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OZET

Ug yasin altindaki ¢ocuklarda, gelismekte olan siirekli dislerde fluorozis riski
olusturmasi nedeniyle fluoridli dis macunu ve uzun siire kullanimindaki yan etkileri ve
sitotoksisitesi nedeniyle klorheksidinin  kullanimi  Onerilmemektedir. — Tikiiriik
proteinlerinden Lizozim ve Laktoferrin igeren bir preparatin kiiciik ¢ocuklarda dis
cuiriiklerinin 6nlenmesi i¢in bir ¢6ziim getirebilecegi diistiniilmektedir. Antimikrobiyal
ajanlarin, poloxamer ve lipozomal tasiyici sistemler ile topikal uygulamalarinin agiz

hastaliklarinin tedavisinde etkili oldugu gortilmiistiir.

Calismamizin amaci, Lizozim ile Laktoferrin iceren ve tasiyici sistem olarak
Pluronic F-127 isimli Poloxamer ve/veya dondurularak kurutulan DOTAP igeren
lipozom [Dondurularak kurutulan Lipozomal DOTAP (DLD)] kullanildigi farkli
formulasyonlarin, dis ¢iiriigline neden oldugu bilinen Streptococcus sobrinus,
Streptococcus mutans, ve Lactobacillus acidophilus bakteri suslar1 iizerindeki
antibakteriyel etkilerinin klorheksidin jel ile karsilastirmali olarak in vitro kosullarda

degerlendirilmesidir.

Calismamizdaki formulasyonlar; (1) Sorensen’s Cozeltisi tampon olarak, (2)
yalniz poloxamer 407’nin kullanildigi jel seklinde, (3) Lizozim ve Laktoferrinin
tamponda ¢ozdiiriilerek, (4) Lizozim ve Laktoferrin tamponda ¢ozdiiriildiikten sonra
poloxamer 407 ile birlestirilmesiyle, (5) DLD’nin tamponda ¢6zdiiriilmesiyle, (6)
poloxamer 407 tamponda dagitildiktan sonra DLD ile birlestirilmesiyle, (7) Lizozim ve
Laktoferrin tamponda ¢ozdiiriildiikten sonra DLD ile birlestirilerek, (8) Lizozim ve
Laktoferrin ¢ozdiiriildiikten ve poloxamer 407 igerisinde dagitildiktan sonra DLD’nin
eklenmesiyle sekiz grup olarak hazirlanmigtir. Kontrol grubu olarak % 0,2°lik
klorheksidin jel/gargara, pozitif kontrol grubu olarak bos hidroksiapatit diskler
kullanilmistir.  Antibakteriyel etkinin degerlendirildigi birinci bdliimde, ¢alisma
gruplarinin,  Streptococcus sobrinus, Streptococcus mutans ve Lactobacillus
acidophilus’a karsi antibakteriyel etki gosteren minimal inhibitdér konsatrasyonlar
(MIK) belirlenmistir. ikinci béliimde ise, 10 farkli grubun hidroksiapatit diskler
tizerinde 24 saatlik Streptococcus sobrinus ve Streptococcus mutans biyofilm olusumu

izerine etkileri degerlendirilmistir.



MIK deneyinde, poloxamer icermeyen formulasyonlar suslara karsi etkili
bulunmamistir. Poloxamer 407 iceren formulasyonlar, Lizozim ve Laktoferrin
iceriginden bagimsiz olarak suslar iizerine inhibisyon gostermistir. % 0,2°lik
klorheksidinin diger formulasyonlara oranla ¢ok diisiik konsantrasyonlarda etkili oldugu

gorilmiistiir.

Biyofilm deneyinde Poloxamer 407 ile hazirlanan jel formulasyonlar1 S.
sobrinus ve S. mutans biyofilmlerinin olusumunu 6nlemede diger deney gruplarina gére
iistlin bulunmuslardir. Bu gruplar arasinda en yiiksek etkiyi her iki sus {izerinde de
Lizozim, Laktoferrin i¢ceren ve Poloxamerin kullanildigi grup gostermistir (p<0,05). %

0,2°1ik klorheksidin diglukonat’in biyofilm olusumunu tam olarak 6nledigi goriilmiistiir.

Calismamizda antibakteriyel etkinligi gosterilen formulasyonlarda bulunan
maddelerin daha uzun siireli etkilerinin anlasilabilmesi i¢in, ileriki calismalarda bu
maddelerin etkinliginin kinetik olarak degerlendirilmesi ve sitotoksisitelerinin

belirlenmesi gerektigi diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Lizozim, Laktoferrin, tagiyici sistemler, antibakteriyel etki



SUMMARY

The children under three years old are not suggested to use fluoridated
toothpaste because of the risk of fluorosis and chlorhexidine for a long period resulting
adverse effects and cytotoxicity. New formulations containing lysozyme and lactoferrin
might be effective on preventing tooth decay in small children. Topical application of
antimicrobial agents with drug delivery systems such as poloxamer and liposome is

used for the treatment of oral diseases.

The aim of this study was to determine the antibacterial effect of different
formulations on Streptococcus sobrinus, Streptococcus mutans ve Lactobacillus
acidophilus among containing lysozyme and lactoferrin and drug delivery system as
poloxamer 407 with the trade name of Pluronic F-127 or/and freeze dried liposome
containing DOTAP [Freeze dried Liposomal DOTAP (FLD)] in comparison with 0,2 %

chlorhexidine.

The formulations were (1) Sorensen’s Buffer Solution, (2) the gel formulation
containing only poloxamer 407, (3) the formulation dissolving lysozyme and lactoferrin
in Sorensen’s Buffer Solution, (4) the formulation combined with poloxamer 407 after
dissolving lysozyme and lactoferrin in Sorensen’s Buffer Solution, (5) the formulation
dissolving FLD in Sorensen’s Buffer Solution, (6) the formulation combined with FLD
after dispersed into the poloxamer 407 in Sorensen’s Buffer Solution, (7) the
formulation combined with FLD after dissolving lysozyme and lactoferrin in Sorensen’s
Buffer Solution, (8) the formulation dissolving lysozyme and lactoferrin into Sorensen’s
Buffer, then incorporting into the poloxamer 407 and combining with FLD. The control
group was 0,2% chlorhexidine gel/mouthwash and positive control group consisted of
empty hydroxyapatite discs. The antibacterial effect was assessed by determining the
Minimal Inhibition Concentrations (MIC) of the test groups on Streptococcus sobrinus,
Streptococcus mutans ve Lactobacillus acidophilus. The effects of ten groups on
biofilm formation of Streptococcus sobrinus and Streptococcus mutans for 24 hours on

the hydroxyapatite discs were also evaluated.



In MIC experiment, the formulations which do not contain poloxamer 407
showed no inhibiton effect on these bacteria. The formulations with poloxamer 407,
apart from the content of lysozyme and lactoferrin, inhibited the bacteria. The 0,2 %

chlorhexidine was effective on the bacteria at very low concentrations.

In biofilm experiment, the formulations with poloxamer 407 were found more
effective in the inhibition of biofilm formation of Streptococcus sobrinus and
Streptococcus mutans than other groups. Among these, the formulation containing
Lysozyme and Lactoferrin with poloxamer 407 exhibited the highest efficiency on these
bacteria (p<0,05). In the specimens with chlorhexidine, it was observed that there was

no bacterial growth.
The formulations which showed antibacterial effect in the present study, should
be further evaluated with regard to longer periods, using kinetic methods. Additionally

cytotoxicity should be determined.

Key words: Lysozyme, Lactoferrin, drug delivery system, antibacterial effect
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KISALTMALAR
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MIK

MPO

MS

mg
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ng
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nm
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NaF

OD

PMN

PRP

Qs
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: Miyeloperoksidaz

: Mutans streptokoklari
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» mililitre

: litre
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S. oralis
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1. GIRIS VE AMAC

Ag1z boslugu, hem yumusak hem kat1 yiizeyleri birlikte barindirmasi, yiizeyleri
yikayan tiikiiriik ve diseti oluk sivisinin varligi ve dis ortama agik olmasi 6zellikleriyle
essiz bir yapidir. Ekolojik olarak ¢ok farkli mikro ¢evrelerden olusur; bu nedenle ¢ok
cesitli mikrofloralar igerir. Yanak epiteli, dil sirt1, supragingival ve subgingival bolgeler
birbirinden belirgin olarak farkli dort ana ekosistemdir. Supragingival bolge (dis etinin
iistlinde kalan dis yiizeyleri) tiikiiriik ve yiyecek iceceklerle yikanir ve ¢igneme gibi
mekanik etkilere maruz kalirken; subgingival bdlge (disetinin altinda kalan diseti

oluklar1 ya da periodontal cepler) diseti oluk sivisi ile yikanir (1).

Agizda bulunan mikroorganizmalarin ¢ogu, biyofilm olarak adlandirilan bir
yiizeye yapisik mikroorganizma topluluklarina aittir (1). Agiz boslugu, yasam siiresince
degisen karisik bir ekosistemde farkli tiirde mikroorganizma topluluklarindan
olugmaktadir. Agiz mikrofloras1 bilinen en karmasik bakteri tiirlerini barindirmaktadir
(2). Agiz mikroflorasinda normal olarak siirekli bulunan yiiksek sayilardaki
mikroorganizmalar toplulugu, biiyiik 6l¢iide konak fiizerinde ya da iginde yasayan
ancak, konakg¢isina zarar vermeyen organizmalar olan kommensal bakterilerden ve az
sayidaki mayalardan olusur. Bunlar i¢inde sayica az ek mikroflora olarak tanimlanan
tirler de bulunur. Bu tiirler ¢evre kendilerine uygun olarak degistiginde mikrofloraya
dahil olabilirler. Kommensal tiirler, ¢cevredeki degisiklikler ya da kisinin yetersiz agiz
hijyenine bagl olarak patojen hale gelebilirler (1). Agiz ortaminda en sik rastlanilan
tirler Streptococcus, Veillonella, Corynebacterium, Actinomyces, Fusobacterium,
Prevotella, Neisseria, Porphyromonas ve Haemophilus 'tur. Kommensal streptokoklar
zamanla daha karmasik hale gelen agiz bakteri florasiin biyiikk cogunlugunu
olusturmaktadir (3). Agizda bulunan kommensal bakteriler, cogunlukla mukoza ve dis
yiizeylerindeki biyofilmde yer alirlar. Bu flora, ayrica organizmay:1 Staphylococcus
aureus (S. aureus), Enterococcus faecalis (E. Faecalis), Streptococcus pneumoniae,
Streptococcus pyogenes, Neisseria tiirleri, Enterobacteriaceae ailesi, Haemophilus
influenza ve actinomycetes gibi patojen bakterilerin koloni olusumlarindan
korumaktadir. Bakteri igerigi agiz boslugunun farkli bolgelerinde beslenme kosullarina,
tikiiriik akis hizina, konagin dis ve digeti saglifina, diyetine ve yasina bagli olarak

farklilik gostermektedir (4).



Tiikiirtik, ¢ok ¢esitli enzimleri, hormonlari, antikorlari, antimikrobiyal bilesenleri
ve sitokinleri igeren kompleks bir sividir. Tiikiiriikte fiziksel, kimyasal ve mikrobiyal
etkilere kars1 agiz mukozasi ve dislerin biitlinliigiiniin siirdiiriilmesine yardimci olan
cesitli proteinler bulunur. Bu proteinler, immunoglobulin A (IgA), immunoglobulin G
(IgG) ve immunoglobulin M (IgM) gibi immunoglobulinler; aglutinin ve miisinler,
lizozim, laktoferrin (LF) ve laktoperoksidaz gibi immunoglobulin olmayan proteinler;
histatinler, sistatinler, defensinler, katelisidin gibi peptidler olarak siralanmaktadir (5,
6).

Tiikiirtigiin kendi savunma sistemlerinin yetmedigi durumlarda, agiz boslugunda
goriilen iilser, mantar ve bakteriyel enfeksiyonlarin ve dis c¢liriigii ile periodontal
hastaliklarin tedavisinde ilaglarin lokal uygulamalar1 siklikla kullanilmaktadir. Ilag
tasiyict sistemler, bir ilacin viicuda kolayca alinmasini ve hedef bolgeye ulasmasini
saglarlar. Bir ilacin tasima sistemi, ilacin kontrolli saliverilmesinde, hedefe
ulasmasinda ve onun etki gdstermesinde Snemli bir yere sahiptir. ilacin kaybini
azaltmak, zararli yan etkileri minimuma indirmektir. Ilaglarin biyoyararlanimini
arttirmak amaciyla ¢esitli ilag tastyici sistemler bulunmakta ve bunlarin yeni 6rnekleri
gelistirilmektedir (7). Ilag tasiyic1 sistemler, agiz boslugundan kolayca gegebilmelerine
karsin, ilag molekiillerinin tiikiiriik akisiyla hizlica ortamdan uzaklastirilmasi énemli bir
problem olusturmaktadir (8). Bu nedenle agiz mukozasina yerlestirilen ilag tastyici
sistem yamalar1 yerine tasiyici sistem olarak jel sistemlerinden biri olan poloxamerler

ve nanopartikiillerden lipozomlar yaygin olarak tercih edilmektedir (9).

Lipozomla kapl ilag molekiillerinin agiz mukozasindaki inflamasyonu azalttig1
ve karyojenik mikroorganizmalarin dis minesine tutunmasii engelleyerek mine

yapisinda bozulmalar1 6nledigi bildirilmistir (8).

Geleneksel sistemlerin (dis macunu, agiz gargaralari gibi) dezavantajlarindan
biri, tikiiriik akis1 veya araliklarla goriilen yutkunma ile agiz boslugundan kisa siirede
uzaklagtirilmalaridir. Yeni bir yaklagim olan lipozomal ilag tasiyict sistemlerin
kullanim1 dis hekimliginde kabul goérmektedir (10). Yapilan in vitro caligmalarda,
lipozomlarin dis minesinin hidroksiapatit (HA) yapisina tutundugu goriilmistiir.

Lipozomlarin antibakteriyel etki gdsteren ajanlari kaplayabilme 6zelliginin yani sira,
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mine yiizeyini sararak fiziksel bozulmalara kars1 yiizeyi koruyabilmesi de énemli bir

avantaj olarak 6ne ¢ikmaktadir (8).

Lipozomlarin hidrofobik ve hidrofilik ilaglar1 uzun siire tagiyabilme 6zellikleri
ve ilacin direkt dis ylizeyiyle temasini keserek ilaclarin yan etkilerinden koruyabilmeleri

nedeniyle dis hekimliginde kullanimi tercih edilmektedir (11).

Triclosan igeren ve tasiyict sistem olarak lipozomun kullanildigr bir ticari dis
macunun S. mutans ve Streptococcus sanguinis (S. sanguinis ) suslarina, serbest halde

bulunan formuna oranla daha etkili oldugu goériilmiisttir (11).

Klorheksidin (CHX) igeren preparatlarin, dis biyofilmine ve agiz dis sagligina
etkisi dig hekimligi literatlirinde Onemli yer tutan bir arastirma konusu olmustur.
Agizdaki farkli yilizeylere tutunabilme 6zelligi ve genis bir pH araliginda yiiksek
antimikrobiyal etki gostermesi nedeniyle CHX’in kullanimi tercih edilmektedir.
Katyonik olmast negatif yiiklii ylizeylerin karboksil, fosfat ve hidroksil gruplarina
baglanmasini kolaylastirmaktadir. Bu 6zelligi agiz mukozasina baglanmasini ve uzun
stire ag1z boslugunda kalabilmesini saglamaktadir (12). Yapilan ¢aligmalarda, CHX’in
dislerde biyofilm olusumu iizerinde en etkili antimikrobiyal ajanlardan biri oldugu

gorilmistir (13).

Klorheksidin agiz boslugundaki MS’lerin ortamdan uzaklastirilmasinda etkili
olan topikal antimikrobiyal bir ajandir. Yapilan ¢aligmalarda, CHX’in MS sayilarinda
azalmaya neden oldugu goriilse de, CHX gargara kullaniminda 2 hafta iginde, jel
uygulandiginda 4 hafta i¢inde, verni uygulandiginda ise 12 hafta i¢inde bu sayilarda
baslangi¢c degerlerine geri doniis oldugu goriilmiistiir. Bu sonucun, dental biyofilmdeki
MS’lerin antimikrobiyal ajanlara direng gostermesinden kaynaklandig: diistintilmektedir

(14).

CHX’in bir tastyict sistem (3DS) ile uygulandigi bir ¢alismada, bu sistemlerin
agiz ortaminda uygulamalarinin  timit verici oldugu gorilmiistir. Disiik

konsantrasyonlu CHX ile kullanilan bu tasiyici sistemlerin agiz ortamindaki MS



degerlerinde etkili bir sekilde azalmaya neden oldugu ve yan etkilerinin bulunmadigi

saptanmistir (15).

Mikroorganizmalara kars1 direng gelismesi ve agizdaki ekolojik dengeyi tahmin
edilemez yonde degistirmesi nedeniyle antibiyotikler mekanik temizlemeye eslik etmesi
acisindan onerilmemektedir (16). Tiikiiriik peroksidaz sistemi in vivo kosullarda, kiigiik
miktarda hidrojen peroksit meydana getiren enzimlerin dis macununa ilave edilmesiyle

gelistirilebilmektedir (17).

Tikiirik peroksidaz sisteminin biitiin  bilesenlerini peroksidaz enzimi
[laktoperoksidaz (LPO), Tiosiyanat (SCN") iyonu ve sodyum monofluorofosfat ve
ksilitol gibi diger profilaktik ajanlarla baglanan hidrojen peroksidi olusturan enzimler],
lizozim ve LF igeren bir dis macununun (Biotene®) agizdaki mikroorganizmalar
tizerindeki etkinliginin degerlendirildigi bir calismada diislik tikiiriikk akis hizinin
goriildiigii hastalarda tiikiiriik Tiosiyanat (SCN") iyonunun konsantrasyonunda bir artig

goriiliirken tiikiiriik mikroflorasinda herhangi bir degisiklik gézlemlenmemistir (17).

Erken ¢ocukluk cagi, siit dislenme doneminde c¢iiriige neden olan bakterilerin
kolonize oldugu 6nemli bir siirectir. Bu dénemde tiikiiriikte bulunan antimikrokrobiyal
faktorler erken donemde goriilen bu kolonizasyonu etkileyebilmektedir (18).
Bebeklerde ve kiiclik cocuklarda goriilen erken cocukluk cagi ciiriikleri (ECC),
sosyoekonomik, davranigsal, beslenme ile ve agizdaki ekoloji (agiz mikroflorasi) ile
ilgili etiyolojik faktdrlerin bir araya gelmesi sonucu meydana gelmektedir. ECC’nin,
karyojenik besinlerin uzun siire ve sik tliketilmesi sonucu olustugu bilinmektedir.
Bununla birlikte beslenme etiyolojik faktorlerden yalnizca biridir. Mutans streptokoklari
(MS) ECC’nin goriildiigii cocuklarda rastlandig bilinen mikroorganizma grubudur. MS,
ciirik lezyonlarin1 baglatmakta ve Lactobasiller dis ciiriiklerini ilerletmektedir (19).
ECC’nin etiyolojisinde yatan temel faktoriin dental plak oldugu bilinmektedir. Mekanik
dis temizligine ek olarak antimikrobiyal ajanlar i¢ceren dis macunlarinin kullanimi1 dental
plagin kontrol altina alinmasinda biiyiik katkida bulunmaktadir. Lizozim ve LF gibi
antimikrobiyal proteinler, agiz ve dis saglig i¢in lretilen dis macunlar1 ve agiz
gargalarina ilave edilmektedir. Giiniimiizde bu proteinlerin bulundugu bazi ticari

iiriinler piyasaya sunulmustur (Biotene®™, BioXtra® ve Zendium Saliva®) (20).
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3 yasin altindaki c¢ocuklarda yutma refleksinin gelismemis olmasi nedeniyle
fluoridli dis macunu kullanimi gelismekte olan siirekli diglerde fluorozis riski
dogurmaktadir (21). Diger taraftan, antimikrobiyal etkinligi yapilan c¢alismalarda
goriilmiis olan CHX’in jel veya verni formu g¢ocuklarda kullanilabilmektedir. Ancak,
CHX’in uzun siire kullaniminin agiz mukozasinda lokal olarak olumsuz yan etkiler
birakmasi, diglerde renklesmeye neden olmasi ve sitotoksik etkileri nedeniyle
cocuklarda erken donemde goriilen ciiriiklerin Onlenmesinde etkili olabilecek ve
antibakteriyel etkiye sahip yeni iirtinlerin gelistirilmesi gerekmektedir. Bu nedenle, bu
donemde tiikiiriik proteinlerinden Lizozim ve Laktoferrin iceren bir preparat kullanimi
erken cocukluk donemi ciiriiklerinin Oniine gegilmesi i¢in bir ¢dziim getirebilecegi

diistiniilmektedir (14, 22).

Piyasada igerigine tiikiiriik proteinlerinin eklendigi c¢esitli ticari iirlinler
bulunmaktadir. Ancak, bu iiriinlerin etkileri incelendiginde dis ¢lirtigiiniin olusumunda
rol oynayan temel patojen suslar {lizerine etkilerinin yetersiz kaldigi yapilan
caligmalarda goriilmiistir (20). Bu nedenle, daha ¢ok gelistirilmeleri gerektigi
disiiniilmektedir. Son yillarda yeni bir yaklasim olarak antimikrobiyal ajanlarin ilag
tastyict sistemler ile uygulanmasi giindeme gelmistir (23). Bu konuda dis hekimligi
literatiirlinde yayimlanmis ¢ok sayida calisma olmamakla birlikte, yapilan bazi
caligmalarda topikal olarak uygulanan poloxamer ve lipozom gibi tasiyict sistemlerin
periodontal hastaliklarin ve agiz boslugunda goriilen enfeksiyonlarin tedavisinde etkili
oldugu goriilmiistiir. Bu sistemlerin en onemli avantaji, biyoaktif ajani direkt olarak
gerekli bolgeye tagimalart ve uzun siire o bdlgede ihtiyag olan konsantrasyonu

koruyabilmeleri olarak bildirilmektedir (24).

Giliniimiizde, dis hekimligi literatiiriinde Lizozim ve/veya Laktoferrin i¢eren, dis
macunlart disinda farkli tasiyict sistemlerin antimikrobiyal etkisinin karsilagtirildigi

yayimlanmis bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Bu caligmanin amaci, Lizozim ile Laktoferrin iceren ve tasiyici sistem olarak
Pluronic F-127 isimli Poloxamer 407 polimeri ve/veya lipozomun (DLD) kullanildig:
farkli formulasyonlarin, mikrobiyal dental plakta bulunan ve dis ¢iiriigiine neden oldugu

bilinen S. sobrinus, S. mutans, ve L. acidophilus bakteri suslari {izerindeki
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antibakteriyel etkilerinin % 0,2’lik klorheksidin jel/gargara ile karsilastirmali olarak in

vitro kosullarda degerlendirilmesidir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tiikiiriik

Bilesiminin % 99’u su, % 1’1 ise biiyiikk organik molekiiller olan tiikiiriik
kompleks bir sekresyondur. Toplam organik bilesikler litrede 5 g, inorganik bilesikler
ise bunu yaris1 kadardir. Biiyiik organik molekiiller proteinler, glikoproteinler, lipitler;
kiigiik organik molekiiller ise glikoz ve iiredir. Bundan baska kalsiyum, klor, fosfat,

SCNT basta olmak tizere diger elementler de tlikiiriigiin inroganik maddeleridir (25).

Organik molekiillerin ¢ogu asiner hiicrelerinde bir boliimii  kanallarda
sentezlenir, bir boliimii ise kandan tiikiiriik i¢ine transport edilir. Tikiiriik sekresyonuna
kandan transport edilen molekiiller biiyiikk elektrolitler, albumin, IgA, 1gG, IgM,;

vitaminler, ilaglar, hormonlar ve sudur (25).

Agiz sivilarinin karigiminin timii ‘miks  tiikiiriik’ olarak adlandirilir. insan
tikiiriigii parotid, submandilar, sublingual ve diger kiiglik tiikiiriik bezlerinden elde
edilen salgilarin karisimindan olusan hafif oranda asidik pH’ya (pH: 6,0-7,0) sahip
biyolojik bir sividir. Tikiiriiglin yaklasik % 65’1 submandibular bezlerden, % 23’
parotis bezinden, % 8’1t mindr miikdz bezlerden, % 4’i ise sublingual bezlerden
salgilanir. Bu biiytik ve kiiciik tiikiirik bezlerinin salgilarina ek olarak, diseti eksudasi
mikroorganizmalar ve onlarin {riinleri, deskuame epitelyum hiicreleri ve hiicresel
komponentleri, yiyecek artiklari, viriisler ve mantarlar, serum ve kan hiicreleri ve hatta
nazal eksuda gibi tiikiiriik orijinli olmayan sivilar ve elemanlar da tiikiirigiin icerigine
karigir. Bu karisim halindeki agiz sivisi, bir¢ok fizyolojik fonksiyonu (tad alma,
besinlerin yutulmasi ve sindirimi, doku kayganligi, dis dokularinin korunmasi,

antibakteriyel ve antiviral koruma) yerine getirmektedir (26).

Tiikiiriik, ¢ok cesitli enzimleri, hormonlari, antikorlari, antimikrobiyal bilesenleri
ve sitokinleri iceren kompleks bir sividir (27, 28). Bunlarin birgogu pasif hiicre ici
diflizyonu ve aktif tagima ile hiicrelerden veya hiicre dis1 ultra filtrasyon ile hiicreler
arasi yollarla kandan tiikiiriik bezlerine ve diseti oluguna dogru ilerleyerek tiikriige gegis

gostermektedir (29, 30, 31). Dolayisiyla, kanda bulunan bir¢ok igerik tiikiiriikkte de
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goriilmektedir. Buna bagh olarak, tiikiiriik viicudun duygusal, hormonal, besinsel ve
metabolik degisikliklerini iceren fizyolojik durumunu yansitabilmektedir. Sonug olarak,

bu s1v1 agiz ve sistemik saglik durumu hakkinda bir bilgi verebilmektedir (32).

