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KISALTMA ve SIMGELER

um: Mikrometre

2P: ikili antibiyotik pati (Ampisilin, Gentamisin Birlikteligi)
BHI: Brain Heart Infusion Broth

BHIA: Brain Heart Infusion Agar

C. albicans: Candida albicans

Ca(OH),: Kalsiyum Hidroksit

CFU: colony forming unit

CHG: Kalsiyum hidroksit+gliserin

CHX: Klorheksidin

CMCP: Camphorated paramonochlorophenol
DNA: Deoksiriboniikleik asit

dNTP: Oligoniikleotit

E. faecalis: Enterococcus faecalis

EDTA: Etilen diamin tetra asetik asit

GG: Gates Glidden

LF: Laktoferrin

LPO: Laktoperoksidaz

LPS: Lipopolisakkarit

M3P: Modifiye {i¢lii antibiyotik pat1 (Ampisilin, Gentamisin, Laktoferrin )
mm: milimetre

NaOCl: Sodyum Hipoklorit

nm: nanometre

PCR / PZR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu
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PUL Pasif ultrasonik irigasyon

Q-PCR: Real Time PCR / Gergek zamanli PZR

SCAP: Apikal papilla kok hiicresi

SDA: Sabouraud Dextrose Agarda

SDB: Sabouraud Dextrose Broth

SEM: Scanning electron microscope

TAP: Uglii antibiyotik pat1 ( Metronidazol, Minosiklin, Siprofloksasin)
Tm: Erime 1s1s1

WMTA: Beyaz mineral trioksit agregat
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OZET

Farkh Kok Kanal Medikamentlerinin Enterococcus faecalis ve Candida

albicans Uzerine Antimikrobiyal Etkilerinin in Vitro Olarak Karsilastiriimasi

Ars. Gor. Dt. Burgin Arican Oztiirk Damisman: Prof. Dr. Hesna Sazak Ovecoglu

Marmara Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Endodonti Anabilim Dah

Amag: Bu calismanin amaci ¢esitli kok kanal medikamentlerinin 3 ve 7 giinliik
stireclerde Candida albicans ve Enterococcus faecalis lizerindeki antimikrobiyal

etkisini arastirmaktir.

Gere¢ ve Yontem: Calismamizda 240 adet tek kok tek kanalli insan disi
kullanilmistir. Kok kanallar1 sekillendirildikten ve akrilik bloklara gomiildiikten
sonra otoklavda steril edilmistir. Ornekler iki gruba ayrilarak birinci grubun kok
kanallarina E. faecalis digerine ise C. albicans siispansiyonu inokiile edilmis ve 37°
C’ de 48 saat etlivde bekletilmistir. Enfekte edilen disler her grupta on dis olacak
sekilde alt gruplara ayrilmistir. Kanal i¢i medikamenti olarak kalsiyum hidroksit
(Grup 1), t¢lii antibiyotik pat1 (Grup 2), ikili antibiyotik pat1 (Grup 3), modifiye ti¢lii
pat (Grup 4) ve laktoferrin (Grup 5) kullanilmustir. Ugiincii ve yedinci giin sonunda
kok kanallarindan paper point ile alinan 6rnekler bos eppendorf tiiplere alinip bir seri
islemden gecirildikten sonra DNA izolasyonu gerceklestirilmistir. Daha sonra da
Ger¢ek Zamanli PZR islemi uygulanmistir. Veriler istatistiksel olarak analiz

edilmistir.

Bulgular: Kullanilan tiim kanal i¢i medikamentleri E. faecalis ve C. albicans iizerine
hem 3. giinde hem de 7. giinde olduk¢a etkili olmustur. Uygulanan tiim
medikamentlerin {i¢ giin icerisinde C. albicans hiicrelerinin en az % 99,8’ ini, E.
faecalis hiicrelerinin en az % 89’ unu Oldirdigi goriilmistir. Kanal ici
medikamentlerinin hepsinin C. albicans’ a etkisi E. faecalis’ e kiyasla, istatistiksel

olarak ileri derecede anlamli bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Kok kanal medikamenti, E. faecalis, C. albicans, laktoferrin,

ticlii antibiyotik pati



ABSTRACT

In Vitro Comparison of Antimicrobial Effects of Different Root Canal

Medicaments on Enterococcus faecalis and Candida albicans
Res. Asst. Dt. Burcin Arican Oztiirk Supervisor: Prof. Dr. Hesna Sazak Ovegoglu
Marmara University, Institute of Health Science, Department of Endodontics

Aim: Aim of this study is the investigation of antimicrobial effects of different root
canal medicaments on Enterococcus faecalis and Candida albicans on 3 and 7 days

periods.

Materyal and Methods: 240 single rooted human teeth with single canals were used
in this study. First of all, root canals were shaped mechanically and embedded in
acrylic blocks, then sterilized in autoclave. The samples were divided into two
groups; the root canals of first group was inoculated with E. faecalis and the other
with C. albicans suspension and incubated at 37°C for 48 hours. The infected teeth
were divided into subgroups each containing 10 teeth and calcium hydroxide (Group
1), triple paste (Group 2), double paste (Group 3), modified triple paste (Group 4)
and lactoferrin (Group 5) were administered as root canal medicaments. At the end
of 3 and 7 day, paper points containing root canal samples were placed into empty
eppendorf tubes and after a serial procedure DNA was isolated. Then, Real-Time

PCR (QPCR) was applied. The data were analized statistically.

Results: All medicaments used in this study were determined effective against E.
faecalis and C. albicans on both day 3 and 7. All medicaments could eliminate more
than % 99,8 C. albicans and more than % 89 E. faecalis at the end of the day 3.
Beside this, all of them were statistically much more effective against C. albicans in

comparison with E. faecalis.

Key words: Root canal medicaments, E. faecalis, C. albicans, lactoferrin, triple

antibiotic paste.



1. GIRIS VE AMAC

Kok kanal enfeksiyonlar1 anaerop ve fakiiltatif anaerop bakterilerden olusan
polimikrobiyal enfeksiyonlardir (Lana ve ark., 2001; Dumani, 2008; Mittal ve Jain,
2012; Delgado ve ark., 2013). Periradikiiler doku ve enfekte kok kanalindaki
bakteriler, periapeks ¢evresinde sement ve dentin tiibiillerini isgal ederek periapikal
ve pulpal hastaliklarin etiyolojisini olusturmaktadir (Vijayaraghavan ve ark., 2012).
Basaril1 bir endodontik tedavi yapabilmek ic¢in bu mikroorganizmalarin kdk kanal

boslugundan uzaklastirilmasi zorunludur.

Enfekte kok kanalindaki mikroorganizmalarin sayis1 yapilan mekanik
preparasyon, irigasyon ve kanal i¢i medikamentlerin kombine uygulanimi ile biiyiik
Ol¢iide azaltilabilir. Yapilan in vitro ¢aligmalarda mekanik preparasyonun kok
kanallarinin anatomisi nedeniyle bakterilerin eliminasyonunda tek basina yeterli
olmadig1 goriilmiistiir (Matsuo ve ark, 2003; Orstavrik 2003). Bu nedenle rezidiiel
doku ve mikroorganizmalarin yok edilmesinde irigasyon ve kanal i¢i medikament

uygulanimina ihtiyag¢ vardir.

Bir¢ok arastirmada Enterococcus faecalis ve Candida albicans ' 1n inat¢1 apikal
periodontitis ve kok kanal dolgu tekrar1 olgularinda en sik izole edilen
mikroorganizma oldugu gosterilmistir (Waltimo ve ark, 1997; Baumgartner ve ark,
2000; Egan ve ark, 2002). Bakterilerin dentin tiibiillerine 1000 um derinligine kadar
kolonize olabildigi, yikama soliisyonlarimin ise ancak 100 um kadar penetre
olabildigi g6z Oniine alindiginda yikama soliisyonlariyla tek basina kok kanal
dezenfeksiyonu saglanmasi imkansizdir (Beer ve ark., 2012). Bilhassa enfekte
dislerde dentin tiibiillerini isgal eden bu inatgr mikroorganizmalari tamamen

uzaklastirabilecek bir ajan heniiz bulunmamustir.

Grossmann’ 1 kok kanallarinda antibiyotik kullaniminin 6niinii agtigi giinden
bugiine bircok caligmada antibiyotik kombinasyonlarinin antimikrobiyal etkinligi
incelenmistir (Takushige ve ark., 2004; Trope, 2008; Mozayeni ve ark., 2014).

Giliniimiizde en sik kullanilan t¢lii antibiyotik pati; direngli bakteri tiirlerinin



olugmasini engellemek amaciyla Sato ve arkadaslari tarafindan gelistirilmistir (Sato
ve ark. 1996). Rejenerasyon, periradikiiler lezyonlu inat¢1 vakalar, kok kiriklari,
revaskiilarizasyon gibi tedavilerde siklikla kullanilan bu patin apikal papilla hiicreleri
tizerindeki inhibisyon etkisi, disin kuronunda yarattig1 renklenme ve kok kanalinda
tamamen uzaklastirilmasinin miimkiin olmayis1 gibi dezavantajlar1 vardir (Takushige
ve ark., 2004; Ozan ve Er, 2005; Yassen ve ark., 2013). Bu nedenle halen yeni
antibiyotik  kombinasyonlar1  gelistirilmektedir. Enterokok enfeksiyonlarinin
tedavisinde, hiicre duvar aktif ajanlarin (aminoglikozitle birlikte kullanilan penisilin
ya da glikopeptit gibi) bakterisidal kombinasyonlarinin sinerjik kullanimininin
gerekliligini savunan bircok arastirma mevcuttur (Sande ve Irwin, 1974; Aydin,
2000; Aslangtl ve ark., 2005). Bu durumu g6z 6niine alarak calismamizda kullanimi
kolay, antimikrobiyal etkinlige sahip yeni bir kanal medikamenti kullanilmistir.
Dogal bagisiklik sisteminde Onemli bir rol oynayan, antibakteriyel, antiviral,
antifungal, antitiimoral, parasitisidal ve antienflamatuvar etki gosteren, insan gozyasi
ve slitlinde en sik bulunan laktoferrin dis hekimliginde bir¢cok arastirmaya konu
olmus ancak bugiine kadar kok kanalinda kullanimina rastlanmamuistir (Orla, 2001;
Orsi, 2004; Ammons ve ark., 2009; Ammons ve ark., 2011; Alves ve ark., 2012). Bu
amagla calismamizda iiclii pata alternatif olarak kok kanallarinda ilk defa uygulanan

ampisilin, gentamisin ve laktoferrin kombinasyonlarinin etkinligi incelenmistir.

Bu calismada, E. faecalis ve C. albicans ile enfekte edilen insan dislerinde yeni
gelistirilen antibiyotik kombinasyonlarinin (metronidazol + minosiklin +
siprofloksasin (Grup 2), ampisilin+ gentamisin (Grup 3), ampislin + gentamisin +
laktoferrin (Grup 4), laktoferrin (Grup 5)), ve geleneksel kanal i¢ci medikamenti
kalsiyum hidroksitin (Grup 1) antimikrobiyal o6zelliklerinin belirlenmesi ve

birbirleriyle kiyaslanmasi amaglanmaistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Kok Kanallarinin Dezenfeksiyonunun Onemi:

Kok kanal tedavisinde basar1 saglamak icin birincil amag, kok kanal sisteminin
mikroorganizmalardan arindirilmasini saglamak olmalidir (Gomes ve ark., 2003). Bu
amaci gergeklestirebilmek i¢in etkili bir mekanik sekillendirme, irigasyon ve seanslar

arasi kok kanal medikamenti uygulamasi yapilmalidir.

Endodontik tedavinin Onceligi kanallarin  tam olarak bosaltilmas1  ve
sekillendirilmesidir. Nekrotik dokular, pulpa artiklart ve mikroorganizmalarin
kaldirilmasi bu islemin bir pargasidir. Sekillendirme ise, hekimin kanal dolgusunu
kolaylikla yerlestirebilecegi yeterli bir kavitenin olusturulmasidir. Tiim bunlar goz
Online alindiginda kok kanal preparasyonu Grossman’ in tanimiyla biyomekanik

preparasyon olarak tarif edilmektedir (Alagam ve ark., 2012).

Kok kanallarinin sekillendirilmesi esnasinda dikkat edilmesi gereken hususlar
da ¢ok onemlidir. Mekanik preparasyon sonrasi elde edilen kok kanali orjinal kok
kanalinin hatlarina benzerlik gostermelidir. Mekanik temizlemenin ardindan
herhangi bir artik doku birakilmamali, kok kanal duvarlarinin tiimii mekanik olarak
prepare edilmelidir. Apikal daralim bolgesine dogru gittik¢e daralan, diizgilin tersine
konik bir sekil saglanmali ve kok kanali, kanal dolgu maddelerinin kolayca
yerlestirilebilecegi bir sekil gdstermelidir. Preparasyona bagl zip, perforasyon gibi
komplikasyonlar ~ bulunmamalidir.  Kanal  preparasyonu tamamlandiginda
olabildigince fazla radikiiler dentin dokusu korunmalidir. K&k kanal preparasyonu
bittiginde apikalde bir daralim (rezistans formu) ve apikal {icliide de bir retansiyon
formu saglanmis olmalidir (Sjogren ve ark., 1990; Taylor ve ark., 1997; Hargreaves

ve Cohen, 2011; Alagam ve ark. 2012).



Kok kanallariin temizlenmesi i¢in bir¢ok preparasyon yontemi mevcut olmakla

birlikte bu yontemler esas olarak iki alt baslikta toplanabilir;

1. Apikal genisletmenin once yapildigi yontemler; standart genisletme yontemi,
Step back yontemi, balansh kuvvet uygulama, ilerleyen sekilde genisletme yontemi

olarak siniflandirilabilir (Alagam ve ark., 2012).

Apikal genisletmenin 6nce yapildigi tekniklerde; periapikal bolgede travmaya
sebep olma olasilig1 azalir, taskin dolumu 6nleyen apikal matriks basarili bir sekilde
elde edilir, lateral kanallar1 doldurmak i¢in fazla kondensasyon basinci uygulanabilir,

basamak olusturma ve perforasyon olasilig1 azalir (Gang ve Gang, 2008).

2. Koronal genisletmenin 6nce yapildigt yontemler; Step-down yontemi,
Double-Flared yontem, Crown-down basingsiz preparasyon yontemi, Canal master
yontemi, antikurvatiir egeleme yontemi olarak siniflandirilabilir (Alacam ve ark.,

2012).

Koronal genisletmenin 6nce yapildigi tekniklerde ise; kok kanalinin orta ve
koronal 1/3” liik kismindaki enfekte dokularin apikal bolgeye tasinmasi engellenir,
koronal kismin Once genisletilmesi ile bir rezervuar alan elde edilir ve yikamanin
daha etkin olmasi saglanir, egri kok kanallarinda Once koronal bolgenin
genisletilmesi ile kanal aletlerinin apikale ulagmasi kolaylasir ve istenen kok kanal

formu elde edilebilir (Gang ve Gang, 2008; Caliskan 2006).

Enfekte bir kok kanalinda mikroorganizma sayist 10 den 10° e kadar
degiskenlik gosterebilmektedir (Sjogren ve ark., 1991). Mekanik sekillendirme ile
kok kanalindan % 50 oraninda mikroorganizmalarin uzaklagtirilabildigi tespit edilse
de, bakteri endotoksinlerinin kdk kanalindan uzaklastirilmasinin miimkiin olmadigi
gorilmiistiir. Bu nedenle kanal aletlerinin ulasamadigi yerlerdeki mikrobiyal
toplulugun uzaklastirilmasi i¢in ¢esitli ajanlarin kullanilmasi gereklidir (Lee ve ark.,
1990; Horiba ve ark., 1990). Irigasyon soliisyonlarmin, kemomekanik sekillendirme
sirasinda kok kanallarinin temizlenmesi ve dezenfeksiyonu igin kullanilmasi oldukga
onemlidir (Akcay ve ark., 2010). Kok kanal sisteminin kompleks anatomisi ve
ulagilabilirliginin ~ simirli  olmasi  nedeniyle  dentin  tiibiillerinde  kalan
mikroorganizmalar kok kanal enfeksiyonlarinin tekrarlamasina neden olabilmektedir

(Nair ve ark., 1990). irigasyon soliisyonlar1 ise nekrotik doku ¢oziicii dzelligi



sayesinde irregiiler dentin duvarlarindaki ve ulasilamayan lateral ve aksesuar

kanallardaki debris, pulpa dokusu ve mikroorganizmalarin uzaklastirilmasin saglar.

Yikama soliisyonlar1 genel olarak germisidal etkiye sahip olmakla birlikte
bircogu antibakteriyel etki de gosterir. Kok kanal irigasyon ajanlar1 kimyasal olarak
aktif ve aktif olmayan olmak lizere iki gruba ayrilir. Su, salin ve lokal anestezi
kimyasal olarak aktif olmayan soliisyonlardir. Alkalen soliisyonlar (Sodyum
hipoklorit), selasyon ajanlar1 (EDTA), oksitleyici soliisyonlar (oksijenli su, hidrojen
peroksit, karbamid peroksit), antibakteriyel ajanlar (klorheksidin, MTAD), asitler
(hidroklorik asit, tannik asit, poliakrilik asit, laktik asit), enzimler (tripsin, papain) ve
deterjanlar (sodyum lauril siilfat) kimyasal olarak aktif materyallerdir (Gang ve
Gang, 2007; Alacam ve ark., 2012). Bu aktif materyaller icersinde en sik kullanilan
irigasyon ajanlari sodyum hipoklorit, EDTA ve klorheksidindir.

Sodyum hipoklorit genis spektrumlu bir antimikrobiyal ajandir. Endodontide ilk
kullanim1 1936 yilinda Walker tarafindan 6nerilmistir. Genel olarak % 0,5 ile % 5,25
arasinda degisen konsantrasyonlarda kullanilmaktadir. Organik artiklara kars1 iyi bir
¢oOziicii etkisinin olmasi, antiseptik olmasi, diisiik yiizey gerilimi nedeniyle dentin
duvarlarina kolayca difiize olabilmesi, kolay bulunmasi ve ucuz olmasi baslica tercih
nedenleridir (Alagam ve ark., 2012). Bunun yan sira sodyum hipoklorit kullanilan
konsantrasyon ve doz miktarina bagli olarak toksik etki gosterebilir, endotel

hiicrelerinde hasar yaratabilir ve notrofil migrasyonuna neden olabilir (Gerek, 2008).

Sodyum hipoklorit giiclii bir doku eritici 6zelligine sahip olmasina ragmen
inorganik doku igerigi de olan smear dokusunu ¢ézemez. Bu nedenle selasyon
ajanlar ile birlikte kullanimi1 gerekmektedir (Ashraf ve ark., 2014; Ahmetoglu ve
ark., 2014). EDTA, endodontide siklikla kullanilan bir selasyon maddesidir.
Kimyasal olarak kok kanal dentinini yumusatir, smear tabakasin1 ¢ézer ve dentin
gecirgenligini arttirir. EDTA’ ya dentine olan penetrasyonunu ve temizleme
etkinligini arttirmak icin surfaktanlar eklenir. Setrimit ve sodyum lauril eter bu
surfaktanlardandir (Guerisoli ve ark., 2002). EDTA’ nin sinirli antibakteriyel etkisi
vardir ve bu etki pH ve yogunluguna baghdir. Endodontide siklikla % 17 oraninda
kullanilan bu ajan yalnizca smear tabakasini kaldirmakla kalmayip smear dokusu

altindaki dentinde de demineralizasyona neden olabilmektedir. Bu istenmeyen



miktardaki demineralizasyonu engellemek i¢cin EDTA’ nin yogunlugu arttirilmakta
ancak bu durumda da smear tabakasinin uzaklastirilmasi giiglesmektedir (Alagam ve
ark., 2012). Calt ve Serper yaptiklar1 calismada, 10 ml EDTA’ nin 1 dakika siireyle
kok kanalina uygulanmasinin smear tabakasinin uzaklastirilmasi igin yeterli

oldugunu bildirmislerdir (Calt ve Serper, 2002).

Genis etki spektrumu, diigsiik yogunlukta bakteriyostatik yiiksek yogunlukta ise
bakterisit etki gostermesi, iritasyon 6zelliginin ¢ok az olmasi gibi etkilere sahip
olmas1 nedeniyle klorheksidin soliisyonlar1 da giintimiizde siklikla kullanilmaktadir.
Klorheksidin; 5,5-7 arast pH degerlerinde antimikrobiyal etki gosteren bir katyonik
bisguanindir. Gram-pozitif, Gram-negatif bakterilere, bakteriyel sporlara, lipofilik
virlislere, maya ve dermatofitlere etkilidir. Bakterilerin stoplazmik membran
yapilarina bozarak etki eder. Ancak organik artiklarin bulundugu ortamlarda
etkinligini azalmasi, nekrotik dokular1 ¢cozememesi ve etkisinin pH' a bagli olmasi
gibi olumsuz etkileri de mevcuttur (Alagam ve ark., 2012). Dumani, yaptigi
calismasinda E. faecalis' in liremesini en iyi engelleyen soliisyonun klorheksidin
oldugunu ancak inhibisyon zonu olusturmada % 5' lik NaOCl' nin en etkili

oldugunu bildirmistir (Dumani, 2008).

Yapilan ¢aligmalarda mekanik sekillendirme ve bunu takiben yapilan irigasyon
islemlerinin kok kanallarindaki bakterileri tamamen elimine edemedigi ve bazi inatgi
patojenlerin varliklarini siirdiirdiikleri goriilmistiir (Waltimo ve ark., 1997; Portenier
ve ark., 2001; Peters ve ark., 2002; Haapasalo ve ark., 2005). Mikroorganizmalar
anastamozlar da dahil kok kanalinin her yerinde bulunabilirler. Bu penetrasyon 300
um’ ye varan gesitli derinliklerde olabilir (Horiba ve ark., 1990; Berutti ve ark.,
1997; de Lucena ve ark., 2013). Weiger ve arkadaslar1 yaptiklar1 in vitro ¢calismada 4
haftalik bir enfeksiyon siirecinin sonunda bakterilerin en az 150 um’ ye kadar
penetre olabildiklerini gostermislerdir (Weiger ve ark., 2002). Yapilan bir ¢alismada
Gram-negatif bakterilerin hiicre duvarinda bulunan endotoksinlerin kok dentininde
800 um derinlige niifuz edebildikleri tespit edilmistir (Horiba ve ark., 1990). Bu
nedenle enfekte kok kanallariin temizlenmesi i¢in kemomekanik preparasyonu

takiben c¢esitli kok kanal medikamentleri kullanilmaktadir.



Kanal i¢i medikamentler rezidiiel mikroorganizmalarin eliminasyonunu ve
enfeksiyonun ortadan kaldirilmasini saglarlar. Enfekte kok kanalinda kullanilan
kanal medikamentlerinden beklenilen, kanalin mekanik sekillendirilmesinden sonra
kalan artik bakterileri elimine etmesi, periapikal doku enflamasyonunu azaltmasi,
kanal igerigini inert hale getirmesi, doku debrislerini nétralize etmesidir. Ayrica
gecici dolgudan kaynaklanabilecek sizintiya karsi bariyer olusturmasi ve nemli kdk
kanalinin kurumasina yardimci olmasi istenilen 6zelliklerdir (Chong ve Ford, 2007).

Giliniimtlizde bu amagla siklikla kullanilan medikament kalsiyum hidroksittir.

Kalsiyum hidroksit yiiksek pH' s1 sayesinde Gram-negatif tiirlerin hiicre
duvarindaki lipopolisakkarit yapisinin biyolojik O6zelliklerini bozarak membran
transportasyon mekanizmasini inaktif hale getirir ve bodylece bakteri hiicresinin
Oliimiini saglar (Siqueira ve Lopes, 1999). Bununla birlikte dentinin tamponlanma
etkisi nedeniyle medikamentin yaratacagi yiiksek pH nétralize olabilir (Haapasalo ve
ark., 2000). Bu nedenle giiniimiizde inat¢r mikroorganizmalara uzun siireli etki

gosterebilecek yeni ara seans medikamenti arayislart devam etmektedir.

Lana ve arkadaslari, pulpa nekrozu bulunan 31 kok kanalini tedavi 6ncesi ve
sonrasinda mikrobiyolojik olarak incelemislerdir. Kemomekanik preparasyon ve
kalsiyum hidroksit uygulamasini takiben 2 kok kanalinda fakiiltatif anaeroblara, 3
kok kanalinda ise mayalara rastlanmistir. Endodontik tedavinin tamamlanmasinin
ardindan ise 7 kok kanalinda mikroorganizmaya rastlanmistir. Bunlarin 5’1 anaerop
iken biri mayadir. Bu c¢aligmanin sonuglarmma gore endodontik tedavinin
tamamlanmasina ragmen kok kanallarinda zorunlu anaeroplar hala yasamlarini

stirdlirebilmektedir (Lana ve ark., 2001).
2.2. Kok Kanal Mikroflorasi

Kok kanal enfeksiyonlar1 polimikrobiyal enfeksiyonlardir (Lana ve ark., 2001;
Dumani, 2008; Mittal ve Jain, 2012; Delgado ve ark., 2013). Kok kanalinda, pulpal
patolojinin evresine bagli olmakla birlikte baskin olarak Gram-negatif anaerop
bakteriler bulunur (Fabricius ve ark., 1982). Ayrica fakiiltatif anaerop bakteriler,
mikroaerofilik bakteriler, aerop bakteriler ve mantarlarin da kok kanal
mikroflorasinda bulundugu bildirilmistir (Lana ve ark., 2001). Bakterilerin kok

kanallaria bir¢ok girig yolu olmasina ragmen esas olarak giris kavitesinden, dentinal



tiibiilden, c¢iiriik lezyonlarindan, periodontal ligament veya gingival sulkustan, daha
az siklikla da mine ve dentin catlaklarindan, basarisiz restorasyonlardan ve
anakorezis yoluyla pulpaya ulasabilirler (Torabinejad ve ark., 1990; Garg N ve Garg
A, 2008).

Endodontik enfeksiyonlarda molekiiler ve kiiltiir yontemleri ile toplamda 468
0zel bakteriyel tiir tespit edilmistir. Bununla birlikte kok kanal florasinda arkea,
okarya, 6 Candida, 1 Geotrichum, 1 Rhodotorula ve 1 Saccharomyces tiiriine de
rastlanilmistir (Siqueira ve Rogas, 2009). Endodontik enfeksiyonlarda en sik

gbzlemlenen filalar Sekil 1° de gosterilmektedir.

[Dhasier spp., Filifacior alocis, Pandmonas micra,
Pseudoramibacter alactolyficus, Enferococcus fascalis,

Firmicufes Eubacterium spp., Mogibacteniuwm spp., Strepiococcus spp.,
Lachnospiraceae spp., Veillonels parvula, Lactobacillus spp.,
Catonefia morbl, Gemalla morbilorum, Selenomonas spp.,
Papiosirapiococous spp.

Actinobacteria Qisanallz wh, Actinomyces spp., Propionibactenum acnes,
Propionibactenum propionicum, Slackis exigua

Synergistes Clone BA121, clone WO20

Sp.f.l’DCh aetes Treponama denticols, Treponema socranskil, Traponema
maitophiium, Treponema pansum

Fusobacteria Fusobacterium nuclaatum

. Eikenallz corrodens, Campylobacter rectus,
Proteobacteria Campylobacier gracili

Clone 1025

SR{ CloneX112

: Tanneralia forsythia, Porphyremonas endodontalis,
—< Bacteroidetes Porphyromonas gingvalis, Prevotails spp., clone X083

e
0.05

Sekil 1: Endodontik enfeksiyonlarda gozlemlenen filalar (Siqueira ve

Rocgas, 2009)

Primer intraradikiiler enfeksiyonlarda endodontik mikrobiyota kisiden kisiye
degismekle birlikte anaerop bakteri tiirleri baskin durumdadir. Bugiine kadar primer
intraradikiiler enfeksiyonlarda kiiltiir ve molekiiler yontemlerle toplamda 391 bakteri,
4 mantar ve | arkeal takim tespit edilmistir. Gram-pozitif, Gram-negatif bakteriler,
comaklar ve koklar bir arada bulunmaktadir. Bunlar i¢inde kanli agarda siyah-
kahverengi koloniler olusturan siyah pigmentli Gram-negatif anaerop c¢omaklar

(Prevotella ve Porphyromonas) on plana c¢ikmaktadir. Fusobacterium nucleatum,
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Pseudoramibacter alactolyticus, Filifactor alocis, Propionibacterium propionicum,
Peptostreptococcus micra, Veillonella parvula, FEikenella corrodens, Neisseria
mucosa, Centipeda periodontii, Granulicatella adiacens, Gemella morbillorum,
Treponema cinsleri, Capnocytophaga tiirleri ve anaerop laktobasillere de

rastlanilmistir (Siqueira ve Rogas, 2009).

Sekonder enfeksiyonlar, primer enfeksiyon sirasinda kok kanalinda bulunmayan
ancak ara seansta kok kanalina tasinan mikroorganizmalar vasitasiyla olusmaktadir.
Inat¢1 enfeksiyonlar ise primer ve sekonder enfeksiyonlarda kok kanalinda bulunan
mikroorganizmalarin; ortam sartlarina, besin yokluguna ve antimikrobiyal kanal
medikamentlerine ragmen gosterdigi direng sonucu olusmaktadir (Siqueira, 2002).
Propionibacterium acnes, Propionibacterium propionicum, Actinomyces naeslundii,
Actinomyces  odontolyticus, Prevotella intermedia, Anaerococcus prevotii,
Eggerthela lenta, E. faecalis,  Gemella morbillorum, Parvimonas micra,
Pseudoramibacter alactolyticus, Streptococcus anginosus, Streptococcus mitis, F.
nucleatum, ve C. albicans sekonder ve intag1 enfeksiyonlarda siklikla gdzlemlenen

bakterilerdir. (Siqueira ve Rocas, 2009)

Gomes ve arkadaglar1 2004 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada 41’ i primer, 19’ u
sekonder enfeksiyonlu 60 kok kanalindan izole edilen bakterilerin % 70’ inin
anaerop ve mikrofilik oldugunu gozlemlemislerdir. Ayni1 c¢aligmada basarisiz
endodontik tedavili dislerde fakiiltatif anaerobik ve gram pozitif bakterilerin baskin
oldugu saptanmistir. Perkiisyon hassasiyeti, sislik ve agr1 varliginin 6zellikle Gram-
negatif anaeroplarla iligkisi oldugu sonucuna varilmistir. Ayrica basarisiz endodontik
tedavi ile E. faecalis, Streptococcus tirleri, Peptostreptococcus micros ve
Fusobacterium necrophorum varlig1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki

oldugu bildirilmistir (Gomes ve ark., 2004).

