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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

Dental Plak Olusumundan Sorumlu Mikroorganizmalarin Bazi Gelisme Parametreleri ve Bitki

Ekstraktlarina Direnclilikleri
Burcu Tiirkmen
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Dog. Dr. Evrim Giines Altuntag

Dental plak agiz boslugunda bulunan bir biyofilm yapisidir. Dis ¢lirigii ve dis eti hastaliklar1 gibi
onemli halk saglig1 problemlerinin en temel nedeni dental plak olusumudur. Bu nedenle, agiz ve dis
sagligint korumak i¢in biyofilm yapilarinin olusumunu engelleyecek Onlemlerin alinmasi
gerekmektedir. Bazi bitki ekstraktlarinin biyofilm olusumunu engelleyici etki gosterdigi
bilinmektedir. Dolayist ile glinlik diyetimizde yer alan bitkisel gidalar agiz ve dis sagliginin

korunmasi agisindan 6nem arz etmektedir.

Bu tez calismasinda, dislerde dental plak olusumundan sorumlu bazi bakterilerin gelisim kosullar
belirlenmis, dental plak olusturma diizeyleri saptanmis ve bazi bitki ekstraktlarinin biyofilm {ireten
bakteriler tizerindeki antimikrobiyal etkisi arastirilmigtir. Bu amag¢ dogrultusunda dislerde dental
plak olusturdugu bilinen, agiz boslugundan izole edilmis 9 bakteri susunun ve standart olarak
secilen Streptococcus mutans ATCC 25175 bakterisinin, dis dolgu materyali iizerinde biyofilm
olusturmasi saglanmistir. Dolgu materyali iizerinde tutunan bakteri sayilar1 kob/mm? olarak tespit
edilmistir. Calismanin ikinci kisminda ise giinliik diyetimizde sik¢a tiikkettigimiz yesil ¢ay, siyah
cay, thlamur, zerdecal ve tarcindan elde edilen ekstraktlarin dental plak olusumdan sorumlu
bakteriler tizerindeki inhibisyon etkisi incelenmistir. Elde edilen verilere gore; bakterilerin, bulk-fill
kompozit rezin yiizeyinde 3,9x10* kob/mm? ile 7,4x10* kob/mm? araliginda, S.mutans’in ise
5,2x10* kob/mm? diizeyinde tutundugu saptanmustir. Bitki ekstraktlarimn antimikrobiyal
aktivitelerinin bakteriler {izerinde degisik oranlarda etki gdsterdigi; sirasi ile tarcin, zencefil ve

yesil cayin en fazla inhibitor etki gosteren bitkiler oldugu tespit edilmistir.
2018, 86 sayfa

Anahtar kelimeler: Biyofilm, dental plak, bitki ekstraktlari, antimikrobiyal aktivite



ABSTRACT
Master Thesis

Some Growth Parameters and Resistance to Plant Extracts of Microorganisms Responsible for the

Formation of Dental Plaque
Burcu Tiirkmen
Ankara University Biotechnology Institute
Assoc.Prof. Evrim Giines Altuntas

Dental plaque is a biofilm structure in the oral cavity. The formation of dental plaque is the most
basic reason for important public health problems such as tooth decay and periodontal disease. For
this reason, precautions that will prevent the formation of biofilm structures must be taken to
protect the public health. It is known that some plant extracts have an inhibitory effect on biofilm
formation. Therefore, vegetative foods in our daily diet are important in terms of protection of

mouth and dental health.

In this thesis, the developmental conditions of some bacteria responsible for the formation of dental
plaque in the teeth is identified, the level of dental plaque formation is determined, and the
antimicrobial effect of some plant extracts on the biofilm producing bacteria is investigated. For
this purpose, 9 bacterial strains isolated from oral cavity known to form dental plaque on teeth
surface and Streptococcus mutans ATCC 25175 bacteria selected as standard were ensured to
create biofilm on restorative material. In later stages, the bacteria humbers on the restorative
material were determined as cfu /mm?®. In the second part of the study, the inhibitory effects of
green tea, black tea, linden, sage, ginger and cinnamon extracts, which we often consume in daily
life, on bacterial responsible for dental plague formation was examined. As a result of the study,
the bacteria which is isolated from the teeth and found to form biofilm were determined to be in the
range of 3.9 x 10* ¢fu / mm? to 7.4 x 10* c¢fu / mm? on the bulk-fill composite resin surface and
S.mutans is 5.2 x 10* cfu / mm? . It has also been found that all of the plant extracts have
antimicrobial activity at different levels. It was found that cinnamon, ginger and green tea had the

highest inhibitory effect with order.
2018, 86 pages

Keywords: Biofilm, dental plaque, plant extracts, antimicrobial activity
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1. GIRIS

Dis ciiriikleri ve periodontal hastaliklar insanlar tarafindan 6nemli hastaliklar olarak kabul
edilmeseler de gerek yayginliklari, gerekse tedavi edilmemis vakalarin ¢oklugu g6z oniine
alindiginda ciddi saglik problemleri olduklar1 gériilmektedir. Diinya Saglik Orgiitii’niin
2003 yilinda yayinladigi rapora gore gelismekte olan iilkelerde agiz sagligi hizmetleri
yeterli diizeyde sunulmamaktadir (1). Bunun nedeni; agiz ve dis sagligi igin uygulanan
tedavi maliyetinin fazla olmasi ve gelismis tilkelerde en pahali tedaviler arasinda dordiincii
sirada bulunmasidir. Bu durum, diinya genclinde hastaliklarin tedavi edilmesi kadar
hastaliklar1 onleyici tedbirlerin alinmasini da sart kosmaktadir. Agiz sagligi s6z konusu
oldugunda ilk akla gelen saglik problemi dis ¢iiriikleridir ve dis ¢lirigii patogenezinin
birinci asamasi ise dental plak olusumudur (2). Dental plak en iyi tanimlanmis biyofilm
yapilarindan birisidir. Plak igerisinde yaklasik 1000 mikroorganizma tiirii bulunmaktadir.
Bu mikroorganizmalarin bir kismi1 agiz sagligi i¢in faydali iken, biiyiik ¢ogunlugu insanlar
icin patojendirler (3). Streptococcus mutans, dental biyofilm olusumuna katilan ve
biyofilmin biiylimesine katki saglayan, bilinen en karyojenik bakteridir. Biyofilm
icerisindeki bakteriler ekzopolisakkarit (EPS) adi verilen bir matriks igerisinde gomiilii
olarak bulunurlar (4). Biyofilm yapis1i bakterilere; besinlere ulasim kolayligi ve
antimikrobiyal maddelerden, olumsuz pH ve ozmotik basing gibi ¢evresel kosullardan
koruma gibi avantajlar saglamaktadir (5). Biyofilm olusumu bakterilerin bir yiizeye
tutunmalar1 ile baglar. Dental plak olusumunda ise bakteriler, agiz temizliginin hemen
ardindan dis yiizeyinde olusan pelikiil tabakasina tutunurlar. Ilk tutunan bakteriler erken
plak bakterileri olan Streptokoklar, Laktobasiller ve Actinomyces tiirleridir (6). Bu
bakterilerin ortak 6zelligi Gram pozitif olmalar1 ve dis minesi ylizeyine tutunabilmeleridir.
Prevotella spp, Porphyromonas spp, Neisseria ve Capnocytophaga tiirleri gibi Gram
negatif bakteriler ise, anaerobik ortamda optimum gelisebildikleri i¢in dis eti olugu gibi

dokulara tutunurlar ve dis eti iltihab1 gibi hastaliklara sebep olurlar (4).

Bitki ekstraktlar1 ¢ok eski zamanlardan beri, pek cok hastaligin tedavisinde ilag olarak
kullanilmaktadir. Mikroorganizmalarin bitki ekstraktlarina karsi edinsel bir direng
gelistirmemeleri, bitkileri bilim insanlarimin ilgi odagi yapmistir. Bu tez kapsaminda
faydalanilan ve iilkemizde oldukca sik tiiketimi bulunan bazi bitkiler hakkinda asagida

kisaca bilgi verilmistir:



Yesil cay ve siyah cay diinyada en cok tiiketilen igeceklerin basinda gelmektedir. Yesil
cay igeriginde bulunan polifenoller sayesinde iyi bir antioksidan, antikaryojenik ve
antimutajeniktir. Yapisinda basat olarak bulunan polifenoller katesinlerdir (7). Siyah ¢ay,
yesil c¢aym fermente olmus halidir. Yesil ¢aym yapisinda bulunan polifenoller
fermentasyon sirasinda okside olurlar. Siyah ¢ayin antikaryojenik 06zelligi iceriginde

bulunan teafilin, tearubin ve floriir gibi bilesenlerden gelmektedir (8).

Adacayi cok eski zamanlardan beri hem kozmetik alaninda hem de tipta yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Ates, romatizma, cinsel sorunlar ve dengesiz sinir durumlarinin
tedavisinde basvurulan tibbi bitkilerden birisidir. Yapisinda bulunan karnosoik asit gibi

fenolik bilesiklerin ve mannoliin antimikrobiyal etkiye sahip oldugu bilinmektedir (9) (10).

Zencefil kok yumrular1 baharat ve ilag olarak kullanilan bir bitkidir. Yapisinda bulunan
gingerol, paradol, shogaol ve zingeron gibi fenolik bilesiklerin antibakteriyel 6zellik

gostermektedir (11).

Tarcin; kabuk ve yaprak kisimlari baharat olarak kullanilan, igeriginde bulunan
sinnemalaldehit, 6jenol gibi ugucu yaglar ve vanilik, kafeik, gallik, ferulik, p-kumarik asit
gibi fenolik bilesikler sayesinde gii¢lii antimikrobiyal 6zellige sahip bir bitkidir. Antik

zamanlardan beri hem ilag olarak hem de mutfaklarda baharat olarak kullanilmaktadir (12).

Ihlamur yapraklarn ve ¢igekleri kaynatilarak c¢ay olarak tiiketilen bir bitkidir. Ihlamurda

bulunan farnesoliin biyofilm olusumunu engelleyici 6zellige sahip oldugu kaydedilmistir
(13).

Dis ciirtiklerinin olusumuna sebep olan temel unsurlar; genetik faktorler, giinliik diyet ve
agiz florasidir (14). Giin igerisinde tiikettigimiz gidalar hem dis ¢iiriigi olusumunu
destekleyici hem de engelleyici 6zellige sahip olabilirler. Basta sakkaroz olmak fiizere
karbonhidratlarin bazilarinin dis c¢iiriiklerine neden oldugu yapilan bir¢ok calisma ile
gosterilmistir (8). Dental biyofilm olusumunu engelleyen gidalarin tiiketiminin artirilmasi
ile dis ¢irtigii olusumunun engellenebilecegi 6ngoriilmektedir. Yukarida bahsi gecen bitki
ekstraktlarinin antimikrobiyal Ozellikleri itibari ile dental biyofilm olusumunu inhibe

edebilecegi diistintilmektedir.



2. KURAMSAL TEMELLER

Dental plak agiz boslugunda bulunan bir biyofilm yapisidir. Dis c¢liriigii ve dis eti
hastaliklarinin olusumun temel sebeplerinden birisidir. Giin icerisinde tiiketilen gidalarin
pek c¢ogunun plak olusumuna katkida bulundugu, basta sakkaroz olmak {iizere
karbonhidratlarin bakteri gelisimini tesvik ettigi ileri siiriilmektedir. Buna karsin bazi bitki

ekstraktlarinin biyofilm olusumunu engelleyici etki gosterdigi bilinmektedir.
2.1. BIYOFILM: TANIMI VE YAPISI

Biyofilm, bir yiizeye yapisarak kendi trettikleri polimerik yapida jelsi bir tabaka iginde
yasayan mikroorganizmalarin olusturdugu topluluk olarak tanimlanabilir (15). Bir baska
tanimlamaya gore biyofilm, mikroorganizmalarin farkli yiizeyler iizerinde ekzopolisakkarit
tabakasi icerisinde olusturdugu yogun agregatlar olarak tanimlanmaktadir (16). Biyofilm
olusumu in vivo olarak canli hiicrelerde veya in vitro olarak cansiz yiizeylerde
goriilebilmektedir. Nem miktarinin fazlaliligi ve besin maddelerinin ortamda bulunmasi
biyofilm olusumunu arttirmaktadir. Biyofilm olusumu ve gelisimi {lizerine bakteri susu,

yiizey ozellikleri, pH, besin miktari, sicaklik gibi ¢esitli cevresel faktorler etkili olmaktadir.

Biyofilm yapisi, biinyesinde barindirdigi bakterileri nem, 1s1 ve pH degisiklikleri gibi
cevresel faktorlerdeki degisimlerin ve ultraviyole 1s183a maruz kalmanin zararlarindan
korur. Ayrica; besinlerin depolanmasi ve artiklarin uzaklastirilmasinin kolaylastirilmasi
gibi avantajlar da saglamaktadir. Bakterilerin ekzopolisakkarit matriks icerisinde gomiili
halde bulunmalari, onlarin fagosite edilmelerini giiglestirir ve antimikrobiyal ajanlarin

bakterilere niifuz etmesini engeller (17).

Biyofilmler tek bir mikroorganizma tiirlinden olusabilecegi gibi birden fazla
mikroorganizma tiirlinden de olusabilirler. Farkli tiirleri biinyesinde bulunduran
biyofilmlerde, her tiir kendi mikro kolonisini olusturur. Mikro koloniler birbirlerinden su
kanallar1 vasitasi ile ayrilmiglardir. Bu su kanallar1 igerisindeki su akisi besin maddelerinin

ve oksijenin diflizyonunu saglar (18).

Biyofilm kiitlesinin yaklasik %97 gibi biiyiik bir kismini su olusturmaktadir. Diger
bilesenler; %1-2 EPS, %1-2 globuler glikoproteinler ve diger proteinler, %1-2 niikleik asit,



lipit ve fosfolipitlerdir. Bu oranlar biyofilm igerisinde bulunan mikroorganizmalarin
cesidine, fizyolojik 6zelliklerine, gelisme ortaminin dogasina, genel fiziksel 6zelliklere ve

akigkanin tipine gore degisebilmektedir (19).

Polisakkarit, DNA, protein ve sudan olusan matriks hiicrelerin yiizeye tutunmasini saglar.
Yiizeye siki bir sekilde tutunan bakteri burada gogalmaya baslar ve 6nce mikro kolonileri
sonra da biiyiiyerek ve genisleyerek biyofilm tabakasini olusturur. EPS iiretimi, bakterinin

yiizeye doniisiimsiiz tutunmasini saglar ve biyofilm olusumunun bir gostergesidir (20).

EPS’nin temel bilesenleri glikoziltransferaz, fruktoziltransferaz ve bu enzimlerin sakkaroz
ve nisasta hidrolizatlari ile olan etkilesim iriinleridir (21). EPS jel ya da viskoelastik
davranis sergileyebilmektedir ve yapisi, protein, Ca*? iyonlari ve polisakkaritler ile daha da
saglamlagmaktadir. Bunun yan sira biyofilm yapisinda hidrolaz, liyaz, glikozidaz, esteraz
ve diger baz1 enzimleri bulundurmaktadir ve bu enzimler biyofilmin fiziksel 6zelliklerine
etki ederler. Enzim faaliyetleri sonucunda olusan diisiik molekiil agirlikli parcalanma
tirtinleri, biyofilm igerisinde bulunan bakterilerin metabolizmasinda karbon ve enerji

kaynag1 olarak kullanilabilmektedir (19).

Biyofilm yapis1 saf kiiltiirler i¢in mikroorganizmanin tiiriine, ¢oklu kiiltiirler icinse
substrata 6zgiidiir. Heterojen bir igerige sahip biyofilmlerde yap1 ¢cogunlukla diizensizdir.
Bunun nedeni, yap1 icerisindeki mikroorganizmalarin biiyiime ve biyofilme tutunma
sekillerinin farkli olmasidir. Biyofilmin kalinligi, bulundugu ortamdaki akis hizina gore
degismektedir. Maksimum biyofilm kalinligina laminar ve tiirbiilanshi akis arasinda
ulagilmaktadir. Laminer akisin oldugu alanlarda biyofilm kalinlig1 substrata ulasabilirlige,

tiirbiilanslh akisin bulundugu ortamda ise aginmaya bagli olarak degismektedir.

Son yillarda yapilan ¢alismalarda, biyofilm yapisi {izerinde su ve besin maddesinin
dagitildigi kilcal damar su kanallarinin bulundugu gozenekli bir yapinin oldugu
belirlenmistir. Bu kilcal damar su kanallart mikro kolonilerin hem altinda hem de arasinda
bulunmaktadir. Besinlerin biyofilm tabakasinin tabanina ulagmasi bu 6zel kanallarla
gerceklesmektedir. Tagima islemi su yardimiyla ya da pasif diflizyonla kolaylastirilir.

Ayrica su kanallarinin biyofilm igerisine oksijen tasidigi da belirlenmistir (22).



2.2.  BIYOFILM OLUSUM MEKANIZMASI

Biyofilm gelisimi dinamik bir proses olmakla birlikte, substrat diflizyon limiti ve kayma
gerilimi gibi ¢evresel kosullardan etkilenen bir yapidir ve dogada ¢ok farkli gevrelerde
olusabilmektedir. Cevresel kosullarin yani sira biyofilmler icerdikleri mikroorganizma
tipine gore farkli 6zelliklere sahip olurlar. Mikro kolonilerin bulundugu ortama taze besin
akig1 saglandik¢a biyofilm gelisimi devam eder. Ancak ortamdaki besin maddeleri
tiikenince, kolonilerin yiizey ile olan baglantilar1 zayiflar ve hiicreler koparak planktonik
modlarina geri donerler. Ayrica biyofilm olusumunda yiizey kosullarinin 6zelliklerinin

bilinmesi de son derece 6nemlidir (23).

Biyofilm olusumu bes basamakta incelenebilir. ilk olarak hiicreler yiizeye yakin bir
mesafede, yiizeye doniisiimli olarak tutunurlar [1]. Sonrasinda o yiizeyde yasamalarini
saglayacak besin maddelerinin varligina gore, ylizeyle olan kisa mesafeli etkilesimleri ile
yiizeye doniisiimsiiz olarak tutunurlar [2] ve gelisip koloni olustururlar [3]. Mikro koloniler
zamanla biytr [4] ve biyofilm meydana gelir [5]. Biyofilm olusum asamalar1 Sekil 2.1°de

Ozetlenmistir.

Sekil 2.1. Biyofilm Olusum Asamalar1 (24)

Bakteriler gelisim evrelerine gore planktonik ve yerlesik olarak iki gruba ayrilabilirler.
Planktonik hiicreler serbest olarak yasarlar. Yerlesik hiicreler ise Once bir ylizeye

tutunurlar, sonrasinda topluluk halinde yasamlarini devam ettirirler (24). Bakteriler
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herhangi bir yiizeye tutunmadan Once yiizeyin mekanik ozellikleri bakteriler tarafindan
algilanir. Bu mekanik oOzellikler bakterilerin yiizeye tutunma, biyofilm olusturma ve
virlilans faktorlerin devreye girmesi gibi fonksiyonlarini indiikler. Bakteriler pili ve
flagellalar1 araciligiyla yiizey ile etkilesime gegerler. Pilileri vasitasi ile yiizeyle gecici

olarak temas kurarlar (25).

Bakterilerin yiizeye tutunmalart zamana baglidir, doniisiimlii ve doniisiimsiiz olarak iki
basamakta incelenir. Doniisiimlii tutunmada hiicre yiizey ile tam temas etmemekte, yiizey
ile arasinda uzun mesafeli etkilesimler meydana gelmektedir. Bu etkilesimler; elektrostatik
giicler, hidrofobik etkilesimler ve Van der Walls kuvvetleridir. Tutunulan yiizey ile ilk
temasin gerg¢eklesmesinde hidrofobik etkilesimler biiyiikk rol oynar. Hiicreler bu fazda

yikama gibi basit bir islemle bile kolayca uzaklastirilabilirler (24).

Doniistimsiiz tutunmada yiizey ile bakteri arasinda kisa mesafeli etkilesimler olan; dipol-
dipol etkilesimi, hidrofobik etkilesimler, iyon-dipol etkilesimi, iyonik ve kovalent baglar
ve hidrojen etkilesimleri olusmaktadir. Bakteriler sahip olduklari flagella ve pili organelleri
ile yiizeye baglanirlar ve EPS’nin olugmasi ile doniisiimsiiz tutunma gerceklesir.
Doniistimsiiz tutunmada bakterilerin yiizeyden uzaklastirilabilmeleri icin firgalama ve

kazima gibi giiclii islemlerin yapilmasi gerekmektedir (24).

