Black Sea Journal of Health Science 3(3): 51-62 (2020)

Black Sea Journal of Health Science
Open Access Journal I OurnalS

e-ISSN: 2619 - 9041

Arastirma Makalesi (Research Article)

Cilt 3 - Say1 3: 51-62 / Eyliil 2020
(Volume 3 - Issue 3: 51-62 / September 2020)

HYPERICUM PERFORATUM L. VE SEKONDER
METABOLITLERININ PATOJENIK ORAL
BAKTERILERE KARSI ANTIMIKROBIYAL
AKTIVITESININ DEGERLENDIRILMESI

Feride BALLIY, Ayca Tuba ULUSOY YAMAK?Z*

1Zonguldak Agiz Dis Sagligi Merkezi, 67020, Zonguldak, Tiirkiye
20ndokuz Mayis Universitesi, Dis Hekimligi Fakiiltesi, Pedodonti Anabilim Dali, 55270, Samsun, Tiirkiye

Gonderi: 01 Haziran 2020; Kabul: 20 Haziran 2020; Yaymlanma: 01 Eyliil 2020
(Received: June 01, 2020; Accepted: June 20, 2020; Published: September 01, 2020)

Ozet

Bu ¢alismanin amaci, Hypericum perforatum L.’nin ve icindeki sekonder metabolitlerin, dis ciiriigii ve periodontal
hastaliklardan sorumlu mikroorganizmalar iizerine antimikrobiyal etkisini arastirarak, bu bitkinin ve sekonder
metabolitlerinin insan gingival fibroblast hiicreleri iizerine sitotoksisitelerini in vitro olarak incelemektir. Calismamizda
Hypericum perforatum L. bitki ekstrati ve 6 ayr1 sekonder metabolit (hyperforin, hypericin, hyperoside, quercetin,
quercitrin, rutin) kullanildi. Bu iriinlerin patojenik oral mikroorganizmalara (S. mutans, S. mitis, S. sanguinis, S.
salivarius, S. sobrinus, L. acidophilus, P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans, C. Albicans) kars1 antimikrobiyal aktivitesi
disk difiizyon yontemi ile incelenirken, MIC ve MBC degerleri de belirlendi. Tiim test materyallerinin oral dokular
lizerine sitotoksisitesi, insan gingival fibroblast hiicreleri kullanilarak MTT analizi ile degerlendirildi. Hypericum
perforatum L. ekstrati ve sekonder metabolitlerinin ¢alismamizda test edilen tiim oral patojenlere etkisi istatistiki
olarak CHX'den diisiik bulunmustur. Bununla birlikte, periodontal hastalikla iligkili gram-negatif mikroorganizmalara ve
C. albicans’a kars1 CHX'ne yakin degerde inhibisyon zonu olusturdugu goriilen quercitrin’in, gingival fibroblast hiicreleri
lizerine CHX gibi siddetli sitotoksisite gdstermedigi tespit edilmistir. Bu calismada, bitki ekstratlarinin saf bilesikler
olmamasi nedeniyle bu yonde yapilacak ¢alismalarin sadece bitkileri degil sekonder metabolitleri de incelemesi, yiiksek
antimikrobiyal etkinlige sahip, diislik sitotoksik etkili yeni antimikrobiyal ve antifungal bitki ekstratlari1 ve sekonder
metabolitlerin bulunmasini miimkiin kilacagi sonucuna varilmistir.

Anahtar kelimeler: Dis ¢iirtigli, Dogal antimikrobiyal ajanlar, Hiperforin, Hypericum Peroratum L., Hiperosid, Kuersetin

Assessment of the Antimicrobial Effectiveness of Hypericum Perforatum L. and Secondary
Metabolites against Pathogenic Oral Bacteria

Abstract: The purpose of this study was to invastigate the antimicrobial effect of Hypericum perforatum L. and
secondery metabolites on microorganisms responsible for dental caries and periodontal disease and to investigate their
cytotoxic effect on human gingival fibroblast cell in vitro. Hypericum perforatum L. plant extract and 6 different
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secondary metabolites (hyperforin, hypericin, hyperoside, quercetin, quercitrin, rutin) were used. Disk diffusion assay
was performed to analyze the antimicrobial activities of these materials against the pathogenic oral microorganisms (S.
mutans, S. mitis, S. sanguinis, S. salivarius, S. sobrinus, L. acidophilus, P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans, C. albicans)
and MIC and MBC values were also determined. Cytotoxicity all test materials was investigated by MTT assay using
human gingival fibroblast cells. According to antimicrobial analysis, the inhibitory effect of all test materials were found
to be statistically lower than chlorhexidine. However, the quercitrin which was seen to create an inhibition zone against
periodontal disease-associated gram-negative microorganisms and C. albicans, did not show severe cytotoxicity as
chlorhexidine on gingival fibroblast cells. In this study, plant extracts due to lack of pure compounds, it was concluded
that studies must examine not only plant, are also secondary metabolites. In this way, it will be possible to find new
antimicrobial and antifungal plant extracts and secondary metabolites, have high antimicrobial activity and low
cytotoxic effective.
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*Corresponding author: Ondokuz Mayis Universitesi, Dis Hekimligi Fakiiltesi, Pedodonti Anabilim Dali, 55270, Samsun, Tiirkiye

E mail: aycaulusoy@yahoo.com (A.T. ULUSOY YAMAK)
Feride BALLI

Ayca Tuba ULUSOY YAMAK

https://orcid.org/0000-0003-4976-4805
https://orcid.org/0000-0003-3733-2781

Cite as: Balli F, Ulusoy Yamak AT. 2020. Assessment of the antimicrobial effectiveness of hypericum perforatum L. and secondary
metabolites against pathogenic oral bacteria. BS] Health Sci, 3(3): 51-62.

1. Giris

Dis ciiriigli ve diseti hastaliklari, insanlarin biiyiik bir
kismini cinsiyet, yas, etnik koken gozetmeksizin etkileyen
ve oOzellikle gelismekte olan iilkelerde en sik goriilen
enfeksiydz hastaliklardir (Burt, 1998). Bu hastaliklarin
primer etiyolojik faktorii, mikrobiyal dental plak
icerisinde bulunan mikroorganizmalardir (Wilson ve
Ashley, 1990). Streptococcus mutans, Streptococcus
sobrinus gibi gram-pozitif asidojenik ve asidofilik
ozellikteki mikroorganizmalar, dis clriigiiniin
olusumundan sorumlu iken, laktobasiller
dokusunun yikimindan yani var olan c¢iiriik lezyonun
ilerlemesinden sorumlu bulunmustur (Fitzgerald ve ark,,
1980). Candida albicans ise agiz florasindan izole
edilebilen ve agiz mukozasina tutunabilen en yaygin
mantar tiirtidiir ve dentin dokusunda ytliksek oranda
yerlesim gostererek, dzellikle cocuklarda/adelosanlarda
dis ¢lrigliniin patogenezinde aktif rol oynamaktadir
(Klinke ve ark, 2011). Porphyromonas gingivalis ve
Aggregatibacter actinomycetemcomitans ise periodontal
hastaliklarinin  patogenezinde oynayan
viriilansi yliksek mikroorganizmalardir (Newman ve ark.,
2007). Tim bu mikroorganizmalarin yasamasi igin
elverisli olan mikrobiyal dental plagin agiz icerisindeki

dentin

onemli rol

sert ve yumusak doku iizerinden uzaklastirilmasi ile dis
curiugi ve
bilinmektedir

diseti hastaliklarinin  engellenebilecegi

(Mc Donald ve ark, 2004). Ancak
cocuklarin dis firgalama ve dis ipi kullanimi ile mekanik
temizligi yeterince etkin yapamamalari ve ayni zamanda
mekanik temizligin tek basina mikrobiyal dental plag:
uzaklastirmada yeterli olmamasi mekanik temizlik ile
birlikte ortaya
koymaktadir (Loveren ve ark., 2000). Bu konu ile ilgili
yapilan calismalarda, mekanik plak kontroliine ek olarak
floriirin  ve antimikrobiyal =~ kemoterdpatiklerin
kullaniminin, bu hastaliklara karsi korunmada etkiyi
arttirdig1 gosterilmektedir (Davies ve ark., 2003). Ancak
ozellikle gelismekte olan iilkelerde antimikrobiyal etkili

