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OZET Amag: Dis ¢iiriigiiniin 6nlenmesi amaci ile ciiriik yapict mik-
roorganizmalarin agiz ortamindan uzaklastirilmasinda kullanilan anti-
bakteriyel ajanlarin yan etkileri, insanlarin saglik ihtiyaglar1 i¢in
tamamlayici ve alternatif tedavilere olan ilgisini artirmistir. Bu ¢alig-
manin amact, lilkemizde yetistirilebilen siyah havug, nar ve visne kon-
santrelerinin; Streptococcus mutans’ i biyofilm olusturma &zelligi
tizerine etkisinin degerlendirilmesidir. Gere¢ ve Yontemler: Calisma-
mizda siyah havug, visne, nar konsantreleri (%100) ve S. mutans ATCC
25175 kokeni kullanildi. Siyah havug, visne ve nar konsantrelerinin an-
tibakteriyel aktivitesinin kontrol edilebilmesi i¢in minimal inhibitdr
konsantrasyon degerleri tespit edildi. Biyofilm olusturma aktivitesine
etkisinin kontrol edilebilmesi igin kristal viyole boyama metodu kulla-
nildi. Bakteriyel siispansiyonlar, Triptik soy broth (Oxoid) besi yeri
kullanilarak hazirlandi ve OD (Optical Density) 600 nm’de 0,5 McFar-
land turbidite standart: (1,5x108 CFU/mL) olacak sekilde hazirland:.
Bulgular: Siyah havug, visne ve nar konsantreleri S. mutans’a karsi
antibakteriyel etki gostermemistir. Konsantrelerin S. mutans’in biyo-
film olusturma ozelligi iizerine etkisi incelendigi zaman konsantreler
ve negatif kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
gozlemlenmektedir(p<0,05). Yapilan ikili incelemelerde 24. saatten
sonra nar konsantresi, 48 saatten sonra vigsne konsantresi ile negatif
kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gozlem-
lenmektedir(p<0,008). Siyah havug ile negatif kontrol grubu arasinda
96. saat sonuna kadar istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goz-
lemlenmemistir(p>0,008). Sonug: Siyah havug konsantresi bakteri ¢o-
galmasini inhibe etmezken, biyofilm olusumunu 96. saat sonuna kadar
baskilamaktadir. Ulkemizde bol miktarda bulunan siyah havucun bi-
yofilm olusumunu bozucu etkileri g6z 6niinde bulundurularak, cocuk-
larm siklikla tiikettigi sakiz, pastil gibi iiriinlerin igerisine alternatif
etken madde olarak kullanilabilirligi ilerleyen ¢aligsmalarda arastiril-
malidir.

Anahtar Kelimeler: Biyofilm; streptokokus mutans; meyve

ABSTRACT Objective: The side- effects of antibacterial agents that
were used for the removal of caries causing microorganisms from the oral
environment to prevent dental caries have increased the interests of peo-
ple towards complementary and alternative treatments for their health
needs. The aim of this study is to analyze the effect of black carrot, cherry
and pomegranate concentrates, which can be harvested in Turkey, on
biofilm forming properties of Streptococcus mutans. Material and Meth-
ods: Black carrot, cherry and pomegranate concentrates (100%) and S.
mutans ATCC 25175 origins were used. In order to control the antibacte-
rial activity of black carrot, cherry and pomegranate concentrates, mini-
mal inhibitory concentration values were determined. Crystal violet
staining method was used to control their effects on biofilm forming ac-
tivity. Bacterial suspensions were prepared by using the Triptych broth
(Oxoid) and prepared to be 0.5 McFarland turbidity standard (1.5x108
CFU/ml) at OD (Optical Density) 600 nm. Results: It was observed that
black carrot, cherry and pomegranate concentrates did not have an an-
tibacterial effect on growth of S. mutans. When the effect of concentrates
on biofilm forming property of S. mutans was examined, it was observed
that there was a statistically significant difference (p<0.05) between con-
centrates and negative control group. It was observed in the dual exami-
nations that there is a statistically significant difference between negative
control group and pomegranate concentrate after 24 hours and cherry con-
centrate after 48 hours (p<0.008). No statistically significant difference
was observed between black carrot concentrate and negative control group
until 96 hours. (p>0.008). Conclusion: Black carrot concentrate did not
inhibit bacterial increase; on the other hand, it supressed the biofilm for-
mation until 96 hours. Considering the biofilm formation disrupting effects
of black carrot which is abundantly grown in Turkey, its use as an alter-
native active ingredient in products such as chewing gum and pastille,
which are frequently consumed by children, should be further investigated
in future studies.
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Dis ¢iiriigii, cocukluk doneminde baslayip yetis-
kinlikte de devam eden; disin organik matriks yapi-
sinin demineralizasyonu ile karakterize bir saglik
sorunudur.' Gliniimiizde birgok bakteri ¢esidinin dis
cliriigliniin insidansi ve prevelansinda rol oynadig: bi-
linmektedir. Bu bakteriler arasinda, Streptococcus
mutans (S. mutans) dis ¢liriigline neden olan en temel
mikroorganizmadir. S. mutans ¢iiriik lezyonlarindan
izole edilen biyofilmin yaklasik %20-40’1n1 olustu-
rur, Urettigi ylizey antijenleri ve ekstraselliiler poli-
sakkarid ile bakterilerin dis ylizeyine adezyonunu
arttirir.>?

