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OZET

Amagc: Bu calismanin amaci, farkli irigantlarin miks biyofilme sahip kok kanallarinda
bakteri dezenfeksiyonuna etkisinin degerlendirilmesidir. Calismamizda literatiirde daha
once sadece Sodyum Hipoklorit (SH) ve Klorheksidin Glukonat (KH)’le karsilastirilan
Poliheksidin Biguanid (PHMB) irigantinin, SH ile kombine olarak kullanilmasi da

karsilastirilmistir.

Yontem: Bu calismada 60 adet ¢ekilmis alt kiigiik az1 insan disi kullanilmistir. Digler
ProTaper Next egeleri ile X4’e kadar sekillendirilmis ve otoklavda steril edikten sonra 7
giinlik miks biyofilm ekimi gergeklestirilmistir. Biyofilm olusumundan sonra disler
kullanilan irigantlara gore; SH, KH, PHMB, SH + KH, SH + PHMB ve kontrol grubu
(distile su) olacak sekilde rastgele 6 gruba ayrilmistir. Her gruptan 1 6rnek dis irigasyon
oncesi ve sonrast olacak sekilde bakteriyel ekim ve CFU sayimina tabii tutulmustur. Disler
irige edildikten sonra apikalden 2-3 mm, 5-6 mm ve 8-9 mm olacak sekilde Mikrocut ile
3 kesit alinmig ve LIVE/DEAD canlilik kiti ile boyanmistir. Digler lazer taramali konfokal

mikroskop ile taranmig ve 6lii bakteri penetrasyon derinlikleri dl¢tilmiistiir.

Bulgular: Dislerin koronal, orta ve apikal iicliilerinin 6lii bakteri penetrasyonu
karsilastirildiginda en fazla penetrasyon koronal iglide gozlenmistir (P <
0.05).Irigantlarm dezenfeksiyon etkinligi karsilastirildiginda ise kontrol grubu diger tiim
irigantlara gore anlamli sekilde daha az dezenfeksiyon saglamistir (P < 0.05). Kombine
olarak kullanilan irigantlar, PHMB’e gore anlamli sekilde daha fazla dezenfeksiyon

saglamistir (P < 0.05).

Sonug: Irigantlarin kombine kullanimimin, tek basma SH, KH ve PHMB kullanimindan
daha etkili oldugu ve bu yiizden klinik kosullarda final irigasyonunda irigantlarin kombine
kullanilmasi 6nerilmektedir. KLTM goriintiilerinin biyofilm eliminasyonunu incelemek

icin etkili bir yontem oldugu bir kez daha bu ¢alisma ile gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: irigant, biyofilm, konfokal mikroskop, dezenfeksiyon, dentin tiibiili



ABSTRACT

Objective: This study aims to evaluate the effect of different irrigation solutions on
bacterial disinfection in root canals with mixed biofilms. In our study, Polyhexanide
Biguanide (PHMB) solution, which has previously been compared only with Sodium
Hypochloride (SH) and Chlorhexidine Gluconade (KH) in the literature, was also

compared in combination with SH.

Method: A total of 60 extracted human mandibular premolars were used in this study.
The teeth were shaped to X4 using ProTaper Next files, sterilized in an autoclave, and
then subjected to 7 days of mixed biofilm cultivation. After biofilm formation, the teeth
were randomly divided into 6 groups according to the irrigation solution: SH, KH, PHMB,
SH + KH, SH + PHMB, and a control group (distilled water). One sample tooth from each
group was subjected to bacterial culture and CFU counting before and after irrigation.
After irrigation, 3 sections of 2-3 mm, 5-6 mm, and 8-9 mm from the apical were taken
with Microcut, and the sections were stained using the LIVE/DEAD viability kit. The
teeth were scanned using a confocal laser scanning microscope, and dead bacteria

penetration depths were measured.

Results: When the dead bacteria penetration in the coronal, middle, and apical thirds of
the teeth was compared, the highest penetration was observed in the coronal third (P <
0.05). Regarding the disinfection efficacy of the irrigation solutions, the control group
provided significantly less disinfection than all other irrigants (P < 0.05). Irrigants used
in combination provided significantly more disinfection compared to PHMB alone (P <

0.05).

Conclusion: The combined use of irrigants was found to be more effective than the use
of SH, KH, and PHMB alone. Therefore, it is recommended that irrigation solutions
should used in combination during final irrigation in clinical settings. This study once
again demonstrated that CLSM imaging is an effective method for examining biofilm

elimination.

Keywords: irrigant, biofilm, confocal microscope, disinfection, dentinal tubule
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1. GIRIS

Kok kanal tedavisinin (KKT) basarisi; pulpa dokusunun, bakterilerin ve yan atiklarinin,
organik ve inorganik atiklarinin kok kanal sisteminden uzaklastirilmasina dayanmaktadir
(1). Bunedenle, kok kanal sisteminin mekanik ve kimyasal olarak temizlenerek, sizdirmaz

bir sekilde kapatilmasi1 endodontik tedavinin énemli bir parcasidir (2).

Mekanik sekillendirme enfekte pulpa dokusunun uzaklastirilmasini ve ana kok kanalinin
sekillendirilmesini saglarken tek basma kullanildiginda kok kanallarinin tamamen
dezenfekte olmasini saglayamamaktadir (3). Kok kanal sisteminde lateral kanallar,
istmuslar, apikal deltalar ve dallanmalar gibi kok kanal egelerinin ulasamayacagi
anatomik diizensizlikler bulunmaktadir (4). Bu karmasik alanlardaki temizlenemeyen
debrisin, mikroorganizmalarin (MO) ve biyofilmlerin inat¢1 enfeksiyon olusturmasi ve

yapilan tedavinin basarisiz olmasina sebep olabilecegi belirtilmistir (5, 6).

Kok kanali igerisinde bulunan MO’lar, bir ylizeye baglanarak biyofilm adi verilen jel
yapilar olustururlar (7). Bu biyofilmler, dentin tiibiilleri igerisine niifus edebilir ve

temizlenmesi zor olan alanlarda tekrarlayan enfeksiyonlar olusturabilirler.

Mekanik sekillendirme tek basina kok kanallarinda etkili bir dezenfeksiyon
saglamayacag1 icin KK T sirasinda irigasyona ihtiya¢ duyulmaktadir (5). ideal bir irigantin
nekrotik pulpa dokusu artiklarim1 ve yiiksek antimikrobiyal etkinlige sahip olmasi
gerekmektedir (8). Irigasyonun etkinligi ise, apikalde prepare edilmemis bolgedeki
debrislerin temizlenebilmesi, nekrotik doku ve biyofilmlerin uzaklastirilmasi, kok
kanallarindaki planktonik veya biyofilm olusturan MO’larin elimine edilmesi yetenegi ile

iliskilidir (9, 10).

Giliniimiizde, sodyum hipoklorit (SH) organik doku c¢oziicii 06zelligi ve yiiksek
dezenfeksiyon etkisi sayesinde KKT esnasinda en ¢ok tercih edilen irigasyon ¢ozeltisidir

(11). Klorheksidin (KH), uzun siireli antimikrobiyal etkiye sahip olmasina ragmen doku



coziicii etkinliginin olmamas1 ve sitotoksik etkiye sahip olmasi nedeniyle irigasyon

asamasinda final soliisyonu olarak kullanilmasi 6nerilmektedir (12, 13).

KH’nin apikal papilla kok hiicrelerine ve fibroblastlara kars1 sitotoksitesinden kaynakli,
uzun antimikrobiyal etki ve diislik sitotoksige sahip baska bir irigant arayisi devam
etmektedir (12). Poliheksametilen Biguanid Hidroklorid (PHMB), diisiik toksisiteye ve
yiiksek antimikrobiyal etkiye sahip katyonik bir antiseptiktir (14). Genellikle yara ve lens
soliisyonlarinda, agiz gargaralarinda, bakteriyel biiylimeyi engellemek i¢in

kullanilmaktadir (15-17).

Giliniimiizde mevcut mekanik aletlerin ve kimyasal soliisyonlarin ¢esitliligine ragmen
hicbir dezenfeksiyon prosediiriiniin kok kanallarint %100 dezenfekte edemedigi rapor
edilmistir (18, 19). Bu nedenle, KKT sirasinda optimum dezenfeksiyonu saglamak i¢in
mekanik sekillendirmeye ilave olarak ideal irigant veya kombinasyonlarinin arayisi

surmektedir.

Bu tez calismasinin amaci, farkl irigantlarin (SH, KH, PHMB, SH + KH, SH + PHMB)
dentin tiibiillerinde biyofilm olusturmus bakterilere karsi dezenfeksiyon etkilerini
karsilagtirmaktir. Calismanin sifir hipotezi, farkli irigantlar1 ve kombinasyonlarinin miks

biyofilme sahip dentin tiibiillerinin dezenfeksiyonuna etkisi arasinda fark olmayacagidir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Endodontik Enfeksiyonlar

Pulpa-dentin kompleksi, genellikle oral mikrobiyotayla iligkisi olmadig1 i¢in steril kabul
edilmektedir (20). Pulpa ve periradikiiler hastaliklarin temel nedeni olan MO’lar, koronal,
retrograd, kan veya lenfatik yollarla (anakorezis) pulpaya ulasabilir. Normalde steril kabul
edilen kok kanallart periodontal hastaliklar, ciirtikler, catlaklar, kiriklar veya kotii agiz
hijyeninin varliginda MO'lar i¢in bir hedef haline gelebilir. Bu durum, pulpa-dentin
kompleksinin biitiinliigiiniin bozulmasina ve dolayisiyla KKT ihtiyacina yol agabilir (21,
22). Nekrotik dislerin dogal savunma mekanizmasi olmadig1 icin, diisiik oksijenli
ortamlarda yasayabilen firsatgt MO'larin kok kanalinda toplanmasina neden olur.
Ozellikle nekrotik ve basarisiz KKT’li dislerde MO'lar, kok kanalinin apikal iigliisiinde

daha fazla toplanarak periapikal doku sivilarina ulagabilirler (23).

Endodontik enfeksiyonlar, bulunduklar1 anatomik konumlarina gore siniflandirilirlar.
Intraradikiiler enfeksiyonlar, MO’larin kok kanal sistemine giris zamanina gére primer,
sekonder ve inat¢1 enfeksiyon olarak ii¢ gruba ayrilir. Ekstraradikiiler enfeksiyonlar ise,
intraradikiiler enfeksiyonlarin ilerlemesiyle meydana gelir ve MO’larin periradikiiler

dokulart istila etmesiyle tanimlanir.

Primer enfeksiyonlar, bakterilerin pulpa dokusuna ulasip ¢ogaldig1 ve pulpanin nekrotize
oldugu, henliz KKT uygulanmamis dislerde goriiliir. Bu enfeksiyonlar, ¢ogunlukla
zorunlu anaerob MO’larin baskin oldugu polimikrobiyal bir yapiya sahiptir (24, 25).
Primer enfeksiyonlarda siklikla Porphyromonas, Prevotella, Fusobacterium gibi gram
negatif ve Streptococcus, Actinomyces, Propionibacterium gibi gram pozitif bakteriler

bulunmaktadir (26, 27).

Kok kanalina sonradan ulasan MO’larin enfeksiyon olusturacak sayiya ulagsmasi veya
viriilans faktorii kazanmasi sekonder enfeksiyonlarin gelismesine neden olur. Ayrica,
besinsiz ortamlara dayanabilen MO’larin yol agti1 enfeksiyonlar, inat¢1 enfeksiyonlar
olarak tanimlanir. KKT yapilmis ve apikal periodontitisi olan dislerde siklikla E. faecalis
ve C. albicans gibi MO’lar tespit edilmektedir (28).



Ekstraradikiiler enfeksiyonlar, intraradikiiler enfeksiyonlarla bagli olarak gelisebilecegi
gibi bagimsiz sekilde de gelisebilir (29). Ekstraradikiiler enfeksiyonlarin en yaygin formu
akut apikal apselerdir. Akut apikal apselerde; Fusobacterium, Dialister, Prevotella,
Treponema ve Porphyromonas gibi gram negatif basil, gram pozitif kok, anaerobik
MO’lar baskindir (30, 31). Kronik apikal apselerde ise, apikal kemik yikimina bagh
periapikal radyoliisensi ve siniis yolu olusumu gozlemlenebilir (32). Bu durumda

genellikle P. endodontalis, D. invisus, S. moorei tiirleri tespit edilmektedir (30).
2.2. Kok Kanalindan izole Edilen Mikroorganizmalar

Kok kanal sistemi enfeksiyonlar1 dinamik bir siire¢ olup, her asamada farkl: bakteri tiirleri
one cikabilir. MO’larin degisimi ¢evresel kosullara, 6zellikle oksijen seviyesi ve besin
kaynaklarina baglidir (33). Pulpa enfeksiyonunun erken evrelerinde fakiiltatif MO’lar
baskinken zamanla pulpa dokusunda nekroz ve oksijen eksikligi gelisir. Kan akisinin
olmamasi nekrotik pulpadaki oksijen destegini keser ve kok kanal sisteminde zorunlu

anaerobik MO’larin hayatta kalmasina olanak tanir (34).

Primer kok kanal enfeksiyonlar1 genellikle miks enfeksiyonlardir ve ¢ogunlukla gram
negatif anaerobik bakteriler icerir. Sekonder veya inat¢1 enfeksiyonlar ise primer
enfeksiyonlardan kiyasla daha az gesitlilik gosterir ve genellikle gram pozitif anaerob
bakteriler, Ozellikle E. faecalis, enfeksiyonlarda sikca tespit edilir (35). Sekonder
enfeksiyonlarda ayrica mantar tiirlerine de sikga rastlanabilir (36). Gram pozitif
bakterilerin sekonder enfeksiyonlarda daha baskin olmasinin nedeni, bu bakterilerin
degisen ¢evresel kosullara daha iyi uyum saglamalar1 ve antimikrobiyal ajanlara karsi

daha direngli olmalaridir.
2.2.1. Enterokoklar

Enterekoklar hem insanlarda hem de hayvanlarda yaygin olarak bulunan gram pozitif
koktur ve genellikle gastrointestinal ve genitoliriner sistemlerde yer alirlar (37).
Bagirsakta kommensal bakteri olarak kabul edilmekle birlikte firsatg1 patojenler arasinda

yer alirlar (38). Enterokok kaynakli enfeksiyonlar arasinda bakteriyemi, cerrahi yara



enfeksiyonlari, idrar yolu enfeksiyonlari, endokardit ve periradikiiler apseler 6rnek olarak

verilebilir (39).

Enterokok tiirleri 10 ve 45 °C aras1 sicakliklar arasinda hayatta kalabilir ve asidik, alkali,
hipertonik ve hipotonik ortamlardan etkilenmezler (40). E. faecalis klinik enfeksiyonlarda
en sik karsilasilan enterokok tiirliyken, E. faecium antibiyotiklere karsi yiiksek direng
gosterir. Bu nedenle, Enterokok tiirleri hastane kaynakli enfeksiyonlarda 6nemli bir rol
oynar (3). Enterokoklar, Streptokoklar, gram pozitif basiller gibi endodontik tedavi

gbérmiis basarisiz diglerde en fazla izole edilen bakterilerdendir (41).