Kemomekanik sekillendirme ve ara seans kanal medikamenti uygulamasin
takiben kok kanalindan alman Orneklerde de mikroorganizmalar izole
edilebilmektedir. Streptokoklar (S. mitis, S. gordonii, S. anginosus, S. sanguinis, S.
Oralis), P.micra, actinomycesler (4. Israelii,  A. Odontolyticus),

Propionibacterium’lar (P. acnes, P. propionicum), Pseudoramibacter alactolyticus,
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laktobasiller (L. paracasei, L. acidophilus), E. faecalis en sik izole edilen

bakterilerdir (Siqueira ve Rogas, 2009).

Gerek kiiltiir gerekse molekiiler yontemlerle kok kanal tedavisi tekrarlarinda en
sik izole edilen mikroorganizma tiirii £. faecalis’ tir (Pinheiro ve ark., 2003b; Rogas
ve ark., 2004b; Zoletti ve ark., 2006) Bu dislerde E. faecalis’ e rastlanma orani ise
primer enfeksiyonlardakine kiyasla 9 kat daha fazladir (Rogas ve ark., 2004b). P.
alactolyticus, P. propionicum, Filifactor alocis, Dialister pneumosintes, ve Dialister
Invisus kok kanal tedavisi tekrarlarinda siklikla rastalanan diger bakterilerdir
(Siqueira ve Rogas, 2009). C. albicans, kanal tedavisi tekrarlarinda en sik rastlanan

mantar cinsidir (Peciuliene ve ark., 2001; Egan ve ark., 2002).

Apikal periodontitisli kok kanal tedavili dislerin mikrobiyotasinda yaygin olarak
Enterokok tiirleriyle birlikte Streptokoklar, Laktobasiller, fakiiltatif anaeroplar,
anaerop bakteriler, Gram-negatif enterik comaklar ve mayalar bulunmaktadir

(Sundqvist ve ark., 1998; Rogas ve ark., 2004b).

Kronik perapikal lezyonlu dislerde ise baskin olarak bulunan Gram-negatif
bakteriler kok kanal sistemine ve apikal biofilm tabakasina yerlesirler (Leonardo ve
ark., 1993; Trope ve ark. 1999; Nelson- Filho ve ark., 2002). Gram-negatif
bakterilerin hiicre duvarinda lipid, protein ve polisakkaritten olusan endotoksinler
mevcuttur ve kimyasal yapilarindan dolayr lipopolisakkarit (LPS) olarak
adlandirilirlar (Rietschel ve Brade, 1992). Endotoksinin toksik etkisinden sorumlu
olan Lipid A kism1 hiicre liimii sirasinda salinir (Barthel ve ark., 1997). Olii ya da
canli bakterilerden salinan endotoksinler, makrofaj, noétrofil ve fibroblastlar
tizerinden etki ederek yiiksek oranda kimyasal enflamatuvar mediyatorlerinin
salinmasini saglarlar. Enflamatuvar cevap ile birlikte periapikal kemik kaybina neden
olurlar (Yamasaki ve ark., 1992; Rietschel ve Brade, 1992; Leonardo ve ark., 2004;

Mohammadi ve Dummer, 2011).

E. faecalis gibi Gram-pozitif bakterilerde ise immiinolojik ve yapisal olarak
LPS’ ye cok benzeyen ampifilik yapida lipoteikoik asit (LTA) mevcuttur. Bir
endotoksin olarak degerlendirilmeyen LTA, konak hiicrede enflamatuvar cevabi
indiikleyen bir virulans faktoriidiir (Baik ve ark., 2008). Proenflamatuvar sitokinleri

ve nitrik oksidi indiiklemektedir (Baik ve ark.,, 2008). Bakterinin, konak
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antimikrobiyal molekiillerine, antibiyotiklere ve dezenfektanlara karsi gosterdigi
diren¢ adezyon yetenegi sayesinde olusturdugu biofilm ile saglanmaktadir (Fabretti
ve ark, 2006). E. faecalis’ e karsi olusan opsonik antikorlar, genellikle LTA
yiizeyindeki epitoplara karst olusmaktadir (Theilacker ve ark, 2006). Baik ve
arkadaglar1 yaptiklar1 ¢aligmalarda LTA’ nmn makrofajlar1 uyararak TNF- a
salinmasin1 uyardigim1 ancak kullanilan kalsiyum hidroksitin, LTA’ y1 deaksile
ederek E. faecalis’ in enflamatuvar aktivitesini zayiflattigini ileri siirmiiglerdir (Baik

ve ark., 2008; Baik ve ark., 2011).

Ortamdaki besin kitlig1 bazi bakteri hiicrelerinin olumsuz yonde etkilenmesini
saglarken, bu her mikroorganizma icin gecerli degildir (de Lucena ve ark., 2013).
Ortamdaki besin eksikligine ragmen canliligin1 koruyabilen en 6nemli bakterilerden
biri de E. faecalis’ tir. Love ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada, E. faecalis’ in
dentin matriksindeki kollajen fibrillere adezyonu sayesinde dentinin derin
tabakalarina ulagarak tireme kapasitesini siirdiirebildigi ve boylece kok kanal
medikamentlerinden, irigasyon soliisyonlarindan ve ortamin yiiksek alkalinitesinden

korunabildikleri bildirilmistir (Love ve ark., 2001).
2.2.1. Enterococcus faecalis

Enterokoklar, Thiercelin tarafindan 1899 yilinda Fransa’da tanimlanmis ve 1930
yilinda Lancefield tarafindan serolojik olarak grup D streptokok olarak
siniflandirilmistir (Murray, 1990). Bugiine kadar 12 enterokok tiirii izole edilmistir

ve bunlarin yaklasik % 90’ 11 E. faecalis olusturmaktadir (Gordon ve ark., 1992).

Enterokoklar oral kavitede, gastro-intestinal boslukta, hayvanlarda, suda ve
yiyeceklerde bulunurlar (Portenier ve ark., 2003). Enterokoklar bakteriyemiye,
endokardite, neonatal infeksiyonlara, idrar yollar1 enfeksiyonlarina, merkezi sinir
sistemi enfeksiyonlarina, nasokomial enfeksiyonlara, siiper enfeksiyonlara,

intraabdominal ve pelvik enfeksiyonlarina neden olabilmektedirler (Murray, 1990).

Enterokoklar tekli, ikili, ya da kisa zincirler halinde goriilebilen Gram-pozitif
koklardir (Murray, 1990). Yiiksek alkalin ve tuz konsantrasyonlar1 dahil olmak iizere
zorlu g¢evre sartlarinda yasayabilmektedirler (Dumani, 2008). Genellikle
antiseptiklere ve dezenfektanlara karsi oldukca diren¢li olmalarinin sebebi proton

pompasint  kullanmalar1 sayesinde yiiksek alkalin ortamda bile yasamlarini
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stirdiirebilmeleridir (Evans ve ark., 2002). Ortamin pH’ 1 arttiginda, E. faecalis hiicre
ici pH ’mi1 korumak i¢in stoplazmik membrandan proton pompalayarak sitoplazmik
pH’ 11 siirdiirebilir (Booth, 1985). Evans ve arkadaslar1 yaptiklar ¢alismada, E.
faecalis’ 1 pH 11,1 deki kalsiyum hidroksitle 30 dakika boyunca temas ettirip daha
sonra ortama proton pompa inhibitdrii eklediklerinde hiicrelerin yasamlarini
siirdlirebilme oranlarinda 20 kat azalma oldugunu bildirmislerdir (Evans ve ark.,

2002).

E. faecalis, sporsuz, Gram-pozitif grup D fakiiltatif anaerop bir bakteridir. Cap1
0,5-2 um arasindadir. Kiire veya ovoid sekilde olabilir. E. faecalis beyazimsi
koloniler olusturarak 10° C ile 45 °C arasinda yasayabilmekte, 60° C sicakliga ve 9,6
pH degerine ise 30 dakika direng gosterebilmektedir (Tannock ve ark., 2002). Kok
kanalindan dentin kanalciklarinin igine 800 pum derinlige kadar ulasabilmektedir

(Haapasalo ve ark., 1987).

E. faecalis invazyonunu kolaylastiran, immiinmodiilasyona etki eden ve toksin
kaynakli zararlar meydana getirebilen degisken virulans faktorlerine sahiptir
(Dumani, 2008). Agregasyon maddesi, jelatinaz, sitolizin, yiizey proteini, kapsiiller
polisakkarit, ekstraseliiler siiperoksit tretimi, litik enzimler, feromonlar ve
lipoteikoik asit (LTA) bunlarin arasindadir (Rogas ve ark., 2004a). Ayn1 zamanda
virulans 6zelliklerini tiirler arasinda paylagsma yetenegine de sahiptir (Dumani, 2008).
Sahip oldugu jelatinaz, serine proteaz ve kollajene tutunma proteini sayesinde dentin
tiibiillerine rahatlikla girebilmektedir (Hubble ve ark., 2003). Ayrica Olmiis
hiicrelerin serumunu besin kaynag1 olarak kullanabilmekte ve yenilenebilmektedir
(Figdor ve ark, 2003). Yiiksek tuz konsantrasyonun oldugu ortamda da gelisimini
siirdiirebilmekte, yiiksek 1s1 degisimlerine ve yiiksek pH’ a tolerans gosterebilmekte
ve bu Ozellikleri sayesinde diger mikroorganizmalarin canli kalamadig1 ortamlarda

bile canlililigini stirdiirebilmektedir (Peciuliene ve ark., 2008).

E. faecalis kok kanal dolgusu tamamlanmis dislerde bile kok kanalinin ekolojik
sartlarina en iyl uyum saglayan mikroorganizmadir (Portenier ve ark., 2003).
Basarisiz kok kanal tedavilerinde yogun olarak gozlemlenmistir (Gomes ve ark.,
2004; Zoletti ve ark., 2006). Bunun nedeni yasamsal ve virulans faktorlerinin fazla

olusu ve diger mikroorganizmalarin yasamalarina olanak birakmayacak sekilde
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ortamdaki besinleri tiiketmeleri ile agiklanabilmektedir (Gerek, 2008). E. faecalis
besinden kit olan ortamlarda da yasayabilmektedir. Apikal bolgeden kendisine besin
saglayabildigi ve apikal bolgedeki serum kaynakli sivi ile mikrofloranin varligin
stirdiirebildigi gosterilmistir (Figdor ve ark., 2003). Ayrica ortamda bulunan serum,
dentin ve kollajen gibi faktorler de bakterinin hayatta kalmasina yardimer olmaktadir

(Kayaoglu ve ark., 2009).

E. faecalis retreatment gereken basarisiz kok kanal tedavilerinde de en sik
rastlanan mikroorganizmadir (Gomes ve ark., 2006). Pinheiro ve arkadaglar
periapikal lezyonlu 60 disin kok kanal tedavilerini tekrarladiklar1 ¢aligmalarinda, E.
faeacalis’ 1 % 53 oraninda izole etmislerdir (Pinheiro ve ark., 2003a). Sundqvist ve
arkadaslari, apikal lezyonlu basarisiz kok kanal tedavilerinde E. faecalis’ 1 % 38
oraninda tespit etmislerdir (Sundqvist ve ark., 1998). Siqueira ve Rogas, inatgi
periradikiiler lezyona sahip 22 basarisiz kok kanal tedavili diste yaptiklar1 ¢alismada
PCR yontemini kullanmis ve kok kanal dolumunun 0-2 mm geride oldugu grupta E.
faecalis’ in izole edilme oranini % 58, 2-5 mm geride oldugu grupta ise % 100
oraninda oldugunu bildirmislerdir. Toplamda tiim basarisiz kok kanal tedavili
dislerden alinan Orneklerde ise E. faecalis’ in izole edilme orani % 77 olarak
bildirilmistir (Siqueira ve Rocgas, 2004). Fouad ve arkadaslari, periapikal lezyona
sahip olan basarisiz kok kanal tedavili 37 dis iizerinde yaptiklar1 caligmada 14
Enterococcus tiirtini PCR amplifikasyon ve molekiiler dizileme yontemi ile
incelemislerdir. Bu ¢alismada % 22 oraninda tek tespit edilebilen enterokokkal tiiriin

E. faecalis oldugu bildirilmistir (Fouad ve ark., 2005).

Siren ve arkadaslari, pratisyen hekimlerle yiiriittiikleri ¢aligmalarinda kok kanal
agzinin seans aralarinda acgik birakilmasi durumunda enterik ve non-enterik
bakterilerin kok kanalinda goriilme oranlarini incelemislerdir. Kok kanal agz1 agik
birakildigi durumlarda enterik bakterilere rastlanma orani % 55, non-enterik
bakterilere rastlanma oranini ise % 30 oldugunu bildirmislerdir. Enterik bakterilere
rastlanan orneklerin % 30’ unun ise ¢ok seansh kanal tedavilerinden elde edildigi

bildirilmistir (Siren ve ark., 1997).
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2.2.2. Candida albicans

Kandidalar, saglikli bireylerin gastrointestinal, vajinal ve orofarinjiyal
mikroflorasinda kolonize olurlar (Baumgartner ve ark., 2000). Morfolojik olarak tek
hiicreli, kiire, oval veya silindirik, 2-8 x 3-15 um boyutlarinda mikroorganizmalar
olup tomurcuklarla ¢ogalirlar. Kandidalar farkli pH derecelerine adapte olabilirler,
cesitli yilizeylere yapisirlar, enzimler iiretirler ve immiin sistemden etkilenmemek i¢in

morfolojik sekillerini degistirebilirler (Ruff ve ark., 2006).

Mantarlar temel olarak 2 ana formda bulunurlar: maya veya kiif. Kiifler ¢ok
hiicreli filamentéz mantarlardir. Bir filamente ‘hifa’ denir. Mayalar sferik veya oval
sekilli tek hiicreli mantarlardir. Mayalar 1-6 pm ¢apinda, hifalar ise 1,9-2,6 um
capinda olup dentin tiibiillerine daha ¢ok penetre olabilmektedir (Siqueira ve Sen,

2004).

Mantarlarin oral mikrofloradaki biiyiik bir boliimiinii Candida tiirleri olusturur.
Candida tiirleri saglikli bireylerin agiz mikroflorasinda % 25, hasta bireylerinkinde
ise % 50 oraninda bulunan mikroorganizmalardir (Sen ve ark., 1999). Candida
cinsine ait 200 tiir olmasina karsin candida enfeksiyonlarinin % 75’ inin sorumlusu

C. albicans’ dir (Slots ve ark., 1988).

C. albicans esas olarak oral mikroflorada bulunan bir mikroorganizmadir fakat
nekrotik pulpali dislerin kok kanallarinda da gozlemlenmistir (Sen ve ark.,1995;
Waltimo ve ark., 1997). Primer kok kanal enfeksiyonlarinin yani sira (Baumgartner
ve ark., 2000; Lana ve ark.,2001) kanal tedavisi tekrarlarinda ve iyilesmeyen inat¢i
olgularda da tespit edilmislerdir (Siqueira ve Sen, 2004). Enfekte kok kanalinda
mantarlarin bulunma oraninin % 1 - % 17 arasinda oldugunu bildirilmistir. Bununla
birlikte kok kanallarindaki mantar sayist genel olarak bakteri sayisindan azdir

(Waltimo ve ark., 2004; Ruff ve ark., 2006).

C. albicans, genetik ¢esitlilik yaratmak i¢in kromozom uzunluk polimorfizmleri,
karsilikli translokasyonlar,  kromozomal delesyonlar ve belli kromozomlarda
trizomiler gibi yapisal degisiklikler gostermektedir. Bu karyotipik degisiklikler,
fenotip degismelerine yol agmakta ve bdylece organizmaya bir adaptasyon stratejisi

saglamaktadir. Cevresel sartlara bagl olarak mantarlarin tek hiicreli yapidan ipliksi
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yapiya gegebilmelerine ¢iftyapililik  (dimorfizm) denir. C. albicans fenotip
sigramasi yoluyla farkli hiicre sekillerine gecebilmektedir (Gerek, 2008).

C. albicans ayn1 zamanda c¢evresel degisikliklere kolaylikla adapte olabilen
firsatg1 bir patojendir. Normal insan mikrobiyotasinda bulundugu fakat patolojilerin
hizlica gelismesini saglayan mekanizmalara ve viriilans determinantlarina da sahip
oldugu tespit edilmistir (Pfaller ve Diekema, 2007). Kollagenaz, aminopeptidaz,
alkalinfosfataz, kondroitin stilfataz, hiyaluronidaz gibi viriilans determinantlari

ekstraseliiler matriks protein degradasyonu yoluyla etki etmektedir (Haynes, 2001).

Nair ve arkadaglari, asemptomatik, kok kanal tedavili ve inat¢1 periapikal
lezyonlu dislerin kok kanallarin1 elektron ve 151tk mikroskobu ile inceledikleri
caligmalarinda 9 olgunun 6’ sinda apikal bolgede mikroorganizma varligini tespit
etmislerdir. Kanallarin 4’ {inde bir veya birden fazla bakteri tespit edilirken, 2’ sinde

mantarlara rastlanmistir (Nair ve ark., 1990).

Birincil endodontik enfeksiyonlarda mantar bulunma sikhiginin  ¢esitli
yontemlerle arastirildigi birgok ¢alisma mevcuttur (Sen ve ark., 1995; Egan ve ark,
2002; Dumani, 2008). Nekrotik pulpalt on adet disin kok kanal florasinin ve dentin
yapisinin SEM ile incelendigi bir ¢calismada on disin 4’ {inde maya gozlemlenmistir
(Sen ve ark., 1995). Baumgartner ve arkadaglari, PZR yontemi kullandiklar
calismalarinda apikal periodontitisli dislerde % 21 oraninda C. albicans bulundugunu

tespit etmislerdir (Baumgartner ve ark., 2000).

Apikal periodontitisli dislerin kok kanallarinda ve tiikriikte mayalarin varligiin
arastirildigi bir calismada, C. albicans’ in hem tiikriikte hem de kok kanalinda en sik
izole edilen mantar tiirii oldugu bildirilmistir. Mayalar kok kanallarinda yaklagik %
10 oraninda tespit edilmistir. Bu tiirlerin de tiikriikte olan tiirlerle iliskili oldugu

bildirilmistir (Egan ve ark, 2002).

Egan ve ark. 2002, besiyeri olarak Sabouraud Dextrose Agar’t (SDA) segtikleri
bir ¢alismada birincil enfeksiyonlarda mantar bulunma oranim1 % 5,7 iken ikincil
enfeksiyonlu dislerde % 16 olarak tespit etmislerdir. Dumani (2008), birincil ve
ikincil enfeksiyonlarda C. albicans bulunma oranini kiiltir ve PZR yontemi ile

incelemistir. Bu c¢aligmanin sonucunda hem birincil hem de ikincil enfeksiyonlu
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dislerde C. albicans bulunma oranlarinin tespitinde kullanilan iki farkli yontem

arasinda bir fark goriilmedigi bildirilmistir.
2.3. Kok Kanal Medikamentleri

Kok kanallarmin mekanik sekillendirilmesi ve irigasyonunun ardindan kok
kanalinda kalan mikroorganizmalarin eliminasyonu i¢in seanslar arasinda kok kanal
medikamentleri kullanilmaktadir. Kok kanal medikamentleri; mikroorganizmalari
Oldiirtir, enflamasyonu ve agriy1 azaltir, seans aralarinda kok kanalinin yeniden
enfekte olmasini engeller, enflamatuar kdk rezorpsiyonun kontrol altina alir ve apikal
eksiidanin kesilmesine yardim eder (Farhad ve Mohammadi 2005; Chong ve Ford,
2007). Bu amagla gilinlimiizde aldehitler (formokresol), fenolik birlesikler (ojenol,
kamforlu monoklorofenol), kalsiyum hidroksit ve antibiyotik kombinasyonlar1 olmak

tizere ¢esitli medikamentler kullanilmaktadir.
2.3.1. Kalsiyum hidroksit

Kalsiyum hidroksit ilk olarak 1920 yilinda Hermann tarafindan pulpa kuafaj
tedavisinde kullanilmistir (Mohammadi ve Dummer, 2011). Pulpa kuafaj materyali
olmasmin yani sira ara seans kok kanal medikamenti, daimi kok kanal dolum
materyali ve irigasyon ajani olarak da kullanilmaktadir. Bunun yan1 sira perforasyon
tedavilerinde, apeksifikasyon, kok kiriklari, rezorpsiyonlar ve aviilsiyon gibi dental
travma olgularinda da kullanilmaktadir. Beyaz kokusuz bir toz olup formiilii
Ca(OH),’ dir. Molekiiler agirlign 74.08° dir. Suda c¢oziintirligii azdir (yaklasik
25°C’de 1.2 gL™") Biyolojik ve antimikrobiyal aktivitesi, organik doku ¢dzebilme
ozelligi, periapikal dokuda sitotoksik etki yaratmamasi, rezorptif siireci durdurmasi
ve bakteriyel endotoksinleri etkisiz hale getirebilmesi nedeniyle endodontide siklikla
kullanilmaktadir (Hasselgren ve ark., 1988; Rehman ve ark.,1996; Tanomaru, 2003;
AAE, 2004; Mohammadi ve Dummer, 2011; Mohammadi ve ark., 2012).

Kalsiyum hidroksit, akdz ortamda kalsiyum ve hidroksil iyonlarina ayrilir
(Rehman ve ark.,1996). Hidroksil iyonlar1 olduca oksidan serbest radikaller olup
bircok molekiil ile etkilesime girebilir (Sekil 2).
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HO”  OH

Sekil 2: Kalsiyum ve hidroksil iyonlar:

Hidroksil iyonlari bakterinin sitoplazmik membraninin pH’ 11 degistirerek
membran proteinlerinin denatiire olmasini saglar (Siqueira ve Lopes, 1999). Yiiksek
pH, stoplazmik membrandaki doymamis yag asitlerinin ve fosfolipidlerin yikimi,
besin transportasyonu ve organik bilesenlerde meydana gelen hasar vasitasiyla
stoplazmik membranin biitiinliiglinii bozarak bakteri hiicresi iizerinde toksik etki
yaratir (Estrela ve ark., 1999). Hidroksil iyonlar1 stoplazma membrani ve protein
denatiirasyonunun yani sira bakteri DNA’ sina da zarar verir (Siqueira ve Lopes,

1999).

Kalsiyum iyonlar1 karbon dioksit veya karbonat iyonu ile karsilastiginda
kalsiyum karbonat olusur. Kalsiyum karbonatin biyolojik ve antibakteriyel etkinligi
yoktur (Sekil 3) (Farhad ve Mohammadi, 2005).

Ca(OH); + CO; mmmmy, CaCOs;. H;0
Sekil 3: Kalsiyum karbonat olusumu

Sjogren ve arkadaslari, kemomekanik preparasyonu takiben canliligini siirdiiren
mikroorganizmalarin eliminasyonu i¢in Ca(OH);’ nin en az 7 giin uygulanmasi
gerektigini savunmaktadir (Sjogren ve ark. 1991). Bununla birlikte kronik periapikal
periodontitisli  dislerde kalsiyum hidroksitin 14 giinden az uygulanmamasi
gerektigini savunan calismalar da mevcuttur (Nerwich ve ark, 1993; Leonardo ve

ark, 2002).

Rogas ve Siqueira, apikal periodontitisli 24 nekrotik kok kanali tizerinde CHG
(Kalsiyum hidroksit + gliserin) ve CHPG (Kamforluparamonoklorofenol + gliserin)
kanal medikamentlerinin tedavi oncesi ve sonrasi etkinliklerini Broad-range PCR
yontemini kullanarak incelemislerdir. Kanal i¢i medikament uygulamasini takiben
daha fazla bakteri eliminasyonunun saglandigi ancak iki kanal i¢i medikamenti
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkin olmadig: tespit edilmistir (Rogas ve

Siqueira, 2011).
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Lima ve arkadaslari, E. faecalis ATCC 29212 susu ile enfekte ettikleri 106 adet
cekilmis tek kok tek kanalli insan disinde yaptiklart calismada, cesitli kalsiyum
hidroksitli patlarin (Calen, Calen/CMCP, Calen/CHX) 7 ve 14. giinlerdeki
antimikrobiyal etkinliklerini mikrobiyolojik kiiltiir yontemi ile incelemislerdir.
Kalsiyum hidroksitli tim kanal i¢i medikamentlerinin E. faecalis’ in

uzaklastirilmasinda anlamli derecede etkili oldugu goriilmiistiir (Lima ve ark., 2012).

*Calen: Ca(OH),, ¢inko oksit, polietilen glikol(PEG 400), colophony( ¢am agac1 esasli rezin) karisimindan

olusan hazir bir pat.

Ara seans medikamentlerinin kok kanalindan tamamen uzaklastirilamamasi
daimi kok kanal dolum materyalinin dentin penetrasyonunu ve kanal duvarina olan
adaptasyonun olumsuz yonde etkiler. Bu nedenle medikamentlerin kok kanalindan
uzaklastirilmasi endodontik tedavide basari elde edebilmek i¢in dnemlidir. Victorino
ve arkadaslari, seans arasinda uygulanan intrakanal medikamentlerinin kok kanal
duvarindan uzaklastirilmasinda kullanilan irigasyon ajanlarimin etkinliklerini
inceledikleri calismada, kok kanal medikamenti olarak kalsiyum hidroksit ve
propolis patim1 kullanmiglar ve son irigasyonu % 1 NaOCl, % 17 EDTA, salin ile
yapmiglardir. Kok kanal patinin kanaldan wuzaklastirilmasinda bu irigantlarin
etkinlikleri agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (Victorino ve
ark., 2010). Bununla birlikte ara seans medikamenti olarak kullanilan kalsiyum
hidroksitin, sodyum hipokloritin doku ¢6zme etkinligini arttirdigi bildirilmistir
(Hasselgren ve ark., 1988).

2.3.2. Antibiyotikler

Mikroorganizmalarin iiremesini engelleyen veya dldiiren, biyolojik veya sentetik
kaynakli, diisiik molekiil agirlikli kimyasal maddelere antibiyotik adi wverilir.
Antibiyotikler hedef hiicreye etkilerine gore, etki mekanizmalarima gore, etki
gosterdigi mikroorganizma grubuna gore, etki spektrumuna goére, immunmodiilator

etkilerine gore siiflandirilirlar.

Antibiyotikler hedef hiicreye etkilerine gore bakterisitler ve bakteriyostatikler
olarak ikiye ayrilir (Akkan, 1997):

-Bakterisidler: Bakteri hiicresini direk yok ederler. Bakterisit etki giiciiniin

gostergesi  ‘Minimum Bakterisit Konsantrasyonu’ dur. Penisilin, sefalosporin,
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aminoglikozitler, vankomisin, rifampisin, florokinonlar, polimiksinler, teikoplanin bu

grup antibiyotiklerdir.

-Bakteriyostatikler: Bakteri hiicresinin gelismesini ve iiremesini engellerler.
Bakteriyostatik etki giiciiniin gostergesi ‘Minimum Inhibitor Konsantrasyonu® dur.
Tetrasiklinler, makrolitler, siilfonamidler, amfenikoller, linkozamidler, metronidazol,

mikonazol bu grup antibiyotiklerdir.

Bakterisit etkiye sahip antibiyotiklerin kombine kullanim1 ¢ogunlukla sinerjistik
etki gosterirken bakterisit ve bakteriyostatik etkili iki ilacin bir arada kullanilmasi

antagonist etki ile sonuclanir (Newman ve van Winkelhoff, 2006).
Antibiyotikler etki mekanizmalarina gore bes gruba ayrilirlar (Akkan, 1997).

1. Bakteri hiicre duvari sentezini bozan ve litik enzimleri aktive edenler:
penisilin, sefalosporin, monobaktamlar, karbapenemler, sikloserin, ristosetin,

basitrasin, teikoplanin, vankomisin bu gruba girmektedir.

2. Stoplazma membran gegirgenligini engelleyenler: Polimiksinler, gramisidin,
nistatin, amfoterisin B, kandisein, ketokonazol, flukonazol, hekzaklorofen, katyonik

deterjanlar bu gruba girmektedir.

3. Protein sentezini engelleyenler: tetrasiklinler, aminoglikolizitler, makrolitler,

amfenikoller, linkozamidler, flisidik asit bu gruba girmektedir.

4. Bakterinin genetik materyali {izerine etki yapanlar: florokinonlar,
rifampisinler, nalidiksik asit, metronidazol, aktinomisinler, mitomisinler, bleomisin

bu gruba girmektedir.

5. Bakteriyel antimetabolitler: siilfonamidler, trimetoprim, izoniazid bu gruba

girmektedir.

Endodontik enfeksiyonda sistemik tutulum ya da progresif bir enfeksiyon soz
konusu oldugunda destekleyici antibiyotiklerin sistemik kullanim endikasyonlari
Tablo 1° de gosterilmektedir. Endodontik enfeksiyonlarin tedavisinde akla ilk
gelecek antibiyotik Penisilin VK’ dir. Bunun disinda amoksisilin, metronidazol,
klindamisin, Kklaritromisin, eritromisin ve kloramfenikol tiirevleri de siklikla
destekleyici tedavide kullanilmaktadir (Newman ve van Winkenhoff, 2006; Alacam
ve ark.,2012).
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Tablo 1: Destekleyici antibiyotiklerin endikasyonlari

(Newman ve van Winkenhoff, 2006; Alacam ve ark., 2102;
http://www.dentistry.ankara.edu.tr/ders/MD-03.doc Erisim tarihi: 16 Eyliil
2014)

Endikasyonlar Bulgu ve semptomlar

Sistemik tutulum e Yiiksek ates, lisime, titreme
e Kiriklik, yorgunluk, halsizlik

e Lenfadenopati

e Trismus
Progresif enfeksiyon o Artmus sislik
e Seliilit

e Osteomiyelit

Flare-up e Agn ve sislik

Aviilse dis replantasyonu

Sodyum hipokloritin tasirilmasi

Periapikal aktinomikozis

Immiin yetmezligin oldugu durumlar

Kok kanalindaki dolagimin eksikligi sistemik antibiyotik kullaniminin
endodontik enfeksiyonlarda etkisiz olmasina neden olabilmektedir. Bu durum
nedeniyle mekanik sekillendirme ve lokal antimikrobiyal kullanimin1 sonrasi

antibiyotik kullanimi 6nerilmektedir (Reynaud Ag Geijersstam ve ark., 2006).

