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Ozet

iki Farkh Ucucu Yag Ile Kanstinlmis Kalsiyum Hidroksit’in
Antibakteriyel Ve Antifungal Etkinliklerinin Degerlendirilmesi

COSAN, Gokalp
Doktora, Endodonti Anabilim Dah
30/06/2022, 125 sayfa

Kalsiyum hidroksit Ca(OH)2, kok kanal tedavisi sirasinda kok kanal
dezenfeksiyonu i¢in rutin olarak kullanilan bir materyaldir. Dogal {iriinlerin
antibakteriyel etkiler acisindan biiyiik potansiyele sahip oldugu bilinmektedir. Bu
calismada, Origanum dubium (O. dubium) ve Mentha spicata (M. spicata) ugucu
yaglar1 kullanilarak alternatif ve etkili bir kanal i¢i medikaman olusturulmasi
amaclanmistir. Kibris, Lefke'den toplanan O. dubium ve M. spicata ayr1 ayri
hidrodistilasyon’a tabi tutulmustur. Elde edilen ugucu yag bilesimleri Gaz
Kromatografisi (GC) ve Gaz Kromatografisi/Kiitle Spektrometrisi (GC-MS) ile es
zamanl olarak analiz edilmistir. Daha sonra gruplar belirlenerek, esit
konsantrasyonda Ca(OH): ile karistirilmiglardir. Pat haline getirilen karigimlarin
antimikrobiyal etkinlikleri kok kanalinda en yaygin direngli patojen
mikroorganizmalar olan Enterococcus faecalis ve Candida albicans tizerinde test
edilmistir. Patlarin antibakteriyel aktivitesi, disk difiizyon yontemi kullanilarak
belirlenmistir. GC ve GC-MS analizleri neticesinde, O. dubium’da bulunan en yaygin
bilesen karvakrol (%75.8), M. spicata'da ise karvon (%71.3) olarak saptanmuistir. O.
dubium ugucu yag1 iceren ¢aligma gruplart hem E. faecalis (Enterecoccus faecalis)
hem de C. albicans (Candida albicans) iizerinde test edildiginde antimikrobiyal
aktivitelerin diger gruplara kiyasla daha anlaml1 ve daha yiiksek oldugu sonucuna
vartlmistir. Sonuglar ayrica M. spicata'nin Ca(OH); ile birlikte 72 saat siireyle inkiibe
edildiginde C. albicans iizerinde 6nemli bir antifungal etki gosterdigini gostermistir.
M. spicata'nin C. albicans iizerinde etkili bir antimikrobiyal ajan oldugu, O.
dubium'un ise hem E. faecalis hem de C. albicans iizerinde ¢ok etkili oldugu

bulunmustur. Bu veriler 1s1ginda, O. dubium ve M. spicata ugucu yaglarinin,



gelecekteki rutin klinik uygulamalarda alternatif bir kanal i¢i medikaman uygulamasi

icin umut verici aday olabilecekleri diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: endodonti; ugucu yaglar; antimikrobiyal; antibakteriyel; E.

faecalis, C. albicans, kalsiyum hidroksit
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Abstract

Evaluation Of Antibacterial And Antifungal Effects Of Calcium Hydroxide
Mixed With Two Different Essential Oils

COSAN, Gokalp
PhD, Department of Endodontics
30/06/2022, 125 page

Calcium hydroxide is a routinely used material for root canal disinfection
during root canal treatment. Natural products have great potential in terms of their
antibacterial effects. This study aimed to establish an effective alternative intracanal
medicament using Origanum dubium (O. dubium) and Mentha spicata (M. spicata)
essential oils. O. dubium and M. spicata, collected from Lefke, Cyprus, were
separately subjected to hydrodistillation. The obtained essential oil compositions
were analysed simultaneously by gas chromatography (GC) and gas
chromatography/mass spectrometry (GC-MS). The compositions were then divided
into groups and mixed with calcium hydroxide at a 1:1 concentration; after that, the
pastes were tested on Enterococcus faecalis (E. faecalis) and Candida albicans (C.
albicans), which are the most common resistant pathogenic microorganisms in the
root canal. The antibacterial activity of the pastes was measured using a disk
diffusion assay. The GC and GC-MS analyses revealed that O. dubium and M.
spicata had major compositions of carvacrol (75.8%) and carvone (71.3%),
respectively. Antimicrobial activity was found to be significantly higher when study
groups with O. dubium essential oil were applied to both E. faecalis and C. albicans.
The results also show that M. spicata, together with calcium hydroxide,
demonstrated a significant antifungal effect on C. albicans when incubated for 72 h.

M. spicata was found to be an effective antimicrobial agent on C. albicans, whereas
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O. dubium was found to be very effective on both E. faecalis and C. albicans. These
data demonstrate that these natural essential oils may be promising candidates for

alternative intracanal medicament in future routine clinical applications.

Keywords: endodontics; essential oils; antimicrobial; antibacterial; E. faecalis; C.

albicans; calcium hydroxide
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BOLUM I

Giris

Basaril1 bir endodontik tedavi i¢in kok kanallarindan mikroorganizmalari
elimine etmek son derece 6nemli bir asamadir (Alghamdi & Shakir, 2020; Barbosa-
Ribeiro vd., 2016). Mikroorganizmalarin kok kanallarindan etkin bir sekilde elimine
edilmedigi durumlarda, direngli bir enfeksiyon olusabilmekte ve kanal tedavisinin
basarisiz olmasina neden olabilmektedirler (Alghamdi & Shakir, 2020). Dis
hekimliginde Enterococcus faecalis (E. facecalis), 6zellikle apikal periodontitis
teshisi konulan vakalarda yaygin olarak izole edilen gram pozitif bir bakteri olup,
ikincil endodontik enfeksiyonlara sebep olan ana patojen olarak bilinmektedir
(Barbosa-Ribeiro vd., 2016). E. faecalis, bakterilerin canliligini devam ettiremeyecek
kadar zorlu, besin bakimindan fakir ve pH’1 11.5’lere kadar ulasabilen yiiksek alkali
ortamlarda bile canliligini siirdiirebilmektedir. Bu patojen, kok kanal duvarlarinda bir
biyofilm olarak biiyliyiip cogalma kapasitesine sahiptir ve diger patojen tiirlerinden
herhangi bir sinerjetik destegi olmaksizin tedavi edilen kanallarda tek basina
enfeksiyona neden olabilmektedir. Ayrica E. faecalis, endodontik tedavi sirasinda
uygulanan antimikrobiyal ajanlara kars1 yiliksek direnci ile bilinmektedir (Estrela vd.,
2008.; Murad vd., 2012.). Bununla birlikte, basarisiz kanal tedavileri ile iliskili
oldugu bilinen tek inat¢1 patojen E. faecalis degildir. C. albicans (Candida albicans),
ag1z boslugunda bulunan en yaygin kommensal ve patolojik mantarlardan biridir
(Barrett vd., 1998). C. albicans, tekrarlayan periradikiiler lezyonlarin sebebi olan,
inat¢1 veya ikincil endodontik enfeksiyonlara bagli basarisiz kanal tedavilerinin %7-
18'inde yaygin olarak bulunan yuvarlak/oval sekilli gram pozitif bir mantardir
(Srikumar vd., 2020).

Endodontik tedavi esnasinda yukarida bahsedilmis olan sorunlar1 gidermek
igin gesitli prosediirler uygulanmaktadir. Mekanik enstriimantasyon ve irrigasyon,
endodontik tedavinin basarisi iizerinde biiyiik etkisi oldugu gosterilen prosediirlerden
sadece birkacidir. Ayrica, tedavi seanslar arasinda yapilan kanal i¢ci medikasyon
uygulamasi, kok kanal sistemini iyi bir sekilde dezenfekte eden ve yaygin olarak

uygulanan kritik bir diger asamadir (Martinho vd., 2018). Kanal i¢i medikasyon



uygulamasinda kullanilan medikamanlarin kullanim amaci, kok kanal sistemindeki
mikroorganizmalarin ve bu mikroorganizmalarin yan {iriinlerinin miktarini 6nemli
oOl¢iide azaltarak dezenfeksiyonu saglamaktir. Ayrica, mikroorganizmalarin ve yan
tirtinlerinin sebep oldugu doku hasarini 6nlemek i¢in kok kanallarinin dezenfekte
edilmesi son derece 6nemlidir (Donyavi vd., 2016; Takushige vd., 2004). Bu amagla
giiniimiizde klinikte en sik kullanilan kanal i¢i medikaman Ca(OH)2’dir (Samir
Abouelenien vd., 2018).

Kalsiyum hidroksit (Ca(OH)2), molekiiler agirligi 74.09 gram ve pH’1
yaklasik 12,5-12,8 olan kokusuz beyaz renkte toz bir yapiya sahiptir. Bu nedenle
stvilarla temas etmesi halinde kimyasal olarak giiclii bir bazik etki gostermektedir
(Ba-Hattab vd., 2016). Ca(OH)2 antimikrobiyal etkisini, sivilarla karigtirildiktan
sonra kalsiyum (Ca?*) ve hidroksil (OH") iyonlaria ayrismasiyla gostermektedir. Bu
iyonlar olduk¢a oksidan anyonlardir ve ¢esitli biyomolekiillerle yiiksek derecede
reaksiyona girebilmektedir (Rehman vd., 1996). Ca(OH).’nin esas etkinligi pH’1
yiikselten bu iyonlarin etkilerine dayanmaktadir (Estrela & Holland, 2003). Olusan
alkali ortam, esterlesmis yag asitlerini uzaklastirarak ve kimyasal yapilarini
degistirerek bakteriyel lipopolisakkaritleri (LPS) detoksifiye etmektedir. Sonug
olarak, bakteriyel sitoplazmik membran biitiinliigii bozulmaktadir (Ba-Hattab vd.,
2016; Estrela & Holland, 2003; Rehman vd., 1996; Safavi & Nichols, 1993; Sharma
vd., 2018). Bu OH" iyonlari, difiizyondan sonra dogrudan veya dolayli temas yoluyla
tiim kok kanal sisteminde antimikrobiyal etki gostermektedir (Solak & Oztan, 2003).
Bununla birlikte, Ca(OH)2, kok kanallarinda bulunan tiim mikroorganizma tiirlerine
kars1 esit derecede etki gostermemektedir (Gomes vd., 2002). E. faecalis'in
Ca(OH)2’ye direngli olmast, aragtirmacilari yeni antimikrobiyal ajanlar1 ve alternatif
olarak etkilerini arastirmaya yoneltmistir (Madhubala vd., 2011). Yoo ve arkadaslari,
ag1z boslugunda yaygin olarak bulunan bir diger patojen C. albicans’in da
Ca(OH)2’ye kars1 bir miktar direng gosterdigi bildirilmistir. 2022 yilinda Thienngern
ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismanin sonuglarina gére, Ca(OH)2’nin C.
albicans’a kars1 etkisiz oldugu bildirilmistir. Bu nedenle rutin endodontik tedavi
protokolleri i¢in yeni alternatif tedavi yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir
(Thienngern vd., 2022; Yoo vd., 2020).

Tarih boyunca dogadan toplanan bitkiler ve bu bitkilerden elde edilen iirtinler
ile bir¢ok hastaligin tedavisi miimkiin olmustur. Bu dogal {irtinler, 6zellikle ugucu

yaglar, sahip olduklart yiiksek antimikrobiyal aktiviteleri ile de bilinmektedirler



(Winska vd., 2019). Ugucu yaglar hem Gram pozitif hem de Gram negatif bakterilere
ayrica C. albicans da dahil olmak iizere diger birgok mantar tiiriine kars1 yiiksek
etkiye sahiptirler (Park vd., 1998). Calismada kullanilan Kibris dag kekigi
(Origanum dubium Boiss. veya O. dubium) ve Kibris bah¢e nanesi (Mentha spicata
L. veya M. spicata) igeriklerinin analizleri sonucunda sirasi ile karvakrol ve
karvon’un major bilesenler olduklar1 saptanmistir. Bu bitkilerden elde edilen ugucu
yaglarin yiiksek antimikrobiyal potansiyele sahip oldugu bilinmektedir. Karvakrol’iin
kekik ve oregano tiirlerinde yiiksek miktarda bulundugu bilinmektedir. Karvakrol
ayni zamanda genis bir antimikrobiyal aktiviteye sahip olmasi nedeniyle klinikte
giincel kullanilan medikamanlari destekleyici veya tamamiu ile yerini tutabilecek bir
ajan oldugu diistiniilmektedir. Karvakrol antimikrobiyal etkisini, ATPaz aktivitesini
bloke ederek ve bakteri hiicre zarlarinin gegirgenligini artirarak gostermektedir.
Karvakrol sadece mikrobiyal kolonizasyonu engellemekle kalmaz, ayni zamanda
patojenlerin antibakteriyel ajanlara duyarliligini da arttirmaktadir (Sinha & Sinha,
2014).

Yiiriitiilen bu in vitro ¢alismada, ilk olarak, agiz boslugunda bulunan en
yaygin iki direngli mikroorganizma olan E. faecalis ve C. albicans’a karsi, Ca(OH)>
ile kombine edilmis veya tek basina kullanilan iki farkli ugucu yagin (O. dubium ve
M. spicata) antimikrobiyal etkilerinin analiz edilmesi amaglanmistir. ikinci olarak
ise, endodontik tedavinin basarisizligini 6nlemek igin kullanilabilecek potansiyel
kanal i¢ci medikaman kombinasyonlar1 hakkinda 6n verilerin saglanmasi
amaglanmistir. Caligmanin farksizlik hipotezi su sekildedir; O. dubium ve/veya M.
spicata ugucu yagi, E. faecalis ve/veya C. albicans iizerinde antimikrobiyal bir

etkiye sahip olmayacagidir.



BOLUM I

Genel Bilgiler

Endodontik Enfeksiyonlar ve Endodontik Mikrobiyoloji

Kok kanal tedavisi uygulanmamig saglikli ve canli bir digin kok kanal sistemi
steril durumdadir (Taschieri vd., 2014). Agiz boslugundan farkli olarak, normal
kosullarda bu dislerin kok kanal sisteminde mikroorganizma bulunmamaktadir. Steril
kok kanal sisteminde herhangi bir mikroorganizmaya rastlanirsa, mikroorganizma
potansiyel olarak patojen kabul edilmektedir. Ciiriik veya travma gibi ¢esitli
nedenlerle mikroorganizmalar kok kanal sistemine ulastiginda, sirasiyla pulpitis,
pulpa nekrozu ve periapikal periodontitisin olusmasina kadar farkli endodontik
hastaliklarin gelismesine yol agabilmektedir. Travma gibi nedenler ile gelisen pulpa
nekrozu kendi basina periapikal dokularda hasara neden olmaz iken, ortama herhangi
bir patojen mikroorganizma dahil oldugunda periapikal periodontitis gelismektedir.
Periapikal periodontitis enfekte olan kok kanal sistemine periapikal dokularin ve
viicudun savunma sisteminin verdigi inflamatuar bir yamttir (Persoon & Ozok,
2017).

Saglikli bir oral ekosistemde, agiz boslugunda bulunan mikrobiyota ile konak
kommensal bir yasam siirdiirmektedirler. Kisinin diyeti karbonhidratlar bakimindan
zengin olarak degistiginde agiz ortamindaki bazi mikroorganizmalar sayica artarak
dominant hale gelmeye baslayabilirler. Bunun sonucunda dis ¢liriigii gelisimi veya
kok kanal sisteminin bu mikroorganizmalar ile enfekte olmasi miimkiin hale
gelmektedir. Kok kanal sistemindeki ekolojik kosullar agiz boslugu ile farkliliklar
gostermektedir. Bu nedenle agiz boslugunda patojen etkiye sahip olmayan
mikroorganizmalar kok kanal sisteminde farkli bir mikrobiyal topluluk
yaratabilmektedir. Kok kanal sistemindeki mikrobiyal toplulukta biiyiik ve farkli
degisimler meydana gelse de konak savunma sisteminin gosterdigi hastalik
aktivitesine gére meydana gelen endodontik hastaliklar semptomatik veya
asemptomatik bir seyir gosterebilmektedirler (Anderson vd., 2013).

Pulpa ve periradikiiler dokularda meydana gelen hastaliklar genel olarak
patojen mikroorganizmalarla iligkilidirler (Dudeja vd., 2015). Kok kanal sistemi

herhangi bir nedenden dolay1 agiz ortamu ile direkt / dolayli olarak temas ettiginde ve



viicudun bagisiklik sistemini baskilayan herhangi bir neden oldugu taktirde
endodontik hastaliklar goriilebilmektedir (J. F. Siqueira & Rogac, 2009). Kok
kanallarinda gelisen mikrobiyal topluluk polimikrobiyal bir yapidadir ve bu nedenle
gelisen endodontik hastaliklar da polimikrobiyal enfeksiyonlardir. Bu polimikrobiyal
yapinin bilesimi, kok kanal ekolojisi ve tiirler aras1 etkilesimlerle desteklenerek
zamanla olusan bir durumdur. Enfeksiyonun ilk evreleri sirasinda, pulpadaki ytliksek
oksijen basinci ve agiz boslugunda bulunan bol miktarda besin maddesinin katkisi
kok kanal siteminde fakiiltatif bakterilerin gelismesine, mikroorganizmalarin
cogalmasina ve genel ¢esitlilige yol agmaktadir (Fabricius vd., 1982).

Endodontik lezyonlardan elde edilen mikrobiyolojik kiiltiir sonuglarina gore,
biokiitle ve ¢esitlilik bakimindan en sik rastlanan mikroorganizma tiirii bakterilerdir
(Singh, 2022). Tedavi edilmeyen dis ¢iiriigii, travma, pulpitis, pulpa nekrozu ve
apikal periodontitis, periapikal apse ve kistik lezyonlar ilerde daha direngli
endodontik hastaliklara yol acabilmektedir. Enfeksiyonun pulpadan periapikal
bolgeye ilerlemesi ile digin biitiinliigii ve bireyin sistemik saglig1 tizerinde olumsuz
etkiler goriilebilmektedir. Endodontik tedavinin basarisizlig1 sadece hasta i¢in degil
hekim i¢in de istenmeyen bir durumdur(KS & Mathew, 2018).

Genel olarak bakteriler derin dentin ¢liriigiiniin pulpaya ulasmasiyla veya agiz
icerisinde olan mevcut restorasyonlarin mikrosizint1 yapmasi ile pulpaya ulasip
yerlesmektedirler. Derin dentin ¢iiriigii igerisinde dominant olarak bulunan bakteriler
curiigiin farkli bolgelerinde c¢esitlilik gosterebilmektedirler. Ciirlik dentin yiizeyinden
siklikla fakiiltatif bakteri olan Streptococcus mutans izole edilirken, kavite
tabanindaki mikrobiyota daha karigiktir ve dominant olarak Eubacterium,
Propionibacterium ve Bifidobacterium gibi gram pozitif anaerop ¢okmaklar,
Actinomyces ve Lactobacillus tiirleri bulunmaktadir (Love & Jenkinson, 2002).
Periodontal cepte bulunan bakteriler, travma kaynakli hasar almis periodonsiyumun
kan damarlar1 aracili8i ile pulpaya ulasabilmektedirler. Ayrica bu bakteriler
“Anakorezis” denilen kan dolasimi yoluyla da pulpaya ulasabilmektedirler (Drucker
vd., 1997).

Kok kanallarindaki mikrobiyotanin teshisi i¢in transmisyon elektron
mikroskobu (TEM), 1s1k mikroskobu ve kiiltiir yontemleri kullanilmaktadir. Ancak
bu yontemler enfekte kok kanallarinda mikrobiyotanin ger¢ek topografisinin

belirlenmesi i¢in sinirlidir (Sen vd., 1995). Yakin zamanda bu yontemlere ek olarak



16S rRNA analizi ile oral kavitede yavas gelisen ve kiiltiire edilememis bakterilerin
teshisi yapilmistir (Slaton vd., 2017).

Enfekte kok kanalindaki mikrobiyotanin kompozisyonu; kok kanalindaki
oksijen miktar1 (redoks potansiyeli), bakteriler arasindaki sinerjistik etki, konagin
savunmasi ve patojenlerin besinlere ulasip uygun besinleri bulabilmesi gibi bazi
lokal faktorlere baghdir (Haapasalo vd., 2010). Enfekte kok kanallarinda
mikrobiyota kompozisyonunu belirlemek i¢in mikrobiyolojik 6rneklerin alinmasi
sonucu, kok kanallarindan kiiltiire edilen bakterilerin tiirli ve bu bakterilerin miktari
ile ilgili farkli veriler elde edilmistir. Enfeksiyonun hangi sathasinda 6rnek alindigi,
besiyerinin tipi, inkiibasyon ortami, mikroskop ve boyama metodu gibi faktorler
enfekte kok kanalindaki bakterilerin teshisi i¢in son derece onem arz etmektedir
(Baumgartner vd., 1999).

Endodontik enfeksiyonlarda, kok kanallari igerisinde besin durumu, ortam
pH’1, diistik oksijen basinci, 1s1, ortam asiditesi bakteri etkilesimleri ve konak
rezistansi gibi faktorler enfekte kok kanallarindaki mikrobiyota gesitliligini
belirlemektedir (Narayanan & Vaishnavi, 2010).

Birincil endodontik enfeksiyon varliginda enfekte kok kanalindaki
mikrobiyotanin biiyiik bir kismini anaerobik mikroorganizmalar olugturmaktadir.
Fakat anaeroblar etyolojik olarak pulpal hastaliklarin gelismesinde ikincil sebepler
olup, meydana getirdikleri enfeksiyonlar énceden aerob ve zorunlu anaeroblarin
yaptiklar1 enfeksiyonu takiben olusmaktadir (Baumgartner vd., 1999).

Enfeksiyon sebebi dominant olan zorunlu anaerobik patojenler olabilecegi
gibi, Lactobacillus, Actinomyces ve Streptococcus gibi mikroaerofilik ve fakiiltatif
bakteriler de enfeksiyona dahil olabilmektedir (Haapasalo vd., 2005).

Baz1 gram negatif bakteri tiirlerinin, bilhassa siyah pigmentli anaeroblar
(Phorphromonas, Provotella), Fusobacterium ve Peptostreptococcus tiirlerinin
endodontik enfeksiyonlarda yogun olarak bulundugu bildirilmistir (Gomes vd., 2004;
Pinheiro vd., 2003; José F. Siqueira vd., 2004). Pulpitis denilen pulpal enfeksiyonun
ilk evresinde fakiiltatif patojen mikroorganizma tiirleri dominant iken (Fabricious
vd., 1982), patojenlerin oksijen kullanimina bagli olarak birkag giin ya da birkag
hafta icerisinde ortam anaerobik hale gelmektedir. Zaman gegtikge 6zellikle kok
kanalinin apikal {iglii kisminda anaerobik ortam dominant hale gelmekte ve boylece
anaerobik patojen mikroorganizmalar fakiiltatiflere kars1 mikrobiyotada hakimiyet
kurmaktadirlar (Singh vd., 2020). Semptomatik dislerin mikrobiyota kompozisyonu



asemptomatik dislere kiyasla biiyiik farkliliga sahiptir (Siqueira & Rdogas, 2004). Bu
fark, semptomatik vakalardaki dominant tiirlerin degisikligi ve daha ¢ok sayida
patojen bulunmasina dayandirilabilirmektedir. Endodontik enfeksiyonlarda klinik
bulgularin bas géstermesinde, bir¢ok patojen tiiriiniin aralarindaki sinerjetik
etkilesimin, 6nemli bir faktor oldugu diistiniilmektedir (Gomes vd., 2004;
Khemaleelakul vd., 2002; Souza-Filho, 2003). Yapilan arastirmalara gore
semptomatik apikal periodontitisli dislerin etiyolojisinde basta siyah pigmentli
patojenler olmak iizere birkag tiirtin 6nemli rol oynadig: bildirilse de bazi
arastirmalarda semptoma sebep olan patojenlerin asemptomatik vakalarda da ayni
oranlarda goriildiigii bildirilmistir (Baumgartner vd., 1999; Khemaleelakul vd.,
2002).

