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THERAPHYTO DEFENCE AGIZ BAKIM SPREYI

URUNUNE AIT ANALIZ RAPORU

Deneme icerigi: Theraphyto Defence Agiz Bakim Spreyinin antimikrobiyal etkinliginin tespiti
Uygulanan Metot Adi: Disk diffiizyon testi, MIC testi, antibiyofilm, anti-QS.
Antibakteriyel Aktivite Tayini:

Uriiniin antibakteriyel aktivitesini belirlemek amaciyla disk diffiizyon yontemi kullanilmistir
(Kirby and Bauer 1996 ). Streptococcus mutans ATCC 25175, Staphylococcus aureus ATCC
29213, E.coli ATCC 25922 ve Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 suslar1 Brain Heart
Infusion (BHI) Broth ve Luria Bertani (LB) broth besiyerileri ekilerek 24 saat boyunca 37 °C’de
inkiibasyona birakild1. Inkiibasyonun ardindan kiiltiirlerin her biri McFarland 0.5 bulanik degerine
ayarlandi. Ardindan kiiltiirlerden 100’er pL. alinarak BHI agar ve Mueller Hinton agar besiyerine
yayma ekim yapildi. Ekim yapilan her bir besiyerinin {izerine steril bos kagit disk ve kontrol
antibiyotigi eklendi. Kagit disklere 20 pL iiriin emdirilerek besiyerleri 24 saat boyunca 37 °C’de
inkiibasyona birakild1. Inkiibasyonun ardindan disklerin etrafindan olusan zonlar inhibisyon capi
(mm) olarak kaydedildi. Kontrol antibiyotiklerin (S. aureus ATCC 29213 i¢in Rifampisin, E.coli
ATCC 25922 ve P. aeruginosa ATCC 27853 i¢in Ciproflaxin) olusturdugu zon capi ile asagida
verilen sekilde yapilan hesaplama ile antimikrobiyal indeks bilgisi de hesaplandi (Ghasemi ve ark

2003, Ayaz ve ark. 2021).
Antimikrobiyal Indeks : Test materyali inhibisyon zon ¢ap1 /Antibiyotik inhibisyon zon ¢api1x 100
MIC (Minimum Inhibitor Konsantrasyonu) Tayini:

Her ekstraktin seyreltme serileri 5, 2.5, 1.25, 0.62, 0.31, 0.15, 0.07, 0.03 ve 0.01 mg/mL olarak
ayarlandi ve LB ortami olarak 96 oyuklu mikrotiter plakalara aktarildi. Plakalara 100 pL
McFarland 0.5 ayarlanmis taze kiiltiirler eklendi ve plakalar 37 °C'de 24 saat inkiibe edildi. Test
mikroorganizmalarina karst MiK degeri, mikroorganizmalari1 ve besiyerini heniiz iceren kontrol
parametreleri ile degerlendirildi. Test mikroorganizmalarina karsi MIC degeri 0,31 mg/mL

olarak tespit edildi.
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Quorum_sensing (OS) mekanizmasi _iizerinde vapilan calismalar secilen bakteri iizerinde

inhibisyon/oldiirme etkisi olmayan dozlar iizerinden olmalidir. Bilindigi iizere bu mekanizma

mikroorganizma iiremesinin belirli bir yogunluga gelmesi ile aktiflesmektedir. Aktif hale gelen OS

mekanizmasi ise gen regiilasyonunu etkiledigi sistemleri aktif hale getirmektedir. Ornegin bivofilm

olusumu, sporulasyon, 1sima, vivolasin pimenti tiretimi gibi.

Antimikrobiyal Aktivite Tayini:

Biyofilm olusumu iizerinde inhibe edici etkinin arastirilmasi amaciyla kristal viyole yontemi
kullanild1. Bu amagla Streptococcus mutans ATCC 25175 ve Candida albicans ATCC 10231
mikroorganizmalar secilmistir. Segilen mikroorganizmalardan S. mutans 25175 BHI besiyerinde
ve C.albicans 10231 SDB (Sabouraud Dextrose Broth) besiyerinde 24 saat boyunca 37 °C’de
inkiibe edildi. Ardindan her kiiltiir McFarland 0.5 bulaniklik degerine ayarlandi. 24 kuyucuklu
plaklarda her bir kuyucukta toplam hacim 1000uL olacak sekilde mikroorganizma, besiyeri ve
tirtin eklendi. Kontrol kuyucuklart sadece mikroorganizma ve besiyeri olacak sekilde diizenlendi.
Tiim plaklar 24 saat boyunca 37 °C’de inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan tutunmayan hiicreleri
uzaklastirmak amaciyla oncelikle kuyucuklardan besiyeri uzaklastirildi. Ardindan tiim kuyucuklar
PBS (phospate buffered saline) ile 3 kez yikandi. Yikanan kuyucuklar 65 °C derecede kurutuldu.
Ardindan %1°1ik kristal viyole eklenerek 30 dakika boyunca oda sicakliginda bekletildi. Boyama
isleminin ardindan boya uzaklastirilan kuyucuklar PBS ile yikandi. Tutunmus hiicrelerdeki boya
%30 asetik asit ¢ozeltisi ile ¢ozdiriilerek 595 nm’de spektrofotometrede okundu. Sonuglar yiizde
biyofilm inhibisyonu olarak agagida verilen formiile gére degerlendirildi. Her bir mikroorganizma

icin en az 3 tekrarli olacak sekilde deneyler devam ettirilmistir.
(Kontrol ODsos — Uygulama ODs¢s/Kontrol OD595)x 100= Biyofilm Inhibisyon yiizdesi
Viyolasin Pigmenti Inhibisyonu

Viyolasin pigmenti C. violaceum tiirinlin irettigi bir pigment olup QS mekanizmasi ile
denetlenmektedir. Viyolasin pigmenti sentezinin inhibisyonunu tespit etmek tizere C. violaceum

026 susu kullanilmistir.
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SONUC:
Elde edilen sonuclar Tablo 1. de verilmistir.

Tablo 1. Antibakteriyel aktivite sonuglar1 (mm)

Uriin inhibisyon zon ¢ap1 | Antibiyotik zon ¢ap1 (mm) Antimikrobiyal
(mm) indeks (%)
Streptococcus mutans ATCC
25175 15+0,50* 23+0.1 55*
Staphylococcus aureus ATCC 14+0,50 26+0.1 53
29213
E.coli ATCC 25922 1740,10 34+0,1 50
Pseudomonas aeruginosa 15+0,10 33+0,1 45
ATCC 27853
Candida 45+0,5* 22.60+ 0.53 290*
albicans
ATCC 10231

Yapilan testler sonucuna gore 6zellikle agiz ve dis florasi bakterilerinden Streptococcus mutans

ATCC 25175 karsi lirliniin antimikrobival indeksi %53 bulunmus olup mevcut antibiyotiklere gore

urin oldukca viiksek etkili olarak degerlendirilmistir.

Yapilan antibiyofilm aktivite calismalar1 degerlendirildiginde s6z konusu tiriinin S. mutans ATCC

25175 uizerinde %95 biyofilm inhibe edici etkinligi saptanmustir. C.albicans ATCC 10231 {izerinde

ise %90 biyofilm inhibe edici etkinlige sahip oldugu belirlenmistir. Sekil 1 ve 2’de yapilan

caligmalara ait antibiyofilm aktivite fotograflar1 goriilmektedir.
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Sekil 1a. S. mutans ATCC 25175 ve C.albicans ATCC 10231 iizerinde antibiyofilm etkinligi
(0zellikle renk skalasinda da g6zle goriilebilir farklilik dikkat cekicidir)




Evrak Tarih ve Sayisi: 10.04.2023-E.632965

Sekil 1b. S. mutans ATCC 25175 ve C.albicans ATCC 10231 iizerinde antibiyofilm etkinligi

(ozellikle renk skalasinda da g6zle gorulebilir farklilik dikkat cekicidir)

Disk difflizyon yontemi ile viyolosin pigment inhibisyonu elde edilen sonuglara gore iiriiniin

zon degeri ortalama 630,57 mm olarak tespit edilmistir.

Bu belge, giivenli elektronik imza ile imzalanmistir.
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Tiim bu sonuclar dikkate alindiginda Theraphyto defence isimli agiz bakim sprey iiriiniiniin

ozellikle agi1z ve dis saghgi ile bogaz florasi iizerinde oldukca viiksek bivolojik aktiviteye sahip

oldugu tespit edilmistir. Su ana kadar yapilan ¢alismalar icerisinde agiz i¢i florada 774 farkh

bakteri tiirli tespit edilmistir. Bakterilerin bu denli yiiksek sayida ve agzin ¢esitli bolgelerinde
yasamalarina imkan veren etkenler; dis minesinde plak olusumu, oksijene karsi dayaniklilik, dis
ylizeyine tutunma ve iireme, agiz i¢inde degisiklik gosteren pH degerleri ve karbonhidrat
degerlerine kars1 direncgtir. Bunlara ek olarak agiz boslugundaki 1lik ve nemli ortam, tiikiiriik
proteinleri, glikoproteinler ve dis eti sivist mikroorganizmalarin beslenebilecegi bir zemin
hazirlamaktadir. Gergekte, Candida spp.nin da endodontide siklikla kullanilan baz1
dezenfektanlara ve antibiyotiklere karsi direncli oldugu gosterilmistir. Apikal periodontitisi olan
doldurulmus dislerden en sik izole edilen mantar tiiriiniin ise Candida albicans oldugu bildirilmistir
(Sundqvist ve ark., 1998). Enfeksiyonlarin tekrarlanmasi farkli bakteri ve mayalarin canliligini
korumasindan kaynaklanmaktadir. Bu sebeple literatiirde yer alan ¢alismalarda S. mutans gibi sidal
tirtinlere dirence sahip gram pozitif bakterisinin ek olarak C. albicans mantarin da test yapilmig ve

irlinlin 6nemli bir etkiye sahip oldugu belirlenmistir.
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