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OZET

Bu c¢alismanin amaci; % 5,257k  Sodyum  hipoklorit, %
2’likKlorheksidinglukonat, % 100’lik Oktenidinhidroklorit ve iki farkh isikla aktive olan
dezenfeksiyon sisteminin (Fotosan ve metilen mavisi& diyot lazer), E.
faecalisbiyofilmi Gizerindeki antimikrobiyal etkinliklerinin bakteri kilttir yontemi ve lazer

taramali konfokal mikroskop ile degerlendiriimesidir.

Calismada 9,7 mm capinda, 15
mmkalinligindastandarthidroksiapatitdiskleriizerinde 4 haftaboyuncakE.
faecalisbiyofilmi olusturuldu.4
haftasonunda,yiizeyiE.faecalisbiyofilmiilekaplanandiskler, test
edilenirrigasyonsollsyonlariigerisinde 1 dkve 5 dkbekletildi.

IsiklaaktiveolandezenfeksiyonsistemlerindenFotosangrubundadisklerfotosensitizeraja
ninigerisinedaldirilarakureticifirmanintalimatlaridogrultusunda 30 sn LED
Isikcihaziileiginlandi. Digergruptaisedisklermetilenmavisiicerisinedaldirilarak 30
sndiyotlazerileiginlandi. Disklerinfotosensitizerajanlarinigerisindebeklemesureleri, her
ikigrupigin de 1sinlamasuresidahilolacaksekildetoplam 1dk ve 5 dkolarakayarlandi.
Kaltaryontemindedisklerantimikrobiyalislemlerinardindan,
uzerlerindekalanyapisikbakterilerisokmekicin 1 dkultrasoniksubanyosundabekletildi.
DisklerinyizeyindensokulenbakterilerinolusturdugusispansiyondanTSA’yaekimleryap
idive 37 °C'de 24
saatbekletildiktensonrabesiyerituzerindelreyenkolonilersayilarakcanlibakterisayisihes
aplandi.
Lazertaramalikonfokalmikroskopanaliziicindisklerfloresanboyalarlaboyanarakiizerlerin
dekidli  (kirmizi)  vecanli  (yesil)  bakterilertespitedildi.  Oliihlicre/  total

hldcreoranihesaplandi.

Eldeedilenverilereg6reher ikiydntemveuygulamastresinde de kontrolgrubu
SF haric test
edilenirrigasyonsollsyonlarininhepsiigiklaaktiveolandezenfeksiyonsistemlerindendah
aetkilibulundu. % 5,25'lik NaOClile %2100’luk
Oktenidinhidrokloritarasindaistatistikselolarakfarkgdzlenmedi. %2’lik CHX, %05,25’lik
NaOCl'dendahaazetkilibulunurken, %2100’luk

Oktenidinhidrokloritilearasindaistatistikselolarakfarksaptanmadi.Her
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ikiybntemveuygulamasuresinde de test
edilenisiklaaktiveolandezenfeksiyonsistemleriarasindafarkbulunmadi.Kiltiryontemin
deisiklaaktiveolandezenfeksiyonsistemiFotosanile
SFarasindaistatistikselolarakfarksaptanmadi.Lazertaramalikonfokalmikroskopanalizis
onuglarinagoreise 1 dkuygulamasuresindeFotosangrubu, 5
dkuygulamasiuresindeisediyotlazergrubuilekontrolgrubu SF
arasindaistatistikselolarakfarkbulunmadi.KultiryontemindeFotosangrubuhari¢digertu
mgruplarda 1 dkve 5 dkuygulamasureleriarasindaistatistikselolarakfarkgdzlenmedi.
Fotosangrubunda 5 dkuygulamasuresi 1
dk’yagoreistatistikselolarakdahaetkilibulundu.
Lazertaramalikonfokalmikroskopanalizisonuglarinagoreisetumgruplardauygulamasur
eleriarasindaistatistikselolarakfarkgdzlenmedi.

Eldeedilenverileregoreikiydntemarasindakorelasyontespitedildi.

Anahtarkelimeler:Isiklaaktiveolandezenfeksiyonsistemi,

lazertaramalikonfokalmikroskop (LSCM), biyofilm, E. faecalis



ABSTRACT

Theaim  of  thisstudywastoevaluatetheeffectiveness of % 5,25
Sodiumhypochloride, % 2Chlorhexidinegluconate, % 100
Octenidinehydrochlorideandtwodifferentlightactivateddisinfectionsystems(Fotosanand
methyleneblue&diodelaser) on E. faecalisbiofilm,

byusingthebacteriaculturemethodandlaserscanningconfocalmicroscope.

In this study, E. faecalisbiofiimwasgrown on thestandard hydroxyapatite
discs,whichhave a 9.7 mm diameterand 1.5 mm width, for 4 weeks. At theend of the
4 weeks, thediscswhosesurfaceswerecoveredbyE.faecalis biofiimwerekept in
theirrigation solutions for 1 and 5 minutes. Discs in the Fotosan group, a
lightactivateddisinfectionsystem, immersed in the photosensitizer agent, and
activated by LED light for 30 seconds according to the manufacturer’s instructions. In
the other group, discs were immersed in methylene blue, and activated by diode
laser for 30 seconds. In the culture method, following antimicrobial exposure, discs
werekept in ultrasonic water bath for 1 minute in order to remove remainingadherent
bacteria from the discs. Aliquots from the bacterial suspension were added on TSA,
and incubated for 24 hours at 37 °C. After incubation, bacteria colonies grown on the
culture were counted. Dead (red) and live (green) bacteria on the discs were
identified by coloring the discs with florescence dyes in order to make an evaluation
in the laser scanning confocal microscope. Dead cells/totalcells ratio was calculated.

According to the data achieved, in both of the methods and application
times, all of the tested irrigation solutions were found more effective than light
activated disinfection systemsexcept the control group Saline. No statistical
difference was observed between % 5,25 NaOCl and %2100 Octenidine
hydrochloride. %2 CHX being found less effective than %5,25 NaOCI, any statistical
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difference was observed between %2 CHX and %2100 Octenidine hydrochloride.In
both of the methods and application times, no difference was found between the
tested light activated disinfection systems.In the culture method, no difference was
found between Fotosan and Saline statistically. Within the results of the laser
scanning confocal microscope analysis no statistical difference was foundbetween
Fotosan group and Saline group in application time of 1 minute.No statistical
difference was found between Diode laser group and Saline group in application time
of 5 minute. In the culture method, no statistical difference was observed between
application times of 1 and 5 minutes in all of the other groups except Fotosan. In the
Fotosan group, 5 minute was found more effective than 1 minute statistically. In the
conclusions of the laser scanning confocal microscope analysis no statistical
difference was observed in application times in all of the groups. According to the

data achieved, a correlation was observed between two methods.

Key words: Light activated disinfection system, laser scanning confocal

microscope (LSCM), biofilm, E. faecalis.
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1. GIRIS

Mikroorganizmalar, apikal periodontitisin patogenezinde rol alan &nemli
etyolojik faktérlerdir.® Bu nedenle, endodontik tedavinin temel amaclarindan biri, apikal
periodontitisin etkeni olan mikroorganizmalarin nekrotik kok kanal sisteminden elimine

edilmesidir.

Mikroorganizmalarin dogada ¢ogunlukla bir ylzeye tutunarak ve biyofilm adi
verilen vyapilar olusturarak hayatlarini devam ettirdikleri bilinmektedir.? Kok kanal
sisteminde de duvarlara yapisik biyofilm yapisi icinde yer alan mikroorganizma
topluluklarinin varlidi, cesitli calismalarla gésterilmistir.>” Biyofilm icindeki bakteriler
planktonik kosullarda gelismis bakterilerle karsilastirildigi zaman antimikrobiyal ajanlara

kars! karakteristik olarak artmis bir dirence sahiptirler.?

Enterococcus faecalis endodontik tedavi sonrasi gorulen inatg¢i periradikller
enfeksiyonlarin etyolojisinde siklikla rol alan bir mikroorganizmadir. E. faecalis’in
biyofilm olusturma potansiyeli ve degisen cevre kosullarina adaptasyon yetenegi

vardir.®

Antimikrobiyal irrigasyon soltsyonlari, nekrotik kok kanal sisteminden
mikroorganizmalarin uzaklagtiriimasinda 6nemli bir role sahiptir. Kok kanal sistemi el ve
doner sistemlerle sekillendirilirken, irrigasyon ile inflame ve nekrotik dokular,
mikroorganizmalar, biyofilmler ve debrisler uzaklastirimaya c¢alisiimaktadir. Ancak kok
kanal sisteminin kompleks yapisi nedeni ile en ylksek teknik standartlar kullanilsa bile
kemomekanik preparasyon sonrasi kok kanalinin mikroorganizmalardan tamamen
temizlenemedigi goriilmistiir.° Bu nedenle endodontide yeni antimikrobiyal stratejilerin

gelistiriimesi ¢abalari devam etmektedir.

Fotodinamik terapi diger adiyla 1sikla aktive olan dezenfeksiyon sistemi, isiga
duyarli maddenin oksijen varhginda, i1sikla aktive edilmesi esasina dayanan bir medikal
tedavi seklidir.** Fotodinamik terapi uygulamalari dishekimliginde de hizla gelismektedir.



Cesitli antimikrobiyal ajanlarin etkinliklerinin in vitro olarak degerlendirilmesi, in
vivo calismalara onculik etmesi acisindan oldukga énemlidir. Bu ¢alismanin amaci da,
farkh irrigasyon solusyonlarinin ve igikla aktive olan dezenfeksiyon sistemlerinin, E.
faecalis biyofilmi Gzerindeki antimikrobiyal etkinliklerinin bakteri kiltir yontemi ve lazer

taramali konfokal mikroskop ile in vitro olarak degerlendiriimesidir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Biyofilm

Biyofilm, geri donugumsuz olarak kati bir yuzeye tutunan, belirli bir yapisal
batunluk icerisinde kendi urettikleri ekstraselliler polimerik maddelerden olugsan bir
matriks igcinde goémull olarak yasayan, buylme hizlari ve gen transkripsiyonlari
acisindan serbest dolasan turdesleri ile aralarinda farkliliklar bulunan mikrobiyal

hiicrelerin olusturdugu bir topluluktur.*?

Mikroorganizmalar dogal bir ortam icerisinde nadiren serbest hareket halinde
bulunurlar. Aksine ylzeylere tutunarak yapisik mikrobiyal topluluklar olusturmak igin
kuvvetli egilimleri vardir. Bu nedenle dogal sivilarla temasta olan herhangi bir sistem

icindeki canli veya cansiz yiizeylerde biyofilm formasyonu meydana gelebilir.?

Biyofimler, sadece ylzeye vyapismis durumda bulunan ve igerisinde
mikroorganizmalarin bulundugu homojen bir tabakadan ibaret olmayip, belirli bir yapiya
sahip, koordinasyon yetene@i bulunan mikrobiyal topluluklarin olusturdugu biyolojik
sistemlerdir.*®* Biyofilmlerin, ekzopolisakkarit matriks icinde yasamlarini siirdiiren
hicrelere esansiyel besinlerin ve oksijenin taginmasini saglayan su kanallarina sahip,
cok tabakali heterojen bir yapilari vardir. Biyofilm iginde yasayan mikroorganizmalar
tarafindan sentezlenen polisakkaritler, biyofilmin ana ekstraselliler komponentini

olusturur.®

Bir yuzeye tutunarak koloniler halinde yasayan mikroorganizmalarin
olusturduklari her tabaka biyofilm yapisinin ézelliklerini tagimamaktadir. Gergek biyofilm
yapisinda olmayan topluluklar, bulunduklari yuzeylerde planktonik hicre davranisi
sergilemeye devam etmektedirler ve biyofilm icerisindeki bakterilerde gozlenen direng
ve geri donusumsuz yapisma gibi 6zelliklere sahip degildirler. Bununla beraber, biyofilm
icerisindeki bakterilerin de zamanla matriksten koparak ayrildiklari ve dolasima
gectikleri bilinmektedir. Bu ayrilan bakterilerin planktonik forma gecseler de, ayrildiklari

toplulugun tim direng karakterlerini tasidiklari bildirilmistir.®



2.1.1 Biyofilm Olugsumunun Asamalari

Biyofilm olusumu temelde 4 asamada gergeklesmektedir'® (Sekil 2.1).
1. Conditioning film tabakasinin olugsmasi

2. Planktonik mikroorganizmalarin adezyonu

3. Mikroorganizmalarin polimerik matriks iginde kolonizasyonu

4. Mikroorganizmalarin biyofilmin Ust tabakasindan koparak ayriimasi

Planktonik yani sivi bir ortam icinde diger bakterilerden bagimsiz olarak
serbestce yuzen bakteriler, biyofilm olugumu icin bir 6n sarttir. Bakterilerin biyofilm
olusturmalari igin 6ncelikle kati bir yizeye tutunmalar gerekmektedir. Conditioning film
tabakasinin olusumunu takiben bakteriler ylzeye geri donusur Ozellikte tutunurlar.
Conditioning film tabakasi protein, glikoprotein ve bazi sekrete edilmis mikrobiyal
urtnleri igeren organik bir tabakadir. Conditioning film tabakasi her zaman
mikroorganizmalarin bdlgeye gelisinden 6nce olusur ve belirli mikroorganizmalarin
selektif olarak adezyonunu indiikleyerek biyofilmin mikrobiyal icerigini etkiler.® ikinci
asama mikroorganizmalarin adezyonunu igerir. Erken kolonilesen mikroorganizmalar
diger mikroorganizmalarin adezyonu icin kritiktir. Ornegin streptokok tiirleri erken
kolonilesenler arasindadir ve hem gram (+) hem de gram (-) bakterilerin adezyonu igin
oénemli bir rol oynamaktadirlar.’® Ugiincli asama tutunan mikroorganizmalarin
¢ogalmasini ve metabolizmasini igerir ki bu durum yapisal olarak organize olmus
biyofilmin en kiguk birimi olan mikrokolonilerin  olusumu ile sonuglanir.
Mikroorganizmalarin kendine &6zgu karakteristikleri ve ¢evresel faktorler, biyofilm
icindeki gelisimlerini ve dizilimlerini etkiler. Olusan biyofilmin Ust tabakasindan
mikroorganizmalar koparak ayrilir. Mikroorganizmalarin yuzeyden ayrilmalari geligim
sirasinda surekli devam eden bir surectir. Mikroorganizmalarin ylizeyden duzenli olarak

ayrilmalari, baska alanlara yayilmalari ve kolonize olmalari anlamini tagir.*’

Lazer taramali konfokal mikroskop ile elde edilen gdortintiler olgun biyofilmlerin,

ekzopolisakkarit matriks igine gomulmus c¢esitli yuksekliklerde mantar seklinde yapilara



sahip mikrokolonilerden olustugunu gdstermektedir. Mikrokolonilerin arasinda iginde su
akisi olan acgik su kanallari bulunmaktadir. Su kanallari, biyofilm yapisi iginde besinlerin

dagilimini ve metabolik son iriinlerin uzaklastiriimasini saglar.*®

ADEZYON
»
PROTEIN
? ADSORBSIYONU
VoQ

Conditioning Planktonik bakterilerin Bliyime ve koloni
film tabakasinin adezyonu olusumu
olusumu

- J

Sekil 2.1 Biyofilm olusumunun asamalari
2.1.2 Biyofilm Bakterilerinde Farkli Fenotip Geligimi

Bakterilerin planktonik durumdan biyofilm durumuna gegisinde, bakteriyel
fonksiyonlarin modifikasyonu dikkat c¢ekmektedir. Biyofiim olusumu planktonik
bakterilerin bir yuzeye tutunmalari ile baglayan dinamik bir olaydir. Mikroorganizmalarin
bir yluzeye adezyonu, c¢ok sayida genin degismis ekspresyonunu tetiklemekte,
dolayisiyla bakterilerin fenotipi degismektedir. Bu tip ylzeyin indUkledigi degisikliklerin
karakteri hem mikroorganizmalara hem de ylzeyin tabiatina baghdir. Ayrica adezyona
protein sentez degisikliklerinin yaninda sadece yapisik hucrelerde tanimlanan yeni
proteinlerin sentezi de eslik etmektedir. Dolayisiyla bir yuzeye tutunma biyofilmlerde
kendiliginden yeni fenotiplerin olusumuna yol acmaktadir.** Bununla beraber biyofilm
icindeki lokal gevresel kosullardan kaynaklanan degismis gen ekspresyonlari, protein
sentezleri ve dolayisiyla yeni fenotipler ortaya cikabilir. Ornegin Streptococcus

mutans’ta ekstrasellller polimerlerin sentezi ile iligkili genlerin ekspresyonu matur
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biyofilmlerde baslangigtakine goére farkh bulunmustur. Bu durum ortamin pH’ina ve

biyofilm icindeki karbonhidrat miktarina baglanmistir.*®

Mikroorganizmalar degisen cevresel kosullara yanit verme ve adapte olma
kapasitesine sahiptir.”® Ozelligi olan mikroorganizmalar gevredeki kimyasal bilgileri
algilar, igler ve fenotipik 6zelliklerini duzenlerler. Quorum-sensing, yogun bakteri
kiimelenmelerinin varliginda hucresel fonksiyonlari kontrol eden, hucreler arasi
bakteriyel iletisim mekanizmasidir. Uygun konsantrasyonlardaki difize olabilen
molekullerle kontrol edilen bu haberlesme sistemi, komgu mikroorganizmalarda gen
ekspresyonunu degistirmeye yarar. Biyofilm olusturma yetenegi ve virllans gibi ¢esitli
mikrobiyal Ozelliklerin  dlUzenlenmesine katilan quorum-sensing haberlesmesi
ekstraselliler DNA'y1 igine alir ve cevresel strese karsi koyar.?* S. gordonii, S. mitis, P.
gingivalis, F. nucleatum ve P. intermedia gibi kok kanallarinda bulunan oral bakterilerin
¢ogu quorum-sensing Yyoluyla iletisim yetenegine sahip olup, uyari molekulleri kok
kanallarindaki biyofilm bakterilerinin fenotipik 6zelliklerini optimize etmek igin gen

ekspresyonlarini degistiren gevresel faktérler olarak gérev yapmaktadir.**
2.1.3 Biyofilmin Antimikrobiyallere Karsi Direnci