Dig ¢liriigiinin  6nlenmesi amaciyla, agiz
ortamindan ¢iiriik yapici mikroorganizmalarin anti-
mikrobiyal ajanlar kullanilarak uzaklastirilmasi uy-
gulanan temel stratejilerden birisidir.* Bu amagla,
siklikla klorheksidin kullanilmaktadir. Ancak klor-
heksidinin uzun dénem kullanilmasi dis renklenme-
lerine, tat algisinda degisikliklere neden olmaktadir
ve oral florada bulunan bakteriler bir siire sonra bu
ajana kars1 direng gelistirmektedir.>® Antibakteriyel
ajanlarin olusturdugu yan etkilerden 6tiirii, her gegen
glin yeni ve alternatif ajan arayis calismalar1 devam
etmektedir. Son donemde bitki konsantrelerinden
elde edilen ajanlarin antibakteriyel ve biyofilm olu-
sumunu engelleme etkileri tizerine ilgi artmigtir.”

Kirmizi ve mor sebzelerde/meyvelerde bulunan
fenolikler, bakteri proteinleri ve hiicre duvari yapisi
ile etkilesime gecerek membranlarina zarar verebilir,
niikleik asit sentezini ve hiicre duvari sentezini inhibe
edebilir, membran gegirgenliklerini azaltabilirler.®
Bununla birlikte bakteri bliylimesini etkilemeden,
bakteriler arasindaki iletisimi bozarak bakteri biyo-
film olusumu yapisi iizerinde inhibe edici etkileri ol-
dugu bildirilmistir.’

Siyah havu¢ (Daucus carota ssp. sativus var.
atrorubens Alef) Tiirkiye, Orta ve Uzak Dogu
kokenli bir sebzedir. Yiiksek antosiyanin seviyesi
nedeniyle mavimsi-mor bir renge sahiptir. Antosi-
yanin, ateroskleroz ve kanser riskini azaltmada, ilti-
habt 6nlemede ve antioksidanlar gibi davranmak
suretiyle sagligin gelistirilmesinde 6nemli bir role sa-
hiptir.'

Visnenin (Prunus cerasus L.) anavatan1 Kuzey
Anadolu’dan Hazar denizine kadar uzanan topraklar-
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dir ve Tiirkiye visne iiretiminde diinyada 3. sirada yer
almaktadir.'"!? Vigne insanlarm giinliik diyetinde
yaygin olarak yer alan bir meyvedir. Visnede bulu-
nan fenolikler antioksidan, antiinflamatuar, antiviral
ve kanser hiicrelerine antiproliferatif 6zellikleri ile

13,14

saglig1 gelistirmede biiyiik fayda gosterir.

