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OZET

Etken maddeleri, klorheksidin diglukonat, sanguinarin ekstrakt, setilpiridinium klorid, heksetidin, triklosan ve
timol olan alti ticari agiz ¢alkalama suyunun in vitro antifungal aktiviteleri arastirildi. Test organizmasi olarak gesitli
klinik drneklerden izole edilmis Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae, Candida parapsilosis, Candida
guilliermondii, Candida krusei, Candida tropicalis, Candida kefyr ve Candida glabrata kullanildi. Bu gargaralarin
in vitro antifungal etkileri; MIK, MFK ve “kill-time” lar1 belirlenerek degerlendirildi. Tum gargaralarin MIK ve MFK
degerleri arasinda en fazla iki katlik bir fark oldugu, dzellikle klorheksidin diglukonat'in test edilen maya turlerine karsi
diger gargaralara oranla ¢cok daha dusik konsatrasyonlarda inhibitor ve fungisidal etki gosterdigi saptandi. Tum test
organizmalari icin en kisa “kill-time” a (=15 saniye) klorheksidin diglukonat ve setilpiridinium klorid’in, en uzun
(>180 saniye) ise sanguinarin ekstrakt’in sahip oldugu saptandi.

Sonug olarak klorheksidin diglukonat ve setilpiridinium klorid iceren gargaralarin mayalara karsi in vitro olarak
daha etkili oldugu ancak in vivo etkilerinin klinik denemelerle desteklenmesi gerektigi dusunulmektedir.

Anahtar kelimeler: Agiz calkalama sulari, antifungal aktivite, kill-time

THE IN VITRO ANTIFUNGAL ACTIVITIES OF DIFFERENT MOUTHRINSES
SUMMARY

In this study, we aimed to investigate the in vitro antifungal activities of six different commercial mouthrinses;
chlorhexidine digluconate, sanguinarine extract, cetylpyridinium chloride, hexetidine, triclosan and thymol. We
tested these agents activities against clinical isolates of Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae, Candida
parapsilosis, Candida guilliermondii, Candida krusei, Candida tropicalis, Candida kefyr and Candida glabrata. The
in vitro activities of these agents were evaluated by determining the MIC and MFC of each product. The kill time of
each drug was also determined. The difference between MIC and MFC values of six agents was not higher than two-
fold. It was found that chlorhexidine digluconate had inhibitory and fungicidal properties at lowest concentration when
compared to other products. While the kill-time of chlorhexidine digluconate and cetylpyridinium chloride was equal
or less than 15 seconds, period (> 180 seconds) was required for sanguinarine extract.

In conclusion, although all antimicrobial mouthrinses included in this study possess in vitro antifungal
properties, chlorhexidine digluconate and cetylpyridinium chloride are more active than other products tested. The
in vivo activities of these products need to be supported by further clinical trials.
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GIRIS

Antimikrobiyal ajan iceren gargaralarin peri-
odontal hastaliklarin tedavisinde destek olarak
kullanildiklarinda klinik olarak etkili olduklari bilin-
mektedir. Periodontal saglik icin duizenli ve etkili
bir plak kontrolunun dbnemi de gbzardi edilemeye-
cek bir izleme yontemidir. Gunumiizde bu amagla
kullaniimakta olan antimikrobiyallerin plak
formasyonunun gerilemesi ve yavaslamasi ile
gingivitisin dnlenmesi Uzerine olan etki ve
aktiviteleri kapsamh olarak cahsiimistir (1 - 4).
Ayni zamanda subgingival floradaki Gram
pozitif ve Gram negatif mikroorganizmalar Uze-
rine etkilerine dair de pek c¢ok calisma yapil-
mistir (3,5,6). Buna karsilik fungal ajanlardan
mayalara olan etkilerine dair ¢cok az guncel bilgi
mevcuttur (1,6).

