasi nedeniyle, siki kontrol edilen kosullar
altinda biyofilmin tek bir hiicre ¢oziiniirliiii analizine izin verir. Oziinde, bu cihaz,
kiiciik bir ¢ip iizerinde az miktarda sivi kullanarak kimyasal tahlillerin analizine izin
verir. Boyle bir yaklasim, polimeraz zincir reaksiyonu, protein analizi ve DNA dizilimi
gibi teknikler agisindan ¢ok faydali olabilir. Bu yaklasimda biyofilmlerin analizi
acisindan, floresan boyama gibi yontemleri kullanarak niceleme ile ilgili 6zel zorluklar
vardir. Bu agidan ilging bir gelisme, biyofilmlerin biyolojik hacmini nicel olarak
incelemek i¢in siirekli konfokal refleksiyon mikroskopisi olarak adlandirilan modifiye

konfokal refleksiyon mikroskobik yaklasimin uygulanmasi idi (79).
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Sekil 2.6: Mikroakiskan Cihaz(86).

2.9 Biyofilm analizleri

Biyofilm analizleri, mikroorganizmanin sayis1 ve tiirli, yerlesik mikrobiyal
niifusun canlilign (6lii / yasayan hiicreler), yas, kalinlik (tek katmanli veya cok
katmanli), yapt (homojen, diizensiz, yogun, gozenekli) ve biyofilmlerin yilizey
topografisi gibi faktorleri karakterize etmek i¢in kullanilir (77). Kok kanallarindaki
bakterilerin sayisinin belirlenmesinde, kok kanallarindan paper pointlerle érnekler
alinarak indirekt olarak ‘diliisyonla sayma yontemi’, pulvarizasyon sonrasi ‘dillisyonla
sayma yontemi’, kiiltiirlerin bulanikligi dogrultusunda bakteri sayisinin belirlendigi
‘tiirbidimetrik yontem” (spektrofotometre), ve direkt olarak TEM (Taramali Elektron
Mikroskobu) ve CLSM (Konfokal Laser Taramali mikroskobu) ile bakteri sayisinin
tespit edildigi yontemler mevcuttur (87-93).

Pulvarizasyon (koklerin  dondurulduktan sonra pargalanmasi) sonrasi
‘diliisyonla sayma yontemi’ nde, 6rnek disler pulvarize edildikten sonra, elde edilen
dentin tozlar1 serum i¢eren ependorf tiiplerine aktarilmaktadir. Tiipler vortex cihazi ile
calkalandiktan sonra iglerinden paper pointler ile 6rnek alinarak ‘dilisyonla sayma
yontemi’ ne gore Ol¢iimler yapilmaktadir. Pulvarizasyon yonteminin kullanilmasinin

amaci sadece ana kanallardaki degil ayn1 zamanda anatomik farkliliklardaki ve dentin
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kanallarindaki mikroorganizmalar1 da elde etmektir (90). Yalnizca ¢ekilmis dislere

uygulanabiliyor olmasi dezavantajidir (94).

Direkt olarak in vitro Orneklerde veya histolojik kesitlerde biyofilm
analizlerinde kullanilan temel teknik 151k mikroskobudur. Nispeten ucuz, kullanimi
basit, hizli ve kolay kullanilabilir bir yontemdir. Farkli mikroskobik yontemler,
bakterilerin substratlara yapigmasini, biyofilmlerin yapisint ve bir biyofilm
yapisindaki bakterilerin dagilim / tip / yasayabilirligini degerlendirmek i¢in
kullanilmistir. Mikroskobik yontemde, bakteriyel biyofilm, floresan (O6rnegin
propidyum iyodir) veya dogada floresan olmayan (6rnegin safranin) uygun bir boya
ile boyanir. Yiiksek ¢oziiniirliikklii 151k mikroskobu, bir substrat yiizeyindeki bakteri

hiicrelerinin miktarini saglar (77).

Sivi besi yerlerindeki bulanikligi tayin etmek icin fotoelektrik tiirbidimetre
(spektrofotometre) kullanilmaktadir. Bu aletin esast 1s1k {izerine kurulmustur. Bir
ortam ne kadar berrak olursa, o kadar fazla ve ne kadar bulanik olursa, o kadar az 1s1k
gecirir. Bulaniklik sayesinde de iliremenin meydana gelip gelmedigi ve derecesi

ogrenilmektedir (88).

Taramal1 Elektron Mikroskobu (TEM); bir bakterinin hiicre yiizeyi veya hicre
zar1 hasarinin tanimlanmasi gibi morfolojik yapilarin detayli analizinin yani sira,
nitelikli bilgi elde etmek i¢in mikrobik ekosistemlerin taranmasini saglar. Ayrica,
ekosistemlerde yapisal degisiklikleri tespit ederek hiicre-hiicre etkilesimlerinin
analizine olanak tanir. Bununla birlikte, bu mikroskobi ydntemi numune
preparasyonunun, genellikle ekstraselliiler polimerik matrisinin bozulmasina neden

olan yiiksek vakum kosullarini igermektedir (79).

Son yillarda CLSM plagin ger¢ek yapisini ve biyofilm igindeki sec¢ilmis
bakterilerin yerini belirlemek i¢in kullanilmaktadir. Bu yontem ekosistemlerin
tahribatsiz incelenmesine ve hiicresel 6lgekte hidrate boyutsal diizenlemeye izin verir.
CLSM kullanimi, biyofilmlerdeki organizmalarin floresan boyalar ile boyanmasini
gerektirir. Floresan markerlarin kullanimi, belirli hiicrelerin veya ekstraselliiler
matrisin belirli bilesenlerinin isaretlenmesine izin verir. Bu boyalar, belirli dalga

boylarinda 151k yayar ve belirli hiicresel fonksiyonlari arastirmak i¢in kullanilir. Belirli
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boyalarin [6rn. canl1 / 6lii boyalar] kullanilmasi, canli veya 6lii bakterilerin genellikle

yesil veya kirmizi fliioresans sinyalleri ile gosterilmesine izin verir(95).

STED (Uyarilmis Emisyon Azaltimi), PALM (Foto Aktive Lokalizasyon
Mikroskopisi) ve SIM (Yapisal illuminasyon Mikroskopisi) biofilm analizinin yapilig

¢ozinlirlik agisindan bazi sinirlamalari olan yeni mikroskopik tekniklerdir(79).

