TURKIYE CUMHURIYETI
MARMARA UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

HiPOKLOROZ ASIDIN SITOTOKSISITESININ VE
ANTIMIKROBIYAL ETKINLiGININ DEGERLENDIRILMESI:
IN VITRO CALISMA

GOZDEM BAYRAKTAR
DOKTORA TEZI

DANISMAN
DR. OGR. UYESI HAFiZE OZTURK OZENER
PERIODONTOLOJI DOKTORA PROGRAMI

ISTANBUL- 2023



TURKIYE CUMHURIYETI
MARMARA UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

HiPOKLOROZ ASIDIN SITOTOKSISITESININ VE
ANTIMIKROBIYAL ETKINLIGININ DEGERLENDIRILMESI:
IN VITRO CALISMA

GOZDEM BAYRAKTAR
DOKTORA TEZI

DANISMAN
DR. OGR. UYESI HAFIiZE OZTURK OZENER
PERIODONTOLOJi DOKTORA PROGRAMI

ISTANBUL- 2023



BEYAN

Bu tez ¢alismasinin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina kadar biitiin
safhalarda etik dis1 davranisimin olmadigini, bu tezdeki biitiin bilgileri akademik ve etik
kurallar i¢inde elde ettigimi, bu tez calismasi ile elde edilmemis biitiin bilgi ve yorumlara
kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine aldigimi, yine bu tezin ¢alisilmast

ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici bir davranisimin olmadigi beyan ederim.

Go6zdem Bayraktar



TESEKKUR

Doktora egitimim siiresince bilgi, birikim ve tecriibesiyle bana i¢tenlikle yol gosteren,
yasadigim her zorlukta yardimint hissettigim, mesleki ve akademik egitimimde biiyiik katkilart
olan sevgili ve kiymetli danisman hocam Dr. Ogr. Uyesi Hafize OZTURK OZENER e,

Egitimim boyunca yardimlarini benden esirgemeyen, bilgi ve tecriibeleriyle her tiirlii konuda
bana yol gosteren degerli hocalarim Prof. Dr. Leyla KURU, Prof. Dr. Basak DOGAN, Dog.
Dr. Omer Birkan AGRALI, Dr. Ogr. Uyesi Kemal Naci KOSE ve Dr. Ogr. Uyesi Selin
YILDIRIM a,

Tez ¢aliymamda biiyiik emek harcayarak katkida bulunan ve ¢alisma siirecimde fikir ve
bilgisini benden esirgemeyen degerli hocalarim Dr. Ogr. Gér. Ayse Mine YILMAZ GOLER ve
Dr. Ogr. Uyesi Burak AKSU ya,

Doktora egitimim ve tez ¢calismam boyunca motivasyonumu saglayan, bana gii¢ ve huzur
veren, her zaman sevgi ve desteklerini en derinlerde hissettigim sevgili arkadaglarim Dt.

Gizem GUNDUZ ve Dt. Giilce Nil VARLIHAN ’a,

Doktora egitimimi sicak ve samimi bir ortamda keyifle gecirmemi saglayan, ne zaman
ihtiyacim olsa yanimda olan kiymetli yol arkadaslarim Dt. Ezgi AKCE, Dt. Elif VAR
ODABAS, Dt. Asli AKTAN ve Dt. Sel¢uk KIRMACI ya,

Fakiiltede bulundugum siire icerisinde kendileriyle calismaktan olduk¢a keyif aldigim eski ve

veni tiim ¢alisma arkadaslarima ve Periodontoloji Anabilim Dali personeline,

Birlikte calismaktan ¢ok keyif aldigim ve doktora egitimim boyunca desteklerini her zaman

hissettigim sevgili Istanbul Implantoloji ailesine,

Bana dostlugun ne demek oldugunu ogreten, iyi ve kotii her animda yanimda hissettigim

kiymetli dostlarim Dr. Dt. Hilal USLU ve Dr. Ogr. Uyesi Bilge ERSOZ e,

Bugtinlere gelmemde en biiyiik paya sahip, hayati birlikte 6grendigim, en sikintili anlarimda
bile kosulsuz yamimda olan, beni benden daha ¢ok diisiinen biricik ablam Ozlem

BAYRAKTAR YILDIRIMER e ve kiymetli agabeyim Akin YILDIRIMER e,



Kosulsuz sevgi ve fedakarliklariyla yanimda olan, tiim kararlarimda bana giivenen ve beni

destekleyen, giiclii olmami saglayan, kizlari olmaktan gurur duydugum annem Emine
BAYRAKTAR, babam Niyazi BAYRAKTAR ve teyzem Hatice BAYRAKTAR olmak iizere tiim

aileme

En icten tesekkiirlerimi sunarim...

Bu tez, Marmara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu Baskanlig1 tarafindan
“Hipokloroz asidin sitotoksisitesinin ve antimikrobiyal etkinliginin degerlendirilmesi: in

vitro ” basliklr ve TDK-2021-10281 numarali proje ile desteklenmistir.



ICINDEKILER

KISALTMA VE SIMGELER LISTESI........cccoociniininicecesee s [
SEKIL LISTEST ..ottt sttt iii
TABLO LISTESI .....ooiiiiiiiiecec s Vi
Lo OZET ... 1
2. SUMMARY ..o 2
R € 028 LR - N7 1N IO 3
4. GENEL BILGILER .......cocoooiiiiiiiicicesese e 5
I T T [0 Y Y/ OSSR SP 5
o B R B <] ORI 5
4.1.2. Periodontal HGAmMENT ........cuiiiieieieie e 6

4. 1.3, SBIMEBNT......oiiiiiee e 7
4.1.4. AIVEOL KEMIGT ...t 8
4.2. Dis Eti FIDIODIaStIarT........cvvviiiiiiiiii sttt 9
4.3. Periodontal HastaltKIar.............ccooiiiiiiiiieee s 10
4.4, Periodontal PatOJENIEr............ccuviiiiieie et 15
4.4.1. Aggregatibacter actinomyCetemCOMITANS ..........ccveierieririrenieeeee e 15
4.4.2. Candida alDICANS ..........cooiiiiiie e 18
4.5. Periodontal Hastaliklarin TedaviSi.......c.cceiiiiiiiieiiiiciie e 21
4.6. Antimikrobiyal Tedavi ve Kimyasal AJanlar...........ccocoooiiiiiiiinieee e 23
4.7, KIOTNEKSIAIN ...t 27
4.8. HIPOKIOTOZ ASIt....ocueiiiiiiiiiiiiicii e 33
4.9. SItOtOKSISITE TESHIET......cviiiiiiiicic e 39
4.9.1. 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir hiicre canlilik testi......... 40
4.9.2. Laktat dehidrogenaz SitOtOKSISITE tES .........cvvveiierierierieicree e 41
4.10. Antimikrobiyal AKEIVItE TESTIEM.......ccoiiiiiiiiiieeee e 42
4.10.1. Zamana baglt 61dlUrme YONTEMI ........cocverriiiiereieee e 43
5.GEREC Ve YONTEM .......cccooiiiiiiiiiiieiieeet e teses st en st nes st enss s s s 44
5.1. Soliisyonlarin Hazirlanmast ..........cocueerieiiiiiiciicecseecse e 44
5.2. Sitotoksik AKLIVITE DENEYIEIT .......ocuviiiiiciii e 45
5.2.1. Hiicrelerin ¢6ziilmesi, pasajlanmasi, cogaltilmasit ve sayillmast ...........ccccovvevirnennn. 45
5.2.2. 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir testinin uygulanmasi .....47
5.2.3. Laktat dehidrogenaz testinin uygulanmasi...........cccoveiviiiiiiiniciicnseee e 52

5.3. Antimikrobiyal AKEIVITE DENEYIETT ........ccviiiiiiiiiieeee e 55



5.3.1 Mikroorganizmalarin KGITHIT .......coveeiiieieiiieiiec e 56

5.3.2. A. actinomycetemcomitans'a kars1 antimikrobiyal etkinligin saptanmasi................ 56
5.3.3. C. albicans'a kars1 antimikrobiyal etkinliginin saptanmasi.............ccccceevververvesnnenns 58
5.4. Verilerin Degerlendirilmesi ve Istatiksel ANAliZ .....c.ccoveveveverireeivereeieeeieeeeeeeenesenenenenenens 59
B. BULGULAR ..otttk b e bbb e b nnenae e 60
6.1. Sitotoksik Aktivitenin Degerlendirilmesi ..........c.cooiiiiiiiiii 60
6.1.1. Soliisyonlarin insan dis eti fibroblast hiicreleri iizerine canlilik etkileri................. 60
6.1.2. Soliisyonlarin insan dis eti fibroblast hiicreleri lizerine sitotoksik etkileri ............. 63
6.2. Antimikrobiyal Aktivitenin Degerlendirilmesi..........c.covvveiiiiiiiiiiiiniiiicc 67
6.2.1. A. actinomycetemcomitans'a kars1 antimikrobiyal etkinliK...............cccooverviviernnnnn. 67
6.2.2. C. albicans ’a kars1 antimikrobiyal etkinliK...........ccccooocviiiiiiii e 70

7. TARTISMA VE SONUGC ... iivieeeeeeeeseseeeeeeeseeesessseeesaesseess s eeseessesesesessees s eseesesesesesese 73
8. KKAYNAKLAR ...ttt bttt et b e bt e bt et e st b e be e e e nae e 86
L0 /@) 03\ I 1O 117

10. BILIMSEL FAALIYETLER .....oooooeoieoeeeee oo et e e e ee e e e as e e aensnans 118



KISALTMA VE SIMGELER LIiSTESI

% X Yiizde

°C : Santigrat derece

AD : Absorbans degeri

ClI : Kloriir

Dk : Dakika

DMEM : Dulbecco’s Modified Eagles Medium
DMSO : Dimetil stlfoksit

FTS : Fosfat tamponlu salin

H* : Hidrojen

H20> ! Hidrojen peroksit

HDM : Hiicre dis1 matriks

HOCI : Hipokloroz asit

IDF ; Insan dis eti fibroblastlar

KAK : Klinik atasman kayb1

KDA : kilo Dalton

KH g Klorheksidin

KOB : Koloni olusturan birim

LDH : Laktat dehidrogenaz

ulL : Mikrolitre

MDP : Mikrobiyal dental plak

mg : Miligram

mL : Mililitre

MTT : 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir
NAD : Nikotinamid adenin dintikleotid
NADH : Nikotinamid adenin dinukleotid hydrid
NADPH : Nikotinamid adenin dintikleotid fosfat
NaOCl X Sodyum hipoklorit

nm : Nanometre

O2 : Stiperoksit

OCI X Hipoklorit

Ort : Aritmetik ortalama

ppm : Parts per million



sa
sn
SS

Saat
Saniye
Standart sapma



SEKIL LiSTESI

Sayfa Numarasi

Sekil 1. Periodonsiyumun yapisi (Schroeder, 1986’dan yararlanilarak hazirlanmistir)............. 5
Sekil 2. Insan ¢ene kemiginden bir kesit (Fiorellini ve ark., 2015’ten yararlanilarak

RAZITTANIMISEIT) ..ttt b e ae e et e e be e e e e e neeeenes 8
Sekil 3. In vitro kosullarda insan dis eti fibroblast hiicrelerinin 151k mikroskobu goriintiisii... 10
Sekil 4. Dental plak biyofilm kaynakli gingivitis vakast ..........cccccvriviiiiiniiiiiiceccee 11
Sekil 5. Eritem ve deskuamasyon ile karakterize pemfigus vulgaris vakasi..........c.c.ccccuevueenen. 11

Sekil 6. Tedavi edilmis bir periodontitis hastasinda azalmis periodonsiyumda gingivitis

L2211 TP T PP PR PP 12
SeKil 7. PeriOUONTITIS VAKAST .....cuvevierieiiiesiieiesiiesie e steesiesaesee e eseesreesseeneesseesseeneesreessesneesseeses 13
Sekil 8. Klorheksidinin kimyasal yapisi (Greenstein ve ark., 1986)........cccceovviiiiiiiiicnnnnn 27

Sekil 9. Notrofil tarafindan patojenin fagositozu ve sonrasinda oksidatif patlama siirecinde
HOCI {iretimi ile patojenin sindirimi (Armstrong ve ark., 2015 ve Wang ve ark., 2007’den
yararlanilarak hazirlanmIStIr) .......ooceooiiiiiiiie e 34
Sekil 10. In vitro kosullarda HOCI sentezi (Huang ve ark., 2008’den yararlanilarak
RAZITTANIISEIT) ¢ttt e e st s e e e ss b e e e abb e e e ssb e e e nbbeeebneeebreean 37

Sekil 11. MTT nin formazan kristallerine indirgenmesi (Kamiologlu ve ark., 2020’den

yararlanilarak RazirlanmISTIr) .......ooeeoieiiiiie e 41
Sekil 12. LDH sitotoksisite testinin MeKaniZmasl..........cccocvvveiiiieiiiiieiiiiee e 42
Sekil 13. a. Test soliisyonlart b.Test soliisyonlarinin son konsantrasyonlari .............c.cccceeee. 44
Sekil 14. a. IDF hiicre dizini, b. DMEM, C. BESIYEN........cccccviiveririiiiieieeieceee s 45
Sekil 15. a. Santrifiij cihazi, b. Hiicre ekimi, C. InKGbator.........c.cooveveveveeereeeeeeceeeeeeeeeeeeeee e 46

Sekil 16. IDF hiicrelerinin, a. Baslangic, b. %80 yogunluga ulastiktan sonra mikroskobik

Lo (B4 U1 ] PO OO P TP PP RPN 46
Sekil 17. a. Thoma lamui iizerinde tripan mavisi ile boyanan hiicreler, b. Isik mikroskobu,

C. Hiicrelerin 10x biiylitmede Say1mast ........cooueirieiiiiiieiieiees e 47
Sekil 18. a. Flasklara ekimi yapilan IDF hiicreleri, b. Inkiibasyon sonras1 mikroskobik
GOTUNETSTL 1.ttt ekttt ettt e e bt oot e e R b et e e s bt e e e hbe e e sh e e e e nb e e e bb e e e nn e e e e 47
Sekil 19. IDF hiicreleri iizerine 50 ppm HOCI, 200 ppm HOCI, %0,2 KH soliisyonlar1 ve

kontrol grubu olarak da sadece besiyeri eklenmesi sonrast a. 30 sn, b. 2 dk, c. 1 sa,

0. 24 S8 GOTUNTIST. ...ttt bbbt b b nn b 48
Sekil 20. Thiazolyl blue tetrazolium Bromide ..........coceviiiiiiiii 49



Sekil 21. IDF hiicrelerinin bulundugu 50 ppm HOCI, 200 ppm HOCI, %0,2 KH, kontrol

ve hiicresiz (blank) kuyucuklarin iizerine MTT ilavesi sonrasi 3 saat inkubasyonun

ardindan a. 30 sn, b. 2 dk, c. 1 sa, d. 24 sa gruplarinin gorintisti.........ccocerrverveererieereerennenn 50
Sekil 22. a. IDF hiicrelerin iizerine DMSO ilave edilmesi, b. Karistiricida 10 dk beklendi. ..51
Sekil 23. 96 kuyucuklu plakalara eklenen ornekler ............ccccovviiiiiiiii e, 51
Sekil 24. a. PerkinElmer Enspire multimode plaka okuyucu, b. Plakalarin okutulmasi

sonucu elde edilen absorbans deGerleri ...........coiviiiiiiiiiiiic 52
Sekil 25. Flasklara ekimi yapilan IDF hiicreleri a. 30 sn, b. 2 dk, ¢. 1 sa, d. 24 sa gruplar ...53
Sekil 26. a. Orneklerden toplanan siipernatanlarin aktarildig1 mikrotiipler, b. LDH

Reaksiyon Karigimi eklenerek orneklerin 96 kuyucuklu plakalara aktarilmast....................... o4

Sekil 27. a. 96 kuyucuklu plakalara aktarilan 6rnekler, b. Karanlik ortamda 30 dk

inkiibasyon sonras1 96 kuyucuklu plakalar igindeki ornekler ............ccoooveiiiiiiniiiiicne 54
SekKil 28. YONtem akIS SEMASI .....uvviiiiiiiiie e e ettt e e e st e st e e e s st e e e e snbre e e e eaar e e e e nnnrneeas 55
Sekil 29 a. Beyin-kalp inflizyon sivi besiyerine ekilen A. actinomycetemcomitans,

b. Sabouraud dekstroz sivi besiyerine ekilen C. albicans mikroorganizmalari ....................... 56
Sekil 30. A.actinomycetemcomitans i¢in %0,2 KH antimikrobiyal aktivite testi .................... 57
Sekil 31. A.actinomycetemcomitans i¢in 50 ppm HOCI antimikrobiyal aktivite testi............. 57
Sekil 32. A.actinomycetemcomitans i¢in 200 ppm HOCI antimikrobiyal aktivite testi........... 57
Sekil 33. C. albicans igin %0,2 KH antimikrobiyal aktivite testi...........cccccceviveviiienieireieee. 58
Sekil 34. C. albicans i¢in 50 ppm HOCI antimikrobiyal aktivite testi............ccccovvevviicrnenne. 58
Sekil 35. C. albicans i¢in 200 ppm HOCI antimikrobiyal aktivite testi...........cccooevveniivnnnne. 59

Sekil 36. Kontrol, %0,2 KH, 50 ppm HOCI ve 200 ppm HOCI gruplarinmn iDF hiicreleri
tizerine 30 sn, 2 dk, 1 sa ve 24 sa uygulanmasi sonucu tespit edilen canlilik degerlerinin
Zaman 1CINAEKT dEFISIMIL ..eeveiiiieiiii ettt ne e 62
Sekil 37. Kontrol, %0,2 KH, 50 ppm HOCI ve 200 ppm HOCI gruplarmin IDF hiicreleri
tizerindeki canlilik degerlerinin 30 sn, 2 dk, 1 sa ve 24 sa siirelerinde karsilastirilmasi.......... 63
Sekil 38. Triton X-100 (Kontrol), %0,2 KH, 50 ppm HOCI ve 200 ppm HOCI gruplarinin
IDF hiicreleri iizerine 30 sn, 2 dk, 1 sa ve 24 sa uygulanmasi sonucu tespit edilen

sitotoksisite degerlerinin zaman igindeki deZISIMI........ccovvviiiiiiiiiiiiicii e 65
Sekil 39. Triton X-100 (Kontrol), %0,2 KH, 50 ppm HOCI ve 200 ppm HOCI gruplarinin
IDF hiicreleri iizerindeki sitotoksisite degerlerinin 30 sn, 2 dk, 1 sa ve 24 sa siirelerinde
KATSTIASEITTIMAST. 1veetiie et e e st e e st e e snb e e e sr b e e e srbeeenraeeenreean 66
Sekil 40. Negatif kontrol, %0,2 KH, 50 ppm HOCI ve 200 ppm HOCI gruplarinin

A. actinomycetemcomitans mikroorganizmalar1 iizerine 30 sn, 2 dk, 1 sa ve 24 sa



uygulanmasi sonucu tespit edilen antimikrobiyal aktivite yiizdelerinin zaman i¢indeki
AEGISIINLL oottt 68
Sekil 41. Negatif kontrol, %0,2 KH, 50 ppm HOCI ve 200 ppm HOCI gruplariin

A. actinomycetemcomitans mikroorganizmalari tizerindeki antimikrobiyal aktivite
yiizdelerinin 30 sn, 2 dk, 1 sa ve 24 sa siirelerinde kargilastirtlmast. ........ccccoocveiiiiiiiin e 69
Sekil 42. Negatif kontrol, %0,2 KH, 50 ppm HOCI ve 200 ppm HOCI gruplariin

C. albicans mikroorganizmalari iizerine 30 sn, 2 dk, 1 sa ve 24 sa uygulanmasi sonucu

tespit edilen antimikrobiyal aktivite yiizdelerinin zaman i¢indeki degisimi ...........cccccvervreneenn. 71
Sekil 43. Negatif kontrol, %0,2 KH, 50 ppm HOCI ve 200 ppm HOCI gruplarinin

C. albicans mikroorganizmalari {izerindeki antimikrobiyal aktivite yiizdelerinin 30 sn,

2 dk, 1 sa ve 24 sa siirelerinde karsilagtirtlmasi. ..........ccovviiiiiiiiiiie i 72



TABLO LIiSTESI

Sayfa Numarasi

Tablo 1. Plak kontroliiniin saglanmasi amaciyla kullanilan kemoterapotik ajanlar ................ 27
Tablo 2. Hiicre canliligi/sitotoksisite belirleme yontemleri..........ccoovcevvereiiiesieeiecieseese e 40
Tablo 3. Antimikrobiyal aktivite degerlendirme yontemIeri ...........cocvrvveveieieiencneninenene 42

Tablo 4. Soliisyon gruplarmin IDF hiicreleri iizerine MTT testi ile dlciilen canlilik
degerlerinin (%) coklu ve ikili karstlagtirmalari...........cccooiiiiiiiiiiiii e 61
Tablo 5. Soliisyon gruplarmin IDF hiicreleri iizerindeki LDH testi ile lgiilen sitotoksisite
degerlerinin (%) coklu ve ikili karsilagtirmalari............cccoooiiiiiiiiiii e 64
Tablo 6. Soliisyonlarin uygulanmasi sonrasi, gruplardaki A. actinomycetemcomitans
mikroorganizmalarinin her bir zaman noktast i¢in koloni Say1s1 ........c.cccvevvevirieeniiienecnennnn 67
Tablo 7. Soliisyonlarin uygulanmasi sonrasi, gruplardaki C. albicans

mikroorganizmalarinin her bir zaman noktasi i¢in koloni Say1st .........ccevvveiiieiieniiciii e, 70

Vi



1. OZET

Tezin bashgi: Hipoklor6z Asidin Sitotoksisitesinin ve Antimikrobiyal Etkinliginin
Degerlendirilmesi: In Vitro Calisma

Ogrencinin Adi Soyadi: Gozdem Bayraktar

Damisman Adi Soyadi: Dr. Ogr. Uyesi Hafize Oztiirk Ozener

Programin Adi: Periodontoloji Doktora Programi

Amag: Bu in vitro ¢alismada, hipokloréz asidin (HOCI) ve klorheksidinin (KH) insan dis eti
fibroblastlar1 (IDF) hiicre dizinleri {izerindeki sitotoksik etkinlikleri ile Aggregatibacter
actinomycetemcomitans ve Candida albicans mikroorganizmalar1 iizerindeki antimikrobiyal
etkinlikleri karsilastirilarak arastirildi.

Gerec ve Yontem: Calismamizda, notr pH degerlerine sahip, 50 ppm ve 200 ppm olmak iizere
HOCT’nin iki farkli derisimi ile %0,2’lik KH soliisyonunun 30 sn, 2 dk, 1 sa ve 24 sa olarak
belirlenen zaman araliklarinda, IDF hiicre dizinleri iizerindeki hiicre canhiligi 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) analizi ve sitotoksisitesi Laktat
dehidrogenaz (LDH) testi kullanilarak degerlendirildi. Soliisyonlarin antimikrobiyal etkilerinin
degerlendirilmesi i¢in A. actinomycetemcomitans ve C. albicans mikroorganizmalarina zamana
bagl oldiirme yontemi uygulandi. Verilerin istatistiksel analizleri GraphPad Prism 8.0.2
programi kullanilarak degerlendirildi (p<0,05).

Bulgular: MTT analizi sonuglarina gére 50 ppm HOCI, 200 ppm HOCI ve %0,2 KH ile
karsilastirildiginda en yiiksek hiicre canliligini gosterirken, en disiik hiicre canliligt KH
uygulamasi sonrasi goriildii (p<0,05). LDH testine gore 50 ppm ve 200 ppm HOCI gruplari,
IDF iizerine %0,2 KH'den daha az sitotoksik etki gosterirken (p<0,05), birbirleri ile benzerdi
(p>0,05). 50 ppm ve 200 ppm HOCI gruplari, A. actinomycetemcomitans ve C. albicans'a kars1
%0,2 KH'den daha gii¢lii antimikrobiyal etkinlik gosterdi (p<0,05).

Sonug¢: Bu in vitro ¢alismanin sinirlar1 dahilinde, HOCI soliisyonlarmin (50 ppm ve 200 ppm)
IDF iizerindeki sitotoksik aktivitesinin %0,2 KH'ye kiyasla daha diisiik oldugu, antimikrobiyal

etkinliginin ise daha yiiksek oldugu ortaya koyulmustur.

Anahtar kelimeler: Hipokloroz asit, klorheksidin, fibroblast, sitotoksisite, in vitro



2. SUMMARY

Title of Thesis: Evaluation of Cytotoxicity and Antimicrobial Effects of Hypochlorous Acid:
An In Vitro Study

Student Name, Surname: Gozdem Bayraktar

Supervisor Name: Dr. Ogr. Uyesi Hafize Oztiirk Ozener

Program Name: Periodontology PhD Program

Objective: This in vitro study aimed to compare the cytotoxic effects of hypochlorous acid
(HOCI) and chlorhexidine (CHX) on human gingival fibroblast (HGF) cell lines and their
antimicrobial efficacy against Aggregatibacter actinomycetemcomitans and Candida albicans
microorganisms.

Materials and Methods: In this study, two different concentrations of HOCI (50 ppm and 200
ppm) and 0.2% CHX solutions with neutral pH values were evaluated for their effect on cell
viability of HGF using the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
(MTT) assay and cytotoxicity using the lactate dehydrogenase (LDH) assay. The procedures
were performed at selected time points of 30 s, 2 min, 1 h, and 24 h. The time-kill method was
applied to assess the antimicrobial effects of the solutions against A. actinomycetemcomitans
and C. albicans microorganisms. Statistical analyses were performed using the GraphPad Prism
8.0.2 program (p<0.05).

Results: According to the MTT assay results, 50 ppm HOCI showed the highest cell viability
compared to 200 ppm HOCI and 0.2% CHX, while CHX showed the lowest (p<0.05). The
cytotoxic effects of 50 ppm and 200 ppm HOCI groups on HGF were similar (p>0.05) and less
than 0.2% CHX (p<0.05) according to the LDH assay. The 50 ppm and 200 ppm HOCI groups
demonstrated stronger antimicrobial efficacy against A. actinomycetemcomitans and C.
albicans than 0.2% CHX (p<0.05).

Conclusion: Within the limitations of this in vitro study, it was demonstrated that the cytotoxic
activity of HOCI solutions (50 ppm and 200 ppm) on HGF was lower than that of 0.2% CHX,

and their antimicrobial efficacy was higher.

Keywords: Hypochlorous acid, chlorhexidine, fibroblasts, cytotoxicity, in vitro



3. GIRIS ve AMAC

Antimikrobiyal ajanlar dis hekimliginde, 6zellikle de periodontolojide, dental plak kontrolii ve
dis eti iltihabinin tedavisinde ve ayrica implant ya da dis ¢ekimi gibi oral ve periodontal cerrahi
islemleri Oncesi ve sonrasinda yardimci ajan olarak siklikla kullanilmaktadir (Drisko, 2001,
Fives-Taylor ve ark., 1999; Petersilka ve ark., 2002; Quirynen ve ark., 2002). Ayni1 zamanda,
agiz kurulugu veya proteze bagl gelisen kandida enfeksiyonlarinda, hiperplazi, mukozitis
varliginda, bakteriyemi ve agiz enfeksiyonlari riski tasiyan hastalarda koruyucu ve tedavi edici
ajan olarak antimikrobiyallerin kullanim1 6nerilmektedir (Coelho ve ark., 2020; Muller ve ark.,
2017).

Klorheksidin  (KH), dis hekimliginde, agiz boslugunda dental plak olusumunun
engellenmesinde, dis eti iltihab1 ve periodontitiste mekanik periodontal tedaviye yardimci
olarak, cerrahi operasyonlardan sonra gelisebilecek enfeksiyonlarin ve diger oral
enfeksiyonlarin Onlenmesinde ve tedavisinde yaygin olarak kullanilan etkili bir oral
antimikrobiyal ajandir (Fardal & Turnbull, 1986). Gram pozitiflerde daha etkili olmak iizere
hem gram pozitif hem de gram negatif aerob ve anaerob bakterilere, mantarlara, dermofitlere
ve bazi lipofilik viriislere karsi etkin genis bir spektruma sahiptir (Hennessey, 1973; Russell,
1990). KH, mikrobiyal dental plak (MDP) fizerindeki onemli etkinliginden dolay1 dis
hekimliginde altin standart olarak kabul edilmektedir (Neely, 2012). Bununla birlikte, uzun
stireli kullanildiginda yan etki olarak dislerde, dilde ve agiz i¢i restorasyonlarda sari-kahverengi
renklenmelere neden oldugu, dis tast olusumunu artirdigi, tat bozukluguna yol agtig1 ve oral
mukozada yanma hissi olusturdugu literatiirde gosterilmistir (Tartaglia ve ark., 2019; Zanatta
ve ark., 2010). KH kullanimi; doku nekrozu, enflamatuar reaksiyonlar ve rejenerasyon
inhibisyonu ile iligkilendirilmistir (Coelho ve ark., 2020). Ozellikle iyilesme siiresince dokular
tizerindeki olumsuz etkileri gézoniine alindiginda, KH’nin etkin bir tedavi amaciyla antiseptik

ve antimikrobiyal ajan olarak giivenle kullanilabilirligi sorgulanmaktadir.