Degisiklik gosteren kok kanal mikrobiyotasinda, agiz ortamu ile direkt iligkisi
olan kok kanallarinda aerobik ve agiz florasinda bulunan ayni mikroorganizmalar
kiiltiire edilirken, kapali kok kanallarinda mikroorganizma tiirleri daha az sayida
bulunmakta ve anaerobik mikroorganizmalar daha sik kiiltiire edilmektedir (Ando &
Hoshino, 1990).

Endodontik Enfeksiyonlarda Gériilen inat¢1 Mikroorganizmalar

Literatiirde kok kanal tedavisinin basarisiz olmasinda ekstraradikiiler
enfeksiyon veya non-mikrobiyal faktorlerin de sebep olacagini bildiren arastirmalar
da bulunmaktadir. Fakat inat¢1 ve tekrarlayan enfeksiyonlar genellikle ikincil
intraradikiiler enfeksiyonlar olup kok kanal tedavisinde basarisizligin ana nedenleri
olarak kabul edilmektedir. Rutin endodontik tedaviye kars1 gelisen bir inatg1
enfeksiyon durumunda gram pozitif bakterilerin dominant oldugundan soz edilebilir.
Gram pozitif bakteriler, gram negatiflere kiyasla daha direnglidir ve zor ortam
sartlarina daha rahat adapte olabilmektedir. Inatc1 ve tekrarlayan enfeksiyonlarda
siklikla kiiltiire edilen patojenler gram pozitif fakiiltatif veya anaerobikler olmak
tizere streptokoklar, P. micra, Propiyonibacterium tiirleri, Actinomyces tiirleri, E.
faecalis, Lactobacilli ve Olsenellauli’dir (Chu vd., 2006; Gomes vd., 1996, Rogas &
Siqueira, 2011). Primer apikal periodontitis vakalarinda ortamda anaerobik bakteriler
dominant iken, basarisiz endodontik tedavi sonrasi gelisen apikal periodontitis
vakalarinda siklikla izole edilen patojenler E. faecalis ve C. albicans’tir (Paz vd.,
2004; Haapasalo vd., 2005; Siren vd., 1997; Waltimo vd., 1999). Tedavisi basarisiz

olmus apikal periodontitis vakalarinda saptanan E. Faecalis sayisi, primer apikal



periodontitis vakalarina oranla dokuz kat daha fazla bulunmaktadir (Rogas vd.,
2004). Primer apikal periodontitis vakalarinda yiiksek oranda basarili bir tedavi elde
etme sebebi gram negatif mikrobiyotanin, kemomekanik preparasyon sonucu degisen
ekolojik ortama kars1 daha hassas oldugu esasina dayandirilmaktadir. Kemomekanik
preparasyon sonucu ortamda bulunan besin degerleri azaldigindan mikrobiyota
gelisip ¢ogalmaya devam edememektedir ve aynt zamanda gram negatif anaerobik
mikrobiyotalarin rutin tedavi prosediirlerine diger mikrobiyotalara kiyasla ¢ok daha
hassas oldugu bildirilmistir (Gomes vd., 1996).

Bakteriler kok kanali icerisindeki dentin tiibiillerine gelisi giizel dagilim
sergilemektedirler. Tiibiillerden biri tamamen bakteri barindirirken, bir digeri bakteri
icermeyebilmektedir. Bu bakteriler genellikle kok kanal merkezinden perifere dogru
bir yayilim gostermekte olup seyrek veya sik olarak bir yerlesim sergilemektedirler
(Ramachandran, 1987). Cekilmis disler lizerinde ¢alisan Peters ve ark. bakterilerin
kok kanal dentinine olan penetrasyonunu arastirmislar ve kok kanal dentinine %77-
87 oraninda bir bakteri penetrasyonu oldugunu bildirmislerdir (Peters vd., 2001).
Bagka bir ¢calismanin sonuglarina gére %80 oraninda anaerobik bakteri penetrasyonu
oldugu ayn1 zamanda kok kanalinda bakterilerin sergiledigi penetrasyon ile derin
dentin ¢iirtiglindeki bakteri penetrasyonu arasinda bir fark olmadigi bilgisi
bildirilmistir (Ando & Hoshino, 1990). Bagka bir ¢alismanin sonucuna goére kok
kanal dentininde bulunan tiibiiler kompozisyonun S. mutans ve S. gordonii’nin
penetrasyonuna engel oldugu fakat E. faecalis’in penetrasyonunu sadece azalttig
bildirilmistir (Love & Jenkinson, 2002).

Enterococcus faecalis

E. faecalis Viriilans Faktorleri. E. faecalis degisken viriilans faktorlerine
sahiptir. Bu faktorler baslica sitolisin, lizis enzimleri, aggregasyon faktorti,
feromonlar ve lipoteikoik asit olarak bilinmektedir (Gomes vd., 2008; Rogas vd.,
2004). Bu faktorler patojen bakteriye hayatta kalabilme ve enfeksiyon olusturabilme
kabiliyeti kazandirmaktadir (Upadhyaya vd., 2010). Sahip oldugu viriilans faktorleri
E. faecalis’in mevcut niteliklerine destek saglayabilir. Bu nedenle E. faecalis hayatta
kalabilme ve kok kanalinda inat¢1 patojen olarak yasam siirdiirebilme kabiliyetine
sahiptir (Jett vd., 1994).



Viriilans faktorleri sayesinde E. faecalis; Besin bakimindan fakir olan
ortamlarda uzun siire beslenmeden yasamini siirdiirebilmektedir. Kok kanal dentinini
baglanmasina yardime1 olan proteaz, jelatinaz ve kollajen baglayici olan (Ace)
proteine sahiptir. Bu sayede kok kanal dentinine baglanir ve ortamda hakimiyet
kurmus bir patojen olarak kok kanal sistemindeki dentin tiibiillerini kaplar. Konagin
verdigi savunma yanitini olumsuz yonde degistirir. Lenfosit aktivitelerini baskilar.
Serumu beslenebilmesi i¢in mense alir. Ca(OH)2 gibi kanal i¢i medikamanlara karsi

direng gosterir. Dentin duvari tizerinde Biyofilm olusturur (Stuart vd., 2006).

E. faecalis’in Endodontik A¢idan Onemi. E. faecalis’in endodontik
enfeksiyonlarda yaygin olarak gozlenmesinin sebepleri, asir1 genetik cesitlilige sahip
olmasi, antimikrobiyal ajanlara kars1 direng sergilemesi, bakteriler igin kotii ortam
sartlarina ¢cabuk adapte olabilme yetenegine sahip olmasi, kok kanal sisteminde
biyofilm olarak ¢ogalabilmesi, diger mikroorganizmalara kiyasla dentin tiibiillerine
daha yiiksek penetrasyon yetenegine sahip olmasi nedeniyle ortamdaki besini
tiiketebilmesi ve boylece ortamda bulunan diger mikroorganizmalarin beslenmesine
firsat vermemesi olabilmektedir (Deng vd., 2009).

Zorlu ortam kosullarina ragmen yasamin siirdiirebilen E. faecalis, kok kanal
sisteminde bulundan diger mikroorganizmalar gibi simbiyotik iligkiye ihtiyag
duymamaktadir (Kayaoglu & @rstavik, 2004). E. faecalis bulundugu ortam besin
bakimindan fakir olsa bile yasamaya devam edebilmekte ve ortam besin bakimindan
zenginlesmeye baslar baglamaz ¢ogalabilmektedir (Sedgley vd., 2005).
Cogalabilmesi igin gereken besini foramen apikaleden gelen eksiida ve viriilans
faktorlerinden olan hyaliiridiniaz sayesinde dentin veya smear tabakasindan sagladigi
diistiniilmektedir (Kayaoglu & Orstavik, 2004).

Ca(OH)2, NaOCL ve klorheksidin (CHX) gibi bir¢ok antimikrobiyal ajan E.
faecalis’i kok kanal sisteminden elimine etmek i¢in teste tabii tutulmustur. NaOCL
soliisyonunun tamponlanmis veya tamponlanmamuis olarak E. faecalis’e kars: etkili
oldugu bildirilmistir. Fakat, %0,5’1lik NaOCL’nin E. faecalis’i elimine edebilmesi
icin minimum 30 dk kadar soliisyona maruz birakilmasi gereklidir (Gomes vd.,
2001). Genellikle %2 konsantrasyonunda antimikrobiyal ajan olarak uygulanan
CHXin bakterisidal etki gosterdigi bilinmektedir. CHX’in, Gram-pozitif, Gram-
negatif ve mantarlara kars1 etkili bir antmikrobiyal ajandir. Yiizde 0,2-2

konstantrasyonlarinin E. faecalis’i elimine edebilmesi i¢cin minimum 30 dk
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gerekmekteyken, %5.25’in altindaki konsantrasyonlarda bulunan NaOCL’nin E.
faecalis’e 5 dk uygulanmasinin yeterli olabilecegi bildirilmistir (Gomes vd., 2001).

Mikroorganizmalarin endodontik tedavi sonrasinda kok kanal sistemi
icerisinde yasam siirdlirebilmesi i¢in, rutin kanal i¢i dezenfeksiyon prosediirlerine ve
zorlu ortam kosullarina adapte olmalar1 gerekmektedir. E. faecalis kok kanal
sisteminde bulunan derin dentin tiibiillerine penetre olabilme niteligi sayesinde,
kemomekanik preparasyon ve irrigasyon islemlerine direng gostermektedir. Kok
kanal sisteminde biyofilm olusturma niteligi sayesinde, rutin olarak uygulanan
antimikrobiyal prosediirlere kars1 kok kanal sisteminde yasam siirdiirebilmektedir
(Distel vd., 2002).

Biyofilm olusturabilme niteligi sayesinde kanal i¢i dezenfeksiyon materyali
olarak kullanilan Ca(OH)2’ye kars1 10 giinden fazla direng gosterebilmektedir.
Ca(OH):ile ortam pH’1 yiikselmekte ve bu pH degerine kars1 direng gosterebilme
kabiliyeti, sitoplazmay1 asidifiye etmek igin protonlar1 hiicreye yonlendiren bir
proton pompast islevi gérmesiyle alakali oldugu diistiniilmektedir (Evans vd., 2002).

Ozellikle ikincil endodontik enfeksiyon kaynakli, kok kanal tedavisinin
yenilenmesi gereken vakalardan siklikla kiiltiire edilen E. faecalis, bu nitelikleri
sayesinde inatg1 ve rezistans kabiliyeti yiiksek bir patojen olarak kabul edilmektedir
(Siqueira, 2016).

Candida albicans

C. albicans, saglikli veya hasta olan kisilerin agiz boslugunda siklikla kiiltiire
edilen bir mantar tiiriidiir. Saglikli bireylerin agiz boslugunda C. albicans
insidansinin %30-45 oraninda oldugu bildirilmistir (Arendorf & Walker, 1980;
Lucas, 1993). C. albicans, agiz boslugu igerisinde bulunan mikrobiyotada normal
kosullarda bir problem yaratmamaktadir. Fakat, genis spektrumlu antibiyotik
kullanimi1, immunsupresif kullanimi (Siqueira J & Sen, 2004) veya HIV gibi
bireylerin bagisiklik sisteminin baskilandigi durumlarda, viral enfeksiyonlar agiz
boslugu igerisindeki bu normal mikrobiyota iizerinde diizensizlige sebep
olabilmektedir. Bu durum agiz boslugu icerisinde C. albicans’in oranin %95’lere
kadar ¢ikabilmesine yol agmaktadir (Dupont vd., 1992).

Agiz boslugunda dilin iist yiizeyi C. albicans i¢in birincil yasam alani olarak

kabul edilmektedir. Tkincil olarak kolonize oldugu bélgeler ise, mukoza, dis eti iizeri
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(Arendorf & Walker, 1980), dentin (Hodson & Craig, 1972), kok (Lynch &
Beighton, 1994), dis eti alt1 (Pizzo vd., 2002; Slots vd., 1988) ve periodontal
ceplerdir (Reynaud vd., 2001). C. albicans birincil kok kanal tedavisi ve basarisiz
kok kanal tedavilerinden siklikla kiiltiire edilen bir mantar tiiriidiir. Bu oran %] ile
%17 arasinda degisiklik gosterebilmektedir (Mohammadi vd., 2012).

C. albicans Viriilans Faktorleri. C. albicans viriilans faktorleri adezyon, hif
iiretimi, ekstraselliiler hidrolitik enzimleri ve immodiilasyon olarak
sayilabilmektedir. (José F. Siqueira & Sen, 2004; Staniszewska vd., 2012)

e Cesitli cevresel kosullara uyumluluk saglayabilme: C. albicans ’in pH
gibi zorlu kosullara adapte olabilme kabiliyeti sayesinde kan
dolagimindaki notr pH’da veya diisiik pH’a sahip doku ortamlarinda
yasam siirdiirebilmekte ve ¢ogalabilmektedir (Calderone & Fonzi, 2001).

e Cesitli yiizeylere yapisma yetenegi: Candida tiirlerinin konak dokulara
penetre olabilmesini saglayan ylizey reseptorleri bulunmaktadir (Senet,
1998).

e Hidrolitik Enzimlerin Formasyonu: C. albicans’in iirettigi bu enzim
dokulara zarar verebilmektedir (Calderone vd., 2001; Haynes, 2001.
Salgilanan proteinaz, aminopeptidaz, hyaluronidaz ve kondroitin siilfataz
dentin kollajenini de bozabilmektedir (Hagihara vd., 2022).

e Morfolojik Gegis Yetenegi: C. albicans polimorfik bir mantar olup
bircok morfolojik formada ¢evre kosullarina adapte olarak
gelisebilmektedir (Sen vd., 1997).

e Konak¢ Savunma Kaybi ve Immiinomodiilasyon etkisi: C. albicans
birtakim mekanizmalar sonucu konak savunmasindan kacabilmektedir.
Monositleri elimine etmesi, oksijen radikalleri iiretimi ve oksijen
degraniilasyonu gibi polimorfoniikleer nétrofillerin islevlerini
engelledikleri bildirilmistir (Ashman & Papadimitriou, 1995). C.
albicans'in, makrofajlar, endotel hiicreleri ve fibroblastlar tarafindan
proinflamatuar sitokin sentezini baslatabildigi kanitlanmistir (Dongari-
Bagtzoglou vd., 1999).
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Enterococcus faecalis - Candida albicans Tliskisi

E. faecalis ve C. albicans’in oral mukozada, birlikte bulunduklarina dair
yapilan ¢alismalarin sayisi giin gegtikge artis gostermektedir (Alshanta vd., 2022).
Onceden yapilan bir arastirmada E. faecalis ve C. albicans kok kanallar1 ve
periapikal lezyonlu vakalarin %10’unda ve oral mukoza lezyonlarmin %40’inda
birlikte kiiltiire edilmistir (Dahlén vd., 2012). Baska bir retrospektif arastirmada ise,
Candida spp.’ye siklikla refakat eden patojen E. faecalis olarak bildirilmistir
(Hermann vd., 1999). E. faecalis’in C. albicans filamentasyonu, biyofilm olusumunu
ve genel viriilansini inhibe edebilecegi bildirilmistir (Cruz vd., 2013). E.faecalis ve
C. albicans’in salgiladiklar1 bakteriyel kompozisyonun, ikili tiirlerin biyofilmlerine
etki edebilecegi gosterilmistir. Bu etki, firsat¢1 patojen olan C. albicans viriilans
faktorlerinden olan “bakteriler arasi iletisim” kabiliyeti sayesinde penetrasyon
yapabilmesine olanak saglamaktadir (Graham vd., 2017).

Medikaman Uygulamasi ile Kanal I¢i Dezenfeksiyon Yapilmasinin Onemi

Endodontik tedaviler 1928 yilindan beridir dis hekimliginde bir tedavi sekli
olarak uygulanmaktadir. Endodonti alanindaki ¢esitli gelismeler sayesinde,
uygulanan endodontik tedavilerde basar1 oran1 yiiksek seviyelere ¢cikmistir. Bu
gelismelerin ana sebebi ise endodontik patolojilere sebep olan endodontik
mikrobiyolojinin tam olarak anlagilmasidir. Endodontik mikrobiyolojinin
anlasilmasi, endodonti alanindaki arastirmacilar1 geleneksel yontemler gelistirip daha
etkili olacak bir bi¢imde gelistirilmesine yoneltmistir. Giintimiizdeki ¢alismalar kok
kanal sistemindeki en direncli patojenleri saptamay1 ve bunlar1 ortadan kaldiracak
yeni yontemler kesfetmeyi hedeflemektedir (Narayanan & Vaishnavi, 2010).

Endodontik tedavi sirasinda giris kavitesinin a¢ilmasinin ardindan izlenen ilk
adim, canli veya nekrotik pulpa dokusunun uzaklastirilmasi ve kok kanallarinin boy
tespiti islemleridir. Bu islemleri takiben, yikama soliisyonlarinin destegiyle kok kanal
aletleriyle kok kanallarinin genisletilmesi ve sekillendirilmesi yapilmaktadir. Fakat,
yikama soliisyonlariyla birlikte yapilan kemomekanik preparasyon, pulpa artiklart ve
patojen mikroorganizmalarin eliminasyonu i¢in tek basina etkili degildir. Bu amacla
kemomekanik preparasyonu takiben tedavi seanslari arasinda kanal i¢i medikasyon
islemi uygulanmaktadir (Kawashima vd., 2009). Chong ve Ford, endodontik tedavide
kok kanalinin dezenfeksiyonun 6nemini vurgulayan birkac noktaya deginmislerdir.

Bunlar;
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e Kok kanal preparasyonundan sonra kanal igerisinde kalan bakteri ve yan
triinlerini elimine etmek,
e Pulpadan arta kalan dokular1 azaltip etkisiz hale getirmek ve nétralize etmek,
e Periapikal dokularda olusabilecek veya mevcut enfeksiyonun dniine gegmek,
e Dezenfeksiyon i¢in kullanilan materyalin, ara seanslarda kullanilan gegici
dolgu kaynakl1 olusabilecek mikro sizintiya kars1 bir bariyer gérevi gormesi,
e Kanama i¢in tampon goérevi goriip nemli kalan kok kanallarini kurutmasidir.
(Chong & Ford, 1992).
Bu amaglarla endodontik tedavilerde kanal i¢i medikaman materyalleri olarak
CHX, biyoaktif cam, dortlii amonyum bilesikleri, fenolik bilesikler ve antibiyotik
kombinasyonlar1 kullanilabiliyor olsa da giinliimiiz endodontik tedavi yaklasimlarinda

rutin olarak kullanilan ve kanal i¢i dezenfeksiyonda altin standart olarak kabul edilen

materyal Ca(OH)z’dir.

Kalsiyum Hidroksit Ca(OH):
Ca(OH): dis hekimliginde ilk olarak 18.’inci ylizyil ortalarinda dis

enfeksiyonu kaynakli olusan fistiillerin tedavisinde kullanilmistir. Daha sonra 1920
yilinda Hermann tarafindan pulpa kuafaji i¢in kullanilmig olup, Ca(OH)2’nin pulpa
tizerinde tamir edici bir etkisi oldugunu bildirilmistir. (Mohammadi & Dummer,
2011). Yillar igerisinde Ca(OH)2’nin pulpa tizerindeki tamir etkisi birgok ¢alisma ile
desteklenmistir. Ayn1 zamanda kok kiriklarinin tedavisinde, perforasyonlarda,
apeksifikasyon veya kuafaj tedavisinde kullanildigi zaman, sert doku olusumunu
saglayarak pulpal ve periapikal dokularin iyilesmesini hizlandirmada en iyi
medikaman oldugu kanitlanmistir (Farhad & Mohammadi, 2005).

Ca(OH)2 su igerisinde diisiik bir ¢oziiniirliige sahip ve pH degeri yaklagik
12.5-12.8 arasinda kokusuz, beyaz renkte ve toz formunda bulunmaktadir (Siqueira
& Lopes, 1999). Ayn1 zamanda alkol igerisinde de iyonize olamayan Ca(OH)zsu ile
tiksoktropik reaksiyon gostermekte ve akiskan bir form haline gegmektedir

(Spéngberg & Haapasalo, 2002).

Ca(OH)2’in sahip oldugu birtakim avantajlardan dolay1 endodonti alaninda
siklikla kullanilmaktadir (Agrawal, 2011). Bunlar;
e Ik etapta bakterisidal sonrasinda bakteriyostatik etki gdstermesi,

e Hasarli dokularda iyilesme ve tamiri baglatmasi,
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e Yiiksek pH’1 ile fibroblastlar1 uyarmasi,

e Internal rezorpsiyonu durdurmasi

e Bakterilerin ve yan iiriinlerinin olusturdugu asidik ortami nétralize
etmesi,

e Maliyetinin diisiik olmasi,

e Kolay uygulanabiliyor olmasi.

Kalsiyum Hidroksit ve St Taswyrcilar
Ca(OH)2’in kok kanallari igerisinde iyonize olup etki gosterebilmesi igin ak6z

bir ortama, akoz bir ortam i¢in ise sivi1 tastyicilara ihtiyag duyulmaktadir. Bu
tastyicilar;
e Suigerisinde ¢oziinebilen maddeler (Serum, distile su, anestezi soliisyon vb.)
e Viskoz maddeler (Gliserin, propilen glikol vb.)
e Yag esasli maddeler (Zeytin yagi, kamfor, ojenol, yag asitleri vb.) gibi
tastyicilardir (Fava & Saunders, 1999).

Bu tagtyicilardan, viskoz ve yag esasli olanlar Ca(OH)2’in patojenler {izerine
etkinligini artirirken, su igerisinde ¢oziinebilen maddelere kiyasla kok
kanallarindan daha zor uzaklastirilabilmektedir (Fava & Saunders, 1999;
Figueiredo vd., 2002). OH" iyonunun hizli bir sekilde salinimina sebep oldugu
icin rutinde daha ¢ok serum ve distile su kullanilmaktadir (Athanassiadis vd.,
2007).

Homojen bir pat elde etmek i¢in Ca(OH)2 tozu distile su, monoklorofenol
(CMCP), gliserin ve propilen glikol (PG) gibi viskoz tasiyicilar ile karistirilarak
hazirlanmaktadir (Fava & Saunders, 1999).

Kalsiyum Hidroksit’in Antibakteriyel ve Antifungal Aktivitesi
Yapilan arastirmalarda C. albicans’in Ca(OH)2’e kars1 direnci E. faecalis’ten

daha ytiksek oldugu bildirilmistir. C. albicans farkli pH degerlerinde bile hayatta
kalabilmesinden dolay1 Ca(OH).’in sagladigi yiiksek ortam pH’1 bile C. albicans
tizerinde higbir etki gosterememektedir (Mohammadi vd., 2012). Ayrinca Ca(OH):
esasli patlarin C. albicans iizerinde sinirli ve hig etkisinin olmadigi bildirilmistir
(Thienngern vd., 2022; Yoo vd., 2020).

Ca(OH)2 iyonize oldugunda, ortama Ca?* ve OH" iyonlarin1 birakmaktadir.

Ozellikle hidroksit iyonlar1 patojenlerin hiicre duvarmi ayristirarak ve patojenlerin
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protein yapilarinda yikim meydana getirerek antibakteriyel 6zellik gostermektedir
(Gordon vd., 1985; Safavi & Nichols, 1993). Ayrica bu OH" iyonlar1 sayesinde
Ca(OH)., patojenlerin hiicre duvarinda bulunan lipopolisakkaritleri (LPS) de yikima
ugrattig1 (Safavi & Nichols, 1993, 1994) ve bir proinflamatuar sitokin olan TNF-a
olusumunu inhibe ettigi, boylelikle de dokunun verdigi immiin yanit1 azalttig
bildirilmistir (Barthel vd., 1997).

Ca(OH)2, organik dokular ile temas ettiginde karbondioksit (CO>) ya da
karbonat (COz) ile karsilasmakta ve salinim yaptig1 iyonlardan biri olan Ca*?
titkenene dek kalsiyum karbonat (CaCO3) meydana getirmektedir. Ayni zamanda
yapilan bir ¢alismada Ca(OH); ye 30 giin boyunca CO; verilmis ve 30 giin boyunca
bakterisidal etki gosteren pH verileri elde edildigi bildirilmistir (Estrela C. & Pesce,
1997). Yapilan baska bir ¢alismanin sonuglarina gore ise, Ca(OH)2’in CO2 sogurma
yeteneginin antibakteriyel etkinliginde artisa neden olabilecegi goriisli savunulmustur
(Kontakiotis vd., 1995).

Iyon salmimin1 yavas bir sekilde yapan Ca(OH)’in k&k kanallar1 icerisinde ne
kadar kalmas1 gerektigine dair literatiire birtakim fikirler ibraz edilmistir. Literatiirde,
Ca(OH).’in en az 24 saat (Safavi & Nichols, 1993), 12-72 saat (Estrela C. vd., 1999),
7 giin (Sjogren vd., 1991), 10 giin (Orstavik & Haapasalo, 1990) veya 1-3 ay (Cvek
vd., 1974; Sjogren vd., 1991) kok kanallar igerisinde kalmasi gerektiginin bildiren
bazi galigmalar mevcuttur. Ca(OH)2’in 24 saat icerisinde E. faecalis’i yok edemedigi
(Baker vd., 2004), ayrica yapilan genis kapsamli aragtirmalar sonucunda ise E.
faecalis’in kok kanallari igerisinde bulunan dentin tiibiillerinde Ca(OH)2’e ragmen
yasama devam edebildigi bildirilmistir (Haapasalo & Qrstavik, 1987; Siqueira vd.,
1996).

Kalsiyum Hidroksit’in Pulpa Dokusu Uzerindeki Sitotoksik EtKisi
Pulpanin en temel gorevi disin beslenmesini temin ederek, odontoblastik ve

ameloblastik prosediire onemli dl¢iide destek saglamasidir. Mezenkimal hiicrelerin
odontoblastlara diferansiyasyonu sonucu kolajen matriks, dis olusumununa neden
olacak mineralizasyonu saglamaktadir. Dentin, ilk olusumundan itibaren stirekli
odontoblastlar tarafindan iiretilmektedir. Dentinde meydana gelen herhangi bir
fiziksel ve kimyasal hasar sonucu tersiyer (tamir) dentin yapimi gerceklesmektedir

(Modena vd., 2009). Pulpa-dentin kompleksi, restoratif materyallerin uygulanmasi
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ile canliligini koruyabilmektedir. Ca(OH)2 esasli materyaller 6zelliklerinden dolay1
bu amag i¢in bigilmis bir kaftandir (Briso vd., 2006).

Kalsiyum Hidroksit’in Periapikal Dokular Uzerindeki Sitotoksik Etkisi
Ca(OH)z kanal i¢i medikament olarak kullanildiginda bazen foramen apikale

denilen disin kok u¢ kismindan tasip periradikiiler dokulara yayilabilmektedir. Bazi
aragtirmacilar genis ¢apli kronik periapikal lezyonlu vakalarda Ca(OH)2’in periapikal
dokulara bilingli bir sekilde tasirilmasi gerektigi fikrini savunmaktadirlar. Bu fikir,
Ca(OH)2’in direkt olarak enfekte dokular {izerinde iyilesme ve tamir prosediirlerini
baslatip artirdig1 goriisiinden dolay1 savunulmaktadirlar. Diger bir yandan bu hipotez
diger arastirmacilar tarafindan kabul edilmemistir. Ca(OH).’in foramen apikaleden
periradikiiler dokulara tagsmasinin olumsuz etkileri olabilecegini bildirmislerdir
(Orucoglu & Cobankara, 2008). Fakat giintimiizde endoodnti alaninda ticari olarak
tiretilen Ca(OH)2 materyalleri baryum siilfat igermektedir. Ca(OH)2’e baryum stilfat
eklenmesinin nedeni ise materyale radyoopasite 6zelligi katmasindan dolayidir. Ayni
zamanda bazi Ca(OH). materyalleri polimetilmetakrilat partikiilleri de igermektedir.
Bu maddelerin periradikiiler alana ekstriize olmasi sonucu hem dokulardaki
enflamatuar mediyatorler sayica artmakta hem de dokular iizerinde iyilesmeyi
geciktirmektedir (Revathi & Chandra S.M, 2014).

Antibiyotikler
Antibiyotikler, glinlimiiz dis hekimligi de dahil olmak iizere saglik alaninda

yaygin olarak kullanilan ilaglardan biridir (Kandemir vd., 2000; Karabay O., 2008;
Versporten vd., 2014). Endodontik tedavilerde gram pozitif, zorunlu anaeob,
fakiiltatif ve aerob patojenlerin olusturduklar1 polimikrobiyal enfeksiyonlar
antibiyotik kullanma gereksinimini dogurmaktadir (Segura-Egea vd., 2017). Dis
hekimliginde kullanilan antibiyotiklerin rakamlari az sayidadir (Ellison, 2011,
Kuriyama vd., 2002). Bunlar;

e Penisilin: Diisiik toksisite, dar spektrumlu, etki bakimindan yiiksek,
zorunlu anaerob, fakiiltatif ve streptokoklar tizerinde etkili olan bir
antibiyotiktir. Dig kaynakli enfeksiyonlardan dolay1 gelisen apse
vakalarinda, kullanimina bagvurulan ilk antibiyotik tiirlerindendir (Aydin

vd., 2017).
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Penisilin ve Beta-Laktamaz Inhibitérleri: Ozellikle endodontik
enfeksiyonlarda ¢ok sik kullanilan bir antibiyotik tiirii olup genellikle
klavulanik asit + amoksisilin / sulbaktam + ampisilin olarak kombine
sekildedirler (Aydin vd., 2017).

Klindamisin: Kemik gibi sert dokularda yayilimi etkili, gram pozitif
anaerob ve aeroblara kars1 etki gosteren bir antibiyotik tiirtidiir. Penisiline
kars1 alerjik olan bireylerde kullanilmaktadir (Aydin vd., 2017).
Amoksisilin: Penisilin ile karsilastirildiginda, gram negatif patojenler
iizerinde daha genis spektrumlu bir etkiye sahiptir. Giivenilirligi ve
emilim hiz1 yliksek, etkili bir antibiyotik tiiriidiir (Aydin vd., 2017).
Tetrasiklin: Anti-inflamatuvar 6zelligi olan, direkt antimikrobiyal etki
saglayan, aerob gram pozitif ve gram negatif patojenler {izerinde
bakteriyostatik etkiye sahip olan bir antibiyotik tiiriidiir. Patojenlerin bu
tiir antibiyotiklere kars1 direng gésterme orani digerlerine kiyasla
yiiksektir. Dislerde renklenme ve hipoplaziye neden oldugu gibi,
teratojen oldugundan dolay1 gebelerde kullanimi kontrendikedir (Aydin
vd., 2017).

Metronidazol: Zorunlu anaeroblar iizerinde etki gostrebiliyor olsa da,
aerob ve fakiiltatif anaeroblara kars1 asir1 bir etkinligi gozlemlenemeyen

bir antibiyotik tiiriidiir (Aydin vd., 2017).

Fitoterapi, gliniimiizde giderek popiiler olmaya baslayan alternatif ve

tamamlayici tip arasinda siklikla kullanilan bir metot olup, bitkiler ile yapilan tedavi

anlamimi tagimaktadir (Pauli, 2011). Bitkilerden elde edilen igerik orijinal yapisinin

bozulmayacag bir sekilde, tiimii veya farkli materyallerle kombinasyonu ile tibbi

amaclar icin kullanilmaktadir. Allopatik tip, naturopatik tip, geleneksel Cin tibb1

olmak tizere gesitli geleneksel tip alanlarinda da uygulanmistir. (Falzon &

Balabanova, 2017). Geleneksel tip metodunda bitkiler ¢ay gibi biitiiniiyle

kullaniliyorken, bati tibbinda ise bitkilerden elde edilen bilesenler kullanilmaktadir.

Bitkilerden elde edilen farmasoétik ilcalar; endiistriyel ayrilma metodu ile tipik olarak

bitkilerden izole edilen tek bilesenler ve bu bilesenlerin ekstraksiyonlarinin terapotik

ozelliklerine gore tanimlanmasidir (Carnelio vd., 2008).



18

Gereksiz antibiyotik kullanimi sonucu bakterilerin antibiyotiklere karsi
gelistirdigi direng ve antibiyotiklerin insan viicudunda yarattig1 yan etkiler
arastirmacilari fitoterapi alaninda ¢alismalar yapmaya yonlendirmistir (Guzman-

Blanco vd., 2000; Pannuti & Grinbaum, 1995).

Dis Hekimliginde Fitoterapi
Gecmisten giinlimiize genel olarak bitkilerin, insanlarin giinliikk yasamlarinda

gida ve bir¢ok hastaligin tedavisi amaciyla 6nemli bir yeri olmustur. Gliniimiizde
kullanilan ilaglarin yaklasik %40'min dogrudan ya da dolayl olarak dogal
tirtinlerden, %25'inin ise bitkilerden iiretildigi bilinmektedir (Calixto, 2003). Son
yillarda, sifali bitkiler ve bitkisel ilaglarin kullanimi ile dogal tedavilere olan ilgi
onemli 6l¢iide artmis olsa da dis hekimligi uygulamalarinda fitoterapik yaklagimlar
hentiz siirlidir (Menezes vd., 2009).

Gilinlimiiz dis hekimliginde antimikrobiyal, antiinflamatuar, analjezik ve
sedatif etki yaratmak amaciyla yapilan bazi uygulamalarda fitoterapi metodu
kullanilmaktadir (Groppo vd., 2008).

Dis Hekimliginde Fitoterapi Uygulamalarmin Antimikrobiyal Amach Kullanim
Alanlar

Periodontal Tedavilerde Dis Macunu ve Gargara Olarak Kullanim
Agiz boslugunda bulunan, 6zellikle subgingival ve supragingival dis etinde,

biyofilm olusumuna katkida bulunan patojenlere kars: kullanilan antimikrobiyal
ajanlar, dis ¢iiriiklerinin ve periodontal hastaliklarin 6nlenmesinde 6nemli rol
oynamaktadir. Dis macunlarinda ve gargaralarda ¢iiriikk veya biyofilm olusumunu
Oonlemek amaciyla bir¢ok ¢esitli antimikrobiyal ajanlar ve bitkisel liriinler
eklenmektedir (Mendes vd., 2003; Pistorius vd., 2003). Bugiin piyasada bulunan
bitkisel esasli tiriinler arasinda bulunan Parodontax® (GlaxoSmithKline, Middlesex,
UK) dis hekimliginde genis ¢capli test edilmistir.

Parodontax®, sodyum bikarbonat (NaHCO3) ve sodyum floriir (NaF)’iin

(1.400 ppm) yani sira bir takim farkli bitkisel tirtinleri igermektedir. Bunlardan
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Matricaria chamomilla (Asteraceae), dis eti iltihabini azaltan anti-inflamatuvar
ozelliklere sahiptir. Echinacea purpurea (Asteraceae) immiin sistem mediyatorlerini
uyarir. Salvia officinalis (Lamiaceae) macuna anti-hemorajik 6zellik katmaktadir.
Commiphora myrrha (Burseraceae) dogal antiseptik 6zelliklere sahiptir. Mentha
piperita (Lamiaceae) ise analjezik, antiseptik ve anti-inflamatuvar 6zelliklerin
kaynagidir.

Pistorius ve ark., S. officinalis, M. piperita, M.chamomilla, C. myrrha, Carum
carvi, Eugenia caryophyllus ve E. purpurea bitkilerinden elde edilen bilesikleri
iceren agiz gargarasi ile birlikte, gingival enfeksiyonu azaltmak amaciyla
kullanilabilecek ek bir prosediir olarak periodontal hastaligi olan hastalarda giinliik
kullanilabilecegini bildirmislerdir (Pistorius vd., 2003).

Aloe vera (Asphodelaceae Juss) tizerinde, dis hekimliginde aftoz tilserleri
tedavi etmek ve gomiilii tigiincii molar dis ¢ekim ameliyatlarindan sonra alveolar
osteitis insidansini azaltmak i¢in ¢alisilmigtir (Wynn, 2005. Yapilan bir ¢alismada
Aloe vera igeren bir agiz gargarasinin, dis eti iltthabini ve dis eti kanamasini azalttigi
bildirilmistir (Scherer, 1998). Ayn1 zamanda bu gargara aerobik, mikroaerofilik ve
anaerobik patojen sayisini azaltmada Listerine®'den daha etkili bulundugu
bildirilmistir (Kaim, 1998).

Centella asiatica (Apiaceae) ve Punica granatum (Punicaceae)'nin doku
iyilesmesini destekledigi ve konagin verdigi immiin yanitt modiile ettigi
bildirilmistir. P. granatum ile kombinasyon halinde, C. asiatica'dan izole edilen ve
subginjival uygulama igin biyolojik olarak pargalanabilen gipler olarak formiile
edilen bitki 6zleri, kronik periodontitis indekslerinde IL-1 beta ve IL-6
proinflamatuvar sitokin seviyelerinde dnemli bir azalmaya neden olmaktadir
(Sastravaha, 2005).

Salvadora persica'nin dental plak olusumunu kontrol etmede etkili oldugunu,
ayn1 zamanda E. faecalis ve A. actinomycetemcomitans'a karsi biiyiik antimikrobiyal
aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir (Al-Otaibi vd., 2004; Almas K., 2002).

Vanka ve ark. Azadirachta indica esash agiz gargarasinin, baslangig ¢iirtik
lezyonlarini azaltarak S. mutans'a kars1 antibakteriyel aktivite gosterdigini
bildirmislerdir (Vanka vd., 2001). Farkl bir ¢alismada kullanilan Mikania laevigata
ve Mikaniaglomerata bitkilerinin ekstreleri ve fraksiyonlar1 da S. mutans’a kars1
etkili oldugu bildirilmistir (Yatsuda, 2005).
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Propolis, kok kanalinda bulunan E. faecalis'e kars1 in vitro antibakteriyel
aktivitesi nedeniyle alternatif bir kanal igi ilag olarak 6nerilmistir (Oncag vd., 2006).

Ricinnus communis'ten ekstrakte edilen hint yagi, Fusobacterium nucleatum,
Prevotella nigrescens, Clostridium perfringens ve Bacteroides fragilis gibi bazi oral
patojenlere kars etkili bir antimikrobiyal ajandir. Ayrica endodontide pulpa nekrozu
vakalarinda faydali olabilecegi bildirilmistir (C. M. Ferreira vd., 2002).

Ucucu Yaglarin Endodontide frrigasyon Soliisyonu ve Guta Coziicii Olarak
kullanimi
Kok kanal tedavisi igin bitkisel alternatiflerin kullanim1 giderek daha da

popliler hale gelmektedir. "Fitoterapi, Fitomedikal veya Etnofarmakoloji", ¢esitli
rahatsizliklart tedavi etmek icin bitkileri kullanma terimleridir. Bitkisel ilag kullanimi
ve dogal tirtinlere ilgi, yararl 6zellikleri, kolay bulunabilirligi ve yan etkilerinin
olmamasi nedeniyle son yillarda artis gostermistir (Vishnuvardhini vd., 2018).

Endodontik irrigasyon soliisyonlari, kok kanal artiklari yani sira
mikroorganizmalari 6ldiirmek ve kok kanal patlarini ¢ozmek igin yaygin olarak
kullanilmaktadir. Enstriimantasyon sirasinda kanal aletleri ile kok ucuna kadar
ulagilsa da kok kanali enine kesitlerde mikroskoplar ile incelendiginde, kok kanalinin
erisilemeyen alanlariin oldugu goriilmektedir ve bu da kanal tedavisinin basarisiz
olmasina neden olmaktadir. irrigasyon, mikroorganizmalar ile enfekte olmus kok
kanallarinin uygun sekilde dezenfeksiyonuna ve bu kanallarda bulunan
mikroorganizmalarin yok edilmesine yardimci olmaktadir. NaOCI, CHX, H20-,
etilendiamintetraasetik asit (EDTA), sitrik asit ve diger selator maddeler bu amag
i¢in kullanilmaktadir (Zehnder, 2006).

Bitkilerin kok kanal tedavisinde kullanim amaci kok kanal
dezenfeksiyonudur. Sentetik kanal i¢i ilaglarin ¢ogunun yan etkilerinden dolay,
bitkisel kanal yikama soliisyonlart ile ilgili aragtirmalarda artis olmustur (Karobari
vd., 2022).

Cay agaci ve Chamomillia hidro-alkol esasli dogal iiriinlerin, smear
tabakasini1 uzaklastirmada distile sudan ¢ok daha etkili oldugu ancak %17’lik EDTA
kadar etkili olmadig1 bildirilmistir (Sadr Lahijani vd., 2006).

C. camphora cioneoliferum ve M. ericifolia ugucu yaglarinin umut verici
antibakteriyel potansiyel gosterdigi, irrigasyon soliisyonu olarak kullanilabilecegi

fakat lizerinde ¢alisilmasi gerektigi ve geleneksel kanal i¢i medikamanlardan
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sirasiyla ayni derecede ve/veya daha iyi biyouyumluluk sagladigi bildirilmistir
(Marinkovic vd., 2022).

Dogal iiriinlerle yapilan bir diger ¢alismada ise portakaldan elde edilen ugucu
yagin, halotan ve kloroform gibi geleneksel ¢oziiciilere kiyasla giita-perkay1
yumusatmada daha etkili oldugu gézlemlenmistir (Oyama vd., 2002). Okaliptiis yagi
ve portakal yaginin giita-perkay1 ¢c6zmek veya yumusatmak i¢in kloroform ve ksilen
kadar etkili oldugu bildirilmistir (Hansen, 1998).

Ksilol ve portakaldan elde edilen ugucu yagin, Ca(OH)2 bazli (Sealer 26),
silikon-polidimetilsiloksan bazli (RoekoSeal) ve ¢inko-oksit-6jenol bazli
(Endofilland Intrafill) gibi bir¢ok kok kanal patin1 ¢6zmede okaliptol ve distile sudan
daha iyi ve etkili oldugu bulunmustur (Martos vd., 2006). Portakal yagi, ksilol ve
Klorofrom’un toksik ve karyojenik etkileri oldugundan, endodontik re-treatment igin
kloroform ve ksilole alternatif olarak 6nerilmistir. Bu ugucu yagin etki siiresinin hizli
oldugu ve hiicreler tizerinde toksik etkiye sahip olmadigi bildirilmistir (Oyama,
2002).

Fitoterapi ve Ucucu Yaglar
Bitkilerden gesitli yontemlerle elde edilen ugucu yaglar bitkilerin yaprak,

cicek, kabuk, tohum ve koklerinden, genellikle hidrodistilasyon metodu ya da diger
ekstraksiyon yontemleri ile elde edilmekte, oda sicakliginda sivi ve hizl
kristallegebilme 6zelligine sahip, genellikle renksiz ya da agik sar1 renkte, hava
sirkiilasyonu olmayan ortamlarda yag fakat hava ile herhangi bir temas durumunda
kolayca buharlasabilen karisimlardir. Bulunduklari bitkiye karakteristik koku ve aci
tat veren bu bilesenlerin en belirgin 6zellikleri oda sicakliginda ucucu ve kokulu
olmalaridir (Sengezer & Giingér, 2008; Yuca vd., 2016).

Ucucu yaglar ilk kez Parcelsus von Honheim tarafindan ilaglarin igerisinde
bulunan majdr bilesenlerin “Quinta essentia” olarak isimlendirilmesi ile literatiirdeki
yerini almistir (Celen, 2006; Dirmenci, 2005).

Bilimsel alanda yasanan gelismeler 1s181nda bitkiler tibbi 6zellikleri,
farmakolojik aktiviteleri ve ekonomik olmalar1 nedeniyle biiyiik ilgi gormektedir
(Auddy vd., 2003).

Ugucu yaglarin antibakteriyel 6zelliklerinin arastirilmasi ilk olarak 1881°de
Dela Croix tarafindan yapilmistir. Literatiirde yapilmis ¢esitli ¢alismalar i¢in Dela
Croix’in ¢aligmalar bir rehber niteligi tasimaktadir (Celen, 2006)
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Ucucu Yaglarin Antimikrobiyal Aktiviteleri

Son yillarda mikroorganizmalarin, uygulanan kimyasallara kars1 direng
gostermesi nedeni ile yeni antimikrobiyal ajanlarin ihtiyact dogmus ve Ar-Ge
calismalar1 bu dogrultuya yonelmistir (Kim vd., 1995).

Cesitli maddelerin antimikrobiyal etkinliklerinin saptanabilmesi i¢in kuyu
difiizyonu, disk diflizyonu ve broth veya agar diliisyonu gibi ¢esitli yontemler yaygin
bir sekilde kullanilmaktadir (Balouiri vd., 2016). Mikrodiliisyon kuyularinda veya
tiiplerinde, mikroorganizmanin ¢iplak gozle tespit edildigi sekilde biiylimesini
tamamen engelleyen en diisiik antimikrobiyal madde konsantrasyonuna minimum
inhibitor konsantrasyon (MIC) denmektedir. MIC degerinin belirlenmesi i¢in en
uygun yontem, agar diliisyon ve broth yontemleridir. Bunun nedeni ise, bahsedilen
yontemlerin, test edilen antimikrobiyal ajanin i¢indeki konsantrasyonunu tahmin
etme imkanini sunmasidir. Bakterisidal aktivitenin en yaygin tahmini, baslangictaki
inokulumlarin %99.9'unu veya daha fazlasini 6ldiiren konsantrasyon olarak
tanmimlanan minimum bakterisidal konsantrasyonun (MBC) belirlenmesidir (Canillac
& Mourey, 2001).

