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1. GIRIS

Dental plagin kompozisyonunu, fizokimyasal yapisin1 ve bakteriyel
iligkilerini kapsayan dis ¢iiriigii olusumu, aragtirmacilar tarafindan her zaman ilgi
cekici olmustur. Fakat giinlimiizde halen tam olarak acgiklanamayan noktalari
bulunmaktadir. Giinlimiiz teknolojisinde goriilen gelismeler sonucunda, dental

plagin, dental biyofilm olarak degerlendirilmesi gerektigi belirtilmistir (1).

Dental biyofilm, dis ¢lirigli, gingivitis gibi bircok hastaligin kaynagini
olusturmaktadir ve ylizeye yapismasini engelleyen kuvvetlerin en az oldugu alanlara
tutunmaktadir (2). Dental biyofilm olusumu, hem yiizey 6zelliklerine hem de agiz

ortamina agilan yiizey miktarina baghdir (3).

Siit diglerinin diismesi ve daimi diglerin stirmesi normal fizyolojik bir olaydir.
Dis ¢iirtigii gibi nedenlerden dolay: siit dislerinin erken kaybedilmesi gibi dengeyi
bozan durumlar gelisirse, daimi dislenmede ¢aprasiklik, ektopik eriipsiyon ve orta
hat kaymasi gibi problemler goriilebilir. Yer tutucularin kullanilmasi ile bu sorunlar
Onlenebilir ancak, bu apareyler yiizey alanmi arttirdiklart ve yiizey ozelliklerini

degistirdikleri i¢in dental biyofilm olusumunu da arttirmaktadirlar (4).

Biyofilm olusumunu 6nlemek ya da smirlamak icin mekanik temizligin
yanisira gelistirilen gargara, sakiz, dis macunu, jel, dis ipi gibi farkli formlarda
topikal ve sistemik antimikrobiyal ajanlar kullanilmaktadir. Bu ajanlardan en
giivenilir ve etkili olan1 gargara formudur ve biyofilm olusumunun engellenmesinde

onemli role sahip oldugu bildirilmektedir (5).

Dis hekimliginde flor, klorheksidin(Chx), triklosan, setilpiridinyum
Klorid(CPC), ksilitol gibi antimikrobiyal ajanlar oral hijyenin saglanmasinda
kullanilmaktadir (6). Tiim antimikrobiyal ajanlar arasinda klinik olarak plak kontrolii
acisindan epital doku ve mukozal membrana kuvvetli bir tutuluma sahip Chx, 20
yildan fazla bir siiredir kullanilmaktadir. Chx uzun etki siiresi sayesinde tiikiiriikteki
mikroorganizma sayisint %90 oraninda digiirmektedir. Fakat agiz dokularini

boyama, tat kaybi, dis tasi olusumu, tek tarafli veya ¢ift tarafli parotis bezi sismesi,



mukozal iilserasyonlar, uzun dénemde oral florada degisim gibi bazi yan etkileri

bulunmaktadir (7).

Biyofilmin ortadan kaldirilmasi icin yetiskin hastalarda kullanilan kimyasal
ajanlarin toksik etkilerinin olmast ¢ocuk hastalarda kullanimi sinirlandirmaktadir.
Giliniimiizde koruyucu hekimlik ve farkli hastaliklarin tedavisi i¢in bitkisel triinleri
kullanarak dogaya yonelen insan sayisi artmaktadir. Zencefil, adagayi, ¢orek otu,
zerdegal, sarimsak, yesil cay ve siyah caym da icerisinde bulundugu bitkisel
tiriinlerin dortte biri agiz sagliginda kullanilmaktadir (8, 9). Yesil cay, aktif kimyasal
icerigi ile antiinflamatuar, antikarsinojenik, antioksidan ve antibakteriyel gibi farklh

farmakolojik 6zellikler gostermektedir (10).

Yesil ¢ay igerisinde bulunan biyoaktif komponentler olan polifenoller, oral
patojenlere karsi bakterisidal ve bakteriostatik etki gostermektedirler. Streptokokal
ajanin  poliferasyonunu inhibe edebilirler, dis minesinin yapisma siirecini
etkileyebilirler ya da glikozil transferaz ve amilaz inhibitorleri olarak etki edebilirler
(11). Bitkisel iiriinlerin oral biyofilme olan etkilerinin incelendigi ¢aligmalar siklikla

yetiskin bireyleri icermektedir.

Cocuk hastalarda (6zellikle yer tutucu kullanan ¢ocuk hastalarda) bitki
ekstraktlarmin kullanimina ait ¢alisma sayisi siirhidir. Bu ¢alismanin amaci; yer
tutucu kullanan ¢ocuk hastalarda, giinliik oral hijyene destek olacak dental biyofilmin

kaldirilmasinda bitkisel bir {iriin olan yesil ¢ayin etkisinin incelenmesidir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Biyofilm

Film sozctigii, ylizeyi kaplayan ince bir tabakayi; biyofilm ise bu tabakay1
olusturan maddenin biyolojik bir materyal oldugunu tanimlamaktadir. Mikrobiyal
biyofilm ise ylizeye yapisan biyolojik materyalin mikrobiyal topluluk oldugu
anlamina  gelmektedir (12). Bu mikrobiyal topluluk sadece komsu
mikroorganizmalar1 icermemektedir. Ayni1 zamanda, biyofilm yapisina katilan
mikroorganizmalar arasinda fiziksel, metabolik ve molekiiler anlamda bir iletisim de
s0z konusudur. Biyofilm, yapisina katilan mikroorganizmalara birgok avantaj
saglamaktadir. Bu avantajlar arasinda, ortam sartlarina uyum saglama,
antimikrobiyal ilaglara ve konaga kars1 diren¢ kazanma sayilabilir. Ayrica biyofilm
icerisinde bulunan mikroorganizmalar arasinda genetik materyal aligverisi yapildigin

da gosteren kanitlar vardir (13).

Biyofilmin olusum sistemi ve yapist hakkinda uzun yillar farkli goriisler
ortaya atilmistir. Deniz mikrobiyologu olan Claude Zobell (14) tarafindan tarif edilen
sise etkisi ‘bottle effect’” tanimindan sonra mikroorganizmalarin yasamlarini
siirdiirebilmek i¢in bir ylizeye ihtiyaglar1 oldugu farkina varilmistir. Costerton ve
arkadaslar1 (15), biyofilmlerin ilk olarak 17. yiizyilda Leeuwenhoek tarafindan
tanimlandigin1  sdylemis, o donemde disinin iizerindeki plaktan aldigr Ornegi
inceleyen ve mikroskop altinda mikrobiyal kiimelerin varligint izleyen
Leeuwenhoek’un, baktig1 seyin biyofilm oldugunun farkinda olmadigini bildirmistir.
Bu yapinin biyofilm oldugu hakkindaki genel teori asil olarak 1970°1i yillarda,
bakterilerin multiselliiler davranis sergilediklerinin anlasilmasi ile netlik kazanmistir
(16). Costerton ve arkadaslar1 (15), akarsularin igerisinde yasayan bakterileri
incelerken bakterilerin %99 unun bir yiizeye yapisarak glikokaliks matriks igerisinde
yasadiklarin1 ortaya koymus, bu topluluklari tanimlamak amaciyla da ilk defa
‘biyofilm’ terimini kullanmislardir. Yine ayni arasgtirmacilar, biyofilmlerin yiiksek
oranda sulu (hidrate) anyonik ekzopolimer matriks i¢inde bulunan mikrokoloniler
oldugunu belirtmislerdir. Marsh ve arkadaslar1 (17) biyofilm tanimina farkli bir bakis

acisindan yaklagsmislar ve biyofilm olusumunda zamanin, ortamin ve yapisinda



bulunan organik ve inorganik igerigin {izerinde calismislardir. Watnick ve Kolter
(13), biyofilmi cansiz ya da canli bir ylizeye tutunmus bir¢cok bakterinin,
salgiladiklar1 miikéz yapr icerisinde bir araya gelmesiyle olusan mikroplar sehri
olarak tamimlamiglardir. Costerton ve arkadaslari (18) ise biyofilm olusumunun
asamalarinin belirli bir diizen i¢inde oldugunu, ilk bakteri yapismasinin ardindan

biyofilm olusumu ile ilgili gen transkripsiyonunun basladigini belirtmislerdir.

Biyofilm, giiniimiizde halen gecerli ve kapsamli olarak mikroorganizmalarin
geri doniisiimsiiz bir substrata, ara ylize veya birbirlerine tutunmus, kendi trettikleri
ekstraselliiler polimerik maddelerden olusan bir matriks igerisinde gdmiilii olan,
bliylime hizlar1 ve genlerinin kopyalanmasi agisindan, serbest dolasan tiirdesleri ile
aralarinda farkliliklar1 olan mikroorganizmalarda olusan, hareketsiz bir topluluk

olarak tanimlanmistir (19).

2.1.1. Biyofilm Yapisi ve Genel Ozellikleri

Biyofilmler inert veya canli yiizeylerde olusabilirler. Bu ylizeyler arasinda
canli dokular, medikal implantlar, endiistriyel veya i¢gme suyu sistemlerinin borular
veya dogal akuatik sistemler yer alir (19). Dis hekimliginde ise biyofilmler agiz
mukozasi, mine ve sement ylizeyinde (biyotik ylizeyler) ve kullanilan cihazlarin

hava-su borularinin i¢ yiizeylerinde olusmaktadir (20).

Biyofilm matriksinin igerisinde, hiicresel olmayan mineral Kkristalleri,
korozyon partikiilleri, kil veya ¢camur pargalar1 ya da kan bilesenleri bulunabilir (21).
Biyofilmlerin sadece yiizeye yapismis durumda bulunan ve igerisinde
mikroorganizmalarin bulundugu homojen bir tabakadan ibaret olmadigi, belirli bir
yapiya ve koordinasyon yetenegine sahip fonksiyonel topluluklarin olusturdugu

biyolojik sistemler oldugu ortaya konmustur (22).

Biyofilmler, matriksleri igerisinde yasamlarini siirdiiren hiicrelere, esansiyel
besinlerin ve oksijenin tasinmasina imkan taniyan 'su kanallarina' sahip, ¢ok tabakali
heterojen bir yapiya sahiptirler. Tam hidrate ve canli biyofilmin % 15’1 hiicre, %85’

matriks materyali tarafindan olusturuldugu ve hiicrelerin matrikslerinin ¢evreledigi



farkl1 yiiksekliklerdeki 'kuleler' veya 'mantarlar’ i¢erisinde bulunduklar1 anlagilmistir

(15).

Bir biyofilmin olugmas: i¢in gerekli olan ortak bilesenler mikroorganizma,
glikokaliks ve yiizeydir. Bu bilesenlerden biri olmadigi takdirde biyofilm
olusamamaktadir.  Biyofilmler tek bir mikroorganizma tiirii tarafindan
olusturulabildigi gibi birden fazla tiirii de yapisinda barindirabilmektedir (23). Farkhi
tirlerde olusan biyofilmlerde, her tiir kendi mikrokolonisini olusturur. Bu
mikrokoloniler birbirlerinden su kanallari araciligi ile ayrilmiglardir. Bu kanallardan
gecen besinler difiizyon yoluyla hiicrelere gecerler. Biyofilm ve koloniler igerisinde
sivinin  gecisine bagli olarak farkli sekillerde olusmaktadirlar. Sivilarin kesme
kuvveti yiiksek bir basing olusturursa uzatilmis sekilde; kuvvet diisiik bir basing
olusturursa mantar veya kule seklinde mikroorganizma kiimeleri olusmaktadir (24).
Her biyofilmin yapist diger biyofilmlerle ortak 6zellikleri olmasina ragmen kendine
Ozgidiir (25). Baz1 arastirmacilar biyofilmin devamlilik gosteren tek bir tabakadan
olusmadigini1 diisiinerek isminin yanlis verildigini savunmuslar ve biyofilmin daha

¢ok mikrokolonilerden olusan bir yap1 oldugunu bildirmislerdir (26, 27).

Biyofilm icerisinde yasayan mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen
polisakkaritler, biyofilmin bel kemigini olusturmaktadir. Kuru igeriginde protein, tuz
ve hiicre materyali bulunmaktadir. Biyofilmin major komponentidir ve kuru
agirhigimin  %50-95’ini  olusturmaktadir (28). En o6nemli gorevi, biyofilmin
biitlinliigiinli saglamaktir. Hiicreler farkli 6zelliklerde polisakkaritler iiretmektedirler,
bunlar hiicrelerin fizyolojik 6zelliklerine ve bulunduklar1 yiizey ozelligine gore
degismektedir. Hiicreler tarafindan iiretilen polisakkrakitler; intraselliiler polisakkarit
(depo), ckstraselliiler polisakkarit (EPS) ve yapisal formdaki polisakkarit olmak
tizere 3 ayr1 formdadir. Bunlar, biyofilm yapisinin ana ekstraselliiler komponentini
olustururlar. EPS formlari, hiicre duvari ile birlesmis olabilen kapsiiler veya hiicre
duvar1 disinda biriken ve kiiltiir ortamina yayilan bagimsiz salgilar olarak iiretilen
yapilardir ve genellikle immiinojenik 6zellik tasimaktadirlar. Kapsiiler EPS, bakteri
hiicre ylizeyindeki fosfolipid veya lipid-A molekiillerine kovalent bag ile
baglanmaktadir. Igerisinde yasayan organizmaya bagh olarak biyofilm matriksi farkli

ozellikler tagiyabilir. Gram negatif bakterilerin nétral veya polianyonik; gram pozitif



bakterilerin ise katyonik matriksler olusturduklar1 bilinmektedir (29). Farkli iyon
yukii ve EPS konsantrasyonu, matriksin ii¢ boyutlu jel yapisinda ani degisikliklere
neden olur. Mikroelektronlar biyofilm iginde asidite (pH) degisimleri oldugunu
gostermektedirler (30). Bu degisim, biyofilmin farkli bolgelerinde farklt metal
iyonlarinin yer almasindan kaynaklanmaktadir (31). EPS’nin kimyasal ve igiinciil
yapisi, etkili yapismasini belirlemektedir. Ayrica yiizeyin hidrofilik veya hidrofobik
olmasi da etkileyecektir. EPS’ler, bakteriyi koruyucu bir ortii seklinde kaplayarak
olumsuz c¢evre sartlarindan korunmasimmi ve ¢esitli ylizeylere tutunmasini
saglamaktadirlar (32). EPS’nin bakteriyi koruma 6zelligi ayrica antibiyotiklere ve
deterjanlara kars1 da fiziksel bir koruyuculuk seklinde ortaya ¢ikmaktadir. Biyofilm
icerisinde bulunan bakteriler, fagositoz hiicrelerin iirettigi oksitleyici iyonlara kars1
sliperoksit dismutaz, antibiyotik ve Kkatalazlara karsi beta-laktamaz enzimi
tiretebilmektedirler. Bu enzimler, matriks igine salinmakta ve ge¢ilmez bir savunma
olusturmaktadirlar. Ayrica biyofilm olusturan bakteri hiicreleri, elastaz ve selliilaz
tireterek doku hasar1 olusturabilirler (33). Yiiksek molekiiler yapiya sahip EPS sekli,
koloninin direncini ve kararliligini ortaya koymaktadir (29). Jel formasyonu,
flokiilasyon, emiilsiyon, absorbsiyon, film formasyonu ve koruma gibi pek cok role
sahip olan EPS’ler, biyofilm bakterilerinin varligini siirdiiriilebilmesinden bagka
genetik ozelliklerinin korunmasinda ve genetik bilgi degisimi i¢in gerekli ortamin

hazirlamasinda da ¢ok biiylik 6neme sahiptirler (34).

2.1.2. Mikroorganizmalarin Biyofilm Olusturma Nedenleri

Canlilarin hayatlarin1 devam ettirmekteki en onemli itici gii¢, iireme
icgiidiisidiir. Canlinin ¢ogalmasini saglayan ve arttiran her tiirli eylem kabul
edilebilir boyuttadir. Plaktonik bakteri ile karsilastirildiginda biyofilm olusturan
bakterilerde ireme miktarinda artma goriilmektedir (35). Biyofilm yapisi; bakteriler
icin daha genis bir yasama aralifi, daha iyi calisan bir metabolizma, stres ve
antimikrobiyallere kars1 direncin saglamaktadir. Bakterilerin kiimeler halinde ve EPS
matriks igerisinde bulunmalari, fagosite edilmelerini gii¢lestirir ve hiimoral immiin
sistem bilesenlerinin bakterilere ulagsmalarini engeller (34). Tim sayilan bu
nedenlerden dolay1 planktonik bakteri ile karsilastirildiginda biyofilm olusturan

bakterilerde ciddi farkliliklar gozlenmektedir. Bakterinin biyofilm olusturmasi ile



ilgili yapilan galismalar 1s18inda biyofilm olusum nedenleri su basliklar altinda

agiklanmustir:
e Savunma (strese karsi biyofilm olusumu):

Biyofilme sahiporganizmalar; besin yoksunlugu, pH degisiklikleri, oksijen
radikalleri, dezenfektanlar, fagositoz ve antibiyotikler gibi etkenlere karsi planktonik
hiicrelerden ¢ok daha direnglidirler. Biyofilm etrafinda bulunan ektrapolisakkarit
matriks, biyofilm igerisine c¢esitli ajanlarin girisini engellemektedir. Bu matriks;
tikiiriigiin - yitkama, kan akimi ile kaldirilma gibi fiziksel etkilere karsi

mikroorganizmalari korudugu gibi fagasitoza kars1 da direng gostermektedir (35-37).
e Adezyon ve kolonizasyon:

Insan viicudu bakterilerin yasamlarini agisindan zengin, sicaklik ve su
acisindan da denge durumundadir. Bu nedenle, konak cevap ve bakterilerin
stratejileri arasinda hi¢ bitmeyen bir yaris vardir. Bakterilerin biyofilm
olusturabilmelerindeki ilk kural ise yasamlarini devam ettirebilecekleri uygun
ortamda stabil kalmalaridir (38). Bakterilerin insan viicudunda stabil kalmalari igin
bir dizi stratejileri vardir. Bakteriler yiizeylere baglanmak icin fibronektin, fibrinojen,
vitronektin ve elastin gibi ektraselliiler matriks proteinleri bulundurur ve bunlar
mikrobiyal ylizey bileseni taniyan yapigkan matris molekiilleri (MSCRAMMY)
olarak tanmir ve siklikla bakterilerin konak yiizeye yapismasi igin anahtar rol
oynarlar. Yapigma sonrast bu bolgeye yerlesen bakteriler, bir yandan belli bir
populasyona ulagsmak i¢in ¢ogalirken diger yandan da biyofilm olusturma 6zelligine
gore biyofilm yapimina baglamaktadirlar (39). Biyofilm, bakterinin yapigmasini
arttirirken, biyofilm olusumunun baslamas1 ile birlikte yapisma ve hareket
faktorlerinin salgilanmasinda da bir baskilama olmaktadir. Bu durum adezinlerin asil
roliinlin baslangicta yilizeye tutunma oldugunu ve biyofilm gelisme evresine
geldiginde ise bu proteinlere uzun siire ihtiyaci olmadigini ve ekspresyonunu inhibe

ettigini gostermektedir (34).



e Yasanabilir cevre gelistirmek:

Ortamda kullanilabilir formda sekerin bulunmasi, bakterilerin EPS
salgilamasi ve biyofilm olusumunu belirgin bir sekilde arttirmaktadir. Ortamda
bulunan besin maddeleri, konak¢ida yapigsmis halde olan bakterilerin gen
regiilasyonunu indiikleyerek biyofilm olusumunda 6nemli bir rol iistlenmektedirler.
Bu durum bakterilerin konakg¢ida uygun bir ortam olusturmak igin biyofilme

ihtiyaclar1 oldugunu kanitlamaktadir (39).
e Topluluk olusturmak:

Bakterilerin ortama adaptasyonu sirasinda toplu halde hareket etmeleri
biyofilm olusumunda siklikla goriilmektedir. Tiim bakterilerin ¢evre faktorlerine ayni
yanitt vermis olmalart ve fenotipik degisiklikler sergilemeleri toplu halde

yagamlarinin en 6nemli gostergesidir (40).
e Yeni genetik ozelliklerin kazamilmasi:

Horizontal gen transferi, dogal mikrobiyal topluluklarin evrimi ve genetik
cesitliligi i¢in ¢ok 6nemlidir. Bu durum 6zellikle antibiyotiklere direngli bakterilerin
ortaya ¢ikmasinda biiyiik rol oynar (34). Yapilan genom ve proteom caligmalari,
biyofilm gelisimi ile ilgili birgok genin bulunmasina neden olmustur. Bu genlerin
hiicre fizyolojisindeki rolleri arastirildiginda adezyon, ‘quorum sensing’ (QS,
cogunlugu algilama), hiicre duvar yapimi, metabolizma, stres cevabi ve plazmide
baglanmada etkili olduklar1 goriilmiistiir. Biyofilm olustukca mikrogevredeki
degisiklikler, gen ekspresyonlarinda da degisiklikler olusturarak biyofilm olusumunu

hizlandirmaktadir (41).

2.1.3. Biyofilm Olusum Evreleri

Biyofilm olusumu, bakterilerin bir ylizeye tutunmalari ile baslayan dinamik
bir siiregtir. Bu tutunma sonucunda biyofilm fenotipinin ortaya ¢ikmasina neden olan
bir dizi genetik islem baslatilir. Ana hatlar1 ile biyofilm olusumu, 5 evrede

gerceklesir:



e Tutunma ve yapisma:

Bakterilerin bir yiizeye tutunabilmeleri i¢in, kendilerinin bir ylizey ile ne
zaman temas kurduklarin1 anlamalar1 gereklidir. Bakteriler, bu c¢evresel uyaranlari
fenotipik degisikliklere cevirebilmek amaciyla, bir verici ve bir alicidan olusan
diizenleyici bir sisteme sahiptirler (42). Tutunma isleminden sonra biyofilm
olusturmak yoniinde farklilagsma isleminin baslamasi, QS sistemi denilen baska bir
haberlesme sisteminden gelen yanitlara baghdir. Bu sistem ile bakteriler
cevrelerindeki bakteriyel popiilasyonun yogunlugunu belirlerler. Bir yiizeye tutunan
her bakteri, ortama 'Ben buradayim' mesaji veren bir molekiil salgilar. Yiizeye
tutunan bakterilerin sayisi arttikga bu sinyalin lokal konsantrasyonlari artmaktadir.
Bu sinyal molekiiliinlin konsantrasyonundaki artis ile birlikte, biyofilm olusumuna
yonelik bir dizi islem baslatilmis olur. Yani, biyofilm icerisindeki bakteriler
interselliiler, diisik molekiill agirliklarima  sahip  haberciler araciliiyla
haberlesmektedirler (43). Ikinci basamak ise bakterilerin yiizeye yapisma veya

kuvvetli bir sekilde tutunma islemidir (21).
e Kolonizasyon:

Ucgiincii evrede ise bakteriler mikrokoloniler haline déniisiirler. Biiyiime hizi
ve gen kopyalanmasi acisindan degisime ugramis fenotiplerin ortaya ¢ikistyla birlikte
hizli biliylime evresi baglamaktadir. Bu donemde mikroorganizmalar, hiicre dist
polimerik maddenin ana bilesenini olusturan EPS salgilarlar. EPS genel olarak, dogal
seker, amino seker ve bazi iironik asitlerin olusturdugu heterojen bir yap1 sergiler.
Nemli ve yapiskan yapidaki EPS, organizmalarin yilizeye baglanmalarini ve dis
etkenler sonucu olusabilecek koparma kuvvetlerine karst diren¢ kazanmalarini
saglar. Serbest haldeki diger organizmalar, molekiiller arasi etkilesim ile yiizeye
tutunabildikleri gibi, matrikse de takilarak ylizeye tutunabilirler. Bu tutunmalar
sonucu bakteriler boliinilip cogalarak biyofilmin en kiigiik birimi olan mikrokolonileri

olustururlar (44).



e Olgunlasma:

Dérdiincii evrede ise mikrokoloniler biiytirler ve kompleks, mantar seklindeki
yapilara veya kulelere doniisiirler. Cesitli yiiksekliklerde kuleler olusturan
mikrokolonilerin aralarinda, besinlerin ulastirilmast ve metabolik atik iirlinlerin
uzaklagtirilmasi ic¢in primitif bir dolasim sistemi olarak gorev yapan su kanallari

bulunmaktadir (44).
e Kopma:

Biyofilm gelisiminin besinci evresi ise kopma veya ayrilma evresidir. Bu
evrede tek bir bakteri veya bakteri kiimeleri biyofilm tabakasindan koparak ortama
yayilir. Bu ayrilma islemi dis kuvvetlerin etkisiyle olabilecegi gibi, biyofilm olusum
stirecinin bir parcasi olarak tek bir hiicrenin veya bir¢ok hiicrenin kopmasinin bir

sonucu olarak gergeklesebilir (25).

2.1.4. Biyofilmde Cogunlugu Algilama Mekanizmalari

Biyofilmin fonksiyonlarini yerine getirmesi, icerisinde bulunan bakterilerin
ve mikrokolonilerin iletisim yetenegine baglidir. Biyofilm igerisinde bakterilerin
iletisim sistemleri olan QS iletisim mekanizmasi ile ilgili ilk fikirler, Cooper ve
arkadaglar1 tarafindan one siirtilmiistiir (45). Bakterilerin hayatlarin1 devam ettirmek
icin boyle bir diizenleyici sisteme sahip olmalar1 sasirtici degildir. Bakteriler kendi
defans sistemlerini gelistirmek ve viriilans faktorlerini iiretmek i¢in kendi aralarinda
sinyal koordinasyonuna sahiptirler. Bu koordinasyonda mikroorganizmalar, sinyal
molekiillerini iiretmekle birlikte, bu molekiillerin konsantrasyonunu d&lgerek
cevrelerindeki mikrobiyal toplulugun miktar1 hakkinda bilgi sahibi olmaktadirlar.
(46).

Bakterilerde bulunan QS mekanizmasi, iletisim molekiillerinin birikmesi
sonucunda bazi gen ekspresyonunun diizenlenmesini igermektedir. Sinyal
molekiillerinin algilanmasi, bakterinin bulundugu ortamda diisiik veya yliksek
miktardaki populasyon yogunlugunu ayirt edebilmesini miimkiin kilmaktadir (47).

Hiicre sayisi artikga liretilen sinyal molekiilii oran1 da artmaktadir. Bu molekiiller
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belirli bir seviyeye ulastigi zaman gen ekspresyonunu tetiklemektedir (48). Bir¢ok
bakteriyel davranis, QS mekanizmasiyla kontrol edilmektedir. Antibiyotik
biyosentezi, konjugasyon, 6nemli viriilans faktorlerinin iiretimi ve biyofilm olusumu,
bu davranislardan bazilaridir. Bakteriler, biyofilm olusumunu hiicreden hiicreye
yollanan iletisim sinyalleri aracilig1 ile kontrol etmektedirler (46). Biyofilm olusum
siirecinde QS molekiilleri, adezyonda, mikrokolonilerin olusumunda ve sonrasinda
biyofilm i¢inde kanalciklar agmak suretiyle biyofilmden kopan mikroorganizmalarin
bir bagka yere gidip tutunmasinda gorev almaktadirlar (47). Bakteriler iletisim sinyali
olarak cesitli kimyasal mekanizmalar1 kullanmaktadirlar. Farkli mikroorganizma
tiirleri de genellikle farkli QS molekiillerini kullanmaktadir. Bu 6zellikleri nedeniyle
farkli QS molekiillerini kullanan mikroorganizmalar birbirleri ile anlagamamaktadir
(21). Baz1 mikroorganizmalar ise birden fazla farkli QS molekiilii kullanmaktadir,
dolayistyla farkli QS molekiillerinin dogurdugu yamitlar da farkli olmaktadir.
Bununla birlikte, farkli tiirler arasinda QS molekiilleri araciligl ile iletisim
kurulabildigi de bilinmektedir. Bu tarz ¢apraz iletisim, 6zellikle birden ¢ok tiirden
olusan mikroorganizma topluluklarinin bir arada oldugu biyofilmlerde 6nemlidir
(44). 1letisimde gorevli bu sinyal molekiilleri; Oligopeptitler, A¢il Homoserin Lakton
(AHL), Autoinducer-2 (Al-2), Hidroksily palmitik asit metil ester ve Metil

dodesanoik asittir.

Bu molekiiller arasinda en sik kullanilan 3 tip sinyal molekiilii; AHL, Al-2 ve
Autoinducer Peptitler (AIP) olarak belirtilmistir (49).

e AHL:

Bu tip QS iletisimi, 700°den fazla gram negatif bakteride goriilmektedir.
Bakteriler tarafindan sentezlenen bu kiig¢iik sinyal molekiilleri, bakteri hiicrelerinden
diffiize olur ve bakteri sayisindaki artisa paralel olarak ortamda birikmeye baglarlar.
Hiicre yogunlugu esik degere ulastiginda ortamda birikmis olan molekiiller reseptor

proteine baglanarak hedef genlerin ekspresyonunu tetiklerler(37).
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o Al-2:

Bu sinyal molekiilii gram pozitif ve gram negatif bakterilerce liretilmektedir.
Coklu tiir biyofilmler arasindaki iletisimin AI-2 sinyalleri araciligi ile diizenlendigi
bilinmektedir (49). Arastirmacilar, farkli bakteriler arasindaki iletisimin ve biyofilm

olusumunun AI-2 sinyalleri tarafindan yonetildigini gostermistir (50, 51).
e AIP:

Ozellikle gram pozitif bakteriler tarafindan iiretilen ve AIP olarak ifade edilen
QS molekiillerinin bircogu translasyon sonrast degisiklige wugrayan biiyiik
peptidlerden {retilir. Gram pozitif bakteriler bu sinyal molekiilleri ile
haberlesmektedirler. Bakteriler arasi iletisim AIP’nin esik degere ulasmasi ile
saglanmaktadir (51). Bakteri kendinden giiclii ve daha yetenekli bakterinin DNA’sin1
alarak kendi DNA’sin1 degistirir. Bu durum bakterinin evrimsel gelisimi icin gerekli
bir durumdur (52). Bu 6zelliklerin disinda AIP, biyofilm olusumunu da kontrol
etmektedir. AIP miktar1 yeterli diizeyde olmayan bakterilerde biyofilm olusum

ozelliklerinin azaldig1 goriilmiistiir (53).

