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PROTEZ KAIDE MATERYALI DEZENFEKSiYONUNDA FOTODINAMIK
TERAPININ ETKINLIGININ DEGERLENDIRILMESI

OZET

Bu calismanin amaci, protez kaide materyali {izerinde ¢ogalabilen C.
albicans’a karsi, indosiyanin yesili (ICG) aracili fotodinamik terapinin (PDT)
etkinliginin degerlendirilmesidir.

Protez kaide materyalini taklit etmesi i¢in 2 mm kalinliginda, 10 mm ¢apinda
polimetilmetakrilat (PMMA) yapisinda 108 adet disk iiretilmistir. Ornekler, C.
albicans ile kontamine edilmis ve yiizeylerinde gogalmasi saglanmistir. Yiizeylerinde
C. albicans ¢ogaltilmis akrilik disklere uygulanacak islemlere gore 9 6rneklem grubu
(n=11) olusturulmustur. Gruplar; kontrol grubu (K), nistatin (1 ml, 100.000 1U/ml)
uygulanan grup (N), mikrodalga dezenfeksiyonu (650W, 3dk) uygulanan grup (M),
sadece lazer (810 nm, diod laser, devamli mod 30 sn, 24 J/ cm?, 300mW) uygulanan
grup (L), sadece 10 mg/ml konsantrasyonda ICG uygulanan grup (ICG10) ve farkli
konsantrasyonlarda (10, 5, 2 ve 1 mg/ml) ICG aracili PDT uygulanan gruplar (L-
ICG10, L-ICG5, L-ICG2 ve L-ICG1) olarak belirlenmistir. Islemler sonrasinda
akrilik 6rneklerdeki C. albicans biyofilmlerinin koloni sayim1 yapilmistir ve her grup
icin 1 adet fazla hazirlanan 6rnegin SEM goriintiisii alinmistir.

L-ICG10, L-ICG5 ve ICG10 gruplar1 protez kaide plagindaki C. albicans
koloni sayisint azaltmada etkili bulunmustur. SEM goériintiilerinde L-1CG10
grubunun kesitinde C. albicans tespit edilmemistir. K, N, M, ICG10, L, L-ICG5, L-
ICG2, L-ICGI gruplarinin kesitlerinde ise maya ve hif formlarinda C. albicans’lar
tespit edilmistir.

Protez stomatiti tedavisinde ICG aracilt PDT ile dezenfeksiyon uygulamasi
umut verici sonuglar ortaya koymustur ancak bu yontemi klinikte uygulamak ve
giivenli protokolleri belirlemek igin ileri ¢alismalara ihtiya¢ vardir.

Anahtar Kelimeler: C albicans, akrilik regine, protez stomatiti, fotodinamik terapi
(PDT), fotosensitizor (PS), indosiyanin yesili (ICG).
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EVALUATION OF THE EFFICIENCY OF PHOTODYNAMIC THERAPY IN
DISINFECTION OF DENTURE BASE MATERIAL

SUMMARY

The aim of this study was to evaluate the efficacy of indocyanine green (ICG)
mediated photodynamic therapy (PDT) against C. albicans that can grow on denture
base material.

In order to imitate the denture base material, 108 polymethylmethacrylate
(PMMA) discs of 2 mm thickness and 10 mm diameter were produced. The samples
were contaminated with C. albicans and allowed to grow on surfaces of samples.
Nine groups (n=11) were formed according to the procedures to be applied to acrylic
discs with C. albicans reproduced on their surfaces. Groups; control group (K),
nystatin (1 ml, 100,000 1U) applied group (N), microwave disinfection (650W, 3min)
group (M), laser-only (810 nm, diode laser, continuous mode 30 sec, 24 J/ cm?,
300mW) group (L), group treated with ICG only at 10 mg/ml concentration (ICG10),
and groups treated with ICG-mediated PDT at different concentrations (10, 5, 2 and
1 mg/ml) (L-ICG10, L -ICG5, L-ICG2 and L-ICG1). After the procedures, colony
counts of C. albicans biofilms on acrylic samples were made and SEM images of 1
more sample were taken for each group.

L-1CG10, L-ICG5 and ICG10 groups were found to be effective in reducing
the number of C. albicans colonies on the denture base. C. albicans was not detected
in the cross-section of the L-ICG10 group in SEM images. In the cros-sections of K,
N, M, ICG10, L, L-ICG5, L-ICG2, L-ICG1 groups, C. albicans were detected in
yeast and hyphae forms.

The application of disinfection with ICG-mediated PDT in the treatment of
denture stomatitis has shown promising results, but further studies are needed to
apply this method in the clinic and to determine safe protocols.

Keywords: C. albicans, acrylic resin, denture stomatitis, photodynamic
therapy (PDT), photosensitizer (PS), indocyanine green (ICG).
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1. GIRIS

Parsiyel ve tam dissiz hastalarin oral rehabilitasyonunda hareketli protezler
siklikla kullanilmaktadir. Akrilik recine olarak bilinen polimetil metakrilat (PMMA)
materyali, pek c¢ok olumlu 6zelligi nedeni ile hareketli protezlerin {iretiminde
geleneksel olarak kullanilan kaide materyalidir. Ancak PMMA protez kaidesinde
bakteri ve mantarlar kolonize olarak oral mukozada inflamasyona neden
olabilmektedir. Bu durum genellikle zayif agiz hijyeni ve uyumu kétii protezleri olan
hastalarda goriilmektedir [1]. Oral kandidiazisin, oral mukozay:1 etkileyen firsatgi
enfeksiyonlardan en sik goriileni oldugu bildirilmistir [2]. Oral kandidiazisin protez
stomatiti formu ise protez kullanan hastalarda en sik goriilen mantar enfeksiyonudur
[3]. Protez stomatitinde en dominant sekide tespit edilen ve en etkin oldugu bildirilen
mikroorganizma Candida albicans (C.albicans)’tir [2, 3]. C. albicans agiz
boslugunda sert ve yumusak dokularda biofilm olusturabilmektedir [4]. Ayrica C.
albicans’in akrilik yiizeylere ve igerisine penetre olabildigi de yapilan ¢aligmalarla

gosterilmistir [4, 5].

Protez stomatiti tedavisinde gece protezlerin c¢ikarilmasi, protezlerin ig
yiizeyinin diizenlenerek uyumunun arttirtlmasi1 ve hatta protezlerin yenilenmesi
onerilerinde bulunulmustur [3]. Bunun yan1 sira enfeksiyonun medikal tedavisinde
topikal ve sistemik antifungaller kullanilmaktadir [6]. Tedavide topikal antifungal
ilaclar kullanildiginda tiikiiriiglin - yikayict etkisi nedeniyle konsantrasyonlari,
dolayisiyla etkileri azalmaktadir. Sistemik antifungaller ise dogrudan protez
yiizeylerine etki edememektedir. Bu nedenlerden dolay1 tedaviler uzamaktadir ve
niiks oranlart yiiksektir [3]. Ayrica Candida suslarinin 6zellikle invaziv formlarinin,
baz1 sistemik antifungal ilaglara, 6zellikle uzun siireli ve tekrarlayan kullanimlarda
direng gelistirebildigi bildirilmistir [3, 6]. Tim bu durumlar protez stomatiti

tedavisinde yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesi gerekliligini dogurmustur.

Fotodinamik terapi (PDT), toksik olmayan bir fotosensitizor (PS) ile diisiik
enerjili 151k kaynagmin etkilesimine dayanan yeni bir yaklasimdir [7, 8]. PDT;
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malign ve malign olmayan ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir [9]. PDT,
ilaca direngli mikroorganizmalara karsi antibakteriyel, antifungal, antiviral etkili
alternatif bir tedavidir [7, 8]. Oksijen varliginda PS madde ve 1sik arasindaki
etkilesim; singlet oksijen ve serbest radikaller gibi reaktif iirlinler {iretir ve bu da
mikroorganizmada hiicre hasarina ve Oliimiine neden olur [3]. Dis hekimliginde
PDT’nin, periimplant ve periodontal hastaliklarda geleneksel tedavilere ek olarak
dental implantlarin ve dis yiizeylerinin dezenfeksiyonunda kullanildigi ve
inflamasyonu azalttig1 bildirilmistir [1]. PDT nin restorasyon 6ncesinde diste kavite
dezenfeksiyonunda kullanimi da son yillarda arastirilmaktadir ve S. mutans
biofilmleri iizerinde etkili oldugu belirtilmistir [10, 11]. PDT’ nin avantajlari; tedavi
sonunda mikrobiyal diren¢ gelismemesi, hizli mikrobiyal eliminasyon saglamasi,

islemin sitotoksik olmamasi ve kullanim kolaylig1 olarak siralanmaktadir [12-15].

PDT’de; toluidin mavisi, metilen mavisi, indosiyanin yesili (ICG) gibi ¢esitli
fotosensitizor (PS) maddeler, farkli dalga boylarinda 151k kaynaklar ile
kullanilmaktadir. PS olarak ICG’nin diger PS’lerden farkli olarak dokularda daha
derine etki edebildigi bildirilmistir [16]. Ayrica toksik olmadigi i¢in oftalmolojide
diagnostik amaglarla PS olarak kullanimi FDA tarafindan onaylanmstir [9, 16]. Iyi
giivenlik profili sayesinde, ICG oftalmik anjiyografi, kardiyak ¢ikt1 6l¢iimii, kapiller
mikroskopi ve karaciger fonksiyon testleri dahil olmak tiizere c¢esitli tibbi

uygulamalarda kullanilmaktadir [10].

Cok sayida avantaj1 ve farkli kullanim alanlar1 olan PDT yonteminin akrilik
yiizeylerin dezenfeksiyonunda etkinligini arastiran ¢alismalarda gesitli PS maddeler,
cesitli 151k kaynaklari ve isinlama parametreleri farkli mikroorganizmalara karsi
degerlendirilmistir [1]. Akriligin dezenfeksiyonunda C. albicans’ a kars1 daha 6nce
metilen mavisi, toluidin mavisi, porfirin tiirevleri gibi PS’ler aragtirilmistir ancak bu
calismalar olduk¢a siirli sayidadir [7, 17-19]. ICG aracili PDT nin, C. albicans’a
kars1 etkili oldugu bazi in vitro ¢alismalarda gosterilmistir [2, 6, 20, 21] ancak
akriligin  dezenfeksiyonunda ICG aracili PDT’nin etkinligi daha Once
degerlendirilmemistir. Literatiirde protez stomatiti tedavisinde mukozada ve protez
yiizeylerinde ICG aracili PDT’nin etkinliginin arastirildigr bir klinik calisma
bulunmaktadir [16].



Bu ¢aligmanin amaci, protez stomatitinde akrilik regine igine yerlesen C.
albicans’a karsi, alternatif bir tedavi olan PDT’nin ICG’nin farkli konsantrasyonlari
ile etkinligini degerlendirmek, konvansiyonel medikal tedavi ve mikrodalga enerjisi

ile dezenfeksiyon yontemleri ile karsilastirmaktir. Sifir hipotezi; ICG aracili PDT nin
C. albicans’a etkisi yoktur seklindedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Polimetil Metakrilat Akrilik Recine

Akrilik regineler, akrilik asit ve tiirevlerinden edilen polimerlerdir. Ticari
akrilik recine polimerleri genellikle akrilik asit, metakrilik asit, akrilik asit esterleri,
metakrilik asit esterleri, akrilonitril ve akrilamid monomerlerinin polimerizasyonuyla
retilmektedir [22]. Polimetil metakrilat (PMMA), 1937'de piyasaya girmesinden bu
zamana kadar hareketli protezlerin iiretiminde kullanilan en popiiler materyal
olmustur [23, 24]. Sentetik olarak elde edilen ve metakrilik asidin esteri olan PMMA,
akrilik regineler iginde onemli bir yer tutmaktadir. PMMA olusumu igin; disiik
molekiiler agirlikli monomerler, yiiksek molekiil agirlikli polimerlere doniistiiliir

[25].

PMMA, 18-20 arasinda knoop sertlik degerine sahip bir re¢inedir. Cekme
kuvveti 59 MPa ve 6zgiil agirhgi 1,19 g/cm? olarak bildirilmistir. Saf PMMA seffaf
renktedir ve dokuya benzeyen renkleri olusturmak amaciyla bircok pigmentle

beraber kullanilabilmektedir [22, 26].

Dis hekimliginde PMMA ¢ogunlukla toz ve likit seklinde kullanilmaktadir
[22, 24, 27, 28] (Tablo 2.1).

Tablo 2. 1: PMMA toz ve likitinin igindekiler [24].

Toz Likit

Akrilik polimer ya da kopolimer Monomer

taneleri

Baslatici Hizlandirict

Pigmentler Capraz baglant1 ajanlart

Opaklastirict maddeler Baslatici (kimyasal polimerize akrilikte)
Plastiklestirici maddeler Inhibitor

Inorganik partikiiller Plastiklestirici maddeler

Organik fiber boyalar



2.1.1.PMMA Tozu

PMMA tozunun i¢indekiler;

Polimerler ve kopolimerler; tozun en biiyiik kismini olusturur ve ¢aplari 35-
200 um arast degismektedir. PMMA berrak camsi bir polimerdir [22, 26].

Reaksiyon baslatici madde olarak %0,5 oraninda benzol peroksit bulunur.
Akrilik regine esasl protez kaide polimerlerinde polimerizasyon, benzol peroksitin

pargalanmasi (dekompoze olmasi) ile baglamaktadir [22].

Pigment ve boyalar protezin agiz dokularina benzer bir goriiniim elde etmesi
igin tozun igine konmaktadir. Bu maddeler; siilfit, kadmiyum selenid, ferrik oksit
veya karbon siyahi gibi maddelerdir. Pigmentler, polimerizasyon sirasinda veya
polimerizasyon sonrasinda mekanik yolla polimerlere katilirlar. Pigmentin protez
icerisinde esit olmayan dagilimi dogal bir goriinlim olugmasini saglamaktadir.
Akriligin renklendirilmesinde boyalar da kullanilmaktadir ancak pigmentler kadar
basarili degildirler ¢ilinkii ag1z sivilarinin etkisi ile ag1z ortamina salinirlar ve protezin

renginde bozulmalara neden olurlar [24, 26].

Opaklastirict maddeler, ¢inko oksit ve titanyum oksit tozlari kullanilir [22,
24, 26].

Plastiklestirici maddeler, genelde monomer iginde ¢ok yavas ¢Oziinen
PMMA kiireciklerinin ¢ozlniirliiglinii artirmak i¢in kullanilir. Bu amagla en sik

kullanilan kimyasal madde dibiitil fitalattir. [22, 24, 26].

Organik ve inorganik partikiiller recinelerin 1slanabilirligini ve sertligini
arttirmak amaciyla kullanilmaktadir. Toz komponente cam fiberler veya zirkonyum

silikat gibi inorganik partikiiller ilave edilebilmektedir [22, 24, 26].
2.1.2.PMMA Likiti
PMMA likitinin i¢indekiler;

Monomer likidin en 6nemli parcasini olusturan metilmetakrilat (MMA)’ tir
(Sekil 2.1). Berrak, renksiz ve diisiik viskoziteli bir sividir. Kaynama noktasi
100,3°C* dir. Oda sicakliginda ugucudur. Yogunlugu 20°C’ de 0,945 g/ml,

polimerlesme 1s1s1 12,9 kcal/Mol’ diir. Miikkemmel bir ¢oziiciidiir. Saf metilmetakrilat



monomerinin polimerizasyonu esnasinda % 21°lik bir hacimsel biiziilme meydana

gelir [22, 29].

Sekil 2.1: Metil Metakrilat Monomer Molekiilii [22].

Inhibitor maddeler likidin raf émriinii artirmak icin eklenmistir. Inhibitor
olmadig1 takdirde oda sicakliginda veya daha soguk ortamda bile polimerizasyon
meydana gelebilir. Inhibitér olarak genellikle hidrokinon kullanilir, likit igerisinde
olugsmus olan serbest radikallerle hizla reaksiyona girerek onlari stabilize eder ve

polimerizasyonun baglamasini engeller [22, 24, 29].

Capraz baglanti ajanlar1 PMMA’ nin fiziksel 6zelliklerini gelistirmek i¢in
likitin i¢ine konmaktadir. En ¢ok kullanilan ¢apraz baglanti ajan1 glikol
dimetilakrilattir. Capraz baglama ajanlari, ¢izilmeye karsi daha fazla direng, daha
yiiksek sertlik, daha az ¢oziiniirlik ve su emilimi ile karakterize edilen polimerler
elde etmek i¢in monomere eklenir [22]. Akriligin catlamalara ve ¢izilmelere karsi
dayaniklihigini artirir [22, 24, 26, 29-31].

2.1.3.Protez kaide akriliklerinin siniflandirilmasi

Protez kaide akrilikleri genel hatlariyla su sekilde siniflandirilir;
1.Is1 ile polimerize olan akrilikler

2.Kimyasal olarak polimerize olan akrilikler

3.Is1k ile polimerize olan akrilikler

4.Mikrodalga enerjisi ile polimerize olan akrilikler [24].

Protezlerin iiretiminde en fazla 1s1 ile polimerize olan PMMA kullanilir. Istyla

polimerize ve kimyasal olarak polimerize olan akrilik re¢ineler arasindaki temel fark,
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monomerlerin polimerizasyonunu baglatan benzol peroksiti aktiflestirmek igin
kullanilan yontemdir. Istyla polimerize olan akrilik reginelerde, 1s1 yoluyla serbest
kokler agiga ¢ikar ve polimerizasyon reaksiyonu baslar. Kimyasal olarak polimerize
olan akriliklerde, monomere genellikle dimetil-paratoluidine (kimyasal tersiyer amin

hizlandirict) eklenir, bdylece polimerizasyon oda 1sisinda gergeklesir [24].

2.1.4.Polimerizasyon reaksiyonu

Polimerizasyon reaksiyonu, polimer olusturmak i¢in monomerlerin kimyasal
olarak birbirine baglanmast olarak tanimlanir. PMMA polimerizasyonu,
monomerlerdeki karbon-karbon ¢ift baglari arasina serbest kokler eklenen ilave tipte
polimerizasyon reaksiyonudur [22, 24, 26].

Polimerizasyon reaksiyonu igin temel adimlar: baglama, ¢ogalma, zincir
transferi ve sonlanmadir. Baslama asamasinda benzol peroksit gibi bir baslatici,
serbest kokler agiga ¢ikarir ve zincir reaksiyonu baslatir. Cogalma asamasinda, zincir
reaksiyonu ile monomer zincirleri olusur. Zincir reaksiyonu direkt ¢ift baglarla ya da
biiylimiis bir zincirden diger bir zincire hidrojen atomunun ge¢mesiyle sona erer

bdylece yogun bir makromolekiil ag1 olusturulmus olur [22, 24, 28, 31].

2.1.5.Is1ile polimerizasyon yontemi

Protez kaide maddelerinin ¢ogu 1s1 ile polimerize edilmektedir [32]. Protez
kaide maddeleri su sekilde hazirlanir: Uretici firma tarafindan belirlenen oranlarda
PMMA toz ve likidi karistirilarak akrilik re¢ine hamuru hazirlanir. Bu hamur, mufla
icindeki kaliba basing altinda yerlestirilir. Basing altinda tutulan mufla bir su
banyosunun icine yerlestirilir ve bu suya disaridan 1s1 vermek suretiyle
polimerizasyon reaksiyonu gergeklesir [22, 26]. Plastik kivamdaki hamurun sicakligi
70 °C’ye ulastiginda reaksiyon baslatict olan benzol peroksit ayrisarak serbest kokler

ac1ga ¢ikarir ve polimerizasyon reaksiyonunu baslatir [22].

Is1 ile polimerize olan protez kaide maddelerinin fiziksel ve kimyasal
Ozellikleri polimerizasyon sicakligina ve siiresine bagl olarak degisir [22, 33].
Kontrol edilmeyen 1s1 artis1 sonucunda porozite olusumu gibi istenmeyen etkilerin
Oonlenmesi amaciyla polimerizasyon isleminin kontrollii olarak gergeklestirilmesi

gerekmektedir. Polimerize edilecek materyale uygulanan 1sitma igleminin kosullart



ve sliresi polimerizasyon siklusu olarak tanimlanmaktadir. Polimerizasyon

sikluslarinin bir¢ok varyasyonu bulunmaktadir [22, 24, 26, 32, 34];

Hizh polimerizasyon, yonteminde akrilik re¢inenin bulundugu muflalar oda
sicakligindaki suya koyulduktan sonra sicaklik yarim saat icinde 100 °C’ ye cikartilir
ve yarim saat kaynatilir [22, 24, 31, 32, 34, 35].