kimyasal temizligin  gerekliligini

maddelerin bilingsizce kullanimi nedeniyle bu maddelere
karsi direng¢ gosteren oral mikroorganizmalarin artmis
olmas1 ve kullanillan antimikrobiyal etkili ajanlarin
disleriboyama, agiz kurulugu, ilseratif gingivitis, doku
irritasyonu, oral kanserler gibi yan etkilere sahip
olmalar1 nedeniyle (Silverman ve Wider, 2006; Addy,
2008; Lemos-Junior ve Villoria, 2008), bitkilerden elde
edilen dogal antimikrobiyal bilesiklerin gelistirilmesine
yonelik calismalara hiz kazandirmistir (Katsura ve ark.,
2001; Botelho ve ark.,, 2007; Thaweboon ve Thaweboon,
2009; Sereviratne ve ark., 2011).

Halk arasinda “sar1 kantaron” olarak da bilinen
Hypericum perforatum L. (Stjohn’s Wort), Tirkiye ve
Avrupa’da yaygin olarak yetisen, antitiimor, antiviral,
antidepresan, antibakteriyal, antiinflamatuar ve analjezik
etkilere sahip oldugu bilinen, yabani bir bitkidir (;
Reichling ve ark, 2001). Rusya’da, degisik isimler altinda
ticari  antibiyotik  preparati Hypericum
perforatum L.’nin, antimikrobiyal etkinligi ile ilgili yapilan
pek cok calismada bu bitkinin c¢esitli gram-pozitif ve
gram-negatif mikroorganizmalar iizerine bakteriostatik

bulunan

ve bakterisid etkinligi gosterilmistir (Avato ve ark,
2004; Milosevic ve ark., 2007; Saddige ve ark., 2010).

Literatlir incelendiginde Hypericum perforatum L.nin
ag1iz icerisindeki patojenlere karsi antimikrobiyal
etkinligi ile ilgili az sayida bilimsel g¢alisma oldugu
gorilmigtiir. Sardella ve ark. (2008), yanan agiz
sendromu bulunan bireylerde Hypericum perforatum L.
ekstratinin
perforatum L. ekstratin1 iceren 300 mglk kapsiiliin
(hypericin-% 0,31, hyperforin-% 3,0) 12 haftalik siire
boyunca kullandirilmasinin semptomlarin gorildiigi
boélge sayisini azalttigini bildirmislerdir. Paterniti ve ark.

etkinligini  degerlendirmis, Hypericum

(2010), deneysel olarak diseti hastaligi olusturulmus
ratlar tlizerinde Hypericum perforatum L. ekstratinin
etkilerini  degerlendirmisler, ligatiir = baglanmasi
meydana gelen gingivomukozal doku
yaralanmasinin ve alveolar kemik kaybinin derecesini

sonucunda
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azalttigini bildirmislerdir. Ayrica gingivomukozal dokuya
gbc¢ eden polimorfoniikleer hiicrelerin ve proinflamatuar
sitokinlerden IL-13'nin sayisini azaltarak antiinflamatuar
etki  gosterdigini bulgular
dogrultusunda enflamatuar bir hatalik olan periodontal

aciklamiglardir.  Bu

hastaligin  tedavisinde  Hypericum perforatum L.
ekstratinin  uygulanabilecegi
Lithi ve ark. (2009),

Streptococcus mutans ve Streptococcus sobrinus’a karsi

sonucuna varmislardir.
karyojenik  bakterilerden

Hypericum perforatum L. nin bir sekonder metaboliti olan
hypericin’in antibakteriyel
arastirmislar, 0,625pg/ml’den 10pug/ml’'e kadar degisen
konsantrasyonlarda hypericin’in test edildigi calismada
2,5pg/ml  hypericin’in
antimikrobiyal etkinligi oldugunu gostermislerdir. Siintar

fotodinamik etkisini

Streptococcus  sobrinus’a
ve ark. (2015), Hypericum perforatum L’nin farklh
ekstraksiyonlarinin (etanol, n-heksan, kloroform, etil
asetat, n-butanol ve su ekstraklar1) Streptococcus mutans,
S. sobrinus, Lactobacillus plantarum ve Enterococcus
faecalis antimikrobiyal aktivitelerini
degerlendirmisler. Su ekstratinin S. mutans
(MIC:32pg/ml) ve E. faecalis’e (MIC:16pg/ml) kiyasla S.
sobrinus ve L. plantarum (MIC:8pug/ml)’abkarsi daha

uzerine

giicli antibakteriyal aktivite gosterdigini bulmuslardir.
ylksek
ettigini

ekstratlarin ise S.sobrinus’a daha
(MIC:16  pg/ml)  etki

Diger
konsantrasyonda
gostermislerdir.
Tim bu bilgiler 151831nda bu ¢alismanin amaci, Hypericum
perforatum L. Dbitki ekstratinin ve igerigindeki
antimikrobiyal etkisi oldugu bildirilen sekonder
metabolitlerin  (hyperisin, hyperoside,
quercetin, quercitrin, rutin) oral florada bulunan c¢trik
ve periodontal hastallk olusumundan
mikroorganizmalara [S. mutans (ATCC 35668), S. mitis
(ATCC 903), S. sanguinis (ATCC 10556), S. salivarius
(ATCC 13419), S. sobrinus (ATCC 33478), L. acidophilus
(ATCC 9224), Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277),
Aggregatibacter Actinomycetemcomitans (ATCC 43718)
kars1 antimikrobiyal ve Candida albicans (ATCC 14053)’a
kars1 antifungal aktivitesi ve ayni zamanda insan gingival
fibroblast hiicreleri sitotoksik etkilerinin
incelenmesidir.

hyperforin,

sorumlu

uzerine

2. Materyal ve Metot

Bu arastirma Hypericum perforatum L. (Sar1 kantaron)
bitkisinin antimikrobiyal analizi ve sitotoksisite analizi
olmak tzere iki bolimden olusmaktadir. Hypericum
perforatum L. ekstrati1 ve icerisinde bulunan alti ayri
sekonder metabolitin patojen oral mikroorganizmalara
karsit antimikrobiyal etkisinin degerlendirilmesinin
amaglandigl antimikrobiyal duyarhlik testleri, Karadeniz
Teknik Universitesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Laboratuari’nda gergeklestirildi.

Bitki ekstratinin ve sekonder metabolitlerin insan
gingival  fibroblastlar toksik
degerlendirilmesinin amaglandig1 sitotoksisite analizi
AntiMikrop Test (Trabzon Teknoloji

Gelistirme Bolgesi, Trabzon)’'nda gergeklestirildi.

lizerine etkisinin

Laboratuari

2.1. Mikroorganizmalar ve Kiiltivasyonu
Calismamizda toplam 6 adet gram-pozitif bakteri, 2 adet
gram-negatif bakteri ve 1 adet mantar tiirti kullanilmistir.
Calismada kullanilan gram pozitif bakteriler;

e Streptococcus mutans (ATCC 25175)

e Streptococcus mitis (ATCC 903)

e Streptococcus sanguinis (ATCC 10556)

e Streptococcus salivarius (ATCC 13419)

e Streptococcus sobrinus (ATCC 33478)

e Lactobacillus acidophilus (ATCC 9224)

Calismada kullanilan gram negatif bakteriler;

e Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277)

e Aggregatibacter
43718)

actinomycetemcomitans  (ATCC

Calismada kullanilan mantar tiirt;
e (Candida albicans (ATCC 10231)