Hipoklordz asit (HOCI), fagositoz sirasinda notrofil tarafindan sentezlenen ve tiim
mikroorganizmalarin yok edilmesinde aktif rol oynayan fizyolojik bir molekiildiir (Pullar ve
ark., 2000). In vitro kosullarda, sodyum hipoklorit ve hidrojen peroksitin tersiner reaksiyonu
ile iretilen antiseptik bir soliisyondur (Levine, 2013). Cok ¢esitli bakteriyel, viral ve fungal
patojenlere karsi oldukca etkili oldugu gosterilmistir (Armstrong ve ark., 2015). Yapilan
caligmalarda, HOCI soliisyonunun konsantrasyona bagli olarak enflamatuar yaniti modiile

edebildigi, fibroblastlar ve keratinositlerin hasarli alana gociinii etkiledigi, diisiik



konsantrasyonlarda bile bakterisit etki gosterdigi ve biyofilmi eredike ettigi gosterilmistir
(Sakarya ve ark., 2014; Sam & Lu, 2009). Tibbin bir¢ok alaninda; agik yaralarin temizlenmesi
ve debridmaninda, mikroorganizmalarin uzaklastirilmasinda, kronik yaralarda, diyabetik ayak
iilserlerinde, cerrahi yaralarda, agiz-burun-bogaz ve dudak iilserlerinde ve nazal ve bogaz
enfeksiyonlarinda yara bakim soliisyonu olarak kullanilmaktadir (Armstrong ve ark., 2015).
Tipta ideal bir yara bakim soliisyonu olarak kullanilmasi, agiz igerisinde bir biyofilm
enfeksiyonu olan periodontal enfeksiyonlarda da kullanilabilecegi goriisiinii dogurmustur.
HOC/I’nin sistemik ve gastrointestinal etkilerini degerlendirmek ve gargara olarak
kullanildiginda istemeden yutulmasi durumunda ne olacagini arastirmak igin bir hayvan
calismasi yapilmistir (Morita ve ark., 2011). Farelere igme suyu olarak HOCI suyu verilmis ve
ardindan agiz boslugunun gorsel muayenesinde, histopatolojik ve sistemik degerlendirmelerde
anormal bulgular saptanmadigi belirtilmistir. Literatirde KH ile kiyaslandigi Klinik bir
caligmada (Kim & Nam, 2018), hastalara 1 dk boyunca agiz gargarasi olarak 10-30 ppm HOCI,
%0.005’lik KH kullandirilmis ve bakilan klinik parametrelerde (halitosis, dental c¢liriik
aktivitesi ve bakteri tiirleri ve hareketliligi) HOCI kullanan grup lehine sonuglar elde edilmistir.
Veriler dogrultusunda HOCI kullaniminin  agiz hastaliklarinin ~ dnlenmesine  katki

saglayabilecegi ileri stiriilmiigtiir.

Calismamizda, hipoklordz asidin antimikrobiyal ve sagligi koruyucu bir ajan olarak agiz
icerisinde kullanilabilirliginin aydinlatilmasi amaciyla farkli konsantrasyonlardaki HOCI
soliisyonlarinin (50 ve 200 ppm) insan dis eti fibroblastlar1 (IDF) iizerindeki sitotoksik
etkilerinin ve agiz i¢i hastaliklarinda aktif rol oynayan Aggregatibacter actinomycetemcomitans
ve Candida albicans mikroorganizmalar1 tizerindeki antimikrobiyal etkilerinin 30 s, 2 dk, 1 sa

ve 24 sa olarak belirlenen zamanlarda KH ile kiyaslanarak incelenmesi hedeflendi.



4. GENEL BILGILER

4.1. Periodonsiyum

Periodonsiyum; dis eti, periodontal ligament, sement ve alveol kemiginden olusan dislerin
etrafinda yer alan destekleyici dokulardir (Sekil 1). Periodonsiyum, dislerin ¢ene kemigine
sabitlenmesi, c¢igneme islevi esnasinda dis tizerine gelen basinglara direng gosterme, dis
cevresinde biriken mikroorganizmalarin derin dokulara ulasmasinin engellenmesi gibi 6nemli

islevlere sahiptir (Schroeder, 1986).

— Diseti

Sement

Periodontal
ligament

Alveol
kemigi

Sekil 1. Periodonsiyumun yapist (Schroeder,
1986°dan yararlanilarak hazirlanmistir)

4.1.1. Dis eti

Dis etinin yapist, disleri mikroorganizma ve zararl ajanlara kars1 korumak tizerine kurulmustur.
Dis eti kenari, yapisik dis eti ve interdental dis eti olmak iizere ii¢ boliimden olugmaktadir
(Ainamo & Talari, 1976). Saglikli dis eti, alveoler kemigi ve dislerin kok yiizeyini mine-sement
birlesiminin koronali hizasina kadar orten, tikiz formda bir yapidir. Histolojik olarak ¢ok katli
yass1 epitel ve altindaki lamina propria adi verilen bag dokusundan olugmaktadir (Lindhe ve
ark., 2015).

Dis eti epiteli, agiz ortamu ile derin dokular arasinda yar1 gegirgen bir bariyer gorevi goriir.
Temel hiicreleri keratinositler olmakla birlikte, yapisinda Langerhans hiicreleri, Merkel

hiicreleri ve melanositleri de bulundurur (Schroeder & Theilade, 1966). Dis eti epiteli, bag


https://tr.wikipedia.org/wiki/Di%C5%9F

dokusuna bazal lamina ile baglanmaktadir. Bazal lamina, lamina lusida ve lamina densa olmak
tizere iki boliimden olusur. Lamina lusida, epitel hiicrelerinin hemidesmozomlar ile bazal
laminaya baglandigi bolgedir ve laminin glikoproteinleri agisindan zengindir. Lamina densa ise
bazal laminanin bag dokusuna bakan kismudir, tip IV kolajen ag¢isindan zengindir. Kolajen
lifler, dis eti epiteli ile bag dokusu arasindaki baglantinin saglanmasinda rol oynar (Fiorellini
& Stathopoulou, 2015; Romanos & Bernimoulin, 1990).

Lamina propria temel olarak, kolajen lifler (%60), damarlar ve sinirler (%35), fibroblastlar
(%5) ve hiicre dis1 matriksden (HDM) olusmaktadir. Esas hiicreleri ise fibroblastlardir (Lindhe
ve ark., 2015). HDM, bag dokusu hiicrelerinin gémiilii oldugu ortamdir ve bag dokusunun
normal fonksiyonunun siirdiiriilmesi i¢in esastir. Ana bilesenleri, glikozaminoglikanlar,
proteoglikanlar ve glikoproteinlerdir. Suyun, elektrolitlerin, besinlerin ve metabolitlerin
hiicrelere taginmasi, hiicre gocii ve hiicre-hiicre etkilesimleri gibi temel olaylari diizenler
(Lindhe ve ark., 2015). HDM ig¢inde kolajen, retikiiler ve elastik bag dokusu lifleri
bulunmaktadir, en sik goriilen kolajenler tip I ve tip III’tiir. Tip | kolajen, lamina propria
hacminin ¢ogunu olusturur ve dis etinde gerilme kuvvetlerine karsi dayaniklilik saglar

(Mariotti, 1993).
4.1.2. Periodontal ligament

Periodontal ligament, sement ile alveol kemigini birbirine baglayan, fibr6z bag dokusu
yapisinda olan, hiicresel agidan zengin bir dokudur. Kolajen lifleri ile disi alveol kemigine
baglayic1 temel destek islevinin yani sira, yine bu lifler araciligiyla dise gelen kuvvetlerin
olusturdugu soku absorbe edebilme 6zelligi tasimaktadir (Fiorellini & Stathopoulou, 2015;
McKee ve ark., 1996).

Periodontal ligamentin esas yapisini periodontal lifler olusturur. Temel olarak tip I, daha az
olarak tip Il ve XII kolajen liflerden olusan periodontal lifler, anatomik yerlesimlerine gore alt
gruplara ayrilir; transseptal lifler, alveolar kret lifleri, horizontal lifler, oblik lifler, apikal lifler,
interradikiiler lifler (Lindhe ve ark., 2015). Ayn1 zamanda, alveol kemigi ile sement arasinda
uzanan, kemik tarafinda sement tarafina gore daha kalin ve kalsifiye olan Sharpey lifleri de
bulunur. Periodontal ligament, alveol kemigine komsu distal yiizeyine yeni kemik yi1gilmasi ve
bag dokusu liflerinin yenilenmesi ile siirekli olarak yeniden bigimlenir (Fiorellini &

Stathopoulou, 2015).

Periodontal ligament, bag dokusu hiicreleri, epitelyal kalint1 hiicreleri, immiin sistem hiicreleri
ve norovaskiiler sistemle ilgili hiicreleri igerir (Berkovitz & Shore, 1982). Esas hiicrelerini

fibroblastlar olustururken, osteoblast, osteoklast, sementoblast, odontoklast, nétrofil, lenfosit,
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makrofaj, farklilasmamis bag dokusu hiicreleri ve Malessez epitel artiklarini da igcermektedir
(Fiorellini & Stathopoulou, 2015). Enflamasyon, tamir ve rejenerasyon durumlarinda bu
hiicreler sement ve alveol kemiginin yapim/yikim mekanizmasinda énemli rol oynar (Benatti
ve ark., 2007). Zengin vaskiiler yapisi sayesinde dis ve ¢evresindeki dokularin beslenmesine
katkida bulunur (McCulloch & Melcher, 1983). igerigindeki kok hiicreler, ¢ogunlukla
perivaskiiler yerlesimlidir ve rejeneratif tip yaklagimlari igin biiylik umut vaadetmektedir

(Rincon ve ark., 2006).
4.1.3. Sement

Sement, dislerin anatomik kok yiizeyini kaplayan, kalsifiye yapida, 6zellesmis mineralize bir
dokudur. Yaklasik olarak %50’si hidroksiapatit ve diger %50’si kolajen ve kolajen olmayan
proteinlerden olusur. Olgun sementin protein salgilar;, IDF’lerin ve periodontal ligament
hiicrelerinin yapismasini ve gogiinii artirir, protein sentezini uyarir (Saygin ve ark., 2000).
Piirtizlii ylizey yapisi ile periodontal ligament fibrillerinin kdk yiizeyine siki bir sekilde
yapigsmasint saglar ve disi destekler. Ayrica, kok ylizeyinde hasar olugsmasi sonrasi tamir

mekanizmasini baglatir (Lindhe ve ark., 2015).

Kalsifiye interfibriller matriks, kolajen fibriller ve diger organik maddelerden olusan, hiicreli
sement ve hiicresiz sement olmak {iizere iki tip sement dokusu bulunmaktadir (Fiorellini &
Stathopoulou, 2015). Hiicresiz sement, ilk olusan sementtir; kokiin yaklasik olarak servikal
2/3’1inii kaplar ve hiicre igermez. Sharpey lifleri, hiicresiz sementin ¢ogunu olusturur ve disi
desteklemede temel rol oynar (Simpson, 1965). Hiicreli sement, dis okluzal seviyeye ulastiktan
sonra olusur ve sementosit hiicrelerini igerir. Hiicreli sement, hiicresiz sementten daha az
kalsifiye yapidadir ve daha az Sharpey lifi icerir (Selvig, 1965). Sharpey lifleri, sementin
organik matriksi icerisine gomiilii bulunan ekstrinsik kolajen fibrillerinin ana kaynagidir ve
intrinsik kolajen fibrilleri ise sement dokusunu olusturan sementoblastlar tarafindan sentezlenir.
Bu fibriller, sementin dayanikliligina ve esnekligine katkida bulunur. Sementoblastlar ayrica
proteoglikanlar, glikoproteinler ve fosfoproteinler gibi interfibriller temel maddenin kolajen

dis1 bilesenlerini olustururlar (Fiorellini & Stathopoulou, 2015).

Sement, kemik dokusu gibi kan damari, lenf damar1 veya sinir icermez. Ayrica, sement
normalde fizyolojik rezorpsiyon veya remodeling siirecine girmez. Bunun yerine, hayat boyu

devam eden bir depozisyon siirecine sahiptir (Colard ve ark., 2016; Lindhe ve ark., 2015).



4.1.4. Alveol kemigi

Maksilla ve mandibulada, dislerin koklerini gevreleyen ve destekleyen kisim alveolar proses
veya alveol kemigi olarak bilinir. Alveol kemigi, ¢enelerde bazal kemigin uzantisi olarak devam
eder ve dislerin gelisimi ve siirmesi ile sekillenir (Sekil 2). Ana fonksiyonu, sement ve
periodontal ligament ile birlikte dis-¢ene kemigi baglantisin1 saglamak ve disler iizerine gelen

kuvvetleri karsilayip dagitmaktir (Sodek & McKee, 2000).

Alveol kemigi; alveol soket kemigi ve destek kemik olmak iizere iki béliimden olusur. Alveol
soket kemigi, dislerin soketini ¢evreleyen ince kortikal kemik tabakasidir. Periodontal liflerin
baglanmasini ve ndrovaskiiler demetlerin alveol kemiginin merkezine (siingerimsi kemige)
ulagimini saglayan, kribriform tabaka olarak adlandirilan, delikli bir yapidadir. Radyolojik
goriintlisii radyoopak ¢izgi seklindedir ve lamina dura olarak adlandirilir. Destek kemik,
alveolar soket kemigini ¢evreler ve sokete destek saglar. Bukkal ve lingual kortikal kemik ve
arasinda kalan siingerimsi kemikten olusmaktadir. Kortikal kemik ve alveol soket kemigi,
kompakt lameller ve havers sistemleri (osteonlar) igerir. Osteonlarin ortasinda bulunan havers
kanallari, kemik matriksi boyunca uzanir ve i¢inde nérovaskiiler yapilart bulundurur (Fiorellini
& Stathopoulou, 2015).

. ) Alveol
Kortikal kemik ——- kemigi
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Siingerimsi kemik ° X
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Sekil 2. Insan ¢ene kemiginden bir kesit (Fiorellini ve
ark., 2015’ten yararlanilarak hazirlanmistir)



Alveol kemiginin yapisinin yaklasik 2/3’4 inorganik, 1/3’i organik madde ve sudan
olusmaktadir. inorganik madde esas olarak kalsiyum ve fosfat mineralleri ile hidroksil,
karbonat, sitrat ve sodyum, magnezyum ve flor gibi elementler icerir. Mineral tuzlari, ultra
mikroskopik boyutta hidroksiapatit kristalleri seklindedir ve yaklasik olarak kemik yapisinin
ticte ikisini olusturur (Glimcher, 1987). Organik madde, biiyiik 6lgtide tip | kolajen (%90) ile
birlikte az miktarda osteokalsin, osteonektin, kemik morfogenetik proteini, fosfoproteinler ve
proteoglikanlar gibi kolajen dis1 proteinlerden olusur (Miller, 1984).

Alveol kemigi, osteoblast, osteoklast, osteosit ve osteoprogenitor gibi 6zellesmis hiicre tipleri
igerir. Osteoprogenitor hiicreler, mezenkimal kokenlidir ve embriyolojik gelisim siirecinde
farklilasarak osteoblastlara doniisiirler. Osteoblastlar, kalsiyum ve diger mineralleri igeren
organik matriksi sentezleyerek kemik olusumunu saglarlar, daha sonra lakunalar igine
yerleserek osteositlere dontisiirler (Fiorellini & Stathopoulou, 2015). Alveol kemigi dokusu,
fonksiyonel ihtiyaglara gore, yasam boyu kemik olusumu ve rezorpsiyon olaylarinin devam
ettigi dinamik bir dokudur. Kemigin rezorpsiyonu, kemik iligi kokenli ¢ok ¢ekirdekli biiyiik
hiicreler olan osteoklastlar tarafindan gerceklestirilir. Kemikte rezorpsiyon ve apozisyon
dengesinde hem lokal hem de hormonal (6rn; paratiroid hormonu, kalsitonin, D3 vitamini)
faktorler rol oynar (Sodek & McKee, 2000; Wiesmann ve ark., 2005).

4.2. Dis Eti Fibroblastlar:

IDF, dis eti bag dokusu ve periodontal ligamentin temel hiicreleridir ve fonksiyonlar1 ve
farklilagsma kabiliyetleri ile periodonsiyumun tamir ve rejenerasyonunda onemli rol oynar
(Naruishi ve ark., 1999). Kolajen gibi HDM bilesenlerinin salgilanmasi ve pargalanmasi
yoluyla bag dokusunun homeostazini korur (Birkedal-Hansen, 1993b). Fibroblastlar, kolajen
ve elastik liflerin yani sira, hiicre biiyiimesi ve farklilagsmasini etkileyen biliylime faktorlerini,
esas madde ve HDM glikoproteinlerini ve glikozaminoglikanlarini sentezler. Ayni zamanda,
fagositoz ve proteazlar ile kolajenazlarin salgilanmasi yoluyla, HDM ve kemik kolajen

matriksinin yitkimini diizenler (Fiorellini & Stathopoulou, 2015)

Fibroblastlar, mezenkimal kokenlidir ve mikroskobik olarak genellikle kiiresel ve merkezde
konumlanmis ¢ekirdekleri olan, igsi veya ince uzun formda gozlenen hiicrelerdir.
Sitoplazmalar1 genellikle mitokondri, vakuol ve vezikiil a¢isindan zengindir (Bartold ve ark.,
2000). Aktiviteleriyle orantili olarak (6zellikle HDM bilesenlerini ve lifleri tirettigi, biiylime
slireci veya yara iyilesmesi gibi durumlarda) belirgin Golgi aygit1 ve graniillii endoplazmik
retikulum keseleri oldugu goézlenir (Bartold ve ark., 2000; Gartner & Hiatt, 2001). Hiicre igi

mikrofilamentler, hareketli olmayan fibroblastlarda seyrektir, ancak hiicre gd¢iiniin



aktivasyonu tizerine belirgin hale gelir. Canli organizmalarda (in vivo), fibroblastlar
birbirleriyle nadiren temas halinde goriiliirler; bunun yerine HDM Kolajen ve diger
glikoproteinlere bagl olarak izole halde bulunurlar. In vitro kosullarda, bu hiicreler genellikle
goriintigleri agisindan biraz farklilik gosterirler ve intraselliiler mikrofilamentlerin ve liflerin
ekspresyonunun artmast ile birlikte gegit baglantilar: (gap junctionlar) araciligiyla yakin hiicre-
hiicre temasi goriiliir (Pinto da Silva & Gilula, 1972) (Sekil 3).

Sekil 3. Insan dis eti fibroblast hiicrelerinin in vitro
kosullarda 151k mikroskobu goriintiisii

Fibroblastlar ¢evrelerine ¢ok duyarli hiicrelerdir ve 6zellikle HDM, biiyiime faktorleri veya
sitokinlerdeki degisikliklere karsi son derece hassastirlar. Bu hiicreler, parakrin sinyallere yanit
vermelerinin yani sira, otonom bir sekilde hiicre aktivitesini belirleyen bir dizi biiytime faktorii,
sitokin ve metabolik {irlin sentezleyip salgilayabilirler. Fibroblastlarin diizenleyici
mekanizmalar1 bir nedenden dolayr bozulursa, bag dokusunun net kazanci veya kaybi

sonucunda asir1 biiylime veya doku yikimi meydana gelebilir (Bartold ve ark., 2000).
4.3. Periodontal Hastalhiklar

Periodontal hastaliklar; dis yiizeyinde patojen mikroorganizmalarin kolonize olmasi, gevre
dokulara invazyonu ve bunlara bagh olarak periodontal dokularda gelisen enflamasyon ve
yikim ile karakterize, ¢ok faktorlii hastaliklardir (Albandar, 2011; Armitage, 1999; Ship &
Beck, 1996).
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Periodontal hastaliklarin, uluslararasi kabul goérmiis en son smiflandirmasi, 2018 yilinda
Amerikan Periodontoloji Akademisi ve Avrupa Periodontoloji Federasyonu tarafindan
yayimlanmistir (Caton ve ark., 2018). Bu siniflandirmaya gore, dis eti hastaliklari; dental plak
biyofilm kaynakli gingivitis (Sekil 4) ve dental plak biyofilm kaynakli olmayan dis eti
hastaliklar1 (Sekil 5) olmak tizere iki kategoride incelenebilir. Dental plak biyofilm kaynakli
olmayan dis eti hastaliklar;; plak tarafindan olusturulmayan ve genellikle plagin
kaldirilmasindan sonra ¢6ziilmeyen ¢esitli durumlart ifade eder. Bu lezyonlar, sistemik bir
durumun belirtisi veya sadece agiz boslugunda lokalize olan hastaliklar olabilir (Holmstrup ve
ark., 2018). Dental plak biyofilmi kaynakli olmayan dis eti hastaliklari, plak biyofilminden
kaynaklanmasa da, klinik belirtilerin siddeti genellikle plagin birikmesi ve ardindan gingivitis
gelismesi ile iligkilidir (Stone ve ark., 2015).

Sekil 4. Dental plak biyofilm kaynakli gingivitis vakasi

Sekil 5. Eritem ve deskuamasyon ile karakterize
pemfigus vulgaris vakasi
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Gingivitis, dental plak biyofilmi ile konak immiin-enflamatuar yanitinin etkilesiminden
kaynaklanan bir enflamatuar lezyondur. Bu lezyon dis eti ile sinirli kalir ve periodontal
atasmana (sement, periodontal ligament ve alveol kemigi) yayilmaz. Bu sekilde dis eti
siirlarinda kalan ve mukogingival sinirin 6tesine yayilmayan enflamasyonlarin, supra ve
subgingival alandaki dental plak miktarinin azaltilmasi sonucu dokudaki iyilesme ile geri

donebildigi goriilmektedir (Chapple ve ark., 2018).

Dental plak biyofilmine bagli olarak gelisen gingival enflamasyonun, dis ¢evresindeki saglikli
veya azalmis periodonsiyumda veya periodontitis teshisi konulmus hastalarda meydana gelip

gelmedigine gore siniflandirilabilecegi belirtilmektedir (Chapple ve ark., 2018):

a. Saglikli periodonsiyumda gingivitis
b. Periodontitis olmayan bir hastada azalmis periodonsiyumda gingivitis (Orn: Dis eti
¢ekilmesi, kron boyu uzatma operasyonu sonrasi)

c. Basariyla tedavi edilmis bir periodontitis hastasinda azalmis periodonsiyumda gingivitis

Dis eti ¢ekilmesi olan veya aktif periodontal tedaviyi takip eden destekleyici periodontal bakim
tedavisi altindaki hastalarda, bag dokusu atagsmaninda ve alveol kemigi yiiksekliginde azalma
gozlenirken klinik olarak herhangi bir enflamasyon belirtisi goriilmeyebilir. Bu durum azalmis
periodonsiyumda klinik gingival saglik olarak tanimlanir. Azalmis periodonsiyumda gingivitis
ise, bu hastalarda dis etinde plaga bagli enflamasyonun tekrar olugmasi ile karakterizedir ancak

ilerleyici atasman kaybi1 goriilmez (American Academy of Periodontology, 2015) (Sekil 6).

Sekil 6. Tedavi edilmis bir periodontitis hastasinda azalmis
periodonsiyumda gingivitis vakasi
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En yaygin periodontal hastalik formu olarak goriilen gingivitis, enflamatuar siirecin
periodonsiyuma ilerlemesi ile periodontitise doniisebilir. Gingivitis, periodontitis gelisimi i¢in
bir 6n kosul ve ana risk faktoriidiir. Periodontitis, destek alveol kemiginin ve bag dokusu
atagsmaninin ilerleyici yikimi ile karakterize, periodontal cep varligi ve dis eti kanamasi ile
kendini gosteren, kompleks subgingival mikrobiyal plagin sebep oldugu, kronik iltihabi bir
hastaliktir (Anderegg ve ark., 1995; Papapanou ve ark., 2018) (Sekil 7). Tedavi edilmezse dis

kaybina yol agabilir, ancak cogu durumda 6nlenebilir ve tedavi edilebilir.

Sekil 7. Periodontitis vakast

Enflamasyon nedeniyle periodontal doku desteginin kaybi, periodontitisin birincil dzelligidir.
Bir hastanin periodontitis vakasi olarak tanimlanabilmesi i¢in; iki ya da daha fazla bitisik
olmayan diste interproksimal klinik atasman kayb1 (KAK) 6l¢iimii >2 mm olmal1 veya en az
iki diste bukkal ya da oral ylizeylerde >3 mm cep olusumu ile birlikte >3 mm KAK
gozlenmelidir. Ancak gozlemlenen KAK asagidaki nedenlerle olusmussa periodontitis ile

iliskilendirilmemelidir (Holtfreter ve ark., 2015):

e Travma kokenli dis eti ¢ekilmesi,

e Disin servikal bolgesine kadar uzanan dis ¢iiriig,

e Ikinci molarm distalinde, iigiincii molarin malpozisyonu veya ¢ekimi ile iliskili KAK
varligi,

e Marjinal periodonsiyumdan drene olan endodontik bir lezyon,

o Vertikal kok kirig1 varligi.
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En son yayinlanan periodontal hastalik siniflamasinda, patofizyoloji temel alinarak, {i¢ farkl

periodontitis formu tanimlanmistir (Caton ve ark., 2018):

a. Nekrotizan periodontal hastaliklar
b. Sistemik hastaliklarin belirtisi olan periodontitis

c. Periodontitis

Periodontitis vakalari, evreleme (evre I, 11, 111, V) ve derecelendirme (derece A, B, C) sistemine
dayali olarak siniflandirilmistir (Tonetti ve ark., 2018). Evreleme, hastaligin siddeti ve
karmasikligi ile iligkilidir ve ayrica dentisyon iginde hastaligin yaygmnligi ve dagilimini
tanimlar. Dereceleme ise, periodontitis ilerleme hizinin ge¢gmise dayali analizi ve bununla
birlikte, ilerleme riskinin degerlendirilmesi, tedavinin olasi kotii sonuglarinin analizi ve
hastaligin veya tedavisinin hastanin genel sagligini1 olumsuz etkileme riskinin degerlendirilmesi

gibi hastaligin biyolojik 6zellikleri hakkinda ek bilgi saglar .

Periodontitis, insanlarin en yaygin kronik enflamatuar bulasici olmayan hastaligidir. Global
Burden of Disease 2010 galismasina gore, siddetli periodontitisin yasa gore standardize edilmis
kiiresel prevalans1 1990-2010 yillari arasinda %11,2 olarak (Kassebaum ve ark., 2014) ve 2015
caligmasinda ise siddetli periodontitis prevalanst %7,4 olarak gosterilmistir (Kassebaum ve
ark., 2017). Periodontitisin daha hafif formlarinin prevalansi ise %50'ye kadar ¢ikabilmektedir
(Billings ve ark., 2018). Periodontitis, yiiksek yaygimnligi nedeniyle 6nemli bir halk sagligi
sorunudur. Dis kaybu ile birlikte ¢igneme fonksiyonunu ve estetigi olumsuz yonde etkileyerek
bireyin yasam kalitesini 6nemli olglide bozar (Tonetti ve ark., 2017). Ayrica periodontitis,
diyabet (Sanz ve ark., 2018), kardiyovaskiiler hastaliklar (Tonetti ve ark., 2013) ve prematiire
o6liim dahil olmak tizere istenmeyen gebelik sonuglari (Sanz ve ark., 2013) gibi bir dizi sistemik
hastalik ile iliskilidir.

Periodontal hastaliklarin etiyolojisi olduk¢a karmasiktir. MDP ve agiz boslugunda bulunan
patojen mikroorganizmalar, periodontal dokularda hastaliga neden olan baslica etiyolojik
faktorler olarak kabul edilir (Sanz ve ark., 2020; Socransky & Haffajee, 1992). Periodontal
ceplere yerlesen mikroorganizmalar periodontitis gelisiminden sorumlu olmakla birlikte,
konagin mikrobiyal yiike karst verdigi immiin yanit, ¢evresel, genetik ve kazanilmis risk
faktorleri, hastaligin siddetinin ve hizinin belirlenmesinde biiyiik 6neme sahiptir. Bu faktorler
arasinda sigara kullanimi ve diyabet basta olmak flizere, genetik yatkinlik, hormonal
degisiklikler, stres ve bazi ilaglar sayilabilir (Ebersole ve ark., 2013; Han ve ark., 2007; Page &

Kornman, 1997). Sigara kullanimmin giinde 10 adet veya daha fazla olmasi ve diyabet
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hastalarinda  hemoglobin  Alc (HbAlc) seviyesinin  >%7,0 olmasi, hastaligin

derecelendirilmesinde bir belirtectir (Tonetti ve ark., 2018).
4.4. Periodontal Patojenler

Periodontal hastaliklarin mikrobiyolojisini tam olarak tanimlamak zor olsa da, yapilan
calismalar bazi patojenlerin 6nemine isaret etmektedir (Slots & Rams, 1991; Socransky &
Haffajee, 1992; Socransky ve ark., 2002; Wolff ve ark., 1994).

A. actinomycetemcomitans, Tannerella forsythia, Treponema denticola ve Porphyromonas
gingivalis patojenlerinin periodontal hastalikta primer etiyolojik ajan oldugu, bu patojenlerin
hastaligin durumu, ilerleyisi ve tedavi basarisi ile giiclii iliski iginde oldugu kabul edilmistir

(Socransky ve ark., 1998).

Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens, Camphylobacter rectus, Parvimonas micra,
Fusobacterium nucleatum, Eubacterium nodatum ve diger gesitli spiroketler de 6nemli oldugu
diisiiniilen ikinci mikroorganizma grubudur, yeterli sayida bulunduklarinda periodontal hastalik

etiyolojisinde rol oynadiklar goriilmistiir (Socransky ve ark., 1998).

Periodontal hastalik etiyolojisindeki rollerine dair kanitlarmn  elde edildigi diger
mikroorganizmalar arasinda ise Eikenella corrodens, enterik basiller, pseudomonaslar,
selenomonaslar, stafilokoklar, &zellikle C. albicans olmak {izere bazi mantarlar ve

herpesviriisler bulunur (Contreras & Slots, 2000; Haffajee & Socransky, 1994).