Biyofilm icindeki bakterilerin fizyolojik 6zellikleri sivi kdltir igindeki yani
planktonik formdaki turdeslerinin fizyolojik 6zelliklerinden farklidir. Belirli bakteri
turlerinin biyofilm icinde gelistikleri zaman yeni ve daha virllan tipler sergiledikleri
bulunmustur. Biyofilm igindeki bakteriler planktonik kosullarda gelismis bakterilerle
karsilastirildigi zaman antimikrobiyal ajanlara kargi karakteristik olarak artmis bir
dirence sahiptirler.® Biyofilm icinde gelisen mikroorganizmalarin antimikrobiyal ajanlara
karsi planktonik formdakilerden 100-1000 kat daha direngli oldugunu gosteren raporlar
bulunmaktadir.?? Biyofilmin yapisina bagli olarak gelisen bu direng su mekanizmalarla

aciklanmaktadir.?>2°

e Ekstrasellller polimerik matriks antimikrobiyal ajanin gegisi icin bariyer

olusturur.



e Biyofilmin polianyonik yapisi katyonlarin derin diflzyonuna karsi direng
gosterir, antikorlari engeller ve antibiyotikleri notralize eden - laktamaz gibi

enzimlerin konsantrasyonunu artirir.

e Bakterilerin yakin iligkisi sonucu meydana gelen DNA degigimi antibiyotik
direncini hizli sekilde transfer edebilir.

e Biyofilmin yapisi bakterileri immun sistem elemanlarindan korur.

e Biyofilm gelisimi sirasinda meydana gelen fizyolojik degisiklikler ve
mikroorganizmalarin Ureme hizlarinin degismesi sonucu antimikrobiyal

ajanlar daha yavas hucre igine girer.
2.1.4 K6k Kanalinda Biyofilm Olugsumu

Enfekte kdk kanallarindaki biyofilm yapilari ilk kez Nair tarafindan tespit
edilmistir. Nair,* transmission elektron mikroskobu (TEM) kullanarak koronal curiikleri
olan ve periapikal inflamasyon nedeniyle ¢ekilen 31 digin kdk kanal igerigini incelemigtir.
Mikroorganizmalarin buyuk bolumuandn koklarin, rodlarin, filamentlerin ve spiroketlerin
gevsek topluluklari halinde bulundugunu belirtmistir. Kanal duvarlarina yapisik, inceden
kalina dogru tabakalar olusturan yogun bakteri kimelenmeleri de gézlemlemistir. Ayrica
amorf materyallerin bakteriler arasi bogluklari doldurdugu belirtiimis ve bu yapi

bakterilerin ekstraselliler matriksi olarak yorumlanmistir.

Nair ve ark.® baska bir calismalarinda, kanal tedavili apikal periodontitisli
mandibular molar diglerde biyofilm olusumlarini gézlemlemislerdir. Kok kanal tedavileri
tek seansta yapiimis olan bu dislerde biyofilmler siklikla kok kanal sisteminin
ulasilamayan bolgelerinde tespit edilmigtir.

Molven ve ark.,” benzer sekilde gekilmis dis gruplarini kullanarak enfekte kdk
kanallarinin apikal 2 mm’lerini SEM ile gérunttlemisler ve igerisinde spiroketlerin de yer
aldigi koklarin, rodlarin ve/veya filamentlerin olusturduklari mikrokolonilerin varligini

gOstermiglerdir.



Sen ve ark..® tedavi edilmeden cekilmis apikal periodontitisli disleri SEM ile
incelemis ve kok kanallarinin yogun olarak enfekte oldugunu, tim bdlgelerinde
mikroorganizmalarin bulundugunu gozlemlemiglerdir. Koklarin ve rodlarin floraya hakim
olarak kok kanal duvarlarinda koloniler olugturduklarini ve degisen derecelerde dentin

tlbullerine penetre olduklarini belirtmislerdir.

Lomcali ve ark.,® asemptomatik apikal periodontitis lezyonlari ile etkilenmis
dislerin kok uclarinin dis yuzeylerini incelemek icin SEM kullanmiglardir. Rezorbsiyon
lakiinlerinde, apikal foramenin yakininda ve tam ¢ikis noktasinda yogun bakteri zincirleri

ve ekstraselller matriks icine gdmulmuas ¢ok tabakali bakterileri gézlemlemislerdir.

Tronstad ve ark.?’ inatci endodontik vakalar olarak adlandirilan tedaviye
direngli vakalarla ilgili bir ¢caligmada cerrahi mudahale sirasinda uzaklastirilan kok
uclarinin yuazeylerini SEM ile incelemislerdir. Apikal foramene komsu olan koklerin ug
kisminin devamli, dizgun ve cesitli bakteri formlarini iceren bir tabaka ile kapl
oldugunu belirtmislerdir. Ylzey duzensizliklerinde, girinti ve bosluklarda gézlemledikleri,
extraselliler madde ile bir arada tutulan organizmalari koklar, rodlar ve bazi fibriler

formlar olarak tanimlamiglardir.

Siqueira ve Lopes,7 asemptomatik periapikal lezyonlu 26 c¢ekilmis disi
g6zlemlemiglerdir. Tum dislerde genis ¢urtkler, radyolisent alanlar ve iliskili periapikal
doku lezyonlarinin bulundugunu belirtmiglerdir. SEM’de kok kanalinda sinirli koklar ve
rodlar gérmuslerdir. Sadece bir diste apikal foramenin Otesinde, bir vakada da apikal
foramenin yakininda yogun bakteriyel kimelenmeler tespit etmislerdir. Bakterilerin
apikal foramende ya da disinda bulunmasinin daha ¢ok dis ¢ekimi sirasinda bakteri
kolonilerinin ekstrizyonu sonucu olabilecegine ve gergek durumu yansitmayabilecegine

dikkat cekmiglerdir.

Leonardo ve ark.,?® vital pulpa, apikal lezyonsuz nekrotik pulpa ve apikal
lezyonlu nekrotik pulpa gibi ¢esitli pulpal kosullara sahip ¢ekilmis dislerin kok uclarini
kargilagstirmak icin SEM'’i kullanmiglardir. Biyofilm formasyonunu sadece apikal
periododotitisli dislerde tanimlamiglar ve biyofilmlerin kok, basil, filament gibi farkh

bakteriyel monotiplerden olustugunu belirtmiglerdir.
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Detayh bir gekilde tanimlanmamis olmasina ragmen yapilan arastirmalarda
enfekte kok kanal duvarlarinda bakteriyel birikimlerin gbzlenmesi, biyofilm
formasyonuna iliskin mekanizmalarin kok kanal boslugu iginde de meydana
gelebilecegini gostermektedir. Literatirdeki mevcut vakalara dayanarak, kok
kanallarinin ¢lrik sonrasi uzun sureli agiz ortamina agik kalmasi, yetersiz tedavi
edilmis kok kanallan, fistil yolu varhgi gibi etkenler kdk kanal sisteminde biyofilm

olusumu igin énemli birer 6n sart olabilirler.**

Koék kanal sistemi iginde biyofilm olusumu igin gerekli én kosullar pulpanin
yikim nedenine baghdir. Pulpal nekroza neden olan travma kaynakh iskemik
yaralanmalarin pulpanin gurikle ekspozuna kiyasla kolonizasyon fazi igin tamamen
farkh on kosullar saglamasi muhtemeldir. Pulpanin ¢urikle ekspozunda inflamatuar
lezyon apekse dogru uzanir ve iggalci planktonik mikroorganizmalarin gogalmasini ve

kék kanal duvarlarina tutunmasini saglayacak sivi akisini temin eder.**

Primer enfekte kok kanalinin baslangi¢ enstrimantasyonunu takiben tagkin
enstrimantasyona bagli gelisen periapikal doku hasari inflamatuar eksudalarin kok
kanali icine girisine izin verir ve endodontik tedavi surecini uzatan proteolitik bakterilerin
gelisimine neden olur. Benzer sekilde tedavi edilmis kok kanallarinda kanal dolgusu
tarafindan hapsedilmis bakterilerde siklikla goértlen besinsizlik durumu tekrarlayan
tedavi vakalarinda taskin enstrimantasyon ile ortadan kaldirlabilir. Eger kanal sistemi
retreatment girisimi ile tekrar acgilirsa foraminal yapilarin dikkatsiz genisletiimesi besin
kaynagini énemli dlgude artirabilir ve islemin sonucunu olumsuz sekilde etkileyebilir.
Lokal kdk kanal ortaminda potansiyel degisime neden olan bir diger durum koronal
restorasyonlar kaybedildigi ve agiz ortamina direkt gecis yolu olustugu zaman meydana
gelir. Bu gecis yolu sadece kok kanal sisteminde doldurulmamis bosluklardaki faaliyet
gOstermeyen mikroorganizmalara can veren besin elementlerini degil ayrica yeni

mikroorganizmalari da tasir.**
2.2 Enterococcus Faecalis

Enterokoklar gram (+) fakultatif anaerob olup, tipik olarak mikroskopta ciftler

veya zincirler olusturmus bicimde gorulurler. Enterokoklar insan vicudunda
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gastrointestinal sistem, oral kavite ve vajinada kommensalist olarak yasarlar. Bununla
birlikte idrar yollarini, safra yollarini, dolagsim sistemini, endokardiumu, yanik yaralarini
ve kateterler gibi yabanci cisimleri enfekte ederek ciddi hastaliklara yol
acabilmektedirler.” Enterokoklarin insanlarda neden oldugu enfeksiyonlarin % 90’indan

E. faecalis sorumludur.?®

E. faecalis diger enterokok tlrlerinde oldugu gibi, elverigsiz kosullara kolaylikla
adapte olabilir. Sodyum dodesil sulfat, safra tuzlari, hiperosmolarite, is1, etanol, hidrojen
peroksit, asidite ve alkalinitenin normal oldurictu duzeylerine diger mikroorganizma

tirlerinden daha az hassastir.3*33

E. faecalis, tedavi edilmemis nekrotik pulpali diglerin mikrobiyal florasinin kiigtk
bir kismini olustururken, kronik apikal periodontitis bulgusu veren basarisiz endodontik
tedavili dislerin % 30-70’inde E. faecalis’in pozitif klltarinin elde edildigi ve siklikla da

saf kiltiir halinde bulundugu gosterilmistir.>*

E. faecalis’in primer endodontik enfeksiyonlarda gorulme sikhdr % 4-40 olarak
bildirilirken, inatgi periradikuler lezyonlarda bulunma sikliginin ¢ok daha fazla oldugu

belirtiimistir.>®

Ayrica E. faecalis'in basarisiz kdk kanal tedavili diglerde bulunma
sikliginin primer endodontik enfeksiyonlardan 9 kat daha fazla oldugu da bildirilmistir.®
Molekuler teknikler, basarisiz endodontik tedavili dislerde yuksek dizeyde E. faecalis
oldugunu onaylamis ve bu basarisiz vakalarin % 60-90’Inda ture ait gen pargalari

saptanmistir.3>%

E. faecalis; litik enzimler, sitolizin, feromonlar ve lipoteikoik asit gibi belirli
virulans faktorlere sahiptir.*®> E. faecalis'in konak hiicrelere baglanabildigi ve konak
cevabini degistirebildigi belirtiimistir.3>>° E. faecalis, lenfositlerin etkilerini bastirmak
suretiyle de endodontik basarisizliga neden olabilmektedir.”® Bu mikroorganizmanin ¢ok
cesitli genetik polimorfizimler sergiledigi goériilmekte** ve serine proteaz, jelatinaz ve
dentine baglanmayi kolaylastiran kollojen baglayan protein (Ace) gibi enzimlere sahip
oldugu bilinmektedir.*> Dentine baglanabilme 6zelligi de gdsteren E. faecalis, dentin
tubullerine 400-1000 um ilerleyebilecek kadatickk boyutlu olup dentin tubulleri

icerisinde yasayabilmektedir.3%*®
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Enterokoklar zor gevresel sartlara iyi dayanikhlik gosterirler. 10-45°C arasinda,
% 6,5 NaCl besiyerinde ¢ogalabilmekte, pH 9,6'nin Gzerindeyken ve 60°C’de 30 dakika
yasayabilmektedirler.** Kok kanal sistemi mikroorganizmalarin cogalmalari icin
besinden zengin bir ortam olmamakla birlikte, E. faecalis’in apikal foramenden sizan
serumu kullanarak c¢ogalabilecegi, diger taraftan virllans faktérlerinden hyollronidaz
araciligiyla dentinde bulunan hyallronattan veya organik kisimca zengin oldugu bilinen
smear tabakasindan ¢ogalmak igin gerekli enerjiyi elde edebilecedi dustinulmektedir. E.
faecalis uzun sire aghga dayanabilme kapasitesine ve uygun besin ortami olusunca
normal hallerine dénebilme kabiliyetine de sahiptir.*® Yapilan bir arastrmada E.
faecalis’in kok kanalinda ek besin olmadan 12 ay boyunca canhligini surdurebildigi de

gosterilmistir.*°

E. faecalis’in biyofilm olusturarak 1000 kat daha direngli hale geldigi
belirtilmistir.? in vitro galismalarda E. faecalis’in dentin tiibiillerini 24 saat gibi ¢ok kisa
sayllabilecek bir siirede istila ettigi de gdsterilmistir.>****"*° E. faecalis monoenfeksiyon
olusturma yetenegine de sahiptir. Sobrinho ve ark.> tarafindan rat disleri (izerinde
yapilan bir calismada, kdk kanallarina gesitli bakteriler ayri ayri ve birlikte ekilmis ve E.
faecalis’in digerler bakterilerden farkli olarak, pek c¢ok vakada kok kanalinda diger

bakterilerin destedi olmadan tek basina kolonize olabildigi bulunmustur.

E. faecalis’'in kanal igi antiseptik materyal olarak siklikla kullanilan ve gugli bir
alkalin dezenfektan olan kalsiyum hidroksitin antimikrobiyal etkisine karsi direngli oldugu

da pek cok calismada gosterilmistir.%434751-53

E.faecalis yukarida belirtilen 6zellikleri dolayisiyla endodontide, inatg¢i bir
patojen olarak kabul edilmektedir. Endodontik tedavide basariy! arttirma yolundaki
calismalarda E.faecalis’in tam eliminasyonunun saglanmasi énemli bir agsama olarak

gorulmektedir.
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2.3 Endodontide irrigasyon

Endodontik tedavinin temel amaci apikal periodontitisin etkeni olan
mikroorganizmalarin kok kanal sisteminden yok edilmesi ve enfeksiyonun yeniden
olusmasinin Onlenmesidir. Bu amagla, kok kanal sistemi el ve doner sistemlerle
sekillendirilirken, irrigasyon ile inflame ve nekrotik dokular, mikroorganizmalar,

biyofilmler ve debrisler uzaklastirimaya calisilmaktadir.*®>*

Antimikrobiyal irrigasyon solusyonlari, nekrotik kok kanal sisteminden
mikroorganizmalarin uzaklastirilmasinda énemli bir role sahiptir. irrigasyon soliisyonlari
antimikrobiyal etkileri ile mikroorganizmalarin 6limine neden olurken, kdk kanal
sisteminde enstrimante edilemeyen alanlara ulasarak bu alanlardan bakteriyel

biyofilmlerin uzaklastiriimasina olanak saglayabilmelidir.

Kok kanal tedavisinde irrigasyon isleminin sagladigi yararlar su sekilde

siralanabilir:>®

1. Enfekte materyal, yumusak ve sert doku artiklan fiziksel ve kimyasal
olarak uzaklastirilir. irriganlar organik debrisleri uzaklastirarak mikroorganizmalarin

beslenmelerini guclestirmekte ve boylece sayi ve turlerini azaltmaktadir.

