GELENEKSEL ENDODONTIK DEZENFEKTANLARIN ENTEROCOCCUS
FAECALIS UZERINDE ANTIiBAKTERIYEL ETKINLIiGININ INCELENMESI

EVALUATION OF ANTIBACTERIAL ACTIVITIES ON ENTEROCOCCUS FAECALIS OF
CONVENTIONAL ENDODONTIC DISINFECTANTS
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OZET

Amag: Bu calismanin amact, iki endodontik dezenfektanin (kalsiyum hidroksit ve klorheksidin) ve bunlarin kombinasyonunun Enterococcus
faecalis tizerindeki antibakteriyel etkinliginin herhangi bir konake1 faktdriintin katilmadig: saf in vitro deney sartlart altinda test etmektir.

Gereg ve Yontem: Enterococcus faecalis A197A kokeni tripton soya besiyerinde ¢ogaltildi ve siispansiyon standardize edildi. Dért mm ¢apinda
filtre kagidi diskleri, hazirlanan bakteri siispansiyonu igerisinde kontamine edilerek teflon gozlere yerlestirildi. Kalsiyum hidroksitin doymus
sulu ¢ozeltisi [Ca(OH)2-su], kalsiyum hidroksitin % 0.5’lik klorheksidin i¢erisindeki doymus ¢ozeltisi [Ca(OH)2-CHX], % 0.5’lik klorheksidin
diglukonat (CHX) veya pozitif kontrol olarak fosfat-tamponlu salin (PBS) 75 pL hacimlerde pipetlenerek gozlere alindi. Diskler 37°C’de 1 veya
24 saat enkiibe edildi. Diskler gozlerden ¢ikartilarak 2 mL PBS igerisine atild1 ve cam boncuk esliginde vortekslendi. Seri diliisyon ardindan 25
pL damlalar halinde tripton soya agar izerine ekim yapildi. Plaklar 37°C’de bir giin enkiibe edildi ve koloni sayilar1 incelendi.

Bulgular: Dezenfektanlara 1 ve 24 saat maruz birakilan 6rneklere ait plaklarin higbirinde bakteri tiremesi goriilmedi. Kontrol olarak PBS
uygulanan kagit disklerde bakteri tiremesi goriildii; 1 ve 24 saatlik 6rnekler arasinda bakteri sayis1 bakimindan anlamli fark bulunmadi (6.45+0.09
ve 6.40+0.14 logl 0OCFU/mL, sirastyla; p>0.05).

Sonug: Dentin faktoriintin katilmadigi in vitro sartlarda Ca(OH),-su, CHX ve Ca(OH),-CHX kombinasyonu ¢ok iyi antibakteriyel etki gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Antimikrobiyal, bakteri, dezenfeksiyon, endodonti, Enterococcus faecalis

SUMMARY

Objective: To investigate the antibacterial activity of two endodontic disinfectants (calcium hydroxide and chlorhexidine) and their combination
on Enterococcus faecalis in pure in vitro conditions.

Material and Method: Enterococcus faecalis A197A was grown in tryptone soy broth and the bacterial suspension was standardized. Filter
paper discs with 4 mm diameter were dipped into the bacterial suspension and placed in teflon wells. Saturated solution of calcium hydroxide in
water [Ca(OH)2-water] or in chlorhexidine 0.5 % [Ca(OH)2-CHX], chlorhexidine digluconate 0.5 % or phosphate-buffered saline (PBS; control)
were added to wells at a volume of 75 uL. The discs were treated either for 1 or 24 hours, removed from wells, added into tubes containing 2 mL
of PBS and glass beads and vortexed. Following serial dilution, 25 puL droplets were seeded onto tryptone soy agar plates. The plates were
incubated at 37°C for one day and colonies were counted.

Results: No bacterial growth was observed for samples exposed 1 or 24 h to disinfectants. Bacterial growth was observed in the control group;
no significant difference was found between the 1 and 24 h groups (6.45+0.09 and 6.40+0.14 logl 0CFU/mL, respectively; p>0.05).

Conclusion: In in vitro conditions, Ca(OH),-water, CHX and Ca(OH),-CHX combination exhibited very strong antibacterial activity
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GIRiS

Bakteriler, pulpal ve periradikiiler iltihabi hasta-
liklarin meydana gelmesinde ana etkenlerdendir!®!.
Bu nedenle, endodontik tedavinin baslica amaci kok
kanal sistemini bakterilerden arindirmak ve yeniden
bakteri cogalmasina izin vermemek {izere sizdirmaz
bir sekilde doldurmaktir.

Enterococcus faecalis Gram-pozitif, fakiiltatif
anaerobik, hareketsiz, spor olusturmayan, kok sek-
linde bakteridir. Hastane kaynakli (nozokomiyal) en-
feksiyonlarda rol oynayan baslica bakterilerden biri
olup, bagisiklik sistemi zayif hastalarda 6liimciil en-
feksiyonlara yol agabilmektedir®. Bunun yanisira en-
dodontik enfeksiyonlarda da rol oynamaktadir;
kanal tedavisine ragmen iyilesmeyen inat¢1 perira-
dikiiler lezyonlu dislerin kanal drneklerinin biiyiik
kisminda Enterococcus faecalis bulunmaktadir!®!’,
Bunun en 6nemli nedenlerinden biri bakterinin gii-
niimiizde en sik kullanilan endodontik dezenfektan-
larla etkin bir sekilde yok edilememesidir'>2°,
Kimyasallara kars1 bu diren¢ kismen bakterinin ge-
lismis stres-cevap mekanizmalar1 ve hiicre mem-
kaynakli  proton-transport
aciklanmaktadir!>>14, Bunun yanisira dentin, kolla-

brani sistemi  ile
jen ve serum gibi konakg1 faktdrlerinin de deney or-
taminda bulunmasi bakterinin hayatta kalmasini
¢ogunlukla bakteri lehinde etkilemektedir®!2. Den-
tin varliginda Enterococcus faecalis, kalsiyum hid-
roksit-su karigimindan ¢ok az etkilenirken, kalsiyum
hidroksit-klorheksidin kombinasyonu veya yalnizca
klorheksidin bakteri lizerinde daha iyi antibakteriyel
etki gostermektedir>®!3.

Bu ¢alismanin amaci, iki endodontik dezenfek-
tanin (kalsiyum hidroksit ve klorheksidin) ve bunla-
rin kombinasyonunun Enterococcus faecalis iizerin-
deki antibakteriyel etkinliginin herhangi bir konakg1
faktoriiniin katilmadigi in vitro deney sartlar altinda
test etmektir.

GEREC VE YONTEM
Bakteri kiiltiirii

Bu deneyde Enterococcus faecalis A197A ko-
keni'® kullanildi. Buzdolabinda +4°C’de agar plakla-
rinda muhafaza edilen bakteri kiiltiiriinden tek koloni
secilerek 50 mL tripton soya besiyerine (TSB, Oxoid
Ltd., Ingiltere) inokiile edildi ve bir gece 37°C’de en-
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kiibe edildi. Bakteri siispansiyonu yogunlugu ODs4(
=(0.4’¢ ayarlandu.

Dezenfektanlar

Kalsiyum hidroksitin doymus sulu ¢ozeltisi
[Ca(OH)y-su]: 100 mL steril distile suda 2 g kalsi-
yum hidroksit tozunun (Merck, Almanya) iki giin ¢6-
zlilmesiyle elde edildi. Kullanimdan 6nce siipernatant
pipetle alinarak 0.2 pm por-capl filtreden gegirildi.
Kalsiyum hidroksitin klorheksidin icerisindeki doy-
mus ¢ozeltisi [Ca(OH),-CHX]: 100 mL % 0.5°lik
klorheksidin diglukonat (Sigma, Amerika) icerisinde
2 g kalsiyum hidroksit tozunun (Merck, Almanya) iki
glin ¢oziilmesiyle elde edildi. Cozelti kullaniomdan
once yukarida bahsedilen sekilde filtre edildi. Ayrica
% 0.5’lik klorheksidin diglukonat ¢ozeltisi (CHX)
test edildi. Pozitif kontrol olarak fosfat-tamponlu
salin (PBS) ¢ozeltisi kullanildi.

