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1.GIRIS

Agiz ve dis hastaliklar1 lilkemizde goriilen halk sagligi sorunlart listesinin 6n
siralarinda yer almaktadir. Toplumda agiz dis sagligi sorununun azaltilabilmesi,
saglik hizmetlerinin nitelik ve niceliginin koruma esasli dis hekimligi hizmetine
doniistiiriilmesi ile miimkiindiir. Bu da ancak koruyucu dis hekimligi uygulamalari
ile tedavi edici uygulamalarin bir arada kullanilmasi kimi zaman da koruyucu
hizmetlere 6ncelik ve agirlik verilmesi ile miimkiindiir (Yazicioglu, 1987; Yilmaz,

1993).

Dis c¢iiriigii, agiz saghgini en ¢ok etkileyen hastaliklardan biri olup %60-90
oraninda okul cagindaki cocuklarda goriilmektedir (Borsatto ve ark., 2001).
Bilindigi gibi c¢liriik olusumu ve ilerlemesinde etkili olan en onemli risk
faktorlerinden biri dis yiizeyine kolonize olan karyojenik mikroorganizmalardir
(Caufield ve ark., 2005). Yirminci yilizyilin ikinci yarisindan sonra, elektron
mikroskobu kullaniminin yayginlagsmasiyla birlikte, mikrobiyoloji alaninda da
biiylik asamalar kaydedilmistir (Brock, 2003). Bu doneme kadar, bakterilerin
sivilarin  igerisinde, serbest bicimde tek baslarina yani planktonik yap1
sergiledikleri diisiintiliirken, yapilan ¢aligsmalarla bu fikrin tam aksi ortaya konmus
ve mikroorganizmalarin canliliklarini siirdiirebilmek i¢in kat1 bir yiizeye ihtiyag
duydugu kanitlanmistir (Rijnaarts ve ark,1993; Zhang ve Taylor,1994). Islak
ylzeylerde olusan mukoid yapidaki bakteriler fenotipik olarak planktonik
hallerinden farklilik gostermektedir. Bu farkliktan yola ¢ikarak, mukoid yapilara,
ingilizce canli tabaka anlammna gelen “BIYOFILM” isminin verilmesi uygun

goriilmiistiir (Brock, 2003).

Biyofilm, bir ylizeye yapisarak, belirli bir yapisal biitiinliik icerisinde toplu halde
yasayan ve birbirleriyle haberleserek varliklarinin devami igin gerekli islevlerin
yerine  getirilmesini  saglayan bakterilerin = olusturdugu karmasik  bir
organizasyondur (Costerton ve ark., 1999; Fejerskov, 2004; Post ve ark., 2004;
Marsh, 2012). Bu yeni gortisle birlikte dis ¢iirigii, dis minerali ve biyofilm sivisi
arasindaki fizyolojik dengede bozulmayla ortaya c¢ikan kompleks bir hastalik



olarak da tanimlanmaktadir (Fejerskov ve Nyvad, 2003; Marsh, 2012). Biyofilm,

enfeksiyonlarin %80’ inden fazlasindan sorumludur (Fejerskov, 2004).

Ciiriik olusumunun 6nlenmesi ve hastaligin kontrol altinda tutulmasi, biyofilm
yapisinin mekanik ya da kimyasal olarak dnlenmesiyle miimkiindiir (Axelsson ve
Lindhe, 1987). Aktif ajanlar agiz icerisindeki biyolojik dengeyi bozmadan
biyofilm olusumunu Onleyebilmektedirler. Bakteriosidal ve bakteriostatik
Ozelliklere sahip antimirobiyal ajanlar Oncelikle koruma amaglh kullanilirlar.
Hedef, bireyin sagligmin devami ve yeniden olusabilecek hastaliklara karsi
korunmasini saglamaktir. Mantik, patojenik mikroorganizmalarin tekrardan dis eti
olugu sivisi igerisine kolonizasyonunu engellemek ya da ertelemektir (Baehni ve
Takeuchi, 2003). Ekolojiyle ilgili genel kavramlar géz 6niine alindiginda, plak ve
agiz dokular1 arasindaki normal dengenin saglanabilmesi degerli bir yaklagim
olarak oOne siiriilebilir. Agiz hijyen motivasyonu, diyet diizenlenmesi,
odontopatojenik bakterilerin eliminasyonu, fissiir ortiicii ve antibakteriyel ajanlar
gibi koruyucu uygulamalarin yapilmasi bu dengenin korunmasina yarar saglayan

yaklagimlardir (Bowden ve Edwardsson, 1994).

1.1.Biyofilm Tanmimi ve Tarihgesi

Uzun yillar boyunca yapilan birgok arastirma biyofilm ¢alismalar1 i¢in temel
olusturmaktadir. Yeni teknolojiler ve gelistirilen yeni mikroskoplarla birlikte plak
mikrobiyolojisinin gergek dogasi, giin gegtikce daha da fazla agiklik kazanmaya
baslamistir (Marsh, 2004). Overman, 2000; arastirmacilarin, 120 yildan bu yana
agizdaki hastaliklara sebep olan mikroorganizmalarin dogasini anlamaya
calistiklarim1 ~ bildirmistir. Zamanla dis plagt ve icerisinde barindirdig:

mikroorganizmalar hakkindaki goriisler degismistir.

Glniimiize kadar biyofilm birgok bilim adami tarafindan farkli sekillerde
tanimlanmigstir. Costerton ve ark. (1978), biyofilmlerin ilk olarak 17. yiizyilda
Anton van Leeuwenhoek tarafindan tanimlandigin1 sdylemis, o dénemde disinin

tizerindeki plaktan aldigi Ornegi inceleyen ve mikroskop altinda mikrobiyal



kiimelerin varhigim izleyen Leeuwenhoek’ un, baktig1 seyin biyofilm oldugunun

farkinda olmadigini bildirmistir.

Socransky ve Haffajee, (1994), 1880’ den 1930’ a kadar olan yillarin
mikrobiyolojinin altin yil1 olarak kabul edildigini, saglik acisindan 6nem tastyan
ve bircok sistemik enfeksiyona sebep olan patojenlerin o donemde tanimlandigini
ve dis ¢iiriiklerine plak icerisindeki belirli mikroorganizmalarin sebep oldugunu
bildirmistir.1930° lu yillarla birlikte plak hakkindaki goriisler de degismeye
baslamistir. Overman, (2000), arastirmacilarin 1930 lu yillarda spesifik olmayan
plak hipotezine inandigini, agiz icerisindeki hastaliklara belirli tiir bakterilerden
cok, bakteri florasinin tiimiinlin sebep oldugu ve plak olusumuna neden olan

mikroorganizma tiirlerinin, tek basina bir 6neminin olmadigini bildirmistir.

Agiz igerisindeki bu mikrobiyolojik olaylar dogadaki c¢aligmalarla da
desteklenmistir. {lk olarak Heukelekian ve Heller (1940), suda yasayan
mikroorganizmalarin tutunabilecek bir ylizey bulmalari halinde, artmig aktivite ve
bliylime hizlar sergilediklerini bildirmislerdir. Bir atik su isleme iinitesindeki
filtreleri inceleyen Jones ve ark. (1969), filtreler lizerinde tutunmus halde bulunan
hiicrelerin morfolojilerine bakarak, farkli mikroorganizmalarin bir arada

bulunduklarini tespit etmisglerdir.

Biyofilm hakkindaki genel teori asil olarak 1970’ 1i yillardan sonra netlik
kazanmig bunun da 6tesine gecerek bakterilerin multiselliiler davranis sergilemeye
baslamas1 ile mikrobiyolojiye bakis acist da degismistir (Biedlingmaier ve ark.,
1998; Bothwell ve ark., 2003). Costerton ve ark. (1978), akarsularin igerisinde
yasayan bakterileri incelerken bakterilerin %99.99’unun bir yiizeye yapisarak,
balgik benzeri bir yapi igerisinde yasadiklarini ortaya koymus bu topluluklari

tanimlamak amaciyla da ilk defa ‘biyofilm’ terimini kullanmustir.

Davey ve O'toole (2000), biyofilm tabakasinin sadece ylizeye yapismis durumda
bulunan ve igerisinde mikroorganizmalarin bulundugu homojen bir tabakadan

ibaret olmadigini, bakterilerin belirli bir yapiya sahip, koordinasyon yetenegi



bulunan fonksiyonel topluluklarin olusturdugu biyolojik sistemler oldugunu

ortaya koymustur.

Biyofilm tanimi son 30 yil igerisinde elde edilen bilgiler 15181nda gelistirilmistir.
Costerton ve ark. (1978), bakterilerin polisakkarit yapida bir glikokaliks matriks
igerisinde  bulundugunu ve bu yapmin adezyonu kolaylastirdigini
gozlemlemislerdir. Yine Costerton ve ark. (1987)’de biyofilmlerin yiiksek oranda
sulu (hidrate) anyonik ekzopolimer matriks i¢inde bulunan mikrokoloniler
oldugunu belirtmistir. Watnick ve Kolter (2000), biyofilmi, cansiz ya da canli bir
ylizeye tutunmus birgok bakterinin salgiladiklar1 mukoz yapi igerisinde bir araya
gelmesiyle olusan mikroplar sehri olarak tanimlamislardir. Bir grup arastirmaci
ise; biyofilmi, mikrobiyal olarak de§isime ugramis, yiizeye ya da birbirine
tutunarak matriks ya da hiicre dist polimerik madde igine gomiilmiis olan
planktonik hiicrelerden ¢ogalma, genetik yapi1 ve protein sentezi agisindan
tamamen degisik yapida olan biyolojik bir olusum olarak tanimlamaktadirlar
(Rijnaarts ve ark, 1993; Hood ve Zottola, 1997; Watnick ve Kolter, 2000;
Jenkinson ve Lappin- Scott, 2000; Sutherland, 2001; Donlan, 2002).

Biyofilmin en yeni tanimi ise, canli ya da cansiz bir ylizeye yapisarak kendi
iirettikleri organik bir ekzopolisakkarit matriks i¢cine gomiilii ve hareketsiz olarak
birbirine, bir kat1 ylizeye ya da bir ara yiizeye tutunmus genetik yap1 ve protein
sentezi agisindan tamamen degisik yapida olan mikroorganizmalarin olusturdugu
topluluk olarak belirtilmektedir (Davey ve O’toole, 2000; Rudney, 2000; Rolland
ve ark., 2006; Ten Cate, 2006; Thomas ve Nakaishi, 2006; Thurnheer ve ark.,
2006; Altun ve Sener, 2008; Jayaraman ve Wood, 2008). Biyofilm tabakasina; su
ile temas eden tiim ylizeylerde, 6rnegin; endiistriyel ya da evsel su sistemlerinde,
1s1 degistiricilerde, su ileten borularda, su aritma, depolama, isleme ve dagitim
tesislerinde, sogutma kulelerinde, kagit makinelerinde, tibbi cihazlarda ve dis
tinitlerinde rastlanabilmektedir (Thomas ve Nakaishi, 2006; Altun ve Sener,
2008). Bu ortamlarda biyofilm tabakasi, bakterileri basta klor olmak {izere
dezenfektanlardan, besinsizlikten, kurakliktan, pH dalgalanmalarindan ve
toksinlerden korumaktadir. Bu cansiz ylizeylerin yani sira biyofilm, canli

organizmada da ¢esitli kosullarda ve c¢esitli dokularda olusabilmektedir.



Biyofilmlerin bir kismi organizma agisindan koruyucu bir rol iistlenirken, belirli
bir kismi da 6zellikle immiin sistemi baskilanmis hastalarda ve kalic1 tibbi arag¢ ya
da kateteri olan hastalarda ciddi enfeksiyonlara yol acabilmektedir. Biyofilmler
insan viicudunda kateterler, kontakt lens, protez kalp kapakgiklar1 ve kalp pilleri,
bobrek tasi, akciger dokusu gibi canli cansiz bir¢ok yilizeyde bulunabilmektedir

(Altun ve Sener, 2008; Nadell ve ark., 2009).

Donlan ve Costerton (2002), biyofilm tanimim1 biraz daha gelistirmis ve
biyofilmleri asagidaki 6zelliklere sahip mikrobiyal hiicrelerden olusan hareketsiz

bir topluluk olarak tanimlamislardir:

1) Hiicreler geri doniisiimsiiz olarak bir substrata, ara yiize veya

birbirlerine tutunmuslardir.

2) Hiicreler kendi trettikleri ekstraselliiler polimerik maddelerden olusan

bir matriks igerisinde gomiiliidiirler.

3) Biiyiime hizlar1 ve genlerinin kopyalanmasi agisindan serbest dolagan

tiirdesleri ile aralarinda farkliliklar vardir (Donlan ve Costerton, 2002).

Bu tanim ¢ok onemlidir. Ciinkii bir yiizeyde koloniler halinde tutunarak yasayan
baz1 mikroorganizmalarin olusturduklar1 her tabakaya ‘biyofilm’ denilmemelidir.
Gergekte biyofilm olmayan bu topluluklar, bulunduklar yiizeylerde serbest hiicre
davranigi  sergilemeye devam ederler. Higbirinde biyofilm icerisindeki
bakterilerde izlenen direng¢ ve geri doniisiimsiiz yapisma gibi 6zellikler izlenmez.
Bununla birlikte, biyofilm igerisindeki hiicrelerin zamanla matriksten koparak
ayrildiklar1 ve dolagima gectikleri unutulmamalidir. Dolasima gegen bu hiicreler,
serbest formda olmalarina ragmen, ayrildiklar1 toplulugun tim giiclii

karakterlerini tasimaktadirlar (Donlan, 2002).



1.2.Biyofilm Yapisi ve Genel Ozellikleri

Biyofilm, bir ylizeye yapisarak, belirli bir yapisal biitiinliik icerisinde toplu halde
yasayan ve birbirleriyle haberleserek varliklarimin devami i¢in gerekli islevlerin
yerine  getirilmesini  saglayan  bakterilerin  olusturdugu  karmasik  bir
organizasyondur (Costerton ve ark., 1999; Fejerskov, 2004; Post ve ark., 2004;
Marsh, 2012). Biyofilm, bakterinin yilizeyinde diizensiz bir sekilde dagilmis
polisakkarit tabiatindaki bir matrikstir. Matriksin yogunlugu ve genisligi sadece
hiicresel ~ve  hiicresel olmayan yapilar arasinda degil, zamanla
mikroorganizmalarin tiirleri arasinda da degismektedir (Davey ve O'toole, 2000;

Fraud ve ark., 2007).

Aragtirmacilar, biyofilm yapisinin sadece ylizeye yapismis durumda bulunan ve
icerisinde mikroorganizmalarin bulundugu homojen bir tabakadan ibaret
olmadigini, bakterilerin belirli bir yapiya sahip, koordinasyon yetenegi bulunan
fonksiyonel  topluluklarin  olusturdugu  biyolojik  sistemler  oldugunu
vurgulamiglardir (Davey ve O'toole, 2000; Marsh, 2012). Ug¢ boyutlu agidan
bakildiginda biyofilmler, matriksleri icerisinde yasamlarini siirdiiren, hiicrelere
esansiyel besinlerin ve oksijenin tasinmasina imkan tantyan 'su kanallarina' ve ¢ok
tabakal1 heterojen bir yapiya sahiptirler (Davey ve O'toole, 2000; Teughels ve
ark., 2006). Biyofilm yapisinin biiylik boliimii (%73-98) sulu (hidrate) sekildedir
(Davey ve O'toole, 2000, Fraud ve ark., 2007).

Tam hidrate ve canli biyofilm hacmi; %15 hiicre ve %85 matriks materyali
tarafindan olusturulmaktadir. Hiicreler ise, bu matrikslerin ¢evrelendigi, farkl
yiiksekliklerdeki 'kuleler' ya da 'mantarlar' icerisinde yer almaktadir (Cifte¢i, 2005;
Donlan ve Costerton, 2002) (Sekil 1.1).
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Sekil 1-1: Kule veya mantar benzeri kiimelenme gosteren mikrokolonilerin sematik
goriintimil (Donlan ve Costerton, 2002)

Bir biyofilmin olusmasi i¢in gerekli olan ortak bilesenler mikroorganizma,
glikokaliks ve yiizeydir. Bu bilesenlerden biri olmadigi takdirde biyofilm
olusamamaktadir. Biyofilmler tek bir mikroorganizma tiirii tarafindan
olusturulabildigi gibi birden fazla tiirii de yapisinda barindirabilmektedir (Davey
ve O'toole, 2000; Altun ve Sener, 2008). Farkl tiirlerde olusan biyofilmlerde, her
tiir kendi mikrokolonisini olusturur. Bu mikrokoloniler birbirlerinden su kanallari
araciligr ile ayrilmislardir. Bu su kanallar1 i¢inde devam eden su akisi, besin
maddelerinin  ve  oksijenin  diflizyonunu  saglar.  Sistemin  yapisina,
mikroorganizmanin tiiriine ve ¢evresel faktorlere bagl olarak olgun bir biyofilmin
olugmasi birkag saat ile birka¢ hafta zaman almaktadir (Davey ve O'toole, 2000;

Altun ve Sener, 2008).

Tolker-Nielsen ve Molin’e (2000) gore, cogu yapist benzer olsa da her biyofilm
yapist kendine 6zgiidiir. Baz1 arastirmacilar biyofilmin devamlilik gosteren tek bir
tabakadan olusmadigini diisiinerek, isminin yanlis verildigini savunmuslar ve
biyofilmin daha ¢ok mikro kolonilerden olusan bir yap1 oldugunu bildirmislerdir
(Davison, 1999; Lagido ve ark.,2003). Ayrica biyofilmde ekstraseliiler
polisakkarit dagilimmin homojen olmadigi da ortaya konmus, sivi akist sonucu
olusan su kanallarinin heterojen besin maddesi, oksijen hatta antimikrobiyal

madde dagilimina neden oldugu bildirilmistir (James ve ark., 1995 ).



Biyofilm igerisinde yasayan mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen
polisakkaritler, biyofilmin ana ekstraseliiler komponentini olusturmaktadirlar
(Nadell ve ark., 2009). Mikroorganizmalarin bir¢cogu degisen kompozisyonlarda
ekstraseliiler polisakkarit tiretmektedirler (Yilmaz ve Celik, 2007). Biyofilm
igerisinde yasayan mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen polisakkaritler;
intraseliiler polisakkarit (depo), ekstraseliiler polisakkarit (EPS), ve yapisal
formdaki polisakkarit olmak iizere 3 ayr1 formdadir. Bunlar biyofilm yapisinin
ana ekstraseliiler komponentini olustururlar. EPS formlari hiicre duvarn ile
birlesmis olabilen kapsiiler veya biiyiik miktarlarda hiicre duvar1 disinda biriken
ve Kkiiltiir ortamina yayilan bagimsiz salgilar olarak iiretilen yapilardir ve
genellikle immiinojeniktirler (Yilmaz ve Celik, 2007). Kapsiiler EPS bakteri hiicre
yiizeyindeki fosfolipid veya lipid-A molekiillerine kovalent bag ile
baglanmaktadir (Costerton ve ark., 1994). EPS’ ler suda ¢6ziinen polimerlerdir ve
dogada iyonik ya da iyonik olmayan yapilarda bulunabilirler. Pek ¢ok
mikroorganizma, ekstraseliiler polimerik araclarin biyosentezi ile fonksiyonel bir

topluluk olustururlar (Yilmaz ve Celik, 2007).

EPS’ ler, bakteriyi koruyucu bir ortii seklinde sararak bakterinin olumsuz ¢evre
sartlarindan korunmasini ve gesitli ylizeylere tutunmasini saglamaktadirlar. EPS’
nin bakteriyi koruma 06zelligi ayrica antibiyotiklere ve deterjanlara karsi da
fiziksel bir koruyuculuk seklinde ortaya c¢ikmaktadir. Sonu¢ olarak yiiksek
molekiiler yapiya sahip EPS sekli koloninin direncini ve kararliligin1 ortaya
koymaktadir (Costerton ve ark., 1994; Yilmaz ve Celik, 2007). Bu {iriin
bakterilerin koloniler olarak biiyiimelerine yardim eden, besinlerin bulundugu sert
ylizeylere tutunmalarin1 saglayan yapilardir (Costerton ve ark., 1987). Jel
formasyonu, flokiilasyon, emiilsiyon, absorbsiyon, film formasyonu ve koruma
gibi pekcok role sahip olan EPS’ ler ayn1 zamanda biyofilm bakterilerinin
varligimi siirdiiriilebilmesinden baska genetik ozelliklerinin korunmasinda ve
genetik bilgi degisimi i¢in gerekli ortamin hazirlamasinda da ¢ok biiyiilk 6neme

sahiptirler (Moller ve ark., 1998).



1.2.1.Mikroorganizmalar Neden Biyofilm Olusturmaktadirlar?

Dogal bir ortamda, tek bir tiir bakteri izole bir kiiltiir icerisinde yasayamaz.
Bakteriler her zaman diger bakteri tiirleri ile bir alig veris arayisi igerisindedir. Bu
aligveris esnasinda birbirlerinin atiklarini kullanirlar ve hatta birbirlerine genetik
paketler gonderirler. Bakterilerde bir hayat agacindan ¢ok tiirler arasi bir agdan
bahsedilebilir. Bu da bakterilerin mevcut genetik 6zelliklerini sadece kendisinden
onceki tiirlerden, yani atalarindan degil, kendisiyle herhangi bir iliskisi olmayan
fakat bulundugu ortamda komsusu durumunda bulunan bagka tiir bir bakteriden
genetik materyal alarak elde edebilecegi anlamini tasir (Biedlingmaier ve ark.,

1998; Bothwell ve ark., 2003).

Tek baslarina biyofilm olusturabilen veya diger mikroorganizmalarla ortak
biyofilm olusturmak icin iletisime gecebilen sayisiz bakteri ve iiretilebilecek
sayisiz polisakkarid tiirinlin var oldugu disiintildiigiinde, elde edilebilecek farkl
tiirdeki biyofilm sayis1 sonsuza yaklasmaktadir. Bu nedenle, dogada tek bir tiiriin
olusturdugu biyofilmler ¢ok nadir olup, daha c¢ok birden fazla organizmanin

olusturdugu biyofilmler izlenir (Sutherland, 2001).

Bakteriler gerek in-vitro gerekse in-vivo ortamda biyofilm olusturmak suretiyle
bir dizi avantaja sahip olurlar (Hall-Stoodley ve ark., 2004). Biyofilm yapisi;
bakterileri nem, 1s1 ve pH degisiklikleri gibi ¢evresel faktorlerden ve ultraviyole
1518a maruz kalmanin doguracag: zararlardan korur. Besinlerin depolanmasinin ve
atiklarin uzaklastirilmasinin kolaylastirilmast da biyofilm olusumunun getirdigi
avantajlardandir. Bakterilerin kiimeler halinde ve EPS matriks igerisinde
bulunmalari, fagosite edilmelerini gliglestirir ve hiimoral immiin sistem
bilesenlerinin bakterilere ulagmalarini1 engeller (Costerton ve ark., 1994; Post ve

ark., 2004).

Bakterilerin biyofilm olusturan formlar ile serbest yasayan formu arasinda ciddi
farklilik goriilmesine ve bakterinin biyofilm olusturmasini gerektiren durumlar ile
ilgili farkli gorlisler olmasma karsin yapilan g¢aligmalar degerlendirildiginde

biyofilm olusum nedenleri su basliklar altinda agiklanmustir (Oztiirk ve ark. 2008).
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¢ Savunma: EPS’ lerin farkli biyofilm topluluklarinda ve cevre
kosullarinda ¢esitli roller oynadiklar1 ve EPS matriksinin ayn1 zamanda bir
iyon degistiricisi gibi davranarak ¢esitli ajanlarin biyofilm igerisine
giriglerini engelledigi bilinmektedir (Gilbert ve ark., 1997). Biyofilme
sahip organizmalar; besin yoksunlugu, pH degisiklikleri, oksijen
radikalleri, dezenfektanlar, fagositoz ve antibiyotikler gibi etkenlere karsi
planktonik hiicrelerden ¢ok daha direnglidirler. Cevreden almis oldugu
sinyaller sonucunda tehlikede oldugunu algilayan bakteri mevcut genler ile
biyofilm olusturarak kendini koruma altina almaktadir (Davey ve O'toole,

2000; Marsh, 2003; Nadell ve ark., 2009).

¢ Adezyon ve Kolonizasyon: Mikroorganizmanin yasamasi ve ortamda
kalabilmesi i¢in en bilinen yol biyofilm olusturmaktir (Patti ve ark., 1994)
Bakterinin viicudun herhangi bir bolgesinde sabit kalabilmesi icin bir
takim stratejileri vardir. Bakteri ylizey proteinleri, konagin fibrinojen,
fibronektin, vitronektin, elastin gibi ekstraselliiler matriks proteinlerine
yapigsmaktadir. Bu adezin ve matriks proteinleri konak ile bakterinin
yapismasinda anahtar rol oynamaktadir. Yapisma sonrasi bu bolgeye
yerlesen bakteriler bir yandan belli bir populasyona ulasmak i¢in
cogalirken diger yandan da biyofilm olusturma 6zelligine gore biyofilm
yapimina baslamaktadirlar. Biyofilm, bakterinin yapigmasini (tutunmasini)
arttirirken, biyofilm olusumunun baglamasi ile birlikte hareket (motilite)

faktorlerinin salgilanmasinda da bir baskilama olmaktadir (Whitletey ve

ark., 2001; Wolz ve ark., 2002)

+ Yasanabilir Cevre Gelistirmek: Pseudomonas, Vibrio cholerae,
Escherichia coli ve Staphylococcus gibi bakteriler, ortamda bulunan
glukozu kullanarak EPS salgilanmasi ve biyofilm olusumunu belirgin bir
sekilde artirmaktadirlar. Karbon katabolitleri, konakta yapigmis bakterinin
gen regiilasyonunu indiikleme 6zelligi sayesinde biyofilm olusumunda
kritik rol oynamaktadir. Bakterinin konakta uygun bir ortam olusturarak
kalabilmesi i¢in biyofilm yapisi gerekmektedir (Davey ve O’ toole ve ark.,
2000),
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+ Topluluk olusturmak: Kazanglarin ortak paylagimidir. Bakterilerin
ortama adaptasyonu sirasinda toplu halde hareket etmeleri biyofilm
olusumunda siklikla goriilmektedir. Tiim bakterilerin ¢evre faktorlerine
ayni yanit1 vermis olmalar1 ve fenotipik degisiklikler sergilemeleri toplu

halde yasamlarinin en énemli gostergesidir (Oztiirk ve ark., 2008).

¢ Yeni genetik ozelliklerin kazamilmasi: Horizontal gen transferi dogal
mikrobiyal topluluklarin evrimi ve genetik ¢esitliligi i¢in ¢ok Onemlidir.
Bu durum ozellikle antibiyotiklere direngli bakterilerin ortaya ¢ikmasinda
biiylik rol oynar (Davies ve ark., 1998). Yapilan genom ve proteom
caligmalar1 biyofilm gelisimi ile ilgili bir¢ok genin bulunmasina neden
olmustur. Bu genlerin hiicre fizyolojisindeki rolleri arastirildiginda;
adezyon, quorum sensing (Cogunlugu algilama), hiicre duvar yapimi,
metabolizma, stres cevabi1 ve plazmide baglanmada etkili olduklar
gorlilmiistiir. Biyofilm olustukca mikro c¢evredeki degisiklikler, gen
ekspresyonlarinda da degisiklikler olusturarak biyofilm olusumunu
hizlandirmaktadir (Oztiirk ve ark., 2008). Ozellikle biyofilm igerisindeki
kapal1 ortam bakteri birlesmesinin kolaylikla yapilabilmesine imkan tanir

(Davey ve O'toole, 2000).

Costerton ve ark. (1999), biyofilm olusumunun tesadiifi bir olay olmadigini, bir
araya gelen farkli tiirlerin belirli bir ortak amag tasidiklarini belirtmistir. Bu
goriisiinii desteklemek ic¢in sigir bagirsaklarindaki biyofilmi 6rnek gostermistir.
Bagirsaktaki seliilozu sindirebilmek i¢in en az 5 farkli tiirde bakterinin var olmasi
gerektigini, bakterilerin seliilozu ancak olusturduklart mikrobiyal sehirler

icerisinde bir arada c¢alisarak yikabilecegini bildirmistir.

1.2.2.Biyofilm I¢indeki Bakterilerilerin Ozellikleri ve Serbest Halde Bulunan

Bakterilerle Karsilastirilmasi:

Biyofilm bakterilerinin sahip olduklar1 avantaj, antibiyotiklere karsi, serbest halde
dolasan bakterilerden daha direncli olmalarini saglamaktadir. ilk baslarda EPS’

lerin antimikrobiyal maddenin diffiizyonunu kisitladig1 diisiiniilmiis olsa da, artik
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bircok antibiyotigin biyofilm tabakasina kolayca penetre oldugu bilinmektedir
(Walters ve ark., 2003). Ancak bir¢ok antibiyotik hizla bdliinen bakterileri
hedefledigi i¢in, Ozellikle biyofilmin derin tabakalarinda bulunan ve azalmis
metabolik ve bolinme hizlar1 sergileyen bakterilere etkili olamamaktadir.
Antibiyotiklerle tedavi edilmis olan biyofilmlerin perifer kisimlarinda bakterisidal
etki izlenirken, daha derin kisimlarda yasayan bakteriler hayatta kalmakta ve
yeniden enfeksiyon gelisimine neden olmaktadir (Brown ve ark., 1988; Anwar ve

ark., 1992).

1.2.3.Bakteriyel Biyofilmler Neden Antimikrobiyal Ilaclara Direnclidir?

Biyofilm enfeksiyonlarinin artmasiyla birlikte biyofilm direncini aydinlatmaya
yonelik olarak yapilan caligmalar da hiz kazanmistir. Bilindigi gibi biyofilm,
icinde mikroorganizmalari barindiran korunakli bir yapidir. (Altun ve Sener,
2008). Ceri ve ark., (1999), bakterilerin biyofilm olusturarak yiizeye yapismis
formu (sesil) ile siispansiyon formu (planktonik) arasinda, antibiyotik ilaclara
kars1 direng acisindan belirgin bir farkin oldugunu yaptiklar1 c¢alisma ile

gostermislerdir.

Biyofilmde yer alan mikroorganizmalar antimikrobiyal ajanlara, planktonik
sekillerine gére 200- 500 kat daha direnglidir (Davey ve O'toole, 2000; Rudney,
2000; Marsh, 2004; Nagayoshi ve ark., 2004; Fraud ve ark., 2007; Altun ve Sener,
2008). Herhangi bir sekilde antimikrobiyal ajanlara direngli olmayan
mikroorganizma biyofilm olusturunca direngli hale, biyofilmden ayrildiginda ise

tekrar duyarli hale doniisebilmektedir (Marsh, 2004; Altun ve Sener, 2008).

Biyofilm tabakasi, bakterileri sadece antibiyotiklere karsi degil, dezenfektanlara
kars1 da direncli hale getirmektedir. Biyofilm tabakasi i¢indeki bakteriler sivi
ortamda serbest iireyen bakterilere gore dezenfektanlara 10-100 kat daha
direnclidirler. Bu yolla olusan direncin mekanizmasi tam olarak agikliga
kavugsmamakla birlikte; glikokaliks bilesimi, hiicre dis1 enzimler, besin

siirlamasi, dezenfektanin hiicrelere ulasmasinda zorluk gibi gesitli faktorlerin
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etkili oldugu diistiniilmektedir (Miiller ve ark., 2007; Altun ve Sener, 2008;
Koluman, 2009).

Biyofilm direnci multifaktoriyel bir olaydir ve asagidaki basliklar altinda
degerlendirilebilir:
a- Antimikrobiyal ajanlarin biyofilm i¢ine diisiik penetrasyonlari,
b- Biyofilmi olusturan mikrogevrede degisiklik
c- Biyofilm i¢inde fenotipik degisikliklerin olusumu (Ten Cate, 2006;
Thomas ve Nakaishi, 2006; Altun ve Sener, 2008).

1.2.3.a.Biyofilm i¢ine diisiik penetrasyon :

Biyofilm fiziksel bir bariyer gérevi gorerek antibiyotiklerin ve dezenfektanlarin
mikroorganizma hiicresine ulagsmasini engelleyebilmektedir. Bu engelleme
siklikla antibiyotigin biyofilm komponentlerine baglanmasi sonucu ortaya
cikmaktadir (Thomas ve Nakaishi, 2006; Fraud ve ark., 2007; Altun ve Sener,
2008). Biyofilm i¢indeki ozmotik ¢evre degisiklikleri ozmotik bir strese yol acip
bakterilerin por yapisinda ya da miktarinda degisikliklere neden olabilir. Bu
durum ozellikle beta-laktam antibiyotiklerin hiicre icine girigini kisitlayabilir.
Genel stres yamiti bakteride “Q faktér” olarak bilinen RpoS geninin
salgilanmasina yol ag¢ip bir ozmotik koruyucu olarak fonksiyon goren trehalozun
asirt sentezlenmesine ve biyofilmin kalinlagsmasina neden olur (Foley ve ark.,

1999).

1.2.3.b.Biyofilmi olusturan mikrocevrede degisiklik:

Biyofilmi olusturan bakterilerin biyofilm icindeki yogunlugu, besin maddeleri ve
oksijen konsantrasyonuna gore degiskenlik gostermektedir. Biyofilmin en dis
kisimlarinda lokalize olan bakteriler besin maddelerine ve oksijene derinlerde
olanlara gore daha rahat ulasabilmektedir. Bu durum da bakteri popiilasyonu
icinde heterojenlige yol agmaktadir. Antimikrobiyal ajanlarin metabolik olarak

aktif hiicreleri primer olarak hedefledikleri diisiiniiliirse, biyofilm ic¢indeki bu
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heterojenligin antibiyotik duyarliliginda farkliliklara yol agabilecegi ortadadir.
Diisiik tireme hizt 6zellikle olgun biyofilmde goriilmektedir. Sinirli besin
miktarlar1 nedeniyle biyofilmlerin yavas tireme hizina sahip olmalar1 direncin bir
diger nedeni olarak sayilabilmektedir (Davey ve O'toole, 2000; Marsh, 2004;
Thomas ve Nakaishi, 2006; Fraud ve ark., 2007; Altun ve Sener, 2008).

Biyofilm ic¢indeki oksijen yogunlugu biyofilmi olusturan mikro c¢evrede
degisiklige neden olan ve direnci etkileyen bir diger faktordiir. Oksijenin
biyofilmin ylizey katmanlarinda tiiketildigi ve derin kisimlarda anaerobik ortamin
olustugu  bilinmektedir. Bu nedenle baz1 antibiyotiklerin, &rnegin;
aminoglikozidlerin etkinligi azalmakta ve diren¢ gelisebilmektedir (Altun ve

Sener, 2008).

Direnci etkileyen diger bir faktor ise, asidik atitk maddelerden dolayr pH’nin
degismesi ve bu degisimin bazi antibiyotikler lizerine antagonistik etki yapmasidir

(Altun ve Sener, 2008).

1.2.3.c.Biyofilm icinde fenotipik degisikliklerin olusumu:

Bakteriler bir ylizeye tutunmalarimi takiben cesitli fizyolojik, metabolik ve
fenotipik degisikliklere ugramaktadirlar (Altun ve Sener, 2008). Biyofilm
hiicrelerinin kendi aralarindaki etkilesimleri sonucunda genetik yapilarinda
degisiklikler goriilmekte ve ekstrakromozomal DNA degisimleri igin ideal
ortamlar olusturmaktadirlar. Genetik yapisi degisen hiicreler, bu sayede
antimikrobiyal ajanlara karsi daha fazla direng gelistirmis olmaktadir (Thomas ve

Nakaishi, 2006; Fraud ve ark., 2007; Altun ve Sener, 2008).

Biyofilm direncini etkileyen tiim bu faktorler géz Oniine alindiginda, biyofilmi
olusturan bakteri tiirli ve kullanilan antimikrobiyal ajana bagl olarak farkli direng
mekanizmalarmin etkili olabilecegi ve bu direncin multifaktoriyel oldugu
goriilmektedir. Biyofilm fenotipinin &zellikle antibiyotik direnci ag¢isindan
planktonik fenotipten ¢ok farkli olmasi hem mikrobiyologlar hem de tedaviyi

uygulayan klinisyenler acisindan ciddi bir problem olusturmaktadir. Son yillarda
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biyofilm yapis1 ve biyofilm fenotipi ile ilgili ¢calismalar giderek hiz kazanmus,

biyofilm olusumunun 6nlenmesi ve biyofilm enfeksiyonlarinin tedavisinde yakin

zamanda yeni ve etkin stratejilerin gelistirilmesine kesin goziiyle bakilmaktadir

(Altun ve Sener, 2008).

1.3.Biyofilmin Gelisim Evreleri

Bakterilerin bir araya gelmeleri ve o ylizeydeki diger tiirlerle birlikte yagamaya

devam etmeleri ile meydana gelen biyofilm olusumu rastgele gerceklesen bir olay

degildir. Biyofilm olusumu 4 evrede ger¢eklesmektedir.

1.

Tutunma ve yapisma: Biyofilm olusumu bakterilerin bir ylizeye
tutunmalar ile baslayan dinamik bir siiregtir (Hall-Stoodley ve Stoodly,
2002; Hall-Stoodley ve ark., 2004). Tutunma islemi; hiicre ylizeyinin
hidrofobik 0zelligi, bakterilerin EPS iiretimi, bakterilerde fimbria ve
flagella gibi yapilarin varligina gore degismektedir. Bakterinin bir ylizeye
tutunabilmesi i¢in tutundugu ylizeyin belirli 6zellikler tasimasi
gerekmektedir. Rosenberg ve ark. (1983), cogu hiicrenin negatif yiik
tagimakta oldugunu, bunun da sivi akisi ile sarj olan yiizeye yapigmay1
kolaylastirdigin1 bildirmislerdir. Bakteriler biyofilm olusturmak i¢in ¢esitli
kimyasal isaret mekanizmalar1 kullanirlar. Kimyasal sinyalin, lokal
ekstraseliiler konsantrasyonunun belirli bir seviyeye ulagmasi, ¢evrede
bulunan bakteriler icin o bolgede belirli yogunlukta bir hiicresel
kiimelenmenin basladigi anlamina gelir. Kimyasal olarak popiilasyon
yogunlugunun hissedilmesi islemine ‘quorum — sensing (¢ogunlugu
algilama)’ adi verilir. (Ten Cate, 2006). Bu sistem ile bakteriler
cevrelerindeki bakteriyel popiilasyonun yogunlugunu belirlerler. Bir
ylizeye tutunan her bakteri, ortama 'ben buradayim' mesaji veren bir
molekiil salgilar. Yiizeye tutunan bakterilerin sayis1 arttik¢a, bu sinyalin
lokal  konsantrasyonlar1  artmaktadir. Bu sinyal = molekiiliiniin
konsantrasyonundaki artis ile birlikte, biyofilm olusumuna yonelik bir dizi
islem baglatilmis olur (Davies ve ark., 1998). Yiizeye organik ve/veya

inorganik maddelerin yapismasini takiben mikroorganizmalar bu yiizeye
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geri doniigiir 6zellikte tutunur (Altun ve Sener, 2008; Nadell ve ark., 2009)
Ortaya ¢ikan ilk mikrobiyal baglanti zayif ve geri doniisebilen
karakterdedir. Baslangi¢c baglantisini takiben organizmalar sessiz bir faza
girerler. Sessiz faz siirecinde organizmalar genetik yapilarini
degistirebilirler. Genetik materyaldeki bu degisikligin baglanmadan hemen
sonra sekillendigi bilinmektedir. Biyofilm, ekstrakromozomal DNA
degisimleri icin ideal ortamlar olustururlar. Hiicreler arasinda DNA
transferi gerceklesir. Boylece genetik yapisi degisen hiicreler ¢evreden
gelebilecek olumsuz etkilere kars1 daha direng kazanmis olur (Post ve ark.,

2004).

Kolonizasyon: Biiylime hizi ve gen kopyalanmasi agisindan degisime
ugramis fenotiplerin ortaya ¢ikisiyla birlikte hizli biliylime evresi
baslamaktadir. Bu donemde mikroorganizmalar hiicre dis1 polimerik
maddenin ana bilesenini olusturan EPS salgilarlar. EPS genel olarak dogal
seker, amino seker ve bazi iironik asitlerin olusturdugu heterojen bir yap1
sergiler. Nemli ve yapiskan yapidaki EPS organizmalarin yiizeye
baglanmalarini ve dis etkenler sonucu olusabilecek koparma kuvvetlerine
kars1 diren¢ kazanmalarini saglar. Serbest haldeki diger organizmalar
molekiiller arasi etkilesim ile yiizeye tutunabildikleri gibi bu karmasik
matrikse de takilarak yiizeye tutunabilirler. Bu tutunmalar sonucu
bakteriler boliinlip ¢ogalarak biyofilmin en kiiciik birimi olan

mikrokolonileri olustururlar (Overman, 2000; Post ve ark., 2004).

Olgunlasma: Bu evrede mikrokoloniler biiyiirler ve kompleks, mantar
seklindeki yapilara veya kulelere doniistirler. Konfokal lazer mikroskopisi
ile yapilan ¢alismalar bakterilerin, kompleks EPS ile c¢evrilmis
mikrokoloniler igerisinde yasadiklarini ortaya koymuslardir (Zaura- Arite
ve ark., 2001). Cesitli yiiksekliklerde kuleler olusturan mikrokolonilerin
aralarinda, Dbesinlerin ulastirilmast ve metabolik atik  iirlinlerin
uzaklagtirilmasi i¢in primitif bir dolasim sistemi olarak gorev yapan su

kanallar1 bulunmaktadir (Bothwell ve ark., 2003; Post ve ark.,2004).
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4. Kopma: Biyofilm gelisiminin en son evresi kopma veya ayrilma evresidir.
Biyofilmde; kopma tiirlere 6zgii bir 6zelliktir ve biyofilmin olgun hale
gectiginin bir gostergesidir. Olgun biyofilm olustuktan sonra koruyucu
zirhin gesitli yollarla kismen veya tamamen parcalanmasi sonucu biyofilm
icindeki tek bir bakteri veya bakteri kiimeleri serbest hale gecerler. Bu
ayrilma islemi dis kuvvetlerin etkisiyle olabilecegi gibi, biyofilm olusum
stirecinin bir pargasi olarak tek bir hiicrenin veya multipl hiicrelerin emboli
seklinde kopmas1 sonucu da olusabilmektedir. Bu kopma sonunda, olusan
serbest hiicrelerin her biri yeni bir biyofilm olusturmak {izere farkl
alanlara dagilir ve aym siire¢ tekrar eder (Stoodley ve ark., 1999).

Biyofilm olusum evrelerinin sematik hali Sekil 1.2 de gosterilmektedir.

1.4.Biyofilm Olusumunda Quorum Sensing: Cogunlugu algilama (QS)

Mekanizmalari

Bakterilerin birbirleri ile iletigim kurduklarinin kanitlanmast,
mikroorganizmalarin ~ olusturdugu  diinya  hakkindaki  diisiincelerimizi
degistirmistir (Saragli, 2006). Uzun yillar boyunca, iletisim yeteneginin ¢ok
hiicreli “yiiksek yapili” organizmalara 6zgii bir 6zellik oldugu, bakteriler gibi tek
hiicreli canlilarin ise sadece biiyiimek ve boliinmekten ibaret olan son derece basit
bir yasam tarzina sahip varliklar olduklar1 diisiintiliyordu. Ancak giliniimiizde,

2 ¢

bakterilerin “asosyal”, “yalniz yasayan”, “yalniz 6len” izole varliklar olmadiklari
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aksine degisen ortam kosullarina uyumlarim1 kolaylastirmak icin karmagik
hiicreler arasi iletisim sistemleri kullanan topluluklar halinde bulunduklar1 kabul
edilmektedir (Swift ve ark., 1994). Bircok gram pozitif ve negatif bakteri ve
mantarlar birbirleri ile farkli sinyal molekiilleri araciligiyla iletisim kurmaktadir.
Bu sinyal molekiillerini iiretmekle birlikte mikroorganizmalar bu molekiillerin
konsantrasyonunu dlgerek cevrelerindeki mikrobiyal toplulugun miktar1 hakkinda
bilgi sahibi olmaktadir (Saragli, 2006). Sinyal molekiillerinin algilanmasi,
bakterinin bulundugu ortamda diisilk veya yiiksek miktardaki populasyon
yogunlugunu ayirt edebilmesini miimkiin kilmakta ve bu sayede ortamda hiicre
sayisindaki degisiklige cevap olarak gen ekspresyonunun populasyon diizeyinde
kontrolii saglanmaktadir. Bu olay “Quorum Sensing: Cogunlugu algilama” olarak
ifade edilmektedir. Bagka bir deyimle Quorum Sensing (QS), bir bakteri
populasyonunda gen ekspresyonunun, biitiin bir popiilasyonun gen ekspresyonu
dikkate alinarak koordineli bir sekilde gerceklesmesini ve kontrol edilmesini

saglayan bir iletisim mekanizmasidir (Schauder ve Bassler, 2001).

QS sisteminin bakteriye getirdigi pek ¢ok avantaj vardir. Bu sistem sayesinde
bakteri davranislarini koordine ederek, besin kaynaklarina adaptasyon gelistirir.
Besin i¢in yarisan diger bakterilere karsi savasabilir. En 6nemlisi, enfeksiyon
sirasinda virlilans faktorlerin diizenlenmesi sonucu konakta immiin yanittan

kacabilmektedir (Saragli, 2006).