Endodontide bilinen ilk lokal antibiyotik kullanimi, 1951 yilinda Grossman
tarafindan kullanilan PBSC diye adlandirilan (penisilin, basitrasin, streptomisin ve
caprylate sodyum) poliantibiyotik patidir (Grossman, 1951). PBSC igeriginde yer
alan penisilinin hedefi Gram-pozitif organizmalar, basitrasinin hedefi penisiline
direngli tiirler, streptomisinin hedefi Gram-negatif organizma tiirleri ve kabrilat
sodyumun hedefi ise mayalardir (Mittal ve Jain, 2013). Her ne kadar klinik
caligmalar ile bu patin terapotik etkisinin varhi@i kanitlansa da bu karigimin,

endodontik enfeksiyonlarda dominant olarak bulunan anaerop tiirlere karsi etkisiz
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oldugu bildirilmistir (Athanassiadis ve ark., 2007). Daha sonra PBSC’ nin
yapisindaki kabrilat sodyumun, nistatin ile yer degistirilmis ve antifungal etkiye
sahip olan PBSN pati elde edilmistir (Mohammadi, 2008; Kohli, 2010). Amerikan
Gida ve ilag Dairesi 1975 yilinda PBSC’ yi hassasiyet ve penisiline karsi alerji
gelisimi nedeniyle endodontide kullanimini yasaklamistir (Abdenour ve ark., 2004).
Grossman’ 1 antibiyotik kullaniminin Oniinii agmasiyla birlikte gilinlimiize kadar
bircok antibiyotik kombinasyonu ve tiirevleri endodontide tedavi amacgh

kullanilmaktadir.

Antibiyotikler endodontide sistemik ve lokal kullanimlarin yanisira profilaksi
saglamak amaciyla da kullanilmaktadir. Profilaksi, bilinen bir enfeksiyonu olmayan
hastalara, mikrobiyal kolonizasyonu engellemek ve postoperatif komplikasyon
potansiyeli azaltmak amaciyla antibiyotik uygulanmasina denir (Newman ve van
Winkenhoff, 2006). Amerikan Kalp Dernegine (AHA) gore daha Once gecirilen
enfektif endokardit atagi, kalp kapagi protezi, aort daralmasi ve kalbin sol tarafindaki
mevcut katater bakteriyemi agisindan ¢ok yiiksek risk grubunu isaret etmektedir ve
antibiyotik profilaksisi gerektirir. Ayrica apeks cevresinde uygulanan cerrahi
islemlerde endokardit profilaksisi Onerilmektedir. Bu durumda standart profilaksi
rejimi; islemden bir saat once oral yolla alinacak 2 mg amoksisilindir. Penisilin
alerjisi veya siiphesi olan durumlarda ise klindamisin, klaritromisin ya da azitromisin

tercih edilmektedir (Dajani ve ark., 1997).
2.3.2.1. Ledermix

1960 yilinda kortikosteroid igerikli Ledermix pati Schroeder ve Triadan
tarafindan gelistirilmis bir glukokortikosteroid-antibiyotik bilesigidir. Ledermix pati
tetrasiklin, demeklosiklin HCI ve polietilen glikoz baz igersinde bir kortikosteroid
tiirevi olan % 1 konsantrasyonda triamsinolon asetonid igermektedir (Athanassiadis
ve ark., 2007). Bunlardan triamsinolon ve demeklosiklin dentin ve semente difiize
olarak periodontal ve periapikal dokuya gegme Ozelligine sahiptir (Abbott, 1990).
Ledermix yapisindaki kortikosteroid sayesinde akut apikal periodontitisli olgularda
postoperatif agriy1 kontrol altina almada etkili bir medikamenttir (Ehrmann ve ark.,

2003).
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Apikal periodontitisli 88 diste yapilan ve seans arasinda kanal medikamenti
olarak Ledermix, Septomixine ve kalsiyum hidroksitli kanal pati (Calasept)
kullanilan bir ¢alismada Gram-pozitif tiirlerin li¢ grupta da yaygin olarak goriildiigii
ve kullanilan medikamentlerin benzer mikrobiyolojik sonuglar dogurdugu tespit

edilmistir (Chu ve ark., 2006).

Ledermixin en biiyiik dezavantajlarindan biri yapisindaki tetrasiklin nedeniyle
yarattig1 renklemedir. Ledermix patinin yaratacagi renklenmeyi incelemek amaciyla
45 adet ¢ekilmis tek kok tek kanallr dis farkli ortamlarda tutulmus ve meydana gelen
renklenme degerlendirilmistir. On iki haftanin sonunda gilines 15181ina maruz kalan
tiim gruplarda koyu gri-kahverengi renklenme gézlemlenmistir. Pulpa odasinin patla
dolduruldugu gruplarda ise renklenmenin daha siddetli oldugu tespit edilmistir.
Karanlik ortamda tutulan dislerde ise renklenmenin olmadig: bildirilmistir (Kim ve

ark., 2000).
2.3.2.2. Klindamisin

Klindamisin actinobacterium Streptomyces lincolnensis’ ten iiretilen dogal bir
antibiyotik olup bir linkozamid tiirevidir (Sekil 4). 1966 yilinda Magerlein ve

arkadaslari tarafindan gelistirilmistir.

Sekil 4: Klindamisinin yapisi

Hidrokloriir tuzu halinde bulunur ve suda iyi ¢Oziiniir (Newman ve van
Winkelhoff, 2006). Oldukca lipofiliktir ve diger bir linkozamid tiirevi olan
linkomisine kiyasla bakteri hiicre penetrasyonu daha iyidir. Gram-negatif bakterilere
karst etkisizken Gram-pozitif bakterilerin 50-S ribozomlarinda ribozomal

translokasyonu inhibe ederek protein sentezini bozar ve bakteriostatik etki gosterir
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(Newman ve van Winkelhoff, 2006; http://kimyaders.com., en.wikipedia.org. Erisim

tarihi: 16 Eyliil 2014,). Klindamisinin; Actinomyces, Eubacterium, Fusobacterium,
Propionobacterium, Microaerophilic, Streptococci, Peptococcus,
Peptostreptococcus, Veillonella, Prevotella ve Porphyromonas gibi bircok
endodontik patojene karsi oldukea etkili oldugu bildirilmistir (Mittal ve Jain, 2013).
Lin ve arkadaslari, hayvan disleri iizerinde yaptiklar1 ¢alismada klindamisinin 400
um derinliginde dentin tiibiillerine penetre olabildigini ve antimikrobiyal etkiye sahip
oldugunu gostermislerdir (Lin ve ark., 2003). Bunun yani1 sira klindamisinin salin ile
karisitirtlarak kok kanalma 14 gilin siireyle uygulandigi bir baska calismada ise,
klindamisinli patin kalsiyum hidroksitli pata kiyasla iistiin bir antimikrobiyal etki
gostermedigi bildirilmistir (Molander ve Dahlen, 2003).

2.3.2.3 Uclii antibiyotik pat

Kok kanal enfeksiyonlar1 kompleks yapida polimikrobiyal enfeksiyonlar
olduklarindan tek bir antibiyotik kullanimi ile kok kanal sterilizasyonun
saglanabilecegi diisiiniilmemektedir. Kombine antibiyotik kullanimi direncgli bakteri
tiirlerinin olusmasin1 engellemek amaciyla iiretilmistir. Uclii antibiyotik pat1 ile
yapilan ilk c¢alisma Sato ve arkadaslarina aittir (Sato ve ark. 1996). Bu ¢alismada
minosiklin, metronidazol ve siprofloksasin karigimi kok kanallarma lokal olarak
uygulandiginda medikamentin dentine penetre olabildigi ve enfekte kok kanallarinin

bakterilerden arindirilabildigi bildirilmistir.

Metronidazol, anaerop bakterilere ve protozoonlara karsi genis spektrumlu
aktiviteye sahip olan bir nitroimidazol bilesigidir (Sekil 5). Metronidazol bakteri
hiicre duvarma sizar ve DNA' ya baglanip heliks yapisini bozarak hizla hiicre

Oliimiine neden olur (Windley ve ark., 2005).

Bakterisit etkiye sahip metronidazol hem aerop hem de anaerop bakterilerin
icine difiizyonla girebilir. Hiicrenin i¢inde anaerop metabolik yollarda bulunan bir
islem vasitasiyla S-nitro pozisyonuna indirgenir. Hiicre i¢inde metronidazol
metabolitleri, DNA ile ve diger makromolekiillerle reaksiyona girerek hiicre

Oliimiine sebep olur (Newman ve van Winkelhoft., 2006).
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Sekil 5: Metronidazoliin yapisi

Minosiklin, tetrasiklin tiirevi olan genis spektrumlu bir antibiyotiktir (Sekil 6).
Tetrasiklinler, ~Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilere, treponemalara,
mikoplazmalara, klamidyalara, riketsiyalara ve protozoonlara kars1 etkilidir.
Bakteriyostatik etkiye sahip olan bu ilaglar bakteri ribozomunun 30S alt birimine
baglanir ve aminoasil-t-RNA sentetazlarinin, ribozomun akseptér kismina
baglanmalarin spesifik olarak inhibe eder ve peptit zincirine aminoasit baglanmasini
imkansiz hale getirir (Newman ve van Winkelhoff.,, 2006). Yikim hiicrelerinin
inhibisyonunu saglayarak antirezorptif aktivitenin olusmasina neden olur (Bryson ve

ark., 2002).

Sekil 6: Minosiklinin yapisi

Siprofloksasin kuvvetli bakterisit etkiye sahip ikinci kusak bir kinolon tiirtidiir
(Sekil 7). DNA" nin kopyalandig1 sirada, siipersarmal durumundaki molekiil,
transkripsiyon isleminin gerceklesmesi icin ag¢ilmis olmalidir. Kinolonlar, bu
islemden sorumlu bakteriyel enzim olan DNA topoizomerazin etkisini bozar.
Siprofloksasin oral yolla verildiginde % 50-98 oraninda absorbe olur (Newman ve

van Winkelhoff., 2006). Yan etkilerinin olmasi ile birlikte uygun dozlarda
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kullanildiginda klinik olarak giivenlidir (Black ve ark., 1990). Oral anaeroplar,
Gram-pozitif aerop mikroorganizmlar ve Gram-negatif enterobakterlere karsi olan

etkisi nedeniyle endodonti alaninda kullanilmaktadir (Ferreira ve ark., 2010).

Sekil 7: Siprofloksasinin yapisi

Siprofloksasin hidroklorid, metronidazol ve klindamisin hiroklorid’ in insan
diseti fibroblastlar lizerindeki sitotoksisitelerinin hem doz hem de zaman araliklarina
gore arastirildigr bir ¢caligmada her {i¢ antibiyotigin de doza bagl toksisite gosterdigi,
24 saatin sonunda hiicre canliliginin diger zaman araliklarindan daha fazla oldugu ve
lic antibiyotigin de % 5 ve % 50 mg/l konsantrasyonlarindaki tiim zaman
araliklarinda fibroblastlarin canliliklarini koruduklar1 gozlemlenmistir (Ferreira ve

ark., 2010).

Uclii antibiyotik patinin endodontide birgok kulanim alani vardir. Giiniimiizde
ticlii antibiyotik pati rejenerasyon vakalarinda, periradikiiler lezyonlu inatci
vakalarda ve kok rezorpsiyonlarinda siklikla kullanilmaktadir (Takushige ve ark.,

2004; Ozan ve Er, 2005; Yassen ve ark., 2013).

Niigata Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Ciiriik Arastirma Birimi tarafindan
pulpal, dentinal ve periapikal enfeksiyonlar da dahil agiz ici tiim enfeksiyonlarda
coklu antibiyotik kullanimini 6neren ‘Lezyon Sterilizasyon ve Doku Tamiri’
tedavisini gelistirmislerdir (Hoshino ve Takushige, 1998). Anaeroplara karsi olan
genis bakterisit etkisi nedeniyle bu ilag kombinasyonundaki ilk antibiyotik
metronidazoldur. Ancak bazi bakterilerin metronidazole karsi direngli olmasi
nedeniyle siprofloksasin ve minosiklin de bu antibiyotige eklenmistir. LSTR tedavisi
uygulanan ve basarili sonuclar alindigi bildirilen bir¢ok calisma vardir (Takushige ve

ark., 2004; Trope, 2008; Mozayeni ve ark., 2014).
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Uclii patin en biiyilk dezavantajlarindan biri diste yarattigi renklenmedir.
Cekilmis dislerle yapilan bir ¢alismada iiclii pat, metronidazol, siprofloksasin ve
minosiklin ara seans medikamenti olarak kullanilmistir. Karanlik ortamda saklanan
dislerde en fazla renklenme iiglii patta goriilmiistiir. Benzer renklenme miktar1 tek
kullanilan antibiyotiklerden yalnizca minosiklinde gozlemlendiginden iicli pattaki

renklenmenin sebebinin minosiklin oldugu diisliniilmiistiir (Kim ve ark., 2010).

Pulpal nekrozlu 31 kok kanalindan izole edilen mikroorganizmalarin % 88,9’
unun zorunlu anaerop oldugu tespit edilen bir ¢alismada antimikrobiyal duyarlilik
paterni de incelenmistir. Metronidazolin % 96,3 oraninda bu zorunlu
mikroorganizmalara etkili oldugu goriiliitken yalmizea iki izolatta dirence
rastlanmistir. Tetrasiklinin ise % 59,3 oraninda mikrobiyal biiyiimeyi engelledigi
goriilmistiir. Ayni caligmada fakiiltatif anaerop izole edilme oranit % 51,8 olarak
bildirilmistir. Izole edilen bu fakiiltatif anaerop bakterilere metronidazol % 50,

tetrasiklin ise % 94,1 oraninda etkili bulunmustur (Lana ve ark., 2001).
2.3.2.4. Ampisilin

Ampisilin bir penisilin tiirevidir. Penisilin ilk kez 1928 yilinda Fleming
tarafindan kesfedilmistir. Fleming, Penicillium notatum adindaki bir mantarin
salgiladig1 bir maddenin stafilokok kiiltiirlerinde lizise neden oldugunu kesfetmis ve

bu antibakteriyel maddeye penisilin ad1 vermistir.

Ampisilin, hiicre duvar1 sentezini inhibe ederek ve otoliz enzimlerini aktive
ederek etki gdsteren genisce spektrumlu bir penisilin tiirevi antibiyotiktir. Bir beta
laktam antibiyotigi olup  aminopenisilin ailesinin bir parcasidir (Sekil 8)
(en.wikipedia.org. erisim tarihi: 20 Eyliil 2014). Bu antibiyotik ¢ekirdek kisminda

beta laktam halkasi igerir ve bir beta laktam halkas1 bir azot ve ti¢ karbondan olusur.
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Sekil 8: Ampisilinin yapisi

E. faecalis' in ampisiline direnci ile ilgili yapilan ¢alismalar celiskilidir. E.
faecalis’ in % 47,3 oraninda ampisiline diren¢li oldugunu bildiren yayinlarin
yanisira, % 100 etkili oldugunu savunan ¢aligmalar da mevcuttur (Johnson ve ark.,

2000; Sreeja ve ark., 2012).

1994-1995 yillarinda isvegte kok kanal tedavisi yapilan hastalarm kok
kanalindan izole edilen enterokoklarin fenotipik ve genotipik 6zelliklerinin
incelendigi bir calismada 33 enterokok tiirli izole edilmistir. Bunlarin besinde
tetrasiklin, birinde gentamisine kars1 direng¢ gozlemlenirken ampisilin,
benzylpenisilin, kloramfenikol, eritromisin, fusidik asit, kanamisin, rifampin,
streptomisin ve vankomisine karsi tiim tiirlerin duyarli oldugu tespit edilmistir

(Sedgley ve ark., 2005a).

Finlandiya ve Litvanya’ da ortak olarak yiiriitiilen ve kok kanalindan izole edilen
E. faecalis' lerin antibiyotik duyarliliklarinin incelendigi ¢alismada tiim tiirlerin
penisilin, ampisilin, glikopeptit ve linezoide kars1 duyarlt oldugu goriilmiistiir. Ayn1
caligmada rifampisine kars1 yiiksek oranda direng gozlemlenirken, vankomisin ya da
yiiksek derece gentamisin direnci tespit edilmemistir (Reynaud af Geijersstam ve

ark., 2006).
2.3.2.5 Aminoglikozitler

Aminoglikozit antibiyotikler 60 yili askindir aminoglikozidik aminosislitoller
olarak bilinmektedir (Begg ve Barclay, 1995). Aminoglikozit antibiyotik grubu;
streptomisin, neomisin, kanamisin, gentamisin, sisomisin, netilmisin, amikasin,
tobramisin, viomisin, spektinomisin ve paramomisin icerir (Akkan, 1997). Protein

sentezini ve bakteri hiicre duvari biitiinliiglinii degistirerek antimikrobiyal etki
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gosterirler (Vakulenko ve Mobashery, 2003). Genis antimikrobiyal spektruma
sahiptirler. Aminoglikozitlerin birgok antibiyotikle sinerjik etki gdstermeleri onlari

antienfektif olarak tanimlamaktadir (Van hoek ve ark., 2011).

1940’ larin basinda ilk aminoglikozit olan streptomisin Streptomyces griseus’
tan elde edilmistir (Schatz ve Waksman, 1944). 1949 yilinda neomisin, 1957 yilinda
ise kanamisin diger Streptomyces tiirlerinden elde edilmistir (Van hoek ve ark.,
2011). Gentamisin ise 1960’11 yillarda actinomycete Micromonospora purpurea’dan

tiiretilmistir (Van hoek ve ark., 2011).

Aminoglikozitlerin ~ sitoplazmik membrandan aktif transportu yetersiz
oldugundan, E. faecalis bunlara kars1 olduk¢a direnglidir (Aslangiil ve ark., 2005). E.
faecalis’ in yiiksek oranda gentamisine direncli oldugu ilk olarak 1979 yilinda tespit
edilmistir (Horodniceanu ve ark., 1979). Bu calismada tek basina etki gésteremeyen
aminoglikozitlerin penisilin tiirleri ile kombine kullaniminin sinerjik etki yaptig1 ve
enterokokal endokardit tedavisinde etkili oldugu bildirilmistir. Eliopoulos ve
arkadaslari, farkli aminoglikozit tiirlerinin (kanamisin, tobramisin, gentamisin,
amikasin, streptomisin) ampisilin ile kombine uygulandig1 durumlarda E. faecalis’ in
gosterdigi direnci inceledikleri c¢aligmalarinda sadece gentamisin ve ampisilin
kombinasyonunda iyilesme gozlemlediklerini bildirmislerdir (Eliopoulos ve ark.,

1988).

Cesitli gidalardan izole edilen 14 E. faecalis tiirti lizerinde ¢esitli antibiyotiklerin
duyarhiliklarin1 arastiran bir ¢alismada 14 tiiriin 12’ sinde rifampisine, 9’ unda
siprofloksasine, 6’ sinda eritromisine, 5’ inde tetrasikline direng ile karsilagirken 14
tiiriin hepsinin ampisilin, gentamisin ve penisilinin kars1 duyarl oldugu bildirilmistir

(Sanchez Valenzuela ve ark., 2013).

Alt1 farkli antibiyotik ve kalsiyum hidroksitin seliilloz membran filtre modelinde
E. faecalis biofilmi {lizerinde antimikrobiyal etkinliginin kiyaslandigi bir ¢alismada
eritromisin, oksitetrasiklin ve kalsiyum hidroksit biyofilmi % 100 yok edebilirken,
ampisilin, kotrimaksazol, vankomisin ve vankomisini takiben uygulanan

gentamisinin yeterli etkinlik gosteremedigi bildirilmistir (Chai ve ark., 2007).
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2.3.3. Laktoferrin

Laktoferrin; transferrin ailesinden 78-kDa demir baglayan bir glikoproteindir
(Orla, 2001). Cesitli memeli hayvanlarin siitlinde, gozyasi, tiikriikk gibi ekzokrin
sekresyonlarda, sinoviyal sivida, kan ve noétrofillerin sekonder graniillerinde
bulunmaktadirlar (Dashper ve ark., 2012). Bu protein ayrica polimorfoniikleer
nétrofillerin ikincil graniillerinden de salinmaktadir (Masson ve ark., 1969). insan
siitinde en sik ratlanan ikinci proteindir (Hennart ve ark., 1991). Laktoferrinin
polipeptit yapisi, intrajenik dublikasyon sirasinda agiga c¢ikan iki homolog alana
sahiptir (Metz-Boutigue ve ark., 1984). Proteinin kristal yapisi ¢oziilir ve bu
alanlarin her biri bir ferrik bir de karbonat anyona baglanir (Anderson ve ark., 1989;
Anderson ve ark., 1990). Bununla birlikte, her bir alan N-bagl glikan artiklarina
yapisan glikozillenmis bir sahaya sahiptir (Spik ve ark., 1988).

Dogal bagisiklik sisteminde onemli bir rol oynadigi, antibakteriyel, antiviral,
antifungal, antitlimoral, parasitisidal ve antienflamatuvar etki gosterdigini bildiren

caligmalar vardir (Orla, 2001; Orsi, 2004).
2.3.3.1. Laktoferrinin antibakteriyel etkisi

Laktoferrin, bakteriostatik ve bakterisit olmak iizere iki farkli antibakteriyel etki

mekanizmasina sahiptir.
2.3.3.1.A. Bakteriostatik etki

Laktoferrin yiiksek oranda demir baglama kapasitesi sayesinde, Gram-negatif
bakterilerin, Gram-pozitif bakterilerin ve bazi mantarlarin gelisimini engelleyerek
bakteriostatik etki gostermektedir (Bullen ve ark., 1978). Bakteriostazis gecici bir
antimikrobiyal etkidir ve bu etki baz1 bakteriyel patojenlerin demiri konaktan geri
cekmesi ile engellenebilmektedir. Bunu iki yolla gerceklestirirler (Ratledge ve

Dover, 2000).

Birinci yol, yiiksek oranda ferrik iyona baglanma kapasitesine sahip olan ve
boylece elde ettigi demiri hiicre i¢ine 6zel membran reseptorleri ile tasiyabilen
sideroforez adi verilen kiiciik selatorleri sentezlemesidir (Braun ve Killmann, 1999).

Sideroforezler yapisal olarak {i¢ smnifa ayrilirlar: hidroksimat, katekolat ve

31



hidroksikarboksilatlar. Bunlarin iiretimi demirden yoksun olan ortamlarda kromozom

ya da plasmide bagli olarak gerceklesir (Orsi, 2004).

Ikinci yol, konak adaptasyonu oldukca fazla olan bazi bakteri tiirlerinin
laktoferrinden demiri direk olarak uzaklastirabilecek 6zel yollar gelistirebilmesidir.
Bu islem laktoferrinin ya da transferrinin yilizeyinden direkt olarak demiri
uzaklastirabilen ya da baglayabilen 6zel dis membran reseptorlerinin islevi ile
gergeklesir. Bu reseptorlerin sentezi bakteriyel demirin varligina gore gerceklesir

(Orsi, 2004).
2.3.3.1.B. Bakterisit etki

Laktoferrin bakteriostatik etkisinin yani1 sira bakterisit etkiye de sahiptir.
Laktoferrinin N-terminalindeki katyonik saha bu bakterisidal etkiden sorumludur
(Orla, 2001). Laktoferrinin bazi Gram-negatif ve Gram-pozitif bakterilere direkt
bakterisit etkisi mevcuttur ve bu etki sadece ortami demirden yoksun birakma ile
aciklanamaz. Apolaktoferrin ayni zamanda bakterinin canliligini hizli bir sekilde
kaybetmesine neden olur ve bu etki ortama demir ilave edilse bile  geri

dondiiriilemez (Arnold ve ark., 1981).

Multifonksiyonel bir protein olan laktoferrinin yilizeyinde katyonik bir alan
bulunur ve bu alan, Gram-negatif bakterilerden salinan LPS’ nin yapisindaki anyonik
Lipid A ile direk etkilesime gecerek bakterinin membranina hasar verir ve LPS’ nin
salinmasina neden olur. Ancak bu etkilesim ortamda var olan Mg”” ve Ca®" iyonlar
tarafindan engellenebilir. Bu durumda laktoferrin ortamdaki Ca®" iyonun direk
baglanarak EDTA gibi katyonik selator etkisi gosterir ve bakteri membranindan LPS
saliimini uyarir (Jenssen ve Hancock, 2009) . Salgilanan LPS ise hiicrenin 6liimiine

sebebiyet verir (Ellison ve ark., 1988).
2.3.3.2. Laktoferrinin antifungal etkisi

Laktoferrinin antifungal etkisinin demir-gelasyon aktivitesinin yani sira Candida
ile direkt etkilesime girebilmesinden dolay1 oldugu kanitlanmistir (Valenti ve ark.,
1986). Bu kandidasidal aktivite, laktoferrinin ve laktoferrinin peptit tiirevi olan
laktoferrisinin direkt olarak Candida hiicresine baglanabilmesi (Bellamy ve ark.,
1993) ve hiicre membraninda etki gostererek hiicre gecirgenligini degistirebilmesi

yoluyla olur (Wakabayashi ve ark., 1996). Mantar enfeksiyonlarinda azol iceren
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antifungal ilaglarin kullanilmast C. albicans’ m azole karsi direng gelistirmesine
neden olabilmektedir. Laktoferrin birlesiklerinin triazol ile kombine uygulanimi ile
azole kars1 direng gelistirmis Candida tiirlerinin patojeniteden sorumlu olan hif

formlariin gelisimi inhibe edilebilir (Wakabayashi ve ark., 1998).

Laktoferrinin dis hekimliginde oral kullanimi da mevcuttur. Shimizu ve
arkadaslari, periodontal amacl laktoferrin ve laktoperoksidaz igeren tabletleri oral
uyguladiklar1 c¢alismalarinda LF ve LPO’ nun periodontal ve bakteriyolojik

profillerinin zayif oldugunu gostermislerdir (Shimizu ve ark., 2011).
2.3.3.3. Laktoferrinin antiviral etkisi

Laktoferrin viral enfeksiyonun erken safhalarinda virilis tlizerinde inhibisyon
etkisi gosterir. Ayrica virlslerin reseptdor olarak kullandiklar1 konak hiicre
molekiillerine baglanarak da antiviral etki gosterebilirler. Laktoferrine karsi duyarh

olan birgok viriis mevcuttur (Orsi, 2004).

Herpex simplex viriis tip 1 ve 2, human sitomegaloviriis, HIV, Hepatit B viriisii,
Hepatit C viriisii, rotaviriis, polioviriis, adenoviriis, enteroviris 71 bunlarin
arasindadir. HIV enfeksiyonlarinda laktoferrinin zidovudine ile birlikte kullaniminin
sinerjik etki yarattig1 gézlemlenmistir (Viani ve ark., 1999). Ayrica sitomegaloviriis
enfeksiyonu olgularinda laktoferrinin anti-sitomegaloviriis ilaci ile kombine

kullanimi1 da 6nerilmektedir (Van der Strate ve ark., 2001).
2.4. Mikroorganizma Izolasyon Yontemleri

Mikrobiyolojide izolasyon, mikroorganizmanin saf olarak elde edilmesidir. Saf
kiiltiir, sadece tek bir mikroorganizma hiicresinden ¢ogaltilmig olan mikroorganizma
toplulugudur. izolasyon amaciyla kullanilan tiim ydntemlerde sivi veya kati besiyeri,
genel veya selektif besiyeri kullanilir. Mikroorganizma izolasyonunun temel
basamagi koloni elde edilmesidir. Koloni, kati besiyerinde tek bir hiicrenin
cogaltilmasi sonunda meydana gelen milyonlarca hiicrenin olusturdugu yap: olarak
tamimlanir. izole edilen mikroorganizmanin tiiriiniin ve cinsinin belirlenmesine ise
tanimlama denir. Tanimlamanin genel olarak {i¢ basamagi vardir. Bunlar sirasiyla
morfolojik ve fizyolojik 6zelliklerin belirlenmesi, biyokimyasal testler ve serolojik/
toksin belirleme testleridir. Pratikte ise tanimlama icin bakterinin morfolojik

ozellikleri, oksijen gereksinimi ve karbonhidrat kullanma seklini ortaya koymak
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gereklidir (http://www.mikrobiyoloji.org/genelpdf/210010701.pdf Erisim tarihi: 28
Eyliil 2014).

2.4.1. Mikrobiyolojik kiiltiir yontemi

Mikrobiyolojik kiiltiir yontemi geleneksel bir tan1 yontemi olup mikrobiyolojinin
temel ve basit tanisal yontemlerden biridir. Kiiltiir yontemi, laboratuvar sartlarinda
yaratilan kiiltlir ortaminda mikrobiyal organizmanin iiretilmesi ve c¢ogatilmasi
esasina dayanir. Bu yontem ile mikroorganizmanin tiirii ve 6rnekte bulunma siklig
belirlenebilir. Ancak kiiltiire edilemeyen bakterilerin varligi, 6rnekten dilusyon yolu
ile agara ekim yapimi sirasinda Ornegin tamaminin temsil edilememesi, sonuglarin
ge¢ alinmast ve mikroorganizmanin {iremesi igin gerekli ¢evresel sartlarin
saglanmasinda zorluklarla karsilasilmasi bu yontemin dezavantajlarindandir

(Siqueira ve Rogas, 2003).
2.4.2. Molekiiler yontemler

Molekiiler tan1 yontemleri, geleneksel tan1 yontemleri ile belirlenmesi zor
olan enfeksiy6z hastaliklarin patojenitesinin tanimlanmasinda siklikla kullanilirlar.
Molekiiler yontemler, kiiltiir yontemleri ile izole edilemeyen insan patojenlerinin ve

mikrobiyotanin ¢ok az sayida olan tiirlerinin tespitinde olduk¢a 6nemli bir yer tutar.