2. Kok kanal sistemindeki artik organik materyal c¢ozinmektedir. Kok
kanallarinin mekanik preparasyonlarinda ulasilamayan kanal ayrintilari segilen materyal

ve yonteme bagli olarak bir dlgide temizlenebilmektedir.

3. Kanal aletlerinin lubrikasyonla c¢aligsmalari kolaylastiriimaktadir ve

olusabilecek islemsel hatalar azalmaktadir.

4. Bazi solusyonlar antimikrobiyal etki gOstererek mikroorganizmalari
oldurmektedir.

5. Bazi sivilar smear tabakasini  uzaklastirabilmekte, bdylece

dezenfektanlarin dentin kanalciklari igerisine yayilmalari kolaylagsmaktadir.
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6. Kanallardaki islemler irriganla dolu bir ortamda gergeklestirildiginde dentin
talaglari pulpa odasina dogru yukselir. Talaslarin apikal bolimde birikmesi ve tikanma

olusturmasi olasiligr azalr.

7. irriganlarin digleri agartma 6zellikleri vardir. Bu 6zellik kanal tedavisinden

sonra diglerin dogal renklerini yitirmelerini Snemli élgtide engeller.

ideal bir irrigasyon solliisyonunda bulunmasi gereken 6zellikler de su sekilde

siralanabilir:>>°®

1. Doku ve debrisleri eritebilmelidir. Enstrumanlarin ulagsamadiklari
bolgelerde irrigan yumusak doku veya sert doku artiklarini eritmeli ve

uzaklastiriimalarini kolaylagtirmalidir.

2. Smear tabakay! kaldirabilmelidir. Smear tabakay! uzaklastirirken kanal

duvarlarindaki dentin yapisini olumsuz etkilememelidir.

3. Dusuk yuzey gerilimi gostermelidir. Bu sayede girilemeyen alanlara akigi

artirmalidir.

4. Lubrikasyon o06zelligi gostererek enstrimanlarin kanalda ilerlemelerini

kolaylagtirmalidir.

5. Dezenfektan 6zellik tasimalidir. Biyofilm icindeki anaerobik ve fakultatif
mikroorganizmalara karsi yuksek dizeyde etkili olmali ve glgli antimikrobik etkisi

olmalidir. Kullanim sonrasi dezenfektan etkisini strdtrebilmelidir.
6. Dusuk toksisite gostererek periradikuler dokulara irritan olmamahdir.

7. Restoratif maddelerin pulpa odasi ve kavite duvarlarina baglanmalarini

olumsuz etkilememelidir.
8. Kullaniciya zarar vermemelidir.

9. Raf omriU uzun olmaldir.

13



10. Saklama kolayligi olmahdir.

11. Kanalda kolay notralize olarak etkinligini kaybetmemelidir.
12. Tadi ve kokusu kabul edilebilir olmalidir.

13. Maliyeti disuk olmalidir.

Buglne kadar kullanilan irrigasyon solusyonlari arasinda asitler, selasyon
ajanlari, proteolitik enzimler, alkalen sollsyonlar, oksitleyici ajanlar gibi kimyasal
maddeler sayilabilir. Sodyum hipoklorit (NaOCI) ve klorheksidin glukonat (CHX)
gunumuzde en sik kullanilan irrigasyon solusyonlari arasindadir. Oktenidin hidroklorit
de endodotik irrigasyon solisyonu olarak kullanimi dnerilmis glgli bir antimikrobiyal

ajandir.
2.3.1 Sodyum Hipoklorit (NaOCI)

NaOCI| endodontide kullanimi ilk defa 1936 yilinda Walker tarafindan
Onerilmistir. NaOCl gunumuizde irrigasyon solisyonu olarak yaygin bir sekilde
kullaniimaktadir. Kemomekanik preparasyon esnasinda organik artiklara karsi ¢ozucu
etki gostermesi, antiseptik olmasi, disuk yuzey gerilimi ile dentin duvarlarina kolayca
diffize olabilmesi, kolay elde edilebilmesi ve ucuz olmasi nedenleriyle ¢ok fazla tercih
edilen bir irrigasyon soliisyonudur.®®> NaOCI, suda sodyum (Na+) ve hipoklorit (OCI-)
iyonlarina ayrisir, hipoklorik asit (HOCI) olusturarak denge saglar. Asidik ve nétral pH'da
klor, hipoklorik asit (HOCI) formunda iken, pH 9 ve tzerindeyken hipoklorit iyonu (OCI-)
halindedir. Antibakteriyel etkiden hipoklorik asit sorumludur ve mikroorganizmalarin
hiicresel fonksiyonlarini bozarak hiicre 6liimiine neden olur.>"*® NaOClin pH’s,

tamponlanmadigi zaman yaklasik 11-12'dir.

NaOCI cogunlukla % 0,5 ve % 5,25 arasinda deg@isen konsantrasyonlarda
kullaniimaktadir.®® Kuvvetli bir antimikrobiyal ajan olup direkt temas halinde gogu
bakterinin ani 6limune neden olur. Etkili organik doku ¢oztcu 6zelligi vardir. NaOCI
nekrotik ve organik dokulara kargi ¢ozucu etki gosterebilen tek irrigasyon sollisyonudur.

NaOCI tek basina smear tabakayi uzaklagtiramasa bile smear tabakanin organik

14



kismini etkileyerek uzaklastiriimasina katkida bulunur. NaOCI genis spektrumlu bir
antimikrobiyal ajandir. Bakterilere, sporlara, bakteriofajlara, mantarlara ve viruslara karsi
etkili oldugu bilinmektedir. Bazi in vitro c¢aligmalarda NaOClin ¢ok dusuk
konsantrasyonlarda bile saniyeler icerisinde mikroorganizmalari  6ldurebildigi
gosterilirken, bazilarinda ise ayni mikroorganizmalarin oldirdlmesi i¢in daha uzun
zaman gerektigi bildirilmistir.°®°%%? Sonugclar arasindaki farkliliklarin deney kosullarindan

kaynaklandig diistiniilmektedir.®®

Smear tabakasini tek basina uzaklastiramamasi, periapikal dokulara tasinidigi
zaman toksik etki gostermesi, kotl bir tada ve kokuya sahip olmasi NaOC/I'nin
dezavantajlaridir.>* Ayrica in vivo kosullarda inflamatuar eksuda, doku artiklari ve
mikrobiyal kutle gibi organik dokularin varligi nedeniyle NaOCI'nin etkinligi azalmaktadir.
NaOClI'nin klinik kosullarda yuzey temasi sinirlidir ve kok kanal sisteminin tum
ayrintilarina ulasamamaktadir. Bu durum da NaOCInin antimikrobiyal etkinligini
sinirlamaktadir.®® irriganin uygulama siiresi ve konsantrasyonu bakterilerin elimine
edebilmesinde anlamli bir rol oynamakla birlikte, NaOClI'nin yliksek konsantrasyonlarda

uzun slire kullaniimasi dentinin elastisitesini olumsuz etkilemektedir.?®°”

Endodontik irriganlarin nekrotik dokuyu ¢ézme 0Ozelligi kok kanal tedavisinde
blylk 6nem tasimaktadir. Kok kanal sistemindeki karmasik anatomik yapisi bu
konunun o6nemini artirmaktadir. Birgok calisma genisletmede yararlanilan yontem
hangisi olursa olsun, kok kanal sisteminde preparasyon sonrasi hi¢ dokunulmamis
alanlarin varhgini gdstermektedir.®® Organik artiklarin kimyasal olarak uzaklastiriimasi
bakteri gelisiminin Oonlenmesi agisindan 6nemlidir. NaOCI, biyofilm dahil organik
dokulari ¢ozebilen tek irrigasyon solusyonu oldugu igin kok kanal tedavisinde

vazgecilmezdir.

Birgok in vitro ¢alismada NaOCI'nin mikroorganizmalarin biyofilm formlarini

elimine etmede en etkili irrigasyon soliisyonu oldugu tespit edilmistir.%®"

15



2.3.2 Klorheksidin Glukonat (CHX)

CHX, 2 tane simetrik 4-klorofenil halkasi ve 2 tane biguanid grubunun ortada
heksametilen zinciri ile baglanmasiyla olusan, sentetik katyonik bis-guanittir.

CHX pozitif yukli hidrofobik ve lipofilik bir madde olup bakterilerin hicre
zarindaki fosfolipid ve lipopolisakkaritlerle etkileserek aktif veya pasif transport
mekanizmalari ile hicre igine girer. Pozitif yuklu klorheksidin glukonat molekuli ile
mikroorganizmalarin hicre duvarindaki negatif yuklu fosfat gruplarinin etkilegimi sonucu

hiicrelerin ozmotik dengesi degisir.”

CHX genis antimikrobiyal spektruma sahiptir. Dusik konsantrasyonlarda
bakteriostatik, yiiksek konsantrasyonlarda bakterisid etki gosterir.”® En dnemli 6zelligi
substantivitesinin olmasi yani sert dokulara baglanarak antimikrobiyal etkisini uzun sure
devam ettirmesidir.”” Bu &zelligi nedeniyle kemomekanik preparasyonu takiben son
yikamanin CHX ile yapilmasi énerilmektedir.”® Ancak diger irrigasyon soliisyonlarinda
oldugu gibi etkinligi pH’sina baglidir ve organik maddelerin varliginda azalir.”® En biiyiik

dezavantaji organik doku ¢ozucu etkisinin olmamasidir.

Planktonik mikroorganizmalar Uzerinde yapilan c¢alismalarin bir kisminda
NaOCIl ile CHX arasinda antimikrobiyal etkinlik acgisindan belirgin bir fark
gbdzlenmezken, bir kisminda ise CHX, NaOCl'den daha etkili bulunmustur.®®%%#2 Ancak
CHX, mikroorganizmalarin biyofilm formlarinin eliminasyonunda NaOCl’'e gore daha az

etkili bu|unmu$tur_69,71,83

2.3.3 Oktenidin Hidroklorit

Oktenidin hidroklorit, (N,N’-(1,10-decanediyldi-1(4H)-pyrindinyl-4-ylidene)bis-[1-
octanamine] dihydrochloride) bir bispirimidin antimikrobiyal bilesiktir.

Oktenidin hidroklorit kuvvetli bir antimikrobiyal ve antiplak ajan olup agiz
gargaralarinin  formiilasyonlarinda kullaniimak {izere gelistirilmistir.2* Oktenidin
hidroklorit ayrica yaniklarda ve vyara iyilesmesini hizlandirmak igin de

kullaniimaktadir.8>8¢
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Yapilan testlerde oktenidin hidroklorit'in 1,6-12,2 arasi pH’da stabilitesini
korudugu, i1s1gda duyarl olmadidi ve 130°C de butunligunu ve etkinligini bozmadan steril
olabildigi, yani degisen fiziksel ve kimyasal kosullarda stabil oldugu gériimustir.’

Ayrica diisiik toksisite gosterdigi ve dokularla uyumlu oldugu bildirilmigtir.%¢%°

Genis spektrumlu antibakteriyel, ayrica patojenik mantar ve mayalara karsi aktif
bir ajandir.?*°%% Antibakteriyel ve antimikotik etkinligini klorheksidin glukonat'a benzer
sekilde gosterdigi, yani negatif yukli hdcre duvarinin yapisal batinlagunt bozup vital
fonksiyonlarini etkileyerek etkisini gosterdigi bildirilmistir.* Oktenidin hidroklorit'in
antimikrobiyal etkinligi ve dusuk toksisitesi nedeniyle irrigasyon sollisyonu olarak

kullanimi 6nerilmektedir.

Tandjung ve ark.,®? Oktenidin hidrokloritin kanal ici medikament olarak E.
faecalis’e karsi 1 dk, 10 dk ve 7 gundeki etkinligini degerlendirdikleri in vitro
calismalarinda, Oktenidin hidroklorit'in  kok kanallarinda 10 dk ve 7 gin bekletildiginde

etkili oldugunu bildirmiglerdir.

Tirali ve ark.,”®* Oktenidin hidroklorit ve NaOCI'nin farkli konsantrasyonlarinin
E.faecalis, C.albicans ve S.aureus Uzerinde farkli surelerdeki etkinliklerini in vitro olarak
incelemiglerdir. Oktenidin hidroklorit'in incelenilen tim sirelerde ve konsantrasyonlarda

NaOCI'den daha etkili oldugunu ileri sirmuslerdir.

Farkli 6zelliklerde ancak ayni amaglar igin kullanilan irrigasyon solusyonlarinin
hicbiri tek bagina ideal bir irrigasyon solusyonundan beklenen tum ozellikleri
saglayamadidi igin bir yandan ideal solisyona ulagsma c¢abalari devam ederken bir

yandan da yeni antimikrobiyal stratejiler geligtirimeye ¢alisiimaktadir.
2.4 Isikla Aktive Olan Dezenfeksiyon Sistemi

Isikla aktive olan dezenfeksiyon sistemi (LAD), diger adiyla fotodinamik terapi
(PDT) ya da fotodinamik antimikrobiyal kemoterapi (PACT), i1s1ga duyarli maddenin yani
fotosensitizer ajanin oksijen varliginda isikla aktive edilmesi esasina dayanan bir

medikal tedavi seklidir. Fotosensitizer ajanin 1s1ga maruz birakilmasi, lokal hasara ve
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hicre 6limune neden olan oksijen pargaciklarinin ve serbest radikallerin agiga ¢ikmasi

ile sonuclanir. Klinik olarak bu olay sitotoksik ve vaskulotoksiktir.*

Fotodinamik terapi gcogunlukla kanser tedavisinde kullaniimakla beraber cesitli
calismalarla bu tedavi ydnteminin antimikrobiyal etkinligi de gosteriimektedir.**°® Oral
kanserlerin tedavisinde, agiz i¢i bakteriyel ve fungal enfeksiyonlarin tedavisinde

kullanilan fotodinamik terapi uygulamalari dishekimliginde de hizla gelismektedir.?’

Isikla aktive olan dezenfeksiyon sisteminin, antimikrobiyal ajanlara direngli olan
mikroorganizmalara kargi alternatif bir tedavi segenegi olabilecegi dusunulmektedir.
Isikla aktive olan dezenfeksiyon sistemi bakteriler, mantarlar, virisler ve protozoalar
Uzerinde etkilidir. Serbest oksijen radikalleri mikrobiyal hicrelerde ¢esitli hicre
yapilariyla ve farklh metabolik yollarla etkilesimde bulunduklar icin isikla aktive olan
dezenfeksiyon sistemine kargi direng gelisimi olasi dedgildir. Isikla aktive olan
dezenfeksiyon sistemi antibiyotige direncli ve antibiyotie duyarli bakterilere karsi esit
etkinlige sahiptir ve tekrarlayan uygulamalar direngli suglarin gelismesine neden
olmamaktadir. Bakterilerin serbest oksijen pargaciklarinin neden oldugu sitotoksik
etkiye karsi direng gelistirmeleri olasi degildir.**

Biyofilm icerisindeki bakteriler antibiyotiklere, antimikrobiyal ajanlara, ¢evresel
streslere ve konak savunma mekanizmalarina karsi artmis bir dirence sahiptirler.
Fotosensitizer ajanlarin antimikrobiyal aktiviteleri serbest oksijen molekulu aracilig ile
gerceklesmektedir. Ayrica serbest oksijen, yuksek kimyasal reaktivitesinden dolayi
ekstraselliler molekiller Uzerinde direkt etki gdstermektedir. Dolayisiyla bakteriyel
biyofilmlerin ekzopolisakkarit matrikslerinde bulunan polisakkaritler de bu tedaviye
duyarlidirlar. Antibiyotiklerde bulunmayan bu gift yonli etki 1sikla aktive olan
dezenfeksiyon sisteminin 6nemli bir avantajidir. Isikla aktive olan dezenfeksiyon sistemi
Ozellikle lokalize agdiz igi enfeksiyonlarin tedavisinde alternatif bir tedavi olma

potansiyeline sahiptir.**

Fotodinamik reaksiyon; 1gik kaynagi, fotosensitizer ajan ve oksijen varliginda
gerceklesmektedir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2 Igikla aktive olan dezenfeksiyon sisteminin etki mekanizmasi

Isikla aktive olan dezenfeksiyon sisteminde, fotosensitizer ajani aktive etmek
icin spesifik dalga boyunda, dusik kuvvette ve gorulebilir 1sik Ureten bir i1sik kaynagi
gereklidir. insan dokularn kirmizi i1s1§1 etkili bir sekilde gecirmektedir. Fotosensitizer
ajanin aktivasyonunda daha uzun dalga boyu, daha derin i1sik penetrasyonu
saglamaktadir. Bu nedenle fotosensitizer ajanlarin ¢gogu 630-700 nm arasinda dalga
boyuna sahip kirmizi isikla aktive edilmektedir. 630 nm dalga boyu 0.5 cm, 700 nm
dalga boyu yaklasik 1,5 cm derinliginde 1sik penetrasyonu saglar.’®°° Bu durum nekroz
ve apoptozis gelisimini sinirlar ve terapotik etki olusmasini saglar. Gegmigte aktivasyon
icin kullanilan argon, KTP, Nd/YAG lazerler gibi gesitli 1sik kaynaklari kompleks ve
pahali oldugundan su anda kullaniimasi kolay, tasinabilir ve ucuz olan diyot lazer
sistemleri tercih edilmektedir.®® Ayrica son zamanlarda isikla aktive olan dezenfeksiyon
sistemlerinde 1sik yayan diyot (light-emitting diode (LED)) ya gibi lazer olmayan isik
kaynaklari kullaniimaktadir. Bu 1sik kaynaklari daha ucuz, daha kuguk, hafif ve olduk¢a

esnektirler.
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2.4.1 Isiga Duyarh (Fotosensitizer) Ajanlar

Binlerce dogal ve sentetik fotoaktif bilesik 1s1ga duyarli hale getirme
potansiyeline sahiptir. ideal bir fotosensitizer ajan toksik olmamali, isikla aktive
edildikten sonra sadece lokal toksisite gostermelidir. Isikla aktive olan dezenfeksiyon

sisteminde kullanilan fotosensitizer ajanlar sunlardir:*®

1. Fenotiazin tlrevi boyalar [Metilen mavisi (MB) and Toluidin mavisi O (TBO;

tolonium chloride)]

2. Fitalosiyaninler [aluminum disulphonated phthalocyanine ve katyonik Zn(ll)-

phthalocyanine]

3. Klorinler [chlorin €6, Sn (IV) chlorin €6, chlorin €6-2.5 Nmethyl-d-glucamine
(BLC1010)]

4. Porfirinler (hematoporphyrin HCI, Photofrin®, ve ALA)
5. Xanthene (erythrosin)

6. Monoterpene (azulene)

Bakterilerin 1s13a kargi duyarlliginin fotosensitizer ajanin yuk durumuna bagl
oldugu gorulmektedir. Genelde noétral veya anyonik fotosensitizerler, gram (+)
bakterilere etkin bir sekilde baglanip inaktive ederlerken, gram (-) bakterilerin dig
membranlarina bir dereceye kadar baglanirlar ancak inaktive edemezler. Gram (+)
turlerin sitoplazmik membranlarinin digindaki nispeten por6z olan peptidoglikan ve
lipoteikoik asit tabakasi fotosensitizer ajanlarin duyarh alanlara difize olmasina olanak
saglar. Gram (-) bakterilerin dis membranlari hlcre ile gevresi arasinda fiziksel ve
fonksiyonel bir bariyer gibi gorev gorur. Negatif yukli fotosensitizer ajanlarin gram (-)
bakterilere baglanmasi fotosensitizer ajana katyonik bir moleklin (poly-L-lysine-chlorin

e6) eklenmesiyle artirilabilir.%>*%91%2
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2.4.2 Fotosan Sistemi

Fotosan, igikla aktive olan kimyasal ajanlar kullanilarak dental tedavilerde
dezenfeksiyon yapilmasini saglayan bir sistemdir. Fotosan sisteminin endodontide,
periodontolojide, periimplantitis, perikoronitis ve c¢urlik tedavisinde kullanim alanlari

vardir.

Fotosan sistemi, fotosensitizer ajan yani 1g1ga duyarli madde ve LED isik
cihazindan olusmaktadir. Fotosensitizer ajanlar dusuk, orta ve yuksek viskozite
formunda bulunur. Tum solusyonlar ayni etken madde konsantrasyonuna sahiptir.
Uretici firma, endodontik tedavide disik viskoziteli fotosensitizer ajanin kullaniimasini

onermektedir.

Isikla aktive olan dezenfeksiyon, i1sidin kazandirdig! enerji ile harekete gecen
antimikrobiyal kimyasal maddelerle tedavi prensibidir. Fotosan sisteminin prensibinde
IsiIga duyarli madde mikroorganizmanin ylzeyine tutunur ve uygulanan 1s1g1 spesifik bir
spektrumda absorbe ederek enerji ile dolar. Alinan enerji mevcut oksijeni reaktif oksijen
parcaciklarina ayirir. Bu reaktif oksijen parcaciklari mikroorganizmalarin hucresel
yapilarina saldirarak ani 6lumlerine neden olur. Fotosan tedavisinin etkili olabilmesi igin

fotosensitizer ajanlar hedeflenen mikroorganizmalar ile temas etmelidir.

Uretici firma fotosan sisteminin sadece bakterilere karsi degil ayni zamanda
virusler, mantarlar ve tek hucreli canhlar dahil tim mikroorganizmalar Uzerinde etkKili
oldugunu belirtmektedir. Uygulanan fotosensitizer ajan, memeli canlilarin hacreleri ile
uyumluluk gdsterdiginden, tedavinin kaydedilen higbir yan etkisi gérilmemistir. Aninda
etki gostermesi, tum mikroorganizma turleri Uzerinde etkili olmasi, direng
olusturmamasi, yan etkisinin olmamasi, hizli ve kolay uygulanabilir olmasi, konseptinin

basit ve tedavi maliyetinin disuk olmasi fotosan sisteminin avantajlaridir.
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2.5 Biyofilm Analiz Yontemleri
2.5.1 Direkt Analiz Yontemleri
2.5.1.1 Isik Mikroskobu

Bu yontem bakteriyel gézlem ve sayim igin temel bir metoddur. Isik mikroskobu
kullanmak igin ylzeyin ust katmani saydam olmalidir. Bunun ic¢in drnek olabildigince
ince olmaldir. Genelde bakteriler “kristal viyole” veya “karbol fuksin” gibi boyalar
yardimi ile gozlemlenir. Biyofiimde bulunan hucreler, yogunluklarina bagh olarak bu

yontem ile ¢ok etkin bir sekilde incelenemezler.
2.5.1.2 Taramal elektron mikroskobu (SEM)

SEM bir¢ok dalda arastirma-gelistirme c¢alismalarinda kullanimi yaninda,

biyolojik bilimlerde, tip ve kriminal uygulamalarda yaygin olarak kullaniimaktadir.

SEM’in calisma prensibinde ylksek voltaj ile hizlandiriimig elektronlar érnek
Uzerine odaklanir. Elektron ve o6rnek atomlari arasinda olusan cesitli girisimler
sonucunda meydana gelen etkiler uygun algilayicilarda toplanir.  Sinyal
guclendiricilerinden gegirildikten sonra bir katot isinlari tupinin ekranina aktariimasiyla
goruntu elde edilir. Guniumuzde SEM’in ayirim gucu 0,05 nm'ye kadar inmistir. Bayutme
miktari ise 5X - 300 000X arasinda degismektedir.

Geleneksel SEM incelemesi icin drnekler iletken olmalidir. Bu nedenle metalik
olmayan Orneklerin kurutulduktan sonra, vakumlu ortamda ve argon gazi varliginda
kaplanmalari gereklidir. Kaplama materyali olarak genellikle altin kullaniimakla birlikte;
platin, osmiyum, iridyum, tungsten, krom, grafit gibi metaller de kullanilabilmektedir.
Ornekler statik elektrik sarjini énleyecek kadar iletken olsalar dahi, ¢oziimlemeyi

artirmak ve sinyalleri kuvvetlendirmek igin kaplanmalari dnerilir.

Taramali elektron mikroskobu yontemi ile ¢cok detayli gozlem yapilabilmekte,

fakat blyutme derecesinden dolayi sadece ¢ok kiguk alanlar incelenebilmektedir.
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2.5.1.3 Floresan mikroskobu

Dokular, hicre veya bakteriler floresan boyalarla boyanip, UV iginlari altinda
floresan mikroskopta incelendiginde, 1sik sagan parlak cisimcikler halinde géraltrler.

2.5.1.4 Lazer Taramali Konfokal Mikroskop (LSCM)

Hucreler, floresan esasina dayanan bir analiz teknigi olan konfokal lazer
tarama mikroskobu ile bulunduklari ylzeylerden ayrilmadan incelenebilmektedir. Bu

yontem ile biyofilmin G¢ boyutlu yapisinin incelenmesi mumkundur.

LSCM floresan boyalar ile isaretlenmis dokularin ve hucrelerin
gorintilenmesini saglar. incelenmek istenen drnekler cesitli floresan 6zellikteki boyalar
ile boyanmaktadir. Bu teknoloji ulasilabilecek en ylksek 1sik mikroskobu ¢ézunarligu ile
hiacre yapisinin temiz bir sekilde goruntilenmesini saglar. Konfokal mikroskobun
avantajl tek bir plandan gelen 15191 toplayabilmesidir. Objektifteki optiklerin optimal
kullanimi igin bir lazer 1sini gonderilir. x-y yansitma mekanizmasi ile bu isin tarama
Isinina gevrilir ve objektif lensi yardimiyla floresan isaretlenmis érnek Gzerindeki tek bir
kuguk noktaya odaklanir. Yansitilan lazer i1sini ve ornek tarafindan yayilan floresan isik
karisimi ayni objektif ile tutularak dikroik ayna ile bir fotodedektor Uzerine odaklanir.
Floresan isaretlenmis Ornek tarafindan yayilan 1sik fotomultiplier tipe gdénderilirken
yansitilan isik dikroik ayna ile ayristirilir. Fotodedektdr dnlinde bulunan konfokal agikhk
ornek Uzerindeki tek bir noktadan yayilan floresan 1s1gin toplanmasini saglar. Bu sekilde
odaklanilan noktanin etrafindan yayilan 1s1gin toplanmasi azaltilir. Sonug olarak taranan
ornek yuksek c¢ozunurlikte goruntilenir. Konfokal lazer tarama mikroskobu, Xx.,y,z
yonlerinde tabakalar halinde tarama yapmaktadir ve elde edilen goruntiler bilgisayar
ortaminda U¢ boyutlu hale getirilebilmektedir. Argon, HeNe gibi lazerler ve 10X, 20X,
40X buyutmeli objektif lensler kullaniimaktadir.
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2.5.2 indirekt Analiz Yontemleri

Direkt analiz yontemlerine alternatif olarak bakteri sayisi ve biyofilm yapisi
cesitli indirekt yontemler ile de incelenebilmektedir. Bu yontemler; mikrobiyolojik
yontemler, radyoaktif isaretleme, CTC (5-siyano-2,3-ditolil tetrazolyum klordr) ile
isaretleme, spektrofotometre, hlicre sayaci ile tayin, biyokimyasal isaretleyiciler olarak

siralanabilir.

Mikrobiyolojik bir yontem olan kultir metodu canl 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 o6rnekteki mikroorganizma sayisinin (cfu/ml) hesaplanmasi

seklindedir.

Endodontik tedavide kullanilan irrigasyon sollUsyonlarinin  ve diger
dezenfeksiyon sistemlerinin, E. faecalis’e kargi gosterdikleri antimikrobiyal etkinlik
derecesinin belirlenmesi, kdk kanal tedavisi basarisizliklarinda énemli rol oynayan bu

bakteriyi elimine etme yolunda 6nemli bir adim olacaktir.

Bu calismanin amaci, % 5,25’lik Sodyum hipoklorit, % 2’lik Klorheksidin
glukonat, % 100’lik Oktenidin hidroklorit ve iki farkli i1sikla aktive olan dezenfeksiyon
sisteminin (Fotosan ve metilen mavisi & diyot lazer kombinasyonu), E. faecalis biyofilmi
uzerindeki antimikrobiyal etkinliklerinin, bakteri kultur yontemi ve lazer taramali konfokal

mikroskop ile in vitro olarak degerlendirilmesidir.
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3. GEREC ve YONTEM

Farkli irrigasyon sollsyonlarinin ve isikla aktive olan dezenfeksiyon
sistemlerinin Enterococcus faecalis biyofilmi Uzerindeki antimikrobiyal etkinliklerinin
incelenmesinin amaglandigi bu calisma "Bakteri Kultur Metodu" ve " Lazer Taramal

Konfokal Mikroskop" olmak tGzere iki farkl yontem kullanilarak gergeklestirildi.
3.1 Bakteri Kiiltiir Metodu ile Degerlendirme

Calismanin bu bélim(i Bagkent Universitesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Bakteri
Laboratuvarinda gercgeklestirildi. Biyofilm olusturmak igin 9,7 mm ¢apinda, 1,5 mm
kalinhgindaki standart hidroksiapatit diskler (Clarkson Chromatography Products,
Williamsport, PA, USA) kullanildi (Sekil 3.1). Bu bdlimde alti farkli galisma grubu, 2
farkli calisma suresi ve her bir grupta 10 disk olacak sekilde toplam 120 adet
hidroksiapatit disk kullanildi. Kullanimdan 6nce hidroksiapatit diskler otoklavda 121°C’
de 15 dakika steril edildi. Biyofilm olusumu, besiyeri degisimi yapilirken olusabilecek
kontaminasyon riskini en aza indirmek igin agzi dar ve vidali bir sekilde kapanan steril
hicre kiltir gsiseleri (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Germany) icinde

gerceklestirildi.

Sekil 3.1 Standart hidroksiapatit diskler ve hicre kultir sisesi
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3.1.1 Bakteri Siispansiyonunun Hazirlanmasi

Calismada bakteri olarak American Type Culture Collection (ATCC)a kayith
standart suslardan Enterococcus faecalis (ATCC 29212) susu kullanildi. Kanli agara
yogun ekimleri yapilan E. faecalis susu, 37°C’ de mikroaerofilik ortamda 24 saat inklibe
edilerek kultirleri hazirlandi (Sekil 3.2). Ureyen E. faecalis susuyla, 4 ml serum fizyolojik
soliisyonu iginde, McFarland cihazinda (PhoenixSpec, BD, NJ, USA) bulaniklik degeri
0,5 olarak ayarlandi (Sekil 3.3). Daha sonra 47,5 ml Brain Heart Infusion (BHI) broth ve
2,5 ml McFarland 0,5 bulanikhk degerine sahip E. faecalis karistirilarak 1/20 oraninda

bakteri sispansiyonu hazirlandi.

Sekil 3.2 E. faecalis (ATCC 29212) kultart Sekil 3.3 McFarland cihazi

3.1.2. Biyofilm Olusumu

Steril edilen hidroksiapatit diskler her birinde 13 adet olacak sekilde hucre kultar
siselerine dagitildi. Olusabilecek aksilikler géz éninde bulundurularak 15 sisede yedek
disklerle birlikte toplam 195 disk Uzerinde biyofilm olusturuldu. Hazirlanan BHI besiyeri
ve bakteri sUispansiyonu karisimindan 8'er ml diskleri Ortecek sekilde hucre kaltur
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siselerine koyuldu (Sekil 3.4). Hucre kiltar siseleri dort haftalik matir biyofilm olusumu
icin 37 °C’ lik etive yerlestiriidi. Bu 4 haftallk stire boyunca haftada bir besiyeri
degistirildi. Mevcut besiyerleri bos enjektorlerle cekilip yerine 8 ml taze BHI besiyeri
koyuldu. Besiyeri degisimi yapilirken alinan besiyerinden kanli agara ekim yapilarak
37°C’de etuvde 24 saat inkibe edildi ve kontaminasyon yodnunden degerlendirildi.

Gruplarin higbirinde E. faecalis diginda bir bakteri Gremesi gézlenmedi.

Sekil 3.4 Besiyerinin 6rnekleri ortecek sekilde dagitiimasi

Doért haftanin sonunda E. faecalis biyofilminin kolonizasyon paternini
goruntilemek icin disklerden 2 tanesi SEM ile incelendi. Kullanilan diskler, gértintileme
oncesinde % 4’luk gluteraldehit icerisinde 3 saat 4°C’de bekletilerek fikse edildi. Daha
sonra artan konsantrasyonlardaki (% 40, % 50, % 70, % 80, % 90, % 100) etanol
solUsyonlarinda bekletilerek dehidratasyona maruz birakildi. Dehidrate ornekler oda

Isisinda kurutulduktan sonra altin-palladyum ile kaplandi ve SEM ile incelendi.
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Gériintiileme islemi Bilkent Universitesi, Ulusal Nanoteknoloji Arastirma Merkezi
(UNAM) laboratuvarinda bulunan Quanto 200 F marka (FEI Company, Eindhoven,
Netherlands) SEM cihazinda yapildi.

3.1.3 Antimikrobiyal Testlerin Uygulanmasi

Dort haftalik E. faecalis biyofilmi olusumunu takiben hicre kaltir siseleri
icindeki hidroksiapatit diskler, Uzerlerindeki besiyeri artiklarini ve yapismayan bakterileri
uzaklastirmak igin 3 kez 8 ml serum fizyolojik solusyonu ile yikandi. Daha sonra diskler
her grupta 20 adet olacak sekilde 6 farkli gruba ayrildi. Her grupta da 2 farkli ¢alisma

suresi olup her ¢alisma suresi grubunda 10 tane disk olacak sekilde dagitildi.

