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OZET

Streptococcus mutans dis ¢iiriimesinden birinci derece sorumlu streptococcal suslardan
birisidir. Mikroorganizmalarin kolonizasyonunda hiicre adezyonu ilk basamaktir. Ikinci
basamak ise hiicrelerin iirettikleri ekstraseliiler polimerlerin olusturdugu biyofilm
yapisidir. Bu siire¢ biyofouling (biyolojik kirlilik) olarak tanimlanir. Anti-biyofouling
ise biyolojik kirlenmeyi kontrol etmek i¢in kullanilan bir yontemdir. Biyofilm olusmasi
veya metabolizmasina engel olabilecek mevcut anti plak ajanlar istenmeyen yan etkilere
ve yiiksek maliyetlere sahip oldugundan anti-biyofouling ajan 6zelliginde yeni alternatif

dogal materyallerin arastirmalar1 devam etmektedir.

Bu c¢alismada Kayseri ilinden (Gesi Mahallesi) toplanan Viburnum opulus L.
(Gilaburu) bitkisine ait yaprak ve kabuk o6rneklerinin etanol ekstraktlarinin S. mutans
planktonik hiicreleri ve biyofilmi {izerindeki inhibisyon etkisinin in vitro arastirilmasi
amaglanmistir. Kabuk ekstraktinin bakteri tizerinde antimikrobiyal aktivitesinin daha
giiclii olmasi nedeniyle calismalar kabuk ekstrakti ile devam ettirilmistir. S. mutans
biyofilmleri ilizerinde ekstraktin inhibitor etkisini arastirmak icin XTT hiicre canlilig
testi, biyofilm ylizeyinin yapisin1 goriintiilemek i¢in SEM analizi yapilmistir. Ayrica bu

bakterinin ekstrakt varliginda EPS ve dekstran iiretimleri de tespit edilmistir.

Kabuk ekstraktlarinin 2,5 mg/mL konsantrasyonunda, hem 8 saat hem de 24 saatlik
biyofilm gelisim fazlarmda hiicrelerin %50’sinden daha fazlasini inhibe ettigi tespit
edilmistir. Buna gore 5 mg/mL’lik kabuk ekstrakti varliginda hem biyofilm yiizeyindeki
ekzopolimerik matriksin dagildigi hem de EPS ve dekstran iiretiminin kontrole kiyasla

diistiigii belirlenmistir.
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Sonug olarak S. mutans tarafindan disler iizerinde olusan biyolojik kirliligin V. opulus
L. kabuk ekstrakti ile gideriminin miimkiin ve dis ¢liriigii iizerine gelistirilebilecek yeni

kemoterapotik stratejiler igin alternatif bir yaklagim olabilecegi diistintilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Viburnum opulus, Streptococcus mutans, Biyofilm, Anti-

biyofouling, Dis plagi.
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EVALUATION OF ANTI-BIOFOULING POTENTIAL OF PLANT-DERIVED
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ABSTRACT
Streptococcus mutans is the primary streptococcal strain responsible for caries. The first
step in the colonization of microorganisms is the cell adhesion. The second step is the
construction of the biofilm structure formed by extracellular polymers that have been
produced by the colonizing cells. This process is defined as biofouling. Anti-biofouling
is @ method for controlling biofouling. Due to side effects and high costs of anti-plaque
agents preventing biofilm formation or interfering with the biofilm metabolism, the

research for alternative natural materials featuring an anti-biofouling activity continues.

In this study the in vitro investigation of the inhibitory effect of the ethanol extracts,
produced from the Viburnum opulus L. leave and bark samples that have been collected
in the Kayseri province (Gesi village), on S. mutans planctonic cells and biofilm has
been intended. Due to stronger antimicrobial aktivity of the bark extract on bacteria the
study was continued only with the bark extract. To investigate the inhibitory effect of
the extract on S. mutans biofilms the XTT cell viability test, to view the biofilm surface
structure a SEM analysis was performed. Furthermore the EPS and dextran production

of this bacteria, in presence of the extract was identified.

It has been found out that the bark extract with a concentration of 2,5 mg/mL was able
to inhibite more than 50% of the cells in the 8 and 24 hours development phases.
According to this, the exopolymeric matrix on the biofilm surface dispersed, EPS and
dextran production got lowered in the presence of 5 mg/mL of bark extract compared to

the control group.



As a result biofouling on teeth caused by S. mutans can be removed with an extract
produced from V. opulus L. bark. It’s considered that this extract can be used as an

alternative approach for new chemotherapeutic strategies against tooth decay.

Key Words: Viburnum opulus, Streptococcus mutans, Biofilm, Anti-biofouling, Dental
plaque.
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1. GIRIS VE AMAC

Biyofouling, istenmeyen birikme ve biyofilm biiyiimesi olarak adlandirilir. Bu olay ¢ok
genis yelpazede (tip, gida endiistrisi, aritim teknolojileri, denizcilik vb.) sorun yaratan
ve istenmeyen bir durumdur. Bu kadar genis alanda gdzlenen bu biyolojik kirliligin asil
sebebi de biyofilmlerdir. Biyofilmler, bir ylizeye yapisarak kendi iirettikleri polimerik
yapida jelsi bir tabaka icinde yasayan mikroorganizmalarin olusturdugu topluluk olarak

tanimlanabilir (1).

Biyofilmler diinyadaki yasam formlarinin en basarilisidir ve yiiksek konsantrasyondaki
biyosidal ajanlara oldukga toleransli canli formlaridir. Biyofilm hiicreleri antimikrobiyal
ajanlarla temasi engelleyen ya da azaltan bariyere sahiptirler (2). Biyofilm olusumu in
vivo olarak canli hiicrelerde veya in vitro olarak cansiz ylizeylerde meydana gelebilir.
Nem miktarinin fazlaliligt ve besin maddelerinin ortamda bulunmasi biyofilm
olusumunu arttirmaktadir. Biyofilmlerin olusumuna ve gelismesine bakteri susu (3, 4),
yiizey oOzellikleri, pH, besin miktari, sicaklik (5) gibi ¢esitli ¢evresel faktorler etkili

olmaktadir.

Dis plagi olusumu dis sagligi acisindan da biyolojik kirlilik olarak ifade edilen
istenmeyen bir durumdur. Dis plaklari, tiikiiriik ile dis arasinda gevresel bir membran
odevi gorerek ortamdaki biyolojik ve fizikokimyasal degismelere bagli olarak farkli
ozellikler gostermektedir. Bu sekilde de asit olusturma potansiyelleri degismektedir.
Plakta yerlesebilen mikroorganizmalardan Oncelikle kok tipi mikroorganizmalar,
monosakkaritleri intraseliiler olarak kullanarak asit olusturmalar1 yaninda, 6zellikle
siikrozu kullanip salgiladiklar1 ekstraseliiler enzimler araciligi ile dekstran ve levanlar
yaparak plagin karbonhidrat catisina katki saglamaktadirlar. Ayrica kullandiklar
monosakkaritlerin  fermentasyonu, laktik asidin lokal olarak birikimine neden
oldugundan ortama asit Ozellik kazandirmaktadir. S. mutans tiirleri siikrozdan

ekstraselluler polisakkarit (dekstran) senteziyle plak olusumunu baslatarak dis



yiizeyinde kolonize olabilirler (8). Ayrica bu mikroorganizmalarin ¢iiriikk ve periodontal
hastaliklarin gelismesinde yer aldigi gosterilmistir (9). Bu nedenle, bu oral patojene
kars1 antimikrobiyal ajanlarin kullanilmasi dental ¢iiriik ve periodontal hastaliklarin
onlenmesinde 6nemli bir rol oynayabilir. Klinik olarak antibiyotiklerin bilingsiz ve
gereksiz kullanimlari patojenik biyofilm organizmalarinin neden oldugu infeksiyonlarin
inat¢iliklari arttirict  6zellik gostermektedir. Oral patojenlerden korunmak ig¢in
kullanilan  klorheksidin, povidon-iodin, delmopinol hidroklorit, triklosan gibi
antimikrobiyal ve antibakteriyel ajanlarlarda istenmeyen yan etkilerin bulunmasi ve
yiikksek maliyet gibi durumlar bakim agiz hijyeni i¢in tedavide giivenli, etkili ve
ekonomik alternatif ajanlara ihtiyact ka¢inilmaz hale getirmistir. Bu nedenle tibbi
bitkilerin kullanimina yaygin bir ilgi duyulmaktadir. Bu baglamda geleneksel bitkisel
tip da arastirma kapsamina girmistir (10, 11,12).

Biyolojik kirlenme kimya, medikal ve farmasétik endiistrilerde istenmeyen ciddi
problemlere yol acabilmektedir. Dental plaklar antimikrobiyal ajanlara oldukca direncli
bir biyofilm ornegidir. Biyofilm olusmasi veya metabolizmasina engel olabilecek
mevcut antiplak ajanlar istenmeyen yan etkilere ve yiiksek maliyetlere sahip
oldugundan antibiyofilm dolayisiyla antibiyofouling ajan O6zelliginde yeni alternatif
dogal materyallerin arastirmalar1 devam etmektedir. Bu baglamda amacimiz S.
mutans’in neden oldugu dental plaklarda farkli dogal ajanlarin antibiyofilm
kapasitelerini tespit etmektir. Caligmamizda; V. opulus L. bitkisinin yaprak ve
kabuklarindan hazirlanmis etanol ekstraktlarinin S. mutans bakterisinin olusturdugu
biyofilm iizerindeki ve bununla baglantili olarak bu bakterinin EPS ve dekstran iiretimi

tizerindeki etkilerinin de arastirilmasi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Biyofouling

Mikroorganizmalar gelisimleri i¢in uygun organik ve inorganik maddelerin biriktigi dis
yiizeylerde, ozellikle gozle goriilemeyen c¢izikler ve asinmis bolgeler igine yuvalanarak
yerlesmekte, birbirlerine ve ylizeylere baglanarak biyofilm olusturabilmektedir.
Biyofilme tutunmus bakteriler bu yapinin i¢inde antimikrobiyal ajanlara ve olumsuz
¢evre kosullarina direngli hale gelebilmektedirler (13, 14, 15, 16). Biyofouling olarak da
adlandirilan bu durum, degisik yiizeylerde mikroorganizmalar tarafindan olusturulan
biyofilmlerin biiyiimesi vasitasiyla biyolojik materyalin birikmesidir. Makrofouling ise
makro diizeyindeki biyofoulingdir ve makroorganizmalar tarafindan yapilir. Fouling
terimi aslinda biyofouling ve anorganik fouling’i kapsar. Yakin ¢evre, anorganik madde
ve organizmalarin miktar1 kirliligin ne tiirde oldugunu ve yogunlugunu etkiler. Fouling
tiirli medikal, denizsel ve endiistriyel uygulamalar olmak {izere 6nemli derecede degisir.
Genelde medikal biyofouling sadece biyofilm igerirken, denizsel ve endiistriyel
biyofouling biyofilm, makrofouling ve anorganik fouling tiirlerinin bir kombinasyonunu
igerir (17).