Periodontal patojenler dis yiizeyine, periodonsiyum bilesenlerine ve bu yiizeylere tutunmus
diger mikroorganizmalara tutunarak kolonize olmakta ve biyofilm formasyonu olusturmaktadir
(Costerton ve ark., 1995). Bu periodontopatojenler, proteolitik enzimleri ile veya enzim ve
lipopolisakkaritler gibi viriilans faktorleri araciligiyla uyardiklari konak hiicrelerinden doku
yikim enzimlerinin salinmasina sebep olarak doku yikimma neden olurlar. Ayrica,
periodonsiyumun savunmast olan enflamasyon sirasinda harekete gecen lenfosit ve makrofaj
gibi bagisiklik sistemi hiicrelerinden salinan sitokinler bir siire sonra doku yikimlarini

beraberinde getirir (Birkedal-Hansen, 1993a; Lindhe ve ark., 1966; Loe ve ark., 1978).
4.4.1. Aggregatibacter actinomycetemcomitans

A. actinomycetemcomitans, fakiiltatif anaerobik, kapnofilik ve mikroaerofilik olarak tarif
edilen, tek basina veya gruplar halinde biiyiiyebilen, hareketsiz, ufak, gram negatif kokobasildir
(Henderson ve ark., 2010). Amorf yiizeyi ve ylizey uzantilar1 sayesinde, komsu hiicrelere

baglanabilen ve bukkal epitel hiicrelerinde kolonize olabilen bir o6zellik gostermektedir
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(Zambon, 1985). Eskiden Actinobacillus actinomycetemcomitans olarak adlandirilmakta iken
daha sonra Aggregatibacter actinomycetemcomitans olarak yeniden isimlendirilmistir
(Norskov-Lauritsen & Kilian, 2006).

A. actinomycetemcomitans'in suslar1 arasinda goriilen fenotipik varyasyonlar, patogenezde
farkliliga yol agabilmektedir. Bilinen yedi tip serotipi (serotip a-g) tamimlanmistir ve halen
serotip-spesifik polisakkarit antijen ekspresyonu olmadigi i¢in serotiplendirilemeyen suslari
bulunmaktadir (Takada ve ark., 2010; Zambon, Slots, ve ark., 1983). A. actinomycetemcomitans
serotiplerinin dagilimi, bireylerin cografi konumuna ve etnik kokenine gore degiskenlik
gosterebilmektedir. Serotip ¢, Asya ve Amerikan halkinda en sik rastlanilan gruptur ve hem
saglik hem de hastalikla iligkili bulunmustur. Finlandiya vakalarinda serotip a ve b siklikla
periodontal hastalik durumunda izole edilirken, serotip ¢ periodontal olarak saglikli vakalarda
izole edilir (Asikainen, Lai, ve ark., 1991). Bununla birlikte bu serotip paterni Kore ve Japonya
vakalarinda gozlenmezken, aksine serotip c’ye siklikla periodontal patoloji bulunan 6rneklerde
rastlanmistir (Chung ve ark., 1989; Saito ve ark., 1993; Yoshida ve ark., 2003). Serotip d, e ve
f; serotip a, b ve ¢’ye kiyasla daha az siklikla gézlenmektedir (Dogan ve ark., 1999; Mombelli
ve ark., 1999). Omegin; serotip d, e ve f'ye Brezilya popiilasyonunda ve 35 yasindan kiigiik
bireylerde farkli periodontitis formlarina sahip Tayvan vakalarinda rastlanmamigtir (Teixeira
ve ark., 2006; Yang ve ark., 2004). Serotip b ise, Avrupada en sik rastlanilan ve genel olarak
hastalikli bolgelerde en gok saptanilan tiptir. Literatiire bakildiginda, gogunlukla serotip b, ¢ ve
e’nin hastalikla, serotip a’nin ise saglikla iliskili oldugu sdylenebilir (Asikainen, Lai, ve ark.,
1991; Cortelli ve ark., 2012; Dogan ve ark., 2003; Kaplan ve ark., 2001; T. S. Kim ve ark.,
2009; Mekalanos, 1992). A. actinomycetemcomitans serotipleri dogada klonal olarak bulunur
ve viriilans klonal tipleri hastalik prevalansini etkilemektedir (Kachlany, 2010; Kilian ve ark.,
2006). Afrika kokenli Amerikalilar ve Fasli bireylerde yapilan ¢alismalarda, serotip b JP2
klonunun 16kotoksin tiretimini yiiksek miktarda artirdig1 gézlenmistir. Plakta JP2 klonunun
bulunmasi ile lokalize agresif periodontitis goriilme riski arasinda gii¢lii bir iligki bulunmustur
(Ennibi ve ark., 2012; Haubek ve ark., 1996; Kilian ve ark., 2006). Cortelli ve ark. (2005)’1n
yaptigi bir ¢alisma ile A. actinomycetemcomitans’nin 16kotoksik suslarinin agresif
periodontitiste kronik periodontitise oranla daha fazla goriildiigii Brezilya popiilasyonunda
dogrulanmistir (Cortelli ve ark., 2005). Aynm1 zamanda, A. actinomycetemcomitans'in tiim
serotiplerinde hiicre yiizeylerinden salinan 64 kDa agirliginda antijenik GroEL proteini (1s1 sok
proteini) iiretilir. GroEL proteininin osteoklastlari aktive ederek kemik yikimina neden oldugu
gosterilmistir (Kirby ve ark., 1995). Agiz ortaminda, birden fazla serotip ayni anda bulunabilir
ve A. actinomycetemcomitans suslariin ayni aile bireyleri arasinda gegis yapabilecegi
gosterilmistir (Asikainen ve ark., 1996; Dogan ve ark., 2008; Saarela ve ark., 1999).
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A. actinomycetemcomitans’in temel viriilans faktorii 16kotoksin, immiinodominant antijeni ise
lipopolisakkarittir. Diger viriilans faktorleri arasinda endotoksin, bakteriosin, fimbrialar,
immiinsiipresif faktorler, kolajenaz ve kemotaktik inhibisyon faktorleri sayilabilir (Page ve ark.,
1991). A. actinomycetemcomitans ilk olarak oral epitel yiizeyine tutunarak kolonize olur (Fine
ve ark., 2006). 6,5 kDa protein iireterek fimbrialar ile dis yiizeyine tutunup, bukkal epitel
hiicrelerden supragingival plaga hareket ettigi dislinlilmektedir. Fimbrialari, A.
actinomycetemcomitans’in tirettigi ekstraseliiler yiizey polisakkaridi olan polyglutamic acid ile
birlikte sert ylizeylere yapisir (Fine ve ark., 2006). A. actinomycetemcomitans ayni zamanda,
diger bakteri tiirlerinin kolonizasyonuna da agrege olabilir (Periasamy & Kolenbrander, 2009).
Sonug olarak A. actinomycetemcomitans, konak dokusu igine invazyon ve hiicre adezyonu
ozelligi ile bag dokusuna invaze olabilmekte, dil ve bukkal mukoza ile birlikte periodontal
yumusak dokulara yerlesebilmekte ve kemik yiizeyine kadar ilerleyebilmektedir (Asikainen,
Alaluusua, ve ark., 1991; Saglie ve ark., 1988). A. actinomycetemcomitans’in, ayni zamanda
damar duvarlarinda da bulunabildigi tespit edilmis ve aterom plagindan kiiltiir edilmistir
(Kozarov ve ark., 2005; Marques da Silva ve ark., 2005). Agiz boslugundan yayilarak
endokardite sebep olabilecegi ortaya konulmustur (Paturel ve ark., 2004). A
actinomycetemcomitans’in 16kotoksin ve sitoletal yayilma toksini de igeren potansiyel yikici
metabolit {ireterek hastaliga sebep oldugu bilinmektedir (Baehni ve ark., 1979; Saiki ve ark.,
2001; Shenker ve ark., 2001). Lokotoksin ile polimorfoniikleer 16kositleri, monositleri ve daha
yavas olmak kaydiyla lenfositleri 6ldiirebildigi gésterilmistir (Mangan ve ark., 1991; Rabie ve
ark., 1988; Taichman ve ark., 1991). Ayrica, l6kotoksinin bakterilerin fagositler tarafindan
alinmasint ve buna bagli olarak bakteriyel 6ldiirme siireclerini bloke edebildigi ortaya
konmustur (Johansson ve ark., 2003; Venketaraman ve ark., 2008). Apoptotik hiicre Sliimiinii
indiikleyerek 16kosit 6liimiine neden oldugu gosterilmistir (Arakawa ve ark., 2000; Kato ve
ark., 2000).

Periodontal hastaliklardan agresif periodontitis genellikle ergenlikte baslar, ailesel gecis s6z
konusudur ve hizli atagman kaybi ile karakterizedir (Armitage, 1999). Generalize ve lokalize
olmak tizere iki formu tamimlanmistir. Lokalize agresif periodontitis, 6zellikle kesici disler ve
birinci molarlar bolgesinde belirgin alveol kemigi yikimi ile goriiliir. Generalize formda ise pek
cok dis etkilenmektedir (Albandar, 2014). A. actinomycetemcomitans, bulunma siklig1 ve sayist
yiksek oldugundan, lokalize agresif periodontitisin primer etiyolojik ajani olarak
iliskilendirilmistir (Fine ve ark., 2007). Ancak giinimiizde bu bilgi tartismalidir. Bazi
calismalarda, lokalize agresif periodontitis hastalarinda periodontal lezyonlarin %97’sinde ve
dis eti dokusunda yikim olmus veya yikimin devam ettigi bolgelerde yiiksek A.

actinomycetemcomitans seviyeleri tespit edilirken, baz1 ¢aligmalarda ise lokalize agresif
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periodontitis hastalarinda A. actinomycetemcomitans’a hi¢ rastlanmadigi veya az miktarda da
olsa saglikli bolgelerden de izole edildigi tespit edilmistir (Albandar ve ark., 1997; Dogan ve
ark., 2003; Faveri ve ark., 2008; Lopez ve ark., 2011). A. actinomycetemcomitans ayni zamanda
erigskinlerde goriilen siddetli kronik periodontitis vakalarindan da izole edilmektedir, inatc1
periodontitisli ve erken baslayan periodontitisli hastalarin etiyolojisinde rol oynadigi
kanitlanmistir (Rodenburg ve ark., 1990; Slots ve ark., 1990; Zambon ve ark., 1996). Daha 6nce
"kronik" veya "agresif" olarak tanimlanan hastalik bi¢imlerinin, 2018’de, artik tek bir kategori
(periodontitis) altinda gruplandirildigi yeni bir periodontitis siniflandirilmasi benimsenmistir
(Papapanou ve ark., 2018; Tonetti ve ark., 2018). Patofizyolojisi ve tedavi ihtiyaci agisindan
periodontitisten farkli olarak smiflandirilabilmesi igin yeterli bilgi ve kanit olmadig: ileri
striilmistir (Fine ve ark., 2018; Needleman ve ark., 2018; Tonetti ve ark., 2018). Periodontal
tedavinin basaris1 ortamdaki mevcut A. actinomycetemcomitans miktarinin azaltilmasi veya
tamamen elimine edilmesi ile iliskilidir (Fives-Taylor ve ark., 1999). Van Winkelhoff ve ark.
(1992), 50 adet siddetli generalize periodontitisli eriskin vakayr ve 40 adet A.
actinomycetemcomitans kiiltiirii pozitif olan inat¢1 periodontitisli vakay1; supra ve subgingival
enstriimantasyon ve sistemik olarak amoksisilin + metronidazol ile destekleyerek tedavi
etmislerdir (van Winkelhoff ve ark., 1992). 90 vakanin sadece birinde tedaviden sonraki 3-9
ayda A. actinomycetemcomitans kiiltiirii pozitif ¢ikmistir ve 2 yillik takibi yapilabilen 48
vakanin ayni sekilde sadece birinde A. actinomycetemcomitans kiiltiiri pozitif olarak tespit
edilmistir (Pavicic ve ark., 1994). Neredeyse biitiin hastalarda tedavi sonrasi cep derinliginde
azalma ve atagman seviyesinde anlamli kazanimlar goriilmiistiir. Bahsedilen verilere ek olarak,
A. actinomycetemcomitans’a ayni zamanda periodontal olarak saglikli kisilerde ve bolgelerde

de rastlanmaktadir (Henderson ve ark., 2003; Zambon, Christersson, ve ark., 1983).

A. actinomycetemcomitans ile iliskili periodontitisin tedavisinde, supra ve subgingival
enstriimantasyon tek basina her zaman yeterli olmaz; A. actinomycetemcomitans’in konaga
invazyonu enstriimantasyon sonrasi re-infeksiyon i¢in uygun ortam olusturur, hiicreden
hiicreye ge¢isi kolaylastirarak bakterinin hizla gogalmasini saglar ve bu sekilde de yaygin doku
yikimi  gerceklesir. Tedavinin topikal antibiyotik ve antiseptiklerle veya sistemik

antibiyotiklerle desteklenmesi gerekebilir (Rams & Slots, 1996).
4.4.2. Candida albicans

Kandidalar, tek hiicreli, tomurcuklanma yontemi ile ¢ogalan ve hif olusturabilen, oval veya
yuvarlak sekilli maya morfolojisinde mantarlardir. Mantarlar aleminin Deuteromycota boliimii,
Blastomycetes sinifi ve Cryptococcoceae familyasina mensupturlar (Hazen & Howell, 2007).

Kandidalar, tomurcuklanarak tireyerek blastokonidya (blastospor) meydana getirirler.
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Blastokonidyalar, biiyliyerek olusturduklar1 yapiya gore gergek veya yalanci hif formu
olustururlar (Seneviratne ve ark., 2008). Blastosporlardan gelisen ve apikal yonde uzayan
hiflere ise ‘‘germ tlip’’ yani ‘‘¢cimlenme borusu’’ denir (Almeida & Scully, 2002). Kandidalarin
hayatta kalabilmek i¢in, ortamda besin azlig1 goriildiiglinde besin depolari olarak olusturduklari
yapiya da klamidospor denir. Yaklasik 200 adet kandida tiirii oldugu bilinmekle beraber,
bunlardan C. albicans basta olmak {izere, Candida glabrata, Candida parapsiliosis, Candida
tropicalis, Candida dubliniensis, Candida krusei ve Candida guilliermondii tiirleri en sik
rastlanan, tibbi 6neme sahip patojenler olarak sayilabilmektedir (Temiz ve ark., 2015). C.
albicans ve C. dubliniensis, diger tiirlerden farkli olarak ¢imlenme borusu olusturabilir ve
¢imlenme borusu testi ile kolaylikla ayirt edilebilir (Poulain, 2015). Ayni1 sekilde klamidospor
yapisi, C. albicans ve C. dubliniensis’in en belirgin 6zelliklerindendir ve diger kandida
tiirlerinde nadir olarak goriiliir. Bu olusumlar olumsuz kosullarda kandidalarin ortama adapte
olarak hayatta kalmalarini saglar (Williams & Lewis, 2000; Yiicel & Kantarcioglu, 1999).
Kandida tiirleri, normal floranin bir pargast olup, immiin yetersizlik gibi uygun kosullarin
varligi ile patojenik hale gelebilir ve firsatgr fungal enfeksiyona neden olurlar (Calderone,
2004).

C. albicans, fakiiltatif anaerob, dimorfik ve bifazik mantardir. Diger kandidalar gibi konaga
girmeden Once tek hiicrelidir ve maya fazindadir, buna Y fazi (yeast phase, saprofit faz) denir.
Konak dokuya temas ettikten bir siire sonra psddemicelyumlar gelistirerek hastalik yapan
fazina, M fazina (mycelial phase) gecerler (Misirligil, 2004). Maya-hif doniisiimii gosterdigi ve
bazi hidrolitik enzimleri iirettigi i¢in kandida tiirleri arasinda en yiiksek viriilansa sahip olanidir.
A ve B olarak adlandirilan 2 serotipi vardir (Gleiznys ve ark., 2015; Tintelnot ve ark., 2000).
C. albicans, diger kandidalar icerisinde agiz mukozasi ve plastik yilizeylere en iyi tutunan
mantardir. Konakta kolonizasyonu baslatip ¢ogaltan ve konaga zarar veren; adezinler,
proteinazlar, siiperoksit dismutaz, fosfolipaz, pigmentler, iireaz, katalaz, toksinler, mannitol,
kapsiil, hiicre duvari bilesenleri gibi ¢esitli viriilans faktdrlerine ve mekanizmalara sahiptir.
Konaga tutunduktan bir siire sonra kandidal biyofilm olustururlar, en alt tabakadaki hiicreleri
ile konak dokuya sikica baglanir ve konak hiicrelerini isgal ederler. Kandidal biyofilm
formasyonu ile fagositoz ve kompleman gibi konagin dogal savunma sistemlerine kars1 direng
saglarlar. Aynm1 zamanda, dokuda olusturduklari hasara karsi gelisen sitokin iiretimi,
inflamasyon gibi konak immiin yanita baglh olarak dokuda yikima neden olurlar (Cerikgioglu,
2012; Huffnagle ve ark., 2000; Karkowska-Kuleta ve ark., 2009). Agiz boslugundaki mukozal
veya yapay yiizeylerde olusan biyofilm, 6zellikle antifungal ajanlara karsi, patojenik hiicreleri
antimikrobiyal ilaglardan koruyan biyofilm yapis1 nedeniyle zor yok edilir ve 6zgiil bagisik

yanittan kagmayi kolaylastirir (Gilbert ve ark., 1997).
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C. albicans, insanlarda en sik rastlanan mantar patojenidir ve agiz i¢inde olusan mantar
enfeksiyonlariin baslica etkeni oldugu tespit edilmistir (Biswas & Chaffin, 2005; Misirhgil ve
ark., 1982). C. albicans, saglikli bireylerin oral kavitesindeki mikroorganizmalarin yaklagik
%25’ini olusturur (Budtz-Jorgensen ve ark., 2000). Lokal veya sistemik immiin sisteminin
baskilandig1 durumlarda, radyoterapi goren hastalarda, beslenme yetersizliklerinde, agiz
kurulugunda, protez kullaniminda, diyabet gibi endokrin hastaliklarda, uzun siireli antibiyotik
ya da kortikosteroid kullaniminda ve HIV pozitif olan bireylerde dokularin C. albicans
duyarliliginin arttigr gériilmiistiir (Sherman ve ark., 2002; Zegarelli, 1993). Uzun siireli genis
spektrumlu antibiyotik kullanimi, gastrointestinal sistemin dogal flora dengesini bozarak
firsatg1r patojenlerin ¢ogalmasina ve enfeksiyon riskinin artmasimna neden olabilmektedir.
Ayrica, uzun siireli antibiyotik kullanimi, fagositoz ve hiicre i¢i lizis fonksiyonlarina engel
olarak immiin sistemin zayiflamasina da neden olabilir. Immiinsiipresif ilaglar ise néotrofil
fonksiyonlarini bozarak firsat¢i lezyonlarin gelisim riskini artirabilir. B12 vitamini ve folik asit
eksikligi gibi sistemik durumlarda ve de sigara, alkol gibi lokal olarak mukozayi tahris edici
kimyasallar sebebiyle immiin savunmanin etkilendigi durumlarda kandida enfeksiyonu
olustugu goriilmiistiir (Bottero ve ark., 1997; Kennedy & Volz, 1985; Misirligil, 2004). Ag1z
kandidiyazisi, agi1z i¢ci mukozal ylizeylerde goriilen, kremsi, sari-beyaz renkte, hafif kazimayla
kaldirilabilen, agrili psdédomembrandz tabakalar halinde gdzlenen bir hastaliktir. Ozellikle
AIDS hastalarinin neredeyse tamaminda goriildiigii i¢in AIDS igin tani kriterleri arasinda yer

almaktadir (Lewis & Williams, 2017).

Sistemik olarak saglikli kisilerde derin periodontal ceplerde, tedaviye direng gosteren
periodontal lezyonlarda, akut periodontal abselerde ve implant ile kemik biitlinlesmesinin
basarisiz oldugu dental implantlarda subgingival C. albicans kolonizasyonu gosterilmistir
(Listgarten ve ark., 1993; MacNeill ve ark., 1997). Kandidalar dental biyofilm i¢indeki diger
bakterilerle koagrege olabilir ve epitel ve bag dokusu hiicrelerine invazyon gosterebilir,
subgingival yerlesimi ile periodontal hastaligin ilerlemesine sebep olabilmektedir (Gonzalez ve
ark., 1987; Haynes, 2001). Gonzalez ve ark. (1987), yaptiklar1 galismada kandidalarin dokulara
invaze olma yetenekleri ile lokalize agresif periodontitisin patogenezinde 6nemli rolii oldugunu
ileri siirmiiglerdir. Periodontitisli hastalarda, periodontal cep i¢inde kandidalarin, 6zellikle de
C. albicans’in, yiiksek miktarlarda bulundugunu ileri siiren ¢alismalar ile birlikte (Cuesta ve
ark., 2010; Dogan ve ark., 2003), periodontitisli bireylerde supra ve subgingival florada kandida

tiremesine rastlanilamadigini bildiren ¢aligmalar da mevcuttur (Daniluk ve ark., 2006).

Kandidal enfeksiyonlar gelistiginde ilk miidahale, altta yatan immiin problemin tespit edilmesi

ve ona yonelik tedavi uygulanmasidir. Altta yatan immiin problem bulunamadiginda veya
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diizeltilemediginde veya destekleyici tedavi uygulamaya karar verildiginde; lokal ya da
sistemik anti-fungal preparatlar verilebilir. Agiz gargaralari ile topikal olarak antifungal ajan
kullaniminin oral C. albicans sayisini azaltabildigi ve tedaviye destek olarak kullanildiklarinda
klinik olarak etkili oldugu bilinmektedir (Arendorf & Walker, 1987; Misirligil, 2004). Ancak
son zamanlarda, C. albicans’m, tedavi i¢in kullanilan, flukonazol, nistatin, KH, terbenafin,
amfoterisin B, vorikonazol ve ravukonazole karsi direng gosterdigi rapor edilmistir (Kaur &
Nobile, 2023; Kuhn ve ark., 2002; Lee ve ark., 2021; Pristov & Ghannoum, 2019).

4.5, Periodontal Hastaliklarin Tedavisi

Periodontal hastalik teshis edildikten sonra, hastalik evresine bagli olarak asamali bir
yaklasimla tedavi edilmelidir. Tedavinin temel 6n kosulu; teshis, hastaligin nedenleri, risk
faktorleri, tedavi segenekleri ve tedavinin beklenen risk ve faydalart hakkinda hastay1
bilgilendirmektir. Tedavi plani hastanin tercihlerine, klinik bulgulara ve genel saglik durumuna

bagli olarak degisiklik gosterebilir (Sanz ve ark., 2020).

Avrupa Periodontoloji Federasyonu onciiliigiinde diizenlenen 2019 Perio Calistayi’nda (XVI.
Avrupa Periodontoloji Calistay1) periodontal tedavi — klinik uygulama kilavuzu yaymlanmigtir
(Sanz ve ark., 2020). Kilavuz, periodontitis tedavisini onceden belirlenmis basamakli bir tedavi
yaklagim1 kullanarak ele almakta ve hastalik evresine bagli olarak her biri farkli miidahaleleri

iceren dort asamal1 bir tedavi 6nermektedir:

l. Tedavinin ilk basamaginda, supragingival enstriimantasyon yapilarak MDP ve bu
birikintilerin tutulumuna sebep olan faktorler elimine edilerek, temiz ve enfeksiyondan
arinmis bir agiz ortaminin elde edilmesi amaglanir (Needleman ve ark., 2015; Trombelli
ve ark., 2015). Bu dogrultuda hastaya oral hijyen egitimi verilerek etkin bir firgalama
aligkanligi kazandirilmali ve oral hijyen uygulamalarimi bozan olast plak tutucu
faktorler profesyonel miidahaleler ile ortadan kaldirilmalidir (Carra ve ark., 2020; Van
der Weijden & Slot, 2015). Saglikli yasam tarzi1 konusunda bireysel danigsmanlik
yaparak, sigara birakma, diyabetin metabolik kontroliinii iyilestirme, fiziksel egzersiz,
diyet danismanlig1 ve fazla kilo kaybir gibi risk faktorlerinin kontrol altina alinmast,
tedavinin ve hastaligin uzun vadeli kontroliiniin temelini olusturur (Ramseier ve ark.,

2020).

Il. Tedavinin ikinci basamaginda, subgingival enstriimantasyon ile subgingival alandaki
MDP ve dis tasinin kontrolii amac¢lanmaktadir (Suvan ve ark., 2020). Bu amag
dogrultusunda ihtiya¢ duyulmasi halinde tedaviye yardimci olarak ek tedaviler; lokal

veya sistemik olarak, fiziksel ya da kimyasal ajanlar, antimikrobiyal ilaglar veya konak
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yanitin1 modiile eden ajanlar kullanilmalidir. Ancak son g¢alismalarda, subgingival
enstriimantasyona yardimci ajan olarak lazerin, antimikrobiyal fotodinamik terapinin,
statin jellerin, probiyotiklerin, sistemik sub-antimikrobiyal doz doksisiklinin, lokal ya
da sistemik bisfosfanatlarin, lokal ya da sistemik non-steroidal antienflamatuar ilaglarin,
omega-3 yag asitlerinin ve metformin jellerin kullanimi 6nerilmemektedir (Donos ve
ark., 2020; Salvi ve ark., 2020; Sanz ve ark., 2020). Bununla birlikte, KH agiz
gargaralarinin, lokal uygulanan yavas salimmli KH ve antibiyotiklerin ve sistemik
antibiyotiklerin (geng eriskinlerde evre III generalize periodontitis varligi gibi bazi 6zel
durumlarda), periodontitis tedavisinde ihtiyag duyuldugunda yardimeci ajan olarak
kullanilabilecegi bildirilmistir (da Costa ve ark., 2017; Herrera ve ark., 2020; Teughels
ve ark., 2020).

Tedavinin ikinci basamagina verilen bireysel yanit, periodontal dokular iyilestikten sonra

degerlendirilmelidir (periodontal yeniden degerlendirme). Tedavinin sonunda, sondalamada

kanama olan >4 mm periodontal cep veya derin periodontal cep (=6 mm) olmamas1 hedeflenir.

Bu hedeflere ulagilamamigsa tedavinin tiglincii basamagi diisiiniilmelidir. Periodontal tedavi

basarili olduysa, hastalar destekleyici periodontal bakim programina alinmalidir.

Tedavinin tgiincii basamagi, ikinci basamak tedaviye yeterince yanit vermeyen
bolgelerin [kanama olan 4 mm’den biiyiik ceplerin varligi veya derin periodontal
ceplerin (>6 mm) varligi] tedavi edilmesini amaglar. Bu ama¢ dogrultusunda, 4-5 mm
rezidiiel ceplerin varliginda oncelikle subgingival enstriimantasyon tekrarlanmalidir
(Sanz-Sanchez ve ark., 2020). 6 mm’den derin ceplerde subgingival alanlara daha fazla
erisim saglayabilmek veya kemik i¢i ve furkasyon lezyonlarinin varliginda lezyonlarin
rejenere edilmesi ya da rezeke edilmesini saglamak amaciyla cerrahi tedaviler (flap
operasyonu, rezektif periodontal cerrahi, rejeneratif periodontal cerrahi) uygulanmalidir
(Dommisch ve ark., 2020; Jepsen ve ark., 2020; Nibali ve ark., 2020; Polak ve ark.,
2020; Sanz-Sanchez ve ark., 2020).

Cerrahi tedavilerin gerektigi durumlarda, hasta onay1 alinmali ve risk faktorleri veya

tibbi kontrendikasyonlar goz 6niinde bulundurulmalidir.

Tedavinin {gilincii basamagina verilen bireysel yanit degerlendirilmeli ve ideal hedeflere

ulagilan hastalar destekleyici periodontal bakim programima alinmalidir. Ancak, evre Il

periodontitis hastalarinda bu tedavi sonuglarinin tiim dislerde elde edilemeyebilecegi akilda

tutulmalidir.
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Tedavinin herhangi bir adiminda, etkilenen disler iimitsiz bir prognoza sahip olarak

degerlendirilirse dis ¢ekimi diistiniilmelidir (Sanz ve ark., 2020).

IV.  Dordiincii basamak, yapilan miidahaleler ile tedavi edilmis tiim periodontal hastaliklar
sonrasinda, periodontal istikrarin korunmasi amactyla hastalara destekleyici periodontal
bakim uygulanmasidir. Destekleyici periodontal bakim, hastanin dis eti ve periodontal
durumuna bagli olarak tedavi siirecinin ilk ve ikinci basamaklarinda tanimlanan 6nleyici
ve tedavi edici miidahaleleri igerir. Bu adim, hastanin ihtiyacina gore diizenli araliklarla
yapilmali ve kontrol ziyaretlerinden herhangi birinde tekrarlayan hastalik tespit edilirse,
uygun tani ve tedavi plan1 yeniden uygulanmalidir (Polak ve ark., 2020; Ramseier ve
ark., 2020; Sanz ve ark., 2015; Trombelli ve ark., 2015).

4.6. Antimikrobiyal Tedavi ve Kimyasal Ajanlar

Antimikrobiyaller, bakteri, virlis, mantar ve protozoal mikroorganizmalarin neden oldugu
enfeksiyonlarin  tedavisinde  yaygin  olarak  kullanilan  ajanlardir.  Bu  ajanlar
mikroorganizmalarin biiylimesini veya ¢ogalmasini 6nlemek ya da ortadan kaldirmak amaciyla
kullanilirlar (Khardori, 2006). Cesitli aktif maddeler igeren antimikrobiyal ajanlar dis
hekimliginde agiz hastaliklarinin tedavisinde ve 6zellikle periodontolojide, supragingival plak
ve dis eti iltthabin1 kontrol etmek amaciyla siklikla onerilmektedir (Coelho ve ark., 2020;
Muller ve ark., 2017).

Eldeki verilere gore, periodontal hastalik lezyonlarinda, patojen mikroorganizmalar genellikle
periodontal cep ve kdk yilizeylerinde yogunlasmaktadir. Dentin tiibiilleri ve kok yiizeylerine
komsu yumusak dokularda da mikroorganizmalar gézlemlenmistir. Bununla birlikte, dil ve
tonsiller bolge gibi mukozal yiizeylerin, 6zellikle P. gingivalis ve A. actinomycetemcomitans
gibi periodontopatojenler i¢in depo gorevi gordiigii bilinmektedir (Barca ve ark., 2015; Saglie
ve ark., 1982). Supra ve subgingival enstriimantasyon ile tiim bakteri kiitlesi uzaklastirilsa da
patojenlerin bir kismi periodontal dokularin i¢ine invaze olma yetenekleri veya periodontal
aletlerin ulagamadig1 yerlerde bulunmalari nedeniyle tedaviden etkilenmeyip subgingival
bolgede veya mukozada kolonize olabilir ve hastalikta niiks igin risk olusturabilir (Drisko,
2001; Fives-Taylor ve ark., 1999; Pattison, 1996; Quirynen ve ark., 2002; Rams & Slots, 1996).

Periodontal hastaliklarin etkili ve giivenli bir sekilde tedavi edilebilmesi; hastaligin nedeninin
tanimlanmasi, miidahale yontemlerinin etkinligi ve hastalarin agiz bakimlarinin dikkatli bir
sekilde degerlendirilmesine baglidir. Dolayisiyla, supra ve subgingival enstriimantasyon ile
istenilen sonuca varilamadiginda veya tedaviyi desteklemek icin antimikrobiyal ajanlar

kullanilabilmektedir. Ayni zamanda, dis ¢ekimi ve implant yerlestirme dahil olmak tizere oral

23



ve periodontal cerrahilerin Oncesi ve sonrasinda, protezlere bagli veya agiz kurulugu gibi
sebepler sonucu gelisen kandida enfeksiyonu varliginda, hiperplazi, mukozit varliginda,
bakteriyemi veya oral enfeksiyon riski olan hastalarda koruyucu ve tedavi edici ajan olarak da
antimikrobiyal ajanlar kullanilmaktadir (Coelho ve ark., 2020; Drisko, 2001; Muller ve ark.,
2017; Petersilka ve ark., 2002; Quirynen ve ark., 2002).

Antimikrobiyal periodontal tedavinin amaci hastalikla iliskili periodontal patojenlerin
baskilanmasi veya tam olarak ortadan kaldirilmasidir. Antimikrobiyal tedavi, ihtiyaca yonelik

olarak sistemik ya da lokal olarak uygulanabilir.

Sistemik yaklasimlar, periodontal hastaliklarin tedavisinde antibiyotiklerin veya konak yanitini
modiile eden ajanlarin kullanimini1 kapsar (Elavarasu ve ark., 2012; Herrera ve ark., 2008; Salvi
& Lang, 2005). Sistemik uygulamalar serum yoluyla periodontal dokular ve cep igerisine
girerek, el aletlerinin veya topikal ajanlarin ulasamadigi organizmalar1 etkiler. Periodontal
hastaliklarda sistemik antibiyotik kullanimin1  gerektirebilecek durumlar, Amerikan
Periodontoloji Akademisi tarafindan asagidaki sekilde belirtilmistir (Slots, 2004):

e Basariyla yapilmis geleneksel periodontal tedaviye ragmen atasman kaybinin devam

ettigi, tedaviye cevap vermeyen periodontitis olgularinda,
e Agresif periodontitis hastalarinda,
e Sistemik bulgularla birlikte izlenen akut periodontal enfeksiyonlarda,

e Profilaksi amaciyla sistemik bazi hastaliklarda.

Sistemik olarak uygulanan antibiyotikler subgingival enstriimantasyonun tamamlayicisi olarak
kullanildiginda olumlu sonuglar vermektedir. Ancak yakin zamanda yapilan bir ¢alismada,
sadece metranidazol ve amoksisilin grubu antibiyotiklerin kombine kullaniminin etkili oldugu
gosterilmistir (Teughels ve ark., 2020). 6 ve 12 aylik kullanimlar1 sonucunda, periodontal cep
derinligi, sondalamada kanama ve KAK seviyelerinde istatistiksel olarak anlaml fark tespit
edilmistir. Farkli sistemik antimikrobiyal tedaviler arasinda en belirgin klinik sonuglari
metranidazol + amoksisilin kombinasyonu gosterse de, bu rejim ayni zamanda en yiiksek yan
etki sikligr ile iligkilidir. Sistemik antibiyotik uygulamalarinin, antimikrobiyal direngle iligkili
genlerin artisina ve fekal mikrobiyom iizerinde uzun siireli etkilere neden oldugu
gosterilmektedir. Genel saglik {izerine olan etkileri gbz Oniine alindiginda, periodontitisli
hastalarda subgingival enstriimantasyonun bir tamamlayicisi olarak sistemik antibiyotik
kullaniminin rutin olarak dnerilmemesi gerektigi, ancak, geng eriskinlerde evre III generalize
periodontitis varlig1 gibi bazi 6zel durumlarda kullanilmasi gerektigi tavsiye edilmektedir (Sanz
ve ark., 2020).
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Lokal antimikrobiyal uygulamalar; plak birikimini 6nlemek, kok yiizeylerini ve komsu
periodontal dokulari dezenfekte etmek amaciyla tasarlanmis antiseptik ajanlarin ya da
subgingival irigasyon, toz, jel veya yavas salim sistemi seklindeki ilaglarin uygulanmasini
igeren kemoterapotik yaklasimlardir (Cummins, 1997; Quirynen ve ark., 2002; Soskolne ve
ark., 1997; Walker ve ark., 2004). Antimikrobiyal ajanlarin lokal uygulamasi, enfeksiyonun
oldugu bolgeye 10 kata kadar daha fazla yiiksek konsantrasyonlarda direkt olarak etki
edebildigi ve sistemik uygulamadan dogabilecek yan etkileri ve hastada direng gelisimi riskini
azaltabildigi i¢in daha ¢ok Onerilmektedir (Ciancio ve ark., 1989; Slots & Rams, 1990). Lokal
antimikrobiyal uygulamalarda, periodontal hastaliklarin tedavisinde supra ve subgingival
enstriimantasyona ek olarak MDP formasyonunun kontrol altina alinmasi amaciyla kullanilan
kemoterapétik ajanlarin uygulanmasi 6ne ¢ikmaktadir (Herrera ve ark., 2008; Slots, 2012). Bu
ajanlar, bir tedavi yontemi olarak hekimler tarafindan profesyonel sekilde uygulanabilecekleri
gibi, evde oral hijyen uygulamalari ile birlikte agiz gargaralar1 yoluyla bireysel olarak da
uygulanabilirler (Slots, 2012). 2014 yilinda gergeklestirilen XI. Avrupa Periodontoloji
Calistayi’'nda, MDP kontrolii ve gingivitis tedavisinde, agiz gargaralarinin kullanilabilecegi
Onerilmis, ancak bunun iyi bir mekanik oral hijyen uygulamasina ek olarak kullanilmasi

gerektigi belirtilmistir (Chapple ve ark., 2015).

Lokal olarak uygulanan agiz gargaralari ile antimikrobiyal ajanlarin supragingival bolgelere
dagildig1 ancak subgingival olarak 3 mm’den daha derine ulasamadig belirlenmistir (Pitcher
ve ark., 1980). Bunun sebebinin dis eti olugu sivisinin olusturdugu ozmotik basing ile
soliisyonlarin cep igine girmesini engellemesi oldugu diistiniilmektedir (Hardy ve ark., 1982).
Dis hekimleri tarafindan soliisyonlarin cep igerisine subgingival irigasyon seklinde
uygulanmasi ile bolgeye 6zel periodontal tedavi yapilir. Bunun yani sira antimikrobiyal
ajanlarin subgingival irigasyonunun, periodontal ceplerin derin boélgeleri ve furkasyon
bolgelerine uygulama gii¢liigli ve ¢cok sayida periodontal lezyonu olan bireylerde uzun zaman
almasi gibi dezavantajlar1 vardir. Ayni zamanda lokal uygulama ile komsu gingival dokular ve
cep dis1 yiizeylerdeki bakterilerin eliminasyonu saglanamamakta, bu durum da ileri donemde
hastalik rekiirransina sebep olabilmektedir (Rams & Slots, 1996). Periodontal hastaliklarin
tedavisinde tiim faktorler g6z Oniine alinarak durum degerlendirilmeli ve uygun tedavi

yontemine karar verilmelidir.

Antimikrobiyal ag1z gargaralar1 koruyucu, tedavi edici ve bazi profesyonel islemlerde yardime1
olarak kullanilabilmektedirler. Ozellikle dis ¢iiriigii ve gingivitisi dnlemek ya da tedavi etmek
icin Onerilirler (Fischman, 1994). Kemoterapi ya da immiin sistemini baskilayici tedavi goren

hastalarda, tedavinin yan etkisi olarak mukozit veya kserostomi (agiz kurulugu) gelisebilir.
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Ayni zamanda antihipertansif, antihistamin, antiparkinson, antidepresan gibi ilaglarin kullanim1
yan etkisi olarak da kserostomi goriilebilir. Bu hastalarin agiz sagligin1 koruyabilmeleri ve
normal yeme aligkanliklarini siirdiirebilmeleri i¢in antimikrobiyal agiz gargaralari Onerilir
(Ciancio, 1994). Kserostomi ile iligkili olarak oral kandidiyazis de goriiliir. Antifungal 6zelligi
olan gargaralar dis hekimliginde ¢ok onemlidir. Ozellikle protez kullanan hastalarda, immiin
sistemi baskilayici tedavi géren onkoloji hastalarinda tibbi tedaviye yardimer olarak ve AIDS
hastalarinda oral kandidiyazisin bilinen en 6nemli etkeni olan C. albicans’a karsi antifungal
gargarlar kullanilmaktadir (Ciancio, 1994; Kiilek¢i ve ark., 1999). Antimikrobiyal agiz
gargaralar1 ve subgingival irrigasyon, bakteriyel endokardit profilaksisi amaciyla da antibiyotik
profilaksisine ek olarak 6nerilmektedir (Baddour ve ark., 2015). Ayn1 zamanda, tedavi edilmis
periodontitis hastalarinda periodontal bakim siirecinde, gingival enflamasyonu kontrol altina
almak i¢in, gargara ya da dis macunu formunda antiseptik ve antienflamatuar ajanlar, prebiyotik
ve probiyotikler kullanilmaktadir (Figuero ve ark., 2019; Rosling ve ark., 1997). Dis macunu
formundaki antiseptik ajanlar olarak KH, triklosan kopolimer ve stanndz floriir-sodyum
heksametafosfat igerikli iirlinler Onerilirken, gargara formu i¢in KH, esansiyel yaglar ve
setilpiridinyum kloriir igeren iirlinlerin kullanimi 6nerilmektedir (Escribano ve ark., 2016;
Figuero ve ark., 2019; Figuero ve ark., 2020; Serrano ve ark., 2015). Bahsedilen terapotik
hedeflere ulagmak i¢in plak kontroliiniin saglanmasi amaciyla cesitli antimikrobiyal ajanlar
tanitilmis ve degerlendirilmistir (Rosan & Lamont, 2000; Slots, 2012; Wennstrom, 1996)
(Tablo 1).

Ideal bir antimikrobiyal kimyasal ajan; istenilen etki bdlgesine ulagmali, yeterli
konsantrasyonda kalmali, patojen mikroorganizmalarin kolonizasyonunu, adezyonunu ve
biyofilm formasyonunu hasara ugratirken, kommensal flora ve mukoza {izerinde minimal
etkiye sahip olmalidir. Konak dokular1 {izerinde ya da yanlislikla yutuldugunda toksik etki
gostermemelidir (Fischman, 1994; Goodson ve ark., 1985; Greenstein & Tonetti, 2000). Lokal
antimikrobiyal ajanlarin etkinligi, agiz igerisinde uygulanma sekline, dayanikliligina, tedavi
stiresine ve bireyin tedavi esnasinda hekimle igbirligine bagli olarak degiskenlik

gosterebilmektedir (DeVore, 1994; Petersilka, 2011).
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Tablo 1. Plak kontroliiniin saglanmasi amaciyla kullanilan kemoterapdotik ajanlar

a. Bisbiguanid antiseptikler g. Enzimler
e KH e Proteaz
o  Aleksidin e Lipaz
e  Oktenidin / Bispiridinler e Amilaz
b. Kuarterner amonyum bilesikleri o Elastaz
e  Setilpiridinyum klorid e Laktoperoksidaz
e  Benzetonyum klorid e Mutanaz
e Benzalkonyum klorid h. Dogal iriinler (Bitkisel 6zler)
c. Deterjanlar e Sanguinarin
e  Sodyum lauril siilfat e  Propolis
d. Fenoller ve esasnsiyel yaglar i. Oksijenize ajanlar
e Timol e Hidrojen peroksit (H20,)
e Mentol j.  Halojen igerikli antiseptikler
e Okaliptol e lyot
e. Triklosan e Povidon iyodiir
f. Metal tuzlari e  Sodyum hipoklorit
e Bakir
o Kalay
e (Cinko

4.7. Klorheksidin

KH, medikal alanda ve dis hekimliginde en ¢ok kullanilan antimikrobiyal ajanlardan biridir.
Yapisal formiiliinde, iki adet simetrik 4-klorofenil halkasi ve birbirlerine merkezi hekzametilen
zinciriyle bagli iki adet biguanid grubu bulunan sentetik bir katyonik bisbiguaniddir
(C22H30Cl2N10) (Greenstein ve ark., 1986) (Sekil 8).

NH NH NH NH

I I I I
CI—@—NH—C——NH—C—NH—(CHQ)G—NH—C—NH—C—HN—@—CI

Sekil 8. Klorheksidinin kimyasal yapis1 (Greenstein ve ark., 1986)

KH, gii¢lii bazik karakterlidir ve asitler ile reaksiyona girerek tuz formunu olusturur. KH

tuzlarinin suda ¢oziiniirliikleri farklilik gosterir (Denton, 2001). Oral preparat olarak en ¢ok
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kullanilan Klorheksidin glukonat, KH tuzundan ve glukonik asitten olusur ve suda ¢oziinebilir.
Fizyolojik pH’da hizlica ¢oziinerek pozitif yiikli KH molekiilleri salinmasina neden olur
(Greenstein ve ark., 1986). Sulu ¢ozeltiler pH 5-8 araliginda en stabil haldedir; pH 8’in tizerinde

baz ¢okelirken pH 5’ten asidik ortamlarda stabilitesi ve etkinligi bozulmaktadir (Denton, 2001).

KH, 1940’11 yillarin sonuna dogru “Imperial Chemical Industries” sirketi arastirmacilari
tarafindan gelistirildi ve ilk kez 1953’te cilt yaralarinda antiseptik krem olarak kullanilmaya
baslandi (Fardal & Turnbull, 1986). Dis hekimliginde ilk kullanimi1 endodontide ve cerrahi
islemler oncesi dezenfeksiyon amagli olmustur. KH’nin plak olusumunu o6nleyici etkisi 1962
yilinda arastirilmaya baslanmis olup, ilk tanimlayici ¢alisma ise Loe ve Schiott (1970)
tarafindan yapilmistir (Loe & Schiott, 1970). Calismanin sonucunda, dis temizligi yapilmadan,
%0,2 KH igerikli 10 mL soliisyonla giinde iki kez gargara yapilmasi ile plak ve dis eti iltihab1

olusumunun 6nlendigi gosterilmistir.

KH’nin yumusak ve sert dokulara baglanmasi ve absorbe edilebilmesi ilk kez 1970'lerde
tanimlanmistir ve KH’nin konsantrasyonu, miktari, ortamin pH’s1, sicaklik ve soliisyonun
dokulara temas siiresi gibi faktorlerden etkilenir. KH molekiilii, alkali ortamda asidik pH’ya
gore daha etkilidir, oral ylizeyler tarafindan absorbe edilir ve uzun siire etkili konsantrasyonda
kalabilir. Aktivitesi, ortamda organik madde oldugu zaman azalir (Gjermo ve ark., 1974,
Schiott ve ark., 1970).

KH, gram pozitiflerde daha etkili olmak tizere hem gram pozitif hem de gram negatif aerob ve
anaerob bakterilere kars1 etkili genis spektrumlu bir antiseptik ajandir. Mantarlar, dermofitler
ve bazi lipofilik viriisler tizerinde (HIV, herpes simpleks viriisti, influenza virisi,
sitomegaloviriis Ve adenoviriis gibi) de etkili oldugu gosterilmistir (Hennessey, 1973; Russell,
1990). Ancak bakteri sporlarina, aside direngli boyanan basillere ve mikobakterilere
(Mycobacterium tuberkulozis) karsi etkili degildir (Russell, 1990, 1999). Bakterileri
oldiirmedeki etkisi, hiicre duvarma baglanabilmesine baglidir. Katyonik (pozitif yiikli) KH
molekiilii, anyonik (negatif yiiklii) mikrobiyal hiicre duvarlarina ve diger mikrobiyal yapilarin
yiizeylerine baglanir ve bakteri hiicresinin ozmotik dengesini bozar. Diisiik konsantrasyonlarda
(%0,02-0,06) hiicre membrani enzimlerini inhibe edip hiicre zar1 gegirgenligini artirarak
bakteriostatik etki gosterirken, konsantrasyonun daha yiiksek oldugu durumlarda (>%0,12)
hiicre i¢i sitoplazmik organeller koagiile olmaya baglar, hiicre iceriklerinin sizintis1 yavaglar ve
hiicre 6liimiine neden olarak bakterisit etkisini gosterir (Greenstein ve ark., 1986; Jenkins ve
ark., 1988).
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KH’nin, mayalara ve mantarlara, 6zellikle de C. albicans’a karsi etkili oldugu da bilinmektedir.
Kandidal mikroorganizmalarin oral yiizeylere yapigsmasini engelleyerek tedaviye katki saglar
(Ellepola & Samaranayake, 2001). Barasch ve ark. (2004) yaptiklar1 ¢alisma ile, 3 aya kadar
(tedavi sirasinda aylik araliklarla) %0,12 KH igeren gargara kullanimmin hem agiz mantari
enfeksiyonlarinda terapétik etki gosterdigini hem de HIV ile enfekte ¢ocuklarda C. albicans’in
neden oldugu enfeksiyonlarin gelisimini 6nledigini bildirmistir (Barasch ve ark., 2004). Ayn
zamanda KH’nin, muhtemelen bazi enzimleri inhibe ederek filamentasyonu inhibe ettigi ve
boylelikle C. albicans patojenitesini etkiledigi ileri siiriilmektedir. Mantarlarin epitelyal
hiicrelere yapismasiin KH kullanim1 sonrasi azaldigi gosterilmistir (McCourtie ve ark., 1985;
Tobgi ve ark., 1987). KH’nin adezyonu engelleme 6zelliginin amfoterisin B ve nistatinden daha
fazla oldugu bulunmustur. Nistatin ile beraber kullaniminin ayri ayri kullanimlara goére daha

etkili oldugu saptanmustir (Ellepola & Samaranayake, 2001).

KH hidroksiapatit, pelikil, tiikiiriikk glikoproteinleri, miik6z membranlar ve dis ylizeyi gibi
anyonik yapilar tarafindan abzorbe edilebilme yetenegi sayesinde antiplak etki gosterir.
Abzorbe edilen KH, ilgili dokulardan 8-12 saat boyunca salinmaya ve bakteriostatik etki
gostermeye devam eder (Bonesvoll ve ark., 1974; Gjermo, 1974). Tikiiriikteki ve plaktaki
bakterilerin dis membranina baglanarak bunlarin dis yiizeylerine ve epitel hiicrelerine
tutunmalarina engel olur, plak ve pelikil olusumunu inhibe eder (Greenstein ve ark., 1986).
Bonesvol (1977) calismasinda, 10 mL %0,2’lik KH soliisyonunun 60 sn siireyle agizda
calkalanmasindan sonra yaklasik %30’unun abzorbe edildigini ve ilk 4-8 saat boyunca
tikiiriikteki konsantrasyonu logaritmik bir sekilde azalmaya devam eden KH’nin 24 saat
sonunda diigiik miktarlarda da olsa tiikiiriikte hala bulundugunu, boylelikle uzun siireli
bakterisit etki gosterdigini bildirmistir (Bonesvoll, 1977). KH’nin var olan plak birikimlerini
azaltmaktan daha ¢ok, temiz dis ylizeyi iizerinde yeni plak birikimini onledigi goriilmiistiir
(Hull, 1980). Deneysel ¢alismalar, yiiksek molekiil agirligi ve yiikii nedeniyle, KH'nin mekanik
bozulma olmadiginda biyofilm tabakalarina niifuzunun zayif oldugunu ve yalnizca yiizeydeki
bakterileri 6ldiiriirken daha derin tabakalardaki bakterileri etkilemedigini gostermistir (Corbin
ve ark., 2011; Rabe ve ark., 2015). %0,2 KH igerikli gargaralarin oral hijyen islemleri
birakildiktan sonra deneysel gingivitis olusumunu 6nledigi bulunmustur. Giiniimiizde, yeni bir
iiriin {lizerinde yapilan calismalarda KH, pozitif kontrol ve hatta “altin standart” olarak
kullanilmaktadir. Dis yilizeyindeki KH konsantrasyonunun zamanla saliniminin devam etmesi
bakteriyostatik etkisinin zamanla artmasina neden olur. MDP iizerindeki bu 06nemli

etkinliklerinden dolayi dis hekimliginde altin standart olarak kabul edilmektedir (Neely, 2012).
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KH’nin bakteriyel matriks metalloproteinazlari tizerindeki inhibitér etkisi, O6zellikle
periodontoloji alaninda kullanimini artiran bir bagka 6zelligidir. Bu sayede, kolajen yikimina
ve dolayisiyla doku kaybina neden olan patojenlerin (6rnegin P. gingivalis tarafindan iiretilen
gingipain) iirettigi proteazlari inhibe edebilir (Beighton ve ark., 1991; Cronan ve ark., 2006).
Ayn1 zamanda KH’nin dental implantlar iizerinde de etkinligi gdsterilmistir. Implant
yiizeyindeki oksit tabakasi tarafindan abzorbe edildigi ve 24 saat boyunca salinarak ortamda

antimikrobiyal etki gosterdigi bildirilmistir (Kozlovsky ve ark., 2006; Machtei ve ark., 2012).

KH, subgingival enstriimantasyona yardimci kimyasal ajan olarak siklikla kullanilmaktadir
(Sanz ve ark., 2020). 2019 Avrupa Calistay’’nin giincel sistematik derlemesinde aktif
periodontal tedavide antiseptiklerin rolii dogrudan ele alinmamistir. Ancak, subgingival
enstriimantasyondan sonra KH kullanimi {izerine yapilan ¢alismalara dayanan son oneriler su

sekildedir (da Costa ve ark., 2017);

e Bagslangic tedavisi i¢in genel bir 6neri olup olmadig belirsizdir.

e Subgingival enstriimantasyona yardimci olarak kullanimindan 6nce mekanik plak
kontroliiniin yeterli seviyede oldugundan emin olunmalidir.

e Karar verirken yan etkiler, ekonomik maliyetler ve hastanin genel sagligi géz oniinde

bulundurulmalidir.

KH, agiz boslugunda genel olarak MDP olusumunun engellenmesinde, gingivitis ve
periodontitisin iyilestirilmesinde periodontal tedaviye yardimci olarak, ¢liriigiin 6nlenmesinde,
endodontik uygulamalarda kok-kanal sisteminin dezenfeksiyonunda, cerrahi operasyonlardan
once ve sonra gelisebilecek enfeksiyonlarin ve diger oral enfeksiyonlarin onlenmesinde ve
tedavisinde yaygin olarak kullanilir (Fardal & Turnbull, 1986). Agiz hijyenini idame etmede
yetersiz olan bireylerde, periodontal sagliga yardim eder. Kullanim amacina yonelik olarak agiz
gargaralari, aerosol, sprey (%0,12, %0,2), jel (%0,12, %1) ve cila (%1, %10, %40) formlarinda
veya yavas salinim yapan sistemler (Periochip) seklinde uygulanabilir. Yavas salinim yapan
lokal antiseptik ajanlarin faydalarina iliskin yeterli kanit bulunmasa da kullanimi diisiiniilebilir
(Berchier ve ark., 2010; Sanz ve ark., 2020). Herrera ve ark. (2020), Periochip kullaniminin 6-
9 aylik takipte, cep derinliginde azalma saglarken, KAK ve sondalamada kanama degerlerinde
anlamli fark yaratmadigimni bildirmistir (Herrera ve ark., 2020). KH ayrica dis temizligi i¢in
kullanilan dig macunu ve dis ipi gibi iiriinlerde de bulunabilir (Puig Silla ve ark., 2008). Bununla
birlikte, normal dis macunlan igerisindeki sodyum lauril siilfat ya da floriir gibi anyonik
bilesikler, katyonik KH’yi inaktive eder, biyoyararlanimimi azaltir. Dig macunundaki serbest

kalsiyum iyonlart KH’ye baglanarak, KH’nin oral dokulara baglanmasini azaltir. Bu sebeple,
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dis firgalamasi ile KH gargara arasindaki zamanin en az 30 dk olmasina dikkat edilmelidir
(Mandel, 1994).

KH uygulamasi, siklikla gargara olarak veya hekim tarafindan irrigasyon yapilarak birlikte
kullanilir. Bu bilesim ayni zamanda sprey ya da jel olarak da uygulanabilir. %0,12-0,2
konsantrasyonlarinda agiz gargarasi kullanimi, dis eti iltihab1 ve plak indekslerinin énemli
Ol¢iide azalmasina katki saglar (Berchier ve ark., 2010). Aynm1 zamanda, cila formlar1 da dis eti
iltihabu, plak birikimi, kanama seviyeleri ve gingival indeksler iizerinde dnemli etkilere sahiptir
(McCracken, 2008). Soliisyon formundaki KH’nin 30 sn veya daha kisa siirede
mikroorganizmalar1 yok edebildigi, %2’lik jel form i¢in bu siirenin 22 sn ve %0,2’lik jel formu
icin ise siirenin 2 saate kadar uzayabildigi tespit edilmistir (Vianna ve ark., 2004). Gargara
formlarmim ABD Gida ve ilag Dairesi tarafindan énerilen kullanim bigimi, %0,12-0,2’lik KH
soliisyonlarin 15-30 giine kadar, giinde iki kez, 10-15 ml, 30-45 sn agzin g¢alkalanmasi
seklindedir (da Costa ve ark., 2017). Becerik ve ark. (2011)’in yaptig1 klinik g¢alismada,
hastalarin etkili fircalama ile birlikte giinde iki defa 1 dk boyunca 10 mL %0,2 KH ile agiz
calkalama yapmasi ile 4 hafta sonunda periodontal ceplerden toplanan plak 6rneklerindeki

toplam bakteri miktarinda azalma oldugu gosterilmistir (Becerik ve ark., 2011).

Tikirtik, dil, oral mukoza ve tonsiller, periodontal patojenlerin 6nemli supragingival
rezervuarlaridir. Bazi patojenlerin, 6zellikle de A.actinomycetemcomitans’in, dil dorsumunda
ve oral mukozada kolonize olup dokulara invaze oldugu bilinmektedir (Fine ve ark., 2006).
Bakterilerin konaga invazyonu tedavi edilen bdlgelerin re-infeksiyonu i¢in uygun ortam
olusturur. Tedavide supra ve subgingival enstriimantasyona ek olarak KH gibi antimikrobiyal
ajanlarla ag1z calkalama yapilmasi ile bu mukozal rezervuarlarin tedavisinin basarili olabilecegi

diistiniilmektedir (Rams & Slots, 1996).

KH’nin dis eti olugu sivisinda bulunan serum bilesikleri ile etkisiz hale gelebildigi, bu nedenle
subgingival irrigasyon soliisyonu olarak %?2 gibi yiiksek konsantrasyonlarin %0,12 ve %0,2’1lik
konsantrasyonlardan daha iyi antibakteriyel etkinlik gosterdigi bildirilmistir (Basrani ve ark.,
2003; Mariotti & Rumpf, 1999). Southard ve ark. (1989), subgingival enstriimantasyon sonrasi
%?2’lik KH soliisyonu ile 4 hafta boyunca haftada 1 kez subgingival irigasyon uygulanmasiyla
P. gingivalis seviyesinin 15 hafta boyunca diisiik seviyede kalabildigini belirtmistir.
Subgingival irigasyon uygulanmadig: taktirde bu siirenin 7 hafta ile sinirh kaldigi ifade
edilmistir (Southard ve ark., 1989). Ancak bu konsantrasyondaki KH normal uygulamalardan
yaklagik 10 kat ytiksektir ve kullanimi kabul gérmemektedir. Diisiik konsantrasyonlardaki KH
bile, IDF igin toksiktir ve kolajen iiretimini azaltir, periodontal saghg etkiler (Quirynen ve ark.,
2002).
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Uzun yillardir bir ¢ok alanda siklikla kullanilan KH’nin yan etkileri ile ilgili cesitli veriler
mevcuttur. Dis hekimliginde en ¢ok kullanilan formu olan soliisyon ile gargara yapilmasinin
ardindan yaklasik %4’li yutulmaktadir. Gastrointestinal sistemden emiliminin ¢ok zayif olmasi
oOzelligi ile yutulan ve dokular tarafindan abzorbe edilen KH’nin %901 feges, kalani ise idrar
yoluyla, sistemik toksisite yaratmadan viicuttan atilir (Greenstein ve ark., 1986). Bununla
birlikte, KH'nin oral kullanimiyla iliskili daha ciddi yan etkiler arasinda, siddetli anafilaksi ile
birlikte olabilecek olast Tip IV ve Tip I asir1 duyarlilik reaksiyonlari bulunmaktadir. KH igin,
bu reaksiyonlar 0,78/100.000 insidansla bildirilmistir (Garcez, 2018; Rose ve ark., 2019). Ayn1
zamanda, kontak dermatit, tirtiker, fotosensitivite ve ila¢ dokiintiisii de baz1 ¢alismalarda rapor
edilmistir (Moghadam ve ark., 1991; Wahlberg & Wennersten, 1971).