Oral floranin zararsiz kommensallari olduk-
lari duguntilen mayalar icin primer olarak dilin sirt
kismi ve maksiller protezin altindaki palatal
mukoza bodlumleri ile dental plak ve mukozal
yuzeyler barinak gorevi gorurler (7,8). Kandidal
enfeksiyonlarin olusumunda yasg, immunosupresif
ilag uygulanan transplantli hastalar ve HIV
ile enfekte bireyler gibi konak defansinin
baskilandigi durumlar, diabetes mellitus gibi
endokrin hastaliklar, heredite, azalmis tukruk
akimi, protez kullanimi  ve uzun sureli
antibiyotik, kortikosteroid ya da sitostatik ila¢
kullanimi dnemli  predispozan  faktorleri
olusturmaktadir (8,9).

Sistemik olarak saglkli bireylerde derin
periodontal ceplerde, tedaviye direng
gosteren  periodental lezyonlarda, akut
periodental abselerde ve basarisiz olarak kemik
butunlesmesi olmus dental implantlarda
subgingival Candida spp. kolonizasyonu
gosterilmigtir (10,11).

Genellikle mayalar klinik tabloya sekonder
olarak katilmakla birlikte, Candida turlerinin
destruktif periodontal hastaliklarda rol oyna-
yabilecegine dair gesitli arastirmalar vardir (12).

Oral kandidoz tedavisi igin pek ¢ok antifungal
ilag mevcuttur. Agiz gargaralari ile topikal olarak
antifungal ajan kullanimi oral Candida spp.
sayisini azaltabilmekte ve bodylece de kandidoz
ihtimalini durdurabilmektedir. Klorheksidin (KHD)
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antimikrobiyal icerigi nedeniyle oral mukositis ve
kandidoza karg! etkili bir topikal profilaktik ajandir
(1).

Klorheksidin iceren gargaralar antimikrobiyal
aktiviteleri gdbzonune alindiginda siklikla profilak-
tik olarak kemoterapi ve radyoterapi sirasinda
gelisen oral infeksiyonlarda kullaniimaktadir
(13). Calismamizda kullandigimiz gargaralardan
setilpiridinium klorid (SPK), heksetidin (HEK),
sanguinarine (SNG), timol (TIM) ve triklosan
(TRK) gibi antimikrobiyal ajan icerenlerin
antifungal  etkileri hakkindaki bilgiler oldukca
sinirhidir.

Bu calismada, antimikrobiyal ajan iceren alti
gargaranin test edilen maya turlerine karsi olan
minimal inhibisyon konsantrasyonlari (MIK),
minimal fungisidal konsantrasyonlari (MFK) ile
kill-time’larinin arastiriimasi amagclandi.

GEREC VE YONTEM

Test organizmalari: Bu c¢alismada, GATA
Mikoloji Bilim Dali stok kulturlerinde saklanan
klinik izolatlar kullanildi. Galisma igin sekiz farkh
maya turunden birer izolat segildi. Candida
albicans, Saccharomyces cerevisiae, Candida
parapsilosis, Candida guilliermondii, Candida
krusei, Candida tropicalis, Candida kefyr ve
Candida glabrata olarak tanimlanan maya
turlerinin stoklardan Sabouraud dekstroz agar
(SDA) plaklarina iki kez subkulturleri yapilarak
test organizmalari olarak kullanildi.

Ticari gargaralar: Calismamizda kullanilan
ticari gargaralar ve icerdikleri aktif madde
konsantrasyonlari Tablo 1’ de gorulmektedir. Bu
gargaralar piyasadan temin edildi.

Tablo 1. Calismada kullanilan ticari gargaralar ve aktif
madde icerikleri

Ticari gargara Aktif madde (% konsantrasyon)

Corsodyl Klorheksidin (0.2)

Viadent Sanguinarin (3)

Scope Setilpiridinium klorid (0.05)
Heksoral Heksetidin (0.1)

Listerine Timol (0.064)

Colgate plax Triklosan (0.045)
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Duyarlilik Testi: Maya izolatlarinin antimikro-
biyal gargaralara olan duyarlhklari makrodilus-
yon metodu ile saptandi (14). Testler icin steril
burgu kapakli cam tupler (13x100 mm) icerisinde
hazirlanmis Sabouraud dextroz broth (SDB)
kullanildi.