Bir¢ok bakteriyel davranis, QS mekanizmasiyla kontrol edilmektedir. Antibiyotik
biyosentezi, konjugasyon, onemli viriilans faktorlerinin {iretimi ve biyofilm
olusumu bu davranislardan bazilaridir. Bakteriler, biyofilm olusumunu hiicreden
hiicreye yollanan iletisim sinyalleri aracilig1 ile kontrol etmektedirler (Davey ve
O'toole, 2000; Foster ve Kolenbrander, 2004; Ten Cate, 2006; Thomas ve
Nakaishi, 2006; Altun ve Sener, 2008; Jayaraman ve Wood, 2008). Bu sinyaller
sayesinde bir odakta toplanan organizmalar biyofilm temelini olusturmaktadir
(Saragli, 2006; Ten Cate, 2006; Jayaraman ve Wood, 2008; Nadell ve ark., 2009)
Biyofilm gelisimi ile QS sistemleri arasindaki iligki bircok bakteri arasinda
gosterilmistir (Davies ve ark.,1998; Riedel,ve ark., 2001). Biyofilm olusum

stirecinde QS molekiilleri adezyonda, mikrokolonilerin olusumunda ve sonrasinda
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biyofilm i¢inde  kanalciklar ~ agmak  suretiyle  biyofilmden  kopan
mikroorganizmalarin bir bagka yere gidip tutunmasinda gdérev almaktadirlar (Shih
ve Huang, 2002). QS sistemi defektli, mutant suslarda olusan biyofilmlerde
gevsek olmakta, hidrojen peroksite ve notrofillere daha duyarli hale

gelmektedirler (Sticklers ve ark.,1998).

Bakteriler iletisim sinyali olarak ¢esitli kimyasal mekanizmalar1 kullanmaktadirlar
(Rudney, 2000; Saragli, 2006; Jayaraman ve Wood, 2008,). Farkli insan
topluluklarmin farkli diller kullanmalar1 gibi, farkli mikroorganizma tiirleri de
genellikle farkli QS molekiillerini kullanmaktadirlar. Bu 6zellikleri nedeniyle
farkli QS  molekiillerini  kullanan  mikroorganizmalar  birbirleri ile
anlasamamaktadir. Bazi mikroorganizmalar ise birden fazla farkli QS molekiilii
kullanmaktadir, dolayistyla farkli QS molekiillerinin dogurdugu yanitlar da farkli
olmaktadir. Bununla birlikte, farkl tiirler arasinda QS molekiilleri aracilig ile
iletisim kurulabildigi de bilinmektedir. Bu tarz capraz iletisim 6zellikle birden ¢ok
tirden olusan mikroorganizma topluluklarinin bir arada oldugu biyofilmlerde

onemlidir (Saragli, 2006; Jayaraman ve Wood, 2008).

Bakteriler birbirleriyle haberlesmek amaciyla 3 tip sinyal molekiilii

kullanmaktadir.

1- Agil Homoserin Lakton (AHL) : Bu tip QS iletisimi daha ¢ok gram
negatif bakterilerde goriilmektedir. Bakteriler tarafindan sentezlenen bu
kiigiik sinyal molekiilleri, bakteri hiicrelerinden diflize olur ve bakteri
sayisindaki artisa paralel olarak ortamda birikmeye baglar. Hiicre
yogunlugu esik degere ulastifinda, ortamda birikmis olan molekiiller
reseptor proteine baglanarak hedef genlerin ekspresyonlari tetiklenir (Ten
Cate, 20006).

2- Autoinducer- 2 (AI-2) : Bu sinyal molekiilii gram pozitif ve gram negatif
bakterilerce iiretilmektedir. Coklu tiir biyofilmler arasindaki iletisimin Al-
2 sinyalleri araciligr ile diizenlendigi bilinmektedir (Jayaraman ve Wood,
2008). McNab ve ark. (2003) ile Rickard ve ark.(2006) farkli bakteriler
arasindaki iletisimin ve biyofilm olusumunun AI-2 sinyalleri tarafindan

yonetildigini gostermistir.
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3- Autoinducer Peptitler (AIP) : Ozellikle gram pozitif bakteriler tarafindan
tiretilen ve AIP olarak ifade edilen QS molekiillerinin bir¢ogu translasyon
sonras1 degisiklige ugrayan biiylik peptidlerden {iretilir. Gram pozitif
bakteriler bu sinyal molekiilleri ile haberlesmektedirler. Bakteriler arasi
iletisim AIP’ nin esik degere ulagsmasi ile saglanmaktadir (Havarstein ve
ark., 1996; Cvitkovitch, 2001). Bakteri kendinden gii¢lii ve daha yetenekli
bakterinin DNA’ s alarak kendi DNA’ smi degistirir. Bu durum
bakterinin evrimsel gelisimi i¢in gerekli bir durumdur (Thomas ve
Nielsen, 2005). Bu ozelliklerin disinda AIP biyofilm olusumunu da
kontrol etmektedir. AIP miktar1 yeterli diizeyde olmayan bakterilerde
biyofilm olusum 6zelliklerinin azaldig1 goriilmiistiir. Yapilan calismalarda
ilave sentetik AIP verilmesinin de farkli streptokok tiirlerinin kiitlelerinde

artisa neden oldugu kanitlanmistir (Li ve ark., 2002).

Mikroorganizmalar birbirleri ile koordineli davranmalari, cevresel sartlardaki
degisimlere ¢abuk cevap vermeleri ve uyum gosterebilmeleri sayesinde hayatta
kalabilmeleri, mevcut besin maddelerinin kullanilmasinda yaristiklar1 diger
mikroorganizmalara kars1 avantaj saglamalari, toksik bilesiklerden korunmak
amaciyla biyofilm olusturmalar1 ve antibiyotik ile spor iiretmeleri gibi birgok
yanitt QS molekiilleri aracilifiyla kontrol eder. Basarili bir enfeksiyon siireci,
mikroorganizmalarin QS molekiillerince kontrol edilen bu viriilans faktorleri
sayesinde konagin immiin cevabindan kurtulabilmelerine baghdir. Bu noktadan
hareketle QS arastirmalarinin en muhtemel yarari, mikroorganizmalar arasi sinyal
iletisimini bozarak mikroorganizma topluluklarinin kontrol altinda tutulmasidir

(Saragli, 20006).

1.5.0ral Biyofilm

Dis plagi, dis ylizeyine tutunmus karmasik mikroorganizma topluluklar1 olarak
tanimlanmaktadir ve bu 6zelligiyle biyofilm yapisi ile benzerlik gostermektedir.
Bu nedenden dolay1 son yillarda yapilan bir¢cok calismayla birlikte plak artik
biyofilm olarak degerlendirilmektedir (Marsh, 2004; Ten Cate, 2006; Marsh,
2012). Biyofilm biitiin olarak bakildiginda igerisinde yaklasik 1000 civarlarinda
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bakteri tirii barindirmaktadir. Yeni tiirler de hala izole edilmektedir
(Kolenbrander ve London, 1993; Ten Cate, 2006). Bu tiirlerin neredeyse
yarisindan fazlasi toplu halde dis ylizeylerinde bulunurken, diger bir kismi1 da agiz
ortaminda serbest halde bulunmaktadir. Bir sekilde ylizeye tutunmamis halde
bulunan bakteriler agiz ortamindaki tiikiiriik ve besin ile temizlenerek ortamdan

uzaklastirilirlar (Ten Cate, 2006).

Dis ylizeyinde biyofilm olugmasi i¢in 3 basamak gerekmektedir.

1- Dis minesi lizerinde kazanilmis pelikil ya da hazirlayici film olugmasi
2- Primer kolonizasyon yapan hiicrelerin yilizeye yapismasi
3- lkincil ve iigiinciil kolonizasyon yapan hiicrelerin birbirlerine ve primer

kolonizasyon yapan hiicrelere tutunmalari.

Dis yiizeylerinin dis fir¢as1 ya da profesyonel yontemlerle temizlenmesinin hemen
ardindan, yiizeyler tiikiiriik pelikili tarafindan kaplanir (Ten Cate, 2006). Pelikil
dis silirdiikten sonra olusan, homojen, membrandz, hiicre igcermeyen, salya
glikoproteinlerinden olusmus bir film tabakasidir. Yapisinda kollejen, keratin ve
melanin bulunmaktadir. Alttaki dis yiizeyine sikica baglanmaktadir. Polisajla

diizgiin ylizeylerden kolaylikla uzaklastirilir ancak c¢ok kisa bir siirede yeniden
olusur (Ataoglu ve Giirsel, 1997). Kazanilmis pelikil primer kolonizasyon i¢in bir

substrat gorevi gormektedir (Davey ve O'toole, 2000; Ciftci, 2005; Ten Cate,
2006). Ayn1 zamanda dis yiizeyinin kayganlasmasini saglayarak etkili bir ¢igneme
saglamakta ve disi demineralizasyondan korumaktadir (Godoy ve Hicks, 2008).
Pelikil olusumunun hemen ardindan bakteriler ylizeye tutunmaya baglar.
Dislerdeki baslangi¢ kolonizasyonu S. mutans disinda mikroorganizmalarla
baslamaktadir. S.mutans tek basmna dis ylizeyine tutunma yetenegine sahip
degildir. Dis ylizeyindeki pelikila ilk tutunan bakteriler gr(+) kok formundaki
bakterilerdir ayrica az sayida epitel hiicresi ve notrofillerde ilk tutunan hiicresel
elemanlardandir. Sonrasinda ise, gr(+) comak, gr(-) anaerobik kok ve fusiformlar
dis yiizeyine yerlesmeye baslamaktadir (Bernimoulin, 2003; Rickard ve ark.,

2003; Thomas ve Nakaishi, 2006).
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Birkag bakterinin biyofilm tabakasi {izerine tutunmasini takiben (erken
kolonizasyon), ylizey Ozellikleri ortamda bulunan diger bakterilerin ylizeye
tutunabilmeleri ve hayatta kalabilmeleri i¢in elverigli hale gelir (Ten Cate, 2006).
Mevcut mikroorganizmalar {izerine ortamda bulunan yeni mikroorganizmalarin
koadezyonu gerceklesir. Koadezyon dis plaginin islevsel organizasyonunun da
degisimine neden olur. Biyofilm igerisindeki bakteriler hem zit hem de aym
biyokimyasal etkilerin goriildiigli ortamlarda yer almaktadirlar. Bu sayede
anaerobik bakterilerin oksijen tiiketim alanlarina koadezyonu, bakterilerin aerobik
ortamlarda da hayatta kalabilmelerine neden olmaktadir (Cift¢i, 2005; Teughels
ve ark., 2006).

Bakteri tutulumu sonrasinda var olan bakterilerin hiicre boliinmeleri ile biiyiime
gerceklesmektedir. Sonunda ii¢ boyutlu, islevsel olarak organize olmus ve karigik
mikroorganizma topluluklarina sahip biyofilm baska bir degisle plak formasyonu

olusmus olur (Ciftci, 2005; Teughels ve ark., 2006).

1.6.Biyofilm Tabakasinin Goriintiilenmesi

Bugiine kadar biyofilmin mikro yapisinin ortaya c¢ikarilmasi, bakterilerin
fizyolojik 6zelliklerinin, birbiriyle olan iletisimlerinin anlasilabilmesi igin farkli
teknikler kullanilmistir (Lawrence ve ark., 1991). Tarama elektron mikroskobu
(SEM), gecirmeli elektron mikroskobu (TEM), konfokal lazer tarama mikroskobu
(KLTM), fluoresan mikroskobu, ¢esitli mikro sensorler, optik uyumlu
tomografiler kullanilarak biyofilmin dogasi anlasilmaya c¢alisilmistir (Sutton ve

ark., 1994; Davey ve O’ Toole, 2000; Perilli ve ark., 2000; Keevil, 2003).

Optik kesitlerin  birbirini etkilemeksizin kaydedilebilmesi ve bir araya
getirilmesiyle meydana gelen goriintii elde etme teknolojisi olarak bilinen
konfokal lazer tarama mikroskobu biyofilmlerin goriintiillenmesinde kullanilan en
yeni tekniklerden biridir. Konfokal lazer tarama mikroskobu ilk olarak 1950’lerde
icat edilmistir fakat 1980'1i yillara kadar bakterilerin incelenmesinde hig
kullanilmamigtir. KLTM, biyofilm igerisindeki mikroorganizmalarin karakteristik

Ozelliklerinin kendi dogal ortamlarinda incelenmesine olanak saglamaktadir
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(Dige, 2007). Oncelerde kullanilan elektron mikroskobunda biyofilm preparat:
hazirlanmas1 esnasinda dehidrasyon veya deformasyon gibi morfolojik
degisiklikler ortaya ¢ikmaktadir ve fiksasyon esnasinda %50’ ye varan kii¢iilmeler
de izlenmektedir. Oysa KLTM tekniginde transmisyon veya tarama elektron
mikroskopisinde karsilasilan dehidrasyon veya deformasyon gibi istenmeyen
degisikliklerle karsilasilmaz (Lawrence ve ark., 1991). KLTM ‘ye ilave olarak
fluoresan mikroskobisi de kullanildiginda ¢ok daha basarili sonuglar elde
edilmektedir. Biyofilm bakterilerinin farkli hiicresel fonksiyonlarini hedef alan

fluoresanlar gelistirilmistir (Joux ve Lebaron, 2000).

Netuschil ve ark. (1998), daha 6nceleri kullanilan tekniklere ek olarak biyofilm
arastirmalarinda, fluoresan boyama teknigini de ortaya g¢ikarmistir. KLTM ve
fluoresan tekniginin birlikte kullanilmasi,  biyofilm yapisinin daha net
anlagilmasina bunun disinda farkli biyofilm topluluklari igerisindeki cansiz ya da
canli bakterilerin ortamdaki dagilimlarinin ortaya ¢ikarilmasina olanak
saglamaktadir (Netuschil ve ark. 1998). Bu teknik; biyofilm igerisindeki farkli
bakteri tiirlerince olusturulan krater tarzindaki ¢ok tabakali mikro koloni
goriintiileri hakkinda geleneksel elektron mikroskobuna ilave olabilecek bilgiler
sunmaktadir. Ayrica bu teknik ile biyofilm yapisi1 in-vitro kosullarda da rahatlikla

incelenebilmektedir.

KLTM, fluoresan mikroskobu temelinde ¢alisan bir optik kesit mikroskobu olup
aydinlatma kaynagi olarak goriiniir 1g1k kaynaklari yerine lazer 1ginlarini kullanir.
Secilecek lazer tipi kullanicinin gereksinimine gore belirlenir. En yaygin
kullanilan lazer dalga boylar1 488 nm argon ve 543 nm helyum-neon lazerlerdir.
Kelime anlami “es odakl’” demek olan konfokal terimine uygun olarak lazer
isinlar;, galvanometrik aynalar yardimiyla cismin sadece bir diizleminde
odaklanmakta ( optik kesit ) ve bu odaktan geri yansiyan fluoresan yayilim, video
sinyalleri seklinde cok kiiciik bir delikten gecirilerek foto c¢oklayici tipindeki
dedektorler tarafindan algilanmaktadir. Bu tiir goriintii olusturmanin en 6nemli
avantaji, genellikle igne basi1 biiyiikligiinde filtreler yardimiyla odak disi
goriintiilerin ortamdan kaldirilmasidir. Son derece keskin ve tutarli 1s1mmim

gosteren farkli dalga boylarindaki lazer 1sinlarinin kullaniliyor olmasinin yani sira
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fluoresan sinyallerinin ¢ok duyarli foto tiiplerle algilaniyor olmasi, bilgisayar
destegi sayesinde bunlarin mikro saniyeler i¢inde ve tamamen otomatik olarak
yapilabiliyor olmasi, KLTM’ ye, glinlimiizde alisik oldugumuz mikroskoplardan
¢ok daha 6nemli kullanim ve uygulama avantajlart saglamaktadir (Lawrence ve

ark., 1991).

Dige ve ark. (2007), konfokal lazer tarama mikroskobunu ve fluoresan ile
yaptiklari ¢alismada streptokokkuslar1 biyofilm icerisindeki diger mikroorganizma
topluluklarindan kolaylikla ayirabilmislerdir. Ayrica bu sayede streptokokuslarin

zamanla nasil organize olduklarini da tanimlayabilmislerdir.

1.7.Dis Ciiriigii

Dis ciirtigii, plakta bulunan mikroorganizmalarin karbonhidratlar1 fermentasyonu
sonucu organik asit olusumu ile baslayan, dis dokusu ve plak sivisi arasindaki
dengenin bozulmasiyla sonuglanan, ileri asamalarinda disin inorganik
komponentlerinin demineralizasyonunun ve organik yapinin enzimatik olarak
bozulmasinin eslik ettigi, c¢ok faktorlii enfeksiydz, bulasict bir hastaliktir

(Fejerskov ve Thylstrup, 1994; Borsatto ve ark., 2001).

Geleneksel olarak giiniimiizde dis ¢lirtigli; konak faktorlerinin (dis ylizeyi ve
tiikiiriik), mikrofloranin ve diyetin karsilikli etkilesimi sonucu ortaya ¢ikan, ¢ok
nedene bagl bir hastalik olarak kabul edilmektedir. Bunlara ek olarak zaman da
clriik etiyolojisinde etkili bir faktordiir. Diger bir deyisle ¢iirlik olusumu igin
yatkin bir konaga, kariyojenik floraya, uygun bir diyete ve yeterli zamana ihtiyag
vardir. Bu faktorlerden herhangi birinin yoklugunda ciiriik gelismez (Newbrun,

1989; Zero, 1995).

Cirik olusumuna neden olan etiyolojik faktdrlerden birisi karyojenik
bakterilerdir. Mikrobiyal agiz florasi, agiz icerisindeki farkli ekolojik ortamlarda
yasayan ¢ok sayida mikroorganizmanin belirli bir denge icerisinde bulundugu
dinamik bir ortami tanimlamaktadir. Bakteriyel biiylime i¢in ideal bir bdlge olan

agiz boslugunun; sicakligi 35-37°C’de nispeten sabittir, ortami nemli ve
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karanliktir. Bakteriler i¢in gerekli besinler, dilizenli araliklarla konagin
beslenmesinden, tiikiiriikten ve diseti cebi sivisindan saglanir. Agizda bakterilerin
yapisabilecegi degisik ylizeyler mevcuttur ve biiyiik kismini yanaklarin, digetinin,
damagin ve dilin epitel yiizeyleri olusturur. Bakterilerin kolonize oldugu diger bir
ylizey olan digler ise viicutta kendisini yenileyemeyen yapilardir. Siirekli olarak
yenilenerek mikroorganizmalarin yer degistirmesine neden olan epitelyal

bolgelerin aksine, dis yiizeyleri nispeten sabit bir ekosistemin biiylimesine izin

verir (Minah, 1981).

Son yillarda yapilan bircok c¢alisma ile plak arttk biyofilm olarak
degerlendirilmektedir (Marsh, 2004; Ten Cate, 2006; Marsh, 2012). Bu yeni
goriisle birlikte, dis ¢iiriigii, dis minerali ve biyofilm sivist arasindaki fizyolojik
dengede bozulmayla ortaya ¢ikan kompleks bir hastalik olarak da
tanimlanmaktadir (Fejerskov ve Nyvad, 2003; Marsh, 2012). Agiz igerisinde
cevresel kosullara baglh olarak dis ve biyofilm arasindaki fizyolojik denge
bozulabilir ve bunun sonucu diste mineral kaybi olusur. Tikiirlik, diet
aliskanliklar1 ve pek ¢ok biyolojik belirleyicinin kompleks etkilesimi biyofilm
kompozisyonu ve metabolizmasini etkilemektedir. (Fejerskov, 2004). Bu yeni
goriisler, lezyonun baglamasi ve ilerlemesinin dogasini ve buna gore de dis
cliriigiiniin gercek anlamda “Onlenemeyecegi”, bunun yerine ¢esitli miidahalelerle
“kontrol edilebilecegi” ni agiklamaya yardim eder (Hand ve ark., 1988; Luan ve

ark., 2000).

Ekolojiyle ilgili genel kavramlar g6z Oniine alindiginda, plak ve dis dokusu
arasindaki normal dengenin saglanabilmesi degerli bir yaklasim olarak One
siiriilebilir. Agiz hijyen motivasyonu, diyet diizenlenmesi, odontopatojenik
bakterilerin eliminasyonu, fisslir Ortlicii kullanilarak ortamin korunmasi ve
antimikrobiyal ajan uygulamalar1 da bu dengenin korunmasini saglayan yararh

yaklagimlardir (Bowden ve Edwardsson, 1994).
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1.8. Antiplak Ajanlar

Dis ciiriglinden korunmak amaciyla gelistirilen kimyasal ajanlar oncelikli olarak
plaktaki mikroorganizmalar1 hedef almaktadir. Yaygin olan goriise gore plagin
azaltilmas1 dis c¢iirigliniin Onlenmesini saglayacaktir (Pratten ve ark., 1998;

Sreenivasan ve Gaffar, 2002; Scheie, 2003).

Gilintimiizde kullanilan antiplak ajanlarinin ¢ogu genis spektrumlu antimikrobiyal
ajanlar olup bakterisid ya da bakteriyostatik etkilere sahiptir. Bu ajanlar, spesifik
olmayan plak teorisine gore, plak birikimini ve metabolizmasini énlemek ya da
sinirlamak  amaciyla kullanilmaktadir. Mikroorganizmalarin  membranina
baglanmakta ve normal hiicre zar1 fonksiyonlarini engellemektedir. Bu durum
mikrobiyal = metabolizmaya  zarar vermekte ve  mikroorganizmalari

oldiirebilmektedir (Scheie, 1989; Sreenivasan ve Gaffar, 2002; Scheie, 2003).

Teorik olarak, plak mikroorganizmalarinin metabolik aktivitesini azaltan ya da
degistiren kimyasal ajanlar dis ¢iiriglinii 6nleyebilmektedir. Diger bir yaklagim
potansiyel patojenik mikrobiyal neslin genetik olarak modifiye edilerek daha az
virulan hale getirilmesidir (Scheie, 1989; Sreenivasan ve Gaffar, 2002; Scheie,

2003).

Antimikrobiyal etki, dis yiizeylerine mikrobiyal yapismay1 engelleyerek ortaya
cikarilabilir. Biyofilm ve/veya mikroorganizmalarin yiizey ozellikleri, cesitli
yontemlerle modifiye edilerek dis ylizeylerindeki mikrobiyal yapigma
engellenmeye calisilmistir. In vitro calismalarda serbest yiizey enerjisinin
diisiiriilmesinin  mikrobiyal yapismay1 azalttigi gosterilmistir. Antimikrobiyal
ajanlardan klorheksidin, setilpiridinium klorid, aminflorid, ve
sodyumdodesilsulfat, yiizey 6zelliklerini degistirerek mikrobiyal kolonizasyonu
engellemektedir. Birgok antimikrobiyal ajan minimal konsantrasyonda bile yiizey
adezinlerini etkileyerek mikrobiyal yapismayi oOnlemektedir. (Scheie, 1989;

Sreenivasan ve Gaffar, 2002; Scheie, 2003).

Antimikrobiyal ajanlarin etkinligi agiz dokularina baglanabilme ve salinim

yapabilme oOzelliklerine baghdir. Dayanikli ajanlar agiz igerisinde, mukozal
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ylzeylere, dis ylizeylerine, pelikil ve supragingival plaga tutunarak salinim
yapmaktadirlar. Bu durum plak mikroorganizmalar1 ve antimikrobiyal ajanlarin
uzun siireli temasint saglamaktadir. Uzun siireli salimim yapan ajanlar agiz
dokularina siklikla van der Waal’s baglari, iyonik, hidrofobik ya da kovalent
baglar gibi spesifik olmayan baglarla baglanmaktadir (Scheie, 2003).

Kimyasal ajanlar uygulandiktan sonra agiz i¢indeki tutunumlari, agiz igerisindeki
dokular iizerine baglanma yeteneklerine, tiikiiriik ve diseti olugu sivisi akis
hizlarina, doz, konsantrasyon, kontakt zamanina ve uygulanma sikligia baghdir.
Ajanin salinmas tiikiiriikteki kalsiyum degerlerine, pH, tiikiirik akis hizi ve

ayrilma oranina bagli olarak degisiklik gostermektedir (Scheie, 2003).

Vernikler, uzun siireli salimm yapan ajanlar olup uzun siireli profilaksi
saglamaktadir. Ajanin etkinligi dozuna ve salinim hizina bagh olarak degisiklik
gostermektedir. Bu giin fluorlu ve klorheksidinli vernikler antimikrobiyal ajan

olarak kullanilan en etkin materyallerdendir (Scheie, 2003).

1.8.1.Fluor

Halojen grubuna ait eser elementlerden biri olan F, ylizey enerjisinin diger tiim
elementlerden daha yiiksek olmasi sebebiyle elektronegatif ve reaktif element
olarak adlandirilir. Diger atomlarla hizli bir sekilde reaksiyona girdigi i¢cin dogada
nadiren serbest element olarak bulunur (Louma ve ark., 1986). Igme sularinda,
deniz suyunda, balikta, sebzelerde, siit ve organik bilesiklerde fluor
bulunmaktadir. Fiziksel olarak fluor diger halojenlere benzemez ve farkli
davranir, kalsiyuma olan yiiksek afinitesi nedeniyle insanlardaki kemik ve disler
gibi kalsifiye dokularla etkilesim i¢indedir ve iskelette birikir. Gastrointestinal
sistemden kan icine absorbe olur ya kemikte depolanir ya da bobreklerden atilimi

gergeklesir.

Fluor, elli yildan fazla bir siiredir hem ekonomik hem de etkili bir ajan olmasi
nedeniyle yaygin olarak dis c¢iiriigliniin 6nlenmesinde kullanilmaktadir. Dis

cliriigiinii 6nleme 6zelligi olan fluor bir kag yolla etkisini gosterir (Warren ve
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Levy, 1999). Tikiirik ve plakta konsantre olmus fluor minenin
demineralizasyonunu Onler. Demineralize mine tarafindan kalsiyum ve fosfatla
birlikte alinan fluor mine kristal yapisinin bakteriyel asit iiretimine kars1 daha
direncli olmasimni saglar (Featherstone, 1999). Ayrica, fluorun bakteriyel
metabolizmay1 inhibe ederek asit iiretimini ve bakteriyel polisakkarid yapimini
engelledigi yapilan calismalarla gosterilmistir (Hamilton 1990; Ekenback ve ark.,
2001; Bradshaw ve ark., 2002).

1.8.1.1.Dis Plaginda Fluor Varhgi ve Dagilim

Plaktaki fluor konsantrasyonu, tiikiiriikk, plak ve diseti olugu sivisinda bulunan
fluor konsantrasyonuna kiyasla daha yiiksektir. Plakta bulunan fluorun kaynagi
diyet, tiikiiriik ve diseti olugu sivisi olup, konsantrasyonu sudaki ve diyetteki fluor
miktari, minenin fluor icerigi, plak pH’s1 ve biriken plak miktarina bagli olarak

degisiklik gosterir (Kiilekei, 2000).

Reaktif 6zelligi olan fluor, plakta bulunan bakteri hiicrelerine ekstraselliiler ve
intraselliiler olarak yapisir (Hamilton ve Bowden, 1988). Fluorun ¢ogunlugu bagh
fluor yapisinda olup %901 sitoplazma iginde olmak iizere bakteri hiicresine
taginir. Intraselliiller fluor, miktarca az olmasma ragmen asidik kosullarda
hidrofluorik asit (HF) formasyonuna bagli olarak artar (Hamilton 1990).
Bakterinin hiicre zarina girerek plak sivisindaki fluor miktarimi diisiirtir (Hamilton

ve Bowden, 1988).

Yapilan calismalarda; fluorlu besiyerlerinde {iretilen agiz bakterilerinin fluor
depoladig1 saptanmustir. Bakterilerde biriken fluor, plaktaki fluorun yiiksek
konsantrasyonlu olmasini ve buna bagli olarak da fluorun plak metabolizmasini
inhibe ederek c¢iiriikk 6nleyici etki gostermesini saglamaktadir (Fejerskov ve ark.,

1981).

Bakteriler tarafindan fluor alimi, soliisyondaki fluor iyonunun formuna, gesitli
plak bakterilerinin icerigine ve fizyolojik durumlarina, ortamda baskin olarak

bulunan mikroflora yapisina bagl olarak farklilik gosterir. Ayrica, plak pH’s1
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bakterilerin fluor alinimini etkileyen en 6nemli faktorlerden birisidir. Tiikiiriik
akis hiz1 ve tamponlama kapasitesi, diyetteki karbonhidrat igerigi, bireydeki ¢iiriik
dis sayist da fluor aktivitesi lizerine etkili olan diger etkenlerdir (Hamilton ve

Bowden, 1988).

Fluorun antimikrobiyal etki gdstermesi i¢in Oncelikle hiicre icerisine girmesi
gerekir. Hiicre icerisine girdikten sonra fluorun biiylik bir boliimii hiicre
icerisindeki gesitli yapilara baglanir. Fluorun, enolaz ve proton g¢ikaran ATP-az
enzimlerine baglanmasi sonucunda, asidojenik agiz bakterilerinin karbonhidrat
metabolizmasi ve seker alimi etkin bir sekilde inhibe edilir (Hamilton ve Bowden,

1988; Hamilton 1990).

Plaktaki fluor, asidojenik ve asidiirik bakterilerin karbonhidrat metabolizmasini
azaltarak dis ortam pH’simin 6nemli derecede diismesini engeller. Plak pH’sinin
yiiksek seviyelerde kalmasi, mine demineralizasyon riskini azaltmaktadir
(Hamilton ve Bowden, 1988). In vitro ortamda yapilan bir ¢alismada, dis
yiizeylerine %1°lik fluor jel uygulanan grup ile uygulanmayan kontrol grubu
kiyaslandiginda uygulanan grupta S.mutans birikiminde azalma oldugu
bildirilmistir. Ancak fluorun etkisinin zamanla kayboldugu ve 5 giiniin sonunda
S.mutans’in kontrol grubuyla benzer oranda birikim gosterdigi saptanmigtir

(Streckfuss ve ark., 1980).

Biyofilm olusumunda, hidroksiapatit yiizeylerine proteinlerin yapismasi goriisii
giderek agirlik kazanmaktadir. Yiizeyde bulunan pozitif yiikli kalsiyumlar ve
negatif yiiklii fosfat gruplart proteinlerle etkileserek, proteinleri tutarlar.
Proteinlerin karboksilik gruplar1 kalsiyumla, amino gruplar1 ise fosfatlarla
elektrostatik baglar yaparak hidroksiapatite yapisirlar. Fluor bu baglanmay1
kalsiyuma olan yiiksek ilgisi ile engeller. Fluor bunun disinda dis yiizeyinin
nemliligini etkiler ve serbest yiizey enerjisini azaltir. Daha zor nemlenen bir

ylizeye plak tabakalarinin yapismasi zorlasir (Camosci ve Tinanoff, 1984).

Bir¢ok agiz bakterisi fluor konsantrasyonundaki artisa uyum saglayarak iiremeye
devam eder. Bu adaptasyon birgok calisma ile de gosterilmistir (Hamilton ve

Bowden, 1988; Hamilton, 1990; Tatevossian, 1990). Bakterilerdeki dogal
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bagisiklik ve fenotipik adaptasyon oOzelligi, plakta bulunan birgok
mikroorganizmanin in-vivo olarak yiiksek konsantrasyonlu fluor uygulamasina
karsin liremeye devam etmesine olanak saglar. Bununla birlikte fluorlu ortama
adapte olan bakterilerin asit iiretme yetenegi azalir. Bu durum pH artisina neden
olarak minenin devamliliginin korunmasina ve asidiirik bakterilerin karbonhidrat

metabolizmasinin etkilenmesine neden olur (Bowden, 1998).

Ozetle; karbonhidrat metabolizmasi sirasinda ortam pH’s1 7 ile 5 arasinda sinirl
kalirsa, fluor dis plag: tarafindan HF olarak alinir ve daha alkali olan sitoplazma
icerisinde H" ve F° iyonlarina ayrisir. Protonlar sitoplazmada asidik ortam
olusturarak pH’y1 disiiriirler ve fluorun hiicre isleyisini engelleyebilmesi i¢in

gerekli ortamu yaratirlar (Hamilton ve Bowden, 1988).

Topikal olarak uygulanan fluorlu bilesiklerin mine ylizeyinde CaF: birikimi
yaptig1 bilinmektedir. Fluor iceren topikal soliisyon ve jellerin uygulanmasinin
ardindan ilk 24 saat icerisinde uygulanan fluorun biiyiik bir kisminin yitirilmesi
aragtirmacilart mine ylizeyi iizerinde daha uzun siire kontakt halinde kalabilecek
yontemlere yoneltmistir. Bu amagcla gelistirilen fluorlu vernikler daha uzun siire
dis ylizeyinde kalmakta ve ortama yavas bir sekilde fluor salmaktadir. Bu sayede
mine ylizeyine tutunan fluor miktart da artmis olur. Artmis fluor varligi sayesinde
fluorlanmis hidrosiapaptit olusumu da artmakta ve minenin asitlere kars1 daha
direngli olmasi saglanmaktadir (Beltran-Aguilar ve ark., 2000; Hazelrigg ve ark.,
2003). Fluor vernikleri iiretici firmanin Onerileri dogrultusunda kullanildig:
takdirde yutulma ile olusacak toksik etki ¢ok diisiik olacagindan kii¢lik cocuklarda
da giivenle kullanilabilmektedir. Erken ¢ocukluk cagi ¢iirigli olan c¢ocuklarda,
engelli bireyler gibi yliksek cliriik risk grubundaki bireylerde, fluor vernikleri
siklikla kullanilmaktadir. Yapilan calismalarda verniklerin, 2 yil diizenli
uygulandiklarinda ciiriik sikligin1 %38 oraninda azalttig1 belirtilmektedir. Yiiksek
cliriik risk grubundaki bireylerde yilda 4, diisiik ¢iiriik risk grubundaki bireylerde
yilda 2 kez uygulanmasi oOnerilmektedir (Beltran-Aguilar ve ark., 2000;

Vaikuntam, 2000).

Fluor vernigi, dogal ya da sentetik bazli, fluor tuzlarinin etanol gibi bir solventin

icinde ¢oziindiigli bir lak ya da likit olarak tanimlanabilir. Dogal verniklerin
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alkolik soliisyonu olup sarims1 visk6z bir madde olan Duraphat® (Colgate, Rorer
GmbH Koln, Germany) 1964 yilinda Schmit tarafindan dis hekimligine
tanitilmistir. 1ml’sinde 50 mg sodyum fluorid (%5 NaF) ya da %2.26 (22.600
pmm F-) fluor bulunmaktadir. Bu vernik dis iizerinde siki bir temas halinde 12
saat kadar kalabilmektedir. Fluorun uygulanmasindan itibaren 48 saat siire ile
etkisi stirmektedir. Tiikiirik varliginda, nemli ortamda dis yiizeylerine yapisma
ozelligine sahiptir (Petersson, 1993; Beltran-Aguilar ve ark., 2000). Ciiriik
Onleyici etkisinin devam etmesi i¢in belli zaman araliklariyla uygulanmasi
gereklidir. En etkili uygulama yontemi, 3’er aylik araliklarla tekrarlanmasidir

(Vivaldi-Rodrigues ve ark., 2006).

1.8.2.Klorheksidin (Chx)

Klorheksidin santral heksametilen halkasi tarafindan birlestirilmis iki 4-klorofenil
halkas1 ve iki biguanid grubundan olusan simetrik bir katyonik molekiildiir
(Fardal, 1986). Chx ticari olarak piyasada genellikle dihidroklorid, diasetat ve
diglukonat sekillerinde bulunmaktadir ve 30 y1l1 agkindir kullanilmaktadir (Killoy,
1988). Chx kuvvetli bazik 6zellikte bir ajandir. Bakteri hiicre duvari, bakteriyal
EPS, hidroksiapatit, pelikil, plak, tiikiiriik musini ve agiz mukozas1 gibi eksi yiikli
alanlara kars1 afinitesi vardir. Chx’ in antibakteriyal aktivitesinde birkag
mekanizma rol oynar. Konsantrasyonla iligkili olarak ya bakteriler i¢in
oldiiriicidiir  (bakterisit), ya da bakterilerin fonksiyonlarin1  bozarak
(bakteriostatik) etki gosterir. Her iki mekanizma da Chx’ in ¢iirlik Onleyici
etkisinde rol oynamaktadir. Chx’in 6ncelikle uygulama aninda bakterisit etkiyle
plak olusumunu onledigine ve mine ylizeyindeki pelikila ve agiz igerisindeki
dokulara absorbsiyonu sonucu devam eden bakteriostatik etki gosterdigine
inanilmaktadir (Kidd, 1991). Chx’in antimikrobiyal ve antiplak ajan olarak
basarili bulunmasindaki en 6nemli faktdr etkisinin uzun siirmesidir. Ornegin
%0,2> lik Chx gargara ile bir kez g¢alkalama sonucunda 24 saat siireyle dis
plaginda asit olusumunun Onlenebildigi gosterilmistir (Axelsson ve ark., 1987;
Kidd, 1991). Chx gram (+), gram (-) bakteriler, mantarlar, fakiiltatif anaerob ve

aeroblar gibi genis spektrumlu organizmalar {izerinde etkilidir. Gram (+)
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bakterilerden o6zellikle S. mutans iizerinde daha c¢ok etkilidir (Marsh, 1993;
Emilson, 1994; van Rijkom ve ark., 1996; Achong ve ark., 1999).

Bakteri hiicre duvarmin en karakteristik 0zelligi negatif yiiklii olmasidir. Arti
yiiklii Chx molekiilleri, eksi yiiklii bakteri hiicre duvarinin lipopolisakkaritlerinin
fosfat grubu ve proteinlerinin karboksil grubu ile baglanir. Bu durum bakteriyal
hiicre membraninin biitlinliigiinii bozar ve Chx hiicre membraninin i¢ kismindaki
fosfolipitlere baglanir. Bunun sonucunda bakteri i¢ membraninin gecirgenligi
artar ve diisiik molekiil agirlikli potasyum ve fosfor gibi maddeler ayrisir (Fardal,
1986). Ayrica Chx glikoziltransferaz gibi enzimlerle fosfoenolpiruvat
fosfotransferaz sistemini baskilayarak bakteri metabolizmasini inhibe eder (Van
Strijp, 1997). Bakteriostatik evrede Chx’ in etkileri geri doniislimlidiir ve
ortamdan fazla Chx’ in uzaklastirilmasi bakteri hiicresinin eski haline donmesine
imkan verir. Chx konsantrasyonu arttik¢a bakterilerin sitoplazmik membraninda
olusan hasar da artmaktadir. Yiiksek konsantrasyonlarda Chx hiicre i¢ine penetre
olur ve muhtemelen c¢apraz protein baglanmasi sonucu sitoplazmanin
presipitasyonu ve koagulasyonuna neden olarak bakteriyi 6ldiiriir. Chx’ in bakteri
hiicre =~ membraninda  baglandigi  6zel alanlarin  tanimlanmast  heniiz
basarilamamistir. Ancak Chx’ in i¢ ve dis membranlardaki etkisinin farkli olmasi
Chx’ in membranlara spesifitesinde farkliliklar olabilecegini akla getirmektedir

(Fardal, 1986; Jones, 1997).

1.8.2.1.Klorheksidinin Plak Olusumunu Onleyici Etkisi

Chx’ in plak olusumunu onleyici etkisi sadece Chx uygulamasi esnasinda agiz
florasinin genel olarak baski altina alinmasi ve bakteri 6liimiine baglanamaz.
Nitekim daha gii¢lii antibakteriyal etkiye sahip birgok ajanin in-vitro olarak plak
olusumunu onlemedigi goriilmiistiir. Bu durum Chx’ in agiz i¢i dokulara emilimi
ve yavas salmiminin uzun siire devam etmesi sonucu bakteriostatik etkisinin

devamli olmastyla agiklanmistir (Gjermo, 1989; Steinberg ve ark., 1999).

Chx, pelikil, tiikiiriik gibi degisik yiizeylere tutunma 6zelligine sahiptir. In-vitro

olarak Chx’ in tiikiiriik musinlerine ytliksek afinitesi oldugu gosterilmistir ve bu
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durum, in-vivo etkinliginin agiklanmasinda 6nemli bir mekanizmadir. Tek bir
seans Chx ile ¢alkalanma sonrasinda bile tiikiiriiglin antibakteriyal aktivitesi 5 saat
devam etmektedir. Agiz i¢i yilizeylere tutulum sonrasinda ise tiikiiriik
bakterilerinin 12 saat siireyle baskilandigi bildirilmistir (Gjermo, 1989; Jones,

1997).

Chx agz i¢i ylizeylere geri doniisiimlii, elektrostatik baglanma ile tutunur ve
tikiirik Chx konsantrasyonlar1 diistiiglinde retansiyon sahalarindan yavasca
salmir. Chx, agiz igerisinde Ozellikle yiizey yapilarinin glikoproteinlerine
tutunmaktadir (Gjermo, 1989; Klein ve ark., 1999). Bu baglanma pH’ a bagh
olarak degisir. Diisiik pH da Chx’ in agiz i¢i dokulara tutulumu azalmakta ve Chx

ag1z i¢ine salinmaktadir (Gjermo,1989).

Cosyn ve ark. (2005), yaptiklar1 ¢caligmada 2 farkli Chx cilanin antiplak etkisini
karsilastirmislardir. Calismada bir gruba EC40®, diger gruba ise Cervitec® plus
uygulamiglardir. Calismanin sonuglarina gore, cila uygulanan gruplarda kisa
dénem plak miktarinda olumlu derecede azalma goriilmiistir. EC40® ve
Cervitec®plus uygulanan gruplarda plak miktar1 agisindan anlamli bir farklilik

bulunmamustir.

Waaler ve Rolla (1985), Chx’ in pelikilla ortiilii olan dis yiizeylerine tutulumunun
diger yiizeylerde olusan Chx-protein etkilesimlerine gore daha az oldugunu
belirterek, ne dil ne de dis yiizeylerinin Chx i¢in plak olusumunu 6nleyici reseptor

alanlar1 olmayacagini bildirmislerdir.

Aragtiricilar agiz i¢i dokularin Chx i¢in rezervuar gorevi gordigiini ve agiz
icerisinde Chx konsantrasyonu diistiikce bu bolgelerden molekiil salinimi

meydana geldigini ileri siirmiiglerdir (Jenkins ve ark., 1988; Gjermo, 1989).

Oysa Jenkins ve ark. (1988), Chx’ in plak olusumunu Onleyici etkisinde agiz
igerisindeki depolardan antiseptik diizeyde saliniminin bir rolii olmayacagini
bildirmiglerdir. Chx’ in antiplak etkisini, Chx’ in pelikilla kapli mine ylizeyine

absorbsiyonu sonucu bakteriostatik etkisinin devamli olmasina baglamislardir.
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Chx uygulamasi sonrasinda dis ylizeyine bakteri adezyonunun tamamen
onlenemedigi ancak; ylizeye absorbsiyonu sonucu devam eden bakteriostatik etki

ile bakteri tiremesinin durduruldugunu bildirmislerdir.

Chx’ in bir diger etkisi bakterilerin hem dis yiizeyine hem de birbirine
yapismasini engellemesidir. Chx bakterilerin ilgili bolgeleri i¢in kalsiyum (Ca) ile
yariga girer ve Ca yerine bakterilere baglanarak bakteriler arasi ve bakterioral
dokular arast Ca kopriileri ile olusan baglanmayr engeller. Yiiksek
konsantrasyonlarda Ca’ un Chx’ in etkisini 6nledigine dair goriisler mevcuttur.
Ayrica Chx bakteriyal adezyonda 6nemli rol oynayan glikoziltransferaz ve dolayl
olarakta EPS olusumunu engelleyerek bakterilerin dis yiizeyine tutulumunu 6nler

(Gjermo, 1989).

1.8.2.2.Klorheksidinin Olusmus Plaga Etkisi,

Chx’ in olgun plaga penetrasyonu ile ilgili ¢ok az bilgi mevcuttur. in vitro olarak
Chx iyonlarinin olgun plaga 2 mm penetre olabildigi gosterilmistir (Melsen ve
ark., 1983). Plaga baglanan Chx muhtemelen bakteri yiizeylerindeki fosfat
gruplara ve yilizeye bagl bakteriyal enzimlerin thiol gruplarindaki sulfatlara

baglanmaktadir (Gjermo, 1989).

Insanlarda yapilan deneysel galigmalarda Chx’ in olgun plakta asit olusumunu
Onledigi gosterilmistir. Bu durum agiz igerisinde Chx tutulumu ve yavas
salimimina baglanmistir. Asit {iretiminin az olmasmin bir diger nedeni de
asidofilik ve karyojenik mikroorganizmalarin kolonizasyonlar1 i¢in daha az

elverisli bir ortam yaratmasidir (Gjermo, 1989).

Arastirmacilar, mikroorganizmalarin uzun siire baskilanmasinin klorheksidin gibi
ajanlarin  uzun siire dis iizerinde temasi1 ile mimkiin olabilecegini
diistinmektedirler (Emilson, 1994; Madlena ve ark., 2000; Araujo ve ark., 2002).
Bu nedenle son yillarda uzun dénem salinim yapan ve bakteriler iizerine etkili
vernikler gelistirilmigtir.  Chx verniklerden biri olan Cervitec®plus, %88

etanol/ethyl asetat, %10 polimer sistem ve antimikrobial ajan olarak %1 chx ve
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%1 timol icermektedir. Esas olarak bu vernikler yiiksek ciiriikk riski tasiyan
bireylerde ¢iiriik onleyici ajan olarak kullanilmaktadir. Chx vernik uygulamasi ile
biyofilmdeki streptokokus mutans sayisi baskilamakta bdylece karyojenik
potansiyel diismektedir (Schaeken ve ark., 1991; Ie ve Schaeken 1993; Schacken
ve ark., 1994; Twetman ve ark., 1995; Twetman ve Petersson 1997; Madlena ve

ark., 2000; Araujo ve ark., 2002).