Gilinlimiizde siklikla kullanilan molekiiler teknikler PFGE (Darbeli Alan Jel
Elektroforezi), PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu), MLST (Coklu Lokus Dizilim
Analizi), MALDI-TOF (Matriks Destekli Lazer Desorpsiyonu/lyonizasyonu-Ucgus
Stiresi) ve 16S rDNA Dizilim Analizidir (Cetinkaya ve Ayhan, 2012).

PZR yontemi 1983 yilinda Kary Mullis tarafindan tasarlanmigtir. Aragtirmaci bu
calismasi ile Nobel Kimya 6diiliiniin sahibi olmustur. PZR: in vitro kosullar altinda
bir ¢ift sentetik primer kullanarak DNA’ nin hedeflenen bolgesine 6zgii DNA
parcasinin ¢ogaltilmasi esasina dayanir (Siqueira Jr, 2005). Literatiirlerde Sayimsal-
Kinetik PZR ve Floresan Sayimsal-PZR adlariyla rastlamak da miimkiindiir (Savli ve

Hatirnaz, 2004; Giinel ve Aydinli, 2009).

Polimeraz zincir reaksiyonu isleminde DNA’ nin replikasyonunun yapilmasi
amaciyla in vitro olarak bir tepkime karigimi hazirlanir. Bu tepkime karisimi

hedeflenen bdlgeye 0Ozgii bir ¢ift primer, bu primerlere baglanacak d NTP’ ler
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(A,G,C,T), iyon kosullarin1 saglayan tampon karisimi, uygun pH ve c¢ogaltilmasi

hedeflenen DNA icermektedir. PZR islemi li¢ basamaktan olusur. Bu {i¢ basamak bir

PZR dongiisiinii olusturur ve bu dongiiler tekrarlanir (Sekil 9) (Siqueira Jr ve Rogas,

2003).

1.

basamak hedef niikleik asitlerin denatiirasyonudur. Cogaltilacak olan DNA’
nin tek zincirli hale gelebilmesi i¢cin DNA 90-95° C 1s1ya maruz birakilir.
basamak primer tavlama asamasidir. Sicaklik 50-70° C’ ye diisiirtliir.
Boylece primerler (15-30 niikleotid uzunlugundaki sentetik oligontikleotidler)
tek zincir halindeki DNA’ ya baglanabilirler.

basamak  primer-hedef  bolge dubleksinin ekstansiyonu  ve
polimerizasyonudur. Ortama 1stya dayanikli bir DNA polimeraz eklenir ve
ortamdaki deoksiniikleotidlerin de baglanmasiyla DNA sentezi gerceklesir

(70-75° C).

Kalip DNA

l

1

Denatlrasyon

-
Primerlenn DINA va -

. Prirmer A Prirmer B
yapigmast J—

Frimear uzamaszi

Sekil 9: Polimeraz zincir reaksiyonu basamaklarin1 gosteren diyagram

(Siqueira ve Rocas, 2003)

PZR sonucu elde edilen iiriinlerin gercek PZR {iriinii olup olmadig

“erime egrisi” yontemi ile kontrol edilmelidir. Erime 1sis1 (Tm), bir

amplifikasyon iiriinii genin %50’ sinin denatiire oldugu sicaklik degeridir ve bu
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deger genin dizisine ve % GC oranina bagh olarak faklilik gosterir. Erime
egrisi yontemi de bu Ozellikten yararlanarak, PZR sonunda elde edilen
amplifikasyon egrilerinin gen {riini mii yoksa primer dimer ya da ortam
kirliligine bagh bir egri olup olmadiginm belirler (Savli ve Hatirnaz, 2004). Primer-
dimerler kiicik DNA firilinleri olup primerlerin birbirine baglanmasi ya da DNA
polimeraz enziminin spesifik olmayan niikleotidleri, kullanilmayan primerlerin

uclarina baglamasi neticesinde olusur (Yildirim ve ark., 2011).

Iyi diizenlenmis primerler dogru bolgelere baglanarak amplifikasyon ya da
genomik DNA kontaminasyonundan kaynaklanan yanlis pozitif sonuglar
onleyebilir. Ideal bir amplifikasyon igin, primer secimi Tm sonucuna bakilarak
yapilmalidir ve primer boylar1 birbirine yakin olmalidir. Genel olarak tek
zincirli primerler 15-20 baz uzunlugunda ve G/C igerikleri arasindaki fark % 20
- % 70 arasinda olmalidir. Tm dereceleri 1-2° C’ den fazla olmamali ve
maksimum Tm 58-60° C olmalidir. Ayrica 3’ ucundaki son 5 bazda G-C bazlarinin
sayisini bir ya da ikiden fazla olmayacak sekilde bi¢imlendirmek de faydalidir.
Boylece DNA polimerazin non-spesifik uzantilandirmalarinin 6niine gegilebilir

(Savli ve Hatirnaz, 2004).

Giinlimiizde en sik kullanilan PZR (PCR) ydntemleri: Multiplex PCR, Nested
PCR, Arbitary primed PCR (AP-PCR), Reverse transcriptase PCR, Broad-range PCR
ve Real-Time PCR (Gergek zamanli PZR, Q-PCR) dur.

Bugiin i¢in yaygin olarak kullanilan 3 farkli Ger¢cek Zamanli PZR sistemi
piyasada mevcuttur. ABI Prism 7700, 96 delikli bir termal 1sitic1 igerir ve 500-660
nm floresan araligin1 6lgebilme kapasitesine sahip bir sistemdir. Fazla sayida 6rnegi
ayni anda analiz edebilir ve 2 saatlik bir siire¢ sonunda sonuglar1 verebilir.
LightCycler, sicak hava akimi ile 1sman bir kapali sistem olup 20 dakikada sonug
verebilmesine ragmen yalnizca 32 reaksiyon ger¢eklestirebilen bir sistemdir. BioRad
Instruments’ in i-cycler adli ydntemiyse bir ‘thermal-cycler’ cihazini optik bir
modiile baglayan, hem ABI 7700 hem de LightCycler’ dan daha genis bir dalga
boyunda saptama yapabilme avantajina sahiptir. Ayrica dort ayr1 floresan

bildiricisiyle alternatif Gercek Zamanli PZR segeneklerine imkan saglar. Ustelik

36



96 o6rnegi ABI 7700’ deki gibi gercek zamanli degil ardisik olarak tarayabilme
imkan1 da saglamaktadir (Savli ve Hatirnaz, 2004).

Ger¢cek Zamanli PZR, irlnlerin kalitatif degerlendirmesinin  yani sira
amplifikasyon iirlinlerinin kantitatif degerlendirmesini de yapabilen tek PZR
yontemidir. Diger bir deyisle, hedef mikroorganizmanin sadece varligini ya da
yoklugunu gostemekle kalmaz sayisal olarak da bu mikroorganizmalarin degerini
verebilir. Ustiin kopyalama yetenegi, hassasiyeti, PZR f{iriinlerinin islem sirasinda
ekranda ayni anda goriilebilmesi, 30-120 dakikada sonug¢ vermesi, kontaminasyon
riskinin diisiik olmasi, ¢ok az miktardaki biyolojik bir {riiniin 6zelligini hizli,
giivenilir ve hassas bir sekilde ortaya koyabilmesi gibi iistiin 6zellikleri nedeniyle
giinimiizde siklikla kullanilmaktadir (Song, 2005; Sedgley, 2005b; Giinel ve
Aydimli, 2009). Uzerinde ¢alisma yapilan materyal ¢ok az olsa bile Ger¢cek Zamanl
PZR ile c¢ogaltilabilir ve homojen bir DNA materyali haline getirilebilir
(Schochetman ve Jones, 1988). Onkolojik c¢aligmalar, genetigi degistirilmis
organizmalar, adli tip, patojen tespiti, ila¢ endiistrisi, DNA hasari, genotipleme,
bioterdrizm, metilasyon arastirmalart ve dogum Oncesi tani caligmalar1 Gergek

zamanli PZR’ 1n uygulama alanlaridir (Giinel ve Aydinli, 2009).

Kok kanallarindan mikroorganizmalarin izolasyonu amaciyla Kkiiltiir ve
molekiiler tekniklerin kullanildigt ve basari oranlarmin karsilastirildigi bir¢ok
calisma mevcuttur (Zoletti ve ark., 2006; Gomes ve ark., 2006; Dumani ve ark.,
2008; Weckwerth ve ark., 2013). Dumani, yaptig1 ¢alismada birincil ve ikincil
enfeksiyonlarda E. faecalis bulunma oranini kiiltiir ve PZR yontemi ile incelemistir.
Bu caligmanin sonucunda hem birincil hem de ikincil enfeksiyonlu dislerde E.
faecalis bulunma oranlarinin tespitinde kullanilan iki farkli yontem arasinda bir fark

gorilmedigi bildirilmistir (Dumani, 2008).

Gomes ve arkadaslari, 100 ornek ile yaptiklar: (50 dis birincil enfeksiyon, 50 dis
ikincil enfeksiyon) ¢alismada PZR ve kiiltiir metodunu kiyaslamiglardir. Kiiltiir
yontemi ile birincil enfeksiyonlu dislerin % 4’ iinde ve ikincil enfeksiyonlu disin
% 42’ sinde, PZR metodu ile birincil enfeksiyonlu dislerin % 82’ sinde ve ikincil

enfeksiyonlu diglerin % 76’ sinda E. faecalis’ i izole etmislerdir. Bu c¢aligmada E.
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faecalis’ e ikincil enfeksiyonlarda yiiksek oranda rastlanilmasinin sebebinin kuronal

sizint1 olabilecegi diisiiniilmiistiir (Gomes ve ark., 2006).

Zoletti ve arkadaslari, 50 dis lizerinde yaptiklar1 calismada PZR ve Kkiiltiir
yontemini kiyaslamislardir. Kiiltiir yontemi ile 50 disin % 16’ sinda E. faecalis izole
edilirken, tiir spesifik 16 S rRNA gen esasli PZR kullanildiginda ise % 80 oraninda
E. faecalis izole edilmistir. Bu ¢alismada, periradikiiler lezyonu olmayan 27 disin
kanal tedavileri tekrar edilmis ve PZR yontemi ile 22, kiiltiir yontemi ile 5 vakada E.
faecalis’e rastlanmistir. Bunun yani sira periradikiiler kemik kaybi olan 23 diste ise
yapilan kanal tedavisi tekrarlarinda PZR yontem ile 18, kiiltlir yontemi ile 3 vakada
E. faecalis izole edilmistir. Bu ¢alismada E. faecalis’ 1 izole etmede PZR yonteminin

kiiltiir yonteminden daha etkili oldugu gbzlemlenmistir (Zoletti ve ark., 2006).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu arastirma Marmara Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Endodonti Anabilim
Dal1, Mikrobiyoloji Bilim Dali ve Bioeksen Ar-Ge Tekonolojileri laboratuvarlarinda
yapilmistir. Calismamizda E. faecalis ve C. albicans suglari ile enfekte edilen dis
koklerinde farkli kok kanal medikamentlerinin antimikrobiyal etkinlikleri in vitro

olarak karsilastirilmistir.

Calismamizda 240 adet tek kok tek kanalli ¢ekilmis insan disi kullanilmistir.
Disler cekildikten sonra yiizeylerindeki organik artiklar temizlenip steril serum

fizyolojik sivisi i¢inde islemler baslayincaya kadar bekletilmistir.
3.1.0n Cahsmalar

Bu calismada farkli kok kanal medikamentlerinin iki farkli mikroorganizma
tizerindeki antimikrobiyal etkinligini kiyaslamak amaciyla kullanilacak metodun ve
kok kanal medikamentlerinin oranlariin belirlenmesi amaciyla toplam 12 adet pilot
calisma yapilmistir. Bu yapilan pilot ¢alismalarin 2’ si agar diflizyon yontemi, 8’ i

kiiltiir yontemi ve 2’ si de farkli PZR metodlariin denenmesi tizerinedir.

Bilindigi lizere agar difiizyon yonteminde ornek ile agar arasinda uygun temasin
saglanmasi, inkiibasyon siiresi, ortam 1sisinin standardize edilmesi ve test edilecek
materyalin yogunlugu oldukga énemlidir. Tiim bunlar dikkate alinarak yapilan 2 adet
agar difiizyon testi ile yeni gelistirilen kok kanal medikamentlerinin antimikrobiyal
etkinlikleri denenmistir. Daha sonra gelistirilen kok kanal medikamentinin rutin
olarak kullanilabilmesi i¢in akiskan bir kivam saglayabilecek sekilde oranlari
belirlenmistir (Resim 1). Agar yontemi ile bakterisit etki ile bakteriyostatik etkinin
ayirt edilememesi nedeniyle difiizyon testi tek basma deney metodu olarak

secilmemisgtir.
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Resim 1: 48 saatin sonunda Agar difiizyon yontemi ile elde edilen inhibisyon

zonlar

Yapilan 8 adet kiiltiir yonteminde, kok kanallarimin mikroorganizmalar ile
enfekte edilme stireleri, kok kanalindan 6rnek alma yontemleri, petriye orneklerin
ekimini takiben beklenen siire, kok kanallarindan 6rnek almadan Once yapilan
irigasyon miktarlarinin denenmesi, etiiv ortaminda kok kanal agizlarinin gegici dolgu
materyali ile kapatilmas: ya da agik birakilmasi, dis koklerinin dis yiiziiniin tirnak
cilas1 ile kaplanmasi, numunelerin tabanlarimin nemli pamuk ile kaplanmasinin
onemi gibi bircok faktoriin etkisi géz Oniine alindiginda, deneylerin sonucunu

etkileyen ii¢ adet sorunla karsilagilmistir (Resim 2):

Resim 2: Kok kanalindan alinan 6rneklerin petri kabina ekilmesi
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1. Sorun: Elde edilen sonuglar birbirleri ile uyumlu olmamis ve

standardizasyon saglanamamistir (Resim 3).

Resim 3: Aym disten alinan iki farkh 6rnegin kiiltiir yontemi

ile besiyerine ekilmesi sonucu elde edilen mikroorganizma kolonizasyonu

2. Sorun: Uzun manipiillasyon siiresi hatalara yol agmis ve buna baglh

olarak kontaminasyon riskinin artmasina neden olmustur (Resim 4).

Resim 4: Candida albicans ile enfekte edilen numuneden

alinan ornekte meydana gelen kontaminasyon
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3. Sorun: Paper point ile alinan 6rneklerde kanal medikamentlerinin
besiyeri igeren petri kabma tasinabildigi ve buna bagli olarak sonucun

o

degistigi gézlemlenmistir (Resim 5).

Resim 5: Kanal medikamentinin besiyerine tasinmasi sonucu

meydana gelen iireme

Siqueira ve Rogas da yaptiklar1 ¢aligmalarinda, kok kanalindan paper point ile
ornek alinarak yapilan arastirmalarda hassasiyet orani diisiik olan tespit yontemleri

ile basarili olunmadigin bildirmislerdir (Siqueira ve Rogas 2003).

Kiiltiir yonteminde standardizasyon saglanamamasinin ardindan daha net veriler
elde etmek amaciyla molekiiler yontemler denenmistir. Yaygin olarak kullanilan
Universal PCR, tipe ozgli PCR, Convention PCR ve AP-PCR yontemleri
mikroorganizmanin sadece varhigi ya da yoklugunu tespit edebildiklerinden

calismamizda tercih edilmemistir.

Yaptigimiz ilk pilot PCR calismasinda RNA iizerinden terstranskriptaz ile
cDNA elde edilmesi denenmistir (Resim 6) (RT-PCR). Buradaki amacimiz canli olan
hiicrelerin RNA’ s1 iizerinden ¢alisma kolayligi olan DNA’ y1 elde etmektir.
Terstranskriptaz  PCR (RT-PCR) yoOntemi, gen aktivitesini ve fonksiyonunu
anlamamizi saglayan bir yontemdir (Song 2005). Ancak bir adet numunenin bir
giinde hazirlanabilmesi, RNA’ nin kolay kaybedilebilmesi gibi ¢alisma zorluklar1 ve

de maliyeti nedeniyle bu yontem tercih edilmemistir.
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Resim 6: RT-PCR sonucu elde edilen DNA

Yapilan ikinci pilot PCR c¢alismasinda ise (Q-PCR) DNA izolasyonu ile 6lii-

canli hiicre ayrim1 yapilmis ve kantitatif sonuglar elde edilmistir.
3.2. Calismada Kullanilan Deney Orneklerinin Hazirlanmasi

Calismamizda kullanilacak olan 240 adet tek kok tek kanalli insan disleri kok
boylar1 15 mm olacak sekilde separe frezlerle kesilmis ve ege stoperlerini
yerlestirebilmek adina diiz platformlar olusturulmustur. Dis koklerinin yiizeyleri
tirnak cilas1 ile kapatilmis ve apikalleri kompozit dolgu materyali ile kapatilmistir.
Silikon ol¢ii yardimi ile standart kaliplar olusturulmus ve akrilik karisimlari
hazirlanarak numuneler bu karigimlara kuronal 2 mm’ lik kismi disarida kalacak

sekilde gomiilmiistiir (Resim 7).

Resim 7: Hazirlanan akrilik blok
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Diglerin endodontik giris kaviteleri agildiktan sonra kok kanallarinin mekanik
preparasyonu Protaper Universal doner alet sistemi (Dentsply Maillefer, Ballaigues,
Switzerland) (Resim 8) ve crown-down yontemi ile F3’e kadar yapilmistir.
Sekillendirme esnasinda her alet degisiminde % 2,5 lik NaOCl (Wizard, Rehber
Chemistry, Istanbul, Turkey) soliisyonu ile kok kanallari yikanmistir. K&k kanal
sekillendirme islemi tamamlandiktan sonra kok kanallar1t % 17 EDTA ile yikanmis
ve 10 saniye kanalda bekletildikten sonra % 2,5’ lik NaOCI soliisyonu ile yikama

islemi tamamlanmistir. Son yikama serum fizyolojik ile yapilmistir

Tiim ¢alismamiz boyunca aseptik sartlar saglanmis ve kurutma kagitlar1 dahil

otoklavlanmistir (Resim 9).
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Resim 8: Protaper Universal Sistem Resim 9: Otoklavlanan malzemeler

Hazirlanan disler 10’ arli gruplara ayrilmig, agzi kapaklt cam kaplara
yerlestirilmis (Resim 10), tabanlarina pamuk peletler konulmus ve otoklavda (Niive,
Model, Model OT 4060, Ankara, Tiirkiye) 1 atm basingta 121° C’ de 30 dakika steril

edilmislerdir.
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Resim 10: Cam kaplara yerlestirilen numuneler

3.3. Deney ve Kontrol Gruplarimin Olusturulmasi

Calismamizda kullanilan 240 adet dis iki gruba ayrilmistir. Daha sonra onarli

gruplar halinde deney ve kontrol gruplar1 olusturulmustur.
A. Enterococcus faecalis ile enfekte edilen grup (n:110)
1. grup (Al): Kalsiyum hidroksit + serum fizyolojik (n:20)

2. grup (A2): Uglii antibiyotik pat1 (metronidazol+siprofloksasin+minosiklin) +
serum fizyolojik (n:20)

3. grup (A3): Ikili antibiyotik pat (ampisilin + gentamisin) ( n:20)

4. grup (A4): Modifiye iiclii pat (ampisilin + gentamisin + laktoferrin

siispansiyonu) (n:20)
5. grup (AS5): Laktoferrin siispansiyonu (n:20)
6. grup (AK):Pozitif kontrol grubu (n:10)

Negatif kontrol grubu n:10
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Tablo 2: E.faecalis ile enfekte edilen gruplardaki numune sayilar

GRUP1 GRUP2 GRUP3 GRUP4 GRUP5 KONTROL

Giin: 3g. T7g. 3g. Tg. 3g. Tg. 3g. Tg. 3g. Tg. P N

Numune

Sayist: 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10

B. Candida albicans ile enfekte edilen grup (n:110)
1. grup (B1): Kalsiyum hidroksit + serum fizyolojik (n:20)

2. grup (B2): Uglii antibiyotik pat1 (metronidazol+siprofloksasin+minosiklin) +

serum fizyolojik (n:20)
3. grup (B3): Ikili antibiyotik pat (ampisilin + gentamisin) ( n:20)

4. grup (B4): Modifiye {i¢lii pat (ampisilin + gentamisin + laktoferrin

siispansiyonu) (n:20)
5. grup (B5): Laktoferrin siispansiyonu (n:20)
6. grup (B6):Pozitif kontrol grubu (n:10)

Negatif kontrol grubu n:10

Tablo 3. C. albicans ile enfekte edilen gruplardaki numune sayilari

GRUP1 GRUP2 GRUP3 GRUP4 GRUPS5 KONTROL

Gilin: 3g. 7g. 3g. 7g. 3g. Tg. 3g. T7g. 3g. Tg. P N

Numune

Sayist: 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
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3.4. Kok Kanallarinin Enfekte Edilmesi

Numunelerin otoklavda sterilizasyonu tamamlandiktan sonra A grubundaki 110
adet ornek E. faecalis susu ile enfekte edilmistir. A grubundaki 10 adet Ornege
sadece steril besiyeri inokiile edilmis ve negatif kontrol grubu olarak kullanilmistir.
B grubundaki 110 adet 6rnek ise C. albicans susu ile enfekte edilmis ve B grubunda
10 adet 6rnege sadece steril besiyeri inokiile edilerek negatif kontrol grubu olarak

kullanilmustir.
3.4.1. Kok kanallarinin Enterococcus faecalis ile enfekte edilmesi

A grubuna ait 110 adet disin kok kanalin1 Enterococcus faecalis ile enfekte
etmek icin E. faecalis’in American Type of Culture Collection 29212 (ATCC 29212)
standart susu kullanilmistir. E. faecalis susu kat1 besiyeri olan Brain Heart Infusion
Agar (BHIA)’ da (LabM Limited, Lancashire BL9 7JJ, United Kingdom),
pasajlanmis ve 37° C’ de 24 saat etiivde (Niive FN 500, Tiirkiye) bekletilmistir. Daha
sonra spektrofotometrede (Rayleigh Analytical Instruments, Beijing, China) 0,5 Mc
Farland bulaniklik yogunluguna uygun olacak sekilde Brain Heart Infusion Broth
(BHI) siv1 besiyerinde (LabM Limited, Lancashire BL9 7JJ, United Kingdom),

bakteri siispansiyonu hazirlanmistir (Resim 11, Resim 12).

Resim 11: BHI agar ve s1v1 besiyeri
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Resim 12: Spektrofotometrede hazirlanan siispansiyon

Steril bir mikropipet yardimiyla 10’ ar pl bakteri siispansiyonu kok kanallarina
inokiile edilmis ve 15 numara K tipi kanal aleti (MANI, Matsutain Seisakusho Co.,
Tochigi-Ken, Japan) yardimiyla mikroorganizmalarin apikal bolgeye kadar ulasmasi

saglanmistir (Resim 13).

Resim 13: Bakteri siispansiyonun kok kanalina mikropipet ile inokiilasyonu

Kok kanal agizlar1 gegici dolgu maddesi (Cavit, 3M Espe Dental Products, USA)

ile kapatilmigtir. Nemli bir ortam olusturmak i¢in cam kaplarin tabanindaki pamuk
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peletler steril serum fizyolojik ile 1slatilmig ve disler 37°C’ de 24 saat boyunca
etlivde bekletilmistir. 24 saatin sonunda kok kanallarma 10 pl daha, taze bakteri
siispansiyonu eklenmis ve toplamda 48 saatlik bir inkiibasyon siiresi saglanmistir.

Etiivden 48 saatin sonunda ¢ikarilan numunelere deney materyalleri uygulanmistir.
3.4.2. Kok kanallarinin Candida albicans ile enfekte edilmesi

B grubuna ait 110 adet disin kok kanalin1 C. albicans ile enfekte etmek i¢in C.
albicans’ i American Type of Culture Collection 10231 (ATCC 10231) standart
susu kullamilmustir. C. albicans susu kati besiyeri olan Sabouraud Dextrose Agar
(SDA)’ da (LabM Limited, Lancashire BL9 7JJ, United Kingdom) pasajlanmis ve
ardindan sivi besiyeri olan Sabouraud Dextrose Broth (SDB) besiyerlerine (Merck
Diagnostics, Darmstadt, Germany) ekilerek 24 saatlik taze kiiltiirleri hazirlanmistir

(Resim 14).

Resim 14: SD agar ve siv1 besiyeri

Ureyen sivi kiiltiirden spektrofotometrede 0.5 Mc Farland bulaniklik degerine
gore siispansiyonlar hazirlanmistir. Steril bir mikropipet yardimiyla 10 pl bakteri
siispansiyonu kok kanallarina inokiile edilmis ve 15 numara K tipi kanal aleti
yardimiyla mikroorganizmalarin kokiin apikal boliimiine ulagmasi saglanmigtir. Kok
kanal agizlar1 gegici dolgu maddesi ile kapatilmistir. Nemli bir ortam olusturmak i¢in

cam kaplarin tabanindaki pamuk peletler steril serum fizyolojik ile 1slatilmis ve disler
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37°C’ de 24 saat boyunca etiivde bekletilmistir. 24 saatin sonunda kok kanallarina 10
ul daha, taze bakteri siispansiyonu eklenmis ve toplamda 48 saatlik bir inkiibasyon
siiresi saglanmistir. Etlivden 48 saatin sonunda c¢ikarilan numunelere deney

materyalleri uygulanmistir.
3.5. Kok Kanal Medikamentlerinin Uygulanmasi

3.5.1. Enterococcus faecalis ile enfekte edilen kok kanallarina medikamentlerin

uygulanmasi

A grubundaki disler 48 saatlik inkiibasyon siiresinin ardindan etiivden
cikartlmistir. Kok kanal agizlarindaki gegici dolgu materyali uzaklastirilmistir.
Deneyin bu asamasi ‘sifirinct giin’ olarak adlandirilmistir. Kullanilan tiim kok kanal
medikamentleri cam havanda ezilerek (Resim 15) ve hassas terazide (Resim 16)

tartilarak standardizasyonu saglanmistir.

Resim 15: Cam havanda ezilen medikament
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Resim 16: Hassas terazi

Grup 1 (A1) ; Toz/sivi oran1 Y2 olacak sekilde kalsiyum hidroksit tozu (Sultan, NJ,
USA) (200 mg) serum fizyolojik ile (400 pl) karistirilmis ve 25 no’lu lentiilo
yardimiyla diisiik devirde kok kanallarima uygulanmistir (Resim 17). Kok kanal
agzindaki fazla pat steril bir pamuk pelet ile uzaklastirilarak gegici dolgu materyali

ile kapatilmistir.

Resim 17: Kalsiyum hidroksit ve serum fizyolojik
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Grup 2 (A2); Toz/ sivi orant %2 olacak sekilde metronidazol (Flagyl, Eczacibas,
Tiirkiye), minosiklin (Minocin, Teofarma, Italy) ve siprofloksasinin (Cipro,
Biofarma Ilag, Tiirkiye) her birinden esit oranda (200 mg) kullanilarak serum
fizyolojik ile (1200 pl) karistirilmis ve 25 no’ lu lentiilo yardimiyla diisiik devirde
kok kanallarina uygulanmistir (Resim 18, Resim 19). Kok kanal agzindaki fazla pat
steril bir pamuk pelet ile uzaklastirilarak gegici dolgu materyali ile kapatilmigtir.

Resim 18: Hazirlanan iiclii antibiyotik pati

Resim 19: Uclii patta kullamlan antibiyotikler
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Grup 3. (A3); Ampisilin tozuyla (Alfasilin, Actavis, Istanbul, Tiirkiye) (200 mg) 160
mg Gentamisin siilfat ampul %2’ nin (Genta, IE Ulagay, Istanbul, Tiirkiye) (125 pl)
karisimi ile elde edilen pat, 25 no’lu lentiillo yardimiyla diisiik devirde kok
kanallarina uygulanmistir (Resim 20, Resim 21). Kok kanal agzindaki fazla pat steril

bir pamuk pelet ile uzaklastirilarak gecici dolgu materyali ile kapatilmistir.

Resim 20: Hazirlanan ikili pat

Alfasilin®Hl

Kapsiil
Ampisilin

Resim 21: ikili ve modifiye iiclii patta kullamlan antibiyotikler

Grup 4. (A4); Ampisilin tozu (200 mg), 160 mg Gentamisin siilfat ampul %2 (125
ul) ve % 2’ lik Laktoferrin siispansiyonu (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Germany)
(50 pl) karisimi ile elde edilen pat, 25 no’lu lentiilo yardimiyla diisiik devirde kok
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kanallarma uygulanmigtir. Kok kanal agzindaki fazla pat steril bir pamuk pelet ile

uzaklastirilarak gegici dolgu materyali ile kapatilmistir.

Grup 5 (AS); Laktoferrinin, steril serum fizyolojik ile % 2’ lik silispansiyonu her
seferinde taze olarak bir eppendorf tiip igerisinde hazirlanmis ve tiipiin dis1 151k
almamasi i¢in aliiminyum folyo ile kaplanmistir (Resim 22). Bu siispansiyon F3 acili
paper pointe (Dentsply Maillefer, Ballaigues, Switzerland) emdirilerek kok kanalina

yerlestirilmis ve tizeri gegici dolgu materyali ile kapatilmistir.

Resim 22: Laktoferrin

Grup 6 (AK); Kontrol grubu olarak kullanilan bu grupta hazirlanan disler 2 cc steril
serum fizyolojik ile 1slatildiktan sonra 3 adet steril paper point ile kok kanalindan

ornek alinip steril bos eppendorf tiiplere konmustur.

Negatif kontrol grunda ise steril besiyeri inokiille edilen 10 disten
kontaminasyonu takip etmek amacyla 2 cc steril serum fizyolojik ile kok kanallarinin
1slatilmasini takiben 3 adet paper point ile 6rnek alinmis steril bos eppendorf

tiiplerine konmustur.