Kolorimetrik analiz, biyofilmdeki bakteriyel hiicreler tarafindan boya alimina
dayanan yar1 kantitatif bir yontemdir. Bu analizde, bakteri biyofilminin bir boya (6r.,
Kiristal viyole) ile boyanmasindan sonra, bilinen bir miktar alkol veya bir siirfaktan
(sodyum dodesil siilfat) kullanilarak bozulur ve ¢ikarilan boyanin yogunlugu bir
spektrofotometre kullanilarak oOlgiiliir. Bu, biyofilm bakterilerinin hizli bir sekilde
oOlglilmesini saglayan kolay bir testtir. Bununla birlikte, bu testin bazen yorumlanmasi
zor olabilir clinkii Olciilen absorbans / optik yogunluk bakteri sayisinin bir
yansimasidir ve biyofilm yapisindaki EPS'nin gergek bir gostergesi degildir. Cam
tiipler ve mikrotitre plakalar1 geleneksel olarak in vitro biyofilmler yetistirmek igin
kullanilmis olsalar da, gelismekte olan biyofilmde tutarsizlik ve standardizasyon

eksikligi artan endiseye neden olmustur (77).

Mikrobiyolojik bir yontem olan kiiltiir metodu canli bakteri sayisinin tespit
edilmesi i¢in kullanilan klasik bir yontemdir. En ¢ok kullanilan yontemlerden biridir.
Bu yontemin prensibi mikroorganizmalarin kati besiyerinde koloni olusturmasi: ve bu
kolonilerin sayilarak Ornekteki mikroorganizma sayisinin (CFU/ml) hesaplanmasi
seklindedir. CFU o6l¢iimii, substrata yapisan veya biyofilm yapisi i¢cinde biiyiiyen canlt
bakterilerin miktar1 hakkinda bilgi saglar. CFU, koloniler olusturmak i¢in yeterli
oranda hiicre boliinmesini baglatabilen ve biiyiime gereksinimleri; kullanilan kiiltiir
ortami tarafindan desteklenen bakterileri algilayabilir (77). Bir¢ok ¢alismada paper
pointle kok kanallarindan ornek alinarak mikrobiyolojik olarak ‘diliisyonla sayma
yontemi’ tercih edilmistir. Yontemin kullanilmasi ¢ok basittir ve net veriler elde

edilebilmektedir (87, 92, 93).
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3. GEREC ve YONTEM

Kok kanal tedavisinde irrigasyon amaciyla kullanilan 5 farkli irrigasyon
soliisyonunun antibakteriyel etkinliklerini degerlendirmek amaciyla planlanan bu
calismaya, Abant Izzet Baysal Universitesi Kilinik Arastirmalar ve Etik Kurulu
tarafindan verilen 2018-155 no’lu etik kurul onay1 alinarak baslanmistir (Bkz.EK-1).
Calismanin 6rnek hazirlanma kismi1 ve irrigasyon protokollerinin uygulanmasi Abant
Izzet Baysal Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi’'nde, mikrobiyolojik deneyler kismi
Abant Izzet Baysal Universitesi Miihendislik Fakiiltesi’nde gerceklestirilmistir.

3.1 Ornek Secimi ve Hazirlanmasi

Bu c¢alisgmada ortodontik veya periodontal nedenlerle ¢ekilmis 120 adet
curiiksiiz daimi insan mandibular premolar disleri kullanilmistir. Calismada

kullanilacak dislerin ¢aligmaya dahil edilme kriterleri ise su sekilde belirlenmistir:

1. Periodontal veya ortodontik nedenlerle ¢ekim endikasyonu konulmus, tek

kok, tek kanalli ¢iiriiksiiz disler,
2. Kok kanal gelisimini tamamlamis disler,
3. Kok kanalinda herhangi bir anatomik varyasyon olmayan disler,

4. Birden fazla kanal, rezorpsiyon, kalsifikasyon, apikal kurvatlr icermeyen

disler,
5. Kanal agzindan foramen apikaleye kadar kanal devamlilig1 olan disler

Bu sartlar1 saglayan dislerin elde edilmesi ve caligmada kullanilabilmesi
amaciyla, dislerden oncelikle bukko-lingual ve mezio-distal yonlerden radyograflari
alinmig ve dahil edilme kriterlerini tagimayan disler ¢alismadan ¢ikarilmistir. Diglerin
tizerindeki doku ve artiklar temizlendikten sonra ¢aligmanin yapilacagi zamana kadar

oda sicakliginda %0,9’luk serum fizyolojik soliisyonunda saklanmaistir.

Diglerin koronal kisimlari mine-sement birlesim seviyesinden asagida ve her
bir kokin boyu 15 mm olacak sekilde su sogutmasi altinda separe kullanilarak

standardize edildi. Daha sonra kok kanallarina #10 K tipi el aletleri ile girilerek kanal
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yolu belirlenmesi yapildi. Kanal aletinin ucu apikal aciklikta goriilene kadar ilerletildi;
bu uzunluktan 1 mm ¢ikarilarak ¢alisma boyu belirlendi. ProTaper Next (Densply
Maillefer, Ballaigues, Switzerland) Ni-Ti egeleri ile preparasyon son ege X3 (30/0.06)
olacak sekilde tamamlandi. Her ege arasinda 27G dental enjektor kullanilarak calisma
boyunda 2 ml %5,25’lik NaOCI (Chloraxid, Stalowa Wola, Polonya) ile irrigasyon
yapildi.

Sekil 3.7: ProTaper Next Egeleri

Kok kanallarinda preparasyon sirasinda olusan smear tabakasini kaldirmak i¢in
kokler sirasiyla %17’lik EDTA(MD-Cleanser, Chungcheongbuk-do, Kore), %
5,25’lik NaOCl ve distile su kullanilarak irrige edildi. Ardindan kagit konlarla
kurulandi. Her disin apikal forameni bakteri sizintis1 ve irrigan tasmasini 6nlemek igin
151k ile sertlesen kompozit rezin (Estelite Sigma Quick, Tokyo, Japonya) ile kapatildi.
Mikrobiyolojik uygulamalarin kolay yapilabilmesini saglamak i¢in disler, silikon 6l¢ii
maddesi (Zetaplus, Badia Polesine, Italya) kullanilarak eppendorf tiiplerinin icerisine
sabitlendi. Epperdorf tiiplerine yerlestirilen disler otoklav posetine yerlestirildikten
sonra 121 °C’de 20 dakika sterilize edildi.
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Sekil 3.8: Eppendorf tiipiine yerlestirilip sterilize edilen 6rnek
3.2 Kok Kanallarina Bakteriyel Inokiilasyonu

Bu calismadaki tim mikrobiyolojik islemler aseptik kosullar altinda, bir
laminar flow kabininde gerceklestirildi. Calismada test bakterisi olarak ATCC’ye
kayith standart suslardan E. faecalis (ATCC 29212) susu kullanildi.