Biyofilmler bir¢ok sektdrde insanlara saglik ve maddi acidan ciddi zarar verebilir.
Biyofouling genellikle gemi ve su alt1 yapilarda tstiinde su alt1 canlilarin fark edilir
oOlglide gelistigi denizcilik alani ile bagdastirtlir (Sekil 2. 1). Bu geminin su-direncini,
korozyon, yakit tiiketimi ve motor stresini artirir. Endiistriyel alandaki biyofouling ise
enerji santrallerinde, su aritma sistemlerinde, yemek ve i¢ecek fabrikalarinda meydana
gelmektedir (Sekil 2.2). Problemler arasinda borularin tikanmasi, membran
gecirgenlikteki azalma, kirlenmis su ve 1sitma ve sogutma sistemlerdeki performans
diisiisii sayilabilir. Medikal alandaki biyofouling ise protez implantlar, biyosensor,

kateter, dis implantlar ve medikal ekipmanda meydana gelebilir (17).



Sekil 2.2. Endiistriyel Biyofouling (19)

2.2. Biyofilm Genel Ozellikleri ve Yapisi
Antonie Philips van Leeuwenhoek basit bir mikroskop kullanarak dis yilizeyinde

mikroorganizmalar1 goriintiileyen ilk kisidir ve bdylece ayni zamanda biyofilmi bulan



ilk bilim adami olarak kabul edilmektedir (5). Costerton ve arkadaslar1 1977 yilinda
biyofilmi “bakterilerin, polisakkarit fiberlerin birbirine ge¢mesiyle veya seker
molekiillerinin dallanmasiyla bakteri yiizeyinden uzanarak tek bir hiicrenin veya hiicre
kolonilerinin adezyonun iletimini saglayan glikokaliks yapisinin c¢evrelenmesiyle
yapistiklart goriilmiistiir” diyerek tanimlamislardir (20). Elder ve arkadaglart ise
mikroorganizmalarin ekzopolimer matriks araciligi ile olusturduklart yapisal birlik
olarak tanimlamislardir (21). Biyofilmin en yeni tanimi; mikroorganizmalar tarafindan
olusturulan, mikro organizmalarin herhangi bir ylizeye, ara ylizeye veya birbirlerine
yapigmalarini saglayan ve biiyiime oranlari ile gen transkripsiyonuna bagli olarak farkl
fenotip gosterebilen ve olusturan, mikroorganizmalarin i¢inde gémiilii olarak bulundugu
ekstraseliiler polimerik maddeden olusmus matriks seklindedir (22). Gelistigi bolgeye
bagli olarak biyofilm matriksi i¢inde mineral kristalleri, korozyon partikiilleri veya kan

bilesenleri gibi hiicresel olmayan maddeler de bulunabilir (5).

Biyofilmler canli dokular iistiinde, medikal cihazlarin i¢ kisimlarda, endiistriyel veya
icme suyun boru sistemlerinde ve dogal su kaynaklari gibi birgok degisik ortamda
geligebilir. Biyofilmlerin degisik yapilar1 SEM (Scanning Electron Microscopy) yardimi
ile goriintiilenebilir (5). Nem miktarinin fazlaliligi ve besin maddelerinin ortamda
bulunmasi biyofilm olusumunu arttirmaktadir. Biyofilmlerin olusumuna ve gelismesine
bakteri susu (23, 24), ylizey Ozellikleri, pH, besin miktari, sicaklik (5) gibi cesitli
cevresel faktorler etkili olmaktadir. Biyofilm hiicreleri antimikrobiyal ajanlara karsi
planktonik hiicrelerden daha direngli olup antimikrobiyal ajanlarla temasi engelleyen ya

da azaltan bariyere sahiptirler (25).

Uygun kosullar olustugunda bozulma etmeni olanlar ile patojen 6zellik gosteren tiim
mikroorganizmalar tarafindan biyofilm olusturulabilir. Biyofilm olusumu ve bakterilerin
yilizeylere baglanma diizeyi, ortamin pH’s1 ve sicakligi, bakteri tiirii, bakteri hiicre
duvarinin yapis1 (Gram pozitif ya da Gram negatif olusu), bakteri sayisi, baglandigi
yiizeyin Ozellikleri, hiicre hareketliligi, ortamdaki besin maddeleri igerigi ve miktari,
iyon konsantrasyonu gibi bir¢ok faktor ile degisebilmektedir (13, 26). Baz1 bakteriler
biyofilm olusturmak icin yliksek egilime sahiptir. Bunlardan en yayginlar
Pseudomonas, Enterobacter, Flavobacterium, Alcaligenes, Staphylococcus ve
Bacillus’dur. Bu mikroorganizmalar besin maddelerinin ¢ok oldugu birgok ekosistemde

tiim yiizey tipleri tizerinde biyofilm olusturabilir (27).



Biyofilm kiitlesinin %97 gibi biiyiikk bir kismimni su olusturur. Matriks i¢indeki diger
bilesenler ise; %1-2 ekzopolisakkarit (EPS), %1-2 globuler glikoproteinler ve diger
proteinler, %21-2 niikleik asit, lipit, fosfolipitlerdir. Ancak bu oranlar mevcut
organizmalarin ¢esidine, fizyolojik 6zelliklerine, gelisme ortaminin dogasina, akigkanin
tipine, genel fiziksel Ozelliklere gore degisebilmektedir (28). Biyofilm yapisinda
bulunan maddeler birbirlerine ekstraselliiler matriks vasitasiyla tutunmaktadirlar. EPS
biyofilm olusturarak mikroorganizmalarin koloni olusturmasina ve ylizeye
baglanmasina yardime1 olmasi yani sira mikroorganizmayi ozmotik strese, faj atiklarina,

toksik bilesenlere ve antibiyotiklere kars1 da koruyabilmektedir (27).
2.3. Biyofilm Olusum Mekanizmasi

En basit biyofilmin yapisi karmasik olup taze besiyeri saglandik¢a biyofilmin gelisimi
cok farkli ¢evrelerde bile siireklilik gostermektedir. Fakat ortamdaki besin maddelerin
azalmasiyla biyofilmin ylizey baglantilar1 zayiflar ve igindeki hiicreler planktonik
modlarina geri donerler. Biyofilmin olusumu bes basamakta gerceklesir (Sekil 2.3).
Hiicreler ylizeye doniistimlii tutunup ortamda yasam i¢in gerekli olan besin maddelerin
olup olmadigina arastirirlar. Daha sonra dipol-dipol etkilesimi, hidrofobik etkilesimler,
iyon-dipol etkilesimi, iyonik ve kovalent baglar ve hidrojen baglar1 sayesinde bakteri
hiicre dis1 yapilar ile kisa mesafeli etkileserek ylizeye donilisiimsiiz olarak tutunurlar.
Bu sekilde yiizeye tutunmus olan bakteri gelisir ve koloni olusturur. Mikrokoloniler
bliyliyiip yiiksek yapilara dontiserek olgun biyofilm olusur. Biyofilm olusumunun son
asamasinda tek bir bakteri hiicresi veya bakteri kiimeleri biyofilm tabakasindan kopup

ortama yayilir (27).
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Sekil 2.3. Biyofilmin 5 Olusum Basamaklari: 1. Déniigiimlii tutunma 2. Geri
doniistimsiiz tutunma 3. Koloni gelisimi 4. Biyofilm olgunlagmasi 5. Biyofilm

hiicrelerinin koparak ayrilmasi (29)

2.3.1. Doniisiimlii Tutunma

Bakterinin yiizey ile ilk etkilesimde bakteri hiicresi yiizey ile temas etmemekte ve
sadece uzun mesafeli etkilesimler meydana gelmektedir. Bakterinin yiizeye tutunmasi
bakteri hiicre yiizeyinin, tekstiir, ylizey yiikii, hidrofobiklik, pH, sicaklik ve besin
maddelerin varlig1 gibi fizikokimyasal faktorlere baglidir (5, 30, 31, 32, 33). Bu sekilde
tutunmus bakteriler cok az miktarda EPS’ye sahiptir ve bagimsiz hareket edebilmektedir
(34). Bu haldeki hiicreler kolaylikla durulama ile uzaklastirilabilir (29)

2.3.2. Doniisiimsiiz Tutunma

EPS varliginda dontistimlii tutunmus bakterilerin yapmis olduklar1 zayif baglar kalici
baglara donlisiip doniisiimsiiz tutunur (35). Bakteriler flagella (kamg1) ve pili (ince kil)
gibi organelleri ile EPS iiretip dnceden doniisiimlii tutundugu yiizeye doniistimsiiz
baglanir (15). Hiicreler doniisiimsiiz tutunduktan sonra biyofilm hiicrelerini yiizeyden
uzaklastirmak igin giligli mekanik kuvvet, deterjan, dezenfektan, enzim, sanitizerler

veya yiiksek 1s1l islemler gerekmektedir (36, 37, 38).
2.3.3. Koloni Gelisimi

Hiicrelerin ylizeyde birikmesi, mikroorganizmalarin gelismesi ve EPS iiretimi

sonucunda mikrokoloni gelisimi gergeklesir (39). EPS bakteriler arasi ve bakteri yiizey



aras1 bag olusumuna katkida bulunur ve biitiin koloniyi kapladigindan ¢evresel stresten
korur (5). Bu islemde bakterilerin bir araya gelmesi ve yiizeyde toplanmasi planktonik
hiicrelerin sinyal molekiilleriyle etkilesmesi sonucu gergeklesir. Bu asamada bir bakteri
yiizey tizerinde ilk koloniyi olusturduktan sonra, diger bakteriler ayni yiizeyde ikincil
koloni olusturmak iizere harekete gecer. Biyofilm gelisip biiylidiik¢e, i¢inde barindig

mikroorganizmalarda da ¢ogalma goriiliir (15).

