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Ars. Gor. Dt. Zeynep Ceren Celik
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Dis cevresinde olusan siyah lekelerin kiompozisyonu ve mikroflorasinin Yeni
Nesil Dizileme (NGS) yontemi ile saptanmasi

Uzmanlik Ogrencisinin Adi: Zeynep Ceren Celik
Danigsman: Prof. Dr. Funda Yanikoglu
Anabilim Dali: Restoratif Dis Tedavisi Anabilim Dali

1. OZET

Amag: Dislerin siyah lekelenmeleri (SL), klinik olarak ¢ogunlukla dis eti marjinine
paralel yerlesmis, dairesel ve koyu renkli siyah olusumlardir. Calismamizin amaci,
daimi dislenmede SL olusumundan sorumlu bakterileri NGS yontemi ile saptamak ve
leke olusumunun c¢iiriik ile iliskisini belirlemektir.

Gere¢ ve Yontem: Sistemik olarak saglikli 52 erigkin birey SL’li-¢iiriiksiiz, SL’li-
cliriiklii, lekesiz-ciiriiksiiz ve lekesiz-¢iiriiklii olmak iizere 4 grup (n=13) halinde
calismaya dahil edilmistir. Hastalarin beslenme aligkanliklar1 ve demir eksikligi
durumlar anket formu seklinde kaydedilmistir. Ciiriik siniflandirmalar1 Uluslararasi
Ciriik Tanima ve Degerlendirme Sistemi ICDAS 1II kodlamasina uygun yapilmustir.
08:00-10:00 saatleri arasinda en az 8-12 saatlik supragingival plak 6rneklerinden DNA
izolasyonlar1 elde edilmistir. Bakteriyel 16S ribozomal RNA geni hedeflenmis
dizileme, Quick-16S™ NGS Kiitiiphane Hazirlik Kiti kullanilarak yapilmistir (Zymo
Research, Irvine, ABD). Kullanilan bakteri 16S primerleri, 16S rRNA geninin V3-V4
bolgesini genisletmistir. Biyoinformatik analiz usegalaxy.org tizerinden NGS Mothur
yazilimi kullanilarak gergeklestirilmistir. Verilerin istatistiksel degerlendirmesinde
STATA 15.1 yazilimi kullanilmis olup Pearson Ki-kare, Fisher testleri uygulanmustir.
Bulgular: SL’li dislerde ¢iirtikstizliik (ICDAS 0, 1, 2) miktar1 lekesizlere oranla daha
yiiksektir (p=0,003). Ciiriik faktorii goz tintinde bulundurulmaksizin SL’1i plakta en
yiiksek sirasiyla Capnocytophaga (%4,8), Corynebacterium (%3,9), Neisseria (%5,4)
cinsi bakteriler bulunmaktadir (p<0,05). Ciiriiksiiz hastalar degerlendirildiginde SL’li
plakta en yiiksek Capnocytophaga (%10,8), Cardiobacterium (%3,6), Rothia (%1,72)
cinsi bakteriler tespit edilmistir (p<0,05).

Sonug¢: Bu calisma erigkin hastalarda SL’li ve lekesiz ¢iiriiklii ve ¢iirtiksiiz bireylerin
plak mikrobiyomunu NGS yontemiyle inceleyen onciiller arasindadir. SL’nin ¢iiriiklii
ve ciriiksiiz agizlarda farklt kompleks mikrobiyom yapist vardir. Siyah lekeli
bireylerde daha az ciiriik bulundugu saptanmustir.

Anahtar Kelimeler: Siyah leke, oral mikrobiyom, Yeni Nesil Dizileme, ICDAS II



Detection the composition and microflora of black stains around the teeth with
Next Generation Sequencing Method (NGS)

Name of student: Zeynep Ceren Celik
Consultant: Prof. Dr. Funda Yanikoglu
Deparment: Restorative Dentistry

2. SUMMARY

Aim: The black stains (BS) are circular and dark black formations that are clinically
located parallel to the gingival margin. The aim of our study was to determine the
etiologic bacteria of BS in permanent dentition using Nest Generation Sequencing
(NGS) method and to determine the relation caries and BS.

Materials and Methods: A total of 52 systemically healthy patients with BS&caries-
free (n=13), BS&carious (n=13), stainless&caries-free (n=13), stainless&carious
(n=13) were included in the study. After informed consent was signed by all patiens,
nutritional habits and iron deficiency were recorded as a questionnaire. International
Caries Detection and Assessment System (ICDAS 1lI) was used for caries
classification. Between 08:00-10:00, at least 8-12 hours of supragingival plaque
samples were collected, DNA isolations were completed. The samples were processed
by ZymoBIOMICS™ Service - Targeted Metagenomic Sequencing (Zymo Research,
Irvine, CA). Bacterial 16S ribosomal RNA gene targeted sequencing was performed
using the Quick-16S™ NGS Library Preparation Kit. The bacterial 16S primers used
amplified the V3-V4 region of the 16S rRNA gene. Bioinformatics analysis was
performed using NGS Mothur in open source usegalaxy.org. Data were analyzed
statistically using STATA 15.1 software and Pearson Chi-Square and Fisher tests.
Results: Number of caries-free teeth (ICDAS 0, 1, 2) was statistically higher in
patients with BS (p = 0,003). Capnocytophaga (4.8%), Corynebacterium (3.9%) and
Neisseria (5.4%) were found to be highest in BS plagues neglecting presence of caries
(p<0.05). Capnocytophaga (10,8%), Cardiobacterium (3,6%) and Rothia (1,72%)
species were detected in BS plaques of caries-free patiens (p <0,05).

Conclusion: This study is one of the pioneer studies by examining plaques with BS in
carious and caries-free adult patients using NGS method. BS plaque has ultimate
complex microbial structure. Patients with BS are seem to have less caries.

Key words: Black stain, Oral microbiome, Next Generation Sequencing, ICDAS 11



2. GIRIS ve AMAC

Dis renklenmeleri estetik ve klinik sorunlara neden olan ve siklikla rastlanan
bulgulardan biridir. Etiyolojisi, goriiniimii, lokalizasyonu, igerigi, siddeti, dise
baglanma derecesi bakimindan birbirlerinden ayrilir (Akyiiz ve ark, 2015). Dis
renklenmelerinin dogru tanimlanmasi, uygun tedavinin secilmesi ve toplum bilinci

yaratilmasi bakimindan oldukca 6nemlidir.

Renklenmeler etiyolojik olarak ii¢e ayrilmaktadir ve bunlar: ekstrinsik, intrinsik
ve her ikisinin kombinasyonu olan internalize olarak siralanabilir (Hattab ve ark,
1999). Ekstrinsik renklenmeler, dis kaynakli ajanlar tarafindan disin yiizeyine lokalize
olmus olusumlardir. Bunlara 6rnek olarak ¢ay, kahve, tiitiin, kirmiz1 sarap, balzamik
sirke, soya sosu, bogiirtlen gibi yiyecek ve igecekler drnek verilebilir. Bunlarin pelikil
icerisine niifuz etmesiyle pelikil boyanir ve disin dis yapisinda bir renklenme meydana
gelir (Cynthia ve ark, 2015). Intrinsik renklenmeler, pigmente materyallerin dentin
dokularmin igerisine kiimelenmesiyle olusur. Internalize renklenmeler ise dis kaynakli
ajanlarin dis yapisindaki defektlerden igeri sizmasi ve burada hapsolmasiyla olusur

(Sulieman, 2005).

Dislerin siyah lekelenmeleri (SL) bir ekstrinsik renklenme ¢esidi olmakla beraber
Klinik olarak ¢ogunlukla dis eti marjinine paralel yerlesmis, dairesel sekilde, koyu
renkli siyah olusumlardir (Heinrich-Weltzien ve ark, 2014). SL’nin yiiksek oranda
¢oziinmeyen demir tuzlari, bakir, kalsiyum ve fosfat igeren 6zel yapida bir dental plak
¢esidi oldugu 6ne siirtilmiistiir (Reid ve Beeley, 1976). Bu lekelere siyah rengini veren
ajanin ¢oziinmeyen demir tuzlarindan ferrik siilfit oldugunu ve bu bilesigin bakteriler
tarafindan olusturulmus hidrojen siilfit ile tiikiiriik veya diseti olugu sivisindan
kaynakli demirin reaksiyonu sonucu meydana geldigini savunan ¢aligmalar yapilmistir
(Reid ve ark, 1977; Zyla ve ark, 2015). Tiikiiriikteki demir miktarini artiran demir
takviye ilaclar1 veya demirden zengin beslenmenin de bu renklenmeleri artirabilecegi
ve buna sebep olan bakteri popiilasyonunu artirabilecegi ortaya konmustur (Adcock

ve Hogan, 2008).

SL, siit ve daimi olmak {izere her iki dentisyonda da goriilebilir ve etkilenme
prevalans1 caligmanin yuriitildiigii lilkeye ve popiilasyona gore degiskenlik
gostermekle birlikte %1-20 olarak kaydedilmistir (Li ve ark, 2015). Bunun yaninda

farkli iilkelerde yapilan ¢aligmalar, SL olusumunun cinsiyetler arasinda anlamli bir
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fark gostermedigini vurgulamaktadir (Martin ve ark, 2013; Chen ve ark, 2014; Akyiiz
ve ark, 2015). SL’nin disle baglantisinin oldukga giiglii olmasi nedeniyle hastanin
giinliik temizligi esnasinda bu lekelerin ortadan kaldirilmasi zorlasir. Estetik kaygilar
nedeniyle profesyonel detertraj islemleri i¢in doktora bagvuruldugunda ya da Kklinik
muayene sirasinda fark edilerek teshis edilir. Bu lekeler kiiret yardimiyla bir siireligine

temizlenmis olsa da tekrar olusabilmektedir (Chen ve ark, 2014).

SL’lerin diger bir¢ok ekstrinsik renklenmelerden ayrilan ve toplum sagligi
acisindan onem arz eden bir konumu vardir. Ik kez 1923 yilinda SL’li hastalar i¢in
gliriige direngli birey kavrami ortaya konulmus ve bu durumun birincil nedeni olarak
0zel yapida mikroflora olarak gosterilmistir (Slots, 1974). Bu alanda yapilmis birgok
epidemiyolojik ¢alisma SL’li hastalarda lekesiz hastalarla karsilastirildiginda daha az
sayida ¢iiriik bulundugunu géstermistir (Koch ve ark, 2001; Gasparetto ve ark, 2003;
Heinrich-Weltzien ve ark, 2009; Heinrich-Weltzien ve ark, 2014; Zyla ve ark, 2015;
Li ve ark, 2015). SL olusumundan siyah pigment iireten kromojen bakterilerin sorumlu
oldugu; bu bakterilerin ¢esitliligi tlizerine ve SL olusmayan agizlardan farkli
mikrobiotanin detayli olarak arastirilmasi gerektigi savunulmaktadir (Slots, 1974;

Costa ve ark, 2012; Heinrich-Weltzien ve ark, 2014).

SL’li dental plakta gilinlimiize kadar yapilan incelemelerde ¢ogunluk olarak
Prevotella Melaninogenicus ve Actinomyces tiirlerinin baskin oldugu gram pozitif
comaklardan olusan bir bakteri popiilasyonu gozlemlenmistir (Heinrich-Weltzien ve
ark, 2009; Bandon ve ark, 2011). Ancak, SL olusturan bakterilerin agiz i¢inde bulunan
diger bakterilerle etkilesimleri de yeterli bigimde aydinlatilamamistir (Heinrich-
Weltzien ve ark, 2014).

Oral mikroorganizmalarin teshisinin kiiltlir yontemi ile saptanmasi geleneksel
olarak kabul edilen bir yontem olmasina ragmen agiz i¢i bakterilerin yaklasik
%50’sinin yasam kosullar1 bakimindan kiiltiir edilemez olusu bu yontemi yetersiz
kilmaktadir (Aas ve ark, 2005; Hart ve ark, 2011). Buna ilaveten konvansiyonel kiiltiir
yontemi olduk¢a zaman alict bir yontemdir. Diger taraftan, bakteri teshisinde
molekiiler metodlar, kiiltiir edilemez ve/veya kiiltiir edilmesi zor bakterilerin

teshisinde oldukga avantaj saglamaktadir (Abusleme ve ark, 2014; Li ve ark, 2015).

Gilinlimiizde molekiiler metodlarin basinda Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

gelmektedir. Bir diger ismi Sanger Kapiller Dizileme olan PCR yontemi son 30 yilda
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altin standart yontem olarak kullanilmistir (Abaci ve ark, 2015). Ancak, yalnizca
bulunmasi tahmin edilen bakterilerin teshis ediliyor olmasi ve teshis edilebilen
bakterilerin siirl sayida olmasi mikrobiyal ¢esitliligin en fazla oldugu habitatlardan
biri olan ag1z i¢i florasi igin yetersiz kalabilmektedir (Berlutti ve ark, 2006). “Birinci
nesil” teknoloji olarak kabul edilen Sanger dizileme ile karsilastirildiginda NGS
yontemi, oldukca ¢ok sayidaki dizileri kisa bir siirede ve daha ekonomik sekilde analiz
edebilmektedir (Abaci ve ark, 2015). Buna ek olarak, genomun herhangi bir konak
hiicre ya da E. Coli’de klonlamadan dizileme yapilabilmesine olanak saglamaktadir
(Ustek ve ark, 2011). NGS yontemiyle incelenen numunede var olan tim
mikrobiyolojik genomlarin (mikrobiyom) rastgele dizilenmesi sonucunda ortamin
mikrobiyolojik ¢esitliligini saptamak mimkiindir (Mardis, 2008). Boylelikle
incelenen numune igerisindeki mikroorganizmalarin tiirii ve miktarina dair bilgiler
elde edilebilir ve buna ek olarak simdiye kadar var oldugu bilinmeyen, kiiltiir
edilememesinden kaynakli olarak teshis edilmemis olan mikroorganizmalar da bu
yontemle saptanabilir (Ustek ve ark, 2011). Ayrica, sistem 6lii ya da canli tiim
mikroorganizmalar1 tanimlamaya imkan sagladigi i¢in, klinikte toplanan orneklerin
laboratuvara ulastirilma siiresi ve kosullar1 bakimindan kiiltiir yontemlerine gore daha
esnek bir protokolil vardir. Bu 6zelligiyle 6rneklerin standardizasyonu bakimindan

oldukga iistiin bir avantaj saglamaktadir.

Calismanin hipotezi dislerinde SL gozlenen bireylerin plak ornekleri leke
gozlenmeyen bireylerden farklilik gosterecegi ve SL bulundugu disi ve yiizeyini
¢lirlige kars1 korudugudur. Bu dogrultuda ¢alismamizin amaci, daimi dentisyonda
cliriiklii ve ¢iiriiksiiz plakta SL olusumundan sorumlu bakterileri kuvvetli dogruluklu
sonuglar veren NGS yo6ntemiyle cins diizeyinde tanimlamak, lekelerin bulundugu
diglerde ve genel agiz ortaminda ¢iiriik bulunma miktar1 ve derecesini belirlemektir.
Boylelikle buradaki 6zglin mikrobiyal ortamin g¢iiriik onleyici mekanizmasi da

tartisilacaktir.



4. GENEL BILGILER
4.1. Oral Biyofilm
4.1.1. Oral Biyofilm Tanim ve flgili Terimler

Biyofilm, canli ya da cansiz bir yiizeye baglanmis/tutunmus mikroorganizmalar
toplulugu olarak tanimlanir (Jamal ve ark, 2015). Daha kapsamli sekilde ifade edilirse,
bir yilizeye sikica tutunmus ve biyolojik kokenli bir organik matrikse gomiilmiis
prokaryotik ve Okaryotik hiicrelerden olusan bir tabakadir (Wanner ve ark, 2014).
Mikroplarin kesfi 17°nci ylizyila dayanmaktadir (Slavkin, 1997). Tarihsel olarak, ilk
kez Antonie Van Leeuwenhoek kendisinden ve baskalarindan alinmis dis plagi
numunelerini incelemis ve dis plaginda “kii¢iik hayvanciklar” olarak niteledigi
mikroorganizmalar1 gozlemlemistir (Slavkin, 1997; Donlan ve Costerton, 2002;
Aparna ve Yadav, 2008). O zamandan beri arastirmacilar mikroorganizmalarin
sirlarin1 kesfetmeye ve bu alanda daha kapsamli terminolojiler lizerine odaklanmaya
devam etmektedir. Biyofilm {izerine anahtar terimler Tablo 1’de listelenmistir (Kilian
ve ark, 2016).

Insan agiz boslugunda yalnizca disler degil, diseti sulkusu, dil, sert ve yumusak
damaklar ve bademcikler dahil olmak {izere mikroorganizmalarin yasayabilecegi bir
dizi farkli habitatlar bulunur (Gao ve ark, 2018). Insan agiz boslugunda bulunan
mikroorganizmalar, oral mikroflora, oral mikrobiyota veya oral mikrobiyom olarak

adlandirilmigtir (Dewhirst ve ark, 2010).

Oral mikrobiyom, insan sagliginda énemli bir rol oynar. (Zarco ve ark, 2012).
Yetiskin bir bireyin yaklasik olarak 50-100 milyar bakteri barindiran agiz boslugu son
derece karmasik bir yapidir (Krishnan ve ark, 2017). Insan agiz boslugunda yaklasik
700 prokaryot tiirii bulunmaktadir ve bu bakteriler belirli baglantilar ve iligkiler
cercevesinde denge halinde yasamaktadir (Aas ve ark, 2005; Kuramitsu ve ark, 2007).
Mikrobiyal floranin dengesizligi basta dis ¢iiriigii olmak iizere periodontal hastaliklar
(Abusleme ve ark, 2013; Jorth ve ark, 2014; Costalonga ve Herzberg, 2014, Philip ve
ark, 2018), oral mukoza hastaliklar (Saikaly, 2018), gastroentestinal ve sinir sistemi

ile ilgili rahatsizliklar (Blod ve ark, 2017) gibi durumlara yol agabilir.



Tablo 4.1. Biyofilm ve 6zelliklerine ait mikrobiyolojik terimler (Kilian ve ark, 2016)

Biyofilm Bir yiizeye ya da birbirine bagh bicimde hiicre dis1 polimerik
matrikse gomiilmiis hiicreler toplulugu. (Donlan ve Costerton,
2002)

Biyoinformatik Genetik kodlar gibi karmasik biyolojik verileri analiz etmek
icin hesaplama tekniklerinin uygulanmasi.

Koevrim Birbiriyle etkilesen tiirlerin paralel evrimi

Topluluk profili 16S rRNA gen dizileri ile kompleks mikrobiyal topluluklarin

karakterizasyonu.

Disbiyozis Normal mikrobiyom niifus yapisimin genellikle hastalik
durumlar1 veya ilaglar gibi dis faktorlerle bozuldugu bir
durumdur (Cho ve Blaser, 2012)

Holobiyont Konak organizma ve tiim simbiyotik mikroorganizmalarin
toplamina verilen ad.

Metagenomik Karmasik bir popiilasyonun genetik bilgisinin, tipik olarak bir
cevresel veya konakgl 6rneklemindeki mikroplardan analizi.
Metagenom birgok mikrobun genomlarindan olusur (Cho ve
Blaser, 2012).

Metatranskriptomik Aktif genlerin ve mikrobiyom tiirlerinin analizi (Bikel ve ark,
2015).

Mikrobiyom Mikroplarin, genetik bilgileri ve etkilesimde bulunduklari
ortamlarin toplam1 (Cho ve Blaser, 2012).

Mikrobiyota Mikrobiyomu olusturan tiim canli mikrobiyal organizmalar
(Cho ve Blaser, 2012).

Fenotip Bir organizmanin gozlemlenebilir fiziksel 6zellikleri, 6rnegin
goriliniis, davranis vb.

Filogenetik Organizmalarin arasindaki evrimsel iliskilerin incelenmesi

Filotip 16S rRNA gen dizisine dayanarak filogenetik bir agag
icerisine yerlestirilmesiyle tanimlanan bir bakteri tiirii

Tiir Izole edilmis, kiiltiirii yapilmis ve isimlendirilmis farkli
bakteri gruplart.

Simbiyozis Uzun siireli birbirleriyle yakin iliskide yasayan iki veya daha

fazla tiir (Bordenstein ve Theis, 2015)



Oral mikrobiyomda dogal olarak bulunan, asla bulunmayan, sayisi arttiginda
dengesizlik yaratan bakteriler ¢esitli yazilimlarla kayit altina alinmigtir. Bunlardan en
genis bilgi yelpazesine sahip olan “Insan Oral Mikrobiyom Veri taban1 (HOMD)”,
insan ile iliskili bir mikrobiyotanin tanimlamasidir (Gao ve ark, 2018). HOMD'nin
amaci, bilimsel topluluga insan agiz boslugunda bulunan yaklasik 700 prokaryot tiirii
hakkinda kapsamli bilgi saglamaktir. HOMD, 16S rRNA gen tabanli gegici
isimlendirme semasina dayanmaktadir (Dewhirst ve ark, 2010). Mikroorganizmalari
smiflandirmada sira kurallarina uyulur. Bu siniflandirma ilk olarak 1984 yilinda
Bergey's Manual Systematic Bacteriology kaynak kitabinda belirtildigi lizere kabul
edilmektedir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2 Bakteriyel siniflandirma ve 6rnegi (HOMD veritabanindan alinmustir)

Alem (Kingdom): Prokaryot
Boliim (Division): Gracilicutes
Sinif (Class): Scotobacteria
Takim (Order): Spirochaetales
Familya (Family): Leptospiraceae
Cins (Genus): Leptospira
Tiir (Species): Leptospira interrogans

4.1.2. Dental Plagin Olusumu ve Icerigi

Mikroorganizmalar, dis ylizeyinde organize ¢ok tiirlii topluluklar seklinde yasarlar
(Palmer ve ark, 2011). Dislerdeki oral mikrobiyal topluluklar: dental plak, dis plagi,
mikrobiyal dental plak, dental biyofilm terimleriyle bilinmektedir (Barber, 2009). Dis
plaginin, bir diger ismiyle dental biyofilmin olusum agamalar1 bes ayr1 fazi igerir (Sekil

4.1).



