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Amac: Agiz saghgi ve genel saghk arasinda dnemli bir iliski bulunmaktadwr. Agizda gériilen
hastaliklar bireylerin giinliik hayatini etkilemekte ve yasam kalitesini diigtirmektedir. Dis ¢iiriikleri
ve periodontal hastaliklar agiz saghgini bozan baslica nedenler arasindadir. Dis fir¢alarinin
bakterilerin kolonize oldugu bolgelere ulasamamasi, kimyasal igerikli gargara kullaniminda
goriilen yan etki gibi nedenlerden dolayr giivenli ve etkili iiriinlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu
calismada bazi ugucu yaglarin oral bakteriler iizerindeki antibakteriyel etkinliginin arastirilmasi
amaclanmistir.

Gereg ve Yontem: Calismada Enterococcus faecalis ATCC 29212, Streptococcus mutans ATCC
25175, Lactobacillus acidophilus ATCC 11975 ve L. casei RSKK 06029 test bakterileri olarak
kullamilmistir. Ugucu yaglarin antibakteriyel aktiviteleri disk difiizyon ve agar kuyu difiizyon
yontemleriyle arastirllmustir.

Sonug ve Tartisma: Her iki yontemde de test bakterilerine karsi en yiiksek antibakteriyel aktiviteyi
kekik ugucu yagi gostermigstir. Kekik ugucu yaguin disk difiizyon yénteminde L. acidophilus’a karst
ve agar kuyu difiizyon yonteminde S. mutans’a karst inhibisyon zon ¢caplari sirasiyla 57.6+0.8 ve
58+0.9 mm olarak belirlenmistir. Disk difiizyon yonteminde okaliptiis u¢ucu yagumn E. faecalis, L.
acidophilus ve S. mutans test bakterilerine kargi inhibisyon zon ¢apr saptanirken, kuyu difiizyon
yonteminde zon ¢api gozlemlenmemistir. Yontem bulgular literatiirle kiyaslandiginda gozlemlenen
aktivite farkiiklar: u¢ucu yaglarin farkly bilesenler igermesi, izole edildikleri bitkilerin toplanma
zamanina gore degiskenlik gosterebilmektedir. Gozlemlenen aktivite sonuglarindaki farkiiligin daha
ivi aydinlatilabilmesi igin u¢ucu yaglarin karakterizasyonunun yapilmasi onem tasimaktadir.
Anahtar Kelimeler: Agiz saghigi, antibakteriyel aktivite, kekik, ucucu yag

ABSTRACT

Objective: There is a significant relationship between oral health and general health. Oral diseases
affect the daily lives of individuals and reduce the quality of life. Dental caries and periodontal
diseases are among the primary causes that deteriorate oral health. Safe and effective products are
needed due to reasons such as the inefficient of toothbrushes to reach areas where bacteria are
colonized and the side effects seen when using chemical mouthwash. This study aims to investigate
the antibacterial activity of the essential oils against oral bacteria.

Material and Method: In this study, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Streptococcus mutans
ATCC 25175, Lactobacillus acidophilus ATCC 11975 and L. casei RSKK 06029 were used as test
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bacteria. Antibacterial activities of the essential oils were investigated by disk diffusion and agar
well diffusion methods.

Result and Discussion: In antibacterial activity methods, thyme essential oil showed the highest
activity against the test bacteria. The inhibition zone diameters of thyme essential oil against L.
acidophilus in the disk diffusion method and against S. mutans in the agar well diffusion method
were determined as 57.6+0.8 and 58+0.9 mm, respectively. While the inhibition zone diameters of
eucalyptus essential oil against E. faecalis, L. acidophilus and S. mutans test bacteria were
determined in the disk diffusion method, the zone diameters were not observed in the well diffusion
method. The methods findings may differ between literatures due to reasons such as the essential
oils contain different components and the difference in the collection time of the plants which they
are isolated. It is important to characterize essential oils to better explain differences in observed
activity results.