Pseudomonas aeruginosa PA14 susunun mikrokoloni olusturabilmesi igin pili 4 genine
ihtiya¢ duydugu saptanmustir (34). Yiizme hareketinin, itici giliclerin {istesinden
gelebilme ve alt katmanlara ulagabilmesini saglayan pili 4 ile uzama ve geri ¢ekilme

hareketleriyle mikrokoloniler olusturuldugu diistiinilmektedir (40).
2.3.4. Olgun Biyofilm Olusumu

Hiicreler besin maddelerin etkisiyle kule seklindeki yapilara doniisiirler (39, 41).
Degisik yiikseklikteki kuleler gibi duran mikrokoloniler arasi besinlerin ulastirilmasi ve
metabolik atiklarin uzaklastirilmasi i¢in dolasim sistemi gorevini listlenen su kanallart
bulunmaktadir (14, 15). Hiicreler yaklasik 10 giin ya da daha uzun bir siire i¢cinde bu
yapiya ulasir (35).

2.3.5. Biyofilm Hiicrelerinin Koparak Ayrilmasi

Bu son agsamada biyofilmdeki hiicreler tekrar planktonik fazlarina geri donerler (42).
Akis kuvvetindeki artig, i¢ enzimatik bozulma, EPS ya da yiizey baglayan proteinlerin
aciga ¢ikmasi gibi hiicre i¢i islemler biyofilmdeki hiicrelerin ayrilmasinda énemli rol
oynar (35, 43). Bunun yaninda ortamdaki besin maddelerin tiikenmesi de biyofilmdeki
hiicrelerin ayrilmasini 6nemli derecede tetiklemektedir (2). Biyofilm hiicreleri dis
kuvvetlerin etkisiyle ayrilabilecegi gibi, biyofilm olusumunun bir pargas1 olarak tek bir

hiicre veya birden fazla hiicrelerin kopmasinin bir sonucu da olabilir (15).
2.4. Biyofilm Olusumunun Kontrolii ve Engellenmesi

Biyofilm olusumunun kontrolii ve engellenmesinde ilk asama biyofilm olusmadan
gerekli tedbirlerin alinmasidir. Planktonik hiicrelerle kiyaslandiginda, biyofilm
olusturan hiicreler; antibakteriyel maddelere, iodin, iodinpolivinil-pirollidon kompleksi,
klorin, monokloramin, peroksijenler ve gluteraldehit gibi biositlere ve 1stya kars1 daha

dayaniklidir (44). Bu nedenle biyofilm iizerine yapilan arastirmalarin bir diger yonii de



mikroorganizmalar tarafindan olusturulan ve her bir mikroorganizma icin farkli
kompozisyona sahip biyofilmin engellenmesi ve/veya ortadan kaldirilmasi tizerinedir
(45). Biyofilm hiicrelerinin antibakteriyel maddelere karsi dayaniminin, planktonik
hiicrelerden en az 500 kat daha fazla oldugu ifade edilmektedir (46). Biyofilm igerisinde
bulunan bakterilere ve kullanilan ilag veya biyosite bagli olarak biyofilm direncinin
etkili oldugu birka¢ mekanizma bulunmaktadir. Bu mekanizmalar, biyofilm icerisine
antimikrobiyallerin  penetrasyonunun fiziksel veya kimyasal bariyeri, besin
sinirlamalarina bagli olarak biyofilm biiylimesinin yavaslamasi, genel stress cevabinin
aktive edilmesi ve biyofilme baglh fenotipin ortaya c¢ikmasini icermektedir.
Antimikrobiyal tamamen girememesi polimerik maddenin ajanlarin biyofilm igerisine
biyofilm matriksini olusturan antibiyotiklerin diffiizyonunu engelledigi bilinmektedir.
Biyofilm igerisindeki en azindan bir kisim organizmalarin besin sinirlamasindan dolay1
yavag biliylime evresine gectigi ve bu ylizden de antibiyotiklere kars1 direng gosterdigi
diistiniilmektedir. Besin sinirlamasina baglt olmayan genel strese karsilik olarak da
biliylimenin yavasladig1 gézlenmistir. Biyofilm duyarliligin1 azaltan diger bir hususun da
biyofilm icerisindeki bir kisim organizmalarin koruyucu bir fenotip kazanmasi olarak

aciklanmustir (47, 48).

2.5. Biyofilm Olarak Dis Plagi ve Dis Plak Olusumunda Yer Alan

Mikroorganizmalar

Dis plagi; dis ylizeyinde biyofilm olarak bulunan, konagin polimerlerinin matriksinin
icine yerlesmis, mikrobiyal orijinli ¢esitli mikroorganizma topluluklari olarak
tanimlanabilir. Dis plak birikimi agiz icerisinde gii¢lii uzaklastirma etkilerinden koruma
saglayan durgun bolgelerde gergeklesmektedir (49). Bu tanimi bakteri plagi olarak
yapmak daha dogru olur ¢iinkii tamamen bakteriler ve onlarin iirlinlerinden olusur. 1 mg
bakteri plaginda 200 milyondan fazla bakteri bulunur. Plak, sadece yiyecek artiklarinin
yapismasindan veya firsat¢i mikroorganizmalarin gelisiglizel birikmesinden olusmaz.
Plagin dis tizerinde birikimi, olduk¢a organize ve diizenli olaylar zinciridir. Agzimizda
bulunan organizmalarin ¢ogunlugu dogada baska bir yerde bulunmaz. Agiz ortaminda
mikroorganizmalarin yasamini siirdiirmesi, onlarin yiizeye yapisma kapasitesine
baghdir. Tutunamayan mikroorganizmalar, agizdan tiikiirik akisiyla ve sik yutma
refleksiyle hemen uzaklastirilir. Sadece ¢ok az sayida 6zellesmis organizma (6ncelikle

streptokoklar) mukoza ve dis yiizeyi gibi agiz dokularina yapisabilir. Bu yapisan
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bakterilerin dis ylizeyine yapismasini saglayan 6zel alicilar1 vardir ve birbirlerine
baglanmalarin1 saglayan yapiskan bir matriks {retirler. BoOylece bakterilerin dis
yiizeyine basarili bir sekilde kolonize olmalarin1 saglarlar. Yapisma saglandiginda bu
oncll organizmalar ¢ogalir ve lateral olarak bir hasir olusturacak sekilde dis yiizeyinin
lizerini Orterek yayilirlar. Bakterilerin daha da fazla biiyiimesi dis yiizeyinden disari
dogru vertikal bir biiylime seklindedir. Ortaya ¢ikan bu karisik streptokok hasar, dis
ylizeyine dogrudan yapisamayan spiral ve filamentdz bakteriler gibi diger
organizmalarin yapismasina olanak saglar. Olgun bir plak toplulugunun olusmasi ard
arda meydana gelen degisimleri igerir, ve olusan her bir degisiklik bir sonraki asama

i¢in lokal ¢evre hazirlayan bir 6nceki asamaya baghdir (50).

Agiz mikroflorasinda 700’den fazla bakteri tlirii dis, dil, agiz mukozasi, damak ve
periodontal cep gibi bolgelere kolonize olmuslardir. Bu bakterilerin biiylik bir kismi
ag1z sagligi icin faydaliyken, bir kismi da zararhidir. Bilimsel ¢alismalar 6zellikle agiz
sagligini tehdit eden patojenler iizerinde yogunlagmistir (51). Streptococcus mutans
bilinen en 6nemli karyojenik bakteridir. Hemen hemen her insanin agiz boslugunda
bulunmaktadir. S.mutans’in dis yiizeyine tutunabilmesi ortamda sukroz ve dis
cliriiklerine neden olabilecek diger sekerlerin fermentasyonu sonucu ortama salinan

asitlerin varligina baglidir (52).

Nes ve arkadaslarmin yaptig1 ¢alismalara gore streptokoklar agiz florasi i¢inde ayni
ortamda bulunan bakterilere kiyasla c¢ok fazla bakteriyosin iiretmektedirler.
Streptokoklarin bu 6zellikleri agiz igerisinde baskin flora olmalarinda oldukga etkilidir
(53). Kisith yagsam alani ve besin varligi nedeni ile biyofilm icerisindeki farkli bakteri
tirleri kendi aralarinda rekabet etmektedirler. S. mutans ve S. sanguinis birbirlerinin
gelisimlerini inhibe eden iki bakteridir. Buna gore; S. mutans sayist yiiksekse S.
sanguinis sayist azdir. Ortamda bulunan besin miktar1 bu iki bakteri arasindaki rekabette
onemli rol oynamaktadir. Besin miktar1 yeterli ise iki bakteri de gelisebilmekte,

biyofilm olusumu i¢in ilk hangisinin kolonize oldugu fark etmemektedir (54).
2.6. Streptokoklar Hakkinda Genel Bilgi

Viicudun normal florasinda bulunabilen streptokoklar firsat¢i patojenlerdendir (55).
Deride gecici kolonizasyon gosterebilen ancak miikoz membranlarin kalici florasinda

yer alan streptokoklarin bir¢ok tiirii vardir ve Oliimle sonuglanabilen ciddi



11

infeksiyonlara neden olurlar (56). Genellikle hareketsiz olup endosporlart yoktur ve
gram pozitiftirler. Kanli agarda tipik hemolitik reaksiyonlar1 gergeklestirirler. Aerob ve
fakiiltatif anaerob mikroorganizmalardir (57, 58). Oral mikroorganizmalar dogumdan
hemen sonra yeni dogan agzinda kolonize olmaya baslamaktadir. S. salivarius ,S. mitis
ve S. oralis yeni dogan oral kavitesinde ilk tespit edilen ve en baskin olan

mikroorganizmalardir (59).