Enterokoklarin enfeksiyon patogenezindeki rolii adezyon ve kolonizasyon yetenekleri,
viriilans faktorleri ve biyofilm olusturma kapasiteleri ile yakindan iligkilidir. Bu
bakteriler, birgok antibiyotik grubuna karsi dogal bir direng¢ sergilerken, plazmid ve

transpozon gibi diren¢ genlerini alarak kazanilmis direng de gelistirebilirler (38).
2.2.1.1. Enterecoccus faecalis (E. faecalis)

E. faecalis, sporsuz iireyebilen, fermentatif gram pozitif fakiiltatif anaerobik koktur.
Hiicreleri 0.5-1 pm capinda olup oval seklindedir ve tek basma veya ciftler halinde
bulunabilir (42). Kii¢iik boyutu sayesinde dentin tiibiillerine 100-400 um kadar penetre

olabilir ve bdylece mikrobiyal ajanlardan korunabilir (43).

E. faecalis ¢evresel stres kosullarinda hayatta kalabilme yetenegine sahiptir ve yasayabilir
ancak kiiltiirlenemez (VBNC) duruma gecebilir ve uygun kosullar saglandiginda eski
durumuna donebilir (44). Yapilan calismalar (45, 46), E. faecalis'in enfekte kok
kanallarinda biyofilm ig¢inde 12 aya kadar yasayabildigini ortaya koymustur

E. faecalis, dentin tiibiillerine penetre olabilmesinin yani sira uzun siireli aclhiga
dayaniklidir ve biyofilm olusturma kapasitesine sahiptir. Biyofilm olusumu sirasinda
dentin yiizeyine baglanan mikrokoloniler, dentin yiizeyinden kalsiyum ve fosfat
iyonlarinin ¢ézlinmesine neden olarak biyofilm tabakasinin mineralize olmasini saglar.
Bu mineralizasyon, biyofilmin direncini artirir ve bdylece E. faecalis biyofilmi irigantlara,

kalsiyum hidroksite ve diger kanal ici ilaclara kars1 direng gelistirebilir (47).



E. faecalis, elverigsiz ortamlarda dahi hayatta kalma, lireme ve biyofilm olusturma
yetenegi sayesinde direngli enfeksiyonlara yol agabilir. Primer endodontik enfeksiyon
vakalarmin %18'inde E. faecalis tespit edilirken, basarisiz endodontik tedavi gormiis

dislerin %67'sinde bu bakteri izole edilmektedir (48).
2.2.2. Streptokoklar

Streptokoklar, hareketsiz, sporsuz gram pozitif fakiiltatif anaerob koklardir. Genellikle 2
um'den daha kiiciik, oval veya yuvarlak seklindedirler ve primer ve sekonder endodontik
enfeksiyonlarda bulunabilirler (49, 50). Biyofilm olusumu sirasinda, yiizeylere ilk olarak
tutunarak diger bakteri tlirlerinin kolonizasyonuna zemin hazirlar. Bu ilk adim,
polimikrobiyal biyofilm olusumunu kolaylastirarak MO’lara ait karmasik topluluklarin

gelismesine olanak tanir (51).

Viridans grubu (oral) streptokoklar, agiz florasinin %30-60'1n1 olusturan G&nemli
bakterilerdir. Bu MO’lar dis yiizeylerinde, periodontal ceplerde, kok kanallarinda,
damakta, dilde ve farinks mukozalarinda bulunabilirler. Enfeksiyon olusturabilmeleri,
genellikle bulunduklari yerden ayrilmalar1 ve konagin savunma mekanizmasinin
zayiflamasiyla miimkiindiir. Bu bakteriler, kok kanali enfeksiyonunun yani sira, subakut
bakteriyel endokardit, kronik akciger enfeksiyonlari, genital ve {iriner sistem
enfeksiyonlari, peritonit ve cesitli apseler gibi patolojilerde de etken olarak izole

edilebilirler (52).
2.2.2.1. Streptococcus mutans (S. mutans)

S. mutans, dis ¢lriigiiniin, pulpa ekspozu ve nekrozunun sik karsilagilan nedenlerinden
biridir. Dis ¢iiriigli diinya niifusunun %90'in1 etkileyen bir sorundur ve S. mutans dis
clirligli olusumunda 6nemli bir rol oynar. Ciiriigiin pulpa dokusuna ulasmasi, pulpal

nekroza ve periapikal lezyonlara yol agabilir (53).

S. mutans'n dis yiizeyinde biyofilm olusturma kapasitesi, karbonhidratlardan asit tiretimi
ve disik pH ve oksidatif strese karsi dayaniklili§i, bu bakterinin 6nemli viriilans

faktorlerindendir (54).



Son aragtirmalar, S. mutans suslarmin kollajen baglayici proteinlerden (CBP'ler) olan
Cnm ve Cbm araciligtyla insan endotel ve epitel hiicrelerinin sitoplazmasina girebildigini
ve burada hayatta kalabildigini ortaya koymustur (55, 56). Bu invazif 6zellik, bakterinin
cevresel zorluklara kars1 direng gelistirmesine yardimer olur. Cnm ve Cbm proteinleri
yalnizca S. mutans’a 6zgldiir ve Cnm (+) suslar, Cbm (+) olanlara kiyasla daha sik izole

edilmektedir (56, 57).

Cesitli calismalar, CBP iireten S. mutans suslarinin enfektif endokardit, hemorajik inme,
serebral mikrokanamalar, steatohepatit ve IgA nefropatisi gibi oral dis1 enfeksiyonlarla
sikca iligkili oldugunu gdstermistir (58, 59). Pulpitisli dislerin nekrotik pulpa dokularinda
yapilan bir ¢calismada, S. mutans suslarinin yiiksek oranda bulundugu (%50) ve bu suslarin
yaklasik %20'sinin Cnm genine sahip oldugu tespit edilmistir (60). Pulpa dokularinda
bulunan invaziv CBP (+) S. mutans, ozellikle KKT sirasinda organik ve inorganik

artiklarin disar1 ¢ikma olasilig1 nedeniyle bakteriyemi ve enfeksiyon riskini artirabilir.
2.2.3. Stafilokoklar

Stafilokoklar, spor olusturmayan, gram pozitif, fakiiltatif anaerobik 6zellik gosteren, 0.5-
1.5 um capinda kiire sekilli bakterilerdir. Genellikle deri ve mukozalarda normal floranin
bir pargasi olarak bulunurlar. Bununla birlikte, firsatg1 patojen olarak cesitli
enfeksiyonlara yol acabilirler. Stafilokok tiirlerinden bazilari, in vivo veya in vitro
kosullarda kapsiil olusturabilme yetenegine sahiptir. Ayrica, katalaz ve hyaluronidaz gibi
enzimler iretirler, bu da bakterilerin doku icine invazyonunu kolaylastirarak

enfeksiyonlarin gelisimine katkida bulunur.

Stafilokoklar endodonti alaninda genellikle, inat¢1 enfeksiyonlarda, apselerde ve

biyomateryal kaynakli enfeksiyonlarda gozlenmektedir (61).
2.2.3.1. Staphylococcus aureus (S. aureus)

S. aureus, pndmoni, endokardit ve septik sok gibi ciddi enfeksiyonlara yol agabilen bir
gram pozitif patojendir. Saglikli bireylerin yaklasik %?20-30'u bu bakterinin kalici

kolonizasyonuna sahipken, %30'unda ise gegici olarak kolonize olmaktadir (62).



S. aureus'un biyofilm olusturma yetenegi, metisiline direncli S. aureus (MRSA) ve
vankomisine direngli S. aureus (VRSA) gibi antibiyotiklere direngli suslarin ortaya
cikmasina neden olmakta ve bu durum kronik enfeksiyonlarla iligkilendirilmektedir (63).
Birgok ilaca direnci bulunan S. aureus’a karsi, tedavi segeneklerinin sinirli kalmasi ve
morbidite ile mortalite oranlarin1 artirmasi nedeniyle halk sagligi icin 6nemli bir tehdit
haline gelmistir. S. aureus'un dis enfeksiyonlarindaki varligi, 6zellikle artan antibiyotik
direnci nedeniyle biiyiikk bir 6nem tasimaktadir. Bu nedenle, S. aureus kaynakli dis
enfeksiyonlarmin tedavisinde yaygin olarak kullanilan antibiyotiklere karsi gelisen

mikrobiyal diren¢ durumunun incelenmesi ve degerlendirilmesi gereklidir.
2.2.4. Mantarlar

Endodontik enfeksiyona sahip dislerde %3-18 oraninda mantar varligi bulundugu ve
bunlarin ¢ogunlugunun Candida tiirlerinden olustugu bildirilmistir (36,64). Yapilan
sistematik ve meta-analizlerde, enfekte kok kanallarinda en sik izle edilen mantar tiiriiniin

C. albicans oldugu gozlenmistir (64).

C. albicans dental protezlere ve dentin tiibiillerine penetre olup, biyofilm olusturabilir (65,
66). Biyofilm icerisinde bulunan C. albicans hiicre dis1 polimerik maddeler matriksi (EPS)
ile korunarak, hiicre biiylimesi ve metabolizmasi1 yavaglar, bdylece konak immiin
savunmasina ve antifungal tedavilere kars1 daha direncli hale gelir (66, 67). Bu yiizden

KKT’ye yanit vermeyen inatci enfeksiyonlarda yaygin olarak bulunur.
2.2.5. Viriisler

Herpes virlislerinin, semptomatik apikal periodontitiste, akut apikal apsede, genis
radyoliisent lezyonlarda ve HIV'li hastalarda goriilen lezyonlarda rol oynadigi

bildirilmistir (68, 69).

Endodontik ve periodontal hastaliklarda, Herpes viriislerinin bakteriyel patojenlerin epitel
hiicrelere baglanmasint ve invazyonunu artirarak virlilans faktorlerini gii¢lendirdigi

gbzlemlenmistir (69).



2.3. Biyofilm

Biyofilm, hiicrelerin bir yiizeye sikica yapistig1 ve kendi iirettikleri EPS ile kaplanmuis,
hareketsiz ¢ok hiicreli mikrobiyal bir topluluk olarak tanimlanabilir (70). EPS
molekiillerinin matriks i¢indeki organizasyonu, biyofilmdeki organizmalarin mekanik

ozelliklerini ve fizyolojik aktivitelerini belirleyen molekiiller aras1 etkilesimlere dayanir.

Biyofilm olusumu ii¢ temel bilesene ihtiyag¢ duyar: sivi bir ortam, bakteri hiicreleri ve kati
bir yiizey. Ik asamada, platonik makromolekiiller yiizeye adsorbe olur ve organik ile
inorganik molekiil yiizeylerine baglanir. Ikinci asamada, MO’lar fimbria ve pilus gibi
yapilar aracihigiyla yiizeye tutunur, bu baglanma polimer iiretimi ile giiglenir. Uciincii
asamada, baglanan MO’lar metabolik faaliyetlerini siirdiirerek ¢ogalir ve yapisal olarak
organize olmus karmasik bir mikrobiyal ortam olusturur. Son asamada, biyofilm

icerisindeki MQO’lar biyofilmden ayrilirlar (71).

MO’larin tiirii ve cevresel faktorlere bagli olarak, biyofilm igindeki gelisimleri ve
diizenleri degisiklik gosterebilir. Baz1 MO’lar biyofilmin iist tabakasindan ayrilabilir. Bu
ayrilma siireci, MO’larin gelisimi sirasinda siirekli olarak devam eder ve boylece MO’lar

baska alanlara yayilabilir ve yeni koloniler olusturabilirler (72).

Planktonik Biyofilm
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(1) Tutunma $ (2) Tek katmanli tabaka : (3) Kolonizasyon ve : (4) Biyofilm yapesinan
ve matriks olugumu mikrokoloni olusumu olgunlagmas:

Sekil 1. Biyofilm olusum agamalar1 (73)

Quorum sensing, bakteriyel hiicreler arasinda iletisimi saglayan ve komsu hiicrelerde gen
ekspresyonunu degistiren bir mekanizmadir. Bu sinyaller, biyofilm igerisindeki

bakterilerin fenotipik 6zelliklerinde degisikliklere yol agar (74).



Biyofilmlerde bulunan bakterilerin, planktonik bakterilere kiyasla, konak savunma
mekanizmalarina ve antimikrobiyal maddelere kars1 yaklasik 1000 kat daha fazla dirence
sahip olduklar1 bildirilmektedir (75). Biyofilm yapisina bagli olarak gelisen direng, su
mekanizmalarla agiklanmaktadir; (@) EPS, antimikrobiyal ajanlarin diflizyonu i¢in bariyer
gorevi gormektedir, (b) Biyofilm igerisindeki bakteriler, planktonik durumdaki bakterilere
kiyasla daha diisiik bir metabolizma ile daha yavas biiytime hizina sahiptir, (c) Mikrobiyal
hiicreler, Quorum Sensing mekanizmasi araciligiyla biyofilm yapisindaki yararl tiirlerin
cogalmasii destekler, (d) EPS, pH degisiklikleri, UV 1sinlari, ozmotik sok ve 1s1
degisikligi gibi cevresel degiskenlere karsi koruma saglar (76-78).

2.3.1. Endodontik Biyofilmler

Oral mikrobiyota ile karsilastirildiginda, endodontik mikrobiyota daha az cesitlilik
gosterir. Enfeksiyon ilerledikce, kok kanalinda besin ¢esitliligi azalir ve anaerobik bir
ortam olusur. Bu degisiklikler bakteriler i¢in zorlayici bir ekolojik nis yaratir. Bakteriyel
bliylimenin bir pargasi olarak biyofilm, bu zorlu kosullarda hayatta kalabildigi i¢in kok

kanal sisteminde biyofilm olusumu desteklenir (79).
Endodontik biyofilmler su sekilde siniflandirilabilir;

e Kanal ici mikrobiyal filmler: Endodontik enfeksiyona sahip dislerin kok kanal
sisteminde yer alan biyofilmlerdir (80).

e Ekstraradikiiler mikrobiyal filmler: Kok ylizeyi biyofilmleri olarak da
adlandirilan bu biyofilmler, endodontik olarak enfekte olmus dislerde kok
apeksine bitisik kok yilizeyinde bulunur (81). Ekstraradikiiler biyofilmler apikal
periodontitis ve siniis yolu bulunan kronik apikal apselerde bulunabilir (82).

e Periapikal mikrobiyal filmler: Endodontik enfeksiyona sahip dislerin periapikal
bolgesinde bulunan biyofilmlerdir. Bu biyofilmler kok kanali ile iliskili veya
bagimsiz olarak bulunabilir (83).

e Biyomateryal merkezli enfeksiyonlar: Bakterilerin biyomateryaller {izerine
yapisarak olusturduklar1 biyofilmlerdir. Biyomateryalin kok kanali i¢inde ve kok
kanalindan tagmis olmasina gore intraradikiiler veya ekstradikiiler olarak

adlandirilabilirler (84).
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2.4. Biyofilm Saptama Yontemleri

Enfekte kok kanallarinin tedavisinin temel amaci, kanal igerisindeki mikrobiyal yiikii
azaltmaktir. Bu, MO’larin, yan {irlinlerinin ve debrisin ideal bir sekilde kok kanalindan
uzaklastirilmasin1 ~ gerektirir. Bakteriyel patojenler, apikal patolojilere neden
olabileceginden, kok kanali i¢indeki biyofilmin de uzaklastirilmasi onemlidir (85).
Biyofilmin varligimi tespit etmek i¢cin mikrobiyolojik kiiltiir, molekiiler ve mikroskobik

testler kullanilabilir.
2.4.1. Mikrobiyolojik Kiiltiir Testleri

Bu yontem, orneklerdeki MO’larin sayisint belirlemek igin ornekleme ve Kkiiltiir
islemlerini icerir. Ornekleme sirasinda, kok kanali i¢ine s1vi eklenir ve bu siv1 ile egelerle
kazima hareketi yapilarak biyofilm gevsetilir veya s1vi, kagit konlara emdirilir. (86). Bu
islem sirasinda, kanalin apikal, orta ve koronal bolgeleri arasinda ayrim yapilamamaktadir

(87).