2.2. Dental Biyofilm (Dental Plak)

Yapilan caligmalar sonucunda dental biyofilm ile ilgili saglam temeller
atilmigtir (54,55). Dental plagin (6zellikle subgingival) %50’sinin hiicrelerden
olustugu ve 700°den fazla mikroorganizma izole edilebildigi belirlenmis ancak
bunlarin ¢ogu kiiltiir ortaminda {iretilememistir (56).Tarama elektron mikroskobu
(SEM) ile incelenen supragingival plakta (diger bolgelerde bulunan biyofilmler gibi)
dis ylizeye kanallarla agildigr goriilmiis, bu durumlazer taramali konfokal
mikroskobu(KLTM) ile dogrulanmistir (57). Canli/6lii bakteri renklenmesi ile
biyofilm boyunca (dental plak) bakterilerin canlilik 6zelliklerinin degisebilecegi
gosterilmistir (58).

Dental biyofilm, ylizeye yapismasini engelleyen kuvvetlerin en az oldugu
alanlara tutunmaktadir. Agiz igerisinde en fazla tiir iceren kismi ise dislerin iizerinde

bulunmaktadir (2). Dental biyofilmdeki mikrobiyal kompozisyon, disin farkli

12



bolgelerinde farkli sekilde olusmakta ve bu farklilik anatomik ve biyolojik farkliligi
yansitmaktadir  (59). Fissiirlerde bulunan normal mikrofloranin, seyrek ve
sakkarolitik (seker pargalayan) metabolizmaya sahip oldugu ve baskin
mikroorganizma tiiriiniin, streptokoklar ve az sayida gram veya anaerobik, proteolitik
bakterilerden olustugu bildirilmistir. Ara yiizeylerde ise bakteri tiirlerinde farkliliklar
oldugu gosterilmistir (60).

2.2.1. Dental Biyofilmin Olusum Evreleri

Dental biyofilmin gelisim evreleri; iilkelere, beslenme aligkanliklarina, yasa,
konak savunma mekanizmasindaki eksikliklere ve ¢esitli tedavilere bagli olarak, agiz
icinde yer alan farkli alanlarin farkli fiziksel ve biyolojik 6zelliklerinden dolay1
farklilik gostermektedir. Bu farkli kosullara bagli olarak plagin igeriginin degisimi,
dental biyofilmin kaldirilmasinda kullanilan yontemler agisindan 6nem kazanmistir
(61).

Dental biyofilm spesifik bir sekilde gelismektedir (62). Dis siirdiikten sonra
veya temizlendikten sonra biyolojik olarak aktif protein ve glikoprotein igeren bir
film tabakasi olan pelikil ile kaplanir, bu tabaka asil olarak tiikiiriik, dis eti olugu
sivist ve bakterilerden olusmaktadir. Baslangicta, ¢ok az sayida bakteri bu tabakada
tutunmus olup ‘sonradan kazanilan pelikil’ olarak adlandirilir. Bu dogrudan
baglangic mikrobiyal kolonizasyonu etkilemektedir. Bu hiicreler, yiizeye tekrar
kopabilecek sekilde zayif fizikokimyasal sekilde baglanmaktadirlar. Bu erken bakteri
kolonizasyonunda bulunan, ¢ogunlukla streptokoklar, baglantilarini geri doniisiimsiiz
hale getirebilmek igin pelikil iizerinde bulunan reseptorlere adezin molekiillerini
baglamaktadirlar ve ¢ogalmaya baslarlar. Bu oncii tiirlerin metabolizmalar1 ortama

gore uyum saglamaktadir (62).

Biyofilm gelistikce daha hassas olan ikinci grup bakteriler {izerindeki
adezinler zorunlu anaerob olan bakterilerdeki reseptorlere baglanmaktadirlar.
Boylece koadezyon ve koagregasyon ile biyofilm daha ¢esitli hale gelir. Birbirine

yapisan bakterilerin, plak matriksi olan EPS iiretmesi baglantiy1 artirmaktadir. Plak
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ad1 verilen zirveye ulasmis olan biyofilm toplulugu, eger zarara ugramazsa, 2-3 hafta

igerisinde gelismekte ve 50-100 mikrometre (um) kalinliga ulagmaktadir (19).

Dental biyofilm gelisimi; pelikil olusumu, bakterilerin yapismasi (0-4 saat),
yapisan bakterilerin gelisimi (4-24 saat), mikrobiyal y1gilim ve koagregasyonla farkli
mikrokoloni tiirlerinin gelisimine onciiliik etmesi (1-14 giin), olgun biyofilm (2 hafta

ve sonrasi) evrelerinden olugsmaktadir (63).

In vitro kosullarda bakterilerin yiizeye tutunmasi ve hizli gelisimleri ilk 12 ve
20. saatlerde olusurken, in vivo ortamda bu siire¢ 18-48 saatlik siirede
gerceklesmektedir (64). Planktonik ortamdaki besinlerin geng biyofilm olusumuna
etkisi, olgun biyofilme gore daha belirgindir (65). Biyofilm olusumunun erken
asamalari, olgun biyofilmle karsilastirildiginda, daha hizli boliinebilen ekstraselliiler
matriksi az olan hiicrelerden olustugu bildirilmistir (18). Geng biyofilmin, olgun
biyofilme gore ortam kosullarindan daha c¢ok etkilenebilecegi ve olgun biyofilmin,
geng biyofilme gore zor ortam kosullarina daha direngli oldugu ve kendine 6zgii
ortam olusturdugu bildirilmektedir (64). Yapismis hiicrelerden cansiz olanlar da
ortamda besin yoksa ve kosullar uygunsa biyofilm gelisimi i¢in kaynak olustururlar.
Besinler, olgun biyofilm ortaminda da degisikliklere (pH degisikligi gibi) neden
olabilir (66). Bu nedenle olgun biyofilmde canli kalabilmek ya da ortam
degisikliklerine uyum saglayabilmek, biyofilm hiicreleri i¢in Snemlidir. Olgun
biyofilm icindeki hiicreler genellikle ekstraselliiler matriks i¢inde bulunmaktadirlar
(64). Bu matriks, biyofilmin yiizey iizerinde stabil sekilde kalmasini ve biyofilm
hiicreleri i¢in gerekli destegi saglar. Mikrobiyal hiicrelerden salgilanan EPS hem
fiziksel hem de kimyasal Ozellikler acisindan farkliliklar gosterir. Farkli
organizmalar tarafindan farkli miktarlarda EPS’nin tretildigi ve biyofilmin yapisina

bagl olarak miktarinin arttig1 belirtilmistir (18).

2.1.2. Dental Biyofilm Olusumunu Etkileyen Faktorler

Biyofilm olusumunda, digin yiizey enerjisinin de Onemli oldugu
belirlenmistir. Buna bagli olarak piiriizlii yiizeylerin yiizey enerjisinin fazla olmasi

nedeniyle biyofilm olusumuna daha yatkin oldugu bilinmektedir. Ayn1 zamanda, agi1z
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icindeki bakterilerin bir¢ogunun hidrofobik yiizey 06zelliklerine sahip olmasi,
hidrofobik maddelerin biyofilm olusumunu arttirdigin1 gostermektedir (67). Agiz
igerisinde tiikiiriik ile kaplanan ylizeylerde, tiikiiriik proteinlerinin bakterinin cinsine

gore yapismayi kolaylastirabilecegi ya da engelleyebilecegi bildirilmistir (68).

Dental biyofilmin olusumunu, beslenmenin dogrudan veya dolayli olarak
etkiledigi belirlenmistir. Alinan bir besin, ortamdaki bir veya birden ¢ok bakteri i¢in
onemli bir enerji, nitrojen ya da karbon kaynagi olabilmektedir. Ayrica bir
mikroorganizmanin besini metabolize etmesi sonucu olusan iiriinler baska bir
mikroorganizma i¢in besin kaynagi olabilmektedir. Dolayl1 olarak ise, beslenme ile
aliman bir maddenin bakteriler tarafindan metabolize edilmesiyle ortaya c¢ikan
tiriinler, ortami1 yerlesmis bakterilerin lehine ¢evirebilmekte veya biyofilm hiicreleri

tarafindan spesifik polimerlerin sentezi igin gerekli substrati saglayabilmektedir (64).

2.3. Biyofilm Goriintiileme Teknikleri

Insan goziiniin 250 milimetre (mm)’den daha biiyiik yapilari gorebilme
yetenegine sahip olmasi nedeniyle, 1 mm’den daha kiigiik olan bakterileri
goriintiilemek icin mercekler yardimi ile goriintliyli biiyiitecek bazi araglara ihtiyag
duyulur. Bu amagcla, SEM, KLTM, Atomik kuvvet mikroskopisi (AFM), cesitli

mikro sensorler, optik uyumlu tomografiler kullanilan araglar arasindadir (69).

Isik mikroskoplari, bakterilerin sayilmasi amaci ile kullanilmaktadir (70). Bu
yontemle dogrudan in vitro Ornekler incelenebildigi gibi, biyofilmleri igeren
histolojik kesitler de incelenebilmektedir ancak 1s1ik mikroskobu ile incelenecek
ornekler saydam olmalidir. Bu nedenle, biyofilmler hiicre yogunlugundan dolay1 bu
yontem ile detayli olarak incelenemezler (70). Elektronun dalga boyunun, 1s18a gore
birkac bin defa daha kii¢lik olmasi sebebi ile elektron mikroskobunda daha ayrintili
goriintiiler elde etmek miimkiindiir. Bugiine kadar mikrobiyal biyofilmlerin yapisal
ozelliklerini goriintiillemeye yonelik yapilan c¢alismalarda en ¢ok kullanilan yontem,
SEM’dir. Isik mikroskobuna oranla geleneksel SEM kullanilarak 400 kat daha
yiiksek ¢Oziiniirliige sahip goriintiller elde edilebilir. SEM hiicre disindaki

bilesenlerin ayrintili olarak incelenmesine olanak saglayarak hiicre disinin {i¢ boyutlu
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goriintiilenmesinde etkilidir (71). Ancak, elektron mikroskopisinin en O6nemli
dezavantaji, drneklerin tamaminin tek seferde incelenemiyor olmasi ve fiksasyon,
dehidratasyon, kurutma ve kaplama asamalarinda 3 boyutlu yapisinin zarar

gormesidir (72).

KLMS, floresans esasina dayanan, incelenecek alanin floresans boyalar ile
boyandiktan sonra lazer ile tarandig1 bir inceleme metodudur. Biyofilmin 50-200 pm
kalinliktaki yapisim1 bile goriintiileyebilen bu yontem arka planin karmagsik oldugu,
konum belirleme c¢alismalarinda da kullanilabilmektedir (73). KLTM, biyofilm
icerisindeki  mikroorganizmalarin  karakteristik  Ozelliklerinin  kendi  dogal
ortamlarinda incelenmesine olanak saglamakta ve SEM’de karsilasilan dehidrasyon
veya deformasyon gibi istenmeyen degisikliklerin olugsmasini engellemektedir (74).
Netuschil ve arkadaglar1 (75), daha onceleri kullanilan tekniklere ek olarak biyofilm
arastirmalarinda, floresan boyama teknigini de ortaya ¢ikarmistir. KLTM ve floresan
tekniginin birlikte kullanilmasi, biyofilm yapisinin daha net anlagilmasina bunun
disinda farkli biyofilm topluluklar1 igerisindeki cansiz ya da canli bakterilerin
ortamdaki dagilimlarinin ortaya c¢ikarilmasina olanak saglamaktadir. Bu teknik;
biyofilm igerisindeki farkli bakteri tiirlerince olusturulan krater tarzindaki cok
tabakali mikro koloni goriintiileri hakkinda geleneksel elektron mikroskobuna ilave
olabilecek bilgiler sunmaktadir. Ayrica bu teknik ile biyofilm yapisi in-vitro
kosullarda da rahatlikla incelenebilmektedir. Dige ve arkadaslar1 (74), KLTM ve
floresan ile yaptiklar1 ¢alismada, Streptokokus mutanslarin (S.mutans) biyofilm
igerisindeki diger mikroorganizma topluluklarindan kolaylikla ayirabilmislerdir.
Ayrica bu sayede S.mutanslarin zamanla nasil organize olduklarini da

tanimlayabilmislerdir.

AFM, 6rnek hazirlama siireci gerektirmeyen bir tekniktir. Bu teknikte 6zel
tarayict bir u¢ kullanilarak 6rnegin 3 boyutlu analizi yapilir ve islem sonunda 3
boyutlu bir imaj elde edilir (71). Floresan antisera ve floresan in situ hibridizasyon
(FISH) teknikleri kullanilarak karma bir biyofilm toplulugu icerisindeki spesifik
tirlerin tanimlamasi yapilabilir. Yesil floresan proteini kullanilarak fiksasyon veya
boyamaya gerek kalmadan biyofilmlerin noninvaziv incelenmesi yapilabilmektedir
(76).
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2.4. Cocuklarda Dental Biyofilm Olusumunu Etkileyen Faktorler

Cocuklarda dental biyofilmin olusumunu etkileyen faktorler arasinda etnik
faktorler, yas araligi, cinsiyet, beslenme aligkanliklari, tiikiiriik miktar1 ve igerigi,

dental yiizey ozellikleri ve alan1 gibi bir¢ok faktor rol oynamaktadir.

Biyofilm olusumunda, dis ylizeyinin enerjisi bakterilerin tutunmasi i¢in
anahtar rol oynamaktadir. Ozellikle piiriizlii yiizeyler hem yiizey enerjisini hem de
alanmi artirdiklart i¢in dental biyofilm olusumunu artirmaktadirlar. Ayrica, agiz
icindeki bakterilerin bir¢ogunun hidrofobik ylizey 06zelliklerine sahip olmasi,

hidrofobik maddelerin biyofilm olusumunu artirdigini géstermektedir (77, 78).

Disler iizerinde bulunan restoratif materyaller, hem ylizey o6zelliklerini
degistirdikleri i¢in hem de yapilarinda bulunan bilesiklerin 6zelliklerinden dolay1
dental biyofilm olusumunu etkileyebilirler. Amalgam, altin gibi materyallerin
salgiladiklar1 iyonlar veya cam iyonomer Simanlarin salgiladiklari florun, yapisan

bakterinin canliligin1 veya iliremesini engelledigi belirtilmistir (64, 67, 78).

Dental biyofilm olusumu sadece yiizey Ozelliklerine degil, agiz ortamina
acillan yiizey miktarmma da baghdir. Cocuk hastalarda ozellikle agiz i¢i aparey
kullaniminin, hem yiizey alanini arttirdigi hem de dis fircas: tarafindan temizlenmesi

zor alanlar olusturdugu icin dental biyofilm olusumunu artirdigi rapor edilmistir

(16,80-84).

2.4.1. Yer Tutucular

Siit disleri ¢ocuklarin biiyime ve gelismesi i¢in ¢ok 6nemli role sahiptir. Bu
onemli rol sadece ¢igneme agisindan degil ayn1 zamanda konusma, estetik goriiniis,
daimi dislenmenin saglikli gelisimi, kotii aligkanliklarin  Onlenmesi olarak
siralanabilir. Dis ¢iirigli, travma gibi nedenlerden dolay1 siit disleri diismeleri
gereken zamandan daha erken kaybedildiklerinde daimi dislerin siirme zamanlarina

kadar olusan bosluklarin korunmasi i¢in yer tutucular kullanilmaktadir.

Cekim boslugunun biiyiikliigiine ve lokalizasyonuna goére yapilacak olan yer

tutucular, hareketli ve sabit olmak {izere gruplara ayrilirlar. Hastanin yasi, agiz

17



hijyeni ve kooperasyonu, yapilacak olan yer tutucunun tipinin se¢iminde Onem

kazanmaktadir.

Dental biyofilm olusumunda ylizey o6zellikleri biiylik O6neme sahiptir.
Bakterilerin biyofilm olustururken solid ylizeylere gosterdikleri ilk afinite,
elektrostatik ve hidrofobik etkilesimden kaynaklanmaktadir. Ayrica sert ylizeylerin
sahip olduklar1 fizikokimyasal 6zellikler ve tlikiiriik kompozisyonu da bakterilerin
ylizeye yapismasinda araci olarak 6nemlidir (16). Dental biyofilm olusumu sadece
ylizey Ozelliklerine degil, agiz ortamina agilan yiizey miktarina da bagldir. Dis
yluzeylerinde bulunan pit ve fisslirler gibi temizlemesi zor alanlar,
mikroorganizmalarin korunmasi ve biyofilm olusturmalarina katkida bulunmaktadir.
Ayrica yer tutucu apareylerin uzun siire kullanimlari, ¢ocuklarin giin iginde sik sik
yiiksek karyojenik gidalar ile Dbeslenmeleri, yeterli mekanik temizligi
saglayamamalar1 gibi nedenler de dental biyofilm olusumuna katkida bulunabilir (2,
3).

Yapilan bir¢ok calismada, aparey kullanimi sonrasinda, dis ¢iiriigii olusumu,
plak indeksi, gingival indeks ve cep derinligi gibi klinik periodontal indekslerde artis
oldugu rapor edilmistir (85, 86). Apareylerin plak olusumunu artirmasindaki sebebin,
gingival marjinlere temas etmesi ile yumusak dokuda baski olusturmasi ve oral
hijyen prosediirlerini uygulamada zorluk yaratmasi olarak belirtilmistir (87).
Kullanilan aparey tipini gdzetmeksizin, aparey kullanimina baglanmasinin ardindan,
cocuklarin dis etlerinde biiyiime ve cep derinliginde artis, S. mutans sayisinda artis,
pH disiisii, plak akiimiilasyonu gibi spesifik degisimler gozlenmistir (88-92).
Yapilan calismalarin sonuglarinda, agiz i¢i aparey kullanimi ile birlikte oral
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mikrofloranin degistigine dair ¢ok az bilgi bulunmaktadir.

Kullanilan yer tutucu materyallerinin yapisal farkliliklari, dental biyofilm
olusum miktarmi da etkilemektedir. Metal ve fiber materyallerin olusturdugu yer
tutucularin  karsilastirlldignr bir c¢aligmada, cam fiber yer tutucularmm uygulama
kolayligi, dayanikliligi, hasta tarafindan kabul edilebilirligi ve estetik avantajlarinin
yaninda, temizleme kolaylig1 saglandig1 ve daha az dis eti hastaligina neden oldugu
bildirilmistir (93). Cam fiber yer tutucularin incelendigi benzer bir g¢aligmada,

yerlestirdikleri diglerin anatomik formlarinda metal yer tutuculara goére daha az
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degisiklige, gida retansiyonuna ve daha az plak olusumuna neden olduklar1 rapor
edilmistir (94). Ayrica fiber ile giiclendirilmis kompozit yer tutucularin, hasta
tarafindan daha kolay temizlenebildigi vurgulanmis ve diger yer tutucularla

karsilastirildiklarinda hastalarda daha saglikli dis etleri oldugu gézlenmistir (95).

Kullanilan materyalin disinda yer tutucularin sabit ve hareketli olmasi da
dental biyofilm gelisimini etkileyebilir. Sabit ve hareketli aparey kullanan ¢ocuk
hastalarin 6 aylik takiplerinin yapildig1 caligmada, hareketli aparey kullanan
cocuklarda, plak indeksi, gingival indeks ve diseti kanama indeksi degerlerinde
onemli bir artis gézlenmemistir. Sabit yer tutucu kullanan gocuklarda ise, gingival ve

dis eti kanama indeksi degerlerinde 6nemli 6l¢iide artis oldugu rapor edilmistir (96).

2.5. Dental Biyofilmin Kaldirilmasinda Antiplak ve Antimikrobiyal

Ajanlar

Dis ciirtiglinden korunmak amaciyla mekanik temizlige destek olmak i¢in
gelistirilen kimyasal ajanlar, topikal ve sistemik uygulanmaktadir. Bu ajanlarin
kullanim amaci, plak birikimini Onlemek ya da smirlamaktir. Antimikrobiyal
ajanlarin etkinligi, agiz dokularina baglanabilme ve salinim yapabilme 6zelliklerine
baghdir. Dayanikli ajanlar agiz icerisinde, mukozal yiizeylere, dis ylizeylerine,
pelikil ve supragingival plaga tutunarak salinim yapmaktadirlar. Bu durum plak
mikroorganizmalar1 ve antimikrobiyal ajanlarin uzun siireli temasini saglamaktadir.
Uzun siireli salinim yapan ajanlar, agiz dokularina siklikla van der Waals baglari,
iyonik, hidrofobik ya da kovalent baglar gibi spesifik olmayan baglarla
baglanmaktadir (6).

Kimyasal ajanlarin uygulandiktan sonra agiz icindeki tutulumlar, agiz
icerisindeki dokular {izerine baglanma yeteneklerine, tiikiiriik ve dis eti sivisi
miktarina, dozuna, konsantrasyonuna, kontakt zamanina ve uygulanma sikligina
baglidir. Ajanin salinmasi, tiikiiriikteki kalsiyum degerlerine, pH, tiikiiriik akis hiz1

ve ayrilma oranina bagli olarak degisiklik gostermektedir (5).

Antiplak ajanlarin birgogundaki etki mekanizmasi, mikroorganizmalarin

membranimna  baglanmasimi  ve  normal  hiicre  zar1  fonksiyonlarini
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engellemesinedayanmaktadir. Ayrica antiplak ajanlari, agiz i¢i yiizeylerin serbest
ylzey enerjilerinde diismeye neden olarak mikrobiyal yapismayi azaltmaktadirlar
(6). Antiplak ajanlarinin etki mekanizmalar ile ilgili bir yaklagim ise potansiyel
patojenik mikrobiyal neslin genetik olarak modifiye edilerek daha az virulan hale
getirilmesidir (97).

Gilinimiizde kullanilan antiplak ajanlari; floriir, Chx, listerin, ksilitol,
probiyotik, setilpiridinium klorid, aminflorid, sodyumdodesilsulfat gibi siralanabilir.
Antimikrobiyal ajanlar arasinda Chx, uzun etki siiresi ve genis antimikrobiyal etkisi

nedeni ile en yaygin kullanilan ajandir (98).

2.5.1. Klorheksidin

Chx, santral heksametilen halkasi tarafindan birlestirilmis iki 4-klorofenil
halkasi1 ve iki biguanid grubundan olusan simetrik bir katyonik molekiildiir. Kuvvetli
bazik Ozellikte bir ajandir. Bakteri hiicre duvari, bakteriyel EPS, hidroksiapatit,
pelikil, plak, tiikiiriik musini ve ag1z mukozas1 gibi eksi yiiklii alanlara kars1 afinitesi
vardir. Chx’in antibakteriyel aktivitesinde birka¢ mekanizma rol oynar. Chx,
konsantrasyonla iligkili olarak ya bakterisit ya da bakteriostatik etki gosterir. Chx’in
oncelikle uygulama aninda bakterisit etkiyle plak olusumunu Onledigine ve mine
ylzeyindeki pelikila ve agiz i¢erisindeki dokulara absorbsiyonu sonucu devam eden
bakteriostatik etki gosterdigine inanilmaktadir (98). Chx’in antimikrobiyal ve
antiplak ajan olarak basarili bulunmasindaki en 6nemli faktor, etkisinin uzun
stirmesidir. Chx; gram (+) ve gram (-) bakteriler, mantarlar, fakiiltatif anaerob ve

aeroblar gibi genis spektrumlu organizmalar tizerinde etkilidir (7).

Chx’in biyofilm olusumunu engelledigi bilinmektedir fakat olgun plaga
penetrasyonu ile ilgili ¢ok az bilgi mevcuttur. Insanlarda yapilan deneysel
calismalarda Chx’ in olgun plakta asit olusumunu 6nledigi gosterilmistir. Bu durum,
ag1z igerisinde Chx tutulumu ve yavas salimimina baglanmistir. Asit liretiminin az
olmasimin bir diger nedeni de asidofilik ve karyojenik mikroorganizmalarin

kolonizasyonlar1 i¢in daha az elverigli bir ortam yaratmasidir (99).

20



Chx’in lokal yan etkileri; dislerde, restorasyonlarda ve protezlerde kahverengi
renklenme yapma, uzun siireli kullanim1 sonrasi agiz mukozasinda deskuamasyon ve
mantar goriilmesi, tat duyusunda bozulmaya neden olma ve dis tasi olusumunu
artirma olarak sayilabilmektedir. Ayrica katyonik yapisi, deri ve mukozadan emilim
diizeyini en aza indirgemektedir. Bu nedenle sistemik toksisiteye neden olma riskinin
¢ok az oldugu belirtilmis olsa da 06zellikle c¢ocuk hastalarda kullanimim
sinirlamaktadir ve daha az yan etkisi olabilecegi diisiiniilen dogal igerikli iiriinlere

yonelinmistir (7).

2.6. Dogal Aromatik Bitkiler

Giiniimiizde, kullanilan antimikrobiyal ajanlarin ¢ocuklarda olusabilecek olas1
yan etkileri ve maliyetleri g6z Oniline almarak bitkisel kaynakli ajanlara
yonelinmigtir. Uzun yillardir geleneksel bitkisel tedavi olarak kullanilan sarimsak,
kori, zencefil, ¢orek otu, zerdecal, kahve, kakao, biberiye, nane, okaliptiis, aleovera,
siyah ve yesil ¢ay, adagay1 gibi 2500’e yakin sayida farkl bitkinin, agiz sagligi icin
kullanilabilecegi yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalarca belirlenmistir(8-10, 100-
102).

Erisilebilir kaynaklarda yapilan taramalar sonucunda, ¢ok sayida bitki
tirtiniin gesitli ¢alismalarda kullanildigi rapor edilmis olmasina ragmen, Klinik
uygulamada kullanilabilecek 6zellikte; devamlhilik saglayabilecek, koku, tat,
ekonomik, fiziksel olarak klinik uygulamaya uygun olan ve c¢ocuk hastalarda
kullanilabilecek bitkisel {iriin sayist sinirhidir (103,104). Bitkisel bir {irtiniin medikal
amagli kullanilmasini saglayan en énemli nokta, yapisinda bulunan polifenollerdir.
Polifenoller 6zellikle de Kkatesinler, bitkilerin antimikrobiyal, antioksidan,
antikanserojenik gibi 6zelliklere sahip olmasini saglayan yapisal komponentleridir.
Bitkinin yapisinda katesin orani ne kadar yiiksek olursa, sahip oldugu sagliga yararh
ozelligi de o kadar fazla olmaktadir. Ozellikle Uzak Dogu ve Orta Asya'da
ylizyillardir geleneksel tedavilerde kullanilan ve katesin oran1 yiiksek olan

bitkilerden biri de ¢ay bitkisidir (10).
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2.6.1. Cay

Cay diinyadaki en popiiler i¢cecektir,5000 yil 6nce ilk kez Cin’de kesfedilmis
ve M.O. 3000 yilindan beri kullanilmaktadir (100). Giiniimiizde 30’dan fazla iilkede
yetistiriciligi yapilir hale gelmistir. ‘Camellia sinensis’ bitkisinden elde edilmekte ve
iiretimi, bilesimi ve Ozelliklerine gore siyah, yesil, oolongo ve beyaz seklinde farkl
tiirleri  bulunmaktadir (105). Diinyada yillik 2,5 milyon ton c¢ay yapragi
tiretilmektedir. Diinyada kisi basina yilda 0.12 litre(L) tiiketilirken, Tiirkiye’de kisi
basina yillik kuru gay tiiketimi 3,2 kilogram(kg)’dir (106, 107).

Siyah cay, fenolik bilesikleri tam olarak oksidasyona ugrayarak, ‘oolong ¢ay’
ise kismen enzimatik oksidasyona ugrayarak iiretilir. Yesil ¢ay, cay yapraginda
bulunan fenolik bilesiklerin enzimatik oksidasyonunu 6nlemek ig¢in taze yapraklar
toplanir toplanmaz hizli bir sekilde 1sitma ve kurutma yoluyla elde edilir. Oksijenle
tepkimeye girmesine (fermantasyon) izin verilmemektedir. Kurutma islemi sirasinda,
pigmentasyonda gérevli enzimler bozuldugu i¢in ¢ay yapraklari sahip olduklar1 yesil
rengi kaybetmemektedirler. Bu islem, caymn igeriginde bulunan sagliga yararli dogal
polifenolleri korumaktadir. Giintimiizde popiiler hale gelen beyaz ¢ay ise heniiz tam
olgunlasmamis gen¢ c¢ay yapraklarinin fermente olmasma izin verilmeden
hazirlanmas1 ile elde edilir. Yesil c¢aya benzer sekilde yiiksek katesin
konsantrasyonuna sahiptir. Igeriklerinde olusan bu farkliliklar, beraberinde farkli

biyolojik 6zelliklerin olusmasina neden olmaktadir (108).

Ozellikle siyah ¢ay, uzun yillardir iran, Hindistan ve Uzak Dogu iilkelerinde
medikal tipta kullanilmaktadir (109). Butt ve arkadaslari(110), siyah cay igerisinde
bulunan polifenoller sayesinde yiiksek oranda antioksidan, antikanserojenik,
antidiabetik 6zelligi oldugunu belirtmislerdir. Lambardo ve arkadaslart (111) ise
siyah c¢aymn oral patojenlere olan etkisini inceledikleri caligmalarinda, ozellikle
peridontal patojenlere kars1 antimikrobiyal 6zellige sahip oldugunu belirtmislerdir.
Lantano ve arkadaslar1 (112), farkli ¢aylar1 kullandiklar1 ¢alismalarinda, oolongo
cayin da insan saglig1 icin kullanilabilecegini belirtmiglerdir. Yesil cay ve beyaz cay,
glinimiizde medikal amagla kullanilmak iizere arastirilan bitkilerin basinda
bulunmaktadirlar. Beyaz c¢ay, ulasilabilirliginin zor olmasi, maliyetinin yiiksek

olmasi gibi nedenlerden dolay1 yesil ¢aya oranla daha az tercih edilmektedir.
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2.6.2. Yesil Cay

2.6.2.1. Yesil Cayin Icerigi

Yesil ¢ayin igerigi karmagiktir ve tam olarak tanimlanamamistir. Yapisinda
cok farkli yapida ve oOzellikte kimyasal bilesikler bulunmaktadir. Yesil c¢ayin
kimyasal kompozisyonunda, kuru agirliginin ortalama olarak %15-20’sini proteinler
(enzimler), %1-4’tinti aminoasitler (teanine veya 5-N-ethylglutamine, glutamik asit,
tryptophan, glisin serin, aspartik asit, trozin, valin, leucine, treonin, arginin ve 16sin),
%5-7’sini karbonhidratlar (seliiloz, pektin, glukoz, fruktoz) ve %5’lik kuru agirlik
kismini ise mineral ve diger elementler (kalsiyum, magnezyum, krom, manganez,
demir, bakir, ¢inko, molibden, selenyum, sodyum, fosfor, kobalt, baryum,
stronsiyum, nikel, potasyum, flor ve aliiminyum), yaglar (linoleik ve linolenik asit),
vitaminler (B,C,E), sterol (stigmasterol), ksantik bazlar (kafein, theophylline),
pigmentler (klorofil, karotenoidler) ve ucucu bilesikler (aldehitler, alkoller, esterler,

laktonlar, hidrokarbonlar) olusturmaktadir (113).