Ag1z boslugunda c¢ok sayida gorevi bulunan tiikiirigiin fonksiyonlarindan biri
sert ve yumusak dokularin korunmasidir (33). Bu fonksiyon igerigindeki proteinler
sayesinde gerceklesmektedir. Bu proteinler, IgA, IgG ve IgM gibi immunoglobulinler;
aglutinin ve misinler, lizozim, LF ve LPO gibi immunoglobulin olmayan proteinler;
histatinler, sistatinler, defensinler, katelisidin gibi peptidler olarak siralanmaktadir
(Tablo 1) (5, 6).



Tablo 1. insan tiikiiriigiinde bulunan biiyiik antimikrobiyal proteinler (33)

Protein

Temel hedef/ fonksiyon

Immunoglobulin olmayan proteinler
Lizozim
Laktoferrin
Tiikiirtik peroksidazi ve miyeloperoksidaz
Agglutininler
Tiikiiriik glikoproteinleri
Miisinler
Fibronektin
Histidinden zengin proteinler (histatinler)
Sistatinler
Immunoglobulinler
IgA
19G

IgM

Gram pozitif bakteriler, Candida tiirleri
Gram pozitif ve negatif bakteriler
Antimikrobiyal, hidrojen peroksit (H,05) ayrismas1

Mikroorganizmalarin agglutinasyonu ve

aggregasyonu

Antibakteriyel, antifungal

Antiviral

Adezyonun inhibe edilmesi

Fagositozun arttirilmasi

Fagositozun arttirtlmasi

Tiikiiriigiin varlig1 agiz boslugundaki dokularin sagliginin korunmasinda hayati

onem tasir. Tikiirik salgisinin ciddi sekilde azalmasi sadece oral dokularin

korunmasinda olumsuzluk yaratmakla kalmaz, hastanin yasam kalitesini ileri derecede

olumsuz etkiler. Agiz kurulugundan sikayet eden hastalarda yemek yeme, yutkunma,

konusma gibi normal faaliyetler zorlasir, protezlerin tutuculugu zayiflar, tat alma

hassasiyeti geriler, agiz hijyeni kotiilesir, oral mukozanin travmatize olma ve iilserasyon

9




gelisme sikligl, agizda yanma hissi, mantar enfeksiyonlar1 dis ciiriiklerinde hizlanma

gibi rahatsizliklar artar (34).

Ag1z boslugu, cok sayida farkli mikroorganizmaya ev sahipligi yapmaktadir. Bir
boliimii hala tanimlanamamis olan bu mikroorganizmalardan bazilar1 da agizda gecici
olarak bulunmaktadir. Bu kadar cesitli potansiyel patojene karsi agizda da farkli
savunma mekanizmalarinin hazir bulunmasi gerekmektedir. Farkli tipteki tiikiiriik
bezlerinin herbiri, kendilerine 6zel salgilama 6zelligine sahiptir. Boylece, tiim tiikiiriikte
antimikrobiyal proteinlerden olusan savunma giicii, farkli bezlerin katilimi ile
tamamlanmaktadir. Sonug olarak, tek bir antimikrobiyal proteinin konsantrasyonu giin

icerisinde salgi bezlerinin aktivitesine bagli olarak degismektedir (Tablo 2) (35).

Tikirigin agizdaki koruyucu etkisini bir takim savunma sistemleri
olusturmaktadir. Bu sistemlere 6rnek olarak, asidi notralize eden bikarbonat/karbonat
tamponlama sistemi, dis minesinin yiizeyinde koruyucu bir Ortli olusturarak asidin
diffiizyonunu onleyen spesifik proteinler ve bunlarin yanisira, enfeksiyonlar1 6nleyen

antimikrobiyal proteinler ve peptidler sayilabilmektedir (35).
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Tablo 2. Tiikiiriik bezlerinden salgilanan antimikrobiyal proteinler (35)

TUKURUK . .
. . . KAYNAGINI ALDIGI DOKU ORANI %
(GLIKO) PROTEINLERI
MUCS5B (miisin MG1) biitiin mukoz tiikiiriik bezlerinden 5-20
MUCT7 (miisin MG2) biitiin mukoz tiikiiriik bezlerinden 5-20
] B lenfositleri: biitiin mukoz tiikiiriik

Immunoglobulinler ] 5-15
bezlerinden

Prolinden zengin ] ]

) _ parotis bezi 1-10

glikoprotein

Sistatinler submandibular > sublingual 10

Histatinler sarotis ve submandibular bezler 5

EP-GP submandibular ve sublingual bezler 1-2

o parotis > submandibular >

Agglutinin ) 1-2
sublingual

Lizozim sublingual > submandibular, parotis 1-2
biitiin tiikiiriik bezlerinden:

LF 1-2
mukoz > ser6z

LPO parotis > submandibular <1

Kathelisidin tiikkiiriik bezlerinden, nétrofillerden <1

Defensinler tiikkiiriik bezlerinden, nétrofillerden <1
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2.1.1. Tiikiiriigiin Fonksiyonlar1

2.1.1.1. Sindirim

Tikiirikte bulunan amilaz enzimi nisastanin sindirimini saglar. Bu
mekanizmanin etkinligi, besinlerin 6zellikleri, igerigindeki karbohidrat miktari,
enzimlerin yikim derecesi, bakterilerin sekeri kullanim orani, tiikiiriik akis hizi ve

tikiiriik hacmi ile belirlenmektedir (36).

2.1.1.2. Nemlendirme-kayganlastirma

Tiikiirtik viskoelastik 6zellikleri ile lokmanin olusturulmasi, ¢igneme, konusma
ve yutma islevlerini kolaylastirir. Icerdigi su ve glikoproteinlerin yardimu ile sert ve
yumusak dokular1 Orter, nemli tutar, besinlerin hasar vermesini ve hassas agiz

mukozasinin dehidrate olmasini 6nler (36).

2.1.1.3. Yikayici- diliie edici- maddeleri uzaklastirici etkisi

Tiikiirtik, dil, dudaklar ve yanaklarin ulasilabilir alanlarda yaptigi mekanik
temizligi kolaylastirir. Tikiiriiglin ¢ignemeyi ve yutmayi kolaylastirmasi ile bakteriler
ve toksinler inaktive edilmek {izere sindirim kanalina gonderilerek agizdan
uzaklagtirilir. Ayrica tiikiirigiin agiz boslugunu yikamak iizere siirekli salgilanmasi,
immunolojik olan ve olmayan tiikiiriik faktorlerinin de agizda stirekli bulunmasini
saglar. Tiikiirik 10 pg/mL ile 500 pg/mL araliginda degisen konsantrasyonlarda ¢ok
sayida (gliko)proteinleri ve peptidleri igermektedir (Tablo 3) (37).

Uyarilmamis tiikiirtik akisi, dis uyart olmaksizin, tiikiiriiglin yavas bir bicimde
salgilanmasidir ve agizda ¢ogu zaman bu tip tiikiiriik bulunur. Uyarilmamus tiikiiriik
agi1z saghig icin ¢ok onemlidir. Bu akis karanlik, dehidratasyon, egzersiz ve stres gibi
faktorler ile degisebilir. Tiikiiriik akis hizinin artmasinin koruyucu bilesenlerin artmasini

sagladig: bilinmektedir (37).
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Tiikiirtik i¢cindeki su tiikiiriigiin ~ diliisyonundan sorumludur. Bu agidan

uyarilmamus tiikiirtik akis hiz1 da 6nemlidir (37).

Tablo 3. Tiikiiriigiin fonksiyonlar1 ve igerigindeki maddeler ile iliskisi (35)

Prolmden zengm
protemler Miisinler
Staterm Mismler
Ealsiyumiosfat Lizozim
Laktoferrin
Femmerzlizasvon %?::;Ezﬁ iz
Agglutmim
Prolindsn zengm Sistztinler
glikeprotsmler VEGh
Milsmler
Kavganlzstuma Disler
Viskoelastizits
Fonlksivonlarn
Tzmponlamz
Bikarbonat
Fosfat Yivecekler Mikroplar
Protemler
Amilaz . Inrmuno globulinler
DNAZ Anti-viral Miisinler
Pu_\-“l z Histatinler
Lipaz
Proteaz
Misinler
Immuneglobulinler
Sistatinler

2.1.1.4. Notralizasyon-tamponlama

Tiikiiriik alkalen ve etkili tamponlayict 6zellikleri olan bir sividir. Tikiiriik dis
ciiriklerini ag1z i¢inde ve mikrobiyal plakta ortamin pH’sin1 notr hale getirerek onler.
Plaktaki bakterilerin karyojenik beslenmeyi takiben olusturdugu asit sonucunda ortamin
pH’s1 digmektedir. Tiikiirik pH’daki degisiklikleri en aza indirmede etkili bir
tampondur. Tikiirlik icinde bulunan tamponlayici elemanlar en kisa zamanda tiikiiriik
pH’sin1 eski haline getirmeye ¢aligir. Uyarilmamus tiikiiriikte en 6nemli tamponlayici
elemanlar inorganik fosfatlarken uyarilmis tiikiiriikte karbonik asit- bikarbonat sistemi
devreye girer. pH 4- 4,5’in altina distiigiinde tiikiirik proteinleri de tamponlama
sistemine katkida bulunmaya baglar (38). Tikiiriigiin tampomlama kapasitesinde

bikarbonat iyonlar1 ¢ok etkilidir ve tiikiirik pH’s1 bikarbonat (HCOj3) iyonu
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konsantrasyonuna  baghdir. Tikiirik akis hizinin artmasi ise  bikarbonat
konsantasyonunu arttirarak tiikiiriigiin pH’sin1 8’e kadar yiikseltir. Dental plaktaki pH
5,6 kritik degere diistiigiinde HCO3™ iyonu aktif hale gegmektedir. Az da olsa fosfat ve
diger proteinler de tamponlama kapasitesine, dokularin besinler ve bakterilerin
asitlerine karst korunmasi ve pH’nin fizyolojik sinirlar iginde tutulmasi islevine

katilirlar (39).

2.1.1.5. Dis dokularmnin ¢éziinmesinin 6nlenmesi ve remineralizasyonu

Dis mineralleri (kalsiyum ve fosfat) yoniinden tiikiiriigiin asir1 doygunlugu,
remineralizasyon i¢in gerekli hidroksiapatit kristallerinin biiyiimesi ve disin sert
dokulariin fizyolojik kosullarda ¢oziinmemesi i¢in gereklidir. Tikiiriik akisinin
artmast, kalsiyum, fosfat ve diger hidroksil iyonlarini arttirir ve uyarilmis tiikiiriilk daha
da doygun hale gelir. Bu ylizden, tiikiirik akisinin uyarilmasi, remineralizasyon igin

gerekli iyonlari saglar (39).

2.1.1.6. Tat duyusu algilanmasi

Tiikiirtik tat maddelerini ¢ozer, tat alma reseptorlerine diflizyon ile ulagsmasini
saglar ve reseptorleri agiz kurulugu, enfeksiyon ve fonksiyonsuzluk atrofisine karsi
korur (36).

2.1.1.7. Antimikrobiyal etki

Tiikiiriikteki Ig yapisinda olan ve olmayan antimikrobiyal bilesenler; bireysel
tiikiiriik akis hizi, diseti iltthabinin siddeti, enfeksiyonlar, antimikrobiyal proteinler arasi
etkilesim ve bu bilesenlerin mikroorganizmalar ile ¢ok yonlii iliskisi, bireyler arast ve
birey i¢i varyasyonlar ve yasa baglh degiskenlik gosterebilir. Asidik prolinden zengin
proteinler (PRP) ve histatinler tiikiiriige 6zgli iken, diger tiikiiriik bilesenleri tiim
mukozal sekresyonlarda bulunmaktadirlar. Immunoglobulin yapisinda olmayan
antimikrobiyal bilesenlerin (LF ve miyeloperoksidaz (MPO) disindakiler) ¢ocukluktaki
diizeyleri, erigkin tiikiiriik diizeylerine ulasmaktadir. Cocukta koruyucu antikor

sistemleri hala tam olgunlasmamistir. Bu 6zellik, tiikiiriik savunma sisteminde heniiz
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diger savunma sistemleri yeterince olgunlasmamisken bakteriostatik ve bakterisid
etkilerin var oldugunu ve patojen mikroorganizmalara karsi agiz dokulariin
savunmasinda tlkiiriglin yasamin erken donemlerinde de oOnemli rol oynadigimi

gostermektedir (33).

2.1.2. Tiikiiriik ve Dis Ciiriigii

Dis ciiriigii, diinya populasyonunun biiyiik bir ¢ogunlugunu etkilemektedir.
Tukiirik; salgilanmasinda  kisiden kisiye oOnemli farkliliklar — goriilen ve
hipofonksiyonunda ¢iiriik olusumu gibi bir¢ok sorunun ortaya ¢ikmasina da yol agabilen

viicudumuzun 6nemli salgilarindan biridir (40).

Tiikiirik 3 ¢ift biiyiik tikriik bezi (Parotis, Submandibular, Sublingual) ve
yanak, dudak, sert ve yumusak damak ve dil mukozasina dagilmis kiigiik tlikiiriik
bezleri tarafindan salgilanir ve diseti olugu sivisi da bu salgiya katilir. Tiikiirigiin biiyiik
bir kismi parotis bezinden gelir. Bu bezin iirettigi tiikiirik diger bezlere oranla daha
fazla immunoglobulin icerir, Sekretuvar membran olarak kabul edilmistir. Kanin
biyokimyasindaki bazi degisimler bu bezin salgilarina yansir. Ornegin, parotisten
salgilanan parotin isimli bir maddenin diabetiklerde daha fazla bulunuyor olmasi, kan
sekerinin parametresi olarak kullanilmistir. Parotis, submandibular ve sublingual
bezlerden gelen tiikiiriik dilaltinda bir havuz olusturur. Burada tiikiiriik ile temas eden
dis yiizeylerinde genellikle daha az ¢iirlige rastlanmasi, tlikiirliglin yikayici etkisinin bu
bolgelerde daha fazla olmasindandir. Cok miktarda yaygin diseti enfeksiyonu olan
kisilerin tlikiirtigiiniin az salgilandig1 tespit edilmistir. Bununla birlikte, aradaki iliskinin
hangi yonde oldugu; tiikiiriik azaldigi i¢in mi ciiriik sayisinin arttigi, yoksa yaygin
cliriiklerin mi tlikiiriik hacmini azalttigi agiklik kazanmamistir. Ciirlik miktarinin
artmasi ile tiikiiriik akisinin bozulmasi olasiliginin daha yiiksek oldugu bildirilmistir

(41).
Tiikiiriigiin icerisinde normal agiz florasinda yiiksek oranda bulunan bakteriler,

epitel hiicreleri ve gida artiklar1 bulunur. Tikiirigin % 90’mindan fazlasi 3 biiyiik

tilkiiriik bezi tarafindan salgilanir (42).
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Ciirigiin olusmasi ve derecesinin:

1) Dis yapisi

2) Agiz igi bakterilerinin miktari ve ¢esidi

3) Fermente olabilen sekerlerin tiiketilmesi

4) Sekerlerin agizda bulunma siiresi

5) Fluoridin agizda bulunmasi veya bulunmamasi

6) Tikirik akis hizi ve tikiirigin icerigi gibi bir¢ok faktoriin bir arada
bulunmasina bagl olarak degistigi kabul edilmektedir (43).

Tiikiirtik, sistemik patolojilerden ve noral uyaranlardan cabuk ve fazla
etkilenir. Ornegin agzin herhangi bir bolgesinde enfeksiyon bulundugunda salgmnin hem
hacmi hem de kalitesi degisir. Tiikiiriik hacminin artis1 sialore, azalmasi ise kserostomi
adin1 alir. Tiikiirlik salgilanmasinda en 6nemli kontrol otonom sinir sistemi tarafindan
saglanir (36). Tikiiriik norotransmitter uyarana bir cevap olarak salgilanir. Giiniin
biiylik bir kisminda norotransmitter salinim diisiik seviyededir ve bu dénemde olusan
tikiirtik akisi stimiile olmamus tiikiiriik akisidir. Beslenme sirasinda, besinlerin ve
cignemenin yardimi ile ndrotransmitter saliniginda artis meydana gelir ve tiikiiriik akisi

uyarilir. Bu donemde olusan tiikiiriik akisi ise stimiile olmus tiikiiriik akigidir (25).

Tikiirik akis hizi azaldiginda tiikiiriigiin  antimikrobiyal, tamponlama,
remineralizasyon ve yikama 6zelligi de azalacagindan ¢iiriik olusumunun daha hizli ve

siddetli ilerleyebilecegi bildirilmektedir (44).
Dis ciirtigiiniin etiyolojisinde, deney hayvanlar1 ve insanlarda, MS grubundan

ozellikle Streptococcus sobrinus’un (S. sobrinus) ve S. mutans’in etkili oldugu
bilinmektedir (Tablo 4) (45).
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Tablo 4. Insanlarda dis ciiriigii ile ilgili bulunan bakteri tiirleri (46)

KUVVETLI ILISKILI OLASI ILISKI
Mutans streptokoklari Diger streptokoklar
S. mutans Streptococcus mitis (S. mitis)
S. sobrinus Aktinomigesler
Laktobacilli Actinomyces viscosus (A. viscosus)
Lactobacillus casei (L. casei) Non-mutans streptokolar
Lactobacillus fermentum (L.fermentum)
Lactobacillus acidophilus (L.acidophilus)

S. mutans, cocuklarda ve geng¢ eriskinlerde mine ¢iirligliniin, yaghilarda kok
yiizeyi ¢liriigiiniin ve erken cocukluk dénemi ¢iiriiklerinin etiyolojisinde primer patojen

olarak bulunmustur (18).

MS’lerin ¢iiriik etiyolojisindeki rolii glinlimiizde belirlenmistir ve tiikiiriikte MS
sayisinin belirlenmesi dis ¢lirligliniin diagnoz ve prognozunda 6nemli bir yer edinmistir.
Tiikiirik MS seviyesi >10° cfu/mL ve Laktobasil seviyesi >10° cfu/mL olanlar yeni

ciiriik olusturma agisindan yiiksek risk grubunda kabul edilmektedir (42).

Spesifik karyojenik mikroorganizma olarak belirlenen ilk mikroorganizma
Laktobasil’dir (47). Dis ¢liriigiiniin patogenezinde Laktobasil’in énemli rol oynadigi
birgok aragtirmada gosterilmistir. Laktobasil derin dentin lezyonlarinda yiiksek sayida
saptanmalar1 nedeniyle ¢iiriiglin baslamasindan ¢ok clriigiin ilerlemesinde etkili
olduklar1 diisiiniilmektedir. Fakat baz1 hayvan c¢alismalar1 Laktobasil’nin birkag tipinin
ciirlik olusturma yeteneklerinin oldugunu gostermistir (43). Azalmus tiikriik akis hizinda

Laktobasil sayisi da artmaktadir (48).
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Tiikiiriigiin bircok mikroorganizmalar {lizerine engelleyici etkisi bulunmustur.
Tiikiiriikte bulunan antimikrobiyal maddelere topluca inhibinler ad1 verilir. Tiikiiriigiin
igerisinde Corynebacterium diphteriae {izerine engelleyici etkisi olan bir madde
bulundugu gosterilmistir. Bu maddeye zidin adi verilmistir. Bunlardan bagka tiikiiriigiin
Clostridium’lar a-hemolitik streptokoklar ve tifo basili tizerine de engelleyici etkisi

gosterilmistir. Belki de bu nedenle agizda bu bakterilere pek rastlanmamaktadir (41).

2.1.3. Tiikiiriik Immunolojisi

Immun bir uyar1 sonucu ortaya ¢ikan ve elektroforezde gamma zonunda yer alan
globulin yapisindaki proteinlere immunoglobulin adi verilmektedir. Fiziksel ve
kimyasal 6zellik yoniinden farklilik gosteren immunoglobulin molekiilleri antijenite ve
immunolojik etkinlik yéniinden de farkliliklar gostermektedir. Insanda bes sinif (IgA,

IgD, IgE, IgG, IgM) immunoglobulin bulunmaktadir (49).

IgA serum immunoglobulinlerinin % 20 kadarin1 olusturur. IgA esas olarak
mukoza sekresyonlarinin biiyiik immunoglobulinidir. Bu nedenle sekresyonla ortiilii dig
yiizeylerde organizmanin lokal immiin savunmasindan sorumludur. Gozyasi, tlikiiriik,
trakeabrons, burun, vajina, bagirsak sekresyonlari ve safrada yiiksek oranda IgA
bulundugu bilinmektedir. Serumdaki normal degeri 1,4-4 mg/mL, uyarilmis parotis
salgisinda ise 3,95-1,37 mg/100°dir. IgA, labial tiikiiriik bezi sekresyonlarinda en sik
rastlanan immunoglobulindir ve bu sekresyonlardaki ortalama degeri parotis bezi
salgilarindakinden 4 kat fazladir. Minér tiikiiriik bezleri agiz boslugunda bulunan

IgA’nin 530-35’1ni iiretirler (49).

Tiikiiriikteki IgA’ nin %90’dan fazlas1 Sekretuvar IgA’dir (sIgA). sIgA, mukozal
yiizeylerin temel immunolojik savunmasidir. sIgA proteolitik enzimlere dayanikli olup
aglutinasyon, bakteri penetrasyonunun onlenmesi ve nétralizasyon olaylarinda énemli
rol oynamaktadir. sIgA’nin asil etkinligi bakteri ve viriis gibi mikroorganizmalarin
mukoza hiicrelerine baglanmalarint  ve dolayisiyla onlarm dis  yiizeylerde

kolonizasyolarini veya epitelyum hiicrelerini enfekte etmelerini engellemektir (49).
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2.1.4. Tiikiiriikkte Bulunan Antimikrobiyal Proteinler

2.1.4.1. immunoglobulin Olmayan Proteinler

2.1.4.1.1. Lizozim

Lizozimin bulunmasi, birgok canlida dogal savunma sistemine dahil oldugunu
diistindiirmektedir. Duktus hiicreleri ve diseti olugu sivist (DOS) kaynaklidir.
Bakterileri, hiicre duvarlarindaki peptidoglikanlarin  muramik asit ve N-
asetilglukozamin rezidiileri arasindaki B(1-4)-glikozidik baglar1 hidrolize ederek lizise
ugratir. Ayrica, katyonik 6zelligi nedeniyle enzimatik olmayan (muramidaz-bagimsiz)

mekanizmalar ile de bakterileri 6ldiirdiigii bildirilmistir (50).

Negatif yiiklii lizozimin tiikiiriik katyonlar1 ile yaptig1 bilesikler, bakteri hiicre
duvarin1 destabilize eder ve bakteri otolizinlerinin aktivasyonu sonucu otolizis
gerceklesir. Duyarli bakterilerde glukoz metabolizmasini bozarak, mikroorganizma

agregasyonunu ve agizdan tercihli bir uzaklastirmayi da gergeklestirmektedir (36).

Lizozimler direkt olarak antimikrobiyal dzellik gosteren proteinlerdir. Ilk olarak,
1922 yilinda Alexander Fleming tarafindan burun salgisinda tesadiifen kesfedilmistir
(51). Fleming labarotuvarinda c¢alisirken burun akintisi kazara bakteri kiiltiiriiniin
bulundugu petri kabinin igine diismiis ve Micrococcus lysodeikticus’u oldiirdiigi
gorilmistir. Mukopolisakkarit yapisinda olan ve miiramidaz olarak da bilinen
lizozimin; insan gozyasi, ter, burun salgisi, gastrointestinal kanal duvarindaki pek ¢ok
salgida ve diseti olugu sivisinda bulundugu gosterilmistir (idrar ve beyin omurilik

stvisinda bulunmaz). Kaynagini 16kositlerden ve graniilositlerden alir (51).

Lizozim, bircok bakterinin hiicre duvarinda bulunan polisakkaritlerin
sindirilmesinde gorev alarak antibakteriyel etki gostermektedir. Bu etkiyi, glikosidik
bagina giris yapan bir su molekiiliinii katalize ederek ger¢eklestirmektedir ve bu olay
hidroliz zinciri kirmaktadir (35). Boylece bakteri hiicresi eger gram pozitifse bir
protoplast, eger gram negatif ise steroplast haline doniisiir (bakterilerin bu defektif
formlarina topluca L-formlar1 adi1 verilir). Lizozimler ve bakteriler agiz florasinda daima

birlikte bulunduklar1 i¢in herhangi bir zamanda agiz florasindan bakterilerin L-
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formlarin1 elde etmek miimkiindiir. Bakterilerin L-formlari, bilhassa dis plaginin
tikiiriik ile temas eden dis yiizeyinde, ¢iiriik kavitelerinde bulunur. Ancak, L-formlar
diseti enfeksiyonu veya dis ciiriigiiniin primer sebebi degildir. Yapilan ¢alismada her
100 kisiden 83’iinilin agzinda L-formunda bakterilerin bulundugu gosterilmistir. Ciiriik
dis sayist azaldik¢a agiz florasindaki bakterilerin L-formlarinin sayisi1 artmaktadir. Bu
da tikiirtikteki lizozimlerin antibakteriyel etkisini dogrulamaktadir. Ancak bunun pasif

bir etki oldugu kabul edilmektedir (52).

Enzimlerin aktiviteleri pH ve sicaklik degisikliklerinden etkilenmektedir. Her
enzim kendi 6zel pH ve sicaklifinda is gormektedir. Lizozimin sadece gram pozitif
bakterilerin hiicrelerine kars1 etkili oldugu bilinmektedir. Gram negatif bakteriler ve
mayalar bu enzime karsi tamamen direng gostermektedir. Veillonella ve
Aggregatibacter (Actinobacillus) actinomycetemcomitans hedef bakterilerden olmakla
birlikte, etkisinin 06zellikle MS’lara karst oldugu bildirilmistir.  Klebsiella,
Micrococcus’lar, Mycobacterium,  Neisseria, Sarcinia, Staphylococcus ve
Streptococcus’lar lizerine de etkilidir. Corynebacterium, Eubacterium, Prevotella
oralis, Prevotella melaninogenicus, Peptostreptococcus, S. mitis, Streptococcus
salivarius (S. salivarius), Treponeme microdentium, Veillonella alcalescens ve Vibrio

sputorum tizerine etkisiz oldugu bildirilmistir (52).