Kiiltiir isleminde, plak iizerinde koloniler olustugunda, numunede koloni olusturan
birimlerin (CFU) sayisi belirlenir (88). Bu yontem, sadece laboratuvar ortaminda kiiltiirii

yapilabilen MO’larin tespiti i¢in kullanilabilir (86).
2.4.2. Taramah Elektron Mikroskobu (TEM)

TEM, endodonti alaninda 6nemli bir goriintiileme araci olarak 6ne ¢ikmaktadir. Bu
mikroskop, yiiksek c¢oziiniirliikte yiizey ve yapisal analizler yapabilme kapasitesi
sayesinde, kok kanal sistemi ve dentin yapisinin detayli incelenmesine olanak tanir. TEM,
ozellikle dentin tiibiillerinin mikroskobik yapisinin, kok kanal dolgu materyallerinin
adaptasyonu ve ylizey Ozelliklerinin, biyofilm olusumunun ve kok kanal sisteminin

karmagik morfolojisinin analizinde yaygin olarak kullanilmaktadir (89, 90).

Bu teknigin dezavantaji ise, fiksasyon, dehidratasyon, piiskiirtme gibi orijinal biyofilm

yapisini etkileyebilen numune hazirlama agsamalarina ihtiya¢ duymasidir (88).
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2.4.3. Lazer Taramah Konfokal Mikroskop (KLTM)

Biyofilmin floresan boyanmasi ve numunenin 200 um derinlige kadar ¢ok ince optik
dilimlerle goriintiilenmesi islemini igerir. Bu optik dilimler, biyofilmin yiizeyinin farkli
derinliklerinden elde edilerek yazilim tarafindan g¢akistirilir ve biyofilmin ii¢ boyutlu

gOriintlisii olusturulur (86).

Son yillarda, endodontik ¢alismalarda KLTM, irigantlarin biyofilmler {izerindeki
etkilerinin goézlemlenmesi, kanal dolgu materyallerinin dentine penetrasyonunun
Olciilmesi ve retreatment igleminden sonra kok kanali igerisinde kalan artik dolgu

materyalinin degerlendirilmesinde kullanilmaktadir (91-93).

KLTM ile elde edilen goriintiiler, biyofilmdeki hiicrelerin dagilimini, kalinhigini ve
biyofilmin biyolojik hacmini belirlemekte kullanilir. Biyofilm analizi sirasinda, olii ve
canlt hiicreleri farkli renklerde boyayan boyalar kullanilir (94). En yaygin kullanilan
boyama yontemi, SYTO-9 ve propidyum iyodiir (PI) kombinasyonudur. SYTO-9, canli
bakteri hiicrelerini yesil floresanla boyarken, PI 6lii bakteri hiicrelerini kirmizi floresanla

boyar.

2.4.4. Isik Mikroskobu

Isik mikroskobu, biyofilmlerin ve kok kanali igindeki dagilimlarinin goriintiilenmesi i¢in
kullanilir. Genis bir biiylitme araligina sahip olan 1s1k mikroskobu, biyofilmin genel
yapisini ve MO’larin morfolojisini incelemeyi saglar. Ancak, 6lii veya canli MO’lar

arasinda ayrim yapilamaz (86).
2.4.5. Molekiiler Teknikler

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), kisa DNA dizilerinin enzimatik olarak ¢ogaltilmasina
dayanir. Bu yontem, belirli bir bakteri DNA'simin varligint veya yoklugunu tespit
edilmesini saglar (95). Molekiiler yontemler, kiiltiirii yapilamamis tiirler ve VBNC

durumundaki bakterileri tespit etmek i¢in de kullanilabilir (86).
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2.5. Endodonti’de Kullanlan irigantlar

Endodontik tedavinin temel amaglarindan biri, periradikiiler enfeksiyonlarin 6nlenmesi ve
tedavisidir (96). Endodontik tedavilerin basarist i¢in tek basina mekanik sekillendirme
etkili bir yontem degildir. Kok kanal anatomisinin karmasiklig1 nedeniyle, sekillendirme
islemi sonrasinda bile kok kanal sisteminin en az %40'ma erisilemedigi belirtilmistir (97).
Bu nedenle, kok kanalinin tamamen dezenfeksiyonu i¢in mekanik sekillendirmeye ek

olarak kimyasal dezenfeksiyon da uygulanmalidir.

Ideal bir iriganttan beklenen 6zellikler (98-100); (@) Genis antimikrobiyal spektruma ve
uzun etkiye sahip olmali, (b) Periapikal dokular irrite etmemeli, (¢) Dolgu malzemeleri
iizerinde olumsuz etkiye sahip olmamali, (d) Dentin tiibiillerine penetre olabilmeli ve
dentin dokusunun fiziksel 6zellikleri tlizerine olumsuz etkisi olmamali, (e) Toksik ve
alerjen olmamali, (f) Smear tabakasini kaldirmali, (g) Yiizey gerilimi diisiik ve lubrikant
etkili olmali, (#) Uygulanmas1 kolay olmali, (i) Diste renklenmeye sebep olmamali, (j)
Uygun fiyatl olmalidir.

Gilinlimiizde tek basina tiim bu kriterleri karsilayan ideal bir irigant bulunmamaktadir. Bu
nedenle, etkili bir irigasyon saglamak icin birden fazla irigantin bir arada kullanilmasi

amaglanmaktadir (11).
2.5.1. Sodyum Hipoklorit (NaOCl) (SH)

SH, ilk kez 1789'da iiretilmis ve 1. Diinya Savasi sirasinda Dakin (101) tarafindan %0.5
SH soliisyonu yara dezenfeksiyonu i¢in kullanilmistir. 1919'da Coolidge (102), SH’nin
irigant olarak kullanimimi onermistir. SH, nekrotik organik dokuyu ¢6zme yetenegi,
sporlar ve viriisler iizerindeki etkinligi, diisiik vizkositesi, lubrikasyon 6zelligi, diisiik
maliyeti ve kolay erisilebilirligi nedeniyle gliniimiizde KKT’de yaygin olarak kullanilan

bir iriganttir (99).

Giiclii antibakteriyel ozellige sahip olan SH ayni zamanda etkili bir organik doku

coziiclistidiir. SH organik doku ile karsilastiginda ti¢ kimyasal reaksiyon olusturur;
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Sabunlasma: Yag asitlerini tuz ve gliserole doniistiirerek ¢ozeltinin ylizey

gerilimini azaltir.

(0] (0]
Il I
R-C-O-R + NaOH < R-C-0O-Na + R-OH

Yag asidi Sodyum Sabun Gliserol
hidroksit

Sekil 2.1. SH’nin sabunlagma reaksiyonu

Amino asit nétralizasyonu: Aminoasitleri su ve tuz olusturarak notralize eder.

Hidroksil iyonlarinin olusumu ile pH azalir.

H O H (0]

| I I /I
R-C-0-C + NaOH < R-C-0-C + H)0O

| I

NH, OH NH, ONa

Amino asit Sodyum Tuz Su
hidroksit

Sekil 2.2. SH’nin amino asit notralizasyon reaksiyonu

Kloraminasyon: Hipoklordz asit, organik dokularla temas ettiginde ¢6ziicii olarak
islev goriir ve proteinlerle reaksiyona girerek amino gruplariyla kloramin
olusturur. Hipoklordz asit ve hipoklorit iyonlari, aminoasitlerin pargalanmasina ve
hidrolize ugramasina yol agar. Klor ile amino gruplar1 arasindaki reaksiyonlar
sonucunda olusan kloraminler, hiicre metabolizmasini etkiler.

H O Cl (0]

| / | Il
R-C-0-C + HOCl] < R-C-0-C + H)O
|

|
NH, OH NH, OH

Amino asit Hipokloroz Kloramin Su
asit

Sekil 2.3. SH’nin kloraminasyon reaksiyonu
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Bu reaksiyonlar sayesinde SH, organik doku ¢6zme ve antibakteriyel 6zelliklere sahiptir

(103).

SH'nin doku ¢6zme ve antibakteriyel etkinligi, konsantrasyonuna bagl olarak degisir ve
%0.5-6 arasinda farkli konsantrasyonlarda kullanilabilir. Ancak, endodontik tedavi igin
ideal SH konsantrasyonuna dair farkli gorlisler bulunmaktadir (104). Yiiksek
konsantrasyonlarda doku ¢o6ziicli 6zellikleri artmasina ragmen, SH'nin sitotoksisitesi de
artar. Diislik konsantrasyonlarda ise, hacminin artirilmasi veya soliisyonun 1sitilmasi gibi

ek islemlerle SH nin etkinligi artirilabilir ve bdylece sitotoksisite azaltilabilir (105).

SH'nin organik dokularla temas: sirasinda serbest klor degeri zamanla azaldigindan,
antibakteriyel etkisi de giderek azalir. Bu durum, disik konsantrasyonlu SH
soliisyonlarmin etkinliginin daha hizli kaybina neden olur, bu yilizden yiiksek
konsantrasyonlarda kullanilmasi veya diisiik konsantrasyon kullaniliyorsa daha sik ve
bolca degistirilmesi gerektigi belirtilmistir (106, 107). SH'nin etkinligi, soliisyonun
konsantrasyonu, hacmi, doku ile temas siiresi, sicaklig1 ve irigasyonun aktive edilmesi

gibi faktorlerle degisir (108).

SH, kok kanal sistemindeki inorganik bilesenleri ¢c6zme kapasitesine sahip olmadigi i¢in,
selatlayict ajanlarla birlikte kullanilmasi Onerilmektedir (109). Klinik uygulamada,
SH'den sonra genellikle EDTA kullanilir. SH ve EDTA birlikte kullanildiginda, hipoklorit
iyonu azalir, bu da SH'nin hem organik doku ¢6zme yetenegini hem de antibakteriyel
etkinligini azaltir (110). Bu nedenle, soliisyonlar arasinda serum kullanimi 6nerilmektedir

(111).

SH, endodontik tedavilerde siklikla tercih edilse de yiiksek derecede sitotoksik olabilir ve
yan etkileri nedeniyle dikkatli kullanilmalidir. SH'nin enjeksiyonu veya irigasyon
sirasinda apikal foramenden sizmasi, agri, sislik, parestezi, hematom ve nekroz gibi ciddi

komplikasyonlara yol agabilir (112).
2.5.2. Etilendiamin tetra asetik asit (EDTA)

Selasyon ajanlari, 1957'de Nygaard-Ostby tarafindan dar ve kalsifiye kok kanallarinin

sekillendirilmesi amaciyla endodontik uygulamalara dahil edilmistir (113). Selasyon
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ajanlar1 arasinda EDTA, en yaygin kullanilan irigasyon soliisyonlarindan biridir.
EDTA'nin kok kanal tedavisinde jel ve sivi olmak tizere iki formu bulunmaktadir. EDTA
ve benzeri selatorler, kalsiyum ile stabil bir kompleks olusturarak iyonlar1 baglar. Tiim
mevcut iyonlar baglandiginda denge saglanir ve ¢oziinme durur, bu sayede EDTA'nin

etkisi kendiliginden sinirli (self-limiting) hale gelir (113).

EDTA, siklikla son yikama iriganti olarak tercih edilir. Genellikle %17
konsantrasyonunda kullanilan EDTA, kok kanallar1 igerisindeki smear tabakasimni 1
dk.’dan kisa siirede uzaklastirabilir. EDTA'nin kendiliginden sinirli etkisi olmasina
ragmen, kok kanallarda uzun siire bekletildiginde veya hemen ardindan SH

kullanildiginda dentin erozyonuna neden olabilecegi gozlemlenmistir (114).

Smear tabakasini etkili bir sekilde uzaklastirmak icin tek basina EDTA kullanim1 yeterli
degildir. Smear tabakasi icerisindeki organik materyalleri temizlemek i¢in SH gibi
proteolitik ajanlara ihtiya¢ duyulur (115). EDTA, SH ile karistirildiginda, EDTA'nin
kalsiyum kompleksleri olusturma 6zelligini korudugu, ancak SH'nin klor serbestlemesini

engelleyerek doku ¢ozme etkisini yitirdigi bildirilmistir (116).

EDTA, inorganik doku ¢6zme etkisi sayesinde biyofilm ve smear tabakasindaki inorganik
bilesenleri ¢ozerek antibakteriyel etki saglar (117). EDTA’nin antibakteriyel etkinlik
acisindan, sitrik asit ve %0.5 SH'den daha yiiksek, ancak %2.5 SH ve %0.2 KH'den daha
diisiik bir etkiye sahip oldugu bildirilmistir (118).

2.5.3. Klorheksidin Glukonat (KH)

KH, ilk kez 1953 yilinda Birlesik Krallik'ta antiseptik krem olarak kullanilan bir katyonik
bisguaniddir. PH degeri 5.5-7 arasinda renksiz ve kokusuz bir yapiya sahiptir. Endodontik
uygulamalar i¢in sivi ve jel formunda bulunur. KH, gram pozitif ve gram negatif
bakterilere, ayrica mayalara, 6zellikle C. albicans'a kars1 etkili genis spektrumlu bir

antimikrobiyal ajandir (119).

KH'in yiiksek konsantrasyonlarda bakterilerin hiicre zaria zarar vererek bakterisidal
etkili, diisiik konsantrasyonlarda ise hiicreye kalict hasar vermeden bakteriyostatik etki

gosterdigi bildirilmistir (120). KH'nin antibakteriyel etkinligi, konsantrasyonuna bagl
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olarak degisir. Yapilan in vitro c¢alismalarda, %2'lik KHmin %0.12'lik
konsantrasyonundan daha yiiksek antibakteriyel etkinlige sahip oldugu gozlemlenmistir

(121). Bu nedenle, endodontik uygulamalarda genellikle %2'lik KH kullanilir.

KH, katyonik yapis1 sayesinde dentin tiibiilleri i¢inde uzun siire etkili kalabilir. Dentin
tiibiillerine niifuz eden KH'nin kademeli ve uzun siireli salinim1 "substantivite” olarak
adlandirilir. Bu etki, KH'nin konsantrasyonuna ve temas siiresine baghdir ve 120 giine
kadar kok kanal dentininde gozlemlenebilir (122). Substantivite 6zelligi nedeniyle, final
yikama soliisyonu olarak kullanilmasi 6nerilen KH'nin doku ¢6zme 6zelligi bulunmadigi

icin, SH gibi diger ajanlarla kombinasyon halinde kullanilmasi tavsiye edilir.