Keywords: Antibacterial activity, essential oil, oral health, thyme

GIRIS

Insanlarda genel saglik ile ag1z sagh@ dogrudan iliskilidir. Agizda gériilen hastaliklar bireylerin
calisma kapasitesini ve yagsam kalitesini diisiirmektedir. Ayrica kotii agiz saghiginda goriilen agr ve
rahatsizlik hissi bireyleri fiziksel, duygusal ve sosyal olarak etkilemektedir [1]. Ayn1 zamanda agiz
saglig1 osteoporoz, romatoid artrit ve kardiyovaskiiler sistemi etkileyen sistemik hastaliklarla da
iliskilendirilmistir [2].

Diinya Saglik Orgiiti (DSO), diinya niifusunun yaklasik yarismin agiz hastaliklarindan
etkilendigini bildirmektedir. 2022 Kiiresel Agiz Sagligi Durum Raporu’nda, agiz sagligim1 bozan
hastaliklarin baslica nedenleri dis ciriikleri, dis kayiplari, periodontal hastaliklar ve agiz-dudak
kanserleri olarak belirtilmistir [3].

Dis giiriikleri en yaygin agiz saglig1 problemidir ve tedavi edilmeyen ciiriiklerin diinya genelinde
2 milyar yetiskini ve 520 milyon g¢ocugu etkiledigi disiinilmektedir [3,4]. Biyofilm olusturma
yetenegiyle dis ciiriiklerinin en 6nemli etiyolojik ajani1 Streptococcus mutans kabul edilmektedir.
Insanda diger dnemli karyojenik mikroorganizma, ¢iiriik lezyonlarmin gelisiminden sorumlu olan
Lactobacillus casei ve L. acidophilus gibi Lactobacillus tiirleridir [5].

Agiz  boslugunda bulunan Enterococcus faecalis ise endodontik enfeksiyonlarla
iliskilendirilmektedir [5,6]. Endodontik tedavi sonrasi yeniden enfeksiyon ve agriyla raporlanan
vakalarda yaklagik %90 prevalansla tespit edilmektedir [6].

Agizdaki enfeksiyon riskinin diisiiriilmesinde buradaki mikroorganizma yiikiiniin sinirlanmasi
o6nemlidir. Glinliik hijyenin bir parcasi olan dis firgalamayla uygulanan mekanik temizlik bakterilerin
kolonize oldugu bolgelere ulagsmada yetersiz kalabilmektedir. Mekanik temizlemenin yaninda kullanilan
kimyasal igerikli gargaralarin mukozal emilimi bunlarin uzun siireli kullanimini siirlamakta ek olarak
dil ve dis rengini degistirmesi ve alerjik reaksiyonlar gibi yan etkilere neden olabilmektedir [7,8]. Agiz
ici hijyenin saglanmasi ve agiz sagliginin siirdiiriilmesinde giivenli ve etkili iirlinlere ihtiya¢ duyuldugu
gorlilmektedir.

Binlerce yildir hastaliklarin tedavisinde bitkiler kullanilmakta ve bu bitkilerden elde edilen dogal
tirtinler farmasdtik endistri igin temel olusturmaktadir [9]. Ugucu yaglar bitkilerin oda sicakliginda
buharlasabilen ve kokulu ikincil metabolitleri olarak tanimlanmaktadir [10]. Yapilan bir¢ok ¢alismada
ugucu yaglarin antibakteriyel etkinligi bildirilmistir [10-12].

Ucucu yaglarin gerek antibakteriyel etkileri gerekse hos kokulari sayesinde agiz hijyen
tirtinlerinde kullanimlar1 yaygindir. Bunlarin yaninda ekonomik uygunluk ve diisiik toksisite nedeniyle
one ¢ikmaktadir [9].

Calismamizda toplumda siklikla kullanilan ve ticari olarak temin edilen Eucalytus globulus
Labill. (okaliptiis), Mentha piperita L. (tibbi nane), Syzygium aromaticum L. (karanfil) ve Thymus
vulgaris L. (kekik) ucucu yaglarin, E. faecalis ATCC 29212, S. mutans ATCC 25175, L. acidophilus
ATCC 11975 ve L. casei RSKK 06029 standart test bakterilerine kars1 antibakteriyel etkinliklerinin disk
difiizyon ve agar kuyu difiizyon testleriyle degerlendirilmesi amaglanmustir.
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GEREC VE YONTEM

Kullamlan Ugucu Yaglar

Calismada ticari olarak temin edilen E. globulus (okaliptiis), M. piperita (tibbi nane), S.
aromaticum (karanfil) ve T. vulgaris (kekik) bitkilerinin ugucu yaglari kullanilmistir.