2.2.1. KOLONI GELISiMi VE OLGUN BiYOFiLM OLUSUMU

Mikro koloni olusumu hiicrelerin yiizeyde birikmesi, gelismesi ve EPS iiretimi sonucunda
gerceklesir. Uretilen EPS diger planktonik hiicrelerin de biyofilm yapisma tutunmasini
saglar. Bakterilerin yiizeyde toplanma islemleri planktonik hiicrelerin sinyal molekiilleri ile
etkilesime ge¢ip bir araya gelmesi ile gergeklesir. Bu asamada bir bakteri hiicresi yiizeyde

koloni olusturduktan sonra ayni yiizeyde diger bakteriler de koloni olustururlar (22).

Biyofilmdeki hiicre yogunlugunun artmasi ile topluluk icerisindeki hiicreler arasinda
iletisimin ger¢eklesmesini saglayan sinyal molekiillerinin salgilanma hizi artar. Biyofilm
icerisindeki bakteriler sinyal molekiillerini iiretir, baska bir bakteri tarafindan salgilanmis
molekiilii tespit eder ve bir yanit olusturur. Hiicreler arasi bu iletisime Quorum Sensing
(QS) ad1 verilir (26). QS ilk olarak denizlerde yasayan biyoliiminesans Gram negatif bir

bakteri olan Vibrio fischeri de tespit edilmistir. V. fischeri bazi deniz hayvanlar ile



simbiyotik bir birliktelik yasar. Bu birliktelikte konak, V. fischeri nin irettigi 15181, avint
bulundugu ortama ¢ekme ve yirticilardan kaginma gibi yasamsal faaliyetleri igin
kullanmaktadir. Bu karsilikli iliskide V. fischerinin kazanci ise igerisinde bulundugu
zengin besin ortamindan faydalanmasidir. V. fischerinin 1s1k lretebilmesini saglayan
mekanizmanin lusiferaz enzim kompleksi oldugu tespit edilmistir. V. fischeri nin
biyoliiminesans 6zelligi yalnizca hiicre yogunlugunun yiiksek oldugu durumlarda ortaya

¢ikmakta ve QS tarafindan kontrol edilmektedir (27).

Bakterilerin spor iiretimi, organ olusturma (flagella gibi), bakteriyosin iiretimi, programli
hiicre oliimi, viriilans ve biyofilm olusturma gibi sosyal ve fizyolojik siiregleri QS
mekanizmas1 tarafindan diizenlenmektedir. Birgok bakteri QS mekanizmasi sayesinde

bireysel olarak elde edemeyecekleri kazanimlara sahip olurlar.

QS mekanizmasi, sinyal molekiiliiniin bir sensor ya da bir gen ifadesinin baslatilmasin
saglayan transkripsiyonel aktivator ile etkilesime ge¢mesine dayanir. QS sistemleri

bakterilerde 3 sinifa ayrilmigtir.

1. Gram negatif bakterilerde etkin olan, a¢il homoserin laktonlarin (AHL) sinyal
molekiilii oldugu luxI/luxR tipi QS mekanizmasi,

2. Gram pozitif bakterilerde, sinyal molekiilii olarak kii¢cliik peptitlerin kullanildig
mekanizma,

3. Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerin her ikisinde de etkin olan luxS kodlu
otoindiiser 2 (Al2) (26).

Koloni gelisiminin ardindan, mikro koloniler biiyiirler ve olduk¢a karmasik yapilara
dontstirler. Mikro koloniler arasinda besinlerin tasinmasini ve metabolik atiklarin
uzaklagtirllmasint saglayan su kanallari bulunmaktadir (28). Hiicrelerin bu yapiya

ulagabilmesi yaklasik 10 giin siirmektedir (29).

2.2.2. BiYOFILMDEKI HUCRELERIN KOPMASI VE AYRILMASI

Bakteriler bu evrede planktonik fazlarina geri donerler. Bakteriler EPS igerisinde
hareketsiz halde bulunmaktadir. Dagilma asamasinda hareketli forma tekrar donmek icin
hizli bir sekilde ¢ogalmaya baslarlar. Bu asamada bakteriler baz1 sakkarolitik enzimler

salgilayarak bagli olduklar ylizeyden ayrilir ve baska bir ylizeyde koloni olusturmak i¢in



etrafa sagilirlar. Ornegin Escherichia coli N-asetil-heparosan liyaz, Streptococcus equi ise
hiyaliironidaz sentezleyerek EPS matrisinin lizis olmasini saglar ve biyofilm yapisindan
ayrilirlar (30). Ayrilma islemi dis kuvvetlerin etkisi ile olabilecegi gibi olusum
basamaginin bir parcasi olarak tek bir hiicrenin veya hiicrelerin kopmasi ile de olabilir.
Artan akis kuvveti, sistem icindeki enzimatik bozulma, EPS ve yilizey baglayict
proteinlerin agiga ¢ikmasi gibi degisimler biyofilmde bulunan hiicrelerinin ayrilmasinda

onemli rol oynamaktadir (31).

2.3. DENTAL PLAK

Dental plak dis tlizerinde mikroorganizmalar, lokositler, makrofajlar, 6lii epitelyum
hiicreleri, tiikiiriik glikoproteinleri ve bir miktar yiyecek artiklarinin olusturdugu birikim
olarak tanimlanmaktadir (32). Dental plaklar, insan viicudunda simdiye kadar en iyi
sekilde tanimlanmis biyofilm yapilaridir. Son yillarda yapilan molekiiler ¢alismalar, agiz
florasinda yaklasik 1000 bakteri tiiriiniin oldugunu géstermistir (3). Agiz mikroflorasindaki
bakteriler dis, dil, agiz mukozasi, damak ve periodontal cep gibi bolgelere kolonize
olmuslardir. Bu bakterilerin biiylik bir kismi agiz saghigi ic¢in faydaliyken bilimsel
caligmalar agiz sagligimi tehdit eden patojenler iizerinde yogunlagmistir. Son yillarda
yapilan molekiiler calismalar birden fazla tiirden olusan dental biyofilmlerin dental

hastaliklara sebep oldugunu gostermistir (33).

1990 yilinda Marsh ve ark. tarafindan gelistirilen “Ekolojik Plak Hipotezi” dis ¢iirigii ve
dis eti hastaliklarinin olusumunu en iyi agiklayan yaklasim olarak kabul edilmektedir (34).
Ekolojik plak hipotezine gore dental plak, cevresel tepkilere diizenli olarak maruz
kalmasma ragmen nispeten kararli bir yapidadir (Sekil 2.2). Bu kararli yapi plak
icerisindeki bakterilerin sinerjik ve antagonistik etkilesimlerine baghdir. Kararliligin
bozulmasi hastaliklarin olusumuna sebep olmaktadir. Marsh bu hipotezinde, dis ve dis eti
hastaliklarinin, yalnizca patojen mikroorganizmlarin hedef alinmasi ile degil, aym
zamanda homeostazideki bozulmay1 tetikleyen siireclere miidahale edilmesi ile

onlenebilecegini ve tedavi edilebilecegini sdylemektedir (34).
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Sekil 2.2. Dental Plak Mikroflorasinda Ekolojik Dalgalanmalar (36)

Dental biyofilm subgingival ve supragingival plak olmak tizere iki kisimdan olusur.
Subgingival; dis etinin altindaki bolgeye verilen isimken, supragingival dis eti ¢izgisinin
tizerinde kalan bolgedir. Supragingival plakta Gram pozitif bakteriler baskinken,
subgingival plakta Gram negatif bakteriler daha baskindir. Dis g¢iiriiklerinin olugsmasinda
supragingival plak onemli rol oynar. Subgingival plak olusumuna katilan bakteriler
cogunlukla dis eti iltithabi ve periodontal hastaliklara sebep olurlar. Cizelge 2.1°de
supragingival ve subgingival plakta bulunan bakteri tiirleri belirtilmistir (3). Ekolojik plak
hipotezine gore baslangic asamasindaki supragingival plak zararli degildir. Dis fircalama

ve dis ipi kullanimi gibi fiziksel islemlerle dental plagin biiyiimesi 6nlenebilir (34).



Cizelge 2.1. Dental Plak Olusumuna Katilan Mikroorganizmalar (3)

Supragingival Plak

Subgingival Plak

Streptococcus mutans

Prevotella nigrescens

Streptococcus salivarius

Prevotella intermedia

Streptococcus mitis

Tannerella forsythia

Streptococcus gordonii

Fusobacterium nucleatum

Lactobacillus acidophilus

Campylobacter spp.

Actinomyces odontolyticus

Actinobacillus spp.

Actinomyces israelii

Porphyromonas gingivalis

Actinomyces naeslundii

Prevotella nigrescens

Staphylococcus aureus

Synergistes spp

Neisseria mucosa

Treponema spp.

Capnocytophaga ochracea

Candida spp.

Dental biyofilm igerisinde bulunan bakteriler, planktonik hallerinden farkli bir fenotip
sergilemektedir. Ornegin, biyofilm icerisindeki bakteri tiirleri antibiyotik, pH ve oksijen
gibi ¢evresel kosullara karst planktonik hallerine gore ¢ok biiyiikk bir direng
gostermektedirler. Dental biyofilm icerisinde bulunan bakteriler topluluk icerisindeki diger
tirler ile ya is birligi icerisindedir ya da rekabet halindedir. Bakteriler arasindaki
etkilesimler biyofilm olusumu ve biiylimesini etkilemektedir. Planktonik bakteri hiicresi ya
ag1z boslugundaki yiizeye dogrudan ya da yilizeyde daha oncesinde kolonize olmus olan
bakterilere dolayli olarak tutunurlar. Metabolik ve fizyolojik acidan degerlendirildiginde

dental biyofilm igerisinde iletisim; metabolik iletisim, genetik degisim ve quorum-sensing
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gibi yollar ile saglanmaktadir. Bu iletisim mekanizmalari konagin cinsiyetine,
bagisikligina, genetik mirasina ve hayat tarzina gore bakteri kompozisyonun farklilasmasi

ile degismektedir (35).

1.Tutunma 2. Koloni Olusumu 3. Biyofilm Geligimi
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Sekil 2.3. Dental Plak Olusum Asamalar1 (37)

2.3.1. DIiS YUZEYINE TUTUNMA

Bakteriyel adezyon ve dis ylizeyi ya da dokularin iizerinde baslayan kolonizasyon, dental
biyofilm olusumunun ilk asamasidir (Sekil 2.3). Dis yiizeyinin temizlenmesinin hemen
ardindan olusan ve dis yiizeyini kaplayan ince film tabakasina pelikiil ad1 verilmektedir.
Pelikiil prolince zengin proteinler, amilaz, lizozim, histadin, peroksidaz, miisin,
fruktoziltransferaz ve glikoziltransferaz gibi tiikiiriik bilesenlerinden olusur (21). Viridans
streptokoklar gibi agiz i¢i florasinda ¢okca bulunan bakteriler dis yiizeyine pelikiil araciligi
ile baglanmaktadir. Dis pelikiiline tutunma, bakterilerinin konak molekiilleri ile
etkilesimine baglidir. Oral streptokoklarin birgogu alfa-amilaz, prolince zengin proteinler,
glikoproteinler ve erken kolonize olmus bakterilere tutunma kabiliyetine sahiptirler. Bu
ozellik streptokoklara erken dental plak olusumuna katilma avantaji saglar. S. gordonii
dental biyofilmde ilk kolonize olan tiirlerden birisidir. Bu tiir tiikiirigiin yaklasik %25-
30’unu olusturan asidik prolince zengin proteinlere baglanir. S. sanguinis’in tiikiiriik ile

kaplanmis dis ylizeyine sec¢ici olarak baglanan ve kolonize olan ilk bakteri oldugu
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disiiniilmektedir. Bu tiire genellikle dis ¢ikmasinin ardindan agizda olusan boslukta

rastlanir.

2.3.2. ORAL BAKTERILER ARASINDA BIRLIKTE AGREGASYON (KO-
AGREGASYON)

Planktonik bakteri hiicreleri dis yiizeyine dogrudan baglanamazlar. Dis ylizeyinde bulunan
erken plak kolonilerinin hiicre yiizeylerine reseptdrler araciligi ile baglanirlar. Birlikte
agregasyon farkli bakteri hiicreleri arasinda gergeklesen hiicre-hiicre reaksiyonudur ve

dental biyofilm olusumunun en énemli mekanizmasidir (Sekil 2.4).

Tukiriik, sekerler

4 - O N
Dental Biyofilm / \
Actinomyces Streptococcus, Lactobacillus
Asetat Laktat Propiyonat
Bifidobacterium Propionibacterium, Veillonella Kapnofilik bakteri
T l \iapnocﬂopha ga
Menakinon ve analoglari Batirat H,
Prevotella, Porphyromonas Treponema o
Hidrojen bagimli
T \ T bakteri

J
\“ Kadin cinsiyet hormonu Gingival sivisi

Sekil 2.4. Oral Bakteriler Arasindaki Ko-agregasyon (37)

P.gingivalis erken kolonize olan bakterilere tutunabilir. P. gingivalis’in uzun fimbrilleri
FimA proteinlerinden olusmustur ve Streptococcus oralis’in ylizeyindeki gliseraldehid- 3-
fosfata baglanir. Ucten fazla bakteri hiicresinin baglantisini igeren kopriiler dnemlidir;

¢linkii kopriilere ko-agregasyona katilmayan tiirler de baglabilir. Fusobacterium
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nucleatum, streptokoklar ve zorunlu anaeroblarin da i¢inde bulundugu bir¢ok oral bakteri
ile ko-agregasyon yapar. Bu nedenle bu tiirler dental biyofilm i¢in anahtar bilesenlerdir ve

erken/ge¢ koloni olusturan tiirler arasinda koprii gorevi gormektedirler (35).

F. nucleatum ile diger bakteriler arasindaki ko-agregasyon bakteri hiicrelerinin
yiizeylerinde bulunan molekiiller aracilig: ile gergeklesmektedir. F. nucleatum ve Gram
pozitif  bakteriler arasindaki ko-agregasyon lektin-karbonhidrat etkilesimi ile
gerceklesmektedir. Ornegin, P. gingivalis ve F. nucleatum arasindaki baglant1, P.
gingivalis’in yiizeyindeki galaktozit ile F. nucleatum‘in yiizeyindeki lektin arasinda olur.
Bu baglant1 laktoz ile inhibe olmaktadir. P. gingivalis serotipi K5, kapsiil polisakkarit ve
lipopolisakkaritler ile agiz i¢i bakterilere baglanmaktadir (36). Agiz i¢i bakteriler
arasindaki ko-agregasyon fiziksel ve kimyasal mekanizmalar ile sadece bakteri
kolonizasyonuna katkida bulunmamakta, ayni zamanda metabolik iletisim ve genetik
degisime de fayda saglamaktadir. Ciinkii her bakteri hiicresi kendi komsu bakteri hiicresine

ve onun metabolitlerine kolayca ulasabilmektedir (35).

2.3.3. ORAL BAKTERILER ARASINDAKI METABOLIK ILETISIM

Agiz i¢indeki bakteriler i¢in besin kaynaklari tiikiiriik, diseti olugu sivisi, seker iceren
gidalar, gida artiklar1 ve diger bakterilerin metabolik {rlinleridir. Bakteriler arasindaki
metabolik iletisim, bir organizmanin bosaltimi ile aciga ¢ikan metabolitin diger bir
organizma tarafindan besin olarak kullanilmasi ile ya da hiicre dis1 enzimatik aktivite
sonucu bir substratin reaksiyon sonucunda baska bir organizma i¢in kullanilabilir bir
substrat haline gelmesi ile gerceklesmektedir. Byers ve ark. tarafinda yapilan ¢alismada,
konak¢inin glikoproteinlerinin S. oralis tarafindan hidrolize edildigi ve agiga c¢ikan
monosakkaritlerin agiz i¢indeki diger bakteriler i¢in hayati 6neme sahip oldugu

gosterilmistir (37).

Dental biyofilmdeki bakterilerin metabolitleri biyofilmin diger iiyeleri icin enerji
kaynagidir. Oral bakteriler tarafindan iiretilen kisa zincirli yag asitlerinin diger bakteriler
icin 6nemli karbon kaynaklari olduklar1 diisiiniilmektedir. Insan klinik ¢alismalarinda
streptokoklarin ve Veillonellae tiirlerinin siklikla ayni bolgelerde birlikte bulunduklar
tespit edilmistir. Dahasi, yapilan bu klinik ¢aligmalarda bu tiirlerin bir arada bulunmasinin

periodontal saglik ile ilgili oldugu 6ne siiriilmektedir (38).Streptokoklar gibi Gram pozitif

13



bakterilerin salgiladiklar: laktat gibi kisa zincirli asitlerin Veillonellae tiirleri tarafindan
kullanilmast bu Onermeyi dogrular niteliktedir (39). Hem in vitro hem de in vivo
calismalarin sonucunda Veillonellae tiirlerinin gelismesinin laktat varligina bagli oldugu
goriilmiistiir. Aymi sekilde P. gingivalis ve Treponema denticola periodontitisi bulunan
kisilerde bir arada goriilen bakterilerdir. Bu iki bakterinin arasindaki karsilikli simbiyotik
iliski gelisimlerine olumlu katkida bulunmaktadir. Kisa zincirli yag asitleri hem P.
gingivalis hem de T. denticola i¢in gelisimlerini destekleyen faktorler olarak
tammmlanmistir. P. gingivalis’in hiicre zarflarinda bulunan lipit ve fosfolipitler T.
denticola’nin gelisimini destekleyen siiksinik asit ile birlesik bir halde bulunmaktadir.

Ayrica P. gingivalis’in iirettigi izobiitirik asit 7. denticola nin gelisimini tesvik etmektedir.

Vitamin K, Prevotella ve Porphyromonas suslari igin uyarici etkiye sahiptir. Vitamin K
yalnizca insanlar tarafindan degil ayn1 zamanda dental biyofilmdeki bakteriler tarafindan
okzotrofik mikroorganizmalar i¢in sentezlenmektedir. Dental biyofilmin her yerinde
bulunan Veillonella tiirleri Prevotella ve Porphyromonas tarafindan kullanilan menakinonu
(vitamin K2) iiretmektedir. Benzer bir sekilde kinonlar ve bunlar ile ilgili bilesenler
Bifidobacterium’un  gelisimini  uyarmaktadir. Insan tiikiiriglinden izole edilen
Bifidobacterium tiirlerinin gelisimi vitamin K varliginda gerceklestirilmis ve Veillonella
kiiltliriiniin stipernatant1 biiytime faktorii yerine kullanilmistir. Siipernatantta vitamin K’ya

rastlanmamigtir; fakat Veillonella hiicresel bolgesinin K vitaminini i¢erdigi saptanmistir
(35).

2.3.4. BAKTERIYOSINLER VE DIGER iNHIiBiTOR METABOLITLERIN ORAL
BAKTERILER UZERINE ETKILERIi

Bakteriyosinler, bakteriler tarafindan sentezlenen, kendi tiirlerini, yakin bakteri tiirlerini ya
da suslarmin gelisimini inhibe eden protein yapisinda bilesenlerdir (40). Gidalarda
koruyucu olarak kullanilan nisin, ilk kez 1928 yilinda kesfedilmistir. Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus ve Enterococcus tiirleri tarafindan sentezlenen,
300’den fazla bakteriyosin tanimlanmistir. Bakteriyosinler diisiik molekiil agirlikli
proteinlerdir. Hedef hiicrenin yiizey reseptorlerine tutunarak hiicre icerisine girerler.
Bakteriyosinler hiicre igerisine girmek ic¢in; gbzenek olusturma, hiicre DNA’sinin

degredasyonu ve peptidoglikan sentezinin inhibisyonu gibi yollar1 kullanir (41).
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Dental biyofilm igerisinde besin maddelerine ulasim ve kolonizasyon konusunda is birligi
s0z konusu iken rakip bakteriler arasinda da rekabet olmasi kaginilmazdir. Bakteriyosinler,
kisitl besin varliginda ve smirli barinma ortaminda yasayan dental biyofilm bakterilerinin
en onemli silahlarindan birisidir (40). Ornek olarak, S. mutans mutasin adi verilen bir
bakteriyosin liretmektedir. Lantibiyotik sinifina dahil olan mutasin I, mutasin Il ve mutasin
I1l, diger streptokok ve Gram pozitif bakteriler iizerinde etkilidir. Mutasinlerin S.
mutans’in dental biyofilm igerisinde baskin ve yaygin olmasinda etkili oldugu
diistiniilmektedir. Mutasin tretimi ¢evresel kosullar etkisinde genetik yollar ile kontrol
edilmektedir. Mutasin IV quorum sensing yolu tizerinden regiile edilmektedir. Mutasin I’in
regiilasyonu ise daha karmagiktir ve tam olarak aydinlatilamamistir (42). Yapilan bir
calismada mutasin I’in iiretiminde; seker tasinmasi, protein-peptit hidrolizi, amino asit ve
niikleotid sentezi, hiicre duvar1 metabolizmasi gibi hiicresel fonksiyonlarin isleyisi ile ilgili
17 genin sorumlu oldugu one siiriilmiistiir (43). S. gordonii streptosin, S. sanguinis ise
sangusin ad1 verilen bakteriyosinleri sentezlerler. S. mutans ve S. gordonii ile yapilan bir
calismada bakteriyosin liretiminin dental biyofilm igerisindeki hiicre yogunluguna bagh

olarak regiile edildigi goriilmiistiir (44).