Sekil 4.1: Biyofilmin gelisim asamalar1. (Stoodley ve ark. 2002)

1. Asama: Planktonik hiicreler yiizeye yapisir

2. Asama: Planktonik hiicreler ekzopolisakkarit tiretirler.

3. Asama: Biyofilmin erken sathasi

4. Asama: Biyofilmin olgun sathasi

5. Asama: Olgun biyofilmden kopan planktonik hiicreler yeni yiizeylere yapisarak
dongiiyii yeniden baslatirlar.

4.1.2.1. Pelikil Olusumu

Oral biyofilm olusumunun ilk basamagi, tiikiiriik glikoproteinlerinden olusan
icerigiyle pelikilin dis yilizeyine baglanmasidir. Pelikil olusum mekanizmasi, Gibbs
yasasinin serbest entalpi yasasina dayanir, ¢iinkii glikoproteinler dis yiizeyine
tutunursa daha fazla enerji agiga cikar ve yiiksek yiizey enerjisi yeni baglantilara zemin
hazirlar (Hannig ve Hannig, 2009). Pelikil, dis yiizeyinde olusan bakterisiz ince bir
tabakadir. Esas olarak tiikiiriikk proteinlerinden olusur ancak bu yapida tiikiiriik
kaynakli olmayan az miktarda protein, glikoprotein, lipid ve karbonhidratlar da

mevcuttur (Lendenmann ve ark, 2000).

Pelikil tabakasi, disi demineralizasyona kars1 koruma ve remineralizasyonu tesvik
etme ve lubrikasyon ozelliklerinin yanisira plak olusumunun ilk birkag saatinde
kolonilesen erken mikrobiyal plagin olusmasina da 6nciilikk eder (Lendenmann ve ark,
2000; Siqueira ve ark, 2012; Masson ve ark, 2013). Tikiirtk bilesenleri, 6rnegin:
alblimin, glikoproteinler, miisinler, hiicre artiklar1 ve prolin ag¢isindan zengin

proteinler, bakteriler tarafindan taninabilen ve dis ylizeyine baglanan ve bdylece ince

9



bir pelikiil tabakas1 olusturan gesitli reseptorler saglar. Pelikil amorf, aseliiler, organik

ve goriinmez bir tabakadir (Beighton ve ark, 2013).

4.1.2.2. Erken Kolonizasyon

Biyofilm olusumunun ikinci asamasinda, 6ncii koloniler ilk dort saat iginde pelikil
yiizeyindeki reseptorleri tanir ve birincil bakteri tabakasini olusturarak pelikila yapisir
(Lie, 1977; Lie, 1979). Tiikiiriik kaynakli baglanan proteinlere dérnek olarak a-amilaz
ve prolinden zengin glikoproteinler/proteinler siralanabilir. Tikiiriik proteinleri
mikroorganizmalar i¢in temel besin kaynagidir (Bradshaw ve ark, 1994; Marsh ve ark,
2010). Ciinkii beslenme yoluyla alinan besinler agizdan hizla temizlenir ve dis
ylizeyine zayif tutunan bakteriler i¢in elverigsizdir (Keene ve ark, 1966; Beighton ve
ark, 2013). Pelikil yiizeyine bu asamadaki zayif baglanma geri doniistimliidiir ve erken
donemde baglanan bakteriler kolaylikla pelikildan ayrilabilir (Kolenbrander ve ark,
2002). Oncii bakterilerin yapismasinda mevcut olan kuvvetler: hidrojen baglari,
hidrofobik etkilesimler, kalsiyum kopriileri, Van der Waals kuvvetleri, asit-baz
etkilesimleri ve elektrostatik etkilesimlerdir (Characklis ve Marshall, 1990; Hannig ve
Hannig, 2009). Bu fiziksel kuvvetler, gii¢lii kimyasal baglara doniistiigiinde bakteriler
yiizeye daha siki tutunmus olur. Oncii bakteriler pelikila tutunduklarinda birbirlerine
baglanip, sikica tutunmay:1 saglayan ekstraseliiler polisakkaritler (EPS) salgilarlar.
Bakterilerin yiizeye baglandiklari esas yapilar, fimbria ve fibrillerdir (Handley, 1990).
Streptokoklar, ilk 4-8 saatlik dental plagin %60-80'ini olusturur (Dige ve ark, 2009;
Jakubovics ve Kolenbrander, 2010). Streptococcus oralis, Streptococcus mitis,
Streptococcus sanguinis dis yilizeyindeki baglica kolonize olan tiirlerden olup bakteri
bilesimi agzin farkli bolgelerine gore degiskenlik gosterir (Li ve ark, 2004; Sachdeo
ve ark, 2008; Papaioannou ve ark, 2009). Sonug olarak, Actinomyces, Streptococcus,
Haemophilus, Capnocytophaga, Veillonella ve Neisseria cinsi bakteriler dis yilizeyine
erken evrede baglanan baslica oncii bakterilerdir (Foster ve Kolenbrander, 2004;
Aydin ve Misirligil, 2012). Erken kolonize olan bakteriler, tutunduklari yiizeyin
yalnizca yiizey 6zelliklerini degistirmekle kalmaz, ayn1 zamanda diger bakterilerin de
kolonize olmasini saglayan ortam kosullarini olusturmus olur (Davey ve Costerton,
2006).
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Tablo 4.3. Dis plagina erken ve geg¢ kolonize olan mikroorganizma tiirleri (Aydin ve

Misirligil, 2012)

Erken Kolonizasyon

Streptococcus gordonii
Streptococcus intermedius
Streptococcus mitis
Streptococcus oralis
Streptococcus sanguinis
Actinomyces gerencseriae
Actinomyces israelii
Actinomyces naeslundii
Actinomyces oris
Capnocytophaga gingivalis
Capnocytophaga ochracea
Capnocytophaga sputigena
Eikenella corrodens
Veillonella parvula
Haemophilus tiirleri

Prevotella tiirleri

Geg Kolonizasyon

Campylobacter gracilis
Campylobacter rectus
Campylobacter showae
Eubacterium nodatum
Aggregatibacter actinomycetemcomitans
Fusobacterium nucleatum
Parvimonas micra
Prevotella intermedia
Streptococcus constellatus
Tannerella forsythia
Porphyromonas gingivalis
Treponema denticola

Boylelikle bu evrede hizli bir bakteriyel bliylime gozlenir. Birkag saat iginde kapsamli

mikrobiyal biiyiime gozlenebilir (Palmer ve ark, 2006; Periasamy ve Kolenbrander,

2010).

4.1.2.3. ikincil Kolonizasyon

Bazi bakteriler tiikiiriik proteinleri ve polisakkaritleri metabolize ettikten sonra

yapiskan ekstraselliiler maddeler iiretirler. Bu bakterilerin sentezledigi protein yeni

bakterilerin tutunmasini kolaylastirir ve bakterilerin sayisinda artisa neden olur (Nobbs

ve ark, 2011). Gram-negatif bakteriler, dis plagi yiizeyine ikincil kolonize olan

bakterilerdir (Periasamy ve Kolenbrander, 2010).
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4.1.2.4. Olgun Dental Plagin Olusumu

Oncii bakteriler yiizeye tutunduktan sonra ge¢ kolonize olan bakterilere ya dogrudan
ya da tiikiiriik glikoproteinleri araciligiyla spesifik baglama bdlgeleri saglar ve
biyofilm gelisimini destekler (Hannig ve Hannig, 2009). Geg kolonize olan bakteriler,
oncii bakterilerin yiizeyindeki spesifik polisakkarit ve/veya protein reseptorlerini tanir
ve bunlara yapisirlar (Huang ve ark, 2011). Yiizeye sonradan yapisan bakterilere 6rnek
olarak Fusobacterium Nucleatum, Treponema tiirleri, Tannerella Forsythensis,
Porphyromonas Gingivalis, Aggregatibacter Actinomycetemcomitans bakterileri
sayilabilir (Kolenbrander ve ark, 2002; Foster ve Kolanbrander, 2004). Olgun
biyofilmin mikrobiyal bilesenleri erken donemde olusan biyofilmden oldukca
farklidir. Plak olgunlasirken, Actinomyces, Corynebacterium, Fusobacterium ve
Veillonella tiirlerinin miktar1 artarken, goreceli olarak Streptococcus ve Neisseria
miktart azalir (Ritz, 1967). Olgun biyofilm yapist tipik olarak bircok gézenekli tabaka
ve kanallardan olusmaktadir ve bu yapi, bakterilerin ¢ogalmasi i¢in temel besinleri
saglamaktadir. Bu gozenekli yapiyr olusturan temel mekanizma bakterilerin
aggregasyonudur (Kolenbrander ve London, 1993). Genel olarak, bir bakteri tiirii,
diger bakterileri spesifik protein ve reseptorler vasitasiyla taniyarak birden fazla
bakterinin alanda birlikte bulunmasini saglayabilir ve birbirleriyle koagrege olabilir
(Huang ve ark, 2011). Bununla birlikte, agregasyon da oldukga spesifiktir. Ciinkii, bir
bakteriyel tiir herhangi bir bakteri tiiriiyle rastgele sekilde biraraya gelmez. Ornegin,
S. mutanslar, F. nucleatum ile koagrege olurken P. gingivalis ile birlesme egilimi
gostermezler (Huang ve ark, 2011). Temel agregasyon mekanizmasi, bakteriler
arasinda polisakkarit reseptorlerin taninmasina dayanmaktadir. Pek ¢cok aggregasyon
mekanizmas1 ortamda laktoz sekeri bulundugunda inaktive olurken sukrozdan
etkilenmemektedir. Bu alanda yapilan bir ¢alismada Streptococcus ve Actinomyces
tiirleri arasindaki agregasyonun laktoz ve D-galaktoz varliginda %90 oraninda,
maltoz, sukroz ve diger monosakkaritlerin varligindan ancak %10 oraninda inhibe
oldugunu gostermislerdir (Mclntire ve ark, 1978). Boylelikle olgun plagin ortamdaki
besin kaynaklarindan etkilendigi, bir bakteri tiiriiniin farkli agregasyon
mekanizmalartyla farkli bakterilere baglanabilecegi ve ortamin kosullarni
sekillendirebilecegi ortaya siiriilmiistiir (Kolenbrander ve London, 1993). Bunun yan

sira, eger iki ya da daha fazla bakteri hiicresi ayni reseptdrii tanirsa, tim bakteriler bu
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spesifik baglanma bolgesi icin yarigir. Yarigmali baglanma sonunda ortaya ¢ikan

kompleks yap1 olgun plagin bilesenlerini olusturur (Huang ve ark, 2011).

4.1.3. Ciiriik Mikrobiyomu

Ciiriik lezyonu, siit, karma ve daimi dislenme dénemlerinin tiimiinde agiz boslugunda
goriilen en yaygin hastaliklardan biridir (Tanner ve ark, 2011). Ciiriikk olusumu plak
mikroflorasi, konak bagisiklik sisteminin duyarliligi, diyet aliskanliklar1 ve bireyin
ag1z hijyeni gibi ¢ok faktorlii olaylarin sonucudur (Torlakovic ve ark, 2012). Oyle ki,
agiz hijyen bakimi ihmal edildiginde plak icindeki bakteriyel flora olgunlasmaya
baslar, karbonhidrat agisindan zengin substratlarin mevcudiyetinde ise asit iiretebilen
(asidojenik) ve asitli ortamda yasayabilen/asite dayanikli (asidiirik) tiirler baskin hale

gelir.

Streptococcus mutans prevalansi sik sik ¢iiriik olusumu ile iligkilendirilmistir.
Buna ek olarak tiikiiriikte, olgun supragingival ve subgingival plakta, siit veya daimi
dislerden elde ettikleri mine ve dentin ¢iiriigii 6rneklerinde ¢iiriik olusumuna eslik eden
baska asidojenik bakteri tiirlerinin de oldugu bildirilmistir; bunlara 6rnek olarak:
Lactobacillus, Granulicatella, Gemella, Haemophilus, Veillonella, Actinomyces,
Rothia, Selenomonas, Atopobium, Neisseria, Eikenella, Fusobacterium, Leptotrichia,
ve Enterococcus tiirleri siralanabilir (Munson ve ark, 2004; Chhour ve ark, 2005, Aas
ve ark, 2008; Palmer ve ark, 2010; Tanner ve ark, 2011; Torlakovic ve ark, 2012)

4.2. Dislerin Siyah Lekelenmeleri
4.2.1. Siyah Lekelerin Tanim

SL bir ekstrinsik renklenme ¢esidi olmakla beraber klinik olarak cogunlukla dis eti
marjinine paralel, dairesel, siyah koyu renkli olusumlardir (Heinrich-Weltzien ve ark,
2014). Ilk olarak, 20. yiizyilin baslarinda, Pickerill bu 6zellesmis plagi dislerin
gingival sinirlarinda, ince, koyu kahverengi lekeli bir ¢izgi olarak tarif etmis ve bu
olusumu bir ¢esit dis tasi1 olarak kaydetmistir (Pickerill, 1923). SL dise oldukga siki
tutunur ve hastanin giinliik temizligi esnasinda ortadan kaldirilmasinin zorlasmasina
neden olur (Albelda-Bernardo ve ark, 2018). Estetik kaygilar nedeniyle profesyonel
detertraj islemleri i¢in doktora bagvurmasiyla ya da klinik olarak rastgele fark
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edilmesiyle teshis edilir ( Bu lekeler kiiret yardimiyla bir siireligine temizlenmis olsa
da, tekrar olusabilmektedir (Chen ve ark, 2014; Sfeatcu ve ark, 2015).

4.2.2. Siyah Lekelerin Prevalansi

SL, siit ve daimi olmak iizere her iki dentisyonda da goriilebilir ve etkilenme prevalansi
caligmanin yiiriitiildiigi iilkeye ve popiilasyona gore degiskenlik gostermekle birlikte
%1-20 olarak kaydedilmistir (Takashima ve ark, 2014; Li ve ark, 2015). Bunun
yaninda farkli iilkelerde yapilan g¢alismalar, SL olusumunun cinsiyetler arasinda
anlaml bir fark gostermedigini vurgulamaktadir (Chen ve ark, 2014; Martin ve ark,
2013; Akyiiz ve ark, 2015). Ingiltere’de yapilan epidemiyolojik bir calismada, 11 ila
13 yas arasindaki yaklasik bin ¢ocugu kapsayan bir popiilasyonda, siyah lekelerin
prevalanst %21 oraninda bildirilmistir (Sutcliffe, 1967). 7-15 yaslar1 arasindaki
Isvigreli cocuklarda yapilmis bir baska calismada, siyah leke prevalansinin %19,9
oldugu, benzer yas grubundaki Alman ¢ocuklarda ise bu rakamin %4,6, Italyan
cocuklarda ise %6,3 oldugu belirtilmistir (Koch ve ark, 2001). Brezilya’nin farkli
bolgelerinde yapilmis c¢aligmalara gore, siyah leke prevalansinin 6-13 yas arasi
cocuklarda %9,3; 3-5 yas arasi ¢ocuklarda ise %3,5 oldugu bildirilmistir (Gasparetto,
2003; Franga-Pinto ve ark, 2012). Filipinli ¢ocuklar1 kapsayan bir diger ¢alismada ise
siyah leke bulunma prevalansi %16 bulunmustur (Heinrich-Weltzien, 2009). Cin’de
yaslar1 4-6 arasinda degigsen 1397 cocugu kapsayan bir baska ¢aligmada ise prevalansin
%9.9 oldugu saptanmigtir (Chen ve ark, 2014). Hirvatistan’da geng¢ erigkin hasta
grubunda saptanan siyah leke prevalansi ise %6 olarak belirlenmistir. (Prskalo ve ark,
2017). Ulkemizde, Akyiiz ve ark. tarafindan 2015 yilinda yapilan epidemiyolojik bir
calismada yaslar1 5 ila 13 arasinda degisen cocuklarda siyah leke prevalansi %18.5

olarak bulunmustur (Akyiiz ve ark, 2015).

4.2.3. Siyah Lekelerin Ciiriik ile Tliskisi

Dis ciiriikleri diinyanin en sik rastlanan hastaliklarindan biridir. Dis ¢iirliklerinin bu
denli yaygin olmasi ve iilkelerin saglik hizmeti potansiyellerinin insanlarin tiim
gereksinimlerini karsilayamayacak kadar az olmasi tilkemizin de iiyesi oldugu Diinya

Saglik Orgiitii’niin (WHO) bu konuda sayisiz biilten yayinlamasimnin bir nedenidir.
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Hastalarin kisisel ¢abalarinin disinda sahip olduklar1 farkli agiz i¢i mikrobiyota ile
iligkili diisiik ciiriik insidansi1 varligi, bu 6zel durumun spesifik olarak hangi bakteriler

tarafindan olusturuldugunu arastirma ilgisi dogurmustur.

SL’lerin diger bir¢ok ekstrinsik renklenmelerden ayrilan ve toplum sagligi
acisindan 6nem arz eden bir konumu vardir. Bu alanda yapilmis bir¢ok epidemiyolojik
calisma SL bulunduran hastalarin diisiik ¢iiriik deneyimi oldugunu gostermistir (Koch
ve ark, 2001; Gasparetto ve ark, 2003; Heinrich-Weltzien ve ark, 2009; Heinrich-
Weltzien ve ark, 2014; Zyla ve ark, 2015; Li ve ark, 2015). Bunun yaninda Brezilya
niifusu tlizerinde yapilan bir ¢alisma, SL’nin ¢iiriik olusumu iizerine engelleyici bir
faktdr oldugunu belirtmistir (Gasparetto ve ark, 2003). italya’nin Potenza bolgesinde
yaslar1 6-12 arasinda degisen okul ¢agi ¢ocuklarinda yapilan bir diger ¢alismada SL
bulunduran agizlarin dmft kayitlarinin anlamh 6l¢iide diisiik izlendigi tespit edilmis ve
bu korelasyonun daimi dentisyonda da devam edecegi 6ngoriisiinde bulunulmustur
(Koch ve ark, 2001).

SL'nin nasil olustugu ve ciiriiklere kars1 koruyucu 6zellikleri uzun bir siiredir
tartisilmaktadir. 20°nci ylizyilin baglarinda, Pickerill siyah leke olusumunu 6zellesmis
bir gesit dis tast olarak kaydetmis, SL'nin ortaya ¢ikmasinin ¢iiriiklere karsi bir
bagisiklik belirtisi oldugunu varsaymis ve bu alanda daha fazla arastirmaya duyulan
ihtiyacin altin1 ¢izmistir. (Pickerill, 1923).

4.2.4. Siyah Lekelerin Kimyasal Icerigi

SL’nin yiiksek oranda ¢6ziinmeyen demir tuzlari, bakir, kalsiyum ve fosfat igeren 6zel
yapida bir dental plak gesidi oldugu one siiriilmiistiir (Reid ve Beeley, 1976). Bu
lekelere siyah rengini veren ¢oziinmeyen demir tuzlarinin ferrik siilfit oldugunu ve bu
bilesigin bakteriler tarafindan olusturulmus hidrojen siilfit ile tiikiiriik ve diseti olugu
stvisindan kaynakli demirin reaksiyonu sonucu meydana geldigini savunan ¢aligmalar

yapilmistir (Reid ve ark, 1977; Tantbironj ve ark, 1998).

SL igerigi ile ilgili ¢alismalar, lekesiz plaklar ile karsilastirildiginda, SL’li
plagin daha yiiksek oranda kalsiyum ve fosfat igerigine sahip oldugu gortilmustiir (Li
ve ark, 2015). Dalga boyu degisken spektrometre kullanilarak gergeklestirilen
kimyasal yogunluk analizlerinde siyah lekeli plak bolgesinde yiiksek konsantrasyonda
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stlfir, bakir ve demir alanlar1 tespit edilmistir (Zyla ve ark, 2015). Bu alanda
genellikle plak analizleri yapilmis olup SL’li agizlardan alinan tiikiiriik 6rneklerinin
analizlerinde anlamli Gl¢lide yiiksek tamponlama kapasitesi, kalsiyum ve fosfat

saptanmustir (Surdacka, 1989; Garan ve ark, 2012).

4.2.5. Siyah Lekelerin Beslenme ile Tliskisi

Ekstrinsik dis renklenmeleri, yiyecek veya igecek lekelerinin dis yiizeyinde birikmesi,
yetersiz dis fircalama teknikleri, sigara, asir1 klorheksidin kullanimu, farkli i¢erikli dis
macunlarinin ve/veya metal tuzlarmin tiiketimi ile iligkili bulunmustur (Watts ve
Addy, 2001; Lorenz ve ark, 2015). Siyah lekeler de dislerin vestibiiler ve oral
yiizeylerinde olusan bir ekstrinsik renklenme ¢esidi olup igeriginde ¢6ziinmeyen demir
tuzlar1 ve yliksek konsantrasyonlarda kalsiyum ve fosfat iyonlar1 buundugu 6ne
striilmiistiir (Bandon ve ark, 2011). Agzinda SL bulunan okul 6ncesi gocuklardan
olusan bir ¢alismada, siyah lekeleri olmayan ¢ocuklara gore demir takviyesi ilaglar
onemli dl¢iide daha yiiksek bir oranda tiikettikleri saptanmigtir (Martin ve ark, 2013).
Tiikiirtikteki demir miktarint artiran demir takviye ilaglar1 veya demirden zengin
beslenmenin de bu renklenmeleri artirabilecegi ortaya konmustur (Kim ve Shirley,
2008). Cesitli vaka raporlarinin derlemesi olarak yapilan bu galisma, ilaglar yoluyla ek
demir takviyesi alan bebeklerin dis yiizeylerinde olusan SL’nin, doz azaltildigi

takdirde azaldigin1 gostermistir (Kim ve Shirley, 2008).