Test Bakterileri ve Kiiltiir Kosullari

Calismada E. faecalis ATCC 29212, S. mutans ATCC 25175, L. acidophilus ATCC 11975 ve L.
casei RSKK 06029 standart bakteri suglar1 kullanilmistir. S. mutans ATCC 25175 ve L. acidophilus
ATCC 11975, L. casei RSKK 06029 test bakterileri sirasiyla Brain Heart Infusion (BHI) (Merck,
Almaya) agar ve De Man-Rogosa-Sharpe (MRS) (Merck, Almanya) agar besiyerlerinde 37°C’de %5
CO2’li ortamda 24-48 saat inkiibe edilmistir. E. faecalis ATCC 29212 test bakterisi ise BHI agar
besiyerinde 37°C’de aerob ortamda 24 saat inkiibe edilmistir.

Antibakteriyel Aktivite
Disk Difiizyon Testi

Ucucu yaglarin antibakteriyel aktivitesi Kirby-Bauer disk difiizyon yontemine gore yapilmustir.
Bazi eklemeler ile ¢esitli modifikasyonlar gergeklestirilmistir. Tiim test bakterileri uygun kosullarda
tiretilerek taze kiiltiirleri hazirlanmistir. Bu kiltiirler steril serum fizyolojik ¢ozeltisi ile 0.5 McFarland
yogunluguna ayarlanmustir. Steril ekiivyonlar ile bakteri siispansiyonlar1 E. faecalis i¢in Mueller Hinton
Agar (MHA) (Merck, Almanya), S. mutans igin BHI agar, L. acidophilus ve L. casei igin isc MRS agar
besiyerlerine tatbik edildikten sonra daha 6nce ugucu yaglarin 6 mm ¢apl steril bog disklere (20 ul
emme kapasitesine sahip) esit hacimde emdirilerek hazirlanmig diskleri petrilere yerlestirilmistir.
Inkiibasyon siiresi ardindan zon ¢aplar1 kumpas ile Slciilerek kaydedilmistir [13,14]. Kontrol olarak
siprofloksasin (5ug, Oxoid) ve teikoplanin (30 ug, Bioanalyse) antibiyotik diskleri kullanilmustir.

Agar Kuyu Difiizyon Testi

Tiim test bakterileri belirtilen kosullara gore kiiltiirlenmis ve taze kiiltiirler steril serum fizyolojik
¢ozeltisi icerisinde 0.5 MacFarland yogunluguna gore ayarlanmistir. Bakteri siispansiyonlarindan steril
ekiivyonlar yardimiyla alinarak E. faecalis i¢cin MHA, S. mutans i¢in BHI agar, L. acidophilus ve L.
casei i¢in ise MRS agar, besiyerlerine tatbik edilmistir. Ardindan petrilere 6 mm ¢apinda kuyular agilip,
dip kisimlarina 45 dereceye kadar sogutulmus steril besiyerlerinden 20 pl damlatilmis ve kuyulara 50
ul ugucu yag ornekleri ilave edilmistir. Petriler E. fecalis i¢in aerobik ortamda 18-24 saat, S. mutans, L.
acidophilus, L. casei bakterileri i¢in %5 CO7’li ortamda 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda kuyularin etrafinda olusan inhibisyon zon caplar1 dlgiilerek kaydedilmistir [15].

SONUC VE TARTISMA
Antibakteriyel Aktivite Sonuc¢lari

Ugucu yaglarin test bakterilerine karsi disk difiizyon test sonuglart Tablo 1’de verilmistir.
Inhibisyon zon caplarinin gorseli Sekil 1°de gosterilmistir.

Disk difiizyon yonteminde en yiiksek aktiviteyi kekik ugucu yagi L. acidophilus’a kars1 57.6+0.8
mm zon ¢apiyla gostermistir. En diisiik aktivite okaliptiis ugucu yaginda goriilmiistiir.