Klorheksidin  vernik, diisiik miktarda kullanimi, belirli bir bolgeye
uygulanabilmesi ve yiliksek retansiyon orami gostermesi, disi boyamamasi ve
agizda kotli tat birakmamasi gibi Ozellikleri ile gargaralara alternatif olarak
sunulmustur. Sik uygulama gerektirmemesi ve cila ile dis arasinda uzamis kontak
zamani nedeniyle streptokoklar1 uzun siire baskilamasi ise diger avantajlaridir
(Attin ve ark., 2003). Ancak klorheksidin preparatlarinin higbirinin ¢iiriikle

miicadelede tek basina etkili olamayacagi unutulmamalidir (Twetman, 2004).

1.8.3.0zon

Oksijen atmosferde; oksijen atomu (O), oksijen molekiilii (O2) ve ozon (O3)
olarak ii¢ degisik bicimde bulunmaktadir. Ozon (Os) li¢ oksijen atomundan
olusan, dogada gaz halinde bulunan bir molekiildiir (Azarpazhooh ve Limeback,
2008). Atmosferik oksijenden (O2) daha yiiksek bir enerjiye sahiptir ve daha
kararsiz yapidadir (Nogales ve ark, 2008).

Ozon, ilk olarak 1840°da Alman kimyager Christian Friedrich Schonbein
tarafindan kesfedilmis ve adlandirilmistir. Renksiz ve keskin kokulu bir gaz olan
ozon Yunanca ‘koklamak’ anlamina gelen ‘ozoin’ kelimesinden gelmektedir
(Nogales ve ark., 2008). Ozon yiiksek frekanstaki gilinesin ultraviole 1sinlari ile ya
da yapay olarak ozon jeneratdriiyle iiretilmektedir. Ilk ozon jeneratorii, Werner
von Siemens tarafindan 1857°de Almanya’da gelistirilmis ilk defa C.Lender
tarafindan 1870’de kanin saflastirilmasi i¢in kulanilmistir. 1881°de ozonun Dr.
Kellok tarafindan dezenfektan olarak difteride kullanildigi belirtilmistir. Ozon
mikroorganizmalar1 inaktive edici giiclii etkisinden dolayr 19. yiizyilda su

dezenfektani olarak Onerilmistir. Giinlimiizde ise ozon; su aritma, gida endiistrisi,
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kagit endiistrisi, tekstil sektorli, tip ve dis hekimligi gibi bircok farkli alanda
yaygin olarak kullanilmaktadir (Azarpazhooh ve Limeback, 2008).

Sivi ya da gaz formundaki ozonun bakteri, mantar, protozoa ve viriislere karsi
gliclii antimikrobiyal etki gdsterdigi saptanmistir. Ozonun oksidasyon potansiyeli
bakteri ve mantarlarin sitoplazmik membranlarin1 ve hiicre duvarlarin1 yikima
ugratmaktadir. Bu siire¢ boyunca; ozon glikoproteinler, glikolipidler ve diger
amino asitleri inhibe ederek hiicrelerin enzimatik kontrol sistemlerini bloke
etmektedir. Bunun sonucu olarak; membran gecirgenligi artmakta, ozon
molekiilleri hizlica hiicreye girebilmekte ve mikroorganizmalarin éliimiine neden

olmaktadirlar (Nagayoshi ve ark., 2004; Arita ve ark., 2005).

Ozon patojenik mikroorganizmalarin iiremesini engelleyerek, notralize ederek ya
da hiicre duvarimi yikima ugratarak dezenfeksiyon saglamaktadir (Miiller ve ark.,

2007; Azarpazhooh ve Limeback, 2008).

Dis hekimliginde ozon ilk olarak 1933 yilinda Ziirih’li dis hekimi E. Fisch
tarafindan, enfekte yara yiizeylerini ve kronik periodontal enfeksiyonlar1 tedavi

etmek amaciyla s1vi formunda kullanilmistir (Azarpazhooh ve Limeback, 2008).

Ozonun giiniimiizde dis hekimliginde kullanildig1 alanlar asagida siralanmaktadir;
e Pit ve fissiir ¢iiriikleri
e Baslangi¢ mine cliriikleri
e Dentin ¢iiriikleri
o Kok ciirtikleri
e Dentin hassasiyetinin tedavisi
e Dislerin beyazlatilmasi
e Kok kanal tedavisi
e Ortodontik braketler etrafindaki demineralizasyonun 6nlenmesi
e Aft ve herpes tedavileri
e Postoperatif agri
e Aletlerin sterilizasyonu

e Dental {init sularinin temizligi (Lynch, 1996; Thaman ve Sood, 2012).
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Dis hekimligi ve tip alaninda ozon tedavisini uygularken ozon jeneratorlerinden

yararlanilmaktadir. Gegmisten giiniimiize ozon iireten jeneratorlerin listesi su

sekildedir:

1. Corona Jeneratorii (Bilim adami, Nicolar Teslar, 1859).
2. Ozonosan (1. tibbi Ozon jeneratdrii, Fa. Hénsler, 1958).
3. OzonyTron (Mymed, Almanya, 1999).

4. HealOzon (KAVO Dental, Almanya, 2001).

5. UltraOzon (Mymed, Almanya, 2004).

6. OzonyTronX (Mymed, Almanya, 2005).

7. Biozonix® GmbH (Mymed, ALMANYA, 2009).

1.8.3.1.0zonyTronX

Cihaz 1999’da OzonyTron, 2005 yilinda ise gelistirilerek OzonyTronX olarak
Almanya’da Mymed tarafindan tiretilmistir. OzonyTronX, ana iinite, plazma
probu ve aplikatdrden olusmaktadir. OzonyTronX cihazi ozon gazi iireten bir
jenerator degildir. Cihazin probu hastaya temas ettigi anda ortamda bulunan
oksijen molekiilii (O2) atomlarina ayrigmaktadir. Bu atomik oksijen, bakteri
jermlerinin 6liimiine neden olmakta ve gecici olarak ortamdaki oksijen (O2) ile
birleserek yiiksek derecede dezenfeksiyon etkisi yapan ozon (O3) gazini
olusturmaktadir. OzonyTronX cihazi, uygulama alanina gore farkli prob ucglarina

sahiptir (Sekil 1.3) (Anonymus, 2011a; 2011b; 2011d).

JITHTIES

ir—.—q

Sekil 1.3. OzonyTronX cihazinin prob uglari
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Cam prob uclarinin igerisinde, elektromanyetik enerjiyi yonlendiren ve uygulama
alanma veren soy gaz karisimi bulunmaktadir. OzonyTronX cihazinin yedi ana

prop ucu ve kullanim alanlar1 Cizelge 1.1’ de gosterilmektedir.

Cizelge 1.1. OzonyTronX prop uglar1 ve kullanim alanlar1

Prob uglar: Kullanim alanlari

CR prop ucu Ciiriik, pulpa dezenfeksiyonu, hiperemi, pulpitis, kok kanal tedavisi, abse, graniiloma,
hipersensitivite tedavisi ve kavite dezenfeksiyonu

PA prop ucu Implatoloji, re-implantasyon, kanama kontrolii, gingivitis, periodontitis, cerrahi

islemlerde dezenfeksiyon, fistiil tedavisi, kuron dezenfeksiyonu

PA/8 prop ucu = Derin periodontal cepler, gingivitis, periodontitis, cerrahi islemlerde dezenfeksiyon,
periapikal enfeksiyonlar, fistiil tedavisinde

AV prop ucu Implant o6ncesi kemik dokunun hazirlanmasi, cerrahi islemler, yaralarmn
dezenfeksiyonu, hemorojik kanamalar

GI prop ucu Gingivitis, periodontitis, stomatitler, yumusak doku lezyonlari, implantoloji, fistiil
tedavisi, periapikal enfeksiyonlar, kok kanal tedavisi

CA prop ucu Ciiriik tedavisi, ozellikle ¢ocuk dis hekimliginde agriya ya da hassasiyete neden
olabilecek dislerin tedavisi, kavite dezenfeksiyonu

KP prop ucu Ulasilmasi gii¢ alanlar (Kanal tedavilerinde kanal dezenfeksiyonu ve apikal lezyonlarin
dezenfeksiyonu, fissiirler ve derin periodontal cepler)

Cirtk tedavisinde ve ¢ocuk dis hekimliginde dis ile prob ucu arasinda yalitimi
saglayan ve elektromanyetik akimin agr1 olusturmasini engelleyen, silikon baslikli

CA prob ucu kullanilmaktadir (Anonymus, 2011a; 2011b; 2011d).

OzonyTronX cihazi iizerinde, bes kademeli olarak ozon gazinin yogunlugunun
ayarlanabildigi kontrol diigmesi bulunmaktadir. Kademelerin konsantrasyonu,
uygulama siiresi ve bu konsantrasyona gore uygulanan tedavi segenekleri Cizelge

1.2 ’de gosterilmektedir.

Cizelge 1.2. OzonyTronX cihazinin kademeleri, konsantrasyonu, uygulama siiresi ve
uygulama alanlar1

KADEME OZON UYGULAMA UYGULAMA
KONSANTRASYONU SURESI ALANLARI

1. KADEME 0-5 000 ppm 120 s. Hassasiyet Testleri

2. KADEME 10 000-25 000 ppm 90 s. Yumusak dokularm viral ve mantar
enfeksiyonlari,
Hassas dokularm dezenfeksiyonu (dil,
dudak)

3. KADEME 25 000-45 000 ppm 40-60 s. Gingivitis,periodontitis,hiperemi

4. KADEME 45 000-100 000 ppm 30-40s. Reimplantasyon, ¢ekim sonrasi alveolar

soket dezenfeksiyonu,
trismus, mine ve dentin yiizeylerinin
restorasyona hazirlanmasi

5. KADEME 100 000-300 000 ppm 40-50 s. Prob ucunun dezenfeksiyonu,
Kanama kontrolii, kok kanal
dezenfeksiyonu
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Maksimum ozon konsantrasyonu OzonyTronX’de 300.000 ppm iken,
Ozonasan’da 50.000, HealOzon’da ise 2100 ppm’dir (Anonymus, 2010b).
Almanya’da “TUV SUD (Teknik denetim kurumu) Industrie Service GmbH”
kurulusu tarafindan OzonyTronX cihazinin irettigi ozon miktar1 ve
konsantrasyonu degerlendirilmistir. Ozonun dis hekimliginde kisa siirelerde (20—
120  saniye) uygulanmast  sonucu  olusabilecek = maksimum  ozon
konsantrasyonunun, insanlar i¢in zararli ozon konsantrasyonu esik degerinin
(TLV) %37’inde kalmasi nedeniyle, giivenli uygulanabilirliine izin verilmis ve
herhangi bir toksik etki yaratmadig1 “TUV” belgesi ile kanitlanmistir (Anonymus,
2010b; 2011c).

1.9.in-Situ Cahsmalar

In vitro laboratuar ¢alismalari ya da hayvan ¢alismalarinin aksine deney ortamiin
bireylerin dogal agiz ortami olmasi, farkli temel bilim dallarinda kullanilan
analitik tekniklerin de kullanimina imkan taniyarak metodolojinin bilimselliginin
ve hassasiyetinin artmasina imkan vermesi, kisa deney siiresi nedeniyle insanlarda
yapilan pek cok calismada karsilagilabilen etik ve motivasyon sorunlariin
minimize edilebilmesine olanak tanimasi ve wuzun stireli c¢alismalarla
kiyaslandiginda daha ekonomik olmasi, in-situ ¢iiriikk modellerinin kullanimlarinin

baslica avantajlari olarak sayilmaktadir (Zero, 1995).

Katilimcilarin  se¢iminin  biiylik onem tasidigi in-situ ¢iiriik modellerinin
kullanildig1 arastirmalarda; en onemli temel sartlardan biri hazirlanan agiz ici
modellerinin, genel saglik durumu iyi ve sistemik ya da lokal etkili ilag
kullanmayan katilimcilarda uygulanmasidir. in-situ calismalarda etik islemlere de
onem verilmesi ve caligmaya baslamadan once mutlaka katilimcilarin klinik
protokol ile isbirligi icinde olmaya goniillii olduklarini belirttikleri bilgi onam
formlarinin imzalatilarak toplanmasi ve Etik Kurul onaymnin alinmis olmasi
gerekir. In-situ arasgtirmalarda kullanilan agiz i¢i apareylerin biiyiikliigii ve sekli,
sabit ya da hareketli olup olmamalar1 da 6nemli unsurlar arasindadir. Bu tip

planlanan calismalarin icerigine gore kullanilacak agiz ici apareylerde gerekli
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durumlarda ¢esitli modifikasyonlar yapilabilir (Netuschill ve ark., 1998).
Orneklerin apareyler iizerinde bulunduklar1 bolgelerin lokalizasyonu da in-situ
model ile elde edilen sonuglari etkileyen bir diger parametredir. Ozellikle
besinlerin ve fluor gibi ¢iiriik engelleyici maddelerin etkinliginin arastirildigi
caligmalarda Orneklerin apareylerde bulunduklar1 boélgelerin, biiylik tiikiiriik
bezlerinin agizlarina olan uzakliklari, cevredeki yapilarin anatomik 6zellikleri de
calisma sonuglarii etkileyecek ve dikkat edilmesi gerekli 6zelliklerdir (Edgar ve

Higham, 1995).

In-situ ¢alismalarda kullanilan apareylere insan ve sigir dislerinden elde edilmis
blok ya da tek bir kesit halindeki doku 6rnekleri yerlestirilir. Klinik esdegerliligi
acisindan apareylerde insan dislerinden elde edilen doku 6rneklerinin kullanilmasi
tercih edilirken, sigir disi minesi de insan disi minesine nazaran daha kolay temin
edilebilmesi, hem ¢iiriikk olusumuna hem de ¢iiriikk onleyici uygulamalara, sahip
oldugu uniform formdaki kompozisyonu nedeniyle daha az oranda farkli cevap
verebilmesi gibi avantajlara da sahiptir. Bu gibi nedenlerden otiirii sigir diglerinin

in-situ ¢aligmalarda kullanimi uygundur (Duggal ve ark., 2001).

In-situ ¢iiriik modellerinin kullanildig1 calismalarda deney siireci; kullanilan
modelin tipine, arastirilan konuya, kullanilan analitik metodlarin hassasiyetine
bagh olarak 45 dakika kadar kisa ve 6 ay kadar uzun olabilir. Ayni1 zamanda in-
situ caligmalarda kullanilan apareylerdeki doku orneklerinin degerlendirilmek
lizere toplanmasi i¢in katilmcilardan almip agiz i¢i apareylerinin tekrar
katilimcilara geri verilmelerine kadar gececek stlirenin de miimkiin oldugunca kisa
olmasinin deney siiresinin uzamamasi ve katilimcilarin klinik protokolden
uzaklagmamalar1 agisindan 6nemli oldugu bildirilmektedir (Dijkman ve ark.,

1990, Ogaard, 1990).

1.10.Yapilan Calismalar
1.10.1.Fluorun Biyofilm Bakterileri Uzerine Etkisini Arastiran Calismalar:

Fluorlarin antibakteriyel etkisini inceleyen az sayida ¢alisma vardir.



41

Zickert ve Emilson (1982), yaptiklar1 c¢alismada, Duraphat cila uygulanmis
cocuklardan 4, 10 ve 21. giiniin sonunda plak ve tiikiiriik 6rnekleri almislardir.
Orneklerin incelenmesi sonucu, fluor uygulanmis ve uygulanmamus gruplarda
plaktaki ve tiikiirikteki S.mutans seviyelerinin degismedigini bildirmislerdir.
Fluorun ¢iiriik onleyici etkisinin plak ya da tiikiiriikteki S.mutans seviyeleri
tizerine etkisi ile ilgili olmadigi; fluorun daha ¢ok remineralizasyon ozelligi ile

cliriik olusumunu engelleyebildigi sonucuna varmislardir.

Ekenback ve ark. (2001), yiiksek fluor konsantrasyonunun S.mutans bakteri
metabolizmas1 ve laktik asit formasyonu iizerine etkisini degerlendirdikleri
calismalarinda; fluorun, S.mutans bakterilerince olusturulan biyofilmde, bakteri
metabolizmasini anlamli derecede inhibe ettigini ve laktik asit olusumunu

engelledigini bildirmislerdir.

Bradshaw ve ark. (2002), diisiik konsantrasyondaki fluoru biyofilm bakterileri
tizerindeki etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda fluorun antimikrobiyal etkiye
sahip oldugu, bunu da S.mutans gibi bakterilerin metabolizmasin1 engelleyerek ve
clirtik yapici bakteriler i¢in gerekli pH’ 1n diismesini saglayarak gerceklestirdigi

sonucuna varmiglardir.

Jeevarathan ve ark. (2007), fluor cilanin plak ic¢indeki streptokokus mutans
miktarlar1 tizerine etkisini inceledikleri ¢alismalarinda, 24 saat sonunda fluor cila
uygulanmis plakta S.mutans sayillarinin  anlamli  derecede azaldigini
bildirilmislerdir. Cila uygulanmamis grupta mutans sayist 10#-10"° bulunurken,

cila uygulanan grupta bu degerler < 10 olarak bulunmustur.

1.10.2.Klorheksidinin Biyofilm Bakterileri Uzerine Etkisini Degerlendiren
Calismalar:

Gusberti ve ark. (1988), in-vivo kosullarda yaptiklar1 calismada deneysel

etkilerini karsilagtirmiglardir. Calisma igin segilen 32 kisi 3 gruba ayrilmustir.

Denekler 21 giin boyunca agiz hijyeni uygulamasindan kaginacak sekilde giinde 2
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defa bir grup %0.12° lik Chx, diger grup %1’ lik H202 ve 3. Grup ise
antimikrobiyal etkisi olmayan bir ajanla gargara yaptirilmistir. Caligma sonucunda
%0.12’ lik Chx ile agzini calkalayan grup kontrol grubu ile karsilagtirildiginda
gingivitis olusumunda %95, plak skorlarinda ise %80 oraninda azalma oldugu
bildirilmistir. Mikrobiyolojik calismalar sonucunda ise, %0.12’ lik Chx uygulanan
grupta, plakta yer alan fakiiltatif anaerob bakterilerin sayisinda istatistiksel olarak

anlamli derecede diisiis oldugu bildirilmistir.

Twetman ve ark. (1995), ortodontik tedavi goren ¢ocuklarda Cervitec cilanin
plak S. mutans degerleri iizerine etkisini arastirmiglar,l. aymn sonunda test

grubunda kontrol grubuna gore anlamli bir baskilama oldugunu bildirmislerdir.

Pratten ve ark. (1998), %0.2’lik klorheksidinin bes farkli bakteri tiirii ile
olusturulan biyofilm iizerine etkisini degerlendirdikleri ¢alismalarinda, Chx’ i 1, 5
ve 60 dk siireyle uygulamiglardir. Tiim bakteriler igin 1 ve 5 dk’ lik Chx
uygulamasinin bakteri canliliginda azalmaya neden oldugu ancak bu degerlerin
istatistiksel olarak anlamli olmadigi, 60 dk’ lik temasta ise bakteri canliliginin

anlamli derecede azaldig1 sonucuna varmiglardir.

Zaura-Arite ve ark. (2001), yaptiklar1 ¢aligmada konfokal lazer tarama
mikroskobu kullanarak Chx’ in 6, 24 ve 48. saatte in-situ kosullarda olusmus
biyofilm bakterilerinin canlilig1 iizerine etkilerini degerlendirmislerdir. Sonug
olarak Chx’ in biyofilm canlilig1 iizerine etkisinin 6 saatte olusmus biyofilmde
daha fazla oldugu zaman gectikge canlilik degerlerinin arttig1, 48 saatlik biyofilm
yapisinda sadece biyofilmin dis katmanlarinda canlilik degerlerinin de anlamli
derecede azalma oldugu bildirilmistir. Bu veriler sonucunda biyofilm yapisinin

zaman gectikce antimikrobiyallere kars1 direng kazandig1 gosterilmistir.

Jenkins ve ark. (1994), yaptiklari ¢alismada ayni konsantrasyondaki 3 farkli
antimikrobiyal ajanin plak olusumu iizerine etkisini incelemislerdir. Calismada
%0.05° lik cetylpyridinium chloride (CPC), Chx ve triklosan kullanilmistir.
Calisma sonucunda biitlin gargaralarin kontrol grubuna gore plak olusumunda

anlamli derecede azalmaya neden oldugu rapor edilmistir. CPC ve Chx’ in plak
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olusumunun engellenmesi iizerine etkisi tiriklosandan ¢ok daha iyi bulunmustur.
CPC ve Chx uygulanan gruplar arasinda ise anlamli derecede farklilik olmadigi

rapor edilmistir.

Decker ve ark. (2003), Chx’ in biyofilm modelleri iizerindeki S. sangius’ un
serbest ve tutunmus hiicreleri lizerine olan etkilerinin incelendigi ¢alismada, Chx
uygulanan gruptaki bakteri canliliginin %2-5 arasinda azaldigini, tedavi

edilmemis grupta ise canliligin %65-66 oraninda oldugu rapor edilmistir.

Foster ve ark. (2004), 12 saatlik biyofilme 30 ve 60 s siireyle antimikrobiyal
ajanlar uygulamislar ve klorheksidinin 60 s’ de hiicre zarma biiyiik harabiyet
verdigini gozlemlemislerdir. Ayni1 zamanda biyofilm yapisinin olgunlastik¢a
antimikrobiyallere kars1 daha fazla direng gosterdigi bildirilmistir. Calisma
sonunda, antimikrobiyal ajanlarin olgun plaktaki etkilerini incelemek ic¢in daha

uzun siireli caligmalarin planlanmasi gerektigi vurgulanmistir.

Cosyn ve ark. (2005), yaptiklar1 calismada 2 farkli Chx cilanin antimikrobiyal
etkisini karsilastirmislardir. Calismada, bir gruba EC40®, diger gruba Cervitec®
uygulanmis {iclincli gruba ise higbir tedavi uygulanmamistir. Calismanin
sonuclarina gore, cila uygulanan gruplarda kisa donem plak miktarinda olumlu
derecede azalma goriilmiistir. EC40®ve Cervitec® uygulanan gruplarda plak

miktar1 a¢isindan anlamli bir farklilik bulunmamustir.

Vitkov ve ark. (2005), 24 saatlik biyofilm iizerine 1 ve 5 dk siireyle %0.1’lik Chx
uyguladiklar1 ¢alismalarinda; SEM’le yaptiklar1 incelemeler sonunda biyofilm
matriksinde degisiklik gozlenmedigini, TEM’le yaptiklar1 incelemeler sonunda ise
az sayidaki bakterilerin hiicre zarinda ve fimbrialarinda degisiklik gbzlendigini
bildirmislerdir. Calisma sonunda, Chx’ in birka¢ bakterinin matriks ve
fimbriasinda  degisiklige neden olabildigi ancak biyofilm olusumunu
parcalayamadigi i¢in Chx’ in biyofilm iizerinde yetersiz etkiye sahip oldugu

sonucuna varmislardir.
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Kara ve ark. (2006), S.mutans ve V.parvula’min tek basimna ya da beraber
olusturduklar1 biyofilm yapis1 ve bakterilerin laktik asit tiiretimi {iizerine
klorheksidinin etkisini inceledikleri calismalarnda, 72 saat sonunda her iki
biyofilm tipinde de bakteri canliliginin benzer oldugunu; 48 ve 72 saat sonunda
bakterilerin birlikte olusturdugu biyofilmdeki laktik asit liretiminin S.mutans’la
olusturulan biyofilmden daha az oldugunu bildirmislerdir. iki bakteri tarafindan
olusturulmus biyofilmin Chx’ e bir bakteri tarafindan olusturulmus biyofilme gore
daha az duyarli oldugu ve iki bakterinin birlikte olusturdugu biyofilmin tek
bakteri cinsiyle olusturulan biyofilmden farkli &zellikler sergiledigi sonucuna

varmiglardir.

Ribeiro ve ark. (2008), farkli %1’ lik Chx cila uygulamalarinin tiikiirik ve
biyofilm iizerindeki bakteri sayilarina olan etkilerini incelemislerdir. Grup A’ ya
sadece 1 kere %1’ lik Chx cila uygulanmistir, Grup B’ ye birbirini takip eden 3
giin boyunca giinde sadece 1 kere Chx cila uygulanmistir, Grup C’ ye her bir
uygulamadan sonra 4 giin ara birakilacak sekilde 3 defa Chx cila uygulanmistir.
Grup D’ ye ise, tesirsiz bir cila giinde 3 defa uygulanmigtir. Tiikiirlik ve biyofilm
son cilalamadan 1, 4 ve 8 hafta sonra toplanmistir. Calismanin sonunda tiikiirtik
streptokokus mutans sayist bakimindan farkli periyotlar da uygulanan deney
gruplarinda anlamli bir farklilik bulunamamugtir. 1 hafta sonrasi biyofilm
icerisindeki bakteri sayisinda her grupta anlamli olarak artig gdsterilmistir. Sadece

Grup A’ da bakteri sayisinda anlamli derecede azalma oldugu bildirilmistir.

1.10.3. Fluor Ve Chx’ in Antimikrobiyal Ajan Olarak Birbirleriyle
Karsilastirldiklar1 Calismalar:

Ekenback ve ark. (2000), yaptiklar1 ¢calismada 4 farkli cilanin kdk yiizeylerinde
bakteri birikimi ve bakteri miktar1 {iizerine etkisini degerlendirmiglerdir.
Calismada cila olarak Cervitec cila, Fluor Protector, Duraphat ve Timol cila
kullanilmistir. Baslangigta, 1. hafta, 1. ve 6. ayin sonunda hastalardan plak
ornekleri alinmustir. Calisma sonunda her bir zaman diliminde Cervitec cilanin

anlaml sekilde bakteri miktarin1 diisiirdiigii bu degerlerin 1. hafta ve 1. aymn
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sonunda istatistiksel olarak daha anlamli oldugu Duraphat cilanin ise bakteri

miktarinda anlamli bir degisime neden olmadig1 bildirilmistir.

Giertsen ve ark. (2000), in-situ kosullarda biyofilm modelleri olusturarak plak
bakterilerine etkili olan farkli antimikrobiyal ajanlarin etkilerini inceledikleri
caligmalarinda, fluor, ¢inko, Chx, c¢inko-fluor kombinasyonu ve fluor-Chx
kombinasyonunun 1 haftalik periyotta in-situ kosullarda olusturulmus biyofilm
bakterilerinin canlilig1 iizerine etkilerini degerlendirmislerdir. Calisma sonucunda
fluor, ¢inko asetat ve ¢inko asetat ile kombine fluor uygulanan grup kontrol grubu
ile karsilastirildiginda bakteri oraninin azaldig1 ancak gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamliligin bulunmadig1 oysa Chx uygulanan grupta bakteri canliligi ve
toplam hiicre sayisinda istatistiksel olarak anlamli derecede azalma oldugu

bildirilmistir.

Shani ve ark. (2000), yaptiklari ¢alismada amine fluoridin (AmF) deneysel
biyofilm {izerine olan tutulumunu ve S. sobrinus iizerine olan etkilerini
incelemislerdir. Calismada kullanilan biyofilm modelleri hidroksiapatitten elde
edilmistir. Sonu¢ olarak AmF ve Chx soliisyonlarinin konsantrasyonu arttik¢a S.
Sobrinus’ un canliliginda da anlaml olarak azalma oldugu rapor edilmistir. AmF’

in deneysel biyofilm modellerine %90 oraninda tutundugu bulunmustur.

Shapiro ve ark. (2002), ¢alismalarinda 12 farkli antimikrobiyal agiz gargarasinin
biyofilm olusumu {izerine olan etkisini degerlendirmislerdir. Calismada kullanilan
gargaralar chlorhexidine, hexetidine, octenidine, triclosan, bitki 6zleri ya da
aminefluoride/stannous fluoride igermektedir. Distile su ile karsilastirildiginda
tiim gargaralarin mikrooranizma sayilarinda anlamli derecede azalmaya neden
oldugu bildirilmistir. Bitkisel ve fenolik bilesenleri iceren gargaralar Chx,
hexetidine ve octenidine igeren gargaralara oranla ¢ok daha az etkili oldugu

bulunmustur.

Auschill ve ark. (2005), calismalarinda amine fluoride/stannous fluoride ve Chx
gargaranin  in-situ  kosullarda olusturulmus biyofilm {izerine etkilerini

karsilagtirmiglardir. Caligmaya secilen 7 kisinin {ist g¢enelerine biyofilm elde
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etmek amaciyla 6 6rnegin yerlestirildigi 6zel plaklar yapilmistir. Hastalar giinde 2
defa 10 ml agiz gargarasi ile 1dk boyunca gargara yapmustir. Plak kullaniminin 48
saat sonrasit Ornekler plaklardan c¢ikarilmis ve konfokal lazer tarama
mikroskobunda floresan boyama yapilarak degerlendirilmistir. Su ile
karsilastirildigi zaman her iki soliisyon da biyofilm kalinligi ve bakteri
canliiginda anlamli derecede azalmaya neden olmustur. iki soliisyon
karsilastirildiginda 1ise, soliisyonlar arasinda istatistiksel olarak anlamliligin

bulunmadig1 rapor edilmistir.

Takeuchi ve ark. (2007), in-vitro kosullarda olusmus karmasik yapidaki biyofilm
modelleri iizerine uygulanan Chx/timol ve fluor igeren 2 farkli cilanin etkinligini
karsilastirdiklar1 calismada, cilalarin plak formasyonu ve bakteri kiiltiirleri {izerine
etkilerini, vital boyama ve SEM kullanarak tayin etmislerdir. Caligma sonunda
Chx/timol cila ile tedavi edilen grup bakteri canlili§1 agisindan kontrol grubu ile
karsilastirildiginda anlamli derecede diisilk bulunmustur. Fluor cila ile tedavi
edilen grupta ise canlilik sayis1 kontrol grubundan anlamli olarak farkli
bulunmamistir. Chx/timol cila ile tedavi edilen grupta biyofilm gelisiminin
engellendigi oysa fluor cila ile tedavi edilmig grupta biyofilm gelisiminin

durdurulamadigr bildirilmistir

Pizzo ve ark. (2008), amine fluoride/stannous fluoride ve esansiyel yaglarin
antiplak etkinliklerini degerlendirmislerdir. Calismada Chx pozitif kontrol grubu
fizyolojik salin ile tedavi edilen grup ise negatif kontrol grubu olarak
kullanilmigtir. Calisma sonucunda amine fluoride/stannous fluoride ve esansiyel
yaglar ile tedavi edilen grup su ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
derecede plak olusumunu engelledigi bildirilmistir. Fakat plak olusumunun
engellenmesinde Chx’ in ¢ok daha fazla etkili oldugu ¢alisma sonucunda rapor
edilmistir.  Amine  fluoride/stannous  fluoride ve  esansiyel yaglar
karsilastirildiginda ise iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

bulunmamastir.

Erdem ve ark. (2012), ¢alismalarinda 2 farkli fluor cila ve fluor cila ile Chx

cilanim  kombine kullaniminin  biyofilm  olusumu iizerine etkilerini
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degerlendirmislerdir. 24 saat, 48 saat ve 5 giinde olusturulmus biyofilm yapisi
incelenmis ve uygulanan tiim cila gruplarinda S. mutans sayilarinda azalma
oldugu bildirilmistir. 24 saat ve 48. saatteki biyofilm yapis1 kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda fluor cila ve Chx cilanin kombine kullanildig1 grupta canli

mikroorganizma sayisinin diger gruplara gére daha az oldugu bulgulanmustir.

Sajjan ve ark. (2013), Cervitec ve Duraphat cilanin plak streptokokus miktarlar
tizerine etkisini degerlendirdikleri ¢aligmalarinda, Cervitec cilanin 1. ve 3. aymn
sonunda S. mutans sayisin1 anlamli derecede diislirdiigiinii Duraphat cila
uygulanan grubun ise S. mutans sayilarinda anlamli bir degisiklige neden

olmadigini bildirmislerdir.

1.10.4.0zonun Biyofilm Bakterileri Uzerine Etkisini Degerlendiren
Calismalar:

Son donemde tip ve dis hekimliginde kullanimi giindeme gelen ve kuvvetli
antimikrobiyal potansiyele sahip olan ozonun, agiz boslugunda yer alan
mikroorganizmalar iizerindeki etkinligi daha Once yapilan c¢alismalarla
gosterilmekte ve biyofilm tabakasinda yer alan enfeksiyoz mikroorganizmalari
kontrol altina almada faydali olabilecegi bildirilmektedir (Nagayoshi ve ark.,
2004; Muller ve ark., 2007).

Su ana kadar yaptigimiz literatiir taramasinda, ozonun ¢ocuklardan elde edilmis
biyofilm iizerine antimikrobiyal ajan olarak kullanimiyla ilgili herhangi bir
calismaya rastlanilmamakla birlikte yetiskinlerde ozonun in-vitro ve in-vivo
kosullarda biyofilm bakterileri iizerine etkinliini degerlendiren c¢alismalar

mevcuttur.

Walker ve ark. (2003), i¢cinde ozonun da bulundugu 23 farkli antimikrobiyal
ajanin dental {init su sistemlerindeki biyofilm iizerine etkisini inceledikleri
caligmalarinda, 10 dk ozon uygulanmasinin, biyofilm yapisint kaldiramadigini,
ancak biyofilm i¢indeki canlt mikroorganizma sayisint %65 oraninda azalttigini

bildirmislerdir.
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Nagayoshi ve ark. (2004), ozon igerikli sivinin agiz i¢i mikroorganizmalart ve
plak iizerindeki etkisini inceledikleri ¢aligmalarinda, plak iizerine 10 s. ozon
icerikli s1vi uygulamasinin canli S. mutans sayisinda azalmaya neden oldugunu ve
ozon igerikli sivinin in-vitro ortamda deneysel olarak plak birikimini inhibe
ettigini bildirmislerdir. S6z konusu sonuglar ozonun agiz i¢i mikroorganizmalarin

neden oldugu enfeksiyonlar1 6nledigi goriisiinii desteklemistir.

Huth ve ark. (2006), tarafindan yapilan in-vitro ¢alismada, planktonik ve biyofilm
olmak iizere 2 ayn kiiltiir ortaminda, periodontopatojen olan P.gingivalis, A.
actinomycetemcomitans, T. forsythia ve Parvimonas micra iizerine farkli dozlarda
ozonun sivi, gaz formlar1 ve Chx’ in antibakteriyel etkinlikleri karsilagtirmali
olarak degerlendirilmigtir. Bu amacgla ozonize su 1.25, 2.5, 5, 10, 20 pg/ml
konsantrasyonlarinda, ozonize gazi 1, 2, 4, 8, 16, 32, 53 g/m3 miktarlarinda ve
Chx ise %0.2, %1, %2 oranlarinda uygulanarak test gruplari olusturulurken,
kontrol grubuna ise sadece serum fizyolojik uygulamasi yapilmistir. Tiim ¢alisma
gruplarinda uygulama siiresi 1 dakika olarak belirtilmistir. Biyofilm ortaminda
test gruplarindan higbiri 4. actinomycetemcomitans 1n ortadan kaldirilmasini tam
olarak saglayamazken; %2’ lik Chx ve 53 g/m’ oraninda ozon gazi uygulanan
orneklerde P.gingivalis, T. forsythia ve P. micra’nin tamamen yok edildigi
bildirilmistir. Antimikrobiyal ajanlarin mikroorganizmalara olan etkisi biyofilm
kiiltiirtine gore planktonik kiiltiirde daha basarilt bulunmustur. Arastirmada, hem
biyofilm hem de planktonik kiiltiir ortaminda ozonize su ve ozonize gazi, %2’ lik
Chx uygulamasi ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
yaratmadig1 belirtilmis, ancak %0.2 Chx uygulamasina gore daha basarili oldugu
ifade edilmistir. Bu g¢aligmanin sonucunda ozonun gaz ya da sivi formunun
antimikrobiyal etkisinin siireye, doza ve mikroorganizma tiirline bagli olarak

degistigini bildirmislerdir.

Miiller ve ark. (2007), ozon ve fotodinamik terapinin antimikrobiyal etkisini in-
vitro olarak degerlendirmeyi amagladiklar1 ¢alismalarinda, 64.5 saat’lik ¢oklu tiir
biyofilm modeli iizerine 60 s. ozon ve fotodinamik tedavi uygulamiglardir. Sonug
olarak fotodinamik tedavi ve ozonun biyofilm i¢indeki ¢liriik yapici
mikroorganizmalarin  canliligi  iizerine ¢ok diisiik etkisinin  oldugunu

belirtmisglerdir.
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Bezirtzoglou ve ark. (2008), ozon gazmin dis firgas1 iizerindeki
mikroorganizmalara etkisini degerlendirdikleri ¢aligmalarinda, cesitli bakteriler ile
kontamine olan dis fir¢alarin1 ozonla doyurulmus fosfatla tamponlanmis salin
¢oOzeltisi icerisinde 5 dk, 10dk, 15dk, 20 dk ve 30 dk bekletmisler ve 30 dk’ nin
bakteri florasi iizerinde en etkin siire oldugu saptamislardir. Calisma sonunda

ozonun gii¢lii bir antibakteriyel ajan oldugunu belirtmislerdir.

Johansson ve ark. (2009), calismalarinda ciiriikk yapict etkisi olan bakteriler
izerinde ozon uygulamasinin etkilerini arastirmiglardir. A. naeslundii, L. casei ve
S. mutans bakterileri iizerine 10 s, 30 s ve 60 s ozon uygulamislardir. Elde edilen
sonuclara gore A. naeslundii, S. mutans ve L. casei bakterilerinin sirasiyla %92,
%73 ve %64’ linlin 6ldiigiini bildirmislerdir. 60 s sonunda ise total bakterilerin
%99,9’unun canliligin1 yitirdigini saptamiglardir. S. mutans ve L. casei
bakterilerinde 10 s, 20 s ve 30 s ozon uygulanmasinin A. naeslundii’ ye gore daha
az etkili oldugunu tespit etmislerdir. Sonu¢ olarak 60 s’lik ozon uygulamasi
sonrasinda ¢iiriik yapici etkisi olan S.mutans bakterilerinin tamaminin elimine

edildigini bildirmislerdir.

Kshitish ve ark. (2010), periodontitisli hastalarda ozonize su ile Chx’ i
kiyasladiklar1 caligmalarinda,  gingival indeks fark degerlerini ozonize su
uygulanan grupta 0.34+0.38, Chx grubunda ise 0.23+0.52 olarak tespit
etmislerdir. Ozonize su uygulanan grupta gingival indekste meydana gelen azalma
istatistiksel olarak anlamli bulunurken, Chx grubunda anlamli bulunmamustir.
Aragtirmacilar ozonize su uygulanan gruptaki azalmanin nedenini, ozonun
mikroorganizmalar  iizerinde  sahip oldugu inaktivasyon  ozelligiyle

aciklamiglardir.

Huth ve ark. (2011), periodontal hastaliga neden olan mikroorganizmalar {izerine
ozon gazi ve Chx’ in antimikrobiyal etkinligini karsilagtirdiklar1 ¢alismalarinda,
A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, T. forsythia, P. micra bakterilerinin
planktonik formu ve biyofilm formlar tizerine 1dk boyunca gaz formundaki ozon,
Chx ve kontrol grubu olarakta fosfatla tamponlanmis salin uygulanmistir. Calisma

sonunda higbir ajanin  biyofilm kiiltiiriindeki  A.actinomycetemcomitans
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bakterilerinin miktarin1 azaltmadigi, P.gingivalis, T. forsythia, and P. micra
bakterilerinin Chx ve ozon uygulamasi ile elimine edildigi bildirilmistir. Chx,
ozon gazi ile karsilastirildiginda antimikrobiyal etki bakimindan aralarinda
istatistiksel olarak anlamli bir farkin olmadig1 ancak biyofilm kiiltiir ortamindan
ziyade planktonik ortamda daha fazla antimikrobiyal etki gézlendigi bildirilmistir.
Calisma sonunda bakterileri elimine etmek i¢in gerekli antimikrobiyal etkinin,
bakteri tiirline ve ajanin igerigine, konsantarasyonuna baglh olarak

degisebilecegine dikkat ¢ekilmistir.

Sadatullah ve ark. (2012), 0.1 ppm’ lik ozonize suyun 24 saatte olusturulmus
biyofilm bakterileri iizerine etkisini degerlendirdikleri ¢aligsmalarinda, 24 saat
sonunda hasta agzindan topladiklar1 biyofilm Ornekleri iizerine ozon gaz1 ve
kontrol grubu olarakta salin uygulamislardir. Calisma sonunda 0.1 ppm lik
ozonun biyofilm bakterilerinin sayisin1 azaltti§i ancak tamamen elimine

edemedigi sonucuna varmiglardir.

1.11.Amac

Dis ciirtigii, hayati tehlike yaratacak bir hastalik olarak kabul edilmese de aslinda
insan saghgi icin olduk¢a 6nemli bir sorundur. Ozellikle gocuklarda erken
yaslarda olusan ciiriik lezyonlar1 agri, fonksiyon bozuklugu ve estetik problemler
gibi olumsuz etkilere neden olmakta, cocugun biiyiime ve gelisim siirecinde ¢iiriik
ya da travmatik yaralanmalar sonucu pulpa harabiyetine bagli olarak siit disinin
fizyolojik diisme zamanindan once kaybi; ¢ocugun beslenmesi, konugsmasi, stirekli
dislenme ve ¢ene gelisimi yoniinden risk tagimaktadir (Alagam, 2000; Camp ve

Fuks, 2006).

Digler, tiikiirlik ve yiizlerce bakteriyle karsilagmadan Once viicut igerisinde
mitkemmel bir yapiya sahiptirler. Ancak dislerin agiz ortamina siirmelerini
takiben bakteriler kolonize olmaya baslarlar ve bu kolonizasyon dislerin ¢ekimine
kadar devam eder. Bu yilizden cocukluk donemindeki bakteri kolonizasyonu
biliylik 6nem tagimaktadir (Ten Cate, 2006). Cocuklarin dis saghg ile ilgili

koruyucu ve tedavi edici yontemlerin planlanmasinda dislerin siirmeye basladigi
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donem olduk¢a onemlidir. Carvalho ve ark. (1989), daimi birinci biiylik azi
dislerinin sitirmesi esnasinda okliizal yiizeylerdeki plak birikimi ve ¢iiriik
olusumunun en yliksek diizeyde oldugunu kanitlamiglardir. Bu nedenle ¢ocuklarin

dis saglig1 agisindan bu siirecin hayati bir dneme sahip oldugu belirtilmektedir.

Caufield ve ark. (1993), agiz florasinda S. mutans kolonizasyonlar1 i¢in uygun
zaman dilimleri oldugunu saptamislar, enfeksiyon penceresi olarak adlandirilan
bu donemlerin biiyiik 6neme sahip oldugunu vurgulamislardir. Ciiriik agisindan
biiyiik risk tasiyan bu donemler eger S. mutans enfeksiyonu ¢ok yiiksek degerlere
ulagsmadan atlatilabilirse, disler iizerinde karyojenik olmayan
mikroorganizmalarin olusturdugu olgun bir plak meydana gelmektedir. Olusan bu
flora igerisine daha sonra S. mutans’ larin girmesi ¢ok zor oldugundan c¢iiriik riski
de ortadan kalkmaktadir (Caufield ve ark., 1993). Ayrica biyofilm bakterilerin
farkli bolgelerindeki canlilik durumlari, bakterilerin ¢evreye karst olusturduklar
uyum ve yapisini {i¢ boyutlu inceleme olanagi bakterinin metabolik 6zelliklerini
daha iyi anlamamiza olanak saglayacak ve bu sayede ciiriikle savas konusunda en
etkin tedavi stratejilerini gelistirmemize yardimci olacaktir (Netuschil ve ark.,

1998; Auschill ve ark., 2001; Zaura-Arite ve ark., 2001; Auschill ve ark., 2002).

Agiz saghiginin kazanilmasi i¢in yapilan bir¢ok cabaya ragmen ¢iirik ve
periodontal hastaligin goriilme siklig1 oldukga yiiksektir. Caligmalar, periodontal
hastaliklarin ~ ve ¢iirik  olusumunun biyofilm kontrol programlariyla
engellenebilecegini gostermistir (Axelsson ve Lindhe, 1987; Twetman, 2010).
Giinliik uygulanan mekanik metodlar biyofilm eliminasyonunda uygulanan en iyi
yontemdir (Collins ve Dawes, 1987; Mager ve ark., 2003). Ancak fircalama
tekniklerinin yanlis uygulanmasi, zaman yetersizligi, motivasyon disiikligi ve
sistemik hastaliklar gibi sebepler giinliikk agiz hijyeninin diizgiin sekilde yerine
getirilememesine buna bagli olarak ta ¢iirlik gelisimine neden olmaktadir. Boyle
durumlarda, ciiriik ve periodontal hastaliklarin 6nlenebilmesi i¢in antimikrobiyal
ajanlarin uygulanmas1 fikri glindeme gelmistir (Depaola ve ark., 1989).
Mikrobiyal patojenler tarafindan olusturulan klasik enfeksiyon hastaliklarinin
aksine, dis ¢iirtigii var olan agiz i¢i mikroflora tarafindan olusturulmaktadir.

Antimikrobiyal ajan uygulamasindaki amag, agiz florasin1 yok etmek degil, agiz
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sagligini tehdit etmeyecek diizeyde tutmaktir ¢linkii agiz florasi belirli bir dengede

tutuldugu taktirde konak i¢in yararl etkilere sahiptir (Scheie, 2003).

Giliniimiizde kullanilan antiplak ajanlarinin ¢ogu genis spektrumlu antimikrobiyal
ajanlar olup bakterisid ya da bakteriyostatik etkilere sahiptir. Bu ajanlar, plak
birikimini ve metabolizmasint Onlemek ya da siirlamak amaciyla
kullanilmaktadir (Scheie, 1989; Sreenivasan ve Gaffar, 2002; Scheie, 2003).
Mikroorganizmalarin membranina baglanmakta ve normal hiicre zar
fonksiyonlarini engellemektedir. Bu durum mikrobiyal metabolizmaya zarar
vermekte ve mikroorganizmalar1 6ldiirebilmektedir (Scheie, 1989; Sreenivasan ve
Gaffar, 2002; Scheie, 2003). Diger bir yaklasim ise, potansiyel patojenik
mikrobiyal neslin genetik olarak modifiye edilerek daha az virulan hale

getirilmesidir (Scheie, 1989; Sreenivasan ve Gaffar, 2002; Scheie, 2003).