Calismada kullanilan mantar tiirii ve bakteriler Karadeniz
Teknik Universitesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Laboratuari kiiltiir koleksiyonundan elde edilmistir. Stok
bakteri suslarinin aktivasyonu i¢in, koyun kanli agar
(HBA) (BD BBL, USA) ve Sabouraud Dextrose Agar (SDA)
(Oxoid, England) besiyerlerinde ekimler yapilmistir.
Gram-pozitif bakteriyal suslar 35 °C ‘de 24 saat siire ile
inkiibe edilirken, gram- negatif bakteriyal suslar %5 COz,
%10 Hz ve %85 N2 gaz karisimi iceren poset icerisinde
(BD, USA), anaerobik ortamda 37 °C’de 48-72 saat siire
ile inkiibe edilmistir. Mantarlarin kiiltivasyonu, SDA
icerisinde 37 °C’'de 24 saat boyunca gergeklestirilmistir.
Diger mikroorganizmalardan farkl olarak P. gingivalis’in
kiiltivasyonunda 5 pg/ml hemin ve 1 pg/ml vitamin K
iceren Trypticase soy broth (TSB) kullanilmistir. Saf
ireme fazindaki mikroorganizma kiiltiirleri, steril fosfat
tamponlu salin soliisyonu (Oxoid, England) icerisine
alinarak 0.5 McFarland (1x10¢ hiicre/ml) bulanikliginda
slispansiyon hazirlanmigtir.

2.2. Hypericum perforatum L. Bitkisinin Sekonder
Bilesenleri

Hypericum perforatum L. etanol ekstrati ve igerisinde
bulunan 6 ayri sekonder bilesik Sigma-Aldrich (Sigma-
Aldrich Co. LLC,, Steinheim, Germany)’ten satin alinmigtir
(Tablo 1). Kat1 halde bulunan Hypericum perforatum L.,
hypericin ve hyperforin iireticilerin tavsiyelerine gore
Dimetil stilfoksit (DMSO) ile ¢ozdiiriilerek kullanildi.

2.3. Antimikrobiyal Duyarhlik Testi

2.3.1. MIC ve MBC testi

Tiim test materyallerinin ve kontrol olarak kullanilan
CHX’in, bakterilerin liremelerini engelleyecek en diisiik
konsantrasyon olan minimum inhibitor konsantrasyon
(MIC) ve bakterileri 6ldiirmek i¢in gerekli olan en diisiik
konsantrasyon olan minimum bakterisid konsantrasyon
(MBC) degerleri, Klinik ve Laboratuvar Standartlari
Enstitiisii (CLSI), M100-S17 (2007) yonergesine uygun
olarak belirlendi. Test materyallerinin MIC degerlerini
belirlemek amaciyla; éncelikle kat1 besi yerinde tretilen
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1x106
hazirlandi.

bakterilerden 0,5 McFarland bulaniklifinda,
konsantrasyonda bakteri siispansiyonlari
Hazirlanan bakteri slispansiyonlari, Katyon ilaveli Miiller
Hinton Broth! (%5 Koyun kanliz) besi yeri ile 1/10

oraninda dilie edildi. C. albicans igin MOPS (3-[N-

acid, 3-
morpholinopropanesulfonic acid) (Amresco, USA) ile
tamponlanmis RPMI 1640 (Roswell Park Memorial

morpholino]propane-sulfonic

Institute Media) (Sigma-Aldrich, Germany) besi yeri
kullanild1 ve ayni oranda (1/10) diliie edildi.

Tablo 1. Calismada kullanilan Hypericum perforatum L. ekstrati ve icerisinde bulunan sekonder bilesikler

Test materyalleri

Materyallerin baslangi¢ konsantrasyonlar1 (mg/ml)

Hypericum perforatum L. exstrati SIGMA-1607506 50

Hypericin SIGMA-56690 2.5

Hyperforin SIGMA-H1792 1

Hyperoside SIGMA- 00180585 5

Quercetin SIGMA-Q4951 50

Quercitrin SIGMA-Q3001 50

Rutin SIGMA-84082 50

Klorheksidin FGM Dental Products %2 w/v

Hazirlanan  mikroorganizma+besiyeri ~ iceren  bu Rutin (50mg/ml), Klorheksidin glukonat (%2)(CHX)

stispansiyonlardan 100 pl, 96 kuyucuklu U tabanh
pleytlerin her kuyucuguna yerlestirildi. Ardindan ilk
kuyucuklara 100pl test edilecek maddeler (Hypericum
perforatum L. (50mg/ml), Hypericin
(2.5mg/ml), Hyperforin (1mg/ml), Hyperoside
(5mg/ml), Quercetin (50mg/ml), Quercitrin (50mg/ml),

ekstrati

eklendi. Test materyallerinin DMSO ile diliie edilerek
hazirlanan %50, %25, %12,5, %6,25, %3,1, %1,56,
%0,78 konsantrasyonlar1 sirasi ile bir alt kuyucuga
eklendi (Test materyallerinin 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32,
1/64, 1/128, konsantrasyonlari test edilmis oldu) (Tablo
2).

Tablo 2. 96 kuyucuklu pleyte eklenen diliie edilmis madde konsantrasyonlari

Madde konsantrasyonlari (mg/ml)

1 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256
Hypericum perforatum L. 50 25 12.5 6.25 3.125 1.5625  0.7812 0.3906 0.195
Hypericin 2.5 1.25 0.625 0.312 0.156 0.078 0.039 0.019 0.009
Hyperforin 1 0.5 0.25 0.125 0.0625 0.0312 0.0156  0.0078  0.0039
Hyperoside 5 25 1.25 0.625 03125 0.1562 0.0781  0.0390 0.0195
Quercetin 50 25 12.5 6.25 3.125 1.5625 0.7812  0.3906 0.195
Quercitrin 50 25 12.5 6.25 3.125 15625 0.7812  0.3906  0.1953
Rutin 50 25 12.5 6.25 3.125 1.5625 0.7812  0.3906  0.1953
Klorheksidin %2 %1 0.5 0.25 0.125 0.0625 0.0312 0.0156 0.0078

Daha sonra tiim kuyucuklara 10 pl mikroorganizma
slispansiyonu (1/10 oraninda diliie edilmis) ilave edildi
(Sekil 1). 96 kuyucuklu pleytin son iki sirasindaki
mikroorganizma-besiyeri siispansiyonlar1 kontrol olarak
kullanild1 ve herhangi bir etken madde ilave edilmedi.
Ardindan 96 kuyucuklu pleyt, 37°C’lik etlivde 18-24 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi mikroorganizma
iiremesinin inhibe edildigi en diisiik konsantrasyon, test
edilen maddelerin MIC degerleri olarak kaydedildi.

Test MBC degerlerini
amaciyla; test materyallerinin 96 kuyucuklu pleytte

materyallerinin belirlemek
belirlenen MIC degerleri hangi kuyucuga denk geliyorsa,
o kuyucuga kadar olan kuyucuklardan 10’ar pl alinip HBA
ve SDA besi yerleri lizerine pasajlar yapild1 ve 37°C’lik
etiivde 18-24 saat siire ile inkiibe edildi.
edilmedigi en

Koloni

olusumunun tespit diisik madde

konsantrasyonu, test materyalinin MBC degeri olarak
belirlendi.

2.3.2. Disk Difiizyon Analizi

Patojen oral mikroorganizmalarin Hypericum perforatum
L. ekstrat1 ve igerisinde bulunan sekonder metabolitlere
karsi antimikrobiyal duyarliliklarini test etmek amaciyla
disk diflizyon yontemi kullanild.

Disk difiizyon analizi icin HBA ve SDA besi yerleri
sterilize edilerek (121°C, 15 dk Otoklav) 45-50°C’ye
kadar sogutuldu. Ardindan 9,0 cm ¢apindaki steril petri
kutularma 20’er ml dagitildi ve besiyerlerinin petri
kutular1 icerisinde dagilmalar1 saglandi. Besiyerleri
katilagtiktan icerisinde bir gece
kontaminasyon testine tabi tutuldu (37°C).

sonra inkilibator
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Sekil 1. 96 kuyucuklu plate’in inhibisyon &ncesi
gorintisu.