Deney diizeni

Bu deneyde Waltimo ve arkadaglari®?? tarafin-
dan gelistirilen filtre kagidi yontemi modifiye edile-
rek kullanildi. Bu yontem, standart filtre kagidi
disklerine mikroorganizma siispansiyonu emdirilme-
sini ve boylelikle tagmabilir ve birbirine denk test he-
defleri olusturulmasini igerir. Caligmamizda modifiye
edilmis baslica unsurlar: test edilen mikroorganizma
tiirti/kdkeni, emdirme siiresi ve uygulanan dezenfek-
tan miktaridir. Calismada 4 mm ¢apinda filtre kagidi
diskleri (n=8; Whatman no.3: Whatman, Ingiltere),
hazirlanan bakteri siispansiyonu igerisinde 1 dakika
bekletildi ve sivinin fazlasi siizdiiriilerek diskler 5
mm c¢apinda, 3 mm derinliginde steril teflon gozlere
yerlestirildi. Herbir dezenfektandan gozlerin alabile-
cegi 75 pL hacim pipetle ¢ekilerek disk tizerine
alindi. Teflon kalip, tabani1 su dolu, kapakl bir kutuya
konularak 37°C’de 1 veya 24 saat enkiibe edildi. Bu
stire sonunda diskler gozlerden ¢ikartildi, dezenfek-
tanin fazlas siizdiiriilerek diskler 2 mL PBS igerisine
atildi. Herhangi bir nétralizasyon islemi yapilmadi;
deneyden once yapilan bir metodolojik ¢alismada,
kagit filtre lizerinde taginan az miktarda dezenfekta-
nin 2 mL’lik PBS igerisinde sulanmasinin ardindan
belirgin bir antimikrobiyal etkisinin kalmadig tespit
edilmisti. PBS icerisinde cam boncuklarla beraber 30
sn vorteksleme ve seri diliisyon ardindan 25 pL dam-
lalar halinde TSA tizerine ekim yapildi. TSA plaklari
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37°C’de bir giin enkiibe edildi ve koloni olusumu in-
celendi. Deney 8 paralel seklinde yiiriitiildii. Dene-
yin bakteri saptama limiti 40 CFU/mL’ydi. Bakteri
sayilari logy( degerlerine doniistiiriildiikten sonra,
veri t-testi ile % 5 anlamlilik diizeyinde istatistiksel
olarak analiz edildi.

BULGULAR

Dezenfektanlara 1 ve 24 saat maruz birakilan or-
neklere ait plaklarin higbirinde bakteri tiremesi go-
riilmedi. Dezenfektan yerine kontrol olarak PBS
uygulanan kagit disklerde bakteri iremesi goriildi; 1
saat PBS’ye maruz birakilan drneklerde 6.45+0.09
(ortalamadstandart sapma) LogCFU/mL ve 24 saat
PBS’ye maruz birakilan Orneklerde 6.40+0.14
LogoCFU/mL kiiltiire-edilir bakteri bulundu. Bu iki
deger arasinda anlamli fark bulunmadi (p>0.05).
Deney sonuglar1 Sekil 1°de gosterilmektedir.

TARTISMA

Endodontik tedavinin baslica amaclarindan biri
kok kanal sistemindeki mikroorganizmalarin yok
edilmesidir. Kok kanal enstriimantasyonuyla mikro-
organizmalarin tamami uzaklagtirilamamakta ve bu
nedenle dezenfektan etkinligi bulunan irrigasyon ¢o-
zeltileri ve pansuman maddeleri kullanilmaktadir.
Kalsiyum hidroksit, klorheksidin ve bunlarin kombi-
nasyonu endodontik tedavide sik kullanilan dezen-
fektanlardir. Bu ¢alismanin ana bulgusu in vitro
sartlarda Ca(OH),, CHX, ve Ca(OH),-CHX kombi-
nasyonunun ¢ok iyi antibakteriyel etki gosterdigidir.

Dezenfektanlann antibakteriyel
etkinligi

01 saat
m 24 saat

Log10 CFUImL
O = K W ok O 3~

Ca(OH)2- Ca(OH)2- CHX PBS
su CHX

deney gruplan

Sekil 1. Dezenfektanlara veya PBS’ye (kontrol) 1 veya 24 saat sireyle maruz
birakilan bakteri-emdirilmis filtre kagidi disklerine ait kiltiir sonuclari (n=8)
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Bu ¢alismada kullanilan filtre kagidi yontemi,
kolay ve hizli olmasi ve 6rnekler arasinda diisiik stan-
dart sapma gdstermesi gibi avantajlara sahiptir. Diger
taraftan, bulgular yorumlanirken bu yontemin kisit-
lamalar1 goz oniinde bulundurulmalidir. Ornegin,
serum, kan, kollajen gibi konak¢i faktdrlerinin deney
diizeninde bulunmayisi bu yontem ile elde edilen so-
nuglarin in vivo paralelligini kisitlamaktadir. Benzer
sekilde, bakteri i¢in korunma saglayan dentin tiibiil-
lerinin bu yontemde bulunmayisi, sonuglarin dezen-
fektan lehine gozitkmesine yol agabilmektedir. Ancak
yine de bu deney diizeninde ortam her test maddesi
icin ayniydi ve bu deneyde amag konake1 faktorleri-
nin olmadig1 bir ortamda bakterinin yalnizca kendi
korunma mekanizmalariyla ne derece dayanabildigini
incelemekti.