Bilinen en iyi animikrobiyal ajan olan Chx, plak ve gingivitis olusumuna kars1 en
etkili ajan olarak nitelendirilmektedir (Emilson, 1994). Ancak Chx’ in biyofilm
bakterilerini etkin bir sekilde elimine etmesinin uzun siireli ve yiiksek
konsantrasyonlarda kullanimi ile miimkiin olabilecegi yapilan c¢aligmalarla
gosterilmistir. Klorheksidinin uzun siire kullanim1 sonucu agiz i¢cinde renklesmeye
neden olmas1 gibi dezavantajlar1 arastirmacilart biyofilm bakterileri iizerine daha
etkili yeni bir antimikrobiyal ajan aramaya yoneltmistir. Giiniimiizde hala antiplak
ajanlar hakkinda c¢alismalar devam etmektedir (Baehni ve Takeuchi, 2003;
Sadatullah ve ark., 2012). Antimikrobiyal etkinligi bilinen klasik soliisyonlarin
kimyasal ajan olarak kullanilmasinin Gtesinde ozon gibi yeni, modern ve etkili
ajanlarin da kimyasal ajan olarak kullanilmasi dis hekimligi pratigi icerisine

girmistir (Miiller ve ark., 2007; Sadatullah ve ark., 2012).

Giliniimiize kadar antiplak ajan olarak klorheksidin ve fluorun kullanimiyla ilgili
bir¢ok arastirma yapilmis olmasina ragmen yeni ve etkin antimikrobiyal tedavi
stratejilerinden biri olan ozon uygulamalarimin kompleks biyofilm bakterileri
tizerine etkinligini degerlendiren calisma sayist oldukg¢a azdir. Ayrica bu
caligmalarin hepsi erigskin hasta iizerinde, in-vitro ve in-vivo kosullarda
gergeklestirilmistir. Yaptigimiz literatiir taramasinda, ozonun antimikrobiyal ajan

olarak ¢ocuk hasta iizerinde ve in-situ kosullarda, farkli zamanlarda olusturulmus
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biyofilm bakterileri {izerine etkinligini degerlendiren ¢alismaya rastlanilmamustir.
Bu sebepten yola cikarak biz de tez calismamizda; ilk kez olarak ¢ocuk hasta
tizerinde ve in-situ kosullarda ozonun antimikrobiyal ajan olarak kompleks
biyofilm {izerine etkilerini konfokal lazer tarama mikroskobu kullanarak
degerlendirmeyi amacgladik ve ozonun tek basina ve kombine kullaniminin farkh
zamanlarda olusmus biyofilm kalinlik ve canlilik degerleri {izerine etkisini

inceledik.
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2. GEREC VE YONTEM

Tez calismamizda, antimikrobiyal etkinligi kanitlanmig klorheksidin cila
(Cervitec®Plus Ivoclar Vivadent, Schaan, Liechtenstein), fluor cila (Duraphat®
Colgate & Cie, GmbH, Koln, ALMANYA) ve dis hekimliginde kullanimi son
donemde giindeme gelen ozon gazinin (OzonyTronX®, Mymed, GERMANY) tek
basina ve kombine kullanimlarinin farkli zamanlarda, in-situ kosullarda olusmus
biyofilm igerisindeki bakteriler iizerine olan etkinligi karsilastirmali olarak

konfokal lazer tarama mikroskobu kullanilarak degerlendirilmistir.

2.1. Etik Kurul Onay1

Aragtirmanin in-situ  boliimii i¢in gerekli olan etik kurul onayi, Ankara
Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu Baskanligi'ndan almmistir (8-14-1137
Sayili; 29.06.09) (Ek. 1-4). Arastirmaya dahil edilen tim c¢ocuklarin
ebeveynlerine, arasgtirma hakkinda bilgi verilip, gerekli izin alindiktan ve
aydimlatilmis onam formlari imzalatildiktan sonra klinik islemlere gecilmistir (Ek.

5-7).

2.2.Cahsmada Kullamilan Materyaller

Calismamizda kullanilan materyallerin markalari, igerikleri ve tiretici firmalar

Cizelge 2.1°de gosterilmistir.
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Cizelge 2.1 Tez calismamizda kullanilan materyallerin marka, igerik ve iiretici firmalari

Materyal Igerik Firma

Serum fizyolojik %0.9 izotonik sodyum kloriir, 100 = I1.E Ulagay ilag sanayi,
ml’sinde 0.9gr sodyum kloriir = Istanbul, TURKIYE
(154mEq/L sodyum vel54 mEq/L
kloriir), 100 mlI enjeksiyonluk su

Klorheksidin cila %10 polimer sistem Cervitec®Plus Ivoclar Vivadent,
% 88 etanol/ethyl asetat Schaan, Liechtenstein
%] chx
%] timol
Fluor cila 50mg sodyum fuoriir etanol %96, | Duraphat® Colgate &
beyaz balmumu (E901), sellak Cie, GmbH, K&ln, ALMANYA

DAB (E904), kolofon mastik,
sakarin (E954), ahududu esansi

Ozon gaz1 OzonyTronX®, Mymed,
ALMANYA
Fluoresan boya (kirmizr) Ethidum Bromid, EB, E-875 1;

Sigma-AldrichChemie =~ GmbH,
Steinheim, ALMANYA
Fluoresan boya (yesil) Floresan Diacetate, FDA, F-7378;
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, ALMANYA

Fiksasyon ajani Histomount Invitrogen Frederick,
MD 21704 USA

2.3. Arastirmaya Dahil Edilen Katihmcilarin Se¢cim Kriterleri

Aragtirmamiza baglamadan Once calisma gruplarimizin sayilarim1 belirlemek
amactyla ‘Power Analiz’ testi yapilmistir. Bu analizin sonuglar1 dogrultusunda
arastirma, Ankara Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Pedodonti Anabilim
Dalina bagvuran 11- 14 yaslar1 arasindaki, tamamen saglikli, iist ¢enesinde dis
eksikligi bulunmayan, daimi dentisyona ge¢cmis 6’ s1 erkek 4’ i kiz olmak {izere
toplam 10 g¢ocuk {izerinde gerceklestirilmistir. Cocuklar DMFS indeksi
kullanilarak yiiksek ciirlik aktiviteli ve ciirliksiiz olarak iki gruba ayrilmistir.
Ciiriik yiizey sayist hesaplanirken kiiciik ve biiyiik azi disler i¢in 5 yiizey, kesici
ve kanin disler i¢in ise 4 ylizey olarak degerlendirme yapilmistir. 10 ¢ocuktan 5
tanesi c¢lriiksiiz (DMFS 0), diger 5 tanesi ise, yiiksek ciirlik aktivitesi (DMFS
11.5+ 4.8) gosterecek sekilde secilmistir. Deneysel islemleri etkilememesi igin
cocuklarin mevcut olan tiim koruyucu ve restoratif tedavileri deney siiresinin

bitiminden hemen sonra yapilmistir.
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Ayrica segilecek c¢ocuklardan alinan anamnezde, cocuklarda hicbir sistemik
hastalik bulunmamis olmasina, yakin donemde akut bir hastalik gegirmemis
olmasina, periodontitis bulgusu ve yumusak dokuda herhangi bir enfeksiyon
bulunmamis olmasina ve son 6 ay igerisinde antibiyotik ve agiz antiseptigi

kullanmamis olmasina dikkat edilmistir.

2.4.Dislerin Hazirlanmasi

Arastirmamizda, biyofilm olusumunu saglamak i¢in transiliiminasyon yoluyla
bakildiginda hi¢bir defekt, kirik bulunmayan yeni ¢ekilmis 30 adet daimi kesici
sigir digleri kullanilmistir. Calismada kullanilan dislerin {izerinde bulunan
yumusak doku artiklari, bir kretuar yardimi ile temizlenmis ve ardindan dis firgasi
ve dis macunu kullanilarak 30 dakika boyunca fircalanmistir. Deneyler
baslayincaya kadar (en fazla 30 giin) disler steril serum fizyolojik soliisyonu

igerisinde saklanmustir.

2.5.Dislerden Elde Edilen Orneklerin Hazirlanmasi

Sigir diglerinin her biri elmas separe yardimi ile koklerinden ayrilmistir.
Koklerinde ayrilmis sigir disleri labial yiizeyleri agikta kalacak sekilde akril
kaliplara gomiilmiis ve Ankara Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Protetik Dis
Tedavisi Anabilim Dali’ nda bulunan hassas kesit alma cihazi (Microcut Precision
Cutter, Metkon Instruments Ltd, Bursa, Turkey) yardimi ile ~2 mm genisliginde
~3 mm yiiksekliginde olan ~6 mm? kesitlere ayrilmistir (Sekil 2.1.a,b.c). Bu
sayede 1 dis lizerinden ayni hastada kullanmak iizere 18 adet Ornek elde
edilmistir. Sigir dislerinden elde edilen 6rnekler dogal mine yapisini koruyacak ve
hazirladigimiz akrilik plak {izerindeki oluklara rahat yerlestirebilmemize olanak
saglayacak sekilde inceltilmis, sterilizasyon amaci ile 121°C de 20 dk boyunca
otoklavda bekletilmistir (Miiller ve ark., 2007; Takeuchi ve ark., 2007).
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Sekil 2.1.a Koklerinden ayrilmis sigir Sekil 2.1.b Sigir dislerinden elde

dislerinin kaliba gdmiilmiis hali edilen 6rnekler

Sekil 2.1.c. Hassas Kesit Alma Cihazi

2.6.0rneklerin  Plaklara Yerlestirilmesi ve Katihmcilar Tarafindan
Kullanilmasi

In-situ kosullarda biyofilm elde etmek igin ¢ocuklarin iist ¢enelerine, iizerinde
sigir diglerinden elde edilmis 6rneklerin yer aldigi, 6zel akrilik plaklar yapilmistir.
Katilimeilarin  iist ¢enelerinden uygun kasiklar yardimi ile Ol¢ii alinmus,

laboratuar ortaminda akrilik plaklar hazirlanmistir (Sekil 2.2.a,b)
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Sekil 2.2.b) Plagin al¢1 model tizerindeki goriiniimii

Plak iizerinde sigir disinden elde edilmis Orneklerin yerlestirilmesine olanak

saglayacak sekilde bukkal bolgeye dogru bir uzanti olusturulmustur (Sekil 2.3).

Sekil 2.3. Plak iizerindeki bukkal uzantinin al¢1 modelde goriiniimii
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Ornekler; bu bukkal ¢ikmnti iizerinde olusturlan oyuklara, yapiskan mumlar
vasitastyla, mine ylizeyleri dogal dislerin aproksimal bolgelerine bakacak sekilde
yerlestirilmis ve Ornekler ile disler arasindaki mesafe ~2 mm olacak sekilde

ayarlanmistir (Sekil 2.4.a,b,c,d,e)

Sekil 2.4.a) Orneklerin plak iizerine yerlestirilmis halinin al¢1 model iizerindeki
gorinimu

Sekil 2.4.b) Orneklerin plak iizerine yerlestirilmis halinin hasta agzindaki
gorinimii

Sekil 2.4.c) Orneklerin bukkal oluk igine yerlestirilmis hali
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Sekil 2.4.d) Bukkal oluga yerlestirilmis 6rneklerin agiz i¢i goriintiisii

Sekil 2.4.e) Bukkal oluga yerlestirilmis 6rneklerin sematik goriintiisii

Katilimeilardan plaklart 6, 24 ve 48 saat boyunca, yemek yeme ve dislerin
firgalanmas1 hari¢ agizlarinda tasimalari istenmistir. Katilimeilar kendilerine ait
diet aliskanliklarina devam etmeleri ve dislerini herhangi bir dis macunu
kullanmadan sadece su ile firgalamalar1 konusunda uyarilmis, plaklari
kullanmadiklar1 siire zarfinda, fizyolojik salin iceren kaplar i¢inde saklamalari

sOylenmistir.
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2.7.Biyofilm Orneklerine Uygulanan Tedavi Prosediirleri

Calismamiz 10 katilimer tizerinde yapilmistir. Yiiksek ciiriik aktivitesine sahip 5
kisinin yer aldig1 grup Grup-1, c¢iiriiksiiz 5 kisinin bulundugu grup ise Grup-2
olacak sekilde ayrilmistir. Gruplara uygulanan tedavi prosediirleri Cizelge 2.2 de

gosterilmektedir.

Gruplara ait katilimcilarin her biri, hazirlanan plaklar1 siras1 ile 6, 24 ve 48 saat
siire ile tasimiglardir. Katilimcilar 6 saat siireyle plak tasidiktan sonra ¢agirilmis
ve plak icerisinde bulunan 6 adet 6rnek dikkatli bir sekilde plaktan ¢ikarilmistir.
24. saat icin ayni sigir disinden elde edilmis 6 adet yeni Ornek plaklara
yerlestirilmis ve katilimcilara 24 saat siire ile plagi tasimalar1 sdylenmisir.
Katilimcilar 24 saat siireyle plak tasidiktan sonra tekrar cagirilmis ve plak
icerisinde bulunan 6 adet 6rnek dikkatli bir sekilde plaktan ¢ikarilmigtir. 48. saat
icin ayn1 sigir disinden elde edilmis 6 adet yeni 6rnek plaklara yerlestirilmis ve
katilimcilara 48 saat siire ile plagi tasimalar sOylenmistir. Katilimcilar 48 saat
siireyle plak tasidiktan sonra ¢agirilmis ve plak icerisinde bulunan 6 adet 6rnek
dikkatli bir sekilde plaktan ¢ikarilmistir. Boylece hastalar toplamda 18 adet 6rnegi
plak yardim ile agizlarinda tasimslardir. Istenilen siire sonunda biyofilm
olusumunu saglamak i¢in plaklara yerlestirilen 6rnekler presel yardimi ile dikkatli
bir sekilde cikarilmis, laboratuarda tedavi prosediirlerinin uygulanacag: siireye
kadar fizyolojik salin bulunan petri kaplarinda muhafaza edilmis ve vakit
kaybetmeden laboratuar islemlerine gegilmistir. Calismamizin laboratuar iglemleri
Ankara Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Biyoteknoloji Enstitiisii Molekiiler

Biyoloji Laboratuar1 boliimiinde gerceklestirilmistir.



Cizelge 2.2. Gruplara uygulanan tedavi prosediirleri

Negatif kontrol grubu
Pozitif kontrol grubu-1
Pozitif kontrol grubu-2
Deney grubu-1

Deney grubu-2

Deney grubu-3
Negatif kontrol grubu
Pozitif kontrol grubu-1
Pozitif kontrol grubu-2
Deney grubu-1

Deney grubu-2

Deney grubu-3
Negatif kontrol grubu
Pozitif kontrol grubu-1
Pozitif kontrol grubu-2
Deney grubu-1

Deney grubu-2

Deney grubu-3

1 dk fizyolojik salin uygulamasi

1 dk Cervitec®plus uygulamasi

1 dk Duraphat® cila uygulamasi

1 dk ozon tedavisi

1 dk Cervitec®plus ardindan 1dk. ozon tedavisi
1 dk Duraphat® cila ardindan 1dk ozon tedavisi
1 dk fizyolojik salin uygulamasi

1 dk Cervitec®plus uygulamasi

1 dk Duraphat® cila uygulamasi

1 dk ozon tedavsisi uygulamasi

1 dk Cervitec®plus ardindan 1dk ozon tedavisi

1 dk Duraphat® cila ve 1dk ozon tedavsisi

1 dk fizyolojik salin uygulamasi

1 dk Cervitec®plus uygulamasi

1 dk Duraphat® cila uygulamasi

1 dk ozon tedavisi uygulamasi

1 dk Cervitec®plus ardindan 1dk ozon tedavisi

1 dk Duraphat® cila ve 1dk ozon tedavisi
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Yiiksek ciirtik aktiviteli ve ¢iiriiksiiz her iki grupta da 6, 24 ve 48 saatlik plak

kullaniminin ardindan plaklardan ¢ikarilan 6rneklere uygulanan tedavi prosediirii

ayrintili bir sekilde asagida anlatilmaktadir.

Deney Grubu-1: Plak iizerinden dikkatli bir sekilde c¢ikarilan 6rneklerden

rastgele secilmis 1 ornek; 1 dk boyunca enjektore cekilen fizyolojik salin ile

biyofilm tabakasina zarar vermeyecek sekilde yavasca yikanmistir (Sekil 2.5). Bu

islemi takiben 6rnek iizerine OzonyTronX® cihazi kullamlarak 60 s boyunca 3.

seviyede ozon tedavisi uygulanmistir (Sekil 2.6.a,b). Antimikrobiyal ajanlarin

dikkatli bir sekilde ve ayni kosularda uygulanmasina dikkat edilmistir.
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Sekil 2.5. Orneklerin fizyolojik salin ile yrkanmasi

Sekil 2.6.a) OzonyTronX" cihazi Sekil 2.6.b) Orneklere ozon gazi uygulamasi

Deney Grubu-2: Rastgele se¢ilmis 2. 6rnegin 1dk fizyolojik salin ile yikanmasini
takiben Ttretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda kendi aplikatorii ile 1 dk
boyunca Cervitec®Plus cila (Sekil 2.7.a,b) uygulanmistir. Uygulamanin ardindan
ornekler fizyolojik salin ile yikandiktan sonra OzonyTronX® cihazi ile 60 s

boyunca 3. seviyede ozon tedavisi uygulanmustir.

AT

Refill

| Cervitecr! ug e »
° o

Sekil 2.7.a) Cervitec®Plus cila Sekil 2.7.b) Orneklere Cervitec®Plus
cila uygulamast
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Deney Grubu-3: Rastgele secilmis 3. 6rnek once 1dk boyunca fizyolojik salin ile
yikanmis ardindan 1dk boyunca Duraphat® cila uygulanmistir (Sekil 2.8.a,b). Cila
artiklarin1 uzaklastirmak icin fizyolojik salin ile yikanan 6rneklere 60 s boyunca 3.

seviyede ozon tedavisi uygulanmistir.

Du raphat"’so mg/mi Dental Siispansiyon

= i
‘ﬁ liI-m

Sekil 2.8.a) Duraphat® cila

Sekil 2.8.b) Orneklere Duraphat® cila uygulamasi

Pozitif Kontrol Grubu-1: Rastgele secilmis 4. 6rnek once 1dk boyunca
fizyolojik salin ile yikanmis ardindan 1dk boyunca Cervitec®Plus

cila uygulanmistir.

Pozitif Kontrol Grubu-2: Rastgele secilmis 5. 6rnek 6nce 1dk boyunca
fizyolojik salin ile ytkanmis ardindan 1dk boyunca Duraphat® cila uygulanmstir.

Negatif Kontrol Grubu: Son 6rnege hicbir tedavi prosediirii uygulanmamis

ornekler sadece 1dk boyunca fizyolojik salin ile yikanmigtir.
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Orneklere antimikrobiyal ajanlarin uygulamasini takiben 6rnekler 5 dk boyunca
basingsiz ve ayn1 miktarda olacak sekilde fizyolojik salin ile yitkanmis ve boyama

islemi i¢in hazir hale getirilmistir.

2.8.Boyalarin Hazirlanmasi

6, 24 ve 48. saatin sonunda plaklardan ¢ikarilan 6rneklere tedavi prosediirlerinin
uygulanmasindan sonra fluoresan boyasi ile boyama islemi yapilmistir. Fluoresan
boyasi olarak ethidum bromide (EB, E-875 1; Sigma-AldrichChemie GmbH,
Steinheim, Germany) ve fluoresan diacetate (FDA, F-7378; Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Steinheim, Germany) boyalar1 kullanilmistir (Sekil 2.10 a,b)

Foorra

Mise -
Fluorescein diacelatt

B

Sekil 2.10.a) Ethidium Bromide Sekil 2.10.b) Fluoresan
cansiz hiicre boyasi diacetate canli hiicre boyasi

Boyalarin  kullanilmasindan once her bir boya i¢in stok bir karigim
olusturulmustur. FDA i¢in hazirlanan stok boya 5mg/ml FDA’ in soguk aseton
(%50) ile karistirilmasi sonucu elde edilmis ve boya kullanacagimiz zamana kadar
-20°C’ de muhafaza edilmistir. EB i¢in hazirlanan karigim ise, 1.25 mg/ ml EB ile
fizyolojik salinin karistirilmasi ile elde edilmistir ve kullanilacak zamana kadar ki
stirede 5°C de saklanmistir. Boyama islemi esnasinda kullanilacak asil boya
karistmi mikropipetler yardimi ile, 6ul FDA stok soliisyonu ve 3ul EB stok
solisyonunun Iml soguk fizyolojik salin ile karistirilmasiyla elde edilmistir

(Netuschil ve ark., 1989). Bu boya karisimi, 6rneklerin boyanma islemlerinden
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hemen once ve taze bir sekilde hazirlanmistir. Diger gruplardaki ornekleri

boyamak icin her seferinde yeni bir boya karigimi kullanilmigtir.

2.9.0rneklerin Boyama ve Sabitleme Islemi

Plaklardan ¢ikarilan 6 adet ornek boyama islemi igin 96 gozlii steril kaplara
konulmus ve 2 farkli fluoresan boyasinin karistirilmasiyla elde edilen bir boya ile
boyanmustir. Hazirlanan karisimdan mikropipet ile 3,5 pl boya alinarak dikkatli
bir sekilde biyofilm yapisina zarar vermeden Orneklerin lizerine damlatilmistir

(Sekil 2.11).

Sekil 2.11. Orneklerin mikropipet yardimi ile boyanma islemi

Boyanma islemi 2-15 dk igerisinde gergekleseceginden boyanmis ornekler 15 dk
boyunca boyalarin giines 1s1gindan zarar gérmelerini engellemek adina karanlik
bir ortamda bekletilmistir. 15 dk sonunda fazla boyay1 uzaklastirmak i¢in drnekler

fizyolojik salin ile yikanmistir (Netuschil ve ark., 1989)(Sekil 2. 12).
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Sekil 2.12. Fazla boyanin serum fizyolojik ile uzaklastiriimasi

Biyofilm i¢indeki bakterilerin konfokal lazer tarama mikroskobunda
degerlendirilmesine kadar gegen siire ig¢inde zarar gormesini engellemek icin
ornekler lamellere yapistirilarak fikse edilmistir. Biyofilm yapisimi inceledigimiz
mine yiizeyi biyofilm yapisina zarar vermeden konfokal lazer tarama
mikroskobunun  goriintiilleme sekline uygun olacak sekilde lamellere
yapistirilmistir (Sekil 2.13).  Daha sonrasinda tiim 6rnekler konfokal lazer tarama

mikroskobunda degerlendirilmistir.

Sekil 2.13. Orneklerin lamele yapistirilmis hali

2.10. Konfokal Lazer Tarama Mikroskobu ile Degerlendirme

Ornekler iizerindeki canli ve cansiz bakteri hiicrelerini gériintiilemek ve analizini
yapmak icin Bilkent Universitesi, UNAM laboratuarinda bulunan KLTM (ZEISS
LSM 510 META, ZEISS GmbH, Jena, Germany) kullanilmistir (Sekil 2.14). Her
bir ornek iizerinde 2 farkli bolgeden goriintii alinmig ve analiz edilmistir. EB ve

FDA boyalart i¢in kullanilan maximum eksitasyon 488 nm iken, maximum
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emisyon EB i¢cin 510 nm, FDA i¢in 635 nm’dir. Yesil ve kirmiz1 floresanlari
gorebilmek icin es zamanli iki kanalli goriintiileme kullanilmistir. Goriintiiler 20X
biiylitmede alimmistir. Biyofilm kalinlik degerleri, biyofilm olusumunun
saglandig1 6rnek ile biyofilm yapisi igindeki yiiksek hiicre kiiltiiriiniin tepe noktast
arasindaki mesafenin Ol¢iilmesi ile belirlenmis pm cinsinden hesaplanmistir.
Biyofilm canlilig1 ise mikroskop ile elde edilen goriintiiler iizerindeki kirmizi ve

yesil rengin toplam renge oranlanmast ile % cinsinden hesaplanmustir.

Sekil 2.14. Konfokal Lazer Tarama Mikroskobu goriintiisii

2.11.Istatistiksel Degerlendirme

Verilerin analizi SPSS 20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) paket programinda
yapilmistir. Verilerin frekans ve yiizdesel dagilimlart verilmis, normallik testi
sonucunda, gruplar arasinda farklilik incelenirken ikili gruplarda normal
dagilmayan degiskenlerde Mann Whitney U Testi kullanilmistir. Aragtirma
gruplar1 arasinda canli mikroorganizma sayisi ve cansiz hiicre oranlar1 yoniinden

farkin 6nemliligi Kruskal Wallis testiyle degerlendirilmistir.

Gruplar aras1 farklilik incelenirken; anlamlilik seviyesi olarak 0,05 kullanilmis
olup p<0,05 olmasi durumunda gruplar arasi anlamli farkliligin oldugu, p>0,05

olmas1 durumunda ise gruplar arasi anlamli farkliligin olmadig belirtilmistir.
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3. BULGULAR

Etkili bir antimikrobiyal ajan olan ozon gazinin tek basina ve diger antimikrobiyal
ajanlarla kombine kullannminin in-situ kosullarda farkli zamanlarda olusmus
biyofilm bakterilerinin canlilig1 ve kalinlig1 iizerine etkilerini degerlendirdigimiz

calismamizda,

» Yiksek ciiriik aktiviteli ve ciirliksiiz iki hasta grubundan elde
edilen biyofilm 6rnekleri ile biyofilm kalinlik ve canlilik degerleri

» 6. saatte elde edilen biyofilm o&rneklerine uygulanan ajanlarin
biyofilm canlilik ve kalinliklar1 tizerine etkileri

» 24. saatte elde edilen biyofilm oOrneklerine uygulanan ajanlarin
biyofilm canlilik ve kalinliklar1 {izerine etkileri

> 48. saatte elde edilen biyofilm oOrneklerine uygulanan ajanlarin
biyofilm canlilik ve kalinliklar1 {izerine etkileri konfokal lazer
tarama mikroskobu kullanilarak elde edilen goriintiiler ile

degerlendirilmistir.

In situ kosullarda 5 adet yiiksek ciiriik aktiviteli ve 5 adet ciiriiksiiz 10
katilimcidan elde edilen biyofilm 6rneklerinin kalinlik degerleri konfokal lazer

tarama mikroskobu kullanilarak pm cinsinden elde edilmistir.

6, 24 ve 48. saatlerde yiiksek ciiriikk aktiviteli ve ¢iirliksiiz her iki grupta da
biyofilm kalinlik degerleri higbir islemin yapilmadig1 sadece fizyolojik salin ile
yikanmis grup baz alinarak olciilmiis ve istatistiksel analizi yapilmistir. Sonuglar

cizelge 3.1° de gosterilmektedir.
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Cizelge 3.1. Yiiksek ciiriik aktiviteli ve ¢iiriiksliz gruplarda 6, 24 ve 48 saat sonunda elde
edilen biyofilm kalinlik degerleri

Mann-Whit
Biyofilm Kalnlik (um) et
G(l;'uplarl n Mean | Median Min. Max. sd U p
Yiiksek
ciiriik 5 14,5 14 13,0 17,3 1,8
6.Saat aktiviteli
Ciiriiksiiz 5 11,5 11,7 10,0 13,1 1,3 0.0028
Yiiksek
curiik 5 34,8 35,2 32,7 37,2 1,7
24.Saat aktiviteli
uriikst 5 26,3 26,0 234 30,5 2,8
Ciiriiksiiz , , ; ) , 0.009
Yiiksek
cuiriik 5 81,1 80,1 74,9 89,7 5,8
48.Saat aktiviteli
PR, 54 1 2
Ciirtiksiiz 5 62, 61,8 59,0 65,0 ,6 0,009
* p<0.05

6, 24 ve 48. saatlerde olugsmus biyofilm kalinlik degerlerinin istatistiksel analizi

sonunda, her bir zaman diliminde gruplar aras1 fark olusmustur. Yiiksek ¢iirtik

aktiviteli grupta ¢iirliksiiz gruba gore istatistiksel olarak anlamli oranda daha

yiiksek biyofilm kalinlik degerleri elde edilmistir (p<<0.05).

Yiiksek ciiriik aktiviteli ve ¢liriiksliz gruplarda; 6, 24 ve 48 saatlik zaman dilimleri

karsilastirildiginda ise, her iki grupta da zamanla birlikte biyofilm kalinlik

degerlerinin arttig1 ve bu artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmistir

(p<0.05) (Sekil 3.1).

Zamana Gore Kalinhk (um) Dagilimi

100,0
80,0
60,0 {
40,0
20,0
0,0
6.Saat 24 .Saat 48.Saat
Kalinhk Kalinhk Kalinhk
B Yiksek clirlik aktiviteli 14,5 34,8 81,1
B Clriksuz 11,5 26,3 62,4

Sekil 3.1. Yiiksek ciiriik aktiviteli ve cliriiksiiz gruplarda 6, 24 ve 48 saat sonunda elde
edilen biyofilm kalinlik degerlerinin dagilim1
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6, 24 ve 48. saatlerde yiiksek ciiriik aktiviteli ve ¢iiriiksiiz gruplarda
antimikrobiyal ajan uygulamasi sonrast biyofilm kalinhk degisimleri
degerlendirilmistir. Kruskall-Wallis H testi kullanilarak yapilan analiz sonrasi 6.
saatte antimikrobiyal ajanlarin uygulanmasindan sonraki biyofilm kalinlik

degerleri Cizelge 3.2° de gosterilmektedir.

Cizelge 3.2. Yiiksek ciiriik aktiviteli ve ciiriiksiiz gruplarda 6. saatte antimikrobiyal
ajanlarin uygulanmasindan sonraki biyofilm kalinlik degerleri

Mea Media Min Max
n n

n

173
ol
s

o

1-Salin 5 145 140 130 173 18
2-0zon 5 141 140 11,9 16,7 17
2,
Yiiksek 3Fwor 5 144 133 120 1701
¢iiriikk 5
aktiviteli 4-Chx 5142 138 123 168
50zm < 39 130 111 170 >
fluor 3
6-OzonChx 5 13,8 133 12,0 16,7 L 0,98
8 0,626 6
1Salin 5 11,5 11,7 10,0 13,1 ;
0,
20n 5 99 100 90 105
Fwor 5 103 100 94 118 D
Ciiriiksii 0
‘ 4#Chx 5 102 100 90 120 11
50zm < 93 90 87 100
ﬂu()r b 9 b 9 6
1
6-Ozon Chx 5 9,2 9,1 7,0 11,2 5’ 10,6; 0,0g

6. saatte yiiksek clirlik aktiviteli ve ciriiksiiz her iki grupta da uygulanan
antimikrobiyal ajanlar biyofilm kalinlik degerlerini azaltmistir. Ancak bu azalma

istatistiksel olarak anlamli bir farkliliga neden olmamustir (p>0.05).
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6. saatte yiiksek ciiriik aktiviteli ve cliriiksiiz her iki grupta da en az biyofilm
kalinlik degeri ozonun Chx ile kombine uygulandig1 grupta elde edilmistir. Bunu
sirast ile ozonun fluor ile kombine uygulandigi grup, ozonun tek basina
uygulandigr grup, Chx ve fluor gruplart takip etmistir. Ancak antimikrobiyal
ajanlarin grup i¢i karsilastirmalarinda biyofilm kalinlik degerleri acgisindan

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaistir (p>0.05).

24. saatte yiiksek c¢iiriik aktiviteli ve ¢liriiksiiz gruplardan elde edilmis biyofilm
ornekleri iizerine uygulanan ajanlarin biyofilm kalinlik degerleri iizerine
etkilerinin degerlendirilmesi sonucu elde edilen sonuglar Cizelge 3.3° te

gosterilmistir.

Cizelge 3.3. Yiiksek ciiriik aktiviteli ve ¢iiriiksiiz gruplarda 24. saatte antimikrobiyal
ajanlarin uygulanmasindan sonraki biyofilm kalinlik degerleri

Mean Median Min. Max. sd H p

4-Fluor
5-Ozon Chx
6-Ozon Fluor

25,1 254 21,7 294 32
24,6 25,1 21,0 292 33
24,9 25,2 21,2 1302 136 137 0926

n
1Salin 5 348 352 327 372 17
2-0c0n 5 333 340 310 361 22
Yitksek aChx 5 333 334 310 367 24
agtlilf;liltlz . 4Flor 5 336 337 31 362 19
s0zonChx 5 330 332 309 360 22
6-OmonFluor 5 330 332 309 357 20 546 0751
1Salin 5 263 260 234 305 28
2-0n 5 250 252 216 300 34
3Chx 5 251 253 216 300 34
Ciiriiksiiz s
5
5

24. saatte yliksek ¢iiriik aktiviteli ve ¢iiriiksiiz gruplarda antimikrobiyal etkinligi
olan ajanlar salin grubu ile karsilastirildiginda tiim ajanlar biyofilm kalinlik
degerlerini azaltmig ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamli bir degisime

neden olmamustir (p>0.05).
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24. saatte yiiksek c¢iirlik aktiviteli grupta, en az biyofilm kalinlik degeri ozonun
Chx ve fluor ile kombine uygulandig1 grupta elde edilmistir. Bunu ayni biyofilm
kalinlik degeri ile 0zon ve Chx grubu takip etmis, fluor grubu ise biyofilm kalinlik
degerlerinde en az azalmaya neden olmustur. Ancak antimikrobiyal ajanlarin grup
i¢ci karsilagtirmalarinda biyofilm kalinlik degerleri agisindan istatistiksel olarak

anlamli bir farklilik bulunmamustir (p>0.05).

24. saatte ¢iiriiksliz grupta, en az biyofilm kalinlik degeri ozonun Chx ile kombine
uygulandigr grupta elde edilmistir. Bunu sirasi ile ozonun fluor ile kombine
uygulandig1 grup, ozonun tek basina uygulandigi grup ve ayni biyofilm kalinlik
degeri ile Chx ve fluor gruplari takip etmistir. Ancak antimikrobiyal ajanlarin
grup ici karsilastirmalarinda biyofilm kalinlik degerleri agisindan istatistiksel

olarak anlamli bir farklilik bulunmamuistir (p>0.05).

48. saatteki yiiksek ciirtik aktiviteli ve clirliksliz gruplardan elde edilen biyofilm
orneklerinin kalinlik degerleri incelenmistir. Ajan gruplarinin biyofilm kalinliklar
lizerine olan etkisini karsilagtirmak igin yapilan istatistiksel analiz sonuglari

Cizelge 3. 4’ te gosterilmistir.

Cizelge 3.4. Yiksek ciiriik aktiviteli ve ¢iiriikksiiz gruplarda 48. saatte antimikrobiyal
ajanlarin uygulanmasindan sonraki biyofilm kalinlik degerleri

n Mean Median Min. Max. sd H P

1-Salin 5 81,1 80,1 749 89,7 5.8
2-Ozon 5 78,4 78,5 71,1 88,0 6,2
Yiiksek 3-Chx 5 78,6 78,0 71,0 89,1 6,8
¢iiriik aktiviteli
4-Fluor 5 79,0 79,1 71,8 88,9 64
5-0zonChx 5 779 78,7 70,4 88,1 6,8
6-Ozon Fluor 5 782 78,0 705 884 166 50 (909
1-Salin 5 624 61,8 59,0 650 2,6
2-Ozon 5 59,1 59,1 53,7 64,0 46
3-Chx 5 59,1 59,7 53,8 63,9 44
Ciiriiksiiz
4-Fluor 5 59,2 60,0 53,0 64,1 4.8

5-Ozon Chx 5 589 59,2 53,1 63,9 47
6-Ozon Fluor 5 589 59,2 533 64,0 46 0,768 0,768
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p>0.05

Yapilan istatistiksel analiz sonunda, 48. saatte yiiksek ciiriik aktiviteli ve ¢liriiksiiz
iki grupta da uygulanan antimikrobiyal ajanlarin biyofilm kalinlik degerlerinde
azalmaya neden oldugu ancak bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadig1

bulunmustur (p>0.05).

48. saatte yiiksek ciirlik aktiviteli grupta, en az biyofilm kalinlik degerleri ozonun
Chx ile kombine uygulandig1 grupta elde edilmistir. Bunu sirasi ile ozonun fluor
ile kombine uygulandig1 grup, ozonun tek basina uygulandigi grup, Chx ve fluor
gruplan takip etmistir. Ancak antimikrobiyal ajan gruplar1 arasinda biyofilm

kalinlik degerleri agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamistir

(p>0.05).

48. saatte ¢iiriiksiiz grupta, en az biyofilm kalinlik degerleri ozonun Chx ve fluor
ile kombine uygulandig1 grupta elde edilmistir. Bunu ayni biyofilm kalinlik degeri
ile ozon ve Chx grubu takip etmis, fluor grubu ise biyofilm kalinlik degerlerinde
en az azalmaya neden olmustur ancak antimikrobiyal ajan gruplar1 arasinda
biyofilm kalinlik degerlerindeki bu azalma istatistiksel olarak anlamli bir

farkliliga neden olmamustir (p>0.05).

6, 24 ve 48. saatlerde yiiksek ciirlik aktiviteli ve cliriiksiiz katilimcilardan elde
edilen biyofilm Orneklerindeki bakteri canlilik degerleri, konfokal tarama
mikroskobundaki yesil ve kirmizi renklerin birbirine oraninin % cinsinden
hesaplanmasiyla elde edilmistir. Saatler arasinda, yiiksek ciiriik aktiviteli ve
clriiksiiz gruplarda biyofilm canlilik farkliliklarina ait istatistiksel sonuglar

Cizelge 3.5’ de gosterilmektedir.

Cizelge 3.5. Yiiksek ciiriik aktiviteli ve ¢iiriiksiiz gruplarda 6, 24 ve 48 saat sonunda elde
edilen biyofilm cansiz bakteri yiizdesi

cansiz bakteri (%) Mann-Whitney

U Testi
Cirtk Gruplart = n = Mean @ Median | Min. Max. sd U p
Yiiksek
6.Saat ik sl 5 | 196 21,0 12,0 25,0 4,9 11,5 0.834
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Ciiriiksiiz 5 202 20,0 12,0 27,0 5,5

Yiksek

e sl 5 | 16,8 17,0 13,0 21,0 3,3

24.Saat

Ciriksiz 5 192 21,0 11,0 = 230 48 71 0247
48 Saat gﬁmiﬁisiteli e I e e s

Ciiriksiz 5 17,8 180 | 120 = 220 40 9 0461

(p>0.05)

6, 24 ve 48. saatlerde sadece fizyolojik salin grubundaki degerler baz alinarak
yapilan istatistiksel analiz sonucunda 6. saatte yiiksek cliriik aktiviteli grupta
biyofilm igindeki cansiz bakteri yiizdesinin ¢liriiksiiz gruba gore daha az oldugu
ancak aralarindaki farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigr bulunmustur
(p>0.05). Ayn1 sekilde 24. saatte yiiksek ¢iiriik aktiviteli grupta biyofilm i¢indeki
cansiz bakteri ylizdesi 24. saatte clirliksiiz gruba gore daha azdir. Ancak gruplar
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamali degildir (p>0.05). 48. saatte yiiksek
curiik aktiviteli ve clriikksiiz grup cansiz bakteri yiizdesi acisindan
karsilastirildiklarinda yiiksek ciiriik aktiviteli gruptaki cansiz bakteri sayisindaki
azlik gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yaratmamistir

(p>0.05).

Yiiksek c¢iiriik aktiviteli ve g¢iiriiksiiz iki grup kendi iginde saat bazinda
karsilastinlmistir.  Yiiksek ciiriik aktiviteli ve clriiksiiz grupta 6, 24 ve 48.

saatlerdeki cansiz bakteri yiizdeleri Sekil 3.2” de gosterilmistir.

Zamana Gore Cansizhik (%)

100,0 )
80,0
" 60,0 o
40,0
0,0
6.Saat 24 .Saat 48.Saat
Cansizlik Cansizlik Cansizlik
W ylksek carik aktiviteli 19,6 16,8 16,4
B Clriksuz 20,2 19,2 17,8
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Sekil 3.2. Yiiksek ciiriik aktiviteli ve ¢liriiksiiz gruplarda 6, 24 ve 48 saat sonunda elde
edilen biyofilm cansizlik degerlerinin dagilimi

Yiiksek ciiriik aktiviteli ve ¢iiriiksiiz iki grupta da,

» 6 ve 24. saatteki biyofilm cansiz bakteri yiizdesi karsilastirildiginda 6.
saatteki cansiz bakteri yiizdesi 24. saatteki degerlere gore daha fazladir. Bu
iki grup arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05).

» 6. ve 48. saatlerdeki biyofilm cansiz bakteri degerleri karsilagtirildiginda,
48. saatte cansiz bakteri ylizdesi 6. saate gore daha azdir ancak fark
istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05).

» 24. ve 48. saatlerdeki bioflm canlilig1 karsilastirildiginda 24. saatteki
cansiz bakteri yiizdesi 48. saattekine oranla daha azdir bu degerler

istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05).

Yiiksek ciiriik aktiviteli ve ¢liriiksiiz grupta, test edilen ajanlarin 6, 24 ve 48. saatte
olusmus biyofilm bakterilerinin canlilig1 iizerine etkilerini karsilagtirmak amaciyla
elde ettigimiz verilerin istatistiksel olarak analizi Kruskall-Wallis H testi
kullanilarak yapilmistir. 6. saatte ajan gruplarma gore cansiz bakteri ylizdeleri

Cizelge 3. 6. de gosterilmisgtir.

Cizelge 3.6. Yiiksek ciiriik aktiviteli ve ciirliksiiz gruplarda 6. saatte antimikrobiyal
ajanlarin uygulanmasindan sonraki biyofilm cansiz bakteri yiizdesi

cansiz bakteri (%) Krus:l( a.l!‘le-:t\:allis
Ajan gruplari n Mean Median Min Max @ sd H p
1-Salin 5 19,6 21,0 12,0 | 25,0 | 4,9
2-Ozon 5 93,4 94,0 90,0 96,0 24
Yiiksek 3-Chx 5 77,2 77,0 75,0 | 79,0 | 1,5
ciiriik

aktiviteli 4-Fluor 5 72,0 72,0 70,0 750 @ 2,1
5-Ozon Chx 5 96,6 97,0 95,0 | 98,0 | 1,5

6.Saat 6-Ozon Fluor 5 91,6 92,0 89,0 94,0 2,1 27,2 0,0001
1-Salin 5 20,2 20,0 12,0 | 27,0 | 5,5
2-Ozon 5 93,0 92,0 92,0 950 14
Ciiriiksiiz 3-Chx 5 79,2 80,0 75,0 | 83,0 | 2.9
4-Fluor 5 76,6 77,0 74,0 79,0 @ 2,1

5-Ozon Chx 5 95,4 95,0 930 | 97,0 | 1,7 26 | 0,0001
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6-Ozon Fluor 5 = 92,4 93,0 89,0 950 2.2
p<0.05

6. saatte ylksek ciriik aktiviteli ve ¢iirilksiiz iki grupta da uygulanan
antimikrobiyal ajanlarim timi biyofilm canlilik degerlerini kontrol grubu ile

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli derecede azaltmistir (p<<0.05).

6. saatte yliksek ¢iiriik aktiviteli ve ¢lirtiksiiz iki grupta da en fazla biyofilm cansiz
bakteri degerleri ozonun Chx ile kombine uygulandig1 grupta elde edilmis, bunu
sirast ile ozonun tek basina uygulandigi grup, ozonun fluor ile kombine
uygulandigr grup, Chx ve fluor gruplan takip etmistir. Ozonun tek basina
uygulandigr grup ozonun Chx ve fluor ile kombine uygulandigi grup ile
biyofilmdeki cansiz bakteri yiizdesi acisindan karsilastirlldiginda gruplar

aralarindaki farkin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 bulunmustur (p>0.05).

6. saatte yiiksek cliriik aktiviteli ve ¢iiriikstiz iki grupta da Chx ve fluorun tek
basina uygulandigi gruplar biyofilm bakteri cansizlik degerleri agisindan

karsilastirildiginda aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05).

6. saatte yiiksek ciirlik aktiviteli ve cliriiksiiz iki grupta, ozonun tek bagina
uygulandigr grup Chx ve fluorun tek basina uygulandigi grubuna gore bakteri
canliligmi daha fazla diisiirmiistiir. Gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak

anlamlidir (p<0.05).

6. saatte ytiksek ctirtik aktiviteli ve ¢iiriiksiiz iki grupta, ozonun Chx ile kombine
uygulandigr grup, Chx ve fluorun tek bagina uygulandigi gruba gore bakteri

canliligini istatistiksel olarak anlamli sekilde daha fazla diistirmiistiir (p<0.05)

6. saatte yliksek ciiriik aktiviteli ve ciiriiksiiz iki grup ta da ozonun fluor ile
kombine uygulandig1 grup, Chx ve fluorun tek basina uygulandigi gruba gore
bakteri canliligini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha fazla diigiirmiistiir

(p<0.05).
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6. saatte elde edilen biyofilm 6rneklerine antimikrobiyal ajan uygulamasi sonrasi

elde edilen KLTM goriintiileri asagida gosterilmistir.

Kontrol grubuna ait goriintiide canli bakterilerilerin (yesil renk) fazla oldugu
cansiz bakterilerin (kirmizi renk) ise belirli bolgelerde bulundugu goézlenmektedir

(Sekil 3.3,a,b).

Sekil 3.3,a) 6. saatte olusmus biyofilm {izerine fizyolojik salin uygulanmis 6rnegin
KLTM goriintiisii. 1. goriintii cansiz bakterileri, 2. goriintii canli bakterileri, 3. goriintii ise
canli ve cansiz bakterilerin karigik halini gostermektedir.