McFarland 0,5 standardina gore 1x106 konsantrasyonda
ayarlanmis her bir mikroorganizma silispansiyonunun
ekimi, HBA (bakteriyal suslar i¢in) ve SDA (maya susu
icin) besiyerleri ilizerine cam baget ile homojen bir
sekilde yayilarak yapildi. Bir bakteri i¢in 3 plak
kullanild.

6 mm capindaki steril diskler (Oxoid, England), bos bir
steril petriye konuldu ve test materyallerinden 20’ser pl
(Hypericum perforatum L. ekstrati (50mg/ml), Hypericin
(2,5mg/ml),  Hyperforin  (1mg/ml),  Hyperoside
(5mg/ml), Quercetin (50mg/ml), Quercitrin (50mg/ml),
Rutin (50mg/ml), CHX emdirildi (Sekil 2).

s p&iie, 4 S
& ’z-;‘.‘-r(...g 3““’:%
G i) . .

il

' 4

-

Sekil 2. Test materyallerinin disk difiizyon analizi i¢in
hazirlanis.

Test materyali emdirilmis steril diskler kuruduktan
sonra, deneylerde kullanildi. Madde emdirilmis diskler,
mikroorganizmalarin ekiminin yapildig1 besi yeri iceren
petrilerin ytlizeyine dikkatli bir sekilde birbirine temas
etmeyecek sekilde yerlestirildi. Diskler yerlestirildikten
sonra 10-15 dk bekletildi ve ardindan 37°C'lik etiivde 24
saat inkiibe edildi. A. actinomycetemcomitans’in ekiminin
yapildig1 plak CO2’li etiivde 48 saat, P. gingivalis ise
anaerobik ortamda 72 saat inkiibe edildiler. Siire
sonunda petrilerde olugan {ireme inhibisyon zonlar
milimetrik cetvel kullanilarak o6l¢iildii. CHX emdirilmis
diskler pozitif kontrol olarak kullanildi.

2.3.3. Sitotoksisite analizi
Bitki ekstratinin ve sekonder metabolitlerin insan

gingival fibroblastlar  tlizerine toksik etkilerinin
degerlendirilmesinin amaglandif1 sitotoksisite analizi
icin MTT (Metiltiazol difenil tetrazolyum) testi,
AntiMikrop Test Laboratuart (Trabzon Teknoloji

Gelistirme Bolgesi, Trabzon)'nda ISO 10993- 5 (2009)
no’lu protokole uygun olarak yiriitildi. Calismamizda
tim test materyallerinin sitotoksisite analizi i¢in
kullanilan Insan Gingival Fibroblast (HGF) hiicre kiiltiirii
Antimikrop Test Laboratuvari koleksiyonundan saglandi.
2.3.4. Hiicre Kiiltiiriiniin hazirlanmasi

Gingival fibroblast hiicreleri saklama ortamlari olan -196
oC'den ¢ikarilarak 37 °C’su banyosunda ¢ozdiriildi ve
1500 rpm’de 5 dakika siire ile santrifiij edildi. Santrifiijiin
ardindan tUstteki siipernatant kisim atilarak hiicreler
%10 fetal dana serumu (FDS), 100 IU/ml penisilin, 100
pg/ml streptomisin ve 5 pg/ml fungizone iceren EMEM
(Eagle's minimal essential medium) (BioWhittaker,
Lonza) besi ortami ile slispanse edilerek T25 hiicre
kiilttirti kabina alindi.

Hiicrelerin kiltiir kabinin yiizeyini kaplamalar1 ve
iremeleri (monolayer hiicre tabakasi), doku kiiltiirii
mikroskobunda (TCM 400, Labomed) kontrol edildi.
Hiicreler kiiltiir kabinin yiizeyini tamamen kapladiginda
kiltir kabindaki besi ortami uzaklastirildi ve hiicre
tabakas1 Ca*2, Mg*? icermeyen fosfat tamponlu salin
soliisyonu (PBS, pH=7) ile yikandi. Ardindan % 0,25
tripsin+ EDTA soliisyonu ile yikanarak 37 °C’de 5 dakika
inkiibasyona (Heal Force, HF90) birakildi. Siire sonunda
mikroskobik olarak incelenen hiicrelerin kiiltiir kabi
yluzeyinden ayrildiklar1 goriildi. Yiizeyden ayrilan
hiicrelere %10 FDS iceren EMEM ilave edilerek siispanse
edildi ve 15ml’lik tiiplere aktarildi. 1500 rpm’de 5 dakika
stire ile santrifiij (Elektro-mag M4812M, Turkey)
edildikten sonra siipernatant kisim atildu.

Ardindan hiicreler %10 FDS ve antibiyotik/antimikotik
iceren EMEM besi ortami ile homojenize edildi ve hiicre
slispansiyonu 2 adet T25 cm?’lik kiiltiir kabina béliinerek
hiicre pasajlama islemi tamamlandi. Bu sekilde 4 seri
pasaj yapildi.

2.3.5. MTT testinin uygulanmasi

4. pasajin ardindan 96 kuyucuklu kiiltir kaplar i¢in
istenen yogunluktaki sayist hesapland1 ve
mililitresinde 1,3x106 hiicre/ml olacak sekilde hiicre
slispansiyonu hazirlandi. Bu hiicre siispansiyonu 96
kuyucuklu kiiltiir kabina her kuyucukta 100 ul olacak
sekilde paylastirildi .Her bir test materyalinden 100 pl,
[(Hypericum perforatu m L. (50mg/ml),
Hypericin (2.5mg/ml), Hyperforin (1mg/ml), Hyperoside
(5mg/ml), Quercetin (50mg/ml), Quercitrin (50mg/ml),
Rutin (50mg/ml), CHX 96 kuyucuklu kiiltiir kabinin ilk
kuyucuklarina ilave edildi. Ardindan test materyalleri
DMSO ile siispanse edilerek her seferinde %50 oraninda
azalan konsantrasyonda bir alt kuyucuga eklendji, boylece
materyallerin 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128,
konsantrasyonlari test edilmis oldu (Tablo 2). Bu sekilde
hazirlanan 96 kuyucuklu kiltiir kab1 37 °C'de %5 CO2

hiicre

ekstrati
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iceren etiivde 48 saat siire ile inkiibe edildi.

48 saat inkiibasyonun ardindan 96 kuyucuklu kiiltiir
kaplarindaki besi ortami bosaltildi ve her bir kuyucuga
¢oklu pipet ile 0,1 ml EMEM (%0,5 FDS, %1 antibiyotik+
%1 fungizon) ilave edilerek yikama islemi yapildi.
Ardindan her bir kuyucuga tekrar ¢oklu pipet ile 0,1 ml
EMEM (%0,5 FDS, %1 antibiyotik+ %1 fungizon)
eklenerek 37 oC’de %5 CO2 igeren etiivde 5-10 dakika
stire ile inkiibe edildi (Sekil 3).

Sekil 3. Hiicrelerin test materyalleri ile inkiibasyonu
sonucu goruntusu.

Bu sirada -20°C’'de saklanan MTT boyast (Sigma, St.
Louis, MO, USA) derin dondurucudan cikartilip erimesi
icin 37°C’de inkiibatore yerlestirildi. 96 kuyucuklu kiltir
kabinin her kuyucuguna 10 ul MTT ¢oklu pipet yardimi
ile konuldu. 37 °C'de %5 CO: igeren etiivde 2 saat
inkiibasyonu saglandi.

Ardindan MTT boyasi bosaltilarak her kuyucuga 0,1 ul
DMSO (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) eklendi ve 10-
15 dakika 37 ©oCde bekletildi boylece formazan
krisrallerinin ¢oziilmesi saglandi. Hiicrelerin optik
yogunlugu mikroplate okuyucuda (Tecan GmbH, Austria)
570/630 nm dalga boyunda 6l¢iildii.