KH ve SH'nin bir araya gelmesi durumunda 4-kloro-anilin (PCA) ad1 verilen renkli bir
cokelti olugur. Bu reaksiyon, SH'in konsantrasyonuna baglidir. PCA, dentin tiibiillerini
tikayabilir ve diste renk degisimine yol acabilir (123). Ayrica, PCA toksik olup, temas

halinde siyanoza neden olabilecek methemoglobin olusumuna yol agabilir.
2.5.4. Poliheksidin Biguanid (PHMB)

Poliheksametilen biguanid hidrokloriir, 1954 yilinda Rose ve Swain (124) tarafindan
gelistirilmistir. Suda yiiksek c¢oziiniirlikte olan PHMB, diisiik toksisiteye sahip bir
katyonik antimikrobiyal ajandir (125). Giinlimiizde diisiik sistemik toksisitesi nedeniyle
kozmetik, sanayi ve gida sektorlerinde dezenfektan olarak kullanilmaktadir. PHMB, HPV,
HIV gibi viriislere, mantarlara ve hem gram pozitif hem de gram negatif bakterilere karsi

etkilidir (126-128).

PHMB'nin birincil etki alani hiicre zarlaridir. Pozitif ytiklii bir polikatyon olarak, PHMB
hem gram pozitif hem de gram negatif bakteriler ve mantarlarin hiicre zarlarindaki negatif
yiikli fosfat bas gruplar iceren fosfolipitlerle baglanarak bir poliheksanid-fosfolipit
kompleksi olusturur (129). Bu kompleks, hiicre zarndaki iyon pompalarinin islevini
bozarak klor anyonlarinin hiicre i¢inde birikmesine ve potasyum katyonlarinin sizmasina
neden olur. Ayrica, zarin biitliinligiinii bozarak seker, amino asit ve enerji
metabolizmasinin taginmasi ve baglanmasi ile DNA baglanmasinda gorevli reseptor ve

enzimlerin iglevlerini de etkiler (130). Sonug olarak, zarin daha akigkan ve gegirgen hale
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gelmesi, sitoplazmanin disar1 ¢ikmasi, hiicrenin ¢okmesi ve nihayetinde hiicre 6liimiine

yol agar (131, 132).

PHMB, diisiik konsantrasyonlarda bakteriyostatik, yiiksek konsantrasyonlarda ise
bakterisidal etkiye sahiptir; bu etki, polimerizasyonun artmasiyla birlikte giiclenir (131).
Ayrica, PHMB, zaman ve konsantrasyona bagli olarak antifungal aktivite de sergiler

(133).

PHMB'iin polisakkaritlere olan yiiksek baglanma afinitesi, bakteriyel ekstraseliiler
biyofilm matriksinde antiseptik bir etki saglar. Bu matriks, bakterilerin dogal yasam alan1
olup, biyositlerden koruyan dayanikli bir yap1 sunar. Ekstraseliiler biyofilm matriksinin
enfeksiyonlarin kroniklesmesinde rol oynadigir goriilmektedir. PHMB'nin biyofilmde
birikmesi, yerlesik MO’lar i¢in daha toksik hale gelir (134).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Etik Kurul Onay1

Bu ¢alisma icin Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel Arastirmalar Etik Kurulu'nun

TBAEK — 577 sayili karar1 dogrultusunda etik kurul onay1 alinmistir (Ek 1).

Calismada kullanilan dis o6rneklerine bakteri ekim ve inokiilasyon islemleri Karadeniz
Teknik Universitesi (KTU), Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
laboratuvarinda, érneklerin KLTM ile goriintiilenmesi ise KTU, Tip Fakiiltesi, Temel Tip

Boliimii, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali laboratuvarinda gerceklestirilmistir.

Bu calisma, 2021 yilina ait Endodonti’de Laboratuvar Calismalar1 i¢in Tercih Edilen
Raporlama Ogeleri (PRILE) yonergelerine gore yapilmustir (Tablo 1.) (135).

3.2. Orneklem Biiyiikliigiiniin Hesaplanmasi

Orneklem biiyiikliigiinii belirlemek icin Vatkar ve ark.’nin arastirmasi (136) referans
alinmustir. Ornek biiyiikliigii, G¥*Power yazilimi (siiriim 3.1; Heinrich Heine Universitat
Diisseldorf, Diisseldorf, Almanya) ile etki biiyiikliigii (f) = 0.5, %95 giiven aralig1 (o =
0.05) ve %80 gii¢ (B = 0.15) ile hesaplandi.
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Tablo 1. PRILE 2021 kilavuzuna gore ¢aligmanin akis semasi

GEREKCE

Literatiirde, Poliheksidin Biguanid'in ve diger irigantlar ile kombinasyonlarinin miks biyofilmler iizerindeki
dezenfeksiyon etkisi, Konfokal Lazer Taramali Mikroskop (KLTM) kullanilarak karsilastirilmamistir.

ETIiK ONAY
Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel Arastirmalar Etik Komitesi tarafindan etik onay (TBAEK-577) alinmistir.

DENEYSEL ve KONTROL GRUPLARI, BAGIMSIZ DEGISKENLER DAHIL

Grup 1: Sodyum Hipoklorit (SH) (n:10), Grup 2: Klorheksidin Glukonat (KH) (n:10), Grup 3: Poliheksidin Biguanid
(PHMB) (n:10), Grup 4: SH + KH (n:10), Grup 5: SH + PHMB (n:10), Grup 6: Distile su (kontrol grubu) (n:10)

SONUC(LAR)I DEGERLENDIRMEK iCiN KULLANILAN YONTEMLER ve SONUC(LAR)I DEGERLENDIREN KiSi(LER)

Bakteriyel 6rnekleme laboratuvar personeli tarafindan ve KLTM goriintiilemeleri operator tarafindan
gerceklestirilmistir.

SONUC

Sodyum hipoklorit ve biguanitlerin birlikte kullanimyi, irigantlarin tek basina kullanimina gére 6nemli 6l¢iide daha
basarilidir.

CIKAR CATISMASI
Bu calismada yazarlar herhangi bir ¢ikar catismasi olmadigini beyan etmektedir.
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3.3. Calismada Kullamilacak Dislerin Secimi

Calismada kullanilmak {izere, yeni ¢ekilmis 60 adet alt ¢cene insan kiiciik az1 disi segildi.
Protetik veya periodontal sebeplerle ¢cekilmesi gereken dislerin; ¢iiriiksiiz, daha 6nce KKT
gormemis, kok uclar1 kapanmais, catlak veya kirik icermemesine dikkat edildi (Resim 1).
Bu kriterlere uymayan disler ¢alismaya dahil edilmemistir. Her bir dis i¢in bukkolingual
(Resim 2a) ve meziyodistal yonden (Resim 2b) radyograf c¢ekildi ve elde edilen
radyograflar Cliniview 10.2 (Dexis, Sidney, Avusturalya) yazilimi kullanilarak

goriintiilendi.

Resim 2. (a) Dislerin bukko-lingual radyografisi, (b) Dislerin mezyo-distal radyografisi

Gorlintiileme sonucglarma dayanarak, birden fazla kanali bulunan ya da kanal
kalsifikasyonu veya rezorpsiyonu saptanan disler calisma disinda birakildi. Dabhil

edilmeyen dislerin yerine ek dis 6rnekleri dahil edildi.

Secilen dislerin tlizerindeki sert ve yumusak doku kalintilar1 bir kretuar yardimiyla
temizlendi ve kurumalarin1 6nlemek amaci ile ¢alisma siiresi boyunca disler serum

fizyolojik sollisyonu i¢erisinde muhafaza edildi.
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3.4. Calismada Kullamilacak Dislerin Hazirlanmasi

Orneklerin standardizasyonunu saglamak amaciyla, tiim dislerin uzunlugu 18 + 1 mm
olacak sekilde 6rnek dislerin koronal kisimlari, aeretdre (KAVO Gentle Silence Lux 8000
B, Biberach, Almanya) takilan 8 nolu elmas fissur frez (Shenzhen Dian Fong Abrasives,

Guangdong, Cin) kullanilarak uzaklastirildi.

Giris kaviteleri ise 1.4 nolu elmas rond frez (Shenzhen Dian Fong Abrasives) ile agild1.
Kok kanali igerisine yerlestirilen #10 K-tipi egenin (Shenzhen Perfect Medical
Instruments), apikal ucta gozlendigi ilk uzunlugundan 1 mm c¢ikarilarak ¢alisma boyutu

belirlendi.

Kok kanallarinin sekillendirilmesi, tiretici firmanin yonergelerine uygun sekilde ProTaper
Next ege sistemi (Dentsply Sirona, Erlangen, Almanya) (Resim 3) ile gergeklestirildi.
Sirastyla X1, X2, X3 ve X4 nolu egeler, 300 rpm hiz ve 2 Ncm tork rotasyon moduna
ayarlanmig EndoRadar Pro (Woodpecker DTE, Tokyo, Cin) (Resim 4) ile kullanildu.

Resim 3. Calismada kullanilan ProTaper Next egeleri
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Resim 4. Calismada kullanilan EndoRadar Pro Endo-Motor cihazi

Sekillendirme islemi esnasinda kullanilan her egeden sonra kok kanallar1 30 gauge (G)
ucu kapal1 yandan agik igne (Medic, Sangay, Cin) ile 2.5 mL’lik siringa (Genject, Sincan,
Ankara) (Resim 5) kullanilarak, 2 mL %?2.5 SH (Cerkamed, Pawloski, Polonya) ile
yikandi. MO inokiilasyonundan dnce smear tabakasini uzaklagtirmak icin, her 6rnek

stirastyla 2 mL %17 EDTA, 2 mL distile su ve 2 mL %2.5 SH ile irigasyona tabi tutuldu.

Resim 5. Caligmada kullanilan siringa ve 30 G’lik ucu kapali yandan agik igne ucu

Sekillendirme islemi tamamlanan dislerin kok yiizeyleri, tirnak cilasi (L’Oreal, Paris,
Fransa) ile kaplandiktan sonra akrilik rezine yerlestirilerek ¢alisma bloklar1 olusturuldu
(Resim 6). Dislerin koronal bolgelerinin iist yiizeyleri, akrilik rezin ile ayni seviyede

olacak sekilde yerlestirildi. Dislerin kok kanallarina akrilik rezin materyalinin girmesini
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onlemek i¢in, drneklerin kanal agizlar1 teflon bant ile kapatildi. Akrilik rezinin sertlesme
islemi tamamlandiktan sonra, disler 121 °C sicaklik ve 1 atm basing altinda 15 dk.

otoklavda steril edildi.

Resim 6. Akrilik rezin igerisine yerlestirilen dis 6rnekleri

3.5. Bakteri Ekimi ve Biyofilmin Hazirlanmasi

Kok kanallarinda biyofilm olusumu i¢in gerekli olan, E. faecalis (ATCC 29212), S.
mutans (ATCC 25175), S. aureus (ATCC 25923) suslar1 KTU, Tip Fakiiltesi, Temel Tip
Boliimii, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali laboratuvarindan temin edildi. Suglar -80
°C’den ¢ikarildiktan sonra Tryptic Soy Agar (TSA) besiyerinde 37 °C’de 24 saat
inkiibasyona birakildi. Plaklardan tek koloni alinip 150 mL’lik (Resim 7a) Brain Heart
Infusion (BHI) (Difco Laboratories, Detroit, ABD) besiyeri bulunan siselere ekimi yapildi
ve 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra her sisede bulunan
bakteri kiiltiirii ODsoo degeri spektrofotometre cihazi (Eppendorf BioPhotometer,
Hamburg, Almanya) ile olciildii. Her bakteriden ODgoo’li 1.3 olacak sekilde, 50 mL
alinarak 850 mL’lik BHI besiyerine (Resim 7b) eklendi.
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Resim 7. (a) Bakteri siispansiyonlar1, (b) BHI besiyeri

Falkon tiiplerine, 6rnek dis ve her &rnek dis i¢in 20 mL besiyer eklendi (Resim 8). Ornek
disler 37 °C’de 7 giin inkiibasyona birakildi (Resim 9). CFU sayimui i¢in, her bakteriden
108’ kadar fosfat tamponlu salin (PBS) igerisinde seri dilisyonlar hazirland1 ve ekimi
yapildt 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakildi ve sonrasinda CFU/mL hesaplamasi
yapildi.

Resim 8. Falcon tiipleri igerisinde bulunan dig ve besiyeri
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Resim 9. Ornek dislerin 37°C’de 7 giin inkiibe edilmesi

3.6. PHMB irigantinin Hazirlanmasi

Calismada kullanilacak PHMB irigant1, %85 safliktaki heksametilen biguanid hidroklorid
polimerinden (Abcr GmbH, Karlsruhe, Almanya) (Resim 10) elde edilmisti. 0.7 gramlik
toz, 2.3 gram steril deiyonize su ile karistirildi ve %0.2 konsantrasyonunda 300 mL’lik

PHMB elde edildi.

Resim 10. Calismada kullanilan PHMB tozu
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3.7. K6k Kanallarinin irigasyonu

Dis 6rnekleri uygulanan iriganta gore; 5 deney (n = 10) ve 1 kontrol (n = 10) grubu olacak
sekilde rastgele 6 gruba [SH, KH, PHMB, SH + KH, SH + PHMB ve pozitif kontrol
(distile su)] ayrilds;

Grup 1 (SH Grubu): 2.5 mL’lik siringaya takilan ucu kapali, yandan agik 30 G’luk
endodontik igne ile %2.5 SH (Resim 11a) kok kanalina uygulandi. TA 200 cihazina
takilan 25/.04 esnek poliamid ug¢ (Resim 11b), ¢alisma uzunlugundan 2 mm kisa olacak
sekilde kanal igerisine yerlestirildi ve kok kanallar1 20 sn. boyunca aktive edildi. irigasyon
ve aktivasyon islemleri 3 kez tekrarlandi. Uygulamanin sonunda her 6rnek i¢in toplamda

6 mL SH, 1’er dk. siireyle kullanild1.

Grup 2 (KH Grubu): %2'lik KH (Microvem, Altun Sterilizasyon, Istanbul, Tiirkiye)
soliisyonu (Resim 12), 2.5 mL'lik siringaya takilan ucu kapali, yandan acik 30 G
endodontik igne kullanilarak kok kanalina uygulandi. TA 200 cihazi yardimiyla soliisyon
20 sn. boyunca aktive edildi. Irigasyon ve aktivasyon islemleri 3 kez tekrarlandi.

Uygulamanin sonunda her 6rnek i¢in toplamda 6 mL KH, 1’er dk. siireyle kullanildi.
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Resim 12. Caligmada kullanilan KH irigant1

Grup 3 (PHMB Grubu): %0.2 PHMB soliisyonu, 2.5 mL'lik siringaya takilan ucu kapali,
yandan agik 30 G endodontik igne yardimiyla kok kanalina uygulandi. Soliisyon, TA 200
cihazi ile 20 sn. boyunca aktive edildi. Irigasyon ve aktivasyon islemleri 3 kez tekrarlanda.