Sekil 3.9: E. faecalis (ATCC 29212) susu

37 °C’de 24 saat inkiibe edilerek kiltiirleri hazirlandi. Hiicre sayilari optik
yogunluklarina bakilarak besi ortammin mL’sinde 102 hiicre icerecek sekilde
McFarland No: 0.5 standardina gore karsilastirilarak ayarlandi. Eppendorf tiiplerinin
igerisindeki dislerin kanallarina tiberkiilin siringas1 yardimiyla ekim yapildi. Kiiltiir

kosullarini sabit tutmak ve beslenme destegi saglamak icin, 72 saatlik araliklarla bu
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stire¢c tekrarlandi; her zaman hazirlanan ve McFarland No: 0.5 standardina gore
ayarlanmis 24 saatlik saf kiiltiirler kullanildi. inkiibasyon sirasinda sicaklik 37 © C'de
sabit tutuldu. 7 giin sonra E.faecalis ile enfekte edilen dislerin bulundugu eppendorf

tiipleri acild1 ve deneysel irrigasyon soliisyonlariyla irrigasyon islemine gegildi.

Deneyde kullanilan irrigasyon soliisyonlar1 sunlardir:

%5.25 Sodyum hipoklorit (NaOCl)

e 9% 17 Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA)
e % 2 Klorhesidin (CHX)

e Doctor Mady Bitkisel Camasir Suyu

e U Green Clean Bitkisel Camasir Suyu

« Seventh Generation Klorsuz Camasir Suyu
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3.3 Deneysel Prosedurler

Calismada tiim soliisyonlar kullanima hazir olarak yukarida her biri i¢in ayri
ayr1 verilen tiretici firmalardan temin edilmistir. Daha sonra kokler ¢alisma dizaynina
uyacak sekilde 2 adet kontrol (pozitif ve negatif) ve 6 adet deney grubu olmak tizere

ve her bir grupta 15’er adet ornek olacak sekilde toplam 8 gruba ayrildi.

Tablo 3.1: Deney ve kontrol grubundaki érneklerin dagilin

Deney grubu Enterococcus
E.faecalis

(n)
Pozitif kontrol 15
Negatif kontrol 15
%05.25 NaOCI 15
% 17 EDTA 15
%2 CHX 15
Doctor Mady Bitkisel Camasir Suyu 15
U Green Clean Bitkisel Camasir Suyu 15
Seventh Generation Klorsuz Camasir Suyu 15
Toplam 120

Pozitif kontrol grubu: E.faecalis ile enfekte edilen disler plastik siringa ve 27-

gauge igne kullanilarak 10 mL serum fizyolojik ile irrige edildi.

Negatif kontrol grubu: Steril disler plastik siringa ve 27-gauge igne

kullanilarak 10 mL serum fizyolojik ile irrige edildi.

% 5.25’1ik NaOCI grubu: E.faecalis ile enfekte edilen disler plastik siringa ve
27-gauge igne kullanilarak 10 mL % 5.25°lik NaOCl ile irrige edildi.
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Sekil 3.10: %5,25’lik NaOCl soliisyonu

%17°1ik EDTA grubu: E.faecalis ile enfekte edilen disler plastik siringa ve 27-
gauge igne kullanilarak 10 mL %17’lik EDTA ile irrige edildi.

Sekil 3.11: %17'lik EDTA soltisyonu

%?2’lik CHX (Werax, Izmir, Tiirkiye) grubu: E.faecalis ile enfekte edilen disler
plastik siringa ve 27-gauge igne kullanilarak 10 mL %?2’lik CHX ile irrige edildi.

39



Sekil 3.12: %2 ‘lik CHX soltisyonu

Doctor Mady Bitkisel Camasir Suyu (Uzay Kimya, Istanbul, Tiirkiye) grubu:
E.faecalis ile enfekte edilen disler plastik siringa ve 27-gauge igne kullanilarak 10 mL

Doctor Mady Bitkisel Camasir Suyu ile irrige edildi.

Doctor Mady

home ’

Sekil 3. 13: Doctor Mady Bitkisel Camagir Suyu

U Green Clean Bitkisel Camasir Suyu (Uzay Kimya, Esenyurt, Istanbul) grubu:
E.faecalis ile enfekte edilen disler plastik siringa ve 27-gauge igne kullanilarak 10 mL

U Green Clean Bitkisel Camasir Suyu ile irrige edildi.
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Sekil 3.14 U Green Clean Bitkisel Camasir Suyu
Seventh Generation Klorsuz Camasir Suyu (Seventh Generation, Burlington,
ABD) grubu: E.faecalis ile enfekte edilen disler plastik siringa ve 27-gauge igne

kullanilarak 10 mL Seventh Generation Klorsiiz Camasir Suyu ile irrige edildi.

Sekil 3.15: Seventh Generation Klorsuz Camagir Suyu
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3.4 Mikrobiyolojik islemler

Tiim gruplarn standardize etmek i¢in, kok kanallar1 30 saniye boyunca 5 mL
serum fizyolojik ile irrige edildi. Ardindan kanallardan 3 steril kagit kon ile 6rnek
alind1 ve bu konlar ImL serum fizyolojik i¢eren steril eppendorf tiiplerine yerlestirildi.
Kanallarin igerisinden 300 rpm hiz ve 2.2 Ncm torkla ProTaper Next F3 egesi ile
calisma uzunlugunda 3 gagalama ile ortalama 5 sn suresince 6rnek alindi. Steril
kosullar altinda, egeler 1 mL serum fizyolojik igeren kagit konlarin yerlestirildigi steril

eppendorf tiiplerine aktarildi ve her tiip 20 saniye vortekslendi.

Her 6rnek icin 7 defa 10’Iu seri diliisyon yapildi. Ik steril tiipe 900 uL MRD
(Maximum Recovery Diluent, Merck, Darmstadt, Almanya) ve 100 uL hazirlanan
ornekten eklendi. 1 dakika vortekslendi. Bu islem 107 diliisyona kadar tekrarlandu.
Diliisyon sonras1 son 3 diliisyondan (10°,10%,10”") 100uL aliarak TSA (Tyriptic Soy
Agar, Merck Darmstadt, Almanya) plaklarima yayma yontemi ile homojen ekim
yapild1 ve drigalski spatili ile yayildi. 37°C’de 24 saat inkiibe edildi. Daha sonra
TSA’da gelisen koloniler sayilarak CFU/mL CFU (colony forming units) hesaplamasi
yapild.
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4. BULGULAR

Bu ¢alismada E. faecalis ile kontamine edilmis kok kanallarina NaOCl, CHX,
EDTA ve ii¢ farkli organik ¢amasir suyu Doctor Mady, Green Clean ve Seventh
Generation uygulandiktan sonra antibakteriyel etkinlikleri karsilastirilmis ve elde
edilen bulgular degerlendirilmistir. Kok kanallarinda dezenfeksiyon islemi
uygulandiktan sonra iireyen bakteri kolonileri sayilmis ve istatistiksel incelemeleri
SPSS 19 programi kullanilarak gerceklestirilmistir (IBM SPSS Statistics 19, SPS inc.,
an IBM Co., Somers, NY). Istatistiksel incelemelerde verilerin degerlendirilmesinde
Tek yonlii varyans analizi, ¢oklu karsilagtirmalarda post-hoc Tukey HSD testi
kullanilmistir. incelemeler iizerinden deney ve kontrol gruplari arasinda kiyaslamalar

yapilmis, cizelge ve sekillerle gdsterilmistir.

E. faecalis ile kontamine edilmis dis koklerinde, gruplardaki dezenfeksiyon
islemleri sonrasi ortalama bakteri koloni miktarlar1 ‘log;oCFU/mL’ ve geometrik
ortalama ‘CFU/ml’ olarak Tablo 4. 2’de gosterilmistir. Gruplara gore logCFU/mL
dagilimi ise Sekil 4.16°de gosterilmistir.

E. faecalis log CFU/ml

6

5.46
5 5.27
4

4.13
3.59
3
2.91
2.69
2
1.72
1
0

0

Pozitif Negatif NaOCl EDTA CHX Doctor Green Clean Seventh

kontrol kontrol Mady Generation

Sekil 4.17: Deney ve kontrol gruplarindaki mikroorganizma (E.faecalis) miktarlariin dagilimi

43



Tablo 4. 3: E.faecalis ile kontamine edilmis dis koklerinde, gruplardaki dezenfeksiyon islemleri
sonrasi sayllan ortalama bakteri koloni miktarlar: (cfu/mL)

. Enterococcus
E.faecalis Eaecalis
LogCFU/mI CEU/MI
Deney ve kontrol gruplari .
Ort+SS Geometrik Ortalama
Pozitif kontrol 5,46+0,55 289394,5374 a
Negatif kontrol 0 0 f
NaOCI 1,72+0,55 0 bf
EDTA 5,27+0,56 186102,2613 a
CHX 2,69+0,59 0 bcf
Doctor Mady Bitkisel 4,13+0 99 13390,4298 q
Camasir Suyu
U Green Clean Bitkisel 291+1.24 806,0590 be
Camagsir Suyu
Seventh Generation Klorsuz 3504107 3890.3950 cde

Camasir Suyu

E. faecalis ile enfekte edilen tedavi uygulanmayan pozitif kontrol grubunda
tireyen koloni miktarinin 5,46+0,55 log 1,CFU/mL oldugu goriildii. Bu sonuglara gore
pozitif kontrol grubunda Ureyen koloni geometrik ortalamasi 289394,5374 olarak

hesaplandi.
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Sekil 4. 18:Pozitif kontrol grubundan rastgele secilen bir 6rnegin besiyeri iizerindeki E. faecalis
gorantdleri.

E. faecalis ile enfekte edilmeyen tedavi uygulanmayan negatif kontrol

grubunda herhangi bir tireme olmadi.

Sekil 4. 19: Negatif kontrol grubundan rastgele secilen bir 6rnegin besiyeri iizerindeki

E. faecalis goruntuleri.
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E. faecalis ile enfekte edilen NaOCI uygulanan deney grubunda treyen koloni
miktarinin 1,72+0,55 log 1,CFU/mL oldugu goriildii. Bu sonuglara gére NaOCl

uygulanan deney grubunda iireyen koloni geometrik ortalamasi 0 olarak hesaplandi.

E. faecalis ile enfekte edilen EDTA uygulanan deney grubunda treyen koloni
miktarmin 5,27+£0,56 log 10CFU/mL oldugu goriildii. Bu sonuglara goére EDTA
uygulanan deney grubunda lireyen koloni geometrik ortalamasi 186102,2613 olarak

hesaplanda.

E. faecalis ile enfekte edilen CHX uygulanan deney grubunda treyen koloni
miktarinin 2,69+0,59 log 1oCFU/mL oldugu goriildi. Bu sonuglara gére CHX

uygulanan deney grubunda iireyen koloni geometrik ortalamasi 0 olarak hesaplandi.

E. faecalis ile enfekte edilen Doctor Mady Bitkisel Camasir Suyu uygulanan
deney grubunda iireyen koloni miktarinin 4,13+0,99 log 1,CFU/mL oldugu goriildii.
Bu sonuclara gére Doctor Mady Bitkisel Camasir Suyu uygulanan deney grubunda
tireyen koloni geometrik ortalamasi 13390,4298 olarak hesaplandi.

E. faecalis ile enfekte edilen U Green Clean Bitkisel Camasir Suyu uygulanan
deney grubunda iireyen koloni miktarinin 2,91+1,24 log 1,CFU/mL oldugu goriildii.
Bu sonuclara gore U Green Clean Bitkisel Camasir Suyu uygulanan deney grubunda

tireyen koloni geometrik ortalamasi 806,0590 olarak hesaplandi.

E. faecalis ile enfekte edilen Seventh Generation Klorsuz Camasir Suyu
uygulanan deney grubunda iireyen koloni miktarinin 3,59+1,07 log 1,CFU/mL
oldugu goriildi. Bu sonuglara gore Seventh Generation Klorsuz Camasir Suyu deney

grubunda tireyen koloni geometrik ortalamasi 3890,3950 olarak hesaplandi.

E.faecalis ile enfekte edilen kok kanallarinda pozitif kontrol grubunda tireyen
mikroorganizma sayist ile %17 EDTA uygulanan grupta iireyen mikroorganizma
sayisina iligkin bulgular karsilastirildiginda; gruplar arasinda fark olmadigi

bulunmustur. (p>0.05).
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Sekil 4. 20: EDTA grubundan rastgele secilen bir 6rnegin besiyeri iizerindeki E. faecalis
goruntuleri.