Filtre kagidi yontemi ile daha 6nce endodontik
dezenfektanlarin Candida albicans ve Enterococcus
faecalis’e kars1 antimikrobiyal etkinlikleri incelen-
mistir?’-?2. Bu ¢alismalarin birinde, direngli bir kanal
patojeni olan C. albicans % 0.5’lik CHX asetat ile
¢ok kisa stirede elimine edilirken, Ca(OH), nin doy-
mus sulu ¢ozeltisi 1 ve 24 saatte etkili olmamus,
Ca(OH),-CHX doymus ¢dzeltisi ise 1 saatte kismen,
24 saatte ise tamamen etkili olmustur®. Enterococ-
cus faecalis ise 1 saat siiresince Ca(OH), nin doy-
mus sulu ¢ozeltisine maruz birakildiginda, hayatta
kalan bakteri say1s1 % 0.007’ye kadar azalmis, ancak
tamamen yok edilememistir?'. Bu noktada, burada su-
nulan ¢alismayla Waltimo ve arkadaslari®>' ¢alismasi
sonuglar1 arasinda bir ayrilik vardir. Bu da test edilen
bakteri kdkenlerinin, bakteri slispansiyonlarinin ha-
zirlaniglariin ve ekim yapilan kati besiyeri ortamla-
rmmin  farkhiligi  gibi metodolojik farkliliklarla
aciklanabilir. Filtre kagid1 yontemi, dezenfektanlarin
test edilmesinde kullanilabildigi gibi yeni karistiril-
mis kanal patlarinin antibakteriyel etkinliginin test
edilmesinde de kullanilmistir''.

Enterococcus faecalis siispansiyonlarinin ko-
naker faktorleri dahil edilmeden dezenfektanlara karsi
test edildigi ¢alismalar oldukga kisitlidir. Bunlardan
biri esasen metodolojik bir ¢alisma olup Enterococ-
cus faecalis siispansiyonlar1 % 2’lik CHX ile 1 saat,
Ca(OH), ile 1 hafta siiresince muamele edilmis ve
sonucunda her iki grupta da negatif kiiltiir elde edil-
mistir*. Bir diger ¢alismada ise ‘dogrudan temas’ testi
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yoluyla FEnterococcus faecalis siispansiyonlari
Ca(OH);-su pat1, Ca(OH)»-% 2 CHX pati ve % 2
CHX jeli ile 24-gozli hiicre kiiltiir plagi gozlerinde
muamele edilmistir’. Bunun sonucunda, bakterinin
Ca(OH),-su pati ile en erken 24 saatte, Ca(OH)»-%
2 CHX pati ile en erken 1 saatte, % 2 CHX jeli ile 1
dakikada elimine edildigi bulunmustur’. Bahsedilen
¢aligmada Ca(OH),-su patinin bizim ¢aligmamizin
bulgusuna kiyasla daha ge¢ bakteri eliminasyonu
yapmasinin nedeni, pat halindeki materyalin etkisini
gosterebilmesi i¢in dncelikle ¢ozlinmesi ve reaktif
hidroksil iyonlarin1 (OH") agiga ¢ikarmasi gereklili-
gidir. Halbuki, bizim ¢alismamizda zaten ¢ozliinmiis
Ca(OH), kullamilmisti; dolayistyla antibakteriyel etki
daha ¢abuk gozlendi. Gomes ve arkadaslari’ galig-
masinin CHX ve Ca(OH),-CHX kombinasyonu ile
ilgili kisimlari, test edilen CHX dozunun bizim ¢a-
lismamizda test edilenkinden daha yiiksek olmasi ile
beraber, bizim bulgularimiza benzerlik géstermekte-
dir.

Ca(OH), ve CHX’in burada sunulan ¢alismada
gosterilen yiiksek etkinliginin dentin silindiri veya
kok kanali enfeksiyon modellerinde tekrar edileme-
digi gorilmektedir'>?. Bunun nedenleri arasinda den-
tinin dezenfektanlar tizerindeki notralize edici etkisi®
ve reaktif iyonlarin dentin tiibiilleri boyunca difiiz-
yon gostererek tiibiil derinligindeki bakteriye ulasa-
bilmeleri gerekliligi basta gelmektedir. Planktonik
(serbest-yiizer) bakteri lizerinde dldiiriicli olabilecek
doz bu engelleri asarak bakteriye ulassa bile biofilm
organizasyonu igerisindeki veya dentin organik kom-
ponentine baglanmis bakteri etkili doza direng gos-
terebilmektedir'>!3, Bunun yanisira bakterinin
olumsuz kosullara yiliksek adaptasyon yetenegi onun
oldiiriicti dozlardan korunmasini saglamaktadir’->>14,

Dentin faktoriiniin katilmadigi bu ¢alismanin so-
nucunda: dezenfektanlarin aslinda bakteri tizerinde
¢ok etkili oldugu anlagilmis, bakterinin bahsedilen
adaptasyon mekanizmalarinin bu kadar yiiksek de-
zenfektan konsantrasyonlarinda bakteriyi koruyama-
di1g1 goriilmiistiir.
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