Calisilacak maya izolatlarinin stok kultur-
lerinden SDA plaklarina iki kez subkultirleri
yapilarak canhliklari ve safliklari degerlendirildi.
35°C’de 24 saatlik inkubasyon sonucunda =1 mm
capli bes koloni alinarak 5 ml tuzlu su (%0.85)
icerisinde  suspanse edildi. Suspansiyon
15 saniye vortekslenerek McFarland 0.5e
(1x106-5x106 CFU/ml) ayarlandi. Final inokulum
miktarinin dogrulugu, test edilen tum organiz-
malarin SDA plaklarina subkulturleri yapilarak
kontrol edildi (14).

Test broth’lari elde etmek icin gargaralardan
SDB besiyerinde 1: 2-1: 1024 arasinda degisen
iki katli seri dilusyonlari hazirlandi. Herbir test
tupune 4 ml test broth ve 0.1 ml maya suspansi-
yonu ilave edildi ve herbir gargara-mikroorganiz-
ma karigimlarinin final etken madde konsantras-
yonlari; KHD igin 1000-1.9 pg/ml, SNG igin
15000-29.2 pg/ml, SPK i¢in 250-0.5 pyg/ml, HEK
icin 500-0.9 pg/ml, TIM i¢in 320-0.6 pg/ml ve TRK
icin 225-0.4 pg/ml olacak sekilde hazirlandi.
Kontrol tuplerine ureme ve kontaminasyonu kont-
rol etmek amaciyla etken madde icermeyen SDB
besiyeri ve maya suspansiyonu ilave edildi. Test
ve kontrol tupleri aerobik olarak 24 saat 35°C’de
inkuibe edildi. Maya Uremesinin engellendigi, yani
besiyerinin berrak oldugu ilk tupler bize MIK
degerini verdi (1).

Gargaralarin antifungal aktivitelerini deger-
lendirmek amaciyla MFK degerleri de saptandi.
Minimal fungisidal konsantrasyon degerleri, SDB
makrodilusyon serilerinin her bir tuptinden 20 pl
ornegin SDA plaklarina subkilture edilmesiyle
saptandi. Plaklar 35°C’de 48 saat inkuibe edildi.
Minimal fungisidal konsantrasyon, herbir gargara
icin test suglarinin Uremesini tamamen inhibe
eden en dusuk konsantrasyon olarak tanimlandi.
Test organizmalarinin canliliklarini ve ortam
sterilitesini kontrol etmek amaci ile her iki kontrol
tuptinden 20 pl, SDA plaklarina ekildi. Tum anti-
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fungal duyarlilk deneyleri U¢ kez tekrarlandi.
Minimal fungisidal konsantrasyon ve Kill-time
sonuglari, U¢ calismadan elde edilen sonuglarin
ortalamasi alinarak saptandi (1).

Kill-Time Saptanmasi: Oniki test tupunin
herbirinde 2.5 ml miktarinda bulunan herbir
gargaranin ticari formulasyonlarinin yari kon-
santrasyonlarini elde etmek igin, bu miktar
2.5 ml steril tuzlu su ile dilue edildi ve 0.1 ml maya
suspansiyonu ilave edildi. Kontrol tuplerine ise
0.1 ml maya suspansiyonu ve sadece 5 ml
tuzlu su konuldu. Her bir test tupt vortekslendi,
15-180 saniye arasinda 15 saniye araliklarla
20 pl miktarinda ornek, SDA plaklarina dogrudan
dogruya subkilture edildi. Test ve kontrol tupleri
48 saat 37°C’de aerobik olarak inkube edildi.
Hic Uremenin gobzlenmedigi veya tek bir
koloni varliginin saptandigi en kisa sure kill-time
olarak tanimlandi. Tum deneyler u¢ kez
tekrarlandi (1).

BULGULAR

Ticari gargaralarin ¢esitli maya turlerine karsi
bulunan MIK ve MFK degerleri Tablo-2’de goste -
rilmigtir. C.albicans i¢in elde edilen KHD, SPK ve
HEK’e ait MIK degerleri birbirlerine benzer olmak-
la birlikte, MFK yonunden SPK ve HEK’in daha
etkin bulundugu sbdylenebilir. S.cerevisiae igin ise
en dusuk MIK ve MFK degerleri SPK ile elde edil-
migtir. Bu iki test organizmasinin diginda geri
kalan maya turleri icin en dusuk MIK ve MFK
degerleri KHD ile saptanmistir.