Martuccia ve ark. Lavanta (Lavandula officinalis) yaprak ve ¢igekleri ile tam
olarak gelismis, onceden kurutulmus kekik (Origanum vulgare) yapraklarindan elde
edilen ugucu yagin antibakteriyel aktivitesi bildirilmistir. Minimum inhibit6r
konsantrasyonun en diisiik degerleri, 1600-1800 ppm MIC degeri ile E. coli'ye karsi
kekik ugucu yagi ile elde edilirken, lavanta ugucu yaginin MIC degeri 2000 ppm
olarak tespit edilmistir. Ote yandan, S. aureus'a kars1 kekik ugucu yaginin MIC
degeri 800-900 ppm ve lavanta ugucu yaginin MIC degeri 1000-1200 ppm olarak
bulundu. Yiiksek fenolik bilesik i¢eriginin bu inhibisyonun ana nedeni oldugu
bildirilmistir (Martucci vd., 2015).

Antibiyotiklere kars1 bakteriyel direncin artmasi ve piyasaya yeni
antibiyotiklerin girmemesi, ilaca direngli bakterilerden kaynaklanan enfeksiyonlarla
basa ¢ikmak icin alternatif stratejiler bulma ihtiyacini dogurmustur (Bajer vd., 2017).
Antibiyotikler i¢in alternatiflerin gelistirilmesi, adjuvan sistemlerinin gelistirilip
uygulanmasi 6nerilen potansiyel stratejiler arasindadir (Bush vd., 2011). Coklu
ilaglara direng gosteren bakterilere karsi antimikrobiyal etkinligi artirmak veya eski

haline getirmek i¢in bir takim ¢aligsmalar yapilmistir. Ugucu yaglarin antibiyotiklere
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eklenmesi, antimikrobiyal MIC degerlerinde bir azalmaya neden olabilecegi gibi,
amikasin gibi aminoglikozitlerle karsi maksimum etki géstermistir (Sousa vd., 2010).
Bes Lamiaceae tiiriinden, yani Mentha piperita, Lavandula angustifolia,
Mentha pulegium, Salvia lavandulifolia ve Satureja montana'dan elde edilen ugucu
yaglarin biyolojik aktivitesi Nikolic ve arkadaslari tarafindan antimikrobiyal
ozellikleri ve kimyasal bilesimleri bakimindan degerlendirilmistir. Pseudomonas
aeruginosa, Streptococcus pyogenes, Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis,
Streptococcus salivarius, Enterecoccus feacalis ve Lactobacillus acidophilus yedi
farkl1 bakteri tiirti ve 58 klinik oral Candida spp. ¢alismaya dahil edilmistir.
Calismanin sonuglarina gore, Satureja montana ugucu yaginin diger ugucu yaglara

gore en yiiksek antimikrobiyal etkiye sahip oldugu saptanmistir(Nikoli¢ vd., 2014).

Ucucu Yaglarin Etki Mekanizmast

Antimikrobiyal ajan ile mikrobiyal sus arasindaki dinamik etkilesim hakkinda
veri elde etmek i¢in giiglii bir ara¢ oldugu kadar, bakterisidal etkiyi belirlemek igin
de en uygun yontem, “time-kill” testidir. Ayrica zamana bagl veya konsantrasyona
bagli bir antimikrobiyal etki, “time-kill” testi ile ortaya ¢ikmaktadir (Kim vd., 1995).

Ugucu yaglarin aktivitesini belirleyen faktorler; Yagin kompozisyonu, aktif
olmayan bilesenleri igeren fonksiyonel gruplar ve bunlarin sinerjetik etkilesimleridir
(Dorman & Deans, 2000). Antimikrobiyal etki mekanizmasi, ugucu yag tipine veya
kullanilan mikroorganizmanin tiiriine gére degismektedir. Gram negatif bakterilerle
karsilagtirildiginda, Gram pozitif bakterilerin ugucu yaglara daha duyarli oldugu iyi
bilinmektedir (Hojjati vd., 2016; Huang vd., 2014). Bu durum su sekilde
aciklanmaktadir; Gram-negatif bakterilerin hiicrelerinin, zengin lipopolisakkarit
(LPS) yapisina ve karmagik bir dis zara sahip olmalar1 nedeni ile hidrofobik
bilesiklerin diflizyonunu sinirlamasina baglanabilirken, Gram-pozitif bakterilerde bu
kompleks zar yerine, kiigiik antimikrobiyal molekiillere direnecek kadar yogun
olmayan ve hiicre zarma erisimi kolaylastiran kalin bir peptidoglikan duvarla ¢evrili
olmasidir (Hyldgaard vd., 2012; Zinoviadou vd., 2009). Ayrica, Gram-pozitif
bakterilerin, hiicre zarinda bulunan lipoteikoik asidin lipofilik uglarindan dolay1
ucucu yaglarin hidrofobik bilesiklerinin infiltrasyonunu kolaylastirabilmektedir (Cox
vd., 2000).

Ugucu yaglarda bulunan biyoaktif bilesenlerin hiicrenin ylizeyine

baglanabilecegi ve daha sonra hiicre zarinin fosfolipid ¢ift tabakasina niifuz



24

edebilecegi ¢esitli aragtirmalarca belirtilmistir. Hiicre zarinin yapisal biitiinligi,
hiicre 6liimiine neden olan hiicre metabolizmasini olumsuz yonde etkileyebilecek
sekilde birikmesiyle bozulmaktadir (Bajpai vd., 2013; Lv vd., 2011). Ayrica, ugucu
yaglarin hiicre zariin biitiinliigii tizerindeki etkisinin, proteinler, indirgen sekerler,
ATP ve DNA gibi hayati hiicre i¢i i¢eriklerin kaybina yol acan zar gegirgenligini
degistirdigi, ucucu yaglarin hiicrenin tahrip olmasina ve elektrolitlerin sizmasina
neden olurken enerji (ATP) tiretimini ve buna 6nciiliikk eden ilgili enzimleri inhibe

ettigi bildirilmistir (Lakehal vd., 2016; Cui vd., 2015).

Ucucu Yaglarin Elde Edilme Yontemleri
Ugucu yaglar, ¢esitli ekstraksiyon yontemleri ile farkli kisimlara sahip birgok

bitkiden elde edilebilir. Ugucu yaglarin tliretimi ve ugucu yag ekstraksiyonu i¢in
kullanilacak olan yontem kullanilan botanik tiriine baglidir. Malzemenin durumu ile
bicimi, dikkate alinan bir diger faktordiir. Ekstraksiyon yontemi, ugucu yagin
kalitesini belirleyen baslica faktorlerden biridir (Tongnuanchan & Benjakul, 2014).
Uygun olmayan ekstraksiyon prosediirii, ugucu yagin kimyasal yapisinin zarar
gormesine veya etkisini degistirmesine neden olabilmektedir. Bu, biyoaktivite ve
dogal 6zelliklerde kayipla sonuglanir. Bazi durumlarda ugucu yagda renk bozulmasi,
koku / tat ve ayrica artan viskozite gibi fiziksel degisiklikler meydana gelebilir.
Ekstrakte edilen ugucu yagdaki bu degisikliklerden kaginilmalidir (Tongnuanchan &
Benjakul, 2014). Ugucu yag elde etme metodlari 3 baglikta incelenmektedir. Bunlar;
e Buhar distilasyon Metodu
Ugucu yag elde etmede en yaygin olarak kullanilan yontemdir (Reverchon &
Senatore, 1992). Buhar distilasyon yontemi ile elde edilen ugucu yaglarin orani
%93'tlir ve kalan %7'lik kisim asagida belirtilen ¢esitli yontemlerle ekstrakte
edilmektedir (Masango, 2005). Uygulanan 1s1, bitkinin hiicre yapisinin patlamasi
ve pargalanmasinin ana nedenidir. Bunun sonucu olarak, bitki materyalinden
aromatik bilesikler veya ugucu yaglar salinmaktadir (Babu & Kaul, 2005;
Perineau vd., 1992).
e Hidro distilasyon Metodu
Hidro distilasyon yontemi suda ¢oziinmeyen, yiiksek kaynama noktasina sahip
dogal {irtinleri izole etmek i¢in siklikla kullanilan odunsu veya gigek gibi bitki
materyallerinden ugucu yag ekstraksiyonunun standart yontemi olarak

bilinmektedir. Islem, bitki materyallerinin suya tamamen daldirilmasini ve
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ardindan kaynatilmasini icerir. Bu yontem, ¢evreleyen su asir1 1sinmasini
onlemek i¢in bir bariyer gorevi gordiigiinden, ¢ikarilan yaglari belirli bir
dereceye kadar korumaktadir. Bu teknigin avantaji, materyalin 100°C'nin

altindaki bir sicaklikta damitilabilmesidir (Tongnuanchan & Benjakul, 2014).

e Hidro diffiizyon Metodu

Hidrodiflizyon ekstraksiyonu, buhar distilasyon metodunun farkli bir tipi olup,
yalnizca damitma kabina buharin giris yolunda farki olan bir tiir damitma
islemidir. Bu yontem, bitki materyali kurutuldugunda ve kaynama sicakliginda
zarar géormemesi amaci ile kullanilmaktadir (Chemat vd., 2012). Hidrodifiizyon
yonteminde bitki materyalinin tepesinden buhar uygulanirken, buhar distilasyonu
yonteminde bitki materyalinin alt kismindan buhar uygulanmaktadir. Prosediir
ayrica diisiik basing veya vakum altinda da ¢alistirilabilmekte ve buhar sicakligi
100°C'nin altina diistirmektedir. Hidrodiflizyon yontemi, daha kisa iglem siiresi
ve daha az buhar kullanilarak daha yiiksek yag verimi nedeniyle buharla damitma

yontemine gore daha avantajlidir (Tongnuanchan & Benjakul, 2014).

Ucucu Yaglarin Kompozisyonlarini Belirleme Yontemleri
Kromatografik tekniklerin gelistirilmesi, ugucu yaglarin kimyasal

bilesimlerinin incelenmesinde 6nemli ilerleme kaydedilmesine olanak
saglamistir. Gaz Kromatografisi (GC), ugucu yag bilesenlerinin ve bilesim
varyasyonlarinin hem tanimlanmast hem de oranlarinin belirlenmesi igin
basitligi, hiz1 ve verimliligi nedeniyle dnemli bir yontem olarak
adlandiriimaktadir (Chamorro vd., 2012). Ayn1 zamanda, gaz kromatografi-kiitle
spektrometri (GC-MS) analizleri, ugucu yaglar igerisinde bulunan bilesikleri
tanimlarken, spektrometre ile yiiksek duyarlilik ve hizli tarama nitelikleri
sayesinde analiz edilen u¢ucu yagin icerisinde az miktarda bulunan bilesiklerin
bile tanimlanmasina olanak saglamaktadir. Spektrometrik analizlerin verileri
sinyal olarak aktarilmakta ve sinyallerin monitorlerde yapmis oldugu pikler veri
bankasi igeren programlar ile karsilastirilarak ugucu yaglarin tanimlanma islemi

gergeklestirilmektedir (Celen, 2006; Esen, 2005).
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Caliymada Kullanilan Bitkiler

Kekik (Origanum dubitm Boiss)
Kekik, ana igerigi karvakrol (carvacrol) olan tiim bitkisel tiirlerin genel adidir.

karvakrol’tin izomeri olan timol ise bu tiirlerde ¢ok az bir miktarda bulunmaktadir
(Can Baser, 2008a). Origanum tiirleri, diinya ¢apinda bulunan kekiklerin en biiyiik
kismin1 olusturmaktadir (Olivier, 1997).

Kekikten elde edilen ugucu yagin icerisinde bulunan major bilesenler;
karvakrol, timol ve monoterpenik fenollerdir. Bu molekiiller Y-terpinen (Davis PH
vd., 1988)ve p-cymen’den sentezlenmektedirler (Giiner vd., 2000). Karvakrol ve
timol maddeleri, literatiirde genellikle fenollerin tasvir edilmesi amaci ile
kullanilmaktadir. Fakat fenollerden biyosentetik olarak {iretilmeleri olanaksiz oldugu
icin bu tasvir yanlis olmaktadir. Fenol yalnizca fosil yakitlarda bulunan etkisiz bir
molekiildiir (Azcan vd., 2000). Fakat karvakrol ve timol, fenol halkasi tizerinde
birbirlerine para pozisyonunda bulunan metil ve izopropil fonksiyonlar1 iceren
monoterpenik yapiya sahiptirler. Bu ucgucu bilesikler, aromatik bitkler ve ugucu
yaglarda bulunmaktadir. Formiildeki farklilik, sadece OH™ grubunun farkli
pozisyonda olmasidir. Karvakrol her zaman s1v1 formda iken, timol ve fenol kristalik
bir formdadir. Ortalama letal dozu gosteren letal doz (LDso) degerleri, karvakrol ve
timolun fenolden daha giivenilir oldugunu ortaya koymaktadir (Budavari S vd.,
1997).

Origanum tiirii, 10 alt boliime bagli 43 tiirden olusmaktadir (Baser KHC,
2002). Bu tiirlerin %75’ Akdeniz’in dogu kisminda yer almaktadir (Temel vd.,
2013). Bu tiirlerden biri de arastirmamizda kullandigimiz Origanum dubium
Boiss’tir.

O. dubium Akdeniz’e 6zgii 30-100 cm uzunlugunda bir ¢ali tiiriidiir. Kibris’ta
“rigani” isminde de adlandirilmakta olup, kendine has aromasi ile yemeklerde lezzet
vermesi amaci ile siklikla kullanilmaktadir. Kibris’ta genel olarak Baf bolgesinde
ormanlik alanlarda yetismektedir. O. dubium yillardir 6nemli bir yag kaynagi olarak
kullanilmaktadir. Origanum tiirleri lizerinde yapilan bilimsel arastirmalar sonucu bu
bitkilerin 6nemli 6l¢iide peptisid, antifungal, antioksidan ve antibakteriyel aktiviteye
sahip olduklar1 bildirilmistir (Aslim & Yucel, 2008; Koukoulitsa vd., 2008; Oke &

Aslim, 2010). O. dubium’dan elde edilen ugucu yaglar genellikle antiromatik amagl
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kullanilsa da, gaz giderici ve sindirimi kolaylastirma amaciyla da kullanilmaktadir

(Novak vd., 2011).

Nane (Mentha spicata Lamiceae)
Nane, Labiatae (Lamiaceae) familyasindaki Mentha tiirtine ait bir bitkidir

(Kanatt vd., 2007). Genellikle “spearmint” veya “bahge nanesi” olarak bilinen
Mentha spicata L., Hint mutfaginda siklikla kullanilir. Lezzet amaci ile siklikla
yemeklerde kullanilmakta olan bu Mentha tiirii, yaklasik olarak 25-30 tiirden
olugsmaktadir (Aviello vd., 2009). Biberiye (Rosmarinus officinalis L.), adagay1
(Salvia officinalis L.), kekik (Thymus vulgaris L.) ve lavanta (Lavendula angustifolia
Mill.) Akdeniz bolgesine 6zgii olup, balsam (Melissa officinalis L.) ve nane (Mentha
spicata L.), Ingiltere ve diger Avrupa iilkelerinde yaygin olarak bulunan bitkilerdir
(H. Wang vd., 2004). Mentha spicata Balkan Yarimadasi ve Tiirkiye'nin hem kuzey
hem de batisina 6zgii olup ayn1 zamanda Avrupa ve Akdeniz bolgesinin birgok
bolgesinde, doguda Pakistan yani sira Kuzey Amerika'da da bulunmaktadir.
Morfolojik olarak mizrak sekline benzemektedir (Davis vd., 1988; Soilhi vd., 2020).

M. spicata bitkileri her zaman karvon bakimindan zengindir. Bu nedenle, bu
bitkilerden elde edilen ugucu yaglarin her zaman karvon karakterize edildigi
bilinmektedir (Kokkini & Vokou, 1989). Yapilan arastirmalarla karvon’un
bakterilerin biiyiiyiip gelismesinmi engelleyici bir potansiyele sahip oldugu,
antifungal ve pestisit 6zellikleri oldugu bildirilmistir (Elmastas vd., 2007).
Antimikrobiyal Aktivite Diizeyini Saptama Yontemleri ve Antimikrobiyal
Duyarhhk Testleri

Bu testler in vitro kosullar altinda antimikrobiyal materyallerin, se¢ilmis

bakteri tiirleri lizerinde incelendigi testlerdir (Gajic vd., 2022). Bunlar;

Diliisyon Metotlari: Broth Diliisyon ve Agar Diliisyon

Antimikrobiyal ajanlara kars1 bakteriyel duyarlilik hakkinda veri elde etmek
icin yeni teknolojiler tanitilmasina ragmen, geleneksel teknolojiler hala yaygin olarak
kullanilmaktadir. Disk difiizyon duyarlilik testlerinin yani sira, en yaygin olarak
kullanilan yontemler; broth makro veya mikro diliisyon ve agar diliisyondur
(Weinstein & Lewis, 2020). Broth ve agar seyreltme yontemleri kullanilarak,
antimikrobiyal ajanlarin minimum inhibitdr konsantrasyonlari1 (MIC) yani ajanin

mikroorganizmalarin biiyiimesini engelledigi en diisiik konsantrasyon
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belirlenebilmektedir (Golus vd., 2016; Vasilijevi¢ vd., 2019). MIC'lerin
belirlenmesinin yani sira, broth dilisyon yontemlerinin avantaji, bakterilerin
%99,9'unu 6ldiiren bir antimikrobiyal maddenin en diisiik konsantrasyonu olan
minimum bakterisit konsantrasyonu (MBC) elde etme olasiligidir. Tiip i¢i diliisyon
testi olarak da bilinen makrodiliisyon yontemi, ilgili ortamda antimikrobiyal
maddelerin seri bir sekilde iki kat diliisyonunu kullanmaktadir. Hazirlanan tiiplere
bilinen bir konsantrasyonda bakteri ilave edilmektedir. (Mounyr Balouiri vd., 2016a).

Diger bir makro diliisyon yontemi, “time-kill” yontemidir. Bu test,
antimikrobiyallerin bakteri 6liimiine yol agma hizini inceleyerek farkli
konsantrasyonlarda antimikrobiyal maddelerin etkisinin izlenmesine olanak tanir.
Antimikrobiyal ajanlarin bakterisidal aktivitesi konsantrasyona ve zamana bagl
olarak belirlenmektedir. Bakteriyel canlilik, 24 saat boyunca belirli zaman
araliklarinda agar plakalari tizerindeki kolonileri sayarak belirlenmektedir (Ferro vd.,
2015). Bakteri tireme hizi, ilk 24 saatlik zaman 6ldiirme testi sirasinda log
CFU/mL'deki degisiklikler yoluyla izlenmekte ve sonuglara dayali olarak,
biiylimenin veya 6ldiirme etkisinin yoklugunu temsil eden deneysel egriler
olusturulabilir ve bakteri ile antimikrobiyal madde arasindaki etkilesim hakkinda
aragtirmactya fikir verebilmektedir. Veriler, farkli matematiksel modeller
kullanilarak daha fazla analiz edilebilmektedir (Mueller vd., 2004; Olajuyigbe &
Afolayan, 2012).

Broth Mikro Diliisyon yontemi standardize edilmis, dogru ve ucuzdur. 96
kuyucuklu mikrotitre plakalarinda gergeklestirildigi i¢in, birka¢ antimikrobiyal
maddenin art arda test edilmesine ve bir plakada sekiz seri antimikrobiyal ajanin iki
kat diliisyonuna izin vermektedir. Diliisyon islemi yapildiktan sonra, her kuyuya
standart bakteri inokulum asilanir ve en az 16-24 saat inkiibe edilmektedir. Bu
prosediir referans yontem olarak kullanilmasina ragmen, resazurin renk redoks
indikatorii eklenerek gelistirilmistir. Resazurin, metabolik olarak aktif bakteri
hiicrelerinin varliginda pembe, floresan resorufine doniisen mavi bir renktir.
Resazurinin floresan resorufine indirgenmesi florimetrik olarak 6lgiilebilir (Mounyr
Balouiri vd., 2016b; Foerster vd., 2017; Jorgensen & Ferraro, 2009; Spencer vd.,
2020).

Agar diliisyon yontemi, katilasmadan dnce sec¢ici olmayan ortama farkl
konsantrasyonlarda antimikrobiyal maddelerin eklenmesini igermektedir (Wiegand

vd., 2008). Daha sonra standart bakteri inokulum agar ylizeyinde eklenmektedir. Bir
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gecelik inkiibasyonun ardindan, plakalar gorsel olarak degerlendirilir ve ekim
yapilmis alanlarda biiyiimenin olusup olusmadigi belirlenmektedir. Bakteri iiremesini
Onleyen en diisiik antibiyotik konsantrasyonu MIC olarak kabul edilmektedir. Bu
yontem, farkli bakteri suslarinin ayni anda test edilmesini saglamaktadir (Mirajkar &
Gebhart, 2016).

Antimikrobiyal Gradyan Metodu

Gradyan serit testi, her iki yontemin de avantajli 6zelliklerine sahip olan,
disk diflizyon ve diliisyon yonteminin bir kombinasyonudur. Basit ve kullanimi
kolaydir. Yo6ntem, bir antibiyotigin siirekli bir gradyan ile agar i¢inden difiizyonuna
dayanmaktadir. Duyarlilik kategorilerinin, gradyan testi ve broth diliisyon yontemi
ile elde edilen MIC degerlerinin uyumundan dolay1, Avrupa Antimikrobiyal
Duyarlilik Testi (EUCAST) ve CLSI tarafindan onerilen bir “altin standart™ olarak
kabul edilmektedir .(Weinstein & Lewis, 2020; EUCAST: Clinical Breakpoints and
Dosing of Antibiotics, 2022).

Disk Difiizyon Yontemi

1940'tan giiniimiize, disk difiizyon yontemi, klinik mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda en yaygin kullanilan yontem olarak bilinmektedir (Heatley, 1944).
Disk difiizyon yontemi, insan hastaliklarina neden olan en yaygin ve klinik olarak
ilgili bakterilerin duyarliligini test etmek i¢in standart hale getirilmistir (Weinstein &
Lewis, 2020). Standardizasyon bir¢ok mikroorganizma ve antimikrobiyal i¢in siirekli
devam eden bir siirectir. Yontem, daha d6nce bakteri siispansiyonlu agar iizerine farkli
antibiyotik emdirilmis disklerin yerlestirilmesine esasina dayanmaktadir.
Antibiyotik, agar ortamindan radyal olarak disa dogru difiize olur ve bir antibiyotik
konsantrasyon gradyani tiretir. 35+1-C'de 24 saatlik inkiibasyonda inhibisyon zonlari
olusturulduktan sonra, test edilen her bir antibiyotigin zon ¢aplari ¢iplak gozle veya
otomatik bir sistem kullanilarak l¢iilmektedir (Le Page vd., 2016). Elde edilen
sonuclar, kullanimdaki standardin 6nerilen klinik sinir degerlerine gére yorumlanip,

kategorilere ayrilmaktadir (Weinstein & Lewis, 2020).