Yesil yaprakli sebze ve meyveler, siit tirtinleri, yumurta gibi yiiksek oranda demir
igeren besinler ve soya sosu tiiketimi SL olusumunu desteklemektedir (Martin ve ark,
2013; Chen ve ark, 2014). Brezilya'da yapilmis bir diger ¢alismada ise siselenmis
mineral su veya dogal kaynak suyu yerine musluk suyu igmenin daha yiiksek SL

prevalanst ile iligkili goriinmektedir (Franga-Pinto ve ark, 2012).

Bir diger ¢alismada, pazi, 1spanak, lahana gibi yesillikler, brokoli ve pancar gibi
pigmentli sebzeler ele alinmigtir. Pancar ve yesil lahana tiiketimi igin istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmustur. Siyah renklenme goriilen hastalarda istatistiksel
olarak daha fazla pancar ve daha az yesil lahana tiiketimi tespit edilmis ve bu sonug
sebzeler icerisinde bulunan 1if ve pigmente maddelerin yogunlugu ile

iligkilendirilmistir (Prskalo ve ark, 2017).
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4.2.6. Siyah Lekelerin Mikrobiyolojisi

SL olusumundan siyah pigment iireten kromojen bakterilerin sorumlu oldugu; bu
bakterilerin ¢esitliligi lizerine ve SL olusmayan agizlardan farkli mikrobiotanin detayl
olarak arastirilmasi gerektigi savunulmaktadir (Koch ve ark, 2001; Li ve ark, 2015;
Zyla ve ark, 2015)

SL igceren dental plaklar gilinlimiizden Once incelendiginde cogunluk olarak
Prevotella Melaninogenicus ve Actinomyces tiirlerinin baskin oldugu gram pozitif
comaklardan olusan bir bakteri popiilasyonu goézlemlenmistir. Fakat bu 6zel yapinin
mikrobial gesitliligi glinimiizde hala tam olarak ortaya konulamamistir (Ronay ve
Attin, 2011). Bu nedenle SL olusturan bakterilerin agiz iginde bulunan diger
bakterilerle etkilesimleri de yeterli bicimde aydinlatilamamaktadir (Heinrich-Weltzien
ve ark, 2014).

Calismalar, SL'nin kalsifikasyona egilimi olan, 6zellesmis mikrobiyal igerikli bir
plak birikimi oldugunu gostermistir (Theilade ve ark, 1973). Mikroorganizmalarin
¢ogu gram pozitif cubuk sekilli bakteriler oldugu bulunmustur. Bunlarin da biiyiik bir
kismimin Actinomyces israelii ve Actinomyces naeslundii gibi fakiiltatif anaerobik ve
zorunlu anaerobik bakterilerin olusturdugu 6ne siiriilmistiir (Slots, 1974; Saba ve ark,
2006). Buna ek olarak, agiz florasinda bulunan siyah pigmentli bakterilerin de bu tiir
lekelerle iliskili olabilecegi one siiriilmistir (Yoshida ve ark, 2005). Prevotella
intermedia ve Prevotella nigrescens gibi siyah pigmentli bakterilerin ¢ogalmalari i¢in
thtiya¢ duyduklari demiri hemoglobin igerisindeki hem maddesinden sagladiklar1 ve
metabolik faaliyetler sonucu siyah pigmentasyonlara neden olabilecekleri de
diistiniilmiistir (Soukos ve ark, 2005). Li ve ark. (2015) tarafindan yapilan PCR
caligmasinda, siyah lekeli ve siyah lekesiz ¢ocuklarin agiz mikrobiyolojisi arastirilmis
ve siyah lekeli agizlarda Actinomyces, Cardiobacterium, Haemophilus,
Corynebacterium, Tannerella ve Treponema tiirlerinin daha fazla bulundugunu ortaya
koymuslardir (Li ve ark, 2015). SL'de periodontal bakterilerin varligini belirlemek i¢in
tasarlanmis bir bagka PCR ¢alismasinda, siyah lekeli agizlarda Actinomyces tiirleri ve
Aggregatibacter actinomycetemcomitans’in kontrollere gére daha yaygin bulundugu
saptanmigtir (Saba ve ark, 2006). Yakin tarihli bir ¢alismada, CRT BacteriaTest
(Ivoclar®,Vivadent, Ziirih, Isvigre) kullanilmis ve SL’li hastalarda Streptoccoccus

Mutans ve Lactobacillus miktarlart arastirilmistir. Kontrol ve siyah lekeli grubun her
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ikisinde de bu bakterilerin bulundugu ancak siyah lekeli hastalarda miktar olarak daha
az S. mutans bulundugu tespit edilmistir (Prskalo ve ark, 2017). Ayni amagla dizayn
edilmis bir diger calismada ise kontrol ve siyah lekeli agizlarda bulunan S. Mutans ve
S. Sobrinus miktarlarinin anlamli derece farklilik gostermedigi ancak Lactobacillus
tirlerinin siyah lekeli agizlarda anlamli Ol¢lide daha az miktarda goriildiigi
saptanmistir. (Heinrich-Weltzien ve ark, 2014). Ayni ¢alismada siyah lekeli plakta
lekesiz plak ile karsilastirildiginda anlamli 6l¢iide daha fazla Actinomyces naeslundii
ve daha az Fusobacterium nucleatum tespit edilmistir. Buna karsin, siyah lekeli
biyofilmlerin benzer miktarlarda S. Mutans igerdigini 6ne siiren baska ¢alismalar da
bulunmaktadir (Costa ve ark, 2012; Li ve ark, 2015).

Sonug olarak, siyah lekeli hastalardan alinan plak ve tiikiiriik 6rnekleri ile farkl
metodolojilerle yapilan bir¢ok calisma bulunmaktadir. Arastirilmak istenen bakteri
tiirleri, bakterilerin biyolojik 6zellikleri, arastirilan hasta grubundaki beslenme, yas,

irk ve diger farkliliklar bir¢ok farkli sonu¢ bulunmasina neden olmustur.

4.3. Biyofilm Inceleme yontemleri
4.3.1 Kiiltiir Yontemleri

Mikrobiyal kiiltiir modelleri birer in vitro arastirma araci olup ¢iiriikk ¢alismalarinda
ag1z ortamini simiile etmesi amaciyla laboratuvar ortaminda iretilir (Sissons, 1997;
Tang ve ark, 2003). Kiiltiir modellerinin tasarimlari, laboratuvar g¢alismalarinin
amaglarina goére degisir. Bunlar, kapali sistemler ve acik sistemler olarak

siniflandirilabilirler.

Kapal1 sistemdeki mikrobiyal kiiltiir modellerinin besin kaynagi sinirlidir. Bol
miktarda besin oldugundan biyofilmin biiylime orani baglangicta hizlidir. Ancak,
bdyle bir durum dogal ortamdaki biyofilmin biiylimesinde goriilmeyen bir olgudur
(Coenye ve Nelis, 2010). Biiyiime kosullari, besinlerin tiiketimi ve metabolik tiriinlerin
birikmesiyle 6nemli dl¢iide degisecektir. Bu nedenle biyofilmin fizyolojik ve biyolojik

ozellikleri dogal olanlarla karsilastirilamaz (Yu ve ark, 2017).

Arastirmacilar, basitligi, {retkenliginin bollugu, tekrarlanabilirligi, deney
kosullarinin kontrol edilebilirligi, daha az kontaminasyon olusu ve maliyetinin

uygunlugu gibi 6zellikleri nedeniyle kapali sistem modellerini kullanmiglardir. Agar
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yontemi ve mikrotitre biyofilm modelleri, kapali sistem igerisinde en yaygin kullanilan
iki farkli mikrobiyal kiiltiir modeli 6rnekleridir (Yu ve ark, 2017).

Acik sistem ise devamliligi olan bir kiiltiir ortamini tarif eder. Burada, ortama
verilen besinler ve ortaya ¢ikan metabolit ve artiklar es zamanli olarak sistemde islenir
ve bu durum bir dongii halinde devam eder. Boylelikle, bakteri ve metabolik tirtinlerin
konsantrasyonu sabit kalir (Marsh, 1989). Agik sistem, in vivo ortamda kapali
sistemden daha iyi simiile eder. Ayrica biyofilm biiylime hizinin ve diger degiskenlerin
daha iyi diizenlenmesini saglar (Sim ve ark, 2016). Ancak, agik sistemdeki biyofilmin
heterojenliginden dolayr deney sonuglarinin tekrarlanabilirligi diisiiktiir. Bunun
yaninda yapimin karmasikligi dekontaminasyon olasiligini1 artirmaktadir (Yu ve ark,
2017).

Acik sistemde yaygin kullanilan mikrobiyal kiiltiir modelleri: kemostat modeli,
akis hiicresi biyofilm modeli, sabit derinlikli film fermenter modeli, damla akisl
biyofilm reaktdrii, ¢oklu Sorbarod modeli ve c¢oklu yapay agiz modellerini

igcermektedir (Yu ve ark, 2017).

4.3.2 PCR Yontemleri

Insan genetigi {izerine ¢aligmalar DNA’nin ilk kez 1869'da Johann Friedrich Miescher
tarafindan izole edilmesiyle baglamistir (Dahm, 2005). Daha sonra, 1953'te Watson ve
Crick, DNA'nin ¢ift sarmal yapisini tanimlamistir (Dahm, 2005). 1975 yilinda, genetik
analiz i¢in Southern blot teknolojisi kullanilmistir. Onun bir ¢esit modifikasyonu olan

RFLP ise 1980 yilinda Ray White tarafindan gelistirilmistir (Tilstone ve ark, 2006).

Molekiiler biyolojide devrim niteliginde, énemli tekniklerden biri olan PCR,
Mullis tarafindan 1983'te ortaya konmus ve 1993 yilinda Kimya alaninda Nobel
odiiltine layik gorilmiistir (Maheaswari, 2016). Dis hekimliginde ise, 1992'nin
baslarinda, adli dis hekimliginde kullanilmak {izere insan disinin pulpa dokusundan

DNA'y1 tanimlamak i¢in kullanilmistir (P6tsch ve ark, 1992).

2005 yilinda, PCR dental plak numunesindeki tiim bakteri spektrumunun genomik
haritasinin ¢ikartilmasi amaciyla kullanilmistir (Kumar ve ark, 2005). Daha sonra, agiz

ortaminda bulunan tiim bakteriyel tiirlerin dizilenmesi i¢cin HOMD veritabani
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gelistirilmigtir (Do ve ark, 2013). Oral kavitenin ekoloji bilgisi, PCR ¢alismalari
kullanilarak daha iyi anlasilmistir (Bizzarro ve ark, 2013).

PCR basitge, niikleotitlerin uygun kosullarda tiipte ¢ogaltilmasi islemidir. Belli bir
DNA parcasinin kopyalarmin primer adi verilen yapilar tarafindan yonlendirilerek
enzimatik olarak sentezlenmesi seklinde tanimlanan in vitro (canl disinda, tiipte) bir
yontemdir. YoOntemin temeli, ¢ogaltilmak istenen bolgenin iki ucuna 0Ozgli, bu
bolgedeki niikleotid dizilerini tamamlayic1 bir ¢ift sentetik DNA pargasi (primer)
kullanilarak, bu iki primerle sinirlandirilan genin enzimatik olarak sentezlenmesine

dayanir (Maheaswari ve ark, 2016).

Polimeraz zincir reaksiyonunda ii¢ temel basamak vardir ve ¢ogaltilmig iirliniin

miktari, bu li¢ adimin tekrarlanma sayisina baglidir:

1. Denatiirasyon: DNA’nin iki zincirinin yliksek sicaklikta birbirinden 94 — 98
santigrad derecede ayrilmasidir.

2. Primer baglanmasi (annealing, hibridizasyon): Sentetik olgoniikleotidlerin
hedef DNA’ya 37 — 65 derecede baglanmasidir.

3. Uzama (extension, polimerizasyon): Zincirin uzamasi veya DNA polimerazin

primerleri 72 derecede uzamasidir. (Maheaswari ve ark, 2016)

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase chain reaction - PCR)

mrmm

galtilacak
g:j)sglnl)ahcli 5’ 3 s 3 / “u \.
» ‘ o mnml —> Tl
¢ ey slllllllll 3 5 \ e /
AR NP @ il g
HHHHIC ° ¢ o S-
3 5'\ (5] . g
» » Ty 5 i
¥ tﬁ ; - |muu| S Imlllll / \
DNA primeri 3 5 3 5
nikleotid \ 3 ““ H /
\.
@) Denatiirasyon 94-98°C
© Baglanma 37-65°C
© vzama 72°C
Sekil 4.2. Polimeraz zincir reaksiyonu sematik anlatimi

(https://www.drozdogan.com/polimeraz-zincir-reaksiyonu-nedir-
pcr-tarihcesi-nasil-yapilir/ Erisim tarihi: 25 Ekim 2018, Son
giincelleme tarihi: 28 Nisan 2018)
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4.3.3. Metagonomik Yontemler ve Yeni Nesil Dizileme (Next Generation

Sequencing)

Oral mikroorganizmalarin teshisinin kiiltiir yontemi ile saptanmasit geleneksel olarak
kabul edilen bir yontem olmasia ragmen agizigi bakterilerin yaklasik %50’sinin
yasam kosullar1 bakimindan kiiltiir edilemez olusu kiltiir yontemi yetersiz
kilmaktadir. Bunun aksine, bakteri teshisinde molekiiler metodlar kiiltiir edilemez ve

kiiltiir edilmesi zor bakterilerin teshisinde olduk¢a avantaj saglar (Li ve ark, 2015).

Giliniimiizde molekiiler metodlarin basinda Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
gelmektedir. Bir diger ismi Sanger Dizileme olan PCR yonteminin yalnizca bulunmasi
tahmin edilen bakterilerin teshis ediliyor olmasi ve bu bakterilerin sayilarinin sinirli
olmasi agiz florasi gibi yiiksek cesitlilik igeren mikrobiyal florayr tamamiyla teshis
edebilmede yeterli olamaabilmektedir. Sanger dizileme ile karsilastirildiginda Yeni
Nesil Dizileme (NGS) yontemi, genomun herhangi bir konak hiicrede ¢ogaltilmadan

dizileme yapilabilmesine imkan tanimaktadir (Ustek ve ark, 2011).

Yeni nesil DNA dizileme sistemleriyle yiiksek dogrulukla, ultra hizli olarak,
dizileme yapilabilmektedir. Bu yontemle elde edilen bir mikrobiyal genom dizileri
aragtirmacilara zengin ve 0zgiin bilgi saglamaktadir. NGS yoOntemiyle incelenen
numunede var olan tiim mikrobiyolojik genomlarin (mikrobiyom) rastgele dizilenmesi
sonucunda ortamin mikrobiyolojik ¢esitliligini saptamak miimkiindiir (Mardis, 2008).
Boylelikle incelenen numune igerisindeki mikroorganizmalarin tiirii ve miktarina dair
bilgiler elde edilebilir ve buna ek olarak simdiye kadar var oldugu bilinmeyen, kiiltiir
edilememesinden kaynakli olarak teshis edilmemis olan mikroorganizmalar da bu
yontemle saptanabilir (Ustek ve ark, 2011). Ayrica, sistem &lii ya da canl tiim
mikroorganizmalar1 tanimlamaya imkan sagladig: icin, klinikte toplanan 6rneklerin
laboratuvara ulastirilma siiresi ve kosullari1 bakimindan kiiltiir yontemlerine gére daha
esnek bir protokolii vardir. Bu 6zelligiyle orneklerin standardizasyonu bakimindan

oldukga iistilin bir avantaj saglamaktadir.

Bu bilgilerin 1s18inda biz de NGS yontemini ¢alismamizin hipotezini
gerceklestirmek i¢in SL’1i ¢iiriiksiiz, SL’11 ¢iirtiklii, lekesiz ciirtiksiiz ve lekesiz ¢iiriiklii
bireylere ait supragingival plak orneklerinin bakteriyel ¢esitliligini degerlendirmek

uzere kullandik.
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5. GEREC ve YONTEM
5.1. Caliymanin Yer ve Zamani

Calismamiz i¢in Marmara Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Etik Kurulundan onay

alimistir (Tarih: 06.06.2017, Karar no: 2017-100). (Ek 1)

Calismamiz ilag dis1 klinik arastirma kategorisinde olup Marmara Universitesi Dis
Hekimligi Fakiiltesi Restoratif Dis Tedavisi Ana Bilim Dalinda ve Istanbul
Universitesi Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirmalar1 Enstitiisiinde Haziran 2017 —

Haziran 2018 tarihleri arasinda gergeklesmistir.

5.2. Calismaya Dahil Edilen Hastalarin Secilmesi

Calismamizda T.C Marmara Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Restoratif Dis
Tedavisi Anabilim Dalina 2016 ve 2017 yillarinda bagvuran, herhangi bir sistemik
hastaligt bulunmayan, herediter, morfolojik ve ilaca bagli yapisal degisiklikler
(Amelogenesis imperfecta, Dentinogenesis imperfecta, Florosis, Molar-Insizal
Hipomineralizasyon vb.) icermeyen disleri olan, son 6 hafta iginde herhangi bir
antibiyotik tedavisi gdrmemis, oral hijyen aliskanliklari birbirleriyle benzer (giinde en
az 1 kez dislerini dis macunu ile firgalayan) 18-50 yaslar1 arasinda 52 eriskin birey

dahil edilmistir.

Cirtik siniflandirilmas1 ICDAS 1I kriterleri esas alinarak yapilmigtir. ICDAS
ICDAS kavramu ¢iiriigiin ve siddetinin erken ve ileri evrelerinde tespitini kanitlara
dayali olarak sunan standart bir ¢iiriik tespit ve degerlendirme yontemidir (Pitts, 2004).

Siiflandirma asagidaki gibidir:

ICDAS 0 : Saglam yiizey (dis yiizeyi 5 sn. boyunca kurutulduktan sonra mine
seffafliginda herhangi bir degisiklik gézlenmez)

ICDAS 1. Dis yiizeyinde nemliyken herhangi bir degisiklik gézlenmez. Hava
spreyi ile 5 saniye boyunca kurutulduktan sonra minede opaklasma

gozlenir

ICDAS 2: Pit ve fisstirlerdeki renk degisimi ve opasite dis yiizeyi nemliyken de
belirgindir.

ICDAS 3: Minede bolgesel yikim ve kavitasyon baglamistir. Dentin goriilmez.
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ICDAS 4: Lokalize mine yikimi olabilir veya olmayabilir. Ancak alttan yansima
yapan dentin goriintlisii belirgindir. Mavi, gri veya kahverengi

olabilir.

ICDAS 5: Mine kavitasyonu altinda expoze dentin izlenebilir. Kuru iken dis

dokusunda madde kayb1 ve demineralizasyon goriilebilir.

ICDAS 6: Disin yarisindan fazlasi etkilenmis, i¢indeki dentin dokusu goriilebilir

sekilde genis kavite bulunmaktadir.

Calisma icin sozlii ve yazili olarak bilgilendirilen hastalarin ¢liriik durumlar1 klinik ve
radyolojik olarak ICDAS II kriterlerine gore belirlenerek, hastalar 13’er kisilik 4 gruba
ayrilmistir. Gruplar agagida llistelendigi gibidir:

1) 1. Grup (SL’li ¢iiriiksiiz): ICDAS 0-2 kodlu en az 6 disinde SL olan hastalar

2) 2. Grup (SL’li ¢iiriiklit): ICDAS 3-6 kodlu en az 6 diste SL bulunan hastalar

3) 3. Grup (Lekesiz giirtiksiiz): Tiim disleri ICDAS 0-2 kodlu lekesiz hasta grubu

4) 4. Grup (Lekesiz ¢iirtiklii): ICDAS 3-6 kodlu en az 6 disi olan lekesiz hasta grubu

Hastalar ¢alisma hakkinda aydinlatilmis onam formu ile bilgilendirilip ve kendi el

yazilartyla anladiklarina dair formu imzaladilar. (EK 2)

Buna ek olarak plak ornekleri alinmadan 6nce 6n cephe alt ve {ist cene
okliizyondayken agiz ici fotograf, iist ¢gene okliizal yiizey, alt cene okliizal ylizey ve
leke bulunan bukkal yiizeylerin fotograflar1 agiz-i¢i ayna ve dudak-yanak ekartorleri
ile reflektor 15181 altinda ve giin 15181inda alindi. (SONY Exmar R 18.2 Megapixels
DSC-HX20V)

Hasta degerlendirme kartinda var olan sorular hastaya tek bir hekim (Ars. Gor. Dt.
Zeynep Ceren Celik) tarafindan soruldu (Ek 3). Bu sorular ve gozlemler sirasiyla

sOyledir:
1) Demir eksikligi durumu (Varsa medikal/bitkisel ila¢ kullanimi)

2) Periodontal Sagligi, Genel Agiz Hijyeni (Bu madde hekimin klinik muayenesi
ve radyolojik kaydi ile beraber Kronik periodontitis, Agresif Periodontitis,

Gingivitis tanilari ile tamamlanmistir)

3) Sigara kullanimi
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4) Daha once dis tas1 temizligi yapildt mi1? Yapildiysa tekrar lekeler ne kadar

stirede olustu?

5) Ne zamandan beri lekelerin farkindasiniz? Bunun i¢in herhangi bir sey yapiyor

musunuz?
6) Dis fircalama siklig1 / sekli :

Bu basamak tamamlandiktan sonra, hastanin eklemek istedigi durumlar not alind
ve beslenme aligkanliklarini sorgulayan, 1 porsiyonunda bulunan demir miktarina gore

en fazla demir iceren gidalar tiiketim anketi yapilmistir.

Sakatat (karaciger, dalak vs.), Maydanoz, Ispanak, Pekmez Baklagiller, Kabak
¢ekirdegi Midye Bitter Cikolata Cay Kahve Kuruyemis (Kaju, badem, fistik)

Bu yiyeceklerin belirlenen porsiyon miktarlarina gore tiiketim sikligi Hig¢/Nadir,

Ayda 2 kez, Haftada 1 kez, Haftada 2 ve tlizeri, Hergiin seklinde kaydedilmistir.