Sekil 3.3,b) 6. saatte olusmus biyofilm iizerine fizyolojik salin uygulanmis 6rnegin 3
boyutlu goriintiisii

Ozon uygulamasi sonrasi elde edilen KLTM goriintiisiinde, cansiz bakterilerin
(kirmiz1 renk) sayis1 artmig canli bakteri (yesil renk) sayist ise belirgin sekilde

azalmistir (Sekil 3.4.a,b)
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Sekil 3.4.a) 6. saatte olusmus biyofilm {izerine ozon uygulanmis 6rnegin KLTM
gOriintiisii. 1.goriintli cansiz bakterileri, 2. goriintli canli bakterileri, 3. goriintii ise canli ve
cansiz bakterilerin karisik halini gostermektedir.

Sekil 3.4.b) 6. saatte olusmus biyofilm {izerine ozon uygulanmis 6rnegin 3 boyutlu
goruntisu

Ozon-Chx uygulamasi sonrasi elde edilen KLTM goriintiisiinde, canli bakteri
(yesil) sayisit olduk¢a azalmistir. Cansiz bakterilerin (kirmizi) yogunlugu ise

belirgin sekilde artmistir (Sekil 3.5.a.b)

Sekil 3.5.a 6 saatlik biyofilm 6rnegine ozon-Chx uygulanmasi sonrast KLTM goriintiisii.
1. goriintiideki kirmizi alanlar cansiz hiicreleri, 2. goriintiideki yesil alanlar canli hiicreleri
3. goriintii ise canli ve cansiz bakterilerin karisik halini géstermektedir.
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Sekil 3.5.b) 6. saatte olusmus biyofilm iizerine ozon-Chx uygulanmis 6rnegin 3 boyutlu
goruntiisi

Chx uygulamas1 sonrasi elde edilen KLTM goriintiistinde, canli bakteri (yesil)
sayis1 oldukca azalmistir. Cansiz bakterilerin (kirmizi) yogunlugu ise belirgin
sekilde artmustir (Sekil 3.6.a,b). Ozon-Chx grubuna ait goriinti ile
karsilagtirildiginda cansiz bakteriler (kirmizi renk) ozon-Chx uygulanan 6rnegin

goriintiisiinde daha fazladir.

Sekil 3.6. 6 saatlik biyofilm 6rnegi iizerine Chx uygulamasi sonrasi elde edilen KLTM
goriintiisii. 1. goriintli cansiz bakterileri, 2. goriintii canli bakterileri, 3. goriintii ise canl
ve cansiz bakterilerin karisik halini géstermektedir.

Sekil 3.6.b) 6. saatte olusmus biyofilm iizerine Chx uygulanmis 6rnegin 3 boyutlu
goruntiisi
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6 saatlik biyofilm Orneklerine fluor uygulamasi sonrasi elde edilen KLTM
goriintlisiinde cansiz bakterilerin (kirmizi renk) canli bakterilerden (yesil renk)

fazla oldugu gozlenmistir (Sekil 3.7.a,b)

Sekil 3.7.a) 6 saatlik biyofilm {izerine fluor uygulamasi sonrasi elde edilen KLTM
gOriintiisii. 1. goriintii cansiz bakterileri, 2. goriintli canli bakterileri, 3. goriintii ise canli
ve cansiz bakterilerin karigik halini gostermektedir.

Sekil 3.7.b) 6 saatlik biyofilm {izerine fluor uygulamasi sonrasi elde edilen ii¢ boyutlu
goruntii

6 saatlik biyofilm {izerine ozon ve fluorun kombine uygulandigir 6érnegin KLTM
goriintlisiinde cansiz bakterilerin (kirmizi renk) canli bakterilerden (yesil renk)

belirgin sekilde fazla oldugu gozlenmektedir. (Sekil 3.8.a,b).

Sekil 3.8.a) 6 saatlik bioflm iizerine ozon-fluor uygulamasi sonrasi elde edilen KLTM
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goriintlisli. 1. gdriintii cansiz bakterileri, 2. gorlintii canli bakterileri, 3. gorlintii ise canlt
ve cansiz bakterilerin karigik halini gdstermektedir.

Sekil 3.8.b) 6 saatlik bioflm {izerine ozon-fluor uygulamasi sonrasi elde edilen {i¢ boyutlu

gorunti

24. saatteki yiiksek ciiriik aktiviteli ve clirliksliz gruplardan elde edilen biyofilm

orneklerindeki cansiz bakteri degerleri incelenmistir. Ajan gruplarinin biyofilm

canliliklar1 tlizerine olan etkisini karsilastirmak icin yapilan istatistiksel analiz

sonuglari ¢izelge 3. 7° de gosterilmistir.

Cizelge 3.7. Yiksek ciiriik aktiviteli ve ¢iiriikksiiz gruplarda 24. saatte antimikrobiyal
ajanlarin uygulanmasindan sonraki biyofilm cansiz bakteri yiizdeleri

Kruskall-
1 (0
cansiz bakteri (%) Wallis H Testi
Lyp n Mean il Min = Max sd H p
gruplari an
1-Salin 5| 16,8 17,0 13,0 21,0 | 3.3
2-Ozon 5 834 83,0 79,0 90,0 44
Yiiksek 3-Chx 50 71,8 72,0 69,0 75,0 | 2,4
el 4Fluor 5 638 640 580 70,0 49
aktiviteli
0zon sl o5 6| 850 | 840 | 89,0 | 21
Fluor
6-OzonChx 5 86,4 86,0 84,0 @ 89,0 2,1 254 0.0001
24.Saat : 2
1-Salin 5! 19,2 21,0 11,0 23,0 4.8
2-Ozon 5 852 85,0 83,0 88,0 1,9
3-Chx 50 72,8 73,0 71,0 75,0 1,5
Ciirtiksiiz 4-Fluor 5 664 66,0 62,0 70,0 @ 3,2
5-Ozon Chx | 5| 88,6 89,0 85,0 91,0 | 2,3
6-Ozon
Fluor 5 88,6 89,0 87,0 90,0 1,1 267 | 0,0001

p<0.05
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Yapilan istatistiksel degerlendirme sonunda, 24. saatte yiiksek ¢iiriik aktiviteli ve
clirtikstiz iki grupta da uygulanan antimikrobiyal ajanlarin biyofilm canlilik
degerlerini kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli

derecede azalttig1 goriilmistiir (p<0.05).

24. saatte yiiksek ¢iiriik aktiviteli grupta, en fazla biyofilm cansiz bakteri ytlizdesi
ozonun Chx ile kombine uygulandigi grupta elde edilmis, bunu sirasi ile ozonun
fluor ile kombine uygulandig1 grup, ozonun tek basina uygulandigi grup, Chx ve
fluor gruplar: takip etmistir. Ozonun tek basina uygulandigt grup ozonun Chx ve
fluor ile kombine uygulandig1 gruplarla karsilastirildiginda gruplar aralarindaki

farkin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 bulunmustur (p>0.05).

24. saatte ¢iirliksiiz grupta, en fazla biyofilm cansiz bakteri degeri ozonun Chx ve
fluor ile kombine uygulandig: iki grupta elde edilmistir. Bunu sirasi ile ozon, Chx
ve fluor gruplari takip etmistir. Ozonun tek basina uygulandigi grup ozonun Chx
ve fluor ile kombine uygulandigi gruplarla karsilastirildiginda gruplar aralarindaki

farkin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 bulunmustur (p>0.05).

24. saatte yiiksek ciiriik aktiviteli ve ciirliksiiz iki grupta, ozonun tek basina
uygulandigr grup Chx ve fluor grubuna gore bakteri canliligini daha fazla

diistirmustiir. Gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).

24. saatte yliksek ¢iiriik aktiviteli ve ¢iiriiksiiz iki grupta, ozonun Chx ile kombine
uygulandigr grup, Chx ve fluorun tek bagina uygulandigi gruba gore bakteri

canliligini istatistiksel olarak anlamli sekilde daha fazla diistirmiistiir (p<0.05)

24. saatte yiiksek cliriik aktiviteli ve ciirliksliz iki grup ta da ozonun fluor ile
kombine uygulandigi grup, Chx ve fluor grubuna gore bakteri canliligini

istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha fazla diistirmiistiir (p<0.05).

24. saatte yiiksek ciirlik aktiviteli ve ¢iiriiksiiz iki grupta da Chx ve fluorun tek

basmna uygulandigi gruplar biyofilm cansiz bakteri degerleri acgisindan



84

karsilastirildiginda Chx’ in fluora gore canlilik degerlerini daha fazla diisiirdigt
ancak aralarindaki farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigi bulunmustur

(p>0.05).

24. saatte elde edilen biyofilm drneklerine antimikrobiyal ajan uygulamasi sonrasi

elde edilen KLTM goriintiileri asagida gosterilmistir.

24 saatlik biyofilm Ornekleri iizerine salin uygulamasi sonrasi aliman KLTM

goriintlistinde canli bakterilerin (yesil renk) fazla oldugu cansiz bakterilerin

(kirmiz1 renk) ise az oldugu goriilmektedir (Sekil 3.9.a,b).

Sekil 3.9.a 24 saatlik biyofilm {izerine fizyolojik salin uygulamasi sonrast KLTM
goriintlisii. 1. goriintli cansiz bakterileri, 2. goriintii canli bakterileri, 3. goriintii ise canl
ve cansiz bakterilerin karisik halini géstermektedir.

Sekil 3.9.b) 24 saatlik biyofilm {izerine fizyolojik salin uygulanmis 6rnegin ii¢ boyutlu
goruntiisu

24 saatlik biyofilm {izerine ozon uygulanmis 6rnegin KLTM goriintiisiinde cansiz
bakterilerin (kirmizi renk) fazla oldugu goriilmektedir. Canli bakteri (yesil renk)
sayist ise oldukea azdir (Sekil 3.10.a,b).
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Sekil 3.10.a) 24 saatlik biyofilm {izerine ozon uygulanmis 6rnegin KLTM goriintiisi. 1.
goriintii cansiz bakterileri, 2. goriintii canli bakterileri, 3. goriintii ise canli ve cansiz
bakterilerin karigik halini gdstermektedir.

Sekil 3.10.b) 24 saatlik biyofilm {izerine ozon uygulanmis 6rnegin ii¢ boyutlu goriintiisii

24 saatlik biyofilm iizerine ozon ve Chx’ in kombine uygulanmasi sonrasi elde
edilen KLTM goriintiisiinde cansiz bakteriler (kirmizi renk) oldukca fazladir.

Ozonun tek basina uygulandig1 grupta da cansiz bakteriler (kirmizi renk) fazladir.

iki grupta da kirmizi renk yogunlugu agisindan benzer goriintiiler elde edilmistir.

(Sekil 3.11.a,b).

Sekil 3.11.a) 24 saatlik biyofilm {izerine ozon-Chx uygulanmis O6rmegin KLTM
gorilintiisii. 1. goriintli cansiz bakterileri, 2. goriintii canli bakterileri, 3. goriintii ise canli
ve cansiz bakterilerin karigik halini gdstermektedir.
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Sekil 3.11.b) 24 saatlik biyofilm {izerine 0zon-Chx uygulanmis 6rnegin ii¢ boyutlu
goruntiisi

24 saatlik biyofilm iizerine Chx wuygulamasi sonrasi elde edilen KLTM
goriintlislinde, cansiz bakterilerin (kirmizi renk) canli bakterilerden (yesil renk)
daha fazla oldugu, ozon-Chx grubuna ait gorinti ile bu goriintii
karsilastirildiginda ise cansiz bakterilerin ozon-Chx grubuna ait goriintiide daha

fazla oldugu gozlenmistir (Sekil 3.12.a,b).

Sekil 3.12.a) 24 saatlik biyofilm iizerine Chx uygulanmig 6rnegin KLTM goriintiisii. 1.
goriintli cansiz bakterileri, 2. goriintii canli bakterileri, 3. goriintii ise canli ve cansiz
bakterilerin karigik halini gostermektedir.

Sekil 3.12.b) 24 saatlik biyofilm {izerine Chx uygulanmig 6rnegin ii¢ boyutlu goriintiisii
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24 saatlik biyofilm {izerine fluor uygulanmis 6rnegin KLTM goriintiisiinde, cansiz
bakteri (kirmizi renk) yogunlugunun canli bakteri (yesil renk) yogunlugundan
fazla oldugu ama bu iki farkli renk yogunluklarinin birbirine ¢ok yakin oldugu

goriilmektedir. Diger ajan gruplarina ait goriintii ile karsilastirildiginda ise fluor

uygulanmis Ornegin gorlntiisiinde canli bakteri(yesil renk) yogunlugu daha

fazladir (Sekil 3.13).

Sekil 3.13. 24 saatlik biyofilm 6rnegi iizerine fluor uygulanmasi sonrasi elde edilen
KLTM goriintiisii. 1. goriintii cansiz bakterileri, 2. goriintii canli bakterileri, 3. goriintii ise
canli ve cansiz bakterilerin karigik halini gostermektedir.

24 saatlik biyofilm tlizerine ozon-fluor uygulanmis 6rnegin KLTM goriintiisiinde
cansiz bakterilerin (kirmizi renk) canli bakterilerden (yesil renk) fazla oldugu
gozlenmektedir. Fluor uygulanmis Ornegin goriintiisiiyle karsilastirildiginda
kirmizi renk yogunlugu ozon-fluor uygulanmis 6rnekte daha fazladir. Ayni1 6rnek
ozon uygulanan grup (%87) ile karsilastirildiginda kirmizi renk yogunlugunun

hemen hemen bir birine yakin oldugu gozlenmektedir. (Sekil 3.14).

Sekil 3.14. 24 saatlik biyofilm iizerine ozon- fluor uygulanmig 6rnegin KLTM
goriintiisii. 1. goriintli cansiz bakterileri, 2. goriintii canli bakterileri, 3. goriintii ise canl
ve cansiz bakterilerin karigik halini géstermektedir.



88

48. saatteki ylksek ciirtik aktiviteli ve ciiriiksliz gruplardan elde edilen biyofilm
orneklerinin cansizlik degerleri incelenmistir. Ajan gruplarinin  biyofilm
canliliklart {izerine olan etkisini karsilastirmak i¢in yapilan istatistiksel analiz

sonuglart Cizelge 3.8’ de gdsterilmistir.

Sekil 3.8. Yiiksek ciiriikk aktiviteli ve ciirliksiiz gruplarda 48. saatte antimikrobiyal
ajanlarin uygulanmasindan sonraki biyofilm cansiz bakteri yiizdeleri

cansiz bakteri(%) Ll I IS JEI

Testi
Ajan gruplart1  n | Mean Median ¥ Min Max sd H p
1-Salin 5| 16,4 16,0 11,0 | 21,0 | 3,8
2-Ozon 51| 572 57,0 56,0 60,0 1,6
Yiiksek 3-Chx 5| 53,6 54,0 52,0 | 55,0 | L,1
Ciiriik
aktiviteli 4-Fluor 5 524 52,0 51,0 54,0 1,1
5-Ozon Chx | 5 | 58,2 58,0 55,0 | 61,0 | 2,4
45.Saat 6-Ozon Fluor | 5 | 57,2 57,0 56,0 60,0 1,6 26.9 0,0001
.Saa
1-Salin 51 17,8 18,0 12,0 | 22,0 | 4,0
2-Ozon 5| 65,0 64,0 63,0 69,0 25
3-Chx 5| 534 53,0 51,0 | 56,0 | 2,1
Ciiriiksiiz
4-Fluor 5 520 52,0 51,0 54,0 1,2
5-Ozon Chx | 5 | 66,4 66,0 62,0 | 70,0 | 3,2
6-Ozon Fluor = 5 66,2 66,0 63,0 70,0 2,6 26,4 0,0001
p<0.05

Yapilan istatsitiksel degerlendirme sonunda, 48. saatte yiiksek ciiriik aktiviteli ve
clriiksiiz iki grupta da uygulanan antimikrobiyal ajanlar biyofilm canlilik
degerlerini kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli

derecede azaltmistir (p<<0.05).

48. saatte yliksek ¢iiriik aktiviteli grupta, en fazla cansiz bakteri degeri ozonun
Chx ile kombine uygulandigi grupta elde edimis, bunu sirasi ile ayni cansiz
bakteri ylizdesi ile ozonun fluor ile kombine uygulandigi grup ve ozonun tek
basina uygulandig1 grup takip etmistir. Bu ii¢ grup birbirleriyle karsilastirildiginda

ise aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05).

48. saatte ¢iirliksiiz grupta, en fazla cansiz bakteri degeri ozonun Chx ile kombine

uygulandigr grupta elde edilmis, bunu sirasi ile ozonun fluor ile kombine
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uygulandig1r grup ve ozonun tek basina uygulandigir grup takip etmistir. Bu li¢
grup birbirleriyle karsilastirildiginda gruplar aralarindaki farkin istatistiksel olarak

anlamli olmadig1 bulunmustur (p>0.05).

48. saatte yiiksek ciiriik aktiviteli ve ciiriiksiiz iki grupta da Chx, fluor grubuna
gore biyofilm canliligin1 istatistiksel olarak anlamli sekilde daha fazla

diisiirmiistiir (p<0.05).

48. saatte yiiksek ciiriik aktiviteli ve ¢iiriiksiiz iki grup ta da, ozonun tek basina
uygulandigr grup Chx ve fluor grubuna gore bakteri canliligini daha fazla

diistirmustiir. Gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).

48. saatte yiiksek cliriik aktiviteli ve ¢iiriiksliz iki grup ta da ozonun Chx ile
kombine uygulandig1 grup, Chx ve fluorun tek basina uygulandigi gruba gore

bakteri canliligin istatistiksel olarak anlamli sekilde diistirmiistiir (p<<0.05)

48. saatte yliksek cliriik aktiviteli ve g¢iiriiksliz iki grup ta da ozonun fluor ile
kombine uygulandigi grup, Chx ve fluor grubuna gore bakteri canliligini

istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diistirmiistiir (p<0.05).

48. saatte elde edilen biyofilm 6rneklerine antimikrobiyal ajan uygulamasi sonrasi

elde edilen KLTM goriintiileri asagida gosterilmistir.

48 saatlik biyofilm {izerine salin uygulanmig 6rnegin KLTM goriintiisiinde canlt
bakteriler (yesil renk) oldukca fazladir. Belirli bdlgelerdeki kirmizi renk
yogunlugunun varligr o bolgede cansiz hiicre yapisinin oldugunu gostermektedir

(Sekil 3.15.a,b)



90

Sekil 3.15.a) 48 saatlik biyofilm f{izerine fizyolojik salin uygulanmis 6rnegin KLTM
goriintiisii. 1. goriintli cansiz bakterileri, 2. gorlintii canli bakterileri, 3. goriintii ise canl
ve cansiz bakterilerin karigik halini gostermektedir.

Sekil 3.15.b) 48 saatlik biyofilm iizerine fizyolojik salin uygulanmis 6rnegin KLTM
goruntiisi

48 saatlik biyofilm iizerine Chx uygulanmis 6rnegin KLTM goriintiisiinde canli ve
cansiz bakterileri miktarinin birbirine ¢ok yakin oldugu goriilmektedir. Goriintiide
cansiz bakteriler (kirmizi renk) canli bakterilerden (yesil renk) fazladir ama bu

fazlalik asir1 diizeyde degildir (Sekil 3.16).

Sekil 3.16. 48 saatlik biyofilm iizerine Chx uygulanmis 6rnegin KLTM goriintiisii. 1.
gorilintii cansiz bakterileri, 2. goriintii canli bakterileri, 3. goriintii ise canli ve cansiz
bakterilerin karigik halini gdstermektedir.

48 saatlik biyofilm 6rnegi lizerine fluor uygulamasi sonrasi elde edilen KLTM

goriintlistinde canli ve cansiz bakteri yogunluklarinin bir birlerine ¢ok yakin
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oldugu hatta canli bakterilerin az oranda da olsa kirmizi renklerden fazla oldugu

gbzlenmektedir (Sekil 3.17).

Sekil 3.17. 48 saatlik biyofilm iizerine fluor uygulanmis 6rnegiln KLTM goriintiisii. 1.
goriintli cansiz bakterileri, 2. goriintii canli bakterileri, 3. goriintii ise canli ve cansiz
bakterilerin karigik halini gdstermektedir.

48 saatlik biyofilm iizerine ozon-Chx uygulanmis 6rnegin KLTM goriintiisiinde
cansiz bakterilerin (kirmizi renk) fazla oldugu ancak canli bakteriler ile

karsilastirildiginda aralarinda belirgin bir farkin olmadigi goriilmektedir. 6 ve 24

saatlik biyofilm ornekleri ile karsilastirildiginda cansiz bakteri yogunlugu giderek

azalmaktadir (Sekil 3.18.a,b).

Sekil 3.18.a) 48 saatlik biyofilm 6rnegi {izerine ozon- Chx uygulamasi 351 elde ediln
KLTM goriintiisii. 1. goriintli cansiz bakterileri, 2. goriintii canli bakterileri, 3. goriintii ise
canli ve cansiz bakterilerin karigik halini gostermektedir.
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Sekil 3.18.b) 48 saatlik biyofilm 6rnegi {izerine ozon- Chx uygulamasi sonrasi elde edilen

KLTM gorintiisiu

48 saatlik biyofilm iizerine ozon-fluor uygulanmis 6rnegin KLTM goriintiistinde
cansiz bakterilerin canli bakterilerden fazla oldugu ancak hemen hemen
birbirlerine benzer oranlarda oldugu goriilmektedir. Ozon- fluorun 6 ve 24 saatlik
biyofilm iizerine uygulanmasi sonrast elde edilen goriintiilerde cansiz bakteri
orani fazlayken biyofilm yas1 arttikca canli bakteri yogunlugu artmaktadir (Sekil
3.19).

Sekil 3.19. 48 saatlik biyofilm iizerine ozon-fluor uygulamasi sonrasit KLTM goriintisii.

1. goriintii cansiz bakterileri, 2. goriintii canli bakterileri, 3. gdriintii ise canli ve cansiz
bakterilerin karigik halini gostermektedir.

48 saatlik biyofilm 6rnegi ilizerine ozon uygulamasi sonrasi elde edilen KLTM
goriintiisiinde cansiz bakteri (kirmizi renk) yogunlugunun canli bakteri (yesil
renk) yogunlugundan fazla oldugu ancak aralarindaki farkin fazla olmadigi
goriilmektedir. 48 saatlik ozon uygulanan grup 6 ve 24 saatlik biyofilm iizerine
ozon uygulanan Orneklerin goriintiileri ile karsilastirlldiginda 3 gruptada cansiz
bakteri miktar1 canli bakterilerden fazladir ancak biyofilm yas1 arttikga canli

bakteri miktar1 bir 6nceki 6rnege gore daha da artmistir (Sekil 3. 20.a,b).
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Sekil 3.20.a) 48 saatlik biyofilm 6rnegi iizerine ozon uygulamasi sonrasi elde edilen
KLTM goriintiisii. 1. goriintii cansiz bakterileri, 2. goriintii canli bakterileri, 3. goriintii ise
canli ve cansiz bakterilerin karisik halini gostermektedir.

Sekil 3.20.b) 48 saatlik biyofilm 6rnegi iizerine ozon uygulamasi sonrasi elde edilen ii¢
boyutlu goriintii
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4. TARTISMA

Dis ciirtigii, plakta bulunan mikroorganizmalarin karbonhidratlar1 fermentasyonu
sonucu organik asit olusumu ile baslayan, dis dokusu ve plak sivisi arasindaki
dengenin bozulmasiyla sonuglanan, ileri asamalarinda disin inorganik
komponentlerinin demineralizasyonunun ve organik yapinin enzimatik olarak
bozulmasinin eslik ettigi, c¢ok faktorlii enfeksiydz, bulasict bir hastaliktir
(Fejerskov ve Thylstrup, 1994; Borsatto ve ark., 2001). Ciiriik olusumuna neden
olan etiyolojik faktorlerin en Onemlisi bilindigi gibi karyojenik bakterilerdir
(Sajjan ve ark. 2013). Mikrobiyal agiz florasi, agiz igerisindeki farkli ekolojik
ortamlarda yasayan cok sayida mikroorganizmanin belirli bir denge igerisinde
bulundugu dinamik bir ortami tanimlamaktadir (Decker ve ark., 2003; Marsh,

2012).

Son yillarda yapilan bir¢ok ¢aligma, plagin artik biyofilm olarak degerlendirilmesi
gerektigini vurgulamaktadir (Marsh, 2004; Ten Cate, 2006; Rode Sde ve ark.,
2012). Bu yeni goriisle birlikte, dis clirigli, dis minerali ve biyofilm sivisi
arasindaki fizyolojik dengede bozulmayla ortaya c¢ikan kompleks bir hastalik
olarak da tanimlanmaktadir (Fejerskov ve Nyvad, 2003). Agiz icinde cevresel
kosullara bagli olarak dis ve biyofilm arasindaki fizyolojik denge bozulabilir ve
bunun sonucu diste mineral kaybi olusur. Ciiriikk kavitesinin olusmasiyla birlikte
ise, biyofilm bakterileri bu bolgede olusan pH degisikliklerine kars1 adaptasyon
gelistirir. Tukiiriik, diet aliskanliklar1 ve pek ¢ok biyolojik belirleyicinin kompleks
etkilesimi biyofilm kompozisyonu ve metabolizmasini etkilemektedir (Fejerskov,
2004). Bu yeni goriisler, lezyonun baslamasi ve ilerlemesinin dogasini ve buna
gore de dis ¢iiriglinlin gercek anlamda “Onlenemeyecegi”, bunun yerine ¢esitli
miidahalelerle “kontrol edilebilecegi” ni agiklamaya yardim eder (Hand ve ark.,

1988; Luan ve ark., 2000).

Dis ciiriikleri, diinyanin bir¢ok iilkesinde en 6nemli halk sagligi problemlerinin
basinda gelmektedir. 2000 yilinda yayinlanan “Amerika Birlesik Devletleri Kamu

Saglig1 Hizmetleri” raporuna gore en yaygin kronik hastaligin ¢ocukluk c¢aginda
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goriilen dis ciiriikleri oldugu belirtilmistir (US Department Of Health And
Human Service, 2000).

Agiz ve dis sagliginin ¢ocugun biiyiime ve gelisim siirecindeki 6nemi bilinmekte
agiz icerisinde olusabilecek her tiirlii problem, ciddi ekonomik ve sosyal sorunlari
da beraberinde getirmektedir. Cliriik ya da travmatik yaralanmalar sonucu pulpa
harabiyetine bagli olarak siit disinin fizyolojik diisme zamanindan once kaybu;
cocugun beslenmesi, konusmasi, siirekli dislenme ve c¢ene gelisimi yoniinden
biiylik risk tagimaktadir. Dis ¢iiriigliniin erken donemde Onlenmesi ve daha
masrafli tedavi gereksinimlerinin azaltilmasi ile ¢ocuklara daha saglikli bir dis
dizisi kazandirilir ve bu sayede lilke ekonomisine katki saglanir. Bu nedenle, agiz
ve dis saghiginin bozulmasindan 6nce, koruyucu onlemlerin alinmasi ve tedavi
hizmetlerinin konservatif yontemlere dogru kaydirilmasi goriisii 6nem kazanmistir
(Drewnowski ve Popkin, 1997; Petersen, 2003). Giiniimiizde, cagdas dis
hekimliginin amaci1 koruyucu uygulamalar1 yaygimnlastirarak dis sagliginin

bozulmadan 6nce korunmasini saglamaktir.

Ozellikle Tiirkiye gibi gelismekte olan ve koruyucu dis hekimligi uygulamalarinin
yeterli diizeyde yayginlasmadigi iilkelerde, restoratif tedavilerin cesitliligine
ragmen c¢ocuklarda gelisen ciiriiklerin 6nlenememesi, koruyucu dis tedavilerinin

onemini daha ¢ok vurgulamaktadir (Ulusoy, 2010).

Agiz saghgmin kazanilmasi i¢in yapilan bircok c¢abaya ragmen cliriik ve
periodontal hastaligin goriilme siklig1 oldukca yiiksektir. Calismalar, periodontal
hastaliklarin ve ¢iirik olusumunun ancak biyofilm kontrol programlariyla
engellenebilecegini gostermistir (Axelsson ve Lindhe, 1987; Twetman 2010).
Ekolojiyle ilgili genel kavramlar goz Oniine alindiginda, plak ve dis dokulari
arasindaki normal dengenin saglanabilmesi degerli bir yaklagim olarak One
stiriilebilir. Agiz hijyeninin motivasyonu, diyetin diizenlenmesi, odontopatojenik
bakterilerin eliminasyonu, fissiir oOrtiicii kullanilarak ortamin korunmasi veya
degistirilmesi de bu dengenin korunmasinda yararli yaklasimlardir (Bowden ve

Edwardsson, 1994).
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Giinliik uygulanan mekanik metodlar biyofilm eliminasyonu amaciyla uygulanan
en iyl yontemdir. Ancak bilindigi gibi disler ag1z icerisinde sadece %25’ lik kismi
olusturmaktadir geri kalan %75’ lik kisim ise; ¢iiriik ve periodontal hastaliklarin
olusumuna neden olan bakteriler i¢in depo gorevi gormektedir (Collins ve Dawes,
1987; Mager ve ark., 2003).  Bu boélgelerden gelen bakteriler dis ylizeyine
tutunarak ya da gingival sulkus i¢ine girerek bir¢ok agiz i¢i hastaliga neden
olmaktadir (Mager ve ark., 2003). Ayrica; fircalama tekniklerinin yanlis
uygulanmasi, zaman yetersizligi, motivasyon diistikliigii ve sistemik hastaliklar
gibi sebepler gilinlik agiz hijyeninin yeterince diizgiin sekilde yerine
getirilememesine neden olmaktadir. Iste bu durumda; giinliik agiz hijyeninin
saglanmasinin yanisira c¢lirlik ve periodontal hastaliklarin 6nlenmesi igin farkl
yontemlerin de ilave olarak uygulanmasi gerektigini vurgulanmaktadir (Depaola

ve ark., 1989).

Cirtik 6nlenmesi ve hastaligin kontrol altinda tutulmasi ancak biyofilm yapisinin
mekanik ya da kimyasal olarak onlenmesiyle miimkiindiir (Axelsson ve Lindhe,
1978). Aktif ajanlar agiz igerisindeki biyolojik dengeyi bozmadan biyofilm
olusumunu Onleyebilirler. Bakteriosidal ve bakteriostatik ozelliklere sahip
antiplak ajanlar oncelikle koruma amagcli kullanilirlar. Hedef, bireyin sagliginin
devami ve yeniden olusabilecek hastaliklara karst korumasini saglamaktir.
Mantik, patojenik  mikroorganizmalarin  supgingival bdlgeye  yeniden
kolonizasyonunu engellemek ya da ertelemektir (Baehni ve Takeuchi, 2003;
Marsh, 2010). Biz de tez calismamizda, ilk defa ¢ocuk hasta iizerinde, ilerde
olusabilecek ciliriikk gelisiminin durdurulmasi i¢in kullanilan antimikrobiyal
ajanlarin farkli zamanlarda olusmus biyofilm yapisinin kalinhik ve canlilig

lizerine etkisini degerlendirmeyi amagladik.

Uzerinde en ¢ok ¢alisma yapilan ve antiplak 6zellikleri en iyi bilinen ajan Chx’
dir (Rolla ve Melsen, 1975; Pratten ve ark, 1998; Sajjan ve ark. 2013). Chx
kuvvetli bazik oOzelliktedir. Bakteri hiicre duvari, bakteriyal ekstraselliiler
polisakkarit, hidroksiapatit, pelikil, plak, tiikiiriik musini ve agiz mukozasi1 gibi
eksi yiiklii alanlara kars1 afinitesi vardir (Kidd, 1991). Bu sayede bakterilerin bu

bolgelere tutunmalarini engellerler (Rolla ve Melsen, 1975; Pratten ve ark., 1998).
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Chx’ in antibakteriyal aktivitesinde birka¢ mekanizma rol oynar. Konsantrasyonla
iligkili olarak ya bakteriler i¢in Oldiiriiciidiir (bakterisit), ya da bakterilerin
fonksiyonlarin1 bozarak (bakteriostatik) etki gosterir. Her iki mekanizma da Chx’
in ¢liriikk onleyici etkisinde rol oynamaktadir. Chx’ in 6ncelikle uygulama aninda
bakterisit etkiyle plak olusumunu 6nledigine ve mine ylizeyindeki pelikila ve agiz
ici dokulara absorbsiyonu sonucu devam eden bakteriostatik etki gosterdigine

inanilmaktadir (Kidd, 1991; Sajjan ve ark., 2013).

Yetiskinlerde yapilan deneysel ¢aligmalarda, Chx’ in olgun plakta asit olusumunu
Onledigi gosterilmistir (Gerardu ve ark., 2003; Featherstone ve ark., 2006). Bu
durum agiz ig¢erisinde Chx tutulumu ve yavas salinimina baglanmistir (Gerardu ve
ark., 2003). Asit {iretiminin az olmasinin bir diger nedeni de asidofilik ve
karyojenik mikroorganizmalarin kolonizasyonlar1 i¢in daha az elverisli bir ortam
yaratmasidir (Gjermo, 1989). Chx’ in olgun plaga penetrasyonu ile ilgili ¢ok az
bilgi mevcuttur. Ancak, in-vitro kosullarda Chx iyonlarinin olgun plaga 2 mm
penetre olabildigi gosterilmistir (Melsen, 1983). Plaga baglanan Chx bakteri
yiizeylerindeki fosfat gruplarina ve ylizeye bagli bakteriyal enzimlerin thiol

gruplarindaki sulfatlara baglanmaktadir (Gjermo, 1989).

Cirtik olusumunu engellemek i¢in planlanan c¢alismalar, c¢ogunlukla agiz
icerisindeki bakterilerin eliminasyonu amacina odaklanmaktadir (Marsh, 2010;
Marsh, 2012; Sajjan ve ark.,, 2013). Antimikrobiyal ajanlarin dis {izerine
uygulanmasi da bu stratejilerden biridir (Matthijs ve Adriaens, 2002; Marsh,
2012; Sajjan ve ark., 2013). Bilinen en iyi antimikrobiyal ajan olan Chx plak ve
gingivitis olusumuna karst en etkili ajan olarak nitelendirilmektedir.
Arastirmacilar, mikroorganizmalarin uzun siire baskilanmasinin klorheksidin gibi
ajanlarin  uzun siire dis iizerinde temasi1 ile mimkiin olabilecegini
diistinmektedirler (Emilson, 1994; Madlena ve ark., 2000; Araujo ve ark., 2002;
Sajjan ve ark., 2013). Bu nedenle uzun donem salinim yapan ve bakteriler iizerine
etkili vernikler gelistirilmistir. Chx verniklerden biri olan Cervitec®plus %88
etanol/ethyl asetat, %10 polimer sistem ve antimikrobial ajan olarak ta %1 Chx ve
%1 timol icermektedir. Esas olarak bu vernikler yiiksek ciiriikk riski tasiyan

bireylerde ¢iiriik onleyici ajan olarak kullanilmaktadir. Chx vernik uygulamasi ile
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plaktaki S. mutans sayis1 baskilanmakta boylece karyojenik potansiyel
diismektedir. (Schaeken ve ark., 1991; Ie ve Schaeken, 1993; Schaeken ve ark.,
1994; Twetman ve ark., 1995; Twetman ve Petersson 1997, Madlena ve ark.,
2000; Araujo ve ark., 2002; Gerardu ve ark., 2003). Peterson ve ark. (1991),
yaptiklar1 in-vitro calismada, streptokokus mutanslarin Chx/timol vernige karsi
duyarl1 olduklarindan bu ajanlarin periodontal hastaliklarin tedavisi ve
onlenmesinde olduk¢a Onemli rol oynadiklarmi vurgulamislardir. Ortodontik
tedavi goren hastalarin tedavisinde Cervitec®plus kullanim dis eti cebi sivisindaki
inflamatuar ajanlarin anlamli derecede azalmasina neden olmaktadir. (Skold ve
ark., 1998, Yucel-Lindberg ve ark., 1999). %1’lik klorheksidin ve %1 timol i¢eren
vernik (Cervitec®plus) kullanmimi S. mutans sayisini ve buna bagli olarakta dis
cliriigiinii 2 yil siireyle inhibe etmektedir (Zaura-Arite ve Ten Cate, 2000). Chx
vernigin mevcut yararlarindan dolay1 bizde tez ¢calismamizda pozitif kontrol grubu

olarak Cervitec®plus kullanmay tercih ettik.

Larsson ve ark. (2001), klorheksidin/timol iceren vernigin, antibakteriyel etkisini,
ortodontik tedavi goren hastalardan topladiklart plak {izerinde inceledikleri
calismalarinda; klorheksidin vernigin total canli bakteri miktarini etkilemedigini
ancak 7.glinde S.mutans oranini anlamli derecede azalttigini bildirmislerdir.
Calisma sonunda klorheksidin/timol iceren verniklerin erken supragingival plakta
agiz bakterilerinin canliligin1i ve metabolik aktivitesini belli oranda azalttig1

sonucuna varmiglardir.

Yapilan bir¢ok calismada, yeni gelistirilmis antibakteriyal ajanlar altin standart
olarak ta kabul edilen Chx ile karsilastirilmaktadir (Emilson, 1994; Jones, 1997,
Huth ve ark., 2006; Pizzo ve ark., 2008; Kshitish ve Laxman, 2010). Auschill ve
ark. (2005), Chx ve amine fluoride/satannous fluoride igeren 2 gargaranin
biyofilm {izerine etkisini inceledikleri c¢aligmalarinda 1 dk’> Ik Chx
uygulanmasinin biyofilm bakterileri ilizerine etkisinin anlamli derecede fazla
oldugunu bildirmislerdir. Zaura-Arite ve ark. (2001), Chx’ in biyofilm bakterileri
lizerine olan antimikrobiyal etkisini inceledikleri ¢alismalarinda, Chx’ i 1dk siire
boyunca uygulamiglar ve etkili sonucglar elde etmislerdir. Foster ve ark. (2004),

yaptiklar1 caligmada, 12 saatlik biyofilm {izerine 30 ve 60 saniye siireyle
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antimikrobiyal ajan uygulamiglar. Calisma sonunda, klorheksidinin 60 saniye
uygulanmasinin hiicre zarina biiyiik harabiyet verdigini gézlemlemislerdir. Biz de
bu sonuglardan yola cikarak, tez ¢aligmamizda pozitif kontrol grubu olarak

kullandigimiz Cervitec®plus’ 1 1dk uygulamayi tercih ettik.

Ciirtik olusumunu engellemek i¢in kullanilan antimikrobiyal ajanlardan bir digeri
de fluordur. Fluor uygulamalar etkin agiz hijyeni ve diet diizenlenmesi ile beraber
uygulandig1 takdirde yeterli bir koruma saglamaktadir. Agiz hijyeni ile dis
yiizeylerinde biriken ¢iiriik yapict bakteriler uzaklagtirilirken fluor uygulamasi ile
de demineralizasyon engellenmis ve remineralizasyon artirilmis ve bakteri
enzimleri inhibe edilerek bakterilerin asit liretimi engellenmis olur (Featherstone,
1999). Fluor ozellikle cocuklarda etkili bir ¢iiriik Onleyici ajan olarak kabul
edilmektedir. Fluor digin fizikokimyasal yapisini degistirerek ¢iiriikk ataklarina
kars1 daha dayanikli olmasini saglamaktadir. Ayni1 zamanda fluor enolaz, fosfataz
ve profosfotaz gibi bakteri enzimlerinin inhibisyonunu da saglamaktadir
(Hamilton, 1990). Bakteri kompozisyonunu degistirerek plak ekosistemini de
degistirmektedir (Bowden, 1990). Bir¢ok c¢alisma fluorun bakterilerin
karbonhidrat metabolizmalarima da etkili oldugunu gostermektedir (Bowden,
1990). Marsh ve Bradshaw (1990), yaptiklar1 in-vitro calismada fluorun
streptokokus mutans biiylimesini inhibe ettigini bildirmislerdir. Hamilton (1990),
agi1z icerisindeki yliksek konsantrasyondaki fluorun asit olusumunu engelledigini
ve total bakteri sayisini azalttigin1 yaptig1 ¢aligma ile kanitlamistir. Yoshiara ve
ark. (2001), ise uzun dénem fluor kullaniminin agi1z igerisindeki bakteri sayisini

anlamli derecede azalttigini yaptiklari ¢calisma ile agiklamiglardir.

Topikal fluor ajanlar icerisindeki fluor bilesikleri, konsantrasyonlart ve uygulama
seklindeki farkliliklara gore jel formunda, dis macunlart icerisine katilarak,
gargara sekliyle ve vernik olarak uygulanabilmektedir (Baygin ve ark., 2013).
Topikal fluor ile ilgili ¢aligmalar 1940’ 11 yillarda baslamis 1960’ 1 yillarda ise,
ilk fluor vernik gelistirilmistir (Duraphat® sodyum fluor vernik) (Seppa, 2004).
Fluorlarin vernik sekliyle kullanilmasi birgok avantaj saglamaktadir. Avrupa’ da
bir¢ok iilkede fluor vernik olarak Duraphat vernik kullanilmaktadir. Floriir iceren

vernikler, mine yiizeyini Orterek fluor salan rezervuar olarak gorev yaparlar
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boylece uygulamanin hemen ardindan olusan fluor kaybi engellenmis olur.
Fluorun vernik seklinde kullanilmasi fluorun dis tlizerinde daha uzun siire
kalmasina neden olmaktadir (Seppa, 2004). Son yillarda yapilan bir¢ok ¢aligmada,
Duraphat verniklerin gerek daimi dislenmede gerekse siit dislenmede anlamli
derecede ¢iirtik gelisimini baskiladig1 bildirilmistir (Frostell ve ark., 1991; Peyron
ve ark., 1992, Zimmer ve ark., 1999; Autio-Gold ve ark., 2001).

Dis ciirliglinii 6nlemede basarili bir ajan olan fluorun antibakteriyel etkisinin
sinirl1 oldugu yapilan g¢aligmalarla bildirilmektedir (Emilson, 1994). Fluorun
antibakteriyel etkisini inceleyen az sayida ¢alisma vardir. Zickert ve Emilson
(1982), Duraphat uygulanmis ¢ocuklardan 4, 10, 21 giin sonra aldiklar1 plak ve
tiktiriik  orneklerindeki S.mutans seviyelerinin degismedigini bildirmiglerdir.
Fluorun ¢iiriik onleyici etkisinin plak ya da tiikiiriikteki S.mutans seviyeleri ile
ilgili olmadig; fluor verniklerinin daha ¢ok erken c¢iirik lezyonlarinin

remineralizasyonu iizerinde etkili oldugu sonucuna varmislardir.

Son yillarda fluorun ciiriik dnleyici etkisine antimikrobiyal etkilerinin de katkida
bulundugu goriisiiniin tartigmali oldugu bildirilmektedir (Fejerskov, 2004; Sajjan
ve ark., 2013). Jel teknikleri kullanarak gergeklestirilen in-vitro deneysel ¢iiriik
caligmalarinda, diisiik ve optimal diizeyde fluor uygulamasinin dislerde tamamiyla
benzer lezyon gelisim dereceleri olusturdugu gosterilmistir (Kidd ve ark., 1980;
Fejerskov, 2004). Ayrica fluorapatit igeren kdpekbaligi minesinde dahi in-situ
modelde ¢iirlik lezyonlari gelistigi bildirilmistir (@gaard ve ark., 1988; Fejerskov,
2004). Bu gibi sebeplerden dolay1r fluorun o6zellikle antimikrobiyal ajanlara
direncli olan biyofilm hiicreleri {izerine etkisini degerlendiren c¢aligmalar
planlanmasi gerektigi vurgulanmaktadir (Ten Cate, 2001; Van Loveren, 2001).
Biz de bu nedenle tez ¢alismamizda fluorun farkli zamanda olugsmus biyofilm

lizerine etkisini degerlendirmek i¢in Duraphat® vernik kullanmay tercih ettik.

Biyofilmin direncli yapisi nedeniyle, patojenik O6zelligini ve ciirlik olusturma
yetenegini azaltmak icin uygun preparat ve preparatlarin uzun siireli salinim
yapmasini saglayan sistemlere gereksinim vardir. Ciriikk olusumu, biyofilm

lizerine uygulanan mekanik ve kemoterdpatik girisimler ile durdurulabilir
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(Steinberg ve Friedman, 2000). Uzun siireli salimim yapan sistemler,
antimikrobiyal ajanin yavasca salinmasini saglayarak uzun donem bakterisit etki
gostermektedir (Emilson, 1994). Bizde tez calismamizda, antibakteriyel etki
gosteren ajanlarin uzun siireli salinimlarmin biyofilm olusumunu ve canliligin
daha etkin bir sekilde azaltabilecegi goriisiinden yola ¢ikarak deneysel ajan olarak

fluorun vernik formunu kullanmay1 tercih ettik.

Antimikrobiyal etkinligi bilinen klasik soliisyonlarin kimyasal ajan olarak
kullanilmasinin 6tesinde ozon gibi yeni, modern ve etkili ajanlarin kullanilmas1 da
dis hekimligi pratigi igerisine girmistir (Miiller ve ark., 2007). Ozon, atmosferde
dogal yollarla olusan bir molekiildiir. Ultraviyole 1sinlari, oksijen ile temasa
gectiginde, oksijen atomlarini ii¢lii gruplar seklinde gecici olarak birlestirerek,

enerji yliklenmis oksijen formu olan ozonu olustururlar (Bocci, 2006).