Nar (Punica granatum L.) Iran, Tiirkiye ve Or-
tadogu kokenli bir meyvedir ve Tiirkiye iklim sartla-
rinda genis bir alanda yetistirilebilmektedir.'> Nar,
igeriginde bulunan taninler ve antosiyaninler gibi fe-
nolik birlesikler agisindan zengin bir meyvedir. Fay-
dalar1 nedeniyle giinliik diyet i¢inde tiiketimi her
gecen giin artmaktadir.'¢ Literatiirde nar konsantrele-
rinin antibakteriyel, antifungal, antiviral etkileri ol-
dugu bildirilmistir.!"

Bu caligma; siyah havug, visne ve nar konsant-
relerinin S. mutans referans sugunun biyofilm olus-
turma Ozelligi {izerine etkisini degerlendirmek
amactyla tasarlanmistir. “Siyah havug, visne ve nar
konsantrelerinin S.mutans in biyofilm olusturma
ozelligi tizerinde inhibe edici etkisi vardir” hipotezi
test edilmistir.

I GEREC VE YONTEMLER

Siyah havug, visne ve nar konsantreleri (%100) Er-
konsantre firmasindan temin edildi (Erkonsantre,
Konya, Tiirkiye). S.mutans ATCC 25175 standart ko-
keni, meyve konsantrelerinin antibakteriyel etkinli-
ginin ve biyofilm inhibe edici 6zelliginin incelenmesi
icin kullanildi. Bakteriyel siispansiyonlar, Triptik soy
broth (Oxoid) besi yeri kullanilarak hazirland1 ve OD
(Optical Density) 600 nm’de 0,5 McFarland turbidite
standart1 (1,5x10% CFU/mL) olacak sekilde hazir-
land1. Caligma Helsinki Deklarasyonu Prensipleri’ne
uygun olarak gerceklestirildi.

ANTIBAKTERIYEL AKTIVITE TESPITI

Meyve konsantrelerinin antibakteriyel aktivitelerinin
kontrol edilebilmesi i¢in minimal inhibitor konsant-
rasyon (MIK) degerleri tespit edildi. Bunun igin 96
kuyucuklu plaklarda, mikrodiliisyon teknigi ile “Cli-
nical Laboratory Standards Institute (CLSI)” stan-
dartlarina gore ¢alisildi.?® Doksan alti kuyucuklu
plaklar, Epoch spektrofotometre (BioTek Inst. Inc.
Vermont, USA) kullanilarak 600 nm dalga boyunda



Edibe EGIL ve ark.

Turkiye Klinikleri J Dental Sci. 2021;27(3):393-8

(OD600) okutuldu ve kuyucuklardaki bulaniklik (tur-
bidity) 6l¢iildii (CLSI, 2019). Siyah havug¢ konsant-
resi i¢in; 1,12 mg/mL ile 71,72 mg/mL araliginda,
visne konsantresi icin; 1,01 mg/mL ile 65,2 mg/mL
araliginda ve nar konsantresi i¢in; 1,02 mg/mL ile
65,4 mg/mL arahiginda MIK aktivitesi kontrol edildi.
Negatif kontrol olarak herhangi bir meyve ekstrakti
eklenmemig Brain heart infusion brothda iiremis olan
kiiltiiriin bulanikligi kullanilda.

BIYOFILM URETIMi TESPITI

Meyve konsantrelerinin S. mutans ATCC 25175 stan-
dart kdkeninin biyofilm aktivitesine etkilerinin kont-
rol edilebilmesi i¢in kristal viyole boyama metodu
kullanildi.?! Meyve konsantreleri 96 kuyucuklu
plaklardaki kuyucuklara eklendi ve iizerine OD
(Optical Density) 600 nm’de 0,5 McFarland turbi-
dite standart1 (1,5x10% CFU/mL) olacak sekilde
bakteri slispansiyonlarindan 10 ul ilave edildi ve
iyice karistirildi. Farkli plate’lere yapilan bu islem
sonrasinda plateler; 0. saat, 24. saat, 48. saat, 72.
saat ve 96. saat i¢in CO2’lik etiivde 37°C’da inkiibe
edildi. inkiibasyonlar sonrasinda kuyucuklar i¢in-
deki s1v1 bosaltildi ve igerisine 100 ul %0,4 kristal
viyole eklendi. On bes dk inkiibe edildi. Kuyucuk 2
kere yikand1 ve kuyucuklara %95 alkol eklenerek bi-
yofilmin ¢6ziinmesi saglandi. Doksan alt1 kuyucuklu
plaklar, Epoch spektrofotometre (BioTek Inst. Inc.
Vermont, USA) kullanilarak 540 nm dalga boyunda
(OD540) okutularak, kuyucuklardaki bulaniklik (tur-
bidity) ol¢lildii ve negatif kontrol grubu ile karsilas-
tir1ldi.?!