5.3. DNA/RNA Shield Soliisyonunun Steril Eppendorf Tiiplerine Konulmasi

Calismamizda kullanilan DNA/RNA Shield soliisyonu, ortam sicakliklarinda plak
numunelerinin (hiicreler, dokular, kan, plazma, serum, tiikiiriik, idrar, digki vb.
numuneler de dahil olmak iizere) genetik biitiinligliniin ve ifade profillerinin
muhafaza edilebilmesini saglamaktadir. Soliisyon ile numune igerisindeki DNA ve
RNA dogrudan ¢okeltme veya reaktif kaldirma olmaksizin izole edilebilmektedir.
Numunelerin alindig1 T.C. Marmara Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Restoratif
Dis Tedavisi Anabilim Dali ile Istanbul Universitesi Aziz Sancar Deneysel Tip
Arastirmalart  Enstitiisii  Genom Laboratuvart (Resim 5.1) arasindaki mesafe
dolayisiyla numunelerin laboratuvara saglikli bigimde ulastirilmasin1 saglayan bu kit
ayni zamanda kullanilan ZymoBiomics DNA izolasyon kiti ile de uyumludur. Bu
soliisyonda muhafaza edilen RNA oda sicakliginda 1 ay, DNA oda sicakliginda 2 ay
stabil kalabilmektedir.
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Resim 5.1. Laboratuvarin genel goriiniimii (Istanbul Universitesi Aziz Sancar
Deneysel Tip Arastirmalar1 Enstitiisit Genom Laboratuvari)

Resim 5.2.  Eldivenlerin (A) ve ¢eker ocagin (B) %70 etil alkol
cozeltisi ile dezenfekte edilmesi

Oncelikle tiim laboratuvar sartlar1 saglanarak, pudrasiz nitril eldivenler ve ¢eker

ocagm i¢i %70 etil alkol ¢ozeltisi ile dezenfekte edilmistir (Resimler 5.2A,B).
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Resim 5.3. DNA/RNA Shield soliisyonu (Zymobiomics© ZymoResearch, USA)

DNA/RNA Shield soliisyonu (Resim 5.3) numunelerin igerisindeki bakteriyel
DNA’in stabil kalmasint saglamaktadir. Sollisyon ile ortam sicakliklarinda
numunelerin (hiicreler, dokular, kan, plazma, serum, dis plag, tiikiiriik, idrar, diski
vb.) genetik biitlinliigiinii ve ifade profilleri muhafaza edilmektedir. Ayn1 zamamnda
DNA ve RNA dogrudan ¢okeltme veya reaktif kaldirma olmaksizin izole
edilebilmktedir. Caliymamizda kullanilan ZymoBIOMICS™ DNA izolasyon kiti ile
uyumludur ve bu soliisyon igerisinde muhafaza edilen RNA oda sicaklifinda 1 ay,

DNA oda sicakliginda 2 ay stabil kalabilmektedir.

Soliisyon numunenin 6zelligini degistirmemesi i¢in ¢eker ocak igerisinde sterilize
edilmis DNAaz ve RNAaz bulundurmayan 1.5 ml’lik RNAase/DNAase Free
eppendorf tiipler (Resim 5.4A) tiip tutucuya yerlestirilmistir (Resim 5.4B).
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Resim 5.4A. 1.5 mI’lik RNAase/DNAase Free eppendorf tiipler

Resim 5.4B. RNAase/DNAase Free eppendorf tiiplerin tiip tutucusuna
yerlestirilmesi

DNA/RNA Shield soliisyonu bir mikropipet yardimiyla eppedorf tiiplere
yerlestirilmistir. Mikropipetin mikro uglari da ayn1 sekilde RNAase-DNAase free

steril u¢lardan olugsmaktadir (Resim 5.5.).

Steril RNAase- DNAase free uglar ve eppendorflar bakterilerden arindirilmig
temiz sahada otomatik makineler ile el degmeden iiretilir ve gama 15101 ile sterilize

edilir. Numuneler i¢erisindeki DNA’nin yapisini bozacak DN Aase enzimi icermemesi
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ozelligiyle mikrobiyolojik calismalarda hassas ve dogru dlgiimler yapilabilmesine

olanak saglar.

= 1
[L0T4089 - 4285 =4
an

Resim 5.5. Steril DNAaz/RNAaz bulundurmayan mikropipet uglari

Her bir eppendorfa 250 ul alinmak suretiyle mikropipet ayarlanmistir (Resim 5.6).
Cekilen soliisyon eppendorf tiipe enjekte edilmistir (Resim 5.7).

Resim 5.6. Mikropipetin goriintiisii
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Resim 5.7. DNA/RNA Shield soliisyonunun ¢eker ocak igerisinde eppendorflara
enjekte edilmesi

Hazirlanan soliisyonlar eppendorfun i¢ kapagina dokunulmadan kapatilip (Resim
5.8A) parafilm ile kaplanarak (Resim 5.8B), numunelerin alindigt Marmara
Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Restoratif Dis Tedavisi Anabilim Dali’na

ulastirilmastir.

Resim 5.8A. Soliisyonuyla birlikte numune alimina hazir eppendorf tiip
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Resim 5.8B. Eppendorf tiiplerin parafilm ile kaplanmasi
Agizlari kapali eppendorflarin kapaklari parafilm ile kaplanarak tam bir izolasyon
saglanmistir. Parafilm, cogunlukla laboratuvarlarda kullanilan, arkasi kagit kapli

plastik parafin bir banttir.

5.4.  Plak Numunelerinin Alinmasi ve Genom Laboratuvarina iletilmesi

Calismaya dahil olma kriterlerine tam uyumlu siyah lekeli ve ¢iiriiksiiz hastalardan
olusan 1. Grup (Resim 5.9); siyah lekeli ve ¢iiriiklii hastalardan olusan 2. Grup (Resim
5.10); lekesiz ve giiriiksiiz hastalardan olusan 3. Grup (Resim 5.11); lekesiz ve ¢iirtiklii
hastalardan olusan 4. Grup bireyleri (Resim 5.12) o6ncelikle sozlii olarak ¢alisma
hakkinda tekrar bilgilendirilmistir.

Resim 5.9. Dislerinin vestibiil yilizeylerini de kapsayan yogun siyah lekeli ¢iiriiksiiz 1.
Grup’taki 4 numarali hastanin ag1z i¢i goriintiisii.
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Resim 5.10. Siyah lekeli ve ciiriiklii 2. Grup’deki 17 numarali hastanin agiz ici
goruntusu

Resim 5.12. Lekesiz ve ¢iirtiklii 4. Grup’teki 42 numarali hastanin agiz goriintiisii
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Plak orneklerinin standardize edilmesi i¢in hastalara aksam yemeginden sonra dis
firgalama igslemi yapabilecekleri ancak daha sonra herhangi bir beslenme ve oral hijyen
uygulamasindan kag¢inmalar1 gerektigi bilgisi verilmistir. En az 10 saatte agizda
olugsmus plak ornekleri, hastalara aydinlatilmis onam formu imzalatildiktan sonra,
sabah 08:00-09:00 saatleri arasinda keskin bir periodontal kiiret yardimiyla toplanarak
DNA/RNA Shield soliisyonu bulunduran eppendorf tiiplere aktarilarak (2 tiip),

kapaklari parafilm ile kaplanmistir (Resim 5.13A-D, 5.14).

Resim 5.14. 1. Grup’taki 9 numarali hastanin agizi¢i goriiniitiisii(A) ve plak ornegi
alinmasi (B)
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Resim 5.15.3. Grup’e ait 32 numarali hastanin anterior (A) ve posterior (B)
diglerinden plak 6rnekleri alinmast

Resim 5.16. 5 numarali hastanin (1. Grup) ve 27 numarali hastanin (3. Grup) plak
orneklerinin DNA/RNA Shield soliisyonu i¢indeki goriintiisii

5.5. DNA izolasyonu

Alman 6rneklerin i¢indeki tiim DNA’nin elde edilmesi ¢oklu basamaklarda kullanilan
birgok soliisyon ile miimkiin olmustur. DNA izolasyonu amaciyla kullanilan

malzemeler asagida listelenmistir (Tablo 5.1, Resim 5.17)
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Tablo 5.1. DNA Izolasyonu safthalari i¢in kullanilan malzemeler ve miktarlari

Malzeme ismi Miktar:
ZR Bashingbead™ Lysis Tube (0.1x 0.5mm) 50
ZymoBIOMICS™ Lysis Solution 40 ml
ZymoBIOMICS™ Binding Buffer 100 ml
ZymoBIOMICS™ Wash Buffer 1 50 ml
ZymoBIOMICS™ Wash Buffer 2 60 ml
ZymoBIOMICS™ DNAase/RNAase Free water 10ml x 3
Zymo-Spin™ IV Spin Filters (Orange tops) 50
Zymo-Spin™ IV-HRC Spin Filters (Green tops) 50
Zymo-Spin™ 111C- Z Columns 50
Collection Tubes 200

Resim 5.17. DNA izolasyonu asamalarinda kullanilan soliisyonlar, numuneler ve
sentrifiij cihazinin (Microfuge 16®, Beckman Coulter) goriintiisii

Baslamadan 6nce, ZymoBIOMICS™ DNA Binding Buffer ¢ozeltisine laboratuvarda
onceden hazirlanmis beta-mercaptoetanol ¢ozeltisi 500 pl eklenmistir. Boylece toplam

100 ml’lik ¢ozeltide %0.5 oraninda bulunacak sekilde hazirlanmis ve {izerine not
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alimmigtir. DNA izolasyon kiti iizerindeki {iretici talimatlart1 dogrultusunda 13

basamakta gergeklesmistir.

Oncelikle eppendorf tiiplerin igerisinden mikropipetle alman &rnek ZR

BashingBead™ Lysis tiiplerine aktarilmistir (Resim 5.18A,B).

Resim 5.18A. Numunelerin eppenforf tiip igerisinden alinmasi

ZR BashingBead ™ Lysis Cat. No.: $6012-50

Tubes (0.1 & 0.5 mm Beads) - "°~:f:m2;
Storage: S

Resim 5.18B. ZR Bashingbead Lysis tiipleri

Bir sonraki basamakta 6rnegin tiip igerigi ile homojen bigimde karigmasi igin 6rnekler

30 1/s frekansta 5 dk. siire ile homojenizatore (Retsch®) yerlestirilmistir (Resim 5.19).
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Resim 5.19. Homojenizator cihazinin ¢alisir durumdaki goriintiisii

Numunelerin kopiiklesme durumunu (Resim 5.20A) elimine etmek amaciyla 10000xg
frekansta (Microfuge 16 Centrifuge®, Beckman Caulter) 3 dk. siiresince santrifiij
edilmistir (Resim 5.20B).

Resim 5.20A. Homojenizatore konulan tiiplerin kopiiklesmis goriintiisii
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Resim 5.20B. Sentrifiij cihazinin ¢aligir haldeki goriintiisii

Bir sonraki basamakta kullanilacak olan Zymo-Spin™ IV Spin Filter (Turuncu

kapakl1 tiipler) taban kismi ¢ikartildi ve bir toplama tiibiine konulmustur (Resim 5.21).

Resim 5.21. Zymo-Spin™ [V pin Filter basliklarinin steril bir toplama tiipiine
konulmasi

Sentrifiij cihazindan ¢ikarilan numune tiiplerinin (Resim 5.22) supernatant kismi
(cokelti iizerinde kalan sivi kisim) 200 pl. olacak sekilde bir 6nceki basamakta
hazirlanan Zymo-Spin™ IV Spin Filter’e transfer edilip 8000 x g’de 1 dk. siireyle
santrifiij edilmistir.
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Resim 5.22. Sentrifiij cihazindan ¢ikan numune ve Bashingbead karisimi1 bulunduran
tiipiin goriintiisii. Bu resimde ¢okelti ve ¢cokelti tizerindeki kalan kisim net
bigimde izlenebilmektedir.

Dordiincii basamakta santrifiij sonucu toplama kabinin altinda kalan filtrata (Resim

5.23) 1200 pl ZymoBIOMICS™ DNA Binding Buffer Soliisyonu eklenmistir.

Resim 5.23. Sentrifiij sonucu toplama kabinin altinda kalan filtrat goriintiisii
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Olusan 1400 pl.lik karisimin 700 pl.’si mikropipet yardimiyla alinarak DNA y1 tutan

yeni bir toplama tiibii igerisine konulmustur (Resim 5.24).

Resim 5.24. Olusturulan soliisyonun yeni ve steril bir toplama tiipiine aktarilmasi

Filtrenin altinda kalan sivi ¢ope atilmis olup ve kalan 700 pl ¢ozelti tekrar filtreye
konulup 10.000 x g frekansta 1 dk. siireyle santrifiij edilmistir.

Yeni ve steril bir toplama tiibiiniin tizerine DNA ihtiva eden Zymo-Spin™ IIIC-Z
filtre yerlestirilmistir. Uzerine 400 pl. ZymoBIOMICS™ DNA Wash Buffer 1
Yikama tampon soliisyonu eklenip, 10000 x g’da 1 dk. siireyle santrifiij edilmistir.

Daha sonra fizerine 700 pl eklenip, tekrar 10000 x g’da 1 dk siire ile santrifiij
edildmistir. Altta kalan sivi ¢ope atilmustir. ikincil yikama islemi icin 200 pl
ZymoBIOMICS™ DNA Wash Buffer 2 filtre {izerine eklenip tekrar 10000 x g’da 1
dk siire ile santrifiij edilmistir.

Son olarak Zymo-Spin™ [IIC-Z Column filtre 1.5 pl.’lik steril DNase/RNase
Free eppendorf tiipe yerlestirilmistir ve {izerine 50 pl. ZymoBIOMICS™
DNase/RNase Free Water konuldu. (Resim 5.25) 1 dk. inkiibasyon igin beklendikten
sonra (Filtre bu soliisyonla iyice 1slansin diye) 10000 x g’da 1 dk. siireyle santrifiij

edilmistir.
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Resim 5.25. 1.5 ul.’lik steril DNase/RNase Free eppendorf tiip

Zymo-Spin™ [V-HRC Spin Filter (Yesil baslikli) temiz bir toplama tiibiine
konulmustur. Bu sekilde 8000 x g’da 3 dk. siireyle santrifiij edilerek altta kalan sivi
¢ope atilmistir.

Son basamakta hazirlanan DNA igeren siv1, temiz 1.5 m1’lik toplama tiibiiniin
igerisine konulan Zymo-Spin™ IV-HRC Spin Filter {lizerine aktarilmistir. Hafifce
kapag1 kapatilarak son olarak 8,000 x g frekansta 1 dk. siire ile santrifiij edilmistir.

Resim 5.26. Zymo-Spin™ IV-HRC Spin Filter (Yesil baglikli) goriintiisii
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DNA Konsantrasyonunun analizlerinin yapilmasi i¢in Nanodrop 2000 (Thermo, USA)
kullanilmigtir. (5.27A,B) Cihaz oncelikle saf su ile kalibre edilmistir. Daha sonra 2

ul’lik DNA soliisyonlarmin konsantrasyon Ol¢timleri gerceklestirilmistir (Resim
5.28).

Resim 5.27B. 2 pl soliisyonun cihazin hassas metal detektoriine konulmug goériintiisii
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Resim 5.28. DNA konsantrasyon dl¢iimii sonrasinda ekrandaki sonug goriintiisii

5.6. Kiitiiphane Olusturulmasi

Numuneler ZymoBIOMICS™ Servis - Hedefli Metagenomik Dizileme ile islenmis ve

analiz edilmistir. (ZymoResearch, Irvine, CA).

16S kiitiiphane hazirlanmasi: Bakteriyel 16S ribozomal RNA geni hedeflenmis
sekanslama, Quick-16S ™ NGS Kiitiiphane Hazirlik Kiti kullanilarak yapilmistir
(Zymo Research, Irvine, CA). Kullanilan bakteri 16S primerleri, 16S rRNA geninin
V3-V4 bolgesini genisletmistir. Bu primerler, yiiksek duyarlilikla 16S geninin en iyi
kapsama alanini saglamak i¢in Zymo Research tarafindan 6zel olarak tasarlanmistir.
16S rRNA geninin V3-V4 bolgesini gii¢lendirirler. Sekanslama kiitiiphanesi,
dongiileri kontrol etmek ve boylece PCR kimera formasyonunu dnlemek i¢in real t-
PCR makinelerinde PCR reaksiyonlarinin gerceklestirildigi yenilik¢i bir kiitiiphane
hazirlama prosesi kullanilarak hazirlandi. Nihai PCR iriinleri, qPCR floresan
okumalart ile dlgiilerek esit molariteye dayali olarak birarada toplanmistir. Son olarak
ortak kiitiiphane Select-a-Size DNA Clean & Concentrator ™ (Zymo Research, Irvine,
CA) ile filtrelendi, daha sonra TapeStation® ve Qubit® ile dlglilmiistiir.
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5.7. NGS Analizi

Dizileme: Son kiitiiphane [llumina® MiSeq™ f{izerinde bir V3 reaktif kiti (600
dongii) ile dizildi. Dizileme >%10 PhiX ile gerceklestirilmistir.

5.8. Ham Datanin biyoinformatik analizi

Biyoinformatik analiz usegalaxy.org a¢ik kaynak adresi lizerinden NGS Mothur

yazilimi kullanilarak gergeklestirilmistir.

Galaxy yazilimi, Mothur programinin arastirmacilar tarafindan hatasiz bigimde
kullanilabilmesi i¢in bir kitap¢ik yayimlamistir. 16S rRNA’nin Mothur’da mikrobiyal

analizi adl1 6rnek kitapgigi esas alinarak analizler gergeklestirilmis.

Mothur yazilim paketinin yaraticist olan Galaxy biinyesinde bulunan Schloss
laboratuvar1 tarafindan sunulan Standart Calisma Prosediirii'ni izleyerek
ZymoResearch’lin sagladigi calismamizin ham datas1 Dr. Aris Cakiris ve Ars. Gor. Dt.
Zeynep Ceren Celik tarafindan degerlendirildi (Schloss, 2018). Bu analizler asagidaki
baslik ve altbasliklarda gergeklesmistir:

1. Verilerin elde edilmesi ve hazirlanmasi
1. Girdi verilerinin anlagilmasi
2. Verilerin Galaxy programina aktarilmasi
2. Kalite kontrolii
1. Siralama ve PCR hatalarinin siralanmasi ve azaltilmasi
2. Ornek topluluga gore hata oranlarmin degerlendirilmesi
3. OTU analizi
4. Tirlerin gesitliligini hesaplama
3. Gorsellestirme
1. Phinch
2. Krona
4. Tlave islemler
1. Kiimelenmelerin istatistiksel anlamliligini belirleme

2. Toplum diizeyinde degerlendirme
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Galaxy acik-kaynak programinda gruplarin ayr1 ayr1 degerlendirilmesine olanak veren

dort ayr1 sayfa olusturulmustur. Her bir sayfa’da 13’er verinin degerlendirilmesi

amaclandi. Sisteme tiim icerigi yiliklenen ham data, ileri ve geri okuma seklinde R1 ve

R2 uzantilariyla gelmis olup, sisteme yiiklendikten sonra bu giftler eslestirilerek tek

bir fasta dosyasi haline getirilmistir.

Create a collection of paired datasets

20 pairs created: all datasets have been successfully paired

_R1

0 unpaired forward - (0 filtered out)

Choose filters Clear filters

20 paired Unpair all

0 unpaired reverse - (0 filterad out)

_R2

€ F3D0_R2.fastqg

&

€ F3D1_R2.fastg

&

€ F3D2_R2.fastg

&

% F3D3_R2.fastg

% F3D5_R2.fastg

% F3D6_R2.fastg

[ < B

% F3D7_R2.fastq

3

F3DO_R1.fastq # F3D0
F3D1 _Rl.fastq % F3D1
F3D2 Rl.fastq % F3D2
F3D3_Rl.fastq & F3D3
F3D5_Rl.fastq F3D5
F3D6_R1.fastq F3D6
F3D7_R1.fastq % F3D7
F3DB_R1.fastq % F3D8

% F3DB_R2.fastq

Sekil 5.1. {leri ve Geri okumalarin eslestirme sathasi

Analizin ilerleyen safhalarinda kullanilmak {izere, Zenodo programindan

yiiklenebilecek referans URL’ler hesaba yiiklenmistir. Asamala ilerledik¢e kullanim

siras1 geldiginde veri kiitiphanesinden kolaylikla elde edilebilecek bu referans

dizilerin uzantilar1 asagidaki gibidir:

v

AN N NN

silva.v4.fasta
HMP_MOCK.v35.fasta
mouse.dpw.metadata
mouse.time.design
trainset9 _032012.pds.fasta
trainset9_032012.pds.tax

Verilerin sisteme aktarilmasini takiben, kalite kontrolii basamagi olan hatali

okumalarin elenmesi/azaltilmas1 gerceklestirilmistir. Bu asamada verilerin kalitesini

44



artirmak amaciyla summary.seq sekmesi kullanilarak oncelikle verinin bir 6zeti

¢ikartilmistir.

Start End MNBases Ambigs Polymer NumSegs
Minimum: 1 3p4 3a4 @ 3 1
2.5%-tile: 1 448 4448 2 4 28827
25%-tile: 1 443 443 2 4 288268
Median: 1 458 454 2 5 SeE531
ToE-tile: 1 455 455 1 & 848798
97.5%-tile: 1 455 455 15 7 1293834
Maximum: 1 a2 682 158 281 1121@s8
Mean: 1 456,903 455,993 1.75196 5.235a3
% of Seqs: 1121868
Output File Names:
fasta.summary
It took 41 secs to summarize 1121868 sequences.