Antibakteriyel etkinligi ile bilinen ozon tedavisi son yillarda dis hekimliginde
giindeme gelen ve dikkat ¢ceken bir konu olmustur (Lynch, 2008; Nogales ve ark,.
2008; Hauser-Gerspach ve ark., 2009; Lynch, 2009). Arastirmacilar, ozonun
antimikrobiyal etkinliginin; konsantrasyon ve uygulama siiresi, ortam sicakligi,
bakteri tiirleri ve organizasyonu gibi faktorlerden etkilenebilecegini bildirmisler
ve ozon hakkinda daha fazla calisma yapilmasi gerektigini belirtmislerdir

(Nagayoshi ve ark., 2004; Nogales ve ark., 2008).

Gilinlimiize kadar Chx ve fluorun biyofilm {izerinde antibakteriyal ajan olarak
kullanimuyla ilgili bir¢ok arastirma yapilmis olmasina karsin antimikrobiyal tedavi
stratejilerinden biri olan ozon uygulamalar ile ilgili yapilmis ¢alisma sayisi ¢ok
azdir. Bu calismalarin hepsi de in-vitro kosullarda ve yetiskin bireyler iizerinde
yapilmistir. Bu nedenle biz de tez ¢alismamizda; ilk kez olarak ¢ocuk hasta
tizerinde ve in-situ kosullarda ozonun antimikrobiyal ajan olarak kompleks
biyofilm iizerine etkilerini konfokal lazer tarama mikroskobu ile degerlendirmeyi

amacladik.

Calismamizda, kullanilan ozon tedavisi, Almanya’da iiretilen ozon cihazi olan

OzonyTronX ile gergeklestirilmistir. Cihazin probu dise temas ettigi anda ortamda
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bulunan oksijen molekiilii (O2) atomlarina ayrigmaktadir. Bu atomik oksijen,
bakterilerin 6liimiine neden olmakta ve gecici olarak ortamdaki oksijen (O2) ile
birleserek yiiksek derecede dezenfeksiyon etkisi yapan ozon (O3) gazini

olusturmaktadir (Anonymus, 2010b; 2011a; 2011b; 2011d).

Bilindigi gibi ozon gazi solunmasi sonucunda agizda ve bogazda kuruluk, bas
agrisi, gogiiste daralma hissi ve Oksiiriik, astim krizinin tetiklenmesi ve
akcigerlerde hasara neden olmasi gibi istenmeyen etkilere yol agabilmektedir
(Millar ve Hodson, 2007). Bu konu ile ilgili olarak “TUV SUD (Teknik denetim
kurumu/Technischer Uberwachungs-Verein) Industrie Service GmbH” kurulusu
tarafindan OzonyTronX cihazinin iirettigi ozon gazi miktar1 ve konsantrasyonu
degerlendirilmistir. Ozonun dis hekimliginde kisa siirelerde (20-120 s)
uygulanmast sonucunda olusabilecek maksimum ozon konsantrasyonunun
(Kademe 5-120 s), insanlar i¢in zararlt ozon konsantrasyonu esik degerinin (TLV)
%37’sinde kalmasi nedeniyle, cihazin giivenli uygulanabilirligine izin verilmis ve
herhangi bir toksik etki yaratmadigi “TUV” belgesi ile bildirilmistir (Anonymus,
2010a; 2010b; 2011c). in situ kosullarda gergeklestirdigimiz ¢alismamizda sigir
disinden elde ettigimiz her bir Ornege Tlretici firmanin tavsiyesine gore 3.
kademede 60 s ozon tedavisi uygulanmistir (Anonymus, 2010b; 2011a; 2011b;
2011d). Bu uygulama insanlar i¢in zararli ozon konsantrasyonu esik degerinin

%1’inden daha diisiik seviyede kalmaktadir (Anonymus, 2011c; 2011d).

Antimikrobiyal ajanlarin etkilerini artirmak i¢in farkli ajanlarla kombine
kullanilmas1 fikri giderek artmistir. Arastirmacilar farkli iki antimikrobiyal ajani
kombine kullanarak ajanlarin  sahip olduklar1  6zelliklerini  artirmayi
hedeflemektedirler. Arastirmacilar, fluorun etkisini artirmak i¢in fluor vernigin
farkli antimikrobiyal ajanlar ile kombine kullanimin1 6nermektedirler (Maia ve
ark., 2003). Antimikrobiyal ajanlarin fluor ile kombine kullanimi olusabilecek
cliriiklerin engellenmesi i¢in uygulanacak en etkili yol olarak nitelendirilmektedir
(Dgaard ve ark., 2006). Baygin ve ark. (2013), ortodontik tedavi goren hastalarda
ajanlarin ¢ilirik olusumunu Onleyici etkilerini degerlendirmislerdir. Calismada
antimikrobiyal ajan olarak %0.2” lik Chx/%]1 timol vernik, %0.1’lik fluorid vernik

ve %0.2 Chx ve %0.2 sodyum fluorid kombine kullanilmistir. Calisma sonunda
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Chx ve fluorun kombine kullanildig1 grupta tiikiiriikteki toplam bakteri sayisinin

diger gruplara oranla daha az oldugu bildirilmistir.

Zaura-Arite ve Ten Cate (2000), Cervitec, Fluor Protector ve 1:1 karigimi
(Cervitec ve Fluor Protector) ile plasebo verniginin plaktaki S.mutans, laktobasil
konsantrasyonu ve dentin demineralizasyonu iizerine etkilerini incelemislerdir.
Uygulamadan 3 hafta sonra incelenen plakta S.mutans, laktobasil oranlarinin
plasebo grubuyla farklilik gostermedigini saptamislardir. Fluor verniklerinin
demineralizasyonu o6nemli oOlglide durdurdugunu, klorheksidin  verniginin
demineralizasyon fizerine etkilerinin sinirli oldugunu, fluor ve klorheksidinin
kombine kullaniminin yiiksek c¢iiriik risk grubundaki kisilerde tercih edilmesinin

Onemli avantajlar saglayacagini bildirmislerdir.

Twetman ve Petersson (1997), %]1°lik klorheksidin vernigi ile 1:1 oraninda
karigtirilan klorheksidin ve fluor verniginin arayiizlerde plak S.mutans diizeyi
lizerine etkilerini aragtirmiglardir. Birinci ay sonunda her iki vernik grubunda da
plak S.mutans diizeyinde baskilanma saptanirken, {giincii ay sonunda
klorheksidin ve fluorun kombine kullanildig1 grupta antibakteriyel etkinin devam

ettigi belirtilmistir.

Yaptigimiz literatiir taramasinda antimikrobiyal ajan olarak kullanilan Chx ve
fluorun kombine kullanildigi bir ¢ok calisma mevcutken ozonun diger
antimikrobiyal ajanlarla kombine kullanildig1r ¢aligmaya rastlanmamistir. Bu
sebepten yola cikarak biz de tez calismamizda, farkli zamanlarda olusmus
biyofilm iizerine etkisini daha da artiracagimi diisiindiiglimiiz i¢in ozonu Chx ve

fluor ile kombine kullanmayn tercih ettik.

Bugiine kadar biyofilmin mikro yapisinin ortaya ¢ikarilmasi, bakterilerin
fizyolojik ozelliklerinin, birbiriyle olan iletisimlerinin anlasilabilmesi i¢in farkli
teknikler kullanilmistir (Lawrence ve ark., 1991; Assmus ve ark.,1997; Pratten
ve ark., 2000; Merot ve ark., 2007). Tarama elektron mikroskobu (SEM),
gecirimli elektron mikroskobu (TEM), konfokal lazer tarama mikroskobu,

fluoresan mikroskobu, cesitli mikro sensorler, optik uyumlu tomografiler
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kullanilarak biyofilmin dogasi anlasilmaya calisilmistir (Sutton ve ark. 1994;

Davey ve O’ Toole, 2000; Perilli ve ark., 2000; Keevil, 2003).

Optik kesitlerin  birbirini etkilemeksizin kaydedilebilmesi ve bir araya
getirilmesiyle meydana getirilen goriintii elde etme teknolojisi olarak bilinen
konfokal lazer tarama mikroskobu (KLTM) biyofilmlerin goriintiilenmesinde
kullanilan en yeni tekniklerden biridir. Bir¢ok teknik degerlendirme esnasinda
hassas biyofilm yapisin1 bozarken, konfokal lazer tarama mikroskobu in-situ
kosularda olusturulmus canli biyofilm yapisina zarar vermeden bakterileri
inceleme olanagi sunmaktadir. Bu teknik sayesinde Orneklerin herhangi bir yere
gomiilmesine hatta fikse edilmesine bile gerek kalmamaktadir. Mikron
diizeyindeki ince kesitlerin konfokal mikroskobunda incelenmesi miimkiin olup,
elde edilen verileri 3 boyutlu olarak goriintiilemekte mikroskobun biiylik bir

avantajidir (Wood ve ark., 2000).

Oncelerde kullamlan elektron mikroskopisinde biyofilm preparati hazirlanmasi
esnasinda dehidrasyon veya deformasyon gibi morfolojik degisiklikler ortaya
cikmaktadir ve fiksasyon esnasinda %50 ye varan kiigiilmeler de izlenmektedir
(Assmus ve ark.,1997; Pratten ve ark., 2000; Merot ve ark., 2007). Oysa KLTM
tekniginde transmisyon veya tarama elektron mikroskopisinde karsilagilan
dehidrasyon veya deformasyon gibi istenmeyen degisikliklerle karsilagiimaz

(Lawrence ve ark., 1991).

KLTM canli fluoresan teknigi ile beraber kullanildiginda bozulmamis biyofilm
yapisini incelememize, ayrica farkli biyofilm kesitleri i¢indeki cansiz ve canli
bakterilerin oransal dagilimini giivenilir bir sekilde elde etmemize olanak
saglamaktadir (Netuschil ve ark., 1998; Auschill ve ark., 2001; Zaura-Arite ve
ark., 2001; Auschill ve ark., 2002). Canli floresan teknigi, farkli antibakteriyel
ajanlarin  biyofilm iizerine etkilerinin incelendigi ¢alismalarda siklikla
kullanilmaktadir (Arweiler ve ark., 2001,2002). Auschill ve ark. (2004), yaptiklari
calismada agiz icerisinde farkli bolgelerde 48 saat siire sonunda olusan biyofilm
kalinliginin bolgeler arasindaki farkini inceledikleri ¢aligmalarinda canli floresan

teknigi ile kombine olarak KLTM kullanmiglardir. Auschill ve ark. (2005), iki
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farkli antibakteriyel ajanin biyofilm iizerine etkisini inceledikleri ¢alismalarinda
canli ve cansiz biyofilm bakterilerini degerlendirmek i¢in floresan teknigi ile
KLTM’ yi birlikte kullanmiglardir. Aynmi sekilde Gu ve ark.” lar1 da (2012),
yaptiklari ¢alisma da biyofilm bakterilerinin canliligini floresan teknigi ve KLTM

ile incelemislerdir.

Biyofilm bakterileri ¢evresel streslere karst hayatta kalma stratejileri
gelistirmektedirler. Bunlardan biri de besin yetersizliginde bakterilerin canli fakat
kiiltire edilemeyen duruma ge¢cmeleridir. Bakteriler bu durumdayken
cogalmazlar, ancak canhdirlar ve kosullar diizeldigi zaman metabolik
aktivitelerini tekrar kazanabilirler. Bu durumdaki bakteriler canli olmalarina
ragmen metabolik aktivitelerinin ¢ok az olmasi nedeniyle kiiltiir teknikleriyle
tespit edilemezken boyama ile KLTM’ de tespit edilebilir. Besin yoksunlugu gibi
cevresel streslerin biyofilm bakterilerinin antimikrobiyal ajanlara karsi olan

direncini artirdig1 belirtilmektedir (Twetman, 2004).

Konfokal lazer tarama mikroskobunun sahip oldugu bu 6zelliklerinden dolay1 biz
de tez ¢alismamizda, ozon, Cervitec®Plus ve Duraphat® cila gibi antibakteriyel
etkinligi olan ajanlarin farkli zamanlarda olusmus biyofilm bakterileri iizerine
etkilerini ve farkli zamanlarda biyofilm kalinlik diizeylerini canli floresan teknigi

ile kombine kullandigimiz konfokal lazer tarama mikroskobu ile inceledik.

In situ modeller, fluorun, diger remineralize edici ajanlarin, mikrobiyal viriilans
faktorlerin, kariyojenik gidalarin ve ¢lirlik Onleyici sakizlarin etkilerinin
incelenmesinde siklikla kullanilmaktadir. Farkli zamanlarda olusmus biyofilm
kompozisyonunu degerlendirmek ic¢in planlanan c¢alismalar da genellikle in-situ
kosullarda yapilmaktadir (Nyvad ve Kilian, 1987; Macpherson ve ark., 1991). In-
vitro kosullarda yapilan ¢aligmalarin agiz ortamindaki degisimleri degerlendirme
etkisinin olmamasi; in-vivo kosullarda yapilan ¢alismalarin ise deney siirelerinin
uzun ve detayli laboratuvar degerlendirmelerin yapilamamasi gibi nedenler klinik
ve laboratuvar olanaklarinin birlikte kullanildig1 in-situ kosullarda yapilan
calismalarn 6n plana ¢ikmasina neden olmustur. In-situ ¢alismalar; in-vitro

laboratuvar c¢alismalar1 ya da hayvan caligmalarinin aksine deney ortaminin
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bireylerin dogal agiz ortami olmas1 gibi avantajlara sahiptir. Ayrica farkli temel
bilim dallarinda kullanilan analitik tekniklerin de kullanimina imkan
saglamaktadir. Bu sayede caligmanin hassasiyeti ve metodun bilimsel dogrulugu
da arttirilmus olur. In situ calismalarin, az katilimeiya ihtiya¢ duyulmasi, daha kisa
deney siiresi nedeniyle insanlarda yapilan pek ¢ok ¢alismada karsilasilabilen etik
ve motivasyon sorunlarinin elimine edilmesine olanak tanimasi ve uzun siireli
calismalarla kiyaslandiginda daha ekonomik olmasi nedenleriyle her gecen giin

daha fazla tercih edildigi belirtilmektedir (Faller, 1995; Zero, 1995; Elmas, 2007).

In-situ kosullarda yapilan calismalarm mevcut avantajlarinin yaninda; katilimei
sayisinin ¢ogu zaman 5 ile 40 gibi az sayida olmasinin, sorunun goriildiigii grubu
temsil etmede yetersiz kalmasi, katilimcilarin ¢alisma protokoliine gosterdikleri
uyumun sorgulanabilir olmasi gibi dezavantajlar1 da vardir (Zero, 1995; Silva ve

ark., 2004).

Antiplak ajanlarin plak mikrobiyolojisi iizerine etkilerinin incelendigi in-vitro
calismalarda, dogal tiikiiriik ortaminin ve farkli kompozisyonda plak birikiminin
saglanamamasi ve hastalarin kendilerine ait diyet aligkanliklarin1 deney ortamina
yansitilamamasi gibi problemler bulunmaktadir. Oysa in-situ biyofilm modelleri
ile bu problemler asilmistir. Orneklerin direkt tiikiiriik ile temas etmesi ve
katilimcilarin kendi diyet aliskanliklarin1 deney ortamina yansitabilmesi sayesinde
farkli bolgelerden giivenilir plak birikimi saglanmakta ve antimikrobiyal ajanlarin
var olan plak ile olan etkilesimleri kolaylikla incelenebilmektedir (Manning ve
Edgar, 1992; Ten Cate ve Marsh, 1994). Bu nedenlerden dolayi, farkli zamanlarda
biyofilm olusumunu saglamak ve mikrobiyal kompozisyonunu daha giivenilir bir
sekilde degerlendirebilmek i¢in tez ¢alismamizi in-situ  kosullarda

gerceklestirmeyi tercih ettik.

Hay (1995), degiskenlerdeki ¢esitlilik nedeniyle standartlarin olusturulmasinin
miimkiin olmadig1 klinik calismalar ile deney sartlar1 tamamen arastirici
tarafindan belirlenip kontrol edilebilen laboratuvar ¢alismalar1 arasinda bir koprii
gorevi Ustlenen in-situ ¢lirlik modellerinin olusturulmasinda; deney parametreleri,

calisma dizayni, katilimci grubunun secimi, uygulanacak klinik protokoliin
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olusturulmasi, kullanilacak olan sert doku tipi ve modelin fiziksel sekli ile mineral
icerigin degerlendirilmesinde kullanilacak metodun se¢imi konularma dikkat

edilmesi gerektigini belirtmektedir.

Katilimcilarin - se¢iminin  biiyiikk onem tasidigi in-situ ¢liriik modellerinin
kullanildig1 arastirmalarda; sistemik bir rahatsizligi bulunmayan, agiz i¢i
mikrofloray1 etkileyen (antibiyotik vs) ve tiikiiriik akisim1 azaltan ilaglar
(antidepresan, antihistaminik) kullanmayan bireylerin secilmesi gerektigi ancak
bu sekilde bulgularin daha giivenilir olabilecegi konuyla ilgili yapilan
calismalarda belirtilmektedir (Featherstone ve Zero, 1992; Cain ve ark., 1994;
Amaral ve ark., 2006; Elmas, 2007).

Bu nedenlerle tez ¢alismamiza, genel saglik durumu iyi, yakin dénemde akut bir
hastalik gecirmemis, son 6 ay i¢inde sistemik ya da lokal etkili ila¢ kullanmayan,
periodontitis bulgusu ve yumusak dokuda herhangi bir enfeksiyon bulunmayan 5’i
yuksek c¢iiriik aktiviteli 5’1 ¢liriiksiiz yas ortalamasi1 12,7 olan toplam 10 gontlli
cocuk hasta dahil edilmistir. Calismada yer alacak katilimcilarin arastirma
kriterlerini tiimiiyle temsil edecek yapida olmasina 6zen gosterilmistir (Cain ve
ark., 1994; Elmas, 2007). Tez ¢alismamizin katilimcilara ait kisminda, yapilmasi
gereken biitiin islemleri diizgiin bir sekilde anlayabilmeleri ve en dogru sekliyle
yerine getirebilmeleri nedeni ile 6zellikle biiylik yasdaki ¢ocuklarin se¢ilmesine

0zen gosterilmistir.

Biyofilm icerisindeki bakterilerin canliligin1 degerlendirmek amaciyla planlanan
in-situ biyofilm modelleri i¢in kullanilan 6rnekler ¢ogunlukla insan dislerinden,
sigir dislerinden ve fabrikasyon cam kesitlerden ve hidroksiapatit disklerden elde
edilmektedirler. Netuschill ve ark. (1998), akrilik plak i¢ine gomiilmiis mine ve
cam Ornekler iizerindeki biyofilm kalinlik degerlerini dlgtiikleri calismalarinda,
mine ve cam Ornekler {izerinde benzer biyofilm kalinlik degerleri bulduklarini iki
ylizey arasinda biyofilm tutulumu agisindan anlamli bir farkliligin olusmadigini

bildirmislerdir.
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In situ calismalarda insan dislerinden elde edilen &rneklerin kullaniminin bazi
dezavantajlar1 vardir. Genellikle yeterli kalitede insan disi elde edebilmek oldukga
zordur. Cekilmis dislerin ¢ogunda genis ciiriik lezyonu ya da genis defektler
bulunmaktadir (Mellberg, 1992). Ayrica insan disi elde edebilmek ic¢in gerekli
kaynak ve uygun yas araligi bulmakta oldukca giictiir. Insan dislerinin kiigiik ve
kurvatiirlii yiizeyleri 6zellikle genis ylizey ve sabit kalinlik gerektiren spesifik
calismalarda kullanmak igin uygun degildir (Zero,1995). Insan disi disinda bircok
farkl: tiir disler de in-vitro ve in-situ ¢alismalar i¢in kullanilmaktadir. Bunlardan
en c¢ok kullanilanlar1 sigir disgleri, domuz disleri, kopek baligi disleri ve at
disleridir. Sigir disleri insan dislerine alternatif olarak calismalarda en ¢ok
kullanilan dislerdir ve son 30 yil icerisinde kullanimi hizlica artmistir. Yiiksek
kalitede sigir disi elde etmek olduk¢a kolaydir ve insan disleriyle
karsilagtirildiklarinda sigir disleri daha homojen bir yapiya sahiptir. Ciiriik
lezyonu bulunmayisi, defekt ve kiriklarin insan dislerine gore daha az sayida
olmas1 ve genis ylizeye sahip olmasi gibi nedenler biyofilm bakterilerini
incelemede kullanilan in-situ calismalarda sigir disi kullanimint artirmigtir
(Mellberg, 1992). Sigir disleri ve insan digleri kimyasal ve yapisal olarak
birbirleriyle benzerlik gostermektedirler. Feagin ve ark. (1969), remineralizasyon
ve demineralizasyon esnasinda mine yiizeyindeki Ca/ F iyon degisimlerinin sigir
disi ve insan disinde ayni sekilde oldugunu gostermistir. Davidson ve ark. (1973),
minenin kalsiyum igerigini sigir dislerinde %37.9 insan dislerinde %36.8 oraninda
oldugunu bulmuslar hatta sigir dislerinde Ca iyonlarinin daha homojen olduklarini
bildirmislerdir. Gwinnett ve ark. (1972), cekilmis sigir ve insan dislerinde fluor
almmmi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farkin olmadigimi yaptiklar
calisma ile bildirmislerdir. Biz de biyofilm igerisindeki bakterileri inceledigimiz
tez calismamizda, sigir disleri ve insan dislerinin benzer kimyasal ve fiziksel
ozellik tasimalari, genis ylizeyi sayesinde 1 disten fazla sayida 6rnek almamiza
olanak saglamasi nedeniyle sigir disinden elde edilmis 6rnekleri kullanmay1 tercih

ettik.

In-situ arastirmalarda; kullanilan ag1z i¢i apareylerin sekli ve biiyiikliigii, sabit ya
da hareketli olup olmamalar1 da 6nemli etkenler arasindadir (Wefel, 1990). Hem

klinik, hem de analitik diizeyde deneyime gereksinim gosteren in-situ c¢liriik
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modellerinde 6rnekler; c¢ikartilabilir apareylerle, tek kesit halinde ya da direkt

disler iizerine yapistirilarak kullanilabilecegi belirtilmistir (Zero, 1995).

In-situ modellerin dizayninda siklikla cikartilabilir apareyler hazirlanmaktadir.
Hareketli in-situ modellerde, apareyin agiz boslugundan c¢ikartilabilmesi
sayesinde, hem apareyin hem de Orneklerin siirekli kontrolii yapilabilmekte,
Olcimlerin ve gerekli durumlarda cesitli modifikasyonlarin yapilmasi veya
orneklerin agiz disinda isleme tabi tutulabilmesi miimkiin olabilmektedir
(Featherstone ve Zero, 1992; Elmas, 2007). Biyofilm bakterilerinin incelendigi in-
situ ¢aligmalar i¢in hazirlanan hareketli apareylerin kullanildig1 ¢enenin alt ya da
ist olmasi da 6nemli bir konudur. Auschill ve ark., (2004) agiz icerisindeki farkl
bolgelerde biyofilm birikimini inceledikleri ¢alismalarinda, biyofilm kalinligini
6l¢mek icin hazirlanacak apareyin iist ¢ene i¢in hazirlanmasinin uygun oldugunu
bildirmislerdir. Ust cene igin hazirlanmis apareylere yerlestirilen &rneklerde
biyofilm olusumu ¢ok daha hizli olmaktadir (Auschill ve ark., 2001). Aym
zamanda cift tarafli apareyler sert doku orneklerinin aproksimal, lingual ve
vestibiiler bolgelerde kullanilabilmesine imkan vermektedir (Stookey ve ark.,
1985; Clark ve ark., 1986; Dijkman ve ark., 1986; Reintsema ve Arends, 1988).
Biz de tez calismamizda, yeterli kalitede ve kisa siirede giivenilir biyofilm
yapisint  olusturmak i¢in st ¢ene icin hazirladigimiz hareketli plaklari

hastalarimiza uygulamay1 tercih ettik.

Plak birikimini saglamak icin simdiye kadar farkli tipte bireysel apareyler
tasarlanmistir (Nyvad ve Kilian, 1987; Robinson ve ark., 1997; Wood ve ark.,
2000; Zaura-Arite ve Ten Cate, 2000). In situ kosullarda biyofilm elde edilmesi
icin tasarlanan ve su an kullanilan apareyler ge¢miste yapilan ¢alismalardan elde
edilen tecriibeler dogrultusunda dizayn edilmistir (Netuschil ve ark., 1998;
Auschill ve ark., 2001, Auschill ve ark., 2002,). Orneklerin aparey iizerinde
bulundugu bdlgenin lokalizasyonu da in-situ model ile elde edilen sonuglari
etkileyen bir diger faktordiir. Sert doku Ornekleri aparey iizerinde aproksimal,
lingual, vestibiiler ve palatal bolgelere yerlestirilmektedir (Stookey ve ark., 1985;
Clark ve ark., 1986; Dijkman ve ark., 1986; Reintsema ve Arends, 1988)
Ornekler, aparey iizerinde vestibiil bolgeye yerlestirildiginde biyofilm
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olusumunun uzun zaman sonunda dahi ¢ok seyrek ve ince oldugu goriilmektedir
(Netuschil ve ark., 1998). Biyofilm biiyiimesinde ve biyofilmin sert dokular
tizerine tutulumunda tiikiirtikteki asit glikoproteinleri ve dis eti cebi sivisi biiylik
Ooneme sahiptir (Bradshaw ve ark., 1997; Bos ve ark., 1999). Tiikiiriikte bulunan
besinler ve ¢evredeki komsu mikroorganizma topluluklarinin metabolik {irtinleri
de biyofilm gelisimi {izerine etkiye sahiptir (Gilbert ve ark., 1997). Aparey
tizerinde palatal bolgeye yerlestirilen 6rnekler agiz i¢i besinlerin bu bdlgeye
ulagamamasi ve dislerden uzak bir bolgede oldugu icin diseti cebi sivisindan ve
cevre mikrobiyal topluluklarda uzak kalmasi nedeniyle ¢ogu zaman yetersiz ve
kalitesiz biyofilm olusumuna neden olmaktadir. Bu nedenlerden dolay1 6rneklerin
palatal bolgeye yerlestirilmesi calismalarda tercih edilmemektedir (Auschill ve

ark., 2004).

Aparey seklinde yapilan birkag degisim ile daha giivenilir, daha kolay ve daha iyi
kosullarda plak gelisimi saglanmis, bu sayede de ayn1 anda standart biyofilm elde
etmek miimkiin hale gelmistir. Apareyde giivenilir biyofilm olusumunu saglamak
icin yanaga dogru bukkal bir ¢ikinti hazirlanmistir (Auschill ve ark., 2004;
Auschill ve ark., 2005; Gu ve ark., 2011). Planlanan apareylerde, hazirlanan
ornekler, dislerin bukkal yiizeylerine bakacak sekilde ve dislerle arasinda 2mm’
lik mesafe olacak sekilde yapiskan mum ile apareye gomiilmiistiir. Orneklerin bu
sekilde yerlestirilmesinin amaci, biyofilm olusumu esnasinda dil, yanak ve
dudagin etkilerinden korumaktir. Disler arasindaki 2 mm’ lik mesafe sayesinde
ise, biyofilm bakterilerinin ¢ogalmasi i¢in gerekli olan besleyici sivi ortam
saglannmgtir. Orneklerin bukkal uzantiya yerlestirilmesi olusacak biyofilmin
interproksimal plak yapisimi taklit etmesine de olanak saglamakta ve ¢igneme
basincinin olumsuz etkilerinden biyofilm yapisint korumaktadir (Auschill ve ark.,
2004). Yapmis oldugumuz tez c¢alismamizda, biyofilm olusumu esnasinda
olusabilecek problemleri minimuma indirmek, kaliteli ve zarar gormemis biyofilm
yapist olusturabilmek icin hazirladigimiz 6rnekleri apareylerde bulunan bukkal

uzanti igine yerlestirmeyi tercih ettik.

In-situ ¢alismalarda; kullanilan agiz i¢i modellere yerlestirilen mine 6rneklerinin

calisma Oncesi tabi tutulduklar sterilizasyon islemi 6nemli bir deney asamasini
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olusturmaktadir. Giiniimiize kadar otoklavlar, kuru hava sterilizasyonu, klorun
kullanildig1 kimyasal sterilizasyon, X-151n1, gama-1gin1 gibi iyonize radyasyonun
kullan1ldig1 radyasyon sterilizasyonu, 10,8 °C’nin {izerindeki 1silarda gaz halinde
bulunan etilen oksitin kullanildig1 gaz sterilizasyonu ve formaldehit ve alkol
buharmin kullanildigi kimyasal buhar sterilizasyon yontemleri kullanilmistir
(Elmas, 2007). Takeuchi ve ark. (2007), 2 farkli antimikrobiyal ajanin biyofilm
olusumu iizerine etkisini inceledikleri c¢alismalarinda biyofilm olusumunu
saglamak icin kullandiklar1 orneklerin sterilizasyonunu otoklav kullanarak
yapmiglardir. Miiller ve ark. (2007), ozonun biyofilm {izerine etkisini arastirdiklari
caligmalarinda sigir disinden elde etikleri ornekleri otoklavda steril etmislerdir.
Biz de tez ¢alismamizda sigir dislerinden elde etigimiz ornekleri otoklavda steril

ettik.

In-situ kosullarda yapilan calismalarda deney siiresi; kullanilan analitik
metodlarin hassasiyetine, arastirilan konuya ve kullanilan modele bagl olarak 45

dakika ile 6 ay kadar siirebilmektedir (Zero, 1995).

Biyofilm yapist farkli zamanlarda farkli yapisal, fiziksel ve genetik ozellikler
sergilemektedir. Bakterinin bir yiizeye tutunmasiyla baslayan biyofilm olusumu
dinamik bir olaydir (Hall-Stoodley ve Stoodly, 2002; Hall-Stoodley ve ark.,
2004) Dis yiizeyi temizlendikten 8 saat sonrasinda dislerin yakinindaki yanak ve
dil mukozasindan veya tiikiiriikten kaynaklanan bakteriyel birikintiler plak
olusumunun ilk safhasini olusturmaktadir. Bu safhadaki plak, tiikiiriikten ¢okelen
miisin, epitel hiicreleri, lenfositler, 16kositler ve yiyecek artiklarini igerir ve olusan
plak geng plak olarak adlandirilir (Bayirh ve Sirin, 1982; Newbrun, 1989). Ortaya
cikan ilk mikrobiyal baglanti zayif ve geri doniisebilen karakterdedir. Baslangic
baglantisin1 takiben organizmalar sessiz bir faza girerler. Sessiz faz siirecinde
organizmalar genetik yapilarin1 degistirebilirler. Genetik materyaldeki bu
degisikligin baglanmadan hemen sonra sekillendigi bilinmektedir. Biyofilmler
ekstrakromozomal DNA degisimleri i¢in ideal ortamlar olustururlar. Hiicreler
arasinda DNA transferi gergeklesir. Bdylece genetik yapist degisen hiicreler
cevreden gelebilecek olumsuz etkilere kars1 daha direng kazanmis olur (Post ve

ark., 2004).
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848 saat arasinda gecen donem hizli mikroorganizma iireme safhasi olarak
bilinmektedir. Bu safthada mikroorganizmalar plaktaki diger hiicreleri ve besin
maddelerini kullanarak g¢ogalir. Streptococcus mutans (S. mutans) basta olmak
lizere bir grup mikroorganizma ortamdaki karbonhidratlardan EPS sentezi yapar.
Glukanlar halindeki bu EPSler plagin dise daha siki yapismasini saglar. Bu satha
olgun plak adim1 da alir (Bayirli ve Sirin, 1982; Newbrun, 1989). Bu evrede
olugmus biyofilm yapis1 ¢evreden gelebilecek olumsuz etkilere kars1 daha direngli
hale gelir (Post ve ark., 2004). 48 saatin sonunda olusan biyofilm yapisinda
mikroorganizmalarin sayisinda belirgin bir degisiklik gozlenmezken, ¢esitliliginde
artis goze carpar. Baslangigta hakim olan aerob streptokoklar plak kalinlagtik¢a
yerini anaerob ve filamentdz mikroorganizmalara birakir. Ancak iist tabakada
halen aerob mikroorganizmalar mevcuttur (Bayirli ve Sirin, 1982; Newbrun,
1989). Biyofilm olusumunun farkli asamalarinda mikroorganizmalarin
sergiledikleri fenotipik Ozellikler birbirinden olduk¢a farkli olabilir. Biyofilm
olusumundaki bu degiskenlik, antimikrobiyal ajanlarin biyofilm bakterileri
tizerine etkilerinin degerlendirildigi calismalarda 6nemli bir konudur. Biyofilm
calismalarinda, biyofilm olusum siiresi ¢ok farklilik gdstermektedir. 24 saatten 6
haftaya kadar degisen siirelerde biyofilmler olusturulmus ve antimikrobiyal
ajanlarin etkinlikleri degerlendirilmistir (Arias-Moliz ve ark., 2009; Bryce ve ark.,

2009; Shen ve ark., 2009; Williamson ve ark., 2009).

Yaptigimiz literatlir taramasinda, yapilan calismalarda biyofilm olusum siiresine
iliskin bir standardizasyon belirlenememistir. Biz de tez ¢alismamizda, biyofilm
icindeki bakterilerin 6zelliklerinin degisim zamanlarinin 6, 24 ve 48. saatlere denk
gelmesi, ayrica in-situ caligsmalarda kullanilan apareylerdeki doku oOrneklerinin
degerlendirilmesi amaciyla katilimcilardan alinip degerlendirildigi stirenin
miimkiin oldugunca kisa tutulmasi , deney siiresinin uzamamasi ve katilimcilarin
klinik protokolden uzaklagmamalar1 i¢in (Dijkman ve ark., 1990; Ogaard, 1990)
antimikrobiyal ajanlarin etkinliklerini 6, 24 ve 48. saatte olusmus biyofilm yapisi

tizerinde incelemeyi tercih ettik.

Dislerin ylizey Ozelliklerinin farkli olmasi1 nedeniyle her katilimer i¢in 1 disten

toplam 18 adet 6rnek elde edilmistir. Katilimcilarin plaklari tasima siiresi sonunda
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plaklardan ¢ikarilan aymi disten elde edilen Orneklere rastgele olacak sekilde
tedavi prosediirii uygulanmistir. Bu sayede farkli dislerde olusabilecek yiizey
ozellik farkliliklar1 engellenmistir. Calismamizda her katilimci igin ayni disten
elde edilen Orneklerin kullanilmasi ve Orneklerin farkli siireler boyunca ayni
katitlime1  tarafindan  taginmasinin,  gruplar  aras1  karsilastirmalarin
degerlendirilmesinde daha giivenilir sonuglar elde etmemize olanak tanidig:

diisiincesindeyiz.

In situ kosullarda antimikrobiyal ajanlarin farkli zamanlarda olusmus biyofilm
tizerine etkisinin incelendigi ¢caligmalarda, antimikrobiyal ajanlar, 6rnekler tizerine
ag1z ici ve agiz dis1 olmak iizere 2 sekilde uygulanmaktadir. Biyofilm olusumunun
saglandig1t  Orneklere uygulanacak tedavi prosediirlerinin agiz disinda
uygulanmasinin 2 avantaji vardir. Birincisi agiz dis1 yikama sayesinde kisiye 6zgii
tikiirtik 6zellikleri, tiikiiriik akiskanlig1 ve kisinin tlikiiriik florasindaki farkliliklar
gibi kisiden kisiye degiskenlik gdsteren Ozellikler ortadan kaldirilmis boylece bu
farkliliklardan dolay1 olusabilecek degisken sonuglar devre dis1 birakilmis olur.
Ikinci sebebi ise, ozellikle farkli zamanlarda olusmus biyofilm yapisinin
incelendigi calismalarda, pes pese uygulanan deney gruplarinin ayni kosul ve
benzer deneysel periyotlar cercevesinde incelenmesine olanak saglanmaktadir.
Deney periyodunun pes pese oldugu durumda, (6, 24, 48 saat biyofilm olusumu)
antimikrobiyal ajanin ilk Ornekler i¢in agiz i¢i uygulanmasi diger gruba ait
orneklerin de etkilenmesine ve yanlis sonuglarin ortaya ¢ikmasina neden olacaktir
(Zaura-Arite ve ark., 2001). Etkili bir antimikrobiyal ajan olan Chx’ in
uygulandigi zaman boyunca agiz igerisinde tutulumunun oldugu ancak aktif
oldugu form boyunca agiz i¢i yumusak dokulardan yayiliminin olduguna dair
kanitlarin olmadig: bildirilmistir (Jenkins ve ark., 1988). Ancak Auschill ve ark.
(2005), iki farkli antimikrobiyal ajanin biyofilm iizerine etkisinin inceledigi
caligmalarinda, Chx’ in etkisinin uzun siire devam edecegi diisiincesiyle diger
atimikrobiyal ajanin kullanimindan o6nce hastada 2 hafta ajan uygulamadan

bekleme siiresi uygulamislardir.

In situ kosullarda yapilan ¢alismalarda, antimikrobiyal ajanin ag1z ici ya da agiz

dist uygulanmasinin ¢aligma sonuglar1 agisindan herhangi bir fark olusturmadigi
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yapilan calismalarla vurgulanmistir (Jenkins ve ark., 1988). Biz de tez
calismamizda bir birini takip eden deney periyotlarinin bir digerinin sonuglarini
etkilememesi i¢in Ornekler {izerine uygulanan Chx, fluor ve ozon gibi

antimikrobiyal ajanlar1 agiz disinda uygulamay tercih ettik.

Spesifik floresan problarinin kullanilmasi spesifik matriks komponentlerinin ve
bakterilerin taninmasina olanak saglamaktadir (Costerton ve ark., 1995). Korber
ve ark. (1993), bakterileri goriintiilemek icin acridine orange boyasi
kullanmiglardir. Wood ve ark (2000), plak matrikslerini floresan boyasiyla
boyamustir. Iki gesit fluoresan boyasiyla bakterilerin boyanma islemi de canl ve
cansiz bakterilerin ayr1 renklerde boyanmasina olanak saglamaktadir (Arweiler ve
ark., 2004). Fluorescein diacetate (FDA) ve Ethidium bromide (EB) canli ve
cansiz bakterilerin incelendigi caligsmalarda siklikla kullanilmaktadir. FDA intra
seliiler enzim aktivitelerini incelemek i¢in kullanilmaktadir. FDA 1s1ksiz hiicre
gecirgen boyasidir ve intraselliiler esteraz tarafindan yesil 1s18a dontstiiriiliir.
Uygulandiginda hiicre membranimna penetre olarak enzimatik aktiviteyle
sitoplazmaya baglanir ve 1s1ma meydana getirir. Baglandigi hiicreden ayrilmaz
(Rotman ve Papermaster, 1966) ve sadece canli hiicreleri boyama oOzelligine
sahiptir. EB cansiz bakterilerin RNA ve DNA’ larina baglanma 6zelligi olan bir
boyadir. Baglanmasi ile birlikte fluoresan 6zelligi daha da artmakta ve cansiz

bakterileri kirmizi renge boyamaktadir (Arweiler ve ark., 2004).

Bu iki boyanin kombine kullanimi ilk defa 1980 yilinda giindeme gelmis olup
1983 yilinda ilk kez biyofilm caligmalar1 i¢in kombine olarak kullanilmistir
(Arweiler ve ark., 2004). Bu canli fuoresan teknigi siklikla farkli antibakteriyel
ajanlarin plak iizerine etkisinin incelendigi c¢alismalarda kullanilmaktadir
(Arweiler ve ark., 2001,2002). Biz de tez ¢calismamizda biyofilm i¢indeki cansiz
ve canli bakterileri goriintiilemek amaciyla fluoresan boyasi olarak FDA ve EB

boyalarini kullandik.

Biyofilm caligsmalarinda mikroskobik degerlendirme 6nemli bir yer tutmaktadir.
KLTM biyofilm yapilarinin degerlendirilmesinde kullanilan bir yontemdir. Bu

yontemle hem biyofilmin 3 boyutlu goriintiisii hem de bu goriintiilere ait kantitatif
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veriler elde edilebilmektedir. Bu teknik 6rneklerin herhangi bir yere gémiilmesine
hatta fikse edilmesine bile gerek kalmadan giivenilir 3 boyutlu goriintii almamiza
olanak saglamaktadir (Wood ve ark., 2000). Ancak biyofilm bakterilerini
incelemek i¢in kullanacagimiz KLTM’ nin baska bir enstitiide olmasi, tasima
esnasinda biyofilm yapisinin bozulmamasi ve inceleme yaptigimiz 6rnekleri baska
bir zaman tekrardan inceleme firsati saglamasi nedeniyle yapmis oldugumuz tez
calismamizda Ornekleri fikse etmeyi tercih ettik. Austchill ve ark. (2001),
yaptiklar1 ¢aligmalarinda hazirladiklar1 6rnekleri fikse ettikten sonra KLTM’ de
incelemiglerdir. Ayni sekilde Netuschill ve ark. (1998), yaptiklari c¢aligmada
ornekleri boyadiktan sonra fikse edip o sekilde KLTM’ de incelemislerdir.

Bahsedilen kriter ve kosullar altinda gerceklestirdigimiz tez calismamizda, in-situ
kosullarda ciirtiklii ve cliriiksiiz iki grupta 6, 24 ve 48 saat sonunda olusmus
biyofilm ornekleri, ajanlarin antibakteriyel etkisini degerlendirmek igin
antibakteriyel ajan uygulamasii takiben benzer c¢alismalarda oldugu gibi
ethidium bromide ve fluoresan diacetat boyalar1 ile boyanmistir (Netuschil ve
ark., 1989). Boyama iglemini takiben konfokal lazer tarama mikroskobu ile
biyofilm kalinlik ve canlilik degerleri dl¢tilmiistiir. Biyofilm kalinlik degerleri,
biyofilm olusumunun saglandigi 6rnek ile biyofilm yapisi igindeki yiiksek hiicre
kiiltiirinlin tepe noktas1 arasindaki mesafenin Olgiilmesi ile belirlenmis pm
cinsinden hesaplanmistir (Auschill ve ark., 2004). Biyofilm canlilig1 ise
mikroskop ile elde edilen goriintiiler iizerindeki kirmizi ve yesil rengin toplam

renge oranlanmasi ile % cinsinden hesaplanmistir.

6, 24 ve 48. saat icin ayr1 ayr1 hazirladigimiz, sigir dislerinden elde edilen 6rnekler
tizerindeki biyofilm kalinlik degerleri, 6. saatte ¢liriklii grupta ortalama olarak
14,5 pum, ciirtiksiiz grupta 11.5 pm, 24. saatte ¢iiriklii grupta 34,8 um, ¢iiriiksiiz
grupta 26,3 pm olarak bulunmustur. 48 saatte ise biyofilm kalinlik degerleri
clriiklii grupta 81.1 pum, ¢iirliksiiz grupta 62,4 um’ dir. Ciiriiklii ve ¢iiriiksiiz her
iki grupta da zaman gegtikce biyofilm kalinlik degerleri istatistiksel olarak anlaml
sekilde artmistir (p<0.05). Her bir zaman diliminde, biyofilm kalinlik degerleri
cuiriikli grupta ciiriiksliz gruba gore istatistiksel olarak anlamli sekilde daha fazla

bulunmustur (p<0.05).
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Biyofilm yapis1 organik asit diflizyonuna kars1 bariyer gorevi gorerek disi
koruyabilme 6zelligine sahip oldugu gibi nétralize edici ajanlarin mine yiizeyine
ulagmasini engelleyerek ¢iirlik olusumunu tetikleme gibi 6zelliklere de sahiptir.
Agiz ici hastaliklara neden olabilecek diizeyde biyofilm kalinliklarimin 6nemi
dikkate alindiginda, biyofilm kalinliklarin1 degerlendiren olduk¢a az sayida
calisma bulunmaktadir. Bu sebepten otiirli diger ¢alismalarla karsilastirma

yapmak olduk¢a zor olmaktadir (Auschill ve ark., 2004).

Biyofilm i¢indeki bakteriler zaman gectikce farkli yapisal 6zellikler sergilemekte
buna bagl olarakta biyofilm kalinlik degerleri degismektedir. Ozellikle geng plak
olarakta adlandirilan biyofilm olusumunun ilk evrelerinde daha ince ve dayaniksiz
biyofilm yapilart olusurken zamanin ge¢mesiyle birlikte biyofilm kalinlik
degerleri de artmakta ve daha heterojen ve kompleks biyofilm yapist olugmaktadir
(Zaura-Arite ve ark., 2001). Biyofilm kalinlik degerlerinin biyofilm yasinin
artmasiyla birlikte artig gosterdigi birgok ¢alismayla desteklenmistir (Zaura-Arite
ve ark., 2001; Kara, 2007; Shen ve ark., 2011). Bu goriisii savunan Zaura-Arite ve
ark. (2001), yaptiklar ¢calismada yiiksek ve diisiik ¢liriik aktiviteli bireylerde 6, 24
ve 48. saattelerde biyofilm kalinlik degerlerini incelemislerdir. Calisma sonunda
6. saatte yiiksek cliriik aktiviteli grupta biyofilm kalinlik degerlerini 10pum olarak
bulurken diisiik ciiriik aktiviteli grupta biyofilm kalinliginin 6l¢iilemeyecek kadar
ince oldugunu bildirilmistir. 24 ve 48 saatelerde biyofilm kalinlik degerlerinin
zamanla birlikte arttig1, yiiksek cliriik aktiviteli grupta ise bu artigin diisiik ¢iiriik
aktiviteli gruba gore daha fazla oldugu vurgulanmistir. Bu calismaya benzer
sonuclar elde ettigimiz tez calismamizda 6, 24 ve 48. saatlerde biyofilm kalinlik
degerleri istatistiksel olarak anlamli sekilde artmistir. Bu artis yiiksek ciiriik
aktiviteli grupta ciirliksiiz gruba gore her bir zaman diliminde istatistiksel olarak

anlamh sekilde daha fazla olacak sekilde bulunmustur.