Uygulamanin sonunda her 6rnek i¢in toplamda 6 mL PHMB, 1’er dk. siireyle kullanildu.

Grup 4 (SH + KH Grubu): %?2.5 SH soliisyonu, 2.5 mL’lik siringaya takilan ucu kapali,
yandan ag¢ik 30 G endodontik igne kullanilarak kok kanalina uygulandi. TA 200 cihazi ile
20 sn. siireyle, 3 dongii boyunca 3 mL SH aktive edildi. SH’nin uzaklastirilmasi i¢in distile
su kullanildi. Ardindan, kék kanali %2 KH iriganti ile islem gorerek, 20 sn. periyotlarla
ve 3 dongii seklinde toplamda 3 mL KH aktive edildi.

Grup 5 (SH + PHMB Grubu): %2.5 SH, 2.5 mL'lik bir siringaya takili, ucu kapal
yandan a¢ik 30 G endodontik igne kullanilarak kok kanalina uygulandi. TA 200 cihazi ile
20 sn. siireyle, toplamda 3 dongiide 3 mL SH aktive edildi. SH’ nin uzaklastirilmasi i¢in
distile su kullanildi. Ardindan kok kanali1 %0.2 PHMB ile islem gorerek 20 sn. periyotlarla
3 dongiide toplamda 3 mL olarak aktive edildi.

Grup 6 (Distile Su Grubu): E. faecalis, S. mutans ve S. aureus tiirlerinin kok kanallarinda
biyofilm tabakasi olusturdugunu gézlemlemek ve dogrulamak amaciyla, bu grup distile

su ile irigasyona tabi tutuldu.
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3.8. Bakteriyel Ornekleme ve CFU Sayimm

[1k bakteriyel 6rnekleme, irigant uygulamadan &nce, her gruptan rastgele secilen bir drnek
dis ile gergeklestirildi ve S1 olarak kaydedildi. Steril bir #30 H-tipi ege ile kok kanali
icerisinde 30 sn. boyunca kuvvetli bir sekilde kazima hareketi yapildi. Daha sonra 200 pL.
PBS ile pipetleme hareketi yapilarak kok kanali igerisindeki siispansiyon toplandi.
Irigasyon islemlerinin hemen ardindan, ayn1 kok kanallarinda benzer érnekleme islemi
uygulanarak bu Ornek S2 olarak kaydedildi. S1 ve S2 tiiplerindeki bakteriyel
stispansiyonlar vortekslenip PBS ile seri olarak seyreltildi. 100 pL’lik alikotlar, BHI agara
yayilarak 37 °C’de 48 saat inkiibe edildi ve ardindan CFU sayimi yapild1.

3.9. Orneklerden Kesit Alinmasi

Aktive edilen disler steril kagit konlar (Pearl Endo, Ho Chi Minh City, Vietnam) ile
kurutuldu. Akrilik bloklarin icerisine gdmiilmiis dis 6rnekleri, kokiin apikalinden 2 mm,

5 mm ve 8 mm uzakliginda olacak sekilde asetat kalemi ile isaretlendi (Resim 13).

Resim 13. Ornek dislerin isaretlenmesi

Mikrocut cihazina (Metkon Microcut 125, Bursa, Tiirkiye) (Resim 14a) yerlestirilen 0.3
mm kalinligindaki elmas kesme diski kullanilarak, isaretlenen seviyelerden yaklagik 1 +

0.1 mm kalinhiginda su sogutmasi altinda yatay kesitler alindi (Resim 14b).
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Resim 14. (a) Microcut cihazi, (b) drneklerden kesit alinmasi

Her dis 6rnegi i¢in apikal, orta ve koronal olmak iizere 3 bolgeden kesit alindi (Resim
15a). Dijital kumpas kullanilarak dentin disklerinin kalinliklar1 kontrol edildi (Resim
15b).

Resim 15. (a) Kesme isleminden sonra elde edilen dentin diskleri, (5) dijital kumpas ile dl¢iimleri
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3.10. Dentin Disklerinin Boyanmasi

Her bir dentin diskine, iiretici firmanin talimatlarina uyularak hazirlanan LIVE/DEAD
BacLight Bakteriyel Canlilik Kiti (Molecular Probes, Inc., Eugene, OR) uygulandi (Resim
16).

labeling &
detection

molecular ser )

E;obes ) e

molecularl
probe_s : _

Resim 16. Orneklerin boyanmast igin kullanilan LIVE/DEAD BacLight Bakteriyel Canlilik Kiti

Boyama kiti, drneklerin ylizeyine uygulanarak 37 °C’de 20 dk. siireyle inkiibasyona
alindi. Bu siirenin tamamlanmasinin ardindan, boyanin dentin disklerindeki reaksiyonunu
durdurmak ve kok kanal duvarlarina penetre olmayan bakterileri temizlemek amaciyla
ornekler 1 mL PBS ile yikandi. Boyama kitinin, laboratuvar 1s18indan etkilenmesini

onlemek i¢in inkiibasyon siiresince drnekler aliiminyum folyo ile sarildi.

Deney prosediirlerinin ardindan, LIVE/DEAD BacLight Bakteriyel Canlilik Kiti ile
boyanan canli bakteriler, saglam hiicre zarlarina sahip olduklar1 icin SYTO 9 (yesil
floresans) ile 488 nm uyarma/emisyon dalga boyunda goriintiilendi. Hiicre zarlar1 hasar
gbérmiis 6lii bakteriler ise propidyum iyodiir (PI - kirmizi floresans) kullanilarak 543 nm
uyarma/emisyon dalga boyunda lazerler ile goriintiilendi. Bu islemler, KLTM (Leica, TCS
SP8 MP, Mannheim, Almanya) cihazinda 2 farkli kanalda (kirmizi ve yesil)
gerceklestirildi.

Canlilik kiti ile boyanan kesitler, lam iizerine yerlestirildikten sonra 4x ve 20x biiylitme

altinda KLTM ile incelendi (Resim 17).
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Resim 17. Dis kesitlerinin KLTM ile incelenmesi

Gortintiiler, yesil ve kirmizi1 floresan boyalarin baglama ve bitis noktalarinin net bir sekilde
gorlinecegi sekilde tarandi. Test gruplarina ait 6rneklerde, dentin tiibiilleri igerisindeki
hiicre zarlar1 hasar gormiis bakterilerin (61l bakteri) derinliginin istatistiksel analizi i¢in
elde edilen KLTM goriintiileri, Leica Application Suite-Advanced Fluorescence yazilimi
(version 2.6.0.7266; LAS AF, Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Almanya)
kullanilarak analiz edildi. Analizde, dentin tiibiillerine giren kirmizi floresanin (6li
bakteri) derinligi 6l¢iildii (Resim 18). Olgiim, kanal liimeni ile dentin tiibiilleri i¢erisindeki
kirmiz1 floresanin sonlandig1 nokta arasindaki mesafenin belirlenmesiyle gerceklestirildi

(Resim 19).

Resim 18. (a) Canl1 bakterileri gosteren yesil alanlar, (b) Olii bakterileri gdsteren kirmizi alanlar, (c) Olii
ve canli bakterilerin ¢akigtirilmasi ile elde edilen goriintiiler
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T im

Resim 19. Olii bakterilerin penetrasyon derinliginin hesaplanmasi

3.11. istatistiksel Analiz

Calismamizda karsilagtirilan maksimum 6lii bakteri penetrasyon derinligi IBM SPSS
2017 yazilimi kullanilarak analiz edildi. Bagimli iki grup analizinde, normal dagilim
gosterilmedigi icin veriler Wilcoxon testi ile incelendi. Bagimsiz ikiden fazla grup
karsilastirmalarinda ise, normal dagilim gdstermeyen verilerde veya gruplardan en az
birinde Orneklem sayisi 30’un altina diistiigli durumlarda Kruskal-Wallis H testi
kullanildi. Kruskal Wallis H testinin sonucuna gore, Post-Hoc Bonferroni diizeltmesi

uygulandi. Calismada istatistiksel anlamlilik diizeyi P < 0.05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Biyofilmin Dentin Tiibiil Penetrasyonu
Pozitif kontrol grubu i¢in 7 giinliik bakteri inokiilasyonundan sonra her gruptan rastgele

secilen bir diste, alinan {i¢ kesitte de biyofilm olusumu KLTM goériintiileri ile dogrulandi.

Resim 20. Kontrol grubunda 7 giinliik biyofilmin (a) koronal, (b) orta ve (c) apikal kesitlerde KLTM ile
dogrulanmasi

4.2. Olii Bakterilerin Dentin Tiibiil Penetrasyon Derinligi
Irigasyon islemlerinden sonra incelenen dis Orneklerinin koronal, orta ve apikal

kesitlerinin KLTM goriintiileri Resim 21-26’da gosterilmistir.

e < . :‘.:s"“é‘

Resim 21. SH ile irige edilen grubun (a) koronal, (b) orta ve (c) apikal kesitlerinin KLTM goriintiileri
g B

A ™

Resim 22. KH ile irige edilen grubun (a) koronal, (b) orta ve (c) apikal kesitlerinin KLTM goriintiileri
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Resim 24. SH + KH ile irige edilen grubun (a) koronal, () orta ve (c) apikal kesitlerinin KLTM
goriintiileri

s ey

Resim 25. SH + PHMB ile irige edilen grubun (a) koronal, () orta ve (c) apikal kesitlerinin KLTM
goriintiileri

Resim 26. Distile su ile irige edilen grubun (a) koronal, (b) orta ve (c) apikal kesitlerinin KLTM
goriintiileri
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4.3. Verilerin Istatistiksel Degerlendirilmesi

Calismada, 4x biiyiitmede almman KLTM goriintiileri apikal, orta ve koronal ti¢liiddeki
maksimum Olii bakteri penetrasyon derinligi karsilagtirilmistir. Veriler ortanca ve
ceyrekler arasi aralik olarak verilmistir. Veriler normal dagilmadigi i¢in istatistiksel analiz
icin Kruskal-Wallis testi kullanilmistir. Bu test sonucunda, gruplar arasinda anlamli fark
bulundugunda, ¢iftler arasindaki farkliliklar: belirlemek amaciyla Post-Hoc Bonferroni
diizeltmesi uygulanmistir. Istatistiksel anlamlilik diizeyi P < 0.05 olarak belirlendi.
Ornek dislerin apikal, orta ve koronal iicliisiindeki maksimum 6lii bakteri penetrasyon
degerleri karsilagtirmalar1 Tablo 2.’de detayli sekilde gosterilmistir. Elde edilen degerler
arasinda anlamli farkliliklar saptanmistir (p = 0.028). Post-Hoc Bonferroni analizi
sonucunda, orta ve koronal {i¢liiler arasinda anlamli bir fark tespit edilmistir (p = 0.035).
Ornek diglerin koronal iicliideki maksimum 6lii bakteri penetrasyonun, orta iiglii

degerlerine gore anlamli sekilde yliksek oldugu bulunmustur (P < 0.05).

Tablo 2. Ornek dislerin apikal,orta ve koronal {igliisiindeki maksimum &1lii bakteri penetrasyon degerleri

Bakteri Gruplar: Post-Hoc Analiz
Degiskenler pF Sonuglar:
Apikal Orta Koronal p'? p'? p??

(n = 60) (n=60)  (n=060)

7. Giin 394 28.92 45.61 0.028 0.127 =>0.999 0.035
(28.14-65.03)  (20.6-53.3) (28.37 - 68.86)

*KruskalWallis H Test, Post-Hoc Bonferroni diizeltmesi, Med(IQR)

Post-Hoc analiz sonuglarinin gosteriminde kullanilan rakamlarin karsiliklart soyledir:
1: Apikal

2: Orta

3: Koronal
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Sekil 3. Ornek dislerin apikal,orta ve koronal iigliisiindeki maksimum 61lii bakteri penetrasyon
degerlerinin kutu grafigi
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Sekil 4. Ornek dislerin apikal,orta ve koronal {igliisiindeki maksimum &lii bakteri penetrasyon degerlerinin
stitun grafigi
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Calismamizda ayrica farkli irigantlarin dentin tilibiillerindeki dezenfeksiyon etkisi
karsilastirlmstir. Irigantlarin bakteri eliminasyonun karsilastirilmas: Tablo 3.’de detayl
sekilde gosterilmistir. Istatistiksel analize gore, distile su grubunun dentin tiibiillerindeki
dezenfeksiyonu diger tiim irigantlara gore anlamli olarak daha diisiik bulunmustur (P <
0.05). SH + KH ve SH + PHMB gruplarindaki dezenfeksiyon etkisi PHMB grubuna gore
anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur (P < 0.05). Kombine kullanilan irigantlar
karsilastirildiginda SH + KH grubu SH + PHMB grubundan daha basarilidir. Irigantlar
tek baslarma degerlendirildiginde ise SH grubu, KH ve PHMB gruplarma gore daha
bagarili bulunmustur. Fakat bu iki degerlendirmede de gruplar arasinda anlaml farklilik

bulunmamaktadir.

Tablo 3. irigantlara gore bakteri eliminasyon degerleri

Kullanilan irigantlar

Biyofilm  Distile Su SH KH PHMB SH + KH SH + PHMB Post-Hoc
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) Analiz
Sonuglari
7. Giin 18.06 97.35 41.77 31.45 57.57 36.08 1<2,3,4,5,6
(14.1-2521)*  (44.19-192.7)*  (29.8-62.8)*  (25.1-46.6)*>  (37.47-70.12)*B  (29.03-51.28)AB 4<5,6

Post-Hoc analiz sonuglarinin gosteriminde kullanilan rakamlarin karsiliklar1 soyledir:
1: Distile Su

2: SH

3: KH

4: PHMB

5:SH + KH

6: SH + PHMB

400,00

p<0,001

300,00

200,00

IR

Distile su SH KH PHMB SH + KH SH + PHMB
ISLEMLER

7.Giin Bakteri Eliminasyonu

Sekil 5. Irigantlara gore bakteri eliminasyon degerlerinin kutu grafigi
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Sekil 6. Irigantlara gore bakteri eliminasyon degerlerinin siitun grafigi
4.4. Bakteriyel Ornekleme ve CFU Sayim

Her gruptan bir adet 6rnek dis bakteriyel 6rnekleme igin secildi. Irigasyondan énce ve
sonra olmak iizere elde edilen bakteriyel slispansiyonlar TSA agarlara ekilip, inkiibasyon
siiresinden sonra CFU sayimi yapildi. Kombine olarak kullanilan irigantlarda bes logdan
fazla azalma ve diger irigantlara gore daha az bakteri iiremesi gdzlenmistir. irigantlar tek
basina kullanildiginda, KH'nin diger irigantlara kiyasla daha etkili bir dezenfeksiyon
sagladig gorilmiistiir.