Agar kuyu difiizyon testi sonuglar1 Tablo 2°de verilmistir. Inhibisyon zon ¢aplarinin gorseli Sekil
2’de gosterilmistir.

Kuyu diflizyon yonteminde en yiiksek aktiviteyi kekik ugucu yagi S. mutans’a karsi 58+0.9 mm
zon capiyla gostermistir. Kuyu diflizyon yonteminde okaliptiis ugucu yaginin test bakterilerine karsi zon
olusumu gézlenmemistir.

Calismamizda ugucu yaglarin antibakteriyel etkinlikleri disk difiizyon ve agar kuyu difiizyon
yontemleriyle degerlendirilmistir. S. mutans’mm MHA’da zayif tiremesi sonucu BHI agar besiyeri
kullanilmistir [16,17]. L. acidophilus ve L. casei test bakterileri i¢in ise MRS agar besiyeri kullanilmistir
[18,19].
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Tablo 1. Disk difiizyon test sonuglari (mm)

Test Bakterileri
E. faecalis L. acidophilus L. casei S. mutans
ATCC 29212 ATCC 11975 RSKK 06029 ATCC 25175
T. vulgaris
(kekik) 22+0.3 57.6+0.8 48.7+0.9 47.5+1.3
= —
! M. piperita 10.2+0.2 32.4+0.5 27405 38.2+0.8
= (tibbi nane)
=
s .
3 S.aromaticum |44 5,0 5 18.9+0.2 23.240.4 22.8+0.7
= (karanfil)
E. globulus 9.9:0.2 9.0:0.4 : 13.2+0.8
(okaliptiis)
S Siprofloksasin 18+0.2 - 26.1+0.4 20+0.4
1=
< Teikoplanin TE 28.7+0.3 - TE
*TE: Test edilmedi, -:zon yok., +Standart Sapma
Tablo 2. Agar kuyu difiizyon test sonuglar1 (mm)
Test Bakterileri
E. faecalis L. acidophilus L. casei S. mutans
ATCC 29212 ATCC 11975 RSKK 06029 ATCC 25175
T'(‘Iigl'gi)r 1S 25+0.2 3940.3 27+0.6 58+0.9
S
= —
% M. piperita - 1240.5 18+0.4 30£0.5
= (t1ibbi nane)
: -
S S.aromaticum |y 5,05 17+0.1 16+0.3 2103
S (karanfil)
E. globulus ) ) - -
(okaliptiis)

*-:zon yok, + Standard Sapma

Maddelerin antimikrobiyal aktivite agisindan taranmasinda disk difiizyon yontemi siklikla
kullanilmaktadir. Yontem basit uygulama sekli ve diigiik maliyetli olmasiyla avantaj saglamaktadir.
Ancak kullanilacak besiyeri se¢imi, ortam pH’s1, agar derinligi, nem igerigi ve inkiibasyon kosullar1 gibi
parametreler 6nemlidir. Yontemde test edilen maddenin ¢6ziiniirliigi, difiizyon 6zellikleri, buharlagsma
ya da maddenin disk iizerinde ¢okmesi inhibisyon ¢apini etkileyebilmektedir [20,21]. Farkli difiizyon
hizlarina sahip bilesenleri igeren karisimlarin incelenmesi yontemi sinirlayabilmektedir [20].

Agar kuyu diflizyon testi bitki kaynakli maddelerin aktivitesinin test edilmesinde siklikla
kullanilan tarama testlerinden biridir [20]. Ozellikle katyonik 6zelliklere sahip maddelerin diske
adsorbsiyonu sonucu ortama yayilamamasi nedeniyle agar kuyu difiizyonu yontemi tercih edilmektedir
[22].