Tablo 3’te farkh gargaralarin ticari formulas-
yonlarinin yari konsantrasyonlari ile ortaya ¢ikan
kill-time sonuglari gorulmektedir. Buna gore,
KHD ve SPK’in 15 saniye icerisinde butun test
organizmalarina letal etkili oldugu, SNG’in test
organizmalarinin hi¢ birine 180 saniye icerisinde
letal etki olusturmadigi gorulmustur. Heksitidinin
C.glabrata’ya 180 saniye igerisinde letal etkisi
saptanmazken, SNG haricindeki gargaralarin
C.albicans ve C.kefyre 15 saniye igerisinde letal
etki gosterdigi saptanmigtir. Timol ve TRK’in ise
tum test mikroorganizmalarina kargi 15-180
saniye arasinda degisen surelerde letal etki
olusturdugu gozlenmistir.
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Tablo 2. Ticari gargaralarin ¢esitli maya turlerine kargi bulunan MIK ve MFK degerleri

KHD SPK HEK TRK SNG TIM
Test edilen mayalar MIK*  MFK* MIK MFK  MIK MFK MIK MFK MIK MFK MIK MFK
C.albicans 1/256 1/128 1/256 1/256 1/256 1/256 1/64 1/64 1/16 1/16 1/16 1/8
S.cerevisiae 1/512  1/512  1/1024 1/1024 1/512 1/256 1/128 1/64 1/16 1/16 1/16 1/16
C.parapsilosis 1/512  1/256 1/128 1/128 1/256 1/256 1/128 1/64 1/16 1/8 1/32 1/16
C.guilliermondii 1/1024 1/1024 1/64 1/64 1/256 1/256 1/128 1/64 1/16 1/8 1/8 1/8
C.krusei 1/256 1/128 1/128 1/64 1/128 1/64 132 116  1/8 174 1/8 1/4
C.tropicalis 1/1024 1/512 1/128 1/64 1/128 1/64 116  1/8 116 1/8 1/16 1/8
C.glabrata 1/512  1/256 1512 1/128 1/256 1/256 1/64 1/64 1/8 1/8 116 1/8
C.kefyr 1/1024 1/1024 1/128 1/64 1/512  1/512 1/64 1/32 1/32 1/16 1/8 1/8

* Tabloda gosterilen MIK ve MFK degerleri, ticari formulasyona ait dilusyon oranlari olarak verilmistir. Sozkonusu dilusyon
degerine ait etkin madde konsantrasyonu (ug/ml) Tablo 1’deki veriler kullanilarak hesaplanabilir.

Tablo 3. Ticari gargaralarin ¢esitli maya turlerine karsi
bulunan kill-time sonuglari

Test edilen KHD SNG SPK HEK TIM TRK
mayalar

C. albicans <15 >180 <15 <15 <15 <15
S. cerevisiae <15 >180 <15 <15 <15 75
C. parapsilosis <15 >180 <15 <15 60 180
C. guilliermondii <15 >180 <15 <15 <15 <15
C. krusei <15 >180 <15 45 <15 45

C. tropicalis <15 >180 <15 <15 60 <15
C. glabrata <15 >180 <15 >180 =15 <15
C. kefyr <15 >180 <15 <15 <15 <15

TARTISMA

Mayalar, immumkompromize hastalarda oral
firsat¢l infeksiyonlara sebep olabilmektedirler.
Candida turleri, 0zellikle de C.albicans, sikhkla
etyolojik ajan olarak kargimiza ¢ikmaktadir. Oral
kandidoz olgulari son yillarda ciddi artiglar goster-
mig ve major klinik problemlerden birisi olmustur.
Cunku oral mukoza ve periodontal doku ciddi
sistemik infeksiyonlar icin ®nemli bir giris kapisi
gorevi gbdrmektedir. Mayalarin  subgingival
yerlesimi ise periodontal hastaligin ilerlemesine
katkida bulunmaktadir (12).