Auschill ve ark. (2005), yaptiklar1 caligmada 48. saatte yiiksek c¢iiriikk aktiviteli
grupta biyofilm kalinliklarinin diisiik ¢iiriik aktiviteli gruba gore daha fazla
oldugunu ancak gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkliligin
bulunmadigini bildirmislerdir. Bu ¢alisma sonucundan farkli olarak tez

calismamizda, yiiksek ciirlik aktiviteli grupta biyofilm kalinliklarini ¢iiriiksiiz
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gruba gore istatistiksel olarak anlamli sekilde daha fazla bulduk (p<0.05). Bu
farkliligin sebebini, ¢calismada kullanilan metodun tez ¢aligmamizdakinden farkli
olmasindan kaynaklandigini diisiinmekteyiz. Auschill ve ark. (2005) yaptiklar
calismada antimikrobiyal ajanlar1 biyofilm yapisi olugsmadan uygularken biz ise
antimikrobiyal ajanlar1 olusmus biyofilm yapisi lizerine uygulamayi tercih ettik.
Bu durumun farkli kalinlikta biyofilm olusumuna neden olabilecegi
diisiincesindeyiz. Ayrica calismada katilimcilar yetiskin hastalardan secilirken
bizim calismamizda ¢ocuk hastalardan seg¢ilmistir. Bu durumun farkli yapi ve

miktarda plak birikimine neden olabilecegi kanisindayiz.

Netuschil ve ark. (1998), akrilik plak i¢ine gdomiilmiis mine ve cam Ornekler
tizerindeki biyofilm kalinlik degerlerini Olctiikleri ¢alismalarinda, 72 saatte
olusmus biyofilm kalinlik degerlerini 6-45um olarak bulmuglardir. Benzer in-situ
plak dizaynint kullanan Auschill ve ark. (2001) mine O6rnekleri {izerindeki
biyofilm kalinliklarini 5. giiniin sonunda 15-31um olarak bulmuslardir. Biz ise tez
calismamizda, 6, 24 ve 48. saatte biyofilm kalinlik degerlerini sirast ile ¢iirtiklii
grupta ortalama 14,5 um, 34.8 um ve 81,lum, cliriiksiiz grupta ise 11,5um,
26,3um ve 62,4um olarak bulduk. Bu iki ¢aligma ile karsilastirildiginda biyofilm
kalinlik degerlerinin bizim c¢alismamizdan daha az ¢ikmasin1i 2 sebebe
baglayabiliriz. Iki ¢alismada da biyofilm KLTM’ de degerlendirilmeden once
fazla oranda yikanmis ve gomiilmistiir ve miktarin yaris1 yaklasik olarak islak
biyofilme denk diismektedir. Bizim ¢alismamizda oldugu gibi 6rnekler bukkal bir
bariyer i¢ine gémiilmemis, plak i¢cine gomiilen 6rnekler dogrudan yanak ile temas

etmektedir. Bu da biyofilm yapisinin zarar gérmesine neden olmaktadir.

Wood ve ark. (2000), 1. ve 2. Molar dislerin mine yiizeylerine tutturulmus naylon
yiiziikler iizerindeki biyofilm kalinlik degerlerini 6l¢tiikleri ¢aligsmalarinda 96 saat
sonunda mineyle yiiziigiin birlestigi yerde biyofilm kalinliklarmmi 75- 220um
apareyin merkezinde ise, 35-215 pum olarak bulmuslardir. Yine aynmi seklide
Zaura-Arite ve ark. (2001), dentin 6rneklerinde 48 saat sonunda ortalama biyofilm
kalinlik degerlerini 34,4 um olarak bulmuslardir. Bu iki ¢alisma biyofilm olusum

hizlar1 acgisindan degerlendirildiginde benzer zaman dilimlerinde farkli biyofilm
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kalinlik degerlerinin olusabilecegini, biyofilm kalinligini etkileyen bircok faktor

oldugunu gostermektedir (Auschill ve ark., 2004).

Yapmis oldugumuz tez c¢alismamiza benzer sekilde planlanmis ve eriskinler
tizerinde yapilmig bir ¢aligmada, 48 saat sonunda iist ¢enede biyofilm kalinlik
degerleri 77.6£29.1 pum olarak bulunmustur. (Auschill ve ark., 2004). Ayni
sekilde biz de tez ¢alismamizda 48. saatin sonunda biyofilm kalinlik degerlerini
clriiklii grupta 81.1 um, ¢iiriiksliz grupta ise, 62.4 pm olarak bulduk. Elde edilen

degerler bu ¢alisma sonugclari ile benzerlik gostermektedir.

Antimikrobiyal ajanlarin biyofilm kalinlik degerleri iizerine etkisini inceledigimiz
calismamizda, 6. saatin sonunda tiim ajanlarin biyofilm kalinliklarinda azalmaya
neden oldugu, ancak kontrol grubu ile karsilastirildiginda ajanlarin sebep oldugu
bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli bir farklilifa neden olmadigi
bulunmustur. 6. saatte ¢iiriikkli grupta en az biyofilm kalinlik degerleri 13.8 um
degeri ile ozonun Chx ile kombine uygulandig1 grupta elde edilmistir. Chx’ in tek
basina kullanildig1 grupta ise biyofilm kalinlik degerleri 14,2 um’ dir. Yaptigimiz
literatiir taramasinda in-situ kosullarda antimikrobiyal ajan olarak biyofilm
tizerine Chx’ in ozon ile kombine uygulandigi bir calismaya rastlanilimamis
olmas1 nedeniyle biyofilm kalinlik degerleri agisindan ozon, ozon-Chx ve ozon-

fluor grubuna ait bulgular herhangi bir literatiirle tartisilamamaistir.

24. saatte biyofilm kalinlik degerleri tiim gruplarda artmistir ancak biyofilm
tizerine uygulanan antimikrobiyal ajanlar biyofilm kalinlik degerlerinde
istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalmaya neden olmamistir. Ajan gruplari
arasinda 24. saatte biyofilm kalinlik degerlerinde en fazla azalma ciiriiksiiz grupta
ozonun Chx ile kombine kullanildig1 6rneklerde elde edilmistir (24,6 pm). Bunu
24,9 um degeri ile ozonun fluor ile kombine kullanildig1 grup takip etmektedir.
Ozonun tek basina uygulandigi grup ise 25 um olarak bulunmustur. Ug grup

arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05).

48. saatte biyofilm kalinlik degerleri 6 ve 24. saate gére anlamli sekilde artmistir

(p<0.05). Biyofilm iizerine uygulanan antimikrobiyal ajanlar kalinlik degerlerinde
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azalmaya neden olsalar da bu azalma istatistiksel olarak anlamlilik yaratmamistir
(p>0.05). Ajan gruplar1 arasinda 48. saatte biyofilm kalinlik degerlerinde en fazla
azalma ciiriiksiiz grupta ozonun Chx ve fluor ile kombine kullanildig1 6rneklerde
elde edilmistir (58,9 pm). Bunu 59,1um degeri ile ozonun tek basina uygulandigi
grup ile Chx grubu takip etmektedir. Biyofilm kalinlik degerleri agisindan {i¢ grup
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05). In situ kosulda 24 ve
48. saatlerde olugsmus biyofilm kalinlik degerleri {izerine ozonun tek basina ve
diger ajanlarla kombine kullanimimin etkisini degerlendiren bir calismaya
rastlanilmamig olmasi nedeniyle elde eldilen bulgular bagka bir calisma ile

karsilastirilamamustir.

Zaura-Arite ve ark. (2001), yaptiklar1 calismada sigir disinden elde ettikleri dentin
ornekleri lizerinde in-situ kosullarda biyofilm olusumunu saglamislardir. Bizim de
tez ¢alismamizda kullandigimiz akrilik plaga benzer bir plak kullandiklart
caligmalarinda 6, 24 ve 48 saatte olugsmus biyofilm iizerine Chx’ in etkisini
incelemislerdir. 6. saatin sonunda yiiksek ciirlik riski bulunan grupta Chx
uygulamas1 sonrast biyofilm kalinlik degerlerini ortalamal0 pum olarak
bulmuglardir. 24 ve 48. saatte bu degerler sirasi1 ile 27 pm ve 34.4 pm’ dir.
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda Chx biyofilm kalinlik degerlerinde azalmaya
neden olmustur ancak aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir.
Calisma sonuglarina benzer sonuglar tez calismamiz sonunda da elde edilmistir.
Chx her bir zaman diliminde (6, 24 ve 48) biyofilm kalinlik degerlerinde diisiise
neden olmustur ancak fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05). Calisma
sonuclarimizdan farkli olarak baslangic biyofilm kalinlik degerlerinin bizim
calismamizdan daha diisiik bulunmasini biyofilm olusumunun saglandig1 yilizeyin
farkli olmasindan ve Orneklere uygulanan yikama prosediiriiniin fazla
yapilmasindan kaynaklandigini diisiinmekteyiz. Bu ¢alismada biyofilm dentin
ylizeyinde olusturulurken bizim calismamizda mine yiizeyinde olusturulmustur.
Ayrica caligmada Ornekler her asamada 5 dk siire ile yikanmistir. Bizim
calismamazida ise bu siire 1dk olarak belirlenmistir. Yikama siiresinin uzun
olmasmin biyofilm kalinhik degerlerinde de azalmaya neden olabilecegi

diisiincesindeyiz.
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Auschill ve ark. (2005), in-situ kosullarda yaptiklar1 ¢calismada 48 saat sonunda
Chx ve amin fluorid/stanneusfluorid ajanlarinin biyofilm canliligi ve biyofilm
kalinlig1 iizerine etkisini incelemiglerdir. Calismada katilimcilara 6zel iist ¢ene
plak hazirlanmig biyofilm plak igine yerlestirilen cam boncuklar iizerinde
olusturulmustur. Calisma sonunda arastirmacilar 48 saatte olugsmus biyofilm
kalinlik degerlerinin Chx icin %89, aminfluorid icin %80 oraninda diistiiglinii
bulmuslardir. Ortalama kalinlik degerleri fizyolojik salin uygulanan kontrol

grubunda 76.7 um iken Chx uygulanmig grupta 8.4 pm’ dir.

Tez ¢aligmamizda 48. saat sonunda c¢liriiklii grupta biyofilm kalinlik degerleri
ortalama olarak kontrol grubunda 81.1 um, Chx uygulanmis grupta ise 78,6 pm
dir. Ciirtiksiiz grupta ise bu degerler sirast ile 62,4pum ve 59.1 um’ dir. Yapmis
oldugumuz tez ¢alisgmamizda Chx uygulamasi biyofilm kalinlik degerlerinde ¢ok
az oranda azalmaya neden olmaktadir. Auschill ve ark. (2005)’ nin yaptigi
calismada ajanlar giinde iki defa biyofilm yapisi olusmadan uygulanmistir. Biz ise
tez calismamizda, higbir antimikrobiyal ajan uygulamadan biyofilm olusturup,
olusmus biyofilm yapisi lizerine antimikrobiyal ajanlarin etkisini degerlendirmeyi
tercih ettik. Bu uygulama farkliliginin biyofilm kalinlik degerlerinin bizim
calismamizdan daha az olmasina neden oldugu diisiincesindeyiz. Ayrica biyofilm
olusumunun saglandig1 yiizeyin cam olmasinin da biyofilm kalinlik degerlerinin

daha az olmasina neden olacagi kanisindayiz.

Klorheksidin uygulanmasi sonrasi biyofilm kalinliginda olusan azalma biyofilmin
esas yapisini olusturan negatif yiiklii EPS matriks ile pozitif yiiklii Chx molekiilii
arasindaki 1iyonik etkilesim sonucu olusmaktadir. Bu etkilesim EPS’ nin
fizikokimyasal yapisinda degisime neden olur. Degisime ugramig EPS yapisinda
polimer zincirde lokalize, yiiklenmis alanlar meydana gelir. Polimer zincirdeki
sarj alanlarmin degisimi EPS zincirinin tersiyer yapisimt ve komsu zincirlere
baglanma derecesini etkiler. Pozitif ytliklii Chx molekiilii ile negatif yiiklii EPS
molekiilii arsindaki etkilesim esnasinda, sarj olmus matriks nétrale doniisiir,
molekiillerin birbirinden uzaklagmasini saglayan itici kuvvetler azalir, zincirler
arasindaki kapali etkilesim aktive edilir ve bunun sonucunda biyofilm kiitlesinde
azalma meydana gelir (Hope ve Wilson, 2004; Kara, 2007). Bu durum

antimikrobiyal ajanlarin  biyofilm kalinlik  degerleri iizerine etkisini
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degerlendirdigimiz tez ¢alismamizin sonuglarini destekler niteliktedir. Biz de,
calismamizda uyguladigimiz antimikrobiyal ajanlarin  biyofilm kalinlik
degerlerinde yapmis oldugu azalmanin sebebini, ajanlarin ve biyofilm EPS
matriks  molekiillerinin  arasindaki iyonik etkilesimden kaynaklandigini

diisiinmekteyiz.

Biyofilm kalinligindaki azalma derecesi uygulanan ajanin konsantrasyonuna bagl
olarak da degisir. Hope ve Wilson (2004), Chx’in biyofilm yapisi {izerine etksini
degerlendirdikleri ¢calismalarinda, 90,2’ lik Chx’ in biyofilm kalinlik degerlerinde
oOlciilebilir nitelikte belirgin bir azalmaya neden oldugunu, oysa %0.05° lik Chx’
in sebep oldugu biyofilm kalinlik degerlerindeki azalmanin ¢ok az ve diizensiz

nitelikte oldugunu bildirmislerdir.

Shen ve ark. (2011), Chx’ in biyofilm kalinlik degerleri iizerine -etkisini
inceledikleri ¢alismalarinda in-vitro ortamda 2 giin, 1, 2 ve 3 hafta siireyle
olusturduklar1 biyofilm yapisinin kalinlik degerlerini 2. giinde 57 um 1. haftada
87 um, 2. haftada 105 um ve 3. haftada 155 pm olarak bulmuslardir. 3 haftalik
periyot sonunda besin sinirlamasi yaparak olusturduklari biyofilm yapisinin ise
kalinlik degerlerinin 6 ve 12 haftalarda degismeden kismen sabit kaldigini

bildirmislerdir.

Kara (2007), in-vitro ortamda 48, 96, 192 ve 264. saatlerde biyofilm olusumunu
sagladig1 tez ¢aligmasinda Chx’ in biyofilm kalinlig1 iizerine etkisini incelemistir.
Calismada S. mutans ve V. parvula’ nin tek basina ve birlikte oldugu biyofilm
yapist olusturulmustur. Chx ile tedavi edilmemis S. mutans biyofilminde 264.
saatte olugsmus biyofilm kalinlig1 degeri 35.6 um olarak diger gruplara gore
anlamli derecede daha yiiksek bulunmustur. Chx ile tedavi edilmis S. mutans
biyofilmde kalinlik degerleri 264. saatte 33um olarak bulunmustur. Chx
uygulamasi sonrasit biyofilm kalinlik degerleri diismiistir ama bu diisiis
istatistiksel olarak anlamli degildir. S. mutans ve V. parvula ile olusturulmus
biyofilm yapisinda ise biyofilm kalinlik degerleri tek bir bakteri ile olusturulan
biyofilm kalinlik degerlerinden daha fazla olarak bulunmustur. Chx uygulamasi

sonras1 kompleks biyofilm yapisinda biyofilm kalinlik degerleri diismiistiir ancak
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bu diisiis anlamli bir farkliliga neden olmamistir. Bu ¢alismaya benzer sonuglar
elde ettigimiz tez calismamizda biyofilm kalinlik degerleri bir onceki saatteki
kalinlik degerlerinden anlamli derecede daha yiiksek bulunmus ancak biyofilm
tizerine uyguladigimiz Chx kalinlik degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir

azalmaya neden olmamaistir.

Biyofilm yapisinin sahip oldugu ekoloji, fizikokimyasal ve biyolojik bir ¢ok
faktore baghdir. Biyofilm kalinlig1 biyofilm i¢inde bulunan organizma sayisi ve
cesidi ile alakali olarak degisebilmektedir. Birden fazla bakteri ile olusan biyofilm
kalinlig1 tek bir bakteri tiirii ile olusan biyofilm kalinligina gore daha fazladir (Al-
Hmoud ve ark., 2013). Bilindigi gibi agiz i¢inde 1000 civarinda bakteri tiirii izole
edilmis hala da yeni tiirlere rastlanilmaktadir (Ten Cate, 2006). Biyofilm yapisini
in-situ kosullarda olusturmak agiz i¢indeki bircok bakteri ¢esidi ve tiiriiniin
biyofilm yapisina katilmasina olanak saglamaktadir. Bu da in-vitro kosullarda 1
ya da 2 bakteri tiirii ile olusturulan biyofilm yapisina kiyasla birden fazla
bakterinin olusturdugu kompleks biyofilm yapisinin olusmasi demektir. Bu
nedenledir ki, ¢alisjmamizda buldugumuz biyofilm kalinlik degerlerimiz Kara
(2007)’ nin in-vitro kosullarda yaptig1 tez calismasinin sonuglarindan daha fazla

¢ikmustr.

Antimikrobiyal ajanlarin biyofilm canlilig1 {izerine etkisini inceledigimiz
calismamizda 6, 24 ve 48. saatin sonunda elde ettigimiz 6rneklere antimikrobiyal
ajan uygulamasi ardindan KLTM’ de incelenmesi sonucu olusan goriintiide, canli
boyama tekniginde kullandigimiz boyalarin ozellikleri dogrultusunda yesil ve
kirmiz1 renkten olusan goriintiiler elde edilmistir. Elde edilen bu goriintiideki yesil
ve kirmizi rengin total renk yogunluguna orani yiizde olarak hesaplanmis ve ¢ikan

sonuglar istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

Yapilan degerlendirme sonunda 6. saatte cansiz hiicre sayisi ¢iiriiklii grupta %19,
6, ciiriikstiz grupta %20,2 olarak bulunmus bu degerler 24. saatte ¢iiriiklii grupta
%16,8 cliriiksiiz grupta % 19,2; 48 saatte ise ¢iiriikklii grupta %16,4 ¢iiriiksiiz
grupta %17,8 dir. Aktif ¢lriiklii ve ¢iiriiksiliz iki grupta da, zaman gectikce cansiz

bakteri yiizdesi azalmig canli bakteri yiizdesi artmistir ancak bu artis istatistiksel
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olarak anlamli bir farklilik yaratmamistir. Her bir zaman diliminde, canli bakteri
yiizdesi aktif ¢iirtiklii grupta cliriiksiiz gruba gore daha fazla bulunmustur. Ancak

iki grup arasindaki fark istatsitiksel olarak anlamli degildir.

Ciirik aktivitesi diisiik bireylerde biyofilm igindeki canli bakteri sayisi ¢iiriik
aktivitesi yiiksek bireylere oranla daha azdir. Ozellikle gen¢ plak olarak da
adlandirilan erken saatte olusmus biyofilm icinde canli bakteri yiizdesi oldukca
azdir. Zaman gectikge biyofilm icindeki canlilik yilizdesi artmaktadir. Yash
biyofilm yapisinda canli bakteri toplulugu cansiz materyaller ile birbirine karigmis
halde bulunurlar (Zaura-Arite ve ark., 2001). Biyofilm yapisindaki zaman
gectikce olusan bu canlilik farkliligi yapilan birgok ¢alismayla da desteklenmistir
(Zaura-Arite ve ark., 2001; Kara ve ark., 2006; Kara 2007). Bu goriisii savunan
Zaura-Arite ve ark. (2001), yaptiklari c¢alismada, yiiksek ciiriik aktiviteli
bireylerde canli bakteri sayisinin diisiik ¢iiriik aktivitesi gosteren bireylere gore
daha fazla oldugunu ancak bu fazlaligin anlamli bir fark yaratmadigin
bildirmislerdir. Ayni sekilde Auschill ve ark. (2005)’ de c¢iiriik prevelansinin
biyofilm canlilig1 iizerine anlamli bir etkisinin olmadigini1 yaptiklar1 ¢aligma ile
gostermislerdir. Bu c¢alisma sonuclarina benzer sonuglar elde ettigimiz tez
calismamizda da, biyofilm canlilig1 biyofilm yas1 arttik¢a artmis ancak bu artis
istatistiksel olarak anlamli bir farkliliga neden olmamistir. Yiiksek ¢iiriik aktivitesi
gosteren grupta canli bakteri sayisi ciirliksiiz gruba gore daha fazla olarak

bulunmustur ancak gruplar arasindaki fark istatsitiksel olarak anlamli degildir.

Calismamizda 6. saatteki incelemede ise, ¢iirliklii grupta tiim ajan gruplarinin
kontrol grubu ile karsilastirildiginda biyofilm bakterileri iizerine istatistiksel
olarak anlamli derecede etkili oldugu ve canli bakteri sayilarinin diistigi
goriilmiistiir. Ozon—Chx grubu %96,6 cansiz bakteri yiizdesi ile biyofilm bakteri
canlilig1 iizerine en etkili ajan olarak bulunmustur. Ozonun fluor ile kombine
uygulandig1 grupta cansiz bakteri ylizdesi %91, 6 iken ozonun tek basina
uygulandig grupta ise, %93, 4’ tiir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda biyofilm
bakterilerinin canliligindaki bu diislis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0.05). Klorheksidin ve fluorun tek basina uygulandig1 grupta cansiz bakteri

ylizdesi sirast ile %77,2 ve %72 olarak bulunmustur. Bu iki grup arasindaki fark
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istatistiksel olarak anlamli degildir. Ciiriiksiiz grupta ise ajan gruplarina gore
cansiz bakteri yiizdesi ozon grubu ig¢in, %93, Chx i¢in %79.2, fluor i¢in %76.6,
ozon-Chx igin %95.2 ve ozon- fluor i¢in %924 olarak bulunmustur. Kontrol
grubu ile karsilastirildiginda biyofilm bakterilerinin canliligindaki bu diistis

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).

24 saatin sonunda elde edilen 6rnekler iizerine antimikrobiyal ajan uygulamasi
sonrast elde edilen bulgularda cansiz bakteri ylizdesi ¢iiriiklii grupta, ozon
grubunda %83,4, Chx grubunda %71.8, fluor grubunda %63,8, ozon-Chx
grubunda %385,6, ozon-fluor grubunda %86, 4 ve salin grubunda %16,8 olarak
bulunmustur. Ciiriiksiiz grupta ise bu degerler, ozon grubunda %85.2, Chx
grubunda %72, 8, fluor grubunda %66,4, ozon-Chx grubunda %388,6, ozon-fluor
grubunda %88,6 ve salin grubunda %19,2 dir. Tiim ajan gruplar c¢iiriiklii ve
clirtiksiiz iki grupta da canli bakteri yiizdelerini kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlaml bir sekilde azaltmistir (p<<0.05). En fazla azalma her iki grupta da
ozonun Chx ile kombine uygulandig1 grupta elde edilmistir. Ozonun fluor ve Chx
ile kombine kullanim1 biyofilm bakteri canlilifini ozonun tek basina kullanildigi
gruba gdre azaltmistir ancak aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamliliga
neden olmamustir. Fluor ve Chx biyofilm bakterilerinin canlilig1 {izerinde ozon
kadar etkili bir azalmaya neden olamamustir. Bu iki ajan arasinda bakteri
canliligini azaltma anlaminda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmamistir. Bu durum da fluor ve Chx’ in ozonla kombine kullanildig:

gruplardaki basariy1 ozonun etkinligine baglanabilecegini diisiinmekteyiz.

Bilindigi gibi klorheksidin uzun yillar boyunca iizerinde c¢alisilan ve streptokokus
mutans lizerine etkinligi bilinen kemoterapétik bir ajandir. Birgok c¢aligmada
etkinligi arastirildig1 (Twetman ve ark., 1995; Pratten ve ark., 1998; Zaura-Arite
ve ark., 2001; Decker ve ark., 2003, Foster ve ark., 2004 Cosyn ve ark. 2005,
Vitkov  ve ark., 2005; Ribeiro ve ark. 2008) gibi ayni zamanda diger
antimikrobiyal ajanlarn etkinligini degerlendirmek i¢in pozitif kontrol grubu
olarak ta kullanilmaktadir (Emilson, 1994; Huth ve ark., 2006; Pizzo ve ark.,
2008; Kshitish ve Laxman, 2010). Klorheksidini diger antiseptiklerden ayiran en

onemli Ozelligi, agiz i¢inde uygulandiginda organik ve inorganik yapilara
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baglanarak uzun siireli salinim yapmasidir. Mikroorganizmalarin daha uzun siire
antiseptik madde ile temasta bulunmalar1 etken maddenin bakterisit etkinligini
arttirmaktadir (Aktas ve ark., 2008). Yapilan bir ¢ok c¢alisma Chx'in
mikroorganizmalar {izerine antimikrobiyal etkinligini kanitlar niteliktedir
(Ekenback ve ark., 2000; Giertsen ve ark., 2000; Atukeren, 2001; Shapiro ve ark.,
2002; Pizzo ve ark., 2008; Sajjan ve ark., 2013).

Zaura-Arite ve ark. (2001), in-situ kosullarda yetiskin hastada yaptiklari
calismada, Chx’ in farkli zamanlarda olusmus biyofilm {izerine -etkisini
incelemisler,%0.02° lik Chx gargaranin 6, 24 ve 48 saatte olusmus biyofilm
bakterilerinin canliigim1 kontrol grubu ile karsilastirdiklarinda anlamli bir
azalmaya neden oldugunu bildirmislerdir. Bu calismaya benzer sonuclar
buldugumuz tez c¢alismamizda da 6, 24 ve 48. saatte olusmus biyofilm
bakterilerinin %1’ lik Chx ile canlilik oranmin anlamli bir sekilde diistiigii

gorilmiistiir.

Auschill ve ark. (2005), amin fluorid ve Chx’ in biyofilm bakterilerinin canlilig1
lizerine etkisini inceledikleri ¢alismalarinda, 48. saatte cam boncuklar iizerinde
olusturduklar1 biyofilm bakterilerinin, Chx uygulanmig grupta amin fluorid
grubuna gore bakteri canlilifinin daha fazla azaldigin1 ancak aralarindaki farkin
istatistiksel olarak anlamli olmadigin1 bildirmislerdir. Calismada iki ajan da
biyofilm bakteri canlilif1 iizerine istatistiksel olarak anlamli derecede azalmaya

neden olmustur.

Takeuchi ve ark. (2007), yaptiklar1 ¢alismada, Chx/timol cila ve fluor cilanin in-
vitro ortamda 3, 5, 7, 12 ve 20. saatte olugsmus biyofilm bakterilerinin canlilig1
lizerine etkilerini incelemislerdir. Caligsmada kontrol grubu ile karsilastirildiginda
Chx/timol cila uygulanan grubun anlamli sekilde mikroorganizma sayilarini
azalttig1 goriilmistiir. Fluor cila uygulanan grupta ise, total bakteri sayis1 kontrol
grubuyla karsilagtirlldiginda anlamli diizeyde azalmaya neden olmamustir.
Biyofilm gelisimi agisindan bakildiginda saat ilerledikge bakteri sayilari hizli bir
sekilde yilikselmis antimikrobiyal ajanlarin etkinligi ise azalmistir. Bu calismayla

benzer sonuglar elde ettigimiz tez ¢alismamizda, Chx/timol cila uygulanmis
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orneklerde canli bakteri yiizdesi kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli sekilde azalmistir (p<0.05). En fazla cansiz bakteri yiizdesi
antimikrobiyal ajanlarin uygulanmasindan sonra 6. saatteki orneklerde (%79,2)
kaydedilirken en az cansiz bakteri ylizdesi 48 saatteki Orneklerde (%53,4)
kaydedilmistir. Bizim ¢alismamizda da fluor cila canli bakteri yiizdelerinde etkili

bir azalmaya neden olamamustir.

Biyofilm bakterilerini incelemek i¢in yapilan ¢aligmalarda karsilasilan en biiyiik
zorluk, biyofilm bakterilerinin biyofilm gelisim asamalarinin her déneminde farkli
ozellikler sergilemesinden kaynaklanmaktadir (Sauer ve ark., 2002). Biyofilm
olusumu dinamik bir siiregtir. Biyofilm i¢indeki cansiz bakteri orani uygulanan
antimikrobiyal ajanin tipi, uygulama siiresi, biyofilm yasi, biyofilm bakterileri i¢in
gerekli besinden zengin c¢evrenin bulunmasi gibi birgok faktore bagli olarak

degismektedir (Shen ve ark., 2011).

Shen ve ark. (2011), Chx ve Chx plus ‘in farkli zamanda olusmus biyofilm
bakterilerinin canlilig1 tizerine etkisini inceledikleri g¢aligmalarinda, biyofilm
olusumunu 2 giin, 1, 2 ve 3 hafta siireyle in-vitro kosullarda saglamislardir.
Calisma sonunda, 2 glin ve 2 haftalik biyofilmde kalinlik degerlerinin artmis
olmasma ragmen benzer canlilik oranlar1 sergilendigi, biyofilm bakterilerinin
Chx’ e 2 ve 3 hafta arasinda diren¢ kazandig: bildirilmistir. Chx’ in 3. haftada
olusmus biyofilm bakterilerinin canliligini iizerine etkisi giderek azalmustir. in situ
kosullarda yaptigimiz tez ¢alismamizda da benzer sonuglar elde edilmis, Chx
uyguladigimiz grup canli bakteri sayilarinda salin grubu ile karsilastirildiginda
anlamli derecede azalmaya neden olmustur (p<0.05). Chx’ in 6, 24 ve 48.
saatlerde olusturdugumuz biyofilm iizerine etkisi ¢alisma sonuclarina benzer

sekilde biyofilm yas1 arttik¢a giderek azalmistir.

Chx plak iizerine 1dk siire ile uygulanmasi sonras1 2mm derinlige kadar penetre
olabilmektedir (Melsen ve ark., 1983) bu durum Chx’ in 6zellikle kalin plak
varliginda yiizeyel bir antimikrobiyal etki gdstermesine neden olmaktadir (Zaura-
Arite ve ark., 2001). Tez ¢alismamizda 48. saatte biyofilm kalinliklari, yiiksek
curiik aktiviteli grupta 81,1 um; ciiriiksliz grupta 62,4 um degerleri ile istatistiksel
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olarak anlaml sekilde diger gruplardan daha fazla bulunmustur. Zaman gegtikce
biyofilm kalinlik degerinin artmis olmasi Chx’ in biyofilm tabakasinin derin
kisimlarina penetre olamamasina ve sinirli antimikrobiyal etki gostermesine neden
olmaktadir. Bizde tez calismamizda, Chx’ in biyofilm yas1 ilerledik¢e etkisinin

azalmasini bu nedene baglamaktayiz.

Gegtigimiz yillar boyunca fluor vernikleriyle ilgili bir¢ok ¢alisma yapilmigstir. Bu
calismalarin bir¢ogunda fluor cila uygulamasinin siit ve daimi dislerde anlamli
sekilde ciiriik gelisimini durdurdugu bildirilmektedir. (Frostell ve ark., 1991;
Zimmer ve ark., 1999; Autio-Gold ve Courts, 2001). Ciiriik olusumunun
engellenmesi i¢in kullanilan fluor 6nemli bir antimikrobiyal ajan olarak
bilinmesine ragmen, klinik faydalarmmin olusmasina neden olan mekanizmasi
hakkinda halen tartismalar siirmektedir. Ozellikle biyofilm icindeki bakterilerin
gelisimi ile ilgili bilgilerin artmasiyla birlikte bu konuyla alakali daha fazla
calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir (Ten Cate, 2006; Van Lovaren, 2001).

Bradshaw ve ark. (2002), diisiik konsantrasyondaki fluorun biyofilm bakterileri
tizerindeki etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda fluorun antimikrobiyal etkiye
sahip oldugunu, bunu da S.mutans gibi bakterilerin metabolizmasini1 engelleyerek
ve clirik yapict bakteriler i¢in gerekli pH’ 1n diismesini saglayarak

gerceklestirdigi sonucuna varmislardir.

Fluor cilalarin antimikrobiyal etkilerinin var olmasinin yaninda klorheksidin kadar
etkili bir antimikrobiyal ajan olmadig1 yapilan bir¢ok calisma ile gosterilmigtir
(Auschill ve ark., 2005; Takeuchi ve ark., 2007). Sajjan ve ark. (2013), Cervitec
cila ve Duraphat cilanin plak streptokokus miktarlar1 iizerine etkisini
degerlendirdikleri ¢aligmalarinda, Cervitec cilanin 1. ve 3. aymn sonunda
streptococus mutans sayisini anlamli derecede disilirdiiglini Duraphat cila
uygulanan grubun ise streptokokus mutans sayilarinda anlamli bir degisiklige
neden olmadigmi bildirmislerdir. Antimikrobiyal ajanlarin biyofilm {izerine
etkisini inceledigimiz tez ¢alismamizda bu calisma ile benzer sekilde biyofilm
tizerine Chx uygulanmig grup fluor uygulanmig gruba oranla her bir zaman

diliminde (6, 24 ve 48. saat) biyofilm canliliim1 daha fazla diisiirmiistiir. Bu
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calisma sonuglarindan farkl olarak ise, iki grup arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli degildir (p>0.05). 48. saatte Chx uygulanmis grupta cansiz bakteri
yilizdesi c¢iiriiklii grupta %53,6 iken bu deger ciiriiksiiz grupta %53, 4 olarak
bulunmustur. Fluor uygulanmis grupta ise yiiksek ciirlik aktiviteli grupta cansiz
bakteri yiizdesi %52, 4 iken ciirliksiiz grupta bu deger %52 olarak bulunmustur.
Bu calisma sonuglar ile tez ¢alismamiz arasindaki farkliligi ¢aligmada kullanilan

metodun farkli olmasina baglamaktayiz.

Aym sekilde Giertsen ve ark. (2000), in-situ kosullarda biyofilm modelleri
olusturarak plak bakterilerine etkili olan farkli antimikrobiyal ajanlarin bakteriler
tizerine olan etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda, fluor, ¢inko, Chx, ¢inko-fluor
kombinasyonu ve fluor-Chx kombinasyonunun 1 haftalik periyotta in-situ
kosullarda olusturulmus biyofilm bakterilerinin canlilig1 iizerine etkilerini
degerlendirmisglerdir. Calisma sonucunda fluor, ¢inko asetat ve ¢inko asetat ile
kombine fluor uygulanan grup kontrol grubu ile karsilastirildiginda bakteri
oraninin azaldigi ancak gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamliligin
bulunmadigr oysa Chx uygulanan grupta bakteri canliligt ve toplam hiicre

sayisinda istatistiksel olarak anlamli derecede azalma oldugu bildirilmistir.

Bu sonuglara benzer sekilde Killhan ve ark. (1979), yaptiklar1 g¢alismada
antimikrobiyal ajan olarak fluor uygulamasinin canli bakteri sayilarinda anlamli
derecede bir azalmaya neden olmadigini bildirmislerdir. Klorheksidinin biyofilm
bakterileri ilizerine daha etkili bir antimikrobiyal ajan oldugu yapilan bir ¢ok
calisma ile dogrulanmistir (Jenkins ve ark., 1988; Netuschil ve ark., 1989;
Giertsen ve Scheie, 1995).

Farkli metod ve teknik kullanmamiza ragmen bu ¢aligmalarin sonuglarina benzer
sonuclar elde ettigimiz tez ¢alismamizda da her bir saat grubunda (6, 24 ve 48)
Chx uygulanan grup, fluor uygulanan gruba gore bakteri canlilig1 acisindan daha
etkili olarak bulunmustur. Chx grubunda cansiz bakteri yiizdeleri sirasi ile 6, 24
ve 48. saatlerde yiiksek ciirlik aktiviteli grupta %77, 2; %71,8 ve %53,6 iken
clriiksiiz grupta bu degerler sirast ile, %79,2; %72,8 ve %53,4 olarak

bulunmustur. Fluor grubunda ise yiiksek ciiriik aktiviteli grupta cansiz bakteri



129

yiizdesi sirast ile %72; %63.8 ve %52.4 iken ciirliksiiz grupta bu degerler sirasi ile
%76,6; %66,4 ve %52 olarak bulunmustur. Bu iki ajan kontrol grubu ile
karsilastirildiginda canli bakteri yiizdelerini anlamli bir sekilde azaltmislardir
(p<0.05). Biyofilm kalinlik degerlerinin zaman gectik¢e artmasina bagli olarak
antimikrobiyal ajanlarin biyofilmin derin kisimlarina ulagamamalar1 nedeniyle

canli bakteri yiizdeleri zaman gegtik¢e giderek artmustir.

Erdem ve ark. (2012) yaptiklar1 ¢aligmada bakteri kiiltiir metodu ile 3 farkli fluor
vernigin S. mutans ve S. sorbius biyofilmine olan etkisini incelenmistir.
Calismada ajanlar 24, 48 saat ve 5 ginliik biyofilm iizerine uygulanmistir.
Calisma sonunda, Chx/ fluorun kombine kullanildigi grubun 24 ve 48 saatte
olugsmus biyofilm {izerine diger gruplarla karsilastirildiginda daha etkili oldugu
ancak 5 giinliikk biyofilm {izerine de ayni etkiyi olusturmadig: bildirilmistir. Bu
calisma tez calismamizda oldugu gibi biyofilm yas1 arttikca ajanlarin biyofilm

tizerine olan etkinliginin giderek azaldig1 gosterilmistir.

Biyofilm igerisindeki ¢iiriik yapict bakterilerin sayisinin azaltilmasi ya da ¢iiriik
olusumunun 6nlenmesi ve tedavi edilmesinde simdiye kadar bircok koruyucu
tedavi stratejileri uygulanmigtir (Johansson ve ark., 2009). Klorheksidin uzun
yillardir dis hekimliginde en yaygin kullanilan antibakteriyel ajan olmustur. Son
yillarda ise ozon gazi ¢iirlik yapici bakterilerin sayisinin azaltilmasinda kullanilan
alternatif non-invaziv antibakteriyel, antiviral ve antifungal bir ajan olarak
kullanilmaktadir. Ozon, bakteri hiicre duvarini ve stoplazmik membrani hizli ve
etkili bir sekilde okside etme Ozelligine sahiptir (Bocci, 2006). S.mutans gibi
cliriik yapici bakteriler iizerine antibakteriyel etkiye sahip oldugu bir ¢ok calisma
ile kanitlanmistir (Baysan ve ark., 2000; Baysan ve Lynch, 2004; Castillo ve ark.,
2008; Fagrell ve ark., 2008).

Johansson ve ark. (2009), yaptiklar1 ¢alismalarinda ciiriik yapict etkisi olan
bakteriler iizerinde ozon uygulamasinin etkilerini aragtirmiglardir. A. naeslundii,
Laktobacillus casei ve S. mutans bakterileri tizerine 10 s, 30 s ve 60 s ozon
uygulamislardir. Elde edilen sonuglara gére A. naeslundii, S. mutans ve L. casei

bakterilerinin sirasiyla %92, %73 ve %64’ilinlin 6ldiigiinii bildirmislerdir. 60 s
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sonunda ise total bakterilerin %99,9’unun canlhiligimi yitirdigini saptamislardir.
Ozonun 60 s boyunca uygulanmas1 diger gruplara gore daha etkin bulunmustur.
Biz de tez ¢alismamizda ozonun 60 s boyunca uygulanmasi ile biyofilm i¢indeki
canli bakteri ylizdelerini salin grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak

anlaml bir sekilde azalttig1 sonucunu bulduk (p<0.05).

Benzer sekilde, Castillo ve ark. (2008), calismalarinda ozon gazinin in-vitro
kosullarda 24 saat siireyle kiiltire edilmis streptokokus mutans {izerine
antimikrobiyal etkisini incelemislerdir. Calismada ozon gazi 10, 20 ve 40 s
boyunca uygulanmistir. 10 ve 20 s ozon uygulanmis 6rneklerde canli mutans
sayilarinda anlaml diizeyde diisiis elde edilirken 40 s ozon uygulamasi sonrasi
bakterilerin tamaminin elimine edildigi bildirilmistir. Calisma sonuglarindan farkl
olarak mevcut ¢alismamizda ozon 6, 24 ve 48. saatte olusturulmus biyofilm
bakterilerinin canlilig1 iizerine % 100 basar1 saglayamamigtir. 6. saatte ozon
uygulanmis grupta cansiz bakteri yiizdesi ¢iiriiklii grupta %93, 3 iken c¢iiriiksiiz
grupta bu deger %93 olarak bulunmustur. Salin grubu ile karsilastirildiginda ozon
istatistiksel olarak anlamli derecede bakteri canliligini azaltmistir (p<0.05). Tez
calismamizin sonuglart dogrultusunda 6. saatte ozonun %100 olmasa da % 100’ e
yakin bir basar1 sergilemesi ozonun biyofilm iizerine etkili bir antimikrobiyal ajan
oldugunu kanitlar niteliktedir. 24 ve 48. saatte ise degerler diisiis gostermis ve
sirast ile 24. saatte ¢iiriiklii grupta %83.4, ¢iiriikksliz grupta %85,2; 48. saatte ise
clrtiklii grupta %57, 2, cliriiksiiz grupta %65 olarak bulunmustur. Bu iki grup
salin grubu ile karsilagtirildiginda aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir
(p<0.05). Calismamizin sonuclarinin bu iki calismanin sonuglarindan farkl
olmasimi ¢aligmalarda kullanilan mikroorganizma topluluklarinin farkli 6zellikler
sergiliyor olmasina baglamaktayiz. Bilindigi gibi mikroorganizmalar biyofilm
olusturarak bir dizi avantaja ve 6zellige sahip olmaktadirlar. In vitro ortamda
kiiltiire edilmis ¢ogu mikroorganizma biyofilm yapis1 olusturamamaktadir. Bu
yilizdendir ki ozon planktonik haldeki mikroorganizmalar iizerine daha etkilidir

(Huth ve ark., 2011; Eick ve ark., 2012).

Ozon, in-vitro kosullarda bakteriler iizerine antibakteriyal etki saglamasina

ragmen farkli ¢cevre sartlarinda in-vivo kosullarda ozonun bakteriler iizerine nasil
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oldiirticii etki sergiledigi halen tartismalidir. Agi1z i¢i yiizeylere uygulanmis ozon,
tilkiiriik ve biyofilm ile etkilesim i¢ine girecektir. Bilindigi gibi biyofilm yapisi
farkli tipteki antimikrobiyal tedavilere karst oldukca direnglidir (Wilson, 1996;
Marsh, 2004; Scheie ve Peterson, 2004). Bu gorlisii savunan Miiller ve ark.
(2007), ozon ve fotodinamik terapinin antimikrobiyal etkisini in-vitro olarak
degerlendirmeyi amacladiklar1 ¢aligmalarinda 64.5 saatlik ¢oklu tiir biyofilm
modeli lizerine 60 s ozon ve fotodinamik tedavi uygulamislardir. Sonug olarak
fotodinamik tedavi ve ozonun biyofilm i¢indeki ¢iirlik yapict mikroorganizmalarin

canliligi tizerine ¢ok diisiik etkisinin oldugunu belirtmislerdir.

Baysan ve ark. (2000), ozonun antibakteriyel etkisini degerlendirmeyi
amacladiklar1 ¢alismalarinda, cam boncuklar iizerinde S. mutans ve S. sobrinus
biyofilmi olusturarak 10 s ozon uygulamislar ve ozonun karyojenik bakterilerin
toplam sayisinin azaltilmasi {izerinde Onemli derecede etkili oldugunu

bulmuslardir.

Sadatullah ve ark. (2012), 0.1 ppm’ lik ozon suyunun 24 saatte olusturulmus
biyofilm bakterileri iizerine etkisini degerlendirdikleri ¢alismalarinda, 24 saat
sonunda hasta agzindan topladiklar1 biyofilm Ornekleri iizerine ozon suyu ve
kontrol grubu olarak salin uygulamislardir. Calisma sonunda 0.1’ ppm’ lik ozon
suyunun biyofilm bakterilerinin sayisini azaltti§i ancak tamamen elimine

edemedigi sonucuna varmiglardir.

Eick ve ark. (2012), ozonun periodontal patojen mikroorganizmalar iizerindeki
etkisini degerlendirdikleri in-vitro ¢alismalarinda, 23 farkli mikroorganizma tiirti
lizerine 6, 12, 18, 24 s siire ile ozon gazi uygulamislardir. Bu caligmada
periodontopatojen olan P.gingivalis, A. actinomycetemcomitans, gram (+) ve
diger gram (-) mikroorganizmalar degerlendirilmistir. Baslangic degerlerine gore
tedavi sonrasinda P.gingivalis, ozonun uygulandig1 tiim test siirelerinde elime
edilmistir. A. actinomycetemcomitans tiirlerinin tamamina yakin1 ozonun 18 s
sire ile uygulanmasi sonrasi ortamdan kaldirilmistir. Arastirmada serum
varliginda ozonun etkisinin azaldig1 da bildirilmistir. Arastirmacilar ozonun

periodontopatojenik mikroorganizmalar iizerinde giliclii bir antimikrobiyal
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etkinliginin oldugunu, ancak bu etkinin biyofilm varhi§inda azaldigim

bildirmislerdir.

Calismamizda ozon, biyofilm igindeki bakterilerin zaman gectikge uygulanan
antimikrobiyal ajanlara karsi daha fazla diren¢ kazanmasi ve artan biyofilm
kalinlig1 nedeniyle uygulanan ajanin biyofilmin derin kisimlarindaki bakterilere
ulagamamasi gibi nedenlerden dolay1 48. saatte biyofilm bakterileri iizerine daha
az etki gostermistir. 6. saatte yliksek ciiriik aktiviteli grupta cansiz bakteri ylizdesi
%93.4 olarak bulunurken 24. saatte bu degerler %83,4° e 48. saatte ise, %57, 2 ye
kadar diismiistiir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda ozon anlamli derecede
canli bakteri ylizdelerinde azalmaya neden olmustur (p<0.05). Meydana gelen
canli bakteri yiizdelerindeki bu artist biyofilm yapisinin sahip oldugu
avantajlardan kaynaklandigim1 diistinmekteyiz. Biyofilm i¢indeki bakteriler
antimikrobiyal ajanlara planktonik formlarindan ¢ok daha direnglidirler. Ozellikle
biyofilm yas1 arttikca bu direngte artmaktadir. Zaman gectikce antimikrobiyal
ajanlarin biyofilm bakterileri lizerine etkisinin azaldigi bir ¢ok calisma ile de
gosterilmistir (Auschill ve ark., 2001; Zaura-Arite ve ark., 2001; Kara, 2007,
Takeuchi ve ark., 2007; Shen ve ark., 2011; Erdem ve ark., 2012).