ISTATISTIKSEL ANALIZ

Calismada elde edilen bulgular degerlendirilirken,
istatistiksel analizler igin IBM SPSS Statistics 22

(IBM SPSS, USA) programi kullanildi. Calisma ve-
rileri degerlendirilirken parametrelerin normal dagi-
lima uygunlugu Shapiro-Wilk testi ile degerlendirildi.
Normal dagilim gostermeyen niceliksel verilerin ka-
risilagtiritlmasinda Kruskal-Wallis testi ve farkliliga
neden olan grubun tespitinde Bonferroni diizeltmeli
Mann-Whitney U test kullanildi. Caligmanin genel
anlamlilik diizeyi p<0,05 diizeyinde, Bonferroni dii-
zeltmesi yapilan degerlendirmelerde p<0,008 olarak
degerlendirildi.

I BULGULAR

Calismamizda kullanilan siyah havug, visne ve nar
konsantrelerinin S.mutans’a karst herhangi bir anti-
mikrobiyal etkinlik gdstermedigi gézlendi.

Siyah havug, visne ve nar konsantrelerinin S.mu-
tans’m biyofilm olusumu iizerinde inhibe edici 6zel-
ligi degerlendirildigi zaman istatistiksel olarak
anlamli farklilik gézlendi (p<0,05) (Tablo 1). Yapilan
“post hoc™ analizlerde (Tablo 2); 24. saat sonunda ne-
gatif kontrol grubu ile siyah havug, vigne konsantre-
leri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
goriilmedi (p>0,008), negatif kontrol grubu ile nar
konsantresi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik gozlemlendi (p<0,008). Nar konsantresinin
24. saat sonunda biyofilm olusumunu baskilamadigi
goriilmektedir. Negatif kontrol grubu ile visne kon-
santresi arasinda 48 saat sonunda negatif istatistiksel
olarak anlaml farklilik goriildi (p<0,008). Visne
konsantresinin, 48. saatin sonunda biyofilm olusu-
munu bozma 6zelligini yavas yavas kaybetmeye bas-
ladig1, S.mutans’1n biyofilm olusturma oraninda artis
oldugu gozlendi. Biyofilm olusum oranlar1 72. saat
sonunda incelendigi zaman negatif kontrol grubu ile
visne konsantresi arasinda istatistiksel olarak anlaml

TABLO 1: Siyah havug, visne ve nar konsantrelerinin biyofilm olusturma 6zelliklerinin degerlendiriimesi.
Saat/ Siyah havug Vigne Nar
OD degeri ortalama%S$ (minimum-maksimum)  ortalamaxS$ (minimum-maksimum)  ortalamaxS$ (minimum-maksimum) p degeri
24 saat 0,074+0,015 (0,056-0,083) 0,069+0,017 (0,06-0,089) 0,140+0,043 (0,09-0,168) 0,025*
48. saat 0,073+0,015 (0,063-0,091) 0,133+0,027 (0,122-0,165) 0,098+0,008 (0,089-0,104) 0,019*
72.saat 0,175+0,014 (0,166-0,092) 0,191+0,022 (0,17-0,214) 0,083+0,027 (0,07-0,115) 0,021*
96. saat 0,085+0,005 (0,082-0,092) 0,404+0,042 (0,453-0,373) 0,430+0,044 (0,399-0,481) 0,022