Klorheksidinin  Candida turlerine karsi
oldukga etkin olduguna dair in vitro calismalar
bulunmakla birlikte klinik calismalardan farkli
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sonugclar elde edilmistir (15). Klorheksidin iceren
gargaralarin kemoradyoterapiye maruz kalan
hastalarda oral kandidoz insidansini dnemli
derecede azalttigi bildiriimistir (1). Pizzo ve arka-
daglarinin (16) oral kandidozlu hastalarda
yaptiklari calismada KHD iceren gargaralarin
geleneksel antifungal ilaglara alternatif bir
yaklasim sunabilecegini bildirmislerdir. Epstein ve
arkadaslar (17) kemik iligi transplantasyonu ya
da kemoterapi ile tedavi goren 86 erigkin hastada
KHD, nistatin ve saline solusyonunun oral
mukositis, gingivitis ve oral enfeksiyon Uzerine
etkilerini degerlendirmisler ve potansiyal bak-
teriyel ve fungal patojenleri KHD kullanan hasta-
larda daha az siklikla izole etmiglerdir. Bagka bir
calismada Listerin ve KHD’in anti-candida ozellik-
lerinden dolay firsat¢i kandidoz enfeksiyonu olan
bireylerde ve immunosupresif alan hastalarda fay-
dali bir etki gosterebilicekleri bildirilmigtir (18).
Bazi klinik caligsmalardan elde edilen sonuglar ise
KHD’in oral maya eradikasyonundaki ve oral ori-
jinli sistemik infeksiyonu ©®nlemedeki etkisini
desteklememigtir (7,15,19). Klorheksidinin in vivo
zayif, in vitro ise guclu etkisi arasindaki farkliligin
cesitli faktorlere bagl olabildigi bildirilmigtir.
Bunlar arasinda tukrik veya gidalara bagli inakti-
vasyon, topikal verilen ilaclar ile etkilesim, oral
sivilar ile aktif maddenin dilue edilmesi, calkalama
zamaninin kisa olmasi gibi faktorler dnemli
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olanlandir. Yapilan bir calismada tukruk ve nista-
tinin KHD’in in vitro antifungal etkisini dnemli
derece inhibe ettigi bildirilmistir (20). Bununla
birlikte Slots ve arkadaglari (21) test edilen
turlerin bazilarinin direngli olabilecegi uzerinde
durmuslardir. Gunk 70 pg/ml’den daha buyuk
MFK degerleri saptamislardir. Bu nedenle KHD
iceren gargaralarin, maya izolatlarina ait duyarllik
testleri yapildiktan sonra kullaniimasi gerektigini
bildirmiglerdir. Sunulan calismamizda tum test
organizmalarinda KHD i¢in MFK degeri <16 pg/ml
olarak bulunmustur.

Bu calismada SNG haricindeki diger ticari
gargaralarin tum maya turlerine kargi 180
saniye igerisinde etkili oldugu gorulmustur.
Klorheksidin ve SPK’in 15 saniye icerisinde test

organizmalarinin tumune kargi fungisidal etki
gosterdikleri saptanmistir. Giovanna ve arka-
daslari (1) calismalarinda KHD ve SPK'in tum
maya turlerine karsi en etkili gargaralar oldugunu
saptamiglardir.

Sonug olarak bu galismada, SPK ve HEK’in
ozellikle C.albicans’a karsi diger Urunlerden daha
etkili oldugu, fakat KHD’in geri kalan diger tum
maya turleri icin en etkili Urun oldugu, SNG’nin
ise zayif antifungal etki gosterdigi saptanmistir.
Bu bulgular oral kandidiyaz tedavisinde antimikro-
biyal ajan iceren gargaralarin uygun alternatifler
olabilecegini gostermektedir. Bununla birlikte
antifungal ajan olarak antimikrobiyal gargaralarin
etkinliklerinin mutlaka klinik deneylerle destek-
lenmesi gerektigi dusunulmektedir.
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