Antimikrobiyal Direncli Bakterilerin Tespiti icin Kromojenik Agar

Kromojenik besiyerlerinin gelistirilmesinin temel amaci, direngli
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mikroorganizmalarin daha hizli tespiti ve tanimlanmasini saglamaktir. Hedef
organizmalar, kromojeni serbest birakmak i¢in substratlari metabolize eden spesifik
enzim sistemleri ile karakterize edilmektedir. Kromojen daha sonra ortamdaki
belirgin bir renk degisikliginin dogrudan gozlemlenmesiyle gorsel olarak tespit
edilebilir. Boylece, bu se¢ici ve farkli ortamlar, hedef patojenlerin renkli koloniler
olarak biiylimesini saglar. Geleneksel kiiltiir ortaminin kullanimu ile
karsilastirildiginda, kromojenik agar kullanimi genellikle maliyetleri ve ¢alisma
stiresini azaltmaktadir (Perry, 2017). Primer kullanimu, ¢esitli patojenlerle enfekte
olan hastalarin taranmasi i¢indir. Bu nedenle enfeksiyon 6nlemede ¢ok degerli bir
testtir (Kekic vd., 2021).

Antimikrobiyal Direncli Bakterilerin Tespiti icin Kolorimetrik Testler
Kolorimetrik testler, antimikrobiyal rezistans tespiti igin gelistirilmis fenotipik
yontemleri temsil etmektedir. Yontem, pH degerlerindeki ve kromojenik maddelerin
rengindeki degisikliklerle tespit edilen test bilesenini hidrolize eden bakteriyel
enzimlere dayanmaktadir. Kisaca, bakteriyel slispansiyon veya bakteriyel lizat
slispansiyonu, fenol kirmizisi gibi antibiyotik ve pH indikator boyalar1 iceren bir
saptama sollisyonuna eklenir ve birkag saatten fazla olmamak tizere kisa bir siire
boyunca inkiibe edilir. Tespit soliisyonunun pH'1, antibiyotige direngli bakterilerin
biiylimesi veya bakteriyel enzim aktivitesi nedeniyle degisir ve ardindan soliisyonun
rengi degisir ve bu daha sonra gorsel olarak gozlemlenebilir. Bu testlerin hizli,
gerceklestirmesi ve yorumlamasi kolay ve oldukca hassas ve spesifik oldugu
gosterilmistir. Bu tiir kolorimetrik testlere iy1 bir 6rnek, karbapenemaz tireten
bakterileri saptayan Carba NP'dir (bioMérieux, Marcy-I'Etoile, Fransa). Test, 30
dakika ila 2 saat arasinda giivenilir sonuglar vererek, onu karbapenemaz tireticilerini

kontrol etmenin hizli ve kolay yolu haline getirir (Nordmann vd., 2012).
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BOLUM III

Gerec¢ ve Yontem

Bitkiler

Calismada kullanilan bitkiler olan Origanum dubium (Kibris dag kekigi) ve
Mentha spicata (Kibris bahge nanesi), sirasiyla 10.10.2020 ve 21.10.2020
tarihlerinde Kuzey Kibris Tiirk Cumhuriyeti (KKTC), Lefke bolgesinden, dogal
ortamlarindan toplanmistir. Bu bitkilerin yapraklar1 dallarindan ayrilarak, giin 15181
almayan karanlik, serin ve kuru bir ortamda kurutulmustur. 120g O. dubium ve 40g
M. Spicata elde edilmistir. Calismada kullanilan bitkiler Prof. Dr. Kemal Hiisnii Can
BASER tarafindan tespit edilmis ve NEUN6896 (O. dubium), NEUN10263 (M.

spicata) kodlar1 ile Yakin Dogu Universitesi Herbaryum’unda saklanmustir.

Sekil 1
Lefke Bolgesinden Dogal Ortamlarindan Elde Edilmis Bitkilerin Kurutulmus

Goriintiileri

Origanum dubium

Mentha spicata
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Ucucu Yaglarin Elde Edilmesi
O. dubium (120g) ve M. spicata (40g) bitkilerinin 6nceden kurutulmus yapraklari,

Clevenger tipi aparat kullanilarak her biri ayr1 ayr1 3 saat boyunca 1 litre (L) su ile
distile edilmistirler. Anhidr6z sodyum siilfat (Na2SQO4) kullanilarak sudan
uzaklastirilan ve 0.45 pum steril filtreden (Miller-HV, Merck KGaA, Darmstadt,
Almanya) gecirilen ugucu yaglar +4°C’de hava sirkiilasyonu olmayan siselerde,
karanlik bir ortamda saklanmustir. Yag verimleri kuru agirlik bazinda v/w olarak
hesaplanmistir. Yaglarin verimleri O. dubium i¢in 5.5%, M. spicata i¢in 3.0% olarak
tespit edilmistir.

Sekil 2

A. Clevenger Tipi Aparat Ile U¢ucu Yag Elde Etmek I¢in Uygulanan
Hidrodistilasyon Yontemi

B., C. Hidrodistilasyon Yontemi Ile Kurutulmus Yapraklardan Elde Edilen Ugucu

Yaglar

Kurutulmus bitki
yapraklarinin
Clevenger
aparatina
yiiklenmesi.

Ugucu
yaglarin
eldesi
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Sekil 3
Elde Edilmis Ucucu Yaglarin 4°C’de Saklanmasi Icin Hava Sirkiilasyonu Olmayan

Siselerde Saklanmast
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GC/MS Analizleri
GC/MS (Gaz kromotografi/ kiitle spektrometre) analizleri Agilent 5975 GC-MSD

sistemi ile gerceklestirilmistir. 60 m x 0.25 mm ebatlarinda ve 0.25 mm film
inceligine sahip Innowax FSC siitiinii kullanilarak gerceklestirilen analizde tasiyici
gaz olarak helyum (0.8 mL/dk) kullanilmistir. GC firmni 10 dakika boyunca 60°C’de
kalacak sekilde 1sitilmis ve 4°C/dk hizinda 220°C’ye ¢ikacak sekilde ayarlanmistir.
Bolme oranlar1 40:1°e ayarlanmis olup, enjektor sicakligi 250°C’ye sabitlenmistir.
Kiitle spektrumlar1 70 eV olarak kaydedilmis ve kiitle agirligi 35-450 m/z arasinda

belirlenmistir.
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Sekil 4
GC/MS Analiz Cihazi

GC Analizleri

Gaz kromotografi (GC) Analizleri Agilent 6890 N sistemi kullanilarak yapilmistir.
Alev Iyonizasyon Dedektorii (FID/ Flame Ionization Dedector) sicakligi 300°C’ye
ayarlanmigtir. GC-MS ile ayni eliisyon sirasini elde etmek igin, ayni ¢alisma
kosullarini uygulayan siitunun bir kopyasi lizerinde eszamanli otomatik enjeksiyon
yapilmistir. Ayrilmis bilesiklerin goreli yiizde miktarlari FID kromatogramlari

kullanilarak hesaplanma islemleri gerceklestirilmistir.



Tablo 1. M. spicata Ugucu Yag Bilesenleri.

LRI Bilesen ismi Bilesen Oranlari (%0)

1 1015 a-Pinene 1.0
2 1068 Camphene 0.1
3 1115 B-Pinene 1.2
4 1128 Sabinene 0.8
5 1168 Myrcene 0.8
6 1207 Limonene 12.5
7 1217 1,8-Cineole 3.6
8 1241 B-Terpinene 0.2
9 1256 y-Terpinene 0.1
10 1259 (E)-B-Ocimene 0.1
11 1393 3-Octanol 0.2
12 1539 B-Bourbonene 0.4
13 1599 Camphor 0.1
14 1608 B-Elemene 0.4
15 1618 Terpinen-4-ol 0.2
16 1623 B-Caryophyllene 0.5
17 1635 trans-Dihydrocarvone 0.3
18 1663 cis-iso-Dihydrocarvone 0.1
19 1676 Pulegone 1.1
20 1687 Dihydrocarvyl acetate 0.6
21 1699 Bicyclosesquiphellandrene 0.4
22 1721 Borneol 0.2
23 1739 Germacrene D 0.6
24 1768 Carvone 71.3
25 1789 p-Vinyl anisol 0.9
26 1819 a-Cadinene 0.1
27 1828 cis-Carvone oxide tr
28 1851 trans-Carveol 0.3
29 1863 cis-Calamenene 0.2
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30 1867 trans-Calamenene 0.1
31 1882 cis-Carveol 1.4
32 2090 Cubenol 0.2
33 2260 Torreyol 0.1
Total 100.0

Tablo 2. O. dubium Ugucu Yag Bilesenleri.

LRI Bilesen Ismi Bilesen Oranlar (%0)
1 1015 a-Pinene 3.1
2 1019 a-Thujene 0.9
3 1067 Camphene 0.2
4 1114 B-Pinene 0.2
5 1155 0-3-Carene 0.9
6 1167 Myrcene 14
7 1172 B-Terpinene 0.2
8 1187 a-Terpinene 1.2
9 1206 Limonene 0.3
10 1216 1.8-Cineole 0.2
11 1217 B-phellandrene 0.3
12 1255 y-Terpinene 4.1
13 1283 p-Cymene 6.9
14 1294 Terpinolene 0.3
15 1451 1-Octen-3-ol 0.1
16 1472 trans-Sabinene hydrate 0.4
17 1549 Linalool 0.2
18 1558 cis-Sabinene hydrate 0.2
19 1618 Terpinen-4-ol 0.8
20 1622 -Caryophyllene 0.4
21 1710 a-Terpineol 0.6
22 1715 y-Terpineol 0.2
23 1720 Borneol 0.3
24 2027 neo-iso-Dihydro carveol 0.2
25 2151 Spathulenol 0.1
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26 2199 Thymol 0.5
27 2231 Carvacrol 75.8
Total 100.0

Ucucu Yag Bilesenlerinin Saptanmasi

Ugucu yag bilesenlerinin tanimlanmasi, 6nceden tanimlanmis numunelere ait bagil
alikonma siirelerinin karsilastirilmasi veya linear alikonma indekslerinin (LRI) bir
dizi n-alkalen ile karsilastirilmasi yoluyla gergeklestirilmistir. Tanimlama igin, ana
bilesikleri ve bilinen yaglarin bilesenlerini igeren “Bager Ugucu Yag Kiitiiphanesi”
(ESO 2000 - The Complete Database of Essential Oils; Kelsey, 1999) ile ticari
kaynaklar olan “Wiley GC/MS Library, NIST Chemistry WebBook” ((McLafferty
vd., 1989; Stein SE., “Mass Spectra” NIST Mass Spec Data Center, in NIST
Chemistry WebBook, NIST Standard Reference Database Number 69", 2012)
bilgisayar programlar1 kullanilarak literatiirde bulunan MS tiirleri ile eslestirmeler

yapilmistir.

Bakteri ve Candida Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan E. faecalis (ATCC 29212) ve C. albicans (ATCC 10231)
organizmalar1 Yakim Dogu Universitesi mikrobiyoloji laboratuvar1 bankasindan
temin edilmistir. Calismada Mueller Hinton Agar besiyeri olarak kullanilmistir. 24
saat siire ile E. faecalis, 48 saat siire ile C. albicans inkiibe edilmistir. Ardindan

mikroorganizmalar agarlara yayma yontemi ile ekilmistir.

Deney Gruplarinin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan grup igerikleri klinikte uygulanan rutin protokollere uygun
olarak belirlenmistir. Akoz karigim olan medikamani hazirlamak i¢in Ca(OH).’ye
distile su (salin) ve gliserin, hem ayr1 ayri hem de birlikte olacak sekilde gruplara
dahil edilmistir. Yiriitiilen ¢alismada kullanilmak tizere elde edilen O. dubium ve M.
spicata ucucu yaglari ¢alisma gruplarina dahil edilmistir. Her bir ugucu yagin
antimikrobiyal etkisini aragtirmak i¢in rutin olarak uygulanan protokol ile birlikte
veya ayri ayri olacak sekilde toplam yedi farkli deney grubu olusturulmustur. O.
dubium i¢in Tablo 3'te ve M. spicata i¢in Tablo 4'te gosterildigi gibi farkli bilesenler

esit oranlarda gruplara eklenmistir.
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Tablo 3. O. dubium, Kalsiyum Hidroksit, Distile Su ve Gliserin Calisma Gruplari.

Origanum  Kalsiyum

dubium Hidroksit Distile Su Gliserin
Origanum dubium ve 100 L, 0.001 g i i
Kalsiyum Hidroksit
Origanum dubium,
Distile Su ve Kalsiyum 100 pL 0.002 g 100 pL -
Hidroksit
Origanum dubium,
Gliserin ve Kalsiyum 100 pL 0.002¢g 100 uL
Hidroksit Grup
Origanum dubium, Bilesenlerinin
Distile Su, Gliserin ve 100 pL 0.003 g 100 pL 100 pL Orani
Kalsiyum Hidroksit
Distile Su ve Kalsiyum
ket YU 100 L 0.001 g - -
Gliserin ve Kalsiyum
Hidokeit Y - 0.001 g 100 uL -
Distile Su, Gliserin ve
Kalsiyum Hidroksit i 0.001g 100 L

Tablo 4. M. spicata, Kalsiyum Hidroksit, Distile Su ve Gliserin Calisma Gruplart.

Me.ntha K&,ﬂmym?l Distile Su Gliserin
spicata Hidroksit
Mentha spicata ve
1 L .001 - -
Kalsiyum Hidroksit 00 0001 ¢
Mentha spicata, Distile
Su ve Kalsiyum 100 puL 0.002¢g 100 uL -
Hidroksit
Mentha spicata,
Gliserin ve Kalsiyum 100 pL 0.002 g 100 pL
Hidroksit Grup
Mentha spicata, Distile Bilesenlerinin
Su, Gliserin ve 100 pL 0.003 g 100 uL 100 pL Orani
Kalsiyum Hidroksit
Distile Su ve
Kalsiyum Hidroksit 100 pk 0.0018 i i
Gliserin ve Kalsiyum
Hidroksit - 0.001 g 100 uL -
Distile Su, Gliserin ve 0.001 g 100 WL,

Kalsiyum Hidroksit




Sekil 5

Ependorf tiipler igerisinde hazirlanmis olan karisimlar.
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Disk Diffiizyon Yontemi

Caligsmada olusturulan farkli gruplarin antimikrobiyal etkinliklerini belirlemek
amaci ile disk difizyon yontemi kullanilmistir. Disk difiizyon yontemi i¢in 100 uL.
stispansiyonda 108 CFU/mL konsantrasyonda E. faecalis ve 100 uL siispansiyonda
106 CFU/mL konsantrasyonda C. albicans Mueller Hinton agar plakalarina
(Biomerieux, Lyon, France) ekilmistir (Lee S. C. vd., 2001; Nayyar vd., 2021a).
Kibris dag kekigi yagi (O. dubium) ve Kibris bahge nanesi yagi (M. spicata)
Ca(OH):zile karistirilarak olusturulan 7 farkli ¢aligma grubunun antimikrobiyal etkisi
test edilmislerdir. Bu amagla olusturulan yedi farkli grup test edilmek tizere steril

disklere 15 ul olacak sekilde pipet yardimi ile eklenmistir. Her iki patojen i¢in
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negatif kontrol grubu olarak distile su kullanilmistir. Pozitif kontrol gruplarinda ise

vancomycin E. faecalis igin, nystatin C. albicans i¢in kullanilmistir.

E. faecalis ekilmis agarlar 37°C’de 24, 48 ve 72 saat siire ile inkiibe edilmistir. C.
albicans ekikmis agarlar ise 37°C’de 48 ve 72 saat siire ile inkiibe edilmistir.
Onceden agarlara eklenmis olan diskler iizerinde olusan inhibisyon alanlar,
antimikrobiyal aktivitenin etkisini gostermistir (Sekil 10). Inhibisyon alanlarinin
Olctimleri milimetrik cetvel ile milimetrik (mm) olarak hesaplanmistir. Hesaplanan
Olctimler E. feacelis i¢in 24, 48 ve 72.’inci saatte, C. albicans i¢in 48 ve 72’inci

saatte yapilmistir. Giivenilir veriler elde etmek igin her test {i¢ kez tekrar edilmistir.



Sekil 6

Disklerin Pleytlere Yiiklendikten Sonra 24-48 Ve 72 Saat Boyunca /nkubatdrde
Bekletilmesi.
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Sekil 7
(A)MH Agarlara Mikroorganizmalarin EKlilmesi

(B)Deney Gruplarina Ait Karisimlarin Difiizyon Disklerine Eklenmesi
(C)Eklenen Gruplara Ait Disklerin Mikroorganizma (Faec Cad) Ekili Pleytlere

Yiiklenmesi

Sekil 8

Her Bir U¢ucu Yag Bileseninin Ayrintili Kompozisyonlart ile Calismanin Grafiksel
Gosterimi.

(A) O. dubium ve M. spicata bitkileri dogadan toplandi ve bitkilerden u¢ucu yag
elde edildi. (B) Her iki bitkiden elde edilen ugucu yaglara GC-MSanalizi yapild:. O.
dubium bitkisinden elde edilen ucucu yagda ana bilesen olarak %75.8 oraninda
Karvakrol, M. spicata bitkisinden elde edilen u¢ucu yagda ana bilesen olarak %71.3
oraninda Karvon bulundu. (C) E. faecalis ve C. albicans olmak iizere iki farkl
mikroorganizma iizerinde disk diffiizyon testi yapildi. (D) Inhibisyon alanlari, E.
faecalis icin (24, 48 ve 72 saat) ve C. albicans igin (48 ve 72 saat) olarak ol¢iildii.
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E. faecalis C. albicans E. faecalis C. albicans

. | | | |
= @<

E. faecalis C. albicans E. faecalis C. albicans
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Sekil 9
Disk Diffiizyon Yontemi Sonrasi Disklerin Etrafinda Gelisen Inhibisyon Alanlar

Istatiksel Analiz

Inhibisyon alani verileri, ortalama standart hatalarla dl¢iilmiistiir. Farkliliklarin
istatistiksel onemi, tek yonlii ANOVA kullanilarak incelenmistir. Coklu grup ici
karsilastirmalar i¢in Tukey testi, GraphPad Prism 5.0 ve Windows i¢in SPSS
kullanilarak gruplar arasi karsilagtirmalar i¢in t testi yapilmistir. 0.05* altindaki tiim

p degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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BOLUM IV
Bulgular

Gaz kromatografisi ve kiitle spektrometrisi veri analizi, M. spicata'nin ugucu yag
bilesimi ile karakterize edilen 33 bilesigi tespit etmistir (Tablo 1). Baslica bilesikler
karvon (%71,3), ardindan limonen (%12,5) ve 1,8-sineol (%3,6) olarak tespit
edilmistir. O. dubium ugucu yag bilesiminde, ana bilesigin karvakrol (%75,8) oldugu
27 bagka bilesik daha tespit edilmistir (Tablo 2).

Sekil 10-12'deki veriler, farkli ¢alisma gruplarinin inhibisyon alani dl¢timlerini
(mm) tanimlamakta ve goreceli istatistiksel farkliliklar1 gostermektedir. Distile su
veya gliserin i¢ceren Ca(OH)2 gruplarina O. dubium ugucu yaginin eklenmesi hem C.
albicans hem de E. faecalis tizerinde antimikrobiyal aktivite gosterirken, M. spicata

ucucu yagi sadece C. albicans iizerinde antimikrobiyal aktivite gostermistir.

E. faecalis iizerinde antimikrobiyal aktivite caligmasi ti¢ farkli zaman araliginda (24
saat, 48 saat ve 72 saat; Sekil 10) gergeklestirilmistir. Her ti¢ aralikta da, O. dubium
ugucu yagmin eklenmesi, Ca(OH).’e distile su, gliserin veya her ikisinin
eklenmesinden bagimsiz olarak antimikrobiyal aktiviteyi dnemli 6l¢iide artirmistir.
Tiim zaman araliklarinda tiim farkli grup i¢i karsilagtirmalarda aktivitede benzer
egilimler gozlenmistir (Sekil 10). Ca(OH)2, gliserin ve O. dubium yagmin
kombinasyonu, 72.’inci saatte diger tiim kombinasyonlarla karsilastirildiginda, E.
faecalis tizerinde 30 mm'den fazla bir inhibisyon alani olusturarak (p <0.001), 6nemli
oOlglide en yiiksek antimikrobiyal aktivite seviyesini gostermistir (Sekil 10C). 24 ve
48.’inci saat Olgtimleri i¢in, (1) Ca(OH)2, gliserin ve O. dubium ugucu yagi ve (2)
Ca(OH)., distile su ve O. dubium ugucu yagi ti¢liistiniin gruplar arasi karsilagtirmalari,
E. faecalis’e karsi aralarinda 6nemli bir farklilik sergilemememistir (Sekil 10A,B).
Ayrica, ugucu yag ilavesi yapilmamig Ca(OH)2 gruplarinda antimikrobiyal aktivite

seviyesi, onemli bir farklilik gostermedi (Sekil 10).

Sekil 10

E. faecalis Uzerinde O. dubium Ugucu Yagini Iceren Farkli Calisma Gruplarimin
Inhibisyon Alani Caplart (mm). (A) E. faecalis Uzerinde Cesitli Gruplarla
Inkiibasyondan 24 Saat Sonra Olgiilen Inhibisyon Alani Caplar: (mm). (B) E. faecalis
Uzerinde Cesitli Gruplarla Inkiibasyondan 48 Saat Sonra Olgiilen Inhibisyon Zonu
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Caplar1 (mm). (C) E. faecalis Uzerinde Cesitli Gruplarla Inkiibasyondan 72 Saat
Sonra Olgiilen Inhibisyon Zonu Caplar: (mm). (CH: Kalsiyum Hidroksit; G: Gliserin,
DW: Distile Su). Degerler, Ortalama Inhibisyon Bélgesi + Standart Sapmay: Temsil
Eder (* P <0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001).

E. faecalis

inhibisyon Alam (mm)
inhihiiynn Alam (mm)
inhihiiynn Alam (mm)

24 Saat 48 Saat 72 Saat

O. dubium ilave edilmis diger Ca(OH): gruplarmin, C. albicans iizerindeki
antimikrobiyal aktivitesi de arastirilmistir. C. albicans tizerindeki etki, 24 saat iginde
etkin bir mikroorganizma bilytimesi olmadigi i¢in 48. ve 72.’inci saat zaman araliginda
incelenmistir (Sekil 11). O. dubium gruplarinin C. albicans {izerindeki antimikrobiyal
aktivitesinin, tiim farkli ¢aligma gruplarinda E. faecalis iizerine karsilik gelen
antimikrobiyal aktivite ile karsilastirildiginda daha yiiksek oldugu bulunmustur (Sekil
10 ve 11). Ca(OH) gruplarina O. dubium ugucu yagi eklendiginde, antimikrobiyal
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aktivite genel olarak, her iki zaman araliginda (48 saat ve 72 saat; p <0,001) O. dubium
icermeyen gruplara kiyasla 6nemli 6l¢iide daha yiiksek bulunmustur. Her iki zaman
araliginda da, Ca(OH)z, gliserin ve O. dubium igceren grup disinda diger tiim ¢alisma
gruplarinda nispeten benzer antimikrobiyal aktivite bulgular1 gézlemlenmistir. 48.’inci
saatte Ca(OH)., gliserin ve O. dubium ugucu yag grubunun olusturdugu inhibisyon
alaninin, 48.’inci saatte ugucu yag icermeyen diger tiim gruplardan 6nemli 6l¢iide daha
yiiksek oldugu tespit edilmistir (Sekil 11B). Ayrica elde edilen veriler, ayn1 zaman
araliginda Ca(OH), gliserin ve O. dubium ugucu yag gruplarmin, diger tim ¢alisma
gruplartyla karsilastirildiginda en yiiksek antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu
gostermislerdir (Sekil 11B).