Tiikiiriikteki tiim lizozim proteinleri biiyiik ve kii¢iik tiikiiriik bezlerinden, diseti
olugu sivisindan ve tiikiiriik 16kositlerinden kaynagini almaktadir. Agiz kosullar ile
uyumlu bakteriler ve kapsiil igerenler lizozimin klasik etkilerine direnglidir. Ancak,
bir¢ok bakteri lizozimin enzimatik etkisi ile direkt olarak lizise ugratamasa da, hiicre
duvarlarinin zayiflamasina bagli olarak, lizise ugrarlar. IgA, H,0,, peroksidaz ve
kompleman bilesenleri lizozimin antibakteriyel etkisini arttirirlar.  Lizozim,

hidroksiapatite baglanarak dis ylizeylerinde de antibakteriyel etki gosterir (36).
Yeni dogan bebeklerde tiikiiriik lizozim seviyesinin yetiskinlerle aymi diizeyde

oldugu ve bdylece, antimikrobiyal etkilerinin disler heniiz siirmeden agiga c¢ikabildigi

bildirilmektedir (53).
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Lizozimin antimikrobiyal etkisinin miiramidaz aktivitesine bagli oldugu
bilinmektedir. Gram negatif bakteriler, dis lipopolisakkarit tabakasinin koruyucu
fonksiyonundan dolay1 lizozime daha direngli hale gelmektedir. Miiramidaz aktivitesine
ek olarak, katyonik bir protein olma 6zelligi bakterilerin otolizini aktive ederek hiicre
duvarlarinin parcalanmasina neden olmaktadir. Bu katyonik 6zelliginden dolayi,
sicaklikla inaktive olsa bile, bakterisidal etkilerini hala surdiirebilmektedir. Bu etki iki
basamakta gerceklesmektedir. Hiicre duvarmin enzimatik olarak parcalanmasindan
sonra, hiicre zarinin fiziksel-kimyasal diizensizligi sonucunda bakterinin olimi

gerceklesmektedir (50).

2.1.4.1.2. Laktoferrin (LF)

Serdz hiicrelerde tiretilen ve antibakteriyel, antimikotik, antiviral, antineoplastik
ve antienflamatuvar etkiye sahip bir proteindir. LF’den zengin polimorfoniikleer (PMN)
hiicreler de tiikiirikteki LF diizeyini arttirirlar (39). LF, ekzokrin bezlerin salgilarinda
ve baz1 6zel notrofillerin graniillerinde bulunan ve enzimatik olmayan antimikrobiyal
proteinlerden biridir. Biiyiik ve kiiciik tlikiiriikk bezlerinin ser6z hiicrelerinden salgilanan
demir baglayan bir glikoproteindir. Graniilasyon sonucu, noétrofiller kan plazmasinda
LF’nin temel kaynagi haline gelmektedir. Lokositler bol miktarda LF icermekte ve

diseti olugu sivisina da salmaktadirlar (54).

LF, demir bagl bir proteindir ve kanda bulunan demir bagli transferin ile benzer
ozellikleri vardir. LF, molekiil bagina iki demir atomu baglayarak, bakterilerin
ortamdaki demiri kullanmalarina engel olur ve genis bir mikroorganizma grubuna karsi
bakteriostatik etki gosterir (39). Demir metabolizmasi, hiicre proliferasyonu ve
differansiyasyonu ile antibakteriyel, antiviral ve antiparazitik aktivite gibi ¢ok farkli
tirde biyolojik fonksiyonlarda gorev almaktadir. Bu fonksiyonlarmin ¢ogunun
kendisinin demire baglanma yetenegiyle ilgili olmadigi goriilmektedir. LF’nin
antimikrobiyal aktivitesi oldugu ve bu 0Ozelligini agiz ortaminda gosterdigi tespit
edilmistir. LF’ nin biyolojik fonksiyonu demir iyonuna yiiksek affinite gostermesi ile ve
bunun sonucu olarak da, patojen mikroorganizmalardan bu metali alikoymasi ile ortaya
cikmaktadir. Bu da demir iyonuna doygun hale gelene kadar devam eden bir

bakteriostatik etkinin goriilmesine neden olmaktadir. Karboksi anyonunun direkt bakteri
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yiizeyi ile etkilesimine bagli antibakteriyel etkisi de mevcuttur. Aerobik ve fakiiltatif
anaerop bakteriler demir eksikligine 6zellikle duyarlhidir ve LF’ye daha hassastirlar. LF
demir baglanma oOzelliginden bagimsiz olarak da antimikrobiyal aktiviteye sahiptir.
Demirden bagimsiz oldugu durumlarda (apo- laktoferrin) MS gibi baz1 bakteri gruplari
tizerinde geri doniislimsiiz, bakterisidal etki gostermektedir. Apo-laktoferrin ayrica, S.
mutans ile de agglutine olabilmektedir. S. mutans LF’ye hassastirlar ve inhibisyon

demire bagli olmadan gelisir. Actinomyces tiirlerine de etkili oldugu bilinmektedir (36).

Insan tiikiiriigiinde, LF’nin demire doymus ve demirden bagimsiz formlar es
zamanda bulunabilmektedir. LF genis spektrumlu bakterisidal etkiye sahip katyonik bir
peptidtir (36).

Antimikrobiyal etkilerini gosterebilmeleri i¢in hiicre yiizeyindeki 6zellesmis
bazi reseptorlere baglanmalar1 ve bakteri hiicre zar1 gegirgenligini etkilemeden DNA ve

mitokondri gibi belirli hiicre i¢i yapilariyla etkilesime girmeleri gerekmektedir (55).

PMN’lerin endotelyal hiicrelere yapismasini ve dogal Oldiiriicii hiicrelerinin
fonksiyonlarmi da arttirir. Lipopolisakkaritin lipid kismina baglanarak, endotoksinin
makrofajlardan sitokin salimmini aktive etmesini onler. Iltihapli alanlar gibi asidik
ortamlarda da islev gorebilir. PMN-kaynakli LF demir iyonlarini baglayict 6zelligi
dolayisiyla bir 6l¢iide antioksidan gibi de davranabilir (Sekil 1) (56). Sivilar ve iltihabi
alanlardaki serbest demiri uzaklagtirarak, agiz ortamini asir1 serbest demirin, hidroksil
veya ferrin radikalleri liretimini katalize etme, l0kositik savunma mekanizmalarini
baskilama ve mikrobiyal liremeyi stimiile etme gibi olumsuz 6zelliklerinden koruyarak,
serbest radikal esasli doku hasarini azaltir (57). Lactoferricin olarak isimlendirilen
spesifik LF fragmanlar1 (peptidler) bakteri, mantar ve protozoalarin sitoplazmik
membranlarinda degisime yol acarak bakterisid ve fungisid etki gosterirler. Sitomegalo
viriis, hepatit C, HSV, HIV ve polimyelitis gibi viriislerin replikasyonunu da onler.
LF’ye karst diren¢li mikroorganizmalarin demir baglayici molekiiller iirettikleri
diistinilmektedir. LF-LPO kombinasyonu S. mutans iizerine ek antibakteriyel etki
sagladig1 bilinmektedir. LF ve sIgA streptokoklarin metabolizmasini modifiye etmek
icin birlikte islev gortirler. LF ve lizozimin de sinerjistik ve bakterisid etkileri oldugu
bildirilmistir (58).
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Proteinin direkt antimikrobiyal aktivitesi olmasina ragmen, ¢iiriikk insidansinda
azalma ile direkt iligkisi gosterilememistir. Tiikiiriigiin ¢iiriikk 6nleyici etkisinin igerdigi

tek bir maddeye bagl olarak degil, bir biitiin olarak saglandigi bilinmektedir (36).
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Sekil 1. LF’nin antibakteriyel etki mekanizmasi. (A) Gram pozitif bakteri: LF, hiicre
zarinin lipotekhoik asit gibi negatif yiiklii molekiillerine baglanarak hiicre zarini
notralize eder ve lizozim gibi antibakteriyel {riinlerin hareketine izin verir. (B) Gram
negatif bakteri: LF, lipopolisakkaritin A lipidine baglanarak, bu yagin serbest kalmasina

neden olur ve bunun neticesinde hiicre zar1 zarar goriir (56).

2.1.4.1.3. Peroksidaz

Peroksidaz sistemleri; tiim tiikiirtikte, tiikiiriik bezi sekresyonunda, pelikilda,
DOS’da ve dental plakta bulunur. Tikiiriikte bulunan bu sistemler ‘tiikiiriik
peroksidazi’ (TPO) ve MPO gibi enzimlerden ve SCN™ iyonu ve H,0, bilesiginden
olusmaktadir (59).

TPO, parotis ve submandibular bezi gibi biiylik tiikiirik bezlerinde
uretilmektedirler. Yapisal ve katalitik 6zellikleri ile laktoperoksidaza benzer. MPO,
16kositten kaynak alan bir proteindir. Tikiirlikteki konsantrasyonu diseti ve mukozal
inflamasyonu yansitmaktadir. Tiosiyanat, serumdan filtre olur ve cogu hidrojen
peroksit iyonlar1 agizdaki aerobik bakterilerden kaynak almaktadir. Peroksidazlar,
tiosiyanatin hidrojen peroksit ile antimikrobiyal bir parca olan hipotiosiyanite

oksidasyonunu katalize etmektedirler (59).
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Reaksiyon denklemi:

H,O, + SCN "— OSCN "+ H,0

Hipotiosiyanat, parotis, submandibular bezlerin ve tiim tiikiiriigiin normal bir

parcasidir ve heniiz disleri siirmemis bebeklerde bile eriskin diizeyinde goriilmektedir.
(59)

Peroksidaz sistemlerinin 2 temel biyilojik fonksiyonu bulunmaktadir:

a) antimikrobiyal aktivite

b) konak proteinlerini ve hiicrelerini toksik H,O,’den korumak

pH’ya ve Hipotiosiyanit’in konsantrasyonuna bagli olarak, peroksidaz sistemleri
¢ok farkli tiirde mikroorganizmalara karsi etkilidirler [MS, Laktobacilli, mayalar,
anaerobik mikroorganizmalar (periodontal patojenler) ve bazi viriisler (herpes simpleks
tip 1, HIV)]. LPO, gram pozitif bakterilerin ¢ogalmasini ve asit iiretimini gegici olarak
inhibe ederken, gram negatif bakteriler inhibisyonu takiben Oldiiriilir. Bu sistem L.
acidophilus’u oldiirtiirken, S. mutans’1 glikolitik enzimlerinin etkisini sinirlandirarak
oldiirtir (59).

Ag1z i¢inde, antimetabolik aktivitesi onemli olabilmektedir. Tiikiiriikte ne kadar
hipotiosiyanit bulunursa, dental plakta asit {iretimi okadar az meydana gelmektedir.
Eger, SCN™ iyonlar1 I iyonlar ile yer degistirdiginde ‘Peroksidaz- I" — HyO;’ sistemi
agizdaki anaeroblara karsi daha etkili olmaktadir (59).

IgA veya lizozim, peroksidaz sisteminin antibakteriyel etkisini arttirir. Bu sistem

ayrica ag1z dokularint HoO7’in zararl etkilerinden de korur (59).
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2.1.4.1.4. Agglutininler

Agglutininler, yapisik olmayan bakterilerle etkilesime girebilme kapasitelerine
sahiptirler. Bunun sonucunda biiyiik kiitleler haline gelmis bakteri kiimeleri tiikiiriik
tarafindan daha kolay yikanir ve yutulur hale gelmektedir. Agglutininler parotis
bezinden izole edilmektedirler. Ayrica, submandibular ve sublingual bezlerinden de
kaynak almaktadir (59).

2.1.4.1.4.1. Glikoproteinler

En etkili agglutinin, biliylikk molekiil agirhigina sahip glikoproteindir.
Glikoprotein, parotis bezinden kaynak almaktadir. Parotisten kaynaklanan tiikiiriikteki
konsantrasyonu sadece, % 0,001 kadardir. Ancak, 0,1 pg kadar glikoproteinin 108- 109
tane bakterinin (MS da dahil) bir araya getirilebilmesinde yeterli oldugu bilinmektedir
(59).

2.1.4.1.4.2. Miisinler

Miisin’ler biiyiik bir glikoprotein ailesinin iiyesidirler ve agiz boslugu, sindirim
sistemi, solunum sistemi ve lirogenital sistemin salgilarinin ¢ok islevli bir pargasi olarak
bilinmektedir (60). Tiikiiriikteki miisinler agiz i¢i yumusak ve sert dokularin {izerini
kaplayan viskdz tabakanin biiylik kismimi teskil eder. Biyofilm diye adlandirilan bu
tabaka c¢ignemeye, konusmaya ve yutkunmaya yardimci olmak igin 1slatma gorevini de
istlenir (61). Ayrica, yar1 gegirgen bir bariyer gibi islev gorerek, altindaki yiizeyleri
olas1 zararl faktorlere karsi korur (37). Miisinler 1slatma etkileriyle ¢igneme, konusma
ve yutkunmaya yardimci olurlar (61). Ayrica, miisinler mikroorganizmalarin agiz igi
doku yiizeylerine adezyonunu secici olarak ayarlayarak, bakteriyel ve fungal
kolonizasyonu kontrol etmeye katkida bulunur ve bdylece antibakteriyel bir gorevi
yerine getirir. Diislik molekiil agirhigina sahip miisin formlarindan biri olan MG2’nin,
MG1’e gore bakterileri bir araya getirmede ve atiliminda daha etkili oldugu
goriilmiistiir. MG1 dise sikica tutunarak mine pelikilinin olusumuna katkida bulunur.
MG2 de mineye tutunur, ancak kolayca uzaklastirilir. MG2 daha ¢ok i¢inde S. mutans'in

da bulundugu oral bakterilerin yikanarak atilmasinda yararli olur Bazi miisinler kan
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gurubu tepkimelerinde yer almaktadir. Insanlarim % 80’inde, u¢ kisimlarinda
karbohidrat bulunan zincirlere kan gurubu antijenlerini tagiyan, miisinlerin salgilanmasi
gerceklesmektedir. Miisinlerin agizda bulunan yiizeylere yiiksek affinite gdstermesi
nedeniyle, kan gurubu antijenleri kazanilmis pelikilda saptanabilmekte ve bakterilerin

bir araya getirilmesini ve/veya yapigsmasini etkileyebilmektedir (59).

2.1.4.1.4.3. Fibronektin

Plazmada ve diger viicut sivilarinda bulunan bir glikoproteindir. Ayrica, bag
dokusu matriksinde ve bununla iliskili bazal membranda bulunan bir yap1 proteinidir.
Agizda bulunan MS’yi bir araya getirmektedir. Bununla birlikte, tiikiirtikteki fibronektin
bakterilerin proteaz enzimleri tarafindan parcalanmasi nedeniyle agizdaki etkisi

engellenmektedir (59).

2.1.4.1.4.4. Sistatinler

Sistatinler (sistatin igeren fosfoproteinler), viicut sivilarinda ve dokularda bol
miktarda bulunmaktadirlar. Proteolizi inhibe ederek koruyucu etki gostermektedirler.
Tikiirikte ve kazanilmis pelikilda bazi secilmis bakterilerin proteaz enzimlerini ve
parcalanmis 16kositlerden ¢ikan proteaz enzimlerini inhibe edebilirler. Baz1 sistatinler

antiviral aktiviteye de sahiptirler (59).

2.1.4.2. immunoglobulinler

Tiikiiriik immunuglobulinlerinin % 85’inden daha fazlasini IgA ve en az kismini
IgG olusturmaktadir. IgA ve IgG birlikte biitiin tiikiiriik proteinlerinin % 5-1571
kadaridir. IgG diseti olugu sivisindan kdken alarak agiz bosluguna agilmaktadir. Yiiksek
baglanma 6zelliginden dolayi, tek bir immunuglobulin idyotipi bir ¢esit mikrobiyal tiir

ile baglanabildigi bildirilmektedir (59).
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2.1.5. Tiikiiriikte Bulunan Antimikrobiyal Proteinlerin Agiz Dis Saghg ile
Tliskisi

Altman ve ark.’nin (2006), antibakteriyel peptidlerin (K4-S4(1-15), LL-37) bazi
bakteriler tizerine etkilerini degerlendirdikleri in vitro ¢alismalarinda, S. sobrinus, S.
mutans, Lactobacillus paracasei (L. paracasei), A. Viscosus gibi karyojenik bakterilerin
LL-37’ye direng gosterdigi goriilmiistir. En direngli tiiriin ise Porphyromonas
gingivalis oldugu belirlenmistir. K4-S4(1-15)’in, yiizeye yapisik ve biyofilmde biiyiiyen
S. mutans’lar lizerine aym antibakteriyel etkiyi gosterdigi bildirilen bu c¢alismanin
sonucunda, antimikrobiyal peptidlerin agiz hastaliklarinin 6nlenmesi ve tedavisinde

kullanilmast 6nerisi vurgulanmistir (62).

Rudney ve ark. (1996), tiikiiriikk proteinlerinin agizda bulunan streptokoklar ile
tikiirik proteinlerinin (amilaz, IgA, LF, lizozim) agizda farkli bolgelerde
baglanmalarinin incelendigi ¢alismalarinda, Streptococcus gordonii (S. gordonii)
Blackburn ve Streptococcus oralis (S. Oralis) 10557 suslarin1 bakteri tabakalari
olusturmak amaciyla kullanmisladir. Mine talaslar tizerindeki bu bakteri tabakalari, tist
sag ve sol kiiclik ve biiylik azilarin bukkal, iist orta kesicilerin labial ve alt orta
kesicilerin lingual yiizeylerine yerlestirilmistir. 10 dakika tikiirik temasindan sonra,
bakterilerin amilaza, IgA’ya, LF’ye ve lizozime baglanmalar1 degerlendirilmistir. Ust
sag ve sol kiiclik ve biiyiik azilar bolgesinde istatistiksel olarak daha fazla bakterinin
amilaz ile baglandigr goriilmiis ayrica, iist orta kesiciler bolgesinde baglanmanin
anlamli bir sekilde daha az olustugu belirtilmistir. S. gordonii’nin, S. Oralis’e gore
istatiksel olarak daha cok amilaz ile baglanma gosterdigi saptanmistir. LF ve lizozimin
alt orta kesiciler bolgesinde baglanmasinin istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha ¢ok
oldugu gorilmiistir. S. Oralis’in LF ve lizozim ile {ist sag ve sol kiiciik ve biiyiik azi
bolgesinde daha ¢ok baglanma gosterdigi gozlemlenmistir. Bu bulgular 15181nda,
tiikkiiriik proteinlerinin oral ekolojiye etkisinin agizdaki bolgeler arasinda farklilik

gosterdigi sonucuna varilmistir (63).

Tenovuo ve ark. (1992), yapmis olduklar1 bir c¢alismada, lizozim, LF,
hipotiyosiyanat ve agglutinin gibi antimikrobiyal proteinler ile tiikiiriikteki MS sayis1 ve

baslangi¢ ciiriikk lezyonlar1 arasindaki iliskiyi degerlendirmislerdir. Baslangi¢ ¢iiriik
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lezyonlarinin sayisi ile tiikiiriik MS miktar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki
oldugu belirlenmis; bununla birlikte, diger c¢iiriik indeksleri (DMFS, mevcut dis
curiikleri), MS sayilar1 ve tiikiiriik immunoglobulinleri arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir iliski bulunmadig1 bildirilmistir (64).

Rudney ve ark.’min (1991) uyarilmamis tiikiiriikteki antimikrobiyal proteinlerin
birbirleriyle ve agiz saghgi, dental plak birikimi ve bilesimi ile olan iliskisini
inceledikleri bir c¢alismada, 216 katilimcinin lizozim, LF, TPO ve IgA miktarlar
arasindaki iliski degerlendirilmis; tiim tiikiiriik proteinleri ve saglik durumu / plak
birikimi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmadigir bildirilmistir.
Bununla birlikte, S. sanguinis degerlerinin lizozim, LF, TPO, toplam protein miktar1 ve

tiikiiriik akis hiz1 ile negatif bir korelasyon gosterdigi belirlenmistir (65).

Grahn ve ark. (1988), tiikiiriikteki immunoglobulinler ve immunoglobulin
olmayan tiikiiriik proteinleri ile ¢iiriik, ¢ekilmis, dolgulu dis yiizeyleri (DMFS), mevcut
dis ciiriikleri, diseti iltihab1 ve tiikiiriikte bulunan S. mutans ve Laktobasil sayilari
arasindaki iliskiyi incelemek amaciyla yaptiklari bir ¢alismada, 50 denizciden aldiklari
tikiirtik Ornekleri tizerinde yapilan incelemeler sonucunda, S. mutans ve Laktobasil
sayilar1 ile DMFS, mevcut dis ¢lirligli degerleri arasinda pozitif bir korelasyon oldugunu
gozlemlemislerdir. Mevcut dis ciirlikleri ile diseti iltihabi arasinda da pozitif bir
korelasyon saptanmistir. Bu ¢alismanin sonucunda, tiikiiriikk faktorlerinin erken donem
enfeksiyonlarinin dnlenmesinde S. mutans miktarinin diizenlenmesinden daha etkili

oldugu goriilmiistiir (66).

2.1.6. Agizda Kullamma Sunulan Cesitli Preparatlarin Antimikrobiyal

Etkisinin Degerlendirilmesi

2.1.6.1. Fluorid

Barbier ve ark. (2010), yapmis olduklar1 bir ¢alismada bazi hiicresel islemlerden
gecen inorganik fluoridin molekiiler mekanizmasini incelemislerdir. Hiicreleri etkileyen
fluoridlerin mekanizmalarini anlatmak amaciyla yapilan bu caligmada, inorganik
fluoridlerin bazi biyolojik sistemlerde goriilen hiicresel fonksiyonlar {izerine etkileri

degerlendirilmistir. Fluoridlerin gen ag¢ilimi, hiicre dongiisli, proliferasyon ve
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migrasyon, solunum, metabolizma, iyon transferi, salgilama, endositoz, apoptoz/nekroz
gibi hiicreler islevler ile etkilesime girebildigi gosterilmistir. G proteinlerinin
aktivasyonu sonucu, fluoridin damar, hiicre migrasyonu, hiicre proliferasyonu, gen
acilimi lizerine etkisi goriilmiistiir. Tiim bu stireglerde fluoridin konsantrasyonunun ¢ok

o6nemli oldugu vurgulanmistir (67).

Yoshihata ve ark. (2001), 7, 10 ve 12 yas grubundaki ¢ocuklar {izerinde yapmis
olduklar1 bir ¢alismada fluoridli agiz gargaralarinin tiikiirtikte bulunan MS ve
Laktobasil tizerindeki antibakteriyel etkilerini degerlendirmislerdir. Bu ¢alismada, 243
cocuk agiz gargarast kullanmis, 171 ¢ocuk ise kullanmamistir. 7 yas grubundaki
cocuklar iki yil boyunca 500 ppm sodyum fluorid gargaray: giinliik kullanmislardir. 10
yas grubundaki ¢ocuklar iki y1l boyunca 500ppm sodyum fluorid gargaray: giinliik, ii¢
yil boyunca ise 2000 ppm gargarayr haftalik kullanmislardir. 12 yas grubundaki
cocuklar iki y1l boyunca 500 ppm sodyum fluorid gargarayi giinliik, bes y1l boyunca ise
2000 ppm gargaray1 haftalik kullanmislardir. MS degerleri Dentocult SM Strip testi ile
Laktobasil degerleri ise Dentocult LB Dip Slide testi ile belirlenmistir. Sonug olarak,
fluoridli agiz gargarast kullanan biitiin yas gruplarindaki ¢ocuklarda MS degerlerinin,
kontrol grubundaki c¢ocuklara gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha diisiik
oldugu gozlemlemistir. Buna karsin, Laktobasil sayilarinda anlamli bir fark

goriilmemistir (68).

2.1.6.2. Klorheksidin

Son 10 yildir dis ¢liriigiinde 6nemli etiyolojik faktor olarak bilinen S.mutans’
hedef alacak antimikrobiyal ajanlar gelistirilmektedir. CHX antifungal ve antibakteriyel
etkisinden dolay1 dis hekimliginde yaygin olarak kullanilmaktadir. Molekiil formiilii
CooH30CoNyo’dir (Sekil 2) (69). En 6nemli etkilerinden biri dental plak birikimini
kontrol altina almak olarak bilinmektedir. CHX beyazdan acik sariya kadar degisen
renklerde bulunabilmektedir ve kokusuzdur. Suda c¢ok az, organik c¢oziiclilerde cok
miktarda ¢oziinebilmektedir. Pratikte, suda ¢oziinememesinden dolayr bir glukuronik

asit tuzu olan klorheksidin glukonat formu yaygin olarak kullanilmaktadir (69).
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Klorheksidin glukonat ilk olarak, 1950 yilinda Ingiltere’de ICI ilag firmas:
tarafindan sentezlenmistir (69). Yiiksek antimikrobiyal etkisi, deri ve mukozayla
birlesme egilimi ve insan hiicrelerinde toksik etkisinin az olmasi nedeniyle topikal
antimikrobiyal ajanlar arasinda en sik tercih edilenler arasina girmistir. Klorheksidin
glukonat’in antimikrobiyal etkisi pH’ya bagli olarak degismektedir. 5,5-7 pH araliginda
en fazla etki gostermektedir. Bu pH aralii, klorheksidin glukonatin siklikla
kullanilacagi insan dokularinin normal kosullardaki pH degerlerine karsilik gelmektedir
(70).