Genelde bakteriyosinlerin dar bir etki spektrumuna sahip oldugu diistiniiliir. Fakat bazi oral
bakteriler tarafindan iiretilen bakteriyosinler, lantibiyotikler gibi, genis etki spektrumuna
sahiptirler.  Lactobacillus paracasei tarafindan iretilen HL32’nin P. gingivalis, P.
intermedia, Tannerella forsythensis, S. salivarius, ve S. sanguinis’in gelisimini inhibe
ettigi belirtilmistir. Bu bakteriyosin 1siya dayanikli olup, basing altinda 110°C’de ve pH
6,8-8,5 gibi bir aralikta varligin1 koruyabilir. Oral laktobasiller ile yapilan bir ¢calismada
kronik periodontitisi olan bireyler ile periodontal agidan saglikli bireylerdeki laktobasil
dagilimi arastirilmistir. Zorunlu homofermentatif olan laktobasillerin saglikli bireylerde
belirgin olarak goriildiigii saptanmigtir. L. paracasei, L. plantarum, L. rhamnosus, ve L.
salivarius’un S. mutans, P. gingivalis, ve P. intermedia tizerinde gii¢lii antimikrobiyal

etkiye sahip oldugu belirtilmistir (35).
2.3.5. DIS ETKENLERE KARSI ENGEL OLARAK BIYOFILM
Birbirleri ile isbirligi igerisinde olan bakteriler; oksijen, konak¢i bagisikligt ve

antimikrobiyal ajanlara kars1 biyofilm yapisi igerisinde korunakli bir haldedir. Dis yiizeyi

aerobik bir ortama maruz kaldigindan, anaerobik bakteriler erken donem dental biyofilm
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gelisiminde ve periodontal cep olusumunda oksijene maruz kalirlar. Anaerobik bakterilerin
yasamlarini siirdiirebilmeleri, oksijene kars1 gosterdikleri toleransa ve biyofilm toplulugu
igerisindeki bakteriler arasindaki iletisime baglidir. Oksijenin bulundugu ve CO3’in
bulunmadigi bir ortamda F. nucleatum kapnofilik bir ortam olusturarak P. gingivalis’in
gelisimine katkida bulunmaktadir. iki asamali kemostat sistem icerisinde F. nucleatum ve
diger tiirler arasindaki ko-agregasyon, zorunlu anaerobik bakterilerin hava ile temas eden
bir ortamda yasamlarini siirdiirmelerini kolaylastirmistir. F. nucleatum inokulum igerisine
dahil edilmediginde; P. gingivalis ve P. nigrescens’in aerobik kosullarda biyofilm
icerisindeki canli hiicre sayisinda onemli bir diisiis olmaktadir. Aerobik ve oksijene
toleransl tiirlerin metabolizmalar1 zorunlu anaerobik bakteriler i¢in toksik etki diizeyinde

olan oksijen konsantrasyonunu diisiirmektedir (45).

Dis yiizeyine baglanan oral bakteriler, serbest haldeki ya da planktonik formdaki
bakterilerden farkli davranis sergilerler. Biyofilm igerisindeki bakteri ile onun planktonik
formundaki hali arasindaki en bariz fark antimikrobiyal ajanlara karsi gosterdigi
toleranstir. Sedlacek ve ark. yaptiklar1 calismada agiz florasinda bulunan bakterilerin
planktonik formlar1 ile biyofilm igerisindeki formlarini inhibe eden antibiyotik
konsantrasyonlarini arastirmiglardir. Amoksisilin, tetrasiklin ve klindamisinin kullanildigi
calismada, antibiyotiklerin biyofilm igerisinde bulunan bakterilere etki edebilmesi igin
planktonik formlarina gore yaklasik 2 ila 250 kat arasinda daha fazla antibiyotik miktarina
gereksinim oldugu gosterilmistir (46). Dental biyofilmin heterojen dogasi nedeni ile birden
fazla tolerans mekanizmasi oldugu diisiiniilmektedir. Ilk olarak ekstraseliiler matriks
antimikrobiyal ajanlarin fiziksel olarak yapiya difiize olmasini engellemektedir. Ikinci
olarak dental biyofilm icerisindeki yavas biiylime biyosit direncine katkida bulunmaktadir.
Uciincii olarak ilaclar1 etkisizlestiren enzimler gibi diren¢ faktdrleri bulunmaktadir.
Ornegin p-laktamaz enzimi, B-laktami degrade etmektedir. Enzimlerin dental biyofilm
icerisinde tutulmasi biyofilmin bariyer fonksiyonunu gii¢lendirmektedir. Antibiyotiklerin
baz1 bakteriler tarafindan pargalanmasi, biyofilm igerisinde bu enzimleri iiretemeyen

komsu bakteri tiirleri i¢in biiyiik avantaj saglamaktadir (35).

Son yillarda antibiyotige direngli genlerin kazanilmasinda biyofilm yapilart oldukca

onemli bir etken olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Antibiyotige duyarli bakteriler yatay gen
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transferi araciligiyla genellikle plazmidlerde kodlu olan antibiyotik direnci ile ilgili genleri

kazanabilirler. Bakteriler arasindaki DNA degisimi ii¢ temel yol ile ger¢eklesmektedir.

1. Konjugasyon; bakteri diger bir bakteriye konjugatif plazmidi transfer eder.
2. Transdiiksiyon; DNA transferi bakteriyofajlarin yardimi ile ger¢eklesmektedir.
3. Transformasyonda ise hiicre disindaki DNA fragmenti bakteri hiicresi igerisine

aktarilir (35).

Antibiyotik direnci ve toksinler ile ilgili genler yatay gen transferi ile degis tokus edilir.
Streptokok tiirleri gibi doniistiiriilebilen (transformable) bakteriler hiicre dis1 ortamdan
DNA fragmentini hiicre i¢ine alabilirler. Periodontal hastaliklara sebebiyet veren Gram
negatif, oral bir bakteri olan T. denticola, Gram negatif bakterilerden ziyade Gram pozitif
bakteriler ile ortak genlere sahiptir. Wang ve ark. yaptiklari calismada dental plak
icerisinde bulunan farkl tiir bakteriler arasindaki genetik degisimi incelemislerdir. Plazmid
degisimi, organizmalar arasindaki gen degisiminin izlenmesi i¢in uygun bir modeldir. T.
denticola bakterisinin, organizmalar arasinda mekik gibi gidip gelen (shuttle) bir plazmid
sayesinde, antibiyotik diren¢ genini S. gordonii bakterisine aktardigi yapilan bu galismada

gosterilmistir (47).
2.4, BITKi EKSTRAKTLARI

Bitki ekstraktlar1 antik zamanlardan beri, 6zellikle Cin ve Hindistan gibi Asya iilkelerinde,
cesitli hastaliklari tedavi etmek i¢in kullanilmaktadir (48). Son yillarda ise diinya
genelinde, bitki ekstraktlar: ve onlarin saglik iizerine olan etkileri pek ¢ok ¢alismanin odak
noktasmi olusturmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) yaymladig1 son rapora gore,
gelismekte olan iilkelerde niifusun %65-%80°1 ila¢ olarak sifali bitkileri kullanmaktadir
(49). Ayrica 20.000°den fazla bitki tiirii WHO’nun Temel Ilaclar ve Saglik Uriinleri Bilgi
Portalinda bulunmaktadir. Birlesmis Milletler Ticaret ve Kalkinma Konferansi tarafindan
yapilan ankete gore sanayilesmis iilkeler tarafindan {iretilen ilaglarin %33’linden fazlasi
bitki kokenlidir. Tim bu verilerin 1s18inda bitki ekstraktlarinin 6nemi daha iyi

anlasilmaktadir.

Antibiyotiklerin kesfi tip diinyasinda c¢igir acan bir yenilik olmustur. 1928 yilinda

Alexander Fleming tarafindan kesfedilen penisilin, 1942 yilinda seri bir sekilde tiretilmeye
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ve klinik olarak kullanilmaya baslanmistir. Bu gelismenin hemen ardindan, 1947 yilinda
Staphylococcus aureus bakterisinde penisiline direng gozlenmistir (50). Bu durum, yeni
antibiyotiklerin kesfedilmesine paralel olarak antibiyotiklere karsi bakteriyal direncin de
gelismesi seklinde devam etmistir. Antimikrobiyal madde kullanimindaki artis nedeni ile,
bakteriler genetik mutasyon ile hayatta kalma mekanizmalarin1 harekete gegirerek edinsel
bir direng gelistirmislerdir. Bakterilerin antibiyotiklere zaman igerisinde gittikge artan
seviyede diren¢ kazanmasi, bilim insanlarin1 yeni tedavi yontemleri ve yeni ilaglari

kesfetmeye zorlamistir (51).

Bitki kokenli antimikrobiyal maddelerin, diisiik toksisitesi ve giivenilir olmasi
fitokimyasallar ile ilgili caligma yapmay1 tesvik etmektedir (48). Bitkilerde bulunan
biyoaktif maddeler; taninler, alkoloidler, karbonhidratlar, glikozitler, terpenoidler,
steroidler, fenolik bilesikler (flavonoidler ve fenolik asitler) ve kumarinlerdir. Bu
bilesiklerin klinik kullanimda 6nem arz etmesinin temel sebebi, mikroorganizmalarin bu
dogal antimikrobiyallara karsi genellikle diren¢ kazanmamalaridir. Bitki kokenli
antimikrobiyal maddelerin bircogu fenolik bilesiklerdir. Bu bilesikler hiicrelerin membran

gecirgenligini degistirerek hiicre gelisimini inhibe ederler.

Ayurvedik tipta (Geleneksel Hindistan Tibbi1) yaygin bir sekilde kullanilan 50 farkli bitki
tiirli izerinde yapilan bir arastirmada, bitkilerin %72’sinin hem Gram pozitif hem de Gram

negatif bakterilere kars1 antimikrobiyal etki gosterdigi kaydedilmistir (50).

Bu tez ¢alismasinda da tipta genis bir kullanim alanimna sahip bitki ekstraktlarinin
bazilarinin dental biyofilm olusumundan sorumlu mikroorganizmalarin gelisimlerine olan
etkileri arastirilmistir. Bunun i¢in sikca tiikettigimiz yesil ¢ay, siyah ¢ay, thlamur, zencefil,
tarcin ve adagay1 ekstraktlarinin inhibe edici 6zellikleri incelenmistir. Calisma sonuglari
dogrultusunda giinliik tiiketimde yer alan bitki ¢aylarmin agiz ve dis sagligi tizerindeki
etkilerinin ortaya konmasinin yanisira, ileriki caligmalar ile bunlar arasindan uygun
olanlarin dis macunu ya da agiz calkalama soliisyonlarmma eklenme ihtimali de

gosterilmistir.

Cay (Camellia sinensis) icerdigi biyoaktif maddeler nedeni ile son yillarda iizerinde en

cok ¢aligma yapilan bitkilerden biridir. Yesil ¢cay, oolong ve siyah ¢ay olmak iizere temelde

18



3 cesittir. Yesil cay fermente edilmemis, oolong ¢ay1 yar1 fermente edilmis, siyah cay ise

tamamen fermente edilmistir.

Cayin antimikrobiyal aktivitesi uzun yillardan beri arastirmacilarin ilgi odagi olmustur.
1906 yilinda Ingiliz Ordusunda tip doktoru olan McNaught siyah caymn Salmonella typhi
ve Brucella melitensis’i oldiirdiiglinii gostermis ve siyah caym antimikrobiyal etkisi ile

ilgili galismalar bu tarihten itibaren hiz kazanmistir (14).

Cayda yaklasik 4000 biyoaktif madde bulunmaktadir. Bunlarin yaklasik {i¢te birini
polifenoller olusturmaktadir. Diger bilesenler ise alkoloidler (kafein, teofilin, teobromin),
aminoasitler, karbonhidratlar, proteinler, klorofil, ugucu organik asitler, floriir, aliinimyum,
mineraller ve diger elementlerdir. Cayda bulunan polifenollerin ise ¢ogunu flavonoidler

olusturmaktadir (7).

Yesil ¢ayin kimyasal bilesimi oldukca karmasiktir ve tam olarak tanimlanmamastir. Yesil
caydaki basat bilesenler katesinler, katesin gallatlar ve prokatesinler gibi polifenollerdir.
Ayrica ¢ayin yesil yapraklar1 kafein, teobramin, teofilin, diger metilksantinler, lignin,

organik asitler, klorofil ve serbest amino asitleri de igerir (52).

Yesil ¢aym birgok biyoaktif 6zelligi kuru yaprak agirligimin yaklasik %30’unu olusturan
katesinlerden ileri gelmektedir. Giigli antioksidan ve antimikrobiyal 6zellik gosteren
katesinler; katesin, gallokatesin, epikatesin (EC), epigallokatesin (ECg), epigallokatesin
gallat (EGCg), katesin gallat (Cg), ve gallokatesin gallattan (GCg) olusmaktadir (53).
Katesinlerin hangi yol ile bakterilere etki ettigi bilinmemekle birlikte EGCg’in bakterilerin
sitoplazmik membranina zarar verdigi goriilmiistiir. Ayrica EGCg’in basta S. mutans
olmak tizere, dental plak bakterilerinin asit {iretimini inhibe ettigi ve bu yolla
antimikrobiyal etki gosterdigi bilinmektedir (7). Cayin yapisinda bulunan fitokimyasallar

oksidasyon siirecine olduk¢a duyarhidir (54).

Yesil cayda bulunan biyoaktif bilesenler, ¢liriik olusumunun farkli asamalarinda etkili
olmaktadirlar. Streptokoklara ¢ogalma asamasinda etki ederek gelisimini engelledigi, dis
minesine tutunmayi Onledigi, glikozil transferaz ve amilaz enzimlerini inhibe ettigi
bilinmektedir (55). Taylor ve ark. yaptiklar1 c¢aligmada yesil ¢aydan ekstrakte edilen

katesin karisiminin  S. mutans’in  tlkiiriikk kapli hidroksiapatit disklerin yiizeyine
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tutunmasin1 engelledigini gostermislerdir. Katesinler bakterilerin hiicre ylizeylerindeki
fimbriyumlar1 ve fibrilleri denatiire ederek bakterilerin ylizeye tutunmalarin
onlemektedirler. Glikozil transferaz sakkarozu suda ¢oziinebilen ve ¢oziinemeyen
glukanlara parcalamakta ve ¢iiriik patogenezinin temelinde yer almaktadir. Glukanlar
biyofilm yapisinin en 6nemli bilesenlerinden biri olan EPS’nin yapisina katilirlar. Hayvan
denemelerinde, glikozil transferaz enziminin bulunmadigi S. mutans mutantlarinin
karyojenik olmadigi, katesinin bu enzimi inhibe ettigi yapilan ¢aligmalar ile gosterilmistir
(53) , (56). Rasheed ve ark. yaptiklar1 ¢alismada katesinin S. mutans ve Streptococcus
sobrinus i¢in minimum inhibisyon konsantrasyon degerinin 50 ve 1000 pg/mL arasinda

oldugunu belirtmislerdir (57).

Siyah cay gibi tamamen fermente olmus c¢aylar, yesil caydan daha az antibakteriyel
etkiye sahiptir. Bunun nedeni, oksidatif fermentasyon sirasinda, yesil ¢ayda bulunan
polifenollerin, ozellikle katesinlerin, teaflavin ve tearubine doniismesidir. Bu bilesikler
bakterilerin dental plaga tutunmasini 6nleyerek biyofilmin olugmasini engellerler, fakat

antibakteriyel etki gostermezler (58).

Tiikiirtikte bulunan amilaz nisastayr parcalar. Bunun sonucunda maltoz ve diger diisiik
molekiil agirlikli sekerler ortaya ¢ikar. Dis ¢iirigii olusumunda, dental plak bakterilerinin
bu sekerleri kullanarak asit tiretmeleri onemli bir faktordiir. Siyah ¢ayda bulunan teaflavin
amilazi inhibe eder. Amilaz aktivitesinin durmasi, asit iiretimine dogrudan etki ettiinden,

siyah ¢ayn dis ¢iiriigii olusumuna engel oldugu gorilmektedir (7).

Floriir uzun yillardan beri ciirtik 6nleyici ajan olarak kullanilmaktadir. Dig macunu ve agiz
yikama suyu gibi bir ¢ok tirtinde bulunmaktadir. Ayrica igme sularina floriir eklenmesi de
yaygin bir uygulamadir. Floriiriin ¢iiriik 6nleyici etkisi, disin sert dokularini korumasi ve
bakteri gelisimini inhibe etmesi ile gergeklesmektedir (59). Alturfan ve ark. yaptiklari
calismada Tirkiye’de yetistirilen siyah c¢aylarda, 5 dakikalik bir demleme siiresinin
ardindan 0,57-3,72 mg/L araliginda floriir bulundugunu tespit etmislerdir (60). Ayrica,
0.02 ppm gibi diisiik konsantrasyondaki floriiriin, dis minesini korudugu bilinmektedir
(59).

Zencefil (Zingiber officinale) kok yumrular1 baharat ve ilag olarak kullanilan ¢ok yillik bir

bitkidir. Epigastrik agrilar, mide bulantis1 ve kusma, ishal, zayif nabiz, nefes darlig,
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Oksiirik ve balgam {retimi gibi rahatsizliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (61).
Iceriginde bulunan gingerol, paradol, shogaol ve zingeron gibi fenolik bilesiklerin

antioksidan, antibakteriyel ve antikarsinojenik etkilerinin oldugu bilinmektedir (11).

Zencefil yaginin kimyasal bilesimi ve antimikrobiyal etkisi ile ilgili yapilan bir ¢aligmada,
zingiberen (%5,88) ve gingerol (%10,86) gibi bilesenlerin zencefilde c¢ok miktarda
bulundugu ve Shigella, Enteococcus hirae ve Escherichia coli bakterilerine karsi
antimikrobiyal etki gosterdigi belirtilmistir (62).

Zencefilin, oral bakteriler {izerindeki minimum inhibisyon ve minimum letal
konsantrasyonunun arastirildigt  bir ¢alismada, etken maddelerin en iyi etanol
ekstraksiyonu ile elde edildigi belirtilmistir. Zencefilin etanol kullanilarak elde edilen
ekstraktinin, S. mutans ve S. sobrinus’un gelisimi iizerinde etkili oldugu, zencefilde
bulunan gingerol, shogaol, zingeron gibi maddelerin antimikrobiyal etkiye sahip oldugu ve
bu bakterilerin gelisimini inhibe ettigi gosterilmistir (61). Baska bir ¢aligmada, zencefil
ekstraktinin S. mutans tizerindeki inhibisyon etkisi, kuyucuk difiizyon yontemi kullanilarak

arastirilmig ve 11,7 £0,6 mm inhibisyon zonunun olustugu goriilmiistiir (63).

Hasan ve ark. yaptiklari ¢alismada zencefilin ham ekstraktinin ve metanol ekstraktinin,
S.mutans viriilansina ve ¢iiriikk olusumuna kars1 inhibisyon etkilerini in vivo ve in vitro
olarak arastirmislardir. In vitro ¢alismalarinda, metanol ekstraktt ve ham ekstraktin her
ikisi i¢in MIC degerinin 256 pg/mL oldugunu géstermislerdir. S. mutans ile infekte olmus
sicanlar ile yapilan in vivo calismada ise, metanol ekstrakti ve ham ekstrakt ile muamele
edilmis siganlarda Onemli Ol¢iide daha az ¢iirlik olustugu, ham ekstraktin metanol

ekstraktindan daha etkili oldugu tespit edilmistir (64).