Kisa siireli polimerizasyon, muflalarin 73 °C’ de 90 dakika bekletildikten
sonra 100 °C’de 30 dakika kaynatilmas1 yontemidir [24].

Tersine polimerizasyon yonteminde, muflalar 6nce kaynamakta olan suyun
icine konur ve 1s1 kaynagi kapatildiktan sonra 20 dakika kadar tutulur, sonra su tekrar

wsitilir ve muflalar suyun iginde 20 dakika daha kaynatilir [24, 35].

Yavas polimerizasyon yontemi, akrilik rezinin 1sitmali bir su banyosu i¢inde
74°C de 8 saat siire ile polimerize edildigi ve kaynatma isleminin yapilmadigi bir
stireci ifade eder [22, 24, 31, 32, 34, 35].

Akrilik kiitlesi igerisinde daima reaksiyona girmemis bir miktar artik
monomer kalmaktadir. Polimerize olmus akrilik regine yapisi igerisinde kalan artik
monomer akrilik re¢inenin mekanik ve fiziksel 6zelliklerini degistirir, dayanikligi
diistiriir ve alerjik reaksiyonlara neden olur. Akrilik regine su banyosunda 1 saatten
az kaynatilirsa arttk monomer miktar1 belirgin derecede fazla (%1-3) olur. Bunun
icin alternatif polimerizasyon sikluslari 6nerilmistir. 70 °C’de 7 saat ve takiben 100
°C’de 3 saat siire ile veya 70 °C’de 7 saat ve takiben 100 °C’de 1 saat siire ile yapilan
polimerizasyon yontemlerinde artik monomer minimuma (% 0,4) iner. Bu yontemler
ile polimerizasyonun en iyi ozellikte akrilik kaide materyali sagladigi bildirilmigtir
[24, 34]. Muflanin 70 °C’de 7 saat tutulmasiyla monomerlerin biiyiik ¢ogunlugu
polimere doniisiir, bunu takiben suyun 100 °C’de belli bir siire tutulmasiyla da

protezin ince kisimlarinda polimerizasyon tamamlanir [24, 35].

2.2. Ag1iz Mikrobiyolojisi

22.1. Biyofilm ve biyofilm olusumunun klinik 6nemi

Sahip oldugumuz oral florayi, mukoza ve dis yiizeylerinde biyofilm adi
verilen ekstraseliiler polisakkarit matrisine gomiilii kendi iginde organize, interaktif

ve ¢okK ¢esitli mikroorganizma topluluklart olusturur [36].
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Agiz florasinda siklikla bulunan baslica mikroorganizmalar su sekildedir:
1. Streptokoklar
2. Diger anaeroplar
3. Actinobacillus
4. Stafilokoklar
5. C. albicans [37].

Biyofilm, i¢inde bulundurdugu mikroorganizmalara koruma saglar ve katalaz,
stiperoksit dismutaz gibi biyokimyasal maddelerin katkis1 ile organizmalarin kendi
aralarinda etkilesimini kolaylastirir [38]. Biyofilm tabakasinin gelisimi, biyofilm
icindeki mikroorganizmalar etkileyen diyet, tiikiiriik ve gevresel faktorlere baghdir

ve agizda bulunan her yiizeyde, mikrobiyal ¢esitlilik farklilik gosterebilir [39].

Oral biyofilm ¢ok dinamik bir ekosistemdir ve saglikli insanlarda, konakgi ile
yerlesik mikroorganizmalar arasinda ekolojik bir homeostazi bulunmaktadir. Bir
biyofilm i¢indeki homeostazdaki kiiciik bozukluklar patojenik tiirlerin ¢ogalmasina
yol acabilmektedir. Biyofilm olusumunun, mikroorganizmalarin antimikrobiyal
ajanlara duyarliligin1 azalttigi ve bunun da daha sonra patojenitede artisa neden
olabilecegi bildirilmistir [38]. Bu fenomenin, antimikrobiyal ajanlarin biyofilmin
matrisine niifuz etmesini kisitlamasi nedeniyle ortaya ¢iktig1 6ne siiriilmektedir. Bazi
durumlarda, biyofilmdeki bir patojenin direnci bir antimikrobiyal ajana kars1 1000

katina ¢ikabilmektedir [40].

Bir biyofilmdeki mikroorganizmalarin antimikrobiyal ilaglara kars1 daha az
duyarl1 hale gelmesi ise klinik acidan Onemlidir. Buna sebep olarak farkli
mekanizmalar gosterilebilir. Bunlardan biri  biyofilmdeki mikroorganizmalar
tarafindan iiretilen ektraselliiler polisakkarit (EPS) matris yapisinin antibiyotiklerin
yavas ve basarisiz penetrasyonuna neden olmasidir [41]. EPS matrisi hiicre duvart ile
birlesmis veya biiyiik miktarlarda hiicre duvar1 disinda birikmis seker {initelerinden
olusan yapilardir. Biyofilmler mecazi olarak “mikroplar sehri” olarak adlandirilirsa
EPS, "biyofilm hiicrelerinin evi'"ni temsil eder ve biyofilm hiicrelerinin yasam

kosullarini belirler [42]. Antibakteriyel ilaglarin duyarliligini azaltan diger durumlar,



bazi1 bakteri ve mantarlarin koruma olusturmasi veya atik iiriin birikimi ile antibiyotik

etkisinin antagonize edilmesidir [41].

222.C. albicans

C. albicans, insan viicudunda baslica agiz boslugu olmak iizere; epidermis,
genital bolge ve mide-bagirsak yolunda kommensal (tek tarafli yarar saglayan
parazitik birliktelik) olarak yasar. C. albicans, agiz boslugundan izole edilen mantar
tirlerinin %75'ini olusturmaktadir [43]. Saglikli yetiskin bireylerin %30 ile %90'min
ag1z boslugundan izole edilebilir. Ancak ¢cogu durumda kolonize olanlar enfeksiyon

belirtileri veya semptom gostermezler [44].

C. albicans, tiim kandida tiirleri arasinda en yaygin goriilen ve en patojenik
tiir olarak kabul gorendir. C. albicans olmayan Candida tiirleri, NAC tiirler olarak
adlandirilir ve goriilme sikligina gore C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis ve C.
krusei olarak siralanabilir [45, 46].

C. albicans'in ¢iiriik lezyonlarmin g¢evresinde, dislerin plak yiizeylerinde,
subgingival florada, ilerlemis periodontal apselerin diseti dokularinda ve AIDS
hastalarinin ileri periodontitisinde mevcut oldugu bildirilmistir [47]. Saglikli
bireylerde, C. albicans'in agiz boslugu boyunca diizgiin dagilmadigi, 6zellikle de
fazla miktarda dil sirtinda sirkumfollat papillaya yakin bolgede yerlestigi
gozlenmistir [48].

Candida sayisi; 6zellikle tist akrilik protezlerin doku yiizeyinde, protez veya
ortodontik aparey gibi agiz i¢i aparey varligi ile artmaktadir [49]. Protezin varligi,
tiikkiirtigiin protez akriligi ile damak dokusu arasindaki alana erisimini azaltarak
ortam kosullarin1 degistirir, bdylece agiz boslugundaki tiikiiriigiin temizleme etkisini
azaltir. Bundan dolay1 kullanilan protez Candida tiirlerinin biiyimesi ve kolonize
olmalar1 i¢in elverisli bir ortam olusturur [50]. Stomatit gelisiminde C. albicans'in
etkisi, protez ylizeyinde ve oral mukozada patojenik etki olusturmak i¢in florada
baskin hale gelmesiyle artar. Artan Candida yiikiiniin, protez stomatitin ortaya
¢ikmast ile iligkili oldugu bildirilmistir [51].
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2.23.C. albicans"in viriilans faktorleri

C. albicans’in hastalik yapici faktorleri; ¢esitli morfolojik formlari arasinda
gecis yapabilmesi, adezyon proteinleri salgilayabilmesi, biyofilm olusumuna ve

devamliligina katilmasi ve ¢esitli hidrolitik enzimler salgilamasi olarak siralanir [52].

2231 Morfolojik gegisler

C. albicans’in maya, psodohif, gercek hif ve klamidyaspor olmak iizere
cesitli fenotipik formlar1 vardir. Maya formu, tek hiicreli formdur. Beyaz ve gri maya
formu olarak ikiye ayrilir. Beyaz maya formlari oval sekilli tek hiicrelerden olusur,
gri maya formlar1 elipsoid sekilli ve beyaz maya formundan daha kiicik tek
hiicrelerden olusur. Psddohif formu, tomurcuklanark birbirine tutunan oval maya
hiicreleri ve uzun elipsoid hiicrelerin birlesiminden olusan bogumlu sekilli, ¢cok
hiicreli formdur. Gergek hif formu ise maya hiicrelerinin bogumlanmadan paralel
duvarli olarak birlesiminden ve dallanmalarindan meydana gelen c¢ok hiicreli
formdur. Psddohif ve gercek hif formlari ipliksi uzun yapidadir ve flament6z formlar
olarak da bilinir. Klamidyaspor formu, maya hiicresi sonunda biiyiik yuvarlak sekilli
kalin hiicre duvari iceren formdur, morfolojik gecis sirasinda olusan spor benzeri

yapilardir. C. albicans’in fenotipik formlar1 Sekil 2.2°te gosterilmistir. [53].

Maya formu (beyaz) Maya formu (gri)
@ o,
= <)
@) Q) % 7]
om @ @ 8 10 ym @& AN

Psoédohif formu Gergek hif formu

L i P o

10 ym

Klamidyaspor Formu

@

Sekil 2.2: C. albicans’in fenotipik formlar1 [53].

10 um
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C. albicans, bu formlar arasinda gecis yapma &zelligine sahiptir bu 6zellik
dimorfizm olarak tanimlanir. Formlar arasindaki gecis, farkli ¢evresel kosullara yanit
olarak sergilenmektedir. Bu morfolojik degisimin viriilans i¢in 6nemli oldugu, ¢esitli
yilizeylere yapisma yetenegini etkiledigi ve firsat¢i bir patojen olarak basarisina ve
hayatta kalmasina yardimci oldugu distiniilmektedir [54, 55]. C. albicans, fenotipik
degiskenlik yoluyla ¢esitli konakg¢1 kosullarina adapte olabilmektedir [56]. Hif formu,
mantarin protez yiizeyine daha fazla tutunmasini ve kolonilestirme kabiliyetine sahip
olmasmi saglar. Aym1 zamanda mantarin daha istilact formu olarak adlandirilir.
Calismalar, C. albicans'in stomatit hastalarinin protez tabanindan izole edildiginde,
mayalarin aktif bir biliyime asamasinda oldugunu belirleyen hiflerin mevcut
oldugunu gostermistir. Hif formlar1 enfeksiyon i¢in gereklidir. Hif tarafindan iiretilen
basincin, C. albicans’in epitel hiicrelerine etkili bir sekilde sizmasini sagladigi
diistiniilmektedir. Hifal form, konake1 hiicreleri ve protez yiizeylerini istila etmek
icin daha biiyiikk bir kapasiteye sahiptir. C. albicans hiflerinin protez stomatiti
gelisimini kagmilmaz kildig: bildirilmistir [52]. C. albicans’in niifuz edici dogasinin
kendine 6zgli oldugu ve temas ettikleri herhangi bir yiizeye sizacak sekilde
programlandiklari ileri siriilmiistiir [57]. Hifal hiicreler, C. albicans'in konagin
epiteline yapigmasia ve niifuz etmesine izin veren bir dizi faktdri olusturur. C.
albicans hif formu ayrica aspartil proteazlar, fosfolipazlar ve lipazlar gibi enzimleri

salgilar [43, 58].

2232. Adezyon

Candida tiirleri agiz boslugunda hem epitelyal dokuda hem de akrilik protez
gibi malzemelerde biyofilm olusturabilir, biyofilm olusumunu C. albicans’in
adezyon proteinleri baglatir. C. albicans; diger C. albicans hiicrelerine, diger
mikroorganizmalara, abiyotik ylizeylere (dis ve protez yiizeylerine), konakg¢1 epitel
hiicrelerine ve tiikiiriik proteinlerine adezyon saglayan 6zel bir protein serisine
sahiptir [59]. Hiicre duvarinda bulunan bu tiir proteinlere adhezin denilmektedir ve
adhezinler diger hiicre ylizeylerindeki amino asit veya seker gruplarma baglanarak
etki gosterir. C. albicans'in adezyon proteinleri igerisinde agliitinin benzeri sekans
(ALS) proteinleri, ana etkili protein olarak tanimlanmistir. Bilinen sekiz ALS
proteini bulunmaktadir (ALS 1-7 ve ALS9). ALS1 proteini orofaringeal
kandidiyazisin erken evresinde insan epitel hiicrelerine yapismada etkilidir [60].

Adezyon proteinleri, C. albicans'in hiicre duvari polisakkaritlerine kovalent olarak
12



baglanir ve virlilansinda 6nemli bir rol oynarlar. Hiicre duvari biitiinligline ve
biyofilm olusumuna katkida bulunurlar [43, 59, 61]. C. albicans'a 6zgii bir adezyon
proteini olan CaEapl, hiicre duvari yilizeyinde bulunur ve hidrofobik yiizeylere

yapismayi saglayarak akrilik protez yiizeylerinde adezyonu gerceklestirir [62].

Proteze yapisan S. mutans da direttigi ekstraselliller polisakkaritler ile
Candida hiicrelerinin kolonizasyonunu destekler. S. mutans tarafindan metabolik yan

tirtin olarak laktik asit tiretimi, mantar tiirlerinin biiylimesini kolaylastirir [63].

223.3.C. albicans enzimleri

C. albicans'n enfeksiyona katkida bulunabilecek proteazlar ve fosfolipazlar
dahil olmak iizere ¢esitli enzimler salgiladigi bildirilmistir [43]. Maya hiicreleri
tarafindan salgilanan parcalayict proteaz enzimleri beslenme amagh dokuyu
par¢alamak ic¢in kullanilir. Salgilaan aspartil proteazlar (SAP), C. albicans’in
salgiladig1 en etkili parcalayict enzimlerdir [64]. SAP'lar asidik kosullarda aktivite
gosterirler. SAP’lar hiicre zarlarmi sindirerek ve konakc¢i ylizey molekiillerini
bozarak doku istilasinda gorev alirlar [65]. Protez doku yiizeyindeki protez plaginin
oral mukozaya yakinligi ve ortamin asidik olmasi enzimlerin etkisini arttirip C.

albicans'in invazyonuna katkida bulunur.

C. albicans'in fosfolipaz enzimleri arasinda lizofosfolipaz-transaminaz ve
fosfolipazlar A, B, C ve D bulunmaktadir [65, 66]. Fosfolipazlar, membran
homeostazi, besinlerin elde edilmesi ve biyoaktif molekiillerin olusumu gibi ¢esitli
stireglerde yer alan enzimlerdir [67]. Fosfolipazlar, genellikle hiicre zarlarinda
bulunan gliserofosfolipidleri hidrolize ederek islev goriir ve konake¢i hiicrenin

mukozal epitelinin istilasina yardimci oldugu gosterilmistir [65].

Candidalizin, en yeni bulunan C. albicans enzimi ve viriilans faktoriidiir.
Ozellikle C. albicans’larin patojenik hifal formlarindan salgilanan sitolitik bir peptit
olarak tanimlanmistir. Ilging bir sekilde, Candidalizin, biiyiik 6l¢iide notrofil ve
interlokin (IL)-17 yanitlar tarafindan yonetilen enfeksiyon sirasinda dogustan gelen
antifungal bagisiklig1 tetiklemede 6nemli bir rol oynar. IL-17 aracili sinyallerin
baslatilmasi, epitel bariyerlerinin asilmasi ve kanserle iligkili biiylime faktorlerinin
salgilanmaya baslamasi, C. albicans’in Candidalizin viriilans faktoriiniin kanserle

iliskili olabilecegini diisiindiirmektedir [68].
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2.24. Protez biyofilminde C. albicans kolonilerinin olusumu

Erken evre (0-12 saat): Biyofilm olusumunun ilk 2 saatinde, PMMA yiizeyine
yapisan C. albicans maya formlar1 olarak gozlenmistir. 3. ve 4. saatte ise mikro
koloniler ortaya ¢ikmaktadir. Hif olusumu genellikle maya hiicrelerinin ilk

kolonizasyonundan 3-6 saat sonra gergeklesmektedir [69].

Gelisimsel evre (12-30 saat): Candida biyofilm yapisi artik, hiicre disi
polimerik maddelerden olusan bir matris ile mayalar ve geng hiflerden olusan ¢ift

tabakaya dontiigmektedir [70, 71].

Olgunlagma evresi (48-72 saat): 48 saat sonra, olgun bir biyofilm tipik olarak
hif ve psddohif i¢eren hiicreler igerir [72]. Olgun biyofilm, ekstraselliiler polisakkarit
matrisi (EPS) ile ¢evrili, iyi organize edilmis ve uzamsal olarak yapilandirilmis bir
komplekstir. Son adim, “Quorum sensing” (¢ogunluk algilanmasi) olarak bilinen
islemle tetiklenir. Quorum sensing, mikroorganizmalarin birbirini algiladig: bir dizi
sinyal mekanizmasindan olusan mikroorganizmalarin birbiriyle haberlesme dili
olarak tanimlanir. Cogunluk algilanmasi veya hiicre-hiicre sinyali asir1 popiilasyonu
onleyerek ve rekabeti kontrol ederek biyofilme fayda saglar ve biyofilmin
devamliligini siirdiirmesine yardim eder [70, 73]. C. albicans biyofilmlerinin 6rnek

SEM goriintiileri Sekil 2.3 ve Sekil 2.4’te gosterilmistir.
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Sekil 2.3: Akrilik yiizeyde C. albicans biyofilminin SEM goriintiileri [74].
Biyofilmlerin 1.5 saat, 24 saat, 48 saat ve 72 saat sonra goriintiileri. (*) isaretleri biyofilm
olusumunun erken evrelerinde (1,5 saat ve 24 saat) psddohife benzeyen yapilart gostermektedir.

Sekll 2.4: C. albicans blyoﬁlml SEM goruntulerl [70].
a) Biyofilm matrisi ile kapli mantar hiicrelerini gésteren bir C. albicans mono-tiir biyofilmi
SEM goriintiisii(3300x) Baz1 hif formlar1 da goriilmektedir. b) Ekstraselliiler polimerik
matrisine gomiili C. albicans hiicreleri SEM goriintiisti (9500x).

225.C. albicans'in akrilige tutunmasim etkileyen faktorler

2.2.5.1. Protez yiizeyinin etkisi

C. albicans kolonilerinin biiyiimesi ve gelismesi protez doku yiizeyinin
fiziksel Ozellikleri tarafindan etkilenmektedir. Akrilik yiizeylere C. albicans’in

tutunmasini ve biyofilm olusturmasini etkileyen faktorlerden biri protez kaidesinin
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yiizey purizliligidir. Yiizey pirtzliliginin miktari, yiizey alanini arttirdigi ve
kolonizasyon igin uygun alanlar olusturdugu i¢in C. albicans i hem ilk yerlesimini
ve hem de ¢ogalmasini etkiler. Baz1 ¢alismalar yiizey piiriizliiliigii miktan ile C.
albicans koloni miktar1 arasinda dogrudan bir iliski oldugunu géstermistir, yilizey
puriizliligi arttikca plak birikimi ve C. albicans’in protez kaidesine tutunmasi
artmaktadir [75-77]. Nispeten dis yiizeyi piliriizsiiz olan 1s1 ile polimerize akrilik
protez yiizeyi, mekanik tutunma icin az alan olusturur. Protez kaidelerinin doku
yilizeylerinin gozenekli oldugu, yeterli protez hijyenini zorlastiran girinti ¢ikinti
olusturdugundan C. albicans Kkolonizasyonuna elverigli alan olusturdugu
bildirilmistir [78].

Yiizey piiriizliilliigli; polimerizasyon yontemi, kullanilan malzeme ve yiizey
bitim islemi gibi faktorlerden etkilenmektedir [79]. Protez materyallerinin tiirii ve
polimerizasyon yontemi C. albicans’in yiizeye tutunmasi iizerinde etkilidir. Is1 ile
polimerize akrilikte kimyasal olarak polimerize olan akrilige gore C. albicans
tutunma miktar1 daha az gozlenmistir [80]. Yiizey hidrofobikligi ve yiizey serbest
enerjisinin Candida tiirlerinin akrilige tutunmasini etkiledigi gosterilmistir. Akrilik
yiizeyindekine yakin yilizey serbest enerjisine sahip hiicreler akrilik yiizeyine daha

fazla tutunma saglamistir [74, 81].