Gruplarda kullanilan antimikroyal etkinligi test edilen soltusyonlar ve isikla aktive

olan dezenfeksiyon sistemleri su sekilde siralanmigtir:
Grup 1: Serum fizyolojik (SF), (Eczacibasi-Baxter, istanbul, Tirkiye)
Grup 2: %5, 25’lik Sodyum hipoklorit (NaOCI), (Aklar Kimya, Ankara, Turkiye)
Grup 3: % 2'lik Klorheksidin glukonat (CHX), (Drogsan, Ankara, Turkiye)

Grup 4: % 100lik Oktenidin hidroklorit, (Octenisept, Schilke & Mayr,
Norderdsdedt, Germany)

Grup 5: Fotosan sistemi (CMS Dental, Copenhagen, Denmark)

Grup 6: Metilen mavisi (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germany) &
Diyot lazer (Biolase, San Clemente, CA, USA)

Grup 1, grup 2, grup 3 ve grup 4'te antimikrobiyal etkinligi test edilen irrigasyon
solUsyonlari, 12 bdlmeli steril hlcre kultir plaklarina (Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, Germany) her boélmesinde 2ml solisyon olacak sekilde koyuldu.
Hidroksiapatit diskler hicre kultar plaklarina koyulan irrigasyon solUsyonlari igerisine
daldirllarak orneklerin yarisi 1 dk, diger yarisi 5 dk sureyle solusyonlar iginde bekletildi
(Sekil 3.5).
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Sekil 3.5 Disklerin antimikrobiyal sollisyon i¢inde bekletiimesi

Grup 5'te Fotosan sisteminin (Sekil 3.5) antimikrobiyal etkinligi test edildi.
Sistem icinde bulunan disuk viskoziteli fotosensitizer ajana maruz birakilan diskler
uretici firmanin talimatlarn dogrultusunda 30 sn yine sistem iginde yer alan LED isik
cihazi ile 1sinlandi (Sekil 3.6). Calisma suresi 1 dk olan gruptaki diskler fotosensitizer
ajana daldinldiktan hemen sonra alt ve Ust ylzeyleri ayri ayri 30 sn isinlandi. Totalde
diskler fotosensizer ajan iginde 1 dk bekletilmis oldu. Calisma suresi 5 dk olan gruptaki
diskler fotosensitizer ajana daldirihp 4 dk bekletildi. Daha sonra disklerin alt ve st
yuzeyleri ayri ayri 30 sn 1sinlandi. Bu grupta da diskler fotosensitizer ajan iginde totalde
5 dk bekletilmis oldu.

Isikla aktive olan dezenfeksiyon sistemlerinin kullanildigi gruplarda, islemler
fotosensitizer ajanlarin  glnes 1sigindan etkilenmemesi i¢in  karanlik odada

gerceklestirildi.
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Sekil 3.6 Fotosan sistemi

Sekil 3.7 Isikla aktive olan dezenfeksiyon sistemi Fotosan’in uygulanmasi
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Grup 6'da antimikrobiyal etkinligi test edilen isikla aktive olan dezenfeksiyon
sisteminde fotosensitizer ajan olarak metilen mavisi, i1sik kaynadi olarak da 665 nm
dalga boyuna, 30 J/cm? enerji seviyesine sahip, 40 mW/cm? gicunde diyot lazer
kullanild1 (Sekil 3.7). Toz formunda bulunan metilen mavisi, konsantrasyonu 50 pg/ml

olacak sekilde suspansiyon haline getirildi.

Fotosan sisteminde oldugu gibi ¢alisma suresi 1 dk olan grupta diskler metilen
mavisi igine daldirildiktan hemen sonra alt ve ust yuzeyleri ayri ayri 30 sn iginlandi.
Totalde diskler metilen mavisi igerisinde 1 dk bekletilmis oldu. Calisma siresi 5 dk olan
grupta diskler metilen mavisine daldirilip 4 dk bekletildi. Daha sonra disklerin alt ve Ust
yuzeyleri ayri ayri 30 sn isinlandi. Bu grupta da diskler metilen mavisi icinde totalde 5
dk bekletilmis oldu.

Sekil 3.8 Diyot lazerin uygulanmasi
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3.1.4 Antimikrobiyal Etkinlik ve Canli Bakteri Sayisinin Degerlendirilmesi

Antimikrobiyal testler uygulandiktan sonra diskler, solusyonlarin antimikrobiyal
etkilerini durdurmak icin serum fizyolojik solisyonu ile yikandi ve her disk i¢cinde 2 ml
Triptik Soy Broth (TSB) bulunan tuplere yerlestirildi. Daha sonra bu tupler disklerin

Uzerindeki yapisik bakterileri (biyofilmleri) sdkmek igin ultrasonik su banyosunda
(WiseClean, Daihan Scientific Co., Seoul, Korea) (Sekil 3.8) 1 dk bekletildi.

Sekil 3.9 Ultrasonik su banyosu

Sonikatérden cikarilan tuplerdeki suspansiyonlardan 5 kez 10 katl seri
dilisyonlar (1/10, 1/100, 1/1000, 1/10000, 1/100000) hazirlandi. Orneklerdeki canli
bakteri sayisini belirlemek igin hazirlanan dilisyonlardan 0,01’er ml alinarak Triptik Soy
Agar (TSA)a ekimler yapildi. 37 °C’lik etlvde 24 saat inkibe edildi. Bu slre sonunda
besiyeri Uzerinde olusan bakteri kolonileri sayildi (Sekil 3.9). Koloni sayilari kullanilarak

gercek bakteri sayisi cfu/ml olarak hesaplandi.
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Sekil 3.10 TSA'daki E. faecalis kolonileri

3.2 Lazer Taramali Konfokal Mikroskop ile Degerlendirme

Calismanin bu bdéliminde irrigasyon sollsyonlarinin ve isikla aktive olan
dezenfeksiyon sistemlerinin etkinligi LSCM kullanilarak degerlendirildi. Her grupta 5
adet disk olacak sekilde toplam 60 adet disk Uzerinde E. faecalis biyofilmi olusturuldu.
Gerek biyofilm olusumunda, gerekse antimikrobiyal testlerin uygulanmasinda ilk

bélimde anlatilan prosedirlerin tamamen aynisi uygulandi.

Ornekler LSCM'de analiz ediimeden o6nce serum fizyolojik soliisyonuyla
yikandi. Daha sonra diskler BacLight LIVE/DEAD Bacterial Viability kit (Invitrogen Ltd,
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Paisley, UK) icindeki SYTO 9 ve Propidium lodide floresan boyalari ile boyandi. Boyalar
uretici firmanin talimatlar dogrultusunda karistirildi. -20°C’de 1s1k goérmeyecek sekilde
muhafaza edilen boyalarin 1sisi oda sicakligina ulastiktan sonra ornekler Uzerine
uygulandi. Oda sicakliginda karanlik bir ortamda 15 dk bekletildikten sonra boya

artiklarinin uzaklastiriimasi icin diskler serum fizyolojik solisyonu ile tekrar yikandi.

Ornekler tzerindeki canli ve 6li bakteri hiicrelerini géruntilemek ve analizini
yapmak icin Bilkent Universitesi, UNAM laboratuvarinda bulunan LSCM (ZEISS LSM
510 META, ZEISS GmbH, Jena, Germany) (Sekil 3.10) kullanildi. Her bir Ornek
Uzerinde 2 farkh bolgeden goruntu alindi ve analiz edildi. SYTO 9 ve Propidium lodide
boyalari i¢in kullanilan maximum eksitasyon 488 nm iken, maximum emisyon STYO 9
icin 510 nm, Propidium lodide igin 635 nm’dir. Yesil ve kirmizi floresanlari gorebilmek
icin es zamanl iki kanalli goruntileme kullanildi. Gorantuler 20X bayutmede alindi.

Sekil 3.11 Lazer Taramali Konfokal Mikroskop (ZEISS LSM 510 META)
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Elde edilen géruntilerin analizi Image J yazilim programi kullanilarak yapildi.
Bu programla kirmizi rente goértinen 6lU bakteri hiicreleri ile yesil renkte gortnen total
bakteri hucrelerinin volimetrik yogunlugu hesaplandi. Elde edilen sonuglarla 6li hicre

yogunlugunun toplam hicre yogunluguna orani hesaplandi.
3.3 istatistiksel Degerlendirme

Verilerin analizi SPSS 11.5 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) paket programinda
yapildi. Surekli degiskenlerin dagiliminin normale yakin olup olmadigi Shapiro Wilk testi
ile arastirildi. Varyanslarin homojenligi ise Levene testiyle incelendi. Tanimlayici

istatistikler ortalama, standart sapma, ortanca, en kicuk ve en buylk olarak gosterildi.

Arastirma gruplari arasinda canli mikroorganizma sayisi ve Olu hucre oranlari
yonunden farkin oOnemliligi Kruskal Wallis testiyle incelenirken, gruplar icindeki
uygulama sureleri arasindaki farkin onemliligi ise Mann Whitney U testiyle
degerlendirildi. Kruskal Wallis test istatistiginin anlamh bulunmasi halinde Conover’in
parametrik olmayan c¢oklu karsilastirma testi kullanilarak farka neden olan durumlar
belirlendi. 2 farkli yontemle tespit edilen canli mikroorganizma sayisi ve Olu hucre
oranlari arasinda anlamli iligkinin olup olmadigi Spearman’in Korelasyon testi

kullanilarak arastirildi.

p<0,05 icin sonuclar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Ancak, olasi tim ¢oklu
karsilastirmalarda Tip | hatayi kontrol edebilmek i¢in Bonferroni Diuzeltmesi yapildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda 4 farkli irrigasyon solisyonunun ve 2 farkli isikla aktive olan
dezenfeksiyon sisteminin, 2 farkli uygulama suresindeki antimikrobiyal etkinlikleri, 2
farkh yontem kullanilarak degerlendirilmigtir.

4.1 Bakteri Kultir Metoduna Ait Bulgular

Tablo 4.1'de, test edilen antimikrobiyal ajanlar, uygulama sureleri ve canl
mikroorganizma sayilarina (cfu/ml) ait ortalama, standart sapma, ortanca, minimum ve

maximum dedgerleri gosterilmistir.

Tablo 4.1 Gruplara ve uygulama slrelerine gore canh bakteri sayilarina

(cfu/ml) ait tanimlayici istatistikler

Gruplar Sure Ortalama  Std. Sapma Ortanca Minimum Maksimum
SF 1dk 144000,00 25854,29 140000,00 104000,00 184000,00
5dk 136000,00 21333,33 136000,00 96000,00  168000,00
NaOCI 1dk 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5dk 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
CHX 1dk 8000,00 1995,55 8000,00 4800,00 11200,00
5Dk 4800,00 2385,14 4800,00 1600,00 8000,00
Oktenisept 1dk 3200,00 1995,55 3200,00 1600,00 8000,00
5dk 3200,00 1995,55 3200,00 0,00 6400,00
Fotosan 1dk 64000,00 11586,97 61600,00  48000,00  88000,00
5dk 48000,00 8924,37 48800,00  35200,00  64000,00
Diyot lazer 1dk 48000,00  7580,09 48000,00  36800,00 57600,00
5dk 40000,00 4649,49 39200,00 33600,00 48000,00

36



Uygulama siresi 1 dk olan gruplar arasindaki canli mikroorganizma
sayisina iligkin farkliliklar su sekildedir (Tablo 4.2, Sekil 4.1):

e En fazla canli mikroorganizma sayisi kontrol grubu SF’de gorulirken, NaOCI

grubunda ise orneklerin higbirinde mikroorganizma Uremesi gozlenmemigtir.

e NaOCI, CHX, Oktenisept ve Diyot lazer gruplarindaki canli mikroorganizma
sayllari kontrol grubu SF’e gore istatistiksel olarak daha az bulundu (p<0,001; p<0,001;
p<0,001 ve p=0,005).

e Kontrol grubu SF ve Fotosan grubu arasinda canli mikroorganizma sayilari

bakimindan istatistiksel olarak fark bulunmadi (p=0,096).

e CHX, Fotosan ve Diyot lazer gruplarinda NaOCI grubuna gore canli
mikroorganizma sayilari istatistiksel olarak daha fazladir (p=0,004; p<0,001 ve
p<0,001).

e NaOCI grubu ile Oktenisept grubu arasinda canli mikroorganizma sayilari

bakimindan istatistiksel olarak fark bulunmadi (p=0,112).

e Fotosan ve Diyot lazer gruplarinda CHX grubuna gére canli mikroorganizma
sayisi daha fazladir (p=0,004 ve p<0,05).

e CHX ve Oktenisept gruplarinda canli mikroorganizma sayilari istatistiksel

olarak benzer bulundu (p=0,178).

e Fotosan ve diyot lazer gruplarinda Oktenisept grubuna gore canh
mikroorganizma sayisi istatistiksel olarak daha fazladir (p<0,001 ve p=0,003).

e Fotosan ve Diyot lazer gruplari arasinda canli mikroorganizma sayilari

bakimindan istatistiksel olarak fark bulunmadi (p=0,231).
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Uygulama siresi 5 dk olan gruplar arasindaki canli mikroorganizma
sayisina iligkin farkliliklar su sekildedir (Tablo 4.2, Sekil 4.1):

e Bir dk uygulama suresine sahip gruplardakine benzer sekilde 5 dk uygulama
suresi sonunda da en fazla canli mikroorganizma sayisi kontrol grubu SF’'de gorilurken,

NaOCI grubunda ise érneklerin higbirinde mikroorganizma dremesi gézlenmemistir.

e NaOCI, CHX, Oktenisept ve Diyot lazer gruplarindaki canli mikroorganizma
sayllari kontrol grubu SF’e gore istatistiksel olarak daha az bulundu (p<0,001; p<0,001;
p<0,001 ve p=0,009).

e Kontrol grubu SF ve Fotosan grubu arasinda canli mikroorganizma sayilari

bakimindan istatistiksel olarak fark bulunmadi (p=0,067).

e CHX, Fotosan ve Diyot lazer gruplarinda NaOCI grubuna gore canli
mikroorganizma sayilari istatistiksel olarak daha fazladir (p=0,015; p<0,001 ve
p<0,001).

e NaOCI grubu ile Oktenisept grubu arasinda canli mikroorganizma sayilari
bakimindan istatistiksel olarak fark bulunmadi (p=0,069).

e Fotosan ve Diyot lazer gruplarinda canli mikroorganizma sayisi CHX grubuna

gore istatistiksel olarak daha fazladir (p=0,002 ve p=0,023).

e CHX ve Oktenisept gruplarinda canli mikroorganizma sayilari istatistiksel
olarak benzer bulundu (p=0,513).

e Fotosan ve diyot lazer gruplarinda Oktenisept grubuna gore canl

mikroorganizma sayisi istatistiksel olarak daha fazladir (p<0,001 ve p=0,004).

e Fotosan ve Diyot lazer gruplari arasinda canli mikroorganizma sayilari

bakimindan istatistiksel olarak fark bulunmadi (p=0,394).
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Gruplarin kendi i¢inde canli mikroorganizma sayisi bakimindan uygulama
sureleri arasindaki farkliliklar su sekildedir (Tablo 4.2, Sekil 4.2):

e Kontrol grubu SF icerisinde 1 dk ve 5 dk uygulama sureleri arasinda canl
mikroorganizma sayisi yonunden istatistiksel olarak anlamli farklihk bulunmadi
(p=0,529).

e NaOCI grubunda 1 ve 5 dk uygulama surelerinin hi¢birinde bakteri Gremesi

g6zlenmedi.

e CHX grubu icerisinde 1 dk ve 5 dk uygulama sireleri arasinda canl
mikroorganizma sayisi yonunden istatistiksel olarak anlamli farklihk bulunmadi

(p=0,009; Bonferroni Duizeltmesine gore p>0,0083).

e Oktenisept grubu icerisinde 1 dk ve 5 dk uygulama sireleri arasinda canh
mikroorganizma sayisi yonunden istatistiksel olarak anlamli farklihk bulunmadi
(p=0,853).

e Fotosan grubu icerisinde 5 dk uygulama suresi sonunda gorulen canh

mikroorganizma sayisi 1dk’ya gore istatistiksel anlamli olarak daha azdi (p=0,003).

e Diyot lazer grubu icerisinde 1 dk ve 5 dk uygulama sureleri arasinda canl
mikroorganizma sayisi yonunden istatistiksel olarak anlamli farklihk bulunmadi

(p=0,023; Bonferroni Duizeltmesine gore p>0,0083).
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Tablo 4.2 Gruplara ve uygulama sirelerine gére canh bakteri sayilarinin (cfu/ml)

dagihmi

Canli bakteri sayisi (cfu/ml)
Gruplar 1dk 5 dk
SF (Kontrol) 140,0 (44,0)x10%Aa 136,0 (34,0)x10%Aa
NaOClI 0,0 (0,0)Bb 0,0 (0,0) Bb
CHX 8,0 (3,2)x10%Cc 4,8 (4,0)x103Cc
Oktenisept 3,2 (2,0)x10%BCd 3,2 (3,2)x10%BCd
Fotosan 61,6 (16,8)x103AD 48,8 (15,2)x103DA
Diyot lazer 48,0 (14,8)x10%De 39,2 (7,2)x103De

Veriler ortanca (¢eyrekler arasi geniglik) olarak gosterildi

Situnlarda ayni blyik harflerin goésterildigi gruplar arasinda Bonferroni Diizeltmesine gore istatistiksel

olarak anlamli fark bulunmamistir (p>0,025)

Satirlarda ayni kuguk harflerin gdsterildigi uygulama sdireleri arasinda Bonferroni Duzeltmesine gore

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p>0,0083)

40



. 160
E
E 140
2
= 120
>
& __ 100
C o
£E8 =0
.E ﬁ
© X
oo 60
o
o
= 40
=
‘_% 20
o 0 |
SF NaOCl CHX Oktenisept Fotosan Diyot lazer
m 1Dk m5Dk

Sekil 4.1 Gruplara ve uygulama surelerine goére canli mikroorganizma

sayilarinin dagilimi

__ 160
E 140 o= ——
= —9
(8]
= 120
>
G __ 100
© S
E8 =0
£ 3
®= 60 Mo
8 oO— —X
£ 40 —
S
= 20
=
S

0 :‘

1 Dk 5 Dk
—4¢—SF —#—NaOC|l =A—=CHX =¢=Oktenisept =¥=Fotosan =—®-Diyot lazer

Sekil 4.2 Gruplarda uygulama suresine bagh canli mikroorganizma sayisindaki
degisim

41



4.2 Lazer Taramali Konfokal Mikroskop Analizine Ait Bulgular

Tablo 4.3'de test edilen antimikrobiyal

ajanlar,

uygulama sdreleri ve

uygulandiktan sonra 6li hicre / total hicre oranlarina ait ortalama, standart sapma,

ortanca, minimum ve maximum degerleri gosterilmistir.