Tarcin (Cinnamon zeylanicum) insanlik tarihi boyunca, hem saglik alaninda hem de
mutfakta sik¢a kullanilan, en eski baharatlardan birisidir. Tipta diyabet, iltihaplanma,
gastrointestinal ve iiriner rahatsizliklarin tedavisinde ayrica Cin’de ¢ok eski zamanlardan
beri noéron koruyucu ajan olarak kullanilmaktadir. Ayurvedik tibbin en Onemli
bilesenlerinden biri olan tar¢inin, glinlimiizde kozmetik ve gida endiistrisinde genis bir
kullanim alan1 bulunmaktadir. 16. yy’da Portekizli kasifler targin ile Sri Lanka seferleri

sirasinda tanismiglar ve Avrupa’ya bu yeni baharati gotiirmiiglerdir. 300°den fazla tiirii
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bulunan tar¢inin, ekonomik agidan degerli olan dort tiirii Cinnamon zeylanicum, Cinnamon

loureiroi, Cinnamon burmanni ve Cinnamon aromaticum’dur.

Yapisinda bulunan vanilik, kafeik, gallik, protokatesuik, p-kumarik ve ferulik asit gibi
fenolik bilesikler sayesinde gii¢lii bir antibakteriyel etkiye sahiptir. Tiim bu 6zelliklerinin
yaninda sitotoksik etkisinin olmamasi, targini vazgegilmez bir gida yapmaktadir (12).
Ayrica tar¢inin kabuk yaginda bulunan sinnamik aldehit ve ogenoliin gii¢clii antimikrobiyal

etkiye sahip oldugu kaydedilmistir (65).

Targiin antimikrobiyal 6zellikleri ile ilgili pek ¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Inouye ve ark.
yaptiklart bir ¢alismada bitkilerden elde edilen esansiyel yaglarin antibakteriyel etkilerini
aragtirmiglardir ve targin kabuk yagindan elde edilen sinnamaldehitin Haemophilus
influenza, S. aureus, E. coli ve bazi streptokok tiirleri tizerinde inhibe edici etkiye sahip
oldugunu gostermislerdir (66). Keskin ve Toroglu’nun yaptiklari ¢alismada tar¢in kabuk
ekstraktinin  Klebsiella pneumonia 13883, Bacillus megaterium NRS, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27859, S. aureus 6538 P, E. coli ATCC 8739, Enterobacter cloacae
ATCC 13047, Corynebacterium xerosis UC 9165, Streptococcus faecalis DC 74
tizerindeki etkisi disk diflizyon yontemi kullanilarak arastirilmistir. Deneylerin sonucunda
30 puL ekstrakt uygulamasi sonucunda 7 ile 18 mm arasinda inhibisyon zonu olustugu
gozlemlenmistir (67). Bu veriler tar¢inin yiiksek antibakteriyel etkiye sahip oldugunu
gostermektedir. Agiz ve dis saglig: ile ilgili yapilan bir ¢alismada da tar¢in esansiyel

yagmin S. mutans in gelisimini inhibe ettigi gosterilmistir (12).

Adagay1r (Salvia officinalis) ballibabagiller familyasina dahil olan, iilkemizde yaygimn
olarak yetisen, degerli bir bitkidir. Yaklasik 900 tiirii bulunmaktadir. Antik zamanlardan
beri ates, romatizma, cinsel sorunlar ve dengesiz zihin/sinir durumlarmin tedavisinde
kullanilmaktadir. Son zamanlarda bazi adagay: tiirlerinin antibakteriyel, antioksidan,

antiinflamatuar, antikolinesteraz ve antikanser etkileri iizerine yogunlasiimistir (68).

Tibbi amach kullanilan adagayinin yapraklari ve ¢igekleri ekonomik agidan degerlidir (69).
Adacayi igerisinde bulunan karnasol ve karnasoik asit gibi fenolik bilesenlerin antioksidan
etkiye sahip oldugu bilinmektedir (9). Ayrica adagayinda bulunan diterpenlerden mannoliin
antibakteriyel etkiye sahip oldugu bilinmektedir. Mannol ekstraktinin ve adagay1

22



ekstraktinin, S. mutans’in gelisimi {izerindeki etkilerinin incelendigi bir ¢alismada, MIC

degerinin sirasi ile 6,24 ug/mL ve 15,68 pg/mL oldugu tespit edilmistir (10).

Giliney Afrika’da yetisen li¢ adacay: tirii (Salvia stenophylla, Salvia repens ve Salvia
runcinata) ile yapilan bir ¢alismada, bu {i¢ tiiriin antioksidan ve antiinflamatuar etki
gosterdigi kaydedilmistir. Salvia stenophylla tiiriinden metanol ekstraksiyonu ile elde
edilen esansiyel yagin S. aureus ve Bacillus cereus gibi Gram pozitif bakterilere karsi
yiiksek, Gram negatif bakterilere karsi ise diisik antibakteriyel etki gosterdigi
kaydedilmistir (68). Dental plak olusumuna katilan bakterilere kars1 bitki ekstraktlarinin
inhibisyon etkilerinin incelendigi bir c¢alismada, adagayr ekstraktinin P.gingivalis,
Prevotella melaninogenica ve Candida albicans gibi mikroorganizamalar igin

antimikrobiyal etkiye sahip oldugu kaydedilmistir (70).

S. officinalis tiirinden edilen ekstraktin agiz c¢alkalama suyu igerisinde kullaniminin
arastirildigi klinik bir ¢aligmada, ayn1 diizeyde sosyo-ekonomik kosullara ve agiz hijyenine
sahip 11-14 yas araligindaki 70 kiz ¢ocugunun, dis yiizeylerinde olusan plaktaki S. mutans
koloni sayisi arastirllmistir. Calisma sonucunda adagay: iceren agiz ¢alkalama suyunun
dental plaktaki S. mutans sayisini1 azalttigi goriilmistiir. Agiz calkalama suyu uygulamasi
oncesinde, baslangictaki plak 6rneginde bulunan S. mutans sayist 3,9x10° kob/mL iken,

uygulama sonrasinda sayis1 6x10° kob/mL olarak sayilmistir (71).

Ihlamur (Tilia cordata) yapraklar ve gigekleri sedatif, diiiretik ve diyaforetik etkilerinden
dolay1, soguk alginlig1 ve grip gibi rahatsizliklarin tedavisinde kullanimi yaygin olan bir
bitkidir (72). Fitokimyasal ¢alismalar thlamur tiirlerinin hidrokarbon, ester, alifatik asit,
polifenol ve terpenoidleri sentezledigini gostermistir (73). Ihlamurda bulunan farnesol
(asiklik seskiterpen alkol) biyofilm olusumunu engelleyen ve olusmus biyofilm yapilarini
tahrip edici 6zellige sahip bir maddedir. Farnesoliin C. albicans, S. mutans ve S. aureus

gibi mikroorganizmalarin biyofilm olusturmalarini engellemekte ya da azalttig

bilinmektedir (13).

Bitki ekstraktlarmin agiz saghg iirlinlerinde kullanimi ile 1ilgili pek c¢ok calisma
yapilmistir. Bitkisel iki dis macununun etkilerinin incelendigi bir ¢alismada, her iki dis
macununun da dental plak olusumunu azalttig1 ve dis eti iltihab1 olusumunu engelledigi

saptanmustir (74). Bir baska ¢alismada ise, igeriginde tar¢in, yasemin, zerdecal ve sandal
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agaci bir ¢ok bitkinin bulundugu bir dis macununun, dis eti kanamalarin1 engelledigi ve

tiikiiriikte bulunan S. mutans sayisini azalttigi kaydedilmistir (75).

25. GUNUMUZDE KULLANILAN DOLGU MATERYALLERiI VE DENTAL
PLAK OLUSUMUNDAKI ROLLERI

Dis ciirtiklerinin tedavisi, giinlimiizde klinik dis hekimliginin odak noktasidir (76). Dis
¢liriigii olusumunu engelleyecek koruyucu 6nlemlerin alinmamast durumunda ciirtikler ile
karsi karstya kalmak kaginilmazdir. Dis c¢iiriigiiniin geri dondiiriilemeyecek diizeyde
olusumunun ardindan en sik kullanilan tedavi, ¢iiriik bolgenin temizlenmesinin ardindan,
disin seklini ve fonksiyonunu eski haline getirecek sekilde bir restoratif materyal ile
doldurulmasidir. Restoratif materyal ile tedavinin ardindan da dis ¢iliriigii olusumunun
(ikincil giiriiklerin) goriilme orani ¢ok yiiksektir (77). Ikincil ciiriiklerin olusum sebebi,
kavite duvari ile dolgu materyali arasinda bosluk olusmasi ve restorasyon ara yiizeyine
bakterilerin kontamine olmasidir. Dolgu materyalleri ve bilesimlerinde bulunan maddeler
cesitlilik gostermektedir ve her gegcen gilin yeni materyaller gelistirilmektedir. Dig
ciiriiklerinin ve periodontal hastaliklarin ana nedeni olan dental biyofilmler yalnizca disin
sert ve yumusak dokularinda degil ayni zamanda agiz boslugundaki kavitelerin
doldurulmasi ve onarilmasi i¢in kullanilan biyo materyallerin ylizeyinde de olugmaktadir.
Bu olusum ciddi saglik problemlerine sebep olabilir. Kompozit rezinler {izerinde olusan
biyofilmler yalnizca materyale zarar vermekle kalmaz ayn1 zamanda dis ile restorasyon
arasindaki bolgeye bakterilerin yerlesmesi ile ikincil ¢iiriiklerin olusmasina sebep olurlar.
Sonug olarak, biyofilm olusumuna izin vermeyen ve antimikrobiyal ajanlar iceren dis
dolgu materyallerine ilgi giderek artmaktadir (78). Bu boéliimde kullanimlari yaygin olan

restoratif materyaller ve denemelerde kullandigimiz bulk-fill rezin kompozit irdelenmistir.

2.5.1. AMALGAM

Amalgam son 150 yildir, arka dislerde ciiriikler sonucu olusan bosluklarin doldurulmasi
icin kullanilan bir maddedir. Etkinligi ve diisiik maliyeti nedeni ile halen bir¢ok {iilkede
tercin edilmektedir (79). Amalgam kalay, bakir, gimiis ve civa gibi metallerin
karisimindan olusur. Arka dislerde kullanimi yaygindir ve estetik kaygi bulundurmayan
durumlarda kullanilir. Amalgamin en 6nemli avantajlar1 uzun omiirlii olmasi1 ve uygulama

sirasinda sagladigi kolayliktir. Ayrica dental amalgamlar ikincil ¢iiriik olusumuna diger
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materyallere gore daha az yatkindir. Bunun diginda; termal iletkenliginin yliksek olmasi,
dis dokularina kimyasal olarak tutunmamasi, igeriginde bulunan civanin insan sagligi
tizerindeki olas1 etkileri hakkindaki endiseler ve estetik kaygilar nedeni ile kullanimi

azalmaktadir (80).

5 giinliik bir inkiibasyonun ardindan, altin ve amalgam gibi metalik restoratif materyallerin
yizeyinde kalin bir biyofilm tabakasini olustugu, buna ragmen plak icerisinde
mikroorganizmalarin %8’inin canli kaldig1 bildirilmistir. In vivo olarak mine iizerindeki
plaktaki canlilik oraninin %41 ila %56 arasinda oldugu g6z onilinde bulundurulursa,
metalik dolgu materyallerinin biyofilm gelisimi i¢in uygun yiizeylere sahip olmadig:
sOylenebilir. Amalgam yaklasik olarak %350 civa ve %35 giimiis metallerinden
olugmaktadir. Amalgamin bilesiminde bulunan maddelerin biyofilm yapisina yavas yavas

sizdi@1 ve bakteriler igin toksik 6zellik gosterdigi diisiiniilmektedir (81).

2.5.2. CAM iYONOMER SiMANLAR

Cam iyonomer simanlar (CIS) camla gii¢lendirilmis doldurucu partikiillerden ve
partikiilleri ¢evreleyen iyon-polimer matriksinden olusan bir dental materyaldir. Icerdikleri
asidik polimerler arasinda gerceklesen asit-baz reaksiyonlari ile sertlesirler. Bir poliakrilat
jelinin icine gdmiilmiis orijinal cam pargaciklarindan olusur. CiS’lar dis dokusundaki
kalsiyuma baglanirlar, bu sayede kimyasal bir tutunma gergeklesir. Floriir igerirler ve
rezervuar gorevi goriirler. Bu 6zelliklerinden dolayr karyojenik etkiye sahiptirler. Bunun
disinda CIS’lar zayif fiziksel ozelliklere sahiptir ve asinip kirilabilirler. ilk uygulama
sirasinda neme olan hassasiyetleri fazla, ¢alisma zamanlar1 kisa, fakat sertlesme zamanlar
(yaklasik 24 saat) yiiksektir. Ayrica yiiksek oranda mikro sizint1 géstermeleri de olumsuz
ozellikleri arasinda sayilabilir (82). CIS’lar yiiksek basing bolgelerinde kullanilmak igin

uygun degildir. Fakat servikal, tiinel ve i¢ restorasyonlar i¢in kullanim1 idealdir (80).

CiS’larda bulunan floriir bakteriler tarafindan iiretilen asidi nétralize etmek igin bir tampon
gibi gorev goriir ve c¢lirik olusumuna katilan bakterilerin gelisimini baskilar. Bu
ozelliklerinden dolayr CIS’larin iizerinde ince bir biyofilm tabakasi olusumu gdzlenir.
Bununla birlikte yapilan in vitro bir caligmada floriir iceren cam iyonomer simanlarin
tikiirtik kapl yiizeylerde bakteri gelisimi ve biyofilm olusumunu azaltmadigr goriilmiistiir.

Bu calisma biyofilm olusumunu kontrol etmede floriiriin tek basina baskin bir faktor
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olmadigini, salinan floriir konsantrasyonunun yeterli diizeyde bulunmadigini gostermistir.
Ag1z boslugunda bulunan tiikiiriik miktarmin etkili florlir konsantrasyonunun olugmasini

engelledigi diisiiniilmektedir (81).
2.5.3. REZIN MODIFiYE CAM iYONOMER SIMANLAR

Rezin modifiye cam iyonomer simanlar (RMCIS), CiS’lara rezin manomerlerinin
eklenmesi ile elde edilmislerdir. Geleneksel CIS’larda goriilen olumsuzluklarin giderilmesi
icin modifiye edilmislerdir. Bu simanlarin polimerizasyonu igin asit-baz tepkimelerinin
yan1 sira bir 1s1k kaynagina gereksinim vardir. RMCIS’larda polimerizasyon 6nce
kompozit rezinlerde oldugu gibi goriiniir 1s1kla gergeklesir. Bu islemin hemen ardindan

asit-baz reaksiyonu gergeklesir. Bu nedenle yapi igerisinde iki tip matriks bulunmaktadir.

Su emilimi ve suda ¢oziiniirliik diger restoratif materyallerde oldugu gibi, CIS’larinda
fiziksel, kimyasal ve mekanik 6zelliklerini olumsuz etkilemektedir. Bununla birlikte 1s1kla
polimerize edilen RMCIS’lar fotokimyasal reaksiyona bagli olarak rezin matriksinin
meydana gelmesi nedeni ile su emilimi ve suda c¢oziiniirlik miktarlarinin geleneksel
CiS’lerden daha az olduklar1 bilinmektedir (83). RMCIS’lar kuruma ve hidrasyona kars:
CiS’lara kars1 daha az duyarlidirlar (82).

S. mutans ile yapilan bir ¢alismada; RMCIS ile konvansiyonel CIS dolgu materyallerinin
yiizeyinde bir ay boyunca bakteri inkiibe edilmistir. Her iki dolgu materyalinin yiizey
Ozellikleri incelendiginde piiriizliliigliniin arttigi ve baslangigtaki degerin 0,1 pmden

lum’ye ¢iktigr gorilmiistiir (84).
2.5.4. KOMPOMERLER (POLIASIT MODIFIYE REZIN KOMPOZITLER)

Son yillarda cam iyonomer simanlarin ve kompozit rezinlerin iistiin 6zelliklerinin bir araya
getirilmesi ile olusturulan hibrid iyonomer materyallerdir (82). isimlendirilmeleri sirasinda
kompozit kelimesinin ilk bes harfi (compo) ve iyonomer kelimesinin son ii¢ harfi (mer)
kullanilmistir. Hibrit iyonomer materyallerin elde edilebilmesi icin CIS’larin likit kisminda
degisiklikler yapilmistir. CIS’larin aksine kompomerlerde su bulunmaz. Uygulanma
sirasinda tipki rezin kompozitlerde oldugu gibi bir 151k kaynagina gereksinim vardir. Daha
sonra materyal agizda bulunan su ile temas ettiginde CIS’larda oldugu gibi asit-baz

reaksiyonu baslar. Bu 6zellikleri agisinan RMCIS’lara, mekanik 6zellikleri bakimindan ise
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kompozitlere daha ¢ok benzerler. Esneklik, basinca dayaniklilik ve mikrosertlik 6zellikleri
incelendiginde, bu 6zellikleri bakimindan RMCIS’lardan daha iistiin, kompozitlerden de
ise daha alt seviyede oldugu goriilmektedir (85).

Kompomerlerden salinan floriir miktar1 CiS’lara kiyasla daha azdir. Ayrica CIS’larm
aksine, kullanimlarmmin hemen ardindan yogun bir sekilde salinmazlar. Floriir salinimi

yavas ve siireklidir (82).

Kompomerin avantajlari; kaviteye yerlestirme ve polisaj kolayligi, tistlin estetik 6zellikleri
ve dehisrasyona kars1 daha az duyarli olmasidir. Bunun yani sira, kompomerler hakkinda
klinik deneyimin sinirli olmasi, kompozitler gibi baglayici bir ajan gerektirmesi, lekelenme

ve yipranma gibi dezavantajlar bulunmaktadir (81).

2.55. KOMPOZIT REZINLER

Kompozitler ilk kez 1962 yilinda Rafeel Bowen tarafindan, insanlarin dis ile ayni renkte
bir dolgu materyali isteklerine yanit olarak gelistirilmistir (79). Kompozitler, organik yap1
(polimer matriksi), inorganik yapi (doldurucu faz) ve ara baglayicilardan olusmaktadir.
Kompozit rezinin organik matrisi bisfenol A glisidil metakrilat (bis-GMA) veya iiretan
dimetakrilat gibi yiiksek molekiiler agirlikli monomerlerden olusmaktadir. Bis-GMA
yiiksek vizkositeye sahiptir; bu nedenle arastirmacilar matris icerisine diisiik molekiiler
agirlikli (disiik viskoziteli) trietilen glikol dimetakrilat (TEGDMA) ve etilen glikol
dimetakrilat (EGDMA) monomerlerini ilave etmislerdir. Bu sayede vizkosite azaltilmis,
capraz bag miktar1 ve sertlik artirilmistir. Rezinin inorganik yapisinda kolloidal silika,
baryum silikat, kuartz, ¢inko silikat, stronsiyum/borosilikat cam veya lityum aliiminyum
silikat gibi molekiiller kullanilmaktadir (78). Inorganik fazda bulunan bilesenler
polimerizasyon biiziilmesinin ve termal genlesme katsayisinin azaltilmasina katki saglar.
Organik matriks ile inorganik yapi arasinda baglanmay1 saglayanlar ise ara baglayicilardir.
Bu iki yap1 arasindaki baglanma ne kadar iyi olursa kompozitin mekanik 6zellikleri de o

kadar iyi olacaktir.

Kompozit rezinler dis hekimliginde kullanimi en yaygin olan restoratif materyaldir. Fakat

restorasyonlarin %70’1 basarisizlikla sonuglanmaktadir (86). Kompozit rezinlerin biyolojik
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olarak parcalanmasi ile iligkili olan yiiksek kirilma orani, kullanim siiresinin kisitliligt ve

ikincil ¢iiriik olusumu bu basarisizligin en temel sebepleridir (87).

Kompozitlerin  yiizeyinde diger materyallere gore daha fazla plak birikimi
gerceklesmektedir. Bunun nedeni kompozitin yiizeyinin homojen olmamasidir. Bu durum
kompozit uygulamasinin ardindan tekrarlayan ciiriiklerin nedeni olabilir. Ikincil ciiriikler
cogunlukla, restoratif materyal ile disteki oyuk arasinda olusurlar. Disler fermente
edilebilir karbonhidratlarin ve bu karbonhidratlar1 kullanan S. mutans gibi bakterilerin
varliginda gergeklesen pH diisiisiiniin ardindan demineralize olmaya baslar. Bu nedenle
antibakteriyel/antibakterisidal materyallerin kullanimi ikincil g¢iiriiklerin  olusumunu

engelleyebilir (77).