3.5.2. Candida albicans ile enfekte edilen kok kanallarina medikamentlerin

uygulanmasi

B grubundaki disler 48 saatlik inkiibasyon siiresinin ardindan etiivden
cikartlmistir. Kok kanal agizlarindaki gegici dolgu materyali uzaklastirilmistir.
Deneyin bu asamasi ‘sifirinct giin’ olarak adlandirilmistir. Kullanilan tiim kok kanal

medikamentleri hassas terazide tartilarak standardizasyon saglanmaistir.
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Grup 1(B1); Toz/stvi oran1 Y2 olacak sekilde kalsiyum hidroksit tozu (200 mg)
serum fizyolojik ile (400 pl) karistirilmis ve 25 no’ lu lentiilo yardimiyla diisiik
devirde kok kanallarina uygulanmistir. Kok kanal agzindaki fazla pat steril bir

pamuk pelet ile uzaklastirilarak gegici dolgu materyali ile kapatilmistir.

Grup 2 (B2); Toz/stvi orant Y5 olacak sekilde metronidazol, minosiklin ve
siprofloksasinin her birinden esit oranda (200 mg) kullanilarak serum fizyolojik ile
(1200 pl) karistirilmis ve 25 no’ lu lentiilo yardimiyla diisiik devirde kok kanallarina
uygulanmistir. Kok kanal agzindaki fazla pat steril bir pamuk pelet ile

uzaklastirilarak gegici dolgu materyali ile kapatilmistir.

Grup 3 (B3); Ampisilin tozuyla (200 mg) 160 mg Gentamisin siilfat ampul % 2’ nin
(125 pl) karisimi ile elde edilen pat, 25 no’ lu lentiilo yardimiyla diisiik devirde kok
kanallarina uygulanmistir. Kok kanal agzindaki fazla pat steril bir pamuk pelet ile

uzaklagtirilarak gegici dolgu materyali ile kapatilmistir.

Grup 4 (B4); Ampisilin tozu (200 mg), 160 mg Gentamisin siilfat ampul % 2 (125
ul) ve % 2 lik Laktoferrin siispansiyonu (50 pl) karisimi ile elde edilen pat, 25 no’ lu
lentiilo yardimiyla diisiik devirde kok kanallarina uygulanmistir. Kok kanal
agzindaki fazla pat steril bir pamuk pelet ile uzaklastirilarak gegici dolgu materyali

ile kapatilmistir.

Grup 5 (BS5) ; Laktoferrinin, steril serum fizyolojik ile % 2’ lik siispansiyonu her
seferinde taze olarak bir eppendorf tiip igerisinde hazirlanmis ve tiipiin dis1 151k
almamasi i¢in alliminyum folyo ile kaplanmistir. Bu siispansiyon F3 acili paper
pointe emdirilerek kok kanalina yerlestirilmis ve tizeri gegici dolgu materyali ile

kapatilmistir.

Grup 6 (BK); Kontrol grubu olarak kullanilan bu grupta hazirlanan disler 2 cc steril
serum fizyolojik ile 1slatildiktan sonra 3 adet steril paper point ile kok kanalindan

ornek alinip steril bos eppendorf tiiplere konmustur.

Negatif kontrol grunda ise steril besiyeri inokiile edilen 10 disten
kontaminasyonu takip etmek amacyla 2 cc steril serum fizyolojik ile kok kanallarinin
1slatilmasini takiben 3 adet paper point ile 6rnek alinmistir. Alinan 6rnekler steril bos

eppendorf tiiplere konmustur.
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3.6. Deney ve Kontrol Gruplarindan Ornek Alinmasi
3.6.1. Enterococcus faecalis ile enfekte edilen dislerden 6rnek alinmasi

A grubundaki E. faecalis ile enfekte edilen 110 dis, kok kanal medikamenti
uygulanmasmin ardindan 2 alt gruba ayrilmistir. Birinci alt gruptaki dislerden,
medikament uygulanmasini takiben 3. giinde érnekler alinmustir. ikinci alt gruptaki

dislerden ise, medikament uygulanmasini takiben 7. giinde 6rnekler alinmistir.
3.6.1.1. Uciincii giinde (birinci alt grup) 6rnek alinan disler

1. grup (3A1): Kalsiyum hidroksit pati 30 numara K tipi ege ile kok kanalindan
uzaklagtirllmig ve ardindan serum fizyolojik ile kok kanallar1 yikanmistir. Islak ve
temiz kok kanallarindan 3 adet steril paper point ile ornekler alinmig steril bos bir

eppendorf tiipe konmustur (Resim 24) (n:10).

2. grup (3A2): Uglii antibiyotik pati (metronidazol+siprofloksasin+minosiklin) 30
numara K tipi ege ile kok kanalindan uzaklastirilmis ve ardindan serum fizyolojik ile
kok kanallar1 yikanmistir. Uclii patin kok kanalindan uzaklastirilmasi oldukga zor
oldugu icin PUI (pasif ultrasonik irigasyon) (NSK, Varios 970, NSK, Tokyo, Japan)
yardimiyla kanal medikamenti kok kanalindan uzaklastirilmistir (Resim 23). Islak ve
temiz kok kanallarindan 3 adet steril paper point ile ornekler alinmig steril bos bir

eppendorf tiipe konmustur (Resim 24) (n:10).

Resim 23: PUI ile kok kanalindan antibiyotik patinin uzaklastirilmasi
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3. grup (3A3): Ikili antibiyotik pat (ampisilin + gentamisin) 30 numara K tipi ege ile
kok kanalindan uzaklastirilmis ve ardindan serum fizyolojik ile kok kanallar
yikanmistir. Islak ve temiz kok kanallarindan 3 adet steril paper point ile 6rnekler

alinmuis steril bos bir eppendorf tiipe konmustur (Resim 24) (n:10).

4. grup (3A4): Modifiye iiclii pat (ampisilin + gentamisin + laktoferrin siispansiyonu)
30 numara K tipi ege ile kok kanalindan uzaklagtirilmis ve ardindan serum fizyolojik
ile kok kanallar1 yikanmistir. Islak ve temiz kok kanallarindan 3 adet steril paper

point ile 6rnekler alinmais steril bos bir eppendorf tiipe konmustur (Resim 24) (n:10).

5. grup (3A5): Kok kanallarindaki laktoferrin siispansiyonu igeren F3 paper point
steril bir presel yardimiyla kanaldan uzaklastirilmis ve serum fizyolojik ile kok
kanallar1 yikanmistir. Islak ve temiz kok kanallarindan 3 adet steril paper point ile

ornekler alinmis alinmis steril bos bir eppendorf tiipe konmustur (Resim 24) (n:10).

Resim 24: Kok kanalindan paper point ile alinan 6rnekler
3.6.1.2. Yedinci giinde (ikinci alt grup) érnek alinan disler:

Grup 1 (7A1), Grup 2 (7A2), Grup 3 (7A3), Grup 4 (7A4) ve Grup 5 (7AS)’ de

liclincii giinde uygulanan yontemlerle 6rnek alma islemi gergeklestirilmistir.

Uclincii ve yedinci giinlerde mikroorganizma kayiplarinin yaganmamasi ve

standardizasyonun saglanmasi i¢in farkl disler kullanilmistir ancak islemler ayni
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anda yiiriitilmiistiir. Bu islem sirasinda 10 adet dis pozitif, 10 adet dis negatif grup
olarak kullanilmistir. Alinan orneklerden DNA izolasyonunun ardindan Gergek

Zamanl PZR islemi ger¢eklestirilmistir.
3.6.2. Candida albicans ile enfekte edilen dislerden 6rnek alinmasi

B grubundaki C. albicans ile enfekte edilen 110 dis, kok kanal medikamenti
uygulanmasinin ardindan 2 alt gruba ayrilmistir. Birinci alt gruptaki dislerden,
medikament uygulanmasini takiben 3. giinde 6rnekler alinmustir. Ikinci alt gruptaki

dislerden ise, medikament uygulanmasini takiben 7. giinde 6rnekler alinmistir.
3.6.2.1. Uciincii giinde (birinci alt grup) 6rnek alnan disler

1. grup (3B1): Kalsiyum hidroksit patt 30 numara K tipi ege ile kok kanalindan
uzaklagtirilmis ve ardindan serum fizyolojik ile kok kanallar1 yikanmistir. Islak ve
temiz kok kanallarindan 3 adet steril paper point ile 6rnekler alinmis steril bos bir

eppendorf tiipe konmustur (n:10).

2. grup (3B2): Uglii antibiyotik pat1 (metronidazol+siprofloksasin+minosiklin) 30
numara K tipi ege ile kok kanalindan uzaklastirilmis ve ardindan serum fizyolojik ile
kok kanallar1 yikanmustir. Uclii patin kok kanalindan uzaklastirilmas: oldukga zor
oldugu i¢in PUI (pasif ultrasonik irigasyon) yardimiyla kanal medikamenti kok
kanalindan uzaklagtirilmistir. Islak ve temiz kok kanallarindan 3 adet steril paper

point ile 6rnekler alinmis steril bos bir eppendorf tiipe konmustur (n:10).

3. grup (3B3): ikili antibiyotik pat (ampisilin + gentamisin) 30 numara K tipi ege ile
kok kanalindan uzaklastirilmis ve ardindan serum fizyolojik ile kok kanallar
yikanmigtir. Islak ve temiz kok kanallarindan 3 adet steril paper point ile drnekler

alinmis steril bos bir eppendorf tiipe konmustur (n:10).
4. grup (3B4): Modifiye ti¢lii pat (ampisilin + gentamisin + laktoferrin siispansiyonu)
30 numara K tipi ege ile kok kanalindan uzaklastirilmis ve ardindan serum fizyolojik

ile kok kanallar1 yikanmistir. Islak ve temiz kok kanallarindan 3 adet steril paper

point ile 6rnekler alinmis steril bos bir eppendorf tiipe konmustur (n:10).

5. grup (3B5): Kok kanallarindaki laktoferrin siispansiyonu igeren F3 paper point

steril bir presel yardimiyla kanaldan uzaklastirilmis ve serum fizyolojik ile kok
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kanallar1 yikanmustir. Islak ve temiz kok kanallarindan 3 adet steril paper point ile

ornekler alinmis steril bos bir eppendorf tiipe konmustur (n:10).
3.6.2.2. Yedinci giinde (ikinci alt grup) ornek alinan disler

Grup 1 (7A1), Grup 2 (7A2), Grup 3 (7A3), Grup 4 (7A4) ve Grup 5 (7AS)’ de

liclincii giinde uygulanan yontemlerle 6rnek alma islemi gergeklestirilmistir.

Ucgiincii ve yedinci giinlerde mikroorganizma kayiplarmin yasanmamasi ve
standardizasyonun saglanmasi i¢in farkli disler kullanilmistir ancak islemler aymi
anda ylriitiilmiistiir. Bu islem sirasinda 10 adet dis pozitif, 10 adet dis negatif kontrol
grup olarak kullanilmistir. Alinan 6rneklerden DNA izolasyonunun ardindan Gergek

Zamanl1 PZR islemi ger¢eklestirilmistir.
3.7. DNA Izolasyonu

DNA izolasyonu oncesi 6lii hiicre DNA’ larinin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in
Villarreal ve ark (2013) tarafindan tanimlanan, DNaz-I ile islem temelli yontem
kullanilmistir. Numunenin tizerine 200 pl 0,1 U/ml DNaz-I eklenmis ve 37°C de 15
dakika inkiibasyon (INOVIA NDI-2E Blok Isitici, istanbul, Tiirkiye) yapilmistir
(Resim 25).

Resim 25: inkiibator Resim 26: Vortex
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Inkiibasyon sonras1 numune 3000 rpm’ de 1 dk homojenize edilmistir (Vortex
genie, Scientific Industries, New York, USA) (Resim 26). DNA izolasyonu ig¢in
“Biospeedy™ DNA Isolation Kit” (Bioeksen Ltd Sti, Tiirkiye) kullanilmustir.
Homojenize edilen 6rnege 400 ul baglama ¢ozeltisi (6 M Guanidine thiocyanate, 20
mM Tris-HCI, pH 8) eklenmistir (Resim 27). Numune 10 dakika 95 °C’ de inkiibe
edildikten sonra 400 pl 2-propanol eklenmis ve silika kolona yiiklenmistir (Resim
28).

Resim 28: Silika kolona yiiklenen numuneler
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13000 rpm 1 dk santrifij (INOVIA MINO-14K Mikrosantrifiij, Istanbul,
Tiirkiye) ile kolondan gegirilen numunedeki DNA’ lar silika kolonda tutulmus daha
sonra iki defa yikama c¢ozeltisi (20 mM NaCl, 2 mM Tris-HCI, pH 8; 80% v/v
Etanol) ile yikanmistir (Resim 29).

Resim 29: Santrifiije yerlestirilen numuneler

Daha sonra silika kolon santrifiigasyonla kurutulmustur (Resim 29). Silika
kolonda tutunan DNA” lar 100 pl niikleaz igermeyen, steril, deiyonize su (pH 7) ile

kolondan alinmis ve analize kadar -20 °C’ de saklanmistir.
3.7.1 Gercek Zamanh PZR (Q-PCR) metodu

Q-PCR icin “Biospeedy ™ Real-Time PCR EvaGreen Master Mix” (Bioeksen
Ltd Sti, Tiirkiye) kullanilmistir. PCR’ da DNA replikasyonu yapilmasi i¢in in vitro
olarak bir tepkime karisimi hazirlanir ve bu karisim hedeflenen bolgeye 6zgii bir ¢ift
primer icerir. Buna gore; E. faecalis hicreleri bakteriyel 16S rRNA genini
hedefleyen BactF 5'-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3' ve BactR 5'-AAG GAG
GTG ATC CAG CCG CA-3' primerleriyle hedeflenmistir. C.albicans hiicreleri
fungal ITS bolgesini hedefleyen FungF 5'- TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC -3'
ve FungR 5'- GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G -3' primerleriyle
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hedeflenmistir. Biitiin reaksiyonlarda Biorad CFX Connect (Bio-Rad Laboratories,
Amerika) Real Time PCR cihazi kullanilmistir (Resim 30).

Resim 30: Biorad CFX Connect Real Time PCR cihazi

Hazirlanan tepkime karigimi bdlgeye 6zgili bir ¢ift primerin yani sira primere
baglanacak d NTP’ ler (A,C,G,T), iyon kosullarini saglayan tampon karigimi, uygun
pH ve c¢ogaltilmasi hedeflenen DNA icermelidir. Reaksiyon 1.5 mM MgCl,, 0.2 mM
dNTP mix, Ix Reaksiyon Tamponu, 0.1U Proof Reading Rekombinant Taqg DNA
Polimeraz, 1x EvaGreen, 4 ng/ul kalip DNA ve her bir primerden 0.5 pM
icermektedir. Cihazda optimizasyon saglanmig, Tablo 4’ te verilen 1s1 dongiisii

programi uygulanmistir.
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Resim 31: Cihazdan elde edilen bilgilerin bilgisayar ekranindaki

goruntiisit
Q-PCR sirasinda sadece istenilen {iriiniin ¢ogaltildigin1 belirlemek i¢in 65°C -
95°C arasinda erime egrisi analizi yapilmistir (Resim 31). Q-PCR datalart CFX

Manager Software 3.0 da analiz edilmistir. 2 *“' yontemi ile farkli numunelerdeki

aynt hedef genlerin birbirlerine relatif miktarlar1 hesaplanmigtir (Livak ve

Schmittgen, 2001).
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Tablo 4: Q-PCR Is1 Dongiisii Programm

SYBR Green 20 ul

Program Ismi Dongii Sayisi Analiz Modu

Cogalma 45 Sayim

Soguma 1

Hedef (°C) Okuma Modu Bekletme Hiz Okuma
(hh:mm:ss) (°Cl/s) (°C basina)

95 00:05:00 4,8 -

95 00:00:15 4,8 -

72 Tek 00:00:40 4,8 -

95 00:00:05 - -

95 Siirekli - 0.5 10

35 Tek 00:00:10 2,5 -
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3.8. istatistiksel Analiz

Farkli gruplarin tek bir mikroorganizma tiirii iizerindeki etkinliklerinin
istatistiksel olarak Oneminin analizi i¢in 2-kuyruklu t-testleri Minitab 17 (Minitab
Ltd, Ingiltere) yazilimi kullanilmistir. Ozgiirliik derecesi (df) 18, t=2.101 ve alfa
seviyesi (p) 0.05 olarak alinmistir. Ayn1 grubun farkli iki mikroorganizma tizerindeki
etkinliginin istatistiksel olarak 6neminin analizi i¢in ise 1-kuyruklu t-testleri Minitab
17 (Minitab Ltd, Ingiltere) yazilimi kullamlmustir. Ozgiirliik derecesi (df) 18,
t=1,7341 ve alfa seviyesi (p) 0.05 olarak alinmustir.
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4. BULGULAR

Calismamizda elde edilen bulgular C. albicans ile enfekte edilen ve E. faecalis
ile enfekte edilen olmak {iizere iki ayr1 grupta degerlendirilmistir. Kok kanal
medikamenti uygulamasini takiben her iki grupta 3. giinde varliginm siirdiiren canl
DNA hiicrelerin izolasyonu gergeklestirilmis, daha sonra sifirinci giine gore relatif
azalma oranlar1 tespit edilmistir. Elde edilen bulgularin her bir kok kanal
medikament grubu i¢in (Grup 1: Ca(OH),+serum fizyolojik, Grup 2: 3P+serum
fizyolojik, Grup 3: 2P+serum fizyolojik, Grup 4: M2P+serum fizyolojik, Grup 5:
Laktoferrin) ortalama ve standart sapma degerleri hesaplanmistir. Bulgular hem
gruplar arasinda hem de ayni grup i¢inde kiyaslanmistir. Kok kanal medikamenti
uygulamasini takiben her iki grupta 7. giinde varligin siirdiiren canli DNA hiicrelerin
izolasyonu gergeklestirilmis, daha sonra sifirinci giine gore relatif azalma oranlar
tespit edilmistir. Her bir kok kanal medikament grubu i¢in elde edilen bulgularin

ortalama ve standart sapma degerleri hesaplanarak karsilastirilmigtir.

Kanal medikamenti uygulamasini takiben sifirinci giine gore 3. ve 7. gilindeki

relatif canli DNA hiicre azalmalar1 arasindaki farklar gruplar arasinda kiyaslanmustir.

4.1. Candida albicans ile Enfekte Edilen Orneklerden Elde Edilen Bulgular

C. albicans ait Q-PCR DNA c¢ogalma egrileri ve erime pikleri Sekil 10, Sekil 11,
Sekil 12, Sekil 13, Sekil 24, Sekil 25 de gosterilmis, elde edilen esik dongi (Ct)
sayilar1 Tablo 6-Tablo10’ da verilmistir. PCR sonucu elde edilen {iriinlerin gercek
PCR iiriinii olup olmadig1 “erime egrisi” yoOntemi ile kontrol edilmistir.
Calismamizin bulgularinda, her bir numune i¢in tek erime pikinin elde edilmesi
PCR’ da tek hedef c¢ogaltildigini, elde edilen degerin yaklasik 85° C olmasi bu

hedefin primer dimer degil, calisilan gen bolgesi oldugunu gostermektedir.
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4.1.1. Candida albicans ile enfekte edilen orneklerden 0. giinde elde edilen
bulgular

C. albicans American Type of Culture Collection 10231 (ATCC10231) susu ile
enfekte edilen dislerden 48 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda 6rnekler alinmis ve
sifirinci glinde kok kanalindaki mikroorganizma varligi tespit edilmistir. C. albicans’
m sifirinct glin Q-PCR DNA c¢ogalma egrileri ve erime pikleri Sekil 10-11" de
gosterilmigtir. Elde edilen esik dongii sayilar1 (Ct) Tablo 6’ da verilmistir.

Amplifikasyon

T T T - T

RFU (103)

Dongiiler

Sekil 10: C. albicans 0. giin Q-PCR DNA ¢ogalma egrileri
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&5 by - - a5 0 -]

Sicakhk, Celsius

Sekil 11: C. albicans 0. giin Q-PCR DNA erime pikleri

4.1.2. Candida albicans ile enfekte edilen orneklerden 3. giinde elde edilen

bulgular

C. albicans ile enfekte edilmis ve sonrasinda bes farkli kok kanal medikamenti
uygulanmig gruplarin 3. giin Q-PCR DNA c¢ogalma egrileri ve erime pikleri Sekil 12,
Sekill13’ te gosterilmektedir. Elde edilen ortalama ve standart sapmalar1 Tablo 5’ te
gosterilmektedir. Buna gére Grup 2’ nin C. albicans’ 1 yok etmede en etkili grup

oldugu tespit edilmistir.
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RFU (1043)

-d(RFU)/MT

Amplifikasyon

Dongiiler

Sekil 12: C. albicans 3. giin Q-PCR DNA ¢ogalma egrileri

Erime Pila

Si1caklhik, Celsius

Sekill 13: C. albicans 3. giin Q-PCR DNA erime pikleri
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Tablo 5: C. albicans ile enfekte edilmis orneklerin 3. giinde relatif hiicre azalma

ortalamalari (%) ve standart sapmalari

99,849 +0,182
99,915 +0,023
99,892 +0,056
99,398 +0,020
99,900 +0,016

Tablo 6: C.albicans ile enfekte edilen dislerde 3. giin deney gruplarimin ve

kontrol grubunun Ct degerleri

15,92 25,65 25,41 26,04 26,17 25,96
15,83 23,06 25,93 25,7 25,51 25,59
15,58 25,81 26,08 26,08 25,51 25,55
15,72 25,69 26,03 25,46 25,73 25,73
15,51 25,6 26,08 26,15 25,54 25,67
15,47 25,69 26,04 24,05 25,37 25,59
15,6 25,95 25,9 25,7 25,25 25,5
16,06 25,57 25,9 25,93 25,6 25,59
15,48 25,84 25,81 25,58 25,78 25,53
15,41 25,7 25,8 25,61 25,77 25,7
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Tablo 7: C. albicans ile enfekte edilen gruplarda 3. giindeki relatif hiicre

miktarlari

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5

0,12 0,14 0,09 0,08 0,09
0,67 0,09 0,11 0,12 0,12
0,08 0,07 0,07 0,10 0,10
0,10 0,08 0,12 0,10 0,10
0,09 0,07 0,06 0,10 0,09
0,08 0,07 0,26 0,10 0,09
0,08 0,08 0,09 0,12 0,10
0,14 0,11 0,11 0,13 0,14
0,08 0,08 0,09 0,08 0,09
0,08 0,07 0,09 0,08 0,08

Calismamizda C. albicans ile enfekte edildikten sonra Ca(OH), uygulanmis olan
Grup 1’ de 3. giin sonunda esik dongii sayilar1 23,06-25,95 arasinda degismis ve
hiicre miktarinin azalma ortalamasi da % 99,849+ 0,182 olarak hesaplanmistir (Tablo

5, Tablo 6, Tablo 7).

C. albicans ile enfekte edildikten sonra tcli pat
(minosiklint+siprofloksasintmetrondazol) uygulanmis olan Grup 2’ de 3. giin
sonunda esik dongii sayilart 25,41-26,08 arasinda degismis ve hiicre miktarinin
azalma ortalamasi da % 99,915+ 0,023 olarak hesaplanmistir (Tablo 5, Tablo 6,
Tablo 7).

C. albicans 1ile enfekte edildikten sonra ikili pat (ampisilin+gentamisin)
uygulanmis olan Grup 3’ de 3. giin sonunda esik dongii sayilar1 24,05-26,15 arasinda
degismis ve hiicre miktarinin azalma ortalamasi da % 99,892+ 0,056 olarak

hesaplanmistir (Tablo 5, Tablo 6, Tablo 7).

C. albicans ile enfekte edildikten sonra modifiye {g¢lii pat
(ampisilin+gentamisin+laktoferrin) uygulanmis olan Grup 4’ te 3. giin sonunda esik
dongii sayilar1 25,25-26,17 arasinda degismis ve hiicre miktarinin azalma ortalamasi

da 9%99,898+ 0,020 olarak hesaplanmistir (Tablo 5, Tablo 6, Tablo 7).
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C. albicans ile enfekte edildikten sonra laktoferrin slispansiyon uygulanmis olan
Grup 5’ de 3. giin sonunda esik dongii sayilar1 25,5- 25,96 arasinda degismis ve
hiicre miktarinin azalma ortalamasi da %99,900+ 0,016 olarak hesaplanmistir (Tablo

5, Tablo 6, Tablo 7).

Uciincii giiniin sonunda Grup 1> de % 99,849 oraninda C.albicans eredike
edilirken Grup 2’ de bu oran % 99,915 (t= 0,28), Grup 3’ te % 99,892 (t= 0,5), Grup
4> de % 99,898 (t= 0,42) ve Grup 5’ de % 99,900 (t= 0,40) olarak hesaplanmistir
(Tablo 6- Tablo 7). Buna gore gruplar arasinda istatistiksel bir fark saptanmamistir

(Tablo 7) (Sekil 14, Sekil 15, Sekil 16, Sekil 17).

Sekil 14: C. albicans ile enfekte edilip Grup 1 ve Grup 2 medikamentleri

uygulanan dislerde yok edilen mikroorganizma oranlarina iliskin grafik

Sekil 15: C. albicans ile enfekte edilip Grup 1 ve Grup 3 medikamentleri

uygulanan dislerde yok edilen mikroorganizma oranlarina iliskin grafik



Sekil 16: C. albicans ile enfekte edilip Grup 1 ve Grup 4 medikamentleri

uygulanan dislerde yok edilen mikroorganizma oranlarina iliskin grafik

Sekil 17: C. albicans ile enfekte edilip Grup 1 ve Grup 5 medikamentleri

uygulanan dislerde yok edilen mikroorganizma oranlarina iliskin grafik

Yedinci giinde Grup 2 ile Grup 3’ iin C. albicans’ 1 yok etme oranlar1 arasindaki
fark t= 0,25 olarak hesaplanmistir. Grup 4 ve Grup 5’ in, Grup 2’ ye kiyasla C.
albicans’ 1 yok etme oranlar1 arasindaki fark Tablo 7° de gosterilmistir. Buna gore
gruplar arasinda istatistiksel farkin olmadigi tespit edilmistir (Sekil 18, Sekil 19,
Sekil 20).
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Sekil 18: C. albicans ile enfekte edilip Grup 2 ve Grup 3 medikamentleri

uygulanan dislerde yok edilen mikroorganizma oranlarina iliskin grafik

Sekil 19: C. albicans ile enfekte edilip Grup 2 ve Grup 4 medikamentleri

uygulanan dislerde yok edilen mikroorganizma oranlarina iliskin grafik

Sekil 20: C. albicans ile enfekte edilip Grup 2 ve Grup 5 medikamentleri

uygulanan dislerde yok edilen mikroorganizma oranlarina iliskin grafik



C. albicans ile enfekte edilmis orneklerin 3. giin Ct degerleri ve relatif hiicre
azalma ortalamalar1 Tablo 6- Tablo 7’ de gosterilmistir. Buna gore Grup 3, Grup 4 ve
Grup 5° in C. albicans’ 1 yok etme sonuglar1 arasinda istatistiksel fark tespit

edilmemistir (Tablo 8) (Sekil 21, Sekil 22, Sekil 23).

Sekil 21: C. albicans ile enfekte edilip Grup 3 ve Grup 4 medikamentleri

uygulanan dislerde yok edilen mikroorganizma oranlarina iliskin grafik

Sekil 22: C. albicans ile enfekte edilip Grup 3 ve Grup 5 medikamentleri

uygulanan dislerde yok edilen mikroorganizma oranlarina iliskin grafik



Sekil 23: C. albicans ile enfekte edilip Grup 4 ve Grup 5 medikamentleri
uygulanan dislerde iiciincii giinde yok edilen mikroorganizma oranlarina iliskin

grafik

Tablo 8: C. albicans ile enfekte edilmis 6rneklerde 3. giinde farkh kok kanal
medikamenti uygulanms olan gruplardaki hiicre azalma oranlarnt (%)

arasindaki kiyaslama

3. giin azalmalan arasindaki farkin 2-kuyruklu t-testi (t=2.101,
df=18, p<0,05)
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4.1.3. Candida albicans ile enfekte edilen orneklerden 7. giinde elde edilen

bulgular

C. albicans ile enfekte edilmis ve sonrasinda bes farkli kok kanal medikamenti
uygulanmig gruplarinda 7. giin Q-PCR DNA ¢ogalma egrileri ve erime pikleri Sekil
24-25 de, elde edilen ortalama ve standart sapmalar1 Tablo 9’ da gosterilmektedir.
Buna gore 7. giinde Grup 2 ve Grup 3, C. albicans’ 1 en fazla yok eden ara seans

medikamentidir.

Amplifikasyon

RFU (10*3)

t
&2

¥ L
8 a
7 0 & n

Dangiiler

Sekil 24: C. albicans 7. giin Q-PCR DNA ¢ogalma egrileri
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Erime Pila

-d(RFU)AT

Sicakhik, Celsius

Sekil 25: C. albicans 7. giin Q-PCR DNA erime pikleri

Tablo 9: C. albicans ile enfekte edilmis 6rneklerin 7. giinde relatif hiicre azalma

ortalamalar: (%) ve standart sapma degerleri

Ortalama Standart sapma
Grup 1 Ca(OH),

Grup 2 3P

Grup 3 2P

Grup 4 M3P

Grup 5 Laktoferrin
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Tablo 10: C.albicans ile enfekte edilen dislerde 7. giin deney gruplarimin ve

kontrol grubunun Ct degerleri

KONTROL GRUP1 GRUP2 GRUP3 GRUP4 GRUPS

| 15,92 28,49 28,29 28,89 28,32 28,49
2 15,83 28,09 28,69 28,59 28,34 28,38
3 15,58 28,63 28,93 29,01 28,56 28,63
4 15,72 28,53 28,97 28,34 28,36 28,49
5 15,51 28,42 28,89 29,01 28,23 28,42
6 15,47 28,52 28,92 28,54 28,1 28,35
7 15,6 28,84 28,78 28,77 28,46 28,38
8 16,06 28,42 28,73 28,4 28,65 28,36
9 15,48 28,67 28,69 29,06 28,6 28,57
10 15,41 28,61 28,6 29,1 28,84 28,34

Tablo 11: C. albicans ile enfekte edilen gruplarda 7. giindeki relatif hiicre

miktarlari
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5
1 0,02 0,02 0,01 0,02 0,02
2 0,02 0,02 0,01 0,02 0,02
3 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
4 0,01 0,01 0,02 0,02 0,01
5 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
6 0,01 0,01 0,01 0,02 0,01
7 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
8 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
9 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
10 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
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C. albicans ile enfekte edildikten sonra Ca(OH), uygulanmis olan Grup 1’ de 7.
giin sonunda esik dongii sayilar1 28,09- 28,84 arasinda degismis ve hiicre miktarinin
azalma ortalamasi da % 99,986 = 0,004 olarak hesaplanmistir (Tablo 9, Tablo 10,
Tablo 11).