Yesil ¢ayin igerisinde bulunan polifenoller, fenolik asitler ve flavonoidler
olarak iki gruba ayrilir. Yesil ¢ay, 6zellikle katesinler ve katesin tlirevlerini kapsayan
flavonoidlerce zengindir (kuru agirlik tizerinden %30). Epigallokatesin gallet
(EGCQG), epigallokatesin (EGC), epikatesin (EC) ve epikatesin gallet (ECG), yesil
cayda bulunan baslica katesinlerdir. Bu bilesikler yesil cayda miktarca, EGCG
(toplam katesin miktarinin %60'1)>EGC>EC>ECG seklinde siralanmaktadir (114).
EGCQG, katesinler i¢inde en yiiksek antioksidan etkiye sahip bilesiktir (115).Renksiz,
suda ¢ozilniir bilesikler olan katesinler, yesil ¢ay demine acilik ve burukluk verir.
Siyah cay iiretimi esnasinda katesinler, ¢ay yapraginda bulunan polifenol oksidaz
enzimin etkisiyle okside olur ve siyah ¢aym 06zgiin renk ve lezzetini olusturan

teaflavinlere ve tearubiginlere dontistir (116).

Yesil caya herhangi bir fermantasyon iglemi uygulanmadig i¢in, siyah ¢ayin
icerdigi ugucu yag bilesenleri olusmaz. Bu nedenle yesil ¢ayin aromatik 6zelligi daha
azdir. Hem siyah hem de yesil cayda kafein ve antioksidan bulunmasina ragmen,

yesil caydaki kafein oram1 daha diisiiktiir ancak daha az islem gordiigli igin
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antioksidan miktar1 daha fazladir. Bu 0zelliklerin aksine oolongo ¢ayin ise,
lipoksigenaz enzimini inhibe etme giicii yiiksektir ve daha giiglii antimutajenik etkiye
sahiptir (117).

2.6.2.2. Yesil Cayin Saghk Uzerine Etkileri

2.6.2.2.1. Yesil Caymn Saghk Uzerine Olumlu Etkileri

Yapilan ¢alismalarda yesil ¢ayin antioksidan, antienflamatuar, antimutajenik,
antikanserojenik, apoptotik, obeziteyi 6nleyici, hipolipidemik (kolesterolii diisiiriicii),
antiarteriosklerotik, antidiyabetik, antibakteriyel, antiviral, antifungal ve yaslanmay1
geciktirici etkilere sahip oldugu gosterilmistir. Bu arastirmalarda yesil ¢caym saglik
lizerine yararl etkilerinin, 6zellikle bilesiminde bulunan katesinlerden kaynaklandigi

belirtilmektedir (108, 109, 111, 113).

2.6.2.2.1.1. Antioksidan Aktivite

Antioksidanlarin, reaktif oksijen/nitrojen tiirlerinin neden oldugu oksidatif
hasarli hiicre ve biyomolekiilleri azalttigi sdylenmektedir. Antioksidan bilesikler,
bozulmus gidalarda bulunduklar1 gibi pek c¢ok kronik ve yashiligin getirdigi
hastaliklarin  (ateroskleroz, diyabet, kronik inflamasyon, Alzheimer gibi
norodejeneretif rahatsizliklar ve kanser gibi) patogenezinde de rol oynarlar. Yesil
cayin, iceriginde bulunan polifenollerden dolay1 gii¢lii antioksidan 6zellige sahip
olmasi nedeniyle bir¢ok hastaligin gelisimini ve olusumunu Onledigi iddia
edilmektedir. Ancak ¢ayin tipine bagli olarak da fenolik maddenin miktar1 ve buna

bagli olarak da antioksidan aktivitesi degismektedir (115).

Yesil ¢ay polifenolleri, reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerini baglar, ayrica
stiperoksit dismutaz, glutatyon rediiktaz, katalaz ve kinon rediiktaz gibi hiicre iginde
bulunan (endojen) antioksidan enzimlerin sentezini tetikleyerek de dolayli olarak
antioksidan aktivite gosterir. Bu etkileriyle yesil ¢ay, lipid peroksidasyonunu ve
DNA yapisinda olusabilecek hasarlar1 engeller. Yesil ¢ay igeriginde bulunan EGCG,

ayni zamanda metal iyonlarmi baglayarak ileriki asamalarda reaktif serbest
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radikallerin olusumunu azaltir (118). Sung ve arkadaslarinin (119) yapmis oldugu
calismada, yesil ¢ayin tiiketiminden sonra plazma antioksidan kapasitesinin ancak
%12 oraninda yiikseldigi ifade edilmektedir. Weinreb ve arkadaslari (120), yesil
cayda bulunan EGCG'nin serbest radikal temizleme ve demiri baglama aktivitesi ile
antioksidan enzimlerin c¢alismasini1 diizenleyerek, Alzheimer ve Parkinson gibi
hastaliklara kars1 koruyucu etki gosterebilecegini bildirmisglerdir. Bir diger
calismada, yesil ¢ayin paraokzonaz (PON1) aktivitesini koruma ve lipoproteinlerin
oksidasyonunu engelleme yoluyla, damar tikanikligin1 ve sertligini engelleyebilecegi

ve seker hastaliginda dolayli olarak tedaviyi destekleyebilecegi bildirilmistir (121).

2.6.2.2.1.2. Antikarsinojenik Etki

Yesil caym antikarsinojenik etkisinin; hiicre siklusunun durmasina etkisi,
antioksidan etkileri, vaskiiler endotelyal biiylime faktoriinii inhibe etmesi, hiicresel
proliferasyonu baskilamasi, hiicreler aras1 elektriksel iletisimi artirmasi veya
saglamasi, apoptozu artirmasi yoluyla oldugu ileri siiriilmektedir. (122). Kimyasal
sentezi zor olan yesil ¢ayin ana bileseni EGCG’nin gii¢lii antiradikal aktivitesi,
nitrasyon engelleyici, karsinojen metabolizma enzimlerini diizenleyici ve kanser

hiicre proliferasyonunu inhibe edici etkisi oldugu rapor edilmistir (123).

Ozellikle Japonya’da yapilan bir calismada, yesil cay tiiketim miktarina baglh
olarak I. ve II. fazda meme kanserlerinin tekrarlanma sikliginin azaldigi ortaya
cikarilmistir (124). EGCG’nin prostat ve meme tiimorlerinin bilylimesine ek olarak
deri, mide, kolon ve akciger kanserlerine; teaflavinlerin (TF) ise akciger ve yemek
borusu kanserinin olusumuna engel oldugu bildirilmektedir (125). Deney
hayvanlarinda yesil ¢ayda bulunan polifenollerin oral ya da topikal uygulamasinin,

ultraviyole (UV) nedenli cilt kanserlerini inhibe ettigi gosterilmistir (126).

2.6.2.2.1.3. Kardiyovaskiiler Hastaliklara Etkisi

Yesil caymn kardiyovaskiiler hastaliklara karsi koruyu etkisinin, antioksidan
ozelliginden kaynaklandigi distiniilmektedir. Yesil ¢aydaki katesinler, kardiyak

troponin C’ye baglanarak kalsiyum duyarsizligina neden olur. Bu nedenle, kardiyak
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miyoflamanlarin  artmus  kalsiyum  duyarliligindan  kaynaklanan hipertrofik
kardiyomyopatilerin tedavisinde faydali olabilecegi diisiiniilmektedir (127).

Japonya’da 8522 kadin ve erkek iizerinde yapilan ¢alismada, giinde 10 fincan
(yaklasik 900 mililitre (ml)) yesil ¢ay icen erkeklerin koroner kalp hastaligindan
olim riski, giinde 3 fincan yesil ¢ay (280 ml) igen erkeklerden %58 daha diisiik
bulunmustur (123).

2.6.2.2.1.4. Obeziteye Kars1 Etkisi

Yesil cayin igeriginde bulunan katesinler, 6zelliklede EGCG ve kafein, enerji
tilketimini ve yag oksidasyonunu artirarak kilo kaybina neden olmaktadir (128).
Yesil cay, sempatik sinir sistemini etkilemektedir. Katesinler, nérotransmitter
bozulmasmma neden olan o-metil transferaz enzimini inhibe etmektedirler.
Transmitterler bozulmadiginda, noradrenalin azalmamakta ve yag oksidasyonu
artmaktadir. Ayrica diizenli beslenme ile birlikte yesil ¢ay kullanimi, termojenik etki

ile metabolizma hizin1 artirmakta ve kilo kaybina neden olmaktadir (129).

Yesil caydaki EGCG’nin termojenik etkilerinin yaninda, adiposit ¢cogalmayz,
lipogenezi, yag emilimini ve besin alimini1 azaltarak obeziteyi engelledigi cesitli

hiicre kiiltiirii ve hayvan ¢alismalarinda gosterilmistir (130).

Yesil cayin anti-obezite etkisini arastiran bir hayvan deneyinde, farelerin 10
haftadan daha uzun siire yesil ¢ay tiiketmeleri durumunda, obezite ve yagh karaciger
sendromunda azalma oldugu saptanmistir. Bu durumun, artan enerji tiiketimine
ragmen yesil cay katesinlerinin etkisiyle azalan besin maddesi emiliminden
kaynaklandig1 belirtilmistir (131). Insanlarda yapilan bir calismada ise 20-40 yas
aras1 36 kadinin, 4 hafta boyunca diizenli yesil ¢ay kullaniminin, kilo kaybi, yag

kiitlesinde azalma, bel bolgesinde incelmeye yardimei oldugu belirlenmistir (132).

2.6.2.2.1.5. Antibakteriyel Etki

Yesil ¢ay, diger etkilerinin yaninda direkt antimikrobiyal etkiye sahiptir. Bu

etkiyi; bakteri hiicre mebranina zarar vererek, yag asiti sentezini inhibe ederek ve
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enzim aktivitesini inhibe ederek gosterir. Bu etki beraberinde nitrik oksit sentezini
artirarak, angiotensin II ve interlokin (IL) -6 reaktif protein ekspresyonunu inhibe
ederek, enfekte osteoblast hiicrelerinin irettigi IL-6 ve IL-8 ile hyaluronidaz

aktivitesini baskilayarak enfeksiyon inhibitorii olarak da gorev yapmaktadir (133).
e Hiicre membranina zarar vermesi

Katesinin birgok direkt etkisi bulunmaktadir ve bu etkilerin sonucunda
bakterinin lipit katmanina yapismakta ve sonug¢ olarak membrana zarar vermektedir.
Bu zarara bagli olarak antimikrobiyal etki gostermektedir. Gram negatif bakterilerin
membraninda bulunan EPS negatif yiikliidiir bu yiizden, yesil ¢ayda bulunan katesin
daha az etkili olmaktadir (134). Bakteri hiicre duvarinda olusan bu zarar, bakterinin
konak hiicreye tutunmasini ve bakterinin bagka bir biyofilme baglanmasini engeller,
bu durum patojenler igin ¢ok Snemlidir (135). Hiicre duvarinda olusan bu yikim,
toksin iiretimini de engellemektedir. Tiim oral bakteri hiicrelerinin katesin ile tedavi
edildiginde morfolojik degisiklige ugradigini, SEM analiz sonuglar1 gostermektedir
(136).

e Yag asit sentezinin inhibisyonu

Yesil cay komponentinin, 6zellikle EGCG’nin, bakterilerin yag asiti sentezini
inhibe ettigi belirlenmistir (137). Yesil gay tarafindan yag asiti sentezinin inhibe
edilmesi, bakterilerin toksik metabolitleri iiretmesini inhibe ettigini gostermektedir
(138).

e Diger enzim aktivitelerinin inhibisyon

Yesil cayin yag asiti sentezi ile iliskili bagka bakteri enzimleri iizerine etkisi
bulunmaktadir. Arastirmacilar, yesil cayda bulunan katesinin Ozellikle agizda
bulunan anaerob bakterilerdeki protein tyrosine fosfotaz ve sistein proteaz ilizerine
inhibitor etkisi oldugunu belirlemislerdir (139,140). Ayrica yesil ¢ayinda iginde
bulunan biyoflavonoidler, Adenozin Trifosfat (ATP) sentezini inhibe etmekte ve

bakterilerin yeterli enerji liretmesini azaltmaktadirlar (141).
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e Diger inhibitor etkiler

Yesil ¢ay icinde bulunan katesinler, Penicillin-Binding Protein 2 (PBP2)
sentezinin ve stafilokoklarin tetrasiklin  direncine karsi akis pompasinin
inhibisyonuna neden olurlar (142,143). Yapilan bir calismada, yesil ¢ay katesinleri,
Helicobakter Pylori’nin gastrik epitele baglanmasini engellemislerdir (144). Ayrica
virlislere karsi da antimikrobiyal etkiye sahiptir. Human Immunodeficiency Virus
(HIV)’e kars1 yesil cayda bulunan EGCG, T-hiicre reseptorlerini baglamakta ve
virlisli bloke etmektedir (145).

Ayrica, yesil caymn hepatit viriisti, rotaviriis, influenza virtisi, maya
mantarlari, filamentoz  klamidya, mikoplazma ve parazitler gibi  diger

mikroorganizmalara kars1 da etkili oldugu belirtilmistir (146-148).

2.6.2.3. Yesil Cayin Agiz Saghgina Etkisi

2.6.2.3.1. Dis Ciiriigii ve Oral Biyofilme Etkisi

Yesil cay igerisinde bulunan biyoaktif komponentler olan polifenoller,
S.mutansve Streptokokus sobrinus’a (S.sobrinus) karsi dogrudan bakterisidal etki
gostermektedirler. Streptokokal ajanin poliferasyonunu inhibe edebilirler, dis
minesinin yapigsma siirecini etkileyebilirler ya da glikozil transferaz ve amilaz
inhibitorleri olarak etki edebilirler (149,150). Yesil c¢ay igerisinde bulunan
polifenollerin etki mekanizmalari, proteinlere karsi gostermis olduklari afiniteye
dayandirilmaktadir. Yesil ¢ay, amilaz ve glikozil transferaz enzimlerine baglanarak
bu enzimleri inaktif etmektedir. Ayrica, S. mutanslarin dis yiizeylerine yapismasinda
etkin olan fibria, fibril ve diger protein yapilarina da (tek veya kombinasyon)
baglanarak dis yiizeylerine tutulumunu, dolayisiyla biyofilm olusumunu

engellemektedir (151, 152).

Ratlarda yapilan bir ¢aligmada, S. mutans ile enfekte edilen ve karyojenik
diyet ile beslenen hayvanlarin diyetlerinin igerisine yesil ¢ay polifenollerinin
eklenmesi ile ¢liriik miktarmin énemli dlgiide azaldigi belirtilmistir (153). Touyz ve

Amselin (154) yiliksek karyojenik diyet ile beslenen geng farelerde yaptiklari
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calismada, 2 hafta boyunca ¢ay kullaniminin dis ¢iirigii olusumu ve ilerlemesinde
etkili oldugu sonucuna varmiglardir. Yu ve arkadaslar1 (155), farelerde ve ¢ekilmis
insan dislerinde, yesil cay ekstraktinin dis ¢lirigii engelleyici etkisini ve asite karst
direncini arastirmislardir. Yesil c¢aymn dis ¢ilirigi olusumunu o6nemli Glglide
engelledigini ve dis minesini asit ataklarina kars1 korumada etkili oldugunu rapor

etmislerdir.

Glikozil transferaz, dis ¢lriigli patogenezinin merkezini olusturmaktadir.
Wuve arkadaslarinin (156) yapmis olduklar1 ¢alismada, polifenolik komponentlerin
igerdigi gallo radikallerin, EGCG ve ECG'nin kuvvetli bir glikozil transferaz enzim
inhibitorii oldugu gosterilmistir. Kashke ve arkadaslar1 (157) yaptiklari ¢alisma
sonucunda, ticari olarak hazirlanan cay ekstraktlarinin tiikiiriikte bulunan amilaz i¢in
kuvvetli bir inhibitér oldugunu belirtmislerdir. Benzer bir c¢alismada da cayin
yapisinda bulunan katesinin, etkili bir enzim inhibitorii oldugu ve maltozun
emilimini %70 azaltti§1 ve boylece yiyeceklerin karyojenik potansiyelini diistirdiigi

rapor edilmistir (158).

Insanlar iizerinde yapilan kisa siireli bir ¢alismada, fosfolipit yapisinda
bulunan ECG’lerin, bakteri sitoplazmik membran gecis anahtar iglevini bozarak,
viriilans ve antibiyotik direncini ve dental plak ve gingivitis lizerinde etkili olan S.
mutans gelisimini olumsuz etkiledigi belirlenmistir. Yesil cay icerisinde bulunan
katesin, dental plak olusumunu etkilemekte ve tiikiiriik pH derecesini normal kabul
edilen 7.2-7.4 deger araligina ¢ekmektedir (159). Diizenli olarak katesin uygulanan
hastalarda, tiikiiriikteki S.mutans sayisinda azalma goriildiigii ve glukan sentezinin
inhibe edilerek biyofilm olusumunun engellendigi bildirilmistir (157). Yesil ¢ay
icerisinde bulunan katesinlerin antimikrobiyal 6zelliklerinin incelendigi diger bir
calismada, katesinlerin artmig aktivitesi sonucunda mikroorganizmalarin bariyer
fonksiyonunun etkilendigi belirlenmis ve bu sekilde antimikrobiyal etki gosterdigi
One striilmistiir (160). Bu sonuglarin aksine farkli bir ¢calismada ise, katesinin asit
tiretimine karsi etkili olmadigi, sadece bakterilerin dis ylizeyine tutunmasina karsi

etkili oldugu bildirilmistir (161).

Tsuchiya ve arkadaslar1 (162), calismalarinda icerisinde katesin bulunan yesil

cay ekstraktinin (5,0 miligram(mg)/ml), tiikiirikte 60 dakika (dk) boyunca etkili

29



oldugunu bulmuslardir. Benzer bir ¢alismada, 25 hastaya 5 dk boyunca g¢alkalama
yaptirilmis ve 2 saat Oncesi ve sonrasinda analizler yapilmistir. Calismanin

sonucunda katesinin, plak ve S. mutans miktarim1 6nemli Olgliide azalttig

bildirilmistir (163).

Evlin-Lewis ve Steelman (164), 106 Amerikali ¢ocukta yaptiklar1 ¢alismada,
giinliik 1-3 kupa cay i¢en ¢ocuklarin ¢iiriik ve plak indeksinin énemli dlgiide diisiik
oldugunu belirtmislerdir. Sekiz yiiz Japon ¢ocugunu kapsayan bir diger ¢alismada,
giinliik 1 fincan yesil ¢ay icen ¢ocuklar karsilastirilmistir. Cay igen ¢ocuklarin pit ve
fissiirlerinde ¢iiriik olusumunun 6nemli 6lgiide az oldugu belirlenmistir (165). Cay,
sekerli ve gazli igecek tiiketiminin arastirildig1 bir ¢calismada, 600’den fazla ¢ocuk
calismaya dahil edilmistir. Calisma sonucunda, acik bir sekilde ¢ay icen ¢ocuklarda
cliriik oraninin diistiigii belirlenmistir. Bu ¢alismada siyah ¢ay kullanilmistir ve siyah

caydaki katesin oraninin yesil caya gore ¢ok daha diisiik oldugu bilinmektedir (166).

Yesil cay, agiz i¢i dokularda oldugu gibi restoratif materyaller {izerinde de
yararli etkilere sahiptir. Kompozit dolgularda ikincil ¢iiriik olusumuna kars1 yesil
cayin etkisinin incelendigi bir ¢alismada, %2 lik yesil ¢cay 7 giin boyunca giinde 3
kere kullanilmistir. Calismanin sonucunda, plaktaki, tiikiiriikteki ve kompozit
restorasyon etrafindaki S.mutans miktar1 ve dis eti kanama indeksi (GBI) degerinde
onemli olgiide azalma gorilmiis ve yesil caym ¢iirik olusumunu azalttig

bildirilmistir (167).

Agiz icine flor salimmi yaparak biyofilm olusumunu engelleyen c¢ay,
polifenol komponentinin disinda ayni1 zamanda dogal bir flor kaynagidir. Kuru ¢ay
yapraginda 4-4000 ppm, demlenmis ¢ayda 0.34-6 ppm ve bir fincan ¢ayda 0.3-0.5
mg arasinda flor bulunmaktadir. Yapilan calismalarda, giinliik flor ihtiyacinin
%70’inin ¢aydan karsilandig1 bildirilmistir (168, 169). Simpson ve arkadaslar1 (170),
yesil cay ile gargara yaptiktan sonra, yaklasik olarak %34 oraninda florun agiz
dokularima tutundugunu bildirmislerdir. Yoshiharu ve arkadaslar1 (171), yesil cay
iceren jel sisteminin, yapisinda bulunan flor nedeni ile nemli 6l¢iide mineral kaybini

azalttigin1 ve dentin demineralizasyon etkinligini belirlemislerdir.
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2.6.2.3.2. Periodontal Problemlere ve Agiz Kokusuna Kars1 Etkisi

Periodontalproblemlerin patogenezinde etkili olan bakteriyel biyofilm,
gingival marjin ve periodontal cepte gelismektedir. Periodontal patolojiler,
bakterilere ve konak immiin cevaba bagli multifaktoriyel hastaliklardir. Yapilan
calismalarda, periodontal hastaliklarin tedavisinde, mekanik temizligin tek basina
tam anlami ile etkili bir yontem olusturmadigi belirtilmistir. Bu nedenle, ¢esitli
medikal yaklasimlarla desteklenmektedir (5). Bu medikal yaklasimlar, yararli
etkilerinin yani sira uzun donemde oral florada bulunan yararli bakterilere kars1 da
etkili olmakta ve konaga zarar vermektedirler. Ayrica, bakterilerin uzun dénemde
kullanilan medikallere kars1t direng gelistirmeleri, bu ilaglarin  kullanimini
sinirlamaktadir (172). Diger hastaliklarda oldugu gibi periodontal hastaliklarda da
bitkisel kaynakl tedavilere yonelinmistir ve bu konuda ¢alismalar devam etmektedir.
Yesil cay icerisinde bulunan katesinler, periodontal patojenler ve periodontal
dokulara kars1 da etkilidir (173). Yesil cay igerisinde bulunan en baskin komponent
olan EGCG, okaryotik ve prokaryotik hiicrelerin kollagenaz aktivitesini ve
Prevotella intermedia’daki(P. Intermedia)protein tirozin fosfataz etkisini inhibe
etmektedir (174,175). Ayrica EGCG, osteoklast ve osteoklast benzeri hiicrelerin
6liimii ve doza bagl olarak (25-100um) hiicre yolunda major diizenleyici enzimlerin

katilimu ile kemik rezorpsiyonunu inhibe etmektedir (176).

Yesil ¢ayin periodontal patojenlere karsi etkisinin incelendigi c¢alismada,
diizenli olarak dis eti sivisina yesil ¢ay katesini uygulanmis ve belirli bir oranda
katesinin agiz i¢inde bulunmasinin antikaryojenik, antibakterisidal ve antiplak etkisi
gosterecegi bildirilmistir (177). Rasheed ve Haider (178) 0,25 gr yesil cay ve
9%0.12’lik Chx’in antiplak etkinligini karsilastirdiklar1 ¢calismalarinda, 7-11 giin siire
ile dental plagin yeniden olusumunu incelemisler ve plak akiimiilasyonunu azalttigin
rapor etmislerdir. Calisma siiresince herhangi bir yan etki gbzlenmemis fakat
uygulama siiresinin kisa olusu ¢aligmanin eksik yonii olarak belirtilmistir. Sakanaka
ve arkadaglarinin (179) yapmis oldugu calismada, yesil ¢ay ketesinlerinin, &zellikle
de EGCG (250-500 ug/ml), bukkal epitelyum yiizeylerinde Pseudomonas gingivalis
(P. gingivalis)’in tutunumunu ve gelisimini inhibe ettigini belirtmislerdir. Yiizeye

tutunmus bakteri sayisi, kullanilan doza bagh olarak azalmistir. Tutunmayi
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engelleyen mekanizma, ¢ay igerisinde bulunan polifenollerin P. gingivalisin
fibrialarina baglanarak etki gostermektedir. Bdylece bakteri baska bir ylizeye
baglanamamakta ve biyofilm olusturamamaktadir. Hirasawa ve arkadaslar1 (180),
yesil ¢cayin periodontal hastaliklar i¢in yararli oldugunu, negatif anaerobik bakterilere
kars1 antibakteriyel etkisi oldugunu ve mekanik temizlik ile kombine olarak haftada 2
kere%?2’lik yesil ¢ay gargarasinin dis eti kanama indeksi (GBI) ve periodontitise
kars etkili olacagini belirtmislerdir. Kudva ve arkadaglarinin (181) yapmis olduklari
calismada, lokal olarak katesin uygulamasinin, dis eti cebi derinliginde 6nemli
6l¢iide azalma meydana getirdigi ve periodontal patojeniteye sahip olan bakterilerin
sayisinin azalmasinda etkili oldugu belirlenmistir. Ayrica, yesil ¢ay igerisinde
bulunan katesinin, kollagenaz aktivitesinde inhibe edici etkiye ve doku yikiminda
siirlayici etkiye sahip olmasi nedeniyle, matrix metalloproteinase-9 ekspresyonunu
onemli dlglide azalttigi ve osteoklastlarin formasyonunu inhibe ettigi bildirilmistir.
Calisma sonucunda, EGCG’nin periodontal hastalik olusumunda alveol kemik

yikimini engelleyebildigi sonucuna varilmistir.

Awadalla ve arkadaslarinin (182), dort hafta siiren calismalarinda, agiz
kokusu olan periodontal hastaliga sahip bireylerde, dilue katesin ile gargara
uygulamasindan sonra agiz kokusunda azalma gdzlenmistir. Agiz kokusunun
giderilmesinde farkli bitkisel icerikli gargaralar kullanilmaktadir fakat yesil cay
katesinlerinin volatil stlfiir bilesiklerine (VSCS) kars1 diger koku giderici bitkilere
gore daha etkili oldugu belirlenmistir (183).Yesil cayin gargara seklinde
uygulanmasindan hemen sonra, H2S ve CHsSH gazlarinin konsantrasyonlarinin
azaldig1, oOzellikle de CHsSH’e karst daha etkili oldugu belirlenmistir ve

uygulandiktan 3 giin sonra etkisinde herhangi bir azalma g6zlenmemistir (184).

2.6.2.4. Yesil Caymn Saghk Uzerine Olumsuz Etkileri

Yesil ¢aym belirlenen bircok yararli etkisi bulunmasina ragmen fazla
kullanilmasi, bilinmeyen yan etkiler olusmasina neden olabilir. Bu durumun en
onemli nedeni, yesil ¢ay igerisinde bulunan katesinin kullananlarin tamaminda
benzer etkiler gdstermemesi seklinde aciklanmistir. Yesil cayda bulunan EGCG,

sitotoksiktir ve yiiksek dozda alindiginda karaciger hiicrelerinde akut sitotoksiteye
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neden olmaktadir (185). Yiiksek dozda yesil ¢ay tiiketiminin, hamsterlarin pankreas
ve karacigerlerinde oksidatif DNA hasarina neden oldugu belirlenmistir. Ayrica,
pankreas B hiicrelerinde EGCG’nin prooksidan 6zelliginin antioksidan 6zelligine
gore daha yliksek oldugu da rapor edilmistir (186). On iichafta boyunca giinliikk
diyette %5’lik yesil cay tiiketiminin, diyabetik hayvanlarda hiperglisemi kontroliinde
zararli oldugu ve saglikli ratlarda tiroid biiylimesine neden oldugu belirtilmistir
(187).

Yesil cayin insan sagligina olumsuz etkisinde; kafein igerigi, aliiminyum (Al)
varligi ve polifenollerin demirin biyoaktivitesine etkisi olmak iizere dnemli 3 ana

faktor vardir (105).

Yetiskin bireylerde giin boyunca yesil gay tiiketimi, kahveye benzer bir
sekilde biligsel ve psikomotor performansi gelistirmistir. Fakat kahveye gore daha az
uykusuzluga sebep olmaktadir (105). Lin ve arkadaslar1 (188) yaptiklar1 ¢alismada,
tiretimleri ve fermantasyon dereceleri farkli benzer ¢ay tiplerindeki kafein miktarini
karsilastirmislardir. Bu ¢alismaya gore, kafein miktarinin en yiiksek oranda siyah
cayda oldugu, daha sonra sira ile oolong cay, yesil ¢ay ve taze ¢ay yapraginda
bulundugu bildirilmistir. Cabrera ve arkadaslar1 (105), igerisinde fermente c¢aylar
(kirmiz1 ve siyah), oolongo ¢ay ve yesil ¢ayin yer aldigi 456rnekte kafein miktarini
incelemislerdir. 41,5-67,4 mg/gr siyah ¢ayda en yiiksek miktarda, daha sonra sirasi
ile 32,5 mg/g yesil ¢ayda ve 29,2 mg/gr oolongo cayda kafein bulundugu
belirlemislerdir. Fernandez ve arkadaslar1 (189) yaptiklari ¢alisma sonucunda, kafein
oraninin fermente c¢aylarda daha yiiksek oldugunu belirtmislerdir. Degerlere
bakilirsa, fermente ¢aylarda kafein 2,4 mg, fermente olmayan g¢aylarda ise 1,47 mg
olarak degismektedir. TF, yesil c¢ay icerisinde bulunan diger polifenol
gruplarindandir ve kafeine benzer yan etkileri bulunmaktadir. Bu nedenden dolayz,
major kardiyovaskiiler rahatsizli§i olan hastalara, hamile ve emziren kadinlara
giinliik 1-2 fincan yesil ¢caydan fazlasi 6nerilmemektedir, ¢ilinkii kalp ritminde artisa
neden olmaktadir. Ayrica bazi ilaglarla birlikte kullanildiginda diiiretik etkiye neden

olabilir, bu duruma 6zellikle dikkat etmek gerekmektedir (190).