Cl

Sekil 2. Klorheksidinin molekiil formiilii (69)

2.1.6.2.1. Stabilitesi

% 1 konsantrasyonun altindaki seyreltimis CHX solusyonlar1 oldukga 1siya
dayanikhidir ve 123°C’de 15 dakika kadar otoklavda steril edilebilmektedir. % 1’in
tizerindeki solusyonlarin otoklavda steril edilmesi sonucunda ¢6ziinmemis halde
¢okelme meydana gelmektedir. CHX’in sulu solusyonlar1 5-8 pH araliginda en uygun
etkiyi gostermektedir. pH’nin 8’den fazla oldugu ortamda klorheksidin ¢okelmektedir.
5’ten diisiik oldugu ortamda ise kademeli olarak bakterilerin yikimi1 ve sayilarinda

azalma goriilerek antibakteriyel etki ortaya ¢ikmaktadir (71).
2.1.6.2.2. Antimikrobiyal etkisi
CHX bakterilere, mantarlara, zarfli virlislere ve protozoalara karsi

antimikrobiyal etki gdstermektedir (72).
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Bakteri hiicrelerinin tiremesi 0,5-10 mg/mL konsantrasyon degerleri arasinda
onlenmekte ve 5 mg/mL konsantrasyonundan daha yiiksek degerlerde bakterisidal etki
goriilmektedir (73).

CHX’in ozellikle plak birikiminin azaltilmasinda ve gingivitis tedavisinde etkili
oldugu goriilmektedir. Bu gorevlerini, bakterilerin dis ylizeyine baglanmasint 6nleyerek
ve bakterilerin hiicre duvarinda degisikliklere neden olarak gerceklestirmektedir (74).
Antibakteriyel etkilerini, bakteri hiicre duvarmi CHX molekiilleriyle bozarak hiicre
membraninin gegirgenligini arttirmak ve hiicre pargalanmasi sonucu bakterinin 6liimiine

neden olmakla ger¢eklestirmektedir (75).

CHX’in yiiksek oranda katyonik 6zelligi, cok dayanikli olmasini saglamaktadir.
Katyonik olmasindan dolayi, negatif yiiklii yiizeylerin karboksil, fosfat ve hidroksil
gruplarina baglanabilmektedir. Bu 6zellikleri ag1z mukoza yiizeylerine baglanabilmesini
ve uzun siire agiz boslugunda kalabilmesini kolaylastirmaktadir. Kimyasal yapisi, bir
kere agizda calkalanmasindan sonra agiz boslugunda uzun siire kalabilmesini ve
bdylece yavas salinarak gorevini yerine getirmesini saglamaktadir. CHX’in uzun dénem
kullaniminin periodontal cepteki flora {izerine etkisi uygulama siiresine bagli olarak
degismektedir. Diseti cebinin klorheksidin ile irrigasyonu diseti cebindeki floraya

sadece kisa siireli bir etki gdstermektedir (76).

Plagin 6nlenmesi sadece CHX in dis ylizeyine tutunmasi ile saglanmaktadir. Bu
etki, CHX molekiiliiniin katyonik kismimi dis pelikilina baglayip diger ucunu dis
yiizeyinde bakterinin koloni olusumunu bozacak sekilde etkilesime girmesini saglamak
icin serbest birakarak ger¢eklesmektedir. Dis yiizeylerindeki biyofilmin kontrolii agiz
dis sagligimin korunmasinin temelini olusturmaktadir. Bu yiizden, CHX iceren agiz
gargaralar1 geleneksel mekanik dis temizligini gerceklestiremeyen olgularda yararl bir

tamamlayici faktor olarak kullanilabilmektedir (12).

CHX’in periodontitis tedavisinde de etkili oldugu bildirilmistir (77). CHX esas
olarak agiz gargaralarinda bulunmakta ve dis fircalamaya ek olarak tedavinin agiz
hijyenini kontrol altina alma evresinde kullanilmas1 6nerilmektedir. Ancak, son yillarda

bircok aragtirmacinin dikkatini operasyon sirasinda ve cerahi ya da cerahi olmayan
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periodontal tedavilerden hemen sonra CHX’in kullanilmasi ¢ekmistir (78). CHX’in
potansiyel etkileri; ylizeyde bakteriostatik etki gostermek, yara iyilesmesini

hizlandirmak ve tedaviden hemen sonra en uygun plak kontroliinii saglamaktir (79).

CHX’in agiz gargarasi olarak kullanimi, ¢ok farkli ylizeylerden emilebilmesi ve
genis pH araliginda antibakteriyel etkisini gosterebilmesi nedeniyle, tercih
edilebilmektedir (76).

Bu gorevlerinin aksine CHX’in bazi dezavantajlari bulunmaktadir. Disleri
boyamasi, tat alma bozukluklar1 ve dis tasi birikiminde artisa neden olmasi
dezavantajlar1 olarak sayilabilmektedir. Genel olarak, CHX ve diger topikal ajanlar
periodontal cebin igine penetre olamadigi i¢in etkileri disetinin lizerindeki bolgelerde

siirl kalmaktadir (80).

2.1.6.2.3. Klorheksidinin etki mekanizmasi

CHX’in plak olusumu iizerine etkisinin mekanizmasi sdyle ifade edilmektedir;

Bu antiseptik madde bakteri hiicre zarma kuvvetli bir sekilde baglanmaktadir.
Bu baglanma, diisiik konsantrasyonda potasyum gibi maddelerin hiicre igine gegisi ile
sonuclanmaktadir. Pozitif yiikli klorheksidin bakteri yilizeyindeki negatif yiikli
proteinler ile baglanmaktadir. Bu baglanma, bakteri hiicre zarinin fiziksel olarak
bozulmasina ve hiicre zari enzimlerinin inhibe edilmesine neden olmaktadir.
Bakteriostatik etkinin goriildiigli konsantrasyonda, klorheksidin hiicre zar1 enzimlerini
inhibe etmekte ve hiicre zarindaki yag ve proteinler arasindaki baglantinin bozulmasina
neden olmaktadir. Agiz boslugunda klorheksidin pelikil ile kapli dis ylizeylerine
kolayca tutunabilmektedir. Bir kere ylizeye tutundugunda, 12 saate varan siire boyunca
bakteriostatik etki gosterebilmektedir. Yiiksek konsantrasyonda, klorheksidin bakteri
stoplazmasinin ¢okelmesine ve hiicre oliimiine neden olmaktadir. Mantarlar iizerine
etkiyi de bu sekilde gostermektedir. Yiiksek konsantrasyonda, viriislerin zarfi ile

etkilesime girerek bu zarfin saliverilmesine neden olmaktadir (81).
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2.1.6.2.4. Piyasada bulunan Klorheksidin preparatlar

o

Ag1iz gargaralari: % 0,2 ve % 0,12 gibi iki farkli konsantrasyonda

bulunmaktadir. Genellikle alkolsliz gargaralar piyasada bulunmaktadir.

Jel: % 1 konsantrasyonda bulunmaktadir. Ancak, son zamanlarda % 0,2 ve

% 0,12 konsantrasyonlar1 da piyasada bulunmaktadir.

Spreyler: % 0,1 ve % 0,2 gibi iki farkli konsantrasyonda bulunmaktadir

Dis macunu: % 1 konsantrasyonda klorheksidin dis macunlari fluoridli veya
fluoridsiz olarak piyasayada bulunmaktadir. Plak olusumunun 6nlenmesi ve
gingivitisin 6 aylik bir siirede kontol altina alinmasinda kontrol {iriinii olarak

baskin oldugu goriilmiistiir.

Verniler: Cogunlukla dis kok ciiriiklerinin profilaksisinde ve dis ¢iirigii
acisindan yiiksek risk grubunda yer alan ¢ocuklarda fluorid uygulamalarina

ek olarak uygulanmaktadir.

Yavas salimm apareyleri: Kiiretaj ve dis kok ylizeyi temizligine takviye
olarak diseti cebine yerlestirmek amaciyla {retilmis klorheksidin

apareyleridir (82).

CHX giiclii antimikrobiyal kimyasal bir ajan olmakla birlikte, kotii tadi, dislerde

renklesmeye neden olmasi gibi 6zellikleri klinikte yararlanilmasini engellemektedir. Bu
sebeple, daha az yan etkisi olan alternatif antimikrobiyal ajanlarin gelistirilmesine

ihtiya¢ duyulmaktadir (55).

Oyanagi ve ark. (2012), dort farkli agiz gargarasinin (klorheksidin glitkonat,

benzetonyum kloriir, listerin, povidon iyot) karyojenik bakteriler (S. sobrinus, S. mutans
ve S. gordoni) ve biyofilm iizerine etkilerini karsilastirdiklar1 calismalarinda, agiz

gargaralarinin istatistiksel olarak anlamli oranda farkli bakterisidal etkilerinin goriildigi
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ve listerinin dis ¢iiriigii ve ikincil ¢iiriiklerin 6nlenmesinde yararli olabilecegi sonucuna

varmiglardir (83).

Baffone ve ark. (2011), klorheksidin diglukonat ve yaygin olarak kullanilan
dort farkli agiz gargarasinin (Curasept”, Listerine®, Meridol®, Buccagel®) S. mutans, S.
aureus ve Pseudomonas aeruginosa gibi bakterilerin yer aldigi biyofilmler {izerine
etkilerini karsilagtirdiklar1 bir ¢alismada, tiim agiz gargaralarinin bakteri tutulumunu
azalttigr goriilmiistiir. En yiiksek antibakteriyel etkinin ise Listerine® kullanimimdan

sonra S. mutans sayilari iizerinde oldugu belirlenmistir (84).

Corbin ve ark. (2011), 6 farkli agiz gargarasinin (etanol, soydum lauril siilfat,
triklosan, klorheksidin glukonat, setilpiridinyum kloriir ve nisin) antimikrobiyal
etkinliklerini karsilastirdiklar1 in vitro g¢alismalarinda, hi¢bir antimikrobiyal ajanin
biyofilmin bozulmasinda veya uzaklastirilmasinda etkili olmadigini goérmislerdir.
Ancak, biitiin ajanlarin antimikrobiyal etkinliginin belirlendigi ve bu etkinin CHX

grubunda daha fazla goriildiigii bildirilmistir (85).

de Souza-Filho ve ark.’nin (2008), % 2’lik klorheksidin glukonat jeli, kalsiyum
hidroksit (KH) ve bunlarin iyodoform ve ¢inko oksit ile birlikte kombinasyonlarinin kok
kanallarindaki belirli mikroorganizmalar (C. albicans, E. faecalis, S. sanguinis , S.
sobrinus, S. mutans) iizerine antibakteriyel etkilerini degerlendirdikleri ¢alismalarinda
tiim materyallerin antibakteriyel etki gosterdikleri goriilmiis ve bu mikroorganizmalara

en ¢ok etkiyi % 2’lik CHX jelinin gosterdigi belirtilmistir (86).

Zanatta ve ark. (2007), yaptiklart ¢aligmalarinda dental plak goriilmeyen ve
plagin  gorildigi yiizeylerde % 0,12’lik  klorheksidin  gliikkonatin  etkisini
karsilagtirmiglardir. Bu calismalarinda, klorheksidinli agiz gargaralarinin kullanimina

baslanmadan once biyofilm yapisinin bozulmasi gerektigi sonucuna varmiglardir (87).

Basrani ve ark.’nin (2003), CHX (% 0,2 ve % 2 jeli veya solusyonu) ve KH’nin
agar difiizyon testi ve in vitro kok kanal inokiilasyon yontemi kullanarak E. faecalise’e
kars1 antibakteriyel etkilerini karsilastirdiklari caligmalarinda agar difiizyon testinin

sonuglarina gore, CHX‘in konsantrasyona bagli olarak E. faecalise’e karsi etki
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gosterdigi, fakat KH’nin tek bagina bir etki gostermedigi belirtilmistir. Kok kanal
inokiilasyon testinde ise, CHX’in istatistiksel olarak anlamli bir sekilde KH’den daha

etkili oldugu goriilmistiir (88).

Twetman ve ark.’nin (1998), 3 farkli CHX [% 1’lik verni (Cervitec®), % 1’lik
jel (Corsodyl™), % 0,4’liik dis macunu (Parosan®)] preparatlarinin interdental plaktaki
ve tiim tiikiirikteki MS {izerine antibakteriyel etkilerini degerlendirmek ve
karsilastirmak amaciyla yaptiklar1 ¢aligmalarinda, giinliik firgcalama seklinde uygulanan
CHX dis macununun MS degerlerini diisiirmede jel ve verniye oranla daha etkili oldugu

goriilmiistiir (89).

Gronroos ve ark.’min (1995), CHX jelinin MS iizerine antibakteriyel etkilerini
degerlendirdikleri calismalarinda CHX- NaF jel ile perodik olarak yapilan dis
firgalamas1 sonucunda tiikiirik MS sayilarinda istatistiksel olarak anlamli bir azalma

gorildiigiinii bildirmislerdir (90).

Lundstrom ve ark.’nin (1987), ortodontik tedavi gormekte olan bir grup hasta
tizerinde yaptiklar1 ¢aligmalarinda, CHX jel uygulanmasi sonucunda S. mutans ve
laktobasil tizerinde goriilen antibakteriyel etkiyi degerlendirmislerdir. Bu antibakteriyel
tedavi sonucunda S. mutans sayilarinda istatistiksel olarak anlamli azalma
gozlemlenmis, ancak lacktobasil degerlerinde herhangi bir degisiklik olmadig
belirlenmistir (91).

2.1.6.3. Sanguinarine

Yapilan in vitro c¢aligmalarda sanguinarine’in genis spektrumlu antiseptik
Ozelligi olan bir benzofenantridin alkoloidi oldugu goriilmiistiir. Sanguinaria
Canadensis bitkisinden elde edilmektedir. Kisa siireli ¢alismalarda, plak birikimini ve
gingivitisi azalttig1 gorilmistiir. Ancak, uzun doénem calismalarda bu bulgulara
rastlanmamistir. Bazi ¢aligmalarda, agiz gargaralariyla beraber kullaniminin bu etkilere
neden oldugunu gostermistir. Etki mekanizmasinin bakteri duvarinda degisikliklere

neden olarak yikimi ve baglanmay1 azaltmak oldugu bildirilmektedir (92).
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2.1.6.4. Histatinler

Histatinler, histidinden zengin kii¢lik katyonik peptidlerdir. Dogal savunma
sistemine katkida bulunan tiikiiriik proteinleridir. Yapilan in vitro c¢alismalarda,
bakterilere ve mantarlara kars1 antimikrobiyal aktivitesinin oldugu gériilmistiir (93, 94).
Parotid ve submandibular tiikiiriik bezlerinden salgilanmaktadirlar. Bu peptidler,
hidroksiapatitlere baglanarak kazanilmis mine pelikilinin olusumunda gorev almakta ve
ag1iz boslugunun zararli faktorlerden korunmasinda onemli rol oynamaktadirlar.
Histatinler, antifungal, bakterisidal ve Porphyromonas gingivalis, Prevotella Intermedia
ve Bakteriodes forsitus gibi patojenlere bakteriostatik etki gdstermektedirler. Diigiik
stabiliteleri baslica sorunlarin1 olusturmaktadir (92). LF’ler gibi, antimikrobiyal
etkilerini gosterebilmeleri ic¢in hiicre yilizeyindeki Ozellesmis bazi reseptorlere
baglanmalar1 ve bakteri hiicre zar1 gecirgenligini etkilemeden DNA ve mitokondri gibi

belirli hiicre i¢i yapilariyla etkilesime girmeleri gerekmektedir (55).
2.1.6.5. Lizozim, Laktoferrin ve Laktoperoksidaz

Jyoti ve ark. (2009), 3-5 yas grubu g¢ocuklar {izerinde yaptiklari in vivo
caligmalarinda, laktoperoksidaz sistemini igeren bir dis macununun erken g¢ocukluk
donemi cilrtikleri saptanan ¢ocuklardaki karyojenik bakteriler iizerine etkisini
degerlendirmislerdir. 15 er kisilik 2 farkli gruptan deney grubunun Biotene dis macunu,
kontrol grubunun ise Colgate Active dis macunu kullanmalar1 saglanmistir. Biotene
kullanan gruptaki ¢ocuklarin tiikiiriik 6rneklerinde MS ve Laktobasil miktarinda 4., 6.
ve 8. haftalarda istatistiksel olarak azalma oldugu goriilmiis; bunun yani sira, tiosiyanat
iyon miktarinin da kontrol grubuna gore istatistiksel olarak daha fazla yiikseldigi
belirlenmistir. Ancak iriinler birlikte kullanildiginda MS ve Laktobasil sayilarinda

anlamli bir azalma gozlenmemistir (18).

Gil-Montaya ve ark.’nin (2008), agiz kurulugu goriilen yash hastalar iizerinde
yaptiklar1 bir pilot c¢alismada, laktoperoksidaz, lizozim ve laktoferrin gibi
antimikrobiyal proteinleri igeren agiz gargarasi (Biotene®™ Mouthwash) ve agiz jelinin
(Oral Balance Gel®) klinik etkinligini degerlendirmislerdir. Agiz gargarasi (deney
grubu) ve agiz jeli (kontrol grubu) kullanan iki hasta grubunda da subjektif ve klinik
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belirtilerin (agiz kurulugu, kuru ve parlak agiz mukozasi, protez retansiyonunda
problemler, kuru yiyeceklerin tiiketimi sirasinda zorluklar, kuru ve catlamig dudaklar,
yarik ve yapiskan bir dil) azaldig1 goriilmiistiir. Plasebo etkisini tamamen goz ardi

etmemek gerektigi bildirilmistir (95).

Hatti ve ark.’min (2007), tikiirik proteinlerini iceren bir dis macununun
(Bioxtra®) plak olusumu iizerindeki etkisini baska bir dis macunu (Colgate-Palmolive®™)
ile karsilastirmali olarak degerlendirmek ve bu dis macununun agizdaki
mikroorganizma sayilarina etkisini incelemek amaciyla yapmis olduklari bir ¢alismada,
giin sonunda 2 grup arasinda plak olusum miktar1 karsilastirildiginda, Bioxtra® kullanan
grupta istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha az plak olustugu gozlemlenmistir.
Mikroorganizma sayilar1 karsilastirildiginda, 4 giin sonunda, deney grubundaki tiikiiriik
orneklerinde istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalma goriildiigii belirlenmistir
(96).

Mulligan ve ark. (1992) yaptiklar1 bir in vivo calismada, Biotene® ticari agiz
gargarasinin diizenli kullanimindan sonra tikiiriikteki tiim mikroorganizma sayilarini
azalttigi gozlemlemislerdir. Ancak, yapilan in vitro caligmalarda bu gargaralarin
onceden yumusamis yiizeylerde ve saglikli dis minesinde demineralizasyona neden
oldugu goriilmiistiir. Bu olumsuz 0&zellik asidik igeriginden ve gargalarda fluorid

bulunmamasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir (97, 98).
2.1.6.6. Aloe Vera

George ve ark.’nin (2009), Aloe Vera igeren dis jeli (Forever Bright™) ve yaygin
olarak kullanilan 2 farkli dis macununun (Pepsodent® ve Colgate®) antimikrobiyal
etkinligini karsilagtirmali olarak degerlendirdikleri in vitro calismada, S. mutans,
Candida albicans (C. albicans), L. acidophilus, E. faecalis, Prevotella intermedia gibi
mikroorganizmalar iizerindeki etkisi kuyu ydntemi kullanilarak incelenmistir. Inkiibe
edildikten sonra bakterilerin iiremedigini gosteren kuyularin etrafinda goriilen
inhibisyon zonlar1 incelenmistir. Aloe Vera igeren dis jelinin diger 2 dis macunuyla
benzer etki gosterdigi gozlemlenmistir. Tim dis macunlarinda, en yiiksek

antimikrobiyal etkinin C. albicans iizerine oldugu belirlenmistir. Buna ek olarak, deney
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grubunun S. mitis {izerindeki antimikrobiyal etkisinin kontrol grubundaki dis

macunlarindan daha fazla oldugu gézlemlenmistir (99).

2.2. Cesitli Ilaclarin Verilmesinde Kullanilan Tasiyic1 Sistemler

Ilag tastyict sistemler, bir ilacin viicuda kolayca alinmasmi ve hedef bdlgeye
ulagmasini saglarlar. Bir ilacin tasima sistemi, ilacin kontrollii saliverilmesinde, hedefe
ulasmasinda ve onun etki gdstermesinde ©nemli bir yere sahiptir. Ilag tasiyic
sistemlerin bu avantajlari dogal ya da sentetik farkli ilag tastyict sistemlerin
preparatlariyla ortaya c¢ikarilmistir. Bu sistemlerin ¢ogu klinik ¢aligmalarda etkilerini
gostermede basarisiz olmaktadir. Bu nedenle, tedavi edilecek olan dokuya tedavi icin
gerekli olan ilaglarin gecisinde kisitlanma, toksik etki gibi problemlerin dikkate
alinmasi1 gereklidir. Sentetik polimerler farmakolojik ve biyolojik gereksinimler icin

tam aranan maddeler olmalarindan dolay1 dikkat ¢ekmektedir (100).

Ilag tasiyic1 sistemler, ilag salmimimi kontrol eden mekanizmalarma gore
siiflandirilabilmektedir. Buna gore, ¢oziicii ile kontrol edilen matriks sistemleri, depo
sistemleri ve kimyasal olarak kontol edilen sistemler olarak 3 gruba ayrilmaktadir.
Biitlin bu sistemlerde, temel polimer proteinler ve kollajen gibi dogal, seliiloz tiirevleri
gibi yar1 sentetik veya sentetik olabilmektedir. Dogal polimerler biyolojik olarak

parcalanabilen tasiyicilar olarak diisiiniilmektedir (92).

Giiniimiiz teknolojisinde, enfeksiyon siirecinde ve biyofilm olusumunda
etkisinin degerlendirildigi ¢ok cesitli yeni elementler ve ilag tasiyici sistemler
denenmektedir. Ila¢ tasiyici sistemlerin kolonizasyonu, biyofilm olusumunu ve
biyofilmin olusacag: yiizeylerde birikimi 6nledigi ve ilacin biyofilme penetre olmasinm

sagladig1 yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir (101).

llacin kaybmi azaltmak, zararli yan etkileri minimuma indirmek ve ilacin
biyoyararlanimini1 arttirmak amaciyla ¢esitli ila¢ tastyici sistemler bulunmakta ve
bunlarin yeni Ornekleri gelistirilmektedir. (7). Bu tasiyic1 sistemlerden en yaygin
kullanilan1  jel sistemlerinden biri olan poloxamerler ve nanopartikiillerden

lipozomlardir (9).
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2.2.1. Topikal Ila¢ Tasiyic1 Sistemleri

2.2.1.1. Cilt icinden

[laglarm cilt icinden gegerek tasimnmasi tipta cok yaygin olarak kullanilmakta ve
topikal ilag sistemleri arasinda en sik iizerinde arastirma yapilan konu haline
gelmektedir. Bireyin kendisinin uygulayabilmesi ve agrisiz olmasi nedeniyle hastalar
tarafindan da sikilikla tercih edilmektedir. Derinin genis yiizey alant ve kolay
gecirgenligi tasiyict sistemler i¢in uygun bir alan olusturmaktadir (102). Deriden
gecebilen ilaglar, diisiik molekiil agirligina ve optimal hidrofilik/lipofilik 6zelliklere
sahiptir (103). Deriye vyerlestirilen yamalar, nikotin yer degistirme tedavisinde,
hormonal kontraseptiflerde, opoid aneljeziklerde, psikolojik uyaricilarda, tastyici

sistemler olarak kullanilmaktadir (104).

2.2.1.2. Mukozadan

Bir¢ok mukozal yiizey (oral, nazal, rektal, vajinal ve okiiler), ilaglarin taginmasi
amactyla tastyici sistemler basligi altinda incelenmistir. Mukoza zarinin keratinizasyon
derecesi ve gecirgenlik bariyeri derideki stratum corneuma oranla maddelerin gegisine
daha fazla izin vermektedir. Yapilan ¢alismalarda, agiz mukozasinin deriye oranla 4-
4000 kere daha fazla gecirgen oldugu goriilmiistiir. Mukozal alanlar taginan ilaglarin
dogrudan kan dolasimina girmesini saglamasi ve karacigerde ilk ilag
metabolizamasindan ge¢mesini engellemesi ve ilk sistemik atilminin mide ve
bagirsaklarda gergeklesmesini saglamasi gibi bir¢ok avantaja sahiptir (105). Rektal,
vajinal ve okiiler tasiyici sistemlerde hasta uyumunu zorlastirmaktadir. Nazal mukoza
yoluyla ilaglarin uzun dénem alinimi burun silialarinin geri doniisiimsiiz hasarina neden
olmaktadir. Buna karsin, agiz mukozasi daha kolayca gec¢irgen olan ve ilag¢ tasinmasinda
kullanilan bir alan olarak daha c¢ok kabul edilmektedir. Kendini tamir edebilme
ozelliginin daha iyi olmasi, daha damarsal yapida olmasi, alerjik aktiviteye daha az
cevap vermesi ve ilacin ¢oziiniirliiglinde daha hidrate bir ¢evre olusturmasi gibi bir¢ok

avantaj1 soz konusudur (106).
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2.2.2. Giincel Olarak kullanilan Formulasyonlar

2.2.2.1. Tabletler

Mukozadan gegis gosteren pastiller, haplar ve tabletler ticari olarak nitrogliserin
ve fentanil igeren ilaglar olarak bulunmaktadir. Tablet ve pastil gibi kat1 formulasyonlar1
tiikiiriikte ¢oziinerek emilim i¢in tiim agiz mukozasinin yiizey alanimi kullanmaktadir.
Tablet ve pastillerin etkileri tiikiiriiglin miktarindaki farkliliklara ve emme giiciine bagh
olarak degismekte ve kazara yutulmasi ve 30 dakika kadar kisa temas etme siiresi gibi

dezavantajlar1 bulunmaktadir (107).
2.2.2.2. Spreyler

Gliseril trinitrat sprey formunda kullanilan ve dilalti mukozasindan kolayca
gecebilen kiiciik bir molekiildiir. Genere Biyoteknoloji Firmasinin gelistirdigi Rapid
Mist™ spreyi agiz mukozasindan insilin gibi biiyiik molekiillerin gegisini

saglamaktadir (108).
2.2.2.3. Antibakteriyel etki gosterenler
2.2.2.3.1. Agiz gargaralan

Agiz gargaralarmin  antibakteriyel etkilerinin  degerlendirildigi  giincel
calismalarda agiz mukozasindan lokal olarak tasinmasma odaklanilmistir. Bu
calismalarda aragtirmalarda klorheksidin glukonat, diseti ve periodontal hastaliklarda,

cliriiklerde ve profilaktik amagl kullanimlarinin ele alindig1 antimikrobiyal ajanlardan
biri olarak bilinmektedir (109).