Hiicre proliferasyonu ¢alismasinda her bir test materyali
icin 3 tekrar yapilarak istatistiksel degerlendirmenin
anlamh olmasi amaglandi ve CHX pozitif kontrol ajani
olarak kullanilirken, sadece hiicre iceren kuyucuklar
negatif kontrol grubu olarak belirlendi.

Her bir kuyucuktaki hiicre canlilig1 (%) asagidaki formiile
gore hesaplandy;

% Hiicre canlilifi= Test materyalinin absorbansi x
Kontrol materyalinin absorbansi-!

Test materyallerinin sitotoksisitesi, hiicre canlihg1 goz
grubu
karsilastirilarak sitotoksik olmayan (hiicre canlilifi
>%90), hafif derecede sitotoksik (hiicre canlilig1:%60-
%90), orta derecede sitotoksik (hiicre canliligi:%30-
%59), siddetli sitotoksik (hiicre canliligi <%30) seklinde
derecelendirildi (Dahl ve ark., 2006).

2.4. istatistiksel Analiz

Antimikrobiyal analiz incelemesi, tesadif parsellemede
faktoriyel deneme tertibine gore, 3 tekerriirlii olarak
diizenlendi. Ornek biiyiikliigii MINITAB yazihmi Power
and Sample Size yordaminda 2-Level Factorial Design

Onilinde bulundurularak ve kontrol

komutu ile hesaplanmis olup tahmin edilen testin giicii
1.00 olarak hesaplandu. Istatistiksel analizler SPSS (SPSS
20.0 Software Package Programme Inc., Chicago, Illinois,
ABD) kullanilarak yapildi. Calismanin antimikrobiyal
analiz sonuglarinin degerlendirilmesinde Tek Yonlii
Varyans Analizi (One-way ANOVA) uygulanmis olup
grubu olan CHX grubuyla farkhliklarin
karsilastirilmasinda Dunnet testi uygulandi. Sitotoksisite
sonuclarinin  degerlendirilmesinde Post-Hoc
Bonferroni diizeltmeli Tek Yonlii Varyans Analizi (One-
way ANOVA) kullanildi. Kontrol grubuyla farkliliklarin
karsilastirilmasinda ise Dunnet testi uygulandu.

kontrol

analiz

3. Bulgular

3.1. Antimikrobiyal Duyarlilik Testi Bulgulari
Disk difiizyon
materyallerinin mikroorganizmalara kars1 olusturduklari
inhibisyon zon degerleri, mm cinsinden Tablo 3.'de
verildi. Kontrol grubu olarak kullanilan CHX, Hypericum
perforatum L. ekstrati ve sekonder metabolitleri ile
kiyaslandiginda test edilen tiim mikroorganizmalara
kars1 tim konsantrasyonlarda, istatistiksel olarak daha
fazla inhibisyon alani olusturdugu gériildi (p<0,001).
Tim test materyallerinin MIC ve MBC degerleri CHX
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede
yiksek bulundu (p<0,05) (Tablo 4).
perforatum L.’nin P. gingivalis ve C. albicans’a MIC ve
MBC degerleri 1:1/1:2 ve 1:2/1:1 konsantrasyonlarda
elde edildi. Hyperforin'in S. mutans, S. mitis, S. sanguinis
S. sobrinus, L. acidophilus ve A. actinomycetemcomitans’a
kars1 duyarli oldugu, MIC ve MBC degerlerinin sirasi ile
1:128/1:8, 1:32/1:16, 1:32/1:8, 1:128/1:16, 1:32/1:4,
1:128/1:8 ve 1:256/1:16 oldugu belirlendi.

Hyperoside’e karsi en duyarli mikroorganizma S. mutans
olarak tespit edildi (MIC/MBC=1:64/1:4 konsantrasyon).
Ardindan sirasi ile L. acidophilus (MIC/MBC=1:16/1:4
konsantrasyon), A actinomycetemcomitans
(MIC/MBC=1:4/1:1 konsantrasyon), S. sanguinis’a
(MIC/MBC=1:2/1:1  konsantrasyon) etkili oldugu
goruldi. S. mitis, S. sobrinus ve S. salivarius’'un MIC ve
MBC degerleri 1:1 olarak tespit edildi. Quercetin’in P.
1:1/1:1 olarak
belirlenirken Quercitrin’in P. gingivalis, C. albicans ve A.

analizi sonucunda Kkullanilan test

Hypericum

gingivalis’e  MIC ve MBC degerleri

Actinomycetemcomitans i¢in MIC ve MBC degerleri
sirasiyla 1:8/1:1, 1:8/1:1, 1:8/1:4 olarak belirlendi.

3.2. Sitotoksisite Analizi Bulgular:

MTT analizi sonucunda mikroplate okuyucuda 6lgiilen
test materyallerinin canliigr  ylizdelerinin
ortalamalar1 Sekil 4’de goriilmektedir. Kontrol grubu

hiicre

olarak kullanilan CHX’in, 1:1-1:32 konsantrasyonlari
arasinda gingival fibroblast hiicreleri tzerine siddetli
sitotoksik  olduguy, 1:64 ve 1:128
konsantrasyonlarda ise hafif derecede sitotoksik oldugu
gorildi. Hypericum perforatum L.nin 1:32 ve daha diisiik
konsantrasyonlarda gingival fibroblast hiicreleri iizerine
sitotoksik olmadig: gorildii. MIC degerinin elde edildigi
1:1 ve 1:2 konsantrasyonlarda hafif derecede sitotoksik
etkiye sahip oldugu ve bu konsantrasyonlarda CHX ile

derecede
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karsilastirilldiginda sitotoksitesinin anlamli derecede
diisik oldugu gorildi (p<0,001). 1:1 ve 1:2
konsantrasyonlarda siddetli sitotoksik etki gosteren
hyperforin’in, bu konsantrasyonlarda kontrol grubu olan
CHX ile aralarinda anlamh farklilik olmadig tespit edildi

(p>0,001). MIC olusturdugu konsantrasyonlarda (1:16-
1:128) gingival fibroblast hiicreleri lizerine sitotoksik
etkisinin olmadigi ve CHX ile Kkarsilastirildiginda
sitotoksitesinin anlaml derecede diisiik oldugu goriildii
(p<0,001).

Tablo 3. Test materyallerinin mikroorganizmalar {izerine olusturdugu inhibisyon zonu (mm) degerleri

Mikroorganizma Hypericum " N ) ) o ) N .
Perforatum L. ypericin Hyperforin Hyperoside Klorheksidin Quercetin Quercitrin Rutin
S. mutans 0,00+0,00b 0,00+0,0b  10,27+0,75b 8,21+0,55b 25,43+0,59a 0,00+0,00b 0,00+0,00b 0,00+0,0b
S. mitis 0,00+0,00b 0,00+0,0b  10,30+0,34b 9,02+0,26b 26,07+0,38a 0,00+0,00b 0,00+0,00b 0,00+0,0b
S.sanguinis 0,00+0,00b 0,00+0,0b 9,00+0,08b 9,05+0,24b 26,13+0,34a 0,00+0,00b 0,00+0,00b 0,00+0,0b
S. salivarius 0,00+0,00b 0,00+0,0b 9,29+0,35b 9,34+0,23b 24,20+0,38a 0,00+0,00b 0,00+0,00b 0,00+0,0b
S. sobrinus 0,00+0,00b 0,00+0,0b  10,20+0,36b 9,14+0,22b 25,13+0,38a 0,00+0,00b 0,00+0,00b 0,00+0,0b
L.acidophilus 0,00+0,00b 0,00+0,0b  10,39+0,31b 9,27+0,42b 25,40+0,10a 0,00+0,00b 0,00+0,00b 0,00+0,0b
P.gingivalis 15,13+0,20 0,00+0,0b 0,00+0,00b 0,00+0,00b 25,8+0,55a 17,14+0,22b 23,1+0,34b 0,00+0,0b
AAC 0,00+0,00b 0,00+0,0b 9,99+0,53b 9,14+0,28b 25,43+0,41a 0,00+0,00b 22,57+1,12b 0,00+0,0b
C. albicans 8,00+0,06b 0,00£0,0b  0,00:0,00b  0,00£0,00b  25,630,67a 0,00+0,00b 11,8+0,66b 0,00+0,0b
P <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

ab Ayni satirda farkl harfler ile gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatisti olarak 6nemlidir.