Oral streptokoklar geleneksel olarak basit biyokimyasal ve fizyolojik testlerle ayirt
edilirken giliniimiizde pek ¢ok farkli tipi hiicre protein profillerinin incelenmesi, DNA
yapilarinin arastirilmast ve glikozidaz aktivitelerinin degerlendirilmesi ile birbirinden
ayirt edilebilmektedir (60). Oral streptokoklar dort gruba ayrilirlar: S.mutans, S.
salivarius, S. anginosus, S. mitis (56).

2.6.1. Streptococcus mutans’m Ozellikleri

Dental plakta mikroorganizmalarin varligi, 1683 yilinda Leeuwenhoek tarafindan
mikroskop altinda gériildiigiinden beri bilinmektedir. 1924 yilinda ingiliz doktor J.K.
Clark bir ¢ocuktaki c¢liriikk lezyonundan Streptococcus izole etmistir. Bunu S. mutans
olarak adlandirmustir (61, 62).

Gram pozitif, fakiiltatif anaerob bir bakteri olan S. mutans oral kavitede yasamakta ve
dis ¢lirigliniin primer patojeni olarak bilinmektedir (Sekil 2.4) (63). Buzlu cama
benzeyen piiriizlii, kabarik ve diizensiz koloniler seklinde iirer. Kanli agarda beyaz, gri
ya da sar1 renkte 0,5-2,0 mm ¢apinda koloniler olustururlar (55). S. mutans a-hemoliz
yapan streptokoklardandir. Yapisinda, bazi istisnalar haricinde, C-polisakkarit
bulunmadigindan B-hemoliz yapan streptokoklardan daha basit bir yapiya sahiptir.
S.mutans bir anaerob tiir oldugundan dis ceplerin dip kisimlarinda da tireyebilir. Bunun
yaninda asidik ortamda yagabilme 6zelligine sahiptir. Glukan kaynakli adherens, laktik
asit Uretimi, asit toleransi, IgA-proteaz ve bakteriyosin iiretimi bu patojenin spesifik
ozellikleridir (64).

Patojen bakterilerin konak hiicrelere olan baglanma yerlerini bloke edip bunlarin
sayilarini azalttigindan probiyotik etkisi vardir. S.mutans, seker iceren besinlerin girisi
ve bunun sonucunda diisen pH’1n etkisiyle dis minesi demineralize edebildigi, tiikriikte
bulunur. Bu nedeniyle S.mutans sayisi ile dis ¢iiriigiiniin olugsma riski arasinda bir bag
vardir (65, 66).
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Bu bakteri 6rnegin dental miidahale sonucunda kan yoluna girip 6nceden hasar gormiis

kalp kapakgiklarinda endocarditis lenta’ya neden olabilir (65, 67).

Sekil 2.4. S.mutans'in Elektron Mikroskopundaki Goriintiisii (71)

2.6.2. S.mutans’in Patogenezi

Dis plagin olusumu i¢in dort faktdr gerekir. Bunlar; 1) Tasiyici, 2) Substrat, 3) Zaman,
4) Bakteri.

Bakterilerin dekstran iiretimi sonucu tutunabildigi temizlenmis dis yiizeylerinde kisa
stire icinde proteinler ve glikoproteinler birikebilir. Mekanik dis temizligi yapilmadigi
takdirde 10-20 giin i¢inde kalin bir plak tabakasi olusur. Bu tabakanin i¢inde S.mutans,
besinlerin iginde bulunan oligosakkaritlerden laktik asit iiretir. Laktik asit Ca®
iyonlarinin ¢6ziinmesine ve bdylece dis minesinin demineralizasyonuna neden

olmaktadir (64, 68).

Onceden hasar gormiis kalp kapakcilarda toksemi sonucunda endocarditis lenta
olusabilir. Agizdaki kiiciik yaralardan ya da dis ¢ekimi sirasinda bakteriler kan

dolagimina girip, ¢cogu zaman yara izlerine sahip, fibrin ag ile kapli kalp kapakgiklara
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yerlesir. Trombus olusur ve kan akisi tarafindan siirliklenip koroner arter embolisi ve

beyin damar embolisine neden olmaktadir (69).
2.6.3 S.mutans’in Epidemiyolojisi

Prehistorik ¢aglardan beri insanlik dis ¢iiriiglinden muzdariptir, dolaysiyla bu yeni¢agin
bir hastaligi degildir. Bu hastalik insandan insana bulasir ve ¢ogu zaman anne
enfeksiyon kaynagi olmaktadir. Boylece her insan dogumdan kisa siire sonra bu, agiz

bosluguna yerlesen, patojenin bir tasiyicisi haline gelir (64, 70).

2.7. Antibiyofilm ve Antibiyofouling

Klinik ekipman ve implantlarda olusan biyofilmler, infeksiyonlarin ana nedenlerinden
biridir (72). Istenmeyen biyofilmleri temizlemek icin belirgin sistemlere uygulanabilen
bazi teknikler vardir (73, 74). Bunlar arasinda (a) mekanik temizleme, (b)
antimikrobiyal ajanlarin kullanimi, (c) O6nemli besinlerin kaldirilmasi ile biyofilm
gelisimini engellemek, (d) mikrobiyal yapismalari engellemek ve (e) biyokiitle
cikariminin desteklenmesi bulunmaktadir. Mekanik temizleme ve antimikrobiyal ajanlar
en ¢ok kullanilan yontemlerdir. Mekanik temizleme pahali olabilir, ¢iinkii genelde alet
kullanim1 ve ciddi miktarda ig giicii gerektirir. Kirlenmis bdlgeye ulagilamamast gibi
bazi durumlarda da kullanilamaz (74, 75). Piyasada satilan bircok sayida antiplak
ajanlarin dental biofilm olusumunu veya metabolizma Onleyici etkisi arastirilmigtir.
Ancak bu ajanlarin istenmeyen yan etkileri tasidigindan alternatif ajanlarin arayisi
gereklidir (58). Kimyasal yollarla dis plagini kontrol altinda tutmak tizere klorheksidin,
fenol bilesikleri, kuarter amonyum bilesikleri, antibiyotikler, songuinarin, flouridler
kullanilmaktadir. Bugilin i¢in klorheksidin en etkili antiplak ajan1 olarak kabul
edilmektedir. Ancak klorheksidinin digleri, restorasyon materyallerini, mukozay:
boyama; tad bozuklugu, mukozal deskuamasyon gibi yan etkileri bulunmaktadir (76).
Ayrica biyosit ve dezenfektanlarin kullanimi, biyofilmdeki mikroorganizmalarin
antimikrobiyal ajanlara karsi1 direng olusturmasi durumunda etkisiz kalabilir (74, 75).
Biyofilmin gerekli besinlerden mahrum birakilmasi yoluyla temizlenmesi ve bu
stratejinin etkinligini belirleme iizerine ¢alismalar devam etmektedir (75). Bu strateji
ortamdaki  besinlerin  kontrol  edilemedigi = durumlarda ve  ortamlarda
kullanilamamaktadir. Biyofilmin ayrilmasin1 destekleyen stratejiler, ilizerinde en az

durulanlardir (74). Biyofilm temizliginde biyofilm matriksinin fiziksel biitlinliigiini
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bozmak, biyofilm temizliginin 6nemli oldugu tibbi ve endiistriyel islemler i¢in ¢ekici bir
alternatiftir. Bu yaklasim, ckolojik dengeyi bozma egiliminde olan toksik
antimikrobiyal ajanlarin kullanilmasinin azalmasi ile bir avantaj saglayacaktir (77).
Biyofilmlerin énlenmesinde bugiin konvensiyonel uygulamalara alternatif olarak daha
yilksek EPS parcalama kapasitesine ve verimine sahip mikroorganizmalarin kesfi
tizerinde bazi1 ¢alismalar vardir. Boylece, EPS’leri pargalayabilme yetenegine sahip
bakterilerin, istenmeyen biyofilmlere karsi potansiyel biyoparcalama ajanlari olarak
kullanilabilmeleri miimkiin olacaktir. Bununla beraber, EPS’yi pargalayan bakteriyal
polisakkarazlar ve proteazlarin daha detayli taranmasiyla, zararli biyofimler igin
dezenfektan ve temizleme ajani olarak kullanilabilecekleri siiphesizdir (78). Hatta
silikon Kkateterler tiizerindeki birkag Candida tirii ve Saccharomyces cerevisiae
biyofilmini inhibe edici ajanin yine Candida hiicrelerinin olusturdugu bir biyofilm
oldugu bildirilmistir (79). Leroy ve ark. (80) tarafindan, biyofilm olusturucu deniz
mikro-organizma  veya  makro-organizmalarinin  direngliliklerinden  dolayz,
6ldiiriilmesinden ziyade enzimatik olarak biyofilm matriksin (EPS’nin) parcalanmasi ile
adhezyonun inhibisyonu Onerilmistir. Hiicre dis1 polimerik matriksin yapiskanliginin
enzimatik olarak giderilmesiyle biyofilm kontrol stratejilerinin miimkiin olabilecegi

kinetik bir modelin 6nerildigi modelleme ¢aligmasiyla da ortaya konulmustur (81).

Gilinlimiizde yeni antimikrobiyal hedeflerin saptanmasina yonelik arastirmalar arasinda,
bir bakteri toplulugu icindeki hiicrelerin birbirleri arasindaki iletisimin engellenmesi
konusundaki caligmalar, heniiz pratige yansimamis olsa da, gelecek icin umut
vadetmektedir. Quorum Sensing (QS) adiyla bilinen ve bakteri hiicresinin ayni topluluk
icindeki tlirdeslerinin yogunlugunu algilamasi ve bunun sonucunda topluluk i¢indeki
tim  bireylerin koordine bi¢cimde davranis degisikligi  gostermesi olarak
tanimlanabilecek bu  6zellik ¢ok sayida Gram-pozitif ve  Gram-negatif
mikroorganizmada saptanmistir. Bu mekanizmanin farkli bi¢imlerde inhibisyonunun

antibakteriyal etki gosterebilecegine dair gozlem ve kanitlar vardir (82).