Antimikrobiyal etkilerinin goriildiigli laktoperoksidaz, lizozim ve laktoferrinin

agiz gargarlarindaki formlar1 incelenmistir. Bu ¢aligmalarda antimikrobiyal gargaralarin

etkinliginin antioksidan 6zelliklerinden kaynaklandigi diistiniilmektedir (20).
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2.2.2.3.2. Jeller

Jeller 1980°’li yillardan beri kontrollii ilag tasiyici sistemleri olarak
arastirilmaktadir. Kontrollii ilag tastyict sistemlerinin ilk hedefi bir ilac1 viicudun 6zel
bir bolgesine lokalize ederek o bolgeye 6zel alanda ilacin emilimini arttirmaktir. Bu
tedavi edici ajanlarin ve apareylerin yarisindan fazlasi gelisim evresindedir. Digerleri
ise hayvan ve ex-vivo ¢alismalarindaki asamalardadir. Birkag klinik basar1 elde edilmis
olmakla birlikte, genellikle kiigiik boyutlardadir (110).

2.2.2.3.2.1. Poloxamer (Pluronic F- 127)

Poloxamerler (piyasada bulunan ismiyle Pluronics®), polioksietilen ve
polioksipropilen’in polimerleridir. Poloxamer 407, piyasada Pluronic F 127" ticari
ismiyle bulunmaktadir (BASF laboratories, Wyandoote, USA) (111). Poloxamerler
biyouyumlu polimerlerdir ve ilag tasiyict sistem olarak yaygin bir sekilde
kullanilmaktadirlar. % 15-50 konsantrasyonlarinda kullanilirlar ve termoreversible (1s1
ile doniisebilen) jelleri olustururlar (112). Liu ve Chu (2000), % 50°den yiiksek
konsantrasyondaki Poloxamerin daha visk6z bir yap1 aldigi, kismi sertlikte oldugu ve
daha yavas sivi  formuna ¢Oziindigini  bildirmislerdir. % 20-30 al/a
konsantrasyonlarinda bir Poloxamer 407’nin hazirlanmasinin daha kolay oldugunu
bildirmiglerdir (113). Diisiik 1sida (buzdolabinda) sivi halde, fakat oda veya viicut
sicakliginda yar1 kati (jel) halde bulunurlar. Bu 6zellikleri nedeniyle ilaglarin mukozal
uygulamalarinda tercih edilmektedirler. Poloxamer polimerleri beyaz, mumsu graniil
yapidadirlar. Bu polimerler soguk suda kolloidal dispersiyon olustururlar ve 37° C’de
(viicut 1sis1 ile) jel formuna donerler. Viicut sicaklifinda sividan yar1 kati forma
gecmeleri nedeniyle doku altina enjekte edilebilen implantlar olarak da kullanilirlar. Bu
ozelliklerinden dolay1, sicaklikla geri doniisebilen jeller olarak siniflandirilmaktadirlar.
Poloxamerlerin bu 6zellikleri nedeniyle, agiz mukozasinda kalis siiresi ve mukoza ile

temasi artar, buna bagli olarak da ilacin biyoyararlanimi artabilir (112).

Poloxamer 407 ile birlikte uygulanabilecek yeni kopolimerler son yillarda
yapilan c¢alismalarda denenmektedir. Poloxamer jellere lipozomlarin veya

nanopartikiillerin entegre edilmesi yeni bir bakis a¢is1 olusturmaktadir (112).
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2.2.2.4. Macunlar

Macunlarin ilag tasiyici apareyi olarak kullanimi, endodontide antimikrobiyal
ajanlarin kanal i¢ine taginmasinda kullanilimlarina odaklanan bir¢ok ¢alismayla birlikte,
halen arastirma halindedir. Ilac tasiyic1 sistemlerinden biri olan lipozomlarin solusyon
ve macun formulasyonlar1 {izerindeki arastirmalarda siirmektedir. Bir c¢alismada,
lipozomla kapli kortikosteroidlerin macun formunda topikal uygulamalarinin oral liken
planus tedavisinde semptomlarin hafifletilmesinde yardimci olabildigi gosterilmistir

(114).

2.2.2.5. Yamalar

Ag1z mukozasina yapistirilan bazi farkli yama sistemleri ilaglarin tagimaciligi

amaciyla dizayn edilmistir (107).

2.2.2.6. Filmler

Ince serit halinde polimerik filmler, 20 mg kadar ilag yiiklenebilir ve 30sn’den
daha az zamanda dil iizerinde ¢6ziinebilir. Bu ilaglar, dogrudan kan dolagimina gegerek

hizli tedavi gereken durumlarda etkili olmaktadirlar (107).

2.2.3. ilag tastyic1 vektorleri

Ilag tastyic1 vektorleri tasiyict bir apareyin iginde ilag molekiillerini kaplayarak
biyolojik ¢evreden zarar gérmesini 6nler, mukozal yiizeylerden gegisini arttirir ve hedef
ilaglar1 6zel bir bolgeye yonlendirir. Bu ilerleme, ilacin yapisinda ve aktivitesinde
herhangi bir degisiklik olusturmadan gegeklesmektedir. Bu vektorler ayrica, kontrolli
salmim saglamakta, dolagim zamanini ilerletmekte ve epitelden daha iyi bir gecis
saglamaktadir. Polipeptid ve niikleik asit gibi hidrofilik ozelligi yliksek olan ve
enzimatik yikima hassas olan maddeler, epitelden sinirli oranda diffiize olurlar ve uygun

ilag tasiyicilarinda fayda saglarlar (115).
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flag tasiyici vektorleri hem lokal hem de sistemik tasiyici sistem olarak
arastirilmaktadir. Ilaglarin, torapatik dozda agiz epitelinden vaskiiler bag dokusuna

tasiyabilecegi bir vektore ihtiyag vardir (116).

Iki cesit ilag tastyic1 vektdr bulunmaktadir: hidrofobik ve hidrofilik. Hidrofobik
ilac tasiyicilart yavag salinim gostermeleri gibi avantajlara sahip olmakla birlikte,
biyolojik sivilarda stabil kalamamasi, biyolojik yiizeylerle temasimnin zayif olmasi ve
hidrofilik makromerleri kaplamasinda zorlanmasi dezavantajlarini olusturmaktadir.
Diger bir taraftan, hidrofilik ilag¢ tasiyicilari, biyolojik yilizeylere iyi yapisir ve hidrofilik
makromolekiillerle giiglii bir bagi vardir. Ancak, hizli bir salimim sergilemektedir. Bu
ozellik, hidrofobik nanopartikiillerdeki hidrofilik kaplamanin gelisimine neden olarak

mukozal ylizeylerden ge¢isi arttirmaktadir (115).

2.2.3.1. Lipozomlar

Lipozomlar nano ilag¢ tasiyict sistemleri arasinda {lizerinde ilk arastirma
yapilandir. Gliniimiizde hidrofobik ilaglarin tasiyici sistemleri olarak bilinmektedir.
Lipozomlar, su kompartmanlarini ¢eviren lipit tabakalarindan olusan, mikroskopik
boyutlara sahip (0,02-10 um) kiiresel vezikiiller (olusumlar) olarak tanimlanmaktadir.
Lipozomlar ilk defa Bangham ve arkadaglar tarafindan model membran olarak
kullanilmiglardir (117). Lipozomlar potansiyel ilag tasiyici sistemler olarak ¢ok yaygin

bir sekilde fakli ilaglar i¢in gelistirilmektedir (117, 118).
Lipozomlar canli dokulardaki hiicre membranlarinin bilayer (¢ift tabakali)

fosfolipit yapilarina benzerler. Sekil 3’de hiicre membranindaki fosfolipid ve

proteinlerin dizilisi (s1tvi-mozaik modeli) goriilmektedir (119, 120).
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Sekil 3. Membranin Sivi — Mozaik Modeli (119, 120)

Lipozomlar biyolojik ortamda kolayca pargalanabilir, ge¢imlidir, diisiikk
toksisiteye sahiptirler ve hem lipofilik hem hidrofilik ilaclar1 tasiyabilirler (121). Etken
maddelerin (ilaglarin) kontrollii bir sekilde saliverilmesi miimkiindiir ve dokudaki
dagilimi partikiil buyiikligi, yiizey yiikii modifiye edilerek degistirilebilir. Ayrica
lipozom hazirlanmasinda kullanilan farkli fosfolipidlerin se¢imi ve oranlar1 degistirilip,
amaca uygun lipozom formiilii hazirlanabilmektedir (122). Lipozomlarin olusum
mekanizmas1 esas olarak, kutup baslarinin sulu ortama maruz kaldigi ve hidrofobik
hidrokarbonlarin her iki tabakayla yiizlesmek zorunda kaldigi su molekiilleri ve
fosfolipitler arasinda goriilen olumsuz etkilesime dayanmaktadir. Baglanmis
fosfolipitlere enerji girisi, organize olmus, yakinlasmis ¢ift katmanli tabakalar
(lipozomlar) ile sonuglanmasina neden olur. Yag ve sulu fazin yag tabakalarmin
yapisinda bulunmasina bagl olarak lipozomlardan, tasiyict sistemde ve suda, yagda

¢ozlinen ve ampifilik maddelerin saliniminda faydalanilabilmektedir (123).

Lipozomlarin diger teknolojilere oranla avantaji, yiiksek su aktivitesinin
gorildiigli uygulamalarda suda ¢6ziinen maddelere karsi stabilitesini korumasi olarak
bildirilmektedir (123).

Lipozomlarmn ¢ift tabakali yapilart amfifilik molekiillerden olusur. Hidrofilik
uclart lipozomun disinda ve iginde, lipofilik uglart ise lipozomun ortasina gelecek

sekilde diizenlenmistir (Sekil 4) (119).
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Sekil 4. Lipozom Modeli (119)

Lipozomlarin karakterizasyonunda elektron mikroskobu kullaniimaktadir (Sekil

5).

Sekil 5. Elektron mikroskobunda lipozomun goriiniimii (124)

2.2.3.2. Lipozom karakterizasyonu

Kimyasal adi  N-[1-(2,3-Dioleoyloxy)propyl]-N,N,N-trimethylammonium
methylsulfate olan DOTAP molekiiliiniin molekiil formiiliiniin C43Hg3NOgS ve molekiil

agirhginin 774,21 g/mol oldugu bilinmektedir. Polorize mikroskop goriintisii ile

DOTARP yapisi sekil 6’de goriilmektedir (125).
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Sekil 6. DOTAP yapisi1 (125)

2.2.4. Lipozom ve poloxamer formulasyonlarinin topikal uygulamalari

Ciiriik ve periyodontal problemler (gingivitis, periodontitis) insanlarda en sik
rastlanilan dental hastaliklar arasinda yer almaktadir (126). Bu problemlerin lokal
tedavileri amaciyla bazi dis macunlar1 ve agiz gargaralar1 gibi ilaglar gelistirilmistir
(127, 128). Tikiiriik akisindan dolay:1 etken maddelerin agiz i¢cinde kisa siireli temasi,
aralikli yutkunma, yumusak doku hareketlerinde yiyecek ve igeceklerin abraziv etkisi
bu geleneksel yaklagimlarin dezavantajlar1 arasinda yer almaktadir. Bir dental ilag
sistemi olarak lipozomun ve poloxamerlerin (nanopartikiil ve jel sistemleri) kullanilmasi
bu sorunun ¢oziimlenmesi i¢in yeni bir yaklasim getirmektedir. Yapilan in vitro
caligmalar, lipozomlarin HA kristallerine adzorbe oldugunu gostermektedir.
Lipozomlar, bu yiizden, mine yiizeyiyle temas siiresini ve agiz boslugunda bulunma
zamanini arttirmak amaciyla tercih edilmektedir. Lipozomlar mine ylizeyini kaplayarak

yiizeyde olusabilecek fiziksel bozulmalari 6nleyebilmektedir (8).

Franz-Montan ve ark. (2010), lipozomla kapli % 2’lik ropivacaine’nin topikal
anestezi uygulamalarinda (lipozomla kapli % 2’lik ropivacaine jel (RL2); % 20’lik
benzocaine jel (B20); lipozomal plasebo jel ve plasebo jel) etkinligini ve pulpa cevabina
bu maddenin etkisini degerlendirmek amaciyla yaptiklar1 ¢calismalarinda, RL2’nin B20
kadar agriy1 azaltabildigi ve yumusak doku anestezisini uyarabildigi goriilmiistiir. Bu
formulasyonlardan higbiri, pulpal anesteziyi 30 dakikalik uygulamadan sonra

uyaramamuistir (129).
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Jaafari ve ark. (2009), lipozomla kapli paromomisin siilfatin topikal
uygulamalarinin % 10 ve 15 PM (Lip-PM-10 ve Lip-PM-15) Leishmania ile enfekte
edilmis BALB/c fareleri iizerinde antileishmanial etkilerini degerlendirmek amaciyla
yaptiklari in vitro ¢alismalarinda, biitiin formulasyonlarda, LPMF uygulamalarimin fare
derisinden % 15’inin penetre oldugu ve % 60’nin deriden gegemedigi goriilmiistiir.
Sonug olarak, topikal lipozomal PM uygulamalari leishmanianin sebep oldugu deri

lezyonlarinda etkili olabilecegi goriilmiistiir (130).

Martinez-Gomis ve ark. (1999), serbest ve lipozomla kapli laktoferrin ve
laktoperoksidazin topikal uygulamalarinin agizdaki mikroorganizmalar iizerine etkisini
ve dislerde ¢iiriik gelisimini degerlendirmek amaciyla tavsanlar iizerinde bir c¢alisma
yapmiglardir. Lipozomla kapli laktoferrin + laktoperoksidaz grubundan alinan tiikiiriik
orneklerinde, distile su veya laktoferrin ve laktoperoksidaz ile tedavi edilen gruplara
oranla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde S. sobrinus sayisinin daha fazla oldugu
saptanmistir. % 0,2 NaF ile veya lipozomla kapli laktoferrin+ laktoperoksidaz ile tedavi
edilen hayvanlarda distile su ile tedavi edilen gruba gore istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde birinci bliylik azilarinda daha az miktarda lezyon gorildigi bildirilmistir.
Lipozomla kapli kombinasyonlarin topikal uygulamalari sonucunda toplam ¢iiriik
miktarinda azalmanin % 40 oraninda, fluorid uygulamalar1 sonucunda ise % 31
oraninda oldugu belirlenmistir. Serbest laktoferrin ve serbest laktoperoksidazin ¢iiriik

oraninda istatistiksel olarak bir azalmaya neden olmadig1 gozlemlenmistir (131).

Harsanyi ve ark. (1986), caligmalarinda biiyiik ¢cok lamelli lipozomlarin agiz
iilserlerinde retansiyonlarimin arttirtlmast amaciyla kullanilimlarini arastirmislardir.
Lipozomla kaplandiginda, triamkinolon’un iilserli mukoza bolgesine istatistiksel olarak
anlamli derecede daha fazla tagindig1 goriilmiistiir. Sonucta, lipozomla kapl ilaglarin

oral mukozadan daha iyi tagindig1 goriilmektedir (132).

Ayrica oral kaviteye (agiz bosluguna) uygulanan farkli lipozom formulasyonlar

da gelistirilmistir (8).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Cahismada Kullamilacak Olan Formulasyonlarin Hazirlanmasi

Calismada antibakteriyel etkisi degerlendirilecek olan, lizozim, laktoferrin ve

lipozom igeren jel formulasyonlar1 Yeditepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi

Farmasotik Teknoloji

ve Farmakognozi

ABD Laboratuvari’nda

hazirlanmustir.

Formulasyonun igeriginde yer alan materyaller ve tretici firma isimleri Tablo 5.’de

goriilmektedir.

Tablo 5. Formulasyonda yer alan materyallerin miktarlari, fonksiyonlar1 ve firetici

firmalar1
TOPLAM
FORMULASYON MIKTAR | pONKSiYON URETICi FIRMA
% wt
Lizozim 4 mg/2mL | Antibakteriyel SIGMA®-ALDRICH, USA
Laktoferrin 2 mg/2mL | Antibakteriyel SIGMA®-ALDRICH, USA
®
Sorensen’s Cozeltisi (pH o Tamponlayici ve NaHPO,4 (SIGMA")
S -pg - - -
5.0) stabilize edici ajan Na,HPO, (FLUKA®)
Pluronic F- 127 Tastyict ve ¢oziicii ®
20 a/a _ SIGMA™-ALDRICH, USA
(Poloxamer) ajan
DOTAP iceren
Dondurularak kurutulmus ®
2,5mg/2 ml | Tastyict sistem SIGMA™-ALDRICH, USA

Lipozomal Formulasyon
(DLD)
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3.1.1. Sorensen's Fosfat Cozeltisinin Hazirlanmasi (fosfat ile sodyum tuzlari

karisimi)

0,8 /100 mL Sodyum Fosfat dibazik, Anhidroz (Na;HPOsxH,0) (SIGMA®,
ACS reagent grade, USA) ve 0,947 g/100 mL Sodyum Fosfat monobazik, Monohidrat
(NaH,PO,xH;0) (SIGMA®, ACS reagent grade, USA) distile su ile ayr1 ayn
karistirldiktan sonra 0,2 M, pH’s1 5,0 olan bu ¢ozelti sodyum kloriir (SIGMA®, ultra
pure grade, USA) ile birlestirilmistir. 100 mL 5,0 pH’da Sorensen's Fosfat Cozeltisi
(tampon ¢ozeltisi) elde edilmistir (Tablo 6).

3.1.2. Pluronic® F- 127 (Poloxamer) Hazirlanmasi

20 g Pluronic® F-127 (SIGMA®-ALDRICH, BASF Corp, USA) ilk 6nce 20 mL
tampon ¢ozeltisi ile ¢oziip +4 °C’de birkag saat bekletildikten sonra geri kalan tampon
¢ozeltisi ilave edilerek 100 mL’ye tamamlandiktan sonra % 20 g/100 mL a/a Pluronic®

F- 127 (Poloxamer) jel formulasyonu elde edilmistir (Tablo 6) (Resim 1).

Resim 1. Pluronic® F-127 (SIGMA®-ALDRICH, BASF Corp, USA).
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3.1.3. Lizozim ve Laktoferrinin Tampon Solusyonunda Hazirlanmasi

4 mg Lizozim (L6876-1G, SIGMA®-ALDRICH, USA), 2 mL 5,0 pH’da
Sorensen's Fosfat Cozeltisi (tampon ¢ozeltisi) igerisinde ¢ozdiiriilerek hazirlanmistir

(Resim 2).

2 mg Laktoferrin (L0520-100 MG, SIGMA®-ALDRICH, USA), 2 mL 5,0 pH’da
Sorensen's Fosfat Cozeltisi (tampon ¢ozeltisi) igerisinde ¢ozdiiriilerek hazirlanmistir

(Resim 2).

Resim 2. Tavuk yumurtasindan elde edilen Lizozim (L6876-1G, SIGMA®-
ALDRICH, USA) ve insan siitinden elde edilen Laktoferrin (L0520-100 MG,
SIGMA®-ALDRICH, USA).

3.1.4. Lizozim ve Laktoferrinin Pluronic® 127 (Poloxamer) ile Hazirlanmas:

4 mg Lizozim (L6876-1G, SIGMA®-ALDRICH, USA) ve 2 mg LF (L0520-100
MG, SIGMA®-ALDRICH, USA), 2 mL tampon solusyonu igerisinde ¢ozdiiriildiikten
sonra % 20 g/mL a/a Poloxamer 407 polimeri (SIGMA®-ALDRICH, BASF Corp,
USA) ile karistirilarak hazirlanmistir.

3.1.5. Lipozom Formulasyonu

Bu c¢alismada kullanilacak olan fosfolipid DOTAP (1,2-dioleoyl-3-
trimethylammonium-propane) (DOTAP Chloride D6182, SIGMA®-ALDRICH, USA)
100 mg kadar tartilip, 2 mL kloroformda c¢oziilerek, film teknigi ile lipozom seklinde
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vezikiiller hazirlanmaktadir (Tablo 6) (Resim 3). Kloroformda ¢ozme islemi
gerceklestirdikten sonra azot gazindan gecirilmistir. Ugan maddenin yogunlasarak
toplanmasin1 saglamak amaciyla Rotavaporda (Heidolph® Rotavapor, Lauda Alpha
RAS8) oda sicakliginda azot vakum altinda ucurma islemi gergeklesmistir (Resim 4).
Organik ¢oziiclii kalmayinca kadar gerceklestirilen ugurma islemi sonucunda ince bir
film tabakasi elde edilmistir. Tekrar azot gazindan gegirildikten sonra Vakumlu etiivde
(BINDER®) 24 saat bekletilmistir. 5 mL tampon ve 20 tane cam boncuk ilave edilip
tekrar azot gazindan gegirildikten sonra 1 dakika boyunca Vorteksleme yapilmistir.
Daha sonra iiger dakikadan 3 kez Tip Sonikasyon yapilmistir (BANDELIN® electronic
D-12207, Berlin, Germany) (Resim 5). 800 nm’lik filtreden siizme/eleme (Whatman®
policarbonat membrane filtre) islemi yapilmistir. En son olarak lipozomun dondurularak
kurutulma iglemi (liyofilizasyon) gerceklestirilmistir (CHRIST® LCG, ALPH 1-4 LSC)
(Resim 6).

Resim 3. DOTAP Chloride D6182, SIGMA®-ALDRICH, USA.
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Resim 4. Ugan maddenin yogunlasarak toplanmasini saglamak amaciyla
Rotavaporda (Heidolph® Rotavapor, Lauda Alpha RA8) oda sicakliginda azot vakum

altinda ugurma islemi.

Resim 5. Tip Sonikasyon (BANDELIN® electronic D-12207, Berlin, Germany).

3.1.6. Lipozomal jel sistemler

Hazirlanan lipozomlar pH 5,0°daki tampon ¢ozeltisi igerisinde hidrate edilmistir.
Dondurularak kurutulduktan sonra hazirlamis oldugumuz Pluronic® F127 (Poloxamer)
(SIGMA®-ALDRICH, BASF Corp, USA) sistemine entegre edilmistir (Tablo 6).
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Resim 6. Lipozomun liyofilizasyonu.

3.1.7. Lipozomal Lizozim ve Laktoferrin iceren Formulasyonun

Hazirlanmasi

4 mg Lizozim (L6876-1G, SIGMA®-ALDRICH, USA) ve 2 mg Laktoferrin
(L0520-100 MG, SIGMA®-ALDRICH, USA) 2 mL tampon solusyonu igerisinde
¢ozdiriildikten sonra 2,5 mg/2mL DOTAP (DOTAP Chloride D6182, SIGMA®-
ALDRICH, USA) ile karistirilmistir.

3.1.8. Lizozim ve Laktoferrinin Lipozomal Jel Sistemler ile Hazirlanmasi

4 mg Lizozim (L6876-1G, SIGMA®-ALDRICH, USA) ve 2 mg Laktoferrin
(L0520-100 MG, SIGMA®-ALDRICH, USA) 2 mL tampon solusyonu igerisinde
¢ozdiiriildiikten sonra % 20 g/mL a/a Poloxamer 407 polimeri (SIGMA®-ALDRICH,
BASF Corp, USA) ile karigtinlmigtir. Daha sonra 2,5 mg/2mL DOTAP (DOTAP
Chloride D6182, SIGMA®-ALDRICH, USA) ile entegre edilmistir.
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Tablo 6. Laktoferrin ve Lizozim igeren dort farkli tasiyict sistem seklindeki

formulasyonlar, igerikleri ve kodlar1

KODLAR FORMULASYONLAR ICERIKLERI
LG Sorensen’s Cozeltisi (pH:5.0 NaH2PO4: 0,8 g/100Ml
. Grup
Tampon) Na2HPO4: 0,947 g/100mL
Poloxamer 407 polimer tampon solusyonu
2. Grup Pluronic F- 127® (Jel) icerisinde ¢ozdiiriiliir.
(20 g polimer /100 mL a/a)
solusyonu igerisinde ¢ozdiiriiliir.
Lizozim (4mg/2mL) + LF (2 mg/2mL) tampon
LG Lizozim+Laktoferrin+ Pluronic F- solusyonu igerisinde ¢ozdiiriiliir.
. Grup
127® (Jel) Poloxamer 407 polimeri ile kanigtirilir (20 g
polimer /100mL).
; DLD (2,5 mg/2mL) tampon solusyonu icerisinde
5. Grup Lipozom (DLD) ( g ) p 4 ¢
¢Ozdiriiliir.
Pluronic F- 127® (Jel)+ Poloxamer 407 polimeri, tampon solusyonu icerisinde
6. Grup Lipozom (DLD) dagitilir (20 g polimer /100mL a/a).
DLD (2,5 mg/2mL) ile karistirilir.
o . Lizozim (4 mg/2mL)+ LF (2 mg/2ml) tampon
Lizozim+Laktoferrin+
7. Grup . solusyonu igerisinde ¢ozdiriiliir.
Lipozom (DLD)
DLD (2,5 mg/2mL) ile karigtirtlir.
Lizozim (4 mg/2mL)+ LF (2 mg/2mL) tampon
o ) ) solusyonu igerisinde ¢ozdiiriiliir.
Lizozim+Laktoferrin+ Pluronic F- o
8. Grup Poloxamer 407 polimeri icerisinde dagitiir (20 g
127® (Jel)+ Lipozom (DLD) .
polimer /100ml a/a).
DLD (2,5 mg/2mL) ile karigtirilir.
Klorheksidin (CHX)
Kontrol Grubu -
9.Grup % 0,2 klorheksidin glukonat
Jel / Gargara
10.Grup Pozitif Kontrol Grubu Bos Hidroksiapatit Diskleri
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Calisma basamaklar1 asagidaki akis semasinda belirtilmistir (Sema 1).
Calismanin Akis Semasi

Sema 1. Calismanin akis semasi

[ Sorensen’s Tamponunun (pH 5,0) hazirlanmasi }

g

Lizozim ve LF’nin poloxamer ve Sorensen’s Tamponu ile
birlestirilen lipozom igerisine ilave edilip karistirilmasi

g

Poloxamerin (Pluronic F- 127) % 20 a/a konstrasyonda }

Sorensen’s Tamponu igerisinde hazirlanmasi

g

DOTAP (fosfolipid) ile lipozom hazirlanmas1

) ( \ ( \

(ince film yontemi)

U

Lizozim ve LF’nin poloxamer ve Sorensen’s Tamponu
icerisine ilave edilip karistirilmasi

g

Lizozim ve LF’ nin poloxamer ve Sorensen’s Tamponu ile
birlestirilen lipozom icerisine ilave edilip karistirilmasi

g

[ Tiim formulasyonlarin antibakteriyel etkisinin belirlenmesi ]
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3.2. Antibakteriyel etkinin degerlendirilmesi

Hazirlanan formulasyonlarinin antibakteriyel etkisi, mikrobiyal dental plakta
bulunan ve dis ¢iiriigiine neden oldugu bilinen mikroorganizmalardan Streptococcus
mutans ATCC 25175, Streptococcus sobrinus ATCC 33478, Lactobacillus acidophilus
ATCC 4646 suslart {izerinde Istanbul Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Bilim Dali’nda degerlendirilmistir.