AAC= A.actinomycetemcomitans

Tablo 4. Test materyallerinin minimum inhibitér konsantrasyon (MIC) ve minimum bakterisid konsantrasyon (MBC)

degerleri mg/ml)
MA Hypericum
Perforatum Hypericin Hyperforin Hyperoside Klorheksidin Quercetin Quercitrin Rutin
L.
S. mutans 250b ->50b 0.0097 - 1.25b 0.0078b-0.125" 0.0781b - 1.25b 6x1072-20,00022 0.0976" - 500 0.0976P -50° 3.125b- 500
S. mitis >50b - >50P >1.25b-21.25b 0.0312b- 0.0625P >5b- >5b 18x10-8a- 38x10-72 >50b- 250b >50b - >50b =500 - =50b
S.sanguinis 250b - 250° >1.25b-21.25b 0.0312b-0.125b 2.5b- 25b 0.00782 - 0.06252 >50b- 2500 >50b - >50b 25b->50b
S. salivarius >50b - >50P >1.25b-21.25b 0.0078b- 0.0625 >5b- >5b 20.00022- 20.00022 >50b- 250b >50b - >50b > 50b - 250b
S. sobrinus 2500 - 2500 21.25b - 21.25b 0.0312b-0.25> 25b- >5b 20.00022- 20.00022 2500 - 2500 250b - 2500 >50P- 250
L.acidophilus 250b - 250P >1.25b-21.25b 0.0078- 0.125b 0.3125b-1.25b 0.00392-0.00392 >50b- 2500 >50b - >50b 12,5b- 2500
P.gingivalis 2500 - 2500 21.25b - 21.25b 0.0039° - 0.0625P 1.25P- 25b 20.00022- 20.00022 2500 - 2500 6,25Y - 2 500 >50P- 250
AAC 250b - 250P >1.25b-21.25b 0.0039b - 0.0425P 1.25b - 25b 20.00022- 20.00022 >50b- 2500 6,25b - > 500 =500 - 2500
C. albicans 25b->50b 0.156b - 0.312b 0.0625 - 0.125P 0.625b - 1.25P 0.00392 - 20.00022 6.25b - 6.25b 6.25b- 12.5b 3.125Y- 6.25P
P <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
ab Ayni satirda farkli harfler ile gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatisti olarak 6nemlidir.
MA= mikroorganizma, AAC= A.actinomycetemcomitans
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Sekil 4. Diliie edilen test materyallerinin gingival fibroblast hiicreleri iizerine sitotoksisitesi.

Hyperisin’in sitotoksik etkisinin doza bagh olarak

azaldign gorildi: 1:1 konsantrasyonda orta derecede
sitotoksik, 1:2 ve 1:4 konsantrasyonlarda hafif derecede
sitotoksik oldugu, 1:8 ve daha diisiik konsantrasyonlarda
uzerine sitotoksik

ise gingival fibroblast hiicreleri

olmadig: tespit edildi. CHX ile karsilastirildiginda tiim
konsantrasyonlarda her iki grup arasinda istatistiksel
anlamli farklilik oldugu goriildii (p<0,001).

Hyperoside’in 1:2 ve daha diisiik konsantrasyonlarda
gingival fibroblast hiicreleri iizerine sitotoksik olmadigy;
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1:1 konsantrasyonda ise orta derecede sitotoksik oldugu

tespit  edildi. Hyperoside’in  test edilen tim
konsantrasyonda, CHX ile karsilastirildiginda
sitotoksisitesinin anlamli derecede diisiik oldugu goriildi
(p<0,001).

Quercetin, quercitrin ve rutin’in test edilen tim
diliisyonlarda gingival fibroblast hiicreleri {izerine
sitotoksik  olmadigi  tespit  edildi. CHX ile

karsilastirilldiginda her ii¢ metabolitin test edilen tiim
konsantrasyonlarda diisiik
sitotoksisiteye sahip olduklar gorildii (p<0,001).

anlamh derecede

4. Tartisma

Dis ciirtigli ve periodontal hastaliklarin en sik gézlenen
enfeksiyoz hastaliklar oldugu bildirilmektedir (Misra ve
ark., 2007). Gelismis tlkelerde bu hastaliklarin goértilme
sikliginda giin gectikgce belirgin bir diisiis gozlenirken
Tiirkiye gibi gelismekte olan ve koruyucu dis hekimligi
uygulamalarinin yeterince yayginlasmadig1 {ilkelerde,
agiz ve dis saghgi problemleri ciddi ekonomik ve sosyal
sorunlar olusturmaktadir. Bu nedenle bu hastaliklari

onlemeye yonelik c¢alismalar oOnemli o6lclide hiz
kazanmistir.

Mikrobiyal dental plak, igerdigi mikroorganizma
cesitliligi ac¢isindan dis ¢ilirigli ve periodontal

hastaliklarin baslamasinda ve ilerlemesinde primer
etiyolojik ajan olarak kabul edilir. Bu nedenle bu
hastaliklardan korunmada birinci adim mikrobiyal
dental plagin mekanik olarak uzaklastirilmasidir (Maes
ve ark,, 2006). Mekanik plak kontrolii dis firgas, dis ipi,
ara yiz fircas), kiirdan gibi ara yiiz temizleyicileri ile
saglanmaktadir. Ancak o6zellikle ¢ocuklarin  dis
fircalamay1 yeterince etkin yapamamalar1 (Hashim ve
ark, 2013) ve tek basina mekanik temizligin mikrobiyal
dental plagin wuzaklastirllmasinda yeterli olmamasi,
antimikrobiyal etkili kemaproflaktik ajanlarin
kullanimini  giindeme getirmistir (Tedesco, 2000).
Genellikle gargara ve dis macunlarn
icerisinde kullanilan enzimler, kuarterner amonyum
bilesikleri, amin alkoller, fenoller,
bisbiquanidler gibi antimikrobiyal 6zellikteki maddelerin
etkinlikleri pek ¢cok ¢calisma ile degerlendirilmistir (Addy,
2003; Almas ve ark, 2005; Robertshaw ve Leppard,
2007; Celik ve ark., 2008; Joiner ve ark., 2008; Malhotra
ve ark, 2011; Todkar ve ark, 2012). Ancak
antimikrobiyal etkili maddelere karsi diren¢ gdsteren
oral mikroorganizmalarin artmis olmasi ve ticari
driinlerin cesitli yan etkilere sahip olmalar1 (Davies ve
ark, 2010), dogal triinlere olan egilimi arttirmistir (Lee
2004). Bitkilerden elde edilecek dogal
antimikrobiyallerin giiniimiizde yaygin olarak kullanilan
sentetik ajanlara iyi bir alternatif olusturabilecegi
diistiniilmekte ve pek ¢ok c¢alisma
yapilmaktadir. literatiir
ulasilmasinin kolay ve maliyetinin ucuz olmasi nedeniyle
genellikle c¢alismanin yapildign boélgeye ait bitkilerin
calismalara dahil edildigi gorilmektedir(Sereviratne ve
ark. 2011).

soliisyonlari

deterjanlar ve

ve ark,

bu konuda

Bilimsel incelendiginde

Bu nedenle bu ¢alismada tiim diinyada yaygin olarak
yetisen ve iilkemizde de 43 endemik tiirii bulunan (Davis,
1988) Hypericacea familyasina ait bir bitki olan
Hypericum perforatum L bitkisi kullanilmistir. Bu bitkinin
halk arasinda deri yaralari, yaniklar ve nevralji tedavisi
icin kullanildig1 bildirilmistir (Beerhues, 2006). Bu
etkilerin yaninda herpes simpleks viriis tip 1 ve tip 2’'ye
karst antiviral aktivitesi (Medina ve ark, 2006),
antidepresan (Gaster ve Holroyd, 2000;) ve antitiimoral
etkinligi (Quiney ve ark., 2007) yapilan gesitli calismalar
ile gosterilmistir.