Disk diflizyon yonteminde bos kagida emdirilmis 6rnegin agar ortamina difiizyonu olurken agar
kuyu difiizyon yonteminde 6rnek dogrudan ortamla temas ederek difiize olmaktadir. Her iki yontemde
de goriilen difiizyon siireci molekiillerin yiiksek konsantrasyon alanindan diisiik konsantrasyon alanina

ge¢mesidir. Bu siire¢ molekiillerin sayisi, agirhigi, yiizey alan1 ve sekli gibi ¢ok sayida faktore bagh
olarak degismektedir [22]
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Sekil 1. Ugucu yaglarin disk difiizyon yontemiyle test bakterilerine karsi etkisi
a- T. vulgaris (kekik) ugucu yagi ve E.faecalis, b- M. piperita (tibbi nane) ugucu yag1 ve L. casei,
c- S. aromaticum (karanfil) ugucu yagi ve S. mutans, d- E. globulus (okaliptiis) ugucu yag: ve L.
acidophilus

i d.

Sekil 2. Ucucu yaglarin agar kuyu difiizyon yontemiyle test bakterilerine karsi etkisi
a- M. piperita (tibbi nane) ve E. faecalis, b- S. aromaticum (karanfil) ugucu yagi ve L. casei,
c- T. vulgaris (kekik) ugucu yagi ve S. mutans, d- T. vulgaris (kekik) u¢ucu yagi ve L. acidophilus
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Bir bitki ekstresinin antimikrobiyal aktivitesinin disk difiizyon ve agar kuyu difiizyon yontemleri
kullanilarak karsilagtirildigi bir ¢alismada 6l¢iilen zon ¢aplarinda farklilik oldugu gozlemlenmistir [23].
Kawhena ve ark. (2021) yaptiklar1 ¢alismada ugucu yagin antifungal aktivitesi disk difiizyon ve agar
kuyu difiizyon yontemleriyle degerlendirilmistir. Zon ¢aplar1 arasindaki degiskenlik ugucu yagin diske
emdirilen hacmi ile ve kuyuya eklenen haciminin farkli olmasina dayandirilmistir [24].

Calismamizda kullanilan her iki yontemde test bakterilerine karsi en yiiksek aktiviteyi kekik
ucucu yagi gostermistir. Disk diflizyon yonteminde L. acidophilus’a karsi 57.6+0.8 zon cap1
kaydedilirken, agar kuyu difiizyon yonteminde S. mutans’a kars1 584+0.9 mm zon ¢ap1 belirlenmistir.
Disk difiizyon yonteminde okaliptiis ugucu yagmn E. faecalis, L. acidophilus ve S. mutans test
bakterilerine kars1 zon ¢api belirlenebilirken kuyu difiizyon yonteminde zon ¢ap1 gézlemlenmemistir.

Park ve Yoon (2018) ugucu yaglarin oral patojen bakterilere kargi aktivitelerini disk difiizyon
yontemiyle degerlendirdikleri bir ¢aligmada nane ve okaliptiis ugucu yagmin S. mutans’a karsi
inhibisyon ¢aplarini sirastyla; 16.10+0.44 ve 14.754+1.25 mm olarak bildirmislerdir [25]. Caligmamizda
bu degerler 38.2+0.8 ve 13.2+0.8 olarak saptanmuistir.

Galovicova ve ark. (2021) kekik ugucu yaginin ¢esitli bakterilere karsi etkinligini degerledirdigi
bir ¢alismada ugucu yagin E. faecalis’e kars1 disk difiizyon yonteminde 10.22+1.30 zon capi
bildirilmistir [26]. Calismamizda bu deger 22+0.3 mm olarak bulunmustur.

Calismamiz sonucunda test edilen ugucu yaglarin oral patojen bakterilere karsi antibakteriyel etki
gosterdigi saptanmistir. Yontem bulgular literatiirle kiyaslandiginda degiskenlik gostermektedir. Bu
degiskenlik, ucucu yaglarin ¢ok bilesenli karigimlar olmasina, ugucu yaglarin izole edildigi bitkilerin
cografyasi ve toplanma zamanina gore degiskenlik gosterebilecegine dayandiralabilir. Etkiden sorumlu
bilesenler ve bu bilesenlerin miktarlarinin tespit edilebilmesi ve igerdigi maddelerin fizikokimyasal
ozelliklerinin saptanabilmesi igin yaglarin karakterizasyonunun yapilmasi aktivite sonuglarindaki
degiskenligin daha iyi aydinlatilabilmesi agisindan 6nem tasimaktadir.
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