Sekil 5.2. Ozet (summary seq) ekran1 goriintiisii

Bu ekran goriintiisii 13 numunenin toplamdaki okuma sayisini ve bu okumalar
strasindaki istatistiki bilgilerini sunmaktadir. 1.121.060 sekansin 41 saniye gibi kisa
bir stirede okundugu ve degerlendirildigi bu programda minimum baz ve maksimum
baz sayilar1 sirasiyla 304 ve 602°dir. Maksimum olarak okunan deger ortalama
degerlerin oldukga iizerindedir, program bu veriyi siiphe uyandirici olarak kabul
etmekte ve bir sonraki okumalarda bu hatali verinin elenmesini 6nermektedir. Bir
sonraki adim olan run screen.seqs, filter.seq sekmeleri veri icerisinde abartili ve hatali
baz okumalarinin en aza indirgenmis bicimde degerlendirme yapmaya olanak

vermektedir.
“maxlength” parameter to 275

Bir sonraki basamakta, birbirinin kopyasi olan sekanslarin elenmesi
amaclanmigtir. bir numune igerisinde oldukca fazla miktarda ayni bakteriden
buluabildigi i¢in yazilimsal olarak zaman kayiplarina neden olabilecegi i¢in unique.se
sekmesi birbirinin duplikesi olan sekanslari ortadan kaldirmistir. Takip eden diger
basamaklardan sonra “bakteri olmayan sekanslarin ¢ikarilmasi” Kalite Kontrolii

agsamasinin en son adimidir.

Bu asamada veri kiimemizde “istenilmeyen sekans” ornegin: 18S rRNA gen

fragmanlar1 ya da arkea, kloroplast yada mitokondriyel 16S rRNA’lar olup olmadigini
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tespit etmek ve onlarn ayiklanmasi amaciyla kullanilmistir. Kalan verinin 6rnek
toplum (mock community) ile uyumluluguna bakarak bir sonraki adimda hata paylari

hesaplanmustir.

Tiim mikroorganizmalar, bilinen 16S rRNA genler veri tabanlarinda
bulunmayabilir. Birbirine oldukga benzer sekanslar, operasyonel takson fiiniteleri
(OTU) olarak gruplanarak genellikle %97 benzerlik cins diizeyinde, %98-99 benzerlik
sus diizeyinde ayrima gidilmesi i¢in bir esik degerdir. Calismamizda, ham data OTU

kiimelenmesi basamagina tabi tutulmustur.

U 1\

Sekil 5.3. OTU kiimelenmesi basamagi sonrasi elde edilen sematik goriintii
(Danzeisen ve ark, 2013, 10.7717/peerj.237)
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with barcoded primers

DNA extraction

The amplified genes The sequences are separated by
are purified and mixed — sample by reading the barcodes
together in equal e

proportions —

—

The genes are sequenced

Table prepared
0®
qi can also be i i The ition of the Atable is prepared Sequences are grouped together by
by comparison with a reference samples can then be compared that shows the relative their similarity into operational
dataset such as HOMD and the and displayed graphically abundance of each OTU taxonomic units (OTUs),
proportions of, for example, phyla in each sample which are equivalent to species

and genera displayed graphically

Sekil 5.4. Calismamizda izlenen adimlarin sematik olarak gosterilmesi (Kilian ve ark,
2016)

1. DNA izolasyonu;

2. Belirli primerlerle 16S rRNA gen fragmani amplifikasyonu;

3. Amplifiye edilis genler saflastirildi ve esit 6l¢iilerde karigtirilmastir.

4. Gen dizileme islemi gerceklestirilmistir;

5. Diziler birbirinden ayrigtirilmistir;

6. Ayni tiirler oldugunu gosteren benzerliklerine gore operasyonel taxonomik {inite

(OTU) seklinde gruplanmustir;

7. Her bir 6rnek icerisinde ne kadar miktarda OTU oldugunu gosteren tablolar elde
edilmistir;

8. Orneklerin kompozisyonu grafik seklinde gosterilebilir hale getirilmistir;

9. Diziler HOMD verileri ile karsilastirilmali olarak filus ve genera bakimindan

ayrintili olarak gorsellestirilmistir.

47



5.9. istatistiksel Analiz

. Istatistik analizler Dr. Can Ilgm tarafindan yapilmistir. Istatistik analizlerde
STATA 15.1 yazilimi kullanilmis olup; p<0,05 (Bonferroni diizeltmeleri hari¢ olmak
lizere) istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Kategorik degiskenler arasi

iligkilerin degerlendirilmesinde Pearson Ki-Kare, Fisher testleri uygulanmistir.

Dagilimi normallik yoniinden degerlendirmek i¢in Histogram, Kolmogorov-

Smirnov, Q-Q Plot tesleri, Shapiro-Wilk, Skewness-Kurtosis testleri uygulanmuistir.

Veri dagilimlart normal (parametrik) bulunmadigr icin ikiden fala grubun
degerlendirilmesinde Kruskal Wallis, gruplararasi post-hoc analizler i¢in Mann-

Whitney U testleri uygulanmistir.

Kruskal Wallis testi igin p anlamlilik diizeyi grup sayisina gore 0,05/4=0,0125
olarak yeniden belirlenerek istatistiksel acidan anlamlilik incelenmistir. iki grup
arasindaki karsilagtirmalarda Mann Whitney U testleri uygulanmis olup p<0,05

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

48



6. BULGULAR

Calismamiza dahil edilen 52 bireyin 33’ii kadin 19’u erkek bireylerden olusmaktadir.
Tim hastalarin yaglar1 18-50 arasinda degismekte olup, yas ortalamasi 26,4 + 8,4 tiir.
Yas degerlerinin dagilimin1 incelemek amaciyla testleri sirasiyla uygulanarak,
verilerin non-parametrik dagildig1 tespit edildi. Bu tespit dogrultusunda, median

degerler Tablo 6.1°de gosterilmistir.

Tablo 6.1. Gruplara ait yaslarin median degerleri

Grup N Yas
(ortanca deger)
1 13 27
2 13 26
3 13 22
4 13 23
Toplam 52 23.5

Bireylerin demir eksikligi durumlar1 degerlendirildiginde, siyah lekeli
hastalardan olusan 1. Grup (%61,5) ve 2. Grup (%76,9)’de 3. Grup (%15,3) ve 4. Grup
(%0) bireylerinden istatistiksel olarak anlamli 6lglide daha fazla demir eksikligi
bulundugu saptanmistir (p<0.001). Buna ek olarak demir eksikligi goriilen bireylerin
%90’1nda demir takviyesi ilaglari kullanimi tespit edilmis; demir eksikligi olmayan

gruplar ile anlamli farklilik bulunmustur. (p=0.003; p<0.001)

Dis firgalama aligkanliklarina gore degerlendirildiginde, hastalar, hi¢/seyrek,
giinde 1 defa, glinde 2 defa veya giinde 3 defa cevaplarini vermislerdir. (Tablo 6.2)
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Tablo 6.2. Gruplara gore dis fircalama siklig1 ve yiizdeleri

Hi¢ /Seyrek  Bir defa ikidefa  Ugdefa
1. Grup 4 7 2 0
(%30,8) (%53,8) (%15,4)
2. Grup 8 3 2 0
(%61,5) (%23,1) (%15,4)
3. Grup 0 2 10 1
(%0) (%15,4) (%76,9) (%7,7)
4. Grup 7 6 0 0
(%53,8) (%46,2) (%0) (%0)

Bu sonuclara gore lekeli ciiriiksiiz hastalarin ¢ogunlugu (%53,8) dislerini bir kez
firgalarken, siyah lekesiz ve c¢iiriiksiiz hastalar giinde 2 defa fircalamaktadir. Bu
sonuclar verilen diger cevaplara gore anlamli Glgiide daha yiiksek bulunmustur
(p<0,001). Buna ek olarak lekeli ve c¢iiriikleri olan hastalarin biiyiikk bir ¢gogunlugu
dislerini seyrek fircalarken, lekesiz ve c¢iiriik hastalarda giinde 1 defa ve seyrek

firgalayan hastalar birbirine benzer oranlarda bulunmaktadir.

Hastalarin sigara i¢gme aligkanliklar1 degerlendirildiginde, tiim hastalarin
%78,8’inin sigara kullanmadigi, ve bu sigara kullanan 11 hastanin 7’sinin, biiyiik
cogunlugunun, lekesiz ve ¢iiriiksiiz hasta grubundan oldugu tespit edilmistir. Lekesiz
ve ¢iiriiklii 4. Grup hastalarda sigara igme aligkanlig1 diger gruplara kiyasla istatistiksel
olarak anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur (p=0,021; p<0,05). Gruplar lekeli ve
lekesiz olarak toplu olarak degerlendirildiginde sigara igme aligkanliginin anlaml fark
gostermedigi (p=0,09), ancak ciiriiksiiz ve ¢iiriiklii olarak degerlendirildiginde ¢iiriikli
hastalarda sigara i¢gme aligkanliinin anlamli diizeyde yiiksek bulundugu tespit

edilmistir (p=0,017).

Hastalarin beslenme aligkanliklar1 degerlendirildiginde, c¢iiriik varligindan
bagimsiz olarak lekeli (n=26) ve lekesiz (n=26) hastalarda sirasiyla, sakatat (1
porsiyon), maydanoz (1 demet), ispanak (1 porsiyon), pekmez (4 yemek kasigi),
baklagiller (6 yemek kasig1), kabak ¢ekirdegi (1 avug), midye (4 ve daha fazla), bitter
cikolata (100 mg.), cay (2 bardak), kahve (2 fincan), kuruyemis (1 avug) seklinde
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demirden zengin gidalarin tiikketimi sorgulanmistir Sakatat tiiketimi lekeli hastalarda

anlamli diizeyde daha diisiik bulunmustur (p=0.027).

Buna ek olarak midye’nin ayda bir kez tiiketimi de lekesiz hastalarda (%87,5),
lekeli hastalara (%12,5) oranla daha yiiksek bulunmustur (p=0,005). Ancak, lekeli
hastalarda ¢ay ve kahve tiiketiminin de lekesiz hastalarla kiyaslandiginda anlaml

o6l¢iide yiiksek oldugu saptanmistir (peay=0,05; pranve=0,002).

Siyah lekelerin ne kadar siire i¢erisinde olustuguna yonelik analizde bireylerin
daha 6nceden distas1 temizligi yaptirip yaptirmadigi ve bu siyah lekelerin tekrar ne
kadar siirede olustugu sorgulandi. Verilen cevaplar parametrik dagilmadigi igin
ortanca degerler karsilagtirllmistir. Buna gore, daha dnce distasi temizligi yaptirmis
olan SL’li ve ciiriiksiiz hastalar 6 ay, SL’li ve ¢iiriiklii hastalar 12 ay siire ile bu
lekelerin tekrar olustugunu bildirmislerdir ( Tablo 6.3). Ciiriik varliginin siyah leke

olusumunu geciktirdigi gdzlenmektedir.

Tablo 6.3. Dis tas1 temizligi takiben siyah leke olusma siiresi

N p50 iqr P25 P75 Min. Maks.
(ay) (ay) (ay) (ay) (ay) (ay)
SL- 13 6 42 6 48 1 72
cliriiksiiz
SL- 13 12 6 6 12 1 60
cuirtikli

Hastalarin ¢iirtik durumlart ICDAS 11 kriterlerine gore teshis edilmis ve
kaydedilmistir. Ciiriik sayilarinin normal bir dagilim géstermemesi nedeniyle, ortanca
degerler esas alinarak istatistiksel analizler gergeklestirilmistir (Tablo 6.4). Bu
sonuclara gore siyah lekeli hastalarda goriilen ortalama 13 diste ¢lirtiksiizliikk (ICDAS
0,1,2) lekesiz bireylerin 7 diste ¢iirliksiizliik durumu, siyah lekelilerde istatistiksel
olarak anlamli diizeyde daha yiliksek sayida ICDAS 0,1,2 gorildiigiinii ortaya
koymustur (P= 0,007; p<0,05)

51



Tablo 6.4. Siyah lekeli ve lekesiz agizlarda ICDAS 0, 1, 2 kodlu dislerin sayis1

SL’Li (1. Grup ve 2. Grup)  Lekesiz (3. Grup ve 4. Grup)
Diy sayisi Dig sayist
N 26 26
pS0* 13 l
iqr 7 9
p25 9 2
p75 16 11
min 3 0
maks 28 21

*p50 ortanca degeri gostermektedir.

Buna ek olarak siyah lekeli olan 1. Grup ve 2. Grup bireylerinin toplam 365
adet posterior (kiiglik az1 ve biiyiik az1 toplami) disleri ICDAS II kriterlerine uygun
sekilde incelenmistir. ICDAS 0,1 ve 2 kodlu disler ¢iirtiksiiz, ICDAS 3,4,5 ve 6 kodlu
disler ise ciirtiklii olarak kabul edilmistir. Ayn1 agizlarda siyah lekeli ve lekesiz disler
bu degerlendirmeye tabi tutularak sayilari kaydedilmistir. SL’li toplam 164 disin
%18,2’si ICDAS 3, 4, 5 ve 6 koduna sahipken, lekesiz hastalarin %43,2’si ICDAS
3,4,5 ve 6 kodlu oldugu tespit edilmistir. Bu baglamda SL’li bireylerin arka dislerinde
aktif ve ileri derecede ¢iiriik bulunma olasilig1 lekesiz agizlara oranla anlamli diizeyde

diisiik bulunmustur (p=0,0011).

Tablo 6.5. SL’li ve lekesiz posterior dislerin ICDAS 0, 1, 2 ve ICDAS 3, 4, 5, 6 kodlar1

SL SL Lekesiz Lekesiz
ICDAS0,1,2 ICDAS3456 ICDASO0,1,2 ICDAS 3,4,5,6

p50 ' 5 1 4 3
Ort+ SS* 5,36+4,33 121 £1,47  456+4,42 3,48 £ 2,68

Toplam dis | 134 30 114 87
sayi1st

* Ort + §S: Ortalama + Standart Sapma
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Niikleik asitler ve proteinler sirastyla 260 ve 280 nm dalga boyunda maksimum
absorbans 6zelligine sahiptir. Tarihsel olarak, bu dalga boylarindaki absorbans orani,
hem niikleik asit hem de protein ekstraksiyonlarinda bir saflik ol¢iisii olarak
kullanilmistir. ~ 1.8'lik bir oran genellikle DNA i¢in “saf” olarak kabul edilir; ~ 2.0
orani genellikle RNA i¢in “saf” olarak kabul edilir. Bu degerlere yakin degerler de
kullanilan metodun kesinlik ve dogruluk oranlarina paralel olarak dogru sonuglar
vermektedir. Buna ek olarak DNA’nin inceleme yapilabilmesi i¢in yeterli

konsantrasyonu 30 ng/ul olmalidir (William ve ark, 1997)

Bu c¢alismada elde edilen tiim plak numunelerinin DNA izolasyonlar1 tek bir
arastirmaci Dr. Sayin Aris Cakiris tarafindan Istanbul Universitesi Aziz Sancar

Deneysel Tip Arastirmalar1 Enstitiisit Genom Laboratuvarinda gergeklesmistir.

Hastalara uygulanan anketler ve klinik ve radyolojik muayene sonucu teshis edilen
¢lirik durumlar1 yukarida belirtildigi gibi sonuglar vermistir. 1. Grup (1-13 kodlu
hastalar), 2. Grup (14-26 kodlu hastalar), 3. Grup (27-39 kodlu hastalar), 4. Grup (40-
52 kodlu hastalar) toplanan supragingival plak Orneklerine dair DNA

konsantrasyonlari sirasiyla Tablo 6.6-6.9’da gosterilmistir.

Tablo 6.6. 1. Grup bireylerinden alinan numunelerin DNA konsantrasyonlari

Numune  izolasyon ng/ul  260/280 260/230
No tarihi nm nm
1 2.02.2018 36,6 1,78 1,69
2 21.11.2017 58,8 1,7 1,15
3 21.11.2017 118,8 1,81 1,8
4 10.11.2017 1095 | 1,86 2,07
5 10.11.2017 97,3 1,78 1,67
6 10.11.2017 67,8 1,71 1,3
7 10.11.2017 41,3 1,77 1,48
8 10.11.2017 68,4 1,79 1,8
9 2.02.2018 50,8 1,79 1,23
10 18.12.2017 64,4 1,67 1,54
11 9.01.2018 132,7 1,82 1,39
12 9.01.2018 48,1 1,76 1,24
13 9.01.2018 45 1,74 1,33
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Tablo 6.7. 2. Grup bireylerinden alinan numunelerin DNA konsantrasyonlari

Numune izolasyon ng/nl  260/280 260/230
No tarihi nm nm
14 18.12.2017 117,3 1,79 2,15
15 18.12.2017 58,8 1,69 1,79
16 9.01.2018 26,2 1,63 1,09
17 9.01.2018 59,4 1,8 1,33
18 9.01.2018 61,6 1,82 1,47
19 2.02.2018 48,4 1,81 1,69
20 2.02.2018 73,9 1,8 1,94
21 2.02.2018 66,9 1,75 1,15
22 6.03.2018 58,5 1,78 1,39
23 6.03.2018 49,4 1,72 1,38
24 7.03.2018 95,9 1,75 1,44
25 7.03.2018 53,6 1,71 1,24
26 17.03.2018 90,8 1,74 1,54

Tablo 6.8. 3. Grup bireylerinden alinan numunelerin DNA konsantrasyonlari

Numune  izolasyon ng/ul  260/280 260/230
No tarihi nm nm
27 21.11.2017 132 1,81 1,88
28 18.12.2017 32,2 1,59 1,81
29 18.12.2017 63,4 1,77 1,74
30 2.02.2018 99,6 1,75 1,46
31 6.03.2018 38,1 1,61 1,12
32 6.03.2018 46,3 1,85 1,74
33 7.03.2018 1358 1,78 1,75
34 7.03.2018 84,7 1,77 1,43
35 7.03.2018 107,1 1,79 1,66
36 7.03.2018 91,3 1,57 0,52
37 7.03.2018 56,2 1,63 0,4
38 17.03.2018 60,1 1,79 1,76
39 17.03.2018 48,2 1,78 0,43
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Tablo 6.9. 4. Grup bireylerinden alinan numunelerin DNA konsantrasyonlar1

Numune izolasyon ng/nl  260/280 260/230
No tarihi nm nm
40 9.04.2018 1325 1,86 1,23
41 17.03.2018 140 1,82 2,06
42 17.03.2018 162,1 1,79 1,86
43 17.03.2018 126,5 1,79 1,91
44 17.03.2018 98,6 1,79 1,13
45 9.04.2018 1996 1,82 1,18
46 9.04.2018 87,6 1,86 1,85
47 9.04.2018 2054 181 1,83
48 9.04.2018 99,1 1,81 1,74
49 9.04.2018 1411 1,79 15
50 9.04.2018 277,7 1,81 2,07
51 9.04.2018 256,2 | 1,85 0,66
52 9.04.2018 2016 18 1,98

Galaxy.use acgik kaynak programinda gerceklestirilen biyoinformatik analiz
sonucunda elde edilen Krona-Pie-Chart gorselleri 1. Grup, 2. Grup, 3. Grup ve 4. Grup
bireylerinde ortak bulunan bakterileri gostermektedir. Sirasiyla Sekil 6.1-6.4’te
gosterilen program ekran goriintiileri, bakteriyel ¢esitliligi 6. basamak olan cins
diizeyinde gostermektedir. Program, bu analizi Alem, Boliim, Sinif, Takim, Familya

ve Cins diizeyinde yapabilme imkan1 tanimaktadir.