Tiiketilen gidalarla alinan mineraller, metabolizmanin saglikli ¢aligmasi igin

gerekli olduklart gibi fazla alindiklar1 zaman Onemli saglik problemlerinin
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olusmasina neden olabilirler. Siyah ve yesil ¢ayda Al varlig: ile ilgili olarak yapilan
bir calismada, cayin igerisinde bulunan Al’nin 06zellikle bobrek hastaligi olan

hastalarda, norolojik rahatsizliklara neden olabilecegi bildirilmistir (191).

Yesil cay igerisinde bulunan katesinlerin, demire afinitesi sonucunda yiiksek
oranda yesil ¢ay tiiketimi ile viicutta bulunan demir baglanarak miktarin1 azaltabilir.
Nadiren, yesil ¢ayin fazla tiiketilmesine bagli gelisen hepatoksisite ve nefrotoksisite
olgulart da bildirilmistir (192). Fazla miktarda tiiketilen yesil cayin, igerisindeki
polifenollerin bazi ilaglar ve demir preparetlarinin absorbsiyonunu zorlastirdig igin,
beslenme bozukluguna neden olabilecegi belirtilmistir. Ayrica, yesil cayda bulunan
katesinin demire afinitesi, yesil ¢ay tiiketildiginde demirin biyolojik olarak 6nemli
Ol¢iide azalmasina neden olmaktadir (193). Caymn demir baglama etkisinin ¢aya

limon katilarak azaltilabildigi belirtilmistir (194).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Etik izin

Calismanin in vivo ve in vitro kismu igin etik izin Siileyman Demirel
Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul Baskanligi’ndan alinmistir (11.02.2013/509).
Arastirmaya dahil edilen tiim ¢ocuklar ve ebeveynlerine arastirma hakkinda bilgi
verilip gerekli izin alindiktan ve aydmlatilmis onay formlari imzalatildiktan sonra

klinik islemlere gegilmistir.

3.2. In Vitro Calisma

3.2.1. Gerecg

3.2.1.1. Cay Ekstraktlar

Bu calismada, Tiirkiye Rize bolgesinde iiretilen ¢ay bitkisinin kuru yapraklar
(Camellia sinensis (L.) Kuntze) ve yesil ¢ay (Camellia sinensis (L.) Kuntze), ortamda
kanistirilarak kurutulmustur. Kuruyan cay yapraklart mekanik o6giitiici yardimi ile
kii¢iik parcalar haline getirilmistir (Resim 1). Yesil ¢ay 6giitiilmiis olarak hazir halde
tedarik edilmistir. Cay bitkisinin kuru yapraklar1 ve yesil ¢cayin metanol, hekzan ve

steril saf su kullanilarak ekstraklari hazirlanmistir (Resim 2).
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Resim 1. Kurutulmus ¢ay yapraklari

Resim 2. Kuru ¢ay yapraklar1 ve yesil ¢aydan elde edilen metanol, hekzan ve steril
saf su ekstraktlart

3.2.1.2. Yer Tutucu Materyal Ornekleri

In vitro c¢alismada kullanmak igin, cocuklarda kullamlan yer tutucu

apareylerinin yapildig1 materyallerden;

e 0,7x10mm dental krose teli,
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10x5x5mm akrilik kiip,

10x5x5mm akrilik kiip ve 5x 0,7mm dental krose teli,

5x5mm band levha ve 5x0,7mm dental krose teli ve

5x5x5mm cam fiber 6rnekler hazirlanmustir.

Celik tel ornekler, hazir halde alinan g¢elik tel sarmanindan (Universal,
Silberlot Isprigen, German) 0,7mm ¢apinda 1cm uzunlugunda kesilmis (Resim 3) ve
telin u¢ kismu biiylik boy karbon separe (0,4 mm) ile diizeltilip metal lastigi ile
yuvarlatilmistir. Celik tel ve band lehvalar, cocuklarda kullanilan siit ikinci az1 disine
uygun bandlar egimleri bozulmayacak sekilde (arayiiz ile bukkal yiiz birlesimi) 1 cm
uzunlugunda kesilmis ve 0,7 mm ¢apinda 1 santimetre (cm) uzunlugunda hazirlanmig
celik teller ile lehimlemistir (Resim 4). Daha sonra fazlaliklar biiyiik boy karbon
separe ile alinmig ve metal lastigi kullanilarak kenarlar yuvarlatilmistir (Resim 5).
Tel ornekler polisaj pastast (Oropol, Detax, Ettlingen, German) kullanilarak cila
motorunda parlatilmistir. Kalan artiklarin uzaklastirilmast i¢in sicak buharda

yikanmuslardir.

Resim 3. Celik tel
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Resim 4. a- Celik Tel b- Molar Band+ Celik Tel c- Akrilik +Celik Tel d- Akrilik
e- Kompozitle Doyurulmus Cam Fiber

Resim 5. a- Karbon separe b- Metal lastik frez c- Canavar frez

Akrilik 6rneklerin hazirlanmasinda oncelikle 10x5x5mm boyutlarinda pembe
mumdan drnekler hazirlanmustir. Ornekler alc1 icine gomiilmiis daha sonra sicak su
ile mum eritilmis ve istenilen boyutlarda negatif bosluk elde edilmistir. Alg1 iginde
acilan negatif bosluklara sicak pembe akril koyularak muflalanmis ve 100°C’de 10
dakika (dk) polimerize edilmistir. Mufladan ¢ikarilan 6rneklerin fazlaliklar1 canavar

frez yardimi ile temizlenmistir. Aliminyum oksit zimpara kagidi (220 nolu) ile
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zimparalanmis ve polisaj pati1 ve motoru kullanilarak parlatilmistir. Kalan artiklarin
uzaklagtirilmasi i¢in sicak buharda yikanmislardir. Hazirlanan akrilik 6rneklerin
yarisina polimerizasyon oncesinde 5x0,7 mm dental krose teli yerlestirilmistir

(Resim 4).

Cam fiber materyallinden elde edilen 6rnekler i¢cin 10x5x5mm boyutunda
cam fiber (Everstick C&B, StichTech, Turku, Finland) drnekler kesilmistir. Ornekler
akigkan kompozit(Filtek TMSupreme XT, 3M ESPE, St. Paul, MN,USA) ile
kaplanmis ve 1s1k cihazi ile 20 saniye(sn) sertlestirilmistir (Blue Swan, Dentanet,
Ankara, Tiirkiye). Elde edilen ornekler, labut ve alev ucglu sar1 kusak frez ile
fazlaliklardan temizlenmistir. Kompozit i¢in tas ve lastik frez kullanilarak
parlatilmistir (Resim 4). Calismada kullanilmadan 6nce, metal tel ve band 6rnekleri
otoklavda 121°C’de 20 dk steril edilmistir. Akrilik rnekler ise otoklavda kimyasal
ve ylizey Ozellikleri degisecegi i¢in %70’lik etil alkol ile dezenfekte edilmistir (197).

3.2.1.3. Arastirmada Kullanmilan Bakteriler

Siileyman Demirel Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Pedodonti Anabilim
Dali Klinigi’nde yer tutucu kullanan ve ailelerinden onam alinan ¢ocuk hastalardan
izole edilen ve Anadolu Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Bé&liimii’nde
tamimlamalar1 yapilan 4 sus; S. mutans 3.3, S.anginosus 2.1b, S. dysgalactie
6.1.4.1,E. faecium 10.2 ile standart sus S.mutans ATCC 25175 kullanilmustir.

3.2.1.4. Arastirmada Kullanilan Besi Yerleri ve Kimyasallar
Man Rogosa Sarp Agar (MRS)(MERCK)

e Peptonecasein 10,0 gr/L
e Meat ekstrakti 10,0 gr/L
e Yeast ekstrakt1 4,0 gr/L
e D(+) Glucose 20,0 gr/L

e K2HPO42,0gr/L
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e Tween 80 1,0 gr/L

e di-Ammonium hydrogen citrate 2,0 gr/L
e Sodium acetate 5,0 gr/L

e MgSO40,2 gr/lL

e MnS040,04 gr/L

e Agar-agar 14,0 gr/L

68,2 gr/L olacak sekilde tartilmiglar ve distile su iginde karigtirilarak,

otoklavda 121°C’de 15 dk sterilize edilmis ve steril petrilere dokiilmiislerdir.

Brain Heart infiizyon Sivi Besi Yeri (BHI) (MERCK)

e Nutrient Substrate (beyin ekstrakti, kalp ekstrakti ve peptonlar) 27,5 gr/L
e D(+) Glucose 2,0 gr/L
e NaCl 5,0 gr/L

e NaHPO42,5gr/L

37,0 gr/L olacak sekilde distile su icinde karistirilarak tiiplere dagitilip
121°C’de 15 dk sterilize edilmistir.

M17 Kati Besi Yeri

e Peptone from soymeal 5,0 gr/L
e Peptone from meat 2,5 gr/L

e Peptone from casein 2,5 gr/L

e Yeast ekstrakt1 2,5 gr/LL

e Meat Ekstrakt1 5,0 gr/L

e Lactose mono-hydrate 5,0 gr/L
e Ascorbic acid 0,5 gr/L

e Sodium B-glycerophosphate 19,0 gr/L
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e Magnesium sulfate 0,25 gr/L
e Agar-agar 12,75 gr/L

55,0 gr/L olacak sekilde distile su iginde karigtirilarak 121°C’de 15 dk

sterilize edilmis ve steril petrilere dokiilmiistiir.
Brain Heart Infiizyon Kati Besi Yeri (BHI)

e Nutrient substrate (beyin ekstrakti, kalp ekstrakti ve peptonlar) 27,5 gr/L
e D(+) Glucose 2,0 gr/L

e NaCl 5,0 gr/L

e NaxHPO4 2,5 gr/L

e Agar-agar 15,0 gr/L

52,0 gr/L olacak sekilde distile su i¢inde isitilarak ¢ozdiiriilmiis, otoklavda
121°C’de 15 dk sterilize edilmis ve steril petri kutularina dokiilmiistir.

Mitis Salivarius Kati Besi Yeri

e Casein enzymatic hydrolysate 15,0 gr/L
e Crystal violet 0,0008 gr/L

e Dextrose 1,0 gr/L

e Dipotassium phosphate 4,0 gr/L

e Peptic digest of animal tissue 5,0 gr/L

e Sucrose 50,0 gr/L

e Trypan blue 0,075 gr/L

e Agar15,0gr/L

90,0gr/L olacak sekilde distile su iginde 1sitilarak ¢ozdiiriilmiis, otoklavda

121°C’de 15 dk sterilize edilmis ve steril petri kutularina dokiilmiistiir.
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Cikolata Kat1 Besi Yeri

Cikolata Agar bazal besiyeri bilesimi (gr/L olarak)
Proteose peptone 7,5 gr/L

Polypeptone 7,5 gr/L

Bugday nisastas1 1,0 gr /L

NaCl 5,0 gr/L

K2HPO4 5,0 gr/L

KH2PO4 1,0 gr/L

Agar 10,0 gr/L

Distile su 1000 ml seklindedir.

42 gr/L olacak sekilde distile su iginde 1sitilarak ¢ozdiiriilmiis, otoklavda

121°C’de 15 dk sterilize edilmis ve steril petri kutularina dokiilmiistir.

Patates Dekstroz Kati Besi Yeri (PDA)

Patates 200 gr (haslanmis soyulmus kiiclik parcalar halinde)
Dekstroz 20,0 gr (filtrasyonla sterilize edilir)

Agar 15,0 gr

Distile su 1000,0 ml

pH 6.6

Distile suda kaynatilarak ¢ozdiiriilmiis, tiiplere taksim edilmis ve otoklavda
121°C’de 15 dk sterilize edilmistir.

Kanli Kat1 Besi Yeri

Nutrient substrate (heart ekstraktt and peptones; kalp ekstrakti ve
peptonlar) 20,0 gr/L

NaCl 5,0 gr/L
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e Agar-agar 15,0 gr/L

Dehidre besiyeri 40,0 gr/L konsantrasyonda olacak sekilde 1sitilarak damitik

su i¢inde ¢6zdiirilmiis ve otoklavda 121°C’de 15 dk sterilize edilmistir.
Kristal Viyole Soliisyonu

e Kiistal viyole 2 gr
e Etil alkol 20 gr
e Amonyum okzalat 0,8 gr

e Distile su80 ml

Maddeler distile su i¢inde ¢oziilerek kullanilmustir.
Kongo Kirmizisi

Tetrazolium klorid (TCC) (sigma aldrich USA)
Glasiyel asetik asit

Chx (sigma aldrich USA)

e Chx %0,12’lik

e Benzidamin hidrokloriir %0,151ik

3.2.2. Yontem

3.2.2.1. Dogal Agiz Florasindan Dental Biyofilm Bakterilerinin izole

Edilmesi

Siileyman Demirel Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Pedodonti Klinigi’ne
bagvuran ve tarafimizdan yapilmis hareketli veya sabit yer tutucuyu son 2 aydir
kullanan, sistemik olarak saglikli, 6-12 yas aras1 degisen 4 kiz ve 6 erkek cocuk
hastadan, kullandiklar hareketli yer tutucularin, akrilik gévde, akrilik dis, biikiim tel

krose, sabit dokiim yer tutucularin band govde ve ¢elik tel ve fiber yer tutucularin
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kompozit ile doyurulmus govde kisimlarindan steril swap kullanilarak Ornek

alinmustir.

Agi1z i¢i hareketli veya sabit herhangi bir aparey kullanan ¢ocuklar arasinda
secim yapilirken; karma dislenme doneminde olmasina, alinan anamnez 1s1ginda
sistemik bir rahatsizlig1 (solunum yollar1 hastaligi, gastrointestinal sistem hastalig1 ve
metabolik hastaligi) ve herhangi bir sendromu bulunmamasina, dis eti hastalig
olmamasina, son 2 ay igerisinde flor uygulamasi yapilmamais, herhangi bir tatlandirici
ve probiyotik igeren iirlin kullanmamis olmasina dikkat edilmistir. Hastalarin
S.mutans sayisinin standart olmasi i¢in Dentocult® SM (Orion Diagnostica, Finland)
sistemi kullanilmistir. Hastalar 6rnek alinmadan 2 saat oncesinde herhangi bir sey
yememeleri i¢in uyarilmislardir. Ornek almmmadan 15 dk &nce besi yeri bulunan
tiiplere kit icinde bulunan diskler atilip ¢alkalanmistir. On bes dakika sonra kit i¢cinde
bulunan stipler ile hastalarin dislerinden, yanak i¢i mukozalarindan ve dillerinden
alman biyofilm oOrnekleri tiiplerin igine yerlestirilmis ve kapaklar1 kapatilmustir.
Ornekler, Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Laboratuari’nda 37°C’de 48 saat inkiibe edilmislerdir. inkiibasyon sonunda iiretici
firmanin skalasina gore degerlendirilmislerdir. Koloni gelistiren birim (kob) orani
<10° olan 6rnekler calismaya dahil edilmistir. Calisma dncesinde oral hijyen egitimi
verilmig ve kullanilacak dis macunu ve firgalar1 standart hale getirilmistir. Biyofilm
ornekleri, yer tutucu akrilik gévdesinden, akrilik diglerden, destek dislerden, sabit yer
tutucu metal gévdesinden ve hareketli yer tutucu celik tel krose kolundan alinmistir.
Ornekler, sabah kahvaltidan sonra 6nerilen sekilde florsuz dis macunu ile dis
firgaladiktan 2 saat sonra steril tagiyict swap ile alinmistir. Alinan biyofilm 6rnekleri,
soguk zincir ile Anadolu Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Ana Bilim Dali

laboratuvarina génderilmistir.
3.2.2.2. Orneklerin Besiyerlerine Ekimi ve izolatlarin Saflagtirilarak
Stoklanmasi

Soguk zincir yolu ile gelen numuneler, Man Rogasa Sharp Agar (MRS), M17
Agar, Mitis Salivarius Agar (MS, Difco), Brain Hearth Infusion Agar (BHI, Merck),

cilolata agar, patates dekstroz agar (PDA) ve kanli agar besi yerlerine yayma kiiltiir
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yontemi ile ekim yapilmistir. Ekim yapilan petri kutular1 37°C’de %5 CO?’li
anerobik ve aerobik ortamda 48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda koloni
morfolojisi incelenerek ayni besi yerlerine ¢ekilmistir (Resim 6). Saf kiiltiirler %20

gliserol igeren ependorf tiiplerinde -80°C’de stoklanmustir.

Resim 6. Sivi besiyeri ve kat1 besi yerinde bakteri tiremesi

3.2.2.3. lzolatlarin Morfolojik ve Biyokimyasal Ozelliklerine Gore

Tanimlanmasi

Izole edilen saf Kkiiltiirler &ncelikle izole edildikleri agarlara ekilerek
aktiflestirilmistir. Aktiflestirilen kiiltiirler, uygun besi yerlerine ekilerek koloni
morfolojileri kontrol edilerek gram boyama yapilmistir. Daha sonra kiiltiirlerin
oksidaz, katalaz ve koagiilaz testleri ile hareketlilik durumu agisindan incelenmistir.
Kanli agara ekilerek hemoliz 6zellikleri gozlenmistir. Karbonhidrat fermantasyon
testi, VITEC 1I (Biomeriux, France)ile belirlenmistir. Calisma igin secilen suslarin

tanimlamas1 Otomatik Ripoprinter (DuPont, USA) ile yapilmistir (Resim 7).

Resim 7. VITEC II cihazi
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Morfolojik olarak tipik kok goriinlimiine sahip olan ve MS kat1 besi yeri ve
M17 kat1 besi yerinden elde edilen izolatlarin tanisi igin 10°C ve 45°C’de, pH 9.6’da
gelisim, %4 ve 6.5 NaCl’de lireme ve seker fermantasyon testleri API 20 strep ile

tanimlamalar dogrulanmistir.

3.2.2.4. izolatlarin Biyofilm Olusturma Ozelliklerinin Belirlenmesi

[zolatlarin biyofilm iiretimi, kongo kirmizili agar (CRA) ve mikrotitrasyon

plaka yontemi ile yapilmstir (194, 195).

3.2.2.4.1. Kongo Kirmizili Ortamda Biyofilm Olusumunun Belirlenmesi

Izolatlarin biyofilm olusturup olusturmadiginin belirlenmesi igin, BHI + %1
laktoz + %0,08 g/L kongo kirmizisi igeren besi yerine ekim yapilmustir. 24 saat siire
ile M17 ortaminda aktiflestirilmis taze kiiltiirlerden hazirlanmis olan BHI + %2 seker
+ 0,08 g/L kongo kirmizisi igeren besi ortamina ekim yapilarak 37°C’de 18-24 saat
siire ile %10 CO2 igeren anaerobik kosullarda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi
sonunda gelisen kiiltiirlerin morfolojik goriintimleri incelenmistir. Siyah renkli
koloniler pozitif, renk degistirmemis olan pembe renkli koloniler negatif olarak
belirlenmistir. Biyofilm olusumu karbonhidrat kaynagi olarak glukoz, laktoz, siikroz,
frikktoz, galaktoz sekerleri kullanilarak her bir sekerde biyofilm olusumu

belirlenmistir.

3.2.2.4.2. Mikrotitrasyon Plaka Yontemi ile Biyofilm Olusumunun

Belirlenmesi

Farkl1 izolatlarda biyofilm olusumunun belirlenmesi i¢in mikrotitrasyon plaka
yontemi kullanilmustir. Ik olarak mikroorganizmalar BHI s1v1 besiyeri igerisinde 24
saat siire ile inkiibe edilerek, mikroorganizmalarin taze kiiltiirleri hazirlanmistir. 96
kuyucuklu ELISA petrisine farkli seker kaynaklarma sahip her bir kuyucuga 195ul
olacak sekilde %2 seker iceren BHI s1v1 besi yerine aktarilmistir. Her bir kuyucuga 5
ul bakteri (mililitresinde 10® kob olan kiiltiirden) ekim yapilmistir. Burada

karbonhidrat kaynagi olarak glikoz, laktoz, friiktoz, galaktoz, rafinoz, maltoz ve
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siikroz sekerleri ayr1 ayr1 kullanilmistir. Negatif kontrol kuyucuklarina sadece
besiyeri konulmustur. Ornekler 37°C’de %10 CO: iceren ortamda 48 saat siire ile
inkiibasyona tabi tutulmustur. Inkiibasyon siiresinin sonunda  &rnekler
spektrofotometre (Shimadzu, UV-2101PC) yardimiyla 470nm dalga boyunda
okunmustur (Resim 8). Okumadan sonra plaka igerisindeki besi ortami bosaltilmis
ve plaka iki kez steril fosfat tamponlu su (PBS) ile yikanmustir. Plaka {izerine
%95’lik metanolden 200ul aktarilarak 15 dk bekletilmistir. Daha sonra plakadaki
metanol bosaltilarak plaka 15 dk siire ile hava ortaminda kurumaya birakilmistir.
Kuyucuklar kuruduktan sonra iizerine 200ul %2°lik kristal viyole boya ¢ozeltisi ilave
edilmis ve 5 dk bekletilmis, sonra plaka igerisindeki boya bosaltilarak iki kez PBS ile
yikanmistir. Son olarak plaka tlizerine 160ul % 33'liik(v/v) glasiyel asetik asit ilave
edilerek Ornekler spektrofotometre yardimiyla 590 nm dalga boyunda okunmustur.
Sonuglar neticesinde yiiksek oranda biyofilm olusumu gozlenen 4 bakteri ¢aligmanin
devami igin secilmistir. Bu c¢alisma her bir bakteri i¢in 3 paralel olarak

gerceklestirilmistir (194, 195) (Resim 9).

Resim 8. Spektrofotometre (Shimadzu, UV-2101PC)
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Resim 9. Doksan alti Kuyucuklu mikrotitrasyon plakalari kullanilarak bakterilerin
farkli sekerlerin bulundugu besi yerlerinde biyofilm olusumlarinin belirlenmesi

3.2.2.5. Kullanilacak Cay Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Metanol ve hekzan ekstrakti i¢in kurutulmus ¢ay yapragi ve yesil ¢aydan
10’ar gr tartilmis ve tizerine 100 ml olacak sekilde metanol (%99,9) ve hekzan(%95)
eklenmistir. 45°C’de calkalamali etiivde 130 rpm’de karistirilarak 48 saat
bekletilmistir.Elde edilen ekstrakt, Whatman no:1 filtre kagidi (Whatman, Camlab
Ltd., Cambridge, UK) kullanilarakvakum pompasi yardimi ile siizdiiriilmiistiir.
Ekstrakt rotary evaporatore (HeidolphHei-VAP Rotary Evaporator Nuremberg,
Almanya) yerlestirilerek, 60 devir/dk rotasyon hizinda 40°C’de metanol ve hekzanin
buharlagmasi saglanmistir. Daha sonra kalan kismin agirligi hesaplanmistir. Materyal

iizerine 10 ml distile su eklenmis ve 121°C°de 20 dk siire ile steril edilmistir.

Steril saf su kullanilarak hazirlanan ekstrakt i¢in, yesil ¢ayin ve gay bitkisinin
kuru yapraklarindan 10 gr tartilmis ve 90 mIBHI ile 15 dk bekletilmistir. Elde edilen
ekstrakt Whatman no:1 filtre kagidi (Whatman, Camlab Ltd., Cambridge, UK)
kullanilarakvakum pompast yardimi ile siizdiirilmiistiir. Elde edilen ekstrakt,

121°C’de 20 dk siire ile steril edilerek kullanilmistir.
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3.2.2.6. Cay Ekstraktlarinin Biyofilm Olusumuna Etkisi

3.22.6.1. Cay Ekstraktlarnmn  Antimikrobiyal Aktivitelerinin

Belirlenmesi

Cay ekstraklarinin minumum inhibitdér konsantrasyonlarinin belirlenmesinde

(MIC) cift katl seri diliisyon metodu kullanilmastir.

Bitki materyallerine ait olan ekstraklar ile iki katli olacak sekilde diliisyonlar
hazirlanmistir.  Bu  hazirlanan  diliisyonlarin  her birinden kuyucuklara 100
uLaktarilmistir. Sonra her kuyucuga 100 pl Miiller Hilton sivi besiyerinden ilave
edilmistir. Her bir kuyucukta 10%kob/ml olacak sekilde bakteri ilave edilerek 37°C’de
24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra petriler iizerine tetrazolium klorid
(TTC) piiskiirtiilerek iiremenin olup olmadig1 belirlenmistir. Uremenin olmadig1 en
diisiik konsatrasyon MIC olarak belirtilmistir. Bakteri gelismesinin goriilmedigi en
diisiik konsantrasyondan baslanarak liremenin olmadig: biitiin konsantrasyonlardan
Mitis Salivarius agara ekilerek 37°C 24 saat siire ile inkiibasyondan sonra gelisme
olup olmadigr kontrol edilmis ve iiremenin olmadigi en diisiik konsantrasyon

minimum bakterisidal konsantrasyon (MBC) olarak belirlenmistir.
Chx karsilastirma materyali olarak (250 pg/ml) kullanilmistir. Deneyler 3

tekrarli olarak yapilmistir (142,169).

3.2.2.7. Cay Ekstraktlarimin Bakterilerin Biyofilm Olusturmalarina
Etkisi

3.22.7.1. Yer Tutucu Materyallerinde Biyofilm Olusumuna Cay
Ekstraktlarmin Etkisi

Izolatlar ayr1 ayri aktiflestirilmistir. Bunun icin her izolat uygun besiyerine
ekilerek 24 saat 37°C’de inkiibe edilmistir. Her ¢alismada 24 saatlik taze kiiltiir

kullanilmustir.
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Yer tutucu materyallerinin kaplanmasi igin tiikiiriik 6rnekleri toplanmustir.
Tikiiriik 6rnekleri, 2 ay oncesine kadar herhangi bir antibiyotik ve probiyotikli {iriin
kullanmamis olan ve sistemik bir hastaligi olmayan yer tutucu kullanan kisilerden
yemekten en az bir saat sonra ve giiniin ayni saatinde stimiile edilmemis 5 ml taze
tiikiiriik falcon tiipiine toplanmistir ve 4°C 10.000 rpm'de 30 dk santrifiijlenmistir
(Resim 10). Daha sonra 56°C’de 30 dk su banyosunda bekletilmistir. Ust faz
siringayla ¢ekilmis ve 0.22°lik filtreden gegirilmistir. Yer tutucu materyalleri
filtrelenmis tiikiiriige alinmis ve iizerine 2 ml PBS konulmustur.37°C’de etiivde

tiipler ¢evrilerek 20 dk bekletildikten sonra kullanilmistir (169)(Resim 11).

Resim 10. Santrifiij cihaz1
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Resim 11. Falcon tiipii igerisinde steril tiikiiriik ve yer tutucu aparey materyallerinin
etlivde beklemesi

Hazirlanan aparatlar 12 kuyucuklu plaga her bir kuyucuga 1 adet olmak {izere
almmustir. Her aparat iizerine S. mutans 3.3(10% kob/ml) olacak sekilde ilave
edilmistir. Uzerine calisilacak caylar eklenmistir. Calisma 3 paralel olarak
kurulmustur. Koloni sayimi, biyofilm ve SEM i¢in ayr1 ayr1 uygulama yapilmistir.
Bir grupta ise hi¢ c¢ay ekstrakti kullanilmamistir. Yani, besiyerit¢ay ve
besiyeri+bakteri olmak tizere kontroller olusturulmustur (Resim 12). Daha sonra

plaklar anaerobik etiivde 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir.

Resim 12. Tiikdrik ile kaplanmig yer tutucu apareyleri iizerine ¢ay ekstraktlarinin
eklenmesi
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Yesil ¢ay metanol ekstrakti icin her kuyucuga; 75 ml (108 ul/ml) bakteri
aktarilarak iizerine yesil ¢ayin methanol ekstraktindan 400 ml (975 ul/ml) ve 2525
ml besiyeri (BHI %2 glukozlu) ilave edilmistir.

Kuru ¢ay metanol ekstrakti icin her kuyucuga; 75 ml (10% ul/ml) bakteri
aktarilarak {izerine 400 ml kuru ¢ay methanol ekstrakti (975 ul/ml) ve 2525 ml
besiyeri (BHI %2 glukozlu) ilave edilmistir.

Yesil ¢ay steril su ekstrakt: i¢in; 75 ml (10 ul/ml) bakteri aktarilarak {izerine
kuru ¢ay methanol ekstraktt 300 ml ve 2625 ml besiyeri (BHI %2 glukozlu) ilave

edilmistir.

Kuru cay su ektrakti igin; 75 ml (10® ul/ml) bakteri aktarilarak iizerine kuru
cay methanol ekstraktindan 300 ml ve 2625 ml besiyeri (BHI %2 glukozlu) ilave

edilmistir.

Tiim 6rneklerde %0,12°lik Chx, pozitif kontrol i¢in kullanilmistir.

3.2.2.7.1.1. Yer Tutucu Materyallerinde Biyofilm Olusturan Canh Koloni
Sayisinin Belirlenmesi

Biyofilm i¢in hazirlanan ve 24 saat inkiibe edilen kuyucuklardaki aparatlar
PBS’yle 3’er kez yikanmig ve 1.5 ml'lik steril ependorflara alinip tizerine 1 ml steril
fizyolojik tuzlu su (FTS) eklenmistir (Resim 13).

Resim 13. Yer tutucu 6rneklerinin PBS ile 3 kez yikanmasi ve ependorflara alinmasi
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Dort dk ultrasonik banyoda tutulmustur. FTS kullanilarak seri diliisyonlar
hazirlanmistir. Her bir diliisyondan BHI agara 10 mm alinarak damlatma plak
yontemi ile ekim yapilmis ve plaklar 37°C’de %10 CO: igeren ortamda 48 saat

inkiibe edilmis ve olusan koloniler sayilmistir (Resim 14).