3.2.1. inokulumun Hazirlanmasi

S. sobrinus (ATCC 33478), S. mutans (ATCC 25175) ve L. acidophilus (ATCC
4646) standart suslar1 Brain Heart Infusion (BHI) buyyonda % 80 N, % 10 H,, % 10
CO’li anaerop sistemde (Anaerogen, Oxoid Ltd, Basingstone, Hempshire, England)
37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir (Resim 7). Taze BHI buyyonda 1:20 sulandirilarak %
5 CO02’li ortamda 2,5 saat daha inkiibe edilmistir. Ayni inkiibasyon kosullarinda, S.
sobrinus, S. mutans ve L. Acidophilus kiiltiirlerinin bulamklig: (1,5 x 10% cfu/ml) No.
0,5 Mc Farland Standard’ina gore ayarlanmistir. Kontrolii i¢in 10 katli sulandirimi

yapilarak BHI agara ekilmistir.

Resim 7. 37°C’lik etiiv
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3.2.2. Minimal Inhibitér Konsantrasyonu (MiK) Deneyi

Calisma gruplarinin, S. sobrinus, S. mutans ve L. acidophilus kiiltiirlerine karsi
antibakteriyel etkilerini degerlendirmek amaciyla mikrodiliisyon yontemi kullanilmigtir.
96 kuyucuklu steril mikropleyt kuyucuklara ilk kuyucuk bos birakilarak ikiser sira
100 ul’lik BHI buyyon konulmustur. Ilk kuyucuklara 200 ul calisma formulasyonlar
konulup 100 pl alinarak yan kuyucuklarda bulunan BHI buyyon ile son kuyucuk harig
seri halinde iki katli sulandirma yapilarak konsantrasyonlar1 azaltilmistir (Resim 8, 9).
Kontrol grubu olarak, % 0,2°lik klorheksidin glukonat igeren 400 mg/200 mL CHX
gargara (Klorhex®, Drogsan) kullanilmistir (Resim 10). Kuyucuklara 20 pl bakteri
siispansiyonu (son konsantrasyon: 1x10° cfu/mL) eklendikten sonra 37°C’de 24 saat
boyunca anaerop ortamda inkiibe edilmistir. Bakteriyel iiremenin degerlendirilmesi,
Mikropleyt Spektrofotometresi (Uniquely Tecan Freedom EVO®, Mannedorf,
Switzerland) ile 620 nm dalga boyunda Magellan Programi kullanimiyla optik yogunluk
(OD) olgiilerek yapilmistir (Resim 11, 12, 13). Yapilan ii¢ bagimsiz deneyin medyan
degeri, MIK degeri olarak belirlenmistir.
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Resim 8, 9. 96 kuyucuklu steril mikropleyt kuyucuklarinda ¢alisma gruplari igin
ikigser sira BHI buyyon kullanilarak 200 pl’lik hacimde iki katli sulandirmalari
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Resim 10. % 0,2’lik klorheksidin glukonat igeren 400 mg/200 mL (Klorhex®,

Drogsan)

Resim 11, 12, 13. Mikropleyt Spektrofotometresi (Uniquely Tecan Freedom

EVO®, Mannedorf, Switzerland) ile 620 nm dalga boyunda Magellan Programi
kullanimiyla optik yogunluk (OD) dlgiilerek bakteriyel tiremenin degerlendirilmesi

3.2.3. in vitro Biyofilm Olusumunun Inhibisyonu Calismasi

Calismamizin bu bolimiinde seramik kapli hidroksiapatit disklere (Captal®,
Plasma Biotal Ltd, Tideswell, UK) deney gruplarinda yer alan formulasyonlar ve
kontrol grubu olarak klorheksidin jeli (Cervitec® Gel, Ivoclar Vivadent, Schaan,
Liechtenstein) (Resim 14) uygulandiktan sonra S. sobrinus ve S. mutans biyofilm

olusturma ¢alismalar1 24 saatte degerlendirilmistir.

Deney gruplarini olusturan sekiz farkli formulasyon, bir klorheksidin jel kontrol
grubu ve bir bos diskin bulundugu pozitif kontrol grubu ve her bir grupta sekiz adet

olmak iizere toplam 160 adet seramik kapli hidroksiapatit diski temin edilmistir
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(Captal®, Plasma Biotal Ltd, Tideswell, UK). 12 mm ¢apinda ve 1 mm kalinliginda
hazir olarak alinan hidroksiapatit diskleri (Resim 15, 16, 17) otoklavda steril edildikten
sonra bir yiizeylerine sekiz farkli deney grubu formulasyonu ve klorheksidin jeli
uygulanmistir. Bu diskler 37°C’de 1 saat etlivde kurutulmak iizere bekletildikten sonra
24 kuyucuklu steril mikropleytlere yerlestirilmistir. % 4’liik sakkaroz ilave edilen 1,6
mL BHI buyyon ve 200 ul bakteri siispansiyonu diskler iizerine eklendikten sonra
(Resim 18); % 5 CO.’li ortama (mum sondiirme kavanozuna) alinarak 24 saat etiivde
37°C’de inkiibe edilmistir (Resim 19, 20, 21). 24 saatlik biyofilm incelemesi i¢in diskler
steril tuzlu su ile yikanarak yapismayan bakteriler uzaklastirilmistir (Resim 22, 23, 24)
ve yapisik hiicreleri elde etmek i¢in her bir disk 1,5 mL steril tuzlu su ve cam boncuklar
iceren bir cam tiipe aktarilmistir ve 1 dakika vortekslenmistir (Elektro.mag MIG)
(Resim 25, 26, 27). Siispansiyonlar yeni tiiplere aktarillarak 5 s 30 W’da sonifiye
edilmistir. Solusyonlar, steril tuzlu su ile 8 katli (10°®) seri sulandirimlar1 yapildiktan
sonra BHI agara ekim yapilmistir ve 48 saat 37°C’de % 5 CO; ‘de inkiibe edilmistir

(Resim 28). Olusan koloniler sayilarak ortalama cfu/mL hesaplanmustir.

Resim 14. Klorheksidin jel (Cervitec® Gel, Ivoclar Vivadent, Schaan,

Liechtenstein)
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Resim 15, 16, 17. Mikropleytler igerisinde 12 mm ¢apinda ve 1 mm kalinliginda

hazir olarak alinan seramik kapli hidroksiapatit diskleri

Resim 18. in vitro biyofilm olusumu igin % 4°liik sakkaroz ilave edilen 1,6 ml

BHI buyyon ve 200 pl bakteri siispansiyonunun diskler iizerine eklenmesi

Resim 19, 20, 21. % 5 CO,’li ortama alinan orneklerin 24 saat etiivde 37°C’de

inkiibasyonu
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Resim 22, 23, 24. 24 saatlik biyofilm incelemesi i¢in diskler steril tuzlu su ile
yikanmas1 sonucu yapismayan bakterilerin uzaklastirilmas ile diske tutan bakterilerin

goriiniir hale gelmesi

Resim 25, 26. Hidroksiapatit disklere yapisik bakterileri elde etmek igin her bir

diskin 1,5 mL steril tuzlu su ve cam boncuklar igeren bir cam tiipe aktarilmasi
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Resim 27. Cam tiipe aktarilan hidroksiapatit disklerin 1 dakika boyunca

vortexlenmesi (Elektro.mag MIG)

Resim 28. Solusyonlarin, steril tuzlu su ile 8 kath (10‘8) seri sulandirimlari

yapildiktan sonra BHI agara ekimi

3.2.3.1. Biyofilmlerin Scanning Electron Mikroskobunda (SEM’de)

Incelenmesi

Seramik kapli hidroksiapatit disklere uygulanan deney grubu formulasyonlari ve
klorheksidin jeli, 24 saat sonra S. sobrinus biyofilmleri olusturulmustur. Biyofilm
olusturulan bu HA diskler 1 saat boyunca 37 °C’de bekletildikten sonra ornekler fikse
edilmek tiizere 15 nm altin ile kaplanarak (Baltec® SCDO005) 10 kV’da, SEM’de
(ZEISS®) x 5000 biiyiitmede ‘Smart SEM User Interface’ bilgisayar programi

kullanilarak incelenmistir.
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3.3. Istatistiksel Degerlendirme

Bu ¢alismada istatistiksel analizler NCSS (Number Cruncher Statistical System)
2007 Statistical Software (Utah, USA) paket programi ile yapilmistir. S. sobrinus x 10°
ve S. mutans x 10° degerlerinin normal dagilima uymadigi gézlenmis ve logaritmik

transformasyonu alinmustir.

Verilerin degerlendirilmesinde tanimlayici istatistiksel yontemlerin (ortalama,
standart sapma, median, interquartil range, geometrik ortalama) yami sira coklu
gruplarin  gruplar arast  karsilastirmalarda Kruskal Wallis testi alt grup
karsilastirmalarinda Dunn’s ¢oklu karsilagtirma testi kullanilmistir. Sonuglar, anlamlilik

p<0,05 diizeyinde degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Minimal Inhibitér Konsantrasyon Deneyinin Bulgulari

Calismamizin birinci boliimiinde, S. sobrinus, S. mutans ve L. acidophilus
kiiltiirlerine karsi antibakteriyel etkilerin degerlendirilmesi amaciyla sekiz deney
grubunun ve CHX kontrol grubunun minimal inhibitér konsantrasyonu belirlenmistir
(MIK). Yapilan ii¢ bagimsiz deneyin medyan degeri, MIK olarak belirtilmistir (Tablo
7).
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Tablo 7. Sekiz farkli formulasyonun ve klorheksidin kontrol grubunun S.

sobrinus, S. mutans ve L. acidophilus suslarma karsi etkisinin gorildiigi

minimal inhibisyon konsantrasyon degerleri (MIK)

MiK S.sobrinus S.mutans L.acidophilus
1. Grup Yok Yok Yok
% 2,5 g/mL % 10 g/mL % 10 g/mL
2 Grup Poloxamer 407 polimeri Poloxamer 407 polimeri Poloxamer 407 polimeri
3. Grup Yok Yok Yok
0,5 mg/mL Lizozim 1 mg/mL Lizozim 1 mg/mL Lizozim
0,25 mg/mL Laktoferrin 0,5 mg/mL Laktoferrin 0,5 mg/mL Laktoferrin
4. Grup % 5 g/mL % 10 g/mL % 10 g/mL
Poloxamer 407 polimeri Poloxamer 407 polimeri Poloxamer 407 polimeri
5. Grup Yok Yok Yok
% 5 g/mL % 10 g/mL % 10 g/mL
6. Grup Poloxamer 407 polimeri Poloxamer 407 polimeri Poloxamer 407 polimeri
0,3125 mg/mL DLD 0,625 mg/mL DLD 0,625 mg/mL DLD
7. Grup Yok Yok Yok
0,5 mg/mL Lizozim 1 mg/mL Lizozim 1 mg/mL Lizozim
0,25 mg/mL Laktoferrin 0,5 mg/mL Laktoferrin 0,5 mg/mL Laktoferrin
8. Grup % 5 g/mL Poloxamer 407 % 10 g/mL Poloxamer 407 % 10 g/mL Poloxamer 407
polimeri polimeri polimeri
0,3125 mg/mL DLD 0,625 mg/mL DLD 0,625 mg/mL DLD
9. Grup 0,000096 mg/mL 0,000078 mg/mL 0,000048 mg/mL
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Calismamizda 5,0 pH’da ¢oziicli olarak kullanilan Sorensen’s tampon ¢ozeltisi (1.

Grup) S. sobrinus, S. mutans ve L. acidophilus suslarina kars1 etkili bulunmamustir.

Yalmz Pluronic F-127° marka poloxamer 407°nin  kullanildigi jel
formulasyonunun (2. Grup) S. sobrinus’a antibakteriyel etki gosterdigi en diisiik
konsantrasyon % 2,5 g/mL, S. mutans’a ve L. acidophilus’a etki gosterdigi en diislik

konsantrasyon ise % 10 g/mL olarak belirlenmistir.

Lizozim ve LF’nin tampon ¢ozeltisi iginde ¢oziindiiriilerek olusturulan
formulasyonun (3. Grup), S. sobrinus, S. mutans ve L. acidophilus suslarina karsi

antibakteriyel etki gostermedigi belirlenmistir.

Lizozim ve LF’nin tampon ¢ozeltisi iginde ¢ozdiiriildiikten sonra Pluronic F-
127" marka poloxamer 407 polimeri ile birlestirilerek hazirlanan formulasyonun (4.
Grup), S. sobrinus’a antibakteriyel etki gosterdigi en diisiik konsantrasyonlarin lizozim
i¢in 0,5 mg/mL, Laktoferrin i¢in 0,25 mg/mL ve poloxamer 407 polimer i¢in % 5 g/mL
oldugu belirlenmistir. S. mutans ve L. acidophilus suslarina etki eden en diisiik
konsantrasyonlarin ise Lizozim i¢in 1 mg/mL, LF i¢in 0,5 mg/mL ve poloxamer 407

polimer i¢in % 10 g/mL oldugu gézlemlenmistir.

DLD’nin tampon solusyonu igerisinde ¢oziinmesi ile hazirlanan lipozom
formulasyonu (5. Grup) S. sobrinus, S. mutans ve L. acidophilus suslarina kars etkili

bulunmamastir.

Poloxamer 407 polimeri, tampon solusyonu igerisinde dagitildiktan sonra DLD
ile karistirilarak hazirlanan formulasyonun (6. Grup), S. sobrinus’a antibakteriyel etki
gosterdigi en diisiik konsantrasyonlarin poloxamer 407 polimeri i¢in % 5 g/mL, DLD
icin 0,3125 mg/mL oldugu belirlenmistir. S. mutans ve L. acidophilus suslarina
antibakteriyel etki gosterdigi en diisiik konsantrasyonlarin ise poloxamer 407 polimeri

icin % 10 g/mL, DLD i¢in 0,625 mg/mL oldugu gézlemlenmistir.
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Lizozim ve Laktoferrinin tampon ¢ozeltisi iginde ¢ozdiiriildiikten sonra, DLD ile
karistirilarak hazirlanan formulasyon (7. Grup), S. sobrinus, S. mutans ve L.

acidophilus suslarina karsi etkili bulunmamustir.

Lizozim ve Laktoferrinin tampon ¢ozeltisi iginde ¢ozdiirtildiikten ve poloxamer
407 polimeri ile karistirildiktan sonra DLD’nin ilave edilmesiyle olusturulan
formulasyon (8. Grup) S. sobrinus iizerinde antibakteriyel etki gosterdigi en diisiik
konsantrasyonlarin; Lizozim i¢in 0,5 mg/mL, Laktoferrin i¢in 0,25 mg/mL, poloxamer
407 polimer i¢in % 5 g/mL ve DLD igin 0,3125 mg/mL oldugu belirlenmistir. S. mutans
ve L. acidophilus suslarina antibakteriyel etki gosterdigi en diisiik konsantrasyonlarin
ise Lizozim i¢in 1 mg/mL, Laktoferrin i¢in 0,5 mg/mL, poloxamer 407 polimer i¢in %

10 g/mL ve DLD igin 0,625 mg/mL oldugu gozlemlenmistir.

Kontrol grubu (9. Grup) olarak kullanilan % 0,2’lik CHX gargaranin, S.
sobrinus tizerinde antibakteriyel etki gosterdigi en diisiik konsantrasyon 0,000096
mg/mL, S. mutans iizerinde antibakteriyel etki gosterdigi en diisiik konsantrasyon
0,000078 mg/mL, L. acidophilus iizerinde antibakteriyel etki gosterdigi en diisiik

konsantrasyon ise 0,000048 mg/mL olarak belirlenmistir.
4.2. Biyofilm Deneyinin Bulgular:

Calismamizin ikinci boliimiinde, sekiz farkli formulasyondan olusan deney
gruplari, klorheksidin jel (Cervitec® Gel, Ivoclar Vivadent, Schaan, Liechtenstein)
kontrol grubu ve higbir islem uygulanmayan Orneklerin yer aldigi pozitif kontrol
grubundaki hidroksiapatit diskleri {izerinde olusturulan S. sobrinus ve S. mutans
biyofilmlerinde belirlenen ve cfu/mL olarak hesaplanan degerlerin ortalamalari,
geometrik ortalamalar1 (Grafik 1, 2), standart sapma ve median degerleri Tablo 8 ve

10°da goriilmektedir.
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Tablo 8. Deney ve kontrol grublari iizerinde olusturulan S. sobrinus
biyofilmindeki canli bakteri miktar1 (cfu/mL). Kruskal Wallis testi ile deney ve

kontrol gruplarinin karsilastirilmas.

Geometrik
S. sobrinus x 10° cfu/Ml Ort+SS Median (IQR) Ortalama
1. Grup 21+11,21 18 (10,5-31) 18,51
2. Grup 5,63+5,83 4,7 (0,8-7,75) 3,14
3.Grup 14,2+13,62 10,3 (3,55-25) 8,58
4. Grup 4,23+4,87 2,4 (1,75-4,1) 2,98
5. Grup 8,35+4,73 8,2 (4,35-13) 6,68
6. Grup 5,945,86 3 (2,55-9,95) 4,25
7. Grup 11,7+11,99 8,4 (4,85-12) 8,39
8. Grup 4,33+£2,28 3,8 (3,1-6,6) 3,65
9. Grup 00 0 (0-0) 0,00
10. Grup 46,25+25.,6 53 (18,5-65) 37,61
KW 48,37
0,0001

24 saatlik biyofilmde, tiim gruplarin S. sobrinus x 10° degerleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik gozlenmistir (KW= 48,37, p=0,0001) (Tablo 8).
Tiim gruplarin bakteri miktarlar1 incelendiginde en yiiksek degerin pozitif kontrol
grubunda (Grup 10) ve en diisiik degerin ise klorheksidin jel grubunda (grup 9) oldugu
goriilmistiir. Buna gore, 24 saatlik S. sobrinus biyofilm olusumuna en yiiksek

inhibisyon aktivitesi klorheksidin jel uygulamasi sonrasinda saglanmistir. Klorheksidin
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jel grubunu (9. Grup), jel iceren formulasyonlardan sirasi ile 4., 2., 8. ve 6. Gruplarin
izledigi belirlenmistir. Deney ve kontrol gruplarinin Dunn’s ¢oklu karsilastirma testine

gore ikili karsilastirmalar: Tablo 9’da goriilmektedir.

S. sobrinus x 106 cfu/ml (Geometrik Ortalama)

25 1

20 1

15 7

I:"_-_-il

NN N

Grupl Grup2 Grup3 Grup4 Grup5 Grup6 Grup7 Grup8 Grup9 Grupl10

Grafik 1. Deney ve kontrol gruplarinin S. sobrinus biyofilmindeki canli bakteri

sayilarinin geometrik ortalamalarr.

69



Tablo 9. Dunn’s ¢oklu karsilastirma testine gore S. sobrinus biyofilmindeki

canli bakteri sayilarinin gruplar arasi ikili karsilagtirilmasi.

Dunn’s Coklu Karsilastirma Testi P

1. Grup /2. Grup 0,003
1. Grup /3. Grup 0,188
1. Grup /4. Grup 0,003
1. Grup /5. Grup 0,008
1. Grup /6.Grup 0,007
1. Grup /7. Grup 0,065
1. Grup /8. Grup 0,001
1. Grup /9. Grup 0,0001
1. Grup /10. Grup 0,049
2.Grup /3. Grup 0,189
2. Grup /4. Grup 0,752
2.Grup /5. Grup 0,189
2. Grup /6. Grup 0,635
2.Grup /7. Grup 0,207
2. Grup /8. Grup 0,834
2.Grup /9. Grup 0,0001
2. Grup /10. Grup 0,002
3. Grup /4.Grup 0,058
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. Grup /5.Grup 0,636
.Grup /6. Grup 0,114
.Grup /7. Grup 0,752
. Grup /8. Grup 0,141
.Grup /9. Grup 0,0001
. Grup /10. Grup 0,013
. Grup /5.Grup 0,103
. Grup /6. Grup 0,316
.Grup /7. Grup 0,018
. Grup /8.Grup 0,293
.Grup /9. Grup 0,0001
. Grup /10. Grup 0,002
. Grup /6. Grup 0,247
.Grup /7. Grup 0,916
. Grup /8. Grup 0,066
.Grup /9. Grup 0,0001
. Grup/10. Grup 0,003
.Grup/7.Grup 0,113
. Grup /8.Grup 0,561
.Grup /9. Grup 0,0001
. Grup /10. Grup 0,002
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7. Grup /8.Grup 0,059

7.Grup /9.Grup 0,0001
7. Grup / 10. Grup 0,006
8. Grup /9. Grup 0,0001
8.Grup /10. Grup 0,001
9. Grup /10. Grup 0,0001

[Koyu renkli degerler istatistiksel olarak anlamli (p<0,05)]

Higbir islem uygulanmayan 6rneklerin yer aldig1 pozitif kontrol grubu ile diger
tiim gruplarin ikili karsilastirilmalarinda aralarindaki farkin istatistiksel olarak anlamli
oldugu (p<0,05), pozitif kontrol grubunda yer alan orneklerde diger tiim gruplardan
anlamli diizeyde daha yiiksek miktarda mikroorganizma bulundugu goriilmiistiir

(Geometrik ort. 37,61 x 10° cfu/mL).

Klorheksidin  jel kontrol grubunun, tiim deney gruplann ile ikili
karsilastirmalarinda, aralarindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu (p=0,0001)

ve bu grupta yer alan 6rneklerde hi¢ mikroorganizma tiremedigi belirlenmistir.

S. sobrinus biyofilmi olusumu iizerindeki etkisi Klorheksidin jel kontrol
grubundan sonra en yiiksek olan Lizozim ve Laktoferrin iceren Poloxamer 407 (jel)
formulasyonunun bulundugu 4. Grup’un (Geometrik ort. 2,98 x 10° cfu/mL) yalnizca
Sorensen Cozeltisi igeren Tampon solusyonunun bulundugu 1. Grup (Geometrik ort.
18,51 x 10° cfu/mL) ile (p=0,03), Lizozim ve Laktoferrinin tampon ¢ozeltisi icinde
¢ozdiiriildiikten sonra, DLD ile karistirilarak hazirlanan formulasyonun bulundugu 7.
Gruba (Geometrik ort. 8,39 x 10° cfu/mL) gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde
daha yiiksek etki gosterdigi (p=0,018), diger deney gruplan (2., 3., 5., 6. ve 8. Gruplar)

ile arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriilmiistiir.
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4. Grup’tan sonra S. sobrinus biyofilmi olusumu iizerindeki en yiiksek etkiyi
gosterdigi belirlenen Lizozim ve Laktoferrinin tampon ¢ozeltisi i¢inde ¢ozdiiriildiikten
ve Poloxamer 407 polimeri ile karistirildiktan sonra DLD’nin ilave edilmesiyle
olusturulan formulasyonun yer aldigi 8. Grubun (Geometrik ort. 3,65x 10° cfu/mL)
yalniz Sorensen’s (Cozeltisi iceren Tampon solusyonunun bulundugu 1. Grup
(Geometrik ort. 18,51 x 10° cfu/mL) ile arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli
oldugu (p=0,001), diger deney gruplar1 ile arasinda anlamlhi bir fark bulunmadigi

belirlenmistir.

Aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmayan, yalniz Pluronic F-127"
marka poloxamer 407’nin kullanildigr jel formulasyonunun yer aldigi 2. Grup
(Geometrik ort. 3,14x 10° cfu/mL) ve Poloxamer 407 polimeri, tampon solusyonu
icerisinde dagitildiktan sonra DLD ile karistirilarak hazirlanan formulasyonun yer aldig:
6. Grubun (Geometrik ort. 4,25x 10° cfu/mL) yalmz Sorensen Cozeltisi igeren Tampon
solusyonunun bulundugu 1. Grup (Geometrik ort. 18,51 x 10° cfu/mL) ile aralarindaki
farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu (p=0,003, p=0,007), diger deney gruplar ile

aralarinda anlamli bir fark bulunmadig: belirlenmistir.
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Tablo 10. Deney ve Kkontrol

grublar1 iizerinde olusturulan S. mutans

biyofilmindeki canli bakteri miktar1 (cfu/mL). Kruskal Wallis testi ile deney ve

kontrol gruplarinin karsilastirilmas.