C. albicans ile enfekte edildikten sonra tcli pat
(minosiklint+siprofloksasintmetrondazol) uygulanmis olan Grup 2’ de 7. giin
sonunda esik dongii sayilar1 28,29- 28,97 arasinda degismis ve hiicre miktarinin
azalma ortalamasi da % 99,988+ 0,003 olarak hesaplanmistir (Tablo 9, Tablo 10,
Tablo 11).

C. albicans 1ile enfekte edildikten sonra ikili pat (ampisilin+gentamisin)
uygulanmis olan Grup 3’ de 7. giin sonunda esik dongii sayilar1 28,34- 29,1 arasinda
degismis ve hiicre miktarinin azalma ortalamasi da % 99,988+ 0,004 olarak

hesaplanmaistir (Tablo 9, Tablo 10, Tablo 11).

C. albicans ile enfekte edildikten sonra modifiye gl pat
(ampisilin+gentamisin+laktoferrin) uygulanmis olan Grup 4’ de 7. giin sonunda esik
dongii sayilar1 28,1- 28,84 arasinda degismis ve hiicre miktarinin azalma ortalamasi

da % 99,986+ 0,003 olarak hesaplanmistir (Tablo 9, Tablo 10, Tablo 11).

C. albicans ile enfekte edildikten sonra laktoferrin slispansiyon uygulanmis olan
Grup 5’ de 7. gilin sonunda esik dongii sayilar1 28,34- 28,63 arasinda degismis ve
hiicre miktarinin azalma ortalamasi da % 99,986+ 0,003 olarak hesaplanmistir (Tablo

9, Tablo 10, Tablo 11).

Yedinci giinde Grup 1 ile Grup 2’ nin C. albicans’ 1 yok etme oranlar1 arasindaki
fark t= 0,19 olarak hesaplanmistir. Grup 3, Grup 4 ve Grup 5’ in, Grup 1’ e kiyasla
C. albicans’ 1 yok etme oranlar1 arasindaki fark Tablo 12° de gosterilmistir (Sekil 26,
Sekil 27, Sekil 28, Sekil 29). Buna gore gruplar arasinda istatistiksel farkin olmadigi

tespit edilmistir.
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Sekil 26: C. albicans ile enfekte edilip Grup 1 ve Grup 2 medikamentleri
uygulanan dislerde yedinci giinde yok edilen mikroorganizma oranlarina iliskin

grafik

Sekil 27: C. albicans ile enfekte edilip Grup 1 ve Grup 3 medikamentleri
uygulanan dislerde yedinci giinde yok edilen mikroorganizma oranlarina iliskin

grafik

Sekil 28: C. albicans ile enfekte edilip Grup 1 ve Grup 4 medikamentleri
uygulanan dislerde yedinci giinde yok edilen mikroorganizma oranlarina iliskin

grafik
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Sekil 29: C. albicans ile enfekte edilip Grup 1 ve Grup 5 medikamentleri
uygulanan dislerde yedinci giinde yok edilen mikroorganizma oranlarina iliskin

grafik

Kok kanal medikamenti olarak serum fizyolojik ile karistirilmig iicli patin
kullanildigt Grup 2 ile serum fizyolojik ile karistirilmis ampisilin gentamisinin
kullanildigr Grup 3’ iin yedinci giinde C. albicans’ 1 yok etme oranlar1 arasindaki
fark t= 0,97 olarak hesaplanmistir. Grup 4 ve Grup 5’ e ait bulgular Tablo 12’ de
gosterilmektedir. Buna gore gruplar arasinda istatistiksel fark tespit edilmemistir

(Sekil 30,Sekil 31, Sekil32).

Sekil 30: C. albicans ile enfekte edilip Grup 2 ve Grup 3 medikamentleri
uygulanan dislerde yedinci giinde yok edilen mikroorganizma oranlarina iliskin

grafik
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Sekil 31: C. albicans ile enfekte edilip Grup 2 ve Grup 4 medikamentleri
uygulanan dislerde yedinci giinde yok edilen mikroorganizma oranlarina iliskin

grafik

Sekil 32: C. albicans ile enfekte edilip Grup 2 ve Grup 5 medikamentleri
uygulanan dislerde yedinci giinde yok edilen mikroorganizma oranlarina iliskin

grafik

C. albicans ile enfekte edilmig orneklerin 7. giin Ct degerleri ve relatif hiicre
azalma ortalamalar1 Tablo 10-Tablo 11° de gdsterilmektedir. Buna gére Grup 3, Grup
4 ve Grup 5’ in C. albicans’ 1 yok etme sonuglar1 arasinda istatistiksel fark tespit

edilmemistir (Tablo 12) (Sekil 33, Sekil 34, Sekil 35).
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Sekil 33: C. albicans ile enfekte edilip Grup 3 ve Grup 4 medikamentleri
uygulanan dislerde yedinci giinde yok edilen mikroorganizma oranlarina iliskin

grafik

Sekil 34: C. albicans ile enfekte edilip Grup 3 ve Grup 5 medikamentleri
uygulanan dislerde yedinci giinde yok edilen mikroorganizma oranlarina iliskin

grafik

Sekil 35: C. albicans ile enfekte edilip Grup 4 ve Grup 5 medikamentleri
uygulanan dislerde yedinci giinde yok edilen mikroorganizma oranlarina iliskin

grafik
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Tablo 12: C. albicans ile enfekte edilmis orneklerde 7. giinde farkh kok kanal
medikamenti uygulanmis olan gruplardaki hiicre azalma oranlar1 arasindaki

kiyaslama

7. glin azalmalan arasindaki farkin 2-kuyruklu t-testi (t= 2,101, df=
18, p<0,05)

4.1.4. Candida albicans ile enfekte edilen drneklerin 3. ve 7. giin azalma oranlar1

arasindaki farkin kiyaslanmasi

C. albicans ile enfekte edilmis Orneklerin 3. giinde relatif hiicre azalma
oranlarinin ortalama (%) ve standart sapma degerleri Tablo 5’ te, 7. gilinde relatif
hiicre azalma oranlarinin ortalama (%) ve standart sapma degerleri ise Tablo 9’ da
gosterilmistir. C. albicans ile enfekte edilen Orneklerin 3. ve 7. giin hiicre azalma
oranlan arasindaki farkin kiyaslanmasi amactyla yapilan testin sonuglart Tablo 13’
de sunulmustur (Sekil 36). Buna gore ara seans medikamentlerini (Grup 1, Grup 2,
Grup 3, Grup 4 ve Grup 5) kok kanalinda 3 giin yerine 7 giin bekletmek C. albicans’

1 yok edilmesinde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yaratmamustir.
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Sekil 36: Deney gruplarinin 3 ve 7. giinde C. albicans’ 1 eredike etme oranlari

Tablo 13: C. albicans ile enfekte edilen orneklerin 3. ve 7. giin azalmalan

arasindaki farkin 2-kuyruklu t-testi (t= 2,101, df= 18, p<0,05)

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5

t 0,04071924 0,00000335 0,00042520 0,00000017 0,00000002

4.2. Enterococcus faecalis ile Enfekte Edilen Orneklerden Elde Edilen Bulgular

E. faecalis Q-PCR DNA c¢ogalma egrileri ve erime pikleri Sekil 37, Sekil 38,
Sekil 39, Sekil 40, Sekil 51, Sekil 52° de, Ct degerleri de Tablo 15 ve Tablo 19° da
gosterilmistir. PCR  sonucu elde edilen {riinlerin ger¢ek PCR iiriinii  olup
olmadig1 “erime egrisi” yontemi ile kontrol edilmelidir. Calismamizin
bulgularinda, her bir numune i¢in tek erime pikinin elde edilmesi PCR’ da tek hedef
cogaltildigini, elde edilen degerin yaklasik 85° C olmasi bu hedefin primer dimer
degil, ¢alisilan gen bolgesi oldugunu gostermektedir. Grup 5° teki 9 numarali 6rnegin
7. giin numunesinde elde edilen PCR iiriinii 81.5° C’ de pik verdigi i¢in analiz dis1

birakilmistir.
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4.2.1. Enterococcus faecalis ile enfekte edilen orneklerden 0. giinde elde edilen

bulgular

E. faecalis American Type of Culture Collection 29212 (ATCC 29212) susu ile
enfekte edilen kok kanallarindan 48 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda alinan
orneklerde sifirinc1 giinde mikroorganizma varligi tespit edilmistir. E. faecalis’ in
sifirinci giin Q-PCR DNA c¢ogalma egrileri ve erime pikleri Sekil 37, Sekil 38 de

gosterilmistir.

Amplifikasyon

RFU(10*3)

Daongiiler

Sekil 37: E.faecalis 0. giin Q-PCR DNA ¢ogalma egrileri
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Sekil 38: E.faecalis 0. giin Q-PCR DNA erime pikleri

4.2.2. Enterococcus faecalis ile enfekte edilen orneklerden 3. giinde elde edilen

bulgular

E. faecalis ile enfekte edilmis ve sonrasinda bes farkli kok kanal medikamenti
uygulanmig gruplarda 3. giin Q-PCR DNA cogalma egrileri Sekil 39, Sekil 40° da,
elde edilen ortalama ve standart sapma degerleri Tablo 14’ de gosterilmektedir.
Ucgiincii giin sonuglarna gore Grup 1” in, E.faecalis’ i yok etmede % 97,618 oraniyla

en etkili grup oldugu tespit edilmistir.
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Tablo 14: E. faecalis ile enfekte edilmis orneklerin 3. giinde relatif hiicre azalma

ortalamalar: (%) ve standart sapma degerleri

Ortalama Standart sapma

Grup 1 Ca(OH), 97,618 +2,033

Grup 2 3P 96,947 +2,082
Grup 3 2P 91,673 +6,121
Grup 4 M3P 89,505 +8,880
Grup 5 Laktoferrin 89,943 +7,794

Amplifikasyon

"3

RFU (10*3)

’:-

Dongiiler

Sekil 39: E.faecalis 3. giin Q-PCR DNA cogalma egrileri
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Sekil 40: E.faecalis 3. giin Q-PCR DNA erime pikleri

Tablo 15: E. faecalis ile enfekte edilen dislerde 3. giin deney gruplarinmin ve

kontrol grubunun Ct degerleri

KONTROL GRUP1 GRUP2 GRUP3 GRUP4 GRUPS

| 15,96 20,79 19,79 20,17 19,52 19,76
2 15,88 21,17 20,17 20,29 18,60 17,96
3 15,77 20,79 22,94 19,40 17,45 17,91
4 15,82 23,25 20,78 20,03 20,40 18,77
5 15,71 19,47 22,20 20,22 20,10 20,16
6 15,67 22,42 21,95 19,14 20,72 21,01
7 15,63 22,20 20,33 20,71 19,19 19,80
8 15,99 21,40 20,88 18,65 22,27 18,94
9 15,78 21,62 20,43 20,05 18,88 20,71
10 15,61 22,92 22,48 17,77 18,19 19,85
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Tablo 16: E. faecalis ile enfekte edilen gruplarda 3. giindeki relatif hiicre

miktarlari

Relatif hiicre miktari (%)

Numune Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup5

no:

1 3,52 7,02 5,42 8,49 7,18
2 2,56 5,13 4,70 15,21 23,66
3 3,08 0,69 8,07 31,14 22,70
4 0,58 3,22 5,40 4,18 12,91
5 7,36 1,11 4,38 4,77 4,57
6 0,93 1,29 9,05 3,03 2,46
7 1,05 3,85 2,95 8,48 5,54
8 2,36 3,37 15,80 1,28 12,97
9 1,75 3,98 5,17 11,66 3,27
10 0,63 0,85 22,33 16,70 5,31

E. faecalis ile enfekte edildikten sonra Ca(OH), uygulanmis olan Grup 1°de 3.
giin sonunda esik dongii sayilar1 19,47- 23,25 arasinda degismis ve hiicre miktarinin
azalma ortalamasi da % 97,618+ 2,033 olarak hesaplanmistir (Tablo 14, Tablo 15,
Tablo 16).

Buna gore E. faecalis ile enfekte edildikten sonra {i¢lii pat uygulanmis olan Grup
2’de 3. gilin sonunda esik dongii sayilar1 19,79- 22,94 arasinda degismis ve hiicre
miktarinin azalma ortalamasi da % 96,947+ 2,082 olarak hesaplanmistir (Tablo 14,
Tablo 15, Tablo 16).

Buna gore E. faecalis ile enfekte edildikten sonra ikili pat uygulanmis olan Grup
3’de 3. giin sonunda esik dongii sayilar1 17,77-20,71 arasinda degismis ve hiicre
miktarinin azalma ortalamasi da % 91,673+ 6,121 olarak hesaplanmistir (Tablo 14,
Tablo 15, Tablo 16).

Buna gore E. faecalis ile enfekte edildikten sonra modifiye ii¢lii pat uygulanmis
olan Grup 4’ de 3. giin sonunda esik dongii sayilar1 17,45- 22,27 arasinda degismis
ve hiicre miktarinin azalma ortalamasi da % 89,505+ 8,880 olarak hesaplanmistir

(Tablo 14, Tablo 15, Tablo 16).
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Buna gore E. faecalis ile enfekte edildikten sonra laktoferrin uygulanmis olan
Grup 5’ de 3. gilin sonunda esik dongii sayilar1 18,77- 21,01 arasinda degismis ve
hiicre miktarinin azalma ortalamasi da % 89,943+ 7,794 olarak hesaplanmistir (Tablo

14, Tablo 15, Tablo 16).

Uciincii giiniin sonunda Grup 1 ve Grup 2’ nin E. faecalis’ i yok etme oranlari
arasindaki fark t=0,48 olarak hesaplanmistir. Grup3, Grup 4 ve Grup 5’ in, Grup 1’ e
kiyasla elde edilen sonuglar1 Tablo 17’ de gosterilmistir. Buna gére gruplar arasinda

istatistiksel bir fark bulunmamistir (Sekil 41, Sekil 42, Sekil 43, Sekil 44).

Sekil 41: E. faecalis ile enfekte edilip Grup 1 ve Grup 2 medikamentleri
uygulanan dislerde iiciincii giinde yok edilen mikroorganizma oranlarina iliskin

grafik

Sekil 42: E. faecalis ile enfekte edilip Grup 1 ve Grup 3 medikamentleri
uygulanan dislerde iiciincii giinde yok edilen mikroorganizma oranlarina iliskin

grafik
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Sekil 43: E. faecalis ile enfekte edilip Grup 1 ve Grup 4 medikamentleri
uygulanan dislerde iiciincii giinde yok edilen mikroorganizma oranlarina iliskin

grafik

Sekil 44: E. faecalis ile enfekte edilip Grup 1 ve Grup 5 medikamentleri
uygulanan dislerde iiciincii giinde yok edilen mikroorganizma oranlarina iliskin

grafik

Grup 2 ve Grup 3’ {in E. faecalis’ i yok etme oranlar1 arasindaki fark t= 0,03
olarak hesaplanmistir. Grup 4 ve Grup 5’ in, Grup 2’ ye kiyasla E. faecalis’ i yok
etme oranlar1 arasindaki fark Tablo 17° de gosterilmistir. Buna gore gruplar arasinda

istatistiksel bir fark bulunmamistir (Sekil 45, Sekil 46, Sekil 47).
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Sekil 45: E. faecalis ile enfekte edilip Grup 2 ve Grup 3 medikamentleri
uygulanan dislerde iiciincii giinde yok edilen mikroorganizma oranlarina iliskin

grafik

Sekil 46: E. faecalis ile enfekte edilip Grup 2 ve Grup 4 medikamentleri
uygulanan dislerde iiciincii giinde yok edilen mikroorganizma oranlarina iliskin

grafik

Sekil 47: E. faecalis ile enfekte edilip Grup 2 ve Grup 5 medikamentleri
uygulanan dislerde iiciincii giinde yok edilen mikroorganizma oranlarina iliskin

grafik
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E. faecalis ile enfekte edilen gruplarda 3. giin Ct degerleri ve relatif hiicre
miktarlar1 Tablo 15 ve Tablo 16’ da gdsterilmistir. Buna gore Grup 3, Grup 4 ve
Grup 5° in E. faecalis’ 1 yok etme oranlari arasinda istatistiksel bir fark

saptanmamustir (Sekil 48, Sekil 49, Sekil 50).

Sekil 48: E. faecalis ile enfekte edilip Grup 3 ve Grup 4 medikamentleri
uygulanan dislerde iiciincii giinde yok edilen mikroorganizma oranlarina iliskin

grafik

Sekil 49: E. faecalis ile enfekte edilip Grup 3 ve Grup 5 medikamentleri
uygulanan dislerde iiciincii giinde yok edilen mikroorganizma oranlarina iliskin

grafik

95



Sekil 50: E. faecalis ile enfekte edilip Grup 4 ve Grup 5 medikamentleri
uygulanan dislerde iiciincii giinde yok edilen mikroorganizma oranlarina iliskin

grafik

Tablo 17: E. faecalis ile enfekte edilmis orneklerde 3. giinde farkh kok kanal
medikamenti uygulanmis olan gruplardaki hiicre azalma oranlann (%)

arasindaki kiyaslama

3. giin azalmalar1 arasindaki farkin 2-kuyruklu t-testi (t=2.101,
df=18, p<0,05)
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4.2.3. Enterococcus faecalis ile enfekte edilen drneklerden 7. giinde elde edilen

bulgular

E. faecalis ile enfekte edilmis ve sonrasinda bes farkli kok kanal medikamenti
uygulanmig gruplarda 7. giin Q-PCR DNA c¢ogalma egrileri ve erime pikleri Sekil
51- Sekil 52’ de, elde edilen ortalama ve standart sapma degerleri Tablo 18’ de
gosterilmistir. Tiim antiseptikler yedi giin icerisinde E. faecalis hiicrelerinin % 92,5’

inden fazlasini 6ldiirmeyi basarmistir.

Amplifikasyon

RFU (10*3)

20 20 40

-

L =10
-
el 1

Dongiiler

Sekil 51: E.faecalis 7. giin Q-PCR DNA cogalma egrileri
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Sekil 52: E.faecalis 7. giin Q-PCR DNA erime pikleri

Tablo 18: E. faecalis ile enfekte edilmis 6rneklerin 7. giinde relatif hiicre azalma

ortalamalar: (%) ve standart sapma degerleri

Ortalama Standart sapma

Grup 1 Ca(OH), 98,389 +1,854

Grup 2 3P 96,918 +2,157
Grup 3 2P 96,798 +2,111
Grup 4 M3P 94,062 +4,114

Grup 5 Laktoferrin 92,509 +4,674
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Tablo 19: E. faecalis ile enfekte edilen dislerde 7. giin deney gruplarimin ve

kontrol grubunun Ct degerleri

KONTROL GRUP1 GRUP2 GRUP3 GRUP4 GRUPS

15,96 26,08 19,81 20,99 19,45 19,57
15,88 24,67 20,44 20,79 18,75 19,56
15,77 22,41 22,80 22,54 18,86 20,47
15,82 23,52 22,99 22,07 20,69 19,19
15,71 19,65 22,58 21,18 20,12 20,71
15,67 22,06 21,87 20,47 20,49 21,58
15,63 22,37 20,95 20,95 20,05 19,37
15,99 21,81 20,32 20,97 22,98 19,64
15,78 21,79 20,24 20,73 20,57

15,61 21,02 20,26 19,14 20,14 18,11

* Grup 5-9. numune 7. giin elde edilen PCR iiriinii 81.5 °C’de pik verdigi i¢in analiz dig1 birakilmustir.

Tablo 20: E. faecalis ile enfekte edilen gruplarda 7. giindeki relatif hiicre

miktarlari

Relatif hiicre miktari (%)

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5

0,09 6,92 3,05 8,88 8,17
2 0,23 4,25 3,32 13,70 7,81
R) 1,00 0,77 0,92 11,74 3,86
4 0,48 0,69 1,31 3,42 9,69
5 6,49 0,85 2,25 4,72 3,12
6 1,19 1,36 3,60 3,54 1,67
7 0,94 2,50 2,51 4,66 7,50
8 1,77 4,97 3,17 0,79 7,97
9 1,55 4,53 3,23 3,61
10 2,36 3,97 8,65 4,32 17,64
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Calismamizda E. faecalis ile enfekte edildikten sonra Ca(OH), uygulanmis olan
Grup 1’ de 7. gilin sonunda esik dongii sayilar1 19,65- 26,08 arasinda degismis ve
hiicre miktarinin azalma ortalamas: da % 98,389+ 1,854 olarak hesaplanmistir

(Tablo 18, Tablo 19, Tablo 20).

E. faecalis ile enfekte edildikten sonra ii¢lii pat uygulanmis olan Grup 2’ de 7.
giin sonunda esik dongli sayilart 19,81- 22,99 arasinda degismis ve % hiicre
miktarinin azalma ortalamasi da % 96,918+ 2,157 olarak hesaplanmistir (Tablo 18,
Tablo 19, Tablo 20).

E. faecalis ile enfekte edildikten sonra ikili pat uygulanmis olan Grup 3’ de 7.
giin sonunda esik dongii sayilar1 19,14- 22,54 arasinda degismis ve hiicre miktarinin
azalma ortalamasi da % 96,798+ 2,111 olarak hesaplanmistir (Tablo 18, Tablo 19,
Tablo 20).

E. faecalis ile enfekte edildikten sonra modifiye {i¢lii pat uygulanmis olan Grup
4’ te 7. glin sonunda esik dongii sayilar1 18,75- 22,98 arasinda degismis ve hiicre
miktarinin azalma ortalamasi da % 94,062+ 4,114 olarak hesaplanmistir (Tablo 18,
Tablo 19, Tablo20).

E. faecalis ile enfekte edildikten sonra laktoferrin uygulanmis olan Grup 5° de 7.
giin sonunda esik dongii sayilar1 18,11- 21,58 arasinda degismis ve hiicre miktarinin
azalma ortalamasi da % 92,509+ 4,674 olarak hesaplanmistir (Tablo 18, Tablo 19,
Tablo 20).

E. faecalis ile enfekte edilen gruplarda 7. giin elde edilen Ct degerleri, relatif
hiicre miktarlar1 ve farkli kok kanal medikamenti uygulanmig olan gruplardaki hiicre
azalma oranlar1 arasindaki fark Tablo 19, Tablo 20, Tablo 21° de gdsterilmistir. Buna
gore gruplar arasinda E. faecalis’ 1 yok etme oranlar arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark bulunmamistir (Sekil 53-Sekil 62).
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Sekil 53: E. faecalis ile enfekte edilip Grup 1 ve Grup 2 medikamentleri
uygulanan dislerde yedinci giinde yok edilen mikroorganizma oranlarina iliskin

grafik

Sekil 54: E. faecalis ile enfekte edilip Grup 1 ve Grup 3 medikamentleri
uygulanan dislerde yedinci giinde yok edilen mikroorganizma oranlarina iliskin

grafik

Sekil 55: E. faecalis ile enfekte edilip Grup 1 ve Grup 4 medikamentleri
uygulanan dislerde yedinci giinde yok edilen mikroorganizma oranlarina iliskin

grafik
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Sekil 56: E. faecalis ile enfekte edilip Grup 1 ve Grup 5 medikamentleri
uygulanan dislerde yedinci giinde yok edilen mikroorganizma oranlarina iliskin

grafik

Sekil 57: E. faecalis ile enfekte edilip Grup 2 ve Grup 3 medikamentleri
uygulanan dislerde yedinci giinde yok edilen mikroorganizma oranlarina iliskin

grafik

Sekil 58: E. faecalis ile enfekte edilip Grup 2 ve Grup 4 medikamentleri
uygulanan dislerde yedinci giinde yok edilen mikroorganizma oranlarina iliskin

grafik
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Sekil 59: E. faecalis ile enfekte edilip Grup 2 ve Grup 5 medikamentleri
uygulanan dislerde yedinci giinde yok edilen mikroorganizma oranlarina iliskin

grafik

Sekil 60: E. faecalis ile enfekte edilip Grup 3 ve Grup 4 medikamentleri
uygulanan dislerde yedinci giinde yok edilen mikroorganizma oranlarina iliskin

grafik

Sekil 61: E. faecalis ile enfekte edilip Grup 3 ve Grup 5 medikamentleri
uygulanan dislerde yedinci giinde yok edilen mikroorganizma oranlarina iliskin

grafik
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Sekil 62: E. faecalis ile enfekte edilip Grup 4 ve Grup 5 medikamentleri
uygulanan dislerde yedinci giinde yok edilen mikroorganizma oranlarina iliskin

grafik

Tablo 21: E. faecalis ile enfekte edilmis orneklerin 7. giinde farkh kok kanal
medikamenti uygulanmis olan gruplardaki hiicre azalma oranlar1 arasindaki

kiyaslama

7. giin azalmalarn arasindaki farkin 2-kuyruklu t-testi
(t=2.101, df=18, p<0,05)
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4.2.4. Enterococcus faecalis ile enfekte edilen drneklerin 3. ve 7. giin azalma

oranlar arasindaki farkin kiyaslanmasi

E. faecalis ile enfekte edilmis Orneklerin 3. gilinde relatif hiicre azalma
oranlarinin (%) ortalama ve standart sapma degerleri Tablo 14’ te, 7. giinde relatif %
hiicre azalma oranlarinin ortalama ve standart sapma degerleri ise Tablo 18 de
gosterilmistir. Buna gore ara seans medikamentlerini (Grup 1, Grup 2, Grup 3, Grup
4 ve Grup 5) kok kanalinda 3 giin yerine 7 giin bekletmek E. faecalis’ in yok
edilmesinde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yaratmamistir (Tablo 22, Sekil

63).

Tablo 22: E. faecalis ile enfekte edilen orneklerin 3. ve 7. giin azalmalar

arasindaki farkin 2-kuyruklu t-testi (t= 2,101, df= 18, p<0,05)

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5

t= 0,38717406 0,97614066 0,02914106 0,16525757 0,39266484

Sekil 63: Deney gruplarinin 3 ve 7. giinde E. faecalis’ i yok etme oranlari.
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4.3. Kok kanal medikamentlerinin 3. giinde Candida albicans ve Enterococcus

faecalis iizerindeki etkilerinin karsilastirilmasi

Bes farkli kok kanal medikamentinin C. albicans ve E. faecalis iizerindeki
liclinci giin etkilerinin kiyaslanmasi amaciyla 1-kuyruklu t-testleri Minitab 17
(Minitab Ltd, Ingiltere) yazilimi kullanilmis ve t= 1,7341, dzgiirliik derecesi df= 18
ve alfa seviyesi (p)= 0,05 olarak alinmistir. Buna goére medikamentlerin iki farkli
mikroorganizma tizerindeki etkinliklerinin istatistiksel degerlendirmesi ve grafikleri

asagidaki gibidir (Sekil 64, Tablo 23).

Gruplarin 3. giinde C. albicans’ 1 ve E. faecalis’ 1 yok etme oranlar1 Tablo 5,
Tablo 7, Tablo 14, Tablo 16’ da gdsterilmistir. Buna gore tiim gruplarin (Grup 1,
Grup 2, Grup 3, Grup 4 ve Grup 5) 3. giinde E. faecalis’ e kiyasla C.albicans
tizerindeki etkisi daha fazla olmustur. Diger bir deyisle, kalsiyum hidroksitin, ti¢lii
patin, ikili patin, modifiye {Uglii patin ve laktoferrin siispansiyonunun iki
mikroorganizma iizerindeki etkisi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

bulunmustur (p<0,05).

» C. albicans

¥ E. faecalis

E. faecalis
C. albicans

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5

Sekil 64: Deney gruplarimin 3. giinde C. albicans ve E. faecalis’ i yok etme
oranlar
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Tablo 23: Kanal medikamentlerinin 3. giinde mikroorganizmalar iizerindeki

etkinliklerinin 1-kuyruklu-t-testi ile karsilastirilmasi (t= 1,7341, df= 18, p<0,05)

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5

3.giin  3,141454011 4,099296369 3,860177659 3,364717929 3,672988558

4.4. Kok Kanal Medikamentlerinin 7. giinde Candida albicans ve Enterococcus

faecalis Uzerindeki Etkilerinin Karsilastiriimasi

Bes farkli kok kanal medikamentinin C. albicans ve E. faecalis iizerindeki
yedinci giin etkilerinin kiyaslanmasi1 amaciyla 1-kuyruklu t-testleri Minitab 17
(Minitab Ltd, Ingiltere) yazilimi kullanilmis ve t= 1,7341, dzgiirliik derecesi df= 18
ve alfa seviyesi p=0,05 olarak alinmistir. Buna gore medikamentlerin iki farkli
mikroorganizma {izerindeki etkinliklerinin istatistiksel degerlendirmesi ve grafigi

asagidaki gibidir (Tablo 24, Sekil 65).

Gruplarin 7. giinde C. albicans’ 1 ve E. faecalis’ 1 yok etme oranlar1 Tablo 9,
Tablo 11, Tablo 18, Tablo 20’ da gosterilmistir. Buna gore tiim gruplarin (Grup 1,
Grup 2, Grup 3, Grup 4 ve Grup 5) 7. glinde E. faecalis’ e kiyasla C. albicans
tizerindeki etkisi daha fazla oldugu saptanmistir. Diger bir deyisle, kalsiyum
hidroksitin, T{g¢lii patin, ikili patin, modifiye {cli patin ve laktoferrin
siispansiyonunun iki mikroorganizma tizerindeki etkisi arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir farklilik bulunmustur (p<0,05).