Resim 14. Ependorflarda hazirlanan seri dilatasyonlar ve damla ekim islemi

3.22.7.1.2. Yer Tutucu Materyallerinde Biyofilm Olusumunun

Spektrofotometre Kullanilarak Degerlendirilmesi

Secilen izolatlarin yer tutucu apareyleri lizerinde biyofilm olusumlarina ¢ay
ekstraklarinin etkisinin incelenmesi igin mikrotitrasyon plaka yontemi kullanilmigtir.
Biyofilm i¢in hazirlanan ve 24 saat inkiibe edilen kuyucuklardaki aparatlar FTS’yle
yikanip ependorflara almmustir. Uzerlerine 1 ml %90’1ik metanolden konularak 15
dk bekletilmistir. Metanol dokiiliip kurutulduktan sonra 1 ml %2’lik kristal viyole
eklenip 5 dk bekletilmistir (Resim 15).

Resim 15. Ependorflara kristal viyole eklenmesi
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Ependorf i¢indeki aparat yikanarak baska bir ependorfa alinmis ve kurumasi
saglanmistir. Uzerlerine 1 ml %33’liik (v/v)glasiyel asetik asit konulmustur.
Ependorflar karistirilarak ve iclerinden 200 pl alinarak 96 kuyucuklu plakalara
aktarilmistir  (Resim 16). Ucg paralel calisiimis ve Ornekler spektrofotometre

(Shimadzu, UV-2101PC) yardimi ile 570 nm dalga boyunda okuma yapilmistir.

Resim 16. %33’liik glassiyel asit bulunan ependorflardan alina 6rneklerin 96
kuyucuklu plakalara aktarilmasi

3.2.2.7.2. SEM i¢in Aparatlarda Ornek Hazirlama ve Goriintii Alinmasi

Ornekler hazirlanirken, cacodylate tamponun ideal pH araligi 6.4-7.4
araliginda ve ayn1 zamanda son konsantrasyon 0.1 M olmalidir. Bu nedenle 0.2 M ve
50 ml cacodylate buffer hazirlamak igin 2,143 gr sodium cacodylate tartilmig ve 50
ml’de ¢oziilmiistiir. 0.1M igin ise hazirlanan 0.2 M cacodylate bufferdan yar1 yariya
sulandirma yapilmistir. 25 ml 0.2 M’den alinip 25 ml distile su ilave edilmistir. 0.1
M’lik tampon hazirlanmigtir. %2.5’1ik gluteraldehit 0.1 M cacodylate buffer i¢inde
hazirlanmistir. %1°lik Osmium tetroksit (OsOs) 0.1 M cacodylate buffer icinde
hazirlanmistir ve 0.1 gr OsOq4 iizerine 10 ml cacodylate buffer eklenmistir. Alkol

serileri i¢in hazirlanmistir (Tablo 1). Her bir seri igin 50 ml hazirlanmistir.
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Tablo 1. Alkol serileri i¢in gerekli alkol ve distile su miktarlari

Alkol serileri %100 alkol Distile su
%30’1uk i¢in 15 ml 35 ml
%350’lik i¢in 25 ml 25 ml

% 70’lik i¢in 35 ml 15 ml

% 90’11k i¢in 45 ml 5 mil

% 100’lik i¢in 50m

Ornekler hazirlandiktan sonra goriintii elde edebilmek igin hiicreler 0.1 M
cacodylate tampon ile yikandiktan sonra %2,5’lik gluteraldehit ile oda sicakliginda
1-1,5 saat fikse edilmistir. Fiksasyon isleminden sonra ornekler cacodylate tampon
ile tekrar yikanmistir. %1°lik OsOs ile 1 saat post-fiksasyon yapilmistir. Cacodylate
tampon ile 2-3 kez tekrar yikanmistir. Alkol serileri ile dehidratasyon islemi

yapilmustir ve iki kez tekrarlanmistir (Tablo 2).

Tablo 2. Tez calismasinda alkol serilerinin dehidratasyon isleminde kullanim
oranlar1 ve stireleri

Alkol orant Uygulama siiresi
%30 15 dk
%50 15 dk
%70 15 dk
%90 15 dk
%100 15 dk

Alkol serilerinden sonra hemen Critical Point Dryer’da kurutma islemi
yapilmistir (yaklagik 1 saat siiriiyor). Daha sonra ornekler 40 mA’da 1 dk altin ile

kaplanmis ve SEM’de incelenmistir.

3.3. In Vivo Calisma

3.3.1. Gere¢ ve Yontem

Arastirmamiza baglamadan dnce ¢aligsma gruplarimizin sayilari belirlemek
amaciyla ‘Power Analiz’ testi yapilmistir. Bu analizin sonuglari dogrultusunda;
Siileyman Demirel Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Pedodonti Anabilim Dali’na

basvuran hastalar arasinda, 6-10 yas araliginda, tamamen saglikli, iist ¢cenesinde
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birinci ve/veya ikinci siit az1 disini erken kaybetmis veya eksikligi olan, son 2 ay
igerisinde antibiyotik, probiyotikli {irtin kullanmamis, flor uygulamasi yaptirmamis
olan, alinan anamnezinde herhangibir {irline (6zellikle yapisinda polifenol olan)
alerjisi olmayan, standardizasyonun saglanmasi i¢in Dentocult® SM (Orion
Diagnostica, Finland) sistemi ile yapilan lgiimde S.mutans sayis1 <10° olan 63

hastanin se¢ilmesi planlanmistir.

Calismamizda hasta grubunun tespit edilmesinden once belirtilen kriterlere

uyan 18 hastanin dahil oldugu pilot bir ¢calisma yapilmstir.

Hastalara oral hijyen egitimi verilip, dis fircalar1 ve macunlar1 tarafimizdan
saglanmistir. Hastalarin alt ve {ist ¢enelerinden fabrikasyon kasiklar kullanilarak
alginat ile 6l¢ii alinmistir. Hastalarin alinan dlgiileri ile alg1 modelleri olusturulup, her
hastaya 6zel yer tutucu apareyleri yapilmistir. Apareyler hastalara verilmeden 6nce

%70’1ik alkol ile dezenfekte edilmistir.

Hastalar, 3 gruba ayrilmistir; 1. grup yesil ¢ay methanol ekstrakti ile gargara
yapacak grup, 2. grup yesil ¢ay su ekstrakti ile gargara yapacak grup, 3. grup steril
saf su ekstrakti ile gargara yapacak gruptur. Her grup kendi iginde 3 alt gruba
ayrilmistir, 1. grup akril materyal, 2. grup fiber materyal, 3. grup ise metal

materyalden olusan disklerin bulundugu apareyleri kullanmistir.

Kullanilacak apareylerin tamami iist ¢ene i¢in hazirlanmistir. Ug tane sag
cenede, 3 tane sol ¢enede olmak iizere toplam 6 disk boslugu bulunmaktadir. Bu
bosluklara 3 farkli grup i¢in akrilik, metal ve fiber materyalden hazirlanan diskler

yerlestirilmistir (Resim 17).
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Resim 17. Hazirlanan agiz ici aparey

Calisma prosediirii, 3 hafta (21 giin) siiresince giinde 2 defa 15 ml 10 sn
calkalama yapilmasi seklinde planlanmistir. Calisma Oncesinde, 1, 2, ve 3. hafta
sonundaplak indeksi, dis etikanama indeksi, S. mutans sayimimnin yapilmasi
planlanmistir. Birinci, 2. ve 3. haftanin sonunda, agizda bulunan yer tutucu olusturan
materyallerden yapilan disklerin bir tanesinin alinarak Anadolu Universitesi Fen
Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Anabilim Dali Laboratuari’na biyofilm formasyonunun

incelenmesi i¢in soguk zincir ile gonderilmesi planlanmustir.

Yesil cay ekstraktlarinin hazirlanmasi; calismamiz icin gerekli yesil cay
ekstrakti in vitro calismada hazirlandig1 gibi hazirlanmistir. Ekstraktlar hastalarda
kullanilmadan 6nce; yesil cay metanol ekstrakti %3 gr/ml, steril saf su ekstrakti ise
%10gr/ml konsantrasyonda olacak sekilde steril saf su ile diliie edilmistir. Ekstraktlar
hastalara verilmeden oOnce taze olarak hazirlanmistir. Hazirlanan ekstraktlar
kullanilmadan oOnce otoklavda steril edilmistir. Ekstraktlar hastalara daha onceden
steril edilen koyu renkli 250 mlP’lik siseler ile verilmistir. Siseler segilirken

kapaklarinin giinliik gargara dozuna uygun hacimde olmasina dikkat edilmistir.

Hastalardan 1., 2. ve 3. haftalarda alinan 6rneklerde biyofilm formasyonunun

canli/0lii bakteri kiti ile incelenmesi ve KLTM ile goriintiilenmesi planlanmustir.
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3.4. istatistik Analizleri

Farkli ¢ay ekstralarinin agiz ortamindan izole edilen ve hazir alinan
bakterilerin biyofilm olusumlarina etkileri ve yer tutucu apareylerinde biyofilm
olusumuna kars1 uygulanan g¢ay ekstraktlarinin etkisi Minitab 16.1.0 (2010) paket
programi kullanilarak ANOVA varyans analiz teknigi ile yapilmistir (p<0,05).
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4. BULGULAR

4.1. In Vitro Calisma

4.1.1. Bakterilerin Biyofilm Olusturma Kapasitelerinin

Degerlendirilmesine Ait Bulgular

Yer tutucu kullanan ¢ocuk hastalardan izole edilen bakteriler arasindan
secilen yiiksek biyofilm olusturan 4 bakteri ve bir adet standart susun, 6 farkl seker
eklenerek hazirlanan besi yerlerinde mikrotitrasyon plaka yontemi ile biyofilm

olusumlari belirlenmis ve tabloda verilmistir (Tablo 3).

Tablo 3. Bakterilerin farkli sekerlerin bulundugu besi yerlerinde biyofilm olusturma
ozellikleri

Bakteri Glikoz Fruktoz Galaktoz Laktoz Maltoz Rafinoz Siikroz
S.dysgalactiae
+++ ++ +++ +++ ++ +++

6.1.4.1
S. mutans 3.3 +++ +++ +++ +++ 2 + +++
E. faecium

+ + - + - - ++
10.2
S. anginosus

++ ++ + + + + ++
2.1b
S.mutans

++ - - - - - ++
ATTC 25175

OD 570<0,120 :(-); OD 570< 0,240:(+); OD 570< 0,500= (++); OD 570> 0,500= (+++)

Karsilagtirilan bakteriler arasinda agiz icerisinden izole edilen S.mutans3.3 in
diger bakterilere gore tiim sekerlerde daha yiiksek oranda biyofilm olusturdugu
gbzlenmigtir. Standart sus olan S.mutans3.3’m ise en diisiik oranda biyofilm
olusturdugu belirlenmistir. Segilen izolatlarin biyofilm olusturma potansiyeli
CRA’da da ayrica gozlenmis ve silikroz igeren CRA plaklarda biitiin test
bakterilerinin koyu siyah renkli koloniler olusturdugu goriilmiistiir. Biyofilm
olusumu en ¢ok glikoz ve siikrozda gozlenmistir. Bu Sonuglara dayanarak yer tutucu
apareylerini olusturan Ornekler iizerinde calisilirken agiz ortamindan izole edilen

S.mutans 3.3 kullanilmustir (Sekil 1).
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Sekil 1. Biyofilm olusumunun CRA plakta ve mlkrotltrasyon plakta goriiniisii

a- Biyofilm pozitif b- Biyofilm negatif c- Mikrotitrasyon plagi

4.1.2. Secilen izolatlarin Tanimlanmasi

Test bakterilerininGram boyama ve katalaz aktivitesi sonucunda hepsinin
Gram pozititkok ve katalaz negatif oldugu oldugu saptanmistir. Otomatik riboprinter
siteminde, EcoRI kullanilarak yapilan tanimlamada ise izolatlarin S. dysgalactiae, S.

mutans, S. anginosus ve E. faecium oldugu goriilmiistiir (Sekil 2).

RiboPrint™ Pattern

1 &b 15 S0
T llllllllxrnl I

T
T 11 | I | ¥ | Marker
I Streptococcus mutans DUP-16485

Streptococcus mutans 3.3
Streptococcus dysgalactiae DUP-18434

Streptococcus dysgalactiae 6.1.4.1
Streptococcus anginosus DUP-18422

Streptococcus anginosus 2.1b
I l Enterococcus faecium DUP-18119
I I Enterococcus faecium 10.2

Sekil 2. izolatlara ait riboprinter sisteminden elde edilen bant profilleri ile dort tiire
ait standart bant profilleri

4.1.3. Cay Ekstraktlarimin Antimikrobiyal AKktivitesi

S. dysgalactie 6.1.4.1, S. mutans 3.3, E. faecium 10.2, S. anginosus 2.1.b ve S.
mutans ATCC25175 igin yesil ¢cayin ve ¢ay bitkisinin kuru yapraklarindan elde edilen
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metanol, hekzan ve su ekstraklarmin mikrodiliisyon yontemi ile MIC ve MBC

degerleri belirlenmistir (Sekil 3).

Sekil 3. MIC degerlerinin mikrotitrasyon plaginda belirlenmesi

Ekstraktlarin hi¢ birisinin test bakterileri lizerine bakterisidal etkili olmadigi
goriilmiistiir. Ekstraktlar bakteriyostatik etki gostermistir. MIC degeri ekstraktlara
gore degismistir. Kuru ¢ay ekstraktinin MIC degeri 125-625 pg/ml arasinda
degisirken, yesil cay ekstraktinin MIC degerleri 625-1250 pg/ml arasinda olmustur.
Chx i¢in MIC degeri 0.0011 mg/ml1’dir (Tablo 4).
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4.1.4. Cay Ekstraktlarimin Test Bakterilerinin Biyofilm Olusturmalarim

Engellemesi

Cay  ekstraktlarmin  test  bakterilerinin  biyofilm  olusturmalarini
engellenmesinin belirlenmesinde kullanilan mikrotitrasyon plaka yontemine ait

bulgular Grafik 1’de verilmistir.

0D (570nm)

1
0,8 - S.angius2.1.b
S.dysgalactie6.1.4.1
0.6 1 S.mutans ATCC 25175
WS mutans 3.3
0,4
m E. faecium 10.2
0,2 J ‘
0 - L

Yesil cay Yesil cay kuru ¢ay Kuru gay Yesil cay Kuru ¢ay Kontrol
hekzan metanol metanol hekzan steril saf steril saf
ekstrakt elestraku ekstraku elestraku su su

ekstraku elestrak

Kullamlan Gay Ekstraktlar

Grafik 1. Cay ekstraktlarinin test bakterilerinin biyofilm olusturmalarina etkisinin
spektrofotometre (Shimadzu, UV-2101PC) ile degerlendirilmesi
Yesil cay ve kuru cay yapragi ekstraktlarmin agizdan izole edilen bakterilerin
biyofilm olusturmalarina etkileri spektrofotometre (Shimadzu, UV-2101PC) yardimi
ile degerlendirildiginde, gruplar arasinda istatiksel olarak farklilik tiim gruplarda
o6nemli bulunmustur (p<0,05).Tiim gruplarin etkin oldugu belirlenmistir. Ekstraktlar
arasindayesil cayin metanol ekstraktinintiim bakteri tiirleri i¢in en etkili oldugu

istatiksel olarak belirlenmistir(p<0,05).

415. Cay Ekstraktlarinin Yer Tutucu Materyallerde Biyofilm

Olusumuna Etkisi

Yer tutucu materyallerde test bakterisi olarak sadece S. mutans 3.3

kullanilmistir.  Yer tutucu materyallerin {izerinde S.mutans 3.3’tin biyofilm
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olusturmasina kars1 ¢ay ekstraktlarinin etkisinin izlenmesi iki yontemle yapilmistir.

Bunlardan biri canli bakteri sayimi, digeri ise mikrotitrasyon plak yontemidir.

4.1.5.1. Akrilik Materyallerde Biyofilm Olusumuna Cay Ekstraktlarinin

Etkisinin Degerlendirmesine Ait Bulgular

Yer tutucu olusturan akrilik materyallerin {izerinde S.mutans 3.3’lin biyofilm
olusturmasina ¢ay ekstraktlarmin etkisi farkli olmustur. Akrilik materyallerde,
biyofilm olusturan mikroorganizma sayis1 logaritmik birimde, ¢ay eklenmeyen
kontrol aparatlarda 5,508 kob/ml olurken, klorheksidinde 0,2 kob/ml, yesil gay
metanol ekstraktinda ise 2,132 kob/ml olarak belirlenmistir. Diger gruplarda ise,
yesil cay steril saf su ekstraktinda 5,25 kob/ml, kuru ¢ay metanol ekstraktinda 4,638
kob/ml ve kuru gay steril saf su ekstraktinda 3,96 kob/ml olarak belirlenmistir
(Grafik 2).

7 -
6 -
= :
£ 1
g4 5
=
CER
oo
2 T
1 -
0 —
Kontrol Yesil cay Yesil cay Kuru gay Kuru cay Klorheksidin
Metanol sterilsafsu  metanol steril saf su
ekstrakti ekstrakti ekstrakti ekstrakti
Kullanilan Cay Ekstraktlan

Grafik 2. Yer tutucu olusturan akrilik materyaller {izerinde biyofilm olusturan canli
bakteri sayilarinin (log10 kob/ml) karsilastiriimasi

Spektrofotometrik Slgiimlerde de bakteri sayilarina paralel sonuglar elde
edilmistir. Biyofilm olusumunun gozlendigi optik dansite degerleri (OD 570nm), cay
ekstrakti eklenmeyen kontrol materyallerde 2,279, klorheksidin eklenen materyalerde

0,279, yesil cay metanol ekstrakti eklenen materyallerde ise 0,667 olarak

belirlenmistir. Diger gruplarda ise yesil ¢ay steril saf su ekstrakti eklenen grupta
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1,474 kuru ¢ay metanol ekstrakti olan grupta 1,372 ve kuru ¢ay steril saf su ekstrakti
olan grupta 0,777 olarak belirlenmistir (Grafik 3).

2,5
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E 1,5
(=]
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[Ty ]
5 1
(]
0,5 -
0
Kontrol Yesilcay  Yesilcay Kurugay  Kurucgay
metanol sterilsaf su metanol steril saf su
ekstrakti  ekstrakti  ekstrakti  ekstrakt
Kullanilan Cay Ekstraktlan

Grafik 3. Yer tutucu olusturan akrilik materyaller {izerinde, biyofilm olusumuna
cesitli cay ekstraktlarinin etkisinin spektrofotometre (Shimadzu, UV-2101PC) ile
degerlendirilmesi

Yer tutucu olusturan materyallerden, akrilik materyallere uygulanan yesil ¢ay
ve kuru cay yapragi ekstraktlarinin biyofilm olusumu {izerine olan etkileri
spektrofotometre (Shimadzu, UV-2101PC) yardimi ve biyofilm olusturan canli
bakteri sayisi ile degerlendirildiginde istatistik olarak énemli bulunmustur (p< 0,05).
Yapilan istatistiksel analizde, cay ekstraktlarinin biyofilm olusumu iizerine etkisi
onemli bulunmustur. Cay ekstraktlar1 arasinda ise yesil ¢ay metanol ekstraktinin

etkisinin en yiiksek oldugu belirlenmistir (Tablo 5).
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Tablo 5. Akrilik materyaller tizerinde biyofilm olusumuna cay ekstraktlarinin etkisi

Ortalama Ortalama
Kullanilan mikrotitrasvon Standart bakteri Standart
ekstrakt lak OD deYeri hata sayisilog10 hata
P g (kob/ml)
Klorheksidin 0,815524 0,0259 0,2000f 0,1732
Kontrol 6,8374% 0,4985 5,50602 0,0468
Yesil cay
metanolekstrakt 1,6394¢d 0,2566 2,1287¢ 0,0437
1
:i&ihiiiéﬁg 4,4244b 0,4432 5,2510 0,0372
Kuru ¢ay
metanol 4,1161° 08529 4,6267° 0,1214
ekstrakti
g‘f“;‘lz‘i‘gtsrt:l:ﬁ 2.3316° 0,6610 3,9557¢ 0,0143

*(st karakter farkli simgeler, gruplar arasindaki farklilig1 belirtmektedir (p<0.05).

4.1.5.2. Akrilik Materyallerde Biyofilm Olusumuna Cay Ekstraktlarimin
Etkisinin Degerlendirmesine Ait SEM Bulgular:

Tim gruplarda SEM goriintiileri ile biyofilm olusumu dogrulanmistir. SEM
gortintiilerinde, yer tutucu olusturan akrilik materyallerin yiizeyini kaplayan yogun
bakteri topluluklar1 ve bu bakterilerin akrilik yiizeyine ve birbirlerine baglanmasini

saglayan ekstraselliiler matriks olusumu goriilmistiir (Sekil 4).
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Sekil 4a. Materyal {izerinde ¢ay ekstraktlarinin uygulandigi akrilik materyalin SEM
goriintiileri (X2500 ve X10000); a. Cay ekstrakti ilave edilmemis b.Yesil cay
metanol ekstrakti
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Sekil 4b. Materyal iizerinde ¢ay ekstraktlarinin uygulandigi akrilik materyalin SEM
goriintiileri (X2500 ve X10000); c.Yesil ¢ay steril saf su ekstrakt1 d. Kuru ¢ay
metanol ekstrakti
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Sekil 4c. Materyal iizerinde ¢ay ekstraktlarinin uygulandigi akrilik materyalin SEM
gortintiileri (X2500 ve X10000); e. Kuru cay steril saf su ekstrakti f. Klorheksidin

4.1.5.3. Metal Materyallerde Biyofilm Olusumuna Cay Ekstraktlarimin

Etkisinin Degerlendirmesine Ait Bulgular

Yer tutucu olusturan metal materyallerin lizerinde S.mutans 3.3’iin biyofilm
olusturmasina cay ekstraktlarinin etkisi farkli olmustur. Metal materyallerde biyofilm

olusturan mikroorganizma sayist logaritmik birimde, ¢ay eklenmeyen kontrol
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aparatlarda 4,024 kob/ml, klorheksidinde 0,477 kob/ml, yesil c¢ay metanol
ekstraktinda ise 2,61 kob/ml olarak belirlenmistir. Diger gruplarda ise yesil ¢ay steril
saf su ekstraktinda 4,226 kob/ml, kuru ¢ay metanol ekstraktinda 4,693 kob/ml ve
kuru cay steril saf su ekstraktinda 3,479 kob/ml olarak belirlenmistir (Grafik 4).
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Kontrol Yesil cay Yesil cay Kuru gay Kurugay  Klorheksidin
metanol steril saf su methanol steril saf su
ekstrakti ekstrakti ekstrakti ekstrakti

Kullanilan Cay Ekstraktlan

Grafik 4. Yer tutucu olusturan metal materyaller tizerinde biyofilm olusturan canl
bakterisayilarininin (log10 kob/ml) karsilastiriimasi

Spektrofotometrik Slgiimlerde de bakteri sayilarina paralel sonuglar elde
edilmistir. Biyofilm olusumunun goézlendigi optik dansite degerleri (OD 570nm), cay
ekstrakti eklenmeyen kontrol materyallerde 0,431, Chx eklenen materyallerde 0,167,
yesil ¢ay metanol ekstrakti eklenen materyallerde ise 0,303 olarak belirlenmistir.
Diger gruplara ise yesil ¢ay steril saf su ekstrakti eklenen grupta 0,598 kuru cay
metanol ekstrakti olan grupta 0,574 ve kuru ¢ay steril saf su ekstrakti olan grupta

0,426 olarak belirlenmistir (Grafik 5).
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Grafik 5. Yer tutucu olusturan metal materyaller {izerinde biyofilm olusumuna
cesitli cay ekstraktlarmin etkisinin spektrofotometre (Shimadzu, UV-2101PC) ile
degerlendirilmesi

Yer tutucu olusturan materyallerden, metal materyallere uygulanan yesil ¢ay
ve kuru cay yapragi ekstraktlarinin biyofilm olusumu {izerine olan etkileri
spektrofotometre (Shimadzu, UV-2101PC) yardimi ve biyofilm olusturan canli
bakteri sayisi ile degerlendirildiginde, istatistik olarak 6nemli bulunmustur (p< 0,05).
Yapilan istatistiksel analizde, ¢ay ekstraktlarinin biyofilm olusumu iizerine etkisi
onemli bulunmustur. Cay ekstraktlar1 arasinda ise yesil ¢ay metanol ekstraktinin
etkisinin en yiiksek oldugu belirlenmistir (p< 0,05) (Tablo 6).
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Tablo 6. Metal materyaller tizerinde biyofilm olusumuna cay ekstraktlarinin etkisi

Ortalama Ortalama
Kullanilan . . Standart bakteri Standart
MikrotitrasyonPlak
ekstrakt OD dederi hata sayisl hata
g (log10kob/m)
Klorheksidin 0,1679¢ 0,0399 0,45674 0,1504 0,176
Kontrol 1,2931ab 0,1330 4,0233 @ 0,0068 4,02
Yesil cay
metanol 0,9099P 0,5907 2,1787°¢ 0,2726 2,161
ekstrakti
Yesil cay
steril saf 1,79572 0,2534 4,2267 @ 0,4203 4,009
suekstrakti
Kuru ¢ay
metanol 1,72322 0,4684 4,60672 0,3539 4,726
ekstrakti
Kuru ¢ay
steril saf su 1,27882 0,0487 3,4567° 0,1779 3,479
ekstrakti

*Ust karakter farkli simgeler, gruplar arasindaki farklilig1 belirtmektedir (p<0.05).

4.1.5.4. Metal Materyallerde Biyofilm Olusumuna Cay Ekstraktlarimin

Etkisinin Degerlendirmesine Ait SEM Bulgular:

Tim gruplarda SEM gdériintiileri ile biyofilm olusumu dogrulanmistir. SEM

goriintiilerinde yer tutucu olusturan metal materyallerin yiizeyini kaplayan yogun

bakteri topluluklar1 ve bu bakterilerin akrilik yiizeyine ve birbirlerine baglanmasini

saglayan ekstraselliiler matriks olusumu goriilmistiir (Sekil 5).
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Sekil 5a. Materyal {izerinde ¢ay ekstraktlarinin uygulandigi metal materyalin SEM
goriintiileri (X2500 ve X10000); a. Cay ekstrakti ilave edilmemis b.Yesil cay
metanol ekstrakti
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d

Sekil 5b. Materyal iizerinde gay ekstraktlariin uygulandigi metal materyalin SEM
goriintiileri (X2500 ve X10000); c. Yesil cay steril saf su ektrakti d. Kuru gay
metanol ekstrakti
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Sekil 5c. Materyal {izerinde ¢ay ekstraktlarinin uygulandigi metal materyalin SEM
goriintiileri (X2500 ve X10000); e. Kuru cay steril saf su ektrakti f. Klorheksidin
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4.15.5. Fiber Materyallerde Biyofilm Olusumuna Cay Ekstraktlarinin

Etkisinin Degerlendirmesine Ait Bulgular

Yer tutucu olusturan fiber materyallerin iizerinde S. mutans 3.3 ’iin biyofilm
olusturmasina ¢ay ekstraktlarinin etkisi farkli olmustur. Fiber materyallerde biyofilm
olusturan mikroorganizma sayisi logaritmik birimde, cay eklenmeyen kontrol
aparatlarda 5,508 kob/ml, klorheksidinde 0,2 kob/ml, yesil ¢ay metanol ekstraktinda
ise 2,132 kob/ml olarak belirlenmistir. Diger gruplarda ise yesil ¢ay steril saf su
ektraktinda 5,25 kob/ml, kuru ¢ay metanol ekstraktinda 4,638 kob/ml ve kuru ¢ay
steril saf su ektraktinda 3,96 kob/ml olarak belirlenmistir (Grafik 6).
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1 1
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Kontrol Yesil cay Yesil cay Kuru cay  Kuru cay steril Klorheksidin
metanol steril saf su metanol saf su
ekstrakti ekstrakti ekstrakti ekstrakti

Kullanilan Cay Ekstraktlan

Grafik 6. Yer tutucu olusturan fiber drnekler tizerinde biyofilm olusturan canli
bakterisayilarininin (log10 kob/ml) karsilagtiriimasi

Spektrofotometrik Sl¢imlerde de bakteri sayilarina paralel sonuglar elde
edilmistir. Biyofilm olusumunun goézlendigi optik dansite degerleri (OD 570nm), cay
ekstrakti  eklenmeyen kontrol ~materyallerde 2,083, klorheksidin eklenen
materyallerde 0,319, yesil ¢cay metanol ekstrakti eklenen materyallerde ise 1,092
olarak belirlenmistir. Diger gruplarda ise yesil cay steril saf su ekstrakti eklenen
grupta 1,334, kuru ¢ay metanol ekstrakti olan grupta 1,306 ve kuru cay steril saf su
ekstrakti olan grupta 1,636 olarak belirlenmistir (Grafik 7).
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Grafik 7. Yer tutucu olusturan fiber materyaller tizerinde biyofilm olusumuna gesitli
cay ekstraktlarmin etkisinin spektrofotometre (Shimadzu, UV-2101PC) ile
degerlendirilmesi

Yer tutucu olusturan materyallerden, fiber materyallere uygulanan yesil ¢ay

ve kuru cay yapragi ekstraktlarinin biyofilm olusumu {izerine olan etkileri

spektrofotometre (Shimadzu, UV-2101PC) yardimi ve biyofilm olusturan canl

bakteri sayisi ile degerlendirildiginde istatistik olarak énemli bulunmustur (p< 0,05).

Yapilan istatistiksel analizde, c¢ay ekstraktlarinin biyofilm olusumu {iizerine etkisi

onemli bulunmustur. Cay eckstraktlar1 arasinda ise yesil ¢ay metanol ekstraktinin

etkisinin en yiiksek oldugu belirlenmistir (Tablo 7).
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Tablo 7. Fiber materyaller {izerinde biyofilm olusumuna ¢ay ekstraktlarinin etkisi

Ortalama Standart Ortalama Standart
Kullanilan ekstrakt Mikrotitrasyonplak hata bakteri sayisi hata
OD degeri (log10kob/ml)
Klorheksidin 2 5150 1,808 0,2000° 01732
Kontrol 6,2518 1,047 5,15972 0,3674
Yesil cay metanol 5 )0 0,840 2.0117° 0,1958
ekstrakti
Yesil ay steril saf ()15 1,266 4.4460° 01123
su ekstarkti
Kuru cay metanol o g5 1,550 4,3890° 0,2000
ekstrakti
Kuru cay steril saf =, ;50 1,789 47433 0,4760

su ekstrakti

*(st karakter farkli simgeler, gruplar arasindaki farklilig1 belirtmektedir (p<0.05).