Tablo 4.3 Gruplara ve uygulama surelerine gore volumetrik olarak 6li bakteri

hlcrelerinin total bakteri hiicrelerine oranlarina ait tanimlayici istatistikler

Gruplar Sure Ortalama  Std. Sapma Ortanca Minimum Maksimum
SF 1dk 0,03 0,014 0,03 0,01 0,06
5dk 0,05 0,012 0,05 0,02 0,06
NaOCI 1dk 1,00 0,00 1,00 1,00 1,00
5dk 1,00 0,00 1,00 1,00 1,00
CHX 1dk 0,30 0,087 0,28 0,19 0,46
5dk 0,46 0,134 0,46 0,25 0,65
Oktenisept 1dk 0,38 0,088 0,40 0,26 0,50
5dk 0,48 0,113 0,49 0,29 0,63
Fotosan 1dk 0,11 0,026 0,09 0,09 0,16
5dk 0,11 0,027 0,09 0,09 0,16
Diyot lazer 1dk 0,10 0,026 0,09 0,07 0,16
5dk 0,11 0,027 0,10 0,09 0,16
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Uygulama siresi 1 dk olan gruplar arasindaki 610 hicre / total hlcre
oranlarina iligkin farkliliklar su sekildedir (Tablo 4.4, Sekil 4.3):

e Bu yontemde 1 dk uygulama siresine sahip gruplarda en az 6lu hicre orani
kontrol grubu SF’de gorilurken, en fazla 6lu hiucre orani NaOCI grubunda goérulmustur.

e NaOCI, CHX, Oktenisept ve Fotosan gruplarindaki 6lG hicre orani kontrol
grubu SF’e gore istatistiksel olarak daha fazladir (p<0,001; p<0,001; p<0,001 ve
p=0,023).

e Kontrol grubu SF ve Diyot lazer grubu arasinda 6lU hilcre orani bakimindan

istatistiksel olarak fark bulunmadi (p=0,028; Bonferroni Diizeltmesine gore p>0,025).

e CHX, Fotosan ve Diyot lazer gruplarinda NaOCI grubuna goére 6lu hicre
orani istatistiksel olarak daha azdir (p=0,010; p<0,001 ve p<0,001).

e NaOCI grubu ile Oktenisept grubu arasinda o6l hlcre orani bakimindan

istatistiksel olarak fark bulunmadi (p=0,060).

e Fotosan ve Diyot lazer gruplarinda CHX grubuna goére 6lU hucre orani daha
dUsuk bulundu (p=0,010 ve p=0,009).

e CHX ve Oktenisept gruplarinda 6lu hdcre orani istatistiksel olarak benzer
bulundu (p=0,456).

e Fotosan ve Diyot lazer gruplarinda Oktenisept grubuna gore 6lu hucre orani
istatistiksel olarak daha dusuktur (p<0,001 ve p<0,001).

e Fotosan ve Diyot lazer gruplari arasinda 6lu hicre orani bakimindan

istatistiksel olarak fark bulunmadi (p=0,939).
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Uygulama siresi 5 dk olan gruplar arasindaki 610 hicre / total hicre
oranlarina iligkin farkliliklar su sekildedir (Tablo 4.4, Sekil 4.3):

e Bes dk uygulama suresine sahip gruplarda en az 6lu hacre orani kontrol
grubu SF’de gorulirken, en fazla 6lu hucre orant NaOCI grubunda goralmustar.

e NaOCI, CHX, Oktenisept ve Diyot lazer gruplarindaki 6lt hicre orani kontrol
grubu SF’e gore istatistiksel olarak daha fazladir (p<0,001; p<0,001; p<0,001 ve
p=0,022).

e Kontrol grubu SF ve Fotosan grubu arasinda 6lU hicre orani bakimindan

istatistiksel olarak fark bulunmadi (p=0,029; Bonferroni Diizeltmesine gore p>0,025).

e CHX, Fotosan ve Diyot lazer gruplarinda NaOCI grubuna goére 6lu hicre
orani istatistiksel olarak daha dusuk bulundu (p=0,020; p<0,001 ve p<0,001).

e NaOCI grubu ile Oktenisept grubu arasinda 6li hicre orani bakimindan

istatistiksel olarak fark bulunmadi (p=0,032; Bonferroni Duzeltmesine gére p>0,025).

e Fotosan ve Diyot lazer gruplarinda CHX grubuna goére 6lU hucre orani daha
dUsuk bulundu (p=0,004 ve p=0,005).

e CHX ve Oktenisept gruplarinda 6lu hdcre orani istatistiksel olarak benzer
bulundu (p=0,855).

e Fotosan ve Diyot lazer gruplarinda Oktenisept grubuna gore 6lu hucre orani
istatistiksel olarak daha dusguktur (p=0,002 ve p=0,003).

e Fotosan ve Diyot lazer gruplari arasinda 6lu hicre orani bakimindan

istatistiksel olarak fark bulunmadi (p=0,903).
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Tablo 4.4 Gruplara ve uygulama surelerine gore volumetrik olarak 6li bakteri

hdcrelerinin toplam bakteri hiicrelerine oranlarinin dagilimi

Olu hiuicre / Total hiicre

Gruplar 1dk 5 dk

SF (Kontrol) 0,033 (0,019)Aa 0,049 (0,017)Ea
NaOClI 1,0 (0,0)Bb 1,0 (0,0)Bb

CHX 0,280 (0,115)Cc 0,455 (0,232)Cc
Oktenisept 0,395 (0,180)BCd 0,490 (0,172)BCd
Fotosan 0,091 (0,036)De 0,092 (0,039)DEe
Diyot lazer 0,092 (0,035)ADf 0,097 (0,046)Df

Veriler ortanca (¢ceyrekler arasi geniglik) olarak gosterildi

Situnlarda ayni blyik harflerin gosterildigi gruplar arasinda Bonferroni Diizeltmesine gore istatistiksel

olarak anlamli fark bulunmamistir (p>0,025)

Satirlar ise ayni kigik harflerin gosterildigi bekleme zamanlari arasinda Bonferroni Dizeltmesine gore

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p>0,0083)
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Gruplarin kendi i¢cinde 610 hiuicre / total hiicre orani bakimindan uygulama
sureleri arasindaki farkliliklar su sekildedir (Tablo 4.4, Sekil 4.4)

e Kontrol grubu SF igerisinde 1 dk ve 5 dk uygulama sureleri arasinda 6lu
hdcre orani yonunden istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmadi (p=0,063).

e NaOCI grubunda 1dk ile 5 dk uygulama sureleri arasinda 6lu hicre orani

yonunden istatistiksel olarak anlaml farklihk bulunmadi (p=1,000).

e CHX grubu icerisinde 1 dk ve 5 dk uygulama sureleri arasinda 6lu hicre
orani yonunden istatistiksel olarak anlamlh farkhlik bulunmadi (p=0,015; Bonferroni

Duzeltmesine gore p>0,0083).

e Oktenisept grubu icerisinde 1 dk ve 5 dk uygulama sireleri arasinda 6lu
hicre orani yonunden istatistiksel olarak anlamh farkhlik bulunmadi (p=0,035;
Bonferroni DUzeltmesine gore p>0,0083).

e Fotosan grubu icerisinde 1 dk ve 5 dk uygulama sureleri arasinda 6lU hlcre

orani yonunden istatistiksel olarak anlamli farkllik bulunmadi (p=0,912).

e Diyot lazer grubu igerisinde 1 dk ve 5 dk uygulama sureleri arasinda 6lu
hdcre orani yonunden istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmadi (p=0,529).

Antimikrobiyal testlerin 1 dk slreyle uygulandigi 6rneklerde canh
mikroorganizma sayilari ile 6lu hicre / total hicre oranlari arasinda negatif yonlu

istastistiksel olarak anlaml korelasyon bulundu (r=-0,919 ve p<0,001) (Sekil 4.5a).

Antimikrobiyal testlerin 5 dk slreyle uygulandigi o6rneklerde de canl
mikroorganizma sayilari ile 6lu hicre / total hicre oranlari arasinda negatif yonlu
istastistiksel olarak anlaml korelasyon bulundu (r=-0,916 ve p<0,001) (Sekil 4.5b).
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Sekil 45 a) 1 dk uygulama suresine sahip Ornekler icerisinde canli
mikroorganizma sayisi ile 0lu hicre / total hicre orani arasinda deneklerin sagilimi b) 5
dk uygulama suresine sahip ornekler icerisinde canli mikroorganizma sayisi ile 6lu

hlcre / total hiicre orani arasinda deneklerin sacilimi

Sekil 4.6'da olusturulan E. faecalis biyofilminin SEM goéruntusu, Sekil 4.9'da ise
3 boyutlu LSCM gb6rintusi  mevcuttur. SEM’de; disk yuzeyinin, iginde

mikroorganizmalarin gémuli oldugu dizensiz bir tabaka ile kapli oldugu gorulmektedir.

LSCM ile elde edilen goruntilerde kontrol grubu SF'de 6rneklerin yogun bir
sekilde canli hucrelerle (yesil hucre) kaph oldugu, alt tabakalarda ¢ok az miktarda o6lu
hicrelerin bulundugu gozlendi ( Sekil 4.10)

NaOCI grubunda yilizeyde cok az miktarda Ol hdcre (kirmizi hicre) tespit
edildi. % 5,25’lik NaOCI in her iki calisma suresinde de bakterileri timuyle 6ldururken

aynl zamanda c¢ok buyuk oranda ylzeyden uzaklastirdigi gozlendi (Sekil 4.11). SEM'de
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NaOCI grubundaki disklerin yiizeyinde mikroorganizma tespit edilemedi. Orijinal disk

ylizeyine benzer bir goérunti elde edildi (Sekil 4.7).

LSCM’de CHX ve Oktenisept gruplarina ait goruntulerde kontrol grubuna gore
ornekler Uzerindeki hdcre yogunlugundaki azalma dikkat cekmektedir. Goruntulerde
Oktenisept ve CHX gruplarindaki 6lG hlcre oranlari benzer goéruldu. Her iki solisyonun
da E. faecalis biyofilmini bir miktar ylizeyden uzaklastirdigi gozlendi (Sekil 4.12, 4.15).
Sekil 4.8'de Oktenisept solUsyonu igerisinde 1 dk bekletilen bir 6rnege ait SEM
goruntisunde yuzeydeki mikrobiyal tabakanin bozuldugu ve tek veya zincirler halinde

bulunan bakteri hiicrelerinin varligi gértilmektedir.

istatistiksel olarak Oktenisept grubu ile NaOCI arasinda fark bulunmamasina
karsin goruntilerde % 100’lik Oktenisept'in E. faecalis biyofilmini ylzeyden

uzaklastirmada ve oldirmede % 5,25’lik NaOCI kadar etkili olmadigi tespit edildi.

Fotosan ve Diyot lazer gruplarina ait LSCM goruntilerinde kontrol grubuna
gore yuzeydeki hicre yogunlugunda az bir miktar azalma goézlendi. Her iki grupta da
tespit edilen 6lu hicre orani olduk¢a azdi. Her iki grubun da E. faecalis biyofilmi

iizerinde etkisiz oldugu gériildi (Sekil 4.13, 4.14),
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Sekil 4.6 Hidroksiapatit disk Uzerinde olusturulan E. faecalis biyofilminin
20000X buyutmedeki SEM goruntusu

Sekil 4.7 % 5,25'lik NaOCI iginde 5 dk bekletilmis bir érnege ait 20000X
blyutmede SEM goruntusu
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(b)

Sekil 4.8 % 100’lik Oktenisept sollisyonu iginde 1 dk bekletilmis bir 6rnege ait
a) 20000X buyutmedeki SEM gorintist b) 40000X buyutmedeki SEM gorintisi
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Sekil 4.9 Hidroksiapatit disk tzerinde olusturulan E. faecalis biyofilminin 3
boyutlu LSCM goruntileri
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Sekil 4.10 Serum Fizyolojik icinde 5 dk bekletilen bir 6rnege ait LSCM gorintisu

Sekil 4.11 % 5,25’lik NaOCI icinde 5 dk bekletilen bir 6rnege ait LSCM goruntisu



(@) (b)

(©)

Sekil 4.12 % 100’'luk Oktenisept solisyonu iginde 1 dk bekletilen bir 6rnege ait
LSCM goruntust a) SYTO 9 ile boyanan 6lu + canli bakteri hicreleri b) Propidium
iodide ile boyanan 6li bakteri hiicreleri ¢) Olii ve canl bakteri hiicrelerinin karisik
goruntasu
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Sekil 4.13 Metilen mavisi ve Diyot lazer ile 5 dk muamele edilen bir 6rnege ait LSCM
goruntusu



Sekil 4.14 Fotosan sistemi ile 1 dk muamele edilmis bir drnegde ait LSCM goruntisu



(a) (b)

(€)

Sekil 4.15 % 2’lik CHX solusyonu icinde 1 dk bekletilen bir 6rnege ait LSCM
goruntiisi @) SYTO 9 ile boyanan 6lii + canh bakteri hiicreleri b) Propidium iodide ile
boyanan 6lii bakteri hiicreleri ¢) Olii ve canli bakteri hiicrelerinin karigik goriintiisi



5. TARTISMA

Bakterilerin biyofilm olugsturabilmeleri igin oncelikle bir yuzeye tutunmalar
gerekmektedir. in vitro calismalarda biyofilm olusturulmasi asamasinda substrat olarak

cok farkll yiizeyler kullanilmistir. Cekilmis dislerden hazirlanan dentin érnekleri,”1931%4

71,74,105 69,70 cam yUzeerr,73

polisitiren ylzeyler, nitroselliloz  membran filtreler,
hidroksiapatit diskler®® kullanilan vyiizeyler arasindadir. Bu calismada da biyofilm
olusumu icin 9.7 mm c¢apinda, 1.5 mm kalinhdindaki standart hidroksiapatit diskler

kullaniimigtir.

Biyofilm olusumunun ve biyofiimin yapisinin, yapistigi yuzeyin kimyasal
yapisindan etkilendigi belirtiimektedir.!° Dentin dokusunun %70'i inorganik, %20’si
organik yapidadir. Dentinin inorganik kismi hidroksiapatit kristallerinden, organik kismi
ise %90 oraninda kollojenden olusmaktadir.’®” Bazi bakteriler yiizey adhezinleri
ureterek kollojene baglanmakta ve bu durum biyofiim olusumu acgisindan 6nem

tasimaktadir.'®®

In vitro galismalarda, deney sartlari in vivo kosullari en iyi yansitabilecek
sekilde ayarlanmalidir. Polisitiren, nitroselliloz membran filtreler ve cam gibi ylzeylerde
olusturulan biyofilmlerde gercek yuzey-bakteri iliskisi saglanamayabilir. Calismamizda
kullanilan hidroksiapatit diskler dentinin inorganik igerigine sahiptir ve dentin dokusunu
kismen de olsa yansitmaktadir. Diger taraftan elde edilen verilerin tutarli olmasi igin
kullanilan drneklerin standart olmasi 6nemlidir. Kullanilan standart diskler Gzerinde daha
tutarli  biyofilm yapilari olusturmak mumkandidr. Biyofiim dogal dis (Uzerinde
olusturuldugu zaman kompleks anatomik yapisindan dolayi standardizasyonu saglamak

daha zordur.