KH’nin ag1z gargarasi olarak kullanimina bagli bazi lokal yan etkileri tanimlanmistir. En yaygin
olanlar1 kserostomi, tat almada bozukluk, 6zellikle tuzlu ve aci tatlarin azalmasi, ve dislerde,
dilde ve agiz ici restorasyonlarda sari-kahverengi renklenme olusturmasidir. Plak onleyici
ozelliklere sahip olmasina ragmen, %0,12 KH agiz gargarasiyla dis tas1 olusumunun arttig1
bildirilmistir (Zanatta ve ark., 2010). Diger daha az yaygin yan etkiler arasinda oral mukozada
yanma hissi, deskuamasyon, parotis bezinin sismesi ve agizda parestezi sayilabilir (Tartaglia
ve ark., 2019). Dislerde ve dilde goriilen bu renklenmelerin, uzun siireli kullanimlarda, non-
enzimatik kahverengilesme (Maillard reaksiyonu) ve pelikil proteinlerinin denatiirasyonu ile

pigmente metal siilfit olugsmasi1 sonucu goriildiigii ileri siiriilmektedir (Nordbo ve ark., 1982).

KH kullanimi; doku nekrozu, enflamatuar reaksiyonlar ve rejenerasyon inhibisyonu ile
iliskilendirilmistir (Coelho ve ark., 2020). KH’nin in vitro ¢alismalarda epitelyal hiicreler,
fibroblastlar, IDF, periodontal ligament hiicreleri, osteoblastlar, makrofajlar ve nétrofiller
tizerinde sitotoksik etkiler olusturdugu bildirilmistir (Karpinski & Szkaradkiewicz, 2015).
Giannelli ve ark. (2008), KH’nin in vitro olarak farkli hiicre tiplerinde mitokondriyal membran
potansiyelinde degisimlere, hiicre i¢i Ca™ artisina ve reaktif oksijen tiirleri olusumuna neden
olarak apoptozu ve otofajik/nekrotik hiicre 6limiinii uyardigini gostermistir (Giannelli ve ark.,
2008). Cline ve Layman (1992), %0.01°lik KH konsantrasyonunun IDF’nin in vitro gelisimini
%90 oraninda azaltirken daha ytliksek konsantrasyonlarda bu hiicrelerin tutunduklari yilizeyden
ayrilmalarina neden oldugunu bildirmislerdir (Cline & Layman, 1992). Baska bir ¢alismada da
KH uygulanan kok vyiizeylerine, IDF’nin yapismadigi ve periodontal rejenerasyonunun
meydana gelmedigi ileri siiriilmistiir (Cline & Layman, 1992). KH’nin bukkal mukoza
hiicrelerinde DNA hasarin1 artirdigini ve diger hiicrelerde de genotoksik etki yarattigini
gosteren ¢aligsmalar bulunmaktadir (Eren ve ark., 2002; Li ve ark., 2014; Ribeiro ve ark., 2004).

Bu bulgularin yan1 sira, KH toksisitesi ile ilgili farkli veriler de mevcuttur. Sanchez ve ark.
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(1988), kopekler tizerinde yaptiklar: ¢alismada in vitro olarak bildirilen bu sitotoksik etkilere
in vivo sartlarda rastlanmadigini rapor etmislerdir (Sanchez ve ark., 1988). Southard ve ark.
(1989), %2’lik KH ile subgingival irigasyon yapildiginda dis eti dokularinda bir toksisitenin
goriilmedigini bildirmislerdir (Southard ve ark., 1989). Ribeiro ve ark. (2005), KH’nin DNA
tizerine zararini inceledikleri ¢alismalarinda genotoksik etkisinin olmadigini gozlemlemislerdir
(Ribeiro ve ark., 2005). Benzer sekilde, KH’nin onkogen bir ajan olmadigini 6ne siiren bagka
calismalar da mevcuttur (Denton, 2001; Hikiba ve ark., 2005).

KH ile ilgili ortaya ¢ikan bir bagka 6nemli sorun, antimikrobiyal direnctir; KH'nin 6ldiirmeyi
amacladigi mikroorganizmalar adapte olarak direngli hale gelebilir ve sonug¢ olarak agiz
calkalama soliisyonunun etkisinin azalmasina neden olabilir (Kampf, 2016). Bu durumda
genetik mutasyonlar meydana gelebilir ve hiicre zar1 yapisinda degisikliklere neden olarak,
diger bakterilerin de antibiyotiklere kars1 ¢apraz diren¢ kazanmasina neden olabilir (Cieplik ve
ark., 2019; Zhang ve ark., 2019). Alerjiler ve lekelenme gibi faktorlerin yani sira, KH

kullanimini 6nerirken antimikrobiyal direncin de géz oniinde bulundurulmas: gerekmektedir.
4.8. Hipokloroz Asit

HOCI, fagositoz sirasinda nétrofiller, eozinofiller, mononiikleer fagositoz yapan hiicreler ve B
lenfositleri tarafindan sentezlenen ve tiim mikroorganizmalarin yok edilmesinde aktif rol
oynayan fizyolojik bir molekiildiir (Pullar ve ark., 2000). Ik kez 1823 yilinda Sir Davy
tarafindan tanimlanmig, 1881°de Faraday tarafindan in vitro kosullarda iiretilmis ve Birinci
Diinya Savasi sirasinda enfekte yaralarin tedavisinde antiseptik olarak kullanilmaya

baslanmistir (Dychdala, 2001; Levine, 2013).

HOCI, bagisiklik sistemi hiicreleri tarafindan antijenlerin fagositozu sirasinda sentezlenen
reaktif oksijen tiirleri olarak bilinen kii¢iik molekiiller grubunun bir pargasidir (Green ve ark.,
2014). Akut enflamatuar yanit; yaralanma veya patojenlere karsi dogal bagisiklik sistemi
tarafindan, bagisiklik hiicrelerinin akini ile baslatilir ve bu siirecte birgok reaktif kimyasallar
kullanilir. Dogustan gelen bagigiklik hiicreleri patojenleri hem kemotaktik olarak hem de
dogrudan fiziksel temas yoluyla algilayabilir ve nihayetinde fagositozla sonuglanan
kombinasyonel bir siire¢ gerceklesir (Heinrich & Lee, 2011) (Sekil 9). Fagositoz
tamamlandiginda, mitokondriyal membrana bagli, reaktif oksijen tiirlerinin iiretiminden
sorumlu temel enzim olan nikotinamid adenin diniikleotid fosfat oksidaz (NADPH oksidaz)
aktive edilir ve siiperoksit (O2") olusturulur. Siiperoksit dismutaz etkisiyle O, hidrojen
peroksite (H202) dondstiiriiliir. Ardindan, monositler, makrofajlar ve ozellikle de nétrofiller

tarafindan salgilanan bir protein olan miyeloperoksidaz, H>O. ve fizyolojik kloriir (CI)
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arasindaki reaksiyonu katalizleyerek asagida gosterilen reaksiyonla HOCI firetir (oksidatif
patlama) (Fu ve ark., 2003; Pullar ve ark., 2000).

H202 + CI" + H" — HOCI1 + H20
Reaksiyonlar sonucu, fagolizozomun liimeni giderek daha asidik hale gelir, HOCI etkisiyle
patojen hiicre duvar1 biitiinliigii bozulur. Proteinlerin yapisal biitiinliigiinii bozarak
agregasyonuna neden olur. Ekzositoz meydana gelir ve kalintilar disar1 atilir (Armstrong ve
ark., 2015; Wang ve ark., 2007).

>C ‘ Patojenin
«~— hiicre duvan

Reseptor

Fagolizozom

Sekil 9. Notrofil tarafindan patojenin fagositozu ve sonrasinda oksidatif patlama siirecinde
HOCI iiretimi ile patojenin sindirimi (Armstrong ve ark., 2015 ve Wang ve ark., 2007’den
yararlanilarak hazirlanmistir)

HOCI'nin antimikrobiyal etkisinin, gram pozitif bakterilere kiyasla gram negatif bakterilerde
daha giiglii oldugu goriilmektedir. Kiikiirt igerikli bilesikler HOCI’ye karst duyarhidir ve gram
negatif bakterilerin zarinda kiikiirt ve demir agisindan zengin olan hem gruplari bulunur. HOCI
ile bu membran proteinleri arasinda geri doniisiimsiiz bir reaksiyon olusur ve gram negatif
bakterilerde yapisal hasara neden olur, hiicre gecirgenligini degistirerek bakteriyel yasami
etkiler (McKenna & Davies, 1988; Rosen & Klebanoff, 1982). HOCI, lipopolisakkarit ve
gingipain gibi bakteriyel endotoksin ve ekzotoksinlerin etkisini oksidasyon/klorinasyon
yoluyla nétralize eder. Boylece periodontal dokulara kars1 potansiyel zararli olan aktivitelerini

azaltir. Ote yandan HOCI, bakteri antijenlerinin  klorinasyonu ile antijenlerin
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immiinojenisitesini etkiler; gram negatif periodontal patojenlere karsi nonspesifik immiin yanit
tesvik ederken, gram pozitif bakteriler tarafindan indiiklenen yanit1 azaltir (Kontny ve ark.,
2003). Bu durum, makrofajlar araciligiyla enflamasyonu aktive eden antijen fagositozunu
etkiler. Gram pozitif bakteriler tarafindan salinan antijenlerin klorinasyonu, nitréz oksit ve
timor nekroz faktorii-o gibi makrofaj sekretuvar aktivitelerini 6nemli Glgiide etkiler; ancak
fagositoz ve interlokin-6 iiretimi degismez (Marcinkiewicz ve ark., 1994). Periodontal olarak
saglikli bireylerde normal subgingival floranin cogunlugu gram pozitif bakterilerden olusurken,
giiclii periodontal patojenler cogunlukla gram negatif bakterilerden olusur. HOCI’nin etkisiyle,
gram negatif bakterilere kars1 savunma yeteneginin gram pozitif bakterilerden daha gelismis
olmasi, immiin sistemin periodontal dokularin normal fizyolojik durumunu korumasina katki

saglayabilmektedir.

HOCI ayn1 zamanda giiglii bir oksidan ajan olarak bilinir. Hiicrelerde herhangi bir oksitadif
stres durumunun olusumunu 6nlemede kritik bir role sahip organik bilesikler olan tiyol ve
tiyoleter gruplarini oksitleyebilir ve amin gruplarini halojenleyerek monokloraminler ve
dikloraminler gibi toksik kloraminler iiretir. Bunlar da kendi baslarina oksidan ajanlardir ve
fagolizozomlarin antimikrobiyal aktivitesine katkida bulunur (Grisham ve ark., 1984). HOCI
yiiksek redoks potansiyeli ile atomlarin elektronlarini kopararak; stilthidril enzimlerinin ve
amino asitlerin oksidasyonu, amino asitlerin klorinasyonu, hiicreler arasit madde kaybi, protein
sentezinin inhibisyonu, oksijen ve besinlerin aliminin azaltilmasi, solunum bilesenlerinin
oksidasyonu, adenozin trifosfat tiretiminin azaltilmasi, DNA zincir kiriklar1 ve DNA sentezinin
baskilanmas: gibi yollarla bakterisidal etki gosterir. Tim bu 6zelliklerinden dolay1
mikroorganizmalar HOCI’ye kargt direng gelistirememektedir (Barrette ve ark., 1987,
Dychdala, 2001; Knox ve ark., 1948; McKenna & Davies, 1988). HOCI bakterilerin oldugu
gibi, virlis ve mantarilarin da hizla 6liimiine ve de prionlarin inaktivasyonuna sebep olur.
HOCI'nin COVID-19 dahil ¢esitli viriisleri 1 dakikadan daha kisa bir zamanda etkisiz hale
getirdigi gosterilmistir (Kampf ve ark., 2020).

HOCI konsantrasyona bagli olarak hem proenflamatuar hem de antienflamatuar 6zelliklere
sahiptir. Bu, periodontal dokularda enflamatuar yaniti modiile eden ¢ok énemli bir mekanizma
olabilir. Diisiik konsantrasyonlarda HOCI, periodontal dokuya zarar verebilir. HOCI'nin diisiik
dozu, matriks metalloproteinazlarin, kolajenaz-2 ve jelatinaz B'nin proformlarini, tiyol grubu
oksidasyonu yoluyla aktive edebilir, ancak daha yiiksek konsantrasyonlarda HOCI, katalitik
bolgedeki triptofan ve glisin kalintilarinin  oksidatif modifikasyonu yoluyla matriks
metalloproteinaz-7 aktivasyonunu inhibe eder (Fu ve ark., 2003). Benzer sekilde, HOCI,
HOCI/kolajenaz oranm1 401 astiginda kolajenaz aktivitelerini, HOCl/jelatinaz oranit 30'u
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astiginda da jelatinazlar1 inhibe eder (bu yiiksek HOCI konsantrasyonunu gosterir); ancak oran
diistiigiinde bunlar1 inhibe etmedigi goriliir (Davies ve ark., 1994; Michaelis ve ark., 1992).
Sonug olarak HOCI, periodontitiste ¢ift tarafli bir etkiye sahiptir. Her ne kadar periodontitiste
HOCI etkileri iyi belgelenmemis olsa da, HOCl'nin periodontitisin ilerlemesini modiile etmede

¢ok 6nemli bir rol oynadigi ve hasarini onarmada yardimci olabilecegi goriilmektedir.

Ayrica HOCI, taurin amino asidini okside eder ve klor-taurin olusumunu indiikler. Klor-taurin,
genig spektrumlu antimikrobiyal aktiviteye ve enflamatuar mediatorlerin iretimini inhibe
edebilme yetenegine sahip bir oksidandir. Klor-taurin, HOCI’in asir1 etkilerine karsi dokular
tizerinde 6nemli bir koruyucu etkiye sahiptir, antienflamatuar olarak etki eder ve iyilesmeyi
artirir (Kim & Cha, 2014).

HOCI, in vitro sartlarda sodyum hipoklorid (NaOCI) ve H202’nin tersiner reaksiyonu ile
tiretilen, klor bazli ve klorun su i¢inde ¢oziinmesiyle olusan zayif bir asittir (Levine, 2013).
Standart reaksiyon denklemi asagidaki sekildedir (Khan & Kasha, 1994).
NaOCl + H202 — Oz + NaCl + H.0

Seyreltilmis NaCl ¢ozeltisi, belirli iyonlarin ge¢cmesine izin veren yar1 gegirgen bir zar ile
ayrilmis, anot ve katot bolmeleri igeren bir elektrokimyasal diizenek kullanilarak cesitli
reaksiyonlar ile elektrolize edilir ve HOCI iiretilir (Huang ve ark., 2008) (Sekil 10). HOCI su,
organik ve inorganik maddeler ile temas ettiginde, ¢6zelti iginde hidrojen (H*) ve hipoklorit
(OCI") iyonlarma ayrisir (Pullar ve ark., 2000). HOCI, nétr pH’da daha stabil olma
egilimindedir, ayrigma reaksiyonu azaldiginda ortamdaki HOCI/OCI orani artar ve daha fazla
baktersidal etki gosterir (Len ve ark., 2002). HOCI ¢6zeltileri UV 1sinlarina, giines 1s1gina veya
havayla temas ettiginde veya ¢6zeltinin sicakligi 25°C'den yiiksek oldugunda daha az stabildir.
HOCI ¢ozeltileri serin, karanlik yerlerde saklanmali ve hava ile temasi1 minimize edilmelidir.
Uretim igin kullanilan su, miimkiin olan en az organik ve inorganik iyon konsantrasyonuna
sahip olan su olmalidir (Ishihara ve ark., 2017; Kampf ve ark., 2020; Park ve ark., 2007; Rutala
ve ark., 1998).

HOCT’nin konsantrasyonu ppm (parts per million) olarak ifade edilir ve ¢ozeltideki aktif klor
miktarimi belirtir (Block & Rowan, 2020). HOC1’nin bakteriyel, viral ve fungal patojenlere karsi
etkinligi temas siiresi ve konsantrasyonu ile iliskilidir ve az miktarda bile kisa siirede spor
olusturan ve olusturmayan bakterileri Oldiirebilir (Sakarya ve ark., 2014). HOCI, gida

sanayisinde, meyve ve sebzelerde goriilen patojen mikroorganizmalara karsi dezenfektan
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Sekil 10. In vitro kosullarda HOCI sentezi (Huang ve ark., 2008’den yararlanilarak
hazirlanmigtir)

amaclh kullanilmaktadir (Beuchat, Farber, ve ark., 2001). Tip alaninda; agik yaranin
temizlenmesi, irrigasyonu, nemlendirilmesi ve debridmaninda, mikroorganizmalarin
uzaklastirllmasinda, kronik yaralarda, diabetik ayak {ilserlerinde, cerrahi yaralarda, yanik
tedavisinde, agiz, burun, bogaz ve dudak iilserlerinde, nazal ve bogaz enfeksiyonlarinda, goz
enfeksiyonlarinda ve goz kapag: iltihabinda antimikrobiyal ve yara bakim soliisyonu olarak
kullanilmaktadir (Armstrong ve ark., 2015; Stroman ve ark., 2017). Aym1 zamanda, diger
dezenfektan ajanlardan daha etkin ve daha zararsiz olmasi nedeniyle hem el hem de yiizey

dezenfektani olarak kullanimi 6ne ¢ikmaktadir (Overholt ve ark., 2018; Wolfe ve ark., 2017).

Wang ve ark. (2007), 28 giinliik toksisite ¢alismalarindan elde ettikleri verilere gore, siganlar
ve minik domuzlar {izerinde tam kalinliktaki yaralara, giinliik olarak uygulanan 1, 3 ve 10 ppm
konsantrasyonlarindaki stabilize HOCl'nin, 24 saat boyunca kapali bir pansumanla birlikte
kullaniminin, herhangi bir sistemik toksisite belirtisi gostermedigini, stabilize edilmis
HOCT’nin giivenli oldugunu belirtmislerdir (Wang ve ark., 2007). Ayni zamanda yaptiklar1 in
vitro bir c¢aligmada, 0,1-2,8 ppm konsantrasyon araliginda HOCI, genis spektrumlu
antimikrobiyal aktivite gostermistir; C. albicans dahil test edilen organizmalarin g¢ogu
(%99,99'dan fazlasi) uygulamanin ilk 2 dakikasinda 6ldiriilmiistiir (Wang ve ark., 2007). Sam
ve ark. (2009), HOCI'nin konsantrasyona bagli bir sekilde enflamatuar yaniti modiile
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edebildigini, hem proenflamatuar hem de antienflamatuar 6zelliklere sahip oldugunu ancak bu
konuda daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ duyuldugunu belirtmistir (Sam & Lu, 2009). Sakarya ve
ark. (2014), stabilize HOCI soliisyonunun antimikrobiyal ve biyofilm eradikasyonu iizerine ve
dermal fibroblastlar ile keratinositlerin gogii ilizerine etkinligini arastirmiglardir. Cok diistik
konsantrasyonlarda bile temas ettigi anda (12 sn-O dk) bakteriler (Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, C. albicans) i¢in 6ldiiriicti oldugu, biyofilmi ortadan kaldirabildigi,
biyofilm altindaki inaktif bakteriyi oOldiirebildigi, fibroblastlarlarin ve keratinositlerin
hasarlanmis alana gogiinii doza bagimli olarak etkiledigi sonucunu ortaya koymuslardir.
Yiiksek konsantrasyonlarda (55-109 ppm) hiicrelerin gdociiniin bozulmasina sebep olurken,
diisiik konsantrasyonlarda (5,5-11 ppm) daha yiiksek migrasyona sebep oldugu gézlenmistir
(Sakarya ve ark., 2014). Bu 6zellikleriyle HOCI’nin ideal bir yara bakim soliisyonu olmaya
aday oldugunu ortaya koymuslardir. Anagnostopoulos ve ark. (2018), in vitro olarak %0,01
(100 ppm) HOCI, %5 povidon iyodiir, %4 KH ve %70 izopropil alkol soliisyonlarinin
antimikrobiyal etkilerini karsilastirmiglardir. HOCI’nin povidon iyodiir ve KH’ye kiyasla ¢ok
daha hizli bakterisidal etki gosterirken, izopropil alkol ile benzer etkinlige sahip oldugunu
belirtmislerdir. 100 ppm HOCI’nin antiseptik ajan olarak esdeger hatta daha iyi bir alternatif
olabilecegini ancak hiicreler iizerindeki giivenirliginin kanitlanmaya ihtiyaci oldugunu
vurgulamislardir (Anagnostopoulos ve ark., 2018). HOCI’nin medikal alanda ideal bir yara
bakim soliisyonu olarak kullaniliyor olmasi, agiz icerisinde biyofilm kaynakli periodontal

enfeksiyonlarda da kullanilabilecegi goriisiinii dogurmustur.

2009 yilinda yayinladigi bildiride Calderon (2009), periodontal alanda en fazla 500 ppm
derisiminde HOCI kullanimini 6nermis, daha yogun derisimlerin ortamdan birkag dakika i¢inde
uzaklastirilmast gerektigini one siirmistiir (Calderon, 2009). HOCI’nin sistemik ve
gastrointestinal etkilerini degerlendirmek ve gargara olarak kullanildiginda yutulmasi
durumunda ne olacagini arastirmak i¢in bir hayvan calismasi yapilmistir (Morita ve ark.,
2011). Farelere igme suyu olarak HOCI suyu verilmis ve ardindan agiz boslugunun gorsel
muayenelerinde, histopatolojik ve sistemik degerlendirmelerin sonuglarinda anormal bulgular
saptanmadig1 belirtilmistir. Castillo ve ark. (2015), 250 ppm ve 500 ppm HOCI ile %0.2°lik
KH’nin bakteriyel proteinler iizerindeki etkinligine bakmis; gram pozitif bakterilerde
(Streptococcus mutans ve Actinomyces israelii) KH, gram negatiflerde (P. gingivalis, A.
actinomycetemcomitans, C. rectus ve Klebsiella oxytoca) HOCI artan derisime bagli olarak
daha etkin bulunmustur (Castillo ve ark., 2015). Soo-Byeong Kim (2016), ¢alismasinda 3-5
ppm HOCI soliisyonunun, 1 dk igerisinde, test edilen tiim anaerobik (P. gingivalis, P.
intermedia, P. nigrescens, F. nucleatum) ve fakiiltatif anaerobik (S. mutans, Streptococcus

sobrinus, Streptococcus godonii, Streptococcus oralis, Streptococcus salivarius) bakterilere
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kars1 giiglii bakterisidal aktivite sergiledigini géstermistir ve HOCI soliisyonunun in vivo ve in
vitro deneyler ile desteklenmesi gereken potansiyel bir agiz gargarasi oldugunu 6ne slirmiistiir
(Kim, 2016). Kim ve Nam (2018) yaptiklar1 klinik bir ¢alismada, 5’er hastaya 1 dk boyunca
agiz gargarasi olarak 10-30 ppm HOCI, %0.005’lik KH ve serum kullandirmislar ve bakilan
klinik parametrelerde (halitosis, dental cliriik aktivitesi ve bakteri tiirleri ve hareketliligi) HOCI
kullanan grup leyhine sonuglar elde etmislerdir (Kim & Nam, 2018). Veriler dogrultusunda dis
hekimligi pratiginde yaygin olarak kullanilan ancak yan etkileri olan KH yerine agiz gargarasi
olarak HOCI'nin kullanilmasinin agiz hastaliklarinin 6nlenmesine katki saglayabilecegini ve
MDP’nin dislere yapigsmasini engelleyebilecegini ileri siirmiislerdir (Kim & Nam, 2018). Baska
bir klinik ¢aligmada Lafaurie ve ark. (2018), bes ayr1 grup olarak hastalara 30 sn boyunca 250
ppm ve 500 ppm HOCI, %0,12’lik ve %0,2’lik KH ve plasebo olarak distile su ile gargara
yaptirmiglardir. Tikiiriikteki bakteri canlilig: tizerine, HOCI gruplari sadece hemen ¢alkalama
sonrasi plasebo grubuna gore farklilik gosterirken, %0,2 KH grubu hem baslangicta hem de 7
saat boyunca belirgin etki gostermistir. Plak tutulumu agisindan gruplar arasinda fark
gozlenmemistir (Lafaurie ve ark., 2018). Hsieh ve ark.’nin (2020), zebra baliklar {izerinde
yaptiklar1 ¢alismada 125 ve 250 ppm HOCI ve NaOCl soliisyonlar1 karsilastiriimis;
degerlendirilen gram pozitif bakteriler (Enterococcus faecalis ve S. mutans) iizerinde HOCI

daha etkin bulunmustur ve baliklara toksik etki yaratmadigi gézlenmistir (Hsieh ve ark., 2020).
4.9. Sitotoksisite Testleri

Hiicrelerin hayatta kalma ve oliim gibi yasamsal faaliyetleri, fizyolojik kosullara verilen
hiicresel tepkilerle belirlenir ve normal gelisimi ve doku homeostaz1 kat1 bir diizen i¢inde
yuritiiliir. Hiicre ortamindaki degisiklikler, hiicre biiyiimesinin durmasi, apoptoz (programli
hiicre 61iimii) veya nekroz (hasar yolu ile kontrolsiiz hiicre 61iimii) gibi ¢esitli hiicre hasarlarinin
olugsmasina ve hiicre sayisinin azalmasina sebep olabilir (Han ve ark., 2008; H. Kim ve ark.,
2009).

Sitotoksisite, canli hiicreler tizerindeki toksik etki oranini ifade eder. Hiicre canliligi ise, 6rnek
icindeki saglikli hiicre sayisi olarak tanimlanir. Canli hiicreler iizerinde, ila¢ veya kimyasal
maddelere bagli olarak 6nemli yap1 ve fonksiyon degisikliklerinin saptanmasi ve yorumlanmast
amaciyla gesitli toksikolojik analizler yapilir (Saygi, 2003). Sitotoksisite testleri, in vivo ya da
in vitro kosullarda yapilabilmektedir. In vitro olarak yapilan testlerde, sitotoksisitesi arastirilan
madde c¢esitli konsantrasyonlarda hiicrelerin {izerine uygulanir ve bu maddenin hiicre

morfolojisi ve hiicrelerin yasama oranlari tizerine etkileri arastirilir (Stoddart, 2011).
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Gilintimiizde hiicre canliliginin/sitotoksisitenin belirlenmesinde ¢esitli yontemler kullanilabilir.
Bunlar enzim aktivitesi, hiicre zar1 gegirgenligi, hiicre adezyonu, adenozin trifosfat tiretimi,
koenzim tiretimi ve niikleotid alim aktivitesi gibi farkli hiicre fonksiyonlarina dayanmaktadir
(Kamiloglu ve ark., 2020). Bu yontemler, farkli siniflandirmalar olsa da Tablo 2’de goriildigii
sekilde kategorize edilebilir (Adan ve ark., 2016; Kamiloglu ve ark., 2020; Stoddart, 2011).

Tablo 2. Hiicre canliligi/sitotoksisite belirleme yontemleri

a. Boyama analizleri e Laktat dehidrogenaz (LDH) testi
e  Tripan mavisi testi e  Sulforhodamin B (SRB),
e FEozin, kongo kirmizisi ve eritrosin B boyasi e Notral kirmizi testi (NRU),
yontemleri c. Kiristal viyole yontemi (CVS)Florometrik

b. Kolorimetrik analizler analizler

3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir (MTT) testi
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-
karboksimetoksifenil)-2-(4-stlfofenil)-2H-
tetrazolyum (MTS) testi
2,3-bis-(2-metoksi-4-nitro-5-stilfofenil)-2H-
tetrazolyum-5-karboksanilid (XTT) testi
2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-
distilfofenil)-2H tetrazolyum, monosodyum
tuzu (WST-1) testi
2-(2-metoksi-4-nitrofenil)-3-(4-nitrofenil)-

e Alamar mavisi testi
o 5-karboksifloresein diasetat
asetoksimetil ester (5-CFDA-AM) testi
Luminometrik analizler
e Adenozin trifosfat testi
o Gergek zamanl canlilik belirleme
yontemleri
Akis sitometrisi analizleri
e Membran asimetri testleri
e  Membran gecirgenlik testleri

e  Mitokondri testleri

5-(2,4-distilfofenil)-2H-tetrazolyum,
monosodyum tuzu (WST-8) testi

Ideal sitotoksisite/hiicre canlilig 6lgiim ydntemi giivenilir, hizli ve verimli olmali, siire ve
maliyeti uygun olmali ve test bilesigiyle etkilesime girmemelidir (Aslantiirk, 2018; Shokrzadeh
& Modanloo, 2017).

4.9.1. 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir hiicre canhilik testi

MTT testi, Mosmann tarafindan 1983’te gelistirilmis, hiicre canliligi, proliferasyonu ve
sitotoksisitesini belirlemede kullanilan, metabolik aktivitenin 6l¢iilmesine dayali kolorimetrik
bir yondemdir (Mosmann, 1983). Proliferasyona ugrayan canli hiicrelerdeki mitokondriyal
dehidrogenaz enzimlerinin aktivitesi ile sar1 renkli MTT tetrazolyum tuzunun suda ¢dziinmeyen
mor renkli formazan Kkristallerine doniistiiriilmesi prensibine dayanir (Sekil 11). Olusan

formazan kristalleri dimetil siilfoksit (DMSO) veya izopropil alkolde ¢ozdiiriiliir.
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Metabolizmasi aktif olmayan 6lii hiicreler tetrazolyum tuzlarini renkli formazan iriinlerine
indirgeyemezler. Olusan renk reaksiyonu yogunlugu dogrudan hiicre sayisi ile iliskilidir
(Kamiloglu ve ark., 2020). En sik kullanim alanlari; sitokinlerin, biiyiime faktorlerinin medyum
komponentlerinin hiicreler {izerine etkilerinin arastirilmasi ve sitotoksik ajanlarin etkinliginin

test edilmesidir (Kumar ve ark., 2018b; Mosmann, 1983).