Sekil 11

C. albicans Uzerinde O. dubium Ugucu Yagini Iceren Farkli Calisma Gruplarinin
Inhibisyon Zon Caplart (mm). (A) C. albicans Uzerinde Cesitli Gruplarla
Inkiibasyondan 48 Saat Sonra Olgiilen Inhibisyon Alant Caplar: (mm). (B) C. albicans
(Ch: Kalsiyum Hidroksit; G: Gliserin, Dw: Distile Su) Uzerinde Cesitli Gruplarla
Inkiibasyondan 72 Saat Sonra Olgiilen Inhibisyon Bélgesi Caplart (mm). Degerler,
Ortalama Inhibisyon Bolgesi + Standart Sapmayr Temsil Eder (* P < (.05, *** P <
0.001).
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M. spicata bu ¢alismada incelenen bir diger ugucu yagdir. Calisma, M. spicata ugucu
yaginin E. faecalis iizerinde herhangi bir antimikrobiyal etkisinin olmadigini ve
bakteri kiiltiiriinde herhangi bir inhibisyon alani (mm) olusturmadigini gostermistir.
Bununla birlikte M. spicata, C. albicans tizerinde 6nemli 6l¢iide anlamli bir inhibisyon
alan1 olusturmustur. M. spicata ugucu yagi ve Ca(OH)2 kombinasyonu, 72 saatlik
inkiibasyonda (p < 0,001) diger kombinasyon ¢alisma gruplariyla karsilastirildiginda,
onemli dlgilide en yiiksek inhibisyon bolgesini olusturmustur (Sekil 12B). M. spicata
ucucu yagi her iki zaman araliginda da, (1) M. spicata ugucu yagi, Ca(OH)2 ve gliserin
ve (2) M. spicata ugucu yagi, Ca(OH)z, gliserin ve distile su igeren gruplar, M. spicata
icermeyen diger calisma gruplari ile karsilastirildiginda biraz daha yiiksek

antimikrobiyal aktivite gostermistir. (Sekil 12A,B).
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Sekil 12

C. albicans Uzerinde M. spicata Ugucu Yagini Iceren Farkli Calisma Gruplarinin
Inhibisyon Alani Caplari (mm). (A) C. albicans Uzerinde Cesitli Gruplarla
Inkiibasyondan 48 Saat Sonra Olgiilen Inhibisyon Alani Caplar: (mm). (B) C. albicans
Uzerinde Cesitli Gruplarla Kuluckadan 72 Saat Sonra Olgiilen Inhibisyon Zonu
Caplart (mm). (Ch: Kalsiyum Hidroksit; G: Gliserin, Dw: Distile Su). Degerler,
Ortalama Inhibisyon Bélgesi + Standart Sapmayr Temsil Eder (* P < 0.05, ** P <
0.01, *** P < 0.001).

C.Albicans

inhibisyon Alami (mm)
inhibisyon Alam (mm)

48 Saat ' 72 Saat
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Bolim V

Tartisma
Calismamizda Ca(OH)2’ye, O. dubium ve M. spicata ugucu yaglarinin giincel

klinikte kullanilan Ca(OH).’e eklenerek antifungal ve antimikrobiyal 6zelliklerini
artirmasi hedeflenmistir. Hazirlanan karigimlar, kok kanallarindan siklikla izole
edilen en inatg1 iki patojen olan E. faecalis ve C. albicans iizerinde test edilmistir.

Pulpal ve periodontal hastaliklarin ana nedeni patojen mikroorganizmalardir. Bu
nedenden dolay1 endodontik tedavide bu patojenlerin kok kanal sisteminden
eliminasyonu kritik 6nem tasimaktadir. Kakekhashi ve ark. Patojen mikroorganizma
icermeyen fareler tizerinde yapmis olduklari arastirmada, pulpal ve periodontal
hastaliklarin gelisebilmesi i¢in ortamda mutlaka patojen mikroorganizma bulunmasi
gerektigini bildirmislerdir (Kakehashi vd., 1965). Benzer sekilde yapilan bir¢ok
arastirma sonucu, periapikal bolgede kemik yikimi ger¢eklesmis olan vakalarin
enfekte kok kanallarinda bulunan patojenlerden kaynaklandigini bildirilmis ve
boylelikle periapikal lezyonlarin olusup gelismesinde patojen bakterilerin Kritik
onemi oldugu ispatlanmistir (Ehrnst & Sundqvist, 1976; Hakansson vd., 2010a,
2010Db).

Fabricius ve arkadaslarinin yaptiklari calismada, kok kanallarinda polimorfik bir
mikrobiyal yap1 bulundugunu bildirmislerdir (Fabricius vd., 2006). Fakat buna karsit
olarak Siquera ve arkadaslari, birincil endodontik enfeksiyonlarin kok kanallarinda
istlinliik saglamis firsatci patojenlerden kaynaklandigini bildirmislerdir (José F.
Siqueira vd., 2002; Tang vd., 2004). Oral kavite ve kok kanallarinin polimorfik
mikrobiyal dogasi bilinmekte ve patojenite potansiyeli olan birden ¢ok
mikroorganizma bu alanlarda bulunabilmektedir. Calismamizda endodontik
enfeksiyonlardan siklikla izole edilen en direngli iki patojen E. faecalis ve C.
albicans test edilmek iizere se¢ilmistir.

Calismamizin sonuglarina gére O. dubium igin yapilan yokluk hipotezi
reddedilmistir. O. dubium'un ugucu yagi, hem E. faecalis hem de C. albicans
tizerinde onemli antimikrobiyal aktivite gostermistir. O. dubium, C. albicans iizerinde
iyi bir antimikrobiyal etki gosterirken, M. spicata i¢in olusturulan yokluk hipotezi
kismen reddedilmistir. M. Spicata, E. faecalis iizerinde herhangi bir antimikrobiyal
etki gostermemistir.

Abbaszadegan ve arkadaslar tarafindan yapilan bir calismada aloe vera ve Z.

multiflora ugucu yaglariin antimikrobiyal etkinligi E. faecalis'e karsi test edilmistir.
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Ayni ¢alismada, Z. multiflora’dan %32,17 oraninda ve Aleo vera’dan %50,78
oraninda karvakrol elde edildigi bildirilmistir. Bu ugucu yaglardan elde edilen
oranlar bizim ¢alismamizda kullandigimiz O. dubium bitkisinden elde edilen
karvakrol oranindan daha diistik olsa da Aleo vera ve Z. multiflora bitkilerinin E.
faecalis’e kars1 esit antimikrobiyal etkinlik gosterdigi bildirilmistir. Ayrica 14 giin
boyunca kullanildiklarinda Ca(OH): ile karsilagtirilabilir diizeyde veriler elde
etmislerdir. Bizim galismamizda 24, 48 ve 72 saatlik zaman araliklarinda Ca(OH).’e
ozellikle O. dubium eklendiginde 6nemli 6l¢iide yiiksek antimikrobiyal etki
saglanmigtir (Abbaszadegan vd., 2016a).

Mikroorganizmalarin kok kanal sisteminden, 6zellikle dentin tiibiillerinden
uzaklastirilmasi, basarili bir endodontik tedavinin temel anahtaridir. Dentin
tiibiillerinde, oksijen konsantrasyonu diisiik oldugu i¢cin mikroorganizmalarin {ireyip
cogalabilecegi en ideal ortam olarak kabul edilmektedir. C. albicans, agiz
boslugunda en bol bulunan patojen mantardir ve siklikla endodontik tedavilerin
basarisizligina neden olmaktadir (Hargreaves vd., 2011).

E. faecalis, kanal tedavilerinde yaygin olarak bulunan en direngli bakterilerden
biridir (Nosrat vd., 2009). C. albicans'a benzer sekilde, E. faecalis, immiin sistemi
baskilanmig hastalarda kritik 6neme sahip 6nemli bir firsatg1 patojendir
(Krishnamoorthy vd., 2020). Spesifik olarak, Krishnamoorthy ve arkadaslari, birkag
C. albicans gen 6zelliklerinin biyofilm olusumunu, doku penetrasyonunu ve doku
istilasini1 indiikledigini gézlemlemislerdir. Bu aktivitelerin E. faecalis varliginda
onemli 6l¢iide arttigi bildirilmistir (Krishnamoorthy vd., 2020). Pinheiro ve ark. E.
faecalis'in daha 6nce endodontik tedavi gérmiis vakalarin kok kanal sistemlerinden
en sik oranda (%45,8) izole edilen bakteri oldugunu bildirmislerdir (Pinheiro vd.,
2003). Momenijavid ve arkadaslarinin, Ca(OH): ile E. faecalis iizerinde yapmis
olduklar1 bir arastirmada, Ca(OH)2’nin E. faecalis’i tamamen elimine edemedigini
fakat bu patojenin morfolojik yapisinda birtakim degisiklikler meydana getirdigini
bildirirken, Ca(OH)2’de bulunan Ca*? iyonu ve E. faecalis arasindaki etkilesimde
kesfedilmemis eksik bir bilgi oldugunu ve bunun arastirilmasi gerektigini
savunmuslardir (Momenijavid vd., 2022).

Ca(OH); akoz tasiyicilar ile karistirildiginda OH™ iyonu salinimi yaparak
antimikrobiyal etkinlik gostermektedir (Ballal vd., 2007). endodontik tedavilerde
kanal i¢i medikaman olarak kullanilmasina ragmen, antimikrobiyal aktivitesi

hakkinda hala daha 6nemli tereddiitler vardir. Son yapilan ¢alismalar, yeni
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gelistirilen diger kanal i¢ci medikamanlar ile karsilastirildiginda tek basina
Ca(OH)2’nin daha az etkili veya yetersiz olabilecegini géstermistir (Zancan vd.,
2016). Zancan ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismanin sonuglarina gore, tek basina
Ca(OH), nin bakterileri yok etmede yetersiz kaldig tespit edilmistir (Zancan vd.,
2019).

Yiritiilen ¢alismalar neticesinde, Ca(OH).nin yiiksek pH'inin olusturdugu alkali
ortamin tek basina bakterileri yok etmekte yetersiz kaldig1 gozlemlenmektedir.
Bunun nedeni ise, bakterilerin, yapisal olarak sitoplazmik aktiviteleri sonucunda
olusan alkali ortama kolaylikla uyum saglayabilmeleridir. Peters ve arkadaslar
tarafindan yapilan bir ¢aligmanin sonucuna goére Ca(OH)2 ile pansuman sonrasi kok
kanal sisteminde Gram pozitif bakterilerin tamamen yok olmadigini ancak sayisinin
azaldig1 ortaya konmustur (Peters & Wesselink, 2002). Ayrica literatiirde bildirilmis
veriler, Ca(OH).‘nin kdk kanal sisteminden bakterileri tamamen uzaklastirmada
basarisiz oldugunu gostermistir (Sathorn vd., 2007). Baska bir ¢alismada Cook ve
arkadaslari, kok kanal dolumu 6ncesi Ca(OH)2 uygulanan ve uygulanmayan kok
kanallarinin kalitesini aragtirmiglardir. Bunun yani sira ayni ¢aligsma icerisinde,
bakteriyel enfeksiyonlarinda %2 CHX’in dentin tiibiillerindeki antimikrobiyal
etkinligini karsilastirmiglardir. Veriler, %2’lik CHX kullaniminin ardindan yapilan
kok kanal dolgular1, Ca(OH):2 ile yapilan medikasyonu takiben veya direkt yapilan
kok kanal dolgulart ile karsilastirildiginda %2’lik CHX’in E. faecalis bakteri
kolonilerini dezenfekte etmede daha etkili oldugunu gostermistir (Cook vd., 2007).

Yapilan caligmalarin sonuglarina gore, bakterilerin basarili bir sekilde ortadan
kaldirilmasi i¢in, Ca(OH)2’yi 10 dakika boyunca uygulamak yerine, yedi giinliik
Ca(OH)2 uygulamasinin gerekli minimum inkiibasyon siiresi oldugu bildirilmistir
(Farhad & Mohammadi, 2005)(Sjogren vd., 1997). Benzer sekilde Basrani ve
arkadaslarinin ¢alismasi sonucunda da dentinde etkili bir antimikrobiyal etki
saglanabilmesi i¢in optimal yedi giinliik siire gerektigini bildirmislerdir (Basrani vd.,
2002). Gegmis yillarda kok ucu agik dislerin apeksifikasyon tedavisinde, kok ucunun
kapanmasi i¢in uygulanan uzun siireli Ca(OH)2 gerekesinimi gliniimiizde kullanilan
MTA (mineral trioksit aggregate) gibi biyouyumlu materyaller ile daha kisa siireli
olsa da Ca(OH)2 hala tercih edilen bir materyaldir (Lee Y., 2013). Bununla birlikte,
Ca(OH)2’nin kok kanallarinda uzun siire birakilmasi, dentinin fiziksel 6zelligi
tizerinde olumsuz bir etkiye sahip olabilecegi ve ilgili diste kok kiriklarina sebep

olabilecegi 6ne siiriilmiistiir. Bir¢ok in vitro ¢calismada Ca(OH)2’nin kok
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kanallarinda 5 hafta ve iizeri birakilmast durumunda ilgili disin koklerinde, kirilma
direncinde azalma meydana geldigi bildirilmistir (Andreasen vd., 2002; Zarei vd.,
2013). Calismamizda Ca(OH)2’ye ugucu yag ilavesi sonucu 24, 48 ve 72.’inci
saatlerde bile anlamli antibakteriyel veriler elde edilmistir. Bu veriler 1s18inda
Ca(OH)2’nin kok kanallarinda daha kisa siirede birakilabilecegi ve bu siirenin ilgili
disteki kirilma direncinde azalmaya sebep olmayacagi diistiniilmektedir. Fakat bu
diistincenin daha fazla ¢alisma ile desteklenmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.

C. albicans'in varligi primer kok kanal enfeksiyonlarinda tespit edilmistir ancak
basarisiz endodontik tedavilerde diger mikroorganizmalara gore daha sik
goriilmektedir. Ikincil endodontik tedavi basarisizliklarinda gériilmeleri %1 ile %17
arasinda degismektedir (Baumgartner vd., 2000; Slack G., 1953). Bu durum, C.
albicans'in genis bir pH araliginda yasayabilmesinin bir sonucu olabilir ve bu da C.
albicans’in yiiksek pH degerlerinde Ca(OH).ye kars1 direncini agiklamaktadir.
Ayrica Ca(OH),, C. albicans biiyiimesini artiran Ca*? iyonlarmin konsantrasyonunu
daha da artirarak, antifungal etkinliginin sinirli veya tamamen yoklugunu
gostermektedir (Mohammadi vd., 2012). Bu ¢alismalar rutin endodontik tedavilerde
intrakanal dezenfeksiyonu saglayan yeni alternatif materyallerin gerektiginin
Oonemini vurgulamaktadir.

Dogal iiriinler geleneksel tipta yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak kullanimlari
modern dis hekimligi ve tip alanlarinda da oldukga popiilerlesmeye baslamistir. T1bbi
ozelliklere sahip bitkiler, ¢esitli hastaliklarin tedavisi i¢in faydali ve etkili
kaynaklardir. Kok kanalinin kemomekanik olarak hazirlanmasi, mevcut patojenlerin
sayisini azaltsa da kok kanal sisteminin dezenfeksiyonunu en iist diizeye ¢ikarmak
icin antibakteriyel etkiye sahip giiclii bir kanal i¢i medikaman kullanimi gereklidir
(Gomes vd., 2003). Dogal iiriinler olarak kabul edilen ugucu yaglara ilgi ve ugucu
yaglarin etkinlikleri giin gegtik¢e diinya ¢apinda artis géstermektedir (Sharma vd.,
2018; Silva vd., 2019; Van der Waal vd., 2016). Dogal iiriinler, baz1 sentetik
bilesiklerden daha 1yi tolere edildikleri i¢in 6nemli bir ila¢ kaynagi olmaya devam
etmektedir. Dogal antimikrobiyal ajanlar, mikroorganizmalarin farkl: tiirlerinin
kontroliinde de 6nemli bir rol oynamaktadir (Dias vd., 2012). Giiniimiiz dis
hekimliginde dogal iiriinlerin (Philip vd., 2019), antimikrobiyal ve antifungal etkinlik
gostererek dis ¢iiriiklerini onleme potansiyeline sahip oldugu, halitozisi 6nledigi,
osteojenik aktivite gostererek osteoblastik aktiviteyi artirirken osteoklastik aktiviteyi

azalttig1 ve oral squamoz hiicreli karsinomlarda antitiimor ajanlar ile dogal {irtinlerin
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karsilastirilmast sonucu dogal iirlinlerin apoptozu indiikleyici etkilerinin oldugu
literatiirde bildirilmistir (Sakagami & Tomomura, 2018). Dogal iiriinlerin sahip
oldugu bu avantajlardan dolay1 yapilan bu ¢alismada, O. dubium veya M. spicata
ucucu yaglarinin endodontik tedavi sirasinda kanal i¢i medikaman olarak kullanilma
potansiyelini arastirmak amaglanmistir. Bunun nedeni ise, yukarida da belirtildigi
gibi giincel klinik tedavilerinde kullanilan Ca(OH) gibi tek basina kullanilan
materyallerin kok kanallarinin dezenfeksiyonunda yetersiz oldugu rapor edilmistir.
O. dubium ve M. spicata'nin ugucu yaglarinin kimyasal bilesenlerinin, tek basina
veya Ca(OH): ile kombine bir sekilde kullanildigi zaman sagladig: antibakteriyel ve
antifungal etkilerinin daha iyi anlasilmasini saglamak i¢in bu ¢aligsma tasarlanmistir.
Yiiriitiilen ¢alismada O. dubium ugucu yaginin ana bileseni %75,8 oraninda
karvakrol, M. spicata ugucu yagimin ana bileseni ise %71,3 oraninda karvon olarak
GC ve GC-MS analizleri ile belirlenmistir. Ugucu yaglarda major bilesenlerin
belirlenmesi konusunda GC-MS analizleri 6nemli bir rol oynamakta ve bu analizlerin
ucucu yaglardaki major bilesenleri belirleme kullanildigina dair literatiirde bir¢ok
arastirma mevcuttur (Abbaszadegan, Dadolahi, vd., 2016; Abbaszadegan, Sahebi,
vd., 2016a; Karadaglioglu vd., 2019; Vasilijevi¢ vd., 2019).

Calismamiza benzer bir sekilde Sousa ve ark. ¢alismalarinda Punica granatum
bitkisinden elde edilen ugucu yag1 Ca(OH): ile birlikte ve tek basina medikaman
olarak kullanmiglardir. Yine bu ¢alismaya benzer sekilde yaptiklari ¢alismada en
direngli iki patojen olan E. faecalis ve C. albicans’t kullanilmistir. Bu bitkiden elde
edilen ugucu yag ile Ca(OH)2 kombinasyonunun antimikrobiyal aktiviteyi 6nemli
olglide artirdig1 ayrica gelecekte potansiyel bir kanal i¢i medikaman olarak
kullanilabilecegini bildirmislerdir. Bu ¢alismada kullanilan Punica granatum
bitkisinin antimikrobiyal aktivitesi bitkinin yapraklarindan elde edilen hidroalkolik
Oziite dayanmaktadir (Sousa vd., 2022).

Karvakrol, Origanum yaglarinin ana bileseni olarak bilinmektedir ancak elde
edilme orany, tiirlere ve toplandig1 cografi bolgeye gore degismektedir (Can Baser,
2008Db). Karadaglioglu ve arkadaslarmin Kibris’in Yesilirmak bolgesinden
topladiklar1 kekiklerden GC-MS analizleri ile elde ettikleri ugucu yaglardan %88,3
oraninda karvakrol elde etmislerdir (Karadaglioglu vd., 2019). Bizim ¢alismamizda
yakin bir cografi bolgeden toplanan kekiklerden %75,8 oraninda karvakrol elde
edilmistir. Bitki iceriginde bulunan farkliliklar bitkinin dogadan toplanma zamanina

ve toplandig1 donemde bitkinin yag verimine dayandirilabilmektedir. Karvakrol,
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ATPaz aktivitesini engelleyerek bakteri hiicre zarlarinin segici gecirgenligini
artirmaktadir. Bu durumdan dolay1 genis bir antibakteriyel potansiyele sahiptir.
Karvakroliin E. faecalis tizerine etkisi Nosrat ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir
arastirmada bildirilmistir (Nosrat vd., 2009). Karvakrol sadece bakteri hiicre
duvarlarint bozmakla kalmaz, ayn1 zamanda periapikal dokularin onarimina da
yardimci olur. Bu aktivite, hormesis olarak bilinen bir fenomende pulpa liflerini
uyaran bir fenolik bilesenin varliginin bir sonucudur (Vincenzi vd., 2004;
Seghatoleslami vd., 2009). Karvakrol’iin dis ¢iirtikleri, oral kandidiyazis,
periodontitis ve peri-implantitis gibi ¢esitli yaygin agiz hastaliklarinin, patojenleri ve
bakteriyel biyofilmleri iizerinde 6nemli antimikrobiyal etkiler gosterdigi
bildirilmistir. Ayni1 zamanda karvakrol yiiksek konsantrasyonlarinda bile, diisiik
sitotoksiteye sahip oldugu bildirilmistir. Ek olarak, karvakroliin osteoklastik
aktiviyeyi azalttig1 da bildirilmistir (Zihan vd., 2022).

Bu ¢alismada, distile su, gliserin ya da her ikisini igeren Ca(OH)2 gruplari, C.
albicans ya da E. faecalis suslarinda, tiim zaman araliklarinda O. dubium iceren
ucucu yag gruplartyla karsilastirildiginda 6nemli antimikrobiyal etkilere sahip
olmadigi gozlemlenmistir (Sekil 10). Tek basina Ca(OH)2, E. faecalis’e kars1 sinirl
bir etki gostermistir (Mustafa vd., 2012). Silva ve arkadaslari, steril distile su iginde
%49,7 g oraninda seyreltilmis Ca(OH)2nin seyreltme sonrasi elde edilen
konsantrasyonlarin hi¢birinde E. faecalis'e kars1 etkili olmadigin1 bildirmislerdir
(Silva vd., 2019). Walton ve arkadaslarina gore, Ca(OH)2’nin OH™ ve Ca*? iyonlarma
ayrilmasinda tastyicinin son derece 6nemli bir rolii oldugunu bildirilmistir (Walton
vd., 1995). Safavi ve Nakayama’ya gore bu tasiyicilardan olan gliserin ve PG’nin
kalsiyum hidroksit’in antimikrobiyal etkinligini inhibe ettigini gbzlemlemistlerdir
(Safavi & Nakayama, 2000). Bunun tam aksine baska bir ¢calismada, Ca(OH)2—
Gliserin - CMCP patinin patojenleri ¢ok kisa siirede elimine ettigini ve Ca(OH)2’nin
antimikrobiyal aktivitesini artirdigini bildirmislerdir (José F. Siqueira & Uzeda,
1998). Sjogren ve arkadaslari, Ca(OH)2’nin kok kanalinin kemomekanik
preparasyonunun artdindan arta kalan rezidiiel artiklar ve patojenlerin eliminasyonu
i¢in, 7 glinliik bir kanal i¢i medikasyonun giivenilir sonuglar icin etkili olabilecegini

ortaya koymaktadirlar (Sjogren vd., 1991).