Biyofilmin yapisinin tam olarak anlagiimasi, ortadan kaldirilmasi i¢in yapilan
antimikrobiyal iglemler acgisindan da oOnemlidir. Lazer taramali konfokal mikroskop,
biyofilm ¢alismalarina yeni bir boyut getirmistir. LSCM ile biyofilmin 3 boyutlu gorintisu
elde edilebilmektedir. Ayrica LSCM goruntilerinin analizi yapilarak kantitatif veriler elde

edilebilmektedir. Ancak LSCM’de konkav yapidaki kok kanal sisteminin fazlaca egimli
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kisimlarinda yuksek ¢ozunuarlikte gorintl elde edilmesinde problem yasanmaktadir.
Yakin vertikal duvarlardan yansiyan 1s1gin zayif olmasi goruntiyl olumsuz
etkilemektedir.'® Bu nedenle LSCM’de diiz ylizeyler (izerinden alinan gériintiiler daha
dogru sonuglar vermektedir. Calismamizda diuz standart ylzeylere sahip hidroksiapatit
disklerin kullaniimasindaki bir diger faktér de olusturulan biyofilmlerin analizinin LSCM

ile yapiimasidir.

Antimikrobiyal ajanlarin etkinliklerinin degerlendiriimesinde, yapilan islemlere
kargi en fazla diren¢g gosteren mikroorganizmalarla galigiimasi, o materyalle ilgili elde
edilen verilerin diger pek ¢ok mikroorganizma igin de gecerli olmasi yénunden oldukga
onemlidir. E. faecalis’in birgok antimikrobiyal ajana karsi yuksek seviyede direng
gosterdigi'’® ve inatci apikal periodontitis vakalarindan siklikla izole edilen bir bakteri
oldugu® bilinmektedir. Eliminasyonu zor oldudu icin bu mikroorganizmanin eslik ettigi
endodontik  enfeksiyonlarin  tedavilerinde  genellikle  problemler  meydana

gelmektedir.**%*

Bundan dolayr da antimikrobiyal etkinlik g¢alismalarinda
mikroorganizma olarak siklikla E. faecalis kullaniimaktadir.”® 73112113 By calismada da
hem belirtilen nedenlerden dolayr hem de elde edilen sonuglarin diger galismalarla
karsilastiriimasini kolaylastirmak amaciyla mikroorganizma olarak E. faecalis tercih

edilmigtir.

Dezenfeksiyon igin kullanilan antimikrobiyal ajanlarin ¢ogunlukla planktonik
formda uUretilen bakterilere kargi olan etkinlikleri belirtiimigtir. Mikroorganizmalar genelde
ylzeylere tutunarak organize olmus mikrobiyal topluluklar olugsturma egiliminde olduklari
icin test sistemlerinde planktonik mikroorganizmalarin kullaniimasi in vivo kosullari tam
anlamiyla yansitmaz.” Ayrica belirli bakteri tiirlerinin biyofilm icinde gelistikleri zaman
yeni ve daha viriilan tipler sergiledikleri bulunmustur.® Biyofilm icindeki bakteriler
planktonik kosullarda gelismis bakterilerle karsilastirildigi zaman antimikrobiyal ajanlara
kars! karakteristik olarak artmis bir dirence sahiptir.'** Bakterilerin bir yiizeye adezyonu
farkh genlerin ekspresyonlarina ve farkl fenotiplerin gelismesine neden olmaktadir.
Dolayisiyla biyofilm icinde organize olmus bakteriler planktonik turdeglerinden farkh
ozellikler sergilemektedirler. Distel ve ark.’ E.faecalis’in biyofilm olusturarak 1000 kat

daha direncli hale geldigini belirtmiglerdir.
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Biyofilm olusumu dinamik bir sirectir. Planktonik mikroorganizmalarin ylzeye
tutunmasiyla baglayan bu slreg, olgun ve yapisal olarak karmasik biyofilmin gelisimiyle
devam eder. Biyofim olusumunun farkli asamalarinda mikroorganizmalarin
sergiledikleri fenotipik dzellikler birbirinden oldukca farkl olabilir. Kishen ve ark.!®® E.
faecalis’in kok kanal dentininde olusturdugu in vitro biyofilmin yapisini farkh agsamalarda
incelemigler ve 4 haftadan sonra dentin Gzerinde oldukga kalin, yapisal olarak organize
olmus bir tabaka olustugunu gostermislerdir. E. faecalis’in antimikrobiyal ajanlara kargi
olan karakteristik direncinin, olusturduklari bu olgun biyofilm tabakasina bagh

olabilecegi diistiniilmektedir.*®

Biyofilm ¢alismalarinda, biyofilm olusum suresi gok farklilik gostermektedir. 24
saatten 6 haftaya kadar degisen surelerde biyofilmler olusturulmus ve antimikrobiyal
ajanlarin etkinlikleri degerlendirilmistir.”">7>%% Ne yazik ki galismalarda biyofilm olugum
suresine iliskin bir standardizasyon belirlenememistir. Calismamizda olgun biyofilm
olusturmak amaciyla hidroksiapatit diskler 4 hafta boyunca, haftada bir besiyeri degisimi

yaplilarak, E. faecalis stspansiyonu iginde bekletilmistir .

Biyofilm igindeki mikroorganizmalarin canliigini degerlendirmek icin cesitli
yontemler kullaniimaktadir. Geleneksel bakteri kultir metodu bu yontemlerden biridir.
Kdltir yontemi ile sadece metabolik olarak aktif olan canli bakteriler tespit
edilebilmektedir. Ayrica bakteriler sicaklik, besiyeri, inkibasyon suresi gibi kultlr
kosullarina karsi duyarli olabilirler ve Uremeleri igin 24 saat veya daha fazla bir sure

gerekebilir.**®

Biyofilm c¢aligmalarinda mikroskobik degerlendirme onemli bir yer tutmaktadir.
LSCM biyofilm yapilarinin degerlendiriimesinde kullanilan bir yontemdir. Bu yontemle
hem biyofilmin 3 boyutlu gorintist hem de bu goruntilere ait kantitatif veriler elde
edilebilmektedir. Bu yéntemde biyofilm icindeki bakteri hlcrelerinin gérulebilmeleri igin
floresan 6zellikteki boyalarla boyanmalari gerekmektedir. Biyofilm i¢indeki oIt ve canl
hacreleri tespit etmek igin kullanilan bu boyalar piyasada BacLight LIVE/DEAD Bacterial
Viability Kit adi verilen bir kit icinde yer almaktadir. Kit icindeki SYTO 9 yesil, propidium

iodide ise kirmizi renkte floresan yayan nikleik asit boyalaridir. Bu boyalarin dalga
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bandi karakteristikleri ve bakteri hlicrelerine penetrasyonlari biribirinden farkhdir. SYTO
9 canli ve 6lu tum bakteri hicrelerine penetre olurken, propidium iodide sadece hiicre
membrani hasar gormus Olu bakteri hicrelerine penetre olur. Bu boyalar birlikte
kullanildiklarinda 6lG hucreler kirmizi, canh hicreler yesil renkte goérunmektedir. Bu
yontem hizli olmasi, kullaniminin kolay olmasi ve ayni anda hem canli hem de olu

hlcreleri tespit edebilmesi gibi avantajlara sahiptir.

SEM ile sadece 2 boyutlu gorintiler elde edilebilmekte ve goruntilenen
yapilarin topografik degerlendirmeleri yapilabilmektedir. Biyofiimler ¢ok tabakali yapilar
olup SEM ile bu yapilarin tim derinligini analiz etmek mumkudn degildir. Dolayisiyla bu
teknikle elde edilen goérUntllerin  nitel veya vyari nitel de@erlendirmeleri

yapilabilmektedir.'*?

Biyofilm bakterileri ¢evresel streslere karsi hayatta kalma stratejileri
gelistirmektedirler. Bunlardan biri de besin yetersizliginde bakterilerin canl fakat kultare
edilemeyen (Viable-but-non-culturable (VNBC)) duruma gecmeleridir. Bakteriler bu
durumdayken g¢ogalmazlar, ancak canlidirlar ve kosullar dizeldigi zaman metabolik
aktivitelerini tekrar kazanabilirler.'*> Bu durumdaki bakteriler canli olmalarina ragmen
metabolik aktivitelerinin cok az olmasi nedeniyle kultur teknikleriyle tespit edilemezken
boyama ile LSCM’de tespit edilebilir. Besin yoksunlugu gibi ¢evresel streslerin biyofilm
bakterilerinin antimikrobiyal ajanlara karsi olan direncini artirdigi belirtiimektedir.'*> Bu
calismada haftada bir taze besiyeri degisimi yapilmistir ve sicaklik, inkibasyon suresi
gibi diger ¢evresel degiskenler de sabit tutulmustur. Elde edilen sonuclara gore de kultar

yontemi ile LSCM yontemi arasinda korelasyon oldugu gorualmustar.

Literatirde kOk kanal irrigasyon solusyonlarinin hangi konsantrasyon, pH ve
hacimde daha etkin olduklarini arastiran pek ¢ok calisma bulunmaktadr,93116:60.117.118
Gulabivala ve ark.,'* irrigasyon sollisyonun etkinliginde; konsantrasyon, uygulama
hacmi, uygulama suresi, sicaklik ve pH seviyesinin dnemli oldugunu bildirmislerdir.
Caligmamizda test edilen irrigasyon solusyonlarinin hepsi oda sicakliginda, ayni

hacimde ve bilinen en etkin konsantrasyonlarinda kullaniimigtir.
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Galismamizin sonuglarina gére % 5,25’lik NaOCI hem kultir yonteminde hem
de LSCM ile analiz yonteminde 1 dk ve 5 dk uygulama surelerinin her ikisinde de E.
faecalis biyofilminin eliminasyonunda en etkili antimikrobiyal ajan olarak bulunmustur.
LSCM goruntilerinin analizine gére de % 5,25’lik NaOCI'nin, E. faecalis hicrelerini ¢cok
blylk oranda ylzeyden uzaklastirdigi, kalan az sayidaki hdlcrelerin de hepsini

oldurdugu gortlmektedir.

Chavez de Paz ve ark.,”* E. faecalis, L. paracasei, S. anginosus ve S. gordonii
biyofilmleri Uzerinde c¢esitli antimikrobiyallerin etkilerini LSCM ile degerlendirdikleri
calismalarinda, % 1’lik NaOClI'nin s6z konusu mikroorganizmalari uzaklastirmada en
etkili antimikrobiyal oldugunu belirtmislerdir. Spratt ve ark.®® cesitli irrigasyon
solusyonlarinin 5 farkl bakteri Uzerindeki antimikrobiyal etkisini degerlendirdikleri
calismalarinda % 2,25’lik NaOCI'i en etkili irrigasyon solisyonu olarak tespit etmiglerdir.
Sena ve ark.,**® % 5,25'lik NaOCI'nin ¢alismada kullanilan bitiin bakteri tirlerini 30 sn
icinde elimine ettigini gdstermislerdir. Giardino ve ark.,”® MTAD, Tetraclean ve % 5,25'lik
NaOCI'nin E. faecalis biyofilmine karsi antimikrobiyal etkinliklerini karsilastirmislardir.
Bes dk icinde E. faecalis biyofilmini elimine edebilen tek solisyonun NaOCI oldugunu,
MTAD ve Tetraclean’in total eliminasyon icin daha uzun zamana ihtiya¢ duyduklarini

belirtmislerdir.

Gorulduagu gibi NaOClI'nin biyofilm tzerindeki antimikrobiyal etkinligi agisindan
calismamizin sonuglari, mevcut literatir sonuglar ile benzerdir. NaOCI'nin biyofilm
Uzerindeki bu yuksek antimikrobiyal etkisini organik yapidaki ekzopolisakkarit matriksi

ortadan kaldirarak gosterdigi disunulmektedir.

Calismamizda test edilen bagka bir antimikrobiyal solisyon da Oktenidin
hidroklorit'tir. Genig spektrumlu antibakteriyel, ayrica patojenik mantar ve mayalara
karsi aktif bir ajandir.2*°®°' Oktenidin hidrokloritin antibakteriyel ve antimikotik
etkinligini, klorheksidin glukonat’a benzer sekilde yani negatif yukli hicre duvarinin
yapisal butunlugini bozup hicrelerin vital fonksiyonlarini etkileyerek  gosterdigi
bildiriimistir.%*
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Tirali ve ark.,”® Oktenisept ve NaOC/P'nin farkli konsantrasyonlarinin E. faecalis,
C. albicans ve S. aureus uzerine farkl surelerdeki etkinliklerini in vitro olarak
incelemiglerdir. Oktenidin hidroklorit'in incelenilen tim sirelerde ve konsantrasyonlarda
NaOCl'den daha etkili oldugunu ileri surmuslerdir. Mikroorganizmalarin planktonik
formlari Uzerinde vyapilan ¢alisma, Oktenidin hidrokloritin NaOCl'e alternatif bir

irrigasyon solUsyonu olup olamayacagini gundeme getirmistir.

Calismamizin sonuglarina goére Oktenidin hidroklorit solisyonu E. faecalis
biyofilmi Gzerinde oldukga etkili bulunmustur. Hatta istatistiksel olarak % 5,25’lik NaOCI
ve %100’'luk Oktenidin hidroklorit'in E. faecalis biyofilmi Gizerindeki antimikrobiyal etkileri
benzerdir. Ancak LSCM’de Okteniseptin mikroorganizmalari ylzeyden tam olarak
uzaklastiramadigi, yuzeyde 6lU bakteri hicrelerinin yanisira canl bakteri hticrelerinin de
bulundugu goérdlmustir. Bu durum, biyofilm bakterileri s6z konusu oldugunda, Oktenidin
hidroklorit'in % 5,25’lik NaOCI kadar etkili oimadigini géstermektedir. Ancak NaOCI'nin
daha duslk konsantrasyonlarinin kullanilmasi durumunda, antimikrobiyal etkinliginin
Oktenidin hidroklorit'ten daha dusuk olmasi da s6z konusu olabilir. Bu amacla farkli
konsantrasyonlardaki NaOCI ile Oktenidin hidrokloritin  biyofilm  Gzerindeki
antimikrobiyal etkinliklerini karsilastiran c¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Literatiirde
Oktenidin hidroklorit'in mikroorganizmalarin biyofilm formlari Gzerindeki antimikrobiyal
etkisini degerlendiren bir calismaya rastlanmamistir. Calismamiz bu acgidan ileride
yapilabilecek arastirmalar icin temel teskil etmektedir.

Calismamizda % 2’lik CHX soliisyonunun E. faecalis biyofilmi tzerindeki
antimikrobiyal etkisi % 5,25’lik NaOCl'e gore hem kultir yonteminde hem de LSCM ile
analiz yonteminde istatistiksel olarak daha az bulunmustur. CHX grubuna ait LSCM
goruntilerine bakildiginda kontrol grubu SF'e gore yizeyden bakteri hicrelerinin
belirgin bir sekilde uzaklastirilabildigi gorilmekte ve kalan bakteri hicreleri arasinda

hem 614 hem canh hicreler yer almaktadir.

Chavez de Paz ve ark.,”* gesitli irrigasyon sollisyonlarinin farkli bakterilerin
biyofilm formlar Uzerindeki antimikrobiyal etkilerini LSCM ile degerlendirmislerdir. %
1'lik NaOCI en etkili soliisyon olarak tespit edilirken, % 2,5'luk CHX solisyonunun E.
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faecalis dahil test edilen butun mikroorganizmalarin biyofilm formlarini elimine etmede
yetersiz oldugu gosterilmistir. Calismamizin sonuglarina benzer sekilde LSCM
goruntulerinde, CHX solisyonu ile E. faecalis hucrelerinin yaklasik % 50 oraninda

yuzeyden uzaklastirildigr gérulmektedir.

Williamson ve ark.” da % 2'lik CHX'in E. faecalis biyofilmi tizerinde 1 ve 3
dk’da % 6’lik NaOCl'e gére daha az etkili oldugunu belirtmislerdir. Spratt ve ark.®® 'nin
calismasinda % 0,2’lik CHX solusyonu test edilen tum gruplarda % 2,25’lik NaOCl'den
daha az etkili bulunmustur.

Literatirdeki calismalarin sonuclari calismamizin sonuglarini  destekler
niteliktedir. Ancak calismamizdan elde edilen verilere gore % 2’lik CHX sollisyonu %
5,25’lik NaOCl'e gore istatistiksel olarak daha az etkili bulunmasina kargin kontrol grubu
SF ile arasinda canli mikroorganizma sayisi bakimindan oldukg¢a buyuk bir fark vardir.
Aslinda bu durum galismamizda % 2’lik CHX'in, literatlrdeki bazi ¢alismalara gére daha
etkili bulundugunu goéstermektedir. Bazi in vitro galismalar, biyofilm olusturulmadan
once kullanilan yuzeyin kollojen ile kaplanmasinin biyofilmin kalinh@ini artirdigini ve
mikroorganizmalarin yiizey ile olan baglantisini giiglendirdigini géstermislerdir.”*®® Shen
ve ark.,®® CHX ve CHX-plus uygulandiktan sonra kollojen ile kaplanmis yiizeylerde,
kaplanmamis olanlara gore daha fazla mikroorganizmanin hayatta kaldigini
belitmiglerdir. Calismamizda kullanilan % 2’lik CHX'in 4 haftalik E. faecalis biyofilmi
tzerindeki antimikrobiyal etkisinin beklenenin Uzerinde olmasi, bakterilerin yluzey

baglantisinin kollojen kapli yuzeylerdeki kadar gu¢li olmamasindan kaynaklanabilir.