Genel olarak piyasadaki kompozit rezinler antibakteriyel ozellige sahip degildir.
Kompozitlerin igeriginde bulunan etilen glikol dimetilakrilat ve trietilenglikol
dimetakrilatin salinimi ile S. sobrinus ve Lactobacillus acidophilus gibi karyojenik

bakterilerin gelisimine katkida bulundugu 6ne siiriilmiistiir (88).

Rezin kompozitin bilesimindeki farkliliklar biyofilm olusumu {izerinde etkilidir. Rezin
kompozitin yiizeyindeki piiriizliilligi gidermek i¢in uygulanan polisaj islemi bakterinin
kompozit ylizeyine tutunmasini zorlastirir. Polisaj yapilmamis rezin kompozit lizerinde
biyofilm olusumunun incelendigi bir ¢aligmada, S. mutans polisaj yapilmis ve yapilmamis
kompozitler iizerinde 96 saat boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucunda polisaj
yapilmamis kompozit ylizeyinde canli biyofilm biyokiitlesinin daha fazla oldugu

saptanmistir (89).
2.5.5.1. Bulk Fill Kompozit Rezinler

Kompozit rezinlerin en biiyiik eksikligi polimerizasyon biiziilmesi sonucu restoratif
materyal ile kavite arasinda bosluk olusmasidir. Geleneksel rezin kompozitler kavite ile
materyal ara yiiziinde olusan polimerizasyon biiziilmesi nedeni ile maksimum 2 mm
kalinliginda uygulanmaktadir. Bu durum tedavi sirasinda hem zaman kaybina hem de
uygulanan kompozit tabakalarin arasinda hava kabarcig1 olugsmasina neden olmaktadir. Bu
nedenle dolgu oranlar1 ve dolgu maddesi parcacik sekli veya monomer yapisi ve kimyasi

degistirilerek polimerizasyon biiziilmesini en aza indirgemek icin ¢alismalar yapilmistir.
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Bulk fill kompozit rezinler bu g¢alismalar sonucu piyasaya siriilmiistiir (90). Bulk fill
kompozit rezinler, igeriklerinde bulunan 151k gegisine izin veren modifiye rezinler
sayesinde tek tabaka (4 mm) halinde kaviteye yerlestirilebilirler (91). Bu materyaller
isimlerini de kaviteye yerlestirilme tekniginden almaktadir. Bulk fill kompozit rezinler,
uygulama sirasinda sagladigi kolaylik sayesinde geleneksel kompozitlerin aksine arka

dislerde de kullanilabilmektedir (92).

Restoratif materyallerin ylizey dokusu ikincil ¢iiriiklerin olusumu agisindan Snemlidir.
Bakteriler ylizey pilriizliiliigii yiiksek materyallere kolayca tutunup, biyofilm olustururlar.
Ag1z icerisinde bulunan piiriizlii yilizeyler bakterileri kayma gerilimi ve tiikiiriik akisindan
korur. Agartma isleminin bulk fill kompozit rezin iizerinde biyofilm olusumuna etkilerinin
incelendigi bir c¢aligmada, agartilan yiizeylerin piriizliliigliniin dolayis1 ile biyofilm

olusumunun arttig1 goriilmistiir (93).

Bulk fill kompozit rezinler, uygulanmalar1 sirasinda sagladiklar1 kolaylik ve diger
kompozit rezinlere kiyasla sahip olduklar diisiik biiziilme stresi sebebi ile dis tedavilerinde
siklikla kullanilan bir dolgu materyal haline gelmis ve bu sebeple de tez galismasi

kapsaminda kullanimi tercih edilmistir.
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3. GEREKCE VE AMAC

Dental plak, agiz boslugunda goriilen bir biyofilm yapisidir. Bu yapi, en sik karsilagilan
oral enfeksiyonlardan olan dis ¢iiriigii ve dis eti hastaliklarinin en temel sebebidir (94).
Ulkemizde ve diinyada, agiz ve dis sagligi ile ilgili problemler, en dénemli halk saglig
sorunlar1 igerisinde yer almaktadir. Tedaviye ge¢ kalinmasi durumuda dis kaybinin
gerceklesme ihtimali yiiksektir. Dis hastaliklarinin tedavisinin {ilke ekonomisine olan
zarart ve dis kayiplar1 goz Oniinde bulunduruldugunda, diger tiim saglik problemlerinde
oldugu gibi agiz ve dis hastaliklarinda da tedaviden ziyade koruyucu 6nlemlerin alinmasi

elzemdir.

Tiikettigimiz gidalar hem dis ¢iirigli olusumunu destekleyici hem de inhibe edici 6zellige
sahip olabilirler. Basta sakkaroz olmak {izere karbonhidratlarin bazilarinin dis ¢iiriiklerine
neden oldugu yapilan bircok calisma ile gosterilmistir. Dental biyofilm olusumunu
engelleyen gidalarin tiikketiminin artirilmasi ile dis ¢iirligli olusumunun engellenebilecegi

ongoriilmektedir.

Bu tezin amaci dislerde dental plak olusumundan sorumlu bazi bakterilerin gelisim
kosullarinin belirlenmesi ve dental plak olusturma diizeylerinin saptanmasidir. Bu amag
dogrultusunda, dislerde dental plak olusturdugu bilinen ve agiz boslugundan izole edilmis
dokuz adet bakteri susu ve standart olarak segilen S. mutans ATCC 25175 bakterisinin
Ankara Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi’de hazirlanan dis dolgu materyali bulk-fill
kompozit rezin {izerinde biyofilm olusturmasi igin gerekli kosullar saglanmistir. Daha
sonraki asamada dolgu materyali iizerinde tutunan bakteriler izole edilip, kat1 besi yerine
ekim yapildiktan sonra sayilari (kob/mmz) tespit edilmistir. Bunun yanisira bakterilerin
sicaklik ve pH kosullar1 gibi gelisme kosullar1 degistiginde biyofilm iiretim diizeylerindeki

degisim de incelenmistir.

Calismanin ikinci kisminda ise dental plak olusturan bakterilerin gelisimleri iizerinde bazi
bitki ekstraktlarinin etkileri arastirilmistir. Son donemde bitki ekstraktlari ve onlarin
antimikrobiyal etkisi iizerine pek ¢ok arastirma yapilmaktadir. Calismamizda giinliik
diyetimizde sikca tiikettigimiz siyah cay, yesil ¢ay, thlamur, zencefil, targin ve

adacaymdan elde edilen ekstraktlarin dental plak olusumdan sorumlu bakteriler lizerindeki
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inhibisyon etkisi incelenmistir. Bitkilerde olduk¢a fazla miktarda antimikrobiyal etkiye
sahip bilesen bulunmaktadir. Bunlar arasinda en etkili olanlar1 ise polifenollerdir (95).
Denemelerimizde su ve etanol kullanilarak iki farkli toplam polifenol ekstraksiyonu
yapilmistir. Giinlikk diyette bitki caylar1 sicak su igerisinde demlenerek tiiketilmektedir.
Dolayisiyla dental plak olusumunda yer alan bakteri inhibisyonunun tespitinde
kullanilacak ekstraktin da bu yolla elde edilmesi gerekmektedir. Fakat elde edilen sonuglar
dogrultusunda dis macunu, agiz calkalama soliisyonu i¢in bir materyal énermek adina,
polifenol ekstraksiyonunda daha etkin bir yol olan alkol ile ekstraksiyon asamasi da
calismaya dahil edilmistir. Alkol ekstraksiyonunda literatiirde bitki ekstraksiyonu igin
sikca tercih edilen metanoliin aksine etanoliin tercihinde ¢evre dostu olmasi da géz Oniine

alinmustir.
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4. MATERYAL VE YONTEM
41. MATERYAL

Tez kapsaminda daha once dislerden izole edilmis fakat tanimlanmamis olan ve biyofilm
tirettigi belirlenen (Altuntas 2013) dokuz adet bakteri susu materyal olarak kullanilmistir
(96). Ayrica standart sus olarak S. mutans ATCC 25175 denemelere dahil edilmistir.
Calismada biyofilm olusumu deneylerinde kullanilan diisiik biiziilmeli bulk-fill rezin
restoratif dolgu materyali 4 mm ¢ap1 ve 2 mm yiiksekliginde olacak sekilde Ankara
Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Dis Hastaliklar1 ve Tedavisi Anabilim Dali Birimi
tarafindan steril olarak tretilmistir. Bakteriler ve dolgu materyali disinda denemelerde

kullanilan diger materyallere, yontem baslig1 altinda ilgili kisimlarda deginilmistir.

4.2. YONTEM

4.2.1. DOLGU MATERYALI UZERINDE BiYOFIiLM OLUSMA
POTANSIYELININ BELIRLENMESI

Bu denemede 4 mm ¢apinda ve 2 mm derinliginde (Ankara Universitesi Dis Hekimligi
Fakiiltesinde Dr.Dt. Giilbike Demirel tarafindan hazirlanan) boyutlar1 olan bulk fill dolgu
diskleri kullamilmistir. Biyofilm olusumunun tespiti asamasinda, daha once yapilan bir
calismadan elde edilen ve dislerde biyofilm olusturan 1’i standart sus (S. mutans ATCC
25175) olmak tizere 10 adet sus kullanilmigtir. Kiiltiirlerin aktivasyonu igin Tryptic Soy
Broth (TSB, Merck, ABD) genel besiyeri tercih edilmistir. Stok kiiltiirler (%15 gliserol
iceren besiyerinde bulunan ve -20 °C’de saklanan) iki pasaj halinde TSB besiyeri
kullanilarak %1 inokiilasyon orani ile aktiflestirilmis ve 37 °C’de 24 saat siire ile inkiibe

edilmistir.

Biyofilm tiretme yeteneginde olan suslarin aktif kiiltiirleri, konsantrasyonlar1 O.Dggo=0.4"¢
ayarlandiktan sonra, 1 mL miktarinda 24 kuyucuklu plakaya ekim yapilmistir. Kuyulara
hazirlanan dolgu diskleri de eklendikten sonra plakalar 37°C’de 24 saat statik kosullar
altinda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda, dolgu diskleri yiizeyine tutunmayan
bakterilerin uzaklastirilmasi amaciyla, steril su (1 mL) ile yikanmis ve ardindan disklere

tutunan bakterilerilerin sayimi amaciyla ImL fosfatlanmis tuz tamponu (PBS) igeren
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tiplere aktarilarak karigtirnlmistir (Velp Scientifica, 40 hertz). Bakteri igeren PBS
orneginden bir seri diliisyon hazirlanmigtir. Diliisyonlardan TSB agar besiyerine damlatma
yontemi ile 10 pL ekim yapilmis ve 37°C de 24 saatlik inkiibasyon sonunda olusan
koloniler sayilarak dolgu disk yiizeyinde tutunan/biyofilm olusturan bakteri sayisi

(kob/mm?) asagida belirtilen formiil kullamilarak tespit edilmistir (97).
N=C/[Vx(n+0,1xnp)xd]

N: Ornegin 1 g ya da 1 mL’sinde bulunan mikroorganizma sayist

C: Sayim1 yapilan tiim petri kutularindaki koloni sayis1 toplami

V: Sayimi yapilan petri kutularina aktarilan hacim (mL)

ny: Ilk seyreltiden yapilan sayrmlarda sayim yapilan petri kutusu adedi
ny: Ikinci seyreltiden yapilan sayimlarda sayim yapilan petri kutusu adedi

d: Sayimin yapildig1 ardisik 2 seyreltiden daha konsantre olanin seyreltme orant

Dolgu diski yiizey alani; materyal silindir seklinde oldugundan dolay1 silindirin yiizey alan
formiilii ile hesaplanmis ve denemelerde kullanilmistir. Dolgu diskinin yarigcapt ve
yiiksekligi 2 mm’dir. Silindirin ylizey alani formiilii asagida verilmistir. Hesaplamalarda n

3 olarak alinmustir.

A =2nr° + 2nr.h
A=234+2322
A =48 mm?

4.2.2. FARKLI SICAKLIK VE PH KOSULLARINDA DOLGU MATERYALI
UZERINDE BiYOFIiLM OLUSMA POTANSIYELININ BELIRLENMESI

Ag1z i¢i sicaklik ve pH degerlerinin farkli kosullar altinda degisimlerinin incelendigi bir
calismada pH’nin giin igerisinde 7,3 (£0,4), uyku halinde iken 7,0 (£0,5) ve uyurken
agizdan nefes alinmasi durumunda ise 6,6 (+0,5) oldugu saptanmistir. Aymi c¢aligmada
sicaklik degerleri ise giin igerisinde 33,1 (£5,2), uyku halinde iken 33,3 (+6,1) oldugu
belirtilmistir (98). S. mutans ve oral florada bulunan bakterilerin 30°C ile 47°C sicaklik
degerleri arasinda canliligini korudugu ve optimum gelisme sicakliginin 37°C oldugu
bilinmektedir (99). Calismamizda bu veriler referans alinarak sicaklik degerleri olarak 33

ve 37°C, pH degerleri olarak ise 6,5 ve 7,2 olarak belirlenmistir.
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Bakterilerin dis dolgu materyali tizerinde farkli sicaklik ve pH degerlerinde biyofilm

olusturma potansiyeli, Cizelge 4.1°de belirtilen kosullarda incelenmistir.

Cizelge 4.1. Dolgu materyali yiizeyinde bakterilerin biyofilm {iretimlerinin arastirildigi
sicaklik ve pH kosullar

Sicaklik pH
33°C 6,5
33°C 7,2
37°C 6,5
37°C 7,2

4.2.3. BIiTKi ESKTRAKTLARININ ELDESI
Sicak Su ile Bitkilerden Polifenol Ekstraksiyonu

Calismada kullanilacak bitkilerden ekstraksiyon isleminin Kim ve ark. tarafindan onerilen
yonteme gore sicak su ile gergeklestirilmesi planlanmistir (100). Giinliik hayatta insanlarin
bitki ¢aylariin tiiketim sekli g6z oniline alinarak bu yol tercih edilmistir. Yonteme gore
piyasadan temin edilen (Ankara ilinde bulunan aktarlardan) siyah ¢ay, yesil ¢ay, ithlamur,
tarcin, zencefil Ornekleri 4 g miktarinda tartilmis ve 40 mL su igerisine aktarilmistir.
Ornekler 85-95°C sicakliginda su banyosu icerisinde 3 saat boyunca bekletilmis ve diizenli
araliklarla (15 dakikada bir) calkalanmustir. Infiizyonun ardindan ekstraktlar filtre kagid:
(Whatman, 125 mm) kullanilarak filtre edilmistir. Ekstraksiyon asamasinda diisiik sicaklik

kullanilmasinin amaci, daha dogal bir igerik olusturulmasinin saglanmasidir.
Etanol ile Bitkilerden Polifenol Ekstraksiyonu

Su ile ekstraksiyon yontemi ile kiyas yapabilmek adina ve daha yiiksek inhibisyon etkisi
gozlenme ihtimali nedeniyle Babu ve ark.’nin Onerdigi sekilde etanol ile ekstraksiyon
yontemi de ¢alismaya dahil edilmistir (101). Yontemde arastirmacilarin belirttigi gibi 4 g
bitki 6rnegi, 40 mL etanol icerisinde 4 saat boyunca manyetik karistiricida karistirilmastir.

Bu asamada 1sitma islemi uygulanmamistir. Bu islemin ardindan Whatman filtre kagidi
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(125 mm) kullanilarak bitki kalintilar1 sivi fazdan ayrilmigtir. Ayrilan bitki kalintilarinin
tizerine 40 mL etanol eklenerek yukarida belirtilen islemler tekrarlanmistir. Elde edilen sivi
fazda bulunan etanol, Biichi Rotavapor R-200 evaporatorii kullanilarak (Ankara

Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakognozi Anabilim Dal1) uzaklastirilmistir.

4.2.4. BITKi ESKTRAKTLARININ BAKTERILER UZERINDEKi iNHIiBiTOR
ETKIiLERININ TESPITi

Antimikrobiyal aktivite denemelerinde agar spot yontemi ve kuyu difiizyon yontemleri
kullanilmistir (102). Agar spot yonteminde; daha 6nceden hazirlanmis Tryptic Soy Agar
(TSA, Merck) igeren petrilere 100 pL aktif kiiltiir iceren 8 mL yumusak agar (% 0.75 agar
iceren TSB) yayildiktan sonra petriler oda sicakliginda 2 saat bekletilmistir. Siire sonunda
bitki ekstraktlarindan 10 uL hacminde olacak sekilde petrilere damlatilmig ve 37°C’de 24

saatlik inkiibasyonun ardindan inhibisyon zon ¢aplar1 dl¢iilmiistiir.

Kuyu difiizyon yonteminde ise TSA iceren petrilere 100 pL aktif kiiltiir iceren 8 mL
yumusak agar (% 0.75 agar igeren TSB) yayildiktan sonra petriler oda sicakliginda 2 saat
bekletilmigtir. Siire sonunda petrilerde 5 mm c¢apinda kuyucuklar agilmig ve agilan
kuyucuklara bitki ekstraktlarindan 50 pL eklenmis ve 24 saatlik inkiibasyonun ardindan

inhibisyon zon ¢aplar1 dl¢lilmiistiir.

Bu deneme her bitki ekstrakti i¢in en az iki kez tekrarlanmustir.
4.2.5. BAKTERI SUSLARININ TANIMLANMASI
4.2.5.1. Genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu igin, bakteriler 4.2.1°de anlatildig1 sekilde aktiflestirilmistir.
Bakteriyel genomik DNA izolasyonu amaciyla ticari olarak temin edilen izolasyon Kkiti
(Qiagen DNeasy Blood&Tissue kit, ABD) kullanim kilavuzunda oOnerildigi sekilde

kullanilmistir. Kitin uygulama prosediirii asagida goriilmektedir.

Gram pozitif bakterilerden DNA izolasyon protokolii:

1. Aktif kiiltiirden 1 mL (max 2x10° hiicre) mikrosantrifiij tlipline alinir, 5000 x g’de
10 dakika santrifiij uygulanir.
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2. Bakteri peleti 180 pL enzimatik liziz buffer ile ¢oziiliir.

3. 37 °C’de minimum 30 dakika inkiibe edilir.

4, 25 uL proteinaz K eklenir, 200 pL Buffer AL (alkol eklenmemis) eklenir,
vortekslenir.

56 °C’de 30 dakika inkiibe edilir.

200 pL etanol (%96-100’liik) eklenir, vortekslenir.

Ornek DNeasy mini spin kolona aktarilir (2 mL collection tube iginde)

6000 x g’de 1 dakika santrifiij uygulanir.

© © N o O

DNeasy mini spin kolon yeni bir tiipe yerlestirilir, 500 pL Buffer AW2 eklenir,

20000 x g’de 3 dakika santrifiijlenir.

10. DNeasy mini spin kolonu temiz bir 1.5 ya da 2.0 mL’lik tiipe aktarilir. 200 uL
Buffer AE eklenir, oda sicakliginda 1 dakika bekletilir.

11. 6000 x g’de 1 dakika santrifiijlenir.