4.15.6. Fiber Materyallerde Biyofilm Olusumuna Cay Ekstraktlarmmin
Etkisinin Degerlendirmesine Ait SEM Bulgulari

Tiim gruplarda SEM gériintiileri ile biyofilm olusumu dogrulanmistir. SEM
goriintiilerinde yer tutucu olusturan materyallerin yiizeyini kaplayan yogun bakteri
topluluklar1 ve bu bakterilerin dentin yiizeyine ve birbirlerine baglanmasini saglayan

ekstraseliiler matriks olusumu gortilmistiir (Sekil 6).
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Sekil 6a. Materyal {izerinde ¢ay ekstraktlariin uygulandig: fiber materyalin SEM
goriintiileri (X2500 ve X10000); a. Cay ekstrakti ilave edilmemis b. Yesil ¢ay
metanol ekstrakt
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Sekil 6b. Materyal iizerinde cay ekstraktlarinin uygulandig: fiber materyalin SEM
gortintiileri (X2500 ve X10000); c. Yesil ¢ay steril saf su d. Kuru ¢ay metanol
ekstrakti
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Sekil 6¢. Materyal iizerinde gay ekstraktlarinin uygulandig: fiber materyalin SEM
goriintiileri (X2500 ve X10000); e. Kuru gay steril saf su ekstrakti f. Klorheksidin
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4.15.7. Kullamlan Yer Tutucu Materyalleri Uzerinde Biyofilm

Olusumunun Karsilastirilmasi

Yer tutucu olusturan materyaller iizerinde Dbiyofilm  olusumun
karsilagtirlmasinda materyaller lizerinde ortalama bakteri sayisi hesaplanarak
sonuglar elde edilmistir (Tablo 8). En yiiksek oranda biyofilm olusumu metal
materyallerde goriilmiistiir. Sonrasinda sirasiyla akril ve fiber materyallerde biyofilm

olusumu gozlenmistir.

Tablo 8. Kullanilan yer tutucu materyalleri tizerinde biyofilm olusumu

Kullanilan materyal Ortalama bakteri sayisi Standart hata
Metal 1,195° 0,599
Akril 3,361 2,204
Fiber 4.115% 1,602

*Ust karakter farkli simgeler, gruplar arasindaki farklilig1 belirtmektedir (p<0.05).

4.2. In Vivo Cahsma Bulgular:

Calismamizin in vivo kisminda, izinleri alinmis 6-10 yas arasinda 18
cocukta(8 kiz, 10 erkek) agiz icinde yer tutucu materyalleri lizerinde biyofilm
formasyonuna kars1 yesil cay ekstraktlarinin etkisinin incelenmesi i¢in pilot ¢alisma

yapilmistir.

Birinci haftanin sonunda, ¢alismaya katilan hastalarin 8’1 kendi istekleri ile
calismadan ayrilmiglardir. Calismaya dahil olan hastalarin 2’sinin apareyleri
kirilmigtir. 4 hastanin da apareyleri iizerinde bulunan yer tutucu materyallerinden
hazirlanan disklerin, hasta tarafindan uygulanan mekanik kuvvet ile diistigi
belirlenmigtir. Calisma siiresince hastalarin bir¢ogunda ebeveynleri tarafindan

garagaralarin diizenli uygulamadigi belirlenmistir.

Birinci haftanin sonunda, ¢alismaya devam eden hastalarin apareyleri klinik
ortamda incelendiginde ise {izerlerinde belirgin plak birikiminin olmadigi

gozlenmistir.
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Pilot ¢alismamizda; hazirlanan apareylerin kalinliklarinin ¢ocuklarin tolere
edebileceklerinden fazla olmasi, kalinliklar1 inceltilmeye c¢alisilan apareylerin bazi
alanlarinda kirilmalarin  goriilmesi, apareyler iizerinde bulunan yer tutucu
materyallerinden hazirlanan disklerin hastalar tarafindan uygulanan mekanik kuvvet
ile diismesi ve yesil ¢ay ekstraktlarinin tatlarinin ¢ocuklar tarafindan kabul edilebilir

olmamasi gibi nedenlerden dolay1 in vivo ¢alisma bitirilmistir.
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5. TARTISMA

Biyofilm olusumu, mikroorganizmalarin kolonizasyonu ve konakta
canliliklarini siirdiirebilmeleri adina olduk¢a 6nemli bir viriilans faktordiir. Biyofilm
icerisinde bulunan mikroorganizmalarin en 6nemli avantaji, planktonik tiirdeslerine

oranla dis etkilere kars1 daha korunakli halde olmalaridir (2).

Dental biyofilm olusumunda etkili olan faktorler arasinda, yiizey 6zellikleri
ve alan1 6nemli bir role sahiptir. Agiz i¢i apareylerin, yapilarin1 olusturan
materyallerin ylizey 6zellikleri ve retansiyona neden olan yeni yiizeylerin olusmasini
sagladiklar1 i¢in dental biyofilm olusumunu artirdiklar belirtilmistir (16).Sallum ve
arkadaglar1 (96),hastalarin aparey kullanim ve sonrasindaki dénemde, agiz dokular
ve disler lizerinde goriilen klinik degisimleri inceledikleri ¢aligmalarinda, apareyin
cikarildigt donemde, S.mutans sayisinda oOnemli oranda disiis oldugunu
bildirmislerdir. Jongsma ve arkadaglar1 (202), artan yiizey miktarinin biyofilm
olusumuna etkisini inceledikleri ¢alismalarinda, ¢coklu tel kullanilarak hazirlanan agiz
ici apareylerin, tekli tel kullanilarak hazirlanan apareyler ile karsilastirdiklarinda,
coklu tellerde biyofilm olusumunun daha fazla oldugunu rapor etmislerdir. Mine
ylzeyinde olusan biyofilm yapisinin, 6zellikle agiz i¢i metal apareylerde olusan
biyofilme gore daha diizensiz ve daha kolay kaldirilabilir oldugunu belirlemislerdir.
Ayrica biyofilm kaldirildiktan sonra aparey {izerinde, daha hizli bir sekilde biyofilm
olusumu gozlenmistir. Low ve arkadaslarinin (203) agiz ici akrilik aparey ylizeylerini
inceledikleri ¢aligmalarinda, akrilik ylizeylerde biyofilm olusumunun, agiz ici

dokulara gore daha hizli oldugunu belirlemislerdir.

Yapilan ¢aligmalar siklikla ortodontik aparey kullanan c¢ocuklar1 veya ileri
yaslarda protetik tedavi goren hastalar1 kapsamaktadir. Dental biyofilm
kompozisyonunu belirlemeye yonelik calismalar, ¢ocuk hastalarda ozellikle yer
tutucu kullanan ¢ocuk hastalarda yas grubunun kiigiik olmasi, cocuklarla yapilacak
herhangi bir ¢alismada etik izin alinmasinin zor olmasi, karma dislenme gibi oral

floray etkileyen faktorler nedeni ile kisitl sayida bulunmaktadir.
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Calismamizda, yer tutucu kullanan hastalarda, dental biyofilmin kaldirilmas1

icin mekanik temizlige katkida bulunacak c¢ay ekstraktlarinin etkinligi incenlemistir.

Calismamizda oncelikle dental biyofilm kompozisyonunun belirlenmesi i¢in,
dental biyofilm Orneklerinde mikrobiyal tanimlamalar yapilmistir. Boylelikle
kullanilacak ajanlarin etki mekanizmalar1 ve etkili olduklar1 mikroorganizma tiirleri

ile ilgili daha net sonuglarin elde edilmesi planlanmustir.

Calismamizda; sabit veya hareketli yer tutucu kullanan, sistemik olarak
saglikli, herhangi bir ilag kullanmayan 6-12 yas grubunda, 4 kiz ve 6 erkek ¢ocuk
hastadan, tarafimizdan yapilan ve son 2 aydir kullandiklari yer tutucularin akrilik,
metal ve fiber kisimlarindan steril swap kullanilarak érnek alinmistir. Ornek alinan
cocuklar arasinda standardizasyonun saglanmasi ic¢in Oncelikle Dentocult® SM
(Orion Diagnostica, Finland) sistemi kullanilarak hastalarin S. mutans miktari
Olclilmiistiir. Geleneksel metotlar1 kullanarak S. mutans miktariin belirlenmesi, uzun
laboratuvar asamalarin1 igermektedir. Bu nedenle, ¢ocuk dis hekimliginde yaygin
olarak kullanimi zorluk yaratmaktadir. Hassasiyet ve dogruluk &zellikleri olan plak
ornegi alinarak S.mutans sayisinin belirlenmesi teknigi, dis hekimliginde geleneksel
teknik yerine tercih edilmektedir. Ayrica ¢ocuk hastalarda plak 6rneginin alinmasi,
tilkiiriik 6rnegi alinmasia goére daha kolay ve dis cliriigii ile plak arasinda direkt
iliskili olmas1 diisiiniilerek tercih edilmistir (200). Alman ornekler sonucunda,
calismaya dahil edilmesi planlanan hastalarin S. mutans sayis1 (>10°) standart hale
getirilmistir. Cocuk hastalarda dental biyofilm olusumu, biiyiik hastalardan daha az
miktarda oldugu i¢in 6rnek alinmadan Once hastalarin 3 giin siireyle oral hijyen
aligkanliklarinin  kesilmesi tavsiye edilmektedir (96, 198). Calismamizda ise;
hastalarin yas grubunun kiigiik olmasi, yer tutucu kullanimina bagl plak miktarinin
artmis olmasi, zayif dis fircalama aligkanligina sahip olmalar1 ve giin boyunca sik sik
ve yiiksek oranda karyojenik gidalar tiiketmelerinden dolayi, hastalarin oral hijyen
aligkanliginin kesilmesinin dogru olmadig: diisiiniilerek, hastalar, standardizasyonun
saglanmast i¢in, tarafimizdan saglanan dis fir¢asi ve dis macunu ile giinlik oral
hijyen aliskanliklarina devam etmislerdir. Ayrica daha 6nce yapilan ¢alismalara
benzer olarak, dental biyofilm 6rnegi alinmadan once son iki saat herhangi bir sey

yememeleri ve icmemeleri konusunda bilgilendirme yapilmistir.Dental biyofilm
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ornekleri, sabah saatlerinde (8.00-11.00) almmistir. Orneklerin sabah saatlerinde

alinmasinin amaci, giin i¢inde goriilen degisiklikleri en aza indirmektir (204).

Dental biyofilm, agiz igerisinde farkli bolgelerde farkli yapisal ozelliklere
sahiptir. Biyofilm oOrneginin alindig1 bolge, biyofilm o&zellikleri agisindan ¢ok
onemlidir (205). Auschill ve arkadaslari (206) yaptiklar1 ¢alismalarinda, sadece
bukkal ve lingual yiizeylerden toplanan 6rneklerin, biyofilmin biyokimyasal yapisini
yansittigini, ara yiizlerden alman Orneklerin ise  biyofilmi  dogrudan
ilgilendirmedigini bildirmiglerdir. Ayrica iist c¢enede Ozellikle bukkal yiizeyde
biyofilm olusumu, alt ¢eneye oranla daha hizli ve yiiksek miktarda oldugu ve
caligmalarda saglikli sonug¢ alinmasi i¢in bu boélgeden biyofilm Orneginin alinmasi
gerektigi rapor edilmistir. Ozellikle alt ¢ene lingual bélge, dental biyofilm olusumu

acisindan fazla retansiyon alani tasidigi igin ¢alismalara dahil edilmemistir.

Calismamizda, materyaller {izerinden plak 6rnegi alirken, iist cenede yer alan

apareyler se¢ilmis ve bukkal yiizeylerinden biyofilm 6rnegi alinmistir.

Calismamizda, bakteri tanimlamasinda Gram boyama yapilmistir. Daha sonra
kiiltiirler, oksidaz, katalaz ve koagiilaz testleri ile hareketlilik durumu acisindan
incelenmistir. Kanli agara ekilerek, hemoliz 6zellikleri gozlenmistir. Bakterilerin
kullandiklar1 seker tiiriine gére tanimlamalarii yapan VITEC II (Biomeriux, France)
testi ile tanmimlamalar1 yapilmistir. Calisma igin segilen suslarin tanimlanmasi,
Otomatik Ripoprinter (DuPont, USA) kullanilarak dogrulanmistir. Calismamizda,
elde edilen sonuglarin dogrulanmasi i¢in birden fazla metot ile tanimlamalar

gliclendirilmistir. Bu sayede olusabilecek hatalar1t minimalize etmek amaglanmustir.

Calismamizda, yer tutucu kullanan c¢ocuk hastalardan alinan biyofilm
orneklerinde; S.dysgalactie 6.1.4.1, S. mutans 3.3, E. faecium 10.2, S. anginosus 2.1b

mikroorganizmalari izole edilmistir.

Calismamiza benzer olarak, daha 6nce yapilan ¢alismalarin bir¢ogunda S.
mutans, dental biyofilmden izole edilmistir ve en baskin patojenlerden biri olarak
tanmlanmustir. Bu duruma ek olarak, dental biyofilmde S. mutansile birlikte siklikla

S. sobrinus, S. mitis ve S. salivarius izole edimistir (17,64). Lakade ve arkadaslari
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(207) yaptiklar1 g¢alismada, dental biyofilmde en baskin patojenin S. mutans
oldugunu ve bu durum sonucunda anti plak ajanlarinin incelendigi ¢aligsmalarda
siklikla S. mutans kullanildigini belirtmiglerdir. Glingdér ve arkadaglarinin (208)
calismalarinda, sistemik olarak saglikli  ¢ocuklarda dental  biyofilmin
kompozisyonunda; pediokokus spp (%11.7), laktokokus spp (%23.5) laktobacillus
spp (%47),weissella confusa (%5.8) ve S. mutans (%11.7) bakterilerinin bulundugu
belirlenmistir. Crielaard ve arkadaglarinin (209) farkli yas gruplarindaki ¢ocuklarin
oral mikrobiyal kompozisyonlarini inceledikleri ¢alismalarinda, ¢ocuklarin farkli
donemlerinde  oral biyofilmlerinde, Proteobakteriler,  Aktinobakteriler,
Bakteroidetes’inbaskin bakteri gruplari olduklari belirlenmistir. Papaioannou ve
arkadaslarinin (205) 3-12 yas grubu cocuk hastalarda yaptiklar1 ¢calismada, dislerin
farkli yiizeylerinde olusan biyofilmin kompozisyonu degerlendirilmis ve tiim
yiizeylerde S. mutans ile beraber S. oralis, S. mitis, S. infantis ve S.
salivarius’ungorildiigii rapor edilmistir. Langfelt ve arkadaslarmin (210) geng
eriskin hastalarda oral biyofilmin kompozisyonunu belirledikleri g¢alismalarinda,
Firmicutes, Proteobakteriler, Aktinobakteriler, Bakteroidetes, Fusobakteri, Spiroket,
SR1 ve TM7 olmak {izere 8 ana mikroorganizma tiirli oldugu bildirilmistir.
Holdbrook ve arkadaslarmin(211) c¢iiriiklii ve ¢iiriiksiiz bireylerde oral floranin
kompozisyonunu inceledikleri ¢alismalarinda,6zellikle cliriikk baslangict olan
bireylerde, S. salivarius,S. bovis, S. sanguinis, S. mitis,S. sobrinus, Pnomokok,
Stafilokok coag., Lactobacillus sp. ve S. mutans’inyiiksek oranda oldugu
belirlenmistir. Clirtikli ve ¢iiriiksiiz bireylerin oral floralarinin incelendigi bir diger
calismada  ise,  Laktobacilli,  Actinomyces, Bifidobacteria, Veillonella,
Propionibacteria, S. mutans, S. salivarius, S. mitis’in baskin bakteri tiirleri oldugu

gbzlenmistir (212).

Calismalar arasinda, yapilan mikroorganizma tanimlamalarinda ¢ok farkli
sonuglar elde edilmistir. Bu durum, yapilan c¢aligmalarin siklikla biiylik hastalarda
yapilmasi, ¢ocuk hastalarda yapilan ¢alisamalarin ise farkli yas gruplarini igermesi
ile agiklanabilir. Ayrica sonuglarda goriilen farklilik, ¢alisma grubunda olan cinsiyet,
sistemik durum, c¢evre sartlari, beslenme aliskanliklari, etnik farkliliklar, karma
dislenme doneminde olmalari, psikolojik durum gibi nedenlere baglanabilir.

Calismamizda, S. mutans disinda belirlenen bakteriler, 6zellikle ¢ocuklarda onceki
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caligmalarda rapor edilen dental biyofilmde yer alan bakteriler arasinda
bulunmamaktadirlar.  Bu  durumun, hastalarin  kullandiklar1  apareylerin
materyallerinin yiizey o0zelliklerinden veya apareylerin kontaminasyonuna bagl
bakteri degisiminden kaynaklandigr seklinde agiklanabilir. Ayrica c¢alismamiza
katilan hastalarin da farkli yas grubunda, cinsiyette olmalari, farkli beslenme
aligkanliklarina sahip olmalar1 ve karma dislenme doneminde olmalarinin sonuglari

etkileyebilecegi diigiinlilmiistir.

Calismamizda, izole edilen mikroorganizmalara ek olarak, hazir sus halinde
alman S. mutans kullanilmistir. Agiz iginden izole edilen bakterilerin, genetik
mutasyona daha duyarli olduklari, kullanilacak antimikrobiyallere kars1 direng
kazanmis ve daha fazla biyofilm olusturma yetenegine sahip olduklar: bildirilmistir.
Hazir sus olarak temin edilen mikroorganizmalarin ise, daha 6nce herhangibir
antimikrobiyal ajana maruz kalmadiklar1 ve baska mikroorganizmalar ile gen
aligverisi yapmadiklarindan dolay1 biyofilm olusturmaya yonelik yeni Ozellikler
kazanmadiklar1 belirtilmistir (213). Boylece agzidan izole edilen mikroorganizmalar
ile hazir sus olarak alinan mikroorganizmalar karsilagtirilarak, hem
mikroorganizmalarin biyofilm olusturma yeteneklerinin incelenmesinde hem de
kullanilacak ajanlarin etkinliginin incelenmesinde, sonuglarin giivenilirliginin

saglanmasi planlanmigtir.

Mikroorganizmalarin, biyofilm olusturma 6zelliklerinin incelendigi in vitro
caligmalarda, mikrotitrasyon plaka, hiicre kiiltiir model sistemi ve sivi akisi model
sistemi gibi bir¢ok yontem kullanilmaktadir(214,215). Fakat klinik ortamda biyofilm
olusumu ile in vitro ortamda biyofilm olusumu arasinda tam anlamda bir
korelasyonsaglanamadig1 bildirilmistir (214). Biyofilmin kiiltatif ve miktar a¢isindan
incelenmesinde, birgok metot gelistirilmistir ancak farkli bakteri tiirlerinin biyofilm
formasyonunun incelenmesinde standart bir yontem heniiz bulunamamustir (198).
Dental biyofilmin incelendigi c¢aligmalarin birgogunda, mikrotitrasyon plaka
yontemini  kullanilmistir  (198,199,215). Bu yontem, mikroorganizmalarin
bliylimesinin disinda farkli  biyolojik testlerin uygulanmasina da olanak
saglamaktadir. Ayrica ucuz, hizli ve uygulamasi kolay olan bir metottur.

Mikrotitrasyon plaka yontemi ile kolayca inkiibasyon sicaklik, nem, kesme gerilmesi
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ve Oz ve CO2 varlig1 ya da yoklugu konsantrasyonu gibi bir¢ok parametre Olciilebilir
(199). Stepanovic ve arkadaslari (198) tiip testi, mikrotitrasyon plaka testi ve
modifiye mikrotitrasyon plaka testini karsilastirdiklar1 ¢aligsmalarinda, tiip testi ve
modifiye mikrotitrasyon plaka testinin sonug¢larinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik olmadiginmi bildirmelerine ragmen, modifiye mikrotitrasyon plaka testinin,
nicel anlamda dogruluk agisindan daha giivenilir oldugunu belirtmislerdir. Tiip
testinin, uygulamasi kolay ve basit bir yontem oldugunu fakat uygulayict bu teknige
asina degilse sonuglarin sayilmasinin ¢ok zor olabilecegini bildirmislerdir. Ayrica
mikrotiter plaka testi disindaki testlerin yorumlanmasinda, o&zellikle zayif
reaksiyonlarda, gozlemcilerin standart bir yorumlama yapamamalarinin, sonuglarin
giivenilirligini etkiledigi de belirtilmistir. Modifiye mikrotitrasyon plaka yonteminin
icerisine eklenen asetik asit, hem bakterilerin tiip duvarlarina yapisan kismini da
boyamaya dahil ettigi, hem de hava-sivi arasi bosluklarin boyanarak sonucu
etkilemesini engelledigi icin daha dogru sonuglar elde edilmesini sagladig
bildirilmistir. Priya ve Brundha (215), S. mutans’in biyofilm olusumunu inceledikleri
calismalarinda, besiyeri, inkiibasyon periyodu gibi bir¢cok faktor incedikleri igin

mikrotitrasyon plaka yontemini kullandiklarini belirtmislerdir.

Calismamizda, yer tutucu kullanan  c¢ocuklardan izole edilen
mikroorganizmalarin, biyofilm olusturmalarimin ve c¢ay ekstraktlarinin etkisinin
incelenmesinde, modifiye mikrotitrasyon plaka testi ve canli bakteri sayimi
kullanilmistir. Mikrotitrasyon plaka testinde, olusan biyofilm yogunluguna bakilarak
degerlendirilme yapilmaktadir. Bu nedenle mikroorganizmalarin canliliklar ile ilgili
bilgi vermemektedir. Canli bakteri sayim teknigi ise mikrobiyolojide altin standart
olarak bilinmektedirve mikroorganizmalarin olusturduklari biyofilmler arastirmaci
tarafindan direkt belirlendigi i¢in biyofilm formasyonunun dogrulugu acisindan

sonuclarimiza giivenilirlik saglayacagi diisiiniilmiistiir (216).

Seker, karyojenik mikroorganizmalarin davranis merkezini olusturmaktadir.
Farkli mikroorganizmalar, farkli sekerleri metabolize etmektedirler. Daha oOnce
yapilan ¢alismalarda, seker iceren besinlerin karyojenik  potansiyelinin;
karbonhidratlarin tipi (glukoz ve fruktoz gibi monosakkaritler, sukroz, maltoz ve

laktoz gibi disakkaritler ve polisakkaritler), miktari, icerdigi koruyucu komponentleri
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(proteinler, yaglar, Ca, P, F), fiziksel ve kimyasal 6zellikleri (s1v1, kati, ¢oziiniirliik,
pH, tamponlama kapasitesi, salya akitici 6zellikleri) gibi birgok faktdre bagli oldugu
belirtilmistir (217,218).

Calismamizda, agi1z iginden izole edilen farkli mikroorganizmalarin biyofilm
olusturma Ozelliklerinin incelenmesinde oncelikle, hangi seker ortaminda biyofilm
olusturduklar arastirilmistir. Bu amagla; glikoz, friikktoz, galaktoz, laktoz, siikroz,
maltoz, galaktoz sekerleri kullanilmistir. Mikroorganizmalarin kullandiklar1 seker
tipinin belirlenmesinin, hem dental biyofilmi olusturan mikroorganizma tiirlerinin
belirlenmesi hem de bu tirlerin olusturdugu dental biyofilm olusumunun
engellenmesi acgisindan bilgi sahibi olmamizi saglayacagi ve probleme yonelik
¢ozlim stratejisi gelistirmemiz agisindan calismamizin glivenilirligini artiracagi

distiniilmustir.

Calismamizda, izole edilen mikroorganizmalar i¢inde en yliksek oranda
biyofilm olusumu S. dysgalactia’da gozlenmistir. Agizdan izole edilen S. mutans ise
ikinci en yiiksek biyofilm olusumu gozlenen mikroorganizmadir. Sonrasinda,
S.anginosus ve E.faecium’unbiyofilm olusumu sagladigi belirlenmistir. Hazir sus
olarak alinan S.mutans, en diisiik diizeyde biyofilm olusumu gostermistir. Agizdan
izole edilen mikroorganizmalarin, hazir alinan susa oranla daha yiiksek oranda
biyofilm olusturmalari, agiz ig¢inde ¢esitli ¢cevresel sartlara karsi genetik mutasyona
ugradiklari, bu yiizden daha direncli ve biyofilm olusturmaya daha yetenekli
olabilecekleri seklinde agiklanabilir. Agizdan izole edilen S.mutans’in, yiiksek
biyofilm formasyonu gostermesi aslinda sasirtict bir sonu¢ degildir. Boylelikle,
materyal metodun olusturulmasi sirasinda planlanan, izole edilen mikroorganizmalar
ile hazir halde aliman susun biyofilm olusturmalarindaki beklenen sonuglar,

calismamizin giivenilirligini saglamistir.

Agizdan izole edilen S.mutans, ¢alismamizda en yiiksek oranda biyofilm
olusumu gostermemis olmasina ragmen, biyofilm olusumu ve antimikrobiyal
ajanlarin incelendigi ¢alismalarin birgogunda S.mutans tercih edilmesi nedeni ile
sonuglarimizin karsilastirilmasi i¢in yer tutucu apareylerinde biyofilm olusumunun

incelenmesinde tercih edilmistir.
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Tim bakterilerde en yiiksek diizeyde biyofilm olusumu, siikroz ve glikoz
sekerlerinin oldugu ortamda goriilmiistiir. Ferrazzano ve arkadaslart (219),
karyojenik mikroorganizmalar1 inceledikleri ¢aligmalarinda, sonuglarimiza benzer
olarak, en yiiksek biyofilm olusumunun siikroz eklenen ortamda oldugunu
belirlemislerdir. Dibdin ve arkadaslarinin fermente olabilen karbonhidratlar
inceledikleri ¢aligmalarinda (218), siikrozun biitiin fermente olabilen karbonhidratlar
arasinda, S. mutans’in EPS sentezininin saglanmasinda en karyojenik seker
oldugununu belirtmislerdir. Lindhe ve arkadaslar1 (220), S. mutans ve S. sangius’un
siikrozdan  ekstraselliller  polisakkarit {iretirken diger sekerlerden EPS
olusturamadiklarimi  ve Dbiyofilm olusumunun goriilmedigini  belirtmislerdir.
Siikrozun, S. mutans tarafindan biyofilm matriksi sentezinde kullanilmasindan
dolayi, biitiin fermente olabilen karbonhidratlar arasinda en 6nemli ve en karyojenik
olan seker oldugu rapor edilmistir (218, 220). Kullanilan sekerin tipi disinda, siirekli

alinmasininda dental biyofilmin gelisimi i¢in 6nemli oldugu belirtilmistir (220, 221).

Calismamizda, yer tutucu apareyleri iizerinde S. mutans’m biyofilm
olusumun incelenmesinde seker olarak da glikoz kullanilmistir. Yapilan ¢alismalarin
cogunda, seker olarak siikroz kullanilmasina ragmen glikoz kullanilmasinin nedeni
ise mikrotitrasyon plaka testinde glikozun mikroroganizmalar1 bir arada tutarak
saglikli sonuglar alinmasimi saglamasidir. Glikozun, sonuclarin kullanilan seker
tipine bagl olarak degisimini etkilemedigi bildirilmistir (199). Bu durumda,
apareyleri olusturan materyaller {iizerinde, biyofilm olusumu incelendiginde
kullanilan seker tipinin, biyofilm olusumunu pozitif yonde etkilemesi engellenerek,

daha net sonuglar alinmasin1 saglayacagi diistintilmiistiir.

Biyofilm yapisi, farkli zamanlarda farkli yapisal, fiziksel ve genetik 6zellikler
sergilemektedir. Bakterinin bir yilizeye tutunmasiyla baslayan biyofilm olusumu
dinamik bir olaydir. Dis yiizeyi temizlendikten 8 saat sonrasinda dislerin yakinindaki
yanak ve dil mukozasindan veya tiikiiriikten kaynaklanan bakteriyel birikintiler plak
olusumunun ilk safhasini olusturmaktadir. Bu safhadaki plak, tiikiiriikten ¢okelen
miisin, epitel hiicreleri, lenfositler, 16kositler ve yiyecek artiklarini igerir ve olusan
plak, geng plak olarak adlandirilir. Ortaya ¢ikan ilk mikrobiyal baglanti, zayif ve geri

doniisebilen karakterdedir. Baslangi¢c baglantisini takiben, organizmalar sessiz bir
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faza girerler. Sessiz faz siirecinde organizmalar genetik yapilarii degistirebilirler.
Genetik materyaldeki bu degisikligin, baglanmadan hemen sonra sekillendigi
bilinmektedir. Biyofilmler, ekstrakromozomal DNA degisimleri i¢in ideal ortamlar
olustururlar. Hiicreler arasinda DNA transferi gerceklesir. Boylece genetik yapisi
degisen hiicreler cevreden gelebilecek olumsuz etkilere karsi daha c¢ok direng
kazanmis olur. Sekiz-kirk sekiz saat arasinda gegen dénem, hizli mikroorganizma
tireme safhasi olarak bilinmektedir. Bu safthada mikroorganizmalar plaktaki diger
hiicreleri ve besin maddelerini kullanarak ¢ogalir. S. mutans basta olmak tizere bir
grup mikroorganizma, ortamdaki karbonhidratlardan EPS sentezi yapar. Glukanlar
halindeki bu EPS’ler, plagin dise daha siki yapismasini saglar. Bu satha, olgun plak
adin1 da alir. Bu evrede olusmus biyofilm yapisi, ¢evreden gelebilecek olumsuz
etkilere kars1 daha direngli hale gelir. Kirk sekiz saatin sonunda olusan biyofilm
yapisinda mikroorganizmalarin sayisinda belirgin bir degisiklik gdézlenmezken,
cesitliliginde artis gbze c¢arpar. Baslangigcta hakim olan aerob streptokoklar, plak
kalinlastik¢a yerini anaerob ve filament6z mikroorganizmalara birakir. Ancak st
tabakada halen aerob mikroorganizmalar mevcuttur (44). Biyofilm olusumunun
farkli asamalarinda mikroorganizmalarin  sergiledikleri fenotipik  6zellikler
birbirinden olduk¢a farkli olabilir. Biyofilm olusumundaki bu degiskenlik,
antimikrobiyal ajanlarin biyofilm bakterileri {izerine etkilerinin degerlendirildigi
calismalarda 6nemli bir konudur. Biyofilm ¢alismalarinda, biyofilm olusum siiresine
ilisgkin bir standardizasyon belirlenememistir. Deney siiresi; kullanilan analitik
metotlarin hassasiyetine, arastirilan konuya ve kullanilan modele baglh olarak 45

dakika ile 6 ay kadar siirebilmektedir (216, 221).