Calismamizin sonuglarina gore E. faecalis biyofilmi Gzerindeki antimikrobiyal
etkinlik agisindan % 100’luk Oktenidin hidroklorit ile % 2’lik CHX arasinda antimikrobiyal
etkinlik agisindan istatistiksel olarak fark bulunmamistir. Oktenidin hidroklorit’in
antibakteriyel ve antimikotik etkinligini klorheksidin glukonat'a benzer sekilde gosterdigi
bildiriimistir.®* Buna gore iki sollisyon arasinda farkin olmamasi sasirtici degildir.
Literatirde CHX ve Oktenidin hidroklorit solUsyonlarinin irrigasyon solisyonu olarak
k.,lZl

antimikrobiyal etkinliklerini kargilastiran bir ¢alisma bulunamamigtir. Dogan ve ar

agiz gargarasi olarak kullanildiklari zaman Oktenidin hidroklorit'in; S. mutans, S.
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salivarius ve laktobasil tirleri tzerinde % 0,2’lik CHX'den daha etkili oldugunu
gostermiglerdir. Bu ¢alismada Oktenisept’in daha etkili bulunmasindaki sebep CHX’in

agiz gargarasi olarak % 0,2’lik konsantrasyonunun kullaniimasi olabilir.

Kanal tedavisi sirasinda kemomekanik preparasyon, kanal i¢ci medikasyon gibi
islemler yapilirken en ylksek teknik standartlar kullanilsa bile kompleks kdk kanal
sisteminde pulpa artiklarinin, mikrobiyal biyofilmlerin bulundugu hi¢ dokunulmamig

122,123

alanlar kalmaktadir. Bu nedenle standart endodontik yodntemlere alternatif

olabilecek yeni dezenfeksiyon metodlari geligtiriimeye caligiimigtir.

Isikla aktive olan dezenfeksiyon sistemi, fotosensitizer ajan ve 1sik kaynadi
kombinasyonundan olusan yeni bir antimikrobiyal stratejidir. Fotodinamik terapi ilk
olarak kanser tedavisinde kullaniimak Uzere gelistiriimistir. Son donemde fotodinamik
terapi diger adiyla isikla aktive olan dezenfeksiyon sisteminin kok kanal sistemindeki
mikroorganizmalar Uzerindeki antimikrobiyal etkinligini degerlendiren c¢alismalar da

yapilmaktadir.t24128

Isikla aktive olan dezenfeksiyon sistemi calismalarinda fotosensitizer ajan
olarak cesitli maddeler kullaniimaktadir. Metilen mavisi de fotosensitizer ajan olarak
kullanilan fenotiazin esasli bir boyadir. Disik molekuller agirliga sahip, pozitif yukld,
hidrofilik bir maddedir.*? Isikla aktive olan dezenfeksiyon sistemi calismalarinin biiyiik

bir kisminda fotosensitizer ajan olarak metilen mavisi kullaniimigtir,12>127:128:130

Xu ve ark., !

metilen mavisi ve kirmizi 1s1gin sinerjistik etkisinin insan fibroblast
ve osteoblastlarina etkisini degerlendirmislerdir. Calismalarinda 50 pg/mL metilen
mavisinin tek basina ve farkli parametrelere sahip 665 nm dalga boyunda kirmizi isikla
aktive edildiginde osteoblastlar Uzerinde ¢ok az etki gosterdigini ve apoptozise neden
olmadigini belirtmiglerdir. Isikla aktive olan dezenfeksiyon sisteminin bu degerlerde

konak hucrelerine zarar vermeden guvenli bir sekilde kullanilabilecegini gdstermislerdir.

Isikla aktive olan dezenfeksiyon sisteminin etkinliginin fotosensitizer ajanin
konsantrasyonuna da bagl olabilecegi belirtiimektedir.** Yapilan in vitro calismalarda

kullanilan fotosensitizer ajanlarin konsantrasyonlari arasinda buyuk farkhliklar
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gorulmektedir. Bu  durum  c¢alismalarda  kullanilan  fotosensitizer  ajanin
konsantrasyonunun belirlenmesini zorlastirmaktadir. Calismamizda fotosensitizer ajan

olarak kullanilan metilen mavisinin konsantrasyonu, Xu ve ark.'*' '

nin galigsmasindan
yola c¢ikarak 50 pg/mL olarak ayarlandi. Biyolojik olarak guvenli sinirlardaki en ylksek

konsantrasyon kullaniimaya c¢alisildi.

Fotosan sistemi dental tedavilerde kullaniimak Uzere gelistiriimis bir 1sikla
aktive olan dezenfeksiyon sistemidir. Sistem 3 farkh viskoziteye sahip fotosensitizer
ajan ve LED Isik cihazindan olugmaktadir. Uretici firmanin talimatlarina gére endodontik
tedavide kok kanallari dusuk viskoziteli fotosensitizer ajan ile doldurulduktan sonra 30
sn LED 1gik cihazi ile isinlanmaktadir. Bu ¢alismada hem Fotosan grubunda hem de

diyot lazer grubunda 1ginlama suresi 30 sn olarak sabit tutuldu.

Calismamizin sonuglarina gore E. faecalis biyofilminin eliminasyonunda, 1sikla
aktive olan dezenfeksiyon sistemleri (Fotosan ve diyot lazer grubu), hem kultdr
yonteminde hem de LSCM ile analiz ydnteminde her iki galisma slresinde de % 5,25’lik
NaOCI, % 2’lik CHX ve % 100’lik Oktenisept'e gore daha az etkili bulunmustur. Hatta
kultir yonteminde her iki uygulama suresinde de, LCSM ile analiz yonteminde ise 5 dk
uygulama suresinde Fotosan grubu ile kontrol grubu Salin arasinda istatistiksel olarak

fark bulunmamistir.

Calismamizda test edilen isikla aktive olan dezenfeksiyon sistemlerinin
antimikrobiyal etkinliklerinin dusuk bulunmasi uygulama seklimizden kaynaklaniyor
olabilir. Kullanilan 1sik kaynadi ile fotosensitizer ajan icinde bulunan disk arasindaki
mesafenin fazla olmasi sistemin etkinligini azaltmis olabilir. Ayrica kok kanali kapali bir
sistem oldugu icin uygulanan isikta daha az enerji kaybi beklenirken, ¢alismamizdaki
uygulama seklinde ise daha fazla enerji kaybr meydana gelmesi muhtemeldir.

Ayrica isikla aktive olan dezenfeksiyon sistemlerinin  etkinliklerinin
degerlendirildigi calismalarda isinlama siireleri arasinda farklilik gériilmektedir.t24127133
Calismamizda diyot lazer grubunda isinlama suresi, Fotosan sisteminde uretici firmanin
belirttigi sure olan 30 sn olarak uygulandi. Burada amacimiz galismamizda kullanilan

Isikla aktive olan dezenfeksiyon sistemlerindeki isinlama suresini sabit tutmakti. 30 sn

66



Isinlama suresi, klinik olarak uygulanmasi mimkudn olan bir zaman araligidir. Ancak
Isinlama suresinin artirimasiyla etkinligin artmasi da s6z konusu olabilir. Bununla
beraber calismamizdaki diyot lazer grubuna iligkin sonuglar, fotosensitizer ajanlarin
farkli sirelerde diyot lazerle aktive edildigi calismalarla benzerdir.

Foschi ve ark.,'?’

cekilmis dislerin kok kanallarini E. faecalis ile enfekte etmigler
ve Isikla aktive olan dezenfeksiyon sisteminin bu bakteri tzerindeki antimikrobiyal
etkisini degerlendirmislerdir. Bir gruba sadece metilen mavisi, diger gruba sadece isik,
diger gruba ise metilen mavisi ve 15191 birlikte yani i1sikla aktive olan dezenfeksiyon
sistemini uygulamiglardir. Calismanin sonuglarina gore isikla aktive olan dezenfeksiyon
sisteminin sadece metilen mavisi ve sadece I1silk uygulamasina gore daha eftkili
oldugunu ve E. faecalis’in inaktivasyonunda isikla aktive olan dezenfeksiyon sisteminin

destekleyici bir antimikrobiyal prosediir olarak kullanilabilecegini belirtmiglerdir.

Ng ve ark.,’*? pulpa nekrozu ve iliskili periradikiiler radyoliisensileri olan disler
uzerinde isikla aktive olan dezenfeksiyon sisteminin etkinligini in vivo olarak
degerlendirmiglerdir. Bir grupta % 6’k NaOCI ile kemomekanik preparasyon yapmiglar
diger grupta ise kemomekanik preparasyona ek olarak kok kanallarini 50 pg/mL metilen
mavisi doldurup 5 dk beklettikten sonra 665 nm dalga boyundaki diyot lazer ile aktive
etmislerdir. Sonugta kemomekanik preparasyon ve igsikla aktive olan dezenfeksiyon
sisteminin birlikte uygulandigi grup, sadece kemomekanik preparasyonun uygulandigi
gruba gore daha etkili bulunmustur.

Garcez ve ark.,'?

periapikal lezyonlu diglere sahip hastalarda kemomekanik
preparasyon sonrasi 1gikla aktive olan dezenfeksiyon sisteminin etkinligini in vivo olarak
degerlendirmiglerdir. Fotosensitizer ajan olarak polyethyleneimine ve ce6 bilesigini, i1sik
kaynagi olarak 660 nm dalga boyunda diyot lazer kullanmiglardir. Fotosensitizer ajani
kok kanallarinda 2 dk bekletip diyot lazer ile 2 dk boyunca 1ginlamiglardir. Sonug olarak
bu sistemin kemomekanik preparasyon sonrasi kullanildiginda mikroorganizmalarin

eliminasyonuna katkida bulundugunu belirtmislerdir.

Souza ve ark.,'** kemomekanik preparasyon sonrasi, Isikla aktive olan

dezenfeksiyon sisteminin 2 farkli fotosensitizer ajan (metilen mavisi ve toluidin mavisi)
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kullanildiginda E.faecalisin kok kanal sisteminden eliminasyonuna katkisini
degerlendirmiglerdir. Her iki fotosensitizer ajan kullanildiginda da isikla aktive olan
dezenfeksiyon sisteminin kemomekanik preparasyona anlamli bir katkisinin olmadigini

gOstermiglerdir.

Bergmans ve ark.,'® isikla aktive olan dezenfeksiyon sisteminin S. anginosus,
E. faecalis ve F. nucleatum Uzerindeki antimikrobiyal etkisini incelemislerdir. Isikla
aktive olan dezenfeksiyon sisteminin tim mikroorganizma gruplarinda kontrol grubuna
gore bakteri sayisinda bir miktar azalmaya neden oldugu ancak bakterilerin
eliminasyonunda yetersiz olan bu sistemin alternatif bir antimikrobiyal tedavi segenegi

olamayacagi belirtilmigtir.

Farkl fotosensitizer ajanlarin farkli konsantrasyonlarda kullanimi ve degisik 11k
parametrelerinin kullanimi gibi metodolojik farkhliklar, 1gikla aktive olan dezenfeksiyon
sistemlerinin  antimikrobiyal etkinliklerini degerlendiren c¢aligmalarin  birbirleriyle
karsilastiriimalarini zorlastirsa da genel olarak yapilan caligmalar, isikla aktive olan
dezenfeksiyon sistemlerinin kok kanal sistemindeki mikroorganizmalari elimine etmede
tek baglarina yetersiz olduklarini, kemomekanik preparasyon sonrasi kullanildiklari
zaman destekleyici rol oynayabileceklerini gostermektedir. Bu ¢alismanin sonuglari da
ISikla aktive olan dezenfeksiyon sistemlerinin E. faecalis biyofilminin eliminasyonunda

yetersiz olduklarini desteklemektedir.

Calismalarin birbirleriyle karsilastiriimalarini kolaylastirmak ve in vivo kosullari
daha iyi sekilde yansitabilmek amaciyla standart biyofilm modellerinin olusturulmasi
bliylk o6nem tasimaktadir. Diger taraftan kok kanal sisteminin kompleks vyapisi,
antimikrobiyal ajanlarin mikroorganizmalarla temasini sinirlayici bir etki gbstermektedir.
Calismamizda kullanilan yontem ise, antimikrobiyal ajanlarin biyofilm olusturulan
yuzeydeki mikroorganizmalarla maksimum temasina izin vermektedir. Dolayisiyla
calismamizda test edilen antimikrobiyal ajanlarin in vivo kosullara gore daha etkili

bulunmasi muhtemeldir.

In vitro arastirmalar klinik sartlari tam olarak yansitamamakla birlikte in vivo

calismalara éncilik etmesi acisindan oldukga ®nemlidir. in vivo sartlarda kok kanal
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sisteminin kompleks yapisi ve bunun standardize edilmesindeki zorluklar, kullanilacak
irrigasyon solusyonunun hacim, sure ve uygulama agisindan standardizasyonunun
zorlugu gibi pek ¢ok faktorin deneysel kosullardaki gibi standart hale getiriimesi oldukga
buyuk problemdir.
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6. SONUCLAR

Calismamizin limitasyonlari géz 6nunde bulundurularak elde edilen sonuclar

asagidaki gibi siralanabilir:

1. Hem bakteri kiltir yontemi hem LSCM ile analiz ydonteminde, 1 dk ve 5 dk
uygulama surelerinin her ikisinde de, % 5,25’lik NaOCI soliisyonu E. faecalis biyofilminin
eliminasyonunda en etkili antimikrobiyal ajan olarak bulundu. % 5,25’lik NaOCI'nin
mikroorganizmalar oldururken etkin bir sekilde ylizeyden de uzaklastirdigi goruldu. %
5,25’'lik NaOCT'in, gerekli 6nlemlerin alinmasi ve kontrolli ¢aligiimasi kosulu ile inatgi
kok kanal enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanimi énerilebilir.

2. Her iki yontem ve uygulama suresinde de, % 2’lik CHX solusyonu E.
faecalis biyofilminin eliminasyonunda mikroorganizma miktarini belirgin bir sekilde
azaltmakla beraber, % 5,25’lik NaOCl'den daha az etkili bulundu.

3. Her iki ydntem ve uygulama siresinde de, % 100’luk Oktenidin hidroklorit
solisyonu E. faecalis biyofilminin eliminasyonunda istatistiksel olarak % 5,25’lik NaOCI
soltusyonu ile benzer etkili bulundu.

4. Her iki yontem ve uygulama siuresinde de, E. faecalis biyofilminin
eliminasyonunda % 2’lik CHX solusyonu ile % 100’luk Oktenidin hidroklorit soliisyonu
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmadi.

5. Test edilen tum irrigasyon solusyonlari, kontrol grubu Serum fizyolojikten
daha etkili bulundu.

6. Her iki ydntem ve uygulama suresinde de, i1sikla aktive olan dezenfeksiyon
sistemleri % 5,25’lik NaOCI, % 2’'lik CHX ve %100°’luk Oktenidin hidroklorit’den daha az
etkili bulunmakla birlikte kendi aralarinda istatistiksel olarak anlamli farkhlik bulunmadi.

7. Bakteri kultur yonteminde her iki uygulama suresinde de i1gikla aktive olan
dezenfeksiyon sistemi Fotosan ile kontrol grubu Serum fizyolojik arasinda istatistiksel
olarak anlamli farkhlik bulunmadi.

8. LSCM ile analiz yonteminde, 1dk uygulama siresinde, Diyot lazer ve
metilen mavisi kullanilan 1gikla aktive olan dezenfeksiyon sistemi ile kontrol grubu

Serum fizyolojik arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmadi.
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9. LSCM ile analiz ydnteminde, 5 dk uygulama slresinde, isikla aktive olan
dezenfeksiyon sistemi Fotosan ile kontrol grubu Serum fizyolojik arasinda istatistiksel
olarak anlamh farklihk bulunmadi.

10. Her iki yontemde de isikla aktive olan dezenfeksiyon sistemlerinin E.
faecalis biyofilminin eliminasyonunda yetersiz oldugu goruldu. Bu nedenle i1gikla aktive
olan dezenfeksiyon sistemleri kok kanal tedavisinde sadece destekleyici tedavi olarak
kullanilabilir.

11. Bakteri kaltir yonteminde isikla aktive olan dezenfeksiyon sistemi Fotosan
harig, diger tim gruplarda her iki ydntemde de 1dk ve 5 dk uygulama sureleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklihk bulunmadi.

12. Elde edilen sonucglara gore bakteri kultir yontemi ile LSCM ile analiz

yontemi arasinda korelasyon bulundu.
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