*10. ve 11. asamalar ikinci kez tekrarlanabilir.
Enzimatik Liziz Tamponu:

- 20 mM Tris-Cl (pH:8.0)
- 2mM sodyum EDTA
- 1.2 %Triton X-100

- Lizozim (20 mg/mL olacak sekilde hazirlanir)
4.2.5.2. DNA Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Genomik DNA izolasyonunun ardindan DNA miktarinin tespiti amaciyla nanodrop (ND-

1000) kullanilarak miktar ve saflik tayini gerceklestirilmistir.
4.2.5.3. 16S rRNA PCR Reaksiyonu

16S rRNA PCR calismast asamasinin optimizaSyonu i¢in farkli yontemler denenmistir.
Uygulanan protokolde MgCl,’iin farkli konsantrasyonlart (1,5 mM, 2,5 mM, 3,5mM),
primerin baglanma sicakligi (Tm) degeri igin farkli sicaklik degerleri denenmis, gradient
PCR ve Touch Down PCR yontemleri ile basarili sonuclar elde edilmeye caligilmistir.
Optimize edilen ve ¢alismada ornekler i¢in kullanilan protokol Cizelge 4.2 ve 4.3’te yer

almaktadir. Calismada kullanilan primerlere ait bilgiler ise Cizelge 4.4’te goriilmektedir.
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Cizelge 4.2. 16S rRNA

Touch-Down PCR asamasinda uygulanan kosullar

Sicakhk Siire Asama

94 °C 3 dakika Denatiirasyon

94°C 1 dakika Denatiirasyon
it 66°C’den 57 °C’ye 1 dakika 45 saniye Baglanma
S

72°C 2 dakika Uzama

72°C 10 dakika Uzama

10°C Forever

Cizelge 4.3. 16S rRNA PCR asamasinda hazirlanan PCR karisimi bilesenleri ve

konsantrasyonlari

PCR karisimina eklenen hacim (uL)
Niikleaz igermeyen su 6,2 7,2 8,2
Ileri primer (10 pmol) 2 2 2
Geri Primer (10 pmol) 2 2 2
dNTP (0,5 mM) 1 1 1
Taq Buffer (5x) 5 5 5
Taq DNA polymerase  (5U) 0.3 0,3 0,3
MgCl, (25 mM) 3,5 2,5 1,5
DNA (200 ng) 5 5 5
Toplam PCR karigimi 25 25 25
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Cizelge 4.4. 16S rRNA PCR asamasinda kullanilan primerlere ait baz dizileri ve Tm

degerleri
Baz dizisi Tm degeri
Ileri primer (27F) AGA GTT TGA TCM TGG |50.5°C
CTC AG
Geri primer (907R) CCG TCAATT CCT TTG AGT | 50.7 °C
TT

4.25.4. 16S rRNA PCR iiriinlerinin saflik kontrolii

PCR denemesinin ardindan reaksiyonun istenilen diizeyde ve saflikta gerceklesip
gerceklesmedigi %?2’lik agaroz jel gorilintiisii ile kontrol edilmistir. PCR fiirlinlerinin
pirifikasyonu dogrudan jel tizerinden yapildigi i¢in PCR 6rneginin tamami (20 pL) jele
yiklenmigtir. Jel 100 Volt’da 1 saat siiresince kosturulduktan sonra Gene Genius Jel

Gortintiileme Sistemi kullanilarak gortintiilenmistir.
4.2.5.5. 16S rRNA PCR piirifikasyonu

16S rRNA PCR piirifikasyonunu gerceklestirmek i¢in Promega Wizard SV Gel ve PCR
Piirifikasyon kiti (Madison, ABD) kullanilmistir. Uygulama prosediirii  asagida
goriilmektedir. Daha etkin bir saflastirma islemi uygulayabilmek adina piirifikasyon
asamasi tiim PCR iiriiniiniin agaroz jelde yliriitiilmesi ve ardindan jel iizerinde istenen bant
bolgesinin kesilmesi seklinde uygulanmistir. Piirifikasyon iiriinlerinin konsantrasyon ve

saflik analizi i¢in yine 4.2.5.4 kisminda anlatildig: sekilde %2’lik agaroz jel kullanilmistir.
Jelden Kesme Yontemi ile PCR piirifikasyonu:

1. Jelde goriintillenen bant bolgesi UV 1sik altinda kesilip darasi alinmis ependorflara

aktarilir.
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2. Kesilen jel kadar hacimde “membrane binding ¢ozeltisi” ependorflara eklenerek 65

°C’ye ayarlanmis termal blokta jel ¢oziinene kadar bekletilir.
3. Ependorfigerigi “Minicolumn’’a aktarilir, oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edilir.
4.16000 x g’de 1 dakika santrifiij uygulanir.

5. Alttaki kisim atildiktan sonra, 700 uL “Membran Wash” ¢ozeltisi eklenir ve 16000 x
g’de 1 dakika santrifiij yapilir.

6. Alttaki kisim atildiktan sonra, 500 uL “Membran Wash” ¢ozeltisi eklenir ve 16000 x
g’de 5 dakika santrifiij yapilir.

7. Alttaki kisim atildiktan sonra, bu kez bos bir sekilde 16000 x g’de 1 dakika santrifiij
yapilir.

8. “Minicolumn” temiz bir ependorfa yerlestirilir ve tizerine 50 pL “nuclease free” su

eklenip oda sicakliginda 1 dakika bekletilir.

9. 16000 x g’de 1 dakika santrifiij uygulandiktan sonra ependorf igerigi (piirifiye PCR
tirtinii) 4 °C ya da -20 °C’de saklanir.

4.2.5.6. DNA dizi analizi

Piirifikasyon asamasindan sonra elde edilen piirifiye triinler yeniden agaroz jelde
yiriitillerek temiz ve tek bir bant iceren PCR firlinleri tespit edilmis ve bu iriinler ile

sekans analizine devam edilmistir.
4.2.5.6.1. Sekans PCR Reaksiyonu

Sekans PCR asamasinda piirifiye edilen iirlinlerin nanodrop 6l¢timleri gergeklestirilmis ve
tirlinlerin konsantrasyonuna gore, 3 farkli caligma kosulu icin 6rnek miktar1 hesaplanmistir.
Her ornek icin 3 farkli konsantrasyonda calisilmistir. Sekans PCR calisma kosullar

Cizelge 4.5’te goriilmektedir.
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Cizelge 4.5. Sekans PCR Calisma Kosullar1

1. Kosul 50 ng/uL
2. Kosul 100 ng/uL
3. Kosul 300 ng/uL

Ornekler oncelikle 94 °C’de 3 dakika siiresince denatiire edilmistir. Denatiirasyonun
ardindan GenomeLab Sequencing Kit icerisinde bulunan Start Mix ve 16S rRNA PCR
asamasinda da kullanilan Forward ve Reverse primerler (27F ve 907R) 1.6 pmol/uL
konsantrasyonda olacak sekilde kullanilmistir. Cizelge 4.6 ve 4.7°de bu caligmaya ait

detaylar goriilmektedir.

Cizelge 4.6. Sekans PCR asamasi i¢in kullanilan karisimdaki bilesen miktarlari

Sekans PCR karisimi i¢in gereken miktarlar
2 uL 6rnek igin 3 uL ornek igin
Premiks 7uL 7ulL
1.6 mM primer 2ulL 2ul
Niikleaz igermeyen su 9uL 8 uL
Toplam hacim 20 uL 20 uL
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Cizelge 4.7. Sekans PCR kosullar1

Sicaklik Stire Asama
96 °C 20 saniye Denatiirasyon
&
3 50 °C 20 saniye Baglanma
&
60 °C 4 dakika Uzama
10°C Forever

4.2.5.6.2. DNA Dizi Analizi PCR Piirifikasyonu

PCR piirifikasyonu i¢in “Agencourt ile manyetik yontemle piirifikasyon” prensibine gore

denemeler gerceklestirilmistir.
Bu yonteme gore;
1. Sekans PCR iirtinleri (20 pL) ABgene plate’e aktarilir.

2. Her bir kuyuya 20 pL Agencourt (6rnek miktar ile esit hacimde) ve taze hazirlanmig

%85°1ik etanol eklenir, pipetaj yapulir.
3. ABgene plate manyetik plate iizerine alinarak 8 dakika beklenir.
4. Siire sonunda kuyudaki etanol pipet ile alinir.

5. Kuyulara yeniden 100 puL etanol eklenir ve yine ABgene plate manyetik plate tizerinde 3
dakika bekletilir.

6. Stire sonunda etanol kuyulardan alinir ve plate kurumasi i¢in oda sicakliginda 10 dakika

bekletilir.

7. Kuyulardaki 6rnekler DNA dizi analizi i¢in kullanilir.
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4.2.5.6.3. DNA Dizi Analizi

DNA dizi analizleri Beckman Coulter 8800 cihaz1 ile Sanger yOntemine gore
gerceklestirilmistir (103). Alinan sonuglar NCBI veritabanina yiiklenerek tanimlama

asamasi sonuclandirilmistir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI

5.1. DOLGU MATERYALI UZERINDE BiYOFILM OLUSMA
POTANSIYELININ BELIRLENMESI

4 mm c¢apinda ve 2 mm derinliginde hazirlanan bulk-fill dolgu diskleri {izerinde 37°C
sicaklik ve 7,2 pH’da biyofilm olusturan bakteri sayilari (log kob/mm?) Cizelge 5.1°de
gosterilmistir.

Cizelge 5.1. 37°C sicaklik ve 7,2 pH’da biyofilm olusturan bakteri sayilari (log kob/mmz)

Bakteri 1. Deneme 2. Deneme 3. Deneme Standart

No Sonucu (log Sonucu (log Sonucu (log Sapmali
kob/mm?) kob/mm?) kob/mm?) Ortalama

921* - - -

911 3,70 4,72 4,79 4,40+0,61
711 4,89 4,78 4,94 4,87+0,08
712 4,63 4,76 4,61 4,67+0,08
721 4,54 4,75 4,59 4,63+0,1
311 4,92 4,52 3,63 4,36+0,65
811 4,75 4,67 4,83 4,75+0,08
1021 3,11 4,81 4,72 4,21+0,95
1022 4,88 4,49 4,65 4,67+0,19
S. mutans 4,65 4,67 4,82 4,71+0,09

*Bu denemede 921 nolu sus i¢in sonug elde edilememistir.

_ T
4
3
2
1
0 T T T T T T T T T
911 711 712 721 311 811

921* 1021 1022 S.
mutans

Sekil 5.1. 37°C sicaklik ve 7,2 pH’da biyofilm olusturan bakteri sayilari (log kob/mm?)
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Bu denemeden elde edilen sonuglara bakildiginda; 921 numarali susun 37°C sicaklik 7,2
pH’da bulk-fill rezin kompozit iizerinde biyofilm olusturma durumu tespit edilememistir.
Diger suslarla kiyaslandiginda, 711 numarali susun nispeten daha yiiksek diizeyde dolgu
materyali yiizeyine tutundugu ve biyofilm olusturan bakteri sayisinim 7,4x10% kob/mm?
diizeyinde oldugu, standart olarak segilen S. mutans’m ise 5,2x10* kob/mm? diizeyinde

tutundugu tespit edilmistir.

5.2. FARKLI SICAKLIK VE PH KOSULLARINDA DOLGU MATERYALI
UZERINDE BiYOFILM OLUSMA POTANSIYELININ BELIRLENMESI

Tez calismasinin ilk asamasinda (5.1 nolu baslik) dolgu materyalleri yiizeyine bakterilerin
tutunmasi i¢in 37°C sicaklik ve 7,2 pH’da 12 kuyucuklu plakalar statik kosullarda inkiibe
edilmistir. Materyal ve yontem kisminda belirtilen pH ve sicaklik denemelerinden (Cizelge
4.1) geriye kalan kosullara ait sonuglar ise Cizelge 5.2 (33°C sicaklik ve 7,2 pH
kosullarinda yapilan deneme), Cizelge 5.3 (37°C sicaklik ve 6,5 pH kosullarinda yapilan
deneme) ve Cizelge 5.4’te (33°C sicaklik ve 6,5 pH kosullarinda yapilan deneme)

goriilmektedir.

Cizelge 5.2. 33°C sicaklik ve 7,2 pH’da biyofilm olusturan bakteri sayilari (log kob/mm?)

Bakteri No 1. Deneme Sonzucu 2. Deneme Sonycu Standart Sapmal1
(log kob/mm®) (log kob/mm®) Ortalama
921 4,78 4,81 4,79+0,01
911 4,63 5,46 5,05+0,58
711 4,67 4,76 4,72+0,06
712 4,67 4,81 4,74+0,09
721 4,57 4,59 4,58+0,01
311 4,63 4,63 4,63+0
811 4,91 4,75 4,83+0,11
1021 4,70 4,86 4,78+0,11
1022 4,79 5,23 5,01+0,3
S. mutans 4,49 4,78 4,63+0,2
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4,00

3,00
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921 911 711 712 721 311

811 1021

|

1022 S.
mutans

Sekil 5.2. 33°C sicaklik ve 7,2 pH’da biyofilm olusturan bakteri sayilar1 (log kob/mm?)

Bu denemeden elde edilen sonuglar incelendiginde; 911 numarali susun bulk-fill kompozit
rezin yiizeyinde biyofilm olusturan bakteri sayisinin 1,6x10° kob/mm?, standart olarak
secilen S. mutans’m ise 4,5x10%ob/mm? oldugu tespit edilmistir. 721 numarali susun,

33°C’de ve 7.2 pH’da dolgu materyali yiizeyinde en az biyofilm olusturan bakteri oldugu

goriilmiistiir.

Cizelge 5.3. 37°C sicaklik ve 6,5 pH’da biyofilm olusturan bakteri sayilar1 (log kob/mm?)

Bakteri No

1. Deneme Sonucu

2. Deneme Sonucu

Standart Sapmali

(log kob/mm?) (log kob/mm?) Ortalama
921 4,34 4,65 4,50+0,21
911 4,65 4,43 4,54+0,15
711 4,40 4,49 4,44+0,06
712 4,54 4,54 4,54+0
721 457 4,34 4,46+0,15
311 4,26 4,20 4,23+£0,03
811 4,59 452 4,55+0,05
1021 4,34 4,34 4,34+0
1022 4,63 4,73 4,68+0,06
S. mutans 4,49 4,49 4,49+0
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4,80

4,70
4,60

. T
4,50 - T
4,40 -
4,30 -
4,20 -
4,10 -
4,00 -
3,90 - T T T T T T T T T
921 911 711 712 721 311

811 1021 1022 S.
mutans

Sekil 5.3. . 37°C sicaklik ve 6,5 pH’da biyofilm olusturan bakteri sayilar1 (log kob/mm?)

Bu denemeden elde edilen sonuglar incelendiginde; 1022 numarali susun 4,8 10* kob/mm?

diizeyinde, S. mutans’n ise 3,1x10* kob/mm? diizeyinde dis yiizeyine tutundugu

saptanmustir. 311 numarali susun ise 1,7x10* kob/mm? ile calisilan kosullarda en az

biyofilm olusturan bakteri oldugu goriilmistiir.

Cizelge 5.4. 33°C sicaklik ve 6,5 pH’da biyofilm olusturan bakteri sayilar1 (log kob/mm?)

Bakteri No 1. Deneme Sonzucu 2. Deneme Songcu Standart Sapmal1
(log kob/mm®) (log kob/mm®) Ortalama
921 3,81 3,75 3,78+0,04
911 3,97 4,23 4,10+0,18
711 3,85 3,40 3,62+0,31
712 4,46 4,63 4,55+0,12
721 4,54 3,72 4,13+0,58
311 3,63 3,76 3,70+0,09
811 4,40 4,72 4,56+0,22
1021 3,63 4,20 3,92+0,4
1022 4,86 5,04 4,95+0,13
S. mutans 3,57 4,81 4,194+0,87
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811 1021 1022 S.
mutans

Sekil 5.4. 33°C sicaklik ve 6,5 pH’da biyofilm olusturan bakteri sayilar1 (log kob/mm?)

Bu denemeden elde edilen sonuglara gore; bulk-fill kompozit rezin yiizeyinde, 1022
numarali susun biyofilm olusturan bakteri sayisi 9,1x10* kob/mm?, standart olarak secilen
S. mutans’in bakteri sayisi ise 3,3x10* kob/mm?’dir. 711 numarali susun dolgu materyali

yiizeyinde en az biyofilm olusturan bakteri oldugu goriilmiistiir.

Tez c¢alismasinda standart sus olarak kullanilan S.mutans ATCC 25175 bakterisi tim
kosullar dikkate alindiginda, dolgu materyali yiizeyine 3,1x10* kob/mm? ile 5,2x10*
kob/mm? araliginda tutunma oranlari sergilemistir. Grafik 5°de de gorildiigi gibi
bakterinin 37°C sicaklik ve 7,2 pH kosullarinda bulk-fill restoratif dolgu materyaline
yiiksek diizeyde tutundugu tespit edilmistir.
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Streptococcus mutans

60000
50000 2
40000 //\ /
30000 ‘\\\\\\‘!f’///'

20000

Kob/mm?2

10000

0 T T T 1
33°Csicaklik 6,5 33°Csicaklik 7,2 37°Csicaklik 6,5 37°C sicaklik 7,2
pH pH pH pH

Sekil 5.5. S. mutans’in farkli sicaklik ve pH kosullarinda dolgu materyali yiizeyinde
biyofilm olusturan bakteri sayilar (kob/mm?)

53. BITKi ESKTRAKTLARININ BAKTERILER UZERINDEKi iNHIiBiTOR
ETKILERININ TESPITi

5.3.1. SUEKSTRAKSiYONU DENEME SONUCLARI

Bitki ekstraktlarinin eldesinde ¢o6ziicii olarak su kullanilmasi durumunda, Orneklerin
bakteriler {izerindeki antimikrobiyal etkisine ait sonuglar, Cizelge 5.5, 5.6, 5.7 ve 5.8°de
verilmistir. Bu denemede adagay1 ekstraktinin ve siyah cay ekstraktinin suslar tizerinde
herhangi bir zon cap1 olusturmadigi tespit edilmis olup, sonuglar Cizelge ile ifade

edilmemistir.
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Cizelge 5.5. Su ile gergeklestirilen ekstraksiyon ile elde edilen zencefil ekstrakti ile yapilan

denemelerde olusan inhibisyon zon ¢aplari (mm)

Zencefil
Bakteri No
1.Deneme Sonuglari 2.Deneme Sonuglari Standart Sapmali
(mm) (mm) Ortalama
0 0 0
311 0 0 0
0 0 0
711 0 0 0
0 0 0
712 7 0 3,5+4,95
0 0 0
721 0 0 0
8 0 445,66
811 7 0 3,5+4,95
0 0 0
911 0 0 0
0 0 0
921 0 0 0
0 0 0
1021 0 0 0
0 0 0
1022 0 0 0
S, mutans 8 7 7,5+0,71
) 0 7 3,5+4,95

Zencefil ekstrakti ile yapilan denemelerde; sadece 712 ve 811 numarali suslarda ve S.
mutans tizerinde inhibisyon etkisi gdzlenmistir. Olusan zon ¢aplarinin 7 - 8 mm araliginda

oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 5.6. Su ile gerceklestirilen ekstraksiyon ile elde edilen yesil cay ekstrakti ile

yapilan denemelerde olusan inhibisyon zon ¢aplari (mm)

Yesil Cay
Bakteri No
1.Deneme Sonuglari 2.Deneme Sonuglari Standart Sapmali
(mm) (mm) Ortalama
- ; 8 eios
s 8 s
712 (7) 8 3,5i04,95
72l 100 8 Sﬂ:'(7),07
o1 ; 8 T
3 3 e
s21 ; 8 et
z 8 s
1022 ; 8 s
S. mutans 8 8 8

Yesil cay ekstrakti ile yapilan denemelerde S.mutans bakterisinde inhibisyon zonu
olusmamistir. 1. denemede S.mutans ve 911 numarali sus disinda biitiin bakterilerde
inhibisyon zonu olusmustur. Olusan zon caplar1 7-10 mm arasindadir. 2. denemede ise

yalnizca 911 numarali susta 8 ve 9 mm c¢aplarinda zon olusumu goézlenmistir.
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Cizelge 5.7. Su ile gergeklestirilen ekstraksiyon ile elde edilen thlamur ekstrakti ile yapilan

denemelerde olusan inhibisyon zon ¢aplari (mm)

thlamur
Bakteri No
1.Deneme Sonuglari 2.Deneme Sonuglari Standart Sapmali
(mm) (mm) Ortalama
311 - . :
3 3 3
3 3 3
3 ; S
811 - > :
011 - > :
921 : > :
1021 8 8 8
1022 8 8 8
S. mutans 8 8 8

Ihlamur ekstrakt1 ile yapilan denemelerde yalnizca 721 numaral susta, 7 ve 8§ mm ¢apinda

inhibisyon zonu olustugu goriilmistiir.
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Cizelge 5.8. Su ile gergeklestirilen ekstraksiyon ile elde edilen tar¢in ekstrakti ile yapilan

denemelerde olusan inhibisyon zon ¢aplar1 (mm)

Tarc¢in
Bakteri No
1.Deneme Sonuglari 2.Deneme Sonuglari Standart Sapmali
(mm) (mm) Ortalama
0 9 4,5+6,36
311 0 7 3,5+4,95
0 9 4,5+6,36
11 8 8 8+0
0 8 415,65
12 7 0 3,5+4,95
0 8 415,65
2t g 7 7.5£0,71
7 8 7,5+0,71
811 9 7 8+1,41
0 8 415,65
. g 8 820
0 7 3,5+4,95
921 7 7 7+0
0 7 3,5+4,95
1021 6 6 620
0 8 415,65
1022 7 0 3,5+4,95
S. mutans L 8 7,50,71
' 8 7 7,5+0,71

Tarcin ekstrakti ile yapilan denemelerde biitiin suslarda inhibisyon zonu olusmustur.