2.2.5.2. Tiikiiriigiin etkisi

Candida kolonizasyonunda tiikiiriigiin rolii hala tam olarak net degildir.
Devamli tiikiiriik akigi, tutunmus C. albicans’larin giderilmesini saglamakta ve
bdylece oral kavitede kolonizasyonu engellemektedir. Bazi tiikiiriik proteinleri;
laktoferrin, lizozim, defensinler, histatinler, kalprotektin ve IgA, Candida
biiyiimesini engellerken, statherinler ve miisinler Candida tiirlerinin adezyonunu

kolaylastirir [82].

Protez yiizeyinde olusan pelikil formasyonunun protez serbest yiizey
enerjisini arttirdigr yapilan caligmalarla bulunmustur. Pelikil ile kapli protezlerin
yiizeyinde olusan C. albicans biyofilmlerinde, C. albicans’in dokulardaki proteolitik
aktivitesinden sorumlu fosfolipaz ve proteinaz enzimleri pelikil ile kapli olmayanlara

gore daha yiiksek oranda bulunmustur [74, 83].
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Kserostomi, normal oral mikroflorada bir dengesizlik olusturarak S. aureus,
Lactobacillus gibi bazi bakterilerin ve Candida gibi mantarlarin biiyiimesini
destekler. S. aureus, Lactobacillus bakterileri metabolik iiriinleri ile disiik tukiiriik
pH'1na neden olur. Diisiik tiikiiriik pH’1 Candida tiirlerinin viriilansi i¢in dnemli olan
lipazlarin ve proteinazlarin enzimatik aktivitelerini artirarak, Candida tiirlerinin
yapisma ve ¢ogalma sansini da artirir [82]. Siikkroz veya glikoz gibi besinlerin

varhi@ginin Candida tiirlerinin akrilik protezlere yapismasini arttirdigi bildirilmistir
[46].

2.3. Protez Stomatiti

Protez stomatiti, protez kullanan bireylerde siklikla gézlenen, protez doku
yiizeyinde plak birikiminin goriildiigii bolgeye komsu olan agiz mukozasinin
inflamasyonu ve eritemi ile karakterize bir hastaliktir [84]. Protez stomatiti, protez
kullanan bireyler i¢in yaygin ve problemli bir durumdur. Genellikle zayif agiz
hijyeni ve uyumu kotii protezleri olan hastalarda goriilmektedir. En sik olarak iist
damak mukozasinda gozlenmektedir [85]. Mandibular mukoza daha az siklikla
etkilenebilir [63]. Protez stomatitinin klinik belirtileri mukozada lokal veya yaygin
inflamasyon seklindedir. Lezyonlar asemptomatik olabildigi gibi yumusak dokuda
kanama, sisme, yanma, agiz kurulugu, agiz kokusu ve hos olmayan tat ile kendini
gosterebilir [86]. Hastalarda rahatsizliga ve dokuda sismeye, protez stabilitesinin
bozulmasima ve fonksiyon kaybina sebep olabilir [87]. Bu durum, protez kullanan
bireylerin yasam Kkalitesini Onemli 0Olgiide etkileyebilmektedir [88]. Protez
stomatitinde ve oral mukozal inflamasyonda oncelikli etiyolojik faktor protez
yiizeyinde goriilen plak birikimidir, mikrobiyal faktorlerle 6zellikle C. albicans
enfeksiyonuyla iligkilidir [2, 3, 28, 89-91]. 1885 yilinda protez stomatitli hastalarda
protezlerin doku yiizeyinde mikroorganizmalar ilk kez tespit edilmis ve boylece
protez plagi ve protez stomatiti arasindaki mikrobiyolojik iliski rapor edilmistir [92].
Protezlerin iizerinde olusan mikrobiyal flora arastirildiginda, mikrobiyal
kompozisyonun C. albicans’a ek olarak, Streptococcus sanguis, Streptococcus
gordonii, Streptococcus oralis, Streptococcus anginosus, Staphylococci gibi gram
pozitif bakterileri de igerdigi bulunmustur [93]. Protez doku yiizeyindeki plaklarin
asidik yapida oldugu, bu nedenle asidojenik mikroorganizmalarin ve C. albicans’in

biiyiimesini destekledigi bilinmektedir [94].
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Protez stomatitinin teshisi; klinik gorlintiiye ek olarak direkt smear ile
Candida tiirlerinin hif ve psodohif yapida tespit edilmesi veya ¢ok sayida (>50
koloni) Candida kolonisinin izolasyonu ile yapilir. Genellikle, koloni sayis1 protezin
dokuya degen i¢ yiizeyinde, protez ylizeyine karsilik gelen mukozadakine gore daha
fazla tespit edilir, bu da primer enfeksiyon kaynaginin dokuya temas eden protez
yiizeyinde gergeklesen Candida adezyonu oldugunu gostermektedir [28]. Protez
stomatiti olan hastalardan alman plak biyofilmleri elektron mikroskobu ile
incelenmis, bu inceleme sonucunda protez stomatitinde C. albicans biyofilmlerinin
onemli bir rol oynadigin1 gosteren biiyilk miktarda yerlesik maya ve hifal hiicre

kaydedilmistir (Sekil 2.5) [95, 96].

Sekil 2.5: Protez stomatitli hastalarin protezlerinin SEM gorselleri [95].
A ve B: Protezin ¢atlaklar1 ve diizensizlikleri i¢ine gémiili maya ve filamentdz formlar1 gdsteren
Candida biyofilmleri. C: Protez yiizeyinden izole edilmis 5 um uzunlugunda C. albicans hifal formu.

2.3.1. Protez stomatiti siniflamasi

En sik kullanilan smiflama, Newton Siniflamasi’dir. Hastaligin siddeti,
damagin rengi, dokusu ve genel goériiniimiine gére Newton Siniflamasi ii¢ tipten

olusmaktadir:
Tip I: Lokalize basit iltihaplanma veya toplu igne bas1 seklinde hiperemi.

Tip II: Protez ile kapli mukozanin bir kismini veya tamamini i¢eren daha

genel bir eritematdz alan.

Tip III: Graniiler iltihaplanma veya iltihapli papiller hiperplazi. Tip | ve II'nin

birlesimine ek olarak genellikle sert damak orta hattin1 ve alveol kretleri de tutan

18



graniiler, inflamatuvar hiperplazi mevcuttur [28, 87, 97]. Protez stomatiti tipleri Sekil

2.6’da gosterilmistir.

Sekil 2.6: Protez Stomatiti Tipleri.
a) Tip | protez stomatiti [24] , b) Tip Il protez stomatiti [84] c) Tip Il protez stomatiti [24].

2.3.2. Protez stomatiti etiyolojisi

Protez stomatiti etiyolojisi ¢ok faktorlii olarak tanimlanmistir. Bu faktorler
arasinda mukozal travmaya neden olan uyumu kotii protezler, C. albicans miktarinda
artis ve kot agiz hijyeni; protez stomatiti semptomlart ile giig¢lii bir sekilde
iliskilendirilmistir. Protezlerin gece ve giindiiz siirekli kullanilmasi ve azalmis
tilkliriik akigt gibi faktorler, Candida tiirlerinin protez yiizeylerinde kolonize olma
yetenegini arttirarak hastaligin gelisimine katkida bulunur. Protez stomatiti ile iligkili
sistemik faktorler; ileri yas, endokrin sistem bozukluklari, diabet, AIDS gibi
bagisiklig1 diistiren rahatsizliklar, immunsupresif tedaviler, genis spektrumlu
antibiyotiklerin kullanim1 ve beslenme yetersizligi gibi faktorlerdir [51, 84, 85, 98-
101]. Oral kandidiyazisin klinik durumu ile konak durumu arasindaki iliskinin,
hastanin genel sagliginin bir yansimasi oldugu unutulmamalidir. Bu yaklagim, daha
ciddi ve altta yatan diger hastaliklarin erken teshisine ve tedavisine yardimei olabilir

[28].
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2.3.2.1. Mukoza travmasi

Protez stomatitinin, dokuya uyumu bozulan protezlerin neden oldugu travma
ile iligkili oldugu bildirilmistir [102]. Doku uyumunu kaybetmis protez kullanan
hastalarin yaklasik yarisinin lokalize Newton tip I stomatiti yasadigi diisiiniilmektedir
[103]. Protezlerin stabilitesinin iyi olmasinin daha az mukozal travmaya neden
oldugu ve stomatit gelisme olasiligin1 6nemli derecede azalttigr bildirilmistir [104].
Protezin neden oldugu mukozal travmanin, epitelin gecirgenligini arttirarak C.
albicans’in mukozaya niifuz etme yetenegini arttirdigi 6ne siiriilmiistiir. Her ne kadar
travma olmadiginda da C. albicans protezin 6lgii yiizeyinden izole edilebilse de, oral
mukozanin travmaya maruz kalmasi C. albicans liremesini artiran faktor olarak
bildirilmistir. Enflamasyon derecesi ve mantar kolonilerinin sayis1 arasinda bir iliski
vardir ve yaygin enflamasyonda Candida miktari, lokalize enflamasyona gore daha

fazla saptanmistir [105].

2.3.2.2. Oral hijyen eksikligi

Bir¢ok protez kullanicisi yashdir ve agiz hijyenini etkili bir sekilde
gerceklestirme yeteneklerini bozabilecek demans ve artrit gibi hastaliklara sahip
olabilmektedir. Yasla birlikte agiz hijyeni aliskanhiklarimin azaldigi ve bununla
birlikte C. albicans enfeksiyonlarinin yayginlastigi gozlenmistir [106]. Diizenli ve
etkili protez hijyeni aligkanhiginin olmadigi durumlarda, protez yiizeylerinin
mikrobiyal kolonizasyona duyarliligi artar. Yeterince temizlenmemis protezler,
biyofilm olarak bilinen karmasik mikrobiyal topluluklar olusturan mantarlarin ve
bakterilerin kolonizasyonuna izin verir ve kontrol edilmedigi takdirde oral
mukozanin iltihaplanmasina yol agabilir [107]. Plak olusumunu 6lgen ve hastalarin
sadece %]11,9'unun temiz protezlere sahip oldugunu bildiren bir ¢aligmada, koti
hijyeni olan protezler ile protez stomatiti olusumu arasinda anlamli bir korelasyon
oldugu bildirilmistir [108]. Protez hijyeni ve etkili antimikrobiyal temizleme

yontemlerinin gelistirilmesi bu nedenle biiyiik 6nem tasimaktadir [91, 109, 110].

Protezler tiikiiriik akisiyla dogal temizlige bir engel olusturur; bu nedenle
tiikkiiriik akisiyla saglanan dogal mekanizmanin uyurken protezi c¢ikararak etki
gostermesi i¢in zaman tanimak gereklidir. Bununla birlikte, protezlerle uyumak

hastalarda siklikla gézlenen bir durumdur. Bu, protez ve mukoza arasinda anaerobik
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bir ortamin olugmasina yol agarak patojenik mikroorganizmalarin sayisinin artmasini

destekler ve protez stomatiti gelisim riskinin artmasina neden olur [84, 111].

2.3.2.3. Ila¢ kullanim ve diyet

Genel sagligr korumak i¢in yas ile birlikte daha fazla ila¢ kullanilir, ancak
bazi1 ilaglar (anksiyolitik, antidepresan, antihipertansif) agiz enfeksiyonlarma karsi
dogal bir koruyucu olan tiikiiriigiin miktarinda azalmaya neden olur. Fungal

hiicrelerinin ¢ogalmasiyla sonuglanir [112].

Candida tiirleri, hayatta kalmak i¢in glikoz da dahil olmak iizere cesitli
besinlere gereksinim duyar [77]. Karbonhidrat bakimindan zengin bir diyetin
Candida sayisin1 17 kat arttirdigi bildirilmistir. Bu nedenle, stomatit hastalarinda

karbonhidrat miktar1 yiiksek besin aliminin azaltilmasi 6nerilmektedir [113].

2.3.3. Protez stomatitinde tedavi protokolleri

Protez stomatiti i¢in; ¢esitli tedavi stratejileri Onerilmistir. Bu tedavilerden
bazilari; nistatin, mikonazol, flukonazol gibi antifungal ilaglarin ve klorheksidin
glukonat, sodyum hipoklorit ve hidrojen peroksit gibi protez dezenfektanlarinin
kullanimini igerir. Tedavide antifungal ilag ve protezlerin temiz tutulmasina yonelik
yonergeler ile dezenfeksiyon yontemi kombinasyonlarinin kullanimi 6nerilmektedir
[114]. Candidal adezyonu azaltmak igin protez akrilik yiizeyinin iretiminde gesitli
modifikasyonlarin yapilmast C. albicans ile miicadelede kullanilan bir diger
yontemdir [63]. Tip III protez stomatiti vakalarinda ise diger tedavilere ek olarak,
etkili mukozal hijyen i¢in derin mukozal olusumlarin cerrahi olarak ortadan
kaldirilmasi gerekli olabilmektedir [28].

Eski ve uyumsuz protezler, mukozada travmaya sebep olur, protez stomatiti
tespit edildiginde tedavilere ek olarak dokuya oturan yiizeydeki diizensizlikler
giderilmeli ve doku diizenleyiciler ile diizenlenmelidir. Bunun yan1 sira
mikroorganizmalarin protez i¢ yiizeyine yaklastk 1 mm penetre olabildigi tespit
edilmistir. Bu nedenle bu yiizey protez stomatiti tedavisinde kaldirilmali, astarlama
yapilmali ve tedavi bitene kadar bu gecici astar sik sik degistirilmelidir. Hasta protez
hijyeni aligkanlig1 edindikten ve mukoza tam olarak iyilestikten sonra yeni protez

yapilmalidir [28].
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2.3.3.1. Antifungal ila¢ tedavileri

Protez stomatiti tedavisi i¢in antifungal ilaclar kullanilmaktadir. Antifungal
ilaglar, protez yiizeyinde ve oral mukozada C. albicans biiylimesini azaltmak igin
kullanilabilir ancak oral hijyen saglanmazsa siklikla niiks goriilmektedir [28, 69,

114]. Antifungal ilaglarin tedavide 6zellikle su durumlarda kullanimi &nerilmektedir;

e Klinik tan1 mikolojik muayene ile dogrulandiktan sonra,
e Oral mukozadan kaynaklanan yanma hissi varsa,
e Oral mukozanin diger bolgelerine veya farinkse yayilan enfeksiyon varsa,
e Immun sistemi zayiflatan hastaliklar, ilaglar veya radyasyon tedavisinin
neden oldugu artan sistemik mikotik enfeksiyon riski varsa [28].
Candida tiirleri sistemik ilaglara karsi siklikla direng gelistirebildigi igin,
sistemik tedavide kullanilan flukonazol ve ketokonazol yerine; lokal tedavide

kullanilan nistatin, amfoterisin B, mikonazol, klortrimazole 6nerilmektedir [28].
Niiksii azaltmak igin;

e Antifungal ilaglar ile tedavi 4 hafta stirmelidir

e Antifungal ila¢ pastil formunda ise pastil agza alindiginda protezler
agizda olmamalidir.

e Oral hijyen ve protez hijyeni titizlikle saglanmalidir

e Protezler miimkiin oldugunca az takilmali, geceleri protezler kuru
tutulmali veya %0,2-2 konsantrasyonlarda klorheksidin soliisyonunda
saklanmalidir [28].

Protez stomatiti tedavisi i¢in kullanilabilen ilag tipleri; azoller ve polienlerdir.
Azoller; mikonazol, flukonazol, klotriminazol, ketokonazol ve itrakonazoldiir. Polien
cesitleri, nistatin ve amfoterisin B ‘dir [115]. Bu ilaglarin gelistirilmesinde C.
albicans’a 6zgii steroller, hiicre duvarindaki karbonhidratlar ve niikleik asitler hedef
alinmigtir [116]. Amfoterisin B ve flukonazol dahil olmak tizere belirli antifungallere
kars1 antifungal diren¢ olusumu gozlenmistir [69]. Antifungallerin topikal
uygulanmasi genellikle kisa siireli etki gosterir ve bu ajanlar tiikiiriik ile agzin siirekli

yikanmasindan olumsuz etkilenir [114, 117].
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2.3.3.2. Protez hijyeni

Protezlerden plaklarin temizlenmesi i¢in hastalara genellikle iki ana yaklagim
onerilmektedir. Bunlar mekanik ve kimyasal yontemlerdir. ideal protez temizligi her

ikisinin kombinasyonu ile yapilmalidir.
Protez temizliginde mekanik yontemler

Mekanik yontemler firgalama (su ve sabun) ve ultrasonik temizleme veya

mikrodalga firin ile yapilabilir [118].
Fircalama

Fircalama, protez biyofilminin c¢ikarilmasi igin basit, ucuz ve etkili bir
yontemdir. Protezlerin temizliginde dis fircalar1 kullanilabilmektedir. Fakat,
protezlerin temizligine yonelik 6zel iiretilen protez fircalar1 daha etkilidir. Protezin
giinliik temizligi, musluk suyu altinda sabun ile protezin fircalanmasi seklindedir.
Souza ve ark. [119], protezlerin firgalanmasiyla plaklarin kaldirilabilecegini ve hem
aerob hem de anaerob mikrobiyal yiikiin azaltilabilecegi bildirmislerdir. Brondani ve
ark. [130], fungal enfekiyonlarin ve proteze bagli stomatitin kontroliinde manuel
temizlemenin hala en etkili olan yontemlerden biri oldugunu bildirmislerdir.
Ozellikle protez stomatitli hastalarda olmak iizere protez ile kaide plagi altindaki

doku da fircalanmalidir [119].
Ultrasonik temizleme

Protez plaklarinin giderilmesinde ultrasonik aletler tek basina yeterince etkili
degildirler [118]. Bu cihazlar mikroorganizmalarin sayisini azaltmamaktadirlar. Bu
nedenle, ultrasonik cihazlara dezenfektan soliisyonlarin eklenmesi gerekmektedir.
Cihazin vibrasyon etkisi ile mikroorganizmalar yerinden ¢ikar ve dezenfektanlar bu
mikroorganizmalar1 yok eder. Maliyeti diisiik olan bu cihazlar fiziksel olarak kisith

olan bedensel 6ziirlii veya felgli hastalarda tercih edilebilir [118].
Mikrodalga

Mikrodalga firinlar, mekanik temizlik yontemi olmasina ragmen son yillarda
kimyasal temizlik yontemlerinin yerini almaya baslamistir. Ciinkii mikrodalga
firnlar, 6zel bir ortam kullanimina ihtiyag duymazlar, son kullanma siireleri yoktur

ve C. albicans’lara karsi etkilidirler [120-122]. Mikrodalga enerjisi sterilizasyon
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saglar fakat canliligmi kaybetmis mikroorganizmalart ve {riinlerini protez
yiizeyinden uzaklagtiramaz. Bunun igin ultrasonik temizleme veya fircalama gerekir

[123].

Yapilan ¢alismalarda en etkili mikrodalga uygulamasinin 650 Watt, 3 dakika
stire oldugu bildirilmistir [121, 124]. Ancak mikrodalga uygulamasi ile protezlerde
boyutsal degisikliklerin meydana geldigi tespit edilmistir [122, 123, 125, 126].

Protez temizliginde kimyasal yontemler
Kimyasal ajanlar mikroorganizmalar1 farkli yollarla etkilemektedir.
Bunlar;
e Yapismis hiicreleri kaldirma,
e Bakteriolitik ve candidalitik etki,
e Bakteriyel iiriinleri azaltic etki,
e Interseliiler adezyonu azaltic1 etki olarak bildirilmektedir [118].

Literatiirde  protezlerin dezenfeksiyonuna yonelik ¢esitli  kimyasal
temizleyicilerin etkinliklerini degerlendiren bir¢cok arastirma mevcuttur. Bu
arastirmalar, bazi kimyasal temizleyicilerin birbirlerine olan istiinliiklerini ortaya
koymus olmasina ragmen, halen ideal bir temizleyici tlizerinde goriis birligi mevcut
degildir. Gilinlimiizde yaygin olarak kullanilan kimyasal temizleyiciler su sekilde

siralanabilir [118]:
e Alkalen peroksitler,
e Alkalen hipokloritler,
o Seyreltik asitler,
e Dezenfektanlar,
e Enzimlerdir.
Alkalen Peroksitler

Toz seklinde ya da efervesan tablet formunda iiretilen bu iirlinlerin

iceriklerinde oksijen ¢ikarici etkisi olan sodyum perborat ya da perkarbonat gibi
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maddeler, yiizey geriliminin azaltan, trisodyum fosfat gibi alkalen deterjanlar
mevcuttur. Bu eriyikler ¢ikardiklari oksijen kabarciklari ile yiizeye hafif sekilde
tutunmus olan kirleri mikromekanik sekilde temizlemektedirler [127]. Bu nedenle,
peroksit temizleyiciler heniiz yeterince yiizeye yapismamis olan, yeni olusan plak
veya lekeler iizerinde oldukga etkilidirler. Yeni kullanilmaya baglanan bir protezin
temizligi i¢in bastan itibaren kullanildig1 takdirde miisin ve gida artiklarinin
cikarilmasini saglarlar. Biiyiik ¢apli ve yiizeye iyice tutunan plaklarda etkinlikleri
kisithdir [128, 129].