S. mutans x 10° Geometrik
cfu/mL Ort+SS Median (IQR) Ortalama
Grup 1 23,29+10,01 18 (16-33) 21,63
Grup 2 1,64+0,87 1,45 (0,95-2,55) 1,44
Grup 3 5,25+4,15 3,6 (2,85-5,9) 4,36
Grup 4 0,59+0,25 0,51 (0,46-0,84) 0,54
Grup 5 5,73+5 24 3,3 (1,6-8) 3,01
Grup 6 0,85+0,48 0,68 (0,5-1,2) 0,73
Grup 7 424221 4,05 (2,03-6,53) 3,64
Grup 8 0,71%0,49 0,59 (0,26-1,16) 0,56
Grup 9 0=0 0 (0-0) 0,00
Grup 10 22,05+9,72 21 (13,25-30,75) 19,95
KW 66,94

P 0,0001

24 saatlik biyofilmde, tiim gruplarin S. mutans X 10° degerleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik gozlenmistir (KW= 66,94, p=0,0001) (Tablo 10).

Tiim gruplarin bakteri miktarlar1 incelendiginde en yiiksek degerin Sorensen’s Tampon

Cozeltisinin bulundugu formulasyonda (1. Grup) ve en diisiik degerin ise klorheksidin

jel grubunda (9. Grup) oldugu goriilmiistiir. Buna gore, 24 saatlik S. mutans biyofilm

olusumuna en yiiksek inhibisyon aktivitesi klorheksidin jel uygulamasi sonrasinda

saglanmigtir. Klorheksidin jel grubunu (9. Grup), jel igeren formulasyonlardan sirasi ile
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4., 8., 6. ve 2. Gruplarin izledigi belirlenmistir. Deney ve kontrol gruplarinin Dunn’s

coklu karsilastirma testine gore ikili karsilagtirmalar1 Tablo 11°de goriilmektedir.

S. mutans x 10°cfu/ml (Geometrik Ortalama)

25

20

15

10

Grupl Grup2 Grup3 Grup4 Grup5 Grup6 Grup7 Grup8 Grup9 Grup 10

Grafik 2. Deney ve kontrol gruplarinin S. mutans biyofilmindeki canli bakteri

sayilarinin geometrik ortalamalari.
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Tablo 11. Dunn’s ¢oklu karsilastirma testine gore S. mutans biyofilmindeki

canli bakteri sayilarinin gruplarin kendi aralarinda ikili karsilagtirilmasi.

Dunn’s Coklu Karsilastirma Testi P

1.Grup /2. Grup 0,001
1. Grup /3. Grup 0,002
1. Grup /4. Grup 0,001
1. Grup /5. Grup 0,004
1. Grup /6. Grup 0,002
1. Grup/7.Grup 0,001
1. Grup /8. Grup 0,001
1. Grup /9. Grup 0,001
1. Grup /10. Grup 0,908
2. Grup /3. Grup 0,003
2.Grup /4. Grup 0,003
2. Grup /5. Grup 0,037
2. Grup /6. Grup 0,064
2.Grup /7. Grup 0,012
2.Grup /8. Grup 0,021
2.Grup /9. Grup 0,0001
2. Grup /10. Grup 0,001
3. Grup /4. Grup 0,001
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3.Grup /5. Grup 0,817
3. Grup /6. Grup 0,001
3.Grup/7.Grup 0,833
3. Grup /8. Grup 0,001
3.Grup /9. Grup 0,0001
3. Grup /10. Grup 0,002
4. Grup /5. Grup 0,003
4. Grup /6. Grup 0,183
4.Grup /7. Grup 0,001
4. Grup /8. Grup 0,916
4. Grup /9. Grup 0,0001
4. Grup /10. Grup 0,001
5.Grup /6. Grup 0,009
5. Grup/7.Grup 0,772
5.Grup /8. Grup 0,004
5.Grup /9. Grup 0,001
5. Grup/10. Grup 0,003
6.Grup /7. Grup 0,002
6. Grup /8. Grup 0,523
6. Grup /9. Grup 0,001
6. Grup / 10. Grup 0,001
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7.Grup /8. Grup 0,001

7.Grup /9. Grup 0,0001
7. Grup /10. Grup 0,001
8. Grup /9. Grup 0,0001
8. Grup / 10. Grup 0,001
9. Grup/10. Grup 0,0001

[Koyu renkli degerler istatistiksel olarak anlamli (p<0,05)]

Hicbir islem uygulanmayan orneklerin yer aldigi pozitif kontrol grubu (10.
Grup) ile yalniz Sorensen’s Cozeltisi iceren Tampon solusyonunun bulundugu 1. Grup
(Geometrik ort. 21,63 x 10° cfu/mL) disinda kalan diger tim gruplarn ikili
karsilastirilmalarinda aralarindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0,05),
pozitif kontrol grubunda yer alan 6rneklerde diger tiim gruplardan anlamli diizeyde daha
yiiksek miktarda mikroorganizma bulundugu goriilmiistiir (Geometrik ort. 19,95 x 10°

cfu/mL).

Klorheksidin  jel kontrol grubunun, tiim deney gruplarn ile ikili
karsilagtirmalarinda, aralarindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu (p=0,0001)

ve bu grupta yer alan 6rneklerde hi¢ mikroorganizma tiremedigi belirlenmistir.

S. mutans biyofilmi olusumu tizerindeki etkisi CHX jel kontrol grubundan sonra
en yiiksek olan Lizozim ve Laktoferrin igeren Poloxamer 407 (jel) formulasyonunun
bulundugu 4. Grup’un (Geometrik ort. 0,54 x 10° cfu/mL) 1., 2., 3., 5., 7. Gruplara
gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha yiiksek inhibisyon aktivitesi gdsterdigi

belirlenmistir (p<0,05).

4. Grup’tan sonra S. mutans biyofilmi olusumu tizerindeki en yiiksek etkiyi
gosterdigi belirlenen Lizozim ve Laktoferrinin tampon ¢o6zeltisi i¢inde ¢ozdiiriildiikten

ve Poloxamer 407 polimeri ile karistirildiktan sonra DLD’nin ilave edilmesiyle
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olusturulan formulasyonun yer aldigt 8. Grup’taki oOrneklerde belirlenen
mikroorganizma miktarinin (Geometrik ort. 0,56 x 10° cfu/mL) 1., 2., 3., 5. ve 7.
Gruplara gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha diisiik oldugu (p<0,05), 4. Grup

ise aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi belirlenmistir.

Poloxamer 407 polimeri, tampon solusyonu igerisinde dagitildiktan sonra DLD
ile karistirilarak hazirlanan formulasyonun yer aldigi 6. Grubun (Geometrik ort. 0,73 x
10° cfu/mL) 1., 3., 5. ve 7. Gruplara gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha

yiiksek etki gosterdigi belirlenmistir (p<0,05).

Yalniz Pluronic F-127® marka poloxamer 407’nin kullanildigr jel
formulasyonunun yer aldig1 2. Grubun (Geometrik ort. 1,44 x 10° cfu/mL) S. mutans
biyofilm olusumu {izerindeki inhibisyon etkisi 1., 3., 5., 7. ve 8. Gruplara gore

istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha yiiksek bulunmustur (p<0,05).

4.3. Scanning Electron Mikroskobu (SEM) Gériintiileri




Resim 29. Deney ve kontrol gruplarinin uygulandigi 24 saatlik S. sobrinus
(ATCC 33478) biyofilmlerinin Scanning Electron Mikroskobundaki (ZEISS®)

gorlntiileri: (A). 1. Grup’taki formulasyonun; (B) 2. Grup’taki formulasyonun; (C) 3.
Grup’taki formulasyonun; (D) 4. Grup’taki formulasyonun; (E) 5. Grup’taki
formulasyonun; (F) 6. Grup’taki formulasyonun; (G). 7. Grup’taki formulasyonun; (H)

80



8. Grup’taki formulasyonun; (I) 9. Grup’taki formulasyonun; (I) 10. Grup’taki
formulasyonun S. sobrinus biyofilmi olusumu iizerindeki etkisinin SEM’de x 5000
bliylitmede ‘Smart SEM User Interface’ bilgisayar programi kullanilarak

degerlendirilmesi.

Sekiz farkli formulasyonun, klorheksidin kontrol grubunun (9. Grup) ve pozitif
kontrol grubunun (10. Grup), S. sobrinus (ATCC 33478) biyofilmi olusumu tiizerine
etkisinin Scanning Electron Mikroskobunda (ZEISS™) x 5000 biiyiitmede incelendigi
goriintiilerde, yalnizca 9. Grup’ta bakteriye rastlanmamstir. 1., 2., 3., 4., 5., 6., 7., 8. ve
10. Gruplarda bakterilerin zincir seklinde koloniler olusturdugu goézlemlenmistir.
Bununla birlikte, SEM goriintiileri incelendiginde 1., 2., 3., 4., 5., 6., 7., 8. ve 10.
Gruplar arasinda S. sobrinus (ATCC 33478) biyofilmi olusumu iizerine etkilerinin

karsilagtirilmas1 yapilamamuistir.
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5. TARTISMA

5.1. Dental Biyofilmde Bulunan Streptococcus sobrinus, Streptococcus
mutans ve Laktobasillus acidophilus’un Dis Ciiriigii Olusumundaki

Etkilerinin Tartisilmasi

MS, insanlarda dis ¢liriigiine neden olan en 6nemli etkenlerden biri olarak kabul
edilmektedir. MS’nin sabit kolonizasyonlar i¢in dislerin ya da baska sert yilizeylerin
varligr gerekmektedir. Bu nedenle ¢ocuklarda dislerin siirmesinden sonra yerlesim

gostermektedirler (133).

Dis giiriiklerinin baslangicinda MS minede fissiirlere, hatta dentine invaze
olabilmektedirler. Cocuklarin agiz mikroflorasinda MS yasamin erken donemlerinde
saptanmaktadir. Yapilan calismalara gore cocuklar 1,5-3 yas arast MS ile enfekte
olmaktadir. Enfekte olduklari donem, c¢iiriiglin yaygin oldugu toplumlarda 1 yas,
cliriigiin az gorildigi toplumlarda 2,5-3 yas olarak bildirilmektedir. Erken donemlerde

enfekte olan ¢ocuklarda yiiksek ciiriik riski s6z konusu olmaktadir (134).

Epidemiyolojik caligmalara gore g¢ocuklarda ve genclerde mine ¢iiriigiiniin,
yaslilarda kok ciirigiiniin ve bebeklerde biberon cliriigiiniin etiyolojisinde MS’nin
birincil patojen oldugu goriilmektedir. Yapilan ¢aligsmalara gore S. mutans’in fissiirlerde
S. sobrinus’dan daha fazla bulundugu bildirilmektedir (135).

Yapilan arastirmalarda S. sobrinus sikligi ile ¢iiriik aktivitesi arasinda bir iliski
kurulmustur. S. sobrinus ve S. mutans’in agizda lokalize oldugu bdlgeleri inceleyen
calismalarda, S. mutans’in siklikla fissiirlerde bulunmasina karsin, S. sobrinus’un
aproksimal bolgelerden, fissiirlere oranla daha fazla miktarda izole edildigi ve agizda

farkli yerlesim bolgelerini tercih ettikleri gosterilmistir (136).

Dis hekimligi tarihgesine bakildiginda Laktobasiller’in dis ¢iiriigii olusumunda
etkili oldugu bilinen ilk mikroorganizmalar oldugu goriilmektedir. Dental plak ile kapl
saglikli yiizeylerde farkli miktarlarda Laktobasiller’e rastlanildigi ¢alismalarda
bildirilmistir (137, 138, 139). Bununla birlikte, Beighton ve ark. (2004) 3-4 yas grubu
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cocuklarda yaptiklart ¢aligmalarinda, tiikiirik drneklerinde Laktobasiller’in bulundugu
belirlenen ¢ocuklarin % 54’iinde dis clirligline rastladiklarin1 bildirmiglerdir. Bu

cocuklarin % 7’sinde dis ¢iiriigline rastlanmamustir (140).

Filoche ve ark. (2004), Laktobacilli’nin tek basman biyofilm olusturma
yeteneklerinin zayif oldugunu yaptiklari ¢aligmalarinda bildirmislerdir. Bu ¢alismada,
Lactobacillus rhamnosus’un monobiyofilmlerinin, Actinomyces suslariyla olusturdugu
coklu biyofilme gore 7-20 kat daha zayif oldugu goézlemlenmistir. Arastirmacilar
Laktobacilli’nin, farkli tiirden bakteriler ile birlikte olusturduklari ¢oklu biyofilmde
patojenik 6zellik kazandiklarini belirtmislerdir (141).

Calismamizda, lizozim ve laktoferrin iceren jel ve/veya solusyon seklinde veya
bu solusyon ve/veya jellere lipozomlarin ilave edilmesiyle olusturulan
formulasyonlarin, S. sobrinus ve S. mutans biyofilm olusumu iizerine etkileri
degerlendirilmistir. Laktobasil biyofilmi olusumu lizerinde etkileri

degerlendirilmemistir.

5.2. Calisma Yontemlerinin Tartisiimasi

Cok sayida mikroorganizma kolonilerinin bulundugu agiz boslugu, karmasik
ekolojik dengesinin korunmasinda rol oynayan antibakteriyel peptidleri igermektedir.
Yapilan ¢aligmalarda, dis ¢liriigli ve periodontal hastaliklarin dental plak veya daha
genis bir tantmlama ile dis ylizeylerine baglanan ve kendi {rettikleri polimerik matriks
ile korunan ¢ok sayida mikroorganizma tiirlerini i¢eren bir biyofilm varlig: ile iliskili
oldugu goriilmektedir. Dental plakta bulunan bakterilerin kontrol altina alinmasinin,
agiz hastaliklarindan korunmada ve bu hastaliklarin tedavisinde Onem tasidigi

goriilmektedir (142, 143).

Antimikrobiyal ajanlarin MIK degerlerinin tespit edilmesi igin diliisyon
yontemleri kullanilmaktadir. Bir mikroorganizmanin gozle goriilebilir olarak
tiremesinin inhibe oldugu en diisiik antimikrobiyal ajan konsantrasyonu “Minimal

Inhibitér Konsantrasyon (MIK)” olarak belirlenir. Diliisyon testleri sonucunda elde
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edilen MIK degerleri, dis ciiriigiine neden olan mikroorganizmay1 inhibe etmek icin

gerekli olan antimikrobiyal ilag konsantrasyonunu vermektedir (144).

flgili literatir incelendiginde peptidlerin  antimikrobiyal  etkinliginin
degerlendirildigi calismalarda MIK degerlerinin belirlendigi, bakteriyel {iremenin
degerlendirilmesi i¢in mikrodilusyon yonteminin kullanildigi ve Ol¢iimler igin
Mikropleyt Spektrofotometresi kullanildig1 goriilmektedir (62, 55). Calismamizda daha
once yapilan calismalarda kullanilan ydntemlerle uyumlu olarak, MIK degerlerini
belirlemek amaciyla, mikrodiliisyon yontemini kullanmistir. Bakteriyel iiremenin
degerlendirilmesi, Mikropleyt Spektrofotometresi (Uniquely Tecan Freedom EVO®,
Mannedorf, Switzerland) ile 620 nm dalga boyunda Magellan Programi kullanimiyla
OD olgiilerek yapilmaistir.

Calismamizda sekiz farkli formulasyonun ve % 0,2’lik klorheksidin glukonat
gargaramin (Klorhex®, Drogsan), S. mutans ATCC 25175, S. sobrinus ATCC 33478, L.
acidophilus ATCC 4646 suslarina karsi antibakteriyel etkileri degerlendirilmistir.
Altman H (2006) ve Huo L (2011) isimli aragtirmacilarin ¢alismalarina benzer sekilde
MIK belirlemek amacryla, mikrodiliisyon ydntemini kullanmistir. Bakteriyel {iremenin
degerlendirilmesi, Mikropleyt Spektrofotometresi (Uniquely Tecan Freedom EVO®,
Mannedorf, Switzerland) ile 620 nm dalga boyunda Magellan Programi kullanimiyla
OD olgiilerek yapilmistir. Pozitif kontrol grubu olarak, % 0,2’lik klorheksidin glukonat
gargara (Klorhex®, Drogsan) kullanilmistir. Birbirinden bagimsiz sekilde 3 kez
tekrarlanan ¢alismalarin median degerleri bu calismamizin MIK degerleri olarak

belirlenmistir.

Dis biyofilmini yiizlerce bakteri igermesinden dolay:1 biyofilm yapisinda hala
arastirilmasi gereken konular bulunmaktadir. Bu karmasik yapinin anlasilabilmesi i¢in
in vitro kosullarda tek bir bakteri cinsiyle biyofilm olusturulabildigi gibi birgok
bakterinin bir arada bulundugu biyofilm sistemleri {izerinde de ¢aligilmaktadir. Biyofilm
gelisim agsamalarinin dogadaki bircok degiskene ragmen in vitro kosullarda olusan

biyofilmle benzerlik gosterdigi bildirilmektedir (145).
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Biyofilm caligmalarinin in vitro kosullarda gerceklestirilmesi, bu ¢alismalarin
gelistirilmesine imkan saglamaktadir. Ancak, in vitro kosullarda hazirlanan biyofilm
modelleri, sinirli sayida ve tiirde mikroorganizmanin bulundurmakta ve agiz ortamini
birebir yansitamamaktadir (145). Agiz boslugunu ilgilendiren, tiikiirik akis hizi,
antibakteriyel ajanin dis yiizeyine veya yumusak dokulara baglanma yetenegi gibi

faktorleri, in vitro ¢aligmalarda gozlemlemek miimkiin olmamaktadir (146).

Antibakteriyel etki goOsteren cesitli uygulamalarin dis biyofilmi olusumuna
etkilerinin degerlendirildigi in vitro ¢aligmalarda, dis minesi yilizeyinin taklit edilmesi
amaci ile hidroksiapatit disklerinin kullanildig1 goriilmektedir (147, 148, 149). Chen F
ve ark (2010), farkl tagiyic1 Pluronic polimerler (Pluronic P 123 ve Pluronic F 127) ile
yeni formulasyonlar gelistirdikleri ¢aligmalarinda, bu tastyici sistemler ile uygulanan
antibakteriyel bir ajan oldugu bilinen triklosanin, S. mutans biyofilmi olusumuna ve S.
mutans ile olusturulan biyofilm olusumu iizerindeki etkisini degerlendirmek amaciyla
hidroksi apatit diskleri (Clarkson Chromatography Products, Inc. (South Williamsport,
PA) kullanmislardir (149).

Calismamizda da gelistirilen formulasyonlarin S. mutans ve S. sobrinus
biyofilmi olusumuna etkisinin degerlendirilmesinde seramik kapli hidroksiapatit diskler

(Captal®, Plasma Biotal Ltd, Tideswell, UK) kullanilmuistir.

5.3. Etken Maddelerin (Lizozim ve Laktoferin’in) Antibakteriyel

Etkilerinin Tartisiimasi

Antibiyotiklere kars1 gelisen mikrobiyal direng, yeni iirlinlerin ve yeni
yaklasimlarin gelistirilmesi ihtiyacin1 dogurmustur. Antimikrobiyal peptidlerin, patojen
mikroorganizmalarla savasta timit verici oldugu bildirilmektedir. Direngli suslarda
antimikrobiyal peptidlere karsi direng kazanma diger antimikrobiyal ajanlara kiyasla
daha yavas ve az siklikla goriilmektedir. Pozitif yiiklii olmasi ve amfipatik yap1
kazanabilme yetenegi peptidlerin, bakteri hiicre zarinin dis yilizeyinde bulunan negatif

yiiklii fosfolipidlerle baglanabilmesini saglamaktadir (62).
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Tenovuo ve ark. (1989), lizozimin antibakteriyel etkisini, muramidaz aktivitesi
ile yani peptidoglikan tabakanin parcalanmasini saglayarak, dis yiizeyine bakteriyel
baglanmay1 inhibe ederek, bakteri aggregasyonunu saglayarak, bakterilerin glikoz
alimmmii inhibe ederek ve bu sayede asit iiretimini engelleyerek ve son olarak

Streptococci zincirlerini pargalayarak gosterdigini bildirmislerdir (5).

Lassiter ve ark. (1987) yaptiklar1 ¢alismalarinda laktoferrinin bakteriostatik veya
bakterisidal etkisini gostermislerdir (150). Nikawa ve ark. ve Soukka ve ark. (1993)
laktoferrinin bakteriostatik etki mekanizmasinin demir iyonuna yiiksek ilgisine bagl
olarak ortaya c¢iktigini, ayrica bakteri hiicre duvarina direkt etki ettigini ve ozellikle
apolaktoferrinin bakterisidal etki gosterdigini bildirmislerdir (151, 152). Yapilan bazi
calismalarda, demirden bagimsiz Apo-LF ve demire bagli Fe-LF sekline iki farkli
formda bulundugu gosterilmistir. Bu ¢alismalarda, LF’nin bakteriyel tutunmayi demire
baglanarak sagladigi goriilmiis ve Apo-LF’nin bazi bakteri tiirlerinin tiremesini geri
dontigiimsiiz olarak onledigi bildirilmistir (153). Berlutti ve ark. (1989 ve 2004), hem
Apo-LF’nin hem de Fe-LF’nin S. mutans’larin serbest veya LF ile kapli dental polimere

ve hidroksiapatitlere baglanmasini 6nledigini gostermislerdir (154, 155).

Bir literatiir derlemesinde, insan siitiinde 1-3 mg/mL, inek siitiinde ise 0,1- 0,4
mg/mL bulunan ve agiz yoluyla verilen LF’nin, ¢esitli hayvan ¢aligmalari ve insanlarda
yapilan klinik c¢aligmalarda, bagirsaklardaki yararli bakterilerin sayisinin artmasini,
enfeksiyonlarin iyilesmesini, oral candida enfeksiyonlarinin baskilanmasini saglamak
gibi sagliga yararli etkileri oldugunun gosterildigi bildirilmistir (156). Teraguchi ve
ark. (2004) tarafindan da, fareler % 2 LF igeren inek siitiiyle beslendiklerinde S.

mutans larin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde baskilandig1 gosterilmistir (157).

Tenovuo ve ark. (1989), LF’nin antimikrobiyal mekanizmasinin, bakteriyi
demirden yoksun birakarak durdurucu bir etki gdstermesi, dis ylizeyinde bakteriyel
yapismay1 inhibe etmesi ve fagositik hiicreleri aktive etmesi ile ortaya c¢iktigimni

bildirmislerdir (5).

Calismamizda, daha once viicudun c¢esitli bolgelerindeki mikroorganizmalar

tizerinde etkili oldugu gosterilmis olan lizozim ve laktoferrinin agiz ortaminda yerel
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olarak uygulanmasimi saglayabilecek c¢esitli tasiyict sistemlerin  kullanildig:
formulasyonlar gelistirilmistir. Bu formulasyonlarin, agizda ciiriik yapici oldugu iyi
bilinen S. mutans, S. sobrinus, L. acidophilus tizerindeki etkinligini degerlendirerek, en

etkili tagiyici sistem ve formulasyonun belirlenmesi amaglanmustir.

5.4. Tasiyic1 Sistemlerin Tartisilmasi

5.4.1. Lipozomal Tasiyici Sistemlerin Tartisiimasi

Lipozomal tasiyici sistemler ile hazirlanan ilaglarin son yillarda popiilarite
kazandigin1 bilinmektedir (158). Pol ve ark. ve Childers ve ark. (1996) yaptiklari
calismalarinda, etken maddelerin fosfolipid yapidaki lipozom sisteminden yavagca

saliverilmesinin penetrasyon kapasitesini arttirdigini gézlemlemislerdir (159, 160).

Termoreversible hidrojeller ile ve baska ilag tasiyict sistemler ile birlikte
uygulanan antibiyotik igeren formulasyonlarin, bakteriyel yapigsmay1 azaltarak

kolonizasyonu ve biyofilm gelisimini 6nledigi bildirilmistir (101).

Rudney ve ark. (1999) yaptiklar1 g¢alismada, proteinlerin tek basina higbir
bakteri grubuna tam olarak yapismayi saglayamadigini ve etkisiz hale getirmede
giiclinlin yetmedigini bildirmisler ve biitiin proteinlerin birlikte kiimiilatif bir etki

olusturabilecegini gostermislerdir (161).

Jones ve ark. (1993) triklosanin lipozomlar ile tasmarak kullanildiginda,
agizdaki S. sanguinis ve S. mutans’a karsi serbest ilag olarak kullanildigindan daha
etkili oldugunu gostermislerdir (11). Kim ve ark. (1999) ise, ¢ok toksik antibakteriyel
bir ajan olan vankomisinin Kkatyonik lipozom ile tasindiginda S. aureus’a etkili

oldugunu gostermislerdir (162).

Aralarinda su fazinin bulundugu lipid tabakalarindan olusan kiiresel ve mikron
boyutunda vezikiiller olan lipozomlarin igeriginin, bakteri hiicre duvariyla aym
ozelliklere sahip olmas1 nedeniyle bakteri hiicresine dogal olarak tasindig: bilinmektedir
(162, 11, 163). Jones ve Chapman (1994), lipozomal tastyici sistemlerin, hidrofilik ve

hidrofobik yapidaki ilaglarin uzun siireli tasinmasinda kullanilmasinin uygun oldugunu
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bildirmislerdir. Bunun yanisira, ¢alismalarinda bu sistemlerin ilacin yan etkilerini
azaltarak ilacin etkinliginin artmasma katkida bulundugunu goézlemlemislerdir.
Lipozomlarin, hidrofilik ve hidrofobik yapilar1 nedeniyle, ilacin mikroorganizmalarin
hiicre zarma kolaylikla taginabilmesi ve bakteri hiicre zariyla ayni 6zellikte olmasi etken
maddelerin lipozoma ilgisini arttiracagindan kontrollii saliniminin gergeklesebilecegini

bildirmislerdir (164).