Biyofilmin parcalanmasi i¢in enzimler de kullanilabilmektedir. Fakat biyofilmdeki
hiicre dis1 polisakkaritlerin cesitliligi nedeniyle biyofilmlerin parcalanmasi amaciyla
birden fazla enzim etkinligi gerekebilir. Yiizeydeki ve kapali borularda biyofilm
bakterilerinin kontrolii bilinen bir yontemdir. Aslinda, borularda ve proteinin kontakt

lenslerden ¢ikarilmasi igin proteazlar kullanilmaktadir. Ancak enzimlerin bakteriyel
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biyofilmler iizerinde kullanilmasi yine de sinirlidir, bu biraz da kullanimi smirlilik

gostermektedir (83).

Biyofilm matriksi ¢ok sayida heteropolisakkarit icerir. Bu nedenle EPS’lerin seker
iceriginin tayini ve tiim sekerler i¢in ayr1 enzimatik aktivitenin eklenmesi 6nemlidir.
Zararh biyofilmlerle miicadelede EPS’nin pargalanmasi icin spesifik polisakkarazlarin
proteazlar, lipazlar ve glikoproteazlar ile uygulanmasinin avantaji daha fazladir. Yine
proteazlarin kullanimiyla yiizeylere sivi akisi ile tasinan organik biyofouling de
Onlenebilecektir (84). Antibiyofouling biyolojik birikiminin uzaklastirilmas: veya
birikiminin 6nlenme siirecidir. Bu islem biyofouling’i kontrol etmek i¢in kullanilabilir.
Antibiyofouling fiziksel veya kimyasal olarak yapilmaktadir. Fiziksel kontrol olarak
diisiik temas direnci ve diisiik adezyon Ozellige sahip olan yiizeyler, 1slanabilen
yiizeyler, kopek balig1 ve yunuslarin derileri gibi mikro dokusuna sahip olan yiizeyler,
bakim, kabuklanma kontrolii gibi kontrolleri sayilabilir. Kimyasal kontrolde ise degisik
salgilar ile biyofilmler kontrol altinda tutulur. Fouling bu belirtilen fiziksel ve kimyasal
kontrollerle 6nlenir ve ortadan kaldirilabilir. Dogada bitki, bocek, mercan ve baliklar bu
role istlenirler. Spesifik antibiyofouling ajanlar lotus yapragindan tutup kopek balig
derisine kadar siralanabilir (17). Biyofouling’i azaltan yontemler arasinda diisiik temas
dirence ve diislik adezyona sahip yiizeylerin kullanilmasi sik¢a kullanilir. S1v1 akisinda
diisiik temas direnci mikroorganizmalarin kolaylikla yikarak uzaklastirilmasini saglar.
Diisiik adezyona sahip yiizeylerde ise mikroorganizmalar koloni olusturmak iizere

ylizeye tutunamazlar (85-87).
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2.8. Viburnum Cinsi hakkinda Genel Bilgi

Viburnum, daha onceden Caprifoliaceae familyasina ait bir iiye iken molekiiler
filogenetige gore yapilan siniflandirmaya goére Adoxacea familyasindan olan ve yaklasik
150-175 degisik cali ve (birkag tiirde) kii¢iik agac tiirleri igeren bir cinstir (88, 89). Bu
tirler Kuzey yarikiirenin ikliminde bulunup Giliney Amerika’nin tropikal daglik
bolgelerinde, Ukrayna, Rusya ve giineydogu Asya’da, Afrika’da ise sadece Atlas
Daglarinda bulunur (90, 91).

Yapraklar1 karsilikli konumlanmis, basit ve tamamiyla ya disli ya da lopludur. Soguk

iklim tiirleri yaprak dokerken ilik iklim tiirleri yaprak dokmez. Bazi tiirler filiz ve

yaprak kisimlarda yildiz seklindeki tiiylerle yogun bir sekilde kaphidir (Sekil 2. 5).

Sekil 2.5. Viburnum opulus americanum yapragindaki tiiylii kisimlar1 (92)

Cicekleri 5-15 cm’lik demetler halindedir ve her ¢i¢ek beyazdan pembeye kadar degisen
renklerde, 3-5 mm’lik ¢apl ve bes tagyaprakli olup bazi tiirler yogun kokuludur. Disi
organda 3 akraba meyve yapraklara sahiptir ve nektar1 bu disi organin tepesinde
bulunur. Bunun yaninda baz tiirlerde demeti ¢evreleyen dolleyici hedef olarak gorev

alan biiyiik, gosterisli, kisir ¢igek sagaklari bulunur (Sekil 2. 6). Meyvesi ise yuvarlak,
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oval veya bir nevi yassi sert ¢ekirdekli, renkleri kirmizidan mora, maviden siyaha kadar
degisen tek tohumludur (Sekil 2. 7). Bunlarin bazilari insan tarafindan yenilebilir fakat
¢ogu hafif zehirlidir (93-96).

Sekil 2.6. Vibrunum opulus americanum ¢icek demeti (92)
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Sekil 2.7. Viburnum opulus L. meyvesi (97)

2.8.1. Viburnum opulus L. (Gilaburu)

V. opulus L. bir yaprak doken cali tiirtidiir 1,5-6 metre yiikseklige ulagir. 4-6 mm
uzunlugunda sapli kis tomurcugu iki ¢ift olgun, bitisik ve kel tomurcuk pula sahiptir.

Kalinlig1 inceden kalina kadar degisen gdovde kabugu mantarimsi bir yapiya sahip
olabilmektedir. Ik senesinde kiit ve koseli olan dallari yesil-kahverengi, bazen kizil

(Sekil 2.8), hafif tiiylii, farkedilebilir lentiselli kabuga sahiptir (Sekil 2.9) (98).

Sekil 2.8. V.opulus bitkisinin yesil-kahverengi ve kizil renkleri (97, 99)
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Sekil 2.9. V.opulus gévde ve sap yapisi (100)

Bitkinin beyaz renkli ¢igekleri 4-11 cm ¢apa sahip korimbin ucunda gelisir. Her
korimbte, 5 mm kadar kii¢iik bir ¢apa sahip olan iiretken ¢icek ve bunlar1 bir halka
olarak cevreleyen 1. 5-2 cm capli, dikkat g¢ekici ta¢ yaprakli kisir ¢igekler bulunur.
Cicekler yazin olgunlasir ve bocekler tarafindan tozlasir. Meyvesi 7-10 mm ¢apinda
parlak kirmizi renkli, yuvarlak, sert tek cekirdeklidir. Tohumlar1 kuslar tarafindan
yayilmaktadir (101).



3.GEREC VE YONTEM

3.1. TEZ CALISMASINDA KULLANILAN GERECLER
3.1.1. Cihazlar

Sterilizasyon islemlerinde Hirayama Hiclave HG-50 otoklavi, Ecocell pastor firini,
kiltir ¢alismalarinda Safe Fast Classic Laminar Flow kabini ve New Brunswick
Scientific Innova 42 inkubatorii kullanmilmistir. Coktirme islemlerinde Thermo
Scientific SL 16R santrifiijii, karistirma islemlerinde BioSan Vortex V-1 plus, 1sitma ve
¢ozme islemlerinde Bandelin Sonorex RK 52 H ve hiicre yogunlugu ayarlanmasinda
BioSan Den-1 McFarland Densitometer kullanilmistir. Ekstrenin hazirlanmasinda
Heidolph Instruments Gmbh & Co. KG — Laborota 4000 eco Rotary Evaporator ve
Labconco Freezone liyofilizator kullanilmistir. UV 6Gl¢timlerinde Jenway 6800UV/Vis
Spectrophotometer ve Biotek Synergy HT Eliza okuyucu kullanilmigtir.

3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Bakteri iiretiminde Nutrient siv1 (5g/L pepton, 3g/L meat extract, pH:7 +0,2) (Merck
M105443) ve Nutrient kati(NA) (5g/L pepton, 3g/L meat extract, 12g/L agar-agar, pH:7
+0,2) (Merck M105450) besi ortamlar1 ve Sukroz S0389 (Sigma-Aldrich) kullanilmistir.
Bitkisel ekstrenin hazirlanmasinda ekstraksiyon ¢ozeltileri olarak etanol, toz ekstrenin
¢oziiciisii olarak Dimetilsiilfoksit (Carlo Erba 445103) tercih edildi. EPS ol¢iimlerde
Triklorasetik asit (Merck M100807), %95’lik etanol, Fenol %100 (Sigma-Aldrich
16017) ve Siilfirik asit % 95-98 (Fluka 84721) kullanilmistir. XTT yonteminde Cell
Proliferation Kit XTT [2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-
carboxanilide] (Appli Chem Panreac A80881000), SEM goriintiilenmesine hazirlik
calismasinda ise Gibco 10270 FBS (Fetal Bovin Serum), PBS (Phosfate Buffered
Saline) (Sigma-Aldrich P7059) ve Glutaraldehit (Sigma-Aldrich G5882) kullanilmstir.
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3.1.3. Kullanilan Sarf Malzemeler

Biitiin calismalarda 0,5-10 pL (Eppendorf Research Plus 488450A), 10-100 pL
(Eppendorf Research Plus 489855A), 100-1000 uL (Eppendorf Research Plus
494752A), ve 1-5 mL (Microlit Micropipette 15103516) otomatik mikropipetleri
kullanilmigtir. Hazirlanan ekstrelerin filtrelenmesinde Sartorius Minisart Syringe Filter
NML Hydrophilic 0,2 um, MIC ve XTT g¢alismalarinda 96 well culture plate (Nest
Biotech) ve SEM goriintillenme hazirliginda Thermo Scientific 177445 Lab-Tek
Chamber Slide w/Cover Permanox Slide Sterile 16/PK 8 well kullanilmustir.

3.1.4. Kullanmilan Bakteri Susu

Calismada mikroorganizma olarak Streptococcus mutans ATCC 25175 (Microbiologics
KWIK STIK 0266P) susu kullanilmistir.