Olusan zon c¢aplart 6 ile 9 mm arasinda olup, en biiyiik zon ¢apt 311 numarali susta, en

kiigiik zon ¢ap1 ise 1021 numarali susta Ol¢iilmiistiir. S. mutans ’da ise olusan zon ¢ap1 7-8

mm’dir.

5.3.2. ALKOL EKSTRAKSiYONU DENEME SONUCLARI

Alkol ekstraksiyonu sonucu elde edilen bitki ekstraktlari ile yapilan denemelerin sonuglari
Cizelge 5.9, 5.10, 5.11, 5.12, 5.13 ve 5.14’te verilmistir.
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Cizelge 5.9. Etanol ile gerceklestirilen ekstraksiyon ile elde edilen adagayr ekstrakti ile

yapilan denemelerde olusan inhibisyon zon ¢aplari (mm)

Adacay1
Bakteri No
1.Deneme Sonuglari 2.Deneme Sonuglari Standart Sapmali
(mm) (mm) Ortalama
0 8 445,65
311 0 7 3,54+4,95
10 8 9+1,41
711 8 7 7,54+0,71
9 8 8,5+0,7
712 9 0 4,5+6,36
9 7 8+1,41
72l 10 8 951,41
0 8 445,65
811 0 9 4,5:6,36
10 7 8,542,12
- 8 9 8,540.7
10 0 5+£7,07
921 0 0 0
8 9 8,5+0,7
1021 8 8 820
8 8 8+0
1022 7 8 7,5+0,71
S. mutans 9 9 4,5+6,36
) 0 9 4,5+6,36

Adagay1 ekstrakti ile yapilan denemelerde; 1. denemede 311, 811, ve S. mutans suslarinda,
2. denemede ise 921 numarali susta inhibisyon zonu olugsmamistir. Gézlemlenen zon

caplar1 7 ile 10 mm arasindadir. S. mutans’da 9 mm biiyiikliiglinde zon ¢ap1 6l¢iilmiistiir.
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Cizelge 5.10. Etanol ile gergeklestirilen ekstraksiyon ile elde edilen zencefil ekstrakti ile

yapilan denemelerde olusan inhibisyon zon ¢aplar1 (mm)

Zencefil
Bakteri No
1.Deneme Sonuglari 2.Deneme Sonuglari Standart Sapmali
(mm) (mm) Ortalama
11 8 9,5+2,12
311 9 10 9,5+0,7
10 11 10,5+0,7
711 9 8 8,5+0,7
9 9 9+0
712 10 9 9,5+0,7
9 11 10+1,41
72l 11 9 10+1,42
10 8 9+1,41
811 9 13 11+2,82
9 8 8,5+0,7
oLl 10 7 8,5+2,12
13 8 11+3,53
- 10 9 9,5+0,7
10 11 10,5+0,7
1021 9 9 9+0
9 9 9+0
1022 8 9 8,5+0,7
S, mutans 12 10 11+1,41
) 11 12 11,5+0,7

Zencefil ekstrakt1 ile yapilan denemelerde biitiin suslarda inhibisyon zonu olusmustur.
Olusan zon caplar1 8 ile 13 mm arasindadir. S.mutans’da 10 ile 12 mm arasinda zon ¢ap1

Olgtilmiistiir.
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Cizelge 5.11. Etanol ile gerceklestirilen ekstraksiyon ile elde edilen yesil ¢ay ekstrakt: ile

yapilan denemelerde olusan inhibisyon zon ¢aplar1 (mm)

Yesil Cay
Bakteri No
1.Deneme Sonuglari 2.Deneme Sonuglari Standart Sapmali
(mm) (mm) Ortalama
311 - . :
3 3 3
3 2 a5
a1 ; ? ;52103
3 i e
011 - > :
3 z i
1021 8 ; ios
3 s se7
S. mutans 8 8 8

Yesil cay ekstrakti ile yapilan denemelerde S. mutans’da zon olusumu gézlenmemistir. 1.
denemede higbir bakteride inhibisyon zonu olusmamistir. 2. denemede ise 711, 712, 811,

921,1021 ve 1022 numarali suglarda 7-10 mm ¢aplarinda inhibisyon zonlar1 olusmustur.
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Cizelge 5.12. Etanol ile gergeklestirilen ekstraksiyon ile elde edilen siyah ¢ay ekstrakti ile

yapilan denemelerde olusan inhibisyon zon ¢aplar1 (mm)

Siyah Cay
Bakteri No
1.Deneme Sonuglari 2.Deneme Sonuglari Standart Sapmali
(mm) (mm) Ortalama
0 7 3,5+4,95
311 0 0 0
0 0 0
711 0 0 0
0 7 3,5+4,95
712 0 8 415,65
0 8 415,65
72l 0 0 0
0 0 0
811 0 0 0
0 0 0
911 0 0 0
0 8 445,65
- 0 8 4+5,66
0 8 445,67
1021 0 0 0
0 0 0
1022 0 0 0
S. mutans 0 0 0
) 0 9 4,5+6,36

Siyah ¢ay ekstrakti ile yapilan denemelerin sonuglar incelendiginde, 1. denemede higbir
bakteride inhibisyon zonu olusumu gozlenmemistir. 2. denemede ise 311, 712, 721, 921,

1021 numarali suslarda ve S.mutans’da 7-9 mm ¢aplarinda inhibisyon zonlar1 olugsmustur.
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Cizelge 5.13. Etanol ile gergeklestirilen ekstraksiyon ile elde edilen thlamur ekstrakti ile

yapilan denemelerde olusan inhibisyon zon ¢aplar1 (mm)

Ihlamur
Bakteri No
1.Deneme Sonuglari 2.Deneme Sonuglari Standart Sapmali

(mm) (mm) Ortalama
0 0 0
311 0 0 0
0 0 0
711 0 0 0
0 0 0
712 0 0 0
0 0 0

72l 0 9 4,5+6,36
0 0 0
811 0 0 0
0 0 0
911 0 0 0
0 0 0
921 0 0 0
0 0 0
1021 0 0 0
0 0 0
1022 0 0 0

S. mutans 8 . 4£5,65

) 0 0 0

Ihlamur ekstrakti ile yapilan denemelerde; 721 numarali susta 9 mm ve S. mutans’da 8 mm

capinda zon olusumu gozlemlenmistir. Diger suslarda inhibisyon zonu olusmamastir.
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Cizelge 5.14. Etanol ile gerceklestirilen ekstraksiyon ile elde edilen tar¢in ekstrakti ile

yapilan denemelerde olusan inhibisyon zon ¢aplar1 (mm)

Tar¢in
Bakteri No
1.Deneme Sonuglari 2.Deneme Sonuglari Standart Sapmali

(mm) (mm) Ortalama
12 9 10,542,12
- 12 9 10,5213
14 11 12,5212

™ 8 11 9,542.12
12 11 11,5+0,7
e 13 10 11,5212
14 10 12+2.82

= 12 10 11=1,41
14 10 12+2.82

o 11 13 1241 41
10 9 9,5+0,7
. 13 10 11,522.12

10 10 100
- 13 13 1340

12 10 11=1.41

i 11 12 11,5+0,7
11 10 10,5+0,7

i 11 10 10,5+0,8
S. mutans 14 11 12,5+2,12
' 15 13 14=1,41

Targin ekstrakti ile yapilan denemeler sonucunda biitiin suslarda inhibisyon zonu olustugu
goriilmistiir. Olusan inhibisyon zon caplari 8 ile 15 mm, S. mutans 'da olusan zon ¢api ise

11 ile 15 mm arasindadir.

Bitki ekstraktlar ile yiiriitiilen denemeler sirasinda elde edilen zon goriintiileri Sekil 5.6 ve
5.7’de verilmistir. Sekillerde de goriilecegi gibi etanol kullanilarak gerceklestirilen

denemelerde su ekstraksiyonuna gore daha basarili sonuglar elde edilmistir.
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Sekil 5.6. Etanol ekstraktlart ve 1021 numarali sus ile yapilan denemelerde olusan

inhibisyon zonlar1
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Sekil 5.7. Etanol ekstraktlar1 ve S.mutans ile yapilan denemede olusan inhibisyon zonlar1

Denemeler sirasinda S.mutans ATCC 25175 standart susuna ait sonuclar diger sonuglardan
ayr1 olarak degerlendirilmistir. Bu bakteri dental biyofilm ve dis ¢iliriigii olusumundan
birincil sorumlu bakteriler arasindadir. Denemelerde bitki ekstraktlariin standart sus
tizerinde oldukca degisken bir etki gdsterdigi, etanol ile elde edilen ekstraktlarin, S.mutans
tizerinde yesil ¢cay < thlamur < siyah ¢ay < adacay1 < zencefil < tar¢in sirasiyla artan bir

antimikrobiyal etki olusturdugu tespit edilmistir (Grafik 6 ve 7).
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Sekil 5.8. Su ile elde edilen bitki ekstraktlarinin S.mutans {izerindeki inhibisyon etkileri
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Sekil 5.9. Etanol ile elde edilen bitki ekstraktlarinin S.mutans {izerindeki inhibisyon etkileri

5.4 BAKTERI SUSLARININ 16S rRNA ile TANIMLAMA SONUCLARI

Denemelerde kullanilan bakteriler Sanger dizi analizi yontemine gore tanimlanmaya
calisilmigtir. Yontem kisminda detaylar1 anlatilan sekilde bakteriyel DNA’lar izole edilmis
ve 16S bolgesi 27F ve 907R primerleri kullanilarak ¢ogaltilmigtir. Sekans PCR asamasi ve
ardindan Beckman Coulter 8800 cihazi ile DNA dizi analizi yapilan ornekler, NCBI
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(National Center for Biotechnology Information) veri bankasindan niikleotit BLAST

programi kullanilarak veritabaninda bulunan bakteriler ile kiyaslanmis ve benzerlik

oranlar1 tespit edilmistir. Bakterilerin veri bankasi ile kiyaslanarak benzer oldugu

mikroorganizma isimleri ile benzerlik oranlar1 Cizelge 5.15°te goriilmektedir.

Cizelge 5.15. Tez ¢alismasinda kullanilan bakterilerin NCBI veritabani kullanilarak elde

edilen tanimlama sonuglari

Sus No Tanimlama Sonucu Benzerlik orani
311 Enterobacter ludwigii/cloacaea %97
711 Halanaerobacter salinarius %100
712 E.ludwigii/Klebsiella oxytoca %99
721 Staphylococcus epidermidis %99
811 Enterobacter ludwigii/cloacaea %98
911 Streptococcus gordonii %99
921 Enterobacter ludwigii/cloacaea %97
1021 Thermoproteus %100
uzoniensis/Bacteriovorax marinus
1022 Enterobacter ludwigii/cloacaea %98
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6. TARTISMA VE SONUC
6.1. TARTISMA

6.1.1. DOLGU MATERYALI UZERINDE BIYOFILM OLUSUMUNUN
DEGERLENDIRILMESI

Bu tez ¢alismasinda, giin igerisinde agiz igi sicaklik ve pH kosullarinda olusan degisimler
dikkate alinarak, oral bakterilerin bulk-fill kompozit rezinlerin yilizeyine tutunma diizeyleri
aragtirtlmistir. Bunun i¢in, 37°C sicaklik ve 7,2 pH kosullarinda, dis ve dis eti yiizeyinden
izole edilmis ve biyofilm olusturma yetenekleri tespit edilmis 9 adet bakteri susu ve
S.mutans ATCC 25175 standart susu diisiik biiziilmeli kompozit rezin diskleri ile birlikte
inkiibe edilmistir. Yapilan ¢alisma sonuglari incelendiginde 921 numarali sus hari¢ diger
tim suslarm bulk-fill kompozit rezin yiizeyine 3,9x10% kob/mm? ile 7,4x10* kob/mm?
araliginda tutundugu tespit edilmistir. Standart olarak segilen S.mutans bakterisinin ise

5,2x10* kob/mm? diizeyinde tutundugu goriilmiistiir.

Gilingdr ve ark.(2013) periodontal ve ortodontik tedavi sirasinda c¢ikarilan kalici dislere,
S.mutans bakterisinin tutunma diizeyini arastirmistir. Calisma sirasinda yapay tiikiiriik
(%0,1 et ekstrakti, %0,2 maya ekstrakti, 0,5 proteoz pepton,% 0,25 domuz gastrik musini,
6.0 mM NaCl, 1.8 mM CaCl, ve 2.7 mM KCI) varliginda ve tiikiiriikk olmadan, 10 mm?
alanda, 1x10® kob/mL bakteri, 37°C sicaklikta 4 saat boyunca inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun ardindan dis yiizeyine tutunamayan bakteriler su ile yikanarak
uzaklastirilmis ve tutunan bakteriler Mitis Salivarius Agara ekilerek 37°C sicaklikta 48
saat boyunca inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasinda, yapay tiikiiriik varliginda 7,5x10
kob/mm? diizeyinde, tiikiiriik bulunmayan ortamda ise 5,2x10* kob/mm? diizeyinde
bakterinin dis yiizeyine tutundugu saptanmistir (104). Bu galisma ve tez g¢aligmasinin
yontemlerinin ayni olmamakla beraber sonuglarinin benzer oldugu, S.mutans m ise dis
yizeyine ve bulk-fill kompozit rezin yiizeyine tutunma diizeyinin ayni oldugu

goriilmektedir.
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6.1.2. FARKLI SICAKLIK VE PH KOSULLARINDA DOLGU MATERYALI
UZERINDE BiYOFIiLM OLUSUMUNUN DEGERLENDIRILMESI

S.mutans ve dental biyofilm olusumuna katilan mikroorganizmalarin optimum gelisme
sicakliklart 37°C’dir (99). Agiz igi ortamda sicaklik degerleri 33,1 °C (£ 5,2) ve 33,3 °C (+
6,1), pH ise 7,3 (£ 0,4) ve 6,6 (= 0,5) degerleri arasindadir (98). Tez calismasinda
benimsenen in vitro modelde, agiz i¢i ortamin ulastigi sicaklik ve pH degerlerinde

bakterilerin bulk-fill kompozit rezin yiizeyine tutunma diizeyleri incelenmistir.

33°C sicaklik ve 7,2 pH kosullari, insanlarin giin igerisinde uyanik olduklar1 zamanlarda
ag1z igerisinde olusan sicaklik ve pH’dir (98). Bu kosullarda oral bakterilerin biyofilm
olusturma potansiyelinin 3,8x10* - 1,6x10°> kob/mm? araliginda, S.mutans’m ise 4,5x10"

kob/mm? diizeyinde oldugu tespit edilmistir.

Sicakligin 37°C ve pH’nmn 6,5 oldugu durumlarda, oral bakterilerin biyofilm olusturma
potansiyelinin 1,7x10* — 4,8x10* kob/mm? araliginda, S.mutans’m ise 3,1x10* kob/mm?

diizeyinde oldugu goriilmiistiir.

33°C sicaklik ve 6,5 pH degerlerinde, yani insanlarin uyku halinde iken agizlarindan nefes
almas1 durumunda, bakterilerin dolgu materyali yiizeyine 4,7x10° — 9,1x10* kob/mm?

araliginda, S.mutans’in ise 3,3x10* kob/mm? diizeyinde baglandig1 goriilmiistiir.

Deneme sonuglar1 g6z 6niine alindiginda bakterilerin 33°C sicaklik ve 7,2 pH kosullarinda,
dolgu materyali yilizeyine en fazla tutundugu ve biyofilm olusturdugu goriilmiistiir. Dis
ylizeyine tutunan bakterilerin pek ¢ogu aerobik bakterilerdir (22). Anaerobik bakteriler
cogunlukla dis eti olugunda biyofilm olusturmaktadir (3). Dis ylizeyinden izole edilen ve
biyofilm olusturdugu tespit edilen bakteriler calisma kapsaminda kullanilmis ve aerobik
kosullarda galisilmistir. Bu nedenle aerob olduklari diistiniilen bakterilerin, giin i¢erisinde
ag1z i¢i sicaklik ve pH kosullarinda daha fazla biyofilm olusturmasi literatiir calismalari ile

uyumluluk gdstermektedir.

S.mutans ise 37°C sicaklik ve 7,2 pH kosullarinda, diger sicaklik ve pH degerlerine
kiyasla, dolgu materyali yiizeyine daha fazla tutunmaktadir. S.mutans 5,5 pH gibi asidik
kosullarda canliligin1 korumakta ve ¢iiriikk olusumuna neden olmaktadir. Hatta baz1 suslari

pH 3’te dahi canli kalabilmektedir (105). Fakat S.mutans m optimum gelisme kosullart 7,5
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pH ve 37°C sicakliktir (106). Bu nedenle S.mutansin en fazla 37°C sicaklik ve 7,2 pH

kosullarinda biyofilm olusturmasi mevcut veriler ile bagdagmaktadir.

6.1.3. BITKi ESKTRAKTLARININ BAKTERILER UZERINDEKIi iNHIiBiTOR
ETKILERININ DEGERLENDIRILMESI

Bitki ekstraktlarinin inhibit6r etkilerinin belirlenmesi i¢in agar spot ve kuyucuk difiizyon
yontemleri kullanilmigtir. Agar spot yontemi ile yapilan denemelerde, petri yiizeyine
damlatilan ekstraktin yayillmasi ve diizgiin bir zon olugsmamasi sebebi ile sonug
alimamamuistir. Bu nedenle, ¢alismada kuyucuk diflizyon yontemi ile yapilan denemelerde

elde edilen sonuglar degerlendirilmistir.

Su ekstraksiyonu yontemi ile elde edilen adagayi ekstrakti ile yapilan denemelerde
bakteriler {izerinde inhibisyon zonu olusumu gézlenmemistir. Etanol ekstraksiyonu
yontemi ile elde edilen adacay1 ekstrakti ile yapilan denemelerde ise 7-10 mm araliginda
zon ¢ap1 olusumu gozlenmistir. S.mutans’da 9 mm zon olusurken, 1. denemede 311, 811
ve S.mutans suslarinda, 2. denemede ise 921 numarali suslarda inhibisyon zonu

olusmamustir.

Etanol ekstraktlar1 ile yapilan denemelerin sonuglari incelendigine, etanol ekstraktinin
antimikrobiyal etkiye sahip oldugu goriilmektedir. Su ekstraksiyonunun adagayinda
bulunan antimikrobiyal maddelerin alinmasi i¢in yeterli olmadigi, bu nedenle inhibisyon

zonu olusmadig1 diisiiniilmektedir.

Literatiirde S.mutans basta olmak iizere dental plak olusumuna katilan bakterilere karsi
adagayi ekstraktlarinin etkilerinin arastirildigi ¢alismalarda, ekstraksiyonun su disinda daha
kuvvetli ¢oziicti 6zellige sahip diklorametan, etanol, metanol ve n-heksan gibi ¢6zgenler ile
yapildigr ve antibakteriyel etkinin goriildigi kaydedilmistir (71) (10) (70). Calisma
sonuglart incelendiginde; su ekstrakti ile yapilan denemelerde inhibisyon zonunun
olusmadig, etanol ekstrakti ile yapilan denemelerde ise zon olusumunun gerceklestigi
goriilmektedir. Bu durum literatiirde mevcut bulunan ¢alisma sonuclar1 ile benzerlik

gostermektedir.

Su ekstraksiyonu sonucu elde edilen zencefil ekstrakti ile yapilan denemlerde 711 numarali

susta 7 mm, 811 numarali susta 7 ve 8 mm, S.mutans’da ise 7 ve 8 mm g¢aplarinda
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inhibisyon zonlar1 olugsmustur. Diger bakterilerde inhibisyon zonu gézlenmemistir. Etanol
ekstraksiyonu sonucu elde edilen zencefil ekstrakti ile yapilan denemelerde ise biitiin
suslarda inhibisyon zonu olustugu goriilmiistiir. Olusan zon caplar1 8 ile 13 mm

arasindadir. S.mutans ‘da ise 10 ile 12 mm arasinda zon ¢ap1 6l¢iilmiistiir.