5.4.2. Poloxamer 407 (jel) Polimer Sistemlerinin Tartisilmasi

Agiz boslugunda enfeksiyon, enflamasyon ve kanserin tedavisinde topikal olarak
uygulanan ilag¢ tasiyici sistemlerin uygulanmasinin kolay olmasi, uygulandig: alanda iyi
tutunmasi, istenmektedir. Uygulama sonrasinda bu formulasyonlarin elastik 6zellikler

gostererek, ilacin kontrollii bir sekilde salinmasini saglamalar1 gerekmektedir (24, 165).

Cesitli ilaglarin  kotrollii olarak viicuda verilmesinde ilacin aktivitesinin
korunmasi, organizma tarafindan iyi tolere edilmesi, uygulamanin kolay olmasi gibi
nedenlerle tasiyici sistem olarak termoreversible 6zellige sahip (1siyla form degistiren)

Poloxamer 407 polimerinin kullanilmas1 6nerilmektedir (166).

Calismamizda gelistirilen jel formulasyonlarda da tastyici sistem olarak
Poloxamer 407 polimeri kullanilmistir. Bu polimerin % 10, % 15 ve % 20 a/a
konsantrasyonlarda kullanimmin tercih edildigi yapilan calismalarda goriilmiistiir.
Jones ve ark. (2009) yaptiklart ¢alismalarinda, viicut sicakliginda mukoadeziv
ozellikler gosteren % 20 a/a konsantrasyondaki Poloxamer 407 polimerinin agiz
boslugunda kontrollii olarak ila¢ verilmesi i¢in potansiyel olarak uygun oldugunu

bildirmislerdir (167).

Calismamizda da Poloxamer 407 polimeri % 20 a/a konsantrasyonda
kullanilmistir. Bu oranda uygulanan Poloxamer 407 polimeri ¢alismamiz sirasinda, oda
sicakliginda sol, viicut sicakliginda (37°C’de) jel formuna (termoreversible)
dontigmiistiir. % 20 a/a konsantrasyonundaki Poloxamer 407, 37°C’de deformasyona
dayanikli bir haldedir. Yani yiiksek elastisiteye sahiptir ve viskoelastik bir 6zellik

gostermesi beklenmektedir.
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Nilsen IW ve ark. (1999), sogukla aktive olan lizozim benzeri enzim yapisindaki
Chlamysin’in gram pozitif ve gram negatif bakteriler lizerindeki antibakteriyel etkisini
degerlendirdikleri ¢calismlarinda, bu enzimin diisiik pH’da (4,5-6,2) ve diislik sicaklikta
(4-35 °C’de) bakterileri inhibe ettigini gézlemlemislerdir (168).

Poloxamer 407 polimeri ile hazirlanan jel sistemine Lizozim ve LF entegre
edilerek hazirlanan jel formulasyonlar1 ¢alismamizda, agiz mukozasinin pH’sinin 7,4
olmasina karsin, etken maddelerden Lizozimin enzim yapisinda olmasi ve asidik pH’da

daha yiiksek etki gostermesi nedeniyle pH 5,0’da hazirlanmistir.

Calismamizda kullanilan Lizozim ve LF gibi etken maddelerin protein yapida
olmalar1 nedeniyle bu maddelerin lipozomal tasiyict sistemler tarafindan taginmasinin
uygun olabilecegi ve lipozomal tasiyici sistemlerle ile birlestirilen etken maddelerin
Poloxamer 407 polimeri ile entegre edildigi gruplarimizda, ilacin hem agiz boslugunda
daha uzun siire kalabilecegi hem de daha kontrollii salimimi ile antibakteriyel

etkinliginin bir miktar daha arttirilabilecegi diistintilmiistiir.

5.5. Klorheksidinin Antibakteriyel Etkisinin Tartisilmasi

Klorheksidin, agizdaki biyofilmin kontroliinde etkisi goriilen bir altin standart
olarak kabul edilmektedir. Verkaik MJ ve ark. (2011) yaptiklar1 biyofilm
caligmalarinda antimikrobiyal dis macunlarinin agiz mikroorganizmalari lizerine etkisini
% 0,2°1ik CHX gargara ile karsilagtirmislar ve kontrol grubu olarak tampon ¢ozeltisi
kullanmiglardir (169). CHX, kapsamli bir sekilde {izerinde calisilan ve plak olusumunu,
gingivitisi Onleyen ve antimikrobiyal ajanlar arasinda siklikla tercih edilen bir
preparattir. Antibakteriyel etkisi ¢ok yiiksek olan ve bu etkiyi uzun siire devam
ettirebilen ikinci jenerasyon bir agiz antiseptigidir (170). CHX’nin, ¢ok gii¢lii bir
antimikrobiyal ajan olmasinin yaninda en onemli avantajlarindan biri antibakteriyel
aktivitesini koruyarak c¢ok farkli yiizeylere baglanabilme yetenegidir. Yavas salinim
yaparak etkili konsantrasyonda devam edebilmesi s6z konusu olmaktadir. Bu 6zelligi
‘etki siiresini uzun siire devam ettirebilme kapasitesi’ olarak bilinmektedir. CHXin,
ag1z boslugunda baglandig1 yiizeylerde uzun siire antiseptik etkisi kalabilmekte ve etkili

dozlarda yavas salinim yaparak antimikrobiyal etkisini garanti altina almaktadir (171).
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Agar kiiltiirii teknikleriyle yapilan bazi calismalarda, CHX’li agiz gargarasiyla
calkalama yapildiktan hemen sonra goriilen antibakteriyel etki ve 7 saat sonra biyofilm
lizerine goriilen etki degerlendirilmistir. Hemen sonrasinda yapilan degerlendirmelerde
% 72-87 oraninda basar1 goriiliirken, 7 saat sonrasinda % 58-88 basar1 gorilmiistiir
(172, 173). Buna karsin, Cousido ve ark. (2010) yaptiklar1 ve farkli konsantrasyonda
CHX gargaralarin (0,12 ve 0,2) hemen ve 3 ve 7 saat sonrasindaki etkilerinin
karsilastirildigi calismalarinda hemen degerlendirme sonrasinda % 90 oraninda basari
goriiliirken, 3 saat sonrasindaki basarinin % 20 oldugu, 7 saat sonrasindaki basarinin %

14 oldugu gorilmiistiir (22).

Calismalarda cesitli ajanlarin antimikrobiyal etkilerinin degerlendirilmesinde
kontrol grubu olarak altin standart olarak kabul edilen klorheksidin glukonatin
kullanildig1 goriilmektedir (62, 55). Calismamizda da gelistirilen ve Lizozim ve
Laktoferrin igeren formulasyonlarin MIK degerleri % 0,2’lik klorheksidin glukonat
gargara (Klorhex®, Drogsan) ile karsilastirilmistir. S. mutans ve S. sobrinus biyofilm
olusumu {iizerine etkilerinin degerlendirilmesinde ise, kontrol grubu olarak 900 ppm F~
igeren % 0,2’lik klorheksidin diglukonat jeli (Cervitec® Gel, Ivoclar Vivadent, Schaan,
Liechtenstein) kullanilmistir.

5.6. Minimal Inhibisyon Konsantrasyonu Deneyinin Bulgularinin

Tartisiilmasi

Minimal Inhibisyon Konsantrasyonu (MIiK) Deneyinin bulgular1 5,0 pH’da
¢oziicli olarak kullanilan Sorensen’s tampon ¢ozeltisinin (1. Grup), Lizozim ve LF nin
tampon ¢oOzeltisi i¢inde c¢oziindiiriilerek olusturulan 3. Grup’taki formulasyonun,
DLD’nin tampon solusyonu igerisinde ¢Oziinmesi ile hazirlanan lipozom
formulasyonunun (5. Grup) ve Lizozim ve LF’nin tampon ¢0zeltisi i¢inde
¢oziindiirtildiikten sonra, DLD ile karistirilarak hazirlanan 7. Grup’taki formulasyonun

S. sobrinus, S. mutans ve L. acidophilus suslarina kars1 etkili olmadigini géstermistir.

Yalniz Pluronic F-127° marka poloxamer 407 polimerinin kullamldig jel
formulasyonunun (2. Grup), Lizozim ve LF’nin tampon c¢ozeltisi iginde

¢oziindiiriildiikten sonra Pluronic F-127° marka poloxamer 407 polimeri ile
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birlestirilerek hazirlanan 4. Grup’taki formulasyonun, poloxamer 407 polimeri, tampon
solusyonu igerisinde ¢Ozilindiiriildiikten sonra DLD ile karistirilarak hazirlanan
formulasyonun (6. Grup) ve Lizozim ve LF’nin tampon ¢ozeltisi iginde
¢oziindiiriildiikten ve poloxamer 407 polimeri ile karistirildiktan sonra DLD’nin ilave
edilmesiyle olusturulan formulasyonlarin (8.Grup) da, bakteri suslar1 {iizerinde
inhibisyon gdsterebilmesi i¢in klorheksidine oranla daha yiiksek konsantrasyonlarda

kulanilmalar1 gerektigi goriilmiistiir.

Inhibisyon etkisi gosterdigi belirlenen 2., 4., 6. ve 8. Grup’taki formulasyonlarin
icerisinde bulunan lizozim, LF, poloxamer 407 polimeri ve DLD (lipozom) S.
sobrinus’a etki gosterebildigi konsantrasyonlarin da S. mutans ve L. acidophilus

suslarina etki edebilen konsatrasyonlara oranla % 50 daha diisiik oldugu goriilmustiir.

Lizozim, LF gibi tiikiiriikk proteinlerinin ve poloxamer 407 polimeri, lipozom
gibi tasiyict sistemlerin katyonik yapida olmalari nedeniyle bakterilerin hiicre zarindaki
por yapilarina veya hiicre i¢cine dogru gecis gosterebilme o6zellikleriyle bakterilerin
pargalanmasina neden olduklar1 bilinmektedir (174). Yapilan ¢alismalarda, LF’nin S.
aureus ve C. albicans n sitoplazmik zarindan gegerek hiicresel igeriklerini pargaladigi
bildirilmistir (175, 176). Calismamizin bu sistemleri igeren formulasyonlarin bakteri
suslart tlizerine gosterdigi inhibisyon etkisini gosteren bulgulart bu caligmalarin

sonuclarini destekler niteliktedir.

Huo L ve ark. (2011), tiikiirik peptidlerinin S. sanguinis, S. gordonii ve S.
mutans’a karsi antibakteriyel etkilerini degerlendirdikleri in vitro ¢alismalarinda, S.
mutans’in tiikiiriik peptidlerinin antibakteriyel etkilerinden engok etkilenen bakteri susu
oldugunu bildirmiglerdir. S. sanguinis ’un diger suslara oranla 2-4 kat daha yiiksek

minimal inhibisyon konsantrasyonunda etki oldugunu gézlemlemislerdir (55).

MIK deneyi sonuglarina bakildiginda, tiim gruplardaki formulasyonlarm S.
sobrinus, S. mutans ve L. acidophilus suslart fizerinde etkili olduklan
konsantrasyonlarin, CHX kontrol grubunun konsantrasyon degerinden ¢ok daha yiiksek
oldugu goriilmiistiir. CHX’in ¢ok diisiik MIK degerlerinde S. sobrinus, S. mutans ve L.

acidophilus suslarmi 6ldiirdiigii belirlenmistir.
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Huo L ve ark. (2011), tiikiiriik peptidlerinin S. sanguinis, S. gordonii ve S.
mutans’a karsi antibakteriyel etkilerini CHX kontrol grubuyla karsilastirdiklar:
caligmalarinda, tiikiiriik peptidlerinin bakteri suslarina CHX ile ayn1 minimal inhibisyon
konsantrasyon degerinde etkili oldugunu ve benzer inhibisyon etki gosterdiklerini

bildirmistir (55).

5.7. Biyofilm Deneyi Bulgularimin Tartisilmasi

Calismamizin biyofilm deneyi bolimiinde, deney gruplarinda yer alan sekiz
farkli formulasyonun S. sobrinus ve S. mutans suslari ile hidroksiapatit disk ylizeyleri
lizerinde yapay olarak olusturulan biyofilme etkisi degerlendirilmistir. Bu deneyin
bulgulari, deney gruplarindan higbirinin biyofilm olusumu tizerinde klorheksidin jeli
kadar etkili olamadigint goéstermistir. Bununla birlikte, her iki sus iizerinde de 4.
Grup’ta yer alan ve Lizozim ve LF igeren ve Poloxamer 407 polimerinin tastyici sistem
olarak kullanildig1 formulasyonun etkisinin diger tiim gruplara goére daha yiiksek
inhibisyon aktivitesi gosterdigi belirlenmistir. Bu grubu da, formulasyona DLD
(lipozom) ilave edilen 8. Grup izlemistir. Tim gruplara bakildiginda jel
formulasyonlarinin diger gruplara gore, biyofilm olusumu lizerinde daha yiiksek etki
gosterdigi goriilmiistiir. Yalniz Sorensen’s ¢ozeltisi igeren tampon solusyonu ise, higbir
islem uygulanmayan disklerin bulundugu pozitif kontrol grubuna gore S. sobrinus
biyofilm olusumu iizerinde istatistiksel olarak anlamli etki gosterirken, S. mutans

tizerinde etkili olmadig1 izlenmistir.

Anyonik ve katyonik lipozomlarin S.oralis biyofilmleri iizerinde etkili oldugu
daha once gosterilmistir (177). Calismamizda bu nedenle katyonik bir fosfolipid olan
DOTAP kullanilmigtir. Hem yalniz basina olan lipozom, hem de etken madde ile
birlikte lipozom uygulandiginda etkinligin bir miktar daha arttifi yani lipozomun

etkinlige bir miktar katkisinin oldugu gézlemlenmistir.

Poloxamer 407 polimeri ile hazirlanan 8. Grup ve DLD eklenerek hazirlanan 7.
Grup arasindaki farkliliga bakildigida, 8. Grup’ta olusturulan formulasyonda S. sobrinus
ve S. mutans biyofilmlerinde canli bakteri sayilarinin daha az olmasi, poloxamerin

biyofilm olusumu {izerine olan etkiyi arttirdigin1 gostermektedir.
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Bu deneyin bulgular1 deney ve kontrol gruplarinin 24 saatlik biyofilm {izerindeki
etkilerini gostermektedir. Calismamiz, 48 saat, 72 saatlerde de etkinliginin
degerlendirildigi (daha uzun siire olmamak kaydiyla) kinetik ¢alisma olarak devam
ettirilseydi, etken maddenin daha fazla salinabilmesi miimkiin olacagi icin, jellerin
inhibisyon etkisinin artabilecegi diisiiniilmektedir. Etken maddelerin ve tasiyict sistem
olan Poloxamer 407 polimerin suda ¢o6ziinen hidrofilik yapilar1 olmasi ve etken
maddenin tasiyict sisteme olan yiliksek ilgisi nedeniyle etken maddenin yavasca ve
kontrollii bir sekilde saliniminin gergeklestigi bilinmektedir (178). Etken madde ve
tasiyict sistemin rekonstitliye (yeniden yapilandirilarak) olarak hazirlanmasinin da ilacin

etkisini arttiracagi diisiniilmektedir.

Baffone W ve ark. (2011), % 0, 2’lik CHX ve Meridol, Buccagel, Listerine,
Curasept gibi 4 farkli agiz gargarasinin, olusan bakteriyel biyofilm {izerinde etkileri
kargilastirmiglardir. Titanyum kapli diskler iizerlerine S. mutans, S. aerous ve
Pseudomonas aeruginosa bakteri siispansiyonu uygulandiktan sonra farkli zamanlarda
(16,5, 40,5, 64,5 saat) inkiibe edilmistir. Calisma sonucunda, Curasept, Listerine ve
Meridol’un inhibisyon aktivite degerlerinin siireyle ters orantili olarak degistigi
goriilmiistiir. CHX’in inhibisyon aktivite degerlerinin ise zamana bagli olarak arttig1
gozlemlenmistir (84). Stewart ve ark. (2003) ise, CHX’in 5 dakikada biyofilmin daha
derin tabakalarina difiize olabilmeleri nedeniyle streptokoklarin olusturdugu biyofilmde
etkilerinin sinirli oldugunu bildirmislerdir (179). Etken maddenin zaman igerisinde

(kinetik profil) kontollii saliverilmesi ayr1 bir ¢alisma olarak diisiiniilmelidir.

Veyries ve ark. poloxamer 407 bazli formulasyonlarin vankomisinin kontrollii
salinmasina uygun oldugunu bildirmislerdir. Bu calismada, ayn1 zamanda poloxamer
407°nin antiadeziv aktivitesi de goOsterilmistir. Bu da, bakteriyal adezyonu
siirlandirabilecegi sonucunu dogurmustur ve arastirmacilar poloxamerin kemik
enfeksiyonu tedavisi veya onlenmesinde ve protez uygulamalarinda kullanilabilecegini

savunmuglardir (166).

Arslan ve ark. (2009) LF igeren yapay tiikiiriigiin uygulandigi cam disklerde
biyofilm olusumuna etkisini degerlendirdikleri c¢alismada, o6zellikle S. gordonii’nin

baglanmasin1  Onledigini bildirmislerdir. Apo-LF varliginda, S. mutans ve S.
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gordonii’nin  baslangigtaki  tutunmasinin  engellendigini  gostermisglerdir  (153).
Calismamizda da bu sonuclarla uyumlu olarak, lizozim ve laktoferrin igeren jel
formulasyonlar1 hidroksiapatit diskleri lizerinde S. sobrinus ve S. mutans biyofilmi
olusmasmi engellemis ve sayillan canli bakteri miktarinin diisik oldugu

gbzlemlenmistir.

llgili ¢alismalar incelendiginde, klorheksidin glukonatin dis biyofilmi {izerine
etkili oldugu gorilmektedir. Bununla birlikte, bu etki biyofilmdeki tiim
mikroorganizmalar1 ayni1 anda 6ldiirmek bi¢iminde ortaya ¢ikmamaktadir. Titanyum
diskler lizerinde onceden olusturulmus ve c¢esitli suslardan olusan biyofilmler iizerinde
cesitli antimikrobiyal ajanlarin etkisinin degerlendirildigi bir ¢alismada, % 0,02’lik
klorheksidin glukonatin S. mutans biyofilmi ilizerinde % 55,36 oraninda inhibisyon
aktivitesi gosterdigi, bunun yaninda S. aureus iizerindeki etkisinin ise % 100 oldugu
bildirilmigtir. S. mutans biyofilmi {lizerinde CHX’in inhibisyon aktivitesinin zaman
gectikce arttigl da goriilmiistiir (84). Calismamizda kullanilan % 0,2°1lik klorheksidin
diglukonat jeli hem S. mutans hem de S. sobrinus biyofilm olusumlarimi % 100

Onlemistir.

Calismalarin bulgular1 arasindaki bu farkin c¢alismalarin yontemlerindeki
farkliliktan ileri geldigi disliniilmektedir. Calismamizda etkinligi degerlendirilen
formulasyonlar veya CHX otoklavda steril edilen hidroksiapatit diskler iizerine
siriildiikten sonra, {izerine mikroorganizma suslart ve besiyeri eklenmis; olusan
biyofilmdeki canli bakteri miktarlar1 sayilmistir. Bu bulgularin 1518inda, CHX’in S.
mutans biyofilminin olugsmasini 6nlemede, olusmus biyofilmi temizlemeye gore daha
basarili oldugu ileri striilebilir. Calismamizda etken madde olarak c¢esitli tasiyici
sistemler ile birlikte kullanilan ve antibakteriyel etkinligi degerlendirilen Lizozim ve
Laktoferrin tiikiiriikkte bulunan glikoproteinler oldugundan, ayni agizdaki biyofilm
olusumunda oldugu gibi biyofilm olusturulmadan once disk yiizeylerine yerlestirilmis

ve daha sonraki biyofilm olusumu degerlendirilmistir.

Dis hekimligi literatiirii incelendiginde, etken madde olarak lizozim ve
laktoferrin igeren ve Poloxamer 407 polimerinin veya DOTAP’1n tasiyici sistem olarak

kullanildig1 bir iriinle ilgili yayimlanmis bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Bu nedenle
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calismamiz, bu yeni formulasyonlarin gelistirildigi ve agizdaki biyofilmde bulunan
mikroorganizmalar iizerindeki etkilerinin degerlendirildigi 6zglin bir ¢aligmadir.
Bununla birlikte, bulgularinin  karsilastirilabilecegi ¢ok az sayida ¢alisma
bulunmaktadir. Bu c¢alismalar da genellikle lizozim, laktoferrin (LF) veya
laktoperoksidaz (LPO) sistemi igeren ticari {iriinlerin etkisinin degerlendirildigi

calismalardir.

Lizozim, LF ve LPO’yu iceren Bioxtra® dis macununun ve tiikiirigin
antibakteriyel sistemlerinden LPO, SCN’ iyonunu ve hidrojenperoksidazi igeren ve
piyasada Biotene® ticari adiyla bilinen bir dis macununun karyojenik
mikroorganizmalar iizerine antibakteriyel etkilerinin degerlendirildigi in vivo
calismalarda, tiikiiriik antimikrobiyal proteinlerini ve sistemlerini igeren dis
macunlarinin bu bilesenleri igermeyen kontrol gruplarina oranla bir miktar daha fazla
antimikrobiyal etki gosterdikleri bildirilmistir (180, 18, 96). Bununla birlikte, igerisinde
LPO sisteminin bulundugu Zendium Saliva® marka dis macununun antibakteriyel
etkisinin degerlendirildigi in vivo ¢alismalarda, bu dis macunlarinin agiz hastaliklarinin
onlenmesinde etkili olmadigi, dis ¢liriigii olusumunu 6nleyemedigi ve S. mutans’a karsi

antibakteriyel bir etki gostermedigi goriilmiistiir (181, 12).

Calismamizin sonuglarma bakildiginda hazirlanan biitiin formulasyonlarin S.
sobrinus, S. mutans ve L. acidophilus suslarina karsi farkli oranlarda antibakteriyel etki

gosterdigi goriilmektedir. Lizozim, Laktoferrin ve Pluronic® %’

(Poloxamer) igeren
formiilasyonlarin antibakteriyel etkilerinin diger formulasyonlara oranla daha fazla
oldugu goriilmiisiir. Bununla birlikte, formulasyonlarin uzun dénem kullaniminin

degerlendirilmesi agisindan sitotoksisite ¢alismalarina ihtiyag duyulmaktadir.
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6. SONUCLAR

Minimal inhibisyon Konsantrasyonu (MIK) deneyi bulgularma gore S. sobrinus,
S.mutans ve L. acidophilus suslar1 iizerine % 0,2’lik klorheksidin glukonat
gargaranin (Klorhex®, Drogsan) c¢ok diisiik konsantrasyonlarda bile etkili

oldugu goriilmiistiir.

Poloxamer 407 polimeri ile hazirlanan tiim formulasyonlar, Lizozim ve
Laktoferrin i¢eriginden bagimsiz olarak S. sobrinus, S.mutans ve L. acidophilus
suslar1 tlizerine inhibisyon géstermis ve S. sobrinus iizerine diger suslara gore

daha diisiik konsantrasyonda (% 50) da etki ettigi belirlenmistir.

DLD (lipozom) yalnizca Poloxamer 407 polimeri ile birlestiginde bakteri suslari
izerinde inhibisyon gostermis, tek basina veya Lizozim ve Laktoferrin ile

birlikte kullanildiginda inhibisyon goériillmemistir.

Sorensen’s Cozeltisi ile hazirlanan tampon solusyonu, Lizozim ve Laktoferrin

iceren tampon solusyonu da bakteri suslari iizerinde etkili olmamustir.

Biyofilm deneyinin bulgularina gore, % 0,2’lik klorheksidin diglukonat iceren
jel (Cervitec® Gel, Ivoclar Vivadent, Schaan, Liechtenstein) S. sobrinus ve S.
mutans biyofilmlerinin olusumunu tam olarak 6nlemis ve diger deney gruplarina
ve pozitif kontrol grubu ile aralarindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu

belirlenmistir (p= 0, 0001).

MIK deneyinde oldugu gibi, biyofilm deneyinde de Poloxamer 407 polimeri ile
hazirlanan jel formulasyonlar1 S. sobrinus ve S. mutans biyofilmlerinin
olusumunu 6nlemede diger deney gruplarina gore iistlin bulunmuslardir. Bu
gruplar arasinda en yiiksek etkiyi her iki sus lizerinde de Lizozim, Laktoferrin
iceren ve tastyici sistem olarak Poloxamer 407 polimerinin kullanildigr 4. Grup

gostermistir (p<0,05).
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7)

8)

9)

10)

S. sobrinus biyofilmi olusumu {iizerinde diger tiim deney gruplart farkli
diizeylerde inhibisyon aktivitesi gdstermis ve higbir islem yapilmayan pozitif
kontrol grubu ile aralarindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu

gorilmistiir (p<0,05).

S. mutans biyofilmi olusumu {izerinde ise Sorensen’s Cozeltisi ile hazirlanan

tampon solusyonunun herhangi bir etkisi olmamustir.

Calismamizda hazirlamis oldugumuz Lizozim ve Laktoferrin igeren
formulasyonlarin, agizdaki plakta bulunan ve c¢iiriik olusumunda etkili oldugu
bilinen S. sobrinus, S. mutans ve L. acidophilus suslar1 {izerinde etkinligi,
piyasada preparatti mevcut olan klorheksidin jeli ile karsilagtirildiginda
klorheksidinden daha iistiin olmamakla birlikte, klorheksidinden daha giivenilir
olmasi, dis hekimliginde antimikrobiyal/antiplak ajan olarak klinikte etkin
olarak kullanilabilecegi ve yeni bir formulasyon olarak ila¢ piyasasinda yer
alabilecegi diisliniilmiistiir. Bunun ig¢in sitotoksisite ve hayvan deneyleri

yapilmasi gerekmektedir.
Calismamizdaki formulasyonlarimizda yer alan maddelerin daha uzun siireli etki

gosterecegi diisiiniilerek, ileriki c¢alismalarda bu maddelerin stabilitesi ve

etkinliginin kinetik olarak degerlendirilmesi gerektigi diisiiniilmektedir.
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