. Q NADH NAD*
N—"‘N N—HN
M \ S CHs
\(I Mitokondriyal rediiktaz / N/N«I
N
CH,

MTT Formazan
(3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5- ((E,2)-5-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-1,3-
difeniltetrazolyum bromir) difenilformazon)

Sekil 11. MTT’nin formazan Kristallerine indirgenmesi (Kamiologlu ve ark., 2020’den
yararlanilarak hazirlanmistir)

4.9.2. Laktat dehidrogenaz sitotoksisite testi

LDH testi, immun hiicrelerinde sitotoksisitenin hizli ve hassas bir sekilde dlgiilebilmesi igin
1980'lerde gelistirilmistir (Decker & Lohmann-Matthes, 1988). Cesitli kimyasal maddelerin ve
ilaglarin toksisitesini belirlemede kullanilan kolay, hizli ve giivenilir bir yontemdir. LDH, stabil
bir sitoplazmik enzimdir ve membran biitiinliigii zarar gordiigiinde hiicre kiiltiirii ortamina
salinir (Chan ve ark., 2013). Bu, apoptozis, nekroz veya diger hiicresel hasar tiirlerine maruz
kalan hiicrelerin tipik bir 6zelligidir. Ortamdaki hiicre disi LDH enzimi, ilk olarak laktati
piriivata ¢evirir ve bu esnada nikotinamid adenin diniikleotidi (NAD®) indirgeyerek
nikotinamid adenin diniikleotid hydrid (NADH) olusturur. Daha sonra NADH, sar1 olan iyodo
tetrazolyum tuzunu suda c¢oziinebilen kirmizi bir formazan firiiniine indirger (Sekil 12).
Formazan olusumunun seviyesi, ortama salinan LDH miktari ile dogru orantilidir ve bu nedenle
test sirasinda olusan renk yogunlugu, hasar goérmiis hiicrelerin sayisi ile orantili olarak

sitotoksisitenin gostergesidir (Kumar ve ark., 2018a).
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Sekil 12. LDH sitotoksisite testinin mekanizmasi

4.10. Antimikrobiyal Aktivite Testleri

Bir 6ziit veya bilesigin belirli bir mikroorganizma tiirine karst in vitro antimikrobiyal
aktivitesini degerlendirmek veya taramak amaciyla gesitli yontemler kullanilabilir. Rutin
laboratuvarlarda duyarliligin saptanmasinda en sik olarak kullanilan yontem disk difiizyon
testleridir. Ancak bir ajanin antimikrobiyal etkisinin derinlemesine incelenmesi i¢in 6nerilen
yontemler, zamana bagli 61diirme yontemi ve akis sitoflorometrik yontemlerdir. Bu yontemler,
test edilen ajanin bakterisidal veya bakteriyostatik 6zellikleri ve zaman veya konsantrasyona
bagli inhibe edici etkilerinin dogas1 hakkinda ve test edilen mikroorganizmanin hiicre hasarina
iliskin bilgi saglamaktadir (Balouiri ve ark., 2016). Antimikrobiyal aktivitenin in vitro
degerlendirilme teknikleri Tablo 3’te verilmistir (Balouiri ve ark., 2016).

Tablo 3. Antimikrobiyal aktivite degerlendirme yontemleri

a. Difflizyon yontemleri c. Diliisyon yontemleri
e Agar disk-diffiizyon yontemi e  Broth diliisyon yontemi
e Antimikrobiyal gradyan yontemi e Agar diliisyon yontemi
e Diger diffiizyon yontemleri d. Zamana bagh 6ldiirme yontemi
i) Agar well diffiizyon yontemi e. Adenozin trifosfat biyoluminesans analizi
i) Agar plug diffiizyon yontemi f.  Akis sitoflorometrik yontem

iii) Capraz ¢izgi yontemi
iv) Zehirli gida yontemi
b. Ince tabaka kromatografisi (TLC)-
biyootografi
e  Agar diffiizyon
o Direk biyootografi

e Agar overlay biyotest
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4.10.1. Zamana bagh 6ldiirme yontemi

Zamana bagli 6ldiirme (time-kill) testi, bakterisidal veya fungisidal etkinin belirlenmesi i¢in en
uygun yontemdir. Zamana bagli veya konsantrasyona bagli olarak antimikrobiyal etkinin
incelenmesine olanak saglar. Test edilen ajan ile mikroorganizma arasindaki dinamik etkilesim
hakkinda bilgi sunar (Pfaller ve ark., 2004). Bu yontemde, belirli miktarda mikroorganizmanin
belirli yogunluktaki ajan ile belirli bir silire temasi gerekmektedir. Zamana bagli azalmanin
tespiti icin farkli zamanlarda canli bakteri sayimi yapilir. Bakterisidal etkiden bahsedebilmek

icin canli bakterilerin miktarinin %99,9 azalmasi gerekmektedir (Konate ve ark., 2012).
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5. GEREC ve YONTEM

5.1. Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Calismamizda 50 ppm HOCI (%0,005), 200 ppm HOCI (%0,02) ve %0,2 KH soliisyonlari
kullanildi. Deneylerde kullanilacak olan KH’nin nihai konsantrasyonuna ulasmak i¢in, %20°1lik
klorheksidin glukonat (Doga ilag, Istanbul, Tiirkiye) soliisyonu (Sekil 13a) islemden hemen
once biliyiime ortaminda seyreltilerek hazirlandi (Sekil 13b). 100 ppm ve 400 ppm
konsantrasyonlarindaki HOCI soliisyonlar1 (Anolit Co., Ankara, Tiirkiye) da (Sekil 13a) son
konsantrasyonlarin elde edilebilmesi amaciyla, kullanimdan hemen 6nce biiyiime ortaminda

yar1 yariya seyreltilerek hazir hale getirildi (Sekil 13Db).

Sekil 13. a. Test soliisyonlar1 b.Test
soliisyonlariin son konsantrasyonlari
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5.2. Sitotoksik Aktivite Deneyleri
5.2.1. Hiicrelerin ¢oziilmesi, pasajlanmasi, cogaltilmasi ve sayilmasi

Calismamizda ATCC firmasindan ticari olarak temin edilen IDF (IDF-1, Katalog no: CRL-
2014, ATCC, Manassas, VA, ABD) hiicreleri (Sekil 14a) kullanildi. Hiicrelerin beslenme
sartlari; sodyum piriivat, yilksek D-glukoz ve sodyum bikarbonat igeren Dulbeco’s Modified
Eagles Medium (DMEM) (Katalog no: F 0445, Biochrom AG, Berlin, Almanya) (Sekil 14b)
icerisine %10 fetal sigir serumu (Katalog no: 16000-036, GibcoTM, Thermo Fisher Scientific,
ABD), %1 penisilin/streptomisin, %1 L-glutamin ve %0.1 amfoterisin B bilesenleri ilave

edilerek olusturulan besiyeri (Sekil 14c) kullanilarak saglandi.

Sekil 14. a. IDF hiicre dizini, b. DMEM, c. Besiyeri

S1vi azot tankinda -152°C’de saklanan hiicreler disar1 ¢ikarildi ve DMSO ile oda sicakliginda
hizla ¢oziinmesi saglandi. Coziinen hiicreler, igerisinde 10 mL besiyeri bulunan 15 mL’lik
tiplere aktarilarak 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij (Santrifiij cihazi, Biosafe Avanti J-30I,
Beckman Coulter, A.B.D) (Sekil 15a) edildi. Daha sonra siipernatant uzaklastirildi ve santrifiij
sonrasi dipte kalan hiicreler (pellet) lizerine yeni besiyeri eklenerek resiispanse edildikten sonra
25 cm?’lik flasklara ekildi (Sekil 15b). Hiicreler 37 °C’de %5 COz2 igeren ortamda inkiibasyona
(CO2 inkiibatér, MCO 18 AIC, Sanyo, ABD) (Sekil 15c) birakilip, hiicre gogalmasi her giin
takip edildi. Pasaj yapmak i¢in hiicrelerin ekildikleri flasklar1 %70-80 oraninda doldurmalari
beklendi (Sekil 16).
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Sekil 16. IDF hiicrelerinin, a. Baslangic, b. %80 yogunluga ulastiktan sonra 151k
mikroskobunda goriintiisii

Dolan flasklardaki hiicreler fosfat tamponlu salin (FTS) (Katalog no: 311-425-CL, Wisent,
Kanada) ile ii¢ kez yikandi, tripsin-EDTA (Katalog no: P10-0235SP, Pan-Biotech, Almanya)
eklenerek 37°C’de 4 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi tripsinin etkisini ortadan
kaldirmak amaciyla eklenen besiyeri ile birlikte 15 mL’lik tiiplere toplanan hiicreler 1200
rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Uzerindeki siipernatant uzaklastirilarak pelletin miktarina gére
besiyeri ile reslispanse edildi ve tekrar flasklara ekildi. Hiicrelerin sayillmas1 amaciyla, 10 pL
hiicre siispansiyonu 10 uL tripan mavisi ile karistirilarak, thoma lami1 ve lamel arasina konuldu
ve 151k mikroskobunda 10x biiyiitmede hiicreler sayildi (Sekil 17). Tripan mavisi ile boyanan
hiicreler 6lii, boyanmayan hiicreler canli olarak degerlendirildi ve asagidaki formiile gore

mL’deki hiicre sayis1 hesaplandi.

Hiicre sayis1 = Ortalama sayim degeri x Seyreltme faktorii x 10*
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Sekil 17. a. Thoma lami tizerinde hiicrelerin tripan mavisi ile boyanmasi, b. Isik mikroskobu,
c. Hiicrelerin 10x biiylitmede sayilmasi

IDF hiicre dizileri anlatildig1 gibi cogaltilip sayildiktan sonra 1,5x10° hiicre/kuyucuk olacak
sekilde, 2 mL besiyeri/kuyucuk igeren, sekiz ayri 6 kuyucuklu plakalara ekildi ve 24 saat
boyunca 37°C’de %5 COz i¢eren ortamda hiicrelerin kuyucuklara tutunmalari i¢in inkiibe edildi
(Sekil 18).

Sekil 18. a. Flasklara ekimi yapilan IDF hiicreleri, b. Inkiibasyon sonrasi 24. sa mikroskobik
goruntusu

5.2.2. 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir testinin uygulanmasi

IDF hiicrelerinde hiicre canliligt MTT testi kullanilarak degerlendirildi. MTT testine hazirlik
olarak inkiibasyonun ardindan plakalardaki mevcut besiyerleri uzaklastirildi. IDF hiicrelerinin
iizerine, ¢alismamizda degerlendirilen 50 ppm HOCI, 200 ppm HOCI, %0,2 KH soliisyonlari
ve kontrol grubu ile hiicresiz (blank) gruba sadece besiyeri eklendi. Uygulama sonras1 30 sn, 2

dk, 1 sa ve 24 sa olarak belirlenen siirelerde degerlendirme i¢in beklendi (Sekil 19).
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Sekil 19. IDF hiicreleri iizerine 50 ppm HOCI, 200 ppm HOCI, %0,2 KH
soliisyonlar1 ve kontrol grubu olarak da sadece besiyeri eklenmesi sonrasi a. 30
sn, b. 2 dk, c. 1 sa, d. 24 sa goriintiisii

IDF hiicre dizileri, 30 sn, 2 dK, 1 sa ve 24 sa siiresince soliisyonlarda bekletilmesinin ardindan
soliisyonlar kuyucuklardan uzaklastirildi. IDF hiicrelerinin canliliginin incelenmesi, hiicre
canliligi ve proliferasyonun bir gostergesi olarak hiicresel metabolik aktiviteyi 6l¢mek i¢in
kullanilan MTT testi ile yapildi. MTT soliisyonu, ana stok 5 mg/mL olacak sekilde, thiazolyl

blue tetrazolium bromide tozunun (Katalog no: GC4568, Glentham Life Sciences, ingiltere)
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(Sekil 20) FTS iginde ¢ozdiiriilmesi ile hazirlandi. Tyice karistirilarak homojen hale geldikten
sonra filtreden gecirilerek kullanima hazir hale getirildi. Daha sonrasinda her kuyucukta son
konsantrasyonu 0.33 mg/mL olacak sekilde kuyucuklara 132 pLL MTT soliisyonu 2 mL besiyeri
ile birlikte eklendi ve 37°C, %5 CO? ortamda 3 saat inkiibasyona birakild: (Sekil 21).

Sekil 20. Thiazolyl blue tetrazolium
bromide

Inkiibasyon periyodu ardindan, 6 kuyucuklu plakalarda kalan hiicre ortam1 bosaltilarak MTT
formazan tuzu agiga ¢ikarmak i¢in 200 uL DMSO kuyucuklara eklendi ve yaklasik 10 dk
¢oziinmesi beklendi (Sekil 22). Coziicli tampon eklenen kuyucuklardan alinan 2x100 pL
ornekler 96 kuyucuklu plakalara konularak (Sekil 23) absorbans degerleri PerkinElmer Enspire
multimode plate reader (Perkin EImer, Boston, ABD)’da 570 nm’de okundu (Sekil 24). Kontrol
grubunun canliligi 100 olarak kabul edilerek, elde edilen absorbans degerleri asagidaki formiil

kullanilarak canlilik (%) degerlerine ¢evrildi.

[(AD ornek — AD hﬁcresiz)/(AD kontrol — AD hﬁcresiz)] %100
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Sekil 21. IDF hiicrelerinin bulundugu 50 ppm HOCI, 200 ppm HOCI, %0,2 KH, kontrol
ve hiicresiz (blank) kuyucuklarin iizerine MTT ilavesi sonrast 3 saat inkubasyonun
ardindan a. 30 sn, b. 2 dk, c. 1 sa, d. 24 sa gruplarinin goriintiisii
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Sekil 22. a. IDF hiicrelerin iizerine DMSO ilave edilmesi, b.
beklenmesi.

Sekil 23. 96 kuyucuklu plakalara eklenen 6rnekler
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Sekil 24. a. PerkinElmer Enspire multimode plaka okuyucu, b. Plakalarin okutulmasi sonucu
elde edilen absorbans degerleri

5.2.3. Laktat dehidrogenaz testinin uygulanmasi

IDF hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkilerin saptanmasi, nekrozun gdstergesi olan hiicre dis
LDH enzimi salinimlarinin incelendigi LDH testi (CytoScan™, G-Biosciences, MO, ABD)
kullanilarak yapildi. Sitotoksisite testi, kullanilan ticari Kitin talimatlart dogrultusunda
gerceklestirildi. Daha &nce bahsedildigi gibi ¢ogaltilip sayilan IDF hiicreleri, her birinde
1,5x10° hiicre olacak sekilde plakalara ekildi ve 24 saat boyunca %5 CO;’li ortamda 37°C’de
kuyucuklara tutunmalar: igin inkiibasyona birakildi (Sekil 25). Inkiibasyon siiresi sonunda
besiyerleri dokiilerek 50 ppm HOCI, 200 ppm HOCI ve %0,2 KH soliisyonlar: eklendi.
Maksimum LDH aktivitesi grubu degerleri soliisyon ile muamele edilmemis kontrol grubu
hiicreleri tizerine %0,1 Triton X-100 eklenmesiyle elde edilirken, 10 uL steril, ultra-saf su

icinde, islem gérmemis hiicreler spontan LDH aktivitesi kontrolii olarak kullanildi.
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Sekil 25. Flasklara ekimi yapilan IDF hiicreleri a. 30 sn, b. 2 dk, c. 1 sa,
d. 24 sa gruplari

Belirlenen 30 sn, 2 dk, 1 sa ve 24 sa siirelerince soliisyonlarin bekletilmesinin ardindan
plakalardan besiyerleri toplanarak 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Hiicrelerden ortama
salinan LDH’1n bulundugu siipernatantlardan yeni mikrotiipler igerisine 10 pL aktarildi ve Kit
icerisinden ¢ikan soliisyonlarla hazirlanan “LDH Reaksiyon Karigimi”ndan 100 uL eklenerek
96 kuyucuklu plakalara ekim yapildi (Sekil 26 ve 27a). Isiktan korunarak 30 dakika boyunca
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oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra, kit igerisinde bulunan “Durdurucu Soliisyon”
eklenerek reaksiyonlar durduruldu (Sekil 27b). 96 kuyucuklu plaka igerisindeki ornekler
absorbans degerleri PerkinElmer Enspire multimode plate reader kullanilarak 490 nm'de
Olciildii. Numune ile tedavi edilen hiicrelerden LDH'nin ylizde salinimi LDH'nin maksimum

salmimu ile karsilagtirilarak degerlendirildi. Sitotoksisite (%) asagidaki formiil ile hesaplandi.

(LDH Aktivitesi Srnek — LDH Aktivitesi kontrol)/(LDH Aktivitesi maksimum — LDH Aktivitesi kontrol)
x 100

Sekil 26. a. Orneklerden toplanan siipernatanlarin aktarildigi mikrotiipler, b. LDH
Reaksiyon Karigimi eklenerek 6rneklerin 96 kuyucuklu plakalara aktarilmasi

Sekil 27. a. 96 kuyucuklu plakalara aktarilan 6rnekler, b. Karanlik ortamda 30 dk inkiibasyon
sonrast 96 kuyucuklu plakalar i¢indeki drnekler
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5.3. Antimikrobiyal Aktivite Deneyleri

Calismada soliisyonlarin A. actinomycetemcomitans (Katalog no: 29522, ATCC, Manassas,

VA, ABD) ve C. albicans (Katalog no: 10231, ATCC, Manassas, VA, ABD)

mikroorganizmalarina karsi antimikrobiyal aktiviteleri degerlendirildi. Kullanilan antiseptik

soliisyonlarin etkinligi zamana bagli 6ldiirme yoOntemiyle test edildi. Uygulanan yontemin

basamaklari akis semasinda gosterildi (Sekil 28).

Yontem Akis Semasi

Candida albicans

Aggregatibacter actinomycetemcomitans

Cs) €=

p
| <

A m’ a
= - Mikroorganizma siispansiyonu
Soliisyonlar ‘ “— r

\M ].

Besiyerine ekim / /

HOCI
| %20KH

Soliisyon + mikroorganizma
(50 ppm HOCI, 200 ppm HOCI,
%0,2 KH, FTS)

T

) €2

)

24 saat 37°C inkiibasyon sonras1 KOB sayiim

Sekil 28. Yontem akis semast



5.3.1 Mikroorganizmalarin kiiltiirii

A. actinomycetemcomitans, 10 mL beyin-kalp infiizyon sivi besiyerine (Katalog no: TV5090E,
Oxoid, Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, MA, ABD) ekilerek, inkiibatorde (CB-S 260
Binder GmbH, Tuttlingen, Almanya) 37°C’de %5 COz igeren atmosfer kosullarinda 24-36 saat
inkiibasyon ile tretildi (Sekil 29a). C. albicans, 10 mL Sabouraud dekstroz sivi besiyerine
(Katalog no: CM0041T, Oxoid, Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, MA, ABD) ekilerek
35°C inkiibatorde (UN110, Memmert GmbH + Co. KG, Schwabach, Almanya) 24-36 saat
boyunca inkiibe edilerek tiretildi (Sekil 29b). Her iki mikroorganizma 10 mL FTS (pH=7.4)
icinde siispanse edildi ve konsantrasyon 1x108 KOB (koloni olusturan birim)/mL olacak sekilde

ayarlandi. Kontaminasyon kontrolii amaciyla %35 koyun kanli agar besiyerine ekim yapildi.

a A. actinomycetemcomitans

~— —

Sekil 29 a. Beyin-kalp infiizyon sivi besiyerine ekilen A,
actinomycetemcomitans, b. Sabouraud dekstroz sivi besiyerine ekilen C.
albicans mikroorganizmalari

5.3.2. A. actinomycetemcomitans'a kars1 antimikrobiyal etkinligin saptanmasi

Hazirlanan A. actinomycetemcomitans siispansiyonu steril FTS ile 1/10 oraninda sulandirilds,
boylece son konsantrasyonu 1x10” KOB/mL olacak sekilde ayarlandi. Dért steril tiip icerisinde
her birinden 500 uL olacak sekilde, iki farkli konsantrasyonda HOCI (50 ppm ve 200 ppm),
KH (%0,2) ve steril FTS hazirlandi. Hazirlanan bakteri siispansiyonundan aseptik kosullarda

tiiplere 500 pL aktarildi. Kronometre ile zaman tutuldu.

Inkiibasyon boyunca 30 sn, 2 dk, 1 sa ve 24. saatte her bir tiipten 50 pL 6rnek alindi ve 450 pL
steril FTS i¢ine aktarildi, tiip vorteks karistirici ile galkalandi. Tiip igerisinden steril pipet ile

100 pL alind1; %5 koyun kanli agar besiyerine koloni sayim metodu kullanilarak ekim yapildi.
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Ekim yapilan besiyerleri 37°C inkiibatorde %5 CO: igeren atmosfer kosullarinda 24 saat

boyunca inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonrasi besiyerlerinde iireyen A. actinomycetemcomitans kolonileri sayilarak
(KOB/mL), her bir zaman noktasi i¢in koloni sayisindaki azalma ve antimikrobiyal etkinlik

orani (% etkinlik) hesaplandi (Sekil 30, 31 ve 32).

Sekil 32. A.actinomycetemcomitans i¢in 200 ppm HOCI antimikrobiyal aktivite testi
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5.3.3. C. albicans'a kars1 antimikrobiyal etkinliginin saptanmasi

Hazirlanan C. albicans siispansiyonu steril FTS (pH=7.4) ile 1/10 oraninda sulandirilarak, son
konsantrasyonu 1x10” KOB/mL olacak sekilde ayarlandi. Dért steril tiip igerisinde her birinden
500 uL olacak sekilde, iki farkli konsantrasyonda HOCI (50 ppm ve 200 ppm), KH (%0,2) ve
steril FTS hazirlandi. Hazirlanan maya siispansiyonundan aseptik kosullarda tiiplere 500 pL

aktarildi. Kronometre ile zaman tutuldu.

Inkiibasyon boyunca 30 sn, 2 dk, 1 sa ve 24. saatte her bir tiipten 50 pL 6rnek alindi ve 450 pL
steril FTS i¢ine aktarildi, tiip vorteks karistirict ile ¢alkalandi. Tiip igerisinden steril pipet ile
100 pL ahindi; %5 koyun kanli agar besiyerine koloni sayim metoduna uygun sekilde ekim
yapildi. Besiyerleri 35°C inkiibatérde normal atmosfer kosullarinda 24 saat boyunca

inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonras1 besiyerlerinde iireyen C. albicans kolonileri sayilarak (KOB/mL), her bir
zaman noktasi i¢in koloni sayisindaki azalma ve antimikrobiyal etkinlik orani (% etkinlik)

hesaplandi (Sekil 33, 34 ve 35).

Sekil 34. C. albicans i¢in 50 ppm HOCI antimikrobiyal aktivite testi
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Sekil 35. C. albicans i¢in 200 ppm HOCI antimikrobiyal aktivite testi

5.4. Verilerin Degerlendirilmesi ve Istatiksel Analiz

Veriler GraphPad Prism 8.0.2 (GraphPad Software Inc., San Diego, ABD) programi
kullanilarak analiz edildi. Sonuglar, ortalama + standart sapma, minimum ve maksimum
degerler olarak ifade edildi. Grup i¢i karsilastirmalar two-way ANOVA, ikili karsilastirmalari
(post-hoc) ise Tukey testi ile, gruplar arasi karsilastirmalar one-way ANOVA ve post-hoc Tukey
testi ile degerlendirildi. p<0,05 seviyesindeki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.
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6. BULGULAR

6.1. Sitotoksik Aktivitenin Degerlendirilmesi
6.1.1. Soliisyonlarin insan dis eti fibroblast hiicrelerinin canlihg iizerine etkileri
MTT testi sonuglarina gore tespit edilen yiizde canlilik degerleri Tablo 4’de gosterildi.

Grup ici karsilagtirmalarda %0,2 KH uygulanan hiicrelerin canlilifinin zamanla azaldigi
(p<0,01), ancak 2 dk ve 1 saatte benzer oldugu goriildii (p>0,05) (Sekil 36). 50 ppm HOCI
uygulanan hiicrelerin yiizde canlilik degerleri zamanla istatistiksel olarak azalma gdosterdi
(p<0,0001) (Sekil 36). 200 ppm HOCI uygulanan hiicrelerdeki canlilik degerlerinin de zaman
icinde azaldig1 (p<0,0001), ancak 1sa ile 24 sa arasinda anlaml fark gostermedigi gorildi
(p>0,05) (Sekil 36).

Gruplar arasi karsilagtirmalarda yiizde canlilik degerlerinde tiim zaman dilimlerinde istatistiksel
olarak anlamli fark bulundu (p<0,0001) (Tablo 4). Tiim test soliisyonlarinin, kontrol grubuna
kiyasla tiim zaman noktalarinda hiicre canliligini istatistiksel olarak anlamli derecede azalttigi
tespit edildi (p<0,0001) (Tablo 4). IDF hiicrelerinin yiizde canlilik degerleri 30 sn, 2 dk ve 24
saatlik uygulama sonrasinda KH grubunda 50 ppm ve 200 ppm HOCI gruplarina kiyasla
anlamli derecede daha diisiik gozlenirken (p<0,01), 1. saatte en diisiik hiicre canlilig1 200 ppm
HOCI uygulanan grupta goriildii (p<0,001) (Tablo 4, Sekil 37). 30 sn, 2 dk ve 1 sa siiresince 50
ppm HOCI uygulanan IDF hiicrelerinde canlilik degerlerinin 200 ppm HOCI grubundaki
hiicrelere kiyasla anlamli derecede yiiksek oldugu tespit edilirken (p<0,0001), 24. saatte 200
ppm HOCT hiicre canliliginin 50 ppm HOCI grubundan istatistiksel olarak daha yiiksek oldugu
kaydedildi (p<0,0001) (Tablo 4, Sekil 37).
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Tablo 4. Soliisyon gruplarmin IDF hiicreleri iizerine MTT testi ile dl¢iilen canlilik degerlerinin (%) coklu ve ikili karsilastirmalar

Zaman
Kontrol?
Ort+SS
(Min — Max)

(100 — 100)

2 dk 100 + 0,00
(100 — 100)

(100 — 100)

(100 — 100)

Gruplar
%0,2 KHP 50 ppm HOCI®
Ort+£SS Ort+SS

(Min — Max) (Min — Max)
16,72 £ 3,26 77,02 £ 5,24

(13,10-21,09) (68,91 —84,06)
9,14+ 0,85 42,82 £3,30

(8,17 -10,85) (36,89 -47,11)
7,80 = 1,06 8,25+0,90
(6,29 -9,17) (6,75—9,39)
0,25+0,15 0,82+0,10
(0,11 -0,56) (0,63-0,92)

200 ppm HOCI
Ort+SS
(Min — Max)

53,47 £335
(48,12 — 57,51)

23,66 + 1,56
(21,67 — 26,39)

5,50+ 1,20
(4,02 -7,47)

4,06 £ 0,55
(3,26 — 4,56)

P p@b) p@-<) p@d p(®-c) p®-d pc-d)

<0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

<0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

<0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,7598 0,0002 <0,0001

<0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0028 <0,0001 <0,0001

One-way ANOVA ve post-hoc Tukey testi, p<0,05, KH: Klorheksidin, HOCI: Hipoklordz asit, Ort: Aritmetik ortalama, SS: Standart sapma
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Sekil 36. Kontrol, %0,2 KH, 50 ppm HOCI ve 200 ppm HOCI gruplarinin IDF hiicreleri iizerine
30 sn, 2 dk, 1 sa ve 24 sa uygulanmasi sonucu tespit edilen canlilik degerlerinin zaman igindeki
degisimi.

Two-way ANOVA ve post-hoc Tukey testi, *p<0,01, **p<0,001, ***p<0,0001
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Sekil 37. Kontrol, %0,2 KH, 50 ppm HOCI ve 200 ppm HOCI gruplarmin IDF hiicreleri
tizerindeki canlilik degerlerinin 30 sn, 2 dk, 1 sa ve 24 sa siirelerinde karsilagtiriimasi.
One-way ANOVA ve post-hoc Tukey testi, *p<0,01, **p<0,001, ***p<0,0001

6.1.2. Soliisyonlarin insan dis eti fibroblast hiicreleri iizerine sitotoksik etkileri
LDH testi sonuglarina gore tespit edilen yiizde sitotoksisite degerleri Tablo 5’de gdsterildi.

Grup i¢i degerlendirmelerde %0,2 KH uygulanan hiicrelerin ytizde sitotoksisite degerlerinde 30
sn, 2 dk ve 1 sa siiresince anlaml bir fark gézlenmezken (p>0,05) 24 sa sonunda istatistiksel
olarak artig goriildii (p<0,05) (Sekil 38). 50 ppm HOCI uygulanan hiicrelerin yiizde sitotoksisite
degerlerinin 30 sn, 2 dk ve 1 sa uygulama siiresince artma egiliminde oldugu (p>0,05) ancak 1
sa (p<0,01) ve 24 sa (p<0,001) sonunda istatistiksel olarak anlamli derecede arttig1 gézlemlendi
(Sekil 38). 200 ppm HOCI uygulanan hiicrelerdeki sitotoksisite degerlerinin 30 sn ve 2 dk
stirelerinde benzerlik gosterdigi (p>0,05), 1 sa sonunda anlamli derecede arttig1 saptandi. 24 sa
uygulama siiresinde artan yiizde sitotoksisite degerlerinin (p<0,05) 1 sa ile kiyaslandiginda

istatistiksel olarak anlamli bir fark gostermedigi goriildii (p>0,05) (Sekil 38).
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Tablo 5. Soliisyon gruplarmin IDF hiicreleri iizerindeki LDH testi ile 6lciilen sitotoksisite degerlerinin (%) ¢oklu ve ikili karsilastirmalar

Zaman

30sn

2 dk

1sa

24 sa

Triton X-1002
Ort+SS
(Min — Max)

100 £ 0,00
(100 — 100)
100 + 0,00
(100 — 100)
100 £ 0,00
(100 — 100)
100 £ 0,00
(100 — 100)

Gruplar
%0,2 KHP 50 ppm HOCI®
Ort+SS Ort+SS
(Min — Max) (Min — Max)
51,17+ 11,3 14,16 + 4,39
(37,03-67,38) (10,92 — 24,04)
53,30 £ 16,9 23,69 +£9,12
(29,38 -81,85) (10,47 — 38,66)
55,77 £ 13,6 29,19 £ 10,9
(38,40 -72,70) (16,93 — 48,75)
84,30 + 6,69 85,14+ 114

(74,51 — 92,70)

(67,97 — 96,32)

200 ppm HOCId
Ort+SS Y
(Min — Max)

17,35 + 8,18
(7,38 - 32,13)
25,69 + 2,51

(22,87 — 28,99)
33,42 + 6,12

(24,57 — 42,58)
46,55 + 13,6

(28,83 — 64,94)

p@b) p@c) p@d p(®-c) p®-d pc-d)

<0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,8187

<0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,9759

<0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0002 0,7955

<0,0001 0,0129 0,0198 <0,0001 0,9979 <0,0001 <0,0001

One-way ANOVA ve post-hoc Tukey testi, p<0,05, KH: Klorheksidin, HOCI: Hipoklordz asit, Ort: Aritmetik ortalama, SS: Standart sapma
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Sekil 38. Triton X-100 (Kontrol), %0,2 KH, 50 ppm HOCI ve 200 ppm HOCI gruplarinin IDF
hiicreleri iizerine 30 sn, 2 dk, 1 sa ve 24 sa uygulanmasi sonucu tespit edilen sitotoksisite
degerlerinin zaman i¢indeki degisimi.