Alkalen hipokloritler

Boyalar giderici 6zelligi olan alkalen hipokloritler, miisin tabakasini ve diger
organik yapilar1 ¢ozmektedirler. Bu sayede bakterisidal ve fungusidal etki gosterirler.
Olusmus tartarlar1 eritmemektedirler. Ancak tartarlarin olusumuna zemin hazirlayan
organik matriksi erittikleri i¢in tartar olusumunu engellemektedirler [127]. Bilinen bu
etkileri yaninda bazi1 arastirmalarda protezler {izerindeki cay lekesini ¢ikarici
etkilerinden bahsedilmektedir [129]. Cesitli mikroorganizmalar {izerinde sporlar1 da
iceren olduk¢a genis spektrumlu bir etkisi vardir. Calismalar, %5’lik sodyum
hipoklorit ile C. albicans ve S. mutans enfeksiyonlarinin ve protez stomatitinin
geriledigini gostermistir [130, 131]. Sodyum hipoklorit (% 0,5 konsantrasyonda 10
dk/giin) dental plagi elimine edebilir ancak metal korozyonuna ve mukoza
iritasyonlarina sebep olur [132]. Bunun yaninda protez kaide materyallerini agartict

etkisi de gosterilmistir [129].
Seyreltik asitler

Bu iiriinler, kalkiiliis birikimlerindeki organik fosfat kismina saldirarak inatci
lekeler iizerinde oldukca etkilidirler. Peroksit temizleyicilere karst direngli lekelerde
seyreltik asitler kullanilabilmektedir. Genellikle hipoklorik asitin %25’lik eriyikleri
seklindedirler. Bununla birlikte fosforik asit’in %15-25’1ik konsantrasyonlar1 da tek
basina ya da, hidroklorik asitli temizleyicilere ek olarak kullanilabilmektedirler
[129]. Sirke olarak bilinen %5’lik asetik asit ve benzoik asit de seyreltik asitlere
ornektir. Soliisyon formunda bulunan asit temizleyiciler sivi veya macun seklinde
olabilirler. Firca, slinger veya ozel aletlerle uygulanan bu friinler fazla kalkulus
birikimini eritmek i¢in tercih edilmektedirler. Ancak protezdeki metal kisimlar
tizerindeki korozyon etkisi nedeniyle dikkat edilmelidir [133].
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Dezenfektanlar

Protezlerin temizliginde cesitli dezenfektan soliisyonlar kullanilmaktadir. Bu
sollisyonlar igerisinde potasyum permanganat, %?2’lik gluteraldehit, klorin dioksit ve
klorheksidin glukonat gibi soliisyonlar bulunmaktadir. Mikroorganizmalar iizerinde
oldukca etkili bir dezenfektan olan %?2’lik gluteraldehit soliisyonunun, 10 dakikalik
bir siirede etkin bir dezenfeksiyon sagladigi bildirilmistir [129]. Sodyum hipoklorit
ve klorin dioksitin dezenfektan etkisinin karsilastirildigi ¢alismalar neticesinde;
klorin dioksitin bakterisidal etkisinin, sodyum hipoklorite gére daha belirgin oldugu
tespit edilmistir [134]. Dezenfektanlarin C. albicans tizerine etkinligini arastiran
caligmalarda, kloroheksidin glukonatin bu konuda etkisi gosterilmistir [119],
%0,2’1ik klorheksidin glukonatin protezin altinda kalan iltihabi dokular iyilestirdigi
ve protezler i¢in kullanilabilecek etkili bir dezenfektan olabilecegi bildirilmistir.

Ancak tedavi sonrasi enfeksiyonun niiks ettigi belirtilmistir [129].
Enzimler

Peptit baglarin1 hedef alarak proteinleri pargalayan proteolitik enzimler,
deterjanlara dahil edilen ilk enzimlerdir ve genel olarak deterjanlarda en yaygin
olarak kullanilan birincil bilesen olmaya devam etmektedirler. En yaygin olarak
kullanilan proteaz, Bacillus tiirlerinden elde edilen subtilisindir [135]. Protezlerin
dezenfeksiyonunda kullanilan enzimatik soliisyonlar igerisinde; papain, muteaz ve
amilaz gibi enzimler de bulunmaktadir. Enzim iceren temizleyiciler bakteri
plagindaki glikoprotein, mukoprotein ve mukopolisakkaritleri pargalayarak etki
gostermektedirler. Enzimler ile protezlerdeki organik maddeler c¢ikarilabilir. Bu
soliisyonlara EDTA eklenerek inorganik birikintiler de uzaklagtirilabilmektedir
[129]. Bir ¢alismada temizleme soliisyonlarinda kullanilabilecek yeni bir enzim tiirii
olarak bir driimcek tiiriinden elde edilen ve bir metalloproteaz ¢esidi olan arazim
enzimi arasgtirllmistir. Bu c¢alismaya gore arazim, yliksek proteolitik aktivite ile
birlikte olaganiistii temizleme etkileri gostermistir. Bu sonuclar, etkili protez
temizleyici soliisyonun gelistirilmesi igin arazim enziminin umut verici oldugunu
gostermektedir [135].
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2.4. Fotodinamik Terapi (PDT)

Fotodinamik terapi (PDT); hiicrelerin, mikroorganizmalarin ve molekiillerin
1sikla indiiklenen inaktivasyonu olarak tanimlanan bir tedavi yontemidir [6-9, 11, 14,
18, 20, 136-140]. PDT, hedef aldig: hiicreye gore antimikrobiyal fotodinamik terapi
(@aPDT), fotodinamik  antimikrobiyal  kemoterapi (PACT), fotodinamik
dezenfeksiyon, letal fotosensitizasyon, foto radyasyon terapi veya foto kemoterapi
gibi farkli isimler alabilir [141, 142]. Thomas Dougherty tarafindan Uluslararasi
Fotodinamik Kurumunun 1986’da kurulmasi, PDT uygulamalarina olan ilgiyi
artirmistir. Halen 6nemli sayida arastirma; farkli hastaliklarda tedavi protokollerinin,
PS maddelerinin (1s18a duyarli boyalar) ve 1sik kaynaklarinin  uygun
kombinasyonunu belirlemek igin yiiriitiilmektedir [140, 143].

PDT tipta kanser tedavisinden anjiografiye pek ¢ok alanda uygulanmaktadir
[9]. Dis hekimliginde PDT; tiimorler, premalign lezyonlar, periodontitis, protez
stomatiti gibi ¢esitli hastaliklar i¢in hedef dokular1 1s18a duyarli hale getiren bir ajan
ile uygulanan bir tedavi olarak gelistirilmistir [140].

Mikroorganizmalara karsi uygulanan fotodinamik terapi antimikrobiyal
fotodinamik terapi (aPDT) adin1 alir. Antimikrobiyal fotodinamik terapi (aPDT) ilaca
direngli mikroorganizmalara kars1 antibakteriyel, antifungal, antiviral etkili alternatif

bir tedavidir [7, 8].

2.4.1. Fotodinamik terapinin etki mekanizmasi

PDT’nin basarili olmas1 i¢in oksijen, PS ve 151k olmak iizere ii¢c temel faktor
gereklidir (Sekil 2.7). PDT yontemi, oksijen varliginda diisiik yogunluktaki bir 151k
kaynagi ile hedef mikroorganizma veya hiicrede secici olarak absorbe edilen ve
toksik olmayan bir PS maddenin etkilesimine dayanir [136]. Bu yontemde 1sinlama
sonras1 Uretilen oksijen radikali, inaktivasyonu saglayan esas noktadir ve buna

‘fotodinamik etki’ denir [140, 144].

PS’ler, hedef hiicre ile iliskiye girerek hiicreyi 1s18a karst duyarl hale getiren
maddelerdir [140]. Fotodinamik terapide; toluidine mavisi, metilen mavisi,
indosiyanin yesili gibi ¢esitli PS maddeler; farkli dalga boylarinda 151k kaynaklari ile
kullanilmaktadir [16, 140].
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Fotosentisizor

Sekil 2.7: PDT nin segicilik faktorleri [136].

PDT’de 151k kaynagindan gonderilen foton PS tarafindan absorbe edildiginde,
PS molekiil singlet (tekli, reaktif oksijen; *O2) oksijeni olusturacak enerjiyi oksijen
molekiiliine verir ve singlet oksijen ile serbest radikaller olusur. Mikroorganizmada
membran ve deoksiriboniikleik asit (DNA) hasari olusturan ‘6ldiiriicii
fotosensitizasyon’ olarak isimlendirilen bu siire¢ bakteri, viriis ve mantarlarin
6liimiiyle sonuglanir. Yani PS’iin fotoindiiklii aktivasyonu; oksijen varliginda, singlet
oksijen molekiillerini ve serbest oksijen radikallerini {ireten bir seri reaksiyon
olusturarak mikroorganizma 6liimiine neden olur [7, 8, 145] (Sekil 2.8).

PDT’de PS’iin aktiflenmesi i¢in uygun dalga boyunda i1sik ile 1sinlanmasi
gerekir. Fotodinamik etki igin esas mesele, spesifik dalga boyundaki 1sik ile PS ve
absorpsiyon band1 arasindaki uyumdur. Spesifik dalga boyunda 1sik ile 1ginlanan PS
‘kararli durum (ground state)’daki diisiik-enerji-seviyesinden ‘uyarilmis durum
(triplet state)’daki yiiksek-enerji seviyesine geger [140, 141, 146, 147]. Uyarilmis
durumdaki PS; serbest radikaller ve radikal iyonlar veya molekiiler oksijenden
singlet oksijen iretmek i¢in biyomolekiillerle reaksiyona girer. Bu sitotoksik tiriinler
hiicre zarlar1 ve DNA gibi hiicresel bilesenlerin oksidasyonuna neden olur [140, 141,
148-150]. Bakteriler, mantarlar, viriisler ve protozoalar gibi mikroorganizmalar

singlet oksijen tirtinleri ile dldiiriilebilir [141].
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Kararli durum Uyarilmig durum

Sekil 2.8: PDT’nin fotokimyasal mekanizmasi [146].

Uyarilmig PS’lerin biyomolekiiller ile reaksiyona girmesinde iki mekanizma
vardir (Sekil 2.9) [136, 140, 150];

Tip | mekanizma; uyarilmig PS ile hiicrelerin organik substrat molekiilleri
arasinda gerceklesen bir dizi olaylar sonucu ortaya ¢ikan serbest radikaller ve radikal
iyonlarin1 i¢cermektedir. Bu serbest radikal tiirleri, genellikle yiiksek reaktiviteye
sahiptir ve endojen molekiiler oksijen ile etkileserek siiperoksit, hidroksil radikalleri
ve hidrojen peroksit gibi yiiksek reaktif oksijen tiirleri iretirler. Bu reaktif oksijen
tiirleri, hiicre membraninin biitiinliigiine zarar vererek onarilamaz biyolojik hasarlara

neden olmaktadirlar [140, 144, 151-153].

Tip Il mekanizmada, uyarilmis haldeki PS’{in oksijen ile reaksiyonu sonucu
singlet oksijen olarak bilinen, oksijenin yiiksek reaktif hali olugmaktadir. Singlet
oksijen, mikroorganizmalar1 hiicre zarinda ve hiicre duvarinda oksidatif hasar
yaparak ortadan kaldirmaktadir ve mikroorganizmalar1 6ldiirebilmektedir [136, 140,
144, 151-153]. Ancak bu oksijenin biyolojik sistemlerdeki yarilanma émrii (<0,04
us) ve hareket capt (0,02 pm) oldukca kisadir. Bunun sonucu olarak, singlet
oksijenin meydana geldigi bolgeden ¢evreye hareketi sinirlidir. Bu durum PDT ile
hiicre hasar1 olusturulurken PS’iin lokalizasyonunun 6nemini arttirmaktadir. Boylece

sinirl1 bir alanda gergeklesen reaksiyon, lokalize bir etki olusturdugundan daha
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uzakta bulunan molekiil, hiicre ve organlara zarar vermemektedir [151]. Bu iki
mekanizma arasindaki temel fark; Tip II mekanizmada hedeflenen hiicre dogrudan
singlet oksijen ile tek asamada oldiirtliir, Tip | mekanizmada ise radikal iyonlar ve
serbest radikallerden iiretilen reaktif oksijen tiirleri ile iki asamali bir siire¢ sonunda

hiicre 6liimii gerceklesir.

Singlet oksijen, foto-oksidatif siirecin biyolojik etkilerinden sorumlu birincil
sitotoksik ajandir. Bu nedenle, mikrobiyal hiicre hasar1 genellikle majér yol olarak
tip 1l reaksiyon ile gergeklesmektedir [138, 140, 148].

ROS
Radikaliyonlar ~ “FEC€T  (Reaktif
Organik ve Oksijen
i1k substrat serbest radikaller tiirleri)
ylksek enerjili o
Kararl N urum Oksidatif
durumdaki :> ¥ E’S Hasar
PS Molekiiler Reaktif oksijen (hicre 8lama)

oksijen (singlet oksijen)

Sekil 2.9: PDT’de Tip | ve Tip Il reaksiyonlar [150].

2.4.2. Fotosensitizorler

PDT’nin basarili olmasi i¢in uygun, etkili, toksik olmayan ve kullanilan 1sikta
yiiksek etkinlige sahip PS’lerin se¢ilmesi gereklidir [154]. Tedavide kullanilan 15181
dalga boyu kullanilacak olan PS’e gore degismektedir. Cesitli tiirde PS’ler lazerler
ile uygulanabilir, fakat her birinin 15181n dalga boyunun absorpsiyonuna bagli olarak
etkinligi farklilik gosterir. Isigin dalga boyu arttikca dokulara penetrasyonu da artar.
PDT’de ¢ogunlukla 600-660 nm dalga boyunda kirmizi igik kullanilmaktadir. Bu
151k, yogunlugunu 3 mm’den sonra logaritmik olarak kaybederek dokulara 1 cm’ye
kadar penetre olabilmektedir [155, 156]. Pek ¢ok PS’{in penetrasyon derinligi 0,5 cm
(630 nm)’den 1,5 cm (700 nm)’e karsilik gelen 630-700 nm araliginda 151k ile aktive
edilir [140]. Ornegin, metilen mavisi icin kullamlan 151310 dalga boyu 660 nm iken
ICG i¢in bu deger 810 nm’dir [140].
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Literatiirde bulunan ana PS’ler su sekilde siralanabilir:

e Metilen mavisi

e Toluidine mavisi

e Indosiyanin yesili (ICG)

e Hematoporfirin tiirevleri

e Bengal kirmizisi

e Aliiminyum disiilfat fitalosiyaninler

e Klorinler (fotoklorin I, I1, 111)

e Hitalosiyaninler

e ALA (aminolevulinik asit) [139, 140, 154, 157].

Baglanma ozelliklerinden dolayr bazi PS’ler smirli mikrobiyal tiire karsi
aktiftirler. Ayrica PS’ler mikrobiyal hiicre membrani ile elektrostatik etkilesimdeki
farkliliklardan dolay gesitli mikrop tiirleri ile farkli sekilde etkilesirler. Bu nedenle
bir PS bir hedef hiicrede hem hiicre duvarina hem de niikleik asitlere baglanirken
baska bir hedef hiicrede hiicre duvarina baglanarak hasara neden olabilir. Aksine
tamamen farkl tiirlere kars1 herhangi bir etki olugsmayabilir. PS’lerin antimikrobiyal

etki olusturmak i¢in hiicre i¢inde bulunma zorunlulugu yoktur [158] .

PDT ile optimal sonuglari almak igin PS’lerin su ozellikleri dikkate
alinmalidir [159]:

* PS’{in baglanacagi hiicre tipi

» Etkisinin en yiiksek oldugu konsantrasyon

* Aktivasyon i¢in gerekli dalga boyunda 151k ve 15181n yogunlugu
* Suda ¢oziiniirliik

* Uyarilmis durumdaki etkisi

» Uyarilmis durumda ne kadar siire kaldigi

PS uygun dalga boyunda 151k ile aktive edilirse, hedef organizmada etkili bir
yikim gergeklestirecektir. Absorpsiyon aralifinin disinda dalga boyuna sahip 151k
kaynagi kullanildiginda, lazer enerjisinin sadece kiiclik bir kismi boya tarafindan

absorbe edilir. Sonugta hedef patojende minimal 6ldiirme olusacaktir [160].
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PDT’de tedaviyi etkileyen en dnemli faktorlerden biri de PS maddenin fiziko-
kimyasal 6zelikleridir. Ideal bir PS’iin tasimasi1 gereken baslica ozellikler su sekilde

bildirilmigtir:

e Spesifik olarak hedeflenen bolgede birikebilmelidir.

e Insan viicudunda toksik etki gdstermemelidir.

e Hiicrelerde yiiksek oranda sogrulabilen terapdtik bolgeye ait olan dalga
boyundaki 1s1k kaynaklarii absorbe edebilmelidir. 900 nm’den uzun dalga
boyunu absorbe eden PS’ler kullanildiginda reaktif oksijen tiirlerinin olusumu
yeterli olmamaktadir.

e Uyarllma reaksiyonu sonunda ¢ok miktarda singlet oksijen (1Oy)
tiretebilmelidir.

e Giin 15181na duyarlilig: diisiik olmalidir.

e Ticarilesmis ve onaylanmis PS’lerin iiretimi tekrarlanabilir ve standartlagsmis

olmalidir [161-164].

PDT’de boya konsantrasyonunun etkisi dikkate alinmalidir. Yiiksek boya
konsantrasyonu absorpsiyondan dolayr optik bariyer saglarken diisik boya
konsantrasyonu reaktif oksijen {irinlerinin sinirli olusumuna neden olacaktir ve daha
uzun 1sinlama siiresi gerektirecektir. Boya konsantrasyonunun optimize etmek i¢in
cesitli caligmalar yapilmaktadir. Bhatti ve ark. toluidin mavisi boya
konsantrasyonunu artirmanin (12,5 pg/ mL’den 50 pg/ mL’ye), PDT nin etkisinin
azalmasi ile sonuglanabilecegini bildirmistir. Bu etkinin agiklamasi, bakteriyel
hiicrelerin doymasinin saglanabilecegi ve baglanmayan boyanin tiim sistemin

etkinligini azaltarak lazer 1181n1n penetrasyonunu azaltacagidir [158].

PDT’nin etkinliginde karanlik toksisite kavrami kargimiza ¢ikmaktadir.
Karanlik toksisite, PS’lin 151k olmadan tek basina etkili olmasidir yani uygulanan
konsantrasyonda hedef hiicreye dogrudan toksik etki gostermesidir. Karanlik
toksisite konsantrasyona bagli oldugu gibi hedef alinan mikroorganizmalarin ve

hiicrelerin 6zelliklerine de baghidir [20, 165].

Isinlama Oncesi siire (Pre-irradiation time) de PDT'de 6nemli bir faktordiir.
Isinlama Oncesi siire; ilgili hiicre, doku, mikroorganizmaya PS uygulandiktan sonra
1sinlama yapilana kadar gegen siireyi ifade eder [153, 158]. Mikroorganizma hiicre

membranindan absorbe edilen PS, daha fazla 1g1k emilimine izin verir bunun i¢in de
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belirli bir zamana ihtiyag¢ vardir. Ozellikle endodontide uygulanan PDT’de 1sinlama
oncesi siire PS’lin dentine niifuz etmesine yardimei oldugundan 6nem kazanir [153].
Isinlama Oncesi siirenin ne kadar olacagi tartigmalidir, akrilik yiizeylerdeki C.
albicans hiicrelerine kars1 farkli  PS’lerle uygulanan PDT’nin arastirildigi
caligmalarda 5 ile 30 dakika arasinda degisen 1ginlama 6ncesi siireler kullanilmistir
[1]. Afroozi ve ark. [16]’nin, protez stomatitinde ICG aracili PDT’nin etkinligini
degerlendirdigi in vivo ¢alismasinda 1simnlama Oncesi siire olarak 10 dk segilmistir.
Mima ve ark. [3]’nin, protez stomatitinde hematoporfirin tiirevi bir PS’le PDT nin
etkinligini degerlendirdigi in vivo ¢alismasinda isinlama oncesi siire olarak 30 dk

secilmistir.