E.faecalis ile enfekte edilen kok kanallarinda %5,25 NaOCI uygulanan grupta
tireyen mikroorganizma sayist ile %2 CHX ve U Green Clean Bitkisel Camasir Suyu
uygulanan gruplarda dreyen mikroorganizma sayisina iliskin  bulgular
karsilastirildiginda; %5,25 NaOCI uygulanan grup ile karsilastirilan gruplar arasinda
fark olmadig1 bulunmustur. (p>0.05).

E.faecalis ile enfekte edilen kok kanallarinda %2 CHX uygulanan grupta
tireyen mikroorganizma sayisi ile %5,25 NaOCI, U Green Clean Bitkisel Camasir
Suyu ve Seventh Generation Klorsuz Camasir Suyu uygulanan gruplarda dreyen
mikroorganizma sayisina iliskin bulgular karsilastirildiginda; %2 CHX uygulanan

grup ile karsilastirilan gruplar arasinda fark olmadigi bulunmustur. (p>0.05).
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Sekil 4. 21: CHX grubundan rastgele secilen bir érnegin besiyeri iizerindeki E. faecalis
gorantdleri.

E.faecalis ile enfekte edilen kok kanallarinda Doctor Mady Bitkisel Camasir
Suyu uygulanan grupta iireyen mikroorganizma sayisi ve Seventh Generation Klorsuz
Camasir Suyu grubunda iireyen mikroorganizma sayisia iliskin bulgular

karsilagtirildiginda; gruplar arasinda fark olmadigi bulunmustur. (p>0.05).

Sekil 4. 22: Doctor Mady Bitkisel Camasir Suyu grubundan rastgele secilen bir 6rnegin besiyeri
Uzerindeki E. faecalis géruntuleri.
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E.faecalis ile enfekte edilen kok kanallarinda U Green Clean Bitkisel Camasir
Suyu uygulanan grupta iireyen mikroorganizma sayisi ile %5,25 NaOCI, %2 CHX ve
Seventh Generation Klorsuz Camasir Suyu uygulanan gruplarda dreyen
mikroorganizma sayisina iligkin bulgular karsilastirildiginda; U Green Clean Bitkisel
Camasir Suyu uygulanan grup ile karsilastirilan gruplar arasinda fark olmadig

bulunmustur. (p>0.05).

Sekil 4. 23: U Green Clean Bitkisel Camasir Suyu grubundan rastgele secilen bir 6rnegin besiyeri
Uzerindeki E. faecalis gérintuleri.

E.faecalis ile enfekte edilen kok kanallarinda Seventh Generation Klorsuz
Camasir Suyu uygulanan grupta iireyen mikroorganizma sayisi ile %2 CHX, Doctor
Mady Bitkisel Camasir Suyu ve U Green Clean Bitkisel Camasir Suyu uygulanan
gruplarda iireyen mikroorganizma sayisina iligkin bulgular karsilastirildiginda;
Seventh Generation Klorsuz Camasir Suyu uygulanan grup ile karsilastirilan gruplar

arasinda fark olmadigi bulunmustur. (p>0.05).
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Sekil 4. 24: Seventh Generation Klorsuz Camagsir Suyu grubundan rastgele secilen bir 6rnegin
besiyeri Uzerindeki E. faecalis gorintileri.
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5. TARTISMA

Bakterilerin kok kanallarindan ¢ikarilmasi ve pulpa ve periapikal dokularda
mikroorganizmalarla enfeksiyonun Onlenmesi endodontik tedavinin amaglaridir.
Mekanik enstriimentasyonu ve kimyasal temizlemenin uygulanmasini iceren kok
kanalinin kemomekanik debridmani, kanal bakterilerinin eliminasyonu sirasinda ana
islemdir (41). Kok kanalindan bakteriyel eliminasyon, aletlerin ve irrigantlarin
mekanik etkisinin yani sira, irrigasyon solusyonlarinin antibakteriyel etkileri ile
saglanir. Biyofilmlerde gelisen mikrobiyal topluluklarin antimikrobiyal ajanlarla
ortadan kaldirilmasi son derece zordur. Biyofilmlerde yetisen mikroorganizmalarin
antimikrobiyallere kars1 planktonik olarak yetistirilen bakterilere gére 1000-1500 kat
daha direngli olabilecegini gosteren raporlar vardir (96). Haapasalo ve arkadaslarina
gore irrigasyon, planktonik ve biyofilm formlarindaki bakterileri ve doku kalintilarini,
mekanik enstriimantasyonla dokunulamayan kok kanal duvarlarimin karmasik

alanlarindan uzaklastirmanin tek yoludur (97).

Calismamizda klor igermeyen farkli ¢amasir sularinin; kok kanallarindaki
E.faecalis’e kars1 etkileri incelenmis ve bu soliisyonlarin etkinlikleri endodontik
tedavide en sik kullanilan soliisyonlar olan NaOCI, CHX ve EDTA ile in vitro olarak

karsilastirilmistir.

Yapilan in vitro endodontik mikrobiyoloji ¢alismalarinda, biyofilm
olusumunda kullanilan yiizeyler; hidroksiapatit diskler (98, 99), nitroselliloz
membran filtreler (100-102), ¢ekilmis dislerden hazirlanan dentin 6rnekleri (103, 104)
, polisitiren ylzeyler (105, 106), resin kok kanal modelleri (107) , ¢cekilmis insan (108-
112) ve hayvan disleri (113-117) olabilmektedir. Caligmamizda klinik durumu
yansitabimesi i¢in ¢ekilmis tek koklii, benzer biiyiikliiklerde kok ¢iirtigii bulunmayan
periodontal kaynakli enfeksiyonlar sonucu ¢ekim karari verilen alt premolar disler
kullanilmistir. Calisma siiresine kadar segilen disler serum fizyolojik igerisinde ayni

kosullarda saklanmistir.

Calismamizda kok kanal uzunluklarini 15 mm olacak sekilde standart hale
getirebilmek ve calisma boyutunu daha rahat ayarlayabilmek i¢in ¢alismaya dahil

edilen disler kole seviyesinden su sogutmasi altinda yiiksek devirli steril bir elmas
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frezle kesilmistir. Ayn1 zamanda standardize edilmis bakteri kolonizasyonu elde
edilmeye calisilmistir. Caligmalarin yontemleri incelendiginde, kok kanali hazirlig
sirasinda irrigantlarin sizintisini ve antibakteriyel etkilere miidahalesini 6nlemek igin,
dislerin apikal kisimlarinin tikandigi, caligmalarin mikrobiyolojik kisimlarinda ve
dezenfeksiyon islemleri sirasinda tasima ve ¢alismay1 kolaylastirmak, manipiilasyonu
basitlestirmek icin, orneklerin 1,5 mL'lik bir eppendorf tiiplerine sabitlendigi ve
otoklavda sterilize edildigi gézlenmistir(118, 110, 111, 119, 2, 120). Yukaridaki
caligmalarla uyumlu olarak ¢alismamizda dislerin apikal kisimlar1 kompozit rezin ile

tikanmig ve 6rnekler otoklavda sterilize edilmistir.