Two-way ANOVA ve post-hoc Tukey testi, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001
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Gruplar arasi karsilastirmalarda yiizde sitotoksisite degerlerinde tiim zaman dilimlerinde
istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0,0001) (Tablo 5). Tiim soliisyonlarin, Triton X-
100 (Kontrol) grubuna kiyasla tiim zaman noktalarinda sitotoksisite degerleri anlamli derecede
daha diisiik bulundu (p<0,05) (Tablo 5). IDF hiicrelerinin yiizde sitotoksisite degerleri 50 ppm
ve 200 ppm HOCI soliisyonu uygulanan gruplarda KH grubuna kiyasla anlamli derecede daha
az gorildi (p<0,001), sadece 24 sa uygulama siiresinde 50 ppm HOCI grubu ile KH grubu
arasinda anlamli bir fark kaydedilmedi (p>0,05) (Tablo 5, Sekil 39). 50 ppm HOCI uygulanan
IDF hiicrelerindeki yiizde sitotoksisite degerlerinin 24. saatte daha yiiksek (p<0,0001)
bulunmasi disinda HOCI gruplar: arasinda istatistiksel olarak anlamli fark gézlenmedi (p>0,05)
(Tablo 5, Sekil 39).

== Triton X-100 == %0,2 KH == 50 ppm HOCI 200 ppm HOCI
* % * & Iil
100- = % % = * % m *** 1

1 1 I

80+ 1 [

=

)

= 60+

._EZ . =

2

2 404

=

201 H
0 I |_| 1 1 1

30 sn 2 dk 1 sa 24 sa

Sekil 39. Triton X-100 (Kontrol), %0,2 KH, 50 ppm HOCI ve 200 ppm HOCI gruplarmin IDF
hiicreleri tizerindeki sitotoksisite degerlerinin 30 sn, 2 dk, 1 sa ve 24 sa siirelerinde

karsilastirilmasi.
One-way ANOVA ve post-hoc Tukey testi, *p<0,001, **p<0,0001
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6.2. Antimikrobiyal Aktivitenin Degerlendirilmesi
6.2.1. A. actinomycetemcomitans'a karsi1 antimikrobiyal etkinlik

Zamana bagli 6ldiirme yOntemi sonuglarina goére tespit edilen A. actinomycetemcomitans

mikroorganizmalarinin her bir zaman noktasi i¢in koloni sayis1 Tablo 6’da gosterildi.

Tablo 6. Soliisyonlarin uygulanmasi sonrasi, gruplardaki A. actinomycetemcomitans
mikroorganizmalarinin her bir zaman noktasi i¢in koloni sayisi

Hayatta kalan bakteri sayis1 (KOB/mL)

Mikroorganizma Zaman %0,2 KH 50 ppm HOCI 200 ppm HOCI
A. actinomycetemcomitans  Baslangi¢ 107 107 107

30sn 620+ 140,0 210+87,2 -

2 dk 1640 £ 101,5 - -

1sa 1280 + 62,4 - -

24 sa - - -

KH: Klorheksidin, HOCI: Hipokloroz asit, KOB: Koloni olusturan birim

Grup i¢i degerlendirmelere bakildiginda, %0,2 KH uygulanan A. actinomycetemcomitans
mikroorganizmalar1 i¢in antimikrobiyal aktivite yiizdelerinin 30 sn ve 2 dk sonrasi
%99,38+0,1'den %98,36+0,1'e diistiigii goriildii (p<0,05) (Sekil 40). Daha sonra antimikrobiyal
aktivite degerlerinin 1 sa sonunda %98,72+0,1’¢ (p<0,05) ve 24 sa sonunda %100'e yiikseldigi
(p<0,05) ancak 2 dk ve 1 sa siireleri sonunda saptanan degerler arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark gorilmedigi tespit edildi (p>0,05) (Sekil 40). 50 ppm HOCI uygulanan
mikroorganizmalar i¢in antimikrobiyal aktivite yiizdeleri 30 sn sonras1 %99,79+0,09 ve 2 dk,
1 sa ve 24 sa sonras1 %100 olarak kaydedildi, degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
goriilmedigi tespit edildi (p>0,05) (Sekil 40). 200 ppm HOCI grubunda saptanan antimikrobiyal
aktivite ylizdeleri tiim zaman noktalarinda %100 olarak kaydedildi (p>0,05) (Sekil 40).

Gruplar arast ikili karsilagtirmalarda tiim soliisyonlarin, negatif kontrol (steril FTS) grubuna
kiyasla tim zaman noktalarinda, mikrobiyal canliligi azalttigi (Tablo 6) ve tespit edilen
antimikrobiyal aktivite degerlerinin negatif kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak
yiiksek oldugu goriildi (p<0,0001) (Sekil 41). 50 ppm HOCI ve 200 ppm HOCI gruplarinda, A.
actinomycetemcomitans mikroorganizmalarmna karst 30 sn, 2 dk ve 1 sa uygulama siirelerinde
KH grubundan daha yiiksek antimikrobiyal aktivite degerleri tespit edildi (p<0,01) (Sekil 41).
HOCI gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark gozlenmedi (p>0,05) (Sekil 41).
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Sekil 40. Negatif kontrol, %0,2 KH, 50 ppm HOCI ve 200 ppm HOCI gruplarmin A.
actinomycetemcomitans mikroorganizmalari iizerine 30 sn, 2 dk, 1 sa ve 24 sa uygulanmasi
sonucu tespit edilen antimikrobiyal aktivite yiizdelerinin zaman i¢indeki degisimi.

Two-way ANOVA ve post-hoc Tukey testi, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001
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Sekil 41. Negatif kontrol, %0,2 KH, 50 ppm HOCI ve 200 ppm HOCI gruplarinin A.
actinomycetemcomitans mikroorganizmalar1 izerindeki antimikrobiyal aktivite ylizdelerinin

30 sn, 2 dk, 1 sa ve 24 sa siirelerinde karsilastirilmas.
One-way ANOVA ve post-hoc Tukey testi, *p<0,01, ***p<0,0001
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6.2.2. C. albicans’a kars1 antimikrobiyal etkinlik

Zamana baglhh oldirme yontemi sonuglarina gore tespit edilen C. albicans

mikroorganizmalarinin her bir zaman noktasi i¢in koloni sayis1 Tablo 7°de gosterildi.

Tablo 7. Soliisyonlarin uygulanmasi sonrasi, gruplardaki C. albicans mikroorganizmalarinin
her bir zaman noktasi igin koloni sayisi

Hayatta kalan bakteri sayis1 (KOB/mL)

Mikroorganizma Zaman %0,2 KH 50 ppm HOCI 200 ppm HOCI
C. albicans Baslangig 107 107 107

30 sn 3800 £916,5 300 + 45,8 -

2 dk 12400 + 655,7 - -

1sa 2400 + 360,6 - -

24 sa - - -

KH: Klorheksidin, HOCI: Hipokloroz asit, KOB: Koloni olusturan birim

Grup i¢i degerlendirmelere bakildiginda, %0,2 KH uygulanan C. albicans mikroorganizmalari
icin antimikrobiyal aktivite yiizdelerinin 30 sn ve 2 dk sonrasi %96,20+0,9'dan %87,60+0,7'ye
distiigi gortildi (p<0,05) (Sekil 42). Daha sonra antimikrobiyal aktivite degerlerinin 1 sa
sonunda %97,60+0,4’e (p<0,01) ve 24 sa sonunda %100'e (p<0,05) yiikseldigi tespit edildi
(Sekil 42). 50 ppm HOCI uygulanan mikroorganizmalar i¢in antimikrobiyal aktivite ylizdeleri
30 sn sonrast %99,70+0,05 ve 2 dk, 1 sa ve 24 sa sonrast %100 olarak kaydedildi, degerler
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark goriilmedi (p>0,05) (Sekil 42). 200 ppm HOCI
grubunda saptanan antimikrobiyal aktivite yiizdeleri tiim zaman noktalarinda %100 olarak

kaydedildi (p>0,05) (Sekil 42).

Yapilan gruplar arasi ikili karsilagtirmalarda tiim soliisyonlarin, negatif kontrol (steril FTS)
grubuna kiyasla mikrobiyal canliligi, tim zaman noktalarinda, dnemli dl¢lide azalttig1 (Tablo
7) ve kaydedilen antimikrobiyal aktivite degerlerinin negatif kontrol grubu ile kiyaslandiginda
istatistiksel olarak anlaml seviyede yiiksek oldugu tespit edildi (p<0,0001) (Sekil 43). 50 ppm
HOCI ve 200 ppm HOCI gruplarinda, C. albicans mikroorganizmalarina kars1 30 sn, 2 dk ve 1
sa uygulama siirelerinde KH grubundan daha yliksek antimikrobiyal aktivite degerleri tespit
edildi (p<0,0001) (Sekil 43). HOCI1 gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
gozlenmedi (p>0,05) (Sekil 43).
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Sekil 42. Negatif kontrol, %0,2 KH, 50 ppm HOCI ve 200 ppm HOCI gruplarinin C. albicans
mikroorganizmalar1 iizerine 30 sn, 2 dk, 1 sa ve 24 sa uygulanmasi sonucu tespit edilen
antimikrobiyal aktivite ylizdelerinin zaman igindeki degisimi
Two-way ANOVA ve post-hoc Tukey testi, *p<0,05, **p<0,01
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Sekil 43. Negatif kontrol, %0,2 KH, 50 ppm HOCI ve 200 ppm HOCI gruplarinin C.
albicans mikroorganizmalari tizerindeki antimikrobiyal aktivite yiizdelerinin 30 sn, 2 dk,
1 sa ve 24 sa siirelerinde karsilastirilmasi.

One-way ANOVA ve post-hoc Tukey testi, *p<0,0001
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7. TARTISMA ve SONUC

Periodontal hastaliklar; dental biyofilm, konak immiin yanit1 ve ¢esitli risk faktorleri ile iliskili,
periodonsiyumun enfeksiyonu ile karakterize, atasman kaybina yol acan, ¢ok faktorlii kronik
enflamatuar hastaliklardir (Albandar, 2011; Armitage, 1999; Ship & Beck, 1996). Periodontal
hastaliklarin etiyolojisi her ne kadar karmasik olsa da MDP ve agiz boslugundaki patojen
mikroorganizmalar temel faktorler olarak kabul edilir (Sanz ve ark., 2020; Socransky &
Haffajee, 1992).

Periodontal hastaliklarin tedavisinin ana amact MDP’yi ve igerisinde bulunan patojen
mikroorganizmalar1 ortadan kaldirmaktir. Tedavinin ilk basamagi olarak, tiim yumusak ve sert
birikintiler, bu birikintilerin tutunmasina sebep olan faktorler elimine edilerek temiz ve
enfeksiyondan arimig bir agiz ortaminin elde edilmesi amaclanir. Bu dogrultuda oncelikle
hastaya oral hijyen egitimi verilerek etkin bir fircalama aliskanlig1 kazandirilir, supra ve
subgingival enstriimantasyon ile MDP ve dis tas1 uzaklastirilir ve subgingival biyofilm
bozularak bakteriyel yiik azaltilir (Needleman ve ark., 2015; Suvan ve ark., 2020; Trombelli ve
ark., 2015). Ancak, mekanik tedavi ile kok yiizeyine sinirli olarak erisilebilmesi nedeniyle ve
A. actinomycetemcomitans ve C. albicans gibi konaga invaze olabilme yetenekleri olan bazi
periodontopatojenlerin baskin oldugu durumlarda, mekanik tedavi periodontal patojenleri
ortadan kaldirmada yetersiz olabilir. Bu dogrultuda ilave olarak, tedaviye yardimci ek tedavi
alternatiflerinden biri olan antimikrobiyal ajanlarin kullanim1 6ne ¢ikmaktadir (Sanz ve ark.,
2020).

A. actinomycetemcomitans, 1999 siniflamasinda agresif periodontitis olarak tanimlanan
periodontal hastalik formunun primer etiyolojik ajani olarak iliskilendirilen gram negatif,
fakiiltatif anaerobik bir periodontopatojendir (Fine ve ark., 2007). Ayn1 zamanda siddetli
periodontitis, geleneksel periodontal tedaviye direngli eriskin periodontitis ve erken baslangicli
periodontitis vakalarinin patogenezinde de rol oynamaktadir (Rodenburg ve ark., 1990; Slots
ve ark., 1990; Zambon ve ark., 1996). A. actinomycetemcomitans'in hastalikli bélgelerden
uzaklastirilmasi, genellikle hastaligin klinik semptomlarinin iyilesmesi ile iligkili bulunmugtur
(Fives-Taylor ve ark., 1999). C. albicans, insan agzinda karsilasilan en yaygin ve en fazla
hastalik yapan mantar tiiriidiir. Oral kandidiyazis ve Candida iliskili protez stomatiti gibi ¢esitli
oral mantar enfeksiyonlarma neden olan &nemli bir patojendir ve temel olarak zayiflamis
bagisiklik sistemine sahip insanlari etkiler (Sherman ve ark., 2002; Zegarelli, 1993). Ayrica, C.

albicans, derin periodontal ceplerde, tedaviye direng gosteren periodontal lezyonlarda, akut
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periodontal abselerde ve peri-implant lezyonlarinda da (firsatg1 patojen olarak) tespit edilmistir
(Listgarten ve ark., 1993; MacNeill ve ark., 1997). A. actinomycetemcomitans'm ve C.
albicans’in dokuya invaze olma yetenegi, periodontal tedavide supra ve subgingival
enstriimantasyonun tek basina yeterli olmasina engel olabilmekte ve re-infeksiyona neden
olabilmektedir. Her iki mikroorganizma da dis biyofilmindeki bakterilere tutunabilir, epitel
hiicrelerine ve bag dokusuna invaze olarak agiz hastaliklarinin ilerlemesine neden olabilir
(Rams & Slots, 1996). Tim bu veriler 1s18inda, ¢alismamizda KH’nin ve HOCI’nin oral
antimikrobiyal etkinliginin degerlendirilmesinde, periodontal tedaviye yardimci olarak
antimikrobiyal ajan kullanim1 ihtiyaci yiiksek olan A. actinomycetemcomitans ve C. albicans

patojenleri tercih edildi.

Antimikrobiyal ajanlar, dis hekimliginde enfeksiyonlarin 6nlenmesi veya tedavisi i¢in yaygin
bir sekilde kullanilmaktadir. Ozellikle periodontolojide, dis eti hastaliklarinin tedavisinde
dental plak kontroliine ve patojenlerin biiyiime ve iiremesini durdurarak ya da patojenleri
ortadan kaldirarak dis eti iltihabinin giderilmesine yardimci olurlar (Khardori, 2006). Ayrica,
implant ya da dis c¢ekimi gibi oral ve periodontal cerrahi islemler Oncesi ve sonrasinda
enfeksiyon riskini azaltmak ve iyilesme siirecini hizlandirmak i¢in ve de kandidiyazis,
hiperplazi, mukozit, kserostomi gibi agiz hastaliklarinin tedavisinde antimikrobiyal ajanlar
kullanilmaktadir (Coelho ve ark., 2020; Muller ve ark., 2017; Petersilka ve ark., 2002; Quirynen
ve ark., 2002).

KH, agiz boslugunda en sik kullanilan kemoterapdtik antimikrobiyal ajandir (Dadpe ve ark.,
2018). Gii¢lii antimikrobiyal etkinligine ragmen, doza ve zamana bagli olarak goriilen yan
etkileri nedeniyle daha iyi bir alternatif ajana ihtiyag duyulmaktadir (Batra ve ark., 2022;
Coelho ve ark., 2020; Thomas ve ark., 2015). Literatiire bakildiginda, nétrofiller tarafindan
periodontal ceplerde salinan reaktif oksijen tiirlerinden biri olan HOCI’nin, periodontal
dokulardaki enflamasyonu ve iyilesmeyi diizenlemede rol oynadigi goriilmektedir
(Mainnemare ve ark., 2004). HOCI’nin diisiik toksisitesi, yiiksek antimikrobiyal etkinligi,
biyofilmi yok etme yetenegi, anti-enflamatuar etkisi ve tibbi olarak yara, llser ve yanik
tedavisinde topikal soliisyon olarak kullaniliyor olmasi nedeniyle agiz sagliginda yeni bir ajan
olarak kullanimi 6nerilmektedir (Armstrong ve ark., 2015; Selkon ve ark., 2006). Bununla
birlikte, HOCI’nin agiz boslugu ve periodontal alandaki etkinligini degerlendiren sinirli sayida
calisma mevcutken, bilgimiz dahilinde literatiirde IDF {izerine toksisitesini degerlendiren in
Vitro arastirmaya rastlanilamamistir. HOCI’nin plak kontrolii ve agiz sagliginin idamesinde
antimikrobiyal ve sagligi koruyucu bir ajan olarak kullanilmas: ile ilgili yapilacak ileri

arastirmalar periodontitis tedavisinde daha iyi bir prognoza katkida bulunabilir. Calismamizda,
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%0,2 KH ile 50 ppm ve 200 ppm HOCI soliisyonlarinmn, IDF iizerindeki hiicre canlihig ve
sitotoksik etkileri ve agiz i¢i hastaliklarinda aktif rol oynayan A. actinomycetemcomitans ve C.

albicans'a kars1 antimikrobiyal etkinlikleri karsilastirilarak incelendi.

Dis hekimliginde kullanilan KH formlari, farkli sekillerde ve farkli konsantrasyonlarda
mevcuttur. KH’nin agiz gargaralari, spreyler, aerosoller, ¢ipler veya jeller gibi formlarinin
bulunmasi klinik uygulamalarda kullaniminin ¢ok yonliiliigiinli artirmaktadir. A1z ¢alkalama
sulari, aerosol ve sprey formlarinin konsantrasyonlar1 genellikle %0,12-0,2 arasinda degisirken;
jeller i¢in %0,12-1 ve cila formlar1 igin %1, %10 ve %40 olarak mevcuttur (Berchier ve ark.,
2010). %0,02 ile %0,06 konsantrasyon araliginda KH bakteriostatik bir ajan olarak rol
oynarken; %0,12 ile %0,2 konsantrasyon araliginda ise bakterisit etkilidir (Jones, 1997; Varoni
ve ark., 2012). Giinliik doz kullanimi net olmamakla birlikte, ABD Gida ve Ila¢ Dairesi
tarafindan, agiz gargaralarinin %0,12-0,2’lik konsantrasyonlarda kullanilmas1 ve 10-15 mL
gargara ile giinde iki kez, 30 saniye boyunca gargara yapilmasi onerilmektedir (da Costa ve
ark., 2017). Avrupada ise %0,2’lik konsantrasyonlarin giinde iki kez, 10 mL olarak kullanim1
one ¢ikmaktadir. %0,2 KH konsantrasyonlarinin agiz gargarasi olarak kullanimi, gingival
enflamasyon, kandidiyazis ve dis plagina kars1 oldukea etkilidir (Sogut, 2013). Greenstein ve
ark. (1986) 10 mL %0,2’lik KH soliisyonu ile 1 dakika siireyle agiz ¢alkalanmasindan sonra
KH’nin yaklagik %30 unun agiz boslugunda tutundugunu ve tutunan KH’nin 8-12 saat siireyle
diisik konsantrasyonlarda salinmaya devam ederek uzun siireli bakterisit etki gosterdigini
bildirmistir (Greenstein ve ark., 1986). Bu veriler gbz oniinde bulundurularak ¢alismamizda

%0,2’lik KH konsantrasyonunun kullanilmasi tercih edildi.

HOCI soliisyonu, klor bazli bir antiseptik ajandir. Etkisini esas olarak proteinleri denatiire
ederek gosterir ve sulu ¢ozelti iginde ortamin pH’ina bagh olarak H* ve OCI iyonlarina ayrisir
(Pullar ve ark., 2000). HOCI soliisyonlari, pH 5,5'in altinda ¢6ziinmezken bu degerin tizerinde
¢oziinmeye baglar, OCI olusur. pH degeri 3 ile 6 araliginda oldugunda baskin tir HOCl1'dir ve
maksimum  antimikrobiyal ozelliklere sahiptir. pH 9,5’in  {izerine yiikseldikce
ortamda OCI" iyonu istiin duruma geger ve soliisyonun dezenfekte etkisi azalir, ¢iinkii HOCI,
OCI" iyonundan ¢ok daha fazla bakterisidal etki giiciine sahiptir. pH degerinin 3’iin altina
diismesi durumunda tiim aktif klorun hizli kaybina neden olabilecek dnemli miktarda, saglik
riski olusturan, klor gazi (Cl,) agiga ¢ikar (Wang ve ark., 2007). HOCI soliisyonlari pH 7,6’nin
altinda stabil olma egilimindedir ve yaklasik pH 7,5'te ¢ozeltideki klorin tiirleri karigimi
(HOCI/OCI") oran1 %50/50 seklindedir. Cozeltinin stabil kalmasi ve istenen yiiksek
aktivitesinin korunmasi i¢in, HOCI’nin nétr pH’da kullanilmasi 6nerilmektedir (Migliarina &

Ferro, 2014; Yamaner, 2022). HOCI gibi klor bazli soliisyonlarda ¢ozeltideki aktif klor miktart,
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ppm olarak adlandirilarak soliisyonun konsantrasyonunu belirtir. Yapilan bir in vitro ¢alismada
HOCI soliisyonu konsantrasyonunun steril su icerisinde zamanla ¢oziinerek seyreldigi, takip
edilen 40 dk’lik siire sonunda konsantrasyonun 3,5 ppm’den pH 7°de 1,63 ppm’e, pH 8,4’te ise
1,13 ppm’e diistiigii gézlenmistir (Kim ve ark., 2008). HOCI’nin patojenlere kars1 etkinligi
temas siiresi ve konsantrasyonu ile iliskilidir ve az miktarda bile kisa siirede spor olusturan ve
olusturmayan bakterileri 61diirebilir (Sakarya ve ark., 2014). Klor bazli soliisyonlarda ve HOCI
soliisyonlarinda, ABD Gida ve Ilag Dairesi tarafindan antiseptik ve dezenfektan olarak dnerilen
konsantrasyon, pH 8'in altinda olacak sekilde ve 1-2 dakikalik temas siiresi i¢inde 50-200 ppm
olarak belirtilmistir (Beuchat, Busta, ve ark., 2001; Code of Federal Regulations, 2023).
Calismamizda, notr pH'da 50 ve 200 ppm HOCI soliisyonlarinin etkinlikleri degerlendirildi.

Antimikrobiyal ajanlarin uygulama stireleri ile ilgili ¢alismalara bakildiginda, KH ile yapilan
in vitro ¢calismalarda degerlendirme siirelerinin 15 sn ile 48 sa araliginda (Castillo ve ark., 2015;
Decker ve ark., 2017; Etemadi ve ark., 2020; Mima ve ark., 2011; Tirali ve ark., 2013; Vahabi
ve ark., 2019; Von Maltzahn ve ark., 2020; VVoos ve ark., 2014) ve hatta 72 sa (Koychev ve
ark., 2017) ve 96 sa (Bidar ve ark., 2012) siirelerinde oldugu, klinik ¢aligmalarda ise uygulama
stirelerinin 1 dk agiz ¢alkalama (Becerik ve ark., 2011; Sritrairat ve ark., 2011) veya 5-10 dk
subgingival irrigasyon (Jalaluddin ve ark., 2019; Kshitish & Laxman, 2010; Vitt ve ark., 2020)
seklinde oldugu rapor edilmistir. Dis hekimliginde agiz gargarasi olarak kullanildiginda KH ile,
giinde iki kez 30 sn boyunca gargara yapilmasi onerilmektedir (da Costa ve ark., 2017). Ayni
zamanda, %0,2 KH’nin lokal kullanimi amaciyla iiretilen agiz gargaralari ireticilerinin
kullanim talimatlar1 da KH’nin agiz igerisinde yaklasitk 1 dk siiresince calkalanmasi
dogrultusundadir. HOCl ile yapilan in vitro ¢calismalarda ise degerlendirme siirelerinin 30 sn ile
30 dk (Anagnostopoulos ve ark., 2018; Castillo ve ark., 2015; Kim ve ark., 2008; Odorcic ve
ark., 2015) ve 1 sa ile 24 sa (Harriott ve ark., 2019; Ortega-Pena ve ark., 2017; Stoffel ve ark.,
2020) araliginda oldugu, klinik olarak degerlendiren mevcut iki ¢alismada ise hastalara 30 sn
(Lafaurie ve ark., 2018) veya 1 dk (Kim & Nam, 2018) siireleri boyunca gargara yaptirilarak
calisildig goriilmiistiir. Klinik uygulamalar esnasinda, agiz boslugundaki dokularla ve mevcut
mikrobiyal patojenlerle temas siiresi genellikle kisadir ve hastalar giinlilkk rutinlerinde
gargaralarini 30 sn ile 1 dk arasi siiresince agizlarini ¢alkalayarak kullanirlar. Tiim bu bilgiler
1s1ginda ¢alismamizda, hem klinik kullanimi yeterince taklit edebilmek hem de daha uzun
maruz kalma siirelerinin etkilerini degerlendirebilmek i¢in 30 sn, 2 dk, 1 sa ve 24 sa siirelerinde

caligildi.

Bilgimiz dahilinde HOCI'nin IDF iizerine sitotoksik etkilerinin arastirildig: ve ayn1 zamanda

ag1z i¢i hastaliklarinda aktif rol oynayan A. actinomycetemcomitans ve C. albicans'a karsi
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antimikrobiyal etkinliklerinin incelendigi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu ¢alismada notr pH
degerlerine sahip %0,2 KH’nin ve KH’ye alternatif bir oral antimikrobiyal ajan olarak 50 pmm
HOCI ve 200 ppm HOCI’nin, IDF hiicre canlilig1 ve sitotoksisitesi iizerine etkileri ile A.
actinomycetemcomitans ve C. albicans'a kars1 antimikrobiyal etkinliklerinin 30 sn, 2 dk, 1 sa

ve 24 sa temas siirelerinde karsilastirilarak degerlendirilmesi hedeflendi.

Giliniimiizde  hiicre  canliliginin/sitotoksisitenin  belirlenmesinde  ¢esitli  yontemler
kullanilmaktadir. MTT testi, hiicre canliligin1 veya sitotoksisitesini degerlendirmek i¢in en sik
kullanilan kolorimetrik yontemlerden biridir. Bu yontem, temel olarak mitokondriyal
enzimlerin aktivitesini Olger. Aymi zamanda hiicrelerin mitokondriyal fonksiyonunun
belirlenmesi yoluyla hiicre canliligini belirler (Mosmann, 1983). LDH testi, kiiltiirde hiicre
Oliimiinii dogrudan 6lgmek i¢in kullanilan hizli, hassas ve giivenilir bir yontemdir (Decker &
Lohmann-Matthes, 1988). Test, hiicre zarinin biitiinliigii kayboldugunda biiylime ortamina
saliman LDH enziminin dl¢limiine dayanir. Kimyasal maddelerin ve ilaglarin sitotoksisitesini
belirlemede siklikla kullanilmaktadir (Chan ve ark., 2013). Bu c¢alismada KH ve HOCI
soliisyonlarmin IDF hiicreleri izerindeki hiicre canlilig1 etkileri MTT testi ile, sitotoksik etkileri

ise LDH testi ile belirlendi.

Kimyasal bir bilesigin belirli bir mikroorganizma tiiriine karsi in vitro antimikrobiyal
aktivitesini degerlendirmek veya taramak amaciyla kullanilan metotlardan zamana bagl
oldiirme yontemi, bir ajanin bakterisidal veya fungisidal etkisinin degerlendirilmesinde en
uygun yontemlerdendir (Pfaller ve ark., 2004). Zamana veya konsantrasyona bagli olarak
antimikrobiyal etkinlige ve test edilen mikroorganizmanin hiicre hasarina iligkin bilgi saglar
(Balouiri ve ark., 2016). Calismada KH ve HOCI soliisyonlarinin A. actinomycetemcomitans
ve C. albicans mikroorganizmalar1 izerindeki antimikrobiyal etkinlikleri zamana bagh 6ldiirme

yontemi kullanilarak degerlendirildi.

KH’nin, antimikrobiyal 6zellikleri iyi tanimlanmis ve agiz hastaliklarinin tedavisinde yaygin
olarak kullaniliyor olmasina ragmen, IDF ve diger hiicreler iizerinde giiglii bir sitotoksik etkiye
sahip oldugu, diisiik KH konsantrasyonlarmin bile IDF’lerde ve epitel hiicrelerinde protein ve
DNA sentezini inhibe ettigi belirtilmistir (Karpinski & Szkaradkiewicz, 2015). Tiiter ve ark.
(1998) yaptiklar1 calismada %0,2 KH ile farkli gargaralarin IDF iizerine etkilerini incelemisler
ve 10 sn, 30 sn, 1 dk ve 2 dk’lik zaman dilimlerinde gruplar arasi ve grup i¢i karsilastirma
yapmuslardir. Sonuglara gére KH grubu kontrol grubuna (sadece besiyeri) kiyasla hiicre
canliligin1 anlamli derecede azaltmistir. Ancak grup i¢i kiyaslamada 10 sn ile 2 dk arasinda
anlaml fark tespit edilirken, diger siireler arasinda fark saptanmamistir (Tiiter ve ark., 1998).

Schmidt ve ark. (2016) %0,2’lik KH soliisyonunu IDF hiicreleri iizerine 1 dk, 5 dk ve 15 dk
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boyunca maruz biraktiklari in vitro ¢alismalarinda, hiicre canliliginin zamanla yaklasik olarak
%76’dan %73’e ve %63’¢ distiigiinii belirtmislerdir. En yiiksek toksik etki, en uzun uygulama
stiresinde tespit edilmistir (Schmidt ve ark., 2016). Sukumaran ve ark. (2020) farkli KH
konsantrasyonlarinin (%0,03, %0,06, %0,1, %0,12 ve %0,2) 1, 2, 4, 6, 8 ve 10 dk siirelerindeki
IDF hiicre canlilig1 ve yara iyilesmesine etkilerini incelemislerdir. %0,2 KH de dahil olmak
lizere, konsantrasyona ve zamana bagli olarak hiicre canliliginda 6nemli olgiide azalma
gozlenmistir (Sukumaran ve ark., 2020). Hadzik ve ark. (2021) %0,2’lik KH igerikli ticari bir
ag1z gargarasinin %1,56’dan %50°’ye degisen alt1 farkl1 konsantrasyonunun IDF iizerine etkisini
degerlendirmislerdir. 5 dk, 6 sa ve 24 sa boyunca in vitro olarak yapilan ¢alismada, tiim
soliisyonlarin kontrole (DMSO) gore anlamli derecede hiicre canliligini azalttigini ancak,
%0,2’1ik KH gargaranin sadece en diisiik ve en yiiksek konsantrasyonlari arasinda anlamli fark
gozlenirken, digerleri arasinda benzer sonuglar tespit edildigi, zamanla bir fark gozlenmedigi
belirtilmistir (Nawrot-Hadzik ve ark., 2021). Cekilmis disler iizerinde yapilan bir ¢alismada,
Babgi ve ark. (2021), kék yiizeyine ekilen IDF hiicrelerinin % 0,2 KH jel ile 2 dk maruz
birakildiktan sonra canliliginda giiclii bir inhibisyon tespit etmistir (Babgi ve ark., 2021). Utami
ve ark. (2022) tarafindan yapilan bir baska in vitro calismada da 24 saat sonunda IDF hiicre
canliigi yiiksek oranda azalmistir (Utami ve ark.,, 2022). Calismamizin bulgularina
bakildiginda, literatiirle uyumlu olarak, 30 sn, 2 dk, 1 sa ve 24 sa siirelerinde, % 0,2 KH
uygulanan IDF hiicrelerinde canliligin zamanla azaldig1 ve hiicre canliligi degerlerinin kontrol
grubuna (besiyeri) kiyasla tiim zaman noktalarinda anlamli seviyede daha diisiik oldugu tespit
edildi.

KH'nin toksisitesini degerlendirebilmek igin ayni zamanda, IDF hiicrelerinde nekroz
indiiksiyonu (LDH salimimi) incelendi, ancak literatiirde KH uygulanmasi sonrasi hiicre
Olimiinii arastiran az sayida ¢alismaya rastlanmistir (Faria ve ark., 2009; Giannelli ve ark.,
2008; Schmidt ve ark., 2018). Gianelli ve ark. (2008) yaptiklar1 ¢alismada, KH'nin % 0,12'lik
konsantrasyonunun, 1 dk tedaviden sonra fibroblastlarin nekrozunu % 50'den daha yiiksek
oranlarda etkiledigini (Giannelli ve ark., 2008), ayn1 sekilde Faria ve ark. (2009), daha diisiik
konsantrasyonlarda bile KH’nin 24 sa uygulama sonras1 IDF iizerinde %80 nekroz gosterdigini
belirtmislerdir (Faria ve ark., 2009). Schmidt ve ark. (2018) %0,2’lik KH soliisyonu ile farkli
ag1z gargaralarinin, 1 dk, 5 dk ve 15 dk siiresince IDF ve insan nazal epitel hiicreleri {izerine
apoptotik ve nekrotik etkilerini incelemislerdir. KH soliisyonunun kontrol grubuna (FTS) gore
yiiksek sitotoksik etki gosterdigi ancak kendi i¢inde zamanlar arasinda anlamli bir fark
goriilmedigi belirtilmistir (Schmidt ve ark., 2018). Calismamizda literatiirle uyumlu olarak,
%0,2 KH ile tedavi sonras1 IDF iizerindeki toksisite degerlerinin 30 sn, 2 dk ve 1 sa uygulama

stirelerinde %51,17-55,75 arasinda oldugu ve istatistiksel bir fark olmadig1 ancak 24 sa’lik
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uygulama siiresinde toksisitenin %84,30 oldugu ve tiim degerlendirme zamanlarina goére

anlamli yiiksek bulundugu kaydedildi.

Bununla birlikte, literatiirde in vivo ¢alismalarda KH’nin IDF hiicreleri iizerinde toksik etki
yaratmadigini one siiren ¢alismalar da mevcuttur (Sanchez ve ark., 1988; Southard ve ark.,
1989). KH’nin toksisite bulgularinin in vitro ve in vivo kosullarda farklilik géstermesinin sebebi
olarak, agiz ortaminda epitelyal bariyerin alt tabakadaki hiicreleri korumasi ve KH’nin konak
hiicreleri yerine daha ¢ok oral floradaki bakterilere baglanmasi ihtimalleri diistiniilmektedir
(Lindhe ve ark., 1970; Pucher & Daniel, 1992). KH’nin %0,2°lik konsantrasyonlarinin agiz i¢i
calkalama amaciyla kullanilmakla birlikte, KH’nin penetrasyonunu 6nlemek igin oral kaviteyi
kaplayan epitel hiicrelerin devamliligin1 koruyor olmasi ve bariyer olusturmasi gerekliligi

bildirilmistir (Ramberg ve ark., 1996).

Literatirde, HOCI’nin dermal fibroblastlar ve keratinositler tizerine sitotoksisitesinin énemli
Olciide az oldugu ve ideal bir yara bakim soliisyonu olmaya aday oldugu ortaya koyulmustur
(Armstrong ve ark., 2015; Day ve ark., 2017; Gonzalez-Espinosa ve ark., 2007; Kramer ve ark.,
2018; Rani ve ark., 2014). Sakarya ve ark. (2014) gesitli HOCI konsantrasyonlarinin dermal
fibroblast ve keratinositlere etkisini incelemek i¢in 10 dk, 4 sa, 8 sa ve 24 sa siirelerinde in vitro
olarak ¢alismiglardir. HOCI soliisyonunun, 10 dk’lik uygulama sonundaki sonuglari ile uzun
donem sonuglarinin benzerlik gosterdigini, dermal fibroblastlarin ve keratinositlerin
hasarlanmis alana gogiinii doza bagimli olarak etkiledigini, yiiksek konsantrasyonlarda (55-109
ppm) hiicrelerin gégiiniin bozulmasina sebep olurken, diisiik konsantrasyonlarda (5,5-11 ppm)
daha yiiksek migrasyona sebep oldugunu bildirmislerdir (Sakarya ve ark., 2014). Rani ve ark.
(2014) ticari olarak temin edilebilen cilt/yara temizleme ajanlarinin toksik olmayan dozlarini
tespit edebilmek i¢in fare dermal fibroblastlarinda ¢alisma yapmislar ve 100 ppm HOCI igerikli
bir ajanin (NeutroPhase) non-toksik oldugunu gostermislerdir (Rani ve ark., 2014). Yakin
zamanda yine topikal antiseptikler ile yapilan baska bir in vitro ¢calismada Ortega-Pena ve ark.
(2017) 6, 12, 24 ve 48 saatlik zaman dilimlerinde, ticari olarak temin edilen bir HOCI
soliisyonunun (Vashe) farkli konsantrasyonlarimin (3,3 ppm, 16,5 ppm ve 33 ppm) fibroblastlar
tizerinde fazla sitotoksik etkiye neden olmadan kisa siirede biyofilm olusumunu inhibe ettigini
gostermislerdir. Arastirmanin sonuglarina gore, tiim zaman boyunca HOCI soliisyonlarinda,
birbirleri ile benzer sekilde, fibroblast hiicre canliliginin %50'in {izerinde seyrettigi
goriilmiistiir, ancak fibroblast popiilasyonlar: zamandan bagimsiz sekilde artma-azalma egilimi
gostermistir  (Ortega-Pena ve ark.,, 2017). Tim bu bilgilere ek olarak, yiiksek
konsantrasyonlarda HOCI’nin (500 ppm) dokuda nekroza ve/veya apoptoza neden olabilecegi

de gosterilmistir (Vile ve ark., 2000; Zhang ve ark., 2001). Bilgimiz dahilinde, literatiirde
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HOC/'nin IDF {izerine etkilerini degerlendiren bir arastirmaya rastlanmadigindan calismamiz
HOCI soliisyonlarmin IDF iizerindeki hiicre canlilig1 ve sitotoksik etkilerini degerlendiren ilk
calismadir. Sonuglarimizi bire bir karsilastirmak miimkiin olmamistir. Dermal fibroblastlar
tizerinde yapilan ¢alismalarin sonuglarina benzer olarak ¢alismamizda kullanilan 50 ppm ve
200 ppm HOCI soliisyonlarinin IDF hiicre canliligin1 doza ve zamana bagl olarak azalttig
tespit edildi. 50 ppm HOCI ve 200 ppm HOCI sitotoksisite degerlerinin zamanla artis egilimi
gostererek 24. sa’ya kadar birbirleri ile benzer iken 24. sa’da 50 ppm HOCI nin sitotoksisitesi
anlamli daha yiiksek olarak kaydedildi. Calismamizda 24. sa’da yiiksek konsantrasyon
HOCI’de (200 ppm) diisiik konsantrasyon HOCI’ye (50 ppm) gore sitotoksitesinenin az olmasi
HOCI soliisyonu konsantrasyonunun arttik¢a ortamdaki patojen veya organik maddeler ile daha
fazla reaksiyona girerek hemen ayrismaya baslamasi, daha hizli deaktive olmasi ve etkinliginin

azalmasiyla ilgili oldugu diistiniilmektedir.

Literatiirde KH ile HOCI’nin dermal fibroblastlar {izerine toksisitesinin kiyaslandig: tek in vitro
calismada, 330 ppm HOCI soliisyonu ile %0,05 KH soliisyonlar1 karsilastirilmis; 3 dk’lik
maruziyet sonucu, verilerimize benzer sekilde, HOCI’nin daha az sitotoksisiteye neden oldugu
bildirilmistir (Day ve ark., 2017). Calismamizin sonuglarmna goére, 50 ppm ve 200 ppm
HOCTI’nin hem kisa donemde hem de uzun déonemde genel olarak %0,2’lik KH’ye kiyasla daha
yiiksek canlilik degerleri gosterdigi goriildii. Sitotoksisite verileri ise dozlar arasinda fark
olmaksizin KH’ye kiyasla daha diisik olarak kaydedildi. Literatirde HOCI
konsantrasyonlarmin IDF iizerine etkileri ile ilgili bir ¢alisma goriilememekle birlikte, dermal
fibroblastlar tizerindeki toksik dozu ile ilgili de ortak bir karara rastlanilamamustir. Ancak farkli
konsantrasyonlara ve zaman dilimlerine ragmen, genel olarak toksisite ile ilgili bulgular
calismamiz ile uyumludur. HOCI’nin IDF iizerine sitoksisitesinin net olarak anlasilabilmesi
icin daha fazla calismaya ihtiyag duyulmaktadir. Boylece, giivenli dozlar belirlenebilir ve

antiseptik olarak insanlarda kullanimiyla ilgili 6neriler gelistirilebilir.

%0,2 KH’nin oral mikrobiyom {izerindeki etkilerinin degerlendirildigi ¢alismalara
bakildiginda, A. actinomycetemcomitans tizerinde antimikrobiyal etkisi oldugu goériilmiistiir.
Voos ve ark. (2014) A. actinomycetemcomitans’nin planktonik kiiltiirleri iizerinde yaptiklari
calismada, A. actinomycetemcomitans bakterilerinde 1 dk sonunda %0,2 KH’nin %2100 etkinlik
gosterdigini belirtmiglerdir (Voos ve ark., 2014). Decker ve ark. (2017) in vitro sartlarda %0,2
KH ve g¢esitli agiz gargaralarini karsilastirdiklart ¢alismada 30 sn sonunda KH’nin A.
actinomycetemcomitans koloni biiylimesini tamamen engelleyerek bakterisidal etki
gosterdigini bildirmislerdir (Decker ve ark., 2017). Benzer sekilde, baska in vitro ¢alismalarda

da %0,2 KH soliisyonunun 5 dk ve 24 sa siirelerinde, A. actinomycetemcomitans iizerinde
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yiiksek antimikrobiyal etkinlige sahip oldugu gosterilmistir (Etemadi ve ark., 2020; Vahabi ve
ark.,, 2019). Calismamizda literatiirle uyumlu olarak, %0,2’lik KH’nin A.
actinomycetemcomitans iizerine antimikrobiyal etkinlik degerleri kontrol grubuna kiyasla tim
zaman noktalarinda anlaml yiiksek olarak tespit edildi. 30 sn’de %99 goriilen antimikrobiyal
aktivite yiizdesi 2 dk degerlendirme siiresinde %98’¢e diisiis gosterip, sonrasinda tekrar artarak
1 saat sonunda %98,72 ve 24 sa sonunda %100 olarak kaydedildi. Huth ve ark. (2011) ise, A.
actinomycetemcomitans’nin in vitro planktonik ve biyofilm kiiltiirleri iizerinde yaptiklar
calismada %0,2 KH’nin 60 sn sonunda, nitroseliilloz membran filtrelere emdirilmis her iki A.
actinomycetemcomitans kiiltiirii tizerinde yaklagik %35 antimikrobiyal etkinlik gosterdigini
tespit etmislerdir (Huth ve ark., 2011). Elde edilen sonuglara gore antimikrobiyal etkinligin
literatlirin geneline kiyasla daha disiik goriilmesi, test edilen diger soliisyonlarin da
etkinliginin disiik ¢ikmasiyla yorumlanmigtir. Baska bir in vitro calisma da, %0,2 KH
uygulamasinin 24 sa’lik degerlendirmede, A. actinomycetemcomitans tizerinde ¢ok az veya sifir
antimikrobiyal etkinlik gosterdigini ortaya koymustur (Von Maltzahn ve ark., 2020). Ancak,
bu arastirma da tamamen farkli bir teknik olan titanyum 6rneklerde, olgunlagmis bir biyofilm
formunda A. actinomycetemcomitans kullanilarak yapilmigtir. Arastirma sonuglarindaki bu

farkliliklarin uygulama tekniklerinden kaynaklandig: diistiniilmektedir.

HOCTI’nin patojenler iizerindeki etkinligini inceleyen arastirmalar, pek ¢ok bakteri, viriis ve
mantarlar karsisinda genis spektrumlu antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu ortaya
koymustur (Armstrong ve ark., 2015). HOCI’nin A. actinomycetemcomitans {izerindeki
etkinligini degerlendiren bilgimiz dahilinde tek bir in vitro arastirmaya rastlanmistir (Castillo
ve ark., 2015). Castillo ve ark. (2015), 250 ppm ve 500 ppm HOCl ile %0.2’lik KH’nin 30 sn
uygulama siiresinde bakteriyel canliliga etkilerini incelemisler ve degerlendirilen gram pozitif
bakterilerde KH’nin etkinligi daha yiiksek bulunurken, A. actinomycetemcomitans ve diger
gram negatif bakteriler tizerinde HOCI antimikrobiyal aktivitesi, artan derisime bagli olarak,
daha etkin bulunmustur (Castillo ve ark., 2015). Calismamizda 50 ppm ve 200 ppm HOCI
soliisyonlart literatiirle benzer sekilde, erken dénemde 0,2% KH soliisyonundan daha fazla
antimikrobiyal etkinlik gosterdi, 24. saatte ise etkinlikleri benzerdi. Ancak ¢alismamizda her
iki HOCI soliisyonunun A. actinomycetemcomitans tizerindeki antimikrobiyal aktiviteleri
uygulama sonrasi kisa siirede %100’¢e yiikselerek hem birbirlerine kiyasla hem de tiim zaman
noktalar1 arasinda anlamli bir fark gostermezken, Castillo ve ark. (2015) 500 ppm HOCI’nin
250 ppm’den daha yiiksek etkinlik gosterdigini ortaya koymustur. Bulgular arasindaki bu
farkliligin, calismada farkli ve/veya daha yiiksek konsantrasyonlarin kullanimindan

kaynaklandig: diisiiniilmektedir.
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Lafaurie ve ark. (2018) yaptiklari bir klinik ¢alismada, periodontal saglikli bes ayr1 grup hastaya
30 sn boyunca 250 ppm ve 500 ppm HOCI, %0,12’1lik ve %0,2’lik KH ve plasebo olarak distile
su ile dis firgalama sonras1 gargara yaptirarak gargaralarin tiikiiriikteki bakteri canliligi tizerine
etkilerini incelemislerdir. HOCI gruplarinda total bakteri canliligi, sadece ¢alkalama sonrasi 30.
sn’de plasebo grubuna gore daha diisiik gozlenirken, devaminda anlamli fark goriilmemistir.
%0,2 KH grubunda hem baslangi¢ta hem de 7 saat boyunca bakteri canliliginda 6nemli 6l¢iide
azalma gozlenmistir (Lafaurie ve ark., 2018). Gram pozitif bakteriler saglikli florada dis
yiizeyine ilk kolonize olan tiirdiir ve daha yiiksek oranda bulunur. HOCI’nin tiikiiriikteki
bakteriler lizerinde daha diisiik antimikrobiyal etki gostermesinin sebebi olarak, KH'nin
tiikiiriikte bulunan gram pozitif bakteriler {izerinde daha fazla etkili olmasindan kaynaklandig:
diistinilmektedir. HOCI’nin periodontal hastaliklarla iligkili P. gingivalis ve A.
actinomycetemcomitans gibi gram negatif bakteriler tizerinde daha yiiksek etki gosterip saglikli
floradaki tiikiiriik tizerinde etkisinin daha diisiik olmasi, normal floranin korunmasinda KH’ye

kiyasla daha giivenilir oldugunu diistindiirmektedir.

KH’nin C. albicans’1 etkisiz hale getirmede yiiksek etkili oldugu birgok aragtirma tarafindan
desteklenmektedir, ancak antifungal etkinlik i¢in gerekli KH konsantrasyonu ve temas siiresi
caligmalarda farklilik gostermektedir. Vianna ve ark. (2004), farkli KH konsantrasyonlarinin
(90,2, %1, %2) C. albicans iizerindeki antimikrobiyal etkinligini inceledikleri ¢alismalarinda,
%0,2’lik KH jelin 10 dk uygulama siiresinde, %0,2’lik KH likit formunun ise 15 sn’de
kiiltirdeki tiim mantarlar inhibe ettigini ortaya koymuslardir (Vianna ve ark., 2004). Biirgers
ve ark. (2012), %0,2’lik KH’nin C. albicans iizerine 1 dk uygulama siiresinde yaklasik %99
oraninda antimikrobiyal etkinlik gosterdigini bildirmislerdir (Burgers ve ark., 2012). Oliveira
ve ark. (2014) %0,2’lik KH soliisyonunun 5 dk uygulama siiresinde test edilen higbir
mikroorganizmayi tamamen inhibe edemedigini ve C. albicans tizerinde %68,8 gibi diisiik bir
oranda antimikrobiyal etkinlik gosterdigini belirtmislerdir (Oliveira ve ark., 2014).
Mohammadi ve Asgary (2015), 5 dk’lik uygulama siiresinde, Abbaszadegan ve ark. (2015) ise
24 sa’lik uygulama siiresinde %0,2’lik KH’nin C. albicans iizerine kontrol gruplarina (sirastyla
steril salin ve DMSO) kiyasla anlamli yiiksek ancak diger test soliisyonlarindan daha diistik
antimikrobiyal aktivite gosterdigini bildirmislerdir (Abbaszadegan ve ark., 2015; Mohammadi
& Asgary, 2015). %0,2 KH soliisyonunun 2 dk (Medvedec Mikic ve ark., 2018) ve 1 sa (Aghili
ve ark., 2015) uygulama sonrasi C. albicans iizerinde %100 antimikrobiyal etkinlik gosterdigini
bildiren ¢alismalar da mevcuttur. Bunlara ek olarak, baska bir in vitro ¢alismada, %0,2’lik
KH’nin 24 sa uygulama siiresince C. albicans iizerinde hi¢ antimikrobiyal etkinlik gostermedigi
belirtilmistir (Tirali ve ark., 2013). Calismada test edilen soliisyonlarin antimikrobiyal

aktivitesini belirlemek i¢in agar diflizyon yontemi kullanilmis ve bu farkli sonucun nedeninin
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caligmanin tasarimina atfedilebilecegi diisiiniilmiistiir. Agar plakasi iizerinde yapilan
antibakteriyel caligmalar ¢ok yaygin testlerdir, ancak mikrobiyal inhibisyon bdlgesi test
maddesinin ¢ozlinilirliigline ve agar lizerinde yayilma yetenegine bagli oldugundan, tam etkin
potansiyelini ifade etmeyebilir (Mayrhofer ve ark., 2008). Calismamizda literatiiriin geneli ile
uyumlu olarak, %0,2’lik KH’nin C. albicans iizerindeki antimikrobiyal aktivite yiizdeleri
kontrol grubuna kiyasla tiim zaman noktalarinda anlamli yiiksek olarak kaydedildi. 30. sn’de
%96,2 olarak kaydedilen antimikrobiyal aktivite degeri, 2. dk’da %87°6’ya gerileyip daha sonra
artis gostererek 1. saatte %97,6 ve 24. saatte %100’e yiikseldi.

Yiiksek antimikrobiyal 6zellige sahip olan HOCI’nin, C. albicans iizerinde de oldukga etkili
oldugu one siirtilmektedir (Armstrong ve ark., 2015). Landa-Solis ve ark. (2005), nétr pH’da
20 ppm HOCl igerikli ¢6zeltinin C. albicans iizerinde 30 saniye temas sonrast %99,99'dan fazla
bakterisidal ve fungisidal etkinliginin oldugunu géstermislerdir (Landa-Solis ve ark., 2005).
Wang ve ark. (2007) 0,1-2,8 ppm konsantrasyon araliginda HOCI’nin, C. albicans {izerine
uygulama sonrast 1 dk’den kisa siirede %100 antimikrobiyal aktivite gosterdigini
belirtmislerdir (Wang ve ark., 2007). Kim ve ark. (2008) 3,5 ppm HOCI soliisyonunun pH 7,0
iken 30 sn uygulama sonrasi C. albicans tizerinde %96,88 ve pH 8,4 iken ise % 95,06 fungisidal
etki gosterdigini bildirmislerdir (Kim ve ark., 2008). Sakarya ve ark. (2014), HOCI
soliisyonunun 3 ppm ve 192 ppm arasi1 konsantrasyonlarinin antimikrobiyal ve olgun biyofilm
eradikasyonu iizerine etkinligini arastirmislardir. Cok diisiik konsantrasyonlarda (3 ppm) bile 0
dk igerisinde HOCI’nin C. albicans ve test edilen diger bakteriler i¢in 6ldiiriicii oldugunu ve
artan konsantrasyona bagli olarak etkinliginin artarak 24 sa’lik uygulama sonrast 192 ppm
HOCTI’nin C. albicans biyofilmini tamamen eredike edebildigini ortaya koymuslardir (Sakarya
ve ark., 2014). Odorcic ve ark. (2015), 100 ppm HOCI’nin 60 sn i¢inde C. albicans sayisini en
az %99,99 azaltarak hizl bir sekilde fungisidal etki gosterdigini bildirmislerdir (Odorcic ve
ark., 2015). Ortega-Pena ve ark. (2017), ticari olarak temin edilen farkli antiseptiklerin ve bir
HOCI soliisyonunun (Vashe) farkli konsantrasyonlarmin (3,3 ppm, 16,5 ppm ve 33 ppm)
etkinligini klinik olarak izole edilmis mikroorganizmalar iizerinde incelemislerdir. HOCI
soliisyonlarinin 2 sa uygulama sonrasi C. albicans biyofilmini biiyiik oranda inhibe ettigini, 6
sa uygulama sonrasi yiiksek antimikrobiyal etkinlik gdsterirken, 12 sa sonrasi etkinliginin
azalmaya bagladigin1 belirtmislerdir. HOCI soliisyonlarinin etkinliginin, konsantrasyonu ile
dogru orantili olmadigi, sebebi olarak ise mikroorganizmalarin gevresel faktorlere karsi
duyarliligina bagl olarak etkinligin degisebilecegi 6ne siiriilmistiir (Ortega-Pena ve ark.,
2017). Harriot ve ark. (2019), igerikleri ayni olan ticari olarak temin edilen iki ayri, 330 ppm
HOCI (Vashe) ve 250 ppm HOCI (PhaseOne) yara bakim soliisyonlarinin seyreltilmis

konsantrasyonlarinin (%100, %50, %25) C. albicans’in iizerindeki etkinligini arastirmiglardir
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ve soliisyonlarin birbirlerinden farkli fungisidal etkinlik gésterdiklerini bildirmislerdir. Vashe
icin %100 fungisidal etki normal konsantrasyonunda 1 sa uygulama sonrasi gozlenirken,
PhaseOne icin %100 fungisidal etki normal ve %50’lik konsantrasyonlarinda 1 sa uygulama
sonrasi, %25’lik konsantrasyonunda ise 24 sa uygulama sonrasi gézlenmistir. Genel olarak
bakildiginda, HOCI’nin konsantrasyonlardan bagimsiz olarak degisken ancak yiiksek
fungisidal etkinlik gosterdigini bildirmislerdir (Harriott ve ark., 2019). Bilgimiz dahilinde, 50
ppm veya 200 ppm HOCI ile C. albicans’in iligkisini inceleyen bir ¢alismaya rastlanmamustir.
Calismamizda 50 ppm HOCI ve 200 ppm HOCI soliisyonlarinin her ikisinin de C. albicans
tizerindeki antimikrobiyal aktivitelerinin 30 sn uygulama sonras1 %100’e yiikseldigi ve
incelenen konsantrasyonlarin farkli olmasina ragmen bulgularin literatiir ile benzerlik

gosterdigi tespit edildi.

KH ile HOCI'nin C. albicans iizerindeki antimikrobiyal etkinliginin birlikte degerlendirildigi
bilgimiz dahilindeki tek in vitro ¢alismada, %4 KH ile 100 ppm HOCI karsilastirilmis ve
HOCI'nin C. albicans {izerinde uygulama sonras1 hemen fungisidal etki gosterirken, KH igin
tam fungisidal etkinin 1 dakikada gozlendigi rapor edilmistir (Anagnostopoulos ve ark., 2018).
Caligmamizda da uyumlu olarak, HOCI’nin KH’ye kiyasla daha kisa siirede daha ytiksek
antimikrobiyal etkinlige sahip oldugu kaydedildi.

Calismamizin en biiyiikk limitasyonu, hiicre canliligi ve sitotoksisitesinin incelenmesi igin
kullanilan MTT ve LDH testlerinin sonuglarinin dogrulugunun bir taramali elektron
mikroskobu tarafindan desteklenmemesidir. Ayrica, bu calisma sadece in vitro kosullarda
yapildigindan, klinik ortamdaki pek ¢ok degisken faktoriin etkisi degerlendirilemedigi icin
sonuglar siirli bir anlam tasiyabilmektedir. Calismanin bagka bir kisitlamasi da, temel
aragtirma hedefi olarak belirli patojenler ile ¢alisilmis olmasi olabilir. Ancak, antiseptiklerin
antimikrobiyal etkinligini az sayida mikroorganizmaya giivenerek test etmek miimkiindiir ve

sik¢a uygulanmaktadir.
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Sonug olarak;

% 0,2 KH soliisyonunun, zamana bagl olarak, IDF hiicre canliligim yiiksek oranda
azalttig1 ve yiiksek sitotoksik etki gosterdigi tespit edildi.

50 ppm ve 200 ppm HOCI soliisyonlarinin uygulama sonrasi erken dénemde IDF hiicre
canliligini %0,2 KH’den ¢ok daha diisiik oranda azaltmasi ve KH’ye kiyasla daha diisiik
sitotoksik etki gostermesi, uzun dénemde ise etkinliklerinin benzer ve/veya daha yakin
oranda HOCI lehinde goriilmesi sebebiyle dis hekimligi uygulamalarinda agiz i¢inde
HOCI soliisyonlarinin kullaniominin %0,2 KH’ye kiyasla daha giivenilir olabilecegi
diistiniildii.

50 ppm ve 200 ppm HOCI soliisyonlarinin A. actinomycetemcomitans ve C. albicans
tizerinde %0,2 KH’ye kiyasla daha yiiksek bakterisidal ve fungisidal etki gostermesi
nedeniyle agiz i¢i uygulamalarda KH’ye alternatif antimikrobiyal ajan olarak
kullanilabilecegi ortaya koyuldu.

HOCI soliisyonlarmin IDF iizerindeki canlilik etkileri ve sitotoksisite degerleri ile
mikroorganizmalar tizerindeki antimikrobiyal etkinlileri karsilastirildiginda 50 ppm ve
200 ppm konsantrasyonlarinin risk/fayda durumlarinin birbirlerine istiinliik
gostermedigi tespit edildi.

HOC/’nin daha diisiik sitotoksisitesi ve daha yiiksek antimikrobiyal aktivitesi gdz oniine
alindiginda agiz i¢i uygulamalarda KH'ye alternatif antiseptik ajan olarak
kullanilabilecegi ancak IDF iizerine etkilerinin net olarak anlasilabilmesi ve ideal
konsantrasyonun belirlenebilmesi i¢in daha fazla arastirmaya ihtiya¢ oldugu sonucuna

varildi.
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