Calismamizda izole edilen mikroorganizmalar, biyofilm formasyonunun
incelenmesinde ve S.mutans’in yer tutucu apareylerini olusturan materyaller tizerinde
biyofilm olusumlarina ¢ay ekstraktlarinin etkisinin incelenmesinde, kullanilan
metottan kaynakli; canli bakteri sayimi metodunda 16-24 saat, modifiye mikrotiter
plaka yonteminde ise 48 saat inkiibe edilmistir. Calismamizda siire, kullanilan metot
esas alinarak belirlenmistir. Bu durumun, konu ile ilgili yapilan benzer ¢aligmalar ile

karsilagtirma olanag1 saglayacagi diistiniilmiistiir.
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Dental biyofilm olusumunun engellenmesi ve kaldirilmasinda mekanik
temizligin igcerdigi dis fircalama, dis ipi kullanimi1 ve ara yiiz firgas1 kullanimi anahtar
rol oynamaktadir. Fakat yapilan toplum tabanli ¢aligmalarda zaman, motivasyon ve
bireysel el yetenegi gerektirdigi i¢in yeterli ve etkili mekanik temizligin
saglanamadig belirlenmistir (222, 223). Farkli firgalama tiplerinin karsilastirildigi
bir calismada, mekanik temizligin tek basina etkili olmadigi, 6zellikle fissiirlerde,
pitlerde ve gingival marjinlerde, dental biyofilm devamliligini siirdiirmek ve
patojenler gelismeye devam etmekte oldugu belirlenmistir.  Biyofilmin
kaldirilmasinda mekanik temizlige ek olarak antiplak ajanlarinin kullanilmasi
Onerilmistir. Ayrica, antimikrobiyallerin de tek baslarina yeterli olmayacagi mutlaka
mekanik temizlik ile birlikte kullanilmasi gerektigi belirtilmistir (224). Mekanik
yontemlerin, antiplak ajanlarin penetrasyonunu saglayan biyofilm aralanmasi igin ilk

enerjiyi olusturdugu belirlenmistir (225).

Ozellikle c¢ocuk hastalarda, yas araliginin kiigiik olmasi, el kol
koordinasyonunun gelismekte olmasi, 6zellikle de yer tutucu kullanan ¢ocuklarda
firgalama aligkanliginin kazandirilmasinin zor olmasi gibi sebeplerden dolay1, dental
biyofilmin kaldirilmasinda mekanik temizlige destek olarak gargara formundaki

antimikrobiyal ajanlarin kullanimi 6nerilmektedir (5).

Chx giinlimiizde en yaygin olarak kullanilan antimikrobiyal ajandir. Yapilan
bir¢ok ¢alismada, pozitif kontrol grubu olarak kullanilmistir (11, 154, 161). Chx’in
oncelikle, uygulama aninda bakterisit, mine ylizeyindeki pelikila ve agiz i¢i dokulara

absorbsiyonu sonucu bakteriostatik etki ile plak olusumunu 6nledigi belirtilmistir (7,

98).

Chx’in, dental biyofilmin olugmasinin engellenmesinde ve kaldirilmasinda
diger antimikrobiyal ajanlarla karsilastirildigi bircok caligmada, daha yiiksek
diizeyde etkili oldugu belirlenmistir (226-228). Larsson ve arkadaslari (226),
klorheksidin/timol igeren antimikrobiyal ajanin antibakteriyel etkisini, ag1z i¢i aparey
kullanan hastalardan topladiklar1 plak tizerinde inceledikleri ¢alismalarinda, Chx’in
total canli bakteri miktarin1 etkilemedigini ancak 7.giinde S.mutans oranini anlaml
derecede azalttigini1 bildirmislerdir. Calisma sonunda, klorheksidin/timol igeren

antimikrobiyal ajanlarin, erken supragingival plakta agiz bakterilerinin canlilifini ve
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metabolik aktivitesini belli oranda azalttigi sonucuna varmislardir. Lakade ve
arkadaglart (227), %0.03°lik triklosan, %0.05°’lik sodyum florid ve xylitol ve
%0.2’lik Chx’1 karsilagtirdiklar1 caligmalarinda, Chx uygulanan grupta diger gruplara
gbre S.mutans sayisinda daha fazla azalma oldugu sonucunu elde etmiglerdir. Jenkins
ve arkadaglart (228) yaptiklar1 calismada, ayni konsantrasyondaki 3 farklh
antimikrobiyal ajanin plak olusumu {izerine etkisini incelemislerdir. Calismada
%0.05’lik CPC, Chx ve triklosan kullanilmistir. Calisma sonucunda, biitiin
gargaralarin kontrol grubuna gore plak olusumunda anlamli derecede azalmaya
neden oldugu rapor edilmistir. CPC ve Chx’in plak olusumunun engellenmesi
tizerine etkisi, triklosandan c¢ok daha iyi bulunmustur. CPC ve Chx uygulanan
gruplar arasinda ise anlamli derecede farklilik olmadig rapor edilmistir. Twetman ve
arkadaslar1 (229), ortodontik tedavi goren cocuklarda, Cervitec cilanin, plak S.
mutans degerleri lizerine etkisini arastirmislar, 1. aym sonunda, test grubunda kontrol

grubuna gore anlaml bir etki oldugunu bildirmislerdir.

Chx, siklikla %0.2°1ik ve %0.12°lik konsantrasyonlarda kullanilmaktadir.
Cousido ve arkadaglar1 (230), yetiskin hastalarda yaptiklar1 ¢alismada, her iki
konsantrasyonda 30 sn maximum etki goriildiigiinii, 7 saat sonrasinda %0.2’lik
Chx’in %60-80 oraninda etkisinin devam ettigini rapor etmislerdir. Yan etkilerinin
azalmasi diisiiniilerek, yetiskinlerde oral biyofilmin olusumunun engellenmesinde
%0.12’lik Chx’in giinde iki kere 10 ml 1 dk calkalanmasininyeterli oldugu
belirtilmistir. Gusberti ve arkadaslar1 (231), in vivo kosullarda yaptiklari ¢alismada,
deneysel gingivitisli hastalarda, %0.12’lik Chx ve H202’nin klinik ve mikrobiyolojik
etkilerini karsilagtirmiglardir. Calisma i¢in secilen 32 kisi, 3 gruba ayrilmistir.
Denekler 21 giin boyunca agiz hijyeni uygulamasindan kaginmig, giinde 2 defa; 1.
grup %0.12” lik Chx, 2. grup %1’lik H202, 3. grup ise antimikrobiyal etkisi olmayan
bir ajanla gargara yaptirilmigtir. Calisma sonucunda %0.12°lik Chx ile agzini
calkalayan grup, kontrol grubu ile karsilastirildiginda, gingivitis olusumunda %95,
plak skorlarinda ise %80 oraninda azalma oldugu bildirilmistir. Mikrobiyolojik
caligsmalar sonucunda ise %0.12’lik Chx uygulanan grupta, plakta yer alan fakdiltatif
anaerob bakterilerin sayisinda istatistiksel olarak anlamli derecede diisiis oldugu
bildirilmistir. %0.12°1ik Chx ve %12’lik 3 farkli bitki ekstraktinin gingivitisli

hastalarda dental biyofilme etkisinin incelendigi c¢alismada, her iki grubunda
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etkisinin 12 saat siirdiigii rapor edilmistir. Gruplar arasinda istatistiksel olarak fark

bulunmamustir (232).

Calismamizda, Chx’in diger antiplak ajanlarmma gore dental biyofilmin
kaldirilmasinda daha etkili oldugu sonucuna dayanarak, pozitif kontrol grubu olarak
kullanilmistir. Ayrica uygulanan konsantrasyonun, etki siddeti ve siiresini
etkilememesi ayni zamanda yan etkilerini azaltmasi nedeni ile %12’lik Chx
kullanilmistir. Negatif kontrol grubu olarak da herhangibir antimikrobiyal iiriin
olmadan oral hijyen prosediirii saglandiginda, biyofilm olusumunun nasil

etkileneceginin incelenmesi i¢in steril saf su kullanilmstir.

Giiniimiizde, kullanilan antimikrobiyal ajanlarin olusabilecek olas1 yan
etkileri ve maliyetleri gdz Oniine alinarak, bitkisel kaynakli tedaviler popiiler hale
gelmigtir. Mishra ve arkadaslari (233) yaptiklar1 calismada, bitkisel bir gargara,
probiyotik ve %0.2’lik Chx’i karsilastirmiglar, antimikrobiyal etki agisindan gruplar
arasinda istatistiksel olarak bir fark olmadigini belirtmislerdir. Sharman ve
arkadaslar1 (234) ¢ocuk hastalarda yaptiklar1 caligmalarinda, bitki esashi gargara ve
Chx’in etkisini, plak indeksi ve gingival indeks kullanarak degerlendirmislerdir.
Calisma sonucunda, gruplar arasinda 6nemli derecede bir farklilik bulunmadigini
bildirmislerdir. Agiz i¢i sabit aparey kullanan ¢ocuklarda yapilan bir ¢alismada ise,
Chx’in ve misvak 0zlii gargaranin S. mutans sayisi iizerine etkisi incelenmis ve
istatistiksel farklilik olsa da misvak bitkisinin etkili oldugunu belirlemislerdir
(235).Ciftgi ve arkadaslar1 (236), ratlarda probiyotik bakterilerin dis ¢lrigi
olusumuna etkisini inceledikleri ¢alismalarinda, S. mutans sayisinda 6nemli olgiide
azalma oldugunu belirlemislerdir. Caligmacilar, hasta agzindan izole edilen
probiyotik bakterilerin, S. mutans’in biyofilm olusumunun engellenmesinde, hazir
sus bakterilere oranla daha etkili oldugunu belirtmislerdir. Giingér ve arkadaslari
(208), ¢ocuk hastalardan izole edilen laktik asit bakterilerinin, 10 giin siire ile gargara
formunda uygulanmasindan sonra, agiz igerisinde S. mutans sayisinda dnemli 6lgiide
diisiis oldugunu rapor etmislerdir. Probiyotiklerin kullanimlarindaki dezavantajin,
etki siirelerinin kisa olmasina bagli olarak uzun siire kullanilmas1 gerektigi oldugunu

bildirmislerdir.
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Erisilebilen kaynaklarda yapilan taramalar sonucunda, c¢ok sayida bitki
tirtiniin agiz saglig1 icin gesitli ¢alismalarda kullanildig1 rapor edilmistir(8-10). Bu
kadar ¢ok tiir olmasma ragmen klinik uygulamada Ozellikle; cocuk hastalarda
kullanilabilecek, tadi kabul edilebilir, etki siiresi uzun, giinlik ve rutin

uygulanabilecek bitkisel tiriin say1s1 sinirlidir.

Cay komponentleri, erisilebilir, yaygin bir sekilde giinliik kullanimda olan bir
bitkidir. Uzun yillardir geleneksel tipta rutin olarak kullanilmaktadir. Siyah cay ile
ilgili yapilan ¢ok sayida caligma, medikal amagla kullanilabilirligini ispatlamistir
(109-112,158). Fakat siyah c¢ayin elde edilmesi sirasinda yapraklarda olusan
fermantasyon, igerisindeki yararli komponentler olan polifenol miktarim
azaltmaktadir. Ayrica yapisinda bulunan yiiksek miktardaki kafein, cocuklarda
kullanilabilirligini kisitlamaktadir. Bu o6zelliklerden dolayi, yesil ve beyaz caymn
medikal amacl kullanilmasi i¢in yeni c¢alismalara yonelinmistir. Beyaz cay, yesil
cayda oldugu gibi ¢ok az miktarda fermantasyona maruz kalmakta ve yiiksek oranda
polifenol icermektedir. Fakat az miktarda iiretilebildigi i¢in erisilebilirligi zor ve
maliyeti yiiksektir. Bu durum, giinliik rutin kullanimi zorlamaktadir. Yesil ¢ay ise,
hem ytiksek polifenol icerigi agisindan hem de giinliik rutin kullanilmasinda kolay
erigilebilirlige sahip olmasi agisindan medikal tedavilerde daha ¢ok tercih
edilmektedir. Yesil cay icerisinde bulunan katesin, S. mutans’a karsi inhibitor etki
gostererek cliriik ve gingivitis olusumunu engellemektedir. Tiikiirik ve plaktaki pH
degerini dengelemektedir. Herhangi bir sey yedikten sonra asit olusumunu
azaltmakta ve normal degerlere diisiirmektedir. Ayrica, yiiksek oranda katesinin

alimi, periodontitis ve gingivitis tizerinde olumlu etkilere sahiptir (10,11).

Hambire ve arkadaslar1 (237), 9-12 yas araliginda, 60 cocukta yaptiklari
calismalarinda, Chx, yesil cay ve floridi oral biyofilmin kaldirilmasina olan etkileri
acisindan karsilastirmistir ve gruplar arasinda anlamh farklilik gézlenmemistir. Yesil
caym kullanildig1 grupta, pH'nin diger gruplara gore daha yiiksek degerde oldugu
goriilmistiir. Phelan ve arkadaglar (238) yaptiklar1 calismada, yesil cay, siyah ¢ay,
kusburnu, bogiirtlen, limonlu soguk cay ve seftali ¢aymin pH degerlerini
karsilastirmiglardir. Bitki ¢aylarinda pH degeri 3.2°ye kadar diiserken, yesil ve siyah
cayda pH 4.8’de kalmistir. Bu durum, yesil ve siyah ¢ayin agiz pH degerini istenilen
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araliga cekerek, ciiriik olusumunu azaltabilecegini gostermektedir. Smullen ve
arkadaslar1 (239), kirmiz1 iiziim, kahve, yesil ¢ay, biberiye ve adagaymin S. mutans’a
kars1 antimikrobiyal etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda, yesil ¢ayin diger bitkilere
gore istatistiksel olarak anlamli derecede etkili oldugunu rapor etmislerdir. Yesil
cayin %0.5’lik, Chx’in %0.2’lik ve neem bitkisinin %2’lik (azadirachta indica) sulu
ekstraktlarinin, plak indeksi, gingival indeks, oral hijyen indeksi, ve tiikiikk pH
degerine etkilerinin incelendigi ¢alismada, yesil ¢caymn Chx’den sonra neeme gore
daha fazla etkili oldugu gozlenmistir. Fakat calismaya katilan hastalar, yesil cay
gargarasinin tadimin Chx’den daha kotii oldugunu belirtmislerdir. Hastalara
uygulanan anket sonucunda, tat agisindan %80 oraninda klorheksidin, %78 oraninda
yesil ¢ay ve %60 oraninda neem bitkisinin kabul edilebilir olarak degerlendirildigini
bildirmislerdir. Ug¢ hafta siiren calismada, herhangi bir yan etki gdzlenmemistir
(240).

Zhao ve arkadaslar1 (241), farkli ¢aylarin periodontal dokulara etkisini
inceledikleri ¢alismalarinda, yesil ¢ay, siyah ¢ay ve oolongo ¢ay arasinda istatistiksel
olarak bir fark olmadigmni bildirmislerdir. Ferrara ve arkadaslar1 (242), farkli
iilkelerden  farkli  caylarin  antimikrobiyal  o6zelliklerini  karsilastirdiklar
caligmalarinda, yesil cayin, diger gruplara gére onemli Olgiide yiiksek oranda
antimikrobiyal o6zellik gosterdigini saptamislardir. Cabrera ve arkadaglar1 (105),
farkli caylar1 degerlendirdikleri ¢alismalarinda, beyaz cayin, igerigindeki polifenol
miktarma bagl olarak, yesil caya gore daha etkili oldugunu bildirmislerdir.
Antimikrobiyal 6zelligi ag¢isindan degerlendirildiginde ise, belirgin bir fark

bulunmamustir.

Yesil caym antimikrobiyal spekturumunu kesin olarak belirlemek zordur,
¢linkli yapilan caligma sonugclar1 birbirleri ile celigkilidir. Bu ¢alisma sonuglarimin
farkli olusu, kullanilan duyarli ve direngli tanimlarinin farkliligi ve farkli test
yontemleri kullanilmasina dayandirilabilir. Ancak ¢alismacilarin, ¢alisma yaptiklar
ortamlarin ve degerlendirme yapilan merkezlerin farkli olmasi da nedenler
arasindadir. Farkli kaynaklardan elde edilen sonuglar yerine tek bir merkezden

incelemelerin yapilmasit daha kesin sonuglar agisindan faydali olabilir. Yapilan
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caligmalar genel olarak degerlendirildiginde yesil ¢ayin, dental biyofilm olusumun

engellenmesinde kullanilabilecegi sonucuna varilmaktadir.

Bitki esasli ajanlarin kullanilmasinda akla gelen ilk soru, herhangi bir yan
etkiye sahip olup olmamalaridir. Hambire ve arkadaglar1 (237)yaptiklari
calismalarinda,6-16 yas araligindaki ¢ocuklarda, giinliikk diizenli yesil cay
kullaniminin (576 mg) herhangi bir yan etkiye neden olmadigini rapor etmislerdir.
Yapilan bazi ¢alismalarda, yesil ¢aymn anti alerjen oldugu belirlenmistir (243-245).
Fakat, yesil ¢ayin sahip oldugu bu Ozellikler, tiim yesil c¢ay tiirlerini
kapsamamaktadir. Yesil ¢ayin yetistigi bolgenin iklimi, rakimi, toprak ozellikleri,
yagis miktari, yapraklarin saklanmasi, kuruma siireci gibi fiziksel sartlar, igerigini
dolayisiyla sahip oldugu ozellikleri de degistirmektedir. Yapilan ¢alismalarin
cogunda, uzak dogu orijinli yesil caylar kullanilmistir (10,11). Bunun aksine,
tilkemizde tiiketilen yesil ¢aym, %78 oraninda Tiirkiye, Rize bolgesi orijinli oldugu
rapor edilmistir. Bu nedenle, ¢alismamizda Rize bolgesinden temin edilen yesil ¢ay
ve taze ¢ay yapraklar kullanilmistir. Calismamiza, hem yesil ¢ay hem de islenmemis
cay bitkisi yapraklar1 dahil edilmistir. Yesil ¢aym islenmesi sirasinda yapisinda
gerceklesen az miktarda fermantasyon, polifenol bilesiklerinin  miktarim
degistirmektedir(10). Islenmemis cay yapraklarinin ise, fermantasyon olmadig
diistintilerek yesil caya oranla daha yiiksek polifenol ve antimikrobiyal aktiviteye
sahip olmasi beklenmektedir. Calismamizda her iki ¢ayin kullanilmasinin amaci,
islem sirasinda yapraklarda olusan fermantasyonun, antimikrobiyal aktiviteye

etkisinin incelenmesi olarak ac¢iklanabilir.

Depolama sirasinda olusabilecek mikrobiyal kirlenme g6z oniine alinarak ¢ay
yapraklart yas halde alinmistir. Yapraklarin yapisinda bulunan suyun, saklanma

asamasinda kiif olusumuna neden olabilecegi diisiiniilerek kuru halde saklanmistir.

Caym, icerigi ve Ozellikleri agisindan tiirii kadar hazirlanan ekstrakta
kullanilan solvent tipi de onemlidir. Ekstraktlarda kullanilan solvent tipi, bitki
icerisinde bulunan polifenollerin etkinligi ve miktarii etkilemektedir. Yapilan
caligmalarda solvent olarak siklikla; metanol, etanol, hekzan gibi alkol igerikli

materyaller ve steril saf su kullanilmistir (243, 246-248).

98



Archana ve Abraham (243), farkli ¢aylarin metanol kullanilarak hazirlanan
ekstraktlariin polifenol igeriklerini inceledikleri ¢aligmalarinda, taze yaprakta 105
mg/ml, yesil ¢cayda 86 mg/ml, siyah ¢ayda 62 mg/ml polifenol bulundugunu rapor
etmislerdir. Yesil caymn ve kuru gay steril saf su, metanol ve etanol ekstraktlarinin
polifenol igeriklerinin incelendigi bir ¢alismada, kuru ¢ayin polifenol iceriginin, yesil
caya gore daha yiiksek oranda oldugu belirlenirken, ekstraktlar iginde en yiiksek
polifenol orani, metanol ekstraktinda goriilmiistiir (246). Sun ve Ho (247), yesil
cayin farkli ekstraktlarini degerlendirdikleri calismalarinda, metanol ekstraktinda
polifenol miktarinin daha fazla oldugunu belirtmislerdir. Kullanilan solvent, ekstrakt
tipi ve kullanilan yaprak arasindaki iliski degerlendirildiginde, en etkili solvent
metanol, en etkili yaprak ise ¢ay bitkisinin taze yapragi olarak rapor edilmistir (248).
Moreno ve arkadaslar1 (249), metanol ekstraktinin yapida bulunan polifenoller ile
korelasyon i¢inde oldugunu, ayrica yesil ¢aym diger bitkilere gore antimikrobiyal

0zelliginin daha yiiksek oldugunu belirtmislerdir.

Cay bitkisinin yapraklar1 ve yesil caym daha 6nceki ¢aligmalarda polifenol
orani en yiiksek olarak rapor edilen metanol ve hekzan ile hazirlanan ekstraktlari
calismamizda kullanilmistir. Boylece daha once yapilan ¢alismalarla karsilastirma
olanagi saglanmistir. Alkolden kaynakli olusabilecek toksisitenin oOnlenebilmesi
diisiiniilerek, ekstraktlardaki alkoliin tamami1 uzaklastirilmistir. Bunun yanisira, rutin
kullanilan ¢ay formunun etkisinin incelenmesi amaci ile steril saf su kullanilarak da

ekstrakt hazirlanmistir.

Calismamizda, yer tutucu kullanan ¢ocuk hastalardan izole edilen bakteriler
icin yesil cayin ve ¢ay bitkisinin kuru yapraklarindan elde edilen metanol, hekzan ve
su ekstraktlarmin  MIC ve MBC degerleri, duyarlilik durumu arastirilan
mikroorganizmalara karsit antimikrobiyallerin etkinliginin incelendigi calismalarda
siklikla kullanilan mikrodiliisyon yontemi ile belirlenmistir. Kiigiik hacimlerde
calisilmasi ve pratik bir yontem olmasinin yani sira kantitatif veriler ortaya koymast,
bu metodun avantajlaridir (250). Bu durum, daha oOnceden yapilan caligmalarla
karsilastirmalar yapilmasina olanak saglamaktadir. Fakat yapilan c¢alismalarin
cogunda degerler mg/ml cinsinden degerlendirilmistir. Calismamizda kullanilan

PR

materyallerin ~ 6zellikle polisaj asamasinda yiizey alanlarinin  degistigi
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disiiniilmektedir. Bu durumun Sonuglar1 etkilememesi i¢in birim hacim baz alinarak

ul/ml birimi ile hesaplama yapilmustir.

Yapilan bircok calismada, yesil ¢ay icerisinde bulunan katesinin S. mutans ve
S. sobrinus iizerine inhibitdr etkisi oldugu, MIC degerinin 50 ile 1000 pg/ml arasinda
ve konsantrasyon degerinin ise en iyi, demleme yontemi ile bulundugu belirlenmistir
(138,178). Onemli o&lgiide bakterisidal etki, 1mg/ml EGCG konsantrasyonunda
gozlenmistir (154). Yapilan g¢alismalarda, yesil ¢ayda bulunan polifenollerdenS.
mutans’a karsi en etkili bilesigin gallokatesin oldugu ve MIC degerinin 250 mg/ml
olmast gerektigi belirlenmistir (151,251). Naderi ve arkadaslar1 (252), caligmalarinda
siyah ve yesil caym metanol ekstraktini (%95°lik) kullanmislardir. Yesil ¢ayim MIC
degerini 150 mg/ml, siyah ¢ayin 50 mg/ml, yesil caymn MBC degerini 400 mg/ml,
siyan cayin ise 200 mg/ml olarak belirlemislerdir. Awadalla ve arkadaslar1 (253),
yesil ¢ayin antimikrobiyal 6zelligini inceledikleri ¢alismalarinda, S. mutans'a karsi
MIC degerinin 250 mg/ml oldugu sonucuna varmislardir. Mankovskaiz ve
arkadaslar1 (254) tarafindan yapilan calismada ise, yesil caymmn MIC degeri 31.25-
62.25 mg/ml olarak belirlenmistir. Xu ve arkadaslar1 (255), yesil ¢ay katesinlerinin S.
mutans'a etkisini arastirdiklar1 ¢alismalarinda, MIC degerini 15.6 ug/ml
belirlemislerdir. Yapilan ¢alismalar incelendiginde, yesil ¢ayin MIC degerinin 15.6

o

png/ml ile 1000 pg/ml arasinda degistigi belirlenmistir.

Kullanilan ¢ay ekstraktlarinin MIC degerleri; kuru ¢ay metanol ekstraktinin
calismaya dahil edilen tiim bakterilere kars1 MIC degerinin 63.5ul/ml oldugu

belirlenmistir.

Kuru c¢ay hekzan ektraktinin MIC degerleri, S.dysgalactie 6.1.4.1°¢
karsi15ul/ml, S. mutans 3.3, S. anginosus 2.1b ve S. mutans ATCC’ye karst 30ul/ml,
E. faecium 10.2’ye kars1 ise 45 pl/ml oldugu saptanmustir.

Kuru cay steril saf su ekstraktinin MIC degerleri, S. mutans ATCC, E.
faecium 10.2 ve S. mutans 3.3’¢ kars1 312.5 ul/ml, S.anginosus 2.1b’ye karsi 625
ul/ml ve S.dysgalactie 6.1.4.1°e kars1 125ul/ml oldugu belirlenmistir.
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Yesil c¢ay metanol ekstraktinin MIC degerleri ise S.anginosus ve
S.dysgalactie’ye karst 9.5ul/ml, S. mutans 3.3 ve S. mutans ATCC’ye kars119ul/ml
ve E. faecium 10.2’ye kars1 32 pl/ml oldugu belirlenmistir.

Daha 6nceden yapilan ¢alismalarla farkli sonuglarin elde edilmesi, kullanilan
cay bitkisinin farkli bolgelerden elde edilmesi ve farkli yontemlerle ekstraktin
hazirlanmas1 olarak aciklanabilir. Ayrica kullanilan birimin de farklilik gdstermesi,
diger c¢alismalarla karsilastirilmasinda zorluga neden olmaktadir. Ayrica
calismamizda Chx disinda kullanilan ekstraktlarda, MBC degeri belirlenememistir.
Cay ekstraktlarinda MBC degerinin belirlenmesi i¢in ¢ok yiiksek konsatrasyonlara

ihtiyacimiz vardir. Bu durum, ¢alismamizin eksik noktasi olarak tanimlanabilir.

Calismamizda, kullanilan ekstraktlar arasinda yesil c¢ayin metanol
ekstraktinin, kullandigimiz tiim bakteri tiirleri i¢cin en etkili ekstrakt tipi oldugu
belirlenmistir. Mikroorganizmalara kars1 etkili olan diger ekstraktlar etki sirasina
gore, yesil cay steril saf su ektrakti, kuru cay steril saf su ekstrakti, kuru ¢ay hekzan

ekstrakti, yesil cay hekzan ekstrakti ve kurugay metanol ekstraktidir.

Daha once yapilan caligmalarda siklikla en etkin solvent oldugu belirlenen
yesil cay metanol ekstraktina karsin, kurugay steril saf su ekstrakti da yiiksek
diizeyde antimikrobiyal etkinlik gdstermistir. Bu durum, kuru cay bitkisinin
yapraklar1 islenmemis oldugundan yapisinda yiiksek oranda polifenol olabilecegi,
farkli solventlerle elde edilen ekstraktlarinda da yiiksek antimiktobiyal etkiye sahip
olabilecegi seklinde agiklanabilir. Ekstraktlarin, ¢alismamizda kullanilan bakterilere
gostermis olduklar1 etkiler géz Oniine alinarak, yer tutucu olusturan materyaller
tizerinde biyofilm olugsumunun kaldirilmasinda, yesil ¢ay ve kuru ¢ay yapraklarinin,

metanol ve steril saf su ile hazirlanan ekstraktlart kullanilmistir.

Yesil cay ve c¢ay bitkisinin yapraklarinin metanol, hekzan ve su kullanilarak
hazirlanan ekstraktlarinin, yer tutucu kullanan cocuk hastalardan izole edilen
bakterilere etkisinin incelendigi c¢alismamizda, ekstraktlarin higbirisinin test
bakterileri lizerine bakterisidal etkili olmadigr goriilmistiir. Ekstraktlar,
bakteriyostatik etki gostermislerdir. Simonti ve arkadaslar1 (160) ve Bralisford ve

arkadaglart (161), yesil c¢ay igerisinde bulunan katesinlerin, antimikrobiyal
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Ozelliklerini inceledikleri calismalarinda, c¢alismamiza benzer olarak, ekstraktlarin

bakteriyostatik etki gosterdiklerini rapor etmislerdir.