Tablo 24: Kanal medikamentlerinin 7. giinde mikroorganizmalar iizerindeki

etkinliklerinin 1-kuyruklu-t-testi ile karsilastirilmasi (t= 1;7341, df= 18, p<0,05)

t

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5

7.giin 2,476236088  4,091383244  4,345076352  4,139755004  5,180989714
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» C. albicans

> E. faecalis

E. faecalis

C. albicans

Sekil 65: Deney gruplarimin 7. giinde C. albicans ve E. faecalis’ i yok etme

oranlar
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5.TARTISMA

Pulpal ve periapikal hastaliklarinin esas sebebi mikroorganizmalardir. Bu
nedenle kok kanal tedavisinde basari elde edebilmek i¢cin bu mikroorganizmalarin
kok kanal sisteminden uzaklagtirilmasi gerekmektedir. Kok kanallarinin mekanik
olarak sekillendirilmesinin ardindan yikama soliisyonlar1 ile yikanmasi ve ara seans
gerektiren durumlarda ise medikamentlerin kullanilmasi bu amagladir. Kullanilacak
olan kok kanal medikamentinin kok kanal sisteminin biitiin ayrintilarina diffiize
olabilmesi,  cabuk  etki  gOstermesi, yikanarak  kanaldan  kolaylikla
uzaklastirilabilmesi, kolay uygulanabilmesi, eksiida varliginda aktivitesini
koruyabilmesi ve en 0nemlisi kanalda bulunan mikroorganizmalara antimikrobiyal

etki gosterebilmesi aranilan 6zelliklerdir.

Kok kanal medikamentlerinin antimikrobiyal etkinliklerinin belirlenmesinde
cesitli yontemler mevcuttur. Agar diflizyon testi, kiiltiir yontemi ve molekiiler
yontemler bu amacla en sik tercih edilen yontemlerdir (Adl ve ark., 2012;

Athanassiadis ve ark, 2009;Y1lmaz, 2008; Aksoy, 2008; Dumani, 2008).

Agar diflizyon testi uygulanan yontemler igerisinde en basit yontemdir. Agar
difiizyon yonteminde 6rnek ile agar arasinda uygun kontagin saglanmasi, inkiibasyon
siiresi, ortam 1sisinin standardize edilmesi ve test edilecek materyalin yogunlugu
oldukca onemlidir. Ancak bu yontem ile test edilen materyalin bakteriostatik mi

yoksa bakterisit mi etki gdsterdigi tespit edilememektedir (Aksoy 2008).

Kiiltiir yontemi ise kok kanal medikamentlerinin ve irigasyon ajanlarinin
etkinligini incelemede, kok kanal mikroflorasinin tespitinde kullanilmaktadir
(Dumani 2008, Aksoy 2008). Kiiltiir yontemi fenotipik (soyserimsel) bir inceleme
yontemidir. Fenotipik yontemleri nicellestirmek zordur, genellikle belirsizdir ve bazi
tiirler fenotipik olarak benzer ya da farkli davraniglar gosterebilirler. Kiiltiir
yonteminde 6rnekten diliisyon yolu ile agara ekim yapilmaktadir. Ancak bu durumda

dilisyona bagli olarak Ornegin tamami temsil edilemeyebilir. Ayrica bir¢ok
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mikroorganizma i¢in gerekli olan ¢evresel sartlar1 saglamak da kolay degildir. Bu
nedenle kiiltiire edilemeyen ya da canlilifi devam etmeyen bakteriler kiiltiir
yontemleri ile tespit edilemezler (Siqueira ve Rogas 2003). Bunun yaninda uzun
donem aglik periyodunda kalan hiicrelerin goézlenebilir bir faza girdigi halde
mikrobiyolojik kiiltiir yontemleri ile tespit edilemedigi bilinmektedir. Bu faza
‘Gozlenebilen Ancak Kiiltiire Edilemeyen Faz- VBNC’ adi verilir. Whiteside ve
Oliver, yaptiklar1 c¢alismada sicaklik yiikselmesi ile Vibrio vulnificus’® un
canlanabildigini gostermislerdir (Whiteside ve Oliver, 1997). Bu yiizden VBNC
fazina giren bakterilerin hiicre boliinme yetenegini yeniden kazanabilecegi

diisiiniilmektedir (Aksoy 2008).

Lleo ve arkadaslari, yaptiklar1 calismada Garda goliinden (Italya) aldiklari filtre
edilmis suda, ortam sartlar1 mikroorganizmanin aleyhine gelistiginde E. faecalis’ in
VBNC fazina girerek canli kalabildigini ve aktif gelisimini devam ettirebilme
kapasitesine sahip oldugunu ilk defa gostermislerdir. Bu calismada E. faecalis’ i
VBNC’ ye siiriikleyen en biiyiik etkenin ortamdaki besin konsantrasyonu oldugu
belirtilmistir. Ortam 1s1s1 ve inokulum hacmi ise sadece VBNC fazina ulasilan siireyi
degistirmektedir. Bu ¢alismada E. faecalis’ in aktif metabolik fonksiyonuna devam
ettigini gostermek i¢in, ortama radyoaktif amino asiti eklenmis ve bunu proteine
cevirmesi izlenmistir. Bu amagla PZR yontemleri kullanilmistir. VBNC fazina gegen
E. faecalis’ lerin ortam besin yoniinden zengin oldugunda ve oda sicaklifinda
bekletildiginde (22° C £ 1) tekrar gelisme gosterdigi tespit edilmistir (Lleo ve ark.,
1998).

Molekiiler tan1 yontemleri ise, kiiltiir yontemleri ile kesfedilmesi zor olan
patojenlerin tespitinde 6nemli bir yer tutar. Bu teknikler sayesinde diinya genelindeki
hastaliklarin tanis1 konulmaya calisilmaktadir. Giintimiizde siklikla ve giivenle
kullanilan bu ydntemler igerisinde en sik kullanilan1 polimeraz zincir reaksiyonudur.
Son on yil i¢inde farkli amaglarla PZR yonteminin kullanildigi bircok makale
yaymnlanmistir. Halen kullanim alani olan birgok PZR yontemi mevcuttur. Nested
PCR, Broad-range PCR, Real Time PCR (Ger¢ek Zamanli PZR, Q-PCR) Multiplex
PCR bunlar arasinda sayilabilir. Bunlar icinde hem kalitatif hem de kantitatif sonug

verebilen tek yontem Gergek-Zamanli PZR yontemidir. Biz de ¢alismamizda tim
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kiiltiir yontemleri irdelendikten sonra kiiltiire edilemeyen, VBNC fazina giren tiirleri

de gorebilmek ve nicel veriler elde edebilmek amaciyla Q-PCR yontemini kullandik.

Giliniimiizde kok kanal medikamenti olarak siklikla kalsiyum hidroksit
kullanilmaktadir. Kalsiyum hidroksit, bakterisit etkisi ve bakteriyel endotoksinleri
notralize etme kapasitesi sayesinde en cok tercih edilen intrakanal medikamenti
olmustur. Kalsiyum hidroksitin antimikrobiyal etkisi, akdz ortamda yiliksek oranda
saldig1 reaktif hidroksil iyonlarinin protein, DNA ve hiicre membran transportasyonu
etkilemesi ile iligkilidir (Yilmaz 2008; Moahmmadi ve Dummer 2011). Ancak
kalsiyum hidroksitin antimikrobiyal etkisini yetersiz bulan ¢alismalar da mevcuttur
(Adl ve ark. 2012; Adl ve ark., 2014, Mozayeni ve ark., 2014). Bu nedenle halen
endodontide yeni kanal i¢i medikamentlerin arayisi devam etmektedir. Uglii kanal
pat1 bircok ¢alismada kalsiyum hidroksite alternatif olarak kullanilmistir (Adl ve ark.
2012; Mozayeni ve ark. 2014). Ancak {i¢lii kanal patinin renklenmeye sebep olmasi
(Lenherr ve ark., 2012), dentinin mikrosertlik ve kirilma direncini azaltmasi
(Berkhoff ve ark., 2014), kok kanalindan uzaklastirilmasinin zor olmasi (Arslan ve
ark., 2014; Berkhoff ve ark., 2014) ve karistirilma oranlarinin belirsizligi (Trope,
2008) dezavantaj olarak One siiriilmektedir. Biz de ¢alismamizda bu durumu goz
Oniline alarak kalsiyum hidroksit ve ii¢lii pata alternatif olabilecek kok kanalindan
kolay uzaklastirilabilen, biyouyumlu, kullanim1 ve hazirlanmasi kolay, kokusuz ve
antimikrobiyal etkiye sahip yeni medikamentlerin gelistirilmesini amagladik.
Calismamizda, literatiir incelemelerinde intrakanal medikamenti olarak kullanimina
rastlanilmamis  olan ampisilin, gentamisin ve laktoferrin materyallerinin

antimikrobiyal etkinliklerini aragtirdik.

Kanal i¢i medikamentlerini yerlestirmeden Oncesinde ve sonrasinda kok
kanalindan uzaklastirilmasi i¢in kullanilan irigasyon protokollerini inceledigimizde
degisik yontemlerin kullanildigini goriiyoruz. Arslan ve arkadaglari, farkli irigasyon
protokolleri ile TAP’ nin kok kanalindan uzaklastirilabilirligini inceledikleri
calismalarinda distile su, % 1 NaOCIl, % 2,5 NaOCl, % 100 etanol, % 17 EDTA ve
% 1 NaOCl ile birlikte PUI yontemlerini kullanmiglardir. Kok kanallar1 Protaper
Universal sistem ile F5’ e kadar genisletilmis, ardindan uzunlamasia ikiye
boliinmiis ve apikal segmentte standardize bir oyuk hazirlanarak TAP ile

doldurulduktan sonra kok pargalar1 bir araya getirilmis ve irigasyon islemleri
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uygulanmistir. Bu ¢aligmada PUI ile birlikte % 1 NaOCI uygulamasinin TAP’ nin
uzaklastirilmasinda en etkili yontem oldugu ancak higbir irigasyon protokoliiniin
TAP’ yi kok kanalindan tamamen uzaklastiramadigi gosterilmistir (Arslan ve ark

2014).

Kanal i¢i medikamentlerinin kok kanalindan uzaklastirilabilme oranlarinin
incelendigi baska bir calismada temizlenemeyen medikamentin penetrasyon oranini
belirlemek amaciyla 6zel radyoaktif izotoplar kullanilmistir. Bu amagla 28 giin
boyunca kok kanalinda bulunan TAP ve Ca(OH), nin, Endo-Activator, PUI, Endo-
Vac ve siringa ile standart irigasyon prosediirii yardimiyla kok kanalindan
uzaklagtirilmasina ¢alisilmistir. Higbir irigasyon prosediiriiniin kok kanalindan TAP’
yi tamamen uzaklastiramadigi, hatta TAP’ nin ortalama % 85 oraninda kok kanal
duvarlarinda kaldig1 goriilmiistiir. Radyoaktif olarak isaretlenen TAP’ nin yaklasik %
50 oraninda 350 pm derinliginde dentine penetre oldugu gozlemlenmistir.
Radyoaktif olarak isaretlenen kalsiyum hidroksitin ise % 5 - % 7,5 oraninda kok
kanal duvarlarinda kaldigi ve artik medikamentin de cogunlukla 50 pm dentin

derinliginde oldugu tespit edilmistir (Berkhoff ve ark., 2014).

Bu caligmalardan da anlasildigi lizere TAP’ yi kok kanalindan tamamen
uzaklagtirmak ¢ok kolay goriilmemektedir. Bu durum g6z Oniine alinarak
calismamizda, iiclii patin kok kanalindan temizlenmesi i¢in arastirmalarda basarisi
vurgulanan PUI yontemi 30 saniye slireyle uygulanmistir. Diger gruplarda ise 27
gauge irigasyon ignesi kullanarak g¢alisma boyunun 2 mm gerisinden 30 saniye

boyunca yikama islemi gergeklestirilmistir.

Uclii antibiyotik pat1 ve kalsiyum hidroksit ayn1 zamanda rejeneratif endodonti
caligmalarinda da siklikla kullanilan medikamentlerdir. Rejeneratif endodonti, pulpa
nekrozu nedeniyle kok olusumunun tam olarak gerceklesmedigi dislerde kullanilan
yararli bir tedavi yontemidir. Rejeneratif tedavilerin temel o6zelligi intrakanal
medikamentlerinin kullanilmasidir. Althumairy ve arkadaslari, TAP ve kalsiyum
hidroksitin apikal papilla kok hiicrelerinin (SCAP) canliliklar1 {izerindeki etkilerini
arastirmiglardir. Yaklagik olarak 1000 mg/ml konsantrasyonunda kullanilan TAP’ nin
apikal papilla kok hiicrelerinin canli kalmasini engelledigini, kalsiyum hidroksitin ise

bu kok hiicrelerin canliligim1 ve c¢ogalmasimi tesvik ettigini saptamislardir
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(Althumairy ve ark 2014). Ruparel ve arkadaslar1 da yaptiklar1 ¢alismalarinda kanal
medikamenti olarak kullanmilan TAP, DAP, modifiye iicli pat (siprofloksasin,
metronidazol ve sefaklor), Augmentin ve kalsiyum hidroksitin SCAP iizerindeki
etkilerini incelemislerdir. Bu ¢aligmada antibiyotikli tiim karigimlarin kok hiicrelerin
canlilifina zarar verici etki yarattig1 ve yalnizca kalsiyum hidroksit kullanilan grupta
kok hiicre proliferasyonu gézlemlendigi tespit edilmistir (Ruparel ve ark., 2012). Bu

caligmanin sonuglar1 Althumairy ve ark.” nin (2014) bulgulari ile de uyumludur.

Gerek rejeneratif tedavilerde gerekse kok kanal tedavisinin ara seanslarinda
kanal medikamenti olarak kullanilan ii¢lii kanal patinin diste renklenmeye neden
olabilecegi saptanmistir. Lenherr ve arkadaslari, intrakanal medikamentlerinin dis
yilizeyinde yarattiklar1 renklenme oranlarini incelendikleri ¢alismalarinda 1, 3, 6 ve
12 aylik takipler yapmislardir. Bir yilin sonunda en az renklenme sirasiyla AH plus,
Ca(OH),, Ultracal ve WMTA’ da, en fazla renklenme ise iiglii pat ve Ledermix

gruplarinda gézlemlemislerdir (Lenherr ve ark., 2012).
*Ultracal: baryum siilfat igeren hazir kalsiyum hidroksit preparatidir.

Akcay ve arkadaslari, 70 adet keser disi mine-sement birlesiminin on milimetre
altindan keserek standart numuneler elde ettikleri c¢alismalarinda kok kanallarina
minosiklinli TAP, doksisiklinli TAP, amoksisilinli TAP, sefaklorlu TAP, kalsiyum
hidroksit, ikili antibiyotik pat1 yerlestirmisler ve bir grubu da kontrol amaciyla bos
birakmislardir. Ug hafta sonunda meydana gelen renklenme oranlari incelendiginde
minosiklinli, doksisiklinli ve sefaklorlu TAP’ nin renklenmeye neden oldugu
belirlenirken, kalsiyum hidroksit ve ikili antibiyotik patin oldugu gruplarda ise

renklenmenin olmadigini ortaya konmustur (Akgay ve ark., 2014).

Calismamizda kullanilan numunelerin kok yiizeyleri incelendiginde 7 giiniin
sonunda TAP iceren grupta gozle goriilebilir derecede renklenme belirlenmistir.
Diger gruplarda ise kok ylizeylerinde ve kanal agizlarinda herhangi bir renklenmeye
rastlanilmamistir. Tiim bunlar g6z oOniline alindiginda tedavide kullanilacak kanal
medikamentinin se¢iminde, antimikrobiyal etkinliginin yaninda renklenme ve kok

kanalindan temizlenebilirligi gibi diger faktorler de géz 6niinde bulundurulmalidir.

Adl ve arkadaslari, 60 adet cekilmis tek kok tek kanalli insan dislerini

kullandiklar1 calismalarinda kokiin orta {i¢liistinden 6 mm uzunlugunda bloklar elde
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etmis ve bu bloklarin kok kanallar1 1, 2 ve 3 nolu Gates Glidden driller ile
sekillendirildikten sonra E. faecalis ile kontamine edilmistir. Steril salinin negatif
konrol olarak kullanildig1 ¢alismada TAP ve Ca(OH), deney gruplarinda kok
kanalinda 7 giin siireyle bekletilmistir. Daha sonra GG4 ve GG 5 numara driller ile
100 pm ve 200 pm dentin derinliginden 6rnekler alinmis ve negatif kontrol grubunda
E. faecalis’ in 200 pm dentin derinligine penetre oldugu gosterilmistir. Bu
caligmanin sonuglarina gore TAP, 7. giliniin sonunda dentin duvarlarin1 dezenfekte

etmede kalsiyum hidroksitten daha etkili bulunmustur (Adl ve ark., 2014).

Haapasalo ve arkadaslari, farkli kok kanal medikamentlerinin E. faecalis
tizerindeki etkinliklerini inceledikleri ¢aligmalarinda g¢ekilmis yirmi yas dislerinin
koklerini iki metal blok arasinda ezerek 1-4 mm boyutlarinda dentin tozlar1 elde
etmiglerdir. Kok kanal medikamenti, dentin tozu ve bakteri siispansiyonunun her
birinden 50 pl kanstirarak 1 ve 24 saatlik siireyle 37° C’ de inkiibasyonu
saglanmistir. Cfu sayimi sonrasinda dentin tozunun kalsiyum hidroksitin etkisini
inhibe ettigi goriilmiis ve bu durumun kullanilan medikamentin yogunluguna ve kok

kanalinda kalis siiresine bagli oldugu bildirilmistir (Haapasalo ve ark., 2000).

TAP ve kalsiyum hidroksitin de oldugu bes farkli kdk kanal medikamentinin
antimikrobiyal etkinligini inceledigimiz ¢aligmamizda dentin bloklar1 yerine boylari
ve kanal ¢aplar1 standardize edilmis dis kokleri kullanilmistir. Doner sistem ile
genisletilen ana kok kanallari, mikropipet yardimi ile kontamine edilmis ve paper
point ile 6rnek alinarak inceleme yapilmistir. Giinlimiizde en az yanilma payina
sahip, kantitatif sonu¢ verebilen bir yontem olarak kabul edilen Ger¢ek-Zamanli PZR
yontemi kullanilmistir. DNA izolasyonu ile de sadece canlilifi devam eden
hiicrelerin baslangica gore relatif azalma oranlar tespit edilmistir. Arastirmamiz
antimikrobiyal etkinligin incelendigi bir ¢calisma olup TAP ile Ca(OH), arasinda 3.
ve 7. giinlerde antimikrobiyal etkinlik agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamustir. Iki grup arasinda istatistiksel fark bulunamamasinin sebebi segilen
tagiyiciyla ilgili olabilir. TAP’ nin genel kullaniminda viskdz bir tasiyicit olan
propilen glikol kullanilmaktadir. Ancak propilen glikoliin de kendine ait bir
antimikrobiyal etkinligi mevcuttur. Bu nedenle gruplar arasi standardizasyonu
saglayabilmek icin serum fizyolojik c¢ozeltisi tim kok kanal medikamentlerine

tasiyici olarak secilmistir. Bu nedenle TAP’ nin ¢alismalardaki bilinen etkisi azalmig
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olabilir. Bir diger olasilik ise mikroorganizma sayimi yapmadan 6nce ortamdaki 6l
DNA hiicrelerinin uzaklastirilmis olmasidir. Yapilan molekiiler ¢aligmalarda hiicre
Oliimii sonras1t DNA molekiiliiniin ortamdaki diger bakteri ve mantarlarin niikleaz
saldirilart ile karsilastigit ve oksidasyon-hidroliz gibi olaylar neticesinde geri
doniislimsiiz olarak zarara ugradigi varsayilarak ortamdaki gerek canli gerekse 6lil
tim DNA’ larin sayimi yapilmaktadir. Halbuki biz g¢aligmamizda, olii DNA
hiicrelerini ortamdan izole ederek sadece patojen 6zellikteki mikroorganizmalarin
saymmini yaptik. Bir diger olasilik ise kok kanalindan 6rnek alma yontemlerine bagh
olusabilen farkliliklardir. Gates glidden driller ve kurutma kagitlart bu amagla en sik
kullanilan yontemlerdir. Gates glidden ile yapilan in vitro ¢aligmalarda, kok kanal
preparasyonu tamamen bu drillerle yapilmaktadir. Bu yontem ile alinan 6rneklerde
yalnizca  dentin  penetrasyonu  incelenmekte ve ana  kok  kanali
degerlendirilememektedir. Ancak bu drillerin kullanimina bagli olusacak smear
tabakasinin olusumu ve uygulanan kok kanal preparasyonu nedeniyle rutin kok kanal
tedavisini taklit edemedigini diisiinmekteyiz. Bu nedenle ¢alismamizda sadece paper
point kullanarak ana kok kanalindan 6rnek alma islemini gerceklestirdik. Burada
kullanilan medikamentler ile dentin penetrasyonunun da incelenecegi yeni

caligmalarin yapilmasi gerektigini diisiinmekteyiz.

Elli adet ¢ekilmis tek kok tek kanalli insan disleri iizerinde yapilan baska bir
caligmada Ca(OH),, CHX jel, TAP, nanosilver (NS)’ in E. faecalis lizerindeki
antimikrobiyal etkinligi incelenmistir. intrakanal medikamentleri kok kanalinda 7
giin bekletildikten sonra ii¢ farklt yontem ile Ornekler alinmis ve 24 saatlik
inkiibasyon siiresinin ardindan kiiltiir yontemi ile incelenmistir. Paper point ile alinan
orneklerde E. faecalis’ e kars1 en etkili antimikrobiyal CHX jel, en az etkili ise
kontrol grubu (normal salin) bulunmustur. 2 numara Gates Glidden ile dentin
duvarindan alinan 6rneklerde ise TAP en etkili, NS ise en az etkili ajan olarak tespit
edilmistir. 4 numara Gates Glidden ile dentin duvarindan alinan 6rneklerde ise TAP’
m en etkili, kontrol grubunun ise en az etkili antimkrobiyal ajan oldugu bildirilmistir.
Bu calismada kanal medikamentlerinin karistirilma oranlari  belirtilmemistir
(Mozayeni ve ark., 2014). Bizim caligmamizda ise hem {igiincii hem de yedinci
ginde Ca(OH), ve TAP’ nin pozitif kontrol gruba kiyasla yiiksek oranda

mikroorganizma eliminasyonu sagladig1 ancak aralarinda istatistiksel olarak anlaml

115



bir farkliligin olmadig1 goriilmistiir. Bu konuda daha hassas bir yontem olan Gergek-
Zamanlt PZR yontemini kullanarak daha ger¢ek¢i sonuglar buldugumuzu

diisiinmekteyiz.

Kok kanallarindaki mevcut mikroorganizmalarin tespiti i¢in kok kanalindan
ornek alinmasi ile ilgili birgok yontem vardir. Bu yoOntemler arasinda en sik
kullanilan yontem kok kanalindan steril paper pointler ile 6rnek alinmasidir. Bu
yontemi kullanarak kok kanalindan 6rnek elde eden ve molekiiler tekniklerle bakteri
varhigim tespit eden birgok calisma mevcuttur (Fouad ve ark. 2005; Rocgas ve
Siqueira 2011). Berber ve arkadaslari, kok kanalindan E. faecalis’ in
uzaklastirilabilirligini inceledikleri bir ¢calismada kok kanallarini irige edip 3 adet
steril paper point ile deney Ornekleri almiglardir. Alinan 6rnekleri BHI+ kanli agar
besiyerlerine ektikten sonra CFU sayiminm1 yapmis ayni zamanda kontaminasyon
varligin1 da dogrulamislardir. Ayrica dentin tiibiil penetrasyonundan emin olmak i¢in
ornekleri SEM’ de incelemislerdir (Berber ve ark., 2006). Aksoy (2008) ise, siit ve
daimi dislerdeki E. faecalis’ in izolasyonunu, kiiltiirel ve molekiiler yontemlerle
tanimlanmasin1 amacgladig1 calismasinda kok kanallarindan paper pointler ile 6rnek
almigtir. Elde edilen Orneklerin seri diliisyonlar1 yapildiktan sonra agar iceren
petrilere aktarilmistir. Elde edilen kiiltiirlerin safligi Gram boyama, katalaz {iretimi,
agar lzerinde olusan koloni morfolojisi ve biyokimyasal identifikasyon kiti

kullanilarak belirlenmistir.

Siqueira ve Rogas (2003), kok kanalinin anatomisi nedeniyle alinan 6rneklerde
az sayida bulunabilen bakterilerin bile PZR yontemi ile incelenebildigini
bildirmislerdir. Ayni arastirmacilar kok kanalindan ©rnek alma prosediiriiniin
etkinligini; kullanilan paper point sayisina, boyutuna, absorbsiyon giiciine ve kok

kanalinda yerlesebilirligine bagli oldugunu diisiinmektedirler.

Bizim ¢aligmamizda da kanal i¢i medikament serum fizyolojik irigasyonu ile
uzaklastirdiktan sonra 1slak kok kanalina 25 numara paper point yerlestirilmis ve 60
saniye beklendikten sonra ilk 6rnek alinip eppendorf tiipe konmustur. Bunu takiben 2
kez daha ayni islem yapilarak toplamda 3 adet 6rnek alinmistir. Yapmis oldugumuz
On caligmalarda, Protaper Universal sistem ile F3’ e kadar mekanik sekillendirmesini

yaptigimiz koklerde 30 numara paper pointin apikal bdlgeye temasini yeterli
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gormedigimizden 6rnek alma islemi daha ince olan ve apikale rahatlikla yerlesen 25
numara paper point ile yapilmistir. Calismamizda kok kanalindan 6rnek alma
prosediiriiniin etkinligini ve giivenilirligini arttirmak amaciyla 3 adet paper point

kullanilmuistir.

Bu tiir ¢aligmalarda paper point ile 6rnek alma iglemlerinde kok kanali 1slatilarak
ve paper pointin kok kanalinda bekletilme siiresi arttirilarak 6rnek alma islemi etkin
hale getirilmeye gayret edilir. Ancak paper point ile sadece ana kok kanalindan 6rnek
alabilir. Bu nedenle yeni gelistirilmis kok kanal medikamentlerinin etkinligini
incelemek i¢in ileri tetkikler ve yeni arastirmalara ihtiya¢ bulunmaktadir. Kanal
medikamentlerinin  kokiin koronal, orta ve apikal {gliideki antimikrobiyal
etkinliklerini degerlendirmek adina dis kokiinden kesitler alinabilir ve elde edilen
veriler Taramali Elektron Mikroskobunda incelenebilir. Ayrica giinlimiizde Gates
Glidden driller yardimiyla dentin tiibiillerine yerlesen mikroorganizmalarin
penetrasyon derinligi incelenmektedir. Bununla birlikte, yeni formiilize edilen
medikamentlerin uzun ve kisa donem antimikrobiyal etkinliklerini incelemek ig¢in
ornek alma araliklar1 degistirilebilir. Yaptigimiz ¢alisma ile yeni arastirmalar icin

farkli bakis acilari olusturdugumuzu diisiiniiyoruz.

Endodontik enfeksiyonlarda kok kanalindan ve kok kanali kaynakli apselerden
paper point ile elde edilen 6rneklerle yapilan bir ¢alismada PZR yontemi kullanilmig
ve kok kanalindan alinan 24 6rnekte % 21 oraninda C. albicans tespit edilirken, 19
apseden elde edilen Orneklerin hgbirinde C. albicans’ a rastlanilmamistir

(Baumgartner ve ark., 2000).

Akdeniz ve arkadaslari, dislerinde ¢iiriik olan 13 ve ¢iiriigii olmayan 20 ¢ocuk
ile yaptiklar1 bir ¢alismada hem agiz boslugundan hem de kok kanalindan 6rnekler
almiglardir. Yapilan incelemede kok kanallarinda % 61, 5 oraninda C. albicans’ a

rastlanilmistir (Akdeniz ve ark., 2002).

Weckwerth ve arkadaglar1 yaptiklar1 calismada, Endodonti klinigine bagvuran 65
hastanin oral kavitesinden alinan Orneklerde % 46, 15 oraminda C. albicans’ a
rastlanildigini bildirmislerdir. Bu calismada C. albicans, Saboraud agar kiiltiir
yontemi ile 6, 12, 24 ve 48 saat siireyle direkt doymus kalsiyum hidroksite maruz

birakildiginda sadece 48 saat sonunda total inhibisyonun oldugu gdzlemlenmistir.
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Ayni calismada farkli pH’ larda hazirlanan Ca(OH),’ in C. albicans tlizerindeki
etkinligi de incelenmis ve yalnizca pH 12,5’ te total inhibisyon gdzlemlenmistir.
Ayrica bu c¢alismada C. albicans’ larim tiim pH araliklarinda canli olduklari

gozlemlenmistir (Weckwerth ve ark., 2012).

Kalsiyum hidroksit ve klorheksidinli kanal patlarinin intratiibliler C. albicans
tizerindeki antimikrobiyal etkinliginin incelendigi diger bir ¢aligmada Gates Glidden
driller yardimiyla kok kanalindan 0-100-200 pm derinliginde 6rnekler alinmistir. 200
um derinliginde kullanilan tiim medikamentlerin antimikrobiyal etkinlikleri

acisindan istatistiksel bir farkin olmadigi gézlemlenmistir (Delgado ve ark., 2013).

Propolis, ticli pat, % 2’ lik klorheksidin jel ve propilen glikol ile karigtirilmig
kalsiyum hidroksitin C. albicans iizerine antimikrobiyal etkinliginin 1 ve 7 giinliik
siireclerde incelendigi baska bir c¢alismada kok kanalindan 200 pm ve 400 pum
derinliginden ornekler alinmistir. Birinci giiniin sonunda 200 um derinliginden
alinan orneklerde CHX en fazla antifungal etki gosterirken, yedinci giiniin sonunda
CHX, TAP ve Ca(OH), arasinda antifungal etki agisindan istatistiksel olarak anlamli
bir farklilik bulunamamaistir. Birinci ve yedinci giiniin sonunda 400 pum derinliginden
alinan orneklerde en iyi etki CHX kullanilan grupta gézlemlenmistir. Ca(OH), ve
TAP kullanilan gruplar arasinda ise anlamli bir farklilik saptanmamistir (Chua ve
ark., 2014). Bizim g¢alismamizda da 7. giiniin sonunda kok kanalinda TAP ve

Ca(OH),’ nin C. albicans tizerinde benzer etki gosterdigi saptanmistir.

Giliniimiizde enfeksiyona neden olan, tespiti zor ya da imkansiz patojenlerin
belirlenmesi i¢cin molekiiler yontemler tercih edilmektedir. Polimeraz zincir
reaksiyonu da giiniimiizde siklikla kullanilan molekiir yontemlerdendir. Polimeraz
zincir reaksiyonlar1 oldukc¢a gilivenilir, hassas, hizli yontemlerdir (Song, 2005,
Siqueira ve Rocas, 2003). Ancak oldukga spesifik olan bu yontemlerin fazla hassas
olmasma bagli olarak yanlig-negatif ya da yanhs-pozitif sonuglar da elde

edilebilmektedir.