2.4.2.1. Indosiyanin yesili (ICG)

ICG; insan viicuduna neredeyse hi¢ toksisitesi olmayan anyonik
trikarbosiyanin bir boyadir ve 1956 yilinda Amerika Birlesik Devletleri “Food and
Drug Administration” (FDA) tarafindan onaylanmistir. Kimyasal formiili
Ca3H47N2NaOsS2 (1,7-Bis[1,1-dimetil-3-(4-sulfobutil) 1H-benz[e]indol-2-
yllheptamethinium-betain-Na) ‘dir (Sekil 2.10) [166]. Konsantrasyonuna ve ¢oziicii
stvi ¢esidine bagli olarak 700-830 nm araliginda maksimum absorbsiyon gosteren

(kizil tesi spektrumdaki dalga boylarinda) etkili bir PS’diir (Sekil 2.11) [166, 167].

Sekil 2.10: ICG’nin kimyasal formiilii [166].
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Sekil 2.11: ICG’nin absorpsiyon spektrumu[167].

Kizildtesi spektrumda (700-830 nm) yiiksek 151k absorbiyonu saglamasi diger
birgok PS’le karsilastirildiginda hiicre, doku ve yiizeylere penetrasyon derinligini
arttirir. Medikal uygulamalarda enjeksiyonla kullanildiginda, ICG, plazma proteinine
baglanir, viicutta kimyasal degisikliklere ugramaz ve hizla safrayla atilir. PS olarak
ICG’nin kullanilan dalga boyundan dolayir diger PS’lerden farkli olarak dokulara
daha iyi penetre olabildigi bildirilmistir [16].

ICG medikal uygulamalarda; kan hacmini, kalp debisini ve karaciger
fonksiyonlarini tespit etmede, kanser tedavilerinde, oftalmolojide kullanilmaktir [10,
167]. Dis hekimliginde agiz i¢i kanser tedavileri, periodontal tedaviler,
periimplantitis tedavisi, protez stomatiti tedavisi, kanal dezenfeksiyonu, kavite

dezenfeksiyonu gibi uygulamalar i¢in etkinligi arastirilmaktadir [16, 140].

ICG’nin PS olarak kabul edilebilmek i¢in gerekli 6zelliklere sahip oldugu
daha oOnceki caligmalarda gosterilmesine ragmen [168, 169], antifungal etki
mekanizmasi heniiz tam olarak anlasilamamistir. Muhtemel etki mekanizmasi igin

hem fototermal hem de fotodinamik etkilerin beraber gerceklestigi diisiiniilmektedir
[2].

ICG aracili PDT’nin C. albicans {izerindeki etkileri literatiirde arastirilmigtir
[2, 6, 16, 20, 21]. Bu calismalarda kullanilan yontem, lazer parametreleri, ICG
konsantrasyonlar1 gibi faktorler degisse de ICG aracili PDT C. albicans hiicreleri

tizerinde etkili bulunmustur.
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2.4.3. Fotodinamik terapide 1s1k kaynaklari

Fotodinamik terapide 1s1gin aktive edilmesi ¢ogu kez lazerler, ark lambalari
ya da floresan 151k kaynaklar1 tarafindan saglanir. Tipik olarak 151k tanimlanan dalga
boyunda olmalidir; yine de genis spektrumlu 1s1gin bile toluidine blue gibi PS’leri
aktive edebildigi bildirilmistir [140]. Lazerler PDT’de en ¢ok tercih edilen 1s1k
kaynaklaridir. Cogunlukla uygulanan lazerler; helyum-neon lazerler, diyot lazerler ve
argon lazerlerdir. Light Emitting Diode (LED) gibi lazer olmayan kaynaklar da
pahali olmamalarindan, esnekliklerinden ve hafiflik 6zelliklerinden dolayr PDT’de

kullanilir [140, 141].

PDT, basarili tedaviler i¢in uygun 151k parametrelerinin se¢cimi énemli bir role
sahiptir. Tedaviden 6nce PDT uygulanacak olan hiicre veya doku tipine 6zgii 151k
parametreleri se¢ilmelidir. Isik dalga boyu penetrasyon derinligi ile dogru orantilir.
PDT'de kullanilan 1s181in dalga boyu araligi 600900 nm arasinda degismektedir
[144, 147]; 600 nm‘den kiigiik dalga boylar1 viicutta iiretilen molekiiller tarafindan
yiiksek absorbsiyona ugrar, konak dokudaki olas1 yan etkileri nedeniyle 600 nm' den
kiicik dalga boylar1 PDT i¢in uygun degildir [147]. 900 nm'nin {izerinde ise
fotonlarmn enerjisi singlet oksijen (* O 2) iiretmek icin yeterli degildir [144]. Isigin
yumusak ya da sert doku penetrasyon kapasitesinin, uygulanan dalga boyuna gore

oo

biiyiik oranda degistigi g6z 6niinde bulundurulmalidir [170].

2.4.4. Dis hekimliginde Fotodinamik terapi uygulamalari

2441 Agiz, Dis ve Cene Cerrahisinde Fotodinamik terapi

PDT, oral kavite de dahil bas boyun bélgesini igeren malign ve pre-malign
lezyonlarin tedavisinde umut verici bir tedavi yontemi olarak goriilmektedir. PDT'nin
geleneksel tedavilere gore avantaji, minimal invazivligi ve saglikli dokularin
korunmast ile secici tiimor yikimma dayanmaktadir. PDT oral kavitede diagnostik
amagla da kullanilabilir. Diagnostik tani i¢in PS’lerden oOzellikle ALA kullanilir.
ALA, siiphelenilen lezyona topikal olarak uygulanir, burada birikir ve lezyon
aydinlatildiginda doku floresanini arttirir, bununla birlikte bu yontem sadece yiizeyel

lezyonlarda kullanilabilmektedir [144] .
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PDTnin oral kavitenin enfeksiydz hastaliklarinda kullanimina yonelik artan
bir ilgi vardir. PDT, oral kandidiyaz tedavisinde umut verici sonuglar gostermistir
(Sekil 2.12). Hiicre bazli segicilik, PDT ile tedaviler sirasinda dikkate alinmasi
gerecken Onemli bir faktordiir ¢iinkii saglikli insan hiicreleri ve Candida tiirleri ile

enfekte agiz dokusunun da yok edilmesi s6z konusu olabilir [144].

=
o )

Sekil 2.12: Lingual Candida lezyonuna PDT uygulamasi [144].
a: Tedaviden once C. albicans enfeksiyonu, b: Fotosensitizoriin uygulanmast, c: Isinlama,
d:PDT tedavisinden 36 saat sonra (C. albicans enfeksiyonu gerileme gostermistir).

Protez stomatitinde Candida tiirlerine karsi fotodinamik terapinin etkinligi
literatiirde gosterilmistir [3, 4, 16, 19, 171]. Alrabiah ve ark.[4]’nin Candida tiirlerine
karst nistatin ve PDT’nin etkinligini karsilastirdigi ¢alismalarinda PDT, nistatin
tedavisi kadar etkili bulunmustur. Protez yiizeyine penetre olan Candida tiirlerinin de
elimine edilmesi adina PDT’nin geleneksel protez stomatiti tedavisine ek olarak
uygulanmasi gerektigi sdylenmistir.

Afroozi ve ark. [16], protez stomatiti tedavisine yonelik in vivo ¢alismasinda
tek basina nistatin tedavisi ile nistatin tedavisi ve PDT nin birlikte uygulandig: iki
tedavi yontemini karsilastirmislardir. PDT+nistatin grubunda elde edilen ortalama
azalma tek basina nistatinden 6nemli 6lclide daha yiliksek bulunmustur. Mima ve ark.
[3] ise in vivo ¢alismalarinda protez stomatiti bulunan hastalarda Candida tiirlerinin
koloni sayilarinin azaltilmasinda sadece PDT’nin, topikal nistatin tedavisi kadar
etkili oldugunu bildirmiglerdir. PDT nin ayn1 zamanda, nistatin tedavisi kadar olmasa
da protez stomatitinin klinik belirtilerinin azalmasinda da etkili oldugu belirtilmistir..

PDT’nin, herpes simpleks viriisliniin agiz boslugunda neden oldugu
lezyonlarin tedavisinde kullanimi da tarif edilmistir. PS olarak metilen mavisi

kullanilan PDT, herpes labialis tedavisinde bir segenek olarak gosterilmistir [172].
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244.2. Endodontide Fotodinamik terapi

Endodontide, kok kanal dezenfeksiyonunda geleneksel kemo-mekanik
preparatlarla birlikte PDT kullanimi da incelenmistir (Sekil 2.13) [144, 153].
Geleneksel sodyum hipoklorit (kdk kanal irrigasyonu i¢in altin standart olarak kabul
edilir) ile irrigasyonla karsilagtirildiginda, PDT umut verici sonuglar gostermistir.
PDT’nin, hem Gram pozitif hem de Gram negatif endodontik bakterilere, 6zellikle de
geleneksel kemo-mekanik yikama sistemlerine karsi yiiksek diizeyde dirence sahip
olan Enterococcus faecalis'e karsi ¢ok etkili bir antibakteriyel ajan oldugu
kanitlanmistir [173]. Standart bir endodontik tedaviyle birlikte PDT kullaniminin
daha etkili bir kok kanal dezenfeksiyonu saglayacagi bildirilmistir [144].

h

Sekil 2.13: Endodontik tedavide PDT 6rnegi [144].

a: Fotosensitizor uygulanmasi, b: Uygulamadan 7 saat sonra (fotosensitizor apikal bdlgeye ve
kanallara penetrasyon gosterir), c: Lazer 15181 ile tedavi

244.3. Periodontolojide Fotodinamik terapi

Dis hekimliginde periodontal hastaliklarda geleneksel tedavilere ek olarak
dental implantlarin ve dis ylizeylerinin dezenfeksiyonunda kullanilan PDT’nin
inflamasyonu azalttig1 bildirilmistir. PDT'nin peri-implantitis tedavisinde olumlu
sonuglar verdigi, enfekte implant ylizeyi ¢evresinde mekanik debridman ile
kombinasyon halinde kullanilmasinin peri-implantitis tedavisine katki sagladigi 6ne

siiriilmiistiir (Sekil 2.14) [144].
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Sekil 2.14: Periimplantitis tedavisinde PDT 6rnegi [144].
a: cerrahi flep elevasyonu, b: cerrahi debridmandan sonra PS uygulamasi.

2444. Restoratif Tedavide Fotodinamik terapi

Dis ¢iirtigiiniin 6nlenmesi ve preperasyon sonrasi kavite dezenfeksiyonunda
PDT arastirilmistir [147]. Kara ve ark. [174], kavite dezenfeksiyonunda IGC ve
toluidin mavisi aracilt PDT uygulamasiyla proteolitik aktiviteden sorumlu endojen
proteazlarmn (katepsin-K ve matriks metalloproteinaz) aktivitesinin azaldigini
bildirmislerdir. PDT nin dis ¢iiriigiinde etken mikroorganizmalar olan, Streptococcus
mutans, Streptococcus sanguinis, Streptococcus sobrinus, Lactobacillus tiirlerine
kars1t etkili oldugu yapilan calismalarla gosterilmistir [175-177]. Derin ¢iiriik
kavitelerinin minimal invaziv prosediirlerle tedavisi i¢in PDT nin kullanilabilecek bir

yontem oldugu bildirilmistir [178].

2.4.5. Fotodinamik terapinin avantajlari

PDT, minimal invaziv bir yaklasimdir. Geleneksel antimikrobiyal ajanlara
kars1 direng gelistiginde antiseptik ve antibiyotiklere alternatif bir tedavi sunar.
[144]. PDT’de tekrarlanan tedavilerde mikroorganizmalarda direng gelismez [138].
Ag1z hastaliklarindaki pek ¢ok anahtar patojen PDT ile dldiiriilmeye duyarli oldugu
i¢in, ag1z boslugunun bu tedavi igin dzellikle uygun oldugu bildirilmistir [155, 179].

Secici hiicre oliimii saglamasi, optik fiberler kullanarak lazer 1s18inin hassas
olarak yoOnlendirilmesi, diisiik lazer dozu kullanildigr i¢in skarlagsmanin olmamasi

PDT'nin agiz i¢i kullanimi i¢in diger avantajlaridir [138].
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2.4.6. Fotodinamik terapinin limitasyonlari

PDTmin bas ve boyun onkolojisinde kullanimi, PS'lerin dokulara
derinlemesine niifuz edememesi nedeniyle sinirlidir, yani ileri karsinomlar i¢in degil,

yalnizca erken ve lokal neoplazmlarin tedavisinde kullanilabilir [144].

Organik materyallerin  varligi  (serum ve tikriik gibi) Oldiiriicii
fotosensitizasyona kars1 mikroorganizmalara bazi korumalar sunabilir. Tiikiiriik veya
serum varliginda PS’iin etkinliginin azalmasi biiyiik olasilikla protein igeriklerinden
kaynaklanmaktadir, bu durumda asagidaki faktorlerden dolayr PDT’nin azalmis

etkisi gozlenir:

» Tiikiirtik ve serumdaki proteinler, lazer 151811 absorbe ederek PS tarafindan
absorbe edilecek 151k miktarini azaltabilir, boylece PS tarafindan iiretilen sitotoksik

urunler azalir.

» Tiikiirik ve serumdaki proteinler, PS molekiillerine baglanmak igin
bakterilerle rekabet edebilir ve sonugta hedef bakterilere baglanan PS molekiillerinin

sayis1 azalir.

* Singlet oksijen son derece kisa bir yar1 dmre sahiptir ve hiicrelere yakin bir
yerde iiretilmedik¢e herhangi bir sitotoksik etki tiretmesi olas1 degildir. Sonug olarak

proteinler mikroorganizmalarla singlet oksijen arasinda bir bariyer olusturabilir.

Yine de mikroorganizma sayisinda onemli seviyede azalma yeterli enerji

dozu kullanilarak tiikiiriik ya da serum varliginda bile basarilabilir [155].

2.4.7. Fotodinamik terapinin yan etkileri

Intravendz PS’lerin kullanimindan sonraki baslica yan etki 1518a duyarhiliktir.
PS’lin sistemik olarak uygulanmasi, ciltte birikmesinden dolay: cilt fotosensitivitesi
ile sonuglanir. Sistemik uygulanan PS, giin 1s181na gore harekete gegebilir, birinci
derece veya ikinci dereceden yaniklara neden olabilir ancak PDT’nin dis
hekimliginde kullanim1 lokal bir uygulama oldugundan bu konuda kesin bir ¢ikarim
bulunmamaktadir [138].
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3. GEREC VE YONTEM

Bu in vitro ¢alisma, Bezmialem Vakif Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi
Bilimsel Arastirma Projeleri koordinatorliigii tarafindan 20210608 numarali proje ile
desteklenmistir. Deney ornekleri Bezmidlem Vakif Universitesi Dis Hekimligi
Fakiiltesi Arastirma Laboratuvar’inda hazirlanmistir. Deneyler ise Bezmialem Vakif

Universitesi Saglik Bilimleri Fakiiltesi Mikrobiyoloji laboratuvarinda yiiriitiilmiistiir.

3.1. Deney Gruplarinmin Belirlenmesi

Calismamizda akrilik ylizeyde cogalmasi saglanmis C. albicans’lara karsi
farkli konsantrasyonlarda ICG aracili PDT’nin etkinligi degerlendirilmistir. Daha
onceki ¢alismalar referans alinarak Windows’da IBM SPSS Statistics 20.0 programi
(SPSS, IBM Corp. Version 20.0, Armonk, NY, USA) kullanilarak yapilan gii¢
analizinde standart sapmanin 21,83 birim oldugu 6ngoriildiigiinde %95 giiven diizeyi
ve %80 giic icin 9 grupluk tasarimimizda her bir gruba 11'er 6rnek gerektigi

hesaplanmustir. incelenen deney gruplari Tablo 3.1°de verilmistir.
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Tablo 3.1: Calismamiz i¢in olusturulan deney gruplari
Grup Kodu  Grup Aciklamasi

K Kontrol grubu

N Nistatin uygulanan grup

M Mikrodalga dezenfeksiyonu uygulanan grup

L Sadece lazer uygulanan grup

ICG10 Sadece 10 mg/ml indosiyanin yesili uygulanan grup
L-ICG10 10 mg/ml indosiyanin yesilinin lazer ile aktive edildigi grup
L-ICGS 5 mg/ml indosiyanin yesilinin lazer ile aktive edildigi grup
L-ICG2 2 mg/ml indosiyanin yesilinin lazer ile aktive edildigi grup
L-ICG1 1 mg/ml indosiyanin yesilinin lazer ile aktive edildigi grup

3.2. Deney Orneklerinin Hazirlanmasi

Akrilik 6rneklerin tiretimi igin teflon silindirden tiretilen diskler kalip olarak
kullanilmigtir. Teflon silindir kesme isleminin rahat yapilabilmesi i¢in akrilik bir
kaliba sabitlendikten sonra, su sogutmasi altinda elmas kesici diskle, (Metal Bond,
Metkon Item 19-125, Tiirkiye) 300 rpm hizla hassas kesme cihazinda (Mecatome
T180, Presi, Budapest, Hungary) kesilerek 2,2 mm kalinliginda 10 mm gapinda disk
seklinde modeller elde edilmistir (Sekil 3.1 ve 3.2).

Sekil 3.1: Hassas kesme cihazi
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Sekil 3.2: Teflon silindirden hazirlanan kalip diskler

Akrilik orneklerin tiretimi yayli britlere sahip dental muflalar ile yapilmistir.
Bunun i¢in 6ncelikle, Tip III sert al¢1 (Elite model tip 111, Zhermack, italya) iiretici
firma talimatlarma uygun olarak 100 g toz/30 mL su oraninda 1 dk siireyle
karistirtlmastir (Sekil 3.3). Algt muflanin alt parc¢asina doldurulmus ve daha sonra
disk seklindeki teflon kaliplar, kalinliklarin1 gegmeyecek sekilde algiya
gomiilmiistiir. Alt pargadaki alg1 sertlestikten ve yiizeyi temizlendikten sonra algi
yiizeyine lak (Isolant Separating Solution, Dentsply Corp., Dentsply, DeTrey, UK)
firca ile uygulanarak izole edilmistir (Sekil 3.4). Muflanin iist kapagi yerlestirilmistir.
Algt tekrar kanstirilip mufla i¢ine doldurulduktan sonra muflanin iist kapagi
kapatilmig ve 2 atm basing altinda 45 dk sertlesmesi beklenmistir. Al¢1 sertlestikten
sonra alt ve lst parca ayrilmis, teflon 6rnekler al¢1 iginden dikkatli bir sekilde keskin
bir spatiil yardimiyla ¢ikarilmistir. Boylece akrilik diskler i¢in uygun kalip bosluklar
olan muflalar elde edilmistir (Sekil 3.5 ve 3.6).
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Sekil 3.6: Muflalarda akrilik diskler i¢in olusturulmus bosluklar

Daha sonra akriligin tepim islemlerine geg¢ilmistir. Protez kaidesini taklit
etmek amaciyla deney ornekleri, 1s1 ile polimerize olan PMMA kaide materyalinden

(Meliodent Heat Cure, Heraeus Kulzer, Germany) iiretilmistir (Sekil 3.7).

Sekil 3.7: PMMA toz ve likidi

Uretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda PMMA toz/likit oran1 23,4 gr/10
ml olacak sekilde cam bardakta karistirilmis ve agzi kapali sekilde hamur kivamina
gelmesi beklenmistir. Toz miktarmin ayarlanmasi hassas terazi ile sivi miktarinin
ayarlanmasi ise enjektorle yapilmistir. Akrilik, al¢1 yiizeye yerlestirilmeden once algi
yiizeyi lak kullanilarak izole edilmistir. Akrilik hamur halindeyken mufla

igerisindeki bosluklara yerlestirilmistir. Muflanin iist kapagi kapatilarak 45 dk
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2 atm basing altinda presleme islemine tabi tutulmustur (Sekil 3.8). Polimerizasyon
esnasinda akriligin distorsiyona ugramamasi i¢in muflalar yayli britlere yerlestirilmis

ve britler el kuvveti ile sikistirilmistir [24] (Sekil 3.9).