OD: Optical density; SS: Standart sapma; Kruskal-Wallis *p<0,05.
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TABLO 2: Siyah havug, visne, nar ve negatif kontrol grubunun “post hoc” analizi.
Negatif kontrol/siyah havug Negatif kontrol/vigne Negatif kontrol/nar Siyah havug/vigsne Siyah havug/nar ~ Visne/nar
24 saat 0,842 0,112 0,002* 0,910 0,112 0,140
48. saat 0,258 0,002* 0,054 0,054 0,428 0,258
72.saat 0,023 0,005* 0,307 0,571 0,212 0,070
96. saat 0,308 0,024 0,005* 0,213 0,070 0,571

Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi *p<0,008.

farklilik bulundu (p<0,008). Visne konsantresinde
S.mutans 1n hizli bir sekilde biyofilm olugturmaya
devam ettigi, siyah havug konsantresinde ise biyofilm
olusumunun hala anlaml derecede baskilandig1 go-
rilmektedir.

I TARTISMA

Diinyada bulunan 250.000-500.000 bitki tiiriiniin sa-
dece yiizde birinin tedavi edici potansiyeli agisindan
degerlendirildigi tahmin edilmektedir.?? Yirmici yiiz-
yilin baglarinda iiretilen ilaglarin %40’ indan fazlasi
bitkisel kokenliyken, 70’li yillara dogru bu oran
%S35’in altina diismiistiir.>* Son yillarda, bitkilerin te-
davi edici 6zelliklerini degerlendirmeye yonelik ilgi
tekrar artmaya baglamistir.”>*** Diinyadaki insanla-
rin%80’inin saglik ihtiyaglari i¢in tamamlayici ve al-
ternatif ilaglara giivendigi bildirilmigtir.?**’

Tirkiye’de iklim ve ekolojik sartlarin elverisli
olmasindan otiirdi, tarim ¢esitliligi agisindan zengin
bir tilkedir.?® Tirkiye sartlarinda yetistirilebilen siyah
havug, nar ve visnenin oral mikroorganizmalara et-
kisinin degerlendirilmesi, lilkemizde {iretilen tirtinle-
rin saglhik alaninda kullanilabilmesi adina 6nem
tagimaktadir. Nar ve visne ile ilgili literatiir bilgisine
rastlansa da siyah havucun oral mikroorganizmalar
iizerinde etkisini inceleyen bir ¢aligmaya rastlanma-
mustir.”*% Calismamizin sonuglar1 degerlendirildigi
zaman, siyah havug¢ konsantresinin biyofilm olusumu
iizerine etkisinde hipotezimizi destekleyen sonuglar
elde edilmistir.

Literatiirde antibakteriyel etkinlik iizerine yapil-
mis ¢alismalar bulunmaktadir. Homoki ve ark. visne
igeren ve igermeyen sakiz ¢ignettikleri 70 hastadan,
vigneli sakiz ¢igneyenlerin S.mutans sayilarmin daha
hizli diistiigiinii bildirmiglerdir.?’ Ferrazano ve ark.
yaptiklari ¢aligmalarinda, nar konsantresinin S.mutans
sayisinin artisinda inhibe edici etkisi oldugunu bildir-
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mistir.** Subramanian ve ark. nar ve aleo veranin S.mu-
tans tzerine etkisini kiyasladiklar1 ¢alismalarinda,
narin antimikrobiyal etkinliginin aleo veradan daha
fazla oldugunu bildirmislerdir.’! Umar ve ark. narli
gargara sonrasinda hastalarin agzinda S.mutans sayi-
sinda diigiis oldugunu bildirmislerdir.*? Literatiirde,
taze sikilmig nar suyu ile gargara yapmanin S.mutans
tizerinde etkili oldugunu bildiren ¢alismalar mevcut-
tur.3? Sateriale ve ark. nar konsantresinin amoksisilinle
birlikte sinerjik etkisi oldugunu ve S.mutans tizerinde
antibakteriyel etki gosterdigini bildirmistir.*