Mathai ve ark. zencefil ekstraktini, zencefil rizomlarinin havanda doéviilerek macun haline
getirilmesi sureti ile elde etmis ve bu ekstraktin S.mutans’a karsi inhibisyon etkisini
kuyucuk diflizyon yontemi ile arastirmuslardir. Yaptiklar1 c¢alismada S.mutans Mitis
Salivarius Agarda, anaerobik kosullarda 48 saat boyunca inkiibe edilmis ve sonrasinda
petride 8 mm c¢apinda kuyular acilmig, ardindan kuyulara 50 pl zencefil ekstrakti
konulmustur. Inkiibasyonun ardindan 11,7 = 0,6 capinda inhibisyon zonu olusumu
goriilmistiir. Bu ¢alismada kullanilan yontem ve sonuglar ile tez ¢alismasi kapsaminda
zencefil ekstrakti ve S.mutans ile yapilan deneme ve sonuglari biiyikk benzerlik
gostermektedir. Bu tez calismasinda petrilerde 5 mm c¢apinda kuyular agilmis ve

S.mutans’da 10-12 mm ¢aplarinda zon olusumu goézlenmistir (63).

Su ekstraktsiyonu sonucu elde edilen yesil c¢ay ekstrakti ile yapilan denemelerde
S.mutans’da inhibisyon zonu olusmamistir. 1. denemede S.mutans ve 911 numarali sus
disinda biitiin bakterilerde inhibisyon zonu olugmustur. Olusan zon c¢aplart 7-10 mm
arasindadir. 2. denemede ise yalnizca 911 numarali susta 8 ve 9 mm c¢aplarinda zon

olusumu gozlenmistir.

Etanol ekstraksiyonu sonucu elde edilen yesil cay ekstrakti ile yapilan denemelerde S.
mutans’da zon olusumu gozlenmemistir. 1. denemede higbir petride inhibisyon zonu
olusmamustir. 2. denemede ise 711, 712, 811, 921,1021 ve 1022 numarali suslarda 7-10

mm c¢aplarinda inhibisyon zonlar1 olusmustur.

Kawarai ve ark., Hindistan’mn Assam bdlgesinde yetisen, suya gecen biyoaktif madde orani
yiiksek olan Assam cayi ile yesil ve siyah ¢ayin S.mutans tizerindeki inhibisyon etkilerini
karsilastirmiglardir. Yapilan caligmada; 9 gr ¢ay 350 mL kaynayan su igerisinde 10 dakika
bekletilmis, ardindan oda sicakliginda 20 dakika demlenmistir. Sonrasinda ¢ay infiizyonu
bitki kalintilarindan uzaklastirilmis ve fraksiyonasyona tabi tutulmustur. Elde edilen ¢ay
ekstraktlarinin inhibisyon etkileri kiyaslandiginda; Assam caymin uygulanan en diisiik

dozda dahi S.mutans gelisimini inhibe ettigi, yesil ¢ayin ise uygulanan konsantrasyonlarin
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higbirinde inhibe edici 6zellik gostermedigi goriilmiistiir (58). George ve ark. ise yesil cay,
siyah ¢ay ve oolong ¢aymin S.mutans iizerindeki inhibisyon etkilerini kuyucuk difiizyon
yontemini kullanarak arastirmistir. Calisma kapsaminda hem su hem de etanol
ekstraksiyonu yapilmistir. Su ekstraksiyonu sirasinda 10 gr ¢ay 100 mL su igerisinde 30
dakika boyunca kaynatilmis, sonrasinda ise su banyosu igerisinde suyun buharlagsmasi
saglanarak 10 mL ekstrakt elde edilmistir. Etanol ekstraksiyonunda ise 5 gr ¢ay 50 mL
etanol igerisine konulmus ve bir havan igerisinde ezilmistir. Sonrasinda ayni su
ekstraksiyonunda oldugu gibi su banyosu igerisinde alkoliin buharlagmasi saglanmis ve 5
mL ekstrakt elde edilmistir. Petrilerde acilan 6 mm c¢aplarindaki kuyucuklara 50 pL
ekstrakt konularak inkiibasyona birakilmistir. Calisma sonuglari incelendiginde yesil ¢cayin

su ekstraktinin 16,33 mm, etanol ekstraktinin ise 14 mm oldugu goriilmiistiir (107).

Yesil ¢ayda bulunan polifenollerin %30-40’1nin suda ¢oziinebilir oldugu kaydedilmistir
(54). Tiim bu veriler ve tez kapsaminda yapilan ¢alisma sonuglar1 dikkate alindiginda, yesil
caydan elde edilen ekstraktlarin antikaryojenik etkiye sahip oldugu, fakat yesil ¢ayda
bulunan antimikrobiyal etkiye sahip bilesenlerin kullanilan ekstraksiyon yontemleri ile

yeterli diizeyde alinamadig1 goriilmektedir.

Siyah ¢ayin su ekstrakti ile yapilan denemelerde inhibisyon zonu olusumu goriillmemistir.
Etanol ekstrakti ile yapilan denemelerde ise, 1. denemede higbir petride inhibisyon zonu
olusumu goézlenmemistir. 2. denemede 311, 712, 721, 921, 1021 numarali suslarda ve

S.mutans’da 7-9 mm ¢aplarinda inhibisyon zonlar1 olusmustur.

Siyah ¢aym yesil caydan daha az antibakteriyel etkiye sahip oldugu bir¢cok calisma ile
gosterilmistir. Bunun nedeni yesil cayda bulunan fenolik bilesenlerin fermentasyon
sirasinda okside olmasidir (58) (54). Siyah ¢aym antikaryojenik oOzelligi; igeriginde
bulunan floriiriin dis minesini kuvvetlendirmesinden, tearubin ve teaflavinin bakterilerin
dis yiizeyine tutunmasini engellemesinden ve tearubinin amilaz aktivitesini durdurarak asit
olusumunu dolayli yoldan inhibe etmesinden kaynaklanmaktadir (7) (58) (59). Siyah
cayda kuersetin ve klorojenik asit gibi antibakteriyel etkiye sahip bilesenler de
bulunmaktadir (108).

Yesil cay ekstraktlari ile yapilan denemelerin degerlendirildigi 6.2.3’te anlatilan George ve

ark. yaptiklart ¢aligmada, siyah ¢ayin su ekstraktinin 10,33 mm, etanol ekstraktinin ise 9
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mm c¢apinda inhibisyon zonu olusturdugu saptanmistir. Bu g¢alisma sonuglar ile tez
calismast kapsaminda siyah cayin etanol ekstrakti ve S.mutans ile yapilan deneme
sonuglart incelendiginde benzerlik goriilmektedir. Su ekstraktlarinda inhibisyon zonu
olusmamasimin nedeni; siyah cayda bulunan antibakteriyel etkiye sahip bilesenlerin

ekstraksiyon sirasinda yeterince alinamamasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir.

Ihlamurun su ekstrakti ile yapilan denemelerde, yalnizca 721 numarali susta 7 ve 8 mm
caplarinda zon olusturdugu goriilmiistiir, diger suslarda zon olusmamuistir. Etanol ekstrakti
ile yapilan denemelerde ise; 721 numarali susta 9 mm ve S. mutans’da 8 mm ¢apinda zon

olusumu gozlemlenmistir. Diger suslarda inhibisyon zonu olusmamustir.

Ihlamurun ve bilesenlerinin antimikrobiyal etkileri ile ilgili literatiirde bulunan ¢aligmalar
oldukga kisithdir. Thlamurdan elde edilen esansiyel yagin bazi mikroorganizmalara karsi
antimikrobiyal etkisinin disk diflizyon yontemi ile arastirildigi bir caligmada, yalnizca
Gram pozitif bakterilerde inhibisyon zonu olustugu goriilmiistiir (109). Thlamurun baska
bir cinsi olan Tilia argentea’nin su ekstraktinin gida patojenlerine kars inhibitor etkisinin

arastirildigi caligmada ise antimikrobiyal aktivitenin goriilmedigi kaydedilmistir (110).

Ihlamur ile ilgili tez calismasinda yapilan deneme sonuglari ve literatiir arastirmalar
dikkate alindiginda diger bitki ekstraktlar1 kadar yiiksek antibakteriyel etkiye sahip

olmadig1 diistintilmektedir.

Tar¢inin su ekstrakti ile yapilan denemelerde biitiin suslarda inhibisyon zonu olusumu
gozlenmistir. Olusan zon ¢aplar1 6 ile 9 mm arasinda olup, en biiylik zon ¢ap1 311 numarali
susta, en kiiciik zon ¢ap1 ise 1021 numarali susta dl¢iilmiistiir. S. mutans ’da ise olusan zon

cap1 7-8 mm’dir.

Etanol ekstrakti ile yapilan denemelerde de biitiin suslarda inhibisyon zonu olusumu
goriilmiistiir. Olusan inhibisyon caplar1 8§ ile 15 mm, S.mutans ’da olusan zon cap1 ise 11 ile

15 mm arasindadir.

Rezvani ve ark. bal ve tar¢in ekstraktlarinin S.mutans tizerindeki inhibitor etkilerini kuyu
difiizyon yontemi ile arastirmistir. Yaptiklar1 ¢aligmada tar¢in ekstrakti, 1000 mL etanol
(%70) icerisinde 200 g tar¢inin 72 saat boyunca bekletilmesi ve sonrasinda su banyosunda

etanoliin ugurulmasi sureti ile elde edilmistir. Daha sonrasinda elde edilen ekstrakt su ile
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belirli oranlarda karigtirilarak kullanilmistir. Bakteri kiiltiiriiniin yayildig1 petrilerde 6 mm
capinda kuyucuklar ac¢ilmis ve kuyucuklara 30 pL ekstrakt konulmustur. 37°C sicaklikta
24 saatlik inkiibasyonun ardindan 1:1 oraninda ekstraktin kullanildigr denemede 23,33 mm
capinda inhibisyon zonu olusumu gozlenmistir (65). Targinin etanol ekstrakti ile yapilan
baska bir ¢alismada ise, farkli konsantrasyonlardaki ekstraktlar agar disk difiizyon testi ile
denenmis ve 10 pL %10’luk etanol ekstraksiyonunun S.mutans bakterisinde 9,5 mm

¢apinda inhibisyon zonu olusturdugu saptanmistir (111).

Tez c¢alismas1 kapsaminda yapilan deneme sonuglari incelendiginde, tar¢inin hem su
ekstraktinin hem de etanol ekstraktinin dental biyofilm olusumuna katilan bakterilere karsi
antibakteriyel etki gosterdigi tespit edilmistir. Deneme sonuglar literatiir ¢alismalar ile
benzerlik gostermektedir. Ayrica sonuglar incelendiginde, etanol ekstrakti ile yapilan
denemelerde olusan inhibisyon c¢aplarinin su ekstrakti ile yapilan denemelerdeki inhibisyon
caplarindan daha biiyiik oldugu gorilmektedir. Bu durum alkol ekstraksiyonunun
antimikrobiyal maddelerin alinmasi i¢in daha etkili bir yontem oldugunu gostermektedir.
Alkol ekstraksiyonu sirasinda herhangi bir 1sil islem uygulamasinin yapilmamasi ve bu
nedenle polifenollerin denatiire olmamas1 sebebi ile bu durumla karsilasildig:

distiniilmektedir.
6.2. SONUC

Bu ¢alismanin ilk asamasinda benimsenen in vitro modelde, agiz i¢i ortamda saptanan en
diisiik, en yiiksek ve optimum pH ve sicaklik kosullar1 olusturulmus, bu kosullarda dental
plak olusumuna katilan bakterilerin, bulk-fill kompozit rezin yiizeyinde biyofilm olusturma

durumlar incelenmistir.

Calisma sonucunda; bakterilerin bulk-fill kompozit rezin yiizeyine tutunma diizeyinin, dis
yiizeyine tutunma diizeyine yakin oldugu goriilmiistiir. Kompozit rezin tedavilerinin
basarisizlikla sonuglanmasinin en temel sebebi, kavite ile restoratif materyal arasinda
polimerizasyon biiziismesi sonucu meydana gelen boslukta olusan ikincil ¢iiriiklerdir. Tez
calismasinda kullanilan diisiik biizlilmeli restoratif materyalin yiizeyinde bakterilerin
tutunmas1 ve biyofilm olusturmasi, ikincil cliriikler ile karsilasilabilecegini dolayisiyla da

restoratif tedavinin basarisizlikla sonuglanacagini géstermektedir.
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Farkl1 sicaklik ve pH kosullarinda bakterilerin dolgu materyali yiizeyine tutunma diizeyinin
incelendigi denemelerde ise; bakterilerin en ¢ok giin i¢ersinde agiz i¢i ortamda gézlenen
37°C ve 7,2 pH kosullarinda bulk-fill kompozit rezin yiizeyinde biyofilm olusturdugu
tespit edilmistir. Calisma sonuglari incelendiginde dikkat ¢eken bir diger nokta ise, notral
pH kosullarinda dolgu materyali yiizeyinde biyofilm olusturan bakteri sayisinin daha fazla
olmasidir. Uyku halinde iken agiz igerisinde pH 6,5 gibi daha asidik kosullara
ulagmaktadir. Yapilan ¢alisma sonucunda, bakterilerin uyku halinde agizdan nefes alinmasi

durumunda dolgu materyali yiizeyine en diistik diizeyde tutundugu goriilmiistiir.

Tez g¢alismasmin ikinci asamasinda; su ve etanol ekstraksiyonu ile elde edilen bitki
ekstraktlarinin dental biyofilm olusumuna katilan bakteriler iizerindeki inhibitor etkileri
arastirilmistir. Calisma sonucunda, biitiin etanol ekstraktlarmin su ekstraktlarindan daha
fazla antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir. Bu durum, bitkilerde bulunan ve
antimikrobiyal etkiye sahip olan polifenollerin ve bazi ugucu yaglarin sicak su

ekstraksiyonu ile yeterince ekstrakte edilemedigi diistindiirmektedir.

Yapilan ¢alisma sonuglari incelendiginde; targin, zencefil ve yesil ¢aydan elde edilen hem
su ekstraktlariin hem de etanol ekstraktlarinin antibakteriyel etkiye sahip oldugu
goriilmektedir. Kullanilan bitki ekstraktlar1 arasinda en yiiksek antibakteriyel etkiye,
tar¢indan etanol ekstraksiyonu sonucu elde edilen 6rnek sahiptir. Tar¢in disindaki bitkiler

arasinda ise en fazla antibakteriyel etki sirasi ile zencefil ve yesil ¢ayda tespit edilmistir.

Adagaymnin su ekstraktinin inhibitor etkiye sahip olmadigi, etanol ekstraktinin ise biitlin
suslara karsi inhibitor etki gosterdigi saptanmistir. Ihlamur ve siyah ¢ayin ise diger
bitkilere kiyasla en az inhibitor etkiye sahip bitkiler oldugu goriilmiistiir. Siyah ¢ayin su
ekstraktinda higbir susta inhibisyon zonu olugsmamisken, etanol ekstraktinda 5 bakteri
susunda ve S.mutans ‘da zon olusumu gozlenmistir. IThlamurun ise su ektraktinin yalnizca 1
bakteri susuna, etanol ekstraktinin ise 1 sus ve S.mutans’a karsi inhibitor etkiye sahip

oldugu goriilmiistiir.

Calismada kullanilan biitiin bitkilerin farkli diizeylerde antibakteriyel etkiye sahip oldugu
goriilmektedir. Bu bitkilerden yesil ¢aym giinliik tiiketiminin agiz sagligina olan olumlu
etkileri yapilan bircok c¢alisma ile kanitlanmigtir. Targin ve zencefilin de sicak su

enflizyonu ile bitki ¢ay1 olarak kullanimi, dental plak igerisindeki bakterilerin gelisimini
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inhibe etmesi sebebi ile agiz sagliginin korunmasma katki saglamaktadir. Bu bitki
ekstraktlarinin agiz yikama suyu ve dis macunu gibi iriinlerde, kimyasal ve sentetik
antimikrobiyal maddelerin yerine kullaniminin, mikroorganizmalarin edindikleri
antimikrobiyal direncin gelismesine engel olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica bitki
ekstraktlarinin birlikte kullaniminin sinerjetik etkiye sebep oldugunu gosteren bir¢ok
calisma mevcuttur. Calisma sirasinda inhibitor etkileri incelenen bitkilerin birlikte
kullaniminin, dental plak olusumuna katilan bakteriler {izerindeki etkisi baska bir
calismanin konusu olabilir. Calisma sirasinda polifenollerin ekstraksiyonu i¢in kullanilan
yontemler alkol ekstraksiyonu ve su ekstraksiyonudur. Bu yontemlerden su ekstraksiyonu
secilirken bitki caylarinin glinliikk hazirlanma sekli g6z Oniine alinmistir. Etanol
ekstraksiyonun uygulanmasinin sebebi ise daha etkin bir ekstraksiyon yontemi olmasidir.
Fakat giiniimiizde daha ileri ekstraksiyon yontemleri bulunmaktadir. Mikrodalga destekli
solvent ekstraksiyonu ya da basingl sivi ekstraksiyonu gibi yontemlerle daha etkin bir
ekstraksiyon yapilabilecegi ve elde edilen iirlinlerde daha fazla antimikrobiyal etkinin

goriilebilecegi diisiiniilmektedir.
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Bulk-fill kompozitlerin fibroblast hiicreler
iizerindeki sitotoksik etkisinin ICELLigence sistemi
ile belirlenmesi
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jisi ileri 5

Amag: Yeni 10 dusiik buzilmeli bulk-fill kompozitin L-929
insan gingival fibroblast hiicreleri iizerine olasi sitotoksik
etkisi gercek zamanli hiicre analizi ydntemi olan ICELLigence
Sistemi ile degerlendirilmis ve es zamanl olarak restoratif
materyallerin biyofilm ol yatkinlk dizeyleri tespit
edilmistir.

Gereg-Yontem: Sitotoksik etkinin arastirildigi denemede
ICELLigence sistemi tercih edilmistir. Kompozit (izerinde
bakteriyal biyofilm dretiminin tespiti i¢in ise 12 kuyucuklu
plaka yonemi uygulanmistir. Calismada daha énce dig
yizeyinden izole edilmis olan ve biyofim iiretme
yeteneginde olan 8 bakteri ve Streptococcus mutans ATCC
25175 kullamilmistir. 37°C’'de 24 saat inkiibasyonun ardindan
materyaller yikanmis ve fosfatlanmis tamponlu tuz gézeltisi
(PBS) ile seyreltilmistir. Tutunan bakteri sayisi Tryptic Soy
Agar (TSA) besiyeri ile sayilmustir.

Bulgular: Bu caliymada, opti hiicre yi 300 pL
besiortaminda 2500 hicre olarak gozlenmis olup, tiim
kompozitlerin hiicreler Gizerinde sitotoksik etkisinin oldugu
belirlenmistir. “GC everx posterior” digerlerine oranla en
fazla sitotoksik etkiye sahip kompozit iken “Filltek Bulk-fill”
daha dugilk sitotoksik etki sergilemistir. Calismada elde
edilen sonuglara gére her bir materyale tutunan bakteri
saytsi 10*10°kob (koloni olusturan birim) arasindadir.
Materyal yiizeyi 50 mm? olarak hesaplanmis olup, biyofilm
olusum dizeyi 2x (10%-10°) kob/mm? olarak hesaplanmistir.
Sonug: Literatiire sagladigi katkinin yamisira, bu ¢alismadan
elde edilen sonuglarin, klinisyenlerin materyal seciminde
faydah olacag: diistiniimektedir.
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The evaluation of cytotoxic effect of bulk-fill
dental composites on fibroblast cells with
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Objective: The cytotoxic effect of novel 10 low contraction
bulk-fill composites on L-929 fibrablast cells were evaluated
with ICELLigence system which is a real time cell analyse
method, and simultaneously the biofilm formation tendency
of the restorative material was determined.
Materials-Methods: ICELLigence system was chosen for the
cytotoxic assay. The bacterial biofilm formation on these
tested 10 novel composites was determined by 12-well
plate technique. Eight bacteria from tooth surfaces
previously isolated and the standard strain Streptococcus
mutans ATCC 25175 were used for this assay. After
incubation at the 37 °C for 24 hours, the materials were
washed, then diluted with phosphate buffered saline (PBS).
Finally the microorganisms were counted on Tryptic Soy
Agar {(Merck} then the microbial adhesions were calculated.
Results: In this study, the optimal cell density was screened
as 2500 cells in 300 pl medium and the results showed that
all the composites incorporated to the study had cytotoxic
effect on the cells. While the composite "GC everx
posterior” was found the most cytotoxic one, “Filltek Bulk-
fill” showed the minimal cytotoxic effect on the fibroblast
cells.According to the results of this experiment the
bacterial counts were determined between 10°-10°cfu
(colony forming unit) for each bulk-fill material whichs
surface area was aproximately 50 mm?. So it can be
declared that the average of the biofilm formation on the
materials was 2x(10°-10°) cfu/mm?.

Conclusion: Finally besides the contribution to literature,
the results of this study may be beneficial for material
selection criteria of the clinicians.