Sekil 3.9: Yayl brit ile muflalarin sikistiriimasi

Akrilik reginenin polimerizasyonu igin Harrison ve ark. [34]’nin 6nerdigi
sekilde muflalar 70°C su banyosuna 7 saat, bunu takiben 100°C 1 saat birakilmigtir
45



(Sekil 3.10). Muflalar su banyosu kapatilip soguduktan sonra alimmistir. Muflalar

acilarak polimerize olmus akrilik diskler ¢ikarilmistir.

ERAMETAL

Sekil 3.10: Kullanilan kaynatma cihazi

Akrilik disklerin yiizeyindeki c¢apaklar tungsten karbid frez (Hm 251GX,
Meisinger, Germany) ve piyasemen ile tesviye edilmistir. Akrilik disklerin su
sogutmasi altinda zimpara cihazi (Minitech 233, PRESI GmbH, Almanya) ve 600
grenli silikon karbit zimpara kagidi ile 200 rpm hizinda ve su sogutmasi altinda
yizeyleri diizeltilmistir (Sekil 3.11) ve 2 mm kalinlik elde edilmistir. Boylece
orneklerin boyutlarmin ve yiizey Ozelliklerinin ayni olmasi saglanmigtir. Dijital
kumpas ile disklerin kalinlik ve c¢aplart her 6rnekten farkli noktalardan altigar adet

6l¢tim yapilarak kontrol edilmistir (Sekil 3.12).
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Sekil 3.12: Akrilik disklerin boyutlarinin elektronik kumpasla 6lgiilmesi

Toplam 108 adet akrilik disk 6rnek hazirlanmistir (Sekil 3.13 ve 3.14).
Akrilik 6rnekler, polimerizasyondan sonra arttk monomerleri uzaklastirmak igin 1
giin boyunca suda bekletilmistir. Suda bekletme isleminden sonra Ornekler cam
petriler iginde otoklavda 121°C’de 15 dK steril edilmistir.
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a) Polimerize olmus akrilik disklerin muflalardan ¢ikarilmis hali, b) Tesviye sonrasinda
akrilik diskler ¢) Zimpara sonrasinda akrilik diskler

Sekil 3.14: Akrilik dérneklerin son hali

3.3. C. albicans Kiiltiirii

Calismada C. albicans ATCC 90028 referans susu kullanilmistir. Oncelikle
C. albicans’in taze kiiltiirii i¢in referans sus Sabouraud Dekstroz Broth besiyerine
(Sabouroud Dextrose Broth, Condalab, Ispanya) (Sekil 3.15) ekimi yapilarak 37
°C’de 24 saat inkiibe edilmistir, sonrasinda taze kiiltiirden Sabouraud Dekstroz Broth
besiyerinde 0,5 McFarland standart soliisyonu hazirlanmstir.
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Sekil 3.15: Sabouroud Dekstroz Broth besiyeri
3.4. Biyofilm formasyonu

Akrilik diskler iizerinde biyofilm olusmasini saglamak amaciyla oncelikle
diskler steril falkon tiiplerine yerlestirilmistir. Her bir falkon tiiptine her bir deney
grubuna ve kontrol grubuna ait birer akrilik disk olmak iizere dokuzar akrilik disk
konmugstur. Boylece tiim deney gruplarinin ve kontrollerinin ayni besiyeri ortaminda
beklemeleri saglanmistir (Sekil 3.16 ve 3.17). Uzerleri McFarland 0,5 standardinda
ayarlanmig C. albicans siispansiyonu ile kaplanarak 35 °C’de 5 giin siireyle inkiibe
edilmistir. Akrilik diskler tizerinde biyofilm olusumu saglandiktan sonra deney

asamasina gecilmistir.
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Sekil 3.16: Deney diizenegi semasi
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Sekil 3.17: Icinde dokuzar adet akrilik disk bulunan falkon tiipler

3.5.Biyofilmlerin Tedavisi

Inkiibasyon sonrasi iizerinde biyofilm olusan diskler, kendi falkon
tiiplerinden steril petriler igindeki steril kurutma kagitlar1 tizerine konmustur (Sekil

3.18).

SN

Sekil 3.18: Akrilik disklerin

—=

kurutulmasi

Biyofilm formasyonu olusturulmus olan akril disklere deney gruplarinda

belirtildigi lizere gesitli tedavi protokolleri uygulanmistir.

3.5.1. Kontrol grubu (K)

Kontrol grubu i¢in her bir petriden alinan bir adet akrilik disk steril falkon

tiipe konmus ve yiizeylerindeki baglanmamis C. albicans hiicrelerinin ayrilmasi igin
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2 kez cam pipet yardimiyla 10 ml steril distile su ile yikanmigtir. Seri diliisyonlardan
petri kaplarina ekim yapilmasi i¢in onceden Sabouraud Dekstroz Broth besiyeri

dokiilmiis 3 ayr petri kab1 hazirlanmastir.

Akrilik disk farkli bir steril falkon tiipe alinarak %0,9’luk 10 ml serum
fizyolojik ile seri diliisyon islemine baslanmistir Akrilik diskin bulundugu falkon tiip
akriliklerin igindeki C. albicans’larin da yiizeye ¢ikmasi amaciyla 6nce 1 dakika
vorteks islemine tabi tutulmus, sonra 9 dakika siire ile bekletilmistir (Sekil 3.19)
[180].

Sekil 3.19: Vorteks cihazi ile karistirma islemi

Daha sonra bu soliisyondan ilk petri kabma ekim yapilmistir. Ikinci petri
kabimna bu falkon tilipten alinan sivi yeni bir falkon tiipte 1/10 oraninda diliie
edildikten sonra ekim yapilmistir. Ugiincii petri kabina ise ikinci falkon tiipten alinan
stvi yine 1/10 oraninda diliie edildikten sonra ekim yapilmistir. Boylece 10°°e kadar

seri diliisyon iglemi tamamlanmustir (Sekil 3.20).
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Sekil 3.20: Calismadaki seri diliisyon semast

Ekim yapilmis petri kaplart ve 37°C deki etiivde 24 saat beklemeye

birakilmistir ve C. albicans kolonilerinin goriiniir ve sayilir olmasi saglanmaistir.

3.5.2. Nistatin grubu (N)

Nistatin grubu icin her bir petriden alinan bir adet akrilik disk steril falkon
tiipe konmus ve yiizeylerindeki baglanmamig C. albicans hiicrelerinin ayrilmasi igin
cam pipet yardimiyla 10 ml steril distile su ile yikanmigtir. Daha sonra ayn1 falkon
tiipe 1 ml nistatin (Mikostatin 100.000 1U/ml, Deva, Tiirkiye) soliisyonu koyularak 1
dakika bekletilmistir (Sekil 3.21). Nistatin uygulama isleminden sonra akrilik disk
farkli bir steril falkon tiipe alinmistir ve nistatin artiklarinin giderilmesi amaciyla cam
pipet yardimiyla 10 ml steril distile su ile yikama yapilmistir. Daha sonra igerisine 10
ml %0,9’luk serum fizyolojik eklenmistir. Akrilik diskin bulundugu falkon tiip
akriliklerin igindeki C. albicans’larin da ylizeye ¢ikmasi amaciyla once 1 dakika
vorteks islemine tabi tutulmus, sonra 9 dakika siire ile bekletilmistir. Daha sonra
kontrol grubundaki prosediiriin aynisi ile seri dilisyonlar uygulanarak besiyeri

bulunan petri kaplarina ekimleri yapilmistir.
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Mikostatin®
100.000 1.U./ml

Oral Siispansiyon

Nistatin

Agizdan alinir

48 ml

Sekil 3.21: Nistatin preparati ve 1 ml miktarinin ayarlanmasi

3.5.3. Mikrodalga dezenfeksiyonu grubu (M)

Mikrodalga dezenfeksiyonu i¢in her bir petriden alinan bir adet akrilik disk
steril falkon tiipe konmus ve yiizeylerindeki baglanmamis C. albicans hiicrelerinin
ayrilmast i¢in cam pipet yardimiyla 10 ml steril distile su ile yitkanmistir. Daha sonra
falkon tiipten alinan 6rnekler steril petrilere konularak mikrodalga dezenfeksiyonu
islemine baslanmistir. Her bir akrilik disk 650 W 3 dak olmak {izere mikrodalga
firmda (Samsung MW81Y-WP, Giiney Kore) bekletilmistir (Sekil 3.22). Mikrodalga
dezenfeksiyonu isleminden sonra akrilik disk farkli bir steril falkon tiipe alinmistir ve
cam pipet yardimiyla 10 ml steril distile su ile yikama yapildiktan sonra igerisine 10
ml %0,9’luk serum fizyolojik eklenmistir. Akrilik diskin bulundugu falkon tiip
akriliklerin igindeki C. albicans’larin da yiizeye ¢ikmasi amaciyla 6nce 1 dakika
vorteks islemine tabi tutulmus, sonra 9 dakika siire ile bekletilmistir. Daha sonra
kontrol grubundaki prosediiriin aynisi ile seri dilisyonlar uygulanarak besiyeri

bulunan petri kaplarina ekimleri yapilmistir.
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Sekil 3.22: Mikrodalga firin

3.5.4. Sadece lazer uygulanan grup (L)

Sadece lazer uygulanan Ornekler i¢in her bir petriden alinan bir adet akrilik
disk steril falkon tiipe konmus ve yiizeylerindeki baglanmamig C. albicans
hiicrelerinin ayrilmasi i¢in cam pipet yardimiyla 10 ml steril distile su ile yitkanmistir.
Daha sonra falkon tiipten steril petri kabina alinan akrilik disklerin lazer
uygulamasina gecilmistir. Her bir akrilik disk i¢in, 810 nm dalga boyunda, devaml
modda 60sn, 24 J/ cm? doz, 300mW giigte diod lazer (Cheese dental diode laser,
Wuhan Gigaa Optronics Technology Co., Ltd., Wuhan, Cin) ile tiim yiizey
taranmustir (Sekil 3.23). Akrilik diskin her iki yiizeyi de 60’ar saniye siireyle
isinlanmistir. Lazer uygulama isleminden sonra akrilik disk petri kabindan farkli bir
steril falkon tlipe alinmigtir, cam pipet yardimiyla 10 ml steril distile su ile
yikandiktan sonra ve igerisine %0,9’luk 10 ml serum fizyolojik eklenmistir. Akrilik
diskin bulundugu falkon tiip akriliklerin igindeki C. albicans larin da yiizeye ¢ikmasi
amactyla 6nce 1 dakika vorteks islemine tabi tutulmus, sonra 9 dakika siire ile
bekletilmistir. Daha sonra kontrol grubundaki prosediiriin aynisi ile seri diliisyonlar

uygulanarak besiyeri bulunan petri kaplarina ekimleri yapilmstir.
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Sekil 3.23: Lazer cihazi ve uygulanan lazer parametreleri

3.5.5. Sadece ICG uygulanan grup (ICG10)

Sadece ICG uygulanan grup i¢in her bir petriden alinan bir adet akrilik disk
steril falkon tiipe konmus ve yiizeylerindeki baglanmamis C. albicans hiicrelerinin
ayrilmasi i¢in cam pipet yardimiyla 10 ml steril distile su ile yikanmistir. Daha sonra
falkon tiipten steril petri kabina alinan akrilik disklerin ICG uygulamasi islemine
gecilmistir. ICG (Verdye, 25 mg, Diagnostic Green GmbH, Aschheim-Dornach,
Germany) serum fizyolojik ile seyreltilerek 10 mg/ml konsantrasyonda hazirlanmistir
(Sekil 3.24 ve 3.25). Her akrilik disk ylizeyine, 20 ul miktarda ICG soliisyonu
mikropipet tabancasi ile uygulanmistir, akrilik disklerin her iki yiizeyinin de
sollisyonla temas etmesi saglanmistir (Sekil 3.26 ve 3.27). Soliisyon akrilik diskler
tizerinde 10 dakika siire ile bekletilmistir. ICG uygulamasini takiben petri
kaplarindan alinan her bir akrilik disk farkli bir steril falkon tiipe alinmistir ve akrilik
disklerdeki ICG artiklarini gidermek igin cam pipet yardimiyla 10 ml steril distile su
ile yikama islemi yapilmigtir. Daha sonra falkon tiip igerisine 10 ml %0,9’luk serum
fizyolojik eklenmistir. Akrilik diskin bulundugu falkon tiip akriliklerin i¢indeki C.
albicans’larin da yiizeye ¢ikmasi amaciyla once 1 dakika vorteks islemine tabi
tutulmus, sonra 9 dakika siire ile bekletilmistir. Daha sonra kontrol grubundaki gibi

seri dilisyonlar uygulanarak besiyeri bulunan petri kaplarina ekimleri yapilmstir.
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Sekil 3.25: ICG soliisyonlarinin 10 mg/ml konsantrasyonda hazirlanmasi

-

Sekil 3.26: 20 ul olarak ayarlanmis mikropipet tabancasi
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Sekil 3.27: Akrilik diske 20 ul ICG uygulamasi

3.5.6.10, 5, 2 ve 1 mg/ml ICG’nin lazer ile birlikte uygulandig1 gruplar (L-
ICG10, L-ICG5, L-ICG2, L-ICG1)

Dort farkli konsantrasyonda ICG’nin lazer ile birlikte uygulandig: gruplar
icin her bir petriden alman bir adet akrilik disk steril falkon tiipe konmus ve
yiizeylerindeki baglanmamis C. albicans hiicrelerinin ayrilmasi igin cam pipet
yardimiyla 10 ml steril distile su ile yikanmistir. Daha sonra falkon tiipten bos steril
petri kabina alinan akrilik disklerin farkli konsantrasyonlarda ICG ile temas1 islemine
gecilmistir. 1ICG steril serum fizyolojik (%0,9 NaCl) ile seyreltilerek 1, 2, 5, 10
mg/ml konsantrasyonlarda hazirlanmistir. Hazirlanan PS soliisyonlar: diger islemler
yapilirken karanlik ortamda saklanmistir. Biyofilmlerin 1s18a karsi duyarli hale
gelmesi i¢in her bir akrilik disk yiizeyi L-ICGI0O grubu i¢in 10 mg/ml
konsantrasyonda, L-ICG5 grubu i¢in 5 mg/ml konsantrasyonda, L-ICG2 grubu i¢in 2
mg/ml konsantrasyonda ve L-ICG1 grubu i¢in 1 mg/ml konsantrasyonda 20 pl ICG
soliisyonu ile muamele edilmistir, akrilik disklerin her iki yiizeyinin tamaminin da
soliisyonla temas etmesi saglanmistir (Sekil 3.28 ve 3.29). Soliisyon akrilik diskler

tizerinde 10 dakika siire ile bekletilmistir ve lazer uygulamasi islemine gegilmistir.
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Daha sonra her bir akrilik disk, 810 nm dalga boyunda, devamli modda, 24 J/
cm? doz, 300mW giicte diod lazer (Cheese dental diode laser, Wuhan Gigaa
Optronics Technology Co., Ltd., Wuhan, Cin) ile 60 sn ismlanmigstir. Akrilik
disklerin her iki yiizeyi de 60’ar saniye siireyle lazer ile taranmistir (Sekil 3.30).
Lazer uygulama igleminden sonra petri kaplarindan alinan her bir akrilik disk farkl
bir steril falkon tiipe alinmistir ve akrilik disklerdeki ICG artiklarimi gidermek igin
cam pipet yardimiyla 10 ml steril distile su ile yikama islemi yapilmistir. Daha sonra
falkon tiip igerisine 10 ml %0,9’luk serum fizyolojik eklenmistir. Akrilik diskin
bulundugu falkon tiip akriliklerin igindeki C. albicans’larin da yilizeye ¢ikmasi

amaciyla once 1 dakika vorteks islemine tabi tutulmus, sonra 9 dakika siire ile
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bekletilmistir. Daha sonra kontrol grubundaki gibi seri diliisyonlar uygulanarak

besiyeri bulunan petri kaplarina ekimleri yapilmistir.

Sekil 3.30: ICG ile kaplanmis akrilik diske lazer 15111 uygulanmasi

3.6.Koloni Sayim

Biyofilmlere her grup i¢in islemler uygulandiktan sonra ekim yapilmis petri
kaplar1 ve 37°C deki etiivde 24 saat inkiibe edilmistir (Sekil 3.31). C. albicans

kolonilerinin goriliir ve sayilir olmasi saglanmstir.
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Sekil 3.31: Kullanilan etiiv cihazi

Petri kaplarindaki koloni sayilar1 24 saat sonra koloni sayma cihazinda
(Scan® 100 — INTERSCIENCE, Fransa) sayilmistir ve koloni sayist verileri
kaydedilmistir (Sekil 3.32 ve 3.33).

Sekil 3.32: Koloni sayma cihazi
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Sekil 3.33: Petri kaplarinda C. albicans kolonileri

3.7. SEM Analizleri

Her bir deney grubundan birer 6rnek islemler uygulandiktan sonra seri
diliisyon ve besiyerlerine ekimleri yapilmadan SEM analizi i¢in ayrilmistir. Segilen
ornekler su sogutmasi altinda piyasemen ve separe ile iki pargaya ayrilmistir ve ara

yiizlerin SEM goriintiisii alinmistir.

SEM analizleri Yildiz Teknik Universitesi Merkez  Arastirma
Laboratuvari’nda bulunan SEM cihazi (ZEISS EVO 10 SEM, Carl Zeiss Microscopy
GmbH, Jena, Almanya) ile gerceklestirilmistir (Sekil 3.34). Goriintiileme Oncesi
orneklerin tizeri 10 mA’de 120 saniye boyunca altin ile kaplanmistir (Quorum

Technologies Ltd, Laughton, Ingiltere) (Sekil 3.35, 3.36 ve 3.37).

Sekil 3.34: Taramal eletron mikroskobu
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Sekil 3.36: Orneklerin altin kaplama cihazina yerlestirilmesi
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Sekil 3.37: Altin kaplanmis 6rnekler

3.8.Istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel analizlerde Statistical Package for the Social Sciences
programi (SPSS, IBM Corp. Version 22.0, Armonk, NY, USA) kullanilmistir. Nicel
veriler ortalama ve standart sapmalar1 ile belirtilmistir. Verilerin normallik
dagiliminin  kontrolii Kolmogorov-Smirnov testi ile yapilmistir. Bonferroni
diizeltmeli Krukal-Wallis testi ile de gruplar arasi karsilagtirmalar yapilmistir.

p=< 0,05 oldugunda istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Koloni Sayis1 Bulgular:

Deney gruplarina islemler uygulandiktan sonra koloni sayim cihazinda her bir
ornegin 107 diliisyonu icin tespit edilen C. albicans koloni sayilar1 Tablo 4.1°de
verilmistir. 107 soliisyonlardaki koloni sayilar1 sayilabilir oldugu icin istatistiksel
analizlerde 107 degerleri kullanilmistir, 102 ve 102 degerlerinin istatistiksel

analizinin yapilmasina gerek kalmamustir.
Tablo 4.1: C. albicans koloni sayilar

ORNEK K N M ICG10 L-ICG10 L-ICG5 L-ICG2 L-ICG1

NO

1 43 8 35 17 3 2 6 150
2 150 30 11 16 2 2 175 47
3 6 0 16 2 2 60 0 18
4 150 32 36 8 9 8 70 21
5 85 140 11 46 1 5 0 50
6 150 100 4 72 3 3 8 26
7 150 58 17 80 0 14 150 73
8 150 18 3 50 2 0 150 74
9 256 11 5 20 2 15 0 7
10 649 56 49 0664 0 68 1 1
11 397 35 8 277 3 1 124 333
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Deney gruplarma islemler uygulandiktan sonra gruplardaki ortalama koloni sayilar

ve standart sapmalar1 Tablo 4.2 ve Sekil 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.2: Ortalama koloni sayilar1 ve standart sapmalari

GRUP Ortalama Standart
Sapma
K 198,72 182,08
N 51,45 42,38
M 17,72 15,38
L 113,81 198,07
1ICG10 28,09 43,19
L-1ICG10 2,45 2,42
L-1ICG5 16,18 24,23
L-1ICG2 62,18 73,12
L-ICG1 72,72 96,02

333,00
*

12500
o
°
95,00 ;e
: B g = [
P = =
\ M L

ICG-10 L-ICG-10 LACG-5 L-CG-2 L-ICG-1

Koloni sayilan

Gruplar
Sekil 4.1:Ortalama koloni sayilari

Tim gruplarin ortalama koloni sayilarma bakildiginda en diisiik deger L-

ICG10 grubunda gozlenirken en yiiksek deger K grubunda gézlenmistir. Ortalama
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koloni sayilar1 en diisiikten en yiiksege dogru sirasiyla L-1CG10, L-ICG5, M, ICG10,
N, L-ICG2, L-ICGl1, L, K olarak tespit edilmistir.