Semanin en dis bolgesinde gruplarin ortalama bakteri yiizdeleri cins diizeyinde
izlenebilmektedir. Bunun disinda %0,001 ve daha diisiik ylizdelerde bulunan bakteri
cinsleri ise ayrica bir uzantiyla ekranin sag alt bolgesine listelenmistir. Nadir goriilen
bu bakteriler sayica 1-10 arasinda degismekte olup flora bakterisi olmaktan ziyade

cevresel etkilerle plak igerisine dahil olmus bakteriler olabilmektedir.
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Tablo 6.10. 1. Grup ve 2. Grup arasinda anlamli diizeyde farklilik gosteren bakteriler

Bakteri ismi | 1. Grup 2. Grup p

(P50 - %0)* | (P50 - %)
Actinomycetaceae_unclassified ' 0 0,036 0.0011
Atopobium 0 0,012 0.0031
Bacteroidales_incertae_sedis 0 0,004 0.0028
Bactinomycetaceae_unclassified = 0,0035 0 0.0000
Burkholderiales_unclassified = 2,038 1,19 0.0257
Cardiobacterium 3,6 1,8 0.0052
Centipeda 0 0,01 0.0003
Clostridiales_unclassified ' 0,12 0,42 0.0038
Coriobacteriaceae_unclassified ' 0 0,00142  0.0338
Dialister = 0,046 0,156 0.0096
Howardella 0 0,00166  0.0140
Megasphaera 0 0,39 0.0015
Mogibacterium 0 0,008 0.0004
Neisseriaceae_unclassified 3,01 0,92 0.0149
Olsenella | 0,02 0,17 0.0272
Peptostreptococcus = 0,0049 0,058 0.0252
Prevotella ' 2,2 8,69 0.0006
Propionibacteriaceae_unclassified = 1,14 0,48 0.0027
Rothia | 1,72 1,106 0.0149
Scardovia 0 0,00166 | 0.0499
Schwartzia 0 0,0066 0.0040
Selenomonas = 1,42 4,88 0.0011
Shuttleworthia | 0 0,0043 0.0067
Solobacterium = 0,0027 0,0162 0.0048

*p50 - %: Bireylerin biyofilmlerindeki bakteri yiizdelerinin ortanca degerleri

1. Grup’taki siyah lekeli ve ciirliksiiz hastalar ile 2. Grup’deki siyah lekeli ve ¢iiriikli
hastalarin biyofilmlerinde bulunan farkli bakterileri Tablo 6.10°da gdsterilmistir.
Cikan sonuclara gore, siyah lekeli hastalarda ¢iiriiklerden baglica sorumlu olabilecek
bakteriler Actinomycetaceae_unclassified, Atopobium, Bacteroidales_incertae_sedis,
Centipeda, Clostridiales_unclassified, Coriobacteriaceae_unclassified, Dialister,
Howardella, Megasphera, Mogibacterium, Olsenella, Peptostreptococcus, Prevotella,
Scardovia, Schwartzia, Selenomonas, Shuttleworthia, Solobacterium olarak
siralanabilir. Diger taraftan c¢iliriik olusumunu engeleyen ve siyah lekeye neden
olabilecek  bakteriler = soyle siralanabilir:  Bactinomycetaceae unclassified,
Burkholderiales_unclassified, Cardiobacterium, Neisseriaceae_unclassified,
Propionibacteriaceae_unclassified, Rothia. Bu bakterilerin arasinda

Bactinomycetaceae_unclassified yalnizca ¢iiriiksiiz ve lekesiz grupta bulunmaktadir.
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Tablo 6.11. 1. Grup ve 3. Grup arasinda anlamli diizeyde farklilik gosteren bakteriler

Bakteriismi | 1. Grup | 3. Grup p
(P50 - %) | (pS0 - %)

Actinomycetaceae_unclassified = 0,0025 0 0.0004
Bacteroidales_unclassified = 0,052 0,39 0.0023
Bactinomycetaceae_unclassified ' 0,0035 0 0.0000
Bergeriella 0,0015 0 0.0351
Brachymonas = 0,32 0,004 0.0360
Burkholderiales_unclassified = 2,038 0,68 0.0071
Capnocytophaga @ 10,58 6,38 0.0014
Cardiobacterium 3,6 1,2 0.0006
Comamonadaceae_unclassified = 0,076 0,0138 0.0192
Corynebacteriaceae_unclassified = 0,02 0,0138 0.0483
Granulicatella ' 0,02 0,13 0.0032
Haemophilus = 0,0094 0,23 0.0001
Kingella 0,4 0,74 0.0061
Leptotrichiaceae unclassified = 0,067 0,0072 0.0001
Mannheimia ' 0,00124 0 0.0093
Mogibacterium ' 0 0,002 0.0126
Neisseriaceae_unclassified = 3,01 0,37 0.0001
Pasteurellaceae _unclassified @ 5,83 10,4 0.0428
Propionibacteriaceae_unclassified ' 1,14 0,14 0.0001
Propionibacterium = 0,0094 0,0037 0.0111
Rothia 1,72 0,64 0.0293
Streptococcus | 2,05 5,6 0.0061
Veillonella ' 0,94 8,4 0.0000

1. Grup’deki siyah lekeli ve ¢iiriiksiiz ve 3. Grup’teki lekesiz ve ¢iiriiksiiz hastalarin
biyofilmlerinde bulunan farklilik gdsteren bakteriler Tablo 6.11°de gosterilmistir. Bu
¢ikan sonuglara gore ¢iiriik faktorii olmaksizin siyah lekelerden sorumlu olabilecek
bakteriler su sekilde siralanabilir: Actinomycetaceae_unclassified,
Bactinomycetaceae_unclassified, Burkholderiales_unclassified, Bergeriella,
Brachymonas,  Capnocytophaga,  Cardiobacterium, Rothia, = Mannheimia,
Neisseriaceae, Propionibacteriaceae unclassified, Propionibacterium. Buna ek
olarak, lekesiz ve ciiriiksiiz hastalarda Streptococcus cinsi bakteriler lekeli ve ¢iiriiksiiz
hastalardan ~ anlamli  diizeyde yiiksek tespit edilmis olup (p=0,0061)
Pasteurellaceae_unclassified miktarca yaklagik 2 kat, Veillonella tiirii bakteriler ise

yaklasik 8 kat yiiksek saptanmistir (p<0,05).
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Tablo 6.12. 2. Grup ve 4. Grup arasinda anlamli diizeyde farklilik gosteren bakteriler

Bakteri ismi | 2. Grup 4. Grup p
(P50 - %) | (pS0 - %)

Actinomyces @ 3.24 1.56 0.0378
Bifidobacteriaceae _unclassified 0 0,016 0.0167
Bifidobacterium 0 0,023 0.0374
Brachymonas 0,022 0 0.0095
Burkholderiales_unclassified ' 1,19 0,2 0.0000
Capnocytophaga ' 9,38 5,12 0.0032
Cardiobacterium 1,8 0,24 0.0004
Comamonadaceae_unclassified = 0,154 0 0.0016
Corynebacterium = 7,08 3,12 0.0378
Dialister = 0,156 0,166 0.0378
Fusobacterium = 4,8 7,7 0.0096
Lactobacillaceae _unclassified 0 0,0035 0.0281
Lactobacillus ' 0,00188 0,036 0.0077
Neisseria ' 9,5 2,07 0.0111
Neisseriaceae_unclassified = 0,92 0,213 0.0001
Phocaeicola 0 0,004 0.0004
Propionibacteriaceae_unclassified ' 0,48 0,046 0.0001
Rothia 1,106 0,258 0.0149

Lekeli ve ¢lirtiklii hasta grubu olan 2. Grup ile lekesiz ve ¢iiriiklii 4. Grup bireylerine
ait biyofilmlerde farklilik gosteren bakteriler de 1. Grup ve 3. Grup arasindaki analize
benzer sekilde lekelerden sorumlu bakteriler konusunda fikir verebilmektedir. Bu
dogrultuda Tablo 6.12°de de izlenebildigi lizere 2. Grup hastalarda anlamli diizeyde
daha yiiksek sayida bulunan  bakteriler ~ Actinomyces, Brachymonas,
Burkholderiales_unclassified, Capnocytophaga, Cardiobacterium, Corynebacterium,
Neisseria, Neisseriaceae_unclassified, Propionibacteriaceae_unclassified ve Rothia

tiirleri olarak siralanabilir (p<0,05).
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Tablo 6.13. 1. Grup ve 4. Grup arasinda anlamli diizeyde farklilik gosteren bakteriler

Bakteri ismi 1. Grup 4. Grup p
(P30 -%)  (p5S0 - %)

Actinomyces = 4.88 1.56 0.0023
Actinomycetaceae_unclassified = 0 0,0049 0.0004
Anaeroglobus | 0,004 0,032 0.0451
Atopobium | 0 0,028 0.0001
Bacteroidales_unclassified | 0,052 0,172 0.0129
Bergeriella  0,0015 0 0.0060
Bifidobacterium 0 0,023 0.0000
Brachymonas | 0,32 0 0.0083
Burkholderiales_unclassified | 2,038 0,2 0.0000
Capnocytophaga | 10,58 5,12 0.0003
Cardiobacterium | 3,6 0,24 0.0000
Centipeda 0 0,0098 0.0026
Clostridiales_unclassified | 0,12 0,32 0.0428
Comamonadaceae_unclassified | 0,076 0 0.0056
Coriobacteriaceae_unclassified | 0 0,0062 0.0154
Corynebacteriaceae_unclassified ' 0,02 0,007 0.0083
Corynebacterium | 7,96 3,12 0.0011
Cryptobacterium | 0 0,002 0.0012
Dialister | 0,046 0,166 0.0293
Eubacterium | 0,0062 0,025 0.0027
Flavobacteriaceae _unclassified | 0,74 0,182 0.0032
Fusobacterium | 4,1 7,7 0.0061
Howardella | 0 0,0024 0.0118
Lactobacillaceae_unclassified | 0 0,0035 0.0011
Lactobacillus | 0 0,036 0.0001
Mannheimia | 0,00124 0 0.0093
Megasphaera | 0 0,042 0.0001
Mogibacterium | 0 0,0098 0.0002
Neisseria @ 14,8 2,07 0.0023
Neisseriaceae_unclassified = 3,01 0,213 0.0000
Olsenella ' 0,02 0,23 0.0052
Pasteurellaceae_unclassified | 5,83 2,32 0.0333
Peptostreptococcus | 0,0049 0,096 0.0195
Prevotella | 2,2 12,4 0.0003
Propionibacteriaceae_unclassified 1,14 0,046 0.0000
Propionibacterium | 0,0094 0,032 0.0378
Proteobacteria_unclassified | 0,00124 0 0.0028
Rothia | 1,72 0,258 0.0001
Scardovia | 0 0,008 0.0007
Schwartzia | 0 0,0035 0.0204
Selenomonas | 1,32 4,8 0.0096
Shuttleworthia | 0 0,0093 0.0007
Solobacterium | 0,0027 0,0124 0.0036
Treponema | 0,38 1,68 0.0083
Veillonella | 0,94 7,12 0.0044
Veillonellaceae unclassified | 0,212 1,28 0.0023
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Tablo 6.13°te listelenen bakteriler 1. Grup ve 4. Grup arasindan anlamlilik
gosteren bakterileri gostermektedir. Burada SL’li ve ciirliksiiz agizlarda bulunup,
curiikli ve lekesiz agizlarda “0” derecesinde hi¢ bulunmayan bakteri cinsleri
curiiksiizlik ve siyah leke ile iligkili olabilmektedir. Buna gore:
Proteobacteria_unclassified, Mannheimia, Comamonadaceae_unclassified
Bergeriella, Brachymonas cinsi bakteriler anlamli diizeyde SL’li ve giiriiksiiz

bireylerde yiiksek bulunmustur.

Tablo 6.14. 2. Grup ve 3. Grup arasinda anlamli diizeyde farklilik gosteren bakteriler

Bakteri ismi 2. Grup 3. Grup p
(P50 - %) (P50 - %)

Anaeroglobus 0,074 0 0.0448
Atopobium | 0,012 0,0036 0.0115
Bacteroidales_incertae_sedis = 0,004 0 0.0028
Bacteroidales_unclassified ' 0,072 0,39 0.0171
Brachymonas ' 0,022 0,004 0.0050
Capnocytophaga | 9,38 6,38 0.0149
Centipeda 0,01 0,0012 0.0041
Clostridiales_unclassified 0,42 0,16 0.0071
Comamonadaceae_unclassified = 0,154 0,0138 0.0060
Desulfobulbus = 0,0018 0 0.0260
Dialister = 0,156 0,04 0.0257
Filifactor 0,03 0 0.0176
Haemophilus | 0,032 0,23 0.0005
Howardella = 0,00166 0 0.0466
Kingella | 0,23 0,74 0.0032
Lactobacillus = 0,00188 0 0.0158
Leptotrichiaceae_unclassified ' 0,034 0,0072 0.0009
Megasphaera | 0,39 0 0.0125
Neisseriaceae_unclassified = 0,92 0,37 0.0032
Pasteurellaceae_unclassified = 4,32 10,4 0.0016
Peptostreptococcus = 0,058 0,0108 0.0424
Propionibacteriaceae_unclassified = 0,48 0,14 0.0111
Propionibacterium = 0,013 0,0037 0.0083
Pseudoramibacter | 0,0036 0 0.0083
Schwartzia = 0,0066 0 0.0097
Selenomonas ' 4,88 3,028 0.0171
Shuttleworthia | 0,0043 0 0.0429
Streptococcus | 2,56 5,6 0.0293
Treponema 1,12 0,26 0.0428
Veillonella 2,4 8,4 0.0009
Veillonellaceae unclassified 1,14 0,38 0.0483
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SL’li ve ¢iiriiklii 2. Grup hastalar ile lekesiz ve ciiriiksiiz 3. Grup hastalar
karsilagtirildiginda, 2. Grup hastalarda Anaeroglobus, Bacteroidales_incertae_sedis,
Desulfobulbus, Filifactor, Howardella, Lactobacillus, Megasphaera,
Pseudoramibacter, Schwartzia, Shuttleworthia cinsi bakteriler istatistiksel olarak

anlamlilikla g6zlenmistir.

Tablo 6.15. 3. Grup ve 4. Grup arasinda anlamli diizeyde farklilik gésteren bakteriler

Bakteri ismi 3. Grup 4. Grup p
(pS0 - %)  (pS0 - %)

Actinomyces @ 3.45 1.56 0.0019
Anaeroglobus ' 0 0,032 0.0108
Anaerolineaceae_unclassified 0 0,0022 0.0011
Atopobium = 0,0036 0,028 0.0002
Bifidobacteriaceae unclassified 0 0,016 0.0000
Bifidobacterium 0 0,023 0.0000
Cardiobacterium ' 1,2 0,24 0.0001
Centipeda  0,0012 0,0098 0.0236
Cryptobacterium | 0 0,002 0.0004
Desulfobulbus ' 0 0,002 0.0132
Filifactor 0 0,26 0.0077
Flavobacteriaceae _unclassified 0,58 0,182 0.0083
Granulicatella 0,13 0,02 0.0071
Haemophilus = 0,23 0,026 0.0061
Howardella 0 0,0024 0.0303
Kingella 0,74 0,216 0.0032
Lactobacillaceae_unclassified 0 0,0035 0.0011
Lactobacillus = 0 0,036 0.0000
Leptotrichiaceae_unclassified ' 0,0072 0,0301 0.0061
Megasphaera 0 0,042 0.0041
Mycoplasma 0 0,0114 0.0037
Olsenella ' 0,055 0,23 0.0071
Pasteurellaceae_unclassified | 10,4 2,32 0.0023
Phocaeicola 0 0,004 0.0004
Prevotella = 3,2 12,4 0.0071
Propionibacteriaceae_unclassified = 0,14 0,046 0.0005
Propionibacterium = 0,0037 0,032 0.0060
Pseudoramibacter 0 0,0116 0.0068
Rothia = 0,64 0,258 0.0483
Scardovia 0 0,008 0.0090
Schwartzia ' 0 0,0035 0.0269
Shuttleworthia | 0 0,0093 0.0105
Streptococcus | 5,6 2,54 0.0225
Treponema 0,26 1,68 0.0483
Veillonellaceae unclassified ' 0,38 1,28 0.0378
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Lekesiz ciiriiksiiz hastalardan olusan 3. Grup ve yine lekesiz ama ¢iiriiklii hasta
grubu olan 4. Grup bireylerine ait biyofilmlerde farklilik gosteren bakteriler Tablo
6.15’e gosterilmistir. Bu liste 1. Grup ve 2. Grup arasindaki analize benzer sekilde
ciirtiklerden sorumlu bakteriler konusunda fikir verebilmektedir. Bu dogrultuda, 4.
Grup hastalarda anlamli diizeyde daha yiiksek sayida bulunan bakteriler
Anaeroglobus, Atopobium, Bifidobacteriaceae_unclassified, Bifidobacterium,
Centipeda, Cryptobacterium, Filifactor, Lactobacillaceae_unclassified,
Lactobacillus, Leptotrichiaceae unclassified, Megasphaera, Mycoplasma, Olsenella,
Phocaeicola, Prevotella, Propionibacterium, Pseudoramibacter, Scardovia,
Schwartzia, Shuttleworthia, Treponema, Veillonellaceae cinsi bakteriler olarak
siralanabilir (p<0,05). Ilgi cekici bir bulgu olarak Streptococcus, ciiriiksiiz grupta

cliriiklii gruba kiyasla sayisal olarak daha ytiksek (5,6/2,54) bulunmustur.

Tablo 6.16. Siyah lekeli ve lekesiz hastalara ait plaklarin tamaminda anlaml

diizeyde farklilik gosteren bakteri cinsleri

Bakteri Ismi Siyah Lekeli Lekesiz P
p50 -% p50 - %

Aggregatibacter 0,0011 0 0.0163
Bergeriella 0,0006 0 0.0035
Brachymonas 0,0219 0,0009 0.0003
Burkholderiales_unclassified 0,7605 0,1336 0.0000
Capnocytophaga 4,8406 2,5946 0.0000
Comamonadaceae_unclassified 0,7199 0,0039 0.0001
Corynebacterium 3,8696 1,9915 0.0064
Leptotrichiaceae unclassified 0,0186 0,0053 0.0003
Neisseria 5,4184 1,2459 0.0015
Neisseriaceae_unclassified 0,7909 0,1615 0.0000
Rothia 0,6314 0,1953 0.0019
Streptococcus 1,1235 1,7400 p>0,05
Propionibacteriaceae_unclassified | 0,3822 0,0394 0.0000
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Tablo 6.16°da giirtiklii ve ¢iiriiksiiz olmasina bakilmaksizin 1. Grup ve 2. Grup’deki
hastalarin plak mikrofloralari (Siyah Lekeli) 3. Grup ve 4. Grup numuneleri (Lekesiz)
ile karsilastirilmistir. Siyah lekeli hastalarda Aggregatibacter, Bactinomycetaceae,
Bergeriella, Brachymonas, Burkholderiales, Capnocytophaga, Cardiobacterium,
Comamonadaceae, Corynebacteriaceae, Corynebacterium, Eubacterium, Gp6,
Leptotrichiaceae, Mannheimia, Moraxella, Neisseria, Neisseriaceae, Proteobacteria,
Rothia, Propionibacteriaceae cinsi bakteriler anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur
(p<0,05).
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7. TARTISMA ve SONUC

Dislerin siyah lekelenmeleri (SL) bir ekstrinsik renklenme ¢esidi olmakla beraber
klinik olarak ¢ogunlukla dis eti marjinine paralel yerlesmis, dairesel sekilde, koyu

renkli siyah olusumlardir (Heinrich-Weltzien ve ark, 2014).

SL’nin igeriginde yiiksek oranda ¢oziinmeyen demir tuzlari, bakir, kalsiyum ve
fosfat igermesiyle 6zel yapida bir dental plak ¢esidi oldugu 6ne siiriilmiistiir (Reid ve
Beeley, 1976). Tikiriikteki demir miktarin1 artiran demir takviye ilaglart veya
demirden zengin beslenmenin de bu renklenmeleri artirabilecegi ve buna sebep olan

bakteri popiilasyonunu artirabilecegi ortaya konmustur (Adcock ve Hogan, 2008).

SL olusumundan siyah pigment iireten kromojen bakterilerin sorumlu oldugu, bu
bakterilerin ¢esitliligi iizerine ve SL olusmayan agizlardan farkli mikrobiotanin detayli
olarak arastirilmasi gerektigi savunulmaktadir (Slots, 1974; Costa ve ark, 2012;
Heinrich-Weltzien ve ark, 2014). Ancak, SL olusturan bakterilerin agiz i¢inde bulunan
diger bakterilerle etkilesimleri de yeterli bicimde aydinlatilamamistir (Heinrich-
Weltzien ve ark, 2014).

Siit digli donemde, SL bulunduran agizlarin mikrobiyal ¢esitliligini NGS yontemi
ile saptamay1 amaglayan yakin tarihli bir ¢calisma vardir. Calisma makalesinin sonug
boliimiinde NGS yontemini bu alanda dizayn eden ilk ¢alisma oldugunu vurgulamistir
(Li ve ark, 2015). Ancak literatiirde bilindigi kadariyla eriskin hastalarda benzer
caligmalar yapilmamustir (Albelda-Bernardo ve ark, 2018). Boylelikle bu yontemin dis
hekimligi alaninda yapilan mikrobiyolojik arastirmalarda kullaniminin olduk¢a yeni

oldugu goriilebilmektedir.

Calismamizda, daimi dentisyonda SL olusumundan sorumlu kromojen bakterileri
yiiksek dogruluklu sonuglar veren NGS yontemiyle cins diizeyinde saptamak ve ¢ikan

sonugclari lekesiz ciirtiklii ve ciirliksiiz bireyler ile karsilastirmak amaglanmistir.

Bir¢ok klinik ve epidemiyolojik ¢aligmada SL'li ¢ocuklarin, lekesiz yasitlarina
kiyasla siit dislerinde (dmft, dt) énemli 6l¢iide diisiik ¢iiriik deneyimi gézlenmistir.
(Shourie, 1947; Koch ve ark, 2001; Gasparetto ve ark, 2003; Saba ve ark, 2006;
Heinrich-Weltzien ve ark, 2009; Bhat, 2010; Franc¢a-Pinto ve ark, 2012; Heinrich-
Weltzien ve ark, 2014; Zyla ve ark, 2015; Li ve ark, 2015). Buna 6rnek olarak Saba ve
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ark. DMF-T > 3 durumunu siyah lekeli ¢ocuklarda goriilme oranint %10.3, lekesiz

cocuklarda %31.3 olarak kaydetmislerdir (Saba ve ark, 2006).

Dis hekimliginde siyah lekelerin daha diistik ¢iiriik prevalansi ile iliskisi yaygin
olarak ortaya konulmus olmasina ragmen gocuklarda oldugu gibi eriskinlerde de diisiik
ciirlik deneyimi ile siyah leke goriilme siklig1 nadiren incelenmistir. Schmuly ve ark.
klinik ortamda siyah lekeli geng yetiskinlerde, lekeli olmayanlara gore daha diisiik
DMEFT skorlar1 rapor etmistir (Shmuly ve ark, 2014). Pehlivan ve ark. tarafindan 2017
yilinda yetiskin Tiirk toplumunda siyah lekelerin ICDAS Il smiflamasi ile ¢iiriik
durumlarini degerlendiren ¢alismada siyah lekeli dislerde ICDAS 0, 1, 2 skorlarinn
anlaml 06l¢iide daha fazla oldugu ve ciiriiksiizliik ile lekeli olma durumu arasinda
olumlu bir korelasyon saptamislardir (Pehlivan ve ark, 2017). Bizim ¢alismamiz da,
bu caligmalar1 destekler nitelikte ICDAS 0, ICDAS 1 ve ICDAS 2 skorlari ile kodlanan
dis sayisi lekeli agizlarda, lekesizlere oranla anlamli diizeyde yiliksek bulunmustur
(p=0.0127). Ayrica yalnizca posterior dislerin ¢iiriiksiiz (ICDAS 0, 1 ve 2 kodlu) ve
cliriiklii (ICDAS 3, 4, 5 ve 6 kodlu) olma durumlarim1 SL ile iligkisi incelendiginde,
lekeli diglerin ICDAS 3, 4, 5 ve 6 koduna sahip olma durumu lekesiz dislere gore
anlamli diizeyde diisiikk bulunmustur (p=0,0011; p<0,05).