Yiiriitiilen bu ¢alismada, Ca(OH).‘nin E. faecalis ve C. albicans iizerine

antimikrobiyal aktivitesi, hem 24 saat hem de 48 saat 6l¢iimlerinde (inkiibasyonlar;
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Sekil 10) diger tiim ¢alisma gruplariyla karsilagtirildiginda, O. dubium ugucu yaginin
eklenmesiyle antimikrobiyal etki 6nemli 6l¢iide artis gostermistir (p <0.001). Veriler
ayrica GC-MS analizinde O. dubium’un ana bilesiminin %75,8 karvakrol i¢erdigini
gostermektedir (Tablo 2). Bu durum, Ca(OH)2 ve O. dubium ugucu yag ¢alisma
grubunun olasi artan antimikrobiyal etkisini agiklamaktadir. Benzer bir ¢caligsmada,
Nostrat ve arkadaslari, %0,6 oraninda karvakroliin irrigasyon soliisyonu olarak E.
faecalis lizerinde antimikrobiyal etkisini gostermis ve kok kanallarin1 karvakrol ile
dezenfekte etmenin miimkiin olabilecegini bildirmislerdir (Nosrat vd., 2009).
Arastirmamizdaki veriler ayrica, O. dubium gruplar1 ve sadece O. dubium igceren
gruplar arasinda inhibisyon bdlgesi 6l¢iimlerinde dnemli bir fark olmadigini ortaya
koymustur. Bu durum, karvakroliin ana bileseni oldugu g6z oniine alindiginda, O.
dubium'un gostermis oldugu tistiin antibakteriyel etkiyi agiklamaktadir.

Diger bir yandan Janani ve arkadaslarinin yaptiklari arastirmada, Ca(OH); ile
kekikten elde edilen ugucu yagin fibroblast hiicreleri iizerinde gosterdigi toksik
etkilerini incelemisler ve arastirmadan elde ettikleri verilere gore kekikten elde
edilen ugucu yagin Ca(OH)z’e gore daha az toksik oldugunu bildirmislerdir (Janani
vd., 2021). Calismamizda Ca(OH)2’e kekikten elde edilen O. dubium ugucu yag
ilavesi ile elde edilen Ca(OH)2 patinin, tek basina Ca(OH)2’e gore daha az toksik
ozellik gosterecegi disiiniilmektedir. O. dubium ugucu yag ilavesi ile elde edilen
Ca(OH)2’in endodontide medikaman olarak kullanimini daha avantajli hale
getirmek i¢in sitotoksik etkisi ile ilgili yapilacak daha fazla ¢aligsmalara da ayrica
ihtiya¢ duyulmaktadir. Ayn1 zamanda karvakrol’iin potasyum (K*) kanallar1
tizerindeki etkisi sayesinde agri azaltmada son derece etkili oldugu bildirilmistir
(Baser, 2008). Calismamizda hazirladigimiz O. dubium ilave edilmis Ca(OH):
karisimlarinin endodontik hastaliklardan kaynakli gelisen agri tizerinde etkili
olabilecegi diistiniilmektedir. Bu goriisiin desteklenmesi igin ise in vivo ¢alismalara
ihtiya¢ duyulmaktadir. Giinlimiizde 6zellikle oldukga popiiler olan ve hizla gelisim
gosteren rejeneratif endodonti alaninda, kok hiicreler iizerinde sitotoksik etki
yaratmayan kanal i¢i medikamana ihtiya¢ duyulmaktadir. Uglii antibiyotik patt
disinda kullanilan kanal i¢i medikamalar, 6zellikle tek basina kullanilan Ca(OH)2
medikamaninin dental pulpa kok hiicreleri tizerinde ciddi bir sitotoksik etkiye sahip
oldugu ve pulpa dokusunun rejenerasyon siirecini olumsuz yonde etkiledigi
bildirilmistir. Uglii antibiyotik kullaniminin ise dislerde renklenmeye neden olma

ve gelecekte antibiyotik direnci olusumu indiikleme gibi olumsuz etki yaratma
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potansiyeli vardir (Galler vd., 2022). Ugucu yaglar ile kombine bir sekilde
kullanilan Ca(OH): sitotoksik etki olasiliginin diisiikk olmasi ihtimali nedeniyle
gelecekteki rejeneratif endodontik prosediirleri i¢in umut verici bir kanal i¢i
medikaman olabilir. Bu nedenle bu goriisiin daha fazla ¢alismalar ile

desteklenmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Endodonti alaninda dezenfeksiyon amagli arastirilacak malzemeler i¢in
kullanilacak olan patojen mikroorganizmlar, ilk etapta besiyerine ekilmekte ve
ardindan koloni sayimi yapilmaktadir. Bu yontem bu amag i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir (Gerek vd., 2014; Pedulla vd., 2012). Bu yonteme “kiiltiir” ad1
verilmekte, kok kanal medikamentleri ve irrigasyon soliisyonlarinin etkinliklerini
degerlendirilmesi ve mikroorganizma tesbitinde kullanilmaktadir (Sakaguchi vd.,
2010). Enterokoklar, %5°’lik kan igeren agarlarda iireyebiliyor olsalar da, bu tiir
mikroorganizmalar genel olarak beyin-kalp infiizyon, miieller hinton agar ve todd-
heweitt broth’lar kullanilarak ¢ogaltilmaktadirlar (Atom vd., 2021; Nayyar vd.,
2021b). Mantarlar bakterilere gore kiyasla pH’1 yiiksek asidik ortamlarda da hayatta
kalabilmektedirler. Saboraud agar gibi iremelerinde segici ortamlar kullaniliyor olsa
da literatiirde hem E. faecalis gibi enterokoklar hem de C. albicans gibi mantarlar ile
mueller hinton agarlar iizerinde kolaylikla ¢aligilabilecegi bildirilmistir (Viswanath
vd., 2021).

Calismamiz i¢in hazirlanan patlarin antimikrobiyal ve antifungal etkinliklerini
degerlendirmek amaci ile “Disk Diflizyon” yontemi kullanilmistir. Disk diflizyon
yontemi standart, anlasilmasi kolay, maliyeti diisiik ve genel olarak endodonti
alaninda medikaman ve irrigasyon soliisyonlarinin etkinikleri hakkinda
aragtirmacilara veri saglayan bir yontemdir. Fakat materyallerin pH’1, toksisitesi,
duyarlilig1 gibi faktorler kullanilan materyallerin antimikrobiyal test verilerinde
sapmalar meydana getirebilmektedir. Bu yontemde inhibisyon zonunun boyutu test
edilen materyalin ¢oziinebilirlik ve yayilabilirlik kabiliyetine baglidir. Bu nedenle
test edilecek olan materyalin en etkili konsantrasyonunu belirlemek olduk¢a zaman
alic1 ve zor bir islemdir (Estrela C. vd., 2001; Punathil vd., 2020).

E. faecalis'in 48 saatlik disk difiizyonunun, farkli gruplar ve zaman araliklarindan
bagimsiz olarak 6nemli dl¢lide daha yiiksek oldugu gozlemlenmistir (Sekil 1B).
Benzer bir sekilde, sadece karvakrol igeren bir test grubunun 48 saatlik basar1 orant,

Adel ve arkadaglar tarafindan yapilan bir calismada %87 olarak saptanmustir (Adel
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vd., 2014). Adel ve ark. tarafindan yapilan baska bir ¢calismada, karvakroliin tek
basina etkili oldugu bulunmus ve bakteri eliminasyonunda karvakrol ile Ca(OH)2
arasinda anlamli bir fark bulunamadigindan karvakrol Ca(OH)2’ye alternatif olarak
kullanilabilecegi one siiriilmiistiir (Adel vd., 2016). Bu ¢alismada tiim gruplarda
goriildiigii gibi (Sekil 10) O. dubium igeren Ca(OH)2 gruplarinin E. faecalis
tizerindeki etkinligini 6nemli dl¢lide artirmaktadir.

Onceki ¢alismalar, karvakroliin, C. albicans'in farkli morfolojik formlarinin
biiyiimesini engelleyebilecegini gostermistir (Inouye vd., 2009; Lima vd., 2013; Raut
vd., 2013). O. dubium igeren gruplar, O. dubium igermeyen gruplarla
karsilastirildiginda daha genis bir inhibisyon bolgesi ile C. albicans iizerinde iyi bir
antimikrobiyal aktivite aralig1 sergilediginden, bu sonug¢ ayni zamanda ¢alismamizin
bulgulariyla da dogru orantilidir. 72 saatlik inkiibasyondan sonra alinan inhibisyon
Olgtimleri, O. dubium ilavesinin Ca(OH)2’nin C. albicans'a kars1 etkisini daha da
arttirdigini ortaya koydu. Cacho ve arkadaglarinin ¢aligmasinda, karvakroliin C.
albicans enfeksiyonlarina kars1 dogal bir bilesik olarak olaganiistii bir potansiyel
sergiledigini bildirdikleri i¢in ¢aligmamizin sonuglariyla 6rtiismektedir (Cacho
Teixeira vd., 2020). Yiiriitiilen bu ¢alismaya bakacak olursak, elde edilen veriler
ayrica Ca(OH)z, gliserin, distile su ve sadece O. dubium i¢eren grubun
antimikrobiyal aktivitesinin (1) Ca(OH)z, gliserin ve O. dubium (2) Ca(OH), distile
su ve O. dubium igeren gruplardan 6nemli 6l¢lide daha diisiik oldugunu ortaya
koydugu sdylenebilmektedir. Bu durum, farkli gruplara ait her diske uygulanan
miktar esit oldugundan, kombinasyondaki O. dubium'un diliisyonunun bir sonucu
olabilir.

Yang ve arkadaslari tarafindan, farkli teknikler ile kok kanallarindan Ca(OH)2’1
uzaklastirmay1 amaglayan bir arastirma neticesinde elde ettikleri verilere gore higbir
teknik ile Ca(OH)2’in kok kanallarindan %100 uzaklagsmadigini bildirmislerdir
(Yang vd., 2021). Ugucu yaglarin kok kanallarindan uzaklastirilmasina dair
literatiirde heniiz bir ¢alisma bulunmamaktadir. Kok kanallarindan uzaklastiriimasi
bakimindan Ca(OH):’e ilave edilmis ucucu yaglar ile hazirlanan patlarin, tek bagina
Ca(OH): ile benzer veya yakin 6zellik sergileyecegi diistiniilmektedir.

Moro ve arkadaslariin yaptiklari bir ¢aligmanin sonuglarina gore, ¢oziicli kontrolii
icin kullandiklar1 Tween 80'li veya Tween 80'siz C. albicans ve Candida tiirevi
patojenlere karsi karvon'un 6nemli bir antifungal ajan oldugu bildirilmistir (Jacob

Moro vd., 2017). Calismamiza Tween 80, etanol, metanol, begzan, etil asetat ve
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aseton gibi ¢oziiciiler organik dokular iizerindeki toksik etkileri nedeniyle dahil
edilmemislerdir (Ju vd., 2020; Rao vd., 2010; Weerakkody vd., 2011). Calismamizda
bu toksik etkileri gbz 6niinde bulundurarak Ca(OH): ile ugucu yaglardan elde edilen
karisimlara ¢oziicii ilave edilmemistir.

Calismamizda %71.3 karvon ve Ca(OH)ziceren M. spicata ugucu yaginin
karistirilmasi sonucunda antifungal aktivitede artis tespit edilmistir. Ayrica McGeady
ve arkadaslari, karvon'un C. albicans tizerinde antifungal bir etki yaptigini ve C.
albicans'in patolojik formuna doniismesini engelledigini bildirmislerdir (McGeady
vd., 2002). Piras ve arkadaslari ise, M. spicata'nin ana bileseninin toplandigi cografi
bolgeye bagli olarak ¢alismamizda %71,3 oraninda bulunan karvon’un %62.9
oldugunu bildirmislerdir (Piras vd., 2021). Bazi arastirmalar, karvon’un E. faecalis
disinda bir takim patojene kars1 etkili oldugunu bildirmistir (Rath & Padhy, 2014;
Sokovi¢ vd., 2009). Bu ¢alismalardan elde edilen veriler ise bizim ¢alismamizin
sonugclari ile ortiismektedir.

Yiiriitiilen bu ¢alismada, M. spicata ve Ca(OH)2 kombinasyonunun 24 saat siireyle
inkiibasyonu, tek bagina M. spicata kullanimina kiyasla C. albicans tizerindeki
antifungal etkide 6nemli bir fark géstermemistir. Bununla birlikte, diger tiim ¢alisma
gruplariyla karsilastirildiginda, her iki grup da 6nemli 6lgiide daha biiyiik bir
inhibisyon bolgesi olusturmustur. Ugucu yag, Ca(OH)2, distile su ve gliserin igeren
calisma gruplari, etkili antimikrobiyal ajanlarin konsantrasyonunun seyreltilmesine
atfedilebilecek daha diisiik bir antifungal etki gostermistir. 72 saatlik inkiibasyon
verileri, M. spicata ve Ca(OH)2’nin C. albicans'a kars1 sinerjetik antifungal aktivite
sergiledigini gdzlemlenmistir. Bu durum, ugucu yag bilesiminde bulunan ve bu 6zel
ortamda OH~iyonlarinin daha hizli salinmasina neden olabilecek kimyasallardan
kaynaklanabilmektedir.

Calismamizda Ca(OH)2’nin distile su, gliserin ve her iki tasiyicinin kombinasyonun
kullanimi ile E. faecalis ve C. albicans tizerine etkileri sinirli bulunmustur.
Literatiirde calismamizin sonuglarini destekleyen arastirmalar mevcut olsa da
(Carbajal M., 2014; Delgado vd., 2013), Mozayeni ve arkadaslari, elde edilen
bulgularin aksine Ca(OH)2’nin dzellikle C. albicans tizerine etkili oldugunu ve
etkisinin %2’lik CHX jel ile ayn1 diizeyde oldugunu bildirmisleridir (Mozayeni vd.,
2015). Ancak, yakin bir tarihte Thienngern ve arkadaslari tarafindan yiiriitiilen
calisma neticesi Mozayeni ve arkadaslar tarafindan yiiriitiilen ¢aligmaya zit sonuglar

vermis, Ca(OH)2’nin C.albicans iizerinde bir etkisinin olmadigin1 bu sebepten



giiniimiizde C. albicans’a kars1 yeni alternatif intrakanal medikamanlarin arastirilip

gelistirilmesi gerektigini bildirmislerdir (Thienngern vd., 2022).
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Boliim VI
Sonug¢ ve Oneriler

Calismanin sonuglarina gore M. spicata u¢ucu yaginda bulunan ana bilesik
%71.3 ile karvon, O. dubium ugucu yaginda bulunan ana bilesik ise %75.8 ile
karvakrol olmustur. M. spicata ugucu yaginin E. faecalis'e kars1 etkisiz oldugu
bulunurken, Ca(OH). ile kombine edildiginde 72 saatte C. albicans iizerinde tistiin
bir etki gostermistir. O. dubium ugucu yag aktivitesinin etkisi, hiicre i¢i ATP
seviyesini azaltarak ve hiicre zarinin proton gec¢irgenligini artirarak bakteriyel zar
hasarini indiikleyen ve bakteri hiicresinde zar hasarinin bir gostergesi olan K™'nin
disar1 sizmasina neden olan muazzam miktarda karvakrol icermesine dayanabilir
(Baser, 2008). M. spicata ugucu yag aktivitesinin etkisi, bakteri hiicrelerine niifuz
etme, hiicre zar1 gegirgenligini ve dolayistyla biitiinliiglinii bozma kapasitesine sahip
olan karvon'un zengin igerigine baglanabilir (Bouyahya vd., 2021). O. dubium ugucu
yag ile ilgili olarak, hem E. faecalis hem de C. albicans'a kars1 ¢ok etkili
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu bulundu. Toplamda, veriler bu ugucu yaglarin
Ca(OH): ile kanal igi ilaglar olarak kullaniminin iyi antimikrobiyal etkiler
gosterdigini ve gelecekte rutin klinik endodontik tedavilerde kullanim i¢in umut

verici adaylar olabilecegini ortaya koymaktadir.
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Abstract: Sackground Calcium hydroside b 3 rostinely used material for root canal disintoc tion
during soce canad treatrwnt. Natural peodacs ave gnat polmital in s of thelr ansbactor il
eftocts. This wudy alrred & eetablish an cfloctive alumative nezacanal meds gy

dvuew (O, dhbvuwe) and Mot specata (M. oy ttal cels R i and Methode O dabnew
NMMMMWtWWWthm e ab-

& ok comp wew d wervedtarecady by gas ch ogeaphy (UGC) and gas
o praphy /oo o ammmmmm-»mu

n-dwnamw“-tlmmmhpa-un—dnm

Soocalu (E farale) and Condida albacons (C. ellicas), which are the most commnon resistant pathogenic

micToonganisss in the ot canal. The antitocterial activity of the pastos was meascoed using a disk
ditfusion amcry. Rewultx: The CA and GC-MS analy b that O dabsaw and M apaats had

majoe coamposttines of carvacsel (M) and carvone (T1.7%), respectively A_lmtulm\r
was found o be slgreticantly higher when stady groups with O futtve omenizal ol were applied to
both £ facaiic and C. abca. The reaiks aleo show that M. puate, together with calicsam by dnondde,
demorstrated 3 signsicant antifungal atect oo C albwens when ncobated for 72 b Condusdone
M. spiate was dound 2 be @ eftactive antimboobial agere on C. alhioons, whersas O, fdvam was
found 0 be very effective on both . Gavatis and C divow. These data demonmtrale that thew natuesd
ensenitiad oth may bo promisng candidates for alemative intracaral medcament in hdare mutine

izl applaations.
Keywoods: indodontion sesential ol antimicrobial; antibo I; L. faccalis; C_alte A
hydrnide
L Introduction
Thw nemnoval of from the soot canal syslem s 2 crucial stup = any

succowdul endodontic treat=sesd [1.2]. In particular, if liveng microorgeesens ane not
elaninated sffoctively, their pooswsce may bad 1o & neestart mifocton and poor healing | 1]
hd-\l-hy Lﬁnﬁnnnm-iymmw&nwtnm“
daagrosed with apical perindomtitia, and it has boen cbserved 1o be cow of the mam
pethogrms = smcondary endodonbc sdections 2] E fanslis can survive in very hand
nutrient-deficient smvironments with a hagh alkaline pH svackang 115 E faaclis has the

Matanho 2023 27 2030 Mo /diwang /1O RN traa b TOCR

B [ www elp o warval | wabecdes



Mawuhe 3022 17 2330

94

ld

capacity o grow as a boblm on the root camal wallls and can cause 8 moso-tnfuction =
trested canals withost any synengistic sapport from other pathogen speciec. [ addition,
E. farcals o kowrven foe ity high neestance to antimecsobal agents spplied dunsg roct canal
therapy [L4]. However, £ fancaiis is not the only pathogen known t0 be associated with
umstcomedul ool camal trvatment. C albaoss s one of the most comamon communaals
and pathologacal fungz presest = the ocal cavity |5]. C affvons is 2 round /ovalsdaped
gram-positive yosst-like fungus that is commonly foumd in 7-18% of unsocorsdful root
camal Srvatmenty duw % Imacuius o secondary endodontic nfections nelated fo recurnnt
periradicular lesions [0].

Several procedunms sov appied daring endodont reatment o overcome the adose-
mentsoned problems. atrumentation and irngabion anm just some of the procedares that
have beon down to have a great effect on the sacoms of root camal Steatment. It & widely
i also ewwntial for preveniting s damage caused by microorganioms and $heir by-
products [3.9]. For this purpose, the most commonly used disinfection matersal in $he chime
beday is calorsm hydsoxide | 10).

Callcium hydrovide is an odourkes white powder with the chemical formuls Ca0OH);
amd 2 mobecslar waght of 74 (9. Chemacally, s koown bo be 2 strong bawe that s s contact
with aqueous Bquids (pH abost 125-128) [11] Caksum bydroxide exerts antimicrobial
armons and show extseme reactivity with several bicenclecsdes [12]. The main effects of
calcmams hydrosade are attributed to the acton of $ww wns, which rase the pH [ L] The
alicaline envisoeenent detoxifies bacterial lipopolysacchanides (LPS) by nemoving esterifind
fatty acsds and alterany thwir cheesacal condormation. As a nevalt, bactrial oytoplasanc
mumsbrane intogrity is» destroywd [11-15]. These Bydroxyl jons exert an antimicrobial
viiect afler diffuson through the entine root canal system via direct or inclinect contact [ 16].
However, calcium bvd noscde s not oquallly effective agaest oll types of bachmia found =
root camals [ L7] For invtance, the fact that £ Savaifis is rosistant to calaum hydemade has
led neswarchens tn mvestigate new antemcrobial ageeis and their effects as allermatiees | 15].
Furthersore, C. alfvican, one of the sost common yeasts found in the ol cavaty, has also
exhubiled some nsastance. According 8o the sesults of 2 necent study comducted in 20122,
cakcrum hydsoxide has beem reported 1o be inefiective againe thos muost neatant fungal
species of C albacms, Thensdons, new alternative treatment methods ase sequised for sotow
endodontic teatment pectocols [ 19,20].

Thmraghout hatory, it has bown poseble 10 treat saasvy diweases with plants and their
products collectod from matune. Nasural products, especially eoential oils, are known
for their astimicrobial activity [11]. Eseential oy s very effoctive n opposition to both

itive and Gram-negative hactersa, 2s well as many other fungad speces, sxcluding
C. altwcaws [22) Some plares keown to produce such otls soe Cypres mountain Swyme (Orng-
anwm dubiww Bosa., o O dadvum) and Cypous gandes mimt (Mestha speade L, or M. spacada).
The exsential cils extractod from thew plants are known io have gavat astemicrobual potens-
tmal. Carvacrol, which & fosnd in osvgano and thyme, has also bovn established as a great
inducer of atsmicrobual actvity, making eewstaal (el bearmg it geeat candidates for futum
_mmmm Carvacrol wxerts antimicrobual effuces by Blockey
AlPawm actrvdy and monvoeng the permeabibty of bacterial cell membrases, Carvacrol not
only prevents macrobeal coloniation but also scresses the susceptibility of pathogens o
amtbocterzal ageets [21].