3.1.5. Arastirmada Kullamilan Viburnum opulus L. (Gilaburu) ve Temini

Kullanilan V. opulus L. bitki 6rnekleri Kayseri ilinin Melikgazi il¢esine bagli Gesi
Mabhallesi baglik alanlarindan toplanmistir. Yaprak ve govde kabugu 6rnekleri 2015 yili

Eyliil ayinda toplanip ayni1 giin ekstraksiyon islemlerine baglanmistir.
3.1.6. Bakterinin Aktiflestirilmesi

S. mutans bakterisi Nutrient sivi besi ortaminda uygun inkiibasyon sicakliginda 24 saat
inkiibe edilerek aktiflestirilmistir. Bir gecelik inkiibasyon siiresinden sonra Nutrient sivi
besi ortamindaki aktif kiltir MacFarland Densitometer kullanilarak 0,5 Mac Farland

standardina ayarlanmistir.
3.2. YONTEM
3.2.1. Bitki Ekstrelerinin Hazirlanmasi

V. opulus L. yapragindan total 45 g ve kabugundan total 42,2 g 6rnekler toplanmstir.
Kabuk ornekleri uzunlugu ve genisligi yaklasik lcm olan pargalara kiigiiltiilmiistiir.
Yaprak ve kabuk 6rnekleri daha sonra havada madde kayb1 olmadan kurutulmustur ve
yapraklar yaklasik 5-7 mm’lik boyutlara kadar kiiciiltiilmiistiir. Kabuk 6rneginin 42,2
0’1 500 mL distile %70’lik etanolde calkalamak iizere kavanozlara aktarilmistir. Ayni
sekilde yaprak 6rnegi 500 mL distile %70’lik etanole alinmistir. 4 adet kavanoz 3 gece
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37°C’deki su banyosunda ¢alkalanmustir. ilk gecenin sonunda kavanozlardaki alkol birer
erlene siliziilmiistir. Calkalama islemini devam ettirmek amaciyla kavanozlardaki
orneklere 400 mL alkol ilave edilmistir. ikinci gecenin sonunda yine alkol
kavanozlardan siiziiliip erlenlere alinmis ve bu sefer son c¢alkalama islemi i¢in 6rneklere
350 ml alkol ilave edilmistir. Son bir gecelik ¢alkalamanin sonunda alkol yine siiziiliip
erlenlere aktarilmistir. Bu 3 gecelik islem sonunda yaklasik 1,25 L kabuk etanol
ekstrakt, 1,25 L yaprak etanol ckstrakti elde edilmistir. Ekstreler daha sonra alkolii
ucurmak amaciyla vakumda distile edilmis ve olusan yogun ekstreler ardindan
dondurulup liyofilizatdrde kurutulmustur. Kuru 6rnekler havanda &giitiiliip tartildiktan

sonra 50mL hacminde falkon tiipler iginde -20°C’de depolanmustir.

Ekstreler daha sonra deneylerde kullanmak iizere %100 DMSO ile 100 mg/L seklinde
2mL’lik eppendorf tiiplerinde hazirlanip 14000 rpm’de 20 dk santrifiijlendi. Stipernatant
nutrient sivi besi ortami ile seyreltilip istenilen konsantrasyona getirildikten sonra 0,22

um’lik siringa filtrelerinden gegirilerek steril edilmistir.

3.2.2. S. mutans Planktonik Hiicrelerinin Bitki Ekstraktlarina Duyarhhiginin

Olciilmesi

Bitki ekstraktlarinin Nutrient sivi besi ortaminda hazirlanan stok c¢ozeltilerinden
(20mg/mL) iki-katl: diliisyon serileri (0,625-10 mg/mL) olusturulmus ve eppendorflara
konulmustur. Aktif bakteri kiiltiiriiniin yogunlugu 0,5 Mac Farland standardina gore
ayarlanmistir. 96  kuyucuklu mikroplakalarin  her bir g¢ukuruna hazirlanan
konsantrasyonlardan 100 puL ve S. mutans bakteri kiiltiirinden 100 pL eklenmis ve
37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Sonuglar birbirinden bagimsiz ti¢ denemeden elde
edilmistir. Negatif kontrol olarak kuyucuga sadece 200uL besi ortami, pozitif kontrol
olarak ise kuyucuga 100 pL bakteri kiiltiirii ve 100 pL besi ortami konulmusgtur (102).
Biyofilm ve planktonik hiicreler icin Minimum Inhibitér Konsantrasyonu (MiK)sg, >
%50 bakteriyel inhibisyona neden olan minimum antibakteriyel konsantrasyon olarak

belirlenmistir.



23

3.2.3. XTT Yontemi ile Biyofilmlerin Bitki Ekstraktlarina Duyarhhiginin Olciilmesi

Calismada 24 saat %1 silikrozlu Nutrient siv1 besi ortaminda aktiflestirilmis S.mutans
kullanilmistir. S.  mutans biyofilm denemeleri 96 kuyucuklu mikroplakalarda
gergeklestirilmistir. Oncelikle eppendorf tiiplere 1 mL bakteri kiiltiirii (0,5 Mac Farland)
ilave edilerek 37°C’de farkli siirelerde (8 ve 24 saat) inkiibe edilmistir. Belirlenen
inkiibasyon siirelerinden sonra ornekler 20 dk, 14000 rpm’de santrifiij edilmistir.
Santrifijden sonra siipernatant dokiliip eppendorflardaki peletlere 1’er mL PBS
eklendikten sonra bu karisim tekrar santrifiij edilmistir. ikinci santrifiijden sonra
stipernatant dokiiliip olusmus peletlere 1 mL daha PBS ilave edildikten sonra tiipler son
bir kez santrifiij edilmistir. Son santrifiijden sonra siipernatant atilmistir ve bu sefer
peletlere 1 mL %1’lik siikkrozlu Nutrient sivi besi ortami eklenmistir ve ardindan
vortexlenip her bir kuyucuga 100’er uL konulmustur. Daha sonra kuyucuklara bitki
ekstraktlarin stok ¢ozelti hazirlanan iki-katl diliisyon serilerinden (0,3125-5 mg/mL)
100 pL ilave edilerek 37°C 24 saat inkiibe edilmistir (103). Tim testler 3 paralel 2
tekrarli yapilmistir. Pozitif ve negatif kontroller 3.2.2° de belirtildigi sekilde
hazirlanmistir. Bu siireden sonra XTT kit prosediirii dogrultusunda kor serisi ve kontrol
kuyucuklar da dahil olmak iizere her kuyucuga 100’er uL. XTT kit ¢ozeltisinden eklenip
tekrar 30 dakika inkiibatore yerlestirilmistir. Daha sonra hiicre canlilifina gore renk
degisimi gosteren ve gostermeyen biitiin kuyucuklarin 450nm’de UV spektrometrede

Ol¢timler yapilip sonuglar degerlendirilmistir.
3.2.4. S. mutans’in EPS (Ekzopolisakkarit) Uretim Tayini

Calismada kullanilan S.mutans’in olusturdugu EPS miktari hem %1 siikrozlu Nutrient
s1vi besi ortaminda (kontrol) hem de 5 mg/mL bitki kabuk ekstrakti igeren %1 siikrozlu

Nutrient s1v1 besi ortaminda tespit edilmistir (104).

S. mutans bakteri susu Nutrient sivi besi ortaminda 37°C 24 saat inkiibe edilmistir. Bu
siire sonunda gelisen kiiltiiriin hiicre yogunlugu 0,5 Mac Farland bulanikligina
ayarlandiktan Sonra yukarida bahsedilen iki farkli sivi besi ortamina %] oraninda
asilanarak 37°C 24 saat inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonunda 1 ml’lik hiicre
kiiltirleri steril 1,5 mL’lik eppendorf tiiplerine alinmis ve 10-15 dakika 100 °C’de
kaynatilmistir. Daha sonra tiipler oda sicakligina gelinceye kadar sogutulup iizerine

%85’lik TCA’dan 1,7uL ilave edilmistir ve tliplerin hepsi 20 dakika 14000rpm’de
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santrifiij edilmistir. Stipernatanlart temiz eppendorflara alinip iizerine %95’lik etanol
ilave edilerek 1 gece 4°C’de bekletildikten sonra 20 dakika 14000rpm’de santrifiij
edilmistir. Peletler 1 mL distile suda coziilerek total EPS fenol-siilfirik asit metoduna

(105) gore standart olarak glikoz (106) kullanilarak tespit edilmistir.
Fenol-Siilfirik Asit Metodu:

Bolim 3.2.4.°de belirtildigi gibi hazirlanan 6rnekler 9 mL’lik deney tiiplerine
aktarildiktan sonra bunlara %5’lik 1 mL fenol eklenmistir. Ardindan her 6érnege 5 mL
derisik stilfirik asit ilave ettikten sonra tilipler vortexlenip 10 dakika bekletilmistir. Bu
siire sonunda tiipler 25-30°C’deki su banyosunda 10-15 dakika sogutulduktan sonra

belirtilen dalga boyunda okumaya hazir hale gelmistir.
Standardin Hazirlanigi:

5-100 pg/mL araliginda hazirlanan glikoz konsantrasyonlari kullanilarak EPS standardi
hazirlanmistir. Bakterinin EPS iretimi standart egri ile karsilagtirilarak mg/mL olarak

saptanmustir (Sekil 3.1.).

y = 0,076x + 0,017 R?=0,997

500nm icin Kalibrasyon Dogrusu

0,18 -
0,16 -
0,14 -
0,12 -
0,1 -
2 0,08 -
0,06 -
0,04 -
0,02 -

y =0,076x + 0,017

EPS

0 0,5 1 15 2 2,5
Absorbans

Sekil 3.1. S. mutans in EPS {iretimini tespit etmek i¢in hazirlanan kalibrasyon dogrusu
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3.2.5. S. mutans’in Dekstran Uretim Tayini

Calismada kullanilan S.mutans’in olusturdugu dekstran miktar1 hem %!l siikrozlu
Nutrient sivi besi ortaminda (kontrol) hem de 5 mg/mL bitki kabuk ekstrakti igeren %1

stikrozlu Nutrient siv1 besi ortaminda tespit edilmistir (107).