Siyah lekelerin kimyasal yapisinin yiiksek oranda demir igeren ferrik siilfit
oldugu ortaya konulmustur (Reid ve ark, 1977; Zyla ve ark, 2015). Demir igerikli
beslenme veya demir emilimini azaltan yiyecek ve igeceklerin tiiketilmesi ve buna
bagli olarak demir takviyesi ilaglarinin kullanimi bu lekelerin olusumu ile iliskili
bulunmustur (Kim ve Shirler, 2008; Martin ve ark, 2013; Chen ve ark, 2014).
Calismamizda sorgulanan besin guplar1 sakatat (3.1 mg), 1spanak (6.2 mg), pekmez
(2.5 mg), kurubaklagiller (4.7 mg), midye (2.1 mg), kabak ¢ekirdegi ve diger
kuruyemisler (1.8 mg) demirden zengin besinlerdir (Bulbul SH, 2004). Yetiskin bir
bireyin viicudunda 3-4 gram demir bulunmaktadir. Yaslanan eritrositler kaybedildikge
yeni eritrositlerin olusabilmesi i¢in demire ihtiya¢ duyulur. Bu miktar giinliik olarak 1
mg olarak belirlenmistir. Buna ek olarak, ¢ay, kahve, kakao’nun ise demir emilimi
azaltan etmenlerden tanen bulundurmasiyla demir emilimini (%40-%60) azalttig
gozlenmistir (Bulbul SH, 2004). Demir eksikligi olan bireylere verilen 200 mg’lik
preparatlar Demir Siilfat halinde basit ve ucuz sekilde elde edilir (Goddard ve ark,

2000). Uzun siireli demir takviye ilaglar tiiketimlerinde ortaya ¢ikan fazladan demir
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siyah leke olusumu ile iliskili olabilir (Mesonjesi, 2012). Bizim ¢alismamizda sakatat
tiiketimi lekeli hastalarda anlamli diizeyde daha diisiik bulunmustur (p=0.027). Buna
ek olarak midyenin ayda bir kez tiikketimi de lekesiz hastalarda (%87,5), lekeli hastalara
(%12,5) oranla daha yiiksek bulunmustur (p=0,005). Ayrica siyah lekeli hastalarda ¢ay
ve kahve tliketiminin de lekesiz hastalarla kiyaslandiginda anlamli 6lgiide yiiksek
oldugu saptanmistir (peay=0,05; pkanve=0,002). Bu bulgularin sonucunda, siyah lekeli
hastalarin demirden fakir beslenerek %90,1’inin takviye demir ilaci aldiklar1 tespit

edilmistir.

Calismamizin bulgular ile uyumlu olarak olarak agzinda siyah lekeler bulunan
okul 6ncesi ¢ocuklardan olusan bir ¢alismada, siyah lekeleri olmayan ¢ocuklara gore
onemli 6l¢iide daha yiiksek bir oranda demir takviyesi ilaglar tiikkettikleri saptanmustir.
(Martin ve ark, 2013). Bizim ¢alismamizda da benzer olarak, bireylerin demir eksikligi
durumlar1 degerlendirildiginde, siyah lekeli hastalardan olusan 1. Grup (%61,5) ve 2.
Grup (%76,9)’de 3. Grup (%15,3) ve 4. Grup (%0) bireylerinden istatistiksel olarak
anlaml1 6l¢lide daha fazla demir eksikligi bulundugu saptanmistir (p<0.001). Buna ek
olarak demir eksikligi goriilen bireylerin %90’ 1inda demir takviyesi ilaglar1 kullanimi
tespit edilmis, demir eksikligi olmayan gruplar ile anlamli farklilik bulunmustur.

(p=0.003; p<0.001)

A. naeslundii ve S. mutans adezyonunun sirasiyla diisiik ve yiiksek ¢iiriik olusumu
ile iligkili oldugu gosterilmistir (Stenudd ve ark, 2001). SL orneklerinde A.
naeslundii'nin anlamli derecede yiiksek olmasi ve S. mutans sayisinin diisiik olma
egilimi bu cocuklarda diisiik ¢lirik deneyimi ile iligkili bulunmustur. (Heinrich-
Weltzien ve ark, 2014). Actinomyces kolonizasyonunun Actynomyces antikorunu
artirdig1 ve bu sekilde daha diisiik sayida ¢iirlik olusumu gézlendigi bir diger calismada
One sirilmiistir (Levine ve ark, 2005). Boylelikle, bakteriyel mikrobiyotanin
kompozisyonunun dis ¢iiriikklerine olan duyarliligi ve direncini modiile edebilecegi
diistincesi dogrulanmistir (Stenudd ve ark, 2001). Bizim g¢alismamizda da benzer
olarak ciirtiklii lekesiz (%1.56) ve lekeli (%3.24) hasta gruplari arasinda Actinomyces

sayisinin anlamli 6lgiide farkli oldugu gozlenmistir (p=0.0378) (Tablo 6.12).

Kolenbrander ve London dis plaginin erken ve ge¢ kolonizasyon safhalari
arasinda koprii gorevi géren Fusobacterium nucleatum’un lekesiz plakta daha sik

saptandign1 gostermislerdir (Kolenbrander ve London, 1993). Fusobacterium cinsi
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bakteriler Bacteroidaceaea familyasina mensup olup, sporsuz, gram negatif, anaerob
basillerdir ve bizim ¢alismamizda da benzer bi¢imde, Fusobacterium cinsi bakteriler
2. Grup (%4,8) ve 4. Grup (%7,7) bireylerine ait biyofilmler karsilastirildiginda lekesiz
clirtiklii olan 4. Grup bireylerinde daha fazla oranda bulunmustur (p=0,0096).

Bir diger calismada, siyah lekelerin olusumunda rol oynayabilecegi diisiiniilen
periodontal patojenlerden gram negatif siyah pigmentli bakterilerden olan
Aggretibacter actinomycetemcomitans tiiriiniin SL 6rneklerinde %70, lekesiz plak

orneklerinde ise %20 oraninda oldugu tespit edilmistir (Saba ve ark, 2006).

.Real-time PCR kullanilan baska bir ¢alismada, periodontopatojen bakterilerden
olan A. actinomycetemcomitans ve P. intermedia’nin siyah lekeli ve lekesiz agizlarda
bulunma prevalansi arasinda anlamli bir fark bulunmamistir. (Heinrich-Weltzien ve
ark, 2014). Bizim c¢alismamizda Aggretibacter ve Prevotella cinsi bakteriler ikili
karsilagtirmalarda ve lekeli ve lekesiz gruplarin topluca karsilastirildigi analizlerde
anlamh diizeyde farklilik gostermistir. Tiim siyah lekeli ve tiim lekesiz agizlar
karsilastirildiginda Aggretibacter cinsi bakteriler lekeli agizlarda anlamli Glgiide
yiiksek bulunmus (p=0.0163); buna ek olarak Prevotella cinsi bakterilerin sayilar1 3.
Grup (%3,2) ve 4. Grup (%12,4) bireylerinde anlamli diizeyde farkli bulunmustur.
(p=0,0071) Aym1 sekilde 1. Grup (%2,2) ve 2. Grup (%8,69) bireyleri
karsilastirildiginda, ¢iiriiklii bireylerde anlamli 6l¢lide daha yiiksek tespit edilmistir
(p=0,0006). Agresif periodontitis’in baglica patolojik etyolojisinde yer alan bu
bakterilerin siyah lekeli hastalarda anlamli oranda yiiksek bulunmasi bu hastalarda
agresif periodontitise yatkinlik olusabilecegini diisiindiirmektedir (Heinrich-Weltzien
ve ark, 2014). Bizim ¢alismamizda da klinik olarak siyah lekeli geng erigkin hastalarin
%68’inin 1. Biiylikaz1 dislerini ¢lirlikten, periodontal nedenlerden ve yaygin
endodontik enfeksiyon sonucu kaybettikleri saptanmistir. Mikrobiyolojik olarak bu
Klinik bulguyu destekler nitelikte ise tiim lekeli agizlardan alinan Orneklerde
lekesizlerle karsilastirildiginda Aggretibacter cinsi bakterilerin miktar1 anlaml
diizeyde bulunmustur (p=0.0163). Ayni zamanda Agresif periodontitisli hastalarin
clirik insidansinin diisiik olmasi (Ramachandra, 2014) bizim bulgularimizla

uyumludur.

Li ve ark. siyah lekeli ve lekesiz ¢ocuklarda oral mikrobiyotay1 degerlendirmek

amaciyla 16S rRNA gen dizileme yontemini kullanan ve bu yoniiyle ¢alismamiza
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yakinlik gosteren bir arastirma yapmuslardir (Li ve ark, 2015). Sadece ¢iirtiksiiz SL’1i
ve clirikksliz lekesiz olmak iizere iki grupla yaptiklart calismada ciiriikstiz SL’1i
cocuklarin tiikiiriiklerine ve plaklarina ait mikrobiyal c¢esitliligin lekesiz ¢ocuklara
oranla anlamli derece az oldugunu gérmislerdir. Mikrobiyolojik bulgular, SL’li
cocuklardan alinan plak 6rneklerinde Actinomyces, Cardiobacterium, Haemophilus,
Corynebacterium, Tannerella ve Treponema tiirii bakterilerin daha fazla bulundugunu
gostermislerdir (Li ve ark, 2015). Bizim g¢alismamizda ¢ikan sonuglara gore c¢iiriik
faktorii olmaksizin siyah lekelerden sorumlu olabilecek bakteriler su sekilde
siralanabilir: Actinomycetaceae, Bactinomycetaceae, Burkholderiales, Bergeriella,
Brachymonas,  Capnocytophaga, Cardiobacterium, Rothia, = Mannheimia,
Neisseriaceae, Propionibacteriaceae, Propionibacterium cinsi bakteriler olarak
siralanabilir. Calisgmamizda lekeli ve lekesiz bireylerin topluca degerlendirildiginde
anlamli diizeyde en fazla bulunan bakteriler Capnocytophaga, Cardiobacterium,
Rothia tiirleri olmustur (Tablo 6.11). Li ve ark. da bizim bulgularimizla ile uyumlu
olarak Cardiobacterium ve Corynebacterium cinsi bakterileri lekeli plakta anlamli
Olgide yiiksek (p=0.0064; p=0,0000) tespit etmistir (Li ve ark, 2015).
Capnocytophaga cinsi bakteriler saglikli agiz florasinda bulunan Gram negatif
comaklardir. Alemden cins diizeyine dogru siralandiginda taksonomisi Bacteria;
Bacteroidetes; Flavobacteria; Flavobacteriales; Flavobacteriaceae;
Capnocytophaga sekildedir. Ismini “Capnos” yani karbondioksit (CO,) kelimesinden
alan bu bakteriler % 5-10 CO2’li ortamda iiremeleri ozelligiyle kapnofiliktirler
(Pudakalkatti ve ark, 2016) Subgingival plakta bulunmakla birlikte Streptococcus
sanguis, Streptococcus mitis, Streptococcus mutans, Propionibacterium acnes’in
fibroblastlara proliferasyonunu inhibe ederler (Yal¢in Cakir ve ark, 2010). Bu
ozelligiyle karyojenik bakterilerin ¢iiriik yapici etkilerini azaltarak SL’li agizlarda

cliriik insidansinin diisiik bulunmasina katki sagladigini diisiinmekteyiz.

SL olusumu ile ilgili yapilmis bazi c¢alismalar, siyah lekeli c¢ocuklarda
Actinomyces tiirlerinin anlamli 6l¢iide daha fazla oldugunu gostermislerdir. (Heinrich-
Weltzien ve ark, 2014, Saba ve ark, 2006, Li ve ark, 2015). Calismamiz bu bulgulari
dogrular niteliktedir. 2. Grup lekeli ¢iiriiklii ve 4. Grup lekesiz ciiriiklii hastalar
karsilastirildiginda, lekeli hastalarda Actinomycetes miktar1 daha yiiksek bulunmustur
(p=0.0378). Bu nedenle, Actinomycetes tiirleri SL olusumu ile iligkili olabilir. Buna

ek olarak ¢alismamizda Actinomycetes cinsi bakterilerin 3. Grup (lekesiz ve ¢iiriiksiiz)
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hastalarda da oran olarak yiiksek bulunmasi (%3.45) Actinomycetes cinsi bakterilerin

giirlikstizliikk durumu ile iligkisi olabilecegini diisiindiirmektedir.

Slots, yaptigi mikrobiyolojik ¢alismada, bu hastalarda goriilen diisiik ¢tiriik
insidansinin, Streptoccocus sayisinin diisiik olmasina bagli oldugunu 6ne stirmiistiir.
Heinrich-Weltzien'e gore, S. mutans ve S. sobrinus'un sayimlari, ¢iiriiklii ve ¢iiriiksiiz
siyah lekeli ve lekesiz c¢ocuklarda anlamli bir farklilik gostermemis, ancak
Lactobacillus tiirleri lekesiz plak 6rneklerinde anlamli 6l¢iide daha fazla bulunmustur.
(Heinrich-Weltzien ve ark, 2014). Bizim ¢alismamiz da bu bulguyu destekler nitelikte,
lekesiz hastalarda %0,036 degeri, lekeli hastalarda %0,00188 ile lekesiz hastalardan
alinan plak orneklerinde istatistiksel olarak daha yiiksek bulunmustur (p=0.0077).
(Tablo 6.12)

Yakin tarihli bir ¢alismada, SL'li ¢ocuklarin plak orneklerinde Actinomyces,
Cardiobacterium, Haemophilus, Corynebacterium, Tannerella ve Treponema cinsi
bakterilerin varliginin daha fazla oldugu saptanmstir (Li ve ark, 2015). Buna ek olarak
Streptococcus miktarinin SL’li ve lekesiz plaklarda anlamli diizeyde farklilik
gostermedigini belirlemislerdir. Bizim ¢alismamizda da benzer bicimde Streptococcus
lekeli ve lekesiz hastalarda anlamli olarak farklilik gostermemektedir (p>0,05). Li ve
ark. ¢alismalarinin, ¢ocuklarda SL’li plagin mikroflorasinin belirlemek amaciyla
NGS’in kullanildigr ilk ¢alisma oldugu belirtmislerdir (Li ve ark, 2015). Ancak
literatiirde bilindigi kadariyla, eriskin hastalarda benzer ¢alismalar yapilmamistir

(Albelda-Bernardo ve ark, 2018).

Bu c¢alisma, yetiskin hastalarda siyah dis lekeli plagin mikrobiyolojisini
degerlendirmek i¢in yeni nesil dizilemenin uygulandig: ilk ¢alismadir. Calismamiz,
PCR veya rt-PCR kullanilan c¢alismalarla karsilastirildiginda, bakteriyel
kompozisyonun oldukca ayrintili bir degerlendirmesini yapmak ve literatiirde daha
onceden bahsedilmeyen farkli bakterilerin de siyah leke olusumundan sorumlu
olabilecegini gostermek agisindan onemlidir. Bizim c¢aligmamizda g¢ikan sonuglara
gore cliriik faktorii olmaksizin siyah lekelerden sorumlu olabilecek bakteriler su
sekilde siralanabilir: Actinomycetaceae, Bacteroidales, Granulicatella, Haemophilus,
Kingella, Pasteurellaceae, Veillonella cinsi bakteriler olarak siralanabilir. Buna ek
olarak, lekesiz ve ¢iirliksiiz hastalarda Streptococcus cinsi bakteriler siyah lekeli ve

clirlikstiz hastalardan anlamli diizeyde yiiksek tespit edilmistir (p=0,0061). Ayrica

73



ciiriiklii ve ¢iiriiksiiz olmasina bakilmaksizin siyah lekeli hastalarda Aggregatibacter,
Bactinomycetaceae, Bergeriella, Brachymonas, Burkholderiales, Capnocytophaga,
Cardiobacterium, Comamonadaceae, Corynebacteriaceae, Corynebacterium,
Eubacterium, Gp6, Leptotrichiaceae, Mannheimia, Moraxella, Neisseria ve
Neisseriaceae, Proteobacteria, Rothia, Propionibacteriaceae cinsi bakteriler anlamli
diizeyde yiiksek bulunmustur (p<0,05). Ozetle, ¢iiriiklii ve ¢iiriiksiiz tiim SL’li plakta
en yiiksek sirastyla Capnocytophaga (%4,8), Corynebacterium (%3,9), Neisseria
(%5,4) cinsi bakteriler bulunmaktadir (p<0,05). Corynebacterium cinsi bakteriler
Gram pozitif, flamentdz, fakiiltetif anaerob ¢omaklardir (Yalgin Cakir ve ark, 2010).
Kanli Agarda siyah pigmentli koloniler olusturmasiyla bilinmektedir (Shukla ve ark,
2003). Rothia cinsi bakteriler, Gram pozitif, flament6z, fakiiltatif anaerob koklardir.
Actinomycetaceae ailesinin bir tiyesidir. Bu bakterileri agiz florasinda bulunan tiirii ise
R. denticariosa’dir (Yal¢in Cakir ve ark, 2010). Cogu 6zelligiyle Actinomyces tiirii
bakterilere olduk¢a benzerlik gosterir. Bunun yaninda, in vitro ortamda
Corynebacteria cinsi bakteriler gibi komiir siyahi koloniler olusturdugu tespit
edilmistir (Daneshvar ve ark, 2004).

Calismamizin bulgularinda elde edilen gruplarin ikili karsilastirmasi, ¢iiriikk
mikrobiyomuna dair de sonuglar vermistir. Ozellikle 3. Grup (lekesiz ve ¢iiriiksiiz) ile
4. Grup (lekesiz ve ciirliklil) hastalar arasindaki karsilastirmada anlamli diizeyde
farklillk  gOsteren bakteriler Anaeroglobus, Atopobium, Bifidobacteriaceae,
Bifidobacterium,  Centipeda,  Cryptobacterium,  Filifactor,  Lactobacillus,
Leptotrichiaceae, Megasphaera, Mycoplasma, Olsenella, Phocaeicola, Prevotella,
Propionibacterium, Pseudoramibacter, Scardovia, Schwartzia, Shuttleworthia,
Treponema, Veillonellaceae cinsi bakteriler olarak siralanabilir. Buna karsin Dis
Hekimligi tarihinde dis ¢iiriigiiniin baslica etyolojisinde Streptococcus mutans’larin
rol oynadigi 6ne siiriilmiistiir (Loesche, 1986; Ge ve ark, 2008; Kanasi ve ark, 2010).
Ancak oncii molekiiler yontemler kullanan bazi diger ¢alismalar S. Mutans/ar: 6nemli
oranda saptamamis, bu bakterilerin yerine ¢iiriiklii plakta Lactobacillus, Actinomyces
veya Bifidobacterium gibi diger bakteriyel tiirlerin baskin olabilecegini belirtmislerdir
(Becker ve ark, 2002; Aas ve ark, 2008). Son zamanlardaki molekiiler ¢alismalar bu
bulgular1 destekler nitelikte olup potansiyel karyojenik bakterilerin listesini
Veillonella, Propionibacterium ve Atopobium gibi diger bakteri tiirlerine genigletmistir

(Belda-Ferre ve ark, 2012). Bizim ¢alismamizda da bu bulgular ile uyumlu sekilde
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clrikli  plak  oOrneklerinde  Atopobium,  Bifidobacterium,  Lactobacillus,
Propionibacterium, Veillonellaceae bakteriler istatistiksel olarak daha yiiksek
bulunmustur (p<0,05). Bu bakterilere ilaveten c¢alismamizda Anaeroglobus,
Bifidobacteriaceae, Centipeda, Cryptobacterium, Filifactor, Leptotrichiaceae,
Megasphaera, Mycoplasma, Olsenella, Phocaeicola, Prevotella, Pseudoramibacter,
Scardovia, Schwartzia, Shuttleworthia, Treponema cinsi bakteriler de ¢iiriiklii plak ile

iliskili bulunmustur.

NGS yontemi 6nceden tespit edilmemis tiirlerin tespit edilmesini miimkiin kilar,
ancak bu mikroorganizmalarin siyah leke olusumu ile ilgili olup olmadigi daha
ayrintili analizleri de beraberinde getirir. NGS yontemi ayn1 anda binlerce bakterinin
analizini yapmaya imkan tanimaktadir. Bu yontemde bakteri ¢esitliligini saptamak icin
kullanilan 16S rRNA genini bizim amacimiza uygun kilan c¢esitli ozellikleri
bulunmaktadir. Tiim prokaryotlarda mevcut olmasi, olduk¢a korunakli ve degisken
bolgelerinin olmasi ve bakterilerin taninirliginda en yaygin kullanilan gen olmasiyla
yontemin glivenirligini artirmaktadir. Buna ek olarak, bakteriler teshis edildikten sonra
bu bakterilerin islevlerini analiz etmek ig¢in daha ileri c¢alismalara ihtiyag

duyulmaktadir.

Yukarida adi gegen ve SL’nin mikrobiyolojisi lizerine yapilmis ¢alismalar siyah
lekeli dis plaginin 6zel ve spesifik bir mikrobiyolojik bilesime sahip oldugunu
gostermektedir. Siyah dis lekelerinin ve lekesiz dis yiizeylerinin dis biyofilmlerinin
benzer bakteriyel c¢esitliligi ile siyah dis lekelerinin karyojenik olarak bilinen
bakterilerden arinmis olmadigi gosterilmistir (Costa ve ark, 2012). Biz de
calismamizda siyah lekeli ve ayn1 zamanda g¢iiriiklii bireylerin mikrobiyomu ile lekesiz
bireylere ait plak mikrobiyomu arasinda benzerlikler saptadik. Bizim ¢alismamizda da
SL’li ve ciiriiklii agizlarda anlamli diizeyde yiiksek bulunan bakteriler Actinomyces,
Brachymonas, Burkholderiales, Capnocytophaga, Cardiobacterium, Neisseria,
Neisseriaceae, Propionibacteriaceae ve Rothia tiirleri seklinde listenebilir (p<0,05).