Yapilan arastirmalarda, visne ve narin S.mutans
tizerinde antimikrobiyal etkinligi bildirilirken, ¢alig-
mamizda S.mutans lzerinde antibakteriyel etki
gozlemlenmemistir. Bununla birlikte visne konsant-
resinin S.mutans m biyofilm olusturma 6zelligi iize-
rine etkisi incelendigi zaman; 48. saat sonuna kadar
negatif kontrol ile benzer seviyelerde oldugu, 48. sa-
atten sonra artik biyofilm olusumunu bozucu etkisini
kaybederek, biyofilm olusumunun anlamli derecede
arttig1 goriilmektedir. Siyah havucun ise 96. saat so-
nuna kadar biyofilm olusumunu baskiladig gozlem-
lenmistir. Literatiirde biyofilm olusumu {izerine
etkilerinin degerlendirildigi sinirli sayida ¢alismaya
rastlanmaktadir. Kokilakanit ve ark. nardan elde edi-
len peptidlerin S.mutans adezyonu iizerinde inhibe
edici etkisi oldugunu bildirmislerdir.> Caligmamizda
nar konsantresi ilk 24 saat igerisinde biyofilm olu-
sumu tiizerinde etkili bulunmustur. Bu konuda daha
fazla sayida calismaya ihtiyag duyulmaktadir. Ozel-
likle biyofilm olusumunu inhibe edici 6zelligi yiiksek
olan siyah havug daha detayl degerlendirilmelidir.
Sagliga katkis1 yiiksek olan bu sebze, dis saglig1 aci-
sindan da g6z o6nlinde bulundurulmalidir.

Calismamizin bazi kisitlamalar1 bulunmaktadir.
Calisma in vitro sartlar altinda gergeklestirilmistir.
Klinik sartlarda agiz ortami goz 6niinde bulunduru-
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larak degerlendirilmesi, meyvelerin tiikiiriik orta-
minda bakterilerin biyofilm olusturmasi iizerine etki-
sinin incelenmesinde faydali olacaktir. Bununla
birlikte biyofilm olusma siirecinde, biyofilm igeri-
sinde yer alan biitiin bakteriler degerlendirilmemis-
tir. Agiz ortaminda diger bakterilerle birlikte
degerlendirilmesi gerekmektedir.

Siyah havug, visne ve narin S.mutans’in bakteri
iremesi lizerinde etkisi bulunmamasina ragmen bi-
yofilm olusumunu bozdugu goriilmiistiir. Elde ettigi-
miz sonuglar literatiirii desteklemektedir.” Bu veriler
1s181inda ¢aligmamizda kullanilan nar ve visne ile bi-
yofilm olusumunu inhibe edici etkisi en yiiksek olan
siyah havucun, ¢ocuklarin giinliik diyetinde siklikla
yer alan besinler olmast; giinliik tiiketiminin 6zellikle
clirtik riski yiiksek ¢ocuklarda risk yonetimi agisinda
faydali olabilecegi diisliniilmektedir.

[l SONUG

Ulkemizde bol miktarda bulunan siyah havucun bi-
yofilm olugumunu bozucu etkileri géz 6niinde bu-
lundurularak, ¢cocuklarin siklikla tiikettigi sakiz, pastil
gibi Uirlinlerin icerisine alternatif etken madde olarak
kullanilmasinin oral bakteriler iizerinde etkili olabi-

lecegi digiiniilmektedir. Calismamizin ilerleyen do-
nemde yapilacak klinik arastirmalara yol gosterici
olacag diigiiniilmektedir.

Finansal Kaynak

Bu ¢alisma sirasinda, yapilan arastirma konusu ile ilgili dogru-
dan baglantisi bulunan herhangi bir ilag firmasindan, tibbi alet,
gereg ve malzeme saglayan ve/veya iireten bir firma veya herhangi
bir ticari firmadan, ¢alismanin degerlendirme siirecinde, ¢alisma
ile ilgili verilecek karart olumsuz etkileyebilecek maddi ve/veya

manevi herhangi bir destek alinmamgtir.

Cikar Catismast

Bu ¢aligma ile ilgili olarak yazarlarin ve/veya aile bireylerinin
¢tkar ¢atismasi potansiyeli olabilecek bilimsel ve tibbi komite
tiyeligi veya tiyeleri ile iliskisi, danigmanlik, bilirkisilik, her-
hangi bir firmada ¢alisma durumu, hissedarlik ve benzer du-

rumlart yoktur.
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