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1.GIRiS

Dig c¢iirligli, ¢ocuklarda, oral kavitede siklikla goriilen enfeksiyonel bir
hastaliktir. Endiistriyellesmis toplumlarda, flor kullanimi yaygin olmasina ragmen
gectigimiz 10 yillik siirecte cliriik prevalansi artmaya devam etmistir (Marthaler,
2004, Stecksen-Blicks et al., 2004). Flor ve diger koruyucu islemler dis ¢iirliklerini
azaltmaya yardim etmesine ragmen, enfeksiyonu kontrol etme yetenegi sinirlidir

(Kargiil et al., 2003, Caglar et al., 2005a).

Oral kavite, zengin ve farkl tiirlerin bir arada bir denge i¢cinde bulundugu
karmagik bir ekosistem olarak tanimlanabilir. Oral kavitedeki bu denge, genis pH
araligi, mikrobiyal tiirlerin degisik yiizeylere karsi gosterdigi tutunma egilimi,
mikrobiyal toplulugun kompozisyonundaki degiskenlik, tikiirik ve dis eti olugu
stvisinin lokalizasyonu ile korunur. Ancak, oral mikroflora, hassas ve degisken bir
yapiya sahiptir. Kisisel ve ¢evresel etkenler, sistemik hastaliklar, diyet ve/veya
kullanilan ilaglar bu hassas dengeyi bozabilir (Samaranayake, 2006). Agiz
ekolojisindeki bu denge bozuldugunda, potansiyel patojenler rekabet istiinliigi
kazanir ve dis ¢liriigii olusturabilir. Dis ¢iirigli gibi enfeksiyonel agiz hastaliklarini
Oonlemede risk faktorlerinin belirlenmesi ve hastaliklardan korunmada yeni

yontemlerin gelistirilmesi i¢in arastirmalar devam etmektedir.

Streptococcus mutans (S.mutans) ve laktik asit lireten bazi laktobasillerin
karbonhidratlar1 fermente ederek diisiik pH olusturduklar1 ve sonucunda dis ¢liriigline
sebep olduklar1 gosterilmistir (Loesche, 1986). Buna karsin, bazi laktik asit
bakterilerinin gastrointestinal ve oral enfeksiyonlarin kontroliinde kullanildig:
bildirilmistir (Teughels et al., 2008). Bu bakterilerin antimikrobiyal aktivite
gostermelerinin nedeni, diisilk pH, organik asit, bakteriyosin, karbondioksit (CO5),
hidrojen peroksit (H,0O,), etanol, diasetil ve diislik redoks potansiyeli olusturmalar1
gibi Ozellikler tasimalaridir (Sookkhee et al., 2001, Sullivan and Nord, 2002).
Antimikrobiyal aktivite gdsteren bu bakterilerin, konak sagligi icin faydali olan,

probiyotik 6zellik gosterdigi kabul edilmektedir.



Cirik ve periodontal hastaliklar gibi bakteriyel patojenlerle iligkili
enfeksiyonel hastaliklarin tedavisinde yararli mikroorganizmalarin kullanilmasi
onerilmektedir (Zahradnik et al., 2009). Bakteriyoterapi, patojen mikro organizmalar1
zararsiz bakterilerle yer degistirerek enfeksiyonla miicadele etme yontemidir (Tagg
and Dierksen, 2003). Probiyotikler ve prebiyotiklerin endemik ve akut hastaliklara

kars1 koruyucu oldugu ileri siirtilmiistiir.

Insan saglhig1 icin faydali olan probiyotik bakteriler uzun yillardan beri, bazi
yiyecek ve igeceklerin igerisine ilave edilmektedir (Parvez et al., 2006). Siit,
fermente siit iirlinleri ve yogurt probiyotik ilavesi i¢in en uygun kaynaklardir
(Bonifait et al., 2009). Probiyotik kiiltiirler iceren siit ve siit lirlinlerinin dig sagligini
olumlu yonde etkiledigi c¢esitli calismalarda gosterilmistir (Caglar et al., 2005c,
Hatakka et al., 2007, Caglar et al., 2008b, Haukioja et al., 2008, Lodi et al., 2010).
Ozellikle erken ¢ocukluk doneminde probiyotik icerikli gidalarin tiiketilmesi,
cocuklarin ilerleyen yaslarda agiz ve dis sagligini olumlu yonde etkilemektedir (Yli-
Knuuttila et al., 2006). Ancak dis hastaliklarinin tedavisinde probiyotik kiiltiirlerin
kullanilabilirligi ile ilgili ¢ok az sayida arastirma vardir (Bengmark, 2001, Caglar et
al., 2005a).