Sonug olarak:

e (Calismamiz hem siyah leke mikrobiyomuna hem de ¢iiriik mikrobiyomunun detayli
incelenmesine olanak vermistir.

e Tim agizdaki disler degerlendirildiginde siyah lekeli dislerin ICDAS 0, 1 ve 2
koduna sahip olma olasiliklart anlamli diizeyde yiiksektir (p<0,05). Bu durumda
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siyah lekeli dislerin ciiriiksiiz olma durumu lekesizlere kiyasla anlamli Slgiide
yiiksektir.

Ciiriik insidansinin daha yiiksek oldugu posterior disler degerlendirildiginde lekesiz
diglerde ICDAS 3, 4, 5 ve 6 kodunun anlamli dl¢iide daha fazla oldugu tespit
edilmistir (p<0,05).

Siyah lekeli bireylerde demir eksikligi ile beraber biiyiik oranda takviye demir ilac1
kullanimi1 (%90) g6zlenmistir.

Ciiriiksiiz hastalar degerlendirildiginde SL’li plakta en yiiksek Capnocytophaga
(%10,8), Cardiobacterium (%3,6), Rothia (%1,72) cinsi bakteriler tespit edilmistir
(p<0,05).

Curiik faktori géz tiniinde bulundurulmaksizin SL’li plakta en yiiksek sirasiyla
Capnocytophaga (%4,8), Corynebacterium (%3,9), Neisseria (%5,4) cinsi
bakteriler bulunmaktadir (p<0,05).

Ciriiklii hastalar degerlendirildiginde SL’li plakta en yiiksek Neisseria (%9,5),
Capnocytophaga (%9,4), Corynebacterium (%7,1), Actinomyces (%3,24), cinsi
bakteriler tespit edilmistir (p<0,05).

Calismamizda c¢iiriik mikrobiyomu da ayrintili olarak incelenmistir ve lekesiz
agizlarda ¢iiriiklerden baglica sorumlu olabilecek bakteriler Anaeroglobus,
Atopobium, Bifidobacteriaceae, Bifidobacterium, Centipeda, Cryptobacterium,
Filifactor, Lactobacillus, Leptotrichiaceae, Megasphaera, Mycoplasma, Olsenella,
Phocaeicola, Prevotella, Propionibacterium, Pseudoramibacter, Scardovia,
Schwartzia, Shuttleworthia, Treponema, Veillonellaceae olarak bulunmustur.
SL’nin mikrobiyolojisini bulmaya yonelik yapilmis Onceki c¢aligmalarda
belirtildiginin aksine, ¢alismamizda farkl bakterilerin bulunmasi1 Actinomyces'in
siyah leke olusumunda yer alan tek mikroorganizma olmadigin1 géstermektedir.
Calismamizin hipotezini destekler nitelikte SL’nin ¢iiriikli ve ¢iiriiksiiz agizlarda
farkli kompleks mikrobiyom yapist vardir ve SL’li bireylerde daha az g¢iiriikk
bulundugu saptanmustir.

NGS yonteminin kullanildigi ¢alismamiz tiim agiz mikrofloranin kisa siire
icerisinde dogrulugunun kuvvetli olarak teshis edilebilmesine olanak saglamistir.
Bu alanda, arastirmamizin hem eriskin hastalarda uygulanmasi hem de lekeleri olan
ve olmayan ciiriiklii ve ciiriikksliz hastalar1 incelemis olmasi literatiire Oncii

olabilecek ¢alismalardandir.
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siyah lekelerin ¢liriik engelleyici etkisinin Ozellikle hangi bakterilerden

kaynaklandigini bulmak ve bu mekanizmanin nasil oldugunu aydinlatmaktir.

Marmara Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Restoratif Dis Tedavisi Anabilim
Dallari’nin ortak katilimi ile gergeklestirilecek bu ¢alismaya katiliminiz aragtirmanin

basarisi i¢in 6nemlidir.

Eger arastirmaya katilmay1 kabul ederseniz Ars. Gor. Dt. Zeynep Ceren Pehlivan
tarafindan muayene edileceksiniz. Muayene oncelikle agiz i¢ini ¢iplak gozle ayna-
sond kullanilarak, agizi¢i fotograflarlar ve rontgen kayitlarinin tutulmasiyla
gerceklestirilecektir. Muayene sonucunda doktorunuz uygun goriirse bu caligmaya
alinacaksiniz. Yine izniniz dogrultusunda bu ¢aligsmay1 yapabilmek i¢in lekeli/lekesiz
dislerinizden bir el aleti yardimiyla plak 6rnegi alinacaktir. Plak 6rnegi alma iglemi
sabah 08:30-11:30 saatleri arasinda siz kahvaltimzi yaptiktan ve dislerinizi
fircaladiktan sonra yapilacaktir. Ornek alimindan hemen énce bir bardak berrak su ie
agzimiz1 ¢alkalamaniz gerekmektedir. Alinan 6rnek kiigiik bir tiipte bulunan tampon
cozeltiye konulacaktir. Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirmalar1 Enstitiistinde ileri bir
yontem olan Yeni Nesil Dizileme ile icerigindeki bakteriler ve diger

mikroorganizmalar saptanacaktir.
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Plak alinmas: sirasinda olusabilecek riskler: Plak alma islerimini “kiiret” adini
verdigimiz dis taglarinin kaldirilmasina yarayan keskin bir el aleti ile yapmaktayiz. Dis
ile temas1 sirasinda disetinde hafif hassasiyet duyabilirsiniz. Bu noktada ani bas
hareketlerinden kaginmalisiniz. Plak 6rnegi alma islemi 3-5 dKk. stirecektir. Numuneler

alindiktan sonra bolge lastik frezlerle cilalanacaktir.

Bu ¢alismaya toplamda sizin gibi 52 birey dahil edilecektir. Arastirma, Marmara
Dis Hekimligi Fakiiltesinde Ars. Gor. Dt. Zeynep Ceren Pehlivan ve Danigsman
Ogretim Uyesi Prof. Dr. Funda Yanikoglu ve Istanbul Universitesi Aziz Sancar
Deneysel Tip Arastirma Enstitiisi Tiim Genom Laboratuvart c¢alisanlart (4 kisilik

akademik ekip) tarafindan yapilacaktir.

Bu c¢aligmaya katilmaniz i¢in sizden herhangi bir iicret istenmeyecektir.

Calismaya katildiginiz i¢in size ek bir 6deme de yapilmayacaktir.

Sizinle ilgili tibbi bilgiler gizli tutulacak, ancak ¢alismanin kalitesini denetleyen

gorevliler,etik kurullar ya da resmi makamlarca geregi halinde incelenebilecektir.

Bu calismaya katilmay1 reddedebilirsiniz. Bu arastirmaya katilmak tamamen
istege baglidir ve reddettiginiz takdirde size uygulanan tedavide herhangi bir
degisiklik olmayacaktir. Yine ¢alismanin herhangi bir asamasinda onayinizi ¢ekmek

hakkina da sahipsiniz.
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(Katilimcinin/Hastanin Beyani)

Saym Dt. Zeynep Ceren Pehlivan tarafindan Marmara Universitesi Dis Hekimligi
Fakiiltesi Restoratif Dis Tedavisi Ana Bilim Dali biinyesinde tibbi bir arastirma
yapilacagi belirtilerek bu aragtirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu

bilgilerden sonra bdyle bir arastirmaya “katilime1” olarak davet edildim.

Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait bilgilerin
gizliligine bu arastirma sirasinda da bliyiikk 6zen ve saygi ile yaklasilacagina
inaniyorum. Arastirma sonuglarinin egitim ve bilimsel amagclarla kullanim1 sirasinda

kisisel bilgilerimin ihtimamla korunacagi konusunda bana yeterli giiven verildi.

Projenin vyiirlitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan
cekilebilirim. Ancak arastirmacilari zor durumda birakmamak icin arastirmadan
cekilecegimi Onceden bildirmemim uygun olacagmin bilincindeyim. Ayrica tibbi
durumuma herhangi bir zarar verilmemesi amaciyla arastirmaci tarafindan
arastirmadan ¢ikartilabilecegimi de biliyorum. Arastirma icin yapilacak harcamalarla
ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina girmiyorum. Bana da bir ddeme
yapilmayacaktir. Ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan
kaynaklanan nedenlerle meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya
c¢ikmasi halinde, her tiirlii tibbi miidahalenin saglanacagi konusunda gerekli giivence
verildi. Bu tibbi miidahalelerle ilgili olarak da parasal bir yiik altina girmeyecegimi

biliyorum.

Aragtirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastigimda; herhangi bir saatte, Dt.
Zeynep Ceren Pehlivan’a 05432441638 numarali telefondan ulasabilecegimi

biliyorum.

Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya katilmam
konusunda zorlayici bir davranigla karsilasmis degilim. Eger katilmay1 reddedersem,
bu durumun tibbi bakimimma ve hekim ile olan iliskime herhangi bir zarar

getirmeyecegini de biliyorum.

Bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Kendi bagima
belli bir diisiinme siiresi sonunda ad1 gegen bu arastirma projesinde “katilimer” olarak

yer alma kararimi aldim. Bu konuda yapilan daveti biiylik bir memnuniyet ve

93



goniilliiliik icerisinde kabul ediyorum.imzalamis bulundugum bu form kagidinin bir

kopyasi bana verilecektir.

Yukarida goniilliiye arastirmadan dnce verilmesi gereken bilgileri gosteren metni
okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve sozlii agiklamalar yapildi. Bu kosullarla s6z
konusu klinik aragtirmaya kendi rizamla hi¢bir baski ve zorlama olmaksizin

katilmay1 kabul ediyorum.

Géniilliiniin Adi-soyadi, Imzas1, Adresi (varsa telefon no., faks no,...)

Velayet veya vesayet altinda bulunanlar i¢in veli veya vasinin adi-soyadi, imzasi,

adresi (varsa telefon no., faks no,...)

Aciklamalar1 yapan arastirmacinin adi-soyadi, imzast

Ars. Gor. Dt. Zeynep Ceren Pehlivan

Riza alma islemine basindan sonuna kadar taniklik eden kurulus gorevlisinin adi-

soyadi, imzas1,gérevi
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Ek 3. Hasta degerlendirme Formu

HASTA DESERLENDIRME KART]
Proboiod no
HASTA EILGILER: DESERLENDIREN HEKIM:
Ad, Soyad Bdi, Soyad
g, Cinsiyet
Tel {Cep] Tarih:
Adres
e-posta
Evet Har
[renmT ekzikliz] dumumm | varza WELNE AL BILEISEL ta: kulanars)
Penodomial Saghgs, Genel Az Hijyerd
Sizara knallansm:
Caha doce dis tas femmizlisi vapild om?
Yapaldnyza tekmar lekaler ne kadar simeds abagna™
Uzg frgalama skhg / gekls ©
KMETAR HIG RADIR AT L KD HAITADA L KI2 HEIT R HERG U
e
sakaiat | Raraciger Ualak vz 1 porsigon
Mavdmnoz 1 demet
Lspamak 1 porsigon
Hekmer 4 yemek kEsip
Baklaplar & yemek kEsip
F.abak rekmdest 1 mvug
Midye dyedaha fazls
| Eifter [ kol 100 g
Cay 2 bardak
Eahve 2 fincan
Eomnuvemis (Eap badem fiznk) 1 mvug
4517 bl DESERLENDIRME |ICDAs)
18 17 15 14 13 12 11 P | n B 4 I 16 T B
L 27 23 44 23 4 1] 3 i 34 15 36 3 13
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10. OZGECMIS

Ad1 Zeynep Ceren Soyadi CELIK
Dogum Yeri Melikgazi Dogum Tarihi 10.10.1992
Uyrugu T.C. Tel 05432441638
E-mail zcerenpehlivan@gmail.com
Egitim Diizeyi
Mezun Oldugu Kurumun Adi Mezuniyet Yili
Doktora/Uzmanhk Marmara Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi 2019
Yiiksek Lisans Marmara Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi 2015
Lisans Marmara Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi 2015
Lise TEV Inang Tiirkes Ozel Lisesi 2010
Is Deneyimi
Gorevi Kurum Siire (Y1l - Yil)
Arastirma Gorevlisi Dt. Marmara Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi 2016-2019
Yabanci Dilleri Okudugunu Anlama* Konusma* Yazma*
Ingilizce (TOEFL) Tleri (22/30) ileri (25/30) Tleri (26/30)
Rusga (TORFL) fleri (88) fleri (92) Tleri (80)
Yabanci Dil Sinav Notu #
YDS | UDS IELTS | TOEFL IBT | TOEFL PBT | TOEFL CBT FCE CAE CPE
87,5 89
Sayisal Esit Agirhk Sozel
ALES Puam 80

(Diger) Puam

Bilgisayar Bilgisi

Program

Kullanma becerisi

MS Office

Cok iyi

*Cok iy, iyi, orta, zay1f olarak degerlendiriniz.
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ZEYNEP CEREN CELIK

RESEARCH ASSISTANT

Marmara Universitesi Dis Hekimligi Fakultesi Basibuyuk Yolu 9/3
34854 Maltepe- ISTANBUL | zcerenpehlivan@gmail.com | -

+90 543 244 16 38

PERSONAL INFORMATION AND OBJECTIVE

Works and receives post-graduate education in Department of Restorative
Dentistry as a Research Assistant in biggest and most equipped dental faculty in
Turkey (Marmara University). Intrests include restorative dentistry, dental public
health, preventive dentistry, cariology and oral microbiology. Enjoys to educate

patients about personal dental care.

EDUCATION

2006- 2010 : High School Education
TEV Inanc Turkes High School for Gifted Students

(independent private co-educational boarding school for the
gifted and talented), Gebze-KOCAELI/TURKEY

2010- 2015 : Bachelor of Science Degree&Master of Science Degree

Marmara University Faculty of Dentistry (M. Sc), /STANBUL
ITURKEY

2016- ... : Specialization in Dental Medicine (Research Assistant)

Marmara University Faculty of Dentistry, Department of
Restorative Dentisty, ISTANBUL/TURKEY

ACADEMIC

2012 : Member of a project “Fircalar Cantada Disler Yolunda” Attended to
Karaman program of this project by making dental application in

Karaman Villages (8 days)

2013 :Applicator of Dental Flour Varnish in Clever Kids Prepschool,
Atasehir/Istanbul-TURKEY

2013-2015  : Head of Health Commission in Istanbul Youth Assembly
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2013-2015

2013

2013

2014

2015

2016

2017

2017

2017

2017

: Organizator of “Application of floride varnish and raising awareness

in Urban Areas-Kayseri”

: Founder of a “Preventive Oral Health Movement for Children with
Special HealthCare Needs”, financially supported by Istanbul
Municipality

: Winner of Turkey (First Place) of ADA/Dentsply Student Clinicians
Research Program — Poster Presentation (Presenting Author) in 2013
ADA Annual Dental Meeting, New Orleans /Louisiana-USA

: Selected as a “Social Entrepreneurship” by presenting “Healthy Teeth,
Healthy Smiles” project, Bilgi University /Istanbul-TURKEY

: Took 301st place in Turkey Specialization in Dental Medicine (DUS

Exam)

. Poster Presentation (Presenting Author) in Congress of Restorative
Dentistry 2016, Title: “Multidisciplinary approach to Blumia
Nevrosa Patient in order to obtain esthetics and function” , Istanbul-

TURKEY

. Discussion Poster Presentation (Presenting Author) in 22nd BaSS
Congress 2017, , Title: “Multidisciplinary Treatment Procedures
For A Patient With Anterior Diastema: A Case Report” .
Thessalonniki-Macedonia May-2017

- Discussion Poster Presentation (Presenting Author) in ORCA 2017.
Title: Caries Experience Of Black Stamed Teeth Using Icdas
System”. Oslo-Norway July-2017

Poster Presentation (Presenting Author) in 21th International
Restorative Dentistry Congress. Title: Minimally Invasive Approach
to Patient with Alzheimer’s Disease with Severe Tooth Wear: A
Case Report. Eskisehir-Turkey December-2017

. Poster Presentation in 21th International Restorative Dentistry
Congress. Title: Functional and biocompatible treatment of
endodontically treated teeth broken below the gingival level: A
Case Report. Eskisehir-Turkey December-2017
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2018

2018

2018

2018

2018

2017- ...

. Poster Presentation in 1. International Preventive Dentisry Congress.
Title: Effect of demineralization time on hardness and depth of an
enamel caries lesion: in vitro study. Erzurum-Turkey March/2018

. Discussion Poster Presentation (Presenting Author) in The 65th
Congress of the European Organisation for Caries Research (ORCA).
Title: Short-Term Effects of Preventive Applications on Salivary
Parameters in Mentally and Psychosocially Handicapped Children.
Copenhagen-Denmark 4-7 July 2018.

: Discussion Poster Presentation in The 65th Congress of the European
Organisation for Caries Research (ORCA). Title: Residual Volumes
After Cavity Preparation of Teeth Classified According to ICDAS
I1. Copenhagen-Denmark 4-7 July 2018.

: Oral Presentation in The 24th International Congress of the Turkish
Dental Association Title: Caries Awareness of X Generation and
Y=Why? Generation Individuals. Ankara 27-30 September, Turkey

: Discussion Poster Presentation in The 24th International Congress of
the Turkish Dental Association Title: Evaluation of Iron Deficiency
and Periodontal Status of Patients with Black Stains. Ankara 27-30
September, Turkey

: English-to-Turkish Translator in Academic Board of Dental Journal
of QUINTESSENCE Turkey

PUBLICATIONS

2017

2017

2018

:Pehlivan ZC, Yanikoglu F, Tagtekin D, Hayran O (2017) Caries
Experience of Black Stained Teeth Using ICDAS II. Ann Clin Lab Res
5(4) 211, 1-4 .(ISSN 2386-5180)

: Z.C. Pehlivan, F. Yanikoglu, D. Tagtekin, O. Hayran (2017) Caries
Status of Black Stained Teeth Using ICDAS System. Caries Res.51:48
(DOI: 10.1159/000471777)

: Yanikoglu F, Korkut B, Celik ZC, Cetinbay C, Erkan K, Kocaman A,
Tagtekin D (2018) Volumetric Tissue Loss of Carious Teeth Scored
with ICDAS 1. Int J Sci Res 7(4): 486-489 (ISSN 2277 — 8179)
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2018 . Z.C. Pehlivan-Celik, B. Tarcin, S. Peker, O. Hayran, B. Alev-
Tuzuner, A. Yarat (2018) Short-Term Effects of Preventive
Applications on Salivary Parameters in Mentally and Psychosocially
Handicapped Children. Caries Res 52: 518 (DOI: 10.1159/000488302)

2018 : F. Yanikoglu, C. Cetinbay, K. Erkan, B. Korkut, Z.C. Pehlivan-Celik,
A. Kocaman, D. Tagtekin (2018) Residual Volumes After Cavity
Preparation of Teeth Classified According to ICDAS II. Caries Res 52:
539 (DOI: 10.1159/000488302)

2018 : Avci H, Yanikoglu F, Celik ZC*, Tagtekin D (2018). Non-invasive
and reliable way for diagnosis of flat surface caries with different
depths: Ultrasonic Systems (USG) (in press)

LANGUAGE SKILLS

Turkish : Mother Tongue
English : Advanced (YDS: 87,5; TOEFL:89)
Russian :Advanced* (Russian International Language Examination

(TORFL) exam B1, Moscow University Pushkin Language
Center reading:88; speaking 92)
*Russian Translator of book titled: “Nadejda Konstantinovna by Vera Dridzo” — Belge
Publishhome Russian translation ISBN: 9789753443913 (2008,January)

PROFESSIONAL MEMBERSHIPS

Turkish Academy of Esthetic Dentistry (EDAD)

European Organisation for Caries Research (ORCA-1D:822)
Association Restorative Dentistry (RDD)

Turkish Educational Foundation (TEV)

Journal of Turkish Clinics (Tirkiye Klinikleri)

CERTIFICATIONS & AWARDS

e Youngest Russian Translator Award in Turkey after publishing “Nadejda
Konstantinovna by Vera Dridzo” — Belge Publishhome Russian translation
(2008,January)

e Certificate of Achivement “Winner of 3rd Place of Turkey in Scientific
Research Project Competition by TUBITAK- Chemistry Brach-",
ISTANBUL (2009, April)
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o Certificate of Recognition for the contributions, participation and Poster
Presentation named “It’s time for a New Model for a Megacity: Preventive
Oral Health Movement for Children with Special HealthCare Needs” 2013
ADA Annual Meeting, New Orleans/LOUSIANA —USA (2013,November)

e Certificate for presenting “How to maintain Oral Health”, Elit Cambridge
Schools/ISTANBUL (2015, September)

e Certificate of Participation for Dental Seminar named “2. Esthetics on
Climax, Winter Semposium”, KAYSERI(2016,March)

e Certificate of Participation “Diode Laser Applicaions in Dentistry” by
Ass.Prof. Dr. Sirin Guner , Guney Academy/ISTANBUL (2016, June)

o Certificate of Participation “Micro Mega R-Endo Retreatment” by Dr. Meric
Karapinar Kazandag , Guney Academy(IDEX Fair)/ISTANBUL (2016,
April)

e Certificate of Participation for “20th International Congress of Esthetic
Dentistry” EDAD (Turkish Academy of Esthetic Dentistry), ISTANBUL
(2016, October)

e Certificate of Participation and Poster Presentation in “20th International
Scientific Congress of Association of Restorative Dentistry”, ISTANBUL
(2016, October)

o Certificate of Participation and Poster Presentation in “22th International
Balkan Stomalogical Society (BaSS) Congress”, Thessalonniki-Greece
(2017, May)

o Certificate of Participation and Poster Presentation in “64th International
Scientific Congress of ORCA”, Oslo-Norway (2017, July)

e Certificate of Participation and Poster Presentation in “21th International
Scientific Congress of Association of Restorative Dentistry”, Eskisehir-
Turkey (2017, December)l
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Marmara University, Faculty of Dentistry. Department of Restorative Dentistry
Marmara Universitesi Dis Hekimligi Fakultesi, Basibuyuk Yolu 9/3 34854 Maltepe-
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