Hypericum perforatum L.’nin antimikrobiyal aktivitesinin,
icerisinde bulunan sekonder metabolitler sayesinde
gerceklestigi bilinmektedir. icerisinde bulunan sekonder
metabolitlerden hyperforin (Reichling ve ark, 2001),
hypericin (Avato ve ark, 2004;), rutin, hyperoside,
quercitrin, quercetin gibi flavonoidlerin (Cowan, 1999)
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu bildirilgesitli
calismalarda gosterilmistir. Bu nedenle bu c¢alismada
Hypericum perforatum L. bitki ekstratinin yani sira
icerdigi bu sekonder metabolitlerin de antimikrobiyal
etkisi arastirlmistir. Bir maddenin antimikrobiyal
etkinligi agar difiizyon testleri (disk diflizyon, E-test), sivi
makro ve mikrodiliisyon testleri, agar diliisyon testi,
akim  sitometrisi ve yontemler ile
incelenmektedir. Disk difiizyon ydntemi, hizli lireyen
aerop ve fakiiltatif anaerop bakteriler i¢in 6nerilen ucuz,
kolay uygulanabilen ve laboratuarlarda rutin olarak
tercih edilen bir testtir. Bir petri kutusunda 5-6 maddeye
karst duyarliligin belirlenebilmesi ve en etkili olanin
saptanmasi disk difiizyon testi ile miimkiin olmaktadir.
Sivi diliisyon testleri ise, antimikrobiyal ajanin bir
mikroorganizmanin iiremesini inhibe etmek (MIC) veya
mikroorganizmalar1 dldiirmek (MBC) icin gerekli olan
minimum Kkonsantrasyonu belirlemenin miimkiin olmasi
nedeniyle en sik tercih edilen ydntemlerden biridir
(Toroglu ve Cenet, 2006). Bu nedenle calismamizda
Hypericum  perforatum L.
metabolitlerin antimikrobiyal analizinde disk difiizyon

molekiiler

ekstati ve sekonder
analizi ve gerekli olan minimum konsantrasyonlari
belirleyebilmek icin de siv1 diliisyon testleri tercih edildi.
Dental materyallerin antimikrobiyal etkinlik ¢alismalari
incelendiginde, kontrol grubu olarak farkli antibakteriyel
ajanlarin  kullanildigi  gorilmiistiir.  Test
mikroorganizma tiiriine gore ampisillin (Yu ve ark,
2003), vankomisin (Botelho ve ark., 2007), siprofloksasin
(Abdollahzadeh ve ark, 2011) spiramisin (lauk ve
ark.,,2003), gatiflokzaasin ve moksiflokzasin (Eick ve ark.,
2004), tetrasiklin, amoksisilin (Al-hebshi ve ark. 2005)
ve gentamisin (Yu ve ark, 2003) gibi cesitli
antibiyotiklerin yani Sira, oral floradaki
mikroorganizmalar i¢in kontrol ajani olarak CHX’in pek

edilen

cok calismada tercih edildigi goriilmektedir (Fathilah ve
ark., 2009; Rasooli ve ark., 2009; Sampaio ve ark., 2009;
Thaweboon ve Thaweboon, 2009; Wong ve ark, 2010;
Sereviratne ve ark., 2011). CHX, aerop ve anerop olmak
lizere hem gram-pozitif gram-negatif
mikroorganizmalara, mayalara ve mantarlara kars: etkisi

hem de
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kanitlanmis antiplak aktiviteye sahip yaygin olarak
antibakteriyel bir ajandir. Diisiik
konsatrasyonlarda hiicre membran enzimlerini inhibe

kullanilan

ederek ve hiicre zarinin gegirgenligini arttirarak
bakteriostatik etki gosterirken yiiksek
konsantrasyonlarda sitoplazmik = makromolekiillerin

koagulasyonuna yol actigi ve bdylece bakterisidal etki
gostermektedir (Malhotra ve ark, 2011). Bu nedenlerle
calismamizda bitki ekstratinin ve igerisindeki sekonder
metabolitlerin antimikrobiyal analizinde kontrol ajani
olarak CHX kullanildi.

Bu calismada CHX, Hypericum perforatum L. ekstrat1 ve
sekonder metabolitlerine gore test edilen gram-pozitif,
gram-negatif mikroorganizmalar ile C. albicans’a karsi
tim konsantrasyonlarda daha yiiksek inhibitor -etki
gostermistir. Hypericum perforatum L. ekstratinin ise
sadece gram-negatif bir mikroorganizma olan P.
gingivalis ve oral bélgede siklikla mantar enfeksiyonuna
neden olan C. kars1 inhibisyon zonu
olusturdugu goriilmistiir. Siintar ve ark, (2016),
Hypericum perforatum L.’nin c¢esitli ekstratlarinin S.
mutans, S. sobrinus, L. plantorum, E. faecalis’e karsi
antimikrobiyal aktivitesini kolorimetrik mikrodiliisyon
yontemi ile  degerlendirmisler ve  ampisilinin
antimikrobiyal aktivitesi ile karsilastirdiklari
calismalarinda, ampisilinin Hypericum perforatum L.nin
tim ekstratlarindan daha etkili oldugunu bulmuslar.
Bununla birlikte bitkinin tiim ekstratlarinin test edilen
mikroorganizmalara kars1 inhibisyon alani olusturmasina
ragmen ¢oziicii olarak su kullanildiginda etanole gore
daha yiiksek antimikrobiyal etki ortaya ¢ktigini
bildirmisler. Oysaki Dadgar ve ark (2006), Hypericum
perforatum L’nin etanol ekstratinin metisiline direncli
S.aureusa karsi antimikrobiyal etkinligini de ortaya
koymustur. Her ne kadar Hypericum perforatum L.nin
degisik coziiciiler ile ekstrakte
antimikrobiyal etkinliginin test edildigi c¢alismalardaki
gram-pozitif ve gram-negatif mikroorganizmalarin
tirtine gore degisiklik gosterse de genellikle yapilan
calismalarda Hypericum perforatum L.’nin gram-negatif
yerine gram-pozitif bakterire daha etkili oldugunu
gostermektedir. Nitekim Mazandarani ve ark. (2007),
Hypericum perforatum L./nin etanol ekstratinin gram-
pozitif (E. faecalis, S. aureus) ve gram-negatif (Salmonella
typhi, Shigella dysenteriae, Yersinia enterocolitica, E. coli,

albicans’a

edilmesinin

P.aeruginosa) mikroorganizmalar iizerine antimikrobiyal
aktivitesini  inceledikleri
bakterilerde karsi antimikrobiyal etki gosterirken gram-
negatif bakterilere antimikrobiyal etki gdstermedigini
ortaya koymuslardir. Oysaki mevcut bu g¢alismada
Hypericum perforatum L.’nin gram-pozitif bakterilere

kars1 antimikrobiyal etki gostermezken gram-negatif bir

calismalarindagram-pozitif

bakteri olan S. gingivalise karsi antimikrobiyal etkinlik
gostermistir. Daha farkli olarak Milosevic ve ark. (2007),
Hypericum perforatum L. meyve ve
sebzelerden izole edilebilen gram-negatif (Pseudomonas
fluorescens,  P.phaseolicola, P. Glycinea,
carotovora, Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae,

ekstratinin

Erwinia

Agrobacterium tumefaciens, Azobacter chroccocum) ve
gram-pozitif (B.mycoides, B. subtilis) bakterilere karsi
antimikrobiyal etkinligini incelemisler.
perforatum L. 'nin etanol ekstratinin test edilen tiim
gram-pozitif ve gram-negatif mikroorganizmalara karsi
antimikrobiyal  etkinligi = oldugunu  gdstermisler.
Calismalar  arasindaki bu  sonu¢  farkliliginin
antimikrobiyal etkinligin test edildigi mikroorganizma
cesitliligi, kullanilan ¢oziiciilerin farkliligi, duyarhlik test
yontemlerinin farkliligindan kaynaklanabilecegi gibi
Hypericum  perforatum L. icerisindeki
bilesenlerinin bitkinin yetistigi bolgenin 06zelliklerine
gore degisiklik gostermesinden de kaynaklanabilecegi
disiiniilmektedir. Nitekim, Avato ve ark, (2004) ayni
¢oziicli kullanilsa bile ayni bitkinin farkli érneklerinin,
farkli sonuglar dogurabilecegini, bunun nedeninin de
bitki icerisindeki aktif komponent miktarinin, bitkinin
yetistigi bolgeye, toplanma zamanina, ilk ekstraksiyon

Hypericum

bitkisinin

islemi siiresince maruz kaldigi 1s13a bagh olarak
degisebilmesine bagli olabilecegini séylemislerdir
(Vattikuti ve Ciddi, 2005).