Son yillarda, gelismis iilkelerde enfeksiyonla miicadelede probiyotik
kiiltiirlerin  kullanimi, artarak onem kazanan bir konu haline gelmistir. Ancak
tilkemizde, probiyotik kiiltiir igeren hazir preparatlarin yeni ve sinirh iiretimi,
probiyotik preparatlarin yurt disindan temininin yiiksek maliyetli olmasi, dis
hekimlerinin probiyotik kiiltlirlerin agiz sagligina etkileri konusunda yeterli bilgiye
sahip olmamasi, probiyotiklerle ilgili arastirmalarin multidisipliner ¢alisma
gerektirmesi ve cocuklarla yapilacak olan in vivo caligmalarda ebeveynlerin 6n
yargist ile karsilasilmasi gibi nedenlerden dolay1 konuyla ilgili ¢aligmalar heniiz
baslangi¢c asamasindadir ve calismalar giicliikle, biiyiilk bir o6zveri gostererek

yuritiilmektedir.

Bu calismada, insan sagligi iizerine olumlu etkileri oldugu bilinen, dogal
floradan izole edilmis ve probiyotik 6zellik gosteren en uygun laktik asit bakterisinin

in vitro yontemle belirlenmesi, belirlenen probiyotik 6zellikli bakterinin agiz



probiyotigi olarak kullanilmasi ve agiz sagligina olan etkilerinin in vivo yontemle

arastirilmasi amaglanmustir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Oral Kavitenin Mikrobiyal Yapisi
2.1.1. Kalic1 oral mikrofloranin olusumu

Oral kavite, mikroorganizmalarin yerlesmesi ve yagsamasi i¢in uygun sicaklik,
nem, ¢esitli besin kaynaklar1 ve farkli oksijen seviyesi gosteren alanlara sahip olmasi
nedeniyle, basta bakteriler olmak iizere mantar, protozoa ve viriisleri de i¢ine alan
cok sayida ve farkl tiirlerde mikroorganizmayi barindirmaktadir (Marsh and Martin,

1999)

Dogumda oral kavite sterildir, beslenme ve dislerin ¢ikmasi ile
mikroorganizmalar oral kaviteye yerlesmeye baslar (Fejerskov and Kidd, 2003). Su,
gidalar ve diger besin maddelerinden de gecis s6z konusu olmasina ragmen,
mikroorganizmalarin esas tasinma araci tikiriktir. Molekiiler tanimlama
caligmalari, ozellikle oral streptokoklarin ve gram negatif tiirlerin ¢ocuga anneden
gectigini gdstermektedir. Oral mikrofloradaki g¢esitlilik yasamun ilk yilinda artar. Oral
kaviteye ilk yerlesen tiirler, Streptococcus salivarius (S.salivarius), Streptococcus
mitis (S.mitis) ve Streptococcus oralis (S.oralis)’tir. Zaman ilerledikce, Prevotella
melaninogenica (P.melaninogenica), Fusobacterium nucleatum (F.nucleatum) ve
Veillonella tiirleri gibi gram-negatif anaeroblar yerlesir. Disler, daimi floranin
tutunabilecegi bir yiizey yapisina sahip oldugu i¢in, mikrobiyal kolonizasyon ig¢in
yeni bir yasam alani olusturur. Bu durum, 6zellikle dental plak gibi hareketsiz
bolgelerde biiyiik bir bakteri kiitlesinin akiimiilasyonu ile sonuglanir. Siit dislerinin
stirmesiyle birlikte, S.mutans ve Streptococcus sanguis (S.sanguis) ag1z i¢ine yerlesir
ve bir biyofilm tabakasi seklinde olusan dental plak, yerlesmesi zor bakteri tiirleri
icin ortam1 uygun hale getirir. Buna ilaveten, kole bolgesindeki dis eti olugu sivisi
(DOS), zorunlu anaeroblar i¢in besin kaynagi olusturur. Bazi bakterilerin yerlesmesi
belirli yaslarda meydana gelmektedir. Ozellikle, S.mutans’m yogun bir sekilde
kolonize oldugu 19-31 aylar arasindaki donem “infeksiyon penceresi” olarak

tanimlanmaktadir (Caufield et al., 1993). Bu donemde Onleyici stratejilerin



gelistirilmesi, potansiyel karyojenik bakterilerin yerlesmesini onleyerek baslangic

cliriiklerinin olusmasini engeller.