Calismamizda  biyofilm  formasyonunun incelendigi  asamalarda,
mikroorganizmalarin olusturduklart biyofilmler, yogunluk ve canlilik ydniinden
incelenmistir. Mikroroganzimalarin, yer tutucu materyallerinin yiizey Ozellikleri ile
olan iliskileri incelenmemistir. Kullandigimiz materyallerin ylizey 06zelliklerinin
biyofilm formasyonuna etkisinin daha iyi karsilastirilabilmesi igin goriintiileme
yontemleri arasinda en eski ve en yaygin kullanilan yontem olan SEM goriintiilleme
teknigi kullanilmistir. Lawrence ve arkadaslari (256) yaptiklar1 g¢alismalarinda,
KLTM tekniginde Ornekler hazirlanirken transmisyon veya tarama elektron
mikroskopisinde karsilagilan dehidrasyon veya deformasyon gibi istenmeyen
degisikliklerin olusmadigini belirlemiglerdir. Fakat KLTM ile siklikla cam ve dis
minesinden hazirlanan 15181 gecirme oOzelligine sahip siirli sayida Ornek
incelenebilmektedir. Calismamizda hazirlanan Ornekler, kalinliklarindan ve
materyallerinden kaynakli 15181 gecirmedikleri ve piiriizlii bir ylizeye sahip olduklari
icin, KLTM ile inceleme yapilamamigtir. SEM ile goriintilleme yoOnteminde,
orneklerin hazirlanmasi sirasinda dehidrasyon veya deformasyon gibi morfolojik
degisiklikler ortaya c¢iktigina dair sonuglar olsa da literatiirde en sik kullanilan

yontem oldugu i¢in sonuglarin karsilastirilmasina olanak saglayacag diistiniilmiistiir.

Biyofilm olusumun incelendigi c¢alismalarda, kullanilan Orneklerin
sterilizasyon yontemi onemli bir husustur. Mikrobiyolojik ¢alismalarda; otoklavlar,
kuru hava sterilizasyonu, klorun kullanildig1 kimyasal sterilizasyon, X-1s1n1, gama-
1511 gibi iyonize radyasyonun kullanildigi radyasyon sterilizasyonu, 10,8°C’nin
tizerindeki 1silarda gaz halinde bulunan etilen oksitin kullanildig1 gaz sterilizasyonu,
formaldehit ve alkol buharinin kullanildigi kimyasal buhar sterilizasyon yontemleri
kullanilmistir (257). Takeuchi ve arkadaslar1 (258), 2 farkli antimikrobiyal ajanin
biyofilm olusumu iizerine etkisini inceledikleri ¢alismalarinda, biyofilm olusumunu
saglamak icin kullandiklar1 hidroksiapatit disklerin sterilizasyonunu otoklav
kullanarak yapmuslardir. Akrilik ve fiber ornekler, otoklavda kimyasal ve yiizey
ozellikleri degisecegi icin %70’lik etil alkol ile dezenfekte edilmistir (197).

Calisgmamizda yer tutucu apareylerini olusturan materyaller {izerinde biyofilm
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formasyonu ve kaldirilasinin incelenmesinden 6nce, bu materyallerde olusabilecek
kontaminasyonu en aza indirmek ve sonuclarin giivenilirligini saglamak igin

dezenfeksiyon ve sterilizasyon yapilmustir.

Calismamizda, yer tutucu apareyini olusturan akrilik, metal band ve ¢elik tel
ve fiber materyalleri tizerinde agizdan izole edilen S.mutans’in biyofilm
olusturmasina yesil ¢ay ve kuru cayin metanol ve su ile hazirlanan ekstraktlariin
etkisi, canli bakteri sayim: ve mikrotiter plaka yontemi ile incelenmistir ve her iki
yontemde de tiim gruplarda sonuglar istatistiksel olarak anlamlidir. Kullanilan
mikrotitrasyonplaka ve canli bakteri testlerinin sonuglar birbirleri ile uyumludur. Bu

durum, ¢alismamizda sonuglarin giivenilirligini artirmaktadir.

Calismamizda kullanilan tiim materyaller tizerinde S.mutans biyofilm
olusturmasina karsin kullanilan c¢ay ekstraktlarinda tiim gruplarda sonuglar
istatistiksel olarak anlamhidir. Akril materyallerde, yesil ¢cay metanol ekstraktindan
sonra sirasi ile kurugay steril saf su, kurucay metanol ekstrakti ve yesil cay su
ekstrakti etkinlik gostermistir. Metal materyallerde, yesil ¢ay metanol ekstraktindan
sonra sirast ile kuru cay su, yesil ¢ay su ve kuru ¢cay metanol ekstrakti etkili olmustur.
Fiber materyallerde ise yesil ¢cay metanol ekstraktindan sonra sirasi ile kuru cay

metanol, yesil ¢cay su ve kuru cay steril saf su ekstrakti etkili olmustur.

Calismamizda kullanilan apareyler tek tek degerlendirildiginde, kullanilan
tim materyallerde, kontrol grubu olarak kullanilan Chx, S. mutans’in biyofilm
formasyonuna kargin en etkili antimikrobiyal ajan olmustur. Yapilan bir¢ok
calismada etkinligi kanitlanan Chx’in, ¢alismamizda beklenen sonuglar1 gostermesi,

calismamizin giivenilirligine katkida bulunmustir (226-228).

Yesil cay metanol ekstrakti, Chx‘i takip eden antimikrobiyal etkinlik
gostermis ve kullanilan ekstraktlar arasinda en etkilisi olmustur. Farkli ¢ay tiplerinin
farkli ekstraktlardaki polifenol igeriginin incelendigi caligmalarda, elde edilen
bulgular ¢alismamizin sonuglarin1 desteklemektedir (243-249). Elde edilen sonuglar
neticesinde, bitki ekstraktlarinda bulunan polifenollerin, Chx’e benzer sekilde

antimikrobiyal aktivite gosterebilecegi diisiiniilmektedir.
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Yer tutucu materyallerinden hazirlanan oOrneklerin tamaminda, yesil cay
metanol ekstraktt en yiiksek miktarda antimikrobiyal aktivite gdstermis olmasina
ragmen kullanilan 6rneklerin tamaminda tiim c¢ay ekstraktlar1 antimikrobiyal aktivite
gostermislerdir. Calismamizda kullanilan materyaller, farkli ylizey 6zelliklerine ve
yapisinasahiptirler. Kullanilan ekstraktlarin, materyallerin 6zellikleri farkli olmasina
ragmen benzer etki gostermeleri, antimikrobiyal etkilerinin yiiksek oldugunu
gostermektedir. Fakat, yesil cay steril saf su, kuru ¢ay steril saf su ve kuru ¢ay
metanol ekstrakti, farkli materyallerde kiigiik miktarlarda farkli etkiler
gostermislerdir. Bu durum, kullanilan materyallerin c¢alisma Oncesinde 6zenli bir
sekilde yiizeylerinin polisaj yapilmasina ragmen yapilarindaki piirliz miktarinin
sonuclar1 etkileyebilecegi seklinde aciklanabilir. Ayrica ¢alismamizda kullanilan
materyaller ¢alisma Oncesinde steril edilmelerine ragmen, sonrasinda tam anlamda
steril olup olmadiklari kontrol edilmedigi i¢in, sonuglardaki farkliliklarin
kontaminasyondan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Konuyla ilgili yapilacak
yeni c¢alismalarda sterilizasyonun kontrol edilmesi ile daha etkin sonuglar elde
edilebilir. Yesil cayin metanol ekstraktindan sonra kuru ¢ayin her iki ekstraktinin da
etkili olmasi, yesil ¢aym etkinliginin kullanilan solvente bagli oldugu sonucunu
gosterebilir. Ayrica, kuru cay yapraklar1 herhangibir isleme ugramadiklar igin,
polifenol miktarlarinin, yesil ¢aya oranla daha yiiksek oldugu diistiniilmektedir. Daha
Once yapilan ¢aligmalarda, ¢ay bitkisinin islenmemis yapraginin daha yiiksek oranda

polifenol komponenti igerdigi sonucu, ¢alismamizi dogrulamaktadir (105,241,242).

Yer tutucu hastalarinda yapilan klinik gézlemlerde, su kullanilarak sadece
yikanan apareyler lizerinde dental plagin uzaklasmadigi belirlenmistir. Calismamizda
da tiim gruplar arasinda negatif kontrol grubu olarak kullandigimiz steril saf suyun,
en diisilk oranda biyofilm formasyonunu engelledigi belirlenmistir. Bu sonuglar,
klinik gozlemlerimizi dogrulamaktadir ve agiz i¢inde kullanilan tiim aparey
tiplerinde, herhangi bir antimikrobiyal ajan kullanmadan yapilan oral hijyen
uygulamasinin, dental biyofilm formasyonunun engellenmesinde etkili olmayacagi

sonucuna varilmistir.

Calismamizda, kullanilan materyeller arasinda en yliksek oranda biyofilm

olusumu metal, en diislik biyofilm olusumu ise fiber 6rneklerde goriilmiistiir. Metal
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ornekler tiizerinde en yiiksek oranda biyofilm formasyonu goézlenmesi,
beklemedigimiz bir sonuctur. Calismamiza benzer olarak, Jongsma ve arkadaglarinin
(202) farkli materyallerden olusan agiz ici apareyleri, dental biyofilm olusumu
acisindan degerlendirdikleri ¢aligmalarinda, metal (paslanmaz ¢elik) materyallerin,
en yliksek yiizey gerilimine ve en yiiksek plak retansiyonu kapasitesine sahip oldugu
belirlenmigstir.  Altin  ve c¢elik tellerin  dental biyofilm olusumu acindan
degerlendirildigi ¢alismada ise, altin tellerin yiizey piirtizliliikklerinden dolay1 daha
yiisek oranda biyofilm olusturma kapasitesine sahip oldugu rapor edilmistir (202).
Calismamizda, materyallere ait ylizey Ozelliklerinin yanisira, kullamilan metal
orneklerde calisma Oncesinde c¢ok iyi cila yapilmis olmasina ragmen, mikroskobik
diizeyde piiriizlillik ve lehimin diiz olmayan bir ylizey olusturmasmin biyofilm
formasyonunu arttirdigi da diisiiniilebilir. Ayrica deney asamasinda metal 6rneklerin
sekli ve agirliklari, akril ve fiber Orneklere gore kuyucuklar icinde calismay1
zorlastirmiglardir. Bu nedenle de biyofilm olusumunun etkilendigi diistiniilmektedir.
Akrilik orneklerde ise fiber Orneklere kiyasla daha yiiksek oranda biyofilm
formasyonu belirlenmistir. Akrilik materyallerin parlak ve cilali gériinmesine karsin,
sahip olduklar piiriizlii yapilar1 diisiiniildiigiinde, sonuglar sasirtici degildir. Erigkin
hastalarin akrilik protezlerinin incelendigi c¢alismalarda, akrilik yiizeylerin piiriizlii
yapilarinin, protezin diger bilesenlerine oranla mikroorganizmalar i¢in daha uygun
ortam hazirladigi belirlenmistir (260, 261). Cocuk hastalarda akrilik apareylerin
temizliginin incelendigi ¢alismada, cilali yiizeylerin hastalar tarafindan daha iyi
temizlendigi, doku ile temas eden yiizeylerin ise daha az temizlenmesinden kaynakli
daha fazla dental plak olusumu gozlendigi bildirilmistir (262). Kirzioglu ve
arkadaslar1 (263), fiber yer tutucular1 degerlendirdikleri caligmalarinda, hasta
tarafindan temizlenmesinin kolay oldugunu ve yiizey o6zelliklerinden dolay1 dental
plak olusumunun diger yer tutuculara oranla daha az oldugunu bildirmislerdir.
Calismamizin aksine, Tanner ve arkadaglarinin (258), cam fiber materyali ile akrilik
materyalin kuru ve tikirik ile kaplanmis hallerinin S. mutans’in baglanmasi
acisindan degerlendirildigi ¢alismalarinda, kuru halde iki grup arasinda istatistiksel
olarak fark olmadigi, fakat tiikiiriik ile kaplandiklarinda cam fiber materyalinde daha
yiiksek sayida S. mutans adezyonu goriildiigii rapor edilmistir. Calismamizda da

goniilliilerden alinan tiikiirtik ile materyal yiizeyleri kaplanmis olmasina ragmen, in
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vitro ortama tasman tiikiiriigiin yapisinin degismis ve tiikiiriik disindaki agiz igi

ortam sartlar1 saglanamadigindan dolay1 sonuglar farklilik géstermistir.

Calismamizda, yer tutucu materyalleri {izerinde mikroorganizmalarin
biyofilm formasyonu olusturmalar1 ve cay ekstraktlariin etkisi mikrobiyolojik
acidan incelenmistir. Mikroorganizmalarin yiizey ile olan iliskilerinin incelenmesi
icin elde edilen orneklerin SEM goriintiileri incelendiginde, en fazla ve en net
biyofilm olusumu akrilik ve fiber materyallerde gozlenmistir.Mikrotitrasyon plaka ve
canli bakteri sayim yontemi ile elde edilen sonuglar, SEM goriintiileri ile farklilik
gostermektedir. Akrilik materyallerin ylizey 06zelliklerinden kaynakli biyofilm
formasyonu goriilmesi beklenen bir durum olmasina ragmen, fiber 6érneklerde metal
orneklere oranla daha net biyofilm olusumu goriintiilenmesi sasirtict bir sonugtur.
Metal orneklerde yiiksek oranda biyofilm formasyonu saptanmasina ragmen SEM
goriintiilerinde  belirlenememesi;  materyallerin ~ goriintiilemeye  hazirlanmasi
asamasinda uygulanan kimyasallardan etkilenebilecegi, sekillerinden dolay1
mikroskoba yerlestirilmelerinde sorun yasanabilecegi ve elde edilen goriintiilerin
etkilenmis olabilecegi seklinde diisiiniilmektedir. Calismamizda oldugu gibi
caligmalarin ¢ok yonlii olmasi, farkli teknikler ile elde edilen sonuglarin

yorumlanmasini ve daha fazla bilgi sahibi olmamiz1 saglamaktadir.

Sonu¢ olarak, yer tutucu apareylerini olusturan akril, metal ve fiber
materyaller iizerinde, agizdan izole edilen S.mutans’in biyofilm formasyonu
olusturdugu gozlenmis ve bu formasyonun engellenmesi igin kullanilan ¢ay
ekstraktlar i¢inde, yesil cay metanol ekstraktinin Chx’e yakin diizeyde etkili oldugu
belirlenmigtir. Bu konuda daha genis ve kesin kanitlar i¢in daha uzun vadeli
calismalara gerek olsa da yesil cayin dental biyofilmin kaldirilmasinda, bitki igerikli
destek {iriinlerden biri oldugu iizerinde durulmaktadir. Ozellikle yesil cay ve
bilesenlerinin, oral hijyenin saglanmasinda {imit vaad ettigi ve ilerleyen dénemlerde
cocuklarda basari ile kullanilma potansiyeline sahip oldugu belirlenmistir. Ancak,
yesil ¢aymn invivo olarak kullanilabilmesi igin, ¢alismamizda bahsedilen zayif

noktalarin tamamlandig in vitro ¢alismalara gerek vardir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

1. Yer tutucu kullanan c¢ocuk hastalarin dental biyofilm Orneginden izole
edilen mikroorganizmalar; S. mutans 3.3, S.anginosus 2.1.b, S.dysgalactie 6.1.4.1 ve
E. faecium 10.2dir.

2. Izole edilen mikroorganizmalar ve hazir olarak alman sus S.mutans ATCC
25175,biyofilm olusturmalar1 agisindan mikrotitrasyon plaka ve canli bakteri
yontemi acisindan degerlendirildiklerinde, en yiiksek diizeyde biyofilm olusu sirasi
ile;S.dysgalactie 6.1.4.1,S. mutans 3.3, S.anginosus 2.1.b, E. faecium 10.2 ve S.
mutans ATCC 25175’tir.

3. Mikroorganizmalarin biyofilm olusturmalari; glikoz, siikroz, galaktoz,
maltoz, furktoz, rafinoz olan 6 farkli seker ortaminda incelenmistir. Bu sekerler

icerisinde en fazla oranda biyofilm olusumu siikroz ve glikozda goriilmiistiir.

4. Kullanilan ekstraktlarin hi¢ birisinin test bakterileri iizerine bakterisidal

etkili olmadig1 goriilmiistiir. Ekstraktlar, bakteriyostatik etki gostermistir.

5. Caligmamizda, MIC degeri, ekstraktlara gore degismistir. Kuru cay
ekstraktinin MIC degeri 125-625 pg/ml arasinda degisirken, yesil ¢ay ekstraktinin
MIC degerleri 625-1250 pg/ml arasinda olmustur. Chx i¢cin MIC degeri 0.0011

mg/ml’dir.

6. Kullanilan cay ekstraktlarinin MBC degeri, ¢ok yliksek konsantrasyonlarda

belirlenecegi diislintildiigii i¢in saptanamamustir.

7. Agizdan izole edilen mikroorganizmalarin biyofilm formasyonlarina kuru
cay yapragt ve yesil cay metanol, hekzan ve distile su ekstraktlarmin etkisi
incelendiginde, tiim gruplarda, en etkili ekstraktin yesil ¢ay metanol ekstrakt: oldugu

belirlenmistir.

8. Yer tutucu apareyini olusturan akrilik, fiber ve metalornekler iizerinde
agizdan izole edilen S.mutans’in biyofilm olusumuna ¢ay ekstraktlarinin etkisi

incelendiginde; in vitro sartlar altinda, S.mutans’in biyofilm olusturmasina karsin
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kullanilan cay ekstraktlarinda tiim gruplarda en etkili ekstrakt, yesil cay metanol
ekstrakti olmustur. Sonrasinda akrilik materyallerde, siras1 ile kurugay steril saf su
ekstrakti, kurugay metanol ekstrakti ve yesil ¢ay su ekstrakti etkinlik gdstermistir.
Metal materyallerde, sirasi ile kurucay su ekstrakti, yesil cay su ekstrakti ve kurucay
metanol ekstrakti etkili olmustur. Fiber metaryallerde sirasi ile kurucay metanol

ekstrakti, yesil cay su ekstrakti ve kurugay steril saf su ekstrakti etkili olmustur.

9. Calismamizda SEM sonuglar1 degerlendirildiginde, en net ve yiiksek
biyofilm olusumu akrilik ve fiber materyallerde gortilmiistiir. Metal materyaller

tizerinde ise net goriintiiler eldeedilememistir.

10. Calisma sonunda elde edilen veriler 1s181nda, yer tutucu kullanan ¢ocuk
hastalarda, mekanik temizlige destek olarak yesil ¢ay 6zellikle metanol ekstraktinin
antimikrobiyal ajan olarak kullanilmak {izere gelistirilebilecegi diistiniilmektedir.

Ancak, konuyla ilgili daha fazla in vivo ve in vitro ¢calismaya ihtiya¢ vardir.
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OZET

Yesil Cay Ekstraktlarinin Yer Tutucu Apareylerini Olusturan Materyaller

Uzerinde Dental Biyofilm Olusumuna Etkisinin incelenmesi

Dis ¢iiriigiiniin  olusumu birgok etkene baghdir. En o6nemli sebep
mikroorganizmalar, Ozellikle de S. mutans’dir. Yapilan caligmalarda, yer tutucu
kullanan ¢ocuk hastalarda S. mutans sayisinda artis oldugu saptanmistir. Biyofilmin
ortadan kaldirilmasi i¢in mekanik temizlik ile birlikte klorheksidin diglukonat, en sik
olarak kullanilan kimyasal ajandir. Uzun siire etkin bir tedavi saglamis olmasina
karsin, yan etkileri bulunmaktadir. Dogal bitkisel {irtinler, giinliik hayatta ve
geleneksel tedavilerde rutin olarak kullanilmaktadir.

Bu ¢alismanin amaci, ¢ay ekstraktlarinin yer tutucu olusturan apareyler
tizerinde biyofilm olusumuna etkisinin in vitro olarak incelenmesidir.

Calismaya dahil edilen grup, Siileyman Demirel Universitesi Dis Hekimligi
Fakiiltesi Pedodonti Boliimii’'nde yer tutucu tedavisine devam eden g¢ocuklardan
secilmistir. Yer tutucular tizerinden biyofilm 6rnekleri alinip bakteri tanimlamalari
yapilmustir. Izole edilen bakterilere ¢ay ekstraktlarinin etkisi spektrofotometre
kullanilarak yapilmistir. Yer tutucu olusturan materyaller {izerinden agiz i¢inde izole
edilen bakterilerin olusturdugu biyofilme cay ekstraktlarinin etkisi, canli bakteri
sayist ve mikrotitrasyon plaka yontemi olmak iizere 2 yolla izlenmistir.

Agizdan izole edilen bakterilerin en yogun olarak biyofilm olusumlar siikroz
ve glikoz olan ortamda goriilmiistiir. Bakteriler arasindan en yogun biyofilm olusumu
iIse S. mutans’dagdzlenmistir. Yer tutucu olusturan materyaller iizerinde biyofilm
olusumuna karsi en etkili ekstraktin, yesil c¢ay metanol ekstrakti oldugu
belirlenmistir.

Yesil cayin, dis ¢iirliglinlin 6nlenmesinde en ucuz, giivenilir ve kolay
ulagilabilir destek iiriinlerden biri oldugu iizerinde durulmaktadir. Cocuklarda basari

ile kullanilma potansiyeli bulunabilir. Ancak bu konu ile ilgili daha birgok ¢alismaya
gereksinim bulunmaktadir.

Anahtar kelimeler: Biyofilm, Yer Tutucular, Yesil Cay, Oral Mikroorganizmalar
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ABSTRACT

Analysis of The Effects of Green Tea Extracts Against The Formation of

Biofilm on TheMaterials of Space Maintainers

The formation of dental caries depends on several factors and the most
important microorganism, particularly, S. mutans. An increase in the incidence of
S.mutansin children using space maintainer has been detected. Chlorhexidine
digluconate with mechanical cleaning is the most commonly used chemical agent to
remove biofilm. Although providing an effective treatment for a long time, it has side
effects. For centuries, the useage of plant extracts as a routine in daily life and
traditional treatments is known.

The aim of this study is to investigate the effects of green tea to formation of
biofilms forming on space maintainer in children.

The study grup were selected from Pediatric Dentistry Clinic, Faculty of
Dentistry, Suleyman Demirel University in children with space maintainer. Biofilm
samples were taken from space maintainer and determined the biofilm. The effects of
green tea and dried tea leaves to oral biofilm of bacteria isolated from the extracts
were evaluated by spectrophotometer. The effect of tea extracts against biofilm on
space maintainer material was monitorized in two ways. One of them was counting
live bacteria method and other was micro-titre plaque method.

The greatest concentration of selected isolates of biofilm formation was
observed on glucose and sucrose. Compared to other selected isoletes, S. mutans to
created the most dense biofilm. The most effective extract against biofilm forming
materials on the space maintainers was determined that methanol extract of green tea.

In the prevention of tooth decay, it is emphasized that green tea is the most
cheap, reliable and easily accessible product. It’s potential to be used with success in
children can be found. However, many more studies on this subject are needed.

Keywords: Biofilm, Space Maintainers, Green Tea, Oral Microorganisms
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CALISMA ESASI inik Aragtirmalar Hakkinda Y Snetmelik, fyi Klini ulamalar Kilavuzu
Klinik lar Hakkinda Y lik, Iyi Klinik Uygulamalari Kil
i e Prof. Dr. Mustafa AKGAM
Unvan/AdvSoyadi Uzmanltk Alam Kurumu Cinsiyet Ara;i:;rxa tle Katiim * imza 1;
Prof.Dr.Mustafa Cocuk Saghg | SDU Tip : W
AKCAM ve Hastaliklari | Fakilltesi EX kO |eD) (0 EX |HL
Yrd.Dog.Dr Halil | Farmakoloji SDU Tip , —
ASCI Fakilltesi ER kO |EO [HR JEX | HO A
Prof.Dr.A.Nesimi | Halk Saghg SDU Tip .
KiSioGLU Fakilltesi ER (kO |0 |HX |EO |H
S/
Prof.Dr.Mustafa Kulak Burun SDU Tip . <
TUZ Bogaz Hast. | Fakilltesi R kO |e0d [HR |BEX HO])
Prof.Dr.Fatih Tibbi SDU Tip - - i
i ; 5 3 <J |EX |H ez f
GULTEKIN Biyokimya | Fakiltesi ECJ |KLJ|EL] | H O 6
Prof.Dr.Serpil SDU Tip < B _
DEMIRCI Néroloji Fakilltesi EQ (KX |eD) |HI | BN | Hpl g 3
Prof.Dr.Dogan SDU Tip L 2 | g u
ERDOGAN Kardiyoloji | Fakiltesi EX kD ED] |H O |HX »
Dog.Dr.Mekin Kadin SDU Tip
SEZIK Hastaliklari ve | Fakiiltesi E KO |eEd|H EX (v
Dogum i
Dog.Dr.Zeynep SDU Tip = HEA |ER] | H /
Dilek AYDIN ¢ Hastaliklar | Fakiiltesi EQ) | KX |BD] U A QF
Yrd.Dog.Dr.Derya | Agiz Dis ve SDU Dis
YILDIRIM Cene Hekimligi EJ|kKkX |EO |HX |EQ |HKX
Radyolojisi Fakiiltesi
Dog.Dr.Metin SDU Hukuk 7 HE | E H s
TOPCUOGLU | Hukuk Fakilltesi EX kO B0 [HK |EX | HL1472¢4
Uzm.Dr. -
Kenan Ahmet Acil Tip [sparta Devlet | E K| |H EJ |HK
TURKDOGAN Hastanesi
Uzm.Dr.Kadir Ruh Saghg ve | Isparta Devlet ER |k E H E H M?
KARAKUS Hastaliklar: Hastanesi O O X & O ™
SDU
Uzman Halil Biyomedikal | Arastrma E KO [eOd {HK |EJ |H
KARAKOC Uyg. Hast.
Osman
Osman Sivil Uye Fotokopi E KO |eO |H EX |H[]
PARCAOGLU ISPARTA i

* : Toplantida Bulunma

133



Ek 2. Hasta Onam Formlar:

BILGILENDIRILMIiS GONULLU OLUR FORMU

Yesil caym bivofilm tizerindeki anti-bakteriyel etkisinin degerlendirilmesi amaglanan
calismamizda ¢ocugunuz igin 6zel olarak hazirlanacak yer tutucular, iist veya/ve alt ¢enelerine
yerlestirilecektir. Cocugunuz caligmamiza; yer tutucu iizerinde olusan oral biyofilm elde
etmemizi saglamak amaciyla katilacaktir. Bu uygulama cocugunuz i¢in higbir sekilde rahatsizhik

ve risk tasimamaktadir.

Cocugunu ¢alisma kapsamimda ihtiyact olan yer tutuculari hekiminizin 6nerdigi sekilde
kullanacaktir. Yer tutucusunuz kullanirken 3 hafta siire ile giinde 2 kez 10 ml yesil ¢ayin metanol
veya su ile hazirlanacak ekstraktini 5 saniye c¢alkalama yapacaktir. Giinliik ahiskanliklar ve
gereksinimlerinde herhangi bir degisiklik olmayacakur. Tarafimizdan saglanacak yagina
araligima uygun dis firgast ve flor icermeyen dis macunu ile dislerini dis hekiminin 6nerdigi
sekilde firgalayacaktir. Hekiminizin sizin igin olusturdugu randevularda tiikiiriik ve yer tutucu
tizerinden alinacak biyofilm 8rnegi ile calismamizin sizinle ilgili kismi tamamlanmis olacaktir.
Calismayr devam etmenize neden olacak herhangi bir saglik sorununda hekiminizi

bilgilendirmeniz gerekmektedir.

Bu klinik ¢alismada ¢ocugumun yer almasini kabul ediyorum. Calisma bana sézlii olarak

da agiklandi. Calisma ile ilgili tiim sorularima tatmin edici cevaplar aldim.

Tarih :

Hastanin Adi-Soyadi :

Hastanin Yagi- Cinsiyeti : Hastanin imzas: :
Velinin Adi-Soyadi : Veli imzas: :

Taniklik eden kurum yetkilisi imzasi :

Aragtirict imzalart :
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BiOFILM ORNEGI ALINCAK HASTA BiLGI EDINME FORMU

Adi Soyad:: Tel no:
Adresi: Dogum tarihi:
Dogum veri:

Cocugun Sosyal Giivencesi:

Anne ve Babanin Meslekleri:

Anne ve Babanin Egitim Durumu:

Kardes Sayisi:

Kaginct Cocuk Oldugu:

Medikal Bir Problemi Var Mi? Varsa Nedir?

Herhangi Bir Alerjisi Var Mi?

Son iki Ay igerisinde Antibiyotik Kullanildi mi?

Son 2 ay igerisinde herhangi bir medikal tedavi aldi mi?

E[Jtin Olarak Probiyotik Uriin Kullaniliyor mu?

éonZAy icerinde Flor Uygulamasi Yapildi mi?

Kullaniimakta Olan Bir Tatlandirict Urtin Var mi?

Diglerini Hangi Sikhikla Firgaliyor?

Kullanitan Dis Macunu?

Dis ipi Kullanihyor mu?

Gargara Kullaniliyor mu?
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Agiz ici Muayene Bulgulan

EQEQEEAEQEQEQE 0= D) D D D 0 (] B
EQEQEQEQE( REMEQEQEE=

EQEQEQEQEC EQEQEQEQE
EMEQEQEQEQEREREC EOEQEOEAEQEQERE(

Glrik lezyonu

Co Opak renklenmeli ¢lirtik
c1 Mine ¢lrigi
¢2 Dentin ¢lrigiu
C3 Pulpa perforasyonu
ca Sadece kokii iceren ¢iirtik
Evet Hayir

Dislerde florozis var mi? ) u D

Dis etinde kanama v;rllgl? |_, U

Dis etinde enfeksiyon varligi? D [:[
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Biofilm Orneklerinin Alinmasi

Kullanilan Agiz ici Aparey:

Kullanim Suresi:

Abarey Temizliginde Ne Kullanihiyor:

Biofilm Orneklerinin Alindigi Saat:

Hareketli Protez
Alt Cene

Destek Dis  Krose Teli
Ust Cene

Destek Dis Krose Teli

[]

Sabit Dokim
Destek Dig

]

Sabit Fiber
Destek Dis

]

EBEVEYN ONAMI:

Akrilik Govde  Akrilik Dis  Oral Mukeza

L] O

Akrilik Govde  Akrilik Dis  Oral Mukoza

[]

D6kiim Govde

i
}

Fiber Govde

L]

Pedodonti kiiniginde yapilacak olan igslemler ve sonuglari hakkinda bilgilendirildim. Yapilacak
tedavileri, agiz ici apareyler, agiz dokulart ve disler tizerinden plak 6rnegi alinmasini ve
bilimsel calismalarda kullanilmasini onayliyorum.

Ebeveyn Adi Soyadi:
Tarih ve imza:
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