4.2. Ortalama Koloni Sayilarinin Birbirleriyle Karsilastirilmasi

Deney gruplarmin ortalama koloni sayist birbirleriyle ve kontrol grubuyla
karsilagtiritlmistir. Gruplar arasi karsilastirmanin p degerleri Tablo 4.3’de verilmistir.

Istatistiksel olarak anlamli derecede farklilik (p<0,05) saptanan gruplar Sekil 4.2° de

gosterilmistir.
Tablo 4.3: Gruplar arasi karsilastirmanin p degerleri
K N M L ICG10 | L-ICG10 L-ICG5 | L-ICG2 | L-ICG1

K - 0,078 0,009 0 0,004 0,161 1

N 1 - 1 1 1 0,038 1 1 1

M 0,078 | 1 - 1 1 1 1 1 1

L 1 1 1 --- 1 0,018 0,947 1 1
ICG10 0,009 | 1 1 1 - 1 1 1 1
L-ICG10 | 0 0,038 | 1 0,018 | 1 - 1 0,795 0,022
L-ICG5 0,004 | 1 1 0,947 | 1 1 - 1 1
L-ICG2 0,161 | 1 1 1 1 0,795 1 - 1
L-ICG1 1 1 1 1 1 0,022 1 1 ---

Bonferroni diizeltmeli Kruskal Wallis testi
p: Anlamlilik degeri. p<0,05: Istatiksel olarak anlamli. p>0,05: Istatiksel olarak anlaml1 degil

p degeri

<0,05

w— > 0,05

Sekil 4.2: Gruplar arasi karsilastirma
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En yiiksek koloni sayist degeri gosteren K grubu ile L-ICG10, L-ICG5 ve
ICG10 gruplart arasinda istatistiksel olarak anlamli derecede farklilik (p<0,05)
saptanmugtir (Sekil 4.2). En diisiik koloni sayis1 degeri gosteren L-ICG10 grubu ile
K, N, L ve L-ICGI1 gruplart arasinda istatistiksel olarak anlamli derecede farklilik
(p<0,05) saptanmustir (Sekil 4.2).

L-ICG5 grubu, L-ICG10 grubundan sonra en diisiikk koloni degeri gésteren
grup olarak tespit edilmis ve K grubu ile arasinda istatistiksel olarak anlamli
derecede farklilik (p<0,05) tespit edilmistir. L-ICG5 ve L-ICG10 gruplar1 arasinda

ise istatistiksel olarak anlamli farklilik gézlenmemistir.

4.3. SEM Analiz Bulgular:

SEM i¢in 6rneklerin islemler sonrasinda alinan goriintiileri Sekil 4.3, 4.4, 4.5,

46,4.7,4.8,4.9,4.10,4.11,4.12,4.13, 4.14, 4.15, 4.16, 4.17°de verilmistir.

Bl

1 : x - - ; 3 7 .
L R N
2 um

}_i EHT =10.00kV WD = 9.5 mm Signal A = SE1 Mag= 10.00 KX
Sekil 4.3: Kontrol grubunun SEM goriintiisii
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10 pm
EHT =10.00kV WD = 9.5mm Signal A = SE1 Mag= 1.00KX

Sekil 4.4: Kontrol grubunun SEM goriintiisii

2 pm
— EHT =10.00 kV WD =10.0 mm Signal A = SE1 Mag= 10.00 KX

Sekil 4.5: Kontrol grubunun SEM goriintiisii
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EHT =10.00kV WD = 9.5 mm Signal A = SE1 Mag = 10.00 K X

v P
« (‘g! (

2 um
— EHT =10.00kV WD = 9.5mm Signal A = SE1 Mag= 10.00 KX

Sekil 4.7 :Mikrodalga grubunun SEM goriintiisii
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A

2 pm
l_{ EHT =10.00 kV WD = 9.0 mm Signal A = SE1 Mag= 10.00 K X

)

e

2 pm
i_{ EHT =10.00kV WD = 9.5 mm Signal A = SE1 Mag = 10.00 K X

Sekil 4.9: ICG10 grubunun SEM goériintiisii
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10 pm
B EHT =10.00kV WD = 9.0 mm Signal A = SE1 Mag= 5.00 KX

Sekil 4.10: L-ICG10 grubunun SEM goriintiisii

L} 9.0 mm

Sekil 4.11: L-ICG10 grubunun SEM goriintiisii
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EHT =10.00kV WD = 9.5 mm Signal A = SE1 Mag= 10.00 K X

L4

10 pm
}—1 EHT =10.00kV WD = 9.0 mm Signal A = SE1 Mag= 5.00 KX

Sekil 4.13: L-ICG2 grubunun SEM goériintiisii
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10 pm

|—| EHT =10.00kV WD = 9.0 mm Signal A = SE1 Mag= 3.00 KX

.
\ﬁf—»g‘ -~ =

w—
e R

-~

EHT =10.00 kV WD = 8.5 mm Signal A = SE1 Mag =1

Sekil 4.15: L-ICG1 grubunun SEM goériintiisii
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EHT =10.00kV WD = 8.5 mm Signal A = SE1 Mag= 5.00KX

10 pm
— EHT =10.00kV WD = 9.5 mm Signal A = SE1 Mag= 5.00KX

Sekil 4.17: L-ICG1 grubunun SEM goriintiisii
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5. TARTISMA

5.1. Gerec¢ ve Yontemin Tartisilmasi

Bu in vitro galismada, 1s1 ile polimerize akrilik reginede g¢ogalabilen C.
albicans susunun, akrilik regineden uzaklastirilmasinda farkli konsantrasyonlarda

ICG aracili PDT’nin etkinligi degerlendirilmistir.

Calismamizda, 6rnekler 1s1 ile polimerize olan PMMA materyalinden 10 mm
capinda ve 2 mm kalinhginda hazirlanmigtir. Kalinlik se¢iminde hareketli
protezlerde minimum kaide plagi kalinligi g6z o6ntinde bulundurulmustur [181].
Akrilik  recinenin  polimerizasyonu sonrasinda, Orneklerin  yiizeylerindeki
diizensizliklerin giderilmesi ve standardize edilmesi amaciyla, pek ¢ok calismada
cesitli gren boyutlarina sahip (100, 320, 400, 600, 800, 1000, 1200) silikon karbid
zimparalar kullanilmigtir [182-185]. Protez kaidelerinde C. albicans’lar protezin
dokuya bakan Olcii ylizeyinde iiremektedirler. Bu yiizey, doku ile uyumun
bozulmamasi igin tesviye edilmemekte ve cilanmamaktadir. Bu nedenle bu
calismada zimpara iglemi 6rnekleri piiriizsiiz hale getirmek amaci ile degil, 6rnegin
kalinhiginin homojen 2 mm olabilmesi igin uygulanmistir. Ornekleri 600 numara
silikon karbid zimpara ile asindirmanin yeterli olacagi, daha ince grenlerin
uygulanmasinin hem gereksiz hem de gercegi yansitmayan bir uygulama olacagi

distintiilmiistiir.

Calismamizda akrilik 6rneklerin polimerizasyonunda, polimerizasyon siklusu
olarak 70 °C’de 7 saat ve 100 °C’de 1 saat siire ile yapilan polimerizasyon siklusu
kullanilmigtir. Literatiirde yapilan ¢aligmalarda bu yontem ile polimerize edilen
protez kaide maddelerinde en iyi ozelliklerin elde edildigi tespit edildigi i¢in bu

yontem kullanilmustir [33].
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Polimerizasyonda akriligin boyutsal olarak stabil kalabilmesi i¢in muflanin
iki parcasinin hafif¢ce aralanmasinin Oniline gegebilmek amaci ile yayli brit

kullanilmustir [24].

Polimerizasyon sonrasinda serbest arttk monomerler nedeniyle protez
kaidelerinin yapilarinda dikkate deger kimyasal degisiklikler oldugu bildirilmistir ve
suda bekletilen protez kaide materyallerinde en ¢ok arttk monomer saliniminin 1.
ginde oldugu belirtilmistir [186, 187]. Calismamizda akrilik Ornekler,
polimerizasyondan sonra artik monomerleri uzaklastirmak icin 1 giin boyunca suda

bekletilmistir.

Protez stomatiti, protezlerdeki mikrobiyal adezyona bagli gelisen
enfeksiyonlar arasinda en yaygin goriilen enfeksiyondur [2, 3]. Protez stomatitinin en
temel etyolojisi olarak C. albicans’in asir1 ¢ogalmasi bildirilmistir [2, 3, 28, 89-91].

Bu nedenle ¢alismamizda C. albicans susu kullanilmistir [6].

Candida tiirlerinin PMMA protez kaide maddesine adezyonunu inceleyen
cesitli calismalar literatiirde bulunmaktadir [81, 188-195]. Bu calismalar kullanilan
materyaller, inceleme yontemleri, degerlendirilen parametreler agisindan farklilik
gostermektedir. PMMA protez kaide maddesi oOrneklerine baglanan mantar
hiicrelerinin sayisin1 belirlemede 1s1k mikroskobu [188, 190] ve taramali elektron
mikroskobu kullanildigr gibi [194, 195] koloni olusturan mantar hiicrelerinin
besiyerinde sayilmasina dayali yontem de kullanilmaktadir [191-193]. Calismamizda
nicel degerlendirme ve istatistiksel analizler yapilabilmesi i¢in, 6rneklere baglanan
C.albicans susunun dekstrozlu broth besiyerinde olusturdugu ortalama koloni

sayisina gore antifungal 6zelligi degerlendirilmistir.

Literatiirde C. albicans’a kars1 farkli PS’ler uygulanarak PDT’nin etkinliginin
gosterildigi ¢esitli ¢caligmalar mevcuttur. In vitro galismalarda; metilen mavisi, rose
bengal, riboflavin, hematoporfirin tiirevi ve ICG aracili PDT, C. albicans’a kars1
etkili bulunmustur [2, 6, 8, 16, 20, 21, 196]. Akrilik yiizeylerde toluidin mavisi ve
metilen mavisi aracili PDT nin C. albicans hiicrelerine kars: etkinligi gosterilmistir
[7, 18]. In vivo caligmalarda protez stomatiti tedavisinde, hematoporfirin tiirevi ve
metilen mavisi aracili PDT’nin nistatin tedavisi kadar etkili oldugu bildirilmistir [3,
4]. ICG aracili PDT nin nistatin tedavisiyle birlikte protez yiizeylerine ve mukozaya

uygulandigi bir in vivo ¢alismada PDT ile birlikte nistatin tedavisi, tek bagina nistatin
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tedavisinden daha etkili bulunmustur ancak ICG aracili PDT tek basina
degerlendirilmemistir [16]. Bu calismalar dikkate alindiginda akrilik yiizeylerde
uretilmis C. albicans hiicrelerine karsi ICG aracii PDT’nin tek basina
degerlendirildigi ¢alisma bulunmamaktadir. Literatiirde daha 6nce, akrilik yiizeylere
uygulanan  farkli  konsantrasyonlarda  ICG  aracili  PDT’nin  etkinligi
arastirtlmadigindan ¢alismamizda PS madde olarak ICG seg¢ilmistir. ICG’nin aktif
oldugu dalga boyu nedeniyle doku ve yiizeylerde daha derine etki edebildigi
bildirildigi i¢in ¢alismamizda PS madde olarak ICG tercih edilmistir [16] .

Calismamizda, ICG aracili PDT nin etkinliginin degerlendirilmesinde 4 farkli
konsantrasyon (10, 5, 2, 1, mg/ml) karsilastirilmigtir. Konsantrasyonlarin segiminde
C.albicans’in ozellikleri dikkate alinmistir ¢linkii hedeflenen mikroorganizmanin
ozellikleri, PDT basarisinda anahtar role sahiptir. Her ne kadar C.albicans iizerinde
PDT’nin etkili oldugu gosterilmis olsa da, C.albicans’in bu tedavi yontemine gram
pozitif bakterilere gore daha direngli oldugu bildirilmistir. ICG aracili PDT’de Gram
pozitif bakterilere kiyasla gram negatif bakterileri yok etmek i¢in daha yiiksek ICG
konsantrasyonu belirtilmektedir (S.aureus igin 6-25 pg/ml ve P.aeruginosa igin
125-200 pg/ml araliginda ) [20, 165]. C.albicans, hiicre boyutu bakterilerden on kat
daha biytiktiir ayrica C. albicans bir niikleer membrana ve ¢ift katmanli bir hiicre
duvarina sahiptir. Bu nedenlerden dolayr ICG aracili PDT’de bakterilere kiyasla
C.albicans’a kars1 daha yiiksek konsantrasyonda ICG gereklidir [21]. Bu bilgiler
1s51g8inda c¢alismamizda bakteriler i¢in kullanilan ICG konsantrasyonlarindan daha

yiiksek ICG konsantrasyonlar tercih edilmistir.

Isinlama Oncesi siire (Pre-irradiation time) kavrami da PDT'de 6nemli bir
faktordiir. Ismmlama Oncesi siire; 1ilgili hiicre, doku, mikroorganizmaya PS
uygulandiktan sonra 1sinlama yapilana kadar gecen siireyi ifade eder. Hiicre
membranindan absorbe edilen PS, daha fazla 1sik emilimine izin verir bunun icin de
belli bir zamana ihtiya¢ vardir. Isinlama Oncesi siire, O6zellikle endodontide
uygulanan PDT’de, PS’lin dentine niifuz etmesine yardimci oldugundan Onem
kazanmaktadir [153]. Abels ve ark. [197]’nin insan keratinositleri {izerinde ICG
fototoksisitesini arastirdigi ¢alismalarinda, ICG fototoksisitesinin iginlama Oncesi
stireye bagli oldugunu bildirmislerdir. Akrilik yiizeylerdeki C. albicans hiicrelerine
kars1 farkli PS’lerle uygulanan PDT’nin arastirildigi ¢alismalarda 5 ile 30 dakika
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arasinda degisen 1smlama Oncesi siireleri kullanilmistir [1]. Fekrazad ve ark.[2,
21)’nm, C. albicans tiirtine karsi, 1 mg/ml ICG aracili PDT’nin etkinligini
degerlendirdigi ¢alismalarinda, 5 dakika 1sinlama Oncesi siire se¢ilmistir. Afroozi ve
ark. [16]’nin, protez stomatitinde ICG aracili PDT’nin etkinligini degerlendirdigi in
Vivo ¢alismasinda 1sinlama Oncesi siire olarak 10 dk secilmistir. Mima ve ark. [3]’nin,
protez stomatitinde hematoporfirin tiirevi bir PS ile PDT’nin etkinligini
degerlendirdigi in vivo ¢alismasinda 1sinlama Oncesi siire olarak 30 dk segilmistir.
Isinlama Oncesi siirenin ne kadar olacag tartismalidir [1], ancak benzer ¢alismalar

temel alinarak ¢alismamizda 1sinlama Oncesi siire olarak 10 dk segilmistir.

Nistatin protez stomatiti tedavisinde oldukga sik kullanilan bir ilagtir [198].
Candida suslar1 tizerindeki kamitlanmis etkileri nedeniyle caligmamizda pozitif

kontrol grubu olarak nistatin se¢ilmistir ve PDT ile karsilastirilmistir [4, 6].

Protez dezenfeksiyonu i¢in mikrodalga 1sin1 kullanilmasinin basit, etkili ve
ucuz bir yontem oldugu daha 6nce yapilan ¢aligmalarda bildirilmistir [199-201].
Yapilan caligmalarda en etkili mikrodalga uygulamasimin 650 Watt, 3 dakika siire
oldugu belirtilmistir [121, 124]. Bu nedenle c¢alismamizda mikrodalga ile
dezenfeksiyon yonteminin etkinligi de bir grupta degerlendirilmis ve mikrodalga

enerjisinin parametresi olarak 650 Watt ve 3 dakika siire kullanilmistir.

5.2. Bulgularin Tartisilmasi

Deney gruplarina islemler uygulandiktan sonra koloni sayim cihazinda her bir
ornegin 10 diliisyonu igin tespit edilen C. albicans koloni sayilar1 Tablo 4.1°de
verilmistir. C. albicans susunun eklendigi 11 falkon tiipte her gruptan birer adet
olmak tizere 9 adet akrilik disk 5 giin siire ile bekletilmistir. Dolasiyla her akrilik disk
kendi serisindeki kontrol grubu C. albicans koloni sayisiyla karsilastirilabilmistir.
Ancak bazi serilerin kontrol grubunda C. albicans iiremesi daha az olurken bazi
serilerde daha fazla lireme gerceklesmistir. Bu durum seriler arasinda karsilastirmayi
giiclestirse de koloni sayisi sifir olan yani uygulanan islemin C. albicans hiicrelerini
tamamen 6ldiirdiigli degerler ve ¢cok az koloni sayist bulunan degerler mikrobiyolojik
acidan dnem arz etmektedir. Ornegin L-ICG10 grubunda C. albicans koloni sayist
tiim serilerde 10°dan disiiktiir ve iki seride sifirdir. L-ICG5 grubunda 7 seride 10°dan

diisiik degerler mevcuttur ve 1 seride sifir C. albicans koloni sayisi tespit edilmistir.
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N, M, ICG10, L-ICG1 serilerinde de 10’dan biiyiik 100’den kiiglik degerler tespit
edilmistir. L-ICG2 grubuna bakildiginda ¢ok diisiik degerler goriiliirken 100’den
bliyiik degerler de tespit edilmistir.

Calismamizda K grubunun ortalama koloni miktar1 ile L-ICG10, L-ICG5 ve
ICG10 gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli derecede farklilik (p<0,05)
saptanmustir (Tablo 4.3 ve Sekil 4.2). Dolayisiyla akrilik disklere penetre olabilen C.
albicans’lara karsi ICG aracili PDT’nin etkinligi yoktur seklindeki sifir hipotezi
reddedilmistir. Calismamizda ortalama koloni sayisinin kontrol grubuna goére L-
ICG10 ve L-ICG5 gruplarinda daha diisiik tespit edilmesi, C. albicans hiicrelerinin
ICG aracili PDT’ye duyarli oldugunu gostermektedir.

PDT’ye eslik eden farkli PS’ler; (metilen mavisi, toluidin mavisi, ALA ve
ICG) literatiirde antifungal etkileri igin incelenmistir. Arastirmalar Candida tiirlerinin
direngli suslar dahil, PDT’ye duyarli oldugunu gostermistir [2, 6-8, 16, 18, 20, 21,
196]. Sonuglar tizerinde bir fikir birligi olmamakla birlikte; PS’nin tiiriinden
bagimsiz olarak PDT nin antifungal etkisi herkes tarafindan kabul edilmektedir. ICG
aracilt PDT’nin etkinligi ile ilgili literatiirde ¢ok sayida arastirma yapilmasina
ragmen, bu yontemin C. albicans iizerindeki etkileri hakkinda sinirli sayida makale
mevcuttur [2, 6, 16, 20, 21] ve bu makalelerde dogrudan C. albicans hiicreleri
tizerinde calisilmigtir; protez kaide plagi tlizerinde tek basina PDT’nin etkisinin
incelendigi bir calisma literatiirde bulunmamaktadir. Bu caligmalarda kullanilan
yontem, lazer parametreleri, ICG konsantrasyonlar: gibi faktorler degigse de
calisgmamizin sonuglarinda oldugu gibi ICG aracili PDT C. albicans hiicreleri

tizerinde etkili bulunmustur.

PDT’nin basarisinda, uygulanan PS’lin konsantrasyonu 6nemli faktorlerden
biridir. Calismamizda 10 mg/ml ve 5 mg/ml ICG’nin lazer 1sm ile birlikte
uygulandigr gruplarda (L-ICG10, L-ICG5), C. albicans ortalama koloni sayisi
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha az sayida tespit
edilmistir. ICG aracili PDT’nin C.albicans hiicrelerine karsi etkinliginin arastirildigi
caligmalara bakildiginda, ICG’nin farkli konsantrasyonlarinin degerlendirildigi
goriilmektedir. Tavangar ve ark.[20], ¢alismamiz bulgular1 ile uyumlu sekilde, in

vitro ¢alismalarinda C. albicans’a kars1 5 mg/ml konsantrasyonda ICG kullanmislar
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ve ICG aracili PDT uygulanan grupta, kontrol grubuna gore C. albicans koloni

sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir diisiis oldugunu géstermislerdir.