1mL Nutrient s1v1 besi ortaminda aktiflestirilen bakterilerin hiicre yogunluklar1 0,5 Mac
Farland bulanikligina ayarlanarak 9 mL %1 siikrozlu Nutrient sivi besi ortamina
aktarilip 24 saatlik inkiibasyona birakilmistir. 10 ml’lik bu kiiltiir dekstran iiretimi i¢in
kullanilacaktir. 10 mL’lik kiltiirde, 90 mL’lik %1 stikrozlu Nutrient sivi besi ortamina
ilave edilmistir ve 37°C 24 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra ornek iyice karigtirilarak
aynt miktarda (100mL) etanol eklenip santrifiij edilmistir. Pelet {izerine yine ayni
miktarda etanol ilave edilip iyi karigtirmayla ¢oziindiirilmistiir. Siipernatant oda
sicakliginda 10-15 dakika bekletilmistir ve peletten ayrilip atilmigtir. Sonra etanol ilave
edilmistir. Coken dekstran madde kaybi1 olmadan siiziilmiistiir ve kurutulduktan sonra

tartilmistr.

3.2.6. Lamel Uzerinde S. mutans Biyofilminin Olusumu ve Olusturulan Biyofilmin
Bitki Ekstraktina Duyarhliginin Taramal Elektron Mikroskobu (SEM) ile

Goriintiillenmesi

Plakalar icindeki lamellere yiizeylerini kaplayacak sekilde fetal bovine serum (FBS)
eklenip 4°C’de gece boyunca bekletilmistir. Lamel tizerindeki FBS’yi uzaklastirmak
icin 3 kez steril PBS (0,01 M) ile yikanmistir. Biyofilm olusumunu saglamak i¢in bir
gece Oncesinden %1 °lik siikrozlu Nutrient sivi besi ortaminda aktiflestirilmis ve hiicre
yogunluklar1 0,5 Mac Farland bulanikligima ayarlanmis hiicre kiiltiirinden 100 pL
lamellere ilave edilip 37°C 90 dakika inkiibasyona birakilmistir. Bu siirenin sonunda
plaka ici bosaltilir ve lizerine pozitif kontrol i¢cin 200uL steril Nutrient s1v1 besi ortami,
gelistirilen biyofilmin test edilecek bitki ekstraktina duyarliligini tespit etmek igin ise
biyofilm tabakasinin tizerine 200 pL ekstrakt (5 mg/mL) ilave edilmistir. Bu plakalar
daha sonra ¢aligilan siireler i¢in (8 ve 24 saat) 37°C inkiibasyona birakilmistir (102).

Belirtilen inkiibasyon siirelerinden sonra sivi kisim atilip biyofilmler PBS ile
yikandiktan sonra iizerlerine %2,5’luk glutaraldehit ilave edilip 4°C’de bekletilmistir.

Bu islemlerden sonra 6rnekler SEM igin rutin olan metotla hazirlanmistir (102).
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3.2.7. istatistiksel Analiz

Istatiksel analiz Sigma Plot 12.0 Student t-Testi kullanilarak gerceklestirilmis ve
degerlendirilmistir. Test gruplar1 arasinda istatistiki olarak anlaml diizey p<0,05 olarak

kabul edilmistir.



4. BULGULAR

4.1. Bitki Ekstrelerinin Hazirlanmasi

V. opulus’un kabuk ve yapraklarinin etanol ile hazirlanmis ekstraktlarmin % verimleri

Tablo 4.1°de gosterilmistir.

Tablo 4.1. Bitki kabuk ve yaprak ekstrelerinin % verimi

Ornek Ornek Miktar1 | Kullamlan Céziicii Kuru %Verim
Miktan Ekstre
Kabuk EtOH 42,29 1250mL 6,549 %15,5
Yaprak EtOH 45,09 1250mL 12,379 %27,5

4.2. S. mutans Susunun Bitki Ekstraktlarina Duyarhhg:

Yaprak ve kabuk 6rneklerine ait etanol ekstrelerinin MIK testleri yapilmistir. S. mutans
planktonik hiicre gelisimleri tizerinde farkli konsantrayonlardaki bitki kabuk ve yaprak
etanol ekstrelerinin etkisi Sekil 4.1 ve Sekil 4.2’de verilmistir. Kabuk ekstresi
>2,5mg/mL konsantrasyonlarinda 24 saatte bakteri hiicre gelisimini inhibe ederken
yaprak ekstresi 5 mg/mLve tistii konsantrasyonda gelisim tizerinde inhibitorik etki
gostermistir (Sekil 4.3, 4.4). Hiicre canliliginda meydana gelen azalma pozitif kontrolle
mukayese edilmistir. Yaprak ekstraktinda 5 mg/mL ve 10 mg/mL konsantrasyonlarinda,
kabuk ekstraktinda ise 1,25-10 mg/mL araliginda ¢alisilan konsantrasyonlarda anlamli
fark (p<0,05) tespit edilmistir. S. mutans iizerinde kabuk ekstresinin yaprak ekstresine
gore daha diisiik konsantrasyonlarda inhibitorik etkiye sahip olmasindan dolay:

devamindaki ¢alismalar i¢in kabuk ekstresi secilmis ve kullanilmistir.



Sekil 4.2. Etanol-kabuk ekstresinin MIK testi
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4.3. XTT Yontemi ile S. mutans Biyofilminin Ekstrakta Duyarlihgimn Olgiilmesi

XTT rediiksiyon yontemi bitki kabuk ekstraktinin S. mutans tarafindan tiretilen biyofilm
tizerindeki etkisini 6l¢mek ic¢in kullanilmistir (Sekil 4. 5 ve 4. 6). Farkli fazlardaki (8 ve
24 saat) bakteri biyofilminin kabuk ekstresine duyarliligi sirasiyla Sekil 4. 7 ve 4. 8’de
verilmistir. 8 saatlik fazdaki biyofilmde 1,25-5 mg/mL araligindaki konsantrasyonlarda,
24 saatlik fazdaki biyofilmde ise galisilan tiim konsantrasyonlarda anlamli farklilik
bulunmustur (p<0,05). Ekstrenin her iki inkiibasyon siiresi sonucunda olusturulan
biyofilm tabakasi iizerinde birbirine yakin diizeyde inhibisyonun gosterdigi ancak erken

fazda (8 saat) bu etkinin olgun faza (24 saat) gore yliksek konsantrasyonlarda ( > 2,5

mg/mL) daha giiglii oldugu tespit edilmistir.

Sekil 4.5. Solda 8 saatlik, sagda ise 24 saatlik XTT c¢alismasinin XTT kit

uygulanmamis hali

Sekil 4.6. Solda 8 saatlik, sagda ise 24 saatlik XTT calismasinin XTT kit uygulanmig
hali
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4.4. S. mutans’in EPS Uretim Sonuglar

Calismada kullanilan S. mutans’in trettigi EPS miktar1 %1 siikrozlu Nutrient sivi besi
ortaminda (kontrol) ve 5 mg/mL bitki kabuk ekstrakti igeren %1 siikroz ilaveli Nutrient
sivl besi ortaminda tespit edilmistir. S mutans’in EPS iiretim miktarlarinin sirasiyla
0,072 ve 0,046 mg/mL oldugu tespit edilmistir. Biyofilm duyarliliginin tespitinde
kullanilmis olan ekstrenin (5 mg/mL) ilave edilmesi ile bakterinin EPS iiretiminde

kayda deger bir azalma oldugu belirlenmistir (Tablo 4.2).
4.5. S. mutans’in Dekstran Uretim Sonuclar:

Calismada kullanilan S.mutans’in dekstran tiretim miktar1 %1 silikrozlu Nutrient sivi
besi ortaminda (kontrol) ve 5 mg/mL bitki kabuk ekstrakti igeren %1 siikroz ilaveli
Nutrient s1v1 besi ortaminda tespit edilmistir. S mutans’in dekstran iiretim miktarlarinin
sirastyla 0,659 ve 0,559 mg/mL oldugu tespit edilmistir. Bitki ekstresi ilaveli besi
ortaminda gelistirilen bakterinin dekstran iiretiminin, yaklasik %15’lik bir azalis

gosterdigi belirlenmistir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. S. mutans susunun 24 saat inkiibasyon sonunda EPS ve dekstran iiretimleri

Besi ortamm EPS iiretimi (mg/mL) | Dekstran iiretimi (mg/mL)
% 1 Siikrozlu Nutrient Sivi 0,072+0,008 0,659+0,003
(Kontrol)
5 mg/mL ekstrakt iceren 0,046+0,002 0,559+0,005
%1 siikrozlu Nutrient S1vi

4.6. Lamel Uzerinde S. mutans Biyofilminin Olusumu ve Olusturulan Biyofilmin

Bitki Ekstraktina Duyarhhginin SEM ile Goriintiilenmesi

SEM c¢alismasi ile kontrol ve bitki ekstresi (5mg/mL) ile muamele edilmis S. mutans
biyofilmleri (8 ve 24 saat) arasindaki yapisal farklilik goriintiilenmistir (Sekil 4. 9, 4. 10,
4. 11, 4. 12). S. mutans bakterisinin kontrol biyofilmleri yogun bir ag tabakasi ve
ekzopolimerik matriks sergilerken 8 ve 24 saatlik ekstre ilaveli biyofilmlerde ag yapisi

ve ekzopolimerik matriksin gozle goriiliir bir bigimde dagildig: dikkat ¢ekmistir.
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Mag= 5.00 K X 10pm Detector = SE1

EHT = 20.00 kv Date :7 Apr 2016

Sekil 4.9. %1 siikrozlu Nutrient s1v1 besi ortaminda 8 saat kiiltiire edilen S. mutans
biyofilmi (kontrol)

/

é
e

10pm

Mag= 5.00KX Detector = SE1

EHT = 20.00 kv Date :7 Apr 2016

Sekil 4.10. 5mg/mL kabuk ekstresi igeren %] siikroz ilaveli Nutrient sivi besi
ortaminda 8 saat kiiltiire edilen S. mutans biyofilmi
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Mag= 5.00 KX Detector = SE1
EHT = 20.00 kV Date :7 Apr 2016

10pm

Sekil 4.11. %1 siikrozlu Nutrient sivi besi ortaminda 24 saat kiiltiire edilen S.
mutans biyofilmi (kontrol)