Yanlig-pozitif sonuglar kontaminasyona baglidir. Bu kontaminasyon daha dnceki
caligmadan kalan DNA’ ya, belli enfeksiyonlarin ¢alismalarinda normal floradaki
DNA’ ya ve/veya Kkiiltiir ya da diger hiicrelerden gelen eksojen DNA’ ya bagh
olabilir. Kontamine DNA tek basina ya da patojen bakteri ile birlikteyken herhangi
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bir klinik 6neme sahip degildir. Ancak PZR isleminde kullanilan yiiksek oranda
korunmus oligoniikleotid primerin kontamine DNA ile koamplifikasyona ugramasi
problem yaratabilir. Bu sorun 6zellikle Broad-range rDNA-PCR’ da mevcuttur (Song
2005). Bizim ¢alismamizda ise Ger¢ek-Zamanli PZR yontemini kullanarak DNA ile
kontaminasyonu onlemek adina paper point ile alinan ornekler bir kereye mahsus
kullanilan steril eppendorf tiiplere konulmustur. E. faecalis hiicreleri Lane (1991)
tarafindan tanimlanan, bakteriyel 16S rRNA genini hedefleyen BactF 5'-AGA GTT
TGA TCC TGG CTC AG-3' ve BactR 5-AAG GAG GTG ATC CAG CCG CA-3'
primerleriyle hedeflenmistir. C. albicans hiicreleri Schoch ve ark.. (2012) tarafindan
tanimlanan, fungal ITS bolgesini hedefleyen FungF 5'- TCC TCC GCT TAT TGA
TAT GC -3' ve FungR 5- GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G -3'
primerleriyle hedeflenmistir. Ayrica elde edilen erime piklerinin ayni olmasi
kontaminasyonun olmadigin1 gostermektedir. Bu nedenle ¢alismamizda E. faecalis
ile enfekte edilen 6rneklerden 7. giinlin sonunda Grup 5’ in 9 numarali 6rneginden

elde edilen erime piki 81,5 ° C olarak tespit edilmis ve calismadan ¢ikarilmistir.

Aksoy (2008), 5-13 yaslar1 arasindaki c¢ocuklarda in vivo olarak yaptigi
calismada kiiltiir yontemi ile 45 siit diginden 9’ unda (%20) , 38 daimi disten 11’inde
(%28), PCR yontemi ile ise siit diglerinden 10’unda (%22), daimi dislerin 12’ sinde
(%26) E. faecalis izole etmislerdir. Bu ¢alismada E. faecalis’ in kiiltiir yontemi ile
saptanma oran1 % 24 iken, molekiiler yontemle saptanma orani % 26’ dir. Diger bir
deyisler bu calismada E. faecalis’ in saptanmasinda kullanilan iki yontem arasinda
istatistiksel olarak bir fark bulunmamistir. Bunun sebebi mikroorganizmalarin sadece
varligint tespit eden universal PCR, tiire 6zgii PCR ve AP-PCR yontemlerinin

kullanilmis olmasidir.

Franzetti ve arkadaglari, yaptiklar1 ¢alismada, E. faecalis ve E. faecium' u hem
fenotipik hem de 6zgli primerler ile genotipik olarak tanimlamigslardir. Fenotipik
olarak E. faecium olarak tanimlanan 44 sustan 22’si E. faecalis, AP1 20 STREP ile E.
faecalis olarak tanimlanan 16 izolatin ise 3’ i tiire spesifik primerler kullanildiginda
E. faecium olarak tanimlanmistir. Bu ¢alismada molekiiler yontem ile kiiltiir yontemi

arasinda ciddi bir farkin oldugu gézlemlenmistir (Franzetti ve ark., 2004).
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Sedgley ve arkadaslari, yaptiklart klinik caligmada oral mikrofloradaki E.
faecalis  gorilme oranim1 Q-PCR ve mikrobiyolojik kiiltiir yontemi ile
incelemislerdir. Otuz hastanin 7° si endodontik tedaviye baglanacak olan, 10’ u
endodontik tedavisi devam eden, 10’ u kanal tedavisi tekrar1 olan ve 3’ i de kontrol
hastasindan olugmaktadir. Q-PCR yontemi ile alinan oral drneklerin % 17’ sinde
114-490 hiicre/ ml konsantrasyonlarinda E. faecalis’ e rastlanirken, mikrobiyolojik
kiiltiir yontemiyle % 7 oraninda 30-240 CFU/ml konsantrasyonlarinda E. faecalis’ e
rastlanilmamstir ve kiiltiir yonteminin E. faeacalis’ in tespitinde yeterli olamadigi

bildirilmistir (Sedgley ve ark., 2005b).

Bizim yaptigimiz 6n caligmalar neticesinde de kiiltliir yonteminin kanal ici
medikamentlerinin antimikrobiyal etkinliklerinin tespit etmede etkin bir yontem
olmadigr sonucuna varildigindan mikroorganizmalarin gerek kalitatif gerekse

kantitatif sonuclarii kiyaslayabilecegimiz Ger¢ek-Zamanli PZR yontemi secilmistir.

Cok kiiciik hacimlerdeki Orneklerin bile PZR reaksiyonunu olusturabildigi,
ortamda PZR reaksiyonun engelleyen substratlardan elde edilen bilesiklerin varlig
ve de ornekteki PZR inhibitdrlerinin yeterince uzaklastirilamamasi nedeniyle yanlis
sonuglar elde edilebilmektedir. Ayrica alinan Orneklerdeki hiicrelerden yeterince
DNA elde edilememesi de sonucun yanlis ¢ikmasina neden olabilmektedir (Song
2005). Bizim c¢alismamizda 6rnek hacmini arttirabilmek amaciyla her bir kok
kanalinda 3 6rnek alinmistir. Yapilan 6n ¢alismalar neticesinde el edilen 6rneklerin
steril besiyeri iceren eppendorf tliplere konmast PZR reaksiyonunu zorlastirmistir.
Ortamdaki bu substrat fazlaligt PZR hassasiyetini etkilemistir. Bu nedenle pilot
calismadan yola c¢ikarak deneylerimizdeki 6rnekler bos steril eppendorf tiiplere
konmustur ve DNA izolasyonu aninda gerceklestirilmistir. Ayrica c¢alismamizda
DNA izolasyonu oOncesi Olii hiicre DNA’ larinin ortamdan uzaklagtirilmasi igin
Villarreal ve ark. (2013) tarafindan tanimlanan, DNaz-I ile islem temelli yontem

kullanilmistir.

Gomes ve arkadaslari, kok kanallarindan izole ettikleri 100 izolat1 hem fenotipik
hem de molekiiler diizeyde incelemislerdir. Fenotipik olarak 100 izolatin 23’ ii, PZR

sonucuna gore ise 100 izolatin 79’ u E. faecalis olarak tanimlanmistir. Bu durumu
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g0z Online alarak ¢alismamizda daha hassas ve gilivenilir bir yontem olan Gergek

Zamanli PZR yontemini kullandik (Gomes ve ark., 2006).

Ara seans kanal medikamentlerinin kullanilmasi gereken durumlarda, kok kanal
medikamentlerinin pat formuna getirilip kok kanalina yerlestirilebilmesi i¢in sivi
tastyict maddeler kullanilmaktadir. Bunlar genel olarak suda ¢oziinebilen, viskdz ve
yag bazl tagiyicilar olmak iizere lice ayrilir. Steril su veya salin gliniimiizde en sik
kullanilan tastyicilardir (Mohammadi ve Dummer, 2011). Kullanilan tasiyici, kanal
medikamentinin antimikrobiyal etkinligini etkiler ve elde edilen kanal patinin

viskozitesi arttik¢a iyonik ayrigma da o oranda artig gosterir.

Polietilen glikol, disiik toksisitesi, immunojenitesi, antijenitesi ve akdz
ortamlarda yiiksek oranda ¢oziinebilirligi ile ideal bir tasiyict olma ozelligindedir
(Athanassiadis ve ark., 2007). Ancak PEG antimikrobiyal etkiye sahip bir tasiyicidir
(Chirife ve ark., 1983). Carreira ve arkadaglar1 2007 de yaptiklar1 ¢caligsmalarinda, iki
farkli kok kanal medikamenti ile polietilen glikol ve natrosol tasiyicilarin E. faecalis
ve C. albicans dahil 23 farkli mikroorganizma zinciri lizerindeki antimikrobiyal
etkinliklerini degerlendirmislerdir. Bu calismada polietilen glikoliin antimikrobiyal
etkisi gozlemlenmistir (Carreira ve ark., 2007). Bu nedenle, calismamizda sadece
kok kanal medikamentinin antimikrobiyal etkinligini belirlemeyi amagladigimiz i¢in
tasiyict olarak antimikrobiyal etkinli§i olmayan ve gilinlimiizde yaygin olarak

kullanilan steril serum fizyolojik soliisyonu kullanilmistir.

Salin soliisyonlar1 kok kanal medikamenti tasiyicisi olmakla birlikte kok kanal
irigasyon materyali olarak da kullanilmaktadir. Berber ve arkadaslari, irigasyon
soliisyonlar1 ve farkli sekillendirme tekniklerinin kok kanalindan ve dentin
tiibiillerinden E. faecalis’ 1 uzaklastirma oranlarin1 inceledikleri caligmalarinda,
mekanik sekillendirmeyi takiben irigasyon soliisyonu olarak salin kullaniminin kok
kanalindan % 98 oraninda bakteri eliminasyonu sagladigint belirtmiglerdir.
Calismada, bu etkinin, irigasyon soliisyonunun hacmi ve irigasyon sikiligi kadar
irigasyon ignesinin ulagtifi derinlige de bagli oldugu vurgulanmistir (Berber ve ark.,
2006). Calismamizda enfekte edilen kok kanalinin irigasyon soliisyonu ile degil
yalnizca medikament kullanim ile elimine edilme oraninin tespit edilmesi amaciyla

izotonik salin (% 0,9 NaCl ¢ozeltisi) soliisyonu kullanilmistir. Yikama islemini etkin
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hale getirebilmek i¢in her bir kanal 5 cc salin ile irige edilmis ve kok kanallar

Protaper Universal ile F3’ e kadar mekanik olarak genisletilmistir.

Enfekte kok kanallarin dezenfeksiyonu amaciyla giiniimiize kadar bir¢ok kok
kanal medikamenti kullanilmistir. Giiniimiizde bir¢ok antibiyotik ve antibiyotik
kombinasyonunun etkinliginin degerlendirildigi in vitro ve in vivo c¢aligmalar
yapilmaktadir. Penisilin, siprofloksasin, metronidazol, tetrasiklin ve aminoglikozitler

etkinligi en ¢ok incelelen antibiyotiklerdir. Ancak ¢aligsmalarin sonuglari ¢eligkilidir.

Pinheiro ve arkadaslari, kok kanal tedavili ve periapikal lezyonunda iyilesme
goriilmemis olan 30 dis lizerinde yaptiklar1 ¢aligmalarinda toplamda 55 bakteri tiirii
izole etmislerdir. Bu c¢alismanin sonuclarina gore izole edilen tiim tiirler
benzilpenisilin, amoksisilin ve klavulanat ile kombine edilmis amoksisiline
duyarhdirlar. En fazla izole edilen tiir olan E.faecalis ise genel olarak azitromisin ve
eritromisine direngli bulunmustur (Pinheiro ve ark., 2003b). Pinheiro ve arkadaglar
2004 yilinda yaptiklari bir baska calismada inatg1 periapikal lezyonlu kok kanal
tedavili dislerden izole edilen 21 tiir E. faecalis’ in tamami1 amoksisilin, amoksisilin-
klavulanik asit, vankomisin ve moksifloksasine duyarli bulunmusken, % 95,2’ sinin
kloramfenikole, % 85,7° sinin tetrasiklin ve doksisikline, % 80,9’ unun
siprofloksasine duyarli olduklar: tespit edilmistir. Ayn1 ¢alimada izole edilen tiim E.
faecalis izolatlarina karst en az etkiyi eritromisin ve azitromisin gostermistir
(Pinheiro ve ark., 2004). Aksoy’ un 2008 de yaptig1 calismada, asemptomatik
nekrotik 83 disten aldig1 orneklerde tespit ettigi 72 izolatin 20’ sini kesin olarak E.
faecalis olarak tanimlamistir. Uygulanan antibiyotik duyarlilik testlerinin sonucuna
gore 20 izolattan 18’ inin metronidazole, 14’ {iniin kanamisine, 3’ iinlin ampisiline,
1’ inin vankomisine, 1’ inin tetrasiklin ve klindamisine kars1 yiiksek oranda direngli
oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglara gore, E. faecalis enfeksiyonlarinda eritromisin
ve azitromisin antibitiyotiklerinin se¢iminin yeterli olmadigi, penisilin tiirevi
antibiyotiklerin ise oldukca etkili oldugu goriilmektedir. Bu durumu goze alarak
calismamizda ikili pat ve modifiye iiclii pat uygulamasinda bir penisilin tiirevi olan

ampisilin kullanilmis ve anlamli sonuglar elde edilmistir.

Isve¢’ te 55 hasta iizerinde yapilan bir calismada kok kanallara ara seans

medikamenti olarak kalsiyum hidroksit uygulanmis ve 3 haftanin sonunda kok
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kanallarindan birinci 6rnek (S1) almmistir. Bunu takiben 28 dise tetrasiklin+
kalsiyum hidroksit, 27 dise ise eritromisin+ kalsiyum hidroksit uygulanmig ve bir ay
sonunda kok kanallarindan ikinci 6rnek (S2) alinmistir. Calismanin sonuglarina gore
Ca(OH),. tetrasiklin patinin % 77 oraninda, eritromisinli patin ise % 99 oraninda

enterokoklara etkili oldugu saptanmistir. Bu ¢aligmaya gore eritromisinin kalsiyum
hidroksit ile kombine kullanimi enterokoklar {izerinde ¢ok etkilidir. Ancak bizce
calismada ayni disler iizerinde iki farkli kanal medikamentinin denenmesi ¢alismanin
hassasiyetini saptirabilir. S1 6rneklerinde kalsiyum hidroksitin kok kanalindan tam
olarak uzaklastirilamamasi s6z konusudur. Sonrasinda farkli bir kanal medikametinin
uygulanmas1 ise antimikrobiyal etkinligin kesin olarak belirlenememesine neden
olabilir. Bu nedenle caligmamizda hem {i¢iincli hem de yedinci giin 6rnekleri icin
ayr1 disler kullanilmigtir. Ancak ¢alismanin standardizasyonu i¢in medikament

uygulanimi ve 0rnek alim islemleri ayn1 anda yiiriitiilmiistiir (Molander ve Dahlen,

2003).

Hastane enfeksiyonlar1 her yil 6nlenebilir birgok 6liime sebebiyet vermektedir.
Enterokok tiirlerinin bu enfeksiyonlardaki rolii olduk¢a biiyliktiir. Antibiyotiklere
kars1 olusan direng enterokokal enfeksiyonlarin tedavisini zorlagtirmaktadir. Tayvan’
da yapilan bir ¢alismada 26 farkli hastaneden ayakta tedavi goren ve yatan
hastalardan alinan Orneklerde E. faecalis ve E. faecium izolatlarimin 2002-2010
yillarindaki antibiyotik direngleri karsilastirilmis ve E. faecalis ampisiline % 99,8,
penicisilin G” ye % 99,6, gentamisine % 52,1, streptomisine % 68,9, siprofloksasine
% 77,0, tetrasikline % 10,5, rifampine % 30,2 oraninda duyarli bulunmustur. Ayni
calismada E. faecalis’ in coklu ilag rezistans profilinin
rifampin/eritromisin/tetrasiklin oldugu bildirilmistir (Wang ve ark., 2013). Sekiz yil
boyunca takibi yapilan bu calismadan yola c¢ikarak enterokokal enfeksiyonlarin
tedavisinde ampisilin, penisilin G ve gentamisin kullaniminin oldukga etkili oldugu
sonucuna varilabilir. Sande ve Irwin de penisilin ve ampisilinin birlikte kullanimimin
endokardit ve viridan streptokoklara etkili oldugunu gdstermislerdir (Sande ve irwin,
1974). Aslangiil ve arkadaglari, bazi ciddi enterokokal enfeksiyonlarin tedavisinde,
hiicre duvar1 aktif ajanlarin (aminoglikozitle birlikte kullanilan penisilin ya da
glikopeptit gibi) bakterisidal kombinasyonlarinin sinerjik kullanimininin gerekliligini

savunmuslardir (Aslangiil ve ark., 2005). Sinerjizm; iki antibiyotigin birlikte
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kullanildiginda elde edilen etkinin tek kullanimlarina gore daha iistiin oldugu bir
birlikteliktir. Ampisilin & gentamisin, penisilin G & streptomisin sinerjik etki
gosteren antibiyotiklerdir. Ampisilin ve gentamisinin birlikte kullaniminda ortaya
cikan bu sinerjik etki permeabilite artis1 yoluyla olmaktadir (Aydin, 2000). Biz de
calismamizda bakterisit antibiyotik grubundan bu iki antibiyotigi (bir penisilin tiirevi
olan ampisilini ve bir aminoglikozit olan gentamisin) kombine kullanarak sinerjik bir

etki elde ettik.

Giliniimiizde en sik kullanilan antibiyotik kombinasyonu ise metronidazol,
minosiklin ve siprofloksasinden olusan {i¢lii pattir. Uclii kanal patmnin intrakanal
medikamenti olarak ¢esitli oranlarda kullanildig1 ¢alismalar vardir. Sato ve
arkadaslari, her bir antibiyotikten 0,5 mg karistirilmasini onermistir (Sato ve ark.,
1996). Trope, revaskiilarizasyon amaciyla kullanidigi tglii pati: metronidazol,
minosiklin, siprofloksasin (1:1:1) + tastyici (macrogol krem/propilen glikol= 1:1)
olarak hazirlamistir. Bu ¢alismada kaygan bir kanal pati elde etmek i¢in toz/ likit
orant 5/1 olarak Onerilmistir (Trope, 2008). Adl ve arkadaslari, cesitli kanal
medikamentlerinin antimikrobiyal etkinligini agar difiizyon testi ile inceledikleri
calismalarinda iiclii antibiyotik patini her birinden esit oranda ve 1 ml salin ile
karigtirarark hazirlamislardir (Adl ve ark., 2012). Yassen ve arkadaslari endodontite
rejenerasyon amactyla kullanilan medikamentlerin kok kirilganligi ve radikiiler
dentinin mikrosertligi lizerine etkilerini inceledikleri bir calismada tiglii kanal pat1 ve
kalsiyum hidroksiti steril salin ile karistirarak kullanmiglardir. Bu ¢alismada iiglii pat
karisimi hazirlanirken metronidazol, siprofloksasin ve metronidazoliin her birinden
esit oranda kullanmilmistir (Yassen ve ark., 2013). Yapilan tim ¢aligmalarin

sonucunda {i¢lii pat etkili bulunmustur.

Calismamizda incelenen tiim literatiir ¢alismalarina paralel olarak tiglii patin
icindeki her bir antibiyotikten esit oranda karistirmayr tercih ettik. Yapilan
calismalarda tasiyici se¢imi ve toz/ likit oranlar1 arasindaki fark goze carpmaktadir.
Kalsiyum hidroksit ve ti¢lii pat grubunda medikamente ait antimikrobiyal etkiyi takip
edebilmek adina tasiyici olarak salin soliisyonu secilmistir. On ¢alismalarin 1s181nda
akict, lentiilo ile uygulanabilir bir pat elde edebilmek i¢in toz/ likit oran1 2 olarak
belirlenmistir. Bu oran Yilmaz 2008’ in ¢alismasindaki oranlarla da uyumludur. %2’

lik laktoferrin siispansiyonun hazirlanmasinda ise yine salin soliisyonu kullanilmistir.
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Gentamisin iceren gruplarda ise gentamisinin sivi olmasit nedeniyle tasiyici

kullanilmasina gerek goriilmemistir.

Laktoferrin antimikrobiyal, antienflamatuar, antifungal, antiprotozoal etkisi
nedeniyle tipta pek ¢ok alanda kullanilmaktadir. Tikiiriikte dahi bulunan laktoferrin
dis hekimliginin bir¢ok dalinda calismalara konu olmustur. Dis macunlarinin
icerigine eklenmistir. Laktoferrinin ¢iiriik olusumundaki etkisi, protez stomatiti
hastalarinda tedavide kullanimi, periodontal hastaliklarda dis eti cebi sivisindaki
varhigi, laktoferrin ile kaplanmis dental implantlarda bakteri invazyonun
engellenebilirligi {izerine yapilan bir¢ok calisma vardir. Ancak yapilan literatiir
taramalarinda endodontide kullanimina sadece bir literatiirde rastlanilmistir. Bu
calismada E. faecalis kaynakli biofilm tabakasinin biokiitlesi tizerindeki etkilerini
incelemek amaciyla laktoferrin irigasyon sollisyonu olarak kullanilmistir.
Farnesoliin, xylitoliin ve laktoferrinin irigasyon soliisyonu olarak tek basma ve
kombine kullanimlart denenmistir. Bu caligmada ii¢linlin kombine kullaniminin
bakteriye ait biofilm tabakasinin biokiitlesinin azaltilmasinda maksimum etkili
oldugu bildirilmistir (Alves ve ark., 2012). Ammons ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir
calismada diyabet hastalarinin kronik yaralarindan iki farkli mikroorganizma izole
edilmis ve bu iki mikroorganizmaya ait biofilm tabakasi lizerinde laktoferrin/ xylitol
hidrojelinin glimlis kaplamali bariyerli pansuman ile birlikte kullanimin
antimikrobiyal etkinligini incelenmistir. Sonu¢ta pansuman materyali ile
laktoferrinin kombine kullaniminin antimikrobiyal bir etkiye sahip oldugu
saptanmigtir (Ammons ve ark., 2011). Protez hastalarinda protez stomatitini
engellemek i¢in biyouyumlu bir materyal elde etmek amaciyla yapilan bir calismada
katyon degistirici rezin igeren doku sabitleyicilerine tiikiiriikte de bulunan
laktoferrinin baglanmasi saglanmis ve C. albicans’ a kars1 antimikrobiyal bir etki
elde edildigi bildirilmistir. Bu ¢alismada laktoferrin eklenerek elde edilen materyalin;
sitotoksik etkisinin olmagi, fibroblastlar {izerinde zararl1 etkiye sebebiyet vermedigi

ve fiziksel 6zelliklerinin yeterli oldugu vurgulanmistir (Yamamato ve ark., 2009).

Yapilan bazi caligmalarda laktoferrinin siispansiyon olarak kullanildig
goriilmistiir (Ammons ve ark., 2009; Ammons ve ark., 2011; Alves ve ark., 2012).
Bunun nedeni ¢ok hafif ve/veya c¢ok pahali bir toz olmasi olabilir. Alves ve

arkadaslar1 laktoferrini % 0,1 siispansiyon formunda kok kanal iriganti olarak
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kullanmiglardir (Alves ve ark., 2012). Biofilm tabakasi iizerindeki etkisinin
incelendigi calismalarda ise % 2’ lik siispansiyon formu kullanilmistir (Ammons ve
ark., 2009; Ammons ve ark., 2011). Kanal i¢i medikamenti olarak kullaniminda daha
yogun bir konsantrasyonun gerekliliginden calismamizda % 2’ lik silispansiyon
olarak kullanimi tercih edilmistir. Calismamizda elde edilen siispansiyonu kanal
icine tastyabilmek icin acili paper point konlar kullanilmistir. Laktoferrinin kombine
kullaniminda pat formu elde edilebildiginden paper point kullanimina ihtiyag

duyulmamustir.

Laktoferrin ile yapilan calismalarda laktoferrinin kombine kullanimi tercih
edilmis ve basarili bulunmustur. Bu nedenle ¢aligmamizda laktoferrinin yeni denenen
patlardan biri olan ampisilin ve gentamisin ile kombine uygulaniminin daha basarili
olacagim diisiindiik. C. albicans iizerindeki etkinlikleri incelendiginde, sifirinci giine
kiyasla hem {igiincii hem de yedinci glinde ampisilin/gentamisin/laktoferrin iceren
Grup 4’ 1n, ampisilin/gentamisin iceren Grup 3’ e kiyasla daha fazla
mikroorganizma eliminasyonu sagladig1 gorilmiistiir. E. faecalis tizerindeki
etkinlikleri incelendiginde ise sifirinci giine kiyasla hem {i¢lincii hem de yedinci
giinde, ampisilin/gentamisin i¢eren Grup 3’ {in, ampisilin/gentamisin/laktoferrin
iceren Grup 4’ e kiyasla daha fazla mikroorganizma eliminasyonu sagladig

gorilmiistiir.

Inatg1 periapikal lezyonlarda mantarlarin varliginin tespit edilmesinden bu yana
antifungal ilaglarin endodontik tedavide kullanimi 6zen kazanmistir (Sen ve ark.,
1995). Laktoferrinin bu calismaya dahil edilme sebeplerinden biri de antifungal
etkinligidir. Caligmamizda kok kanali igersinde 7 giin bekletilen laktoferrinin % 99,

986 oraninda C. albicans’ 1 yok edebildigi gorilmiistiir.

Tiim bu verilerin 1s5181nda, hem E. faecalis hem de C. albicans ile enfekte edilen
gruplarda kullanilan medikamentler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkin
olmadig tespit edilmistir. Ancak gelistirilen ikili pat ve modifiye ticlii patin kanalda
kalig siiresi arttikca her iki mikroorganizma iizerindeki antimikrobiyal etkisinin de
artabildigi saptanmistir. Bu nedenle yeni gelistirilen medikamentlerin kok kanalina
uygulanim siirelerinin  gelistirilecegi yeni c¢alismalarin  yapilmasi gerektigini

diistinmekteyiz. Bununla birlikte, laktoferrinin tek basina siispansiyon formunun
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kullanildig1 grubun antimikrobiyal etkinligi diger gruplara olduk¢a yakindir.

Hazirlanmasinin kolay olmasi, paper pointe emdirilerek kok kanalina uygulanmasi,

uygulaniminin hizli olmas1 ve kok kanalindan hizlica uzaklastirilabilmesi yeni

gelistirilen bu medikamentin uygulanimini cazip hale getirmektedir.

5.1. Sonuglar

II.

I1I.

IV.

VL

VIL

Kok kanalinda 3 ve 7 giin bekletilen kanal i¢i medikamentlerinin, kok
kanalinda bekledigi siire arttikca antimikrobiyal etkinligi de
artmaktadir.

Arastirmamizda kullanilan tiim kok kanal medikamentlerinin E.
faecalis mikroorganizmasini azaltmada etkili oldugu ancak gruplar
arasinda istatistiksel bir farkin bulunmadig1 goriilmiistiir.

E. faecalis ile enfekte edilmis grupta 3. ve 7. giinlerde en fazla
antimikrobiyal etki kalsiyum hidroksit grubunda elde edilmistir ancak
istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.

E. feacalis ile enfekte edilmis grupta 3. giinde en az antimikrobiyal
etkiyi ampisilin+gentamisintlaktoferrin kombinasyonunun gosterdigi
bulunmustur. Ancak 7. giin sonunda hem ampisilin+gentamisin, hem
de ampisilintgentamisintlaktoferrin  gruplarinda antimikrobiyal
aktivitede hizli bir artis elde edilmistir.

Arastirmamizda kullanilan tim kok kanal medikamentlerinin C.
albicans mikroorganizmasin1 azaltmada etkili oldugu ancak gruplar
arasinda istatistiksel bir farkin bulunmadig goriilmiistiir.

C. albicans ile enfekte edilmis grupta 3 ve 7. glinde en fazla
antimikrobiyal etki {i¢lii pat grubunda goriilmiistiir ancak istatistiksel
olarak anlamli bulunmamaistir

Intrakanal medikamentlerinin hepsi E. faecalis’ e kiyasla C. albicans’
a daha fazla antimikrobiyal etki gostermistir ve bu sonug istatistiksel

olarak anlamli bulunmustur.
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Calismamiza katilmak zorunlu degildir. Istediginiz zaman bu g¢aligmadan g¢ikabilirsiniz.
Calismamizda herhangi bir maddi ve manevi risk bulunmamaktadir. Yaptigimiz ‘Farkli Kok
Kanal Medikamentlerinin Enterococcus Faecalis ve Candida Albicans Uzerine
Antimikrobiyal Etkilerinin In Vitro Olarak Karsilastirilmasi® isimli ¢alismanuzda,
endodontik tedavi sirasinda ara seanslarda kullanilan kanal i¢i ilaglarin mikroorganizmalar
tizerindeki etkileri ¢ekilmis disler iizerinde incelenecektir. Bu amagla, endikasyonu uzman

hekimler tarafindan konulup ¢ekilen disinizin kok kanali bu arastirmada kullanilacaktir.

Bu calismadan elde edilen sonuglar bilimsel nitelikli yayinlarda ve dis hekimligi
Ogrencilerinin egitimlerinde kullanilabilir. Bu amag¢ disinda kullanilmayacaktir ve

baskalarina verilmeyecektir.

Bu calismaya katilmaniz i¢in sizden herhangi bir ticret istenmeyecektir. Caligmaya

katildiginiz i¢in size herhangi bir ek 6deme yapilmayacaktir.

Calisma hakkinda akliniza takilan sorularimiz oldugunda asagida iletisim bilgileri verilen

arastirma hekiminizi aramaktan ve sorulariniz sormaktan liitfen ¢ekinmeyiniz.

Iletisim bilgileri: Ars. Gér. Dt. Burgin ARICAN OZTURK

Adres: Marmara Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Nisantas1 Kampusu,
Biiyiik Ciftlik Sk. No:6 34365 Nisantas1 / Sisli / ISTANBUL

E-mail: burcin.arican@marmara.edu.tr

159



HASTA ONAY FORMU

Aragtirmadan 6nce verilmesi gereken bilgileri igeren metni okudum (veya bu metin
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Goniilliiniin:

Adi-Soyad1 Imza
Adres: Tel:
Tarih:
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Tarih:
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