Calismamizda 2 mg/ml ve 1 mg/ml ICG’nin lazer ile uygulandig: gruplar ile
(L-1CG2 ve L-ICG1), kontrol grubu (K) arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunmamistir. Calismamizin aksine Fekrazad ve ark. [2, 21] ise C. albicans susuna
kars1 1 mg/ml ICG aracili PDT’nin etkinligini degerlendirmisler ve C. albicans
sagkalimimi azaltmada 1 mg/ml ICG aracili PDT’nin etkili oldugunu tespit
etmislerdir. Yazarlarin bu bulgusu, ¢alismamiz sonuglari ile ¢elismektedir. Sonuglar
arasindaki bu farkliligin yontemsel degisikliklerdern kaynaklandig: diisiiniilmektedir.
Calismamizdan farkli olarak bu c¢alismalarda akrilikler yiizeyler {izerinde
calisgtlmamistir.  Ayrica bu c¢alismalarda uygulanan lazer parametreleri de

calismamizla farkliliklar gostermektedir.

Calismamizda L-ICG10 ve L-ICG1 gruplar1 arasinda istatistiksel olarak
anlamli farklilik bulunmustur ve L-ICG10 grubundaki koloni sayis1 L-ICG1 grubuna
gore anlamli derecede diisiik tespit edilmistir. Bu veriye gore PS konsantrasyonunu
belirgin sekilde arttirmanin daha fazla C.albicans hiicre 6liimiiyle sonuglanabilecegi

sOylenebilir.

Calismamizda, L-ICG2 grubunun bazi serilerinde koloni miktarinin sifir
oldugu gozlenmistir. Bu grupta bazi serilerde etkinligin yliksek olmasinin nedeni, bu
konsantrasyonda boyanin Candida hiicreleri lizerine direkt toksik etki gostermeyip
optik bariyer de olusturmadan daha fazla 151k gecisine izin vermesi olabilir. Yani
Candida hiicreleri bu konsantrasyonda boyaya tam olarak doymus olabilir ve
baglanmayan boya miktar1 da diisiik oldugu i¢in optik bariyere neden olmadan lazer

15181n1n penetrasyonuna izin vermis olabilir.

PDT’nin etkili olabilmesi i¢in ii¢ faktoriin varhigi gereklidir, bunlar; PS, 151k
ve oksijendir. Tek basina PS veya tek basina 1s181n etkisiz olmasi beklenmelidir [16].
PS’iin 151k olmadan tek basina etkili olmasi uygulanan hiicreye kars1 karanlik
toksisite gostermesi yani o konsantrasyonda dogrudan toksik olmas1 olarak agiklanir
[165]. Calismamizda 10 mg/ml ICG’nin lazer 15181 olmadan uygulandigi grupta
(ICG10), ortalama C. albicans koloni sayisi kontrol grubuna (K) gore istatistiksel
olarak anlamli derecede diislik tespit edilmistir. Bu durumun nedeni ICG’nin 10
mg/ml konsantrasyonda C. albicans hiicrelerine karsi1 karanlik toksisite gostermesi
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olabilir. Tavangar ve ark.[20]’nin 5 mg/ml konsantrasyonda ICG kullanarak farkli
Candida suslarina karsi PDT nin etkinligini degerlendirdigi ¢alismasinda tek basina
ICG’nin etkinligi de incelenmistir. Bu konsantrasyonda tek basma ICG, kontrol
grubuna kiyasla, C. albicans disinda diger Candida tiirlerine (Candida tropicalis,
Candida glabrata, Candida krusei) antimikrobiyal etki gdstermistir. Ancak bu
calismada 10 mg/ml konsantrasyonda ICG ile calisiimamistir. Karanlik toksisite
PS’iin konsantrasyonuna bagli oldugu gibi etki ettigi mikroorganizmaya da baghdir.
Kim ve ark. [10]’nin ICG aracili PDT’nin hidroksiapatit diskler {izerindeki S.mutans
hiicrelerine kars1 etkinligini arastirdigi calismasinda da lazer 1s1n1 uygulanmadan tek
basina 2 mg/ml ICG’nin koloni sayisimi disiirdiigii goézlenmistir. Yazarlar, bu
durumu karanlik toksisite veya karanlik toksisiteden ayri olarak ICG’nin miimkiin
oldugunca karanlik ortamda saklanmasina ragmen hafif 1518a maruz kalma
neticesinde bile fotoreaksiyon gerceklesmesi ile agiklamislardir. Calismamizda, ICG
akrilik disklere uygulandiktan sonra 10 dk karanlik ortamda bekletilmistir ve
miimkiin oldugunca giin 1s18ina maruz kalmamasina dikkat edilmistir, yine de ¢ok

sinirl da olsa giin 151831ndan etkilenerek fotoreaksiyon gerceklesmis olabilir.

Calismamizda 10 mg/ml ICG aracili PDT, nistatin tedavisine gore daha diisiik
koloni sayis1 gortermektedir ve aralarinda istatistiksel olarak anlamli derecede
farklilik bulunmaktadir ancak 5 mg/ml ICG aracili PDT ile nistatin tedavisi arasinda
istatistiksel olarak anlamli derecede farklilikk bulunmamistir. Tavangar ve
ark.[20]’nin Candida suslarina karsi 5 mg/ml konsantrasyonda ICG aracili PDT ile
nistatin tedavilerinin etkinliklerini karsilastirdigi ¢alismasinda, calismamiza benzer
sekilde nistatin tedavisi ile 5 mg/ml konsantrasyonda ICG aracili PDT uygulamasi

arasinda istatistiksel olarak anlaml farklilik goriilmedigi tespit edilmistir.

Azizi ve ark. [6], calismalarinda ICG aracili PDT'nin C. albicans tizerindeki
etkilerini arastirmiglar ve bu yontemi nistatin ile karsilagtirmiglardir. Bu calismaya
gore PDT’de farkli lazer modlar1 (devamli ve atimli) kullanilmistir ve nistatin
tedavisi C. albicans eliminasyonunda devamli modda PDT’den daha iyi sonuglar
gostermistir. Ancak ICG aracili PDT atimli lazer modunda kullanildiginda PDT’nin
nistatinden daha etkili oldugu sonucuna varilmistir. PDT nin nistatin tedavisi ile
karsilastirildigt bu c¢alismada akrilik diskler iizerindeki degil dogrudan C. albicans

tizerindeki etkiler degerlendirilmistir. Ayrica bu ¢alisma ile ¢alismamiz arasinda
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kullanilan lazer parametrelerinde de farkliliklar bulunmaktadir. Bu ¢alismadan farkli
olarak c¢alismamizda akrilik diskler {iizerinde PDT’nin etkinligi arastirilmustir.
Calismamizda nistatin akrilik disklerin yiizeyindeki C. albicans hiicrelerine daha
yogun sekilde etki etmis olabilir, oysa ki C. albicans hiicreleri 6zellikle hif formlari
akriligin derinlerine niifuz edebilir [4, 5]. Nistatinin aksine ICG aracili PDT nin ise
etkili oldugu dalga boyundan dolay1 dokularda ve yiizeylerde derine etki edebildigi
bildirilmistir [9, 16, 167, 197]. Calismamizda da ICG aracili PDT akrilik disklerde
daha derini etkilemis ve C.albicans hiicrelerini nistatinden daha fazla 6ldirmis
olabilir. Akrilik diskler tedavilerden sonra vorteks islemine tabi tutulmustur. Nistatin
tedavisi yapilmig akrilik disklerin yilizeylerindeki Candida sayis1 azalmis olsa bile
derinliklerinde yer alan C. albicans hiicreleri ICG aracili PDT’ye gore daha ¢ok
oldugu icin vorteks islemiyle, yiizeyden siiriintli alinan ¢alismalara gére daha fazla C.

albicans soliisyona aktarilmis olabilir.

Mevcut bilgilerimize gore literatiirde daha once akrilik ylizeyler iizerinde
mikrodalga dezenfeksiyonu ile PDT’nin etkilerinin karsilastirildigr calisma
bulunmamaktadir. Protez stomatinin tedavisinde nistatin tedavisi ile mikrodalga
dezenfeksiyonunun karsilastirildigi ¢alismalara bakildiginda; Silva ve ark.[202], 14
giinliik bir tedavi periyodu ve 30, 60, 90 giinliik takipler sonrasinda protezlerin
haftada bir kez 650 W ve 3 dakika ev tipi mikrodalga firin ile dezenfeksiyonu
isleminin, ginde 4 kez 14 giin nistatin kullanimi kadar etkili oldugunu
bildirmiglerdir. Mikrodalga dezenfeksiyonunun protez stomatiti tedavisi igin
komplike durumlar hari¢ bir¢ok hastada ila¢ tedavisi olmadan yeterli olacagini
savunmuslardir. Mikrodalga dezenfeksiyonunun, protez yiizeylerinde 6zellikle C.
albicans’in invaziv formlarin1 yani psddohif ve hif formlarin1 azalttigi, boylece
mantar hiicrelerinin yiizeyde olgunlasmis yerlesik bir biyofilm olusturmasini
engelledigi belirtilmistir. Hareketli protezlerin kaide plagi, protez stomatitinde asil
enfeksiyon kaynagidir ve Candida suslar1 ve diger mikroorganizmalar i¢in rezervuar
gorevi goriir. Bu nedenle nistatin gibi sadece mukoza tedavisini hedefleyen tedaviler
yerine mikrodalga dezenfeksiyonu gibi protez yiizeyine yonelik islemlerin yapilmasi
gerektigi bildirilmistir [202]. Sanita ve ark [203], benzer sekilde protez stomatitinde
mikrodalga dezenfeksiyonunun nistatin tedavisi kadar etkili oldugunu bildirmislerdir
ancak mikrodalga uygulamasi ile protezlerde boyutsal degisikliklerin meydana

geldigini gosteren calismalar da mevcuttur [122, 123, 125, 126]. Calismamizin
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bulgularina gore ise ne nistatin (N) grubu ile, ne PDT gruplan (L-ICG10, L-ICG5, L-
ICG2, LICG1) ile, ne de kontrol grubu (K) ile mikrodalga grubu (M) arasinda
anlaml fark saptanmamistir. Mikrodalga dezenfeksiyonunu etkili bulan ¢alismalarla
calismamizin bulgular1 arasindaki farkliigin C. albicans koloni sayisini
degerlendirme yonteminden kaynaklandigi diisiniilmektedir. Calismamizda akrilik
ornekler vorteks iglemine tabi tutularak akrilik igine niifuz etmis olan C. albicans
hiicrelerinin de soliisyona ¢ikmasi saglanmistir. Ancak diger ¢alismalar, protez kaide

materyalinin sadece yiizeyinden siiriintii alinarak yapilmustir.

Endodontide sadece lazer uygulamasi endodontik patojen bakteriler {izerinde
etkili bulunmustur [204-206]. Bunun nedeninin fototermal etki, yani diod lazer
kaynakli 1s1 artis1 olabilecegi One siriilmiistiir. Kim ve ark. [10]’nin ICG aracili
PDT’nin hidroksiapatit diskler {lizerindeki S. mutans hiicrelerine karsi etkinligini
arastirdigl ¢alismasinda sadece lazer uygulanan gruplarda biyofilm sicakliginin 10,
20 ve 60 sn uygulamalarda sirasiyla 5.2°C, 8.7°C ve 11°C arttig1 bulunmustur. Kim
ve ark.[10], ICG aracili PDT uygulamasinin fotodinamik terapi veya fototermal
terapi olarak tanimlanmasi yerine fotodinamik ve fototermal etkilerin beraber
meydana geldigi bir fotoreaksiyon olarak tanimlanmasini Onermislerdir. Ancak
calismamizda sadece lazer uygulamasinin akrilik yiizeyinde bulunan ve akrilik igine
niifuz etmis C. albicans hiicrelerine bu sekilde bir etkisi oldugu sdylenemez ¢iinkii
kontrol grubu (K) ile sadece lazer uygulanan grup (L) arasinda anlamli bir farklilik
tespit edilmemistir. Calismamizin aksine, Tavangar ve ark.’larinin [20] ¢alismasinda
sadece lazer veya ICG aracili PDT nin ikisi de C.albicans’a kars: etkili bulunmustur.
Bu durum farkli lazer parametreleri gibi yontemsel farkliliklardan kaynaklaniyor
olabilir. Ayrica bu ¢alismada akrilik disklerdeki C. albicans’larla degil, dogrudan C.

albicans ile galigilmistir.

Calismamizda her bir akrilik diskin tiim yiizeyi, 810 nm dalga boyunda,
devamli modda 60 sn, 24 J/ cm? doz, 300 mW giicte diod lazer ile taranmustir.
Akrilik diskler, her iki yiizey de 60’ar saniye olacak sekilde toplam 120 saniye
isinlanmugtir.  Literatiirde ICG aracili PDT’nin C. albicans hiicrelerine karsi
etkinliginin arastirildig1 ¢alismalarda lazer parametreleri farkliliklar gostermektedir

ve literatiir birligi bulunmamaktadir.
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Azizi ve ark. [6]'min, C. albicans hiicrelerine karsi ICG aracili PDT
uygulamasini arastirdig1 ¢alismasinda diyot lazer ile devamli modda, 808 nm dalga
boyunda, 10 J/cm? dozunda, 100 mW cikis giiciinde, 100 sn siire 1sinlama
yapilmistir. Ayni ¢alismada lazerin farkli modlarmin etkinligini degerlendirmek igin
bir grupta da diger parametreler ayni tutularak atimli modda lazer 200 sn boyunca
kullanilmigtir ve C. albicans koloni sayisini azaltmada ICG ile birlikte atimli 200 sn
kullanilan lazerin, devamli modda 100 sn uygulanan lazere gore daha etkili oldugu

bulunmustur.

Tavangar ve ark.[20]’nin, C. albicans hiicrelerine karsi ICG aracili PDT
uygulamasini arastirdigi calismasinda, 808 nm dalga boyunda 100 mW giicte, 10
Jiem? dozda 1 cm capta diod lazer 100 sn devamli ve non-kontakt modda

uygulanmigtir.

Fekrazad ve ark.[2]’min, C. albicans hiicrelerine karsi ICG aracili PDT
uygulamasini arastirdigi ¢calismasinda, 810 nm dalga boyunda 300 mW giicte, siirekli
modda, 55 J/cm? enerji yogunlugunda ve 4,5 mm capta diod lazer 30 sn siiresince

uygulanmustir.

Afroozi ve ark. [16] protez stomatitinde C. albicans kolonizasyonunu
azaltmak i¢in hem protez yiizeyine hem de hastalarin damak yiizeyindeki lezyonlara,
ICG aracili PDT uygulamislardir. Lazer parametrelerini, 810 nm dalga boyu, devamli
mod, 56 J/cm? doz olarak se¢mislerdir ve her 1smnlama noktas: birbirinden 1 cm

uzaklikta olacak sekilde 30 saniye boyunca 1ginlamiglardir.

Tim bu ¢aligmalarda, PDT uygulamalarinda farkli lazer parametreleri
kullansa da C. albicans hiicrelerine karst etkili bulunmustur, yine de PDT
protokoliinde standardizasyona ihtiya¢ vardir. Ciinkii lazer parametrelerinin 6zellikle
uygulanan siirenin degistirilmesi hem agiga ¢ikan 1s1 miktarim1 hem de PDT
etkinligini; dolayisiyla hedef hiicrede azalma miktarmi degistirebilir. Siirenin
arttirilmast daha fazla C. albicans hiicre oliimiinii saglayabilir Protez yiizeyinde
kullanildiginda 1s1 artisinin  akriligin  6zelliklerini etkileyip etkilemeyecegi ise

degerlendirilmesi gereken bagka bir konudur.

SEM goriintiilemelerinde akrilik 6rneklerin derinlerine yerlesen C. albicans

hiicrelerinin tespiti amaglanmistir. SEM goriintiilerinde L-ICG10 grubunun kesitinde
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C. albicans tespit edilmemistir (Sekil 4.10 ve 4.11). K, N, M, ICG10, L, L-ICG5, L-
ICG2, L-ICG1 gruplarinin Kesitlerinde ise C. albicans’lar tespit edilmistir (Sekil 4.3,
4.4,45,4.6,4.7,48,4.9, 412, 413, 4.15 ve 4.17). Mavi ok ile maya formlari, sar1
ok ile hif formlar1 goriintiiler iizerinde gosterilmistir. Maya formlar1 oval ve elipsoid
sekilli tek hiicre olarak veya tomurcuklanan tek hiicre olarak gozlenmistir. Hif
formlarinin karakteristik olarak bogumlu yap1 gosterdigi goriilmektedir. Ayrica L-
ICG2 grubundaki hif formu akriligin yiizeyinden itibaren yaklasik 30 um derinde, L-
ICGL1 grubunda ise hif formu akriligin yiizeyinden itibaren yaklasik 40 pm derinde
tespit edilmistir (Sekil 4.14 ve 4.16). C. albicans’in akriligin igerisine penetre
olabildigi ¢alismamizda oldugu gibi daha 6nce yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir [4,
5]. L-ICG10 grubunda, Candida tespit edilmemesi kesitten sadece belirli bir
bolgeden goriintii alinmasi ile veya uygulanan islemin Candida tizerine etkili olmasi

ile agiklanabilir.

In vitro calismalar ne kadar hassas planlanirlarsa planlansinlar, in Vivo
kosullar1 tam olarak saglayamamaktadirlar ve cesitli sinirlamalari bulunmaktadir.

Calismamizda bulunan sinirlamalar su sekilde siranabilir:

Akrilik orneklerin {iretiminde her ne kadar firma talimatlarina uyulsa da,
tiretim  slirecinden kaynakli akrilik disklerin tamamen standart sekilde
uretilebilmeleri giigtiir. Akrilik disklerin igerisindeki bosluk miktarlarinin farklilik
gostermesi ise hem C. albicans’in buralara yerlesmesini, hem de uygulanan

dezenfeksiyon yonteminin etkinligini etkilemis olabilir.

Calismada, agiz ortami veya uzun yillar agizda kullanilmis olgun biyofilm
iceren protez yiizeyleri taklit edilememistir. Protez stomatitinde en ¢ok suglanan
mikroorganizma C. albicans olsa da EPS matrisi ile ¢evrilmis birden ¢ok tiir iceren
kompleks biyofilmlerin tedavilere karsi kendilerine daha iyi bir savunma hatti
olusturabildigi unutulmamalidir. Pereira ve ark. [18], in vitro ¢alismalarinda akrilik
yiizeylerde tretilmis C. albicans, S. aureus, ve S. mutans mikroorganizmalarinin
tekli, ikili ve ticlii biyofilmlerine karsi metilen mavisi ile birlikte uygulanan PDT nin
etkinligini degerlendirmiglerdir. Tek tiir biyofilmlerde koloni sayis1 azaliginin,

belirgin olarak ikili ve li¢lii biyofilmlere gore daha fazla oldugu tespit edilmistir.

Genel olarak, C. albicans'in ortadan kaldirilmasinda ICG aracili PDT etkili

oldugu bildirilmektedir ancak deneysel ve klinik kosullar arasindaki farklar g6z
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Oniine alindiginda, bu konu ile ilgili daha fazla klinik ve laboratuvar ¢alismalarina
ihtiya¢ vardir. En uygun sonucu elde etmek icin; farkli ICG konsantrasyonlari,
C.albicans’a kars1 ICG toksisitesi, lazer parametreleri, uygulama siireleri, 1sinlama
Oncesi stireler gibi faktorlerin arastirilmasi gerekmektedir. Ayrica PDT tedavisinin
akriligin fiziksel ve mekanik ozellikleri tizerindeki etkisinin ve ICG gibi PS’lerin
renk veren boyalar olmasi dolasiyla olasi renk degisikliginin ileriki ¢aligmalarda

arastirilmasi Onerilmektedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Calismamizin siirlamalar1 dahilinde su sonuglara ulasilmistir:

1. 10 ve 5 mg/ml konsantrasyonlarda ICG ile birlikte 810 nm dalga boyunda,
devamli modda 60 sn, 24 J/ cm? doz, 300mW giicte diod lazer uygulamasi, protez

kaide plagindaki C. albicans koloni sayisini azaltmada etkilidir.

2. Tek basma 10 mg/ml konsantrasyonda ICG, C. albicans hiicrelerine karsi

antimikrobiyal etki gostermistir.

3. SEM goriintiilerinde L-ICG10 grubunun kesitinde C. albicans tespit edilmemistir.
K, N, M, ICG10, L, L-ICG5, L-ICG2, L-ICG1 gruplarmin kesitlerinde ise maya ve

hif formlarinda C. albicans’lar tespit edilmistir.

4. Protez stomatiti tedavisinde ICG aracili PDT ile dezenfeksiyon uygulamasi umut
verici sonuglar ortaya koymustur ancak bu yontemi klinik pratikte uygulamak ve
giivenli protokolleri belirlemek igin hem in vitro hem de in vivo ¢alismalara ihtiyag

vardir.
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