$

Mag= 5.00KX i Detector = SE1

EHT = 20.00 kv Date :7 Apr 2016

Sekil 4.12. 5Smg/mL kabuk ekstresi igeren %1 siikroz ilaveli Nutrient sivi besi
ortaminda 24 saat kiiltiire edilen S. mutans biyofilmi



5. TARTISMA VE SONUC

S. mutans, dis yiizeyinde biyofilmlerde bulunan ve dis ciirlimesine neden olan agiz
enfeksiyonlarinda etkin olan Onemli bir patojen bakteridir. S. mutans,
mikroorganizmalarin kolonize olmalari, tutunmalar1 ve plak matriksi olusturmalarinda
onemli bir rolii olan ekzopolisakkaritleri sentezlemede silikrozdan etkili bir sekilde
yararlanir. Dis yiizeylerine tutunma ve biyofilm olusturma, karbonhidrat kullanma ve
asit liretme ve diger cevresel streslerle birlikte diisiik bir pH’da canliligim
koruyabilmesi, S. mutans’in dis ¢lirigii probleminde etkin bir mikroorganizma
olmasimin nedenleridir. Glukozil transferaz (GTF) diyetteki siikrozu glukoz ve fruktoza
yikar ve glukanlardaki serbest glukoza dahil olur. Daha sonra dis yiizeyine S. mutans’in
tutunmasini tesvik eder. Fruktozun fermentasyonu sonucu ortaya c¢ikan laktik asit ise
demineralizasyon ve dis kaybina sebebiyet verir. Bu bakimdan mikroorganizmalarin
biyofilm olusturma yetenekleri dolayisi ile diste bakteriyel biyofilmin varligi
endodontik enfeksiyonlarin gelismesinde énemli bir rol oynar (108-111).

Dis plagt olusumundan korunma yontemleri, agizdaki bakteri sayisini diisiiren
klorheksidin gibi baglica antimikrobiyal maddelerin kullanimina dayanmaktadir (112).
Bu tirtinleri in vitro (113) ve in vivo (114) ¢alismalarda iyi sonuglar vermelerine ragmen
bunlarin biyofilmleri yok etme yetenekleri tartisilabilir (115). Giinimiizde enfeksiyon
tedavisinde kullanilan ¢ok sayida antibiyotik mevcuttur. Ancak bu antibiyotiklerin de
neden olabilecekleri yan etkilerden dolay1, biyofilm kontrol etme stratejisi olarak genis
spektrumlu mikrobiosid kullanimina dayanarak bakteriyel virulensligi bozma agisindan
ilgi ¢ekici olan geleneksel antimikrobiyal terapi yaklasimi hedeflenmektedir. Bu
bakimdan alternatif {iriin ¢calismalar1 devam etmekte ve geleneksel ilaglarda kullanilan
bitkilerden izole edilmis dogal fitokimyasallar iyi birer alternatif olarak
diistiniilmektedir (116). Oolong ¢ay1 (117), propolis (118, 119), kakao ekstrakti (120)
yesil ¢ay (121) Cin siyah ¢ay1 (122) ve bilesenlerinin 6rnegin, propolisteki apigenin ve
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tt-farnesol (123) ve yesil ¢aydaki polifenoller (124) gibi, in vitro ¢alismalarda GTF’yi
inhibe ettigi gosterilmistir. Bu dogal ekstraktlar GTF enzimini inhibe etmekle kalmaz
ayni zamanda S. mutans’in yiizeye tutunmasini da azaltabilmektedirler (117, 119, 122,
123).

Viburnum cinsi (Caprifoliaceac) Giiney Amerika’dan Giineydogu Asya’ya kadar
yayilim gostermekte olup 230’daha fazla sayida tiir ihtiva etmektedir. Bu cinse ait
tiirlerin antioksidant, antibakteriyel, kanamay1 durdurucu ve sedatif ilag gibi kaydadeger

tibbi 6zellikleri bilinmektedir (125).

Viburnum cinsinin triterpenoid, diterpenoid, sesquiterpen, iridoid ve polifenolleri
icerdigi bilinmektedir (126).

V. opulus L. tiirtine ait ekstraktlarin S. mutans biyofilmine karsi alternatif ve etkili bir
ajan olup olamayacagi diisiincesi dogrultusunda kurgulanan c¢alismada Orta Anadolu
bolgesinde ozellikle Kayseri’de yaygin olan V. opulus L. tiirline ait yaprak ve kabuk
etanol ekstraktlar1 hazirlanmistir. Elde edilen ekstraktlarn MiK calismasi ile S. mutans
bakterisi lizerindeki rolii analiz edilmistir. Sonuglarda ekstrelerin bakterinin planktonik
hiicrelerine kars1 bakteriyostatik aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.3, 4.4)
MIK calismasinda elde edilen sonuglarda kabuk ekstrelerinin  daha diisiik
konsantrasyonlarda inhibitorik etkiyi gostermis olmasindan dolay1 bir sonraki analizler

sadece kabuk ekstraktlar1 se¢ilerek devam ettirilmistir.

Tekrarli XTT  rediiksiyon analizlerinde 2,5 mg/mL’lik kabuk ekstrakt
konsantrasyonunda hem 8 saat hem de 24 saatlik fazlarindaki biyofilmlerde hiicrelerin
%350’sinden daha fazlasini inhibe ettigi tespit edilmistir. Ekstrenin 2,5 mg/mL ve isti
konsantrasyonu, her iki fazda da etkili olmakla birlikte biyofilmin erken fazinda (8 saat)
24 saatlik faza gore daha iyi etkinlik gostermistir (Sekil 4.7, 4.8).

V. lantanal’in kabuklar1 geleneksel tipta rubefiyan ve agri kesici olarak kullanilmaktadir
(127). Khan ve arkadaslar1 V. foetens yapraklarinin ekstraktlarindan saflastirilan n-
oktakozanoik asidin S. mutans’a karst potansiyel bir antibiyofilm ve antiadezyon ajan
oldugunu tespit etmislerdir (128). Bir baska arastirmada V. opulus L. tiiriine ait kabuk
ekstraktinin viburnin, tannin, valerik asit esteri ve flavonoidleri icerdigi bildirilmistir
(129). Ayrica V. opulus L. kabuklarinin mide ve rahim kanamalarina, hemoroide

yonelik tedavilerde tibbi amagli kullanimlart rapor edilmistir (130). Bubulica ve
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arkadaglar1 ise V. opulus L. ekstraktinin Staphylococcus aureus ve Staphylococcus
epidermidis patojenlerine karsi antibakteriyel ve antibiyofilm O6zelliklerini ¢alisarak

medikal biyofilmlere yonelik alternatif ajan olabilecegini ileri siirmiislerdir (131).

Dekstran 1—6 bagh a-d-glukopiranoz birimlerinden olusan bir EPS’dir (132).
Dekstranlar, bilimsel olarak arastirilan ve endiistriyel diizeyde iiretilen ilk mikrobiyal
ekzopolisakkarit olma 6zelligi gostermektedirler (133). Streptokoklar da dahil olmak

tizere ¢ok sayida mikroorganizma sukrozdan dekstran sentezlemektedir (107).

Calismada kullanilan S.mutans’in {irettigi EPS miktar1 %1 siikrozlu Nutrient sivi besi
ortaminda (kontrol) ve 5 mg/mL bitki kabuk ekstrakti i¢ceren %1 siikroz ilaveli Nutrient
stvi besi ortaminda tespit edilmistir (Tablo 4.2). Ekstrenin belirtilen konsantrasyondaki
varliginin, kontrole gore EPS iretiminde azalmaya neden oldugu gozlenmistir.
Calismada kullanilan S.mutans’in dekstran iiretim miktar1 %1 siikrozlu Nutrient sivi
besi ortaminda (kontrol) ve 5 mg/mL bitki kabuk ekstrakti igeren %1 siikroz ilaveli
Nutrient sivi besi ortaminda tespit edilmistir (Tablo 4.2). Bitki ekstresi ilaveli besi
ortaminda gelistirilen bakterinin dekstran iiretiminin de EPS iretiminde oldugu gibi
azalma gosterdigi belirlenmistir. Kabuk ekstresinin ortama ilave edilmesiyle bakterinin
kontrole gore hem EPS hem de dekstran iiretim miktarinda diisiis tespit edilmesi GTF
enzimin ekstrakt varligi ile inhibe edilmis olabilecegini gostermektedir. Bu sonug,

kabuk ekstresine kars1 biyofilm duyarlilig: ile paralellik gostermektedir.

SEM calismasi ile, kontrol ve bitki ekstresi (5mg/mL) ilaveli S. mutans biyofilmleri (8
ve 24 saat) arasindaki yapisal farklilik goriintiilenmigstir. Ekstre ilaveli her iki biyofilm
fazinda ekzopolimerik matriksin kayda deger bir sekilde dagilmis oldugu tespit
edilmistir. Calisma, bitki ekstrakti ile muamele edilmis biyofilmlerin muamele
edilmeyen biyofilmlerle (kontrol) mukayese edildiginde biyofilmin her iki olusum
fazininda da daha yavas bir gelisim gosterdigini ortaya ¢ikarmaktadir (Sekil 4.9, 4.10,
411, 4.12).

V. opulus L. ekstraktlarinin S. mutans’a yonelik yapilan ilk antibiyofilm ¢aligmasidir.
Yapilan literatiir calismalarinda bu konuya yonelik bir veriye rastlanilmamistir. Ancak
Viburnum cinsine ait farkli tiirlerin antibiyofilm c¢alisma bulgular1 sonuglarimizi

desteklemektedir.
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Sonug olarak, bu datalar V. opulus L. etanol kabuk ekstraktinin dis plaklarinin
olusumunda en 6nemli etkenlerden biri olan S. mutans biyofilm hastaliklar1 {izerinde
gelistirilebilecek bir antimikrobiyal ajan oldugunu gostermektedir. Ancak ¢alisilan bitki
ekstraktinin S. mutans’a karsi potansiyel bir antibiyofilm ve antibiyofouling ajan

olabilirligi daha ileri in vivo ¢alismalara ihtiya¢ gostermektedir.
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