Bu c¢alismada Hypericum Perforatum L. icerisinde

bulunan flavonoidlerden quercetin ve quercitrinin, diseti
hastaliklarindan sorumlu gram-negatif bir bakteri olan
P.gingivalise karsi antimikrobiyal etki gosterdigi
gorilmistiir. Geoghean ve ark’nin 2008 yilinda
quercetinin c¢esitli ag1z i¢ci mikroorganizmalara etkinligini
arastirdiklar1 ¢alismalarinda flavonoidin P. gingivalis ve
A. actinomycetemcomitans’ a karsi antimikrobiyal etki
gosterirken bu c¢alismaya benzer sekilde S.mutans ve C
albicansa kars1 etkili olmadigin1 bulmuslar. P. gingivalis
ve A. actinomycetemcomitans’ a karsi antimikrobiyal
etkisinin ise kontrol olarak kullanilan CHX ile benzer
oldugunu gostermisler. Pek cok bitkide bulunan ve
bitkiler tarafindan mikrobiyal enfeksiyonlara cevap
olarak sentezlenen flavonoid bilesiklerin antimikrobial
etki mekanizmalar1 mikroorganizmanin nitkleik asit
sentezini durdurmak, sitoplazmik
inhibisyonu ve enerji metabolizmasinin inhibisyonu
seklinde oldugu bildirilmistir (Cushnie ve ark. 2005).
Genellikle quercetin  ve dahil tim
flavonoidlerin antimikrobiyal etkinliginin
antibiyotiklerden diisiik oldugu kabul edilir (Yamada,
1991). Ancak sitotoksik etkilerinin antimikrobiyal
ajanlardan daha diisik olmasi onlarin yeni ve etkili

membranin

quercitrin

antimikrobiyal  ajanlarin  gelistirilmesi  yoniinde
arastirilmalarinin en biiytik nedenidir.

Bu ¢alismada hyperforine ve hyperosidin 6zellikle ciiriik
olusumundan ve ilerlemesinden sorumlu S.mutans, S.
mitis,  S.sanguis,  S.salivarius,  S.sobrinus ve A.
Actinomycetemcomitans’a tek antimikrobiyal etkili
sekonder metabolitler oldugu gorilmistiir. Rusya’da
gelistirilen ve S. aureus enfeksiyonlarina karsi
daha etkili oldugu bildirilen
Novoiamine ve Imanine isimli antibakteriyel iiriinlerin
iceriginde bulunan hyperforin bulunmaktadir (Saddiqe
ve ark, 2010). Schempp ve ark. (1999), hyperforin’in

gram-pozitif ve gram-negatif mikroorganizmalar iizerine

Sulfanilamid’den
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(S. aureus, S. pyogenes, S. agalactiae, Corynebacterium
diphtheriae, E. faecalis, E. coli, P.
antibakteriyel etkisini ve C. albicans lzerine antifungal
etkisini inceledikleri calismalarinda hyperforinin farkl
konsantrasyonlarimin (0.1, 1.0, 10, ve 100 pg/mL) tim
gram-pozitif mikroorganizmalar {izerine etkili oldugunu,
gram-negatif mikroorganizmalara ve C.
inhibitor etki gostermedigini bildirmisler. Literatiir
incelendiginde bu ¢alisma disinda hyperforinin oral
mikroorganizmalara karsi etkinligini inceleyen baska bir
calismaya rastlanmamistir.

Bu c¢alismada agiz igerisinde siklikla
enfeksiyonuna neden olan C.albicansa tek etkili sekonder
metabolitin quercitrin oldugu gorilmiistir. Literatiir
incelendiginde quercitrinin mantarlara karsi antimikotik
aktivitesini inceleyen tek calisma olan Gehrke ve ark.
(2013)’'nin ¢alismasinda quercitrinin C.albicans’a diisiik
antimikotik etki gosterdigi bulunmustur.

Hypericum perforatum L./nin sitotoksisitesi ile ilgili
yapilan c¢alismalar degerlendirildiginde fototoksisitesi
odaklanildigi  goriilmektedir. ~ Hypericin
fototoksisiteden sorumlu bilesen olarak bildirilmis ve
asirt miktarda bitki tiiketen hayvanlarda gilines 1sigina
maruz kalinmasi sonucu ciltte kizarikhk ve o6dem
olustugu agiklanmistir (Traynor ve ark, 2005).
Hypericum perforatum L. ile ilgili bu tip yan etkiler
bildirilse de yapilan klinik ¢alismalar sonucunda, bitkinin
fototoksik etkilerinin son derece seyrek olarak ortaya

aeruginosa)

albicans’a

mantar

uzerine

ciktignt ve yiiksek dozlarda, asir1 kullanimi sonucu
olustugu rapor edilmistir (Schempp ve ark, 2003).
Calismamizda Hypericum perforatum L. bitki ekstrat’’nin
gingival fibroblastlar sitotoksisitesi
incelendiginde doza bagh olarak degisen bir grafik
gosterdigi ve 1,56 mg/ml ve daha diisiik dozlardaki bitki
ekstratinin  gingival fibroblastlar iizerine sitotoksik
olmadig1 goriildi. Ayni sekilde bu calismada Hypericum
perforatum L.’nin ekstratinin ve icerigindeki sekonder
metabolitlerinin sitotoksisitesinin de CHX'den anlamh
derecede diisiik oldugu goriilmektedir.

Sonug¢ olarak Hypericum perforatum L. ekstrati ve
sekonder metabolitlerinden quercetin ve quercitrinin
diseti hastalifindan sorumlu P.gingivalise; hyperforin
hyperosidin ¢liriik olusumundan sorumlu S. mutans,
S.mitis, S.sanguis, S.salivarius, S.sabrinus ve
A.actinomycetemcomitans’a ve

lzerine

quercitrinin  agiz ici
mantar enfeksiyonundan sorumlu C.albicans’a karsi
antimikrobiyal aktivite gostermislerdir. Hypericum
perforatum L. ekstrati ve sekonder metabolitlerinin
bahsedilen bu antimikrobiyal etkisi tlim
konsantrasyonlar i¢in her ne kadar CHX'den diisiik b
ulunmus olsada gingival fibroblast hiicreleri {izerine
sitotoksik etkileri CHX'den anlaml sekilde disiik
bulundugu da goéz oOniinde bulundurulmaldir. Bitki
ekstratlarinin saf bilesikler olmadigi i¢cin bu yo6nde
yapilacak  ¢alismalar ile  icerdikleri
metabolitlerin de incelenmesi, yiiksek antimikrobiyal
etkinlige  sahip, diisiik sitotoksik

antimikrobiyal ve antifungal bitki ekstratlar1 ve sekonder

sekonder

etkili  yeni

metabolitler i¢cin kap1 aralayacaktir.

Cikar iliskisi
Yazarlar bu calismada higbir cikar iliskisi olmadiginm
beyan etmektedirler.
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