Huth ve ark. (2011), tarafindan yapilan in-vitro c¢alismada, planktonik ve
biyofilm olmak {izere 2 ayr kiiltiir ortaminda, periodontopatojen bakteriler
tizerine farkli dozlarda ozonun sivi, gaz formlar1 ve Chx’ in antibakteriyel
etkinlikleri karsilagtirmali olarak degerlendirilmistir. Biyofilm ortaminda test
gruplarindan higbiri A. actinomycetemcomitans’in ortadan kaldirilmasini tam
olarak saglayamazken; %2’ lik Chx ve ozon gazi uygulanan Orneklerde
P.gingivalis, T. forsythia ve P. micra’nin tamamen yok edildigi bildirilmistir.
Antimikrobiyal ajanlarin mikroorganizmalara olan etkisi biyofilm kiiltiiriine gore
planktonik kiiltirde daha basarili bulunmustur. Arastirmada, hem biyofilm hem
de planktonik kiiltiir ortaminda ozonize gazi %2’ lik Chx uygulamas: ile
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadigi belirtilmis,
ancak %0.2 Chx uygulamasina gore daha basarili oldugu ifade edilmistir. Bu
calisma sonucglarindan farkli olarak tez ¢alismamizda 6 ve 24 saatte olusmus
biyofilm bakterileri lizerine ozon uygulanmis grup, Chx uygulanmis gruba gore

istatistiksel olarak anlamli sekilde daha etkili bulunmustur. 6. saatte yiiksek ciiriik
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aktiviteli grupta ozon uygulanan grupta cansiz bakteri yiizdesi %93,4 iken
clirikstiz grupta %93 olarak bulunmustur. Chx uygulanmis grupta ise yiiksek
clirtik aktiviteli grupta cansiz bakteri yiizdesi %77,2 iken cliriiksiiz grupta bu
degerler %79,2 dir. 24. saatte ozon ve Chx’ in cansiz bakteri ylizdeleri siras1 ile
yiiksek ciiriik aktiviteli grupta %83,4 ve %71,8 olarak bulunmustur. Ciiriiksiiz
grupta ise bu degerler siras1 ile %85,2 ve %72, 8 dir. 24. saatte ozon ve Chx
uygulanmis gruplarin biyofilm bakterileri iizerine etkisi diislis gostermis olsa da
salin grubu ile karsilastirildiginda anlamli sekilde canli bakteri yiizdelerini
azaltmistir (p<0.05). 24. saatte iki ajanin etkinligi karsilastirildiginda ise ozon
Chx’ e gore daha basarili bulunmus, istatistiksel olarak anlamli sekilde canli

bakteri yiizdelerini diistirmiistiir (p<0.05).

Bu durum ile ilgili olarak Huth ve ark. (2009, 2011) yaptiklar iki ¢alismada da
ozonun etkisinin doza, zamana ve test edilen mikroorganizma tiiriine bagl olarak
farklilik gosterdigini belirtmektedir. Ayrica ozonun etkinligi uygulandigi bakteri
toplulugunun 6zelligine bagl olarak ta degismektedir (Shen ve ark. 2011).

Antimikrobiyal ajanlarin etkilerini artirmak igin farkli ajanlarla kombine
kullanilmast fikri giderek yayginlagmistir. Aragtirmacilar farkl iki antimikrobiyal
ajan1 kombine kullanarak ajanlarin sahip olduklar1 6zelliklerini artirmay1
hedeflemektedirler. (Maia ve ark., 2003). Simdiye kadar yaptigimiz literatiir
taramasinda Chx ve fluor gibi ajanlarin kombine kullanimiyla ilgili bir ¢ok
caligsmaya rastlanilmig bu ¢alismalarda kombine kullaniminin ajanlarin etkinligini
artirdigina dair sonuglar elde edilmistir (Twetman ve Petersson, 1997; Zaura-Arite

ve Ten Cate, 2000; Atukeren 2001; Baygin ve ark., 2013; Erdem ve ark., 2012).

Ozonun farkli antimikrobiyal ajanlar ile birlikte kullanimiyla ilgili yaptigimiz
inceleme sonrasi, ozonun sadece kok kanal tedavisinde mevcut faydalarini
artirmak adina sodyum hipoklorit ile kombine kullanildigr 1 tez calismasina
rastlanilmistir. Songiir (2013), in-vivo kosullarda yapmis oldugu tez ¢aligmasinda,
sodyum hipoklorit ile yapilan irrigasyondan sonra kok kanallarinin ozon gazi ile
dezenfekte edilmesinin sonucunda, C. albicans miktarinda meydana gelen

azalmay1 %99,4 olarak bulurken, E. faecalis miktarinda meydana gelen azalmay1
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%99,3> oraninda bulmustur. Her iki mikroorganizma icin de meydana gelen
azalma baslangic degerlerine gore istatistiksel olarak anlamlidir ve ajanlarin tek
basina olan etkinliklerine gore de istatistiksel olarak daha etkilidir (p<0,05). Bu
durumu, ozonun organik doku ¢oziicii 6zelliginin bulunmamasina ilaveten tek
basina kullanildiginda organik doku varliginin, ajanin antibakteriyel etkinlik
stiresini kisaltmasina bagli olarak olusabilecegini, %2,5’lik sodyum hipoklorit
sollisyonu ile yapilan irrigasyonu takiben ozon ile dezenfeksiyonun ise, hem
organik dokunun uzaklastirilmis olmasi sebebi ile ozonun daha etkili olacagi, hem
de iki kuvvetli ajanin birlikteliginin ilave antibakteriyel etkinlik saglayarak diger

gruplara oranla daha basarili olmasina baglamistir.

Ozonun in-situ kosullarda fluor ve Chx ile kombine kullanimi ile ilgili su ana
kadar yaptigimiz literatiir taramasinda herhangi bir ¢calismaya rastlanilmamigtir. O
yilizden ozonun tek basina ve diger antimikrobiyal ajanlarla kombine kullaniminin
farkli zamanlarda elde edilmis biyofilm bakterileri iizerine etkisini
degerlendirdigimiz tez ¢alismamizin sonuglarinin  baska bir calisma ile

karsilagtirilmast yapilamamustir.

In situ kosullarda gerceklestirdigimiz tez ¢alismamizda 6. saatte olusmus biyofilm
lizerine ozonun tek basina uygulanmasi sonrasi cansiz bakteri yiizdesi yiiksek
clriik aktiviteli grupta %93,4 iken bu degerler ozonun fluor ile kombine
uygulandigr grupta %91,6, ozonun Chx ile uygulandigi grupta ise % 96,6 olarak
bulunmugstur. Ciliriiksiiz grupta ise degerler ozon grubunda %93, ozon fluor
grubunda %92,4, ozon Chx grubunda ise, %95,4 tir. Ajanlarin hepsi salin grubu
ile karsilastirildiginda cansiz bakteri yiizdelerini anlamli sekilde artirmigtir
(p<0.05). Ozonun Chx ile kombine uygulanmasi bu artigin daha da fazla olmasina
neden olmustur. Ancak aralarindaki fark istaistiksel olarak anlamli degildir

(p>0.05).

24. saatte olugmus biyofilm {izerine ozonun tek basina uygulanmasi sonrasi cansiz
bakteri yiizdesi yiiksek ciirlik aktiviteli grupta %83,4 iken bu degerler ozonun
fluor ila kombine uygulandig1 grupta %85, 6, ozonun Chx ile uygulandig1 grupta

ise %86,4 olarak bulunmustur. Ciiriiksiiz grupta ise degerler ozon grubunda
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%85,2, ozon-fluor ve ozon-Chx grubunda ise, %88, 6’ dir. Uygulanmis
antimikrobiyal ajanlarin hepsi salin grubu ile karsilastirildiginda cansiz bakteri
yiizdelerini anlamli sekilde artirmistir (p<<0.05). Ozonun Chx ve fluor ile kombine
uygulanmast bu artisin daha da fazla olmasina neden olmustur. Ancak

aralarindaki fark istaistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05).

48. saatte olusmus biyofilm iizerine ozonun tek basina uygulanmasi sonrasi cansiz
bakteri yiizdesi yiiksek ¢iiriik aktiviteli grupta %57,2 iken bu degerler ozonun
fluor ile kombine uygulandigi grupta %57,2, ozonun Chx ile uygulandig1 grupta
ise %58,2 olarak bulunmustur. Ciiriiksiiz grupta ise degerler ozon grubunda %65,
ozon fluor grubunda %66,2, ozon Chx grubunda ise, %66, 4 tir. Ajanlarin hepsi
salin grubu ile karsilastirildiginda cansiz bakteri yiizdelerini anlamli sekilde
artirmigtir (p<0.05). Ozonun Chx ile kombine uygulanmasi bu artisin daha da
fazla olmasina neden olmustur. Yiiksek ciiriik aktiviteli grupta ozon ve ozonun
fluor ile kombine kullanimi1 ayn1 diizeyde artisa neden olmustur. Ciirliksiiz grupta
ise ozonun fluor ve Chx ile kullanimi ozonun tek basina kullanimina gére daha
etkili bulunmustur. Ancak aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir

(p>0.05).
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5. SONUC VE ONERILER

OzonyTronX® cihazi ile 60 s ozon uygulamasinin farkli zamanlarda olusmus
biyofilm kalinlik degerleri iizerine etkinliginin fluor ve klorheksidin ile

karsilastirmali olarak in-situ kosullarda degerlendirildigi ¢calismamizda,

» 6, 24 ve 48. saatte yiiksek ¢iiriik aktiviteli grupta biyofilm kalinliklarinin
cliriiksiiz gruba gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha fazla
oldugu (p<0.05)

» Yiksek ciriik aktiviteli ve ciirliksiiz iki grupta da, en fazla biyofilm
kalinlik degerlerinin 48. saatte en az biyofilm kalinlik degerlerinin ise 6.
saatte olustugu; 6, 24 ve 48. saatler biyofilm kalinlik degerleri agisindan
degerlendirildiginde ise aralarindaki farkin istatistiksel olarak anlamli
oldugu (p<0.05)

» 6. saatte yiiksek ciiriik aktiviteli ve ciiriiksliz iki grupta da uygulanan
antimikrobiyal ajanlarin biyofilm kalinlik degerlerini kontrol grubuna gore
azalttig1 ancak bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadigi (p>0.05)

» 6. saatte yiiksek ciiriik aktiviteli ve ¢iiriiksiiz iki grupta da en az biyofilm
kalinlik degerinin ozonun Chx ile kombine uygulandigi grupta elde
edildigi, bunu sirasi ile ozon-fluor, ozon, Chx ve fluor gruplarinin takip
ettigi ancak antimikrobiyal ajan gruplar1 arasinda biyofilm kalinlik
degerleri acisindan istatistiksel olarak anlamli bir farkin bulunmadigi
(p>0.05)

» 24. saatte yiiksek ciiriik aktiviteli ve ¢iiriiksiiz iki grupta da uygulanan
antimikrobiyal ajanlarin biyofilm kalinlik degerlerini kontrol grubuna gore
azalttig1 ancak bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadigi (p>0.05)

» 24. saatte yliksek ¢iiriik aktiviteli grupta en az biyofilm kalinlik degerinin
ozonun Chx ve fluor ile kombine uygulandigi grupta elde edildigi, bunu
ayni biyofilm kalinlik degeri ile ozon ve Chx grubunun takip ettigi, fluor
grubunun ise biyofilm kalinlik degerlerinde en az azalmaya neden oldugu
ancak antimikrobiyal ajan gruplar1 arasinda biyofilm kalinlik degerleri

acisindan istatistiksel olarak anlamli bir farkin bulunmadigi (p>0.05)
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» 24. saatte ciirliksiiz grupta, en az biyofilm kalinlik degerinin ozonun Chx
ile kombine uygulandig1 grupta elde edildigi, bunu siras1 ile ozon-fluor,
ozon ve ayni biyofilm kalinlik degeri ile Chx ve fluor gruplarinin takip
ettigi ancak antimikrobiyal ajan gruplar1 arasinda biyofilm kalinlik
degerleri acisindan istatistiksel olarak anlamli bir farkin bulunmadigi
(p>0.05)

» 48. saatte yiiksek ciiriik aktiviteli ve c¢iirliksiiz iki grupta da uygulanan
antimikrobiyal ajanlarin biyofilm kalinlik degerlerinde kontrol grubuna
gore azalmaya neden oldugu ancak bu azalmanin istatistiksel olarak
anlamli olmadig1 (p>0.05)

» 48. saatte yiiksek ciiriik aktiviteli grupta, en az biyofilm kalinlik degerinin
ozonun Chx ile kombine uygulandig1 grupta elde edildigi, bunu sirasi ile
ozon-fluor, ozon, Chx ve fluor gruplarinin takip ettigi ancak
antimikrobiyal ajan gruplar1 arasinda biyofilm kalinlik degerleri acgisindan
istatistiksel olarak anlamli bir farkin bulunmadigi (p>0.05)

» 48. saatte ciiriiksiiz grupta en az biyofilm kalinlik degerinin ozonun Chx
ve fluor ile kombine uygulandigi grupta elde edildigi, bunu ayni biyofilm
kalinlik degeri ile ozon ve Chx grubunun takip ettigi, fluor grubunun ise
biyofilm kalinlik degerlerinde en az azalmaya neden oldugu ancak
antimikrobiyal ajan gruplari arasinda biyofilm kalinlik degerleri agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir farkin bulunmadigi (p>0.05) sonucuna

varilmstir.

OzonyTronX® cihazi ile 60 s ozon uygulamasinin farkli zamanda olusmus
biyofilm canlilik degerleri iizerine etkinliginin fluor ve klorheksidin ile

karsilastirmali olarak in-situ kosullarda degerlendirildigi ¢calismamizda,

» 6, 24 ve 48. saatte yliksek ciriik aktiviteli gruptaki canli bakteri
ylizdelerinin ¢iiriiksliz gruba gore daha fazla oldugu ancak aralarindaki

farkin istatistiksel olarak anlamli bir farkliliga yol agmadig1 (p>0.05)
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» 6, 24 ve 48. saatlerde yiiksek ¢iiriik aktiviteli ve ¢iiriiksliz iki grupta da
biyofilm canlilik degerlerinin zaman gectik¢ge arttigi ancak bu artigin
istatsitiksel olarak anlamli bir farkliliga neden olmadigi (p>0.05)

» 6. saatte yiiksek ciiriik aktiviteli ve ciiriiksliz iki grupta da uygulanan
antimikrobiyal ajanlarin biyofilm canlilik degerlerini kontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli derecede azalttig (p>0.05)

» 6. saatte yiiksek ¢iiriik aktiviteli ve ¢iiriiksiiz iki grupta da en az biyofilm
canlilik degerinin ozonun Chx ile kombine uygulandigi grupta elde
edildigi, bunu sirasi ile, ozon, ozon-fluor, Chx ve fluor gruplarinin takip
ettigi, ozonun tek basina, Chx ve fluor ile kombine uygulandig1 gruplar
Chx ve fluorun tek basma uygulandig1 grup ile biyofilm canlilik degerleri
acisindan karsilastirildiginda aralarindaki farkin istatistiksel olarak anlamli
oldugu (p<0.05)

» 6. saatte yiiksek ciirlik aktiviteli ve ¢iiriiksiiz iki grupta da ozonun tek
basina uygulandigr grup ozonun Chx ve fluor ile kombine uygulandigi
grup ile biyofilm canliligi agisindan degerlendirildiginde aralarindaki
farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigi (p>0.05)

» 6. saatte yiiksek ¢iiriik aktiviteli ve clirtiksiiz iki grupta da Chx ve fluorun
tek basina uygulandigi  gruplar biyofilm canliligt  agisindan
karsilagtirildiginda aralarindaki farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigi
(p>0.05)

» 24. saatte yliksek ciiriik aktiviteli ve ¢iiriiksiiz iki grupta da uygulanan
antimikrobiyal ajanlarin biyofilm canlilik degerlerini kontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli derecede azalttig (p<0.05)

» 24. saatte yiiksek ciirlik aktiviteli grupta, en az biyofilm canlilik degerinin
ozonun Chx ile kombine uygulandig1 grupta elde edildigi, bunu sirasi ile
ozon-fluor, ozon, Chx ve fluor gruplarinin takip ettigi, ozonun tek basina,
Chx ve fluor ile kombine uygulandigi gruplar Chx ve fluorun tek basina
uygulandigt  grup ile biyofilm canlilik  degerleri  agisindan
karsilastirildiginda aralarindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu
(p<0.05)

» 24. saatte ¢iiriiksiiz grupta, en az biyofilm canlilik degerinin ayni cansiz
bakteri yiizdesi ile ozonun Chx ve fluor ile kombine uygulandigi iki grupta

elde edildigi, bunu sirasi ile, ozon, Chx ve fluor gruplarinin takip ettigi,
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ozonun tek basia, Chx ve fluor ile kombine uygulandigi gruplar Chx ve
fluorun tek basma uygulandigi grup ile biyofilm canlilik degerleri
acisindan karsilastirildiginda aralarindaki farkin istatistiksel olarak anlaml
oldugu (p<0.05)

24. saatte yliksek ciiriik aktiviteli ve g¢iiriiksiiz iki grupta da ozonun tek
basina uygulandigr grup ozonun Chx ve fluor ile kombine uygulandigi
grup ile biyofilm canliligi acisindan degerlendirildiginde aralarindaki
farkin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 (p>0.05)

24. saatte yiiksek ctirtik aktiviteli ve ¢iiriiksiiz iki grupta da Chx ve fluorun
tek basina uygulandigi  gruplar biyofilm canliligi  agisindan
karsilastirildiginda aralarindaki farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigi
(p>0.05)

48. saatte yiiksek ciiriikk aktiviteli ve ¢iiriikksiiz iki grupta da uygulanan
antimikrobiyal ajanlarin biyofilm canlilik degerlerini kontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli derecede azalttigi (p<<0.05)
48. saatte yiiksek ¢iiriik aktiviteli grupta, en az biyofilm canlilik degerinin
ozonun Chx ile kombine uygulandigi grupta elde edildigi, bunu sirasi ayni
cansiz bakteri yiizdesi ile ozon-fluor ve ozon grubunun takip ettigi, bu ii¢
grup biyofilm canlilik degerleri acisindan karsilagtirildiginda ise
aralarindaki farkin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 (p>0.05)

48. saatte cliriiksiiz grupta, en az biyofilm canlilik degerinin ozonun Chx
ile kombine uygulandigi grupta elde edildigi, bunu sirasi ile ozon-fluor ve
ozon grubunun takip ettigi, bu iic grup biyofilm canlilik degerleri
acisindan karsilagtirlldiginda ise aralarindaki farkin istatistiksel olarak
anlamli olmadigi (p>0.05)

48. saatte yuksek ciliriik aktiviteli ve ¢iirliksiiz iki grupta da Chx’ in, fluor
grubuna gore biyofilm canliligini daha fazla diisiirdiigii ancak aralarindaki
farkin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 (p>0.05)

48. saatte yiiksek cliriik aktiviteli ve ¢iiriiksiiz iki grup ta da ozonun tek
basina uygulandigi grubun Chx ve fluor grubuna gore bakteri canliligini
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diisiirdiigii (p<0.05)

48. saatte yiiksek ciiriik aktiviteli ve ¢lirliksiiz iki grup ta da ozonun Chx

ile kombine uygulandigi grubun Chx ve fluorun tek basina uygulandigi
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gruba gore bakteri canliligimi istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
diisiirdiigii (p<0.05)

» 48. saatte yiiksek ciiriik aktiviteli ve ¢iiriiksiiz iki grup ta da ozonun fluor
ile kombine uygulandigi grubun Chx ve fluor grubuna gore bakteri
canliligini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diistirdiigii (p<0.05)

sonucuna varilmistir.

Ozon ve ozonun diger antimikrobiyal ajanlar ile kombine kullaniminin farkl
zamanlarda olugsmus biyofilm iizerine etkinligini konfokal lazer tarama
mikroskobu kullanarak in-situ kosullarda degerlendirdigimiz tez ¢alismamizda,
ozonun altin standart olarak ta degerlendirilen ve anitimikrobiyal etkinlikleri
bircok calisma ile kanitlanmis klorheksidin ve fluora gore ¢ok daha basarili
antimikrobiyal etki gdsterdigi 6zellikle erken zamanda olusmus biyofilm iizerine
nerdeyse %100’ e yakin bir basar1 sagladig1 ve bu nedenlerden otiirii ¢cocuklarda
cirik olusumunun engellenmesi adma klinikte giivenilir bir sekilde

kullanilabilecegi kanisindayiz.

Calismamizdan elde edilen bulgulara dayanarak, ozon gazinin fluor cila ve Chx
cila ile kombine kullaniminin antimikrobiyal etkiyi daha da fazla arttirdigi bu
nedenle de ozon gazi ile etkin bir antimikrobiyal etki sonrasi, fluor cila
kullaniminin fluorun remineralize edici 6zelliginden dolay1 olusabilecek ¢iiriik
lezyonlarinin gelisimini daha iyi durdurulabilecegi kanisindayiz. Ayrica ¢ocuk
hasta tizerinde ozonun fluor ve Chx ile kombine kullaniminin biyofilm iizerine
etkinliginin karsilagtirildigi  bir ¢alismaya rastlanilmamasi nedeniyle, tez
calismamizin sonuglarinin dis hekimligi klinik pratigine yansitilabilecegini ve
bulgularimizin  bu alanda yapilacak arastirmalara 151k  tutabilecegini
diistinmekteyiz. Ancak, biyofilm bakterilerinin sahip oldugu avantajlar nedeni ile
antimikrobiyal ajanlarin etkinliklerinin zaman gectik¢e azaltabilecegi ve her
klinikte yiiksek maliyetli bir ozon cihazt bulunamayacagi da goéz Oniinde
bulundurularak, ozonize su ile kombine edilerek yeni materyallerin
gelistirilebilecegi ya da biyofilm yapisinin dogasinin daha iyi anlasilabilmesi ve
klinikte rutin olarak kullandigimiz fluor ve Chx gibi ajanlarin direncgli biyofilm
yapisi lizerine etkinliginin nasil daha da fazla artirilabilecegi ile ilgili klinik

caligmalarin yapilmasi gerektigi kanisindayiz.
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OZET

Ozonun biyofilm iizerindeki antibakteriyel etkisinin degerlendirilmesi

Bu calismada OzonyTronX® cihazi ile 60 s. ozon gazi uygulamasi, Cervitec®Plus,
Duraphat® cila ve ozon ile diger ajanlarin birlikte kullanilmasinin, dis ciiriiklerine neden
oldugu bilinen biyofilm yapisinin kalinligi ve canliligi iizerindeki etkinliginin in-situ
kosullarda konfokal lazer tarama mikroskobu ile karsilastirmali olarak degerlendirilmesi
amaglanmigtir. Calismamiz, klinigimize bagvuran yaslar1 11- 14 arasinda degisen, Ust
cenesinde dis eksikligi bulunmayan tamamen saglikli 5’1 yiiksek ¢iiriik aktiviteli 5’1
ciiriiksiiz olmak {izere toplam 10 cocuk iizerinde gergeklestirilmistir. In-situ kosullarda
biyofilm elde etmek igin ¢ocuklarin iist genelerine, lizerinde sigir diglerinden elde edilmis
6 adet 6rnegin yer aldig, 6zel akrilik plaklar hazirlanmistir. Bir s1gir disinden hassas kesit
alma cihazt yardimi ile ~2mm genisliginde ~3mm yiiksekliginde kesitler alinmis
otaklavda steril edilmistir. Ornekler, plak iizerinde hazirlanmis bukkal ¢ikint1 igine
gomiilmiis bu sayede biyofilm yapist c¢evreden gelebilecek zararli etkilere karsi
korunmustur. Orneklerin plaklara yerlestirilmesini takiben katilimcilara plaklari 6, 24 ve
48 saat siireyle tagimalar1 gerektigi anlatilmigtir. Her bir saatin sonunda 6rnekler plaktan
dikkatli bir sekilde alinmis ayni sigir disinden elde edilmis diger 6 ornek ise plaklara
yerlestirilmistir. Orneklerin plaklardan uzaklastirilmasini takiben laboratuar islemlerine
gecilmistir. Ciiriikstiz 5 kisinin yer aldig1 grup Grup-1, yiiksek c¢iiriik aktivitesine sahip 5
kisinin bulundugu grup ise Grup- 2 olacak sekilde ayrilmistir. 6. saatin sonunda grup-1’e
ait orneklerden rastgele secilmis 1 6rmek 1 dk boyunca fizyolojik salin ile yikanmus,
ardindan OzonyTronX® cihaz1 kullanilarak 60s boyunca 3. seviyede ozon tedavisi
uygulanmistir. 2. Ornek 1dk fizyolojik salin ile yikanmis ardindan 1 dk boyunca
CervitecPlus cila uygulanmustir. Ornekler fizyolojik salin ile tekrar yikandiktan sonra
ozon tedavisi uygulanmistir. 3. 6érnek 1dk fizyolojik salin ile yikanmis sonrasinda 1dk
boyunca Duraphat® cila uygulanmustir. Tekrardan fizyolojik salin ile yikanan drneklere
ozon tedavisi uygulanmistir. 4.6rnek 1dk boyunca fizyolojik salin ile yikanmig ardindan
1dk boyunca Cervitec®Plus cila uygulanmistir. 5. 6rnek 1dk boyunca fizyolojik salin ile
yikanmis ardindan 1dk boyunca Duraphat® cila uygulanmustir. 6.6rnek sadece 1dk
boyunca fizyolojik salin ile yikanmistir. Bu tedavi prosediiriiniin aynisi tiim katilimcilar
icin 24 ve 48 saat plak tagidiktan sonrada da uygulanmistir. Grup-2 ye ait katilimcilardan
6, 24 ve 48 saat sonunda elde edilen 6rnekler de rastgele olacak sekilde se¢ilmis ve Grup-
1’ e uygulanan tedavi prosediirleri aymi sekilde uygulanmistir. Orneklere uygulanan
tedavi prosediirii sonrasi tiim 6rnekler ethidum bromide ve floresan diacetate boyalar ile
boyanmistir. Boyama islemini takiben konfokal lazer tarama mikroskobunda
degerlendirilmistir.

Caligmamizda gruplar arasinda canli mikroorganizma sayisi ve cansiz hiicre oranlar
yoniinden farkin 6nemliligi Kruskal Wallis testiyle incelenirken, gruplar i¢indeki farkin
Oonemliligi ise Mann Whitney U testiyle degerlendirilmis, p<0.05 i¢in sonuclar
istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edilmistir.

Konfokal lazer mikroskobu kullanilarak elde edilen biyofilm kalinlik degerlerinin
istatistiksel analizi sonucu, yiiksek c¢iirtik aktiviteli grupta biyofilm kalinlik degerlerinin
cliriiksliz gruptan istatistiksel olarak anlamli sekilde daha fazla oldugu bulunmustur
(p<0.05). Zaman gegtikce biyofilm kalinlik degerleri istatistiksel olarak anlamli sekilde
artmistir (p<0.05). Uygulanan antimikrobiyal ajanlar biyofilm kalinlik degerlerinde
azalmaya neden olmustur ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamli bir fark
yaratmamustir (p>0.05). Basar1 siralamasi 6. saat igin yiiksek ¢iiriik aktiviteli ve ¢iiriiksiiz
iki grupta da; ozon gazinin Chx ile birlikte uygulanmasi > ozon gazinin fluor ile birlikte
uygulanmasi > ozon gazinin tek basina uygulanmasi > Chx’ in tek basina uygulanmasi >
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fluorun tek basina uygulanmasi > salin; 24. saatte yiiksek ciiriik aktiviteli grupta; ozon
gazinin Chx ile birlikte uygulanmasi = ozon gazinin fluor ile birlikte uygulanmasi > ozon
gazinin tek basma uygulanmasi = Chx’ in tek basina uygulanmasi > fluorun tek basina
uygulanmas1 > salin; 24. saatte ¢iiriiksliz grupta; ozon gazinin Chx ile birlikte
uygulanmasi > ozon gazinin fluor ile birlikte uygulanmasi > ozon gazinin tek basina
uygulanmasi > Chx’ in tek basina uygulanmasi = fluorun tek bagina uygulanmasi > salin
seklindedir. 48. saatte yiiksek c¢liriik aktiviteli grupta; ozon gazinin Chx ile birlikte
uygulanmasi > ozon gazinin fluor ile birlikte uygulanmasi > ozon gazinin tek bagina
uygulanmasi > Chx’ in tek basina uygulanmasi > fluorun tek bagina uygulanmasi > salin
seklindedir. 48. saatte ¢iiriiksiiz grupta; ozon gazinin Chx ile birlikte uygulanmasi = ozon
gazinin fluor ile birlikte uygulanmasi > ozon gazinin tek basina uygulanmasi = Chx’ in
tek basina uygulanmasi > fluorun tek basina uygulanmasi > salin seklindedir.

Konfokal lazer mikroskobu kullanilarak elde edilen biyofilm canlilik degerlerinin
istatistiksel analizi sonucu, zaman gectik¢e biyofilm canlilik oranlarinin arttig1 ancak bu
artisin istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yaratmadigi bulunmustur (p>0.05).
Antimikrobiyal ajanlar ise her bir zaman diliminde canli bakteri yilizdelerini istatistiksel
olarak anlamli sekilde diisiirmiistiir (p<<0.05). Basar1 siralamasi 6. saat i¢in yiiksek c¢iiriik
aktiviteli ve ¢liriiksiiz grupta; ozon gazmin Chx ile birlikte uygulanmasi > ozon gazinin
tek basina uygulanmasi > ozon gazinin fluor ile birlikte uygulanmasi > Chx’ in tek bagina
uygulanmasi > fluorun tek basina uygulanmasi > salin seklindedir. 24 .saatte yiiksek
ciirtik aktiviteli grupta; ozon gazinin Chx ile birlikte uygulanmasi > ozon gazinin fluor ile
birlikte uygulanmast > ozon gazinin tek basma uygulanmasi > Chx’ in tek basina
uygulanmasi > fluorun tek basina uygulanmasi > salin, ¢iiriiksiiz grupta; ozon gazinin
Chx ile birlikte uygulanmasi = ozon gazinin fluor ile birlikte uygulanmasi > ozon gazinin
tek basma uygulanmasi > Chx’ in tek basina uygulanmasi > fluorun tek basina
uygulanmasi > salin seklindedir. 48. saatte ise yiiksek c¢iiriikk aktiviteli grupta; ozon
gazinin Chx ile birlikte uygulanmasi > ozon gazinin fluor ile birlikte uygulanmasi = ozon
gazinin tek basina uygulanmast > Chx’ in tek basina uygulanmasi > fluorun tek basina
uygulanmasi > salin; c¢iirliksiiz grupta, ozon gazinin Chx ile birlikte uygulanmasi > ozon
gazinin fluor ile birlikte uygulanmasi > ozon gazinin tek basina uygulanmasi > Chx’ in
tek bagina uygulanmasi > fluorun tek basina uygulanmasi > salin seklindedir.

Calismamizdan elde edilen bulgulara dayanarak, ozon gazinin biyofilm bakterileri
izerine etkili bir ajan olmasi nedeniyle &zellikle klinikte rutin olarak kullanilan fluor
cilaya alternatif olarak kullanilabilecegi bununla birlikte antimikrobiyal etkisini artirmak
adina fluor cila ve Chx cila ile kombine kullaniminin daha etkili sonuglar verebilecegini
disiinmekteyiz. Ayrica ozon gazi ile etkin bir antimikrobiyal etki sonrasi, fluor cila
kullaniminin  fluorun remineralize edici 0zelliginden dolay1 olusabilecek ¢iiriik
lezyonlariin gelisimini de daha iyi durdurulabilecegi kanisindayiz. Ancak biyofilm
bakterilerinin sahip oldugu avantajlar nedeni ile antimikrobiyal ajanlarin etkilerinin
zaman gectikge azaldigi ve bu nedenle biyofilm yapismin dogasinin daha iyi
anlasilabilmesi ve ozon gibi etkili ajanlarin direngli biyofilm {izerine etkinliginin nasil
daha da fazla artirilabilecegiyle ilgili klinik c¢alismalarin yapilmas: gerektigi
disiincesindeyiz.

Anahtar Sozciikler: Biyofilm, antimikrobiyal ajan, klorheksidin, fluor, ozon, konfokal
lazer tarama mikroskobu, in-situ
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SUMMARY

Assessment of antibacterial efficiency of the ozone on biofilm

The purpose of this study is to make a comparative assessment of the efficiency of ozone
gas application with OzonyTronX® device for 60 s and use of Cervitec®Plus, Duraphat®
polish and ozone and other agents on thickness and vitality of the biyofilm structure
known to cause tooth decays using a confocal laser scanning microscope on in-situ
conditions.

Our study was applied to 10 children applying to our clinic, 5 of whom being with active
decays and 5 without any decays, who are in completely healthy condition without any
missing teeth on the maxilla and whose ages vary between 11-14. Special acrylic plaques,
on which 6 samples obtained from cattle teeth are located, were arranged for the maxillae
of the children to obtain the biyofilm on in-situ conditions. With the help of the
sectioning device, sections at ~2mm width and ~3mm height were taken from a cattle
tooth and sterilized in the autoclave. The samples were embedded in the buccal protrusion
prepared on the plaque, thus the biyofilm structure was protected against external harmful
effects. Following the positioning of the samples on the plaques, the participants were
told to carry the plaques for 6, 24 and 48 hours. At the end of every hour, the samples
were carefully taken from the plaque and other 6 samples obtained from the same cattle
tooth were positioned on the plaques. After the samples were removed from the plaques,
laboratory studies began. They were separated as Group 1 made of 5 participants with
without any decays and Group 2 of 5 participants with high decay activity. At the end of
six hours, 1 sample randomly selected among the samples from Group 1 was washed with
physiologic salin for 1 minute, then 3™ level ozone treatment was applied for 60 s using
OzonyTronX® device. The second sample was washed with physiologic salin and
Cervitec®Plus polish was applied for 1 minute. After the samples were washed again with
physiologic salin, ozone treatment was applied. The third sample was washed with
physiologic salin and Duraphat® polish was applied for 1 minute. After the samples were
washed with physiologic salin, ozone treatment was applied again. The fourth sample was
washed with physiologic salin and Cervitec®Plus polish was applied for 1 minute. The
fifth sample was washed with physiologic salin and Duraphat®polish was applied for 1
minute. The sixth sample was only washed with physiologic salin for 1 minute. The same
treatment procedure was applied for all participants after they have carried the plaques for
24 and 48 hours. Samples obtained from participants in Group 2 at the end of 6, 24 and
48 hours were selected randomly and the same treatment procedure applied to Groupl
was applied to Group 2. Following the treatment procedure applied to samples, all
samples were colored with ethidum bromide and fluorescent diacetate dyes. After
coloring, the samples were evaluated at the confocal laser scanning microscope.

While the significance of difference between the groups in our study in terms of number
of viable microorganisms and the dead cell rates was reviewed with the Kruskal Wallis
test, the significant of difference between the groups was evaluated with the Mann
Whitney U test, results for p<0.05 was considered statistically significant.

As a result of the statistical analysis of the biyofilm thickness values obtained by using
the confocal laser microscope, the biyofilm thickness values in the group with active
decays were obtained to be statistically significantly higher than that of the group with
not decays (p<0.05). The biyofilm thickness values increased statistically significantly in
time (p<0.05). The applied antimicrobial agents caused a decrease in the biyofilm
thickness values, but this decrease did not result in a statistically significant difference
(p>0.05). The success rating for the 6™ hour in both of the group with active decays and
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the group without decay is application of the ozone gas with Chx > application of the
ozone gas with fluorine > application of the ozone gas solely > application of Chx solely
> application of fluorine solely > salin; for the 24™ hour in the group with decays,
application of the ozone gas with Chx = application of the ozone gas with fluorine >
application of the ozone gas solely = application of Chx solely > application of fluorine
solely > application of the ozone gas with fluorine > application of the ozone gas solely >
application of Chx solely = application of fluorine solely > salin. For the 48" hour in the
group with active decays, it is application of the ozone gas with Chx > application of the
ozone gas with fluorine > application of the ozone gas solely > application of Chx solely
> application of fluorine solely > salin. For the 48" hour in the group with no decays, it is
application of the ozone gas with Chx = application of the ozone gas with fluorine >
application of the ozone gas solely = application of Chx solely > application of fluorine
solely > salin.

As a result of the statistical analysis of the biyofilm viability values obtained by using the
confocal laser microscope, it was determined that the biyofilm viability rates increased in
time but this increase did not cause a statistically significant difference was found
(p<0.05). Antimicrobial agents decreased the viable bacteria percentages statistically
significantly in every time period (p<0.05). The success rating for the 6™ hour in the
groups with active decays and with no decays, is application of the ozone gas with Chx >
application of the ozone gas solely > application of the ozone gas with fluorine >
application of Chx solely > application of fluorine solely > salin. For the 24™ hour in the
group with active decays, it is application of the ozone gas with Chx > application of the
ozone gas with fluorine > application of the ozone gas solely > application of Chx solely
> application of fluorine solely > salin; and for the group without decays, it is application
of the ozone gas with Chx = application of the ozone gas with fluorine > application of
the ozone gas solely > application of Chx solely > application of fluorine solely > salin.
For the 48™ hour in the group with active decays, it is application of the ozone gas with
Chx > application of the ozone gas with fluorine = application of the ozone gas solely >
application of Chx solely > application of fluorine solely > salin; and for the group
without decays, it is application of the ozone gas with Chx > application of the ozone gas
with fluorine > application of the ozone gas solely > application of Chx solely >
application of fluorine solely > salin.

Basing on the findings of our study, we suggest that the ozone gas, for being an efficient
agent on biyofilm bacteria, can be used as an alternative to fluorine polish used especially
in clinic on routine basis, and use in combination with fluorine polish and Chx polish to
increase the antimicrobial effects can provide more efficient results. Furthermore, we
believe use of fluorine polish after an efficient antimicrobial effect with the ozone gas can
better prevent development of decay lesions possibly to occur due to remineralizing
character of fluorine. We believe, however, further clinical studies are required with
regard to decreased amount of antimicrobial agents in time due to advantages of biyofilm
bacteria, better understanding of the biyofilm nature and how the efficiency of agents like
ozone on the enduring biyofilm can be enhanced.

Key words: Biyofilm, antimicrobial agent, chlorhexidine, fluorid, ozone, confocal laser
scanning microscope, in-situ.
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EK-5

BILGILENDIRILMIiS GONULLU OLUR FORMU

Ozonun biyofilm iizerindeki antibakteriyel etkisinin degerlendirilmesi isimli
calismamizda cocugunuz icin Ozel olarak hazirlanacak iist cene plaklarina sigir
dislerinden elde edilmis mine bloklar yerlestirilecektir. Bu islemi yapmamizin amaci;
sigir disleri iizerinde plak birikimini saglamak ve plak iizerine uygulayacagimiz
antimikrobiyal ajanlarin  mikroorganizmalar {izerine etkisini degerlendirmektir.
Cocugunuz calismamiza; sigir dislerinden hazirlanmig mine bloklar1 yerlestirilmis
plaklan tagtyarak, biyofilm elde etmemizi saglamak amaciyla katilacaktir. Bu uygulama

¢ocugunuz i¢in higbir sekilde rahatsizlik ve risk tasimamaktadir.

Cocugunuzun tastyacagi plaklara sigir disinden hazirlanmis 6 adet mine blogu
yapigkan mumlar vasitasi ile dogal diglere bakacak sekilde yerlestirilecektir. Plak
kullanimi1 esnasinda; ¢ocugunuzun dili, yanagi ve disleri sigir dislerinden olusturulmus
bloklara degmeyecektir. Cocugunuz yemek yeme ve diglerin fircalanmasi islemlerinin
disinda 6 saat boyunca plagi tasiyacaktir ve kullanim esnasinda dislerini sadece su ile
fircalayacak herhangi bir gargara ve dis macunu kullanmayacaktir. 6 saat sonunda
¢ocugunuzun tasimis oldugu plak alinacak ve fiizerine yerlestirmis oldugumuz sigir
dislerinden hazirlanmis bloklar plaktan uzaklastirilacaktir. Boylelikle calismamizin

sizinle ilgili olan kism1 tamamlanmis olacaktir.

Bu klinik calismada ¢ocugumun yer almasini kabul ediyorum. Calisma bana

s0zlii olarak da agiklandi. Caligma ile ilgili tiim sorularima tatmin edici cevaplar aldim.

Tarih :
Hastanin Adi-Soyadi
Hastanin Yasi- Cinsiyeti : Hastanin Imzasi
Velinin Adi-Soyadi : Veli Imzasi

Taniklik eden kurum yetkilisi imzasi :

Arastiric1 imzalari
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EK-6

BILGILENDIRILMiS GONULLU OLUR FORMU

Ozonun biyofilm {izerindeki antibakteriyel etkisinin degerlendirilmesi isimli
caligmamizda ¢ocugunuz i¢in 0&zel olarak hazirlanacak iist c¢ene plaklarma sigir
dislerinden elde edilmis mine bloklar1 yerlestirilecektir. Bu islemi yapmamizin amaci;
sigir digleri {izerinde plak birikimini saglamak ve plak {izerine uygulayacagimiz
antimikrobiyal ajanlarin mikroorganizmalar {izerine etkisini degerlendirmektir.
Cocugunuz calismamiza; sigir dislerinden hazirlanmis mine bloklar1 yerlestirilmis
plaklar tasiyarak, biyofilm elde etmemizi saglamak amaciyla katilacaktir. Bu uygulama

cocugunuz i¢in hi¢bir sekilde rahatsizlik ve risk tasimamaktadir.

Cocugunuzun tastyacagi plaklara sigir disinden hazirlanmis 6 adet mine blogu
yapiskan mumlar vasitasi ile dogal dislere bakacak sekilde yerlestirilecektir. Plak
kullanimi esnasinda; ¢ocugunuzun dili, yanagi ve disleri sigir diglerinden olusturulmus
bloklara degmeyecektir. Cocugunuz yemek yeme ve dislerin firgalanmasi islemlerinin
disinda 6 saat boyunca plag: tasiyacaktir ve kullanim esnasinda dislerini sadece su ile
fircalayacak herhangi bir gargara ve dis macunu kullanmayacaktir. 24 saat sonunda
cocugunuzun tasimis oldugu plak alinacak ve iizerine yerlestirmis oldugumuz sigir
dislerinden hazirlanmis bloklar plaktan uzaklastirilacaktir. Bdylelikle c¢aligmamizin

sizinle ilgili olan kism1 tamamlanmig olacaktir.

Bu klinik calismada ¢ocugumun yer almasimi kabul ediyorum. Calisma bana

s0zli olarak da agiklandi. Calisma ile ilgili tiim sorularima tatmin edici cevaplar aldim.

Tarih
Hastanin Adi-Soyadi
Hastanin Yasi- Cinsiyeti : Hastanin imzasi
Velinin Adi-Soyadt : Veli imzasi

Taniklik eden kurum yetkilisi imzasi :

Arastiric1 imzalari
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EK-7

BILGILENDIRILMiS GONULLU OLUR FORMU

Ozonun biyofilm {izerindeki antibakteriyel etkisinin degerlendirilmesi isimli
caligmamizda ¢ocugunuz i¢in O&zel olarak hazirlanacak iist c¢ene plaklarma sigir
dislerinden elde edilmis mine bloklar1 yerlestirilecektir. Bu islemi yapmamizin amaci;
sigir digleri {izerinde plak birikimini saglamak ve plak {izerine uygulayacagimiz
antimikrobiyal ajanlarin mikroorganizmalar {izerine etkisini degerlendirmektir.
Cocugunuz calismamiza; sigir dislerinden hazirlanmis mine bloklar1 yerlestirilmis
plaklar tasiyarak, biyofilm elde etmemizi saglamak amaciyla katilacaktir. Bu uygulama

cocugunuz i¢in hi¢bir sekilde rahatsizlik ve risk tasimamaktadir.

Cocugunuzun tastyacagi plaklara sigir disinden hazirlanmis 6 adet mine blogu
yapiskan mumlar vasitasi ile dogal dislere bakacak sekilde yerlestirilecektir. Plak
kullanimi esnasinda; ¢ocugunuzun dili, yanagi ve disleri sigir disglerinden olusturulmus
bloklara degmeyecektir. Cocugunuz yemek yeme ve dislerin firgalanmasi islemlerinin
disinda 6 saat boyunca plag: tasiyacaktir ve kullanim esnasinda dislerini sadece su ile
firgalayacak herhangi bir gargara ve dis macunu kullanmayacaktir. 48 saat sonunda
cocugunuzun tasimis oldugu plak alinacak ve iizerine yerlestirmis oldugumuz sigir
dislerinden hazirlanmis bloklar plaktan uzaklastirilacaktir. Bdylelikle c¢aligmamizin

sizinle ilgili olan kism1 tamamlanmig olacaktir.

Bu klinik calismada ¢ocugumun yer almasimi kabul ediyorum. Calisma bana

s0zlili olarak da agiklandi. Calisma ile ilgili tiim sorularima tatmin edici cevaplar aldim.

Tarih
Hastanin Adi-Soyadi
Hastanin Yasi- Cinsiyeti : Hastanin imzasi
Velinin Adi-Soyadi : Veli imzasi

Taniklik eden kurum yetkilisi imzasi :

Arastirici imzalari
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