Dentin kanallariin agik oldugu dislerde bakteri inokiilasyonu sirasinda pulpa
yoniinden dentin kanallarina dogru gelisen enfeksiyonda oOnemli oOlgiide artis
saglanabilmesi nedeniyle; arastirmacilar kok kanallarini test mikroorganizmasi ile
enfekte etmeden Once preparasyon sirasinda olusan smear tabakasini1 uzaklastirarak,
dentin kanallarinin tamamen temizlenip agizlarinin agilmasini saglamiglardir (121,
122). Mevcut ¢alismada dentin kanallari igerisine bakteri invazyonunu kolaylagtirmak
amaciyla kok kanal preparasyonundan sonra kanallar %17 EDTA ve ardindan %5,25
NaOCl ile irrige edilmistir (41).

Kok kanal antiseptiklerinin antimikrobiyal etkinliklerinin
degerlendirilmesinde en direngli mikroorganizmalarla ¢aligilmasi o materyalle ilgili
elde edilen verilerin diger pek ¢ok mikroorganizma i¢in de gegerli olmasi yoniinden
oldukca 6nemlidir. E. faecalis normal agiz florasinda bulunan bir bakteridir. Nadiren
primer endodontik enfeksiyon vakalarinda bulunmasina ragmen endodontik tedavinin
basarisiz oldugu durumlarda siklikla izole edilmis veya saptanmistir (123). Bu
mikroorganizma fagositoz, antikorlar ve antimikrobiyal ajanlara kars1 direng saglayan
ve yasam kosullarini iyilestiren biyofilm olusturma yetenegine sahiptir (124, 125).
Dentin tlbdllerine derinlemesine niifuz eder ve diger mikroorganizmalar olmadan tek
bir tir olarak kanallarda kalabilir (126, 127). Bu nedenle kok kanal irrigasyonunda
kullanilan antibakteriyel soliisyonlarin etklinliklerinin degerlendirilmesi amaciyla
yapilan ¢calismalarin pek cogunda kok kanallarin1 deneysel olarak enfekte etmek iizere
siklikla E.faecalis kullanilmaktadir (128, 129). Bu ¢alismada da elde edilen verilerin

diger calisma sonuglariyla karsilastirilmasini kolaylastirmak amaciyla, ¢ok zor gevre
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sartlarina olan direnci ve inat¢i1 kok kanal enfeksiyonlarindan siklikla izole edilmesi

nedeniyle test mikroorganizmasi olarak E.faecalis 'le galisilmistir.

Haapasola ve Orstavik sigir dislerinden hazirladiklart 4 mm’lik silindirik
ornekler tizerinde yaptiklar in vitro bir ¢alismada, smear tabakasini kaldirdiktan sonra
hazirladiklar1 bloklar1 {i¢ hafta boyunca E.faecalis’le enfekte etmislerdir.
Arastirmacilar bu 6rneklerden aldiklar1 SEM goriintiilerinde kanal liimeninden dentin
kanallarinin igerisine dogru 500 pm derinlikte bakterilerin mevcut oldugunu, hatta bazi
dentin bloklarinda bakteri penetrasyonunun 1000 um’ye kadar ulastigini rapor
etmislerdir. Bu arastirmacilar E. faecalis ’in 24 saat i¢inde dentin kanallarina 300-400
um kadar ulasabildigini ve daha fazla inkiibe edilmis olan dentin kanallarindaki bakteri
penetrasyonu arasinda fark olmadigini, bu nedenle deneysel calismalarda daha kisa
stireli inkubasyon surelerinin kullanilabilecegini belirtmiglerdir (130). Shen ve ark.
olgun biyofilmdeki bakterilerin antimikrobiyal tedavilere gen¢ biyofilmlerdekilerden
daha direngli oldugunu bildirmislerdir (131). Bununla birlikte endodontik ¢aligmalar
i¢in standardize edilmis kanal i¢i mikrobiyal biyofilm modellerinin gelistirilmesinin
Onemini vurgulayan temsili bir biyofilm modeli gelistirmek i¢in inkiibasyon siireleri
konusunda bir goriis birligi mevcut degildir (107). Orneklerin E. faecalis ile
inkiibasyon siiresi cesitli ¢aligmalarda farklilik gdstermektedir. inkiibasyon siiresinin
24 saat (103, 132), 48 saat (107, 133), 7 guin (134-136), iki hafta (137, 138), U¢ hafta
(139-141, 104), dort hafta oldugu (110, 1, 2) caligsmalar literatiirde bulunmaktadir. Bu
nedenle caligmamizda, antibakteriyel protokoller, 7 giinliik E. faecalis (ATCC 29212)
biyofilminde degerlendirildi.

Kok kanalindaki mikroorganizmalarin toplanmasinda kanaldaki soliisyonlarin
aspirasyonu (142, 143, 133), steril paper pointlerin kok kanalinda bekletilmesi (144-
147) veya egeler ile dentin talaglarinin toplanmasi yontemleri (137, 148-152)
kullanilmistir. Paper pointlerle bakteriyolojik 6rnekleme ile sadece ana kok kanalinda
bulunan mikroorganizmalar orneklenebildiginden ve dentin tiibiillerinin iginde
bulunan mikroorganizmalara erisilemediginden tek basina yeterli degildir. Dentin
talaglarmin elde edilmesi dentin tiibiillerindeki bakterilerin de tespitine olanak
saglamaktadir (153, 148) . Calismamizda da literatiirdeki ¢aligmalara benzer sekilde

her kok kanalindan 3 ayr1 paper point ile her biri i¢in 60 sn temas siresi beklenerek ve
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ProTaper Next X3 ege ile dentin talaslar1 biriktirilerek 6rnek alinmasina dikkat
edilmistir. Boylece sadece ylizey degil dentin tiibiilleri icerisinde var olan bakteri
kolonizasyonu da degerlendirilmis ve ¢alismanin giivenilirligi ve standart sonucglara

ulasilabilmesi amag¢lanmustir.