Tablo 4. irigasyon dncesi ve sonrasi bakteriyel ekiminden elde edilen CFU sonuglart

YIKAMA ONCESI YIKAMA SONRASI  Log AZALMASI

CFU CFU
Distile su 1.3x 107 3x10° 0.64
SH 5x10° 1.16 x 10* 2.63
KH 1.9x 107 3x10? 4.8
PHMB 2.6 x 107 4.8x 102 473
SH + KH 3.2x 107 1 x10? 5.50
SH + 2.6 x 107 1x 102 5.41

PHMB
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Resim 27. Distile su ile irige edilen dislerin bakteriyel rneklemesi; (a) irigasyon oncesi, (b) irigasyon
sonrasi

Resim 29. KH ile irige edilen dislerin bakteriyel 6rneklemesi; (a) irigasyon Oncesi, (b) irigasyon sonrasi
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Resim 30. PHMB ile irige edilen dislerin bakteriyel érneklemesi; (a) irigasyon oncesi, (b) irigasyon
sonrasi

Resim 31. SH + KH ile irige edilen dislerin bakteriyel 6rneklemesi; (a) irigasyon dncesi, (b) irigasyon
sonrast

Resim 32. SH + PHMB ile irige edilen dislerin bakteriyel 6rneklemesi; (@) irigasyon oncesi, (b) irigasyon
sonrast
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5. TARTISMA

Bu ¢alismada, dentin tiibiillerinde bulunan E. faecalis, S. mutans ve S. aureus biyofilmleri
tizerine farkli irigantlarin (SH, KH, PHMB ve bunlarin kombinasyonlar1) dezenfeksiyon
etkisi, KLTM goriintiileri kullanilarak degerlendirilmistir. Calismadan elde edilen
bulgulara gore, koronal ii¢liide orta ti¢litye gore daha etkili bir dezenfeksiyon saglanmustir.
Irigantlar karsilastirildiginda ise, kombine olarak kullanilan irigantlarm PHMB nin tek
basma kullanilmasindan daha etkili bir dezenfeksiyon saglamistir. Bu bulgular “farkli
irigasyon soliisyonlari ve kombinasyonlarinin miks biyofilme sahip dentin tiibiillerinin
dezenfeksiyonuna etkisi arasinda fark olmayacagr” seklindeki sifir hipotezinin

reddedilmesi ile sonuglanmistir.

KKT, kanal sistemindeki MO’larin, pulpa dokusu kalintilarinin ve dentin debrisinin
temizlenmesinin ardindan, tekrarlayan enfeksiyonlarin onlenmesi i¢in kok kanalinin
sizdirmaz bir sekilde doldurulmasina dayanir (11). Mekanik sekillendirmenin ana hedefi,
kanal dezenfeksiyonunu optimize ederek etkili bir kanal dolumu i¢in uygun sartlart
saglamaktir (11). Ayrica, kok kanal sekillendirilmesi esnasinda dentin duvarindaki
biyofilm tabakasinin uzaklastirilmasi ile mikrobiyal yilik azaltilmaktadir. Ancak, kok
kanal sistemi i¢inde lateral kanallar, aksesuar kanallar, isthmuslar, apikal delta ve finler
gibi yapisal diizensizlikler bulunur (4). Kok kanal sekillendirmesi sirasinda egelerin
erisemedigi bu bolgeler, yeterli dezenfeksiyonun saglanmasini zorlastirabilir (137).
Yapilan bazi ¢aligmalarda (97, 138), kok kanal preparasyonu sonrasinda kanal yiizeyinin
%30-50'sinin egeler tarafindan ulagilamayan alanlar olarak kaldig: tespit edilmistir. Bu
sebeple, irigasyon siireci, kok kanal dezenfeksiyonunun saglanmasinda ve sonrasinda

basarili bir KKT sonucu i¢in kritik bir 6neme sahiptir.

Giliniimiizde endodontik tedavilerde, biyofilmi tamamen ortadan kaldiran ve ayni
zamanda ideal irigant Ozelliklerine sahip bir soliisyon bulunmamaktadir (139). Bu
nedenle, ideal irigant ve aktivasyon yontemlerine yonelik aragtirmalar halen siirmektedir.
Literatiirde, glinimiizde kullanilan irigantlarin kok kanalindaki miks biyofilmler

izerindeki etkilerini inceleyen ¢aligmalar (140-142) mevcut olmasina ragmen, PHMB
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sollisyonunun SH ile kombinasyonunun miks biyofilm tizerindeki etkisini karsilagtiran

caligma bulunmamaktadir.

Endodontide biyofilm ¢aligmalari i¢in ¢ekilmis insan disleri, sigir disleri ve polimetakrilat
gibi biyolojik olmayan materyaller kullanilmaktadir (143). Calismalarda kullanilan
cekilmis insan disleri genellikle farkli yas gruplarindan ve bireylerden toplandigi igin
dentin yapis1 ve bilesenleri degiskenlik gosterebilmektedir. Ozdemir ve ark. (144) E.
faecalis'in geng ve yagh bireylerin kok kanali dentinine tutunmasi incelenmis ve yash
dentin Orneklerinde daha yogun ve hacimli bir biyofilm olusumu gézlemlenmistir.
Biyolojik olmayan malzemeler kullanildiginda ise, insan dislerinde gbzlenen bu yapisal
degiskenlikler ortadan kalktig1 icin Ornekler arasi standardizasyon daha kolay
saglanabilmektedir. Fakat sentetik malzemelerden iiretilen kok kanallari piiriizsiiz ylizeye
sahip olmalari, diiz seyri ve yuvarlak kesitinin miikemmel olmasi nedeniyle klinik
durumdan farklidir ve sivi akisini etkileyebilir (143). Ayrica, MO’larin sentetik materyale
tutunma sekli dogal materyalden tamamen farkli olabilecegi icin, biyofilm yapisinda da
degisiklikler meydana gelebilir. Bilimsel arastirmalar, mikrobiyoloji c¢alismalarinda
cekilmis insan diglerinin morfolojik 6zelliklerinin bakterilerin tutunma yetenegi ve
biyofilm olusumu iizerinde 6énemli bir rolii oldugunu bildirmislerdir (145). Bu deneyde
kullanilan enfekte dentin modeli, Haapasalo ve Orstavik (89) tarafindan tanimlanmis olup,
deneylerde klinik kosullar1 en iyi sekilde temsil etmesi amaciyla ¢ekilmis insan disleri

tercih edilmistir.

Calismamizda, 60 adet insan alt ¢ene kiiciik az1 disi kullanilmigtir. Alt ¢ene kiiciik az1
disleri genellikle tip 1 kanal yapisina ve diiz kanal anatomisine sahip olmasi, ayrica énceki
caligmalarda ayni dis grubunun tercih edilmesi, karsilastirilabilirligi artiran nedenlerden

oldugu i¢in bu calisma i¢in bu disler tercih edilmistir (146, 147).

Dis boyutlarindaki farkliliklarin ¢alisma sonucunu etkilememesi i¢in, dislerin uzunlugu
18 mm olacak sekilde standardize edilmistir. Cekilmis dislerde yapilan ¢aligmalarda boy
standardizasyonun saglanmasinin amaci, bakteri ekimini ve kanal sekillendirilmesini

kolaylastirmaktadir (89, 148).

43



Sekillendirme yapilmamis kok kanallarinda biyofilm olusturulmasi klinik kosullar ideal
olarak temsil etmektedir. Ancak, sekillendirme yapilmamis kok kanallarinda bakteri ekimi
daha zahmetli ve yetersiz olacaktir. Ayrica, mikrobiyolojik degerlendirme yapabilmek
icin kok kanalinin tamamina erisim saglanarak ornek alinmasi gerekmektedir. Bu
nedenlerden dolay1 kok kanallari igerisinde biyofilm olusturmadan 6nce sekillendirme

islemi yapilmalidir (86).

Zaman tasarrufu saglamak ve etkili bir kok kanal sekillendirmesi gergeklestirmek
amaciyla, nikel-titanyum (NiTi) alasimindan {iretilen ege sistemleri siklikla tercih
edilmektedir (149). ProTaper Next doner egeleri, dongiisel yorgunluga karst direnci
artirmak amaciyla 1s1l islem uygulanmis M-wire teknolojisiyle iiretilmigtir. ProTaper
Next, sekillendirme sirasinda egenin yorulmasini en aza indirmek i¢in kanal duvarlariyla
temas noktalarini azaltan ofset tasarima sahiptir. Bunun yamn sira, degisken koniklik ve
dikdortgen kesit 6zelligi de bulunur. Diger ege sistemleri ile karsilastirildiginda kok
dentini yiizeyinde daha az catlak olusturdugu tespit edilmistir (150). Bu nedenlerden
kaynakl, ¢caligmamizda kok kanal sekillendirmesi sirasinda ProTaper Next ege sistemi

kullanilmistir.

Apikal capin sekillendirilmesine dair farkli goriisler bulunmasina ragmen kurvatiir agisi
0-10° olan kanallar i¢in ISO 40 0.4 apikal sekillendirmenin kok kanalinin irigasyonu i¢in
yeterli oldugu belirtilmistir (151). Yapilan ¢alismalarda (152, 153) da kok kanallarinin
#40 boyutundan daha kiiciik sekillendirilmesi sonucu siringa ile yapilan irigasyonun
etkinliginin daha az oldugu bildirilmistir. Shuping ve ark. (154), SH’nin kék kanalinin
apikal bolgesinde etkili bir dezenfeksiyon saglayabilmesi i¢in en az #30-35 boyutlarina
kadar genisletme yapilmasinin gerekli oldugunu belirtmislerdir. Brunson ve ark. (151)
EndoVac negatif basingl irigasyon sistemi iizerine yaptiklar1 ¢aligmada ise, apikalde
yeterli irigasyon saglanabilmesi i¢in apikal genislemenin en az #40/0.04 veya #40/0.06

olmasi gerektigini belirtmislerdir.
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Kok kanallarinin apikal bolgesinde etkili bir irigasyon yapabilmek i¢in alt ¢ene kiiciik az1
diglerde yapilan caligmalar dikkate alinarak ProTaper Next doner ege ile sirasiyla X1
(17/.04), X2 (26/.06), X3 (30/.07), X4 (40/.06) egeleri kullanilarak dislerin apikal
sekillendirmesi #40 olacak sekilde hazirlanmistir (155, 156).

Mekanik sekillendirmeden sonra kdk kanallart igerisinde olusan organik ve inorganik
maddeleri igeren yap1 smear tabakasi olarak tanimlanmaktadir. Dentin tiibiillerini tikayan
bu tabaka, dentin ge¢irgenligini azaltmakta ve bakteri ile {liriinlerine kars1 bir bariyer islevi
gormektedir. Yapilan arastirmalarda (157, 158), smear tabakasimnin organik icerigini
uzaklastirmak i¢in SH kullanimi 6nerilirken, inorganik icerigi gidermek amaciyla EDTA
kullanilmaktadir. Bu ¢calismada smear tabakasini uzaklastirmak i¢in kok kanallari sirasiyla

SH, salin ve EDTA ile irige edilmistir.

Literatiirde biyofilm incelemeleri icin yapilan baz1 ¢alismalarda, dislerin dis yiizeyleri,
cevresel kontaminasyonu 6nlemek amaciyla tirnak cilasi ile kaplanmistir (159, 160). Bu
calismada da dislerin dis ylizeyleri tirnak cilasi ile kaplanmig; bdylece hem cevresel
kontaminasyonun engellenmesi hem de kok yiizeyinde biyofilm olusumunun en aza

indirilmesi hedeflenmistir.

Endodontik biyofilm olusturmadan 6nce, biyofilm olusturulacak yiizeylerin, MO’lardan
arindirilmasi ve sterilizasyonu gereklidir. Cekilmis insan ve sigir digleri dogal olarak ¢cok
sayida MO igerir ve yapilarinin 6zellikleri nedeniyle bu dislerin sterilizasyonu zorludur.
Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezleri (CDC), arastirmalarda kullanilacak cekilmis
dislerin buharla sterilizasyonuna yonelik bir kilavuz olusturmustur (161). Ayrica,
MO’larin yok edilmesinde otoklavin daha etkili bir yontem oldugu bildirilmistir (162). Bu
kilavuza gore dislerin 121 °C sicaklikta 40 dk. siireyle otoklavlanmasi gerektigi
belirtilmektedir. Calismamizda MO inokiilasyonundan 6nce 6rnek disler 121 °C, 1 atm ve

toplamda 45 dk. otoklavda buharla steril edilmistir.

Kok kanal dezenfeksiyon ajanlarinin karsilagtirildigt aragtirmalarda genellikle E. faecalis
ile monomikrobiyal biyofilmler olusturulmaktadir (86). Ug veya daha fazla MO iceren
polimikrobiyal biyofilmleri kullanan c¢aligmalar olduk¢a sinirlidir (163, 164). Ancak,

endodontik biyofilm, birgok tiirlin bir arada bulundugu karmasik bir yapidir.
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Monomikrobiyal biyofilm modeli sistemleri, sade yapisi, standardizasyon olanaklar1 ve
kontrol avantajlar1 ile birlikte uygulamast oldukg¢a kolay, tekrarlanabilirligi yliksek ve
yiiksek deneysel verimlilik saglamaktadir. Ancak, polimikrobiyal modellerin kullanimi da
bir¢ok avantaj tasimaktadir. Ornegin, dogal biyolojik sistemler genellikle gesitli tiirlerden
olusan topluluklardir ve enfekte kok kanallari da bu tiir topluluklarin tipik 6rneklerinden
biridir (86). Polimikrobiyal biyofilmlerin, tek tiir biyofilmlerle karsilastirildiginda daha
fazla biyofilm biyokiitlesi tirettigi gosterilmistir. Bu nedenle, birden fazla tiirden olusan
biyofilm topluluklar1 genellikle monomikrobiyal popiilasyonlardan daha kalin biyofilmler
olusturur (165).

Polimikrobiyal biyofilmler, klinik kosullara daha iyi uyum, artan metabolik kapasite ve
stres toleransi ile biyofilm eradikasyonuna karsi daha yiiksek diren¢ sunar. Ancak, bu
karmagiklik, deneysel ¢alismalarda bazi zorluklar ortaya ¢ikarir. Ornegin, ¢ok tiirlii
biyofilmlerin kiiltiir edilmesi i¢in daha fazla baslangi¢ kiiltiirii, ¢esitli ortam tiirleri ve ek
islem asamalar1 gerektirir. Bu nedenle, bu model sistemleri genellikle zaman alic1 ve
maliyetli olmaktadir (166). Biitiin bu 6zellikler dikkate alindiginda, ¢alismamizda klinik

kosullar1 daha iyi temsil etmesi i¢in polimikrobiyal biyofilm tercih edilmistir

Swimberghe ve ark. (86), son yillarda dezenfeksiyon amaciyla yapilan biyofilm modeli
sistemlerine dair inceledikleri 77 ¢alismada, %86 oraninda monomikrobiyal sistemlerin
tercih edildigini ve bu MO’larin ¢ogunlukla E. faecalis oldugunu (tiim ¢alismalarda %79,
monomikrobiyal biyofilm calismalarinda ise %92 oraninda) belirtmislerdir. Ayrica,
literatiirde, kok kanali icerisinde bulunan bakteri tiirlerinin yaklasik %385'inin
Staphylococcus, Streptococcus, Actinomyces ve Enterococcus gibi fakiiltatif anaerobik
cinslerine ait oldugu belirtilmektedir (86). Zorunlu anaerob bakterilerin ise sadece %14
oraninda kullanildigr bildirilmistir. Kullanilan bakterilerin biiyiik ¢ogunlugunun gram
pozitif oldugu ifade edilmistir. Endodontik biyofilm 6rnekleri olusturulurken kok kanali

icerisinde yaygin olarak bulunan bakterilerin kullanilmas: énemlidir.

E. faecalis, insan agi1z boslugunda ve gastrointestinal sistemde bulunan, fakiiltatif anaerob
ozellikte gram pozitif bir koktur. Bu MO, tedavi edilmemis kok kanallarinda bulunan

mikrobiyal floranin kii¢iik bir boliimiinii olusturmakla birlikte, 6zellikle KKT sonrast
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olusan kalic1 periradikiiler lezyonlarin patogenezinde dnemli bir etkiye sahiptir. Primer
endodontik enfeksiyonlarin yalnizca %18'inde izole edilmesine ragmen, KKT yapilmis
dislerde bu oran %67'ye kadar ¢ikmaktadir (167, 168). E. faecalis ayrica, erisimin zor
oldugu aksesuar kanallar, apikal deltalar ve isthmuslar gibi bolgelerde biyofilm olusturma
ve bu alanlar1 kolonize etme kapasitesine sahiptir. Antimikrobiyal ajanlara kars1 direng
gelistirme mekanizmalar1 sayesinde, KKT sirasinda uygulanan kemomekanik
enstriimantasyonla tam olarak elimine edilmesini zorlastirir (8). Molander ve ark. (41) ve
Rocas ve ark. (169) E. faecalis'in uzun stireli besin yoklugu ve ortamin alkali olmas1 gibi
zorlu kosullara kars1 yiiksek direng gdsterdigi rapor edilmistir. Bu 6zellikler ve basarisiz
endodontik tedavi goren dislerden siklikla izole edilmesi nedeniyle, ¢alismamizda kok

kanal kontaminasyon modeli olarak E. faecalis tercih edilmistir.

Dis ¢iiriigiiniin ana elemanlarindan biri olan S. mutans, patojenik etkisini esas olarak dis
ylizeylerine yapigsma ve biyofilm olusturma, yiiksek dozda laktik asit tiretme ve diisiik pH,
oksidatif stres gibi olumsuz g¢evresel kosullara dayanma yetenegi ile gosterir (54).
Sakkaroz varliginda biyofilm olusturma ve plak birikiminin artmasiyla beraber mine
demineralizasyonuna sebep olmaktadir. Ciirilk gelisimine neden olan bu mekanizma
tedavi edilmediginde pulpal ve periapikal rahatsizliklara neden olabilmektedir (53). S.
mutans kok kanalia yerlestikten sonra glukoz gibi mevcut karbonhidrat kaynaklari ile
biyofilm olusturarak bakteri kolonizasyona katki saglamaktadir. Ayrica, yapilan
caligmalarda (49, 170) S. mutans’in primer ve sekonder enfeksiyonlarda bulundugu
kanitlanmigtir. S. mutans’in biyofilm olusturma ve endodontik enfeksiyonlarin en sik
nedeninin ¢iiriik olmasindan dolay1 ¢alismamizda bir diger bakteri olarak S. mutans tercih

edilmisgtir.

S. aureus hem planktonik topluluklar hem de yerlesik biyofilm seklinde yasayabilen
yaygin bir bakteridir. Cesitli ekolojik ortamlara uyum saglayabilir ve hem akut hem de
kronik enfeksiyonlara yol agabilir (171). Baz1 Stafilokok tiirlerinin MRSA genine sahip
olmasi, bu bakterilerin antibiyotiklere karsi diren¢ seviyesini artirmaktadir. Ozellikle
KKT tekrarlandigi durumlarda tedaviye direng gdsteren ve seanslar arasinda kok kanalinin
agiz ortamina agik birakildigir vakalarda siklikla gézlenen bir MO’dur (172). Ayrica,

dental apse vakalarinda S. aureus'un goriilme orani1 %5-15 arasinda degigsmektedir (173).
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Yapilan calismalarda (174, 175) S. aureus’un Candida hiflerine kars1 yliksek afinitesi
oldugu gozlenmistir. Stafilokok ve Candida ko-enfeksiyonu, monomikrobiyal
biyofilmlere kiyasla daha biiylik biyokiitleye ve ila¢ direncine sahip polimikrobiyal
biyofilm olusturabilir. Bu nedenlerden kaynakli, ¢alismamizda biyofilm olusumu i¢in

diger bakterilerle beraber S. aureus tercih edilmistir.

Swimberghe ve ark. (86) endodontik literatiirde biyofilm model sistemleri {izerine
yaptiklar1 incelemede, E. faecalis ile yapilan ¢aligsmalarin ¢ogunlugunda ATCC 29212
susunun kullanildig: bildirilmistir. Bu tez ¢alismasinda da literatiirde siklikla kullanilan
E. faecalis (ATCC 29212), S. mutans (ATCC 25175) ve S. aureus (ATCC 25923) suslari

kullanilmistir.

E. faecalis'in kok kanallarinda inkiibasyon siiresine iliskin yapilan arastirmalar, bu siirenin
degisiklik gosterebilecegini ortaya koymaktadir. Cesitli c¢alismalarda inkiibasyon
stirelerinin 24 saat, 48 saat, 72 saat, 14 giin ve 21 giin olarak belirlendigi rapor edilmistir
(143, 176-180). Fakat endodontik deneyler kapsaminda standartlastirilmis bir kanal ici
biyofilm modeli gelistirilmesi siirecinde, inkiibasyon siireleri hakkinda ortak bir goriis

birligi saglanamamgtir (181).

Stojicic ve ark. (182), farkli dezenfektan ajanlarin polimikrobiyal biyofilmler iizerindeki
etkisini inceledikleri ¢aligmada, 3 haftalik inkiibasyon siiresinin ardindan biyofilmdeki
bakterilerin dezenfektanlara kars1 daha az duyarli hale geldigini bildirmistir. De Meyer ve
ark. (143) tarafindan yapilan ¢aligmada, elde edilen hiicre sayis1 degerlendirilmistir. E.
faecalis ve S. mutans'n olusturdugu c¢ift tiirlii bir biyofilm gelistirilmis ve 48, 72 ve 168
saatlik inkiibasyon stireleri test edilmistir. Kiiltlir yontemi kullanilarak yapilan analizlerde,
48 ve 72 saatlik biyofilmler arasinda elde edilen hiicre sayisinda anlamli bir fark
bulunmamis, ancak 168 saatlik inkiibasyondan sonra énemli 6l¢iide daha az hiicre elde
edilmistir. Seneviratne ve ark. (183), mikrotitre plakta E. faecalis biyofilmleri yetistirmis
ve 72 saat sonunda maksimum hiicre geri kazanimi gézlemlemis, ardindan 7 giin sonra bir
diisiis oldugunu rapor etmislerdir. Ayrica, Swimberghe ve ark. (86), mikrobiyolojik

temelli in vitro ¢alismalarinda bakterilerin inkiibasyon siirelerinin 1 ila 70 giin arasinda
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onemli Olgiide degiskenlik gdosterdigini bildirmistir. Calismamizda, daha Onceki

aragtirmalar 6rnek aliarak inkubasyon siiresi 7 giin olarak belirlenmistir.

Irigasyon asamasinda kullanilan soliisyon hacmi kok kanali dezenfeksiyonu icin dnemli
bir faktordiir. Sedgley ve ark. (184), 6 mL irigantin antibakteriyel etkinliginin, 3 mL'den
daha etkili oldugunu, ancak daha biiyilk hacimlerde bu etkinlikte bir degisiklik

gbzlemlenmedigini bildirmistir. Calismamizda, her dis i¢in 6 mL irigant kullanilmigtir.

Kok kanali icerisinde etkili bir irigasyon yapabilmek i¢in igne ucunun apikal bolgeye
yakin olmas1 ve yapilan apikal sekillendirmeye uygun bir igne boyutunun segilmesi
onemlidir (185). Irigasyon sirasinda acik uglu igneler apikalden 2-3 mm kisa, kapal1 uclu
ignelerin ise apikalden 1-2 mm kisa olmasi1 Onerilmistir (186). Kiigiik capli ignelerin
apikale daha kolay ulasabildigi ve biiyiik ¢apli ignelere gore kanal icerisinde daha iyi
irigant degisimi yapabildigi bildirilmistir (187). Bu 0Ozellikler dikkate alinarak,
calismamizda 30 G’lik kapali uglu irigasyon ignesi apikalden 2 mm geride

konumlandirilarak kullanilmaistir.

Giinlimiizde klinisyenler tarafindan klasik siringa irigasyonu hem uygun maliyetli hem de
pratik oldugu i¢in siklikla tercih edilmektedir. Bu teknikle siringanin ucundan en fazla 1
mm irigant akis1 olmaktadir (186). Dolayisiyla klasik siringa irigasyonun ulagmasinin pek
miimkiin olmadig finler, istmuslar, lateral kanallar, anastomozlarda etkili bir irigasyon
saglanamayabilir. Giiniimiizde etkili bir dezenfeksiyon saglamak ve irigantlarin

etkinligini artirmak i¢in irigasyon aktivasyon yontemleri kullanilmaktadir (188).

EDDY, ucu keskin olmayan esnek poliamidden iiretilmis 25.04 mm boyutunda, steril ve
tek kullanimlik yeni bir sonik irigasyon aktivasyon sistemidir. 5000-6000 Hz frekansinda,
hava basinciyla ¢alisan bir piyasemen (Air Scaler) tarafindan etkinlestirilir (189). EDDY,
ultrasonik cihazlarla benzer sekilde karmagik kok kanal sistemlerinde "kavitasyon” ve
"akustik akig” olusturarak etkin temizlik saglar (190). Bu sebeple calismamizda, iiretici
firmanin Onerilerine uygun olarak TA 200 cihazina baglanan EDDY sonik ug, 20 sn.

siireyle kullanilmstir.
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EDDY ve pasif ultrasonik aktivasyonun (PUI) biyofilm dezenfeksiyonu iizerindeki etkisi
literatiirde tartisilmistir. Neuhaus ve ark. (191) ve Hoedke ve ark. (192) EDDY *nin PUl’e
gore biyofilm uzaklastirmada daha etkili oldugunu savunurken, Swimberghe ve ark. (193)
ve Al-Zuhair ve ark. (194) aktivasyon yontemleri arasinda fark bulamamistir. EDDY'nin
salinim frekanst PUA'dan daha diisiik olmasma ragmen, 350 um olan yer degistirme
genligi, PUI'nin 75 pm'lik genliginden oldukga yiiksektir. EDDY sonik bir sistem
olmasina ragmen, diger bir sonik sistem olan EndoAktivatérden daha basarili
bulunmugtur. Bunun nedeni, EDDY’ nin 6000 Hz’lik salinim frekansinda g¢alisirken,

EndoAktivator salinim frekansi 190 Hz’dir (195).

Kok kanalinin yalnizca mekanik olarak sekillendirilmesi ile, ozellikle kompleks
anatomiye sahip dislerde, bakterilerin tamamini elimine edilememektedir (196). Bu
nedenle, kanal icerisinde kalan debrislerin uzaklastirilmasi, MO’larin ortadan kaldirilmast
ve kanal dezenfeksiyonunun saglanmasi icin irigantlarin kullanilmasi gereklidir (197).
Endodontik irigant olarak kullanilan SH konsantrasyonu, genellikle %0.5-6 arasinda
degismektedir. Ornegin, %1 SH gibi diisiik konsantrasyonlar kabul edilebilir diizeyde
biyolojik uyumluluk sunmaktadir (198). Ancak, KKT’de kullanilan ideal SH
konsantrasyonu hakkinda ortak bir goriis bulunmamaktadir. Bystrom ve ark. (3) SH’nin
yiiksek konsantrasyonlarinin E. faecalis ve C. albicans gibi MO’lara kars1 daha etkili
oldugunu 6ne siirerken, Cvek ve ark. (199) diisiik ve yiiksek konsantrasyonlarin bakteriyel
yiikii azaltmada benzer etkinlik gosterdigini bildirmistir. Kok kanalindaki bakteri
diizeylerinde %0.5 ve %3 SH kullanimindan sonra kayda deger bir azalma goriiliirken
%2.5 SH’nin kemomekanik preparasyon sonrasinda kok kanalindaki bakteriyel cesitliligi
onemli Olgiide azalttig1 rapor edilmistir (200). Spanberg ve ark. (201) %5.25’lik SH
konsantrasyonunun yiiksek sitotoksik 6zellik gosterdigini belirtmis ve bunun yerine
%2.5’luk SH kullanimin1 6nermislerdir. Bu veriler degerlendirildiginde, bu ¢alismada

%?2.5 SH’nin kullanimi tercih edilmistir.

KH, genis spektrumlu antibakteriyel o6zellie ve “substantivite” etkisine sahip bir
irigasyon soliisyonudur (122). Mine ve dentin yapisinda bulunan hidroksiapatit veya
glikoproteinlerin anyonik gruplarina baglanir, yavasca salimir ve bu siirecte

konsantrasyonu azalirken antibakteriyel etkisini uzun siire korur. KH'nin “substantivite”’
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ozelligi sayesinde etkisini 12 haftaya kadar siirdiirebildigi i¢in endodontide final irigant1
olarak kullanilmasi 6nerilmektedir (202, 203). KH organik doku ve smear tabakasini
ortadan kaldiramamaktadir. Ayrica, ortamda organik madde bulunmasinin KH’nin
etkisini azalttig1 literatiirde de bildirilmistir (197). Bu ylizden KH’nin SH ile birlikte

kullanilmasi onerilmistir.

PHMB, biyosidal katyonik bir polimerdir. Genis spektrumlu antibakteriyel ve antifungal
aktivitesi nedeniyle tipta uzun yillardir farkli uygulamalarda kullanilan bir antiseptiktir
(204-206). PHMB'in antimikrobiyal etkisinin, bakteriyel fosfolipid zarim1 delme
yetenegine dayandigi ve bu silire¢ sonucunda bakterinin 6ldiigii diistiniilmektedir (207).
PHMB igeren maddeler, genellikle hastanelerde ve veteriner kliniklerinde ylizey
dezenfeksiyonu amaciyla %0.1-0.2 konsantrasyonlarinda kullanilmistir. %0.2°lik PHMB
agiz gargarast olarak kullanilmaktadir, antiseptik etkinliginin yani1 sira, yeniden
epitelizasyon silirecinde de rol aldigi bildirilmistir (208). Ayrica, sekonder bakteriyel
enfeksiyonu da oOnler. Literatiirde, miks biyofilmlere kars1 farkli irigantlar,
kombinasyonlari ve PHMB soliisyonunun kok kanal dezenfeksiyonunu kiyaslayan sinirlt
aragtirma  bulunmaktadir. PHMB’i klinikte siklikla kullandigimiz irigantlarla
karsilagtirabilmek ve dentin tiibiil dezenfeksiyonuna etkisini incelemek i¢in

caligmamizdaki irigantlardan biri olarak PHMB tercih edilmistir.

Dentin tiibiil penetrasyonunu inceleyen pek ¢ok ¢alismada, kdk kanali farkli seviyelerde
ve sayilarda kesitlerde incelenmistir. Bu tez ¢aligmasinda, kokiin apikal, orta ve koronal
bolgelerindeki dentin tiibiil penetrasyonunu karsilagtirmak amaciyla, apikalden sirasiyla
2, 5 ve 8 mm uzakliktaki kesitler alinarak analiz yapilmigtir. Bu bolgelerin

belirlenmesinde, onceki ¢aligmalarin (209, 210) yontemleri referans alinmastir.

Endodontik mikrobiyoloji arastirmalarinda, farklt dezenfeksiyon yoOntemlerinin
antimikrobiyal etkisini incelemek amaciyla molekiiler teknikler, bakteri kiiltiiri,
biyoliiminesans, kolorimetrik ydntemler, TEM, 1sitk mikroskobu ve KLTM gibi
mikroskobik tekniklerle birlikte c¢esitli yontemler kullanilmaktadir (107). TEM,
numunelerin hazirlanmasinda etanol banyosu ile dehidrasyon gibi ek islemler gerektiren

iki boyutlu bir degerlendirme saglar (211). TEM, KLTM'ye kiyasla daha yiiksek biiyilitme
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oranlarina sahiptir, fakat yliksek biliylitmeye bagli olarak sadece belirli bir alani
goriintiilemektedir. KLTM, floresan maddeler sayesinde oOrnek ylizeyinde islem
uygulanmaksizin daha kiigiik biiylitmelerde genis alanlarin ya da tiim 6rnek yiizeyinin

incelenmesine olanak tanir (212).

KLTM analizinde floresan boyalar, biyofilmin dagilimini ve ii¢ boyutlu yapisinin
incelenmesine, ayrica canlt ve Olii bakteri orani ile biyofilm hacmi gibi kantitatif
parametrelerin analizine imkan tanir (86). Irigantlarin dentin tiibiillerine niifuz etme
diizeylerini, irigasyon aktivasyon tekniklerinin etkinligini, intrakanal ilaglarin ve kok
kanal dolumu esnasinda kullanilan patlarinin dentin tiibiillerine girisini, ayrica obturasyon
tekniklerinin dentinal tiibiil penetrasyonuna etkisini incelemek icin KLTM kullaniminin
faydali oldugu arastirmacilar tarafindan da belirtilmistir (209, 213, 214). ilaveten, yalnizca
kanal yiizeyinin degil, ayn1 zamanda tiibiillerde bulunan MO’larin incelenmesine olanak
tanimasi, minimum hazirlik gereksinimi ile yiiksek ¢oziiniirliikte biyofilmin dogrudan
gozlemlenebilmesi ve kiiltlirii yapilamayan ya da Kkiiltiirlenmesi olduk¢a gili¢ olan

bakterilerin goriintiilenmesi gibi 6nemli avantajlar saglamaktadir (212).

Kishen ve ark. (215), KLTM analizinde canlilik boyalarinin kullaniminin, inkiibasyon
sonrasinda dentin tiibiillerine penetre olan bakteriyel biyofilmi degerlendirmek i¢in etkili
bir yaklagim oldugunu belirtmistir. Del Carpio-Perochena ve ark. (216) da polimikrobiyal
biyofilmler iizerindeki hiicre canlilig1 ve bakteri hacmini dlgmek amaciyla KLTM'den
yararlanmigtir. Bu bilgiler 1s1ginda, mevcut c¢alismada test edilen irigantlarin

antibakteriyel etkinligi KLTM analizi ile incelendi.

Literatiirdeki ¢alismalara benzer olarak, bu calismada da hem canli hem de 6lii bakterileri
KLTM ile goriintiileyebilmek i¢in LIVE/DEAD BacLight bakteriyel canlilik boyasi kiti
kullanilmistir (182, 216). LIVE/DEAD BacLight bakteriyel canlilik boyasinin ylizeyde
bulunan bakterilerin canliligin1 ve miktarini tespit etmede etkili bir yontem oldugu daha
once yapilan caligsmalarda bildirilmistir. Ancak, Hoefel ve ark. (217) SYTO 9 ve PI ile
boyanan ylizeylerin her zaman tam olarak bakteri canlilig1 arasindaki farki ayiramadig: ve

bunun yerine ara hiicresel bir formun goriintiilenebildigini bildirmistir. Calismamizda
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bakteri 6rnekleme ve CFU sayimi ile KLTM sonuglar1 arasindaki farkin bu ara hiicresel

formdan kaynaklandig diisiiniilmektedir.

Literatiirde, farkli irigantlarin dentin tiibiillerindeki biyofilme etkisini incelemek
amaciyla, farkli derinliklerde kirmizi (Slii bakteri) ve yesil floresansin (canli bakteri)
yogunluklarinin Olciildiigii ve maksimum penetrasyon derinliginin hesaplandigi
caligmalar bulunmaktadir (218, 219). Bu bilgiler 1s181nda, diger ¢aligmalarla karsilagtirma
yapabilmek i¢in irigantlarin etkinligi 6li bakterilerin maksimum penetrasyon derinligi

hesaplamasi kullanilarak yapilmistir.

Irigant uygulamasi dncesi ve sonrasi bakteriyel drnekleme ile CFU sayimu, dentin tiibiilleri
icerisindeki bakteri sayis1 azalmasinin nicel olarak belirlenmesinde yardimci olarak
kullanilirken, KLTM goériintiilemesi ise 6lii ve canli bakterilerin yiizdesel hesaplanmasi
ve irigantlardan sonra biyofilm yapisindaki degisiklikleri incelemek i¢in kullanilmistir.
CFU sayimui, yiiksek degiskenlige sahip bir yontemdir ¢linkii logaritmik 6lgek kullanimi,
bu yontemin sadece yiizeysel derinliklerdeki bakteri sayisini tahmin etmesine olanak
tanirken diste bulunan total hiicre sayisini veremez (220). H-tipi egeler kullanilarak
bakteriyel ornekleme yapilmasi sadece ana kanalla sinirli kalmaktadir. Fakat Peters ve
ark. (221) gore, pulpaya daha yakin yiizeylerde yliksek sayida anaerobik bakteri ve gram

pozitif bakteriler bulunmakta ve daha fazla bakteri tiirii tespit edilmektedir.

Istatistiksel analizden elde edilen bulgulara gére en fazla 6lii bakteri penetrasyonu koronal
iclide gozlenmektedir (P < 0.05). KH grubu disinda diger tiim irigantlarda en fazla
penetrasyon sirasiyla koronal, apikal ve orta li¢liide saglanmistir. Bunun sebebi, koronal
tclide bulunan dentin tilibiillerinin sayisinin ve capinin daha biiyilk olmasiyla
aciklanabilir (222). Apikal icliideki dezenfeksiyonun orta li¢liidekinden daha fazla
olmasinin nedeni siringa ile irigasyon yapilmasi olabilir. Siringa ucunun apikalden 2 mm
kisa olacak sekilde yerlestirilmesi ve ¢ikan soliisyonun hizinin artmasi ile apikal kisimda
daha fazla dezenfeksiyon saglanmis olabilir (223). Elde edilen verilerin diger
caligmalardan farkli olmasinin sebebi, kullanilan dis tipinin ve kanal ¢apinin farkli olmasi

olabilir.
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Irigantlarin dentin tiibiillerindeki dezenfeksiyonlari karsilastirildiginda, kontrol grubunun
dentin tiibiillerindeki dezenfeksiyonu diger tiim irigantlara gére anlamli olarak daha diisiik
bulunmustur (P < 0.05). Vatkar ve ark. (136), SH, KH ve distile suyun maksimum 6lii
bakteri penetrasyon derinliklerini karsilastirdiklar1 ¢alismasinda, distile suyun bakteriler
izerine dezenfeksiyon etkisinin olmadigini, SH ve KH irigantlarinin daha etkili oldugunu
gozlemlemistir. Buck ve ark. (224), distile suyun iyi bir irigant olmadigini, kdk kanalini

yikmak disinda bir etkisi olmadigini bildirmistir.

SH maksimum 0lii bakteri penetrasyon agisindan en yiiksek etkinlige sahip olmasina
ragmen diger irigantlarla arasinda anlamli farklilik bulunmamaktadir. Ruiz-Linares ve
ark. (225), farkli irigantlarin polimikrobiyal biyofilmler iistiindeki antimikrobiyal
etkinligini KLTM ile inceledikleri ¢aligmada SH’nin diger irigantlardan daha basarili
oldugunu tespit etmistir. Arias-Moliz ve ark. (226), antimikrobiyal etkinligin KLTM ile
incelendigi calismada, SH’nin kontrol grubu ve KH’den daha etkili oldugunu
bildirmislerdir. SH, KH ve setrimitin karsilastirildigit KLTM c¢alismasinda Guerreiro-
Tanomaru ve ark. (227), SH’nin biyofilm dezenfeksiyonunda daha etkili oldugunu
gozlemlemiglerdir. Fakat, Rocas ve ark. (228) ise, %2.5’luk SH ve %2’lik KH’nin
antibakteriyel etkinligini karsilagtirmis ve irigantlar arasinda dezenfeksiyon agisindan
farklilik bulunmadigini bildirmistir. Ercan ve ark. (229) da KH ve SH’nin antimikrobiyal
etkinligini karsilastirmis ve KH’nin daha basarili oldugunu bulmustur. Mikic ve ark.
(230), %0.2 PHMB, %2.5 SH ve %0.2 KH’i karsilastirmis ve PHMB ve SH’nin benzer
antimikrobiyal etkinlige sahip oldugunu belirtmislerdir. Bizim ¢alismamizda, SH’nin
yiiksek antimikrobiyal etkinlik gostermesi literatiirdeki diger calismalarla uyumluluk

gostermektedir.

KH grubunda, PHMB’e kiyasla maksimum 0lii bakteri penetrasyonunda daha basarilt
sonuglar elde edilirken irigantlar arasinda anlamli farklihk bulunmamaktadir.
Dammaschke ve ark. (231), PHMB’i, KH ve diger irigantlarla karsilastirmis ve KH nin
daha basarili dezenfeksiyon sagladigini tespit etmistir. Zaugg ve ark. (232), KH, PHMB
ve kalsiyum hidroksitin monomikrobiyal biyofilm iizerindeki dezenfeksiyon etkisini
karsilagtirmis ve KH’nin dezenfeksiyon etkisinin PHMB’e gore daha basarili oldugunu

bildirmislerdir. Farkli irigantlarin ilaca direncli bakteriler iizerine antibakteriyel etkinligi
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degerlendirildiginde Giinther ve ark. (233), KH’nin PHMB’den daha etkili oldugunu
bildirmistir. Koburger ve ark. (234), farkli irigantlarin polimikrobiyal biyofilmler
iizerindeki antibakteriyel etkinligini karsilastirmis ve PHMB’nin KH’den daha etkili
oldugunu goézlemlemistir. Ayrica Chandki ve ark. (235), %2 KH ve %0.2 PHMB
karsilagtirmis ve PHMB’nin substantivitesinin daha uzun oldugunu bildirmistir.
Literatiirdeki  goriilen bu farkliliklar, c¢alismalarda kullanilan farkli PHMB
konsantrasyonlarina ve farkli deney asamalarina bagl olarak goriilebilir. Ayrica, yapilan
caligmalarda ticari markalarin PHMB irrigantlar1 kullanilirken, bizim calismamizda
PHMB'in toz formundan soliisyon hazirlanmasi, arada gozlenen farkliliklarin

nedenlerinden biri olabilir.

Kombine olarak kullanilan SH + KH ve SH + PHMB gruplari, PHMB grubundan anlamli
sekilde daha basarili bulunmustur (P < 0.05). Kuruvilla ve ark. (236), SH ve KH’nin
kombine kullaniminin, irigantlarin tek basina kullanilmasindan daha etkili oldugunu
gozlemlemiglerdir. Gomes ve ark. (237) farkl irigantlarin ve kombinasyonlarinin bakteri
inhibisyon alanlarin1 karsilastirmis ve SH + KH kombine kullaniminin daha biiyiik
bakteriyel inhibisyon alani olusturdugu bildirmislerdir. Flach ve ark. (238), KLTM
goriintiilemesi ile irigantlarin ve kombinasyonlarinin antimikrobiyal etkinligini
karsilastirdiklart c¢alismada kombine olarak kullanilan irigantlarin, tek baslarina
kullanilmas1 arasinda fark olmadigim belirtmistir. Ozkan ve ark. (239), farkli irigantlarin
ve kombinasyonlarinin E. faecalis lizerinde antimikrobiyal etkinligini degerlendirmis ve
KH grubunun SH + KH grubundan daha basarili dezenfeksiyon sagladigini bildirmistir.
Kombine grupta daha diisiik diizeyde dezenfeksiyon etkisinin gdzlenmesinin, irigantlarin
birbiriyle etkilesimi sonucu ortaya c¢ikan reaksiyon {irlinlerinin dentin tiibiillerini
tikamastyla iligkisi oldugunu belirtmistir. Kombine olarak kullanilan irigantlarin, SH’nin
organik ¢oziicii etkisi ve KH, PHMB’nin antibakteriyel etkisini ayn1 anda gdstermesinden
kaynakl1 daha iyi dezenfeksiyon sagladigini diistinmekteyiz. Literatiirde ise daha 6énce SH

ve PHMB’nin kombine olarak kullanildig1 bir calisma bulunmamaktadir.

Dentin tiibiillerinin ¢aplari, gen¢ bireylerde daha genisken yash bireylerde daha dardir
(240). Yapilan calismada yas grubuna dikkat edilmeden kullanilan ¢ekilmis insan

dislerinin, dentin tiibiillerine penetre olan bakteri sayis1 lizerindeki etkisi ¢alismanin

55



limitasyonlarindan biridir. Bu ¢aligmanin diger limitasyonlar1 ise KLTM analizi i¢in 6rnek
dislerin su sogutmasi altinda disk ile kesilmesi, ¢calismaya sadece tip 1 alt ¢ene kiiclik az1

dislerin dahil edilmesidir.
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6. SONUC ve ONERILER

Yapilan ¢alismada 6 farkli irigantin dentin tiibiillerine penetre olmus miks biyofilme

etkisi incelenmistir. Elde edilen bulgulara gore;

1. Karsilastirilan irigantlarin, dentin tlibiilii dezenfeksiyonu tizerine farkli etkileri
oldugu icin sifir hipotezi reddedilmistir. Istatistik analize goére irigantlar dentin
tiibiillerinde dezenfeksiyon saglarken, higbir irigant bakteri penetrasyonunu
tamamen ortadan kaldiramamustir.

2. Irigantlarm kombine kullaniminin, tek basma SH, KH ve PHMB kullanimindan
daha etkili oldugu ve bu yiizden klinik kosullarda final irigasyonunda irigantlarin
kombine kullanilmasi tercih edilebilir.

3. Dentin tiibiillerine penetre olan bakterilerin ve biyofilmin, floresan boyalar
kullanilarak o6lii ve canli bakterilerin ayrimmda KLTM goriintiilemesi
kullaniminin uygun bir goriintiileme teknigi oldugu goriilmiistiir.

4. PHMB soliisyonunun dentin tiibiilii dezenfeksiyonu iizerine etkisini aragtirmak
icin daha fazla ¢alisma yapilmasina ihtiyag vardir.

5. Elde edilen sonuglarin klinik kosullara yansitirken dikkatli olunmasi ve daha fazla

in vitro ¢alisma ile desteklenmesi Onerilir.
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