This rewevoch ssmed to analyse the = vitro antimecsobial effects of two diffeswnt e
tzal oils (O dadvum and M. spacats) exther combined with calaum hydsooide or swed alone
agamat the two muost common Tesistant macroongasiems found in the ool cavty (E. fancelie
s C albaaw) This in viteo study peovides proliminary data on potential stracaead drug
combinabons that can be wed 10 prevent the failure of endodontsc vatmunt. The sull
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hypotheses of the stady wese as follows (1) O. dubeer essential od would not have an
entemacsvbaal ediect om either E faacrio or C albican and 2) M. spaats essential od would
not have an satmscrobial effect on either £ foxals or C aibsans.
2 Results

Gas chromatography and s spectrometsy data amalyes nevealend 33 compounds
characterised by the ewentzal vl cesposson of M. spaete (Table 1) The mugor compounds
were carvone (71.53%), followed by limonene (12.5%) and | SB<ineole (36%). Anothwr
27 compounds were recogresed = the O, dalvn exsensal cil, of whach the mager compossd
was carvacral (75 8%; Table )

Tabdle 1. The ewmntal of composttion of M spaate.
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AT L rotemten: o caleudaned apaiwt +albares = caloalued Taaw T dats & Teace Lol 150

The data in Fguses |-} descrbe the inhibetion zone messarveemts (=) of the
diffesent study grocps and inducate ndative statistical diffesences. The addeson of O, dudvas
eertaal oil 30 the calaum hydsordde groups contsining exthwr distilled water oe ghyornm
showed anteracsobaal activity on both C. albacoms and £ feccals, whenas the M spicats
uxtract exertod sntsmacrobial actavity ealy on C alfsans.
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Table 2. The swwntal of composttion of O dabuss
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Pagure 1. Inkdbeton xome domnetens (mum) of 2ihrent dudy groups contalring the swsential ol of
O dadsaw oo L. faccatis. (A Inhisition rone Sasneters (mo) meassond 24 h post-incsbation with
varkus posps on b facel. (8] Inhbion 200w dametens (man) mesesred 48 h post-dncubaton with
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various grups on L faccan. (C) hbeon 20ne diametors {men | meassned 72 h post-ncubation
with various groops oo £, fecals (0H: cakitem hydrmide G: ghvoerin, DW: distilied water) Values
repeesent mwse xone of histtion © standard devtation (* r < 009, " p < (101, ™ p < 0001)

A

Do of Dia s b s

oy
v
2

Piguee 2. Inbdbison xone diameters (mmm) of diferont dudy groups comtalring the ewsertial ofl of
O datiwm on C. slvoom. (A) Indubltion xome dismeters (mmm) mecsuned 48 b pose-ocahation with
various groups oo C. atvoauc. (B) Inkdhison 2one diameters (mrm) messised 72 h post-incubation
with vanous groaps on O abwons (CH caloum hydroodde; G: ghvorrtn, DW: Ssttllad water]. Valaes
repeesent mvss xore of mhisttion & standard devtation (" y < 008, "™ p < Q00T

The antimicrobial actvaty study on E favaln was performed al thrw Sfferent lime
inbervals (24 h, 48 h, and 72 h; Figam 1). At 2l theee intervals, the additson of O dabvum
oownitial o1l sgmificantly increased the antimicrobial activity mogandios of e addition
of either distslod water, ghyoenn, or bath to thw calaum bydrosde. Similar tenuds =
activity wene observed m all the défurent stragmap compuarisoes at all tune intervals
(Figase 1) A combimation of calosam hydrooade, glyoesin, amd O, dudvum ctl demoestrated
the significantly baghest level of antsmacsobial activaty, with the focmabion of meoew tham 2
30 = indabitions xone on £ favals {p < 0.001) when compared wath ol ofher combination
groups at 72 b (Figew (C) For the 24 h and 45 h sssssunesents, inhirgroup comparnisoes
of the traos of (1) calcium bydroxide, ghyoers, and O dabvum esential ol and (2) callorems
hydrosade, distilled water, and O dulviw evamtal ol did not show sy significant differ-
o = anievacrobaal activity against £ facals (Figure LA B), Farthermaore, the vl of
antimicrobual activity did not exdabat sevy sigesficant difference in $w calcium bydracde
groups = the absence of aow esemtial odl (Fagure 1),

The antz=microbial effoct of the meamtsal od of O. dudsem added 10 the diffenes cal-
oum hydroside study groups was further mvestigated with C allcars. The offect oo
C albyurs was stadind at two diffesent time tervaly, as there was co effective growth of
microorgantiems withan 24 h (48 h and 72 h; Faguee 2). The antssscsobaal activity of the
dufieront O. duivare groops on C. afivins was foand 1o by higher whes compesed with
the cursespondiog actevity on E. farcals in all the ddfferont stady groups (Fagunes | amd 2)
Gereral trends of antimicrobial activity were found to be sigraficantly higher when the
O dubvum essential cil was added 30 $w caloum hydnoade groups = comparisen with
the growes not cvetaiming O dabanw at both time ntervals (88 b and 72 h; p < 0001). At
both S intervals, relaivedy similar tnomds of antimacrobeal activaty were observed m ol
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study groups except Sor the one containing calcrams hydsooade, ghoerin, and O dubive. At
4 &, the zome of inhitation: formed by $w caksam hydrosade, glvoers, and O dafvum ol

group was neporied o be egmificantly Ragher than that of amy other groups that dad not
have ooemtal il at 48 & (Figae 2B). Furthermoee, at the same time sterval, the callou=
hydraxide, glyorin, end O, dvsre essentaal oil groups had $w highest antimicrobial

activaty when compared to all other stady groups (Figure 28).

A B.

‘,__ﬂi = i o "t
P T a— —— — —
2 - — — ' — .
i e

I8

Taw o b drw pw
Lo of Wbl o )

‘;“;‘:’?f oi& ‘ﬁ:&’p / / " !‘ 'yx

W N
/:;/4“ J:; T2h

Paguare 3. Inhdborce: rorw diametens (mum) of diaent sudy groups containing the ewertial od of
M. st on O slbsans. (A) lnkibison 2ome dametens (mum) measimed 48 h post-incubation with
various geoups an L. alheane. {8) nhibson aome dismetens (nm) swaseed 72 h post-incabation
with varioos groups oo C sl M calouam hvdnoadde; G ghyomn, DW: ditfled water]. Valam
ropersvnt mwan xone of inhibition = standard deviation {* » < 008, ** p <008, "™ p < QOO1)

M. spviats w anwother essential oil St was investigatod = this study. The stody
indicated $hat the ceential cil of M. ypacets dad not bavw any antimscrobial efiect o £ faecalis
and that # did net show any slsbition xoew (==m) in the bacteria calture. However,
M. spicate dermeeatrated a neemarkable zone of inhibition in the C. et culture. The
xone of inbabition s comparson with other combemation study groups at 72 h of sxcubation
(pr < 0L00L; Frigure 8. The groups with (1) M. spaats ewsential od, calcium hydrosade, sed
glyoerin and (2) M. sproats essential oil, calcium bydmude, ghvoern, and distillod waber
induced slghtly bagher amtemacrobial activity when companed with stady groups that dad
not contem M spvcats ewsential od at both time mtervabs (Figere A B)

A Discussion

The null bypothests of the sudy for O, didam was sepectnd. The essemizal il of
0. dadviare exerted sgnificant amtmeacnbial actvty o both £, favalis and C. altvicens. The
null bypothesds for M. spaate was partially negectind, a8 the oil showed a good antimicrobal
viect oo C. alivicany; however, it did not soert sy antimicrobial effict oo £ facals

The diminstion of microcaganses from the root camal sies, epecally from derts
tubulew, = key to saccesdal endodontic $wrapy Thesw arves soe comsidesed 2 grost miche
for microcogansess, ax they arv low = axygen concentration, thas promoteg s growth
C. albicans is the must abesdat funges Sound in the ceal cavity and oftvn catses endodimec
treatment failure [24]. The polymornpiec matuee of C. sifwvans gives the microongamosen
grvat sspenonty over neglecied mucosal barmiers, keadiey 10 the developrwnt of oral end
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dasemarated infuctons. E. farals iy one of the most neststant bactersa commanly found
i vt camal treatments [25]. Similar o C. albicass, £ ferals is o maor opportusistx:
bactersam that = of critxcal concern n immunocompromised patients [16]. Pabwsro o al.
rephasised that E. fancalie was the most commonly isalabind bacteria (45.5%) from roct
camal wywlerms m formesly tvatod cases [27]

Ahough calomss hydmude is ssed s s intracanal medication s endodonbic treal-
mumts, there s stalll sgmificant concern sbout st antsscmobual actresty. Recont studies
have demonstrated that calossss hydroxide dlone may be b effective or inadequate whes
comparnd with ather newly developed intracanal medicatioos [ 5] According 1o the rewslits
of a study conductud by Zancan et dl, calaum bydrovde aloee was found 1o be inseaiicent
for vlmunating bacteria [249. In fact, it o widedy known that $w alkalew envimnment
crvated by the hagh pH of calloums hydroxide s ssudicent in destroving bacteria om its
own Bactersa cam ssadly adapt 30 the alkalire eowiroosmest formed s a result of Swir
cytoplamic activity. Specifically, Kradsamoorthy et al. cbserved that the propertas of
These activities were svported o significantly incovase in the porsence of £. fancls [24] In
soother stady, Cook et al. svestigated the quality of medicatioos with or without caloss
2% chlorheaadow oo dentinal tubules’ hacterial ifections. The dats indicated that the
use of 2% chlodhexidine, follownd by root canal filling, was soo effective in desanfcting
thw bactrrsal colonies of E. fivals companed with cilaum hydsoxide or immediate canal
fling | 3] Ina amilar weay, Petors ot al. claimed that the number of Gram-posttive bac-
tera decreased = the root canal wystemn after doveeny with calloauss hydmisade [11] Data
reported = the litvrateow have alvo demonstrated St caloum bydrocide is sowucoosful
in svmoving bachma from the moot canal sywtem [12] Studies havw abo srported that
sevim cdays of application of calcre hydroxide is e minimes tme of incubation for the
succesedud eliminabion of bacteria, rather than administening the medacation for 10 min.
The presence of famyg comststaled by C albioan bas been identsfnd = prasary root canal
infoctons but is morw fregpaent in ursesccoesful endodontic treatmenis i comparison with
other microcrganiems. Thetr nocsrmmce tn secondary sndodontic trastrment Sailures vares
betwesn 1% and 17% [173,545]. Thas conld be 2 rosaalt of the fact that C albicow cam live ma
wide range of pH values, which explaine s reststamce %o caloram hydroxide at high pH
values. Monover, calcrass hydruxide further increases the concentration of Ca®* joms that
echance C. sibican growth, qu&-l.‘dnmbbhdmmw
riiuct [ 15] Togethes, thesw studies indicate that Shesy = 4 mewd for an slematve doinfoctast
matersal for cinical use = mmdodonie treatment.

Natural products have been widely appled = traditiomal sedicing, but their s =
sl Baghly popular in the Sekds of modern dentatry and medxine. Hesbws with sedsanal
propertivs amv useful and effuctve sources for the treateumt of vamous divetse procmses. AL
though chamo-mechamcal proparation of the root canal decrvases the reesber of pathogens
presert, intracanal medicament with antibactersal action s neguesed 10 masxessse the dies-
fuction of the root camal sysiems [30]. Intenest n eswmsal oils, which are comsidensd materal
products, and Swir actwity m incrvsseny warldwide [14,57,35]

Thaw sesearch was conducted bo investigate the polential of sseng O dadvus or
M spiata oxsential cely a8 miracanal dresangs during naot csal tvatsust, s the mate-
rials cornemtly wead have boen reportind f0 be msufficient i divindection of root canale. The
chemmacal composwnts of the essential oils of O dubvnw ad M spicats wene sd o detes-
mine Susr napective mgnadients and %o cbtain a beter undenstanding of Shwsr antibacarnal
amd mnbifengal effects. In the prosest study, the magpr component of 0. dalvun esential ol
was found o be cervacrul, with a ratio of 75.8%, and the major compoment of M. spacats
moemal ctl was carvone, with 2 ratio of 71.3%; both of $ese values wese determuned by
G and GCMS amalysis.

Carvacrol is known as the main composent in Ongemum ods, but the ratso vames
sprces-wnw and according o the geographical regson from which 2 is collected [W].
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Carvacml has a broad spectrum of antbacterial potntial $at = exersed by

ATPase activity and impeoving the noosedactine permeability of bacterial cell swmsbranes.
The anbibacterial efect of carvacral against £ Sacalne was demonstrated in a provioss
study carned ot by Nosrat ot al [25] This estssacrobual activaty can be altribeted %o
the disruption of bacterial cell mwembramws. Carvacrol ot omly disrupts bactemial coll
walls but also assists in $w copanr of persapical tiswses. Thie actovity & 2 sesult of the
presence of & phenolic component séesadating the pulpal bnes in a phenamencn known
o hommesis [40,41].

In the present study, cakium Bydsovide groups containing cither dustilled water,
.mamummwmmmmmm
cortairey the O dudvam exsential ol at all e sstorvals m either the C. altvoro or E. faecelis
noculums (Figure 13 As discussed above, caloram hydronade s keown for ste limited
activity sgerad £ faccals and C. albvas [52] In this study, the astevacrobaal activaty
of cakam hydrosade increased significantly (p < 0.001) with the additson of O. dabanme
owential ool comspesed with all other study groups at both the 24 h and 48 h messunements
(mcubutices; Fgure | The dats also sscdicate that e O dabiunw compositson comtained
75.8% carvacrol spon COMS analysis (Table 2). Tbmﬁuphmhp_bbmd
artimicrobial effect of the calcium hydmoade-0. dafun ewemtial oil tudy group. Ina
similar stody, Nostrat et al. demosstrated the antimicrobial offect of (1.6% carvacral on £
M--mmmuth-&h“dmwmbl 2 B
The data also nevealed that therw were no sagmificant differvmces in the sbdbition xone
muesveremments between the groups containing O, duivus and O dubivm-only, whach cosld
be explained by the enormous antibacterial offect of O dubnew, given that carvacrol s its

coredtoaent.

The 43 h disk diffusicn of £ fircelss wan reported to be segnibcantly higher, rogardios
of the differwnt groups and time stervals (Fgure 1B} Similerdy, the 48 b succoes rate of 2
carvacrad-only et group was repocted o be 8% in a study by Adel ot al [ In ancther
stady by Add ot al, covacml was foumd 1o be effective on #s own, and no significant
dafierence was Sound betwwen cavacml and calcium hydroside in bacterial wlsnaticey
accondmgly, carvacrad was mecomumendied s an alternative mtracanal sodcament [U) I
the prisent study, as sewn in all groops (Fagure 1), the ow of carvacml contaimiog O dubsiw
sigraficantly incroased the effectivenons of caldum bydroxide on E. facaio.

Poevious stadion bave demosstrated that carvaceol can smpede the growth of ddiermmt
maorphological forms of C. sibua [45-47] This cutcome also correlates wath the findings
of car study, as groaps with O dudvor exerted a good cenge of antimicrobial activity on
C. aluctro, with a larger xone of inkibgtion when companed with grosps withost O, dudvum,
The midbitzon messunsments taken after 72 h of incubason sevealed that the addstion
of O. dubium further incressed the effect of calcum bydeavide againet C. aldioos. The
fimedayes rvportind by Cacho et al. comcade with the nesults of our study; as they oporied
that carvacrol exdabsited cubtanding potemtial 2» 2 ratural comgponend against C silvones
infoctions [43]. Retwrreng to the prosent stady, the data abso revealed that the antimicrobial
actvity of the group containing calcrem hydrooade, ghyornn, datilled water, and O dubias
was sgnibicantly kower than the groups with (1) aloum hydsooade, ghyoers, and O dubias
and (2) calcium hydrodde, datslied water, and O. dafvure. This sesght be a result of the
ddutzon of . dabvum = the combmation, s the amosnt spplied 1o vach diok belongng o

Accondng 8o the roults of a study condacted by Moro of al, carvone was ropocted o
be 2 sigeaficant antifungal agent agaxnst C. albcans aod Candide-denivd bactenia, weth or
without Tween 81, whach they used foe solvent comtrol [19]. In owr study, sncreased anti-
713% carverw and calonems hydronide. I addstion, McCGeady ot al. svported that carvone
exerted an antifongal effect on C. allviaos, shibiting the transforssation of C slbvaoss =0
its pathological form [50]. Faras ot sl svported that $he major component of M spacats
wan AL carvoew, whach was found 1o be 71.3% carvone = our study, depending om the
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prographical regeon o which i was collected [51]. Somwe reports have ssdicatod M. gvicats’s
antimicrobial potential on vanous bacteria specaes, exclading E. faecals [5155] whach
cormlates with e results of this stady

Incubation of a combination of M. spxade and calcum hydroxide for 24 h did not
show any sgnificant difference in S amtdfungal effect on C. alvicons when compased
with the use of M. spivats aloee However, both groups demonstrated 2 sqgnificantly
larger inlubition zone when compared with all ather study groups. The study groups
contasang exwential oo, calaum hydroside, distilled water, and glyoorin demonstrated a
lower astifungal effect, which coold be attrbuted o the diution of the comamtration of
the effective antimicrobial agents. The 72 h incubation data sdicate $hat M. gpecats and
caloam hydrude exhebibed synongistic antifungal activity agesst C albcae. This could
be attrbated to the chemicals found in the essmizal oil composation, wiach might have
induced 2 fmder release of hydroxyl jons = this particslar envinsnment.
& Materuals and Methods
4.1, Plant Materad
were collected from Lodloe, Northern Cyprus, on 1 October 200 and 21 October 2020,
respactivdy Aemial parts of the formwr and the lerves of $w latter were dried in shade,
resulting in 120 g and 40 g of draed plant sutersal, respectively. The study matenals wore
identified by one of sx (KH C B ), and voucher spoceens were depostind at the Herbares
of Near East Unnvensity under voucher numbers NEUNGES O dudvare and NEUNIOOAY
4.2, leclation of Ementai O8

Dired sersal parts of O, dabvarw (120 g) and dread leaves of M spaads (&) g) wrw

boydro datilled with | L distilled water for 3 h sang a Chrvonger-type apparatus.

The rowulting ewssvtsal oils wese stoned ot 4 'C umtld analyses. The cil yiekds wene cilculated
o o om a dry weight basis. The essential cil yield of M prcate was 5%, whale that of
O, dadvine was 55%.

43 Gas Chrpwatographty $C0) s G Chroastogrophy-Maw Spevtronstry (GO-MS) Avalyuns
431 GOMS Analyses
anadysin. The GO-MS analysis was camied out msang 2= Aot S0TE QCAMSD systermn. A
Emowax FSC column (60 m x (L25 mm, (125 mm flm thickews) was ssod with hodiums
as the carmer gas (08 ml/min). The GC oven bemperature was kopt at 60 “C for 10 =,
2022 'C #t & ratw of 4 "C/mn, kopt conmtant at 22 “C for 10 min, snd then
programmed 8o 240 “C at a rate of | “C/man. The splst rabio was adjusied % $21. The
injector femperatune was st at 250 C. Mass spoctra wene reconded at 710 oV The mase
cange was froms syt 35 to 450

432 GC Analyses

The CC analysss was carnied out ussg an Agilent T80 CC systemn. The FID detectur
hempezature was 30 “C. To cbtain the saew elution arder sved with GCMS, sioultaneoss
auto-trection was performed on a duplicate of the samwe colussn by applying the same
callcalated from the AD chromatograms (Fgure §)
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L. feecwits C. aldicuns . fercnlts C. albicans

Pague 4. Craphical ilksstration of e stady, with detallad composstions of the most abundars
component of sach essential ofl. (A) O dadsem and M specate woow collected, and thetr sasmitial olle
wre exciracted. (8] GCO-MS analywis of both meential ol were participated. Carvacsel (PUS%) was
frund to be the most sbundact component of (. dvbiem esentad of, whernas carvone C71.3%) was
fousrad 10 bw the oaoss abundant companent of M. spicata. (C) Dink diftoskon seay was carcied out on
T &tteron! macroorganisrs (£ favale and C sidvav). (D) The nhitoon xores were measund for
£ ferceln (24, 88, and 72h) and foe O aévcens (48 3ed 720}

433 Identificabon of Compoands

Idenhfication of the meential oil composwnis was carmied oul by comparisen of thar
relative setention tmes with those of authentic samples o by comparison of their linear
retemtion index (LRE) with a seniex of m-alkanes. Compuber matchang against commeercial
sonsroes (Wilvy GC/MS Libeary, NIST Chemnary WebBook) [54,55] and the in-house “Bager
Library of Essentzal Of Cornttamt”, comprsing genusw compouncs and compoeunts of
knorwn otls, ax well s MS Evraturne data, wene sed for the idestsfication |560,57

4.4. Preparstion of Bacienid end Fuayal Caltures
Thw standard sedervnce of £ facols used in S study was obtained from the Aswr-
ican Type Cultune Collectson (ATCC 29212) in the microbiodogy labocatory at Near East
Jmavenaly, and e standard ndenmcr of C. albicans was soquired from the Amence Type
Culture Collectice (ATCC 10231 ) = the same macrobmology laboeatory (Faguse 4)
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In the prsesd stady, oo delierent stud v greesps weee forseed. The groups" sge-
demis wene defermined aconnding & the roubine protoonds appled in @w dinic while
ur meparately from ghvoeres, were sdded 0 S posder chermical o peepsee thie squeonss
sk combined witk M. gt and O dubium ssesizal mils. A botal of seves diffessnt
experimanial groups were emed b svesSgate the anbmicrobial effec of sch sssembial
propoetions of diffrern] sgrecsbs wve comibomsl, as shown in Tablke 3 for (O dubaun, asd
Tabls 4 for 8. spusia
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4.6 Dk Diftawion Assey

For the ded Effusice test, £ farcals 21 2 conomtzation of 10F CFU /=l in 100 ul.
suspemsion and C. alfaans ot o concentratson of W CFU /sl in 100 ul sespersacn winy
sevdod on Mueller Hinton agar plates (Bicenienx, Lyoan, France) [54,59

Seven different study groups containing cakeium hydrosade and Cyprus mountas
thyme cald (O, dubtem BO) or gardes munt ol (M spicete EO) wene Sested for sstsmicrobial
activity. For this purpose, the different groups formed wese added 8o the stenile disks
to be bated. Dustilled wator wan chosen ax a negative contral for both ssacrooeganisms.
Vamcomycm was chosen ax & posstive contrul Sor E£. fiecelie and niystatin foe C albwans.

Agar plates for £ foccalis were incubated st 37 °C for 24, 48, and 72 h C sfbveans
was incubated 2t 37 'C for 48 and 72 b The msbiton sones foemed amund the disks
on the ager plates sdicated the degree of antimicrobial activity (Rgure 4). Inhibstion
one messvesernants {(mm | wese takom at 24, 88, and 72 b for £ faabi and 48 asud 72 b for
C. albhyurs. Each tist was svpewted = triplicate to cbiain niable data.

4.7, Sutatewl Avalpn

The misdbition znne disswier data wvre muasaned with mean standernd erroes. The
statistical vigraficance of S dfferences wan examered using coe-way ANOVA. Tubey's
test v performwed for multiple intragroup comsparsons, aod a f-lest was perfoemed for
mmmmwms.od%hm Al p values of

S Conclusions
According tn the nmults of the study, the =magor compound found = M. spicats veential
il was carvone at 71.3%, wheneas the major comgpound found i O. dudvaw eoemtial o
was carvacrol at 75 5% M. apwceds ewsenitial oil was found o be meffoctvw againe £ favcali,
wiworas it demonstrated & seperior edfect on C divass st 72 b when combined wath caleras
hydroxide. The effect of O. dabvum esvential oil activity could be hased om the emormons
mﬂdmﬂlmmmwmuhm
the intraceleadar ATP level and incresesyg $he proton permeabikty of $e membeune, which
rewaity & the lewkage of K+ cut of S bactersal cell a» an indscatior of membeane damage [0
The efiect of M. spacats could be attributed 1o the nch contemt of carvone, which has the
capacity o penctrate bactersal culls, daturbing coll membwace permeability and beoce d»
integnty [51] With regect to O, dubise al, it was found o have very vfective antimicrobual
activity against both E. facale and C sibvony. Alogethwr, S data seveal $hat the usage
of thanw ewsentiad cils with calomes hydroxide as intracasal medicamwnts exerted good
anEmsicrobual ediects and that they coulid be peossising candidates for o in sostmne clmacal
endodontic taeatmenits in the future.
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