Endodontide ¢ok sayida deneysel calisma ¢esitli kimyasallarin ve tekniklerin
antimikrobiyal etkinligini bildirmektedir. Kultlr prosedirleri endodontik kokenli
enfeksiyonlar dahil olmak {izere ¢esitli bulasici1 hastaliklarla iligkili mikrobiyotanin
degerlendirilmesinde referans olarak kullamilmustir (154). Insan veya hayvan dis
modellerinde antibakteriyel ajanlarin etkinligi arastirilirken birgok ¢alismada
kullanilan degerlendirme yontemi mikrobiyolojik sayim yontemidir (155). Biz de
calismamizda islem sonrasi iireyen bakteri kolonilerini sayarak CFU/ml degerlerini

elde ettik.

Sodyum hipoklorit (NaOCIl), antimikrobiyal etkinligine ek olarak, vital ve
nekrotik dokular1 ¢6zme yetenegi nedeniyle endodontide en etkili dezenfektan olarak
kabul edilmektedir (52). Endodontik tedavide NaOCI % 0.5 ile % 6 arasinda degisen
konsantrasyonlarda kullanilir ve bunlarin hepsi antibakteriyel aktivite gosterir (156).
Guclh bir oksitleyici ajan olan NaOCl'deki serbest klor, proteinleri bolerek vital ve
nekrotik dokuyu cozer. Klor, enzimlerin -SH grubunun irreversibl oksidasyonuna
neden olarak, bakteriyel hiicrenin metabolik fonksiyonlarini1 bozar (157). Siqueira ve
ark. yaptiklari in vitro ¢alismada %1, %2,5 ve %5,25 konsantrasyonlardaki NaOCl
soliisyonlarmin E. faecalis iizerindeki antibakteriyel etkinligini karsilastirmislar;
enfekte kok kanallarinda kullanilan NaOCl konsantrasyonlarinin antibakteriyel
etkinligi arasinda bir fark olmadigin1 ancak irrigasyon soliisyonunun konsantrasyonu
arttikca antibakteriyel etki hizinin arttigini bildirmislerdir (8). Berber ve ark.’nin
dentin talaglar1 {izerine yaptiklari bagka bir calismada %>5,25 NaOCI' nin %2,5
NaOCIl’den daha etkili oldugunu bildirilmislerdir (158). Calismamizda NaOCI
grubunda %05,25 konsantrasyonda soliisyon kullanilmistir. Calismamizin sonuglarina
gore kolonilerdeki azalma pozitif kontrol grubuna gére EDTA grubu harig istatistiksel

olarak anlamlidir.

CHX‘in s1v1 ya da jel formunun kok kanal tedavisinde irrigasyon ajani olarak

kullanimi Onerilmistir (159). Bir¢ok arastirmada CHX’in farkli yogunluklarinin

54



antibakteriyel etkisi lizerine ¢alisma yapmaistir. % 2 CHX soltisyonunun % 0,12 CHX’e
gore daha etkin oldugu bildirilmistir (160). Calismamizda CHX grubunda %?2
konsantrasyonda  solisyon  kullanilmigtir.  Calismamizin  sonuglarina  gére

kolonilerdeki azalma pozitif kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamlidir.

EDTA dentin i¢indeki kalsiyum iyonlariyla reaksiyona girer ve ¢oziinlir
kalsiyum selatlar1 olusturur. Selasyon 6zelligi sayesinde dentinin inorganik yapisini
uzaklastirir (161). EDTA’nin antimikrobiyal etkinligi ile ilgili literatiirde ¢aligmalar
bulunmaktadir. Arias - Moliz ve ark., EDTA'"nin 60 dakikalik temastan sonra bile E.
faecalis'e kars1 hicbir etkisinin olmadigini gostermistir (162). De Almeida ve ark.
E.faecalis’i kullanarak yaptiklari in vitro ¢alismada EDTA’nin biofilmden birgok
bakterinin ayrilmasina neden oldugunu ancak antimikrobiyal etkisinin ¢ok az
oldugunu bildirmistir (136). Calismamizda EDTA’nin E. faecalis kolonilerinde bir
miktar azalmaya neden oldugu bulunmustur. Pozitif kontrol grubu ile aralarinda

istatistiksel agidan bir farklilik bulunmamaistir.

NaOClI vital ve nekrotik dokular1 ayirt etmeden optimal doku ¢6zme 6zelligine
sahiptir. Dokular1 ¢6zerken protein yikimi ve bakteriyel enzimlerin inhibisyonundan
sorumlu olan serbest aktif klor icerigidir (50). NaOCI kullaniminin ¢ogu
komplikasyonu kok ucundan disar1 tasirilmasi sonucunda olmaktadir. NaOClI’nin
apikal foramenden periradikiiler bosluga ekstriizyonu halinde periapikal dokularda
toksik olabilir. Tasirildiginda agri, sislik, hemoraji ve bazi durumlarda sekonder
enfeksiyon ve parestezi gelismesi ile karakterize siddetli doku reaksiyonlarina neden
olabilir. Vital dokular Gzerinde hemoliz, cilt tlserasyonu ve nekroz ile sonuglanan
toksik etkilere sahiptir. Insan periferik lenfositleri iizerinde sitotoksik ve genotoksik
etkiler meydana gelebilir. Tip literatiiriinde alerjik potansiyeli analiz edilmis ve dental
literatirde de hipersentivite vakalar1 bildirilmistir (48). Calismamizda NaOCl’ye
alternatif olabilecek organik igerikli ve klor igermeyen deterjanlarin E.faecalis e kars1
etkinlikleri test edilmistir.

CHX, diisiik konsantrasyonlarda kullanildiginda (% 0,2), 6zellikle potasyum ve
fosfor gibi diigitk molekiiler agirliklt maddelerin hiicreden disar1 sizmasina neden olur.
Yiiksek konsantrasyonda (%2) kullanildiginda, sitoplazmik igerigin ¢okelmesine

neden olur ve hiicre 6liimiiyle sonuglanir (59). NaOCI ise serbest aktif klor igerigi
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sayesinde protein yikimina ve bakteri enzimlerinin inhibisyonuna neden olur (50).
Bircok in vitro / ex vivo g¢alisma, NaOCl ve CHX'in antibakteriyel aktivitelerini
karsilastirmistir. Calismalardan bazilart NaOCl'nin iistiin oldugunu (151, 163), bazilar1
CHX'in stiin oldugunu (164) ve bazilar1 da benzer olduklarini bildirmistir (165).Bu
caligmalara baktigimizda kullanilan soliisyonlarin derisiminin, miktarinin, uygulama
sliresinin ve ¢alisma yonteminin bu farkliliklara sebep oldugunu sdyleyebiliriz. Bizim
calismamizda da Gomes ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismaya uygun olarak NaOCl ve
CHX’in benzer antimikrobiyal etkinlige sahip oldugu bulunmustur. Calismamizda
%5,25 NaOCI ve %2 CHX ile klor igermeyen ve organik igerige sahip Green Clean
gruplart E.faecalis’e karst benzer antimikrobiyal etki gostermistir. Aralarinda
istatistiksel agidan fark bulunmasa da sirasiyla; %5,25 NaOCI; %2 CHX ve U Green
Clean Bitkisel Camasir Suyu gruplarina gore E. faecalis’e karsi daha etkili
bulunmustur.

Calismamizda %2 CHX uygulanan grupta treyen E.faecalis sayisinda azalma
meydana geldigi gbézlenmistir. %2 CHX uygulanan grupta treyen mikroorganizma
sayist ile %5,25 NaOCI, U Green Clean Bitkisel Camasir Suyu ve Seventh Generation
Klorsuz Camasir Suyu gruplarinda iireyen mikroorganizma sayisina iliskin bulgular
karsilastirildiginda; %2 CHX uygulanan grup ile karsilastirilan gruplarin = benzer
antimikrobiyal etkiye sahip oldugu bulunmustur. (p>0.05). Doctor Mady Bitkisel
Camagir Suyu ile Seventh Generation Klorsuz Camasir Suyu; Green Clean Bitkisel
Camagir Suyu ile Seventh Generation Klorsuz Camasir Suyu gruplari arasinda Ureyen
mikroorganizma sayisina iliskin bulgular karsilastirildiginda; E.faecalis sayisi tizerine

antimikrobiyal etkinligin benzer oldugu bulunmustur.

Calismamizda mikrobiyolojik degerlendirme sonrasi tiim deney gruplarindaki
E.faecalis miktarinin pozitif kontrol grubuna gére ¢ok daha az oldugu ve aralarindaki
farkin EDTA grubu hari¢ anlamli oldugu goriilmiistiir. En etkili dezenfeksiyon
ajaninlarinin ise sirasiyla %5,25 NaOCl, %2 CHX ve U Green Clean Bitkisel Camasir
Suyu oldugu saptanmistir. Bu gruplar1 Seventh Generation Klorsuz Camasir Suyu,
Doctor Mady Bitkisel Camasir Suyu ve EDTA izlemistir. Calismamizdan elde edilen
bulgular sonucunda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmamak tizere NaOCl en etkili
antimikrobiyal ajan olarak saptanmistir. Klor igermeyen organik deterjanlardan ise en

etkili olan U Green Clean Bitkisel Camasir Suyu grubudur. Klor icermeyen organik
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deterjanlar antimikrobiyal etki gdstermesine ragmen NaOCI kadar etkili degildir.
NaOCl ‘de bulunan serbest aktif klor icerigi bakteriyel enzimleri inhibe eder. Bu
nedenle klor igermeyen organik igerikli deterjanlarin NaOCI kadar etkili olmadigin

diistinmekteyiz.

Bu c¢aligmanin limitasyonlarindan birincisi, model kullanilmis olmasidir. Oysa
in vivo olarak, endodontik enfeksiyonlarin dogas1 énemli derecede farklidir. /n vivo
kosullarda, E.faecalis diger mikroorganizmalar ile etkilesime girebilir ve bu nedenle
davraniglarin1 degistirebilir (166). Benzer sekilde, kok kanallarini enfekte etmek igin
tek bir mikroorganizma kullanilmis olmasi, endodontik enfeksiyonlarin genellikle
polimikrobiyal olmasi nedeniyle uygulanan dezenfeksiyon islemlerinin etkinligini
degistirmis olabilir. Deneyde segilen disler tek ve oval kanalli olmasina ragmen;
kanallarin hacimleri tam olarak birbirine esit degildir. Hacmi esitlemek i¢in ProTaper
Next X3 biiylikliigiindeki egeye kadar preparasyon yapilmis olmasina ragmen; Kok
kanal anatomisinin karmasik yapisindan dolay: fin, isthmus gibi yapilar radyografide
tespit edilememis olabilir ve minimum da olsa kanal hacimleri birbirine esit olmamis
olabilir. Hacmin esit olmamasi biofilm biyiikliigliniin esit olmamasi anlamina
gelmektedir. Bu da calismanin sonuglarii etkilemis olabilir. Kullanilan ajanlarin
smear tabakasi {izerine etkileri ve doku ¢6zme Ozelliklerinin incelenmesi icin ileri

arastirmalarin yapilmasi gerektigi goriisiindeyiz.
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6.SONUC VE ONERILER

In vitro olarak gerceklestirilen calismamizin gereg ve yontem siirlamalar1 goz

oniinde bulundurularak elde edilen sonuglar asagidaki gibi siralanabilir:

1. Higbir irrigasyon soltisyonu E. faecalis i kok kanalindan kullanilan siire
ve miktar dahilinde tamamen yok edememistir.

2. Deney gruplan arasinda E. faecalis’in eliminasyonunda en yuksek
basar1 sirasiyla %5,25 NaOCI, %2 CHX ve U Green Clean Bitkisel Camasir Suyu
grubunda saptanmistir. Aralarinda istatistiksel agidan anlamli bir fark bulunmamasina
ragmen U Green Clean Bitkisel Camasir Suyu, NaOCl ve CHX’den daha diisiik
antimikrobiyal aktiviteye sahiptir.

3. Smear tabakasi uzaklastirilmig E. faecalis ile enfekte kok kanallarinda
%5,25 NaOCl ve %2 CHX benzer antimikrobiyal etkiye sahiptir.

4, %17 EDTA’nin E. faecalis e kars1 antibakteriyel etkisi minimaldir.

5. Doctor Mady Bitkisel Camasir Suyu ve Seventh Generation Klorsuz
Camasir Suyu benzer antimikrobiyal etki gostermesine ragmen NaOCl ve CHX
gruplan ile karsilastirildiginda E. faecalis’in eliminasyonunda yeterli etkiye sahip
degildir.

6. Literatiirde bircok dezavantaji bildirilmesine ragmen ekonomik ve
ulagilabilirligi oldukga kolay olan NaOCI klinik uygulamalarda prosediirlere bagl
kalmak ve dikkatli olmak kosuluyla tercih edilmelidir

7. Organik icerikli klor icermeyen deterjanlar ile E. faecalis miktarindaki
azalma pozitif kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel a¢idan anlamli olsa da
klinikk acidan kanal icerisinde bakteri varligi tedavinin basarisizligr ile

sonuclanacagindan kabul edilemez bir durumdur.
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