Stabil bir mikrobiyal topluluk olusana kadar, oral mikrofloradaki cesitlilik
artmaya devam eder. Diyet, hormonal diizey ve oral hijyendeki degiskenlere bagh
olarak meydana gelen kiiclik cevresel degisikliklere ragmen mikrobiyal topluluk
stabil kalmaya devam eder. Bu stabilite “mikrobiyal homeostasis” olarak adlandirilir.
Bu durum, pasif bir cevap degildir, konagin kalic1 mikrofloras1 ve lokal cevresel
durum arasindaki dinamik dengeyi yansitmaktadir (Fejerskov and Kidd, 2003).
Habitattaki biiyiik degisiklikler, kalici floray1 olusturan tiirler arasindaki dengeyi

bozabilir.

Mikrobiotadaki degisiklikler, dogrudan veya dolayli olarak yasin etkisiyle
degisiklik gosterir. Daimi dislerin stirmesiyle, spiroketler, fusiform basiller, vibriolar
ve leptotrichia tiirlerinde artis goriliir. Hiicresel bagisiklik sisteminin zayiflamasiyla
oral kavitedeki non-oral bakteriler (stafilacoccus, enterococcus) artar. Yasin
ilerlemesiyle birlikte, mayalar oral kaviteye kolonize olmaya baslar. Ilerleyen yasla
birlikte dis kayiplart goriildiiglinde ise, S.sanguis ve S.mutans yerini anaerobik

bakterilere birakir (Nolte, 1982, Samaranayake, 2006).

Oral kavite biyolojik ve fiziksel olarak farkli 6zelliklere sahip oldugu igin
bolgeye ¢ok sayida tiir kolonize olabilmektedir. Oral kavite igerisinde 1000°den fazla
tir tanimlanmistir. Oral kavite, mikrobiyal kolonizasyon icin homojen bir ¢evre
degildir (Marsh and Martin, 1999). Mukozal yiizeyler (damak, yanak, dil), ¢esitli dis

ylizeyleri (diiz, aproksimal, fissiir) ve dis eti gibi farkli mikrohabitatlar vardir.

2.1.2. Oral mikrofloranin gelisimini ve metabolizmasin etkileyen ekolojik

faktorler

Oral kavite, mikrobiyal gelisim i¢in olduk¢a uygun bir ortamdir. Oral kavite
genellikle aerobik olmasina ragmen, anaerobik ve fakiiltatif anaerobik bakteriler de
kavitedeki biyofilmin derin kisimlarina (dil, dis) yerlesebilir ve bolgeyi bakteri

yerlesimi i¢in uygun hale getirirler. Organizmalar genellikle, tiikiiriikle



yikanmayacak ve yutulmayacak yerlere yerlesirler. Bu nedenle, 6zellikle hastalik

yapan organizmalar, oral kavitenin stabil ve korunakli alanlarinda bulunur.

Tikiirik, oral mikrofloranin gelismesi ve metabolik aktivitesinin
diizenlenmesinde rol oynar. Tiikiiriik, organizmalarin gelisimi i¢in uygun pH (pH
6,75-7,25) ve sicakligin (35-36°C) siirdiiriilmesine yardim eder, igerdigi glikoprotein
ve proteinler, peptid ve amino asit kaynagi olarak gorev yapar ve mikrobiyal gelisim
icin yeterli miktarda karbonhidrat igerir. Ayrica, tlikiirik dogal ve 6zel bagisiklik

faktorlerinin kaynagidir.

Bakteriler, oral kaviteye yerlestikten sonra, karbonhidrattan zengin diyet, oral
bakterilerin gelisim hizin1 arttirir. Dental plak olusumundan 4 giin sonra, siikroz
tilkketen grupta bakteri sayisi, yayilimi ve agirligi, tilkketmeyen gruba gore daha fazla
bulunmustur (Fejerskov and Kidd, 2003). Diisik pH, dental plaktaki bakteri
gelisiminin biliyiik bir kismini inhibe ettigi i¢in, siikrozdan zengin diyet mikroflora
kompozisyonunu degistirebilir, bu nedenle daha asidiiirik oral floranin bir parcasi
haline gelirler. Buna ilaveten, siikroz, glukoziltransferaz (GTF) ve fruktoziltransferaz
(FTF) gibi bakteriyel enzimlerle glukan ve fruktana ¢evrilir. Glukan, plak
tutunumunu arttirir ve plak matriksi olusumuna katkida bulunur. Fruktan ise,
ekstraseliiler besin maddesi olarak gorev goriir. Asirt miktarda alinan karbonhidrat,
bazi tiirler tarafindan intraseliiler glikojen deposu olarak depolanir ve bu depolar
fermente edilebilen kaynak olmadiginda aside metabolize edilir. Tiim bu faktorlerin

varhiginda, diger faktorler esit oldugunda bile ciiriik gelisimi artar.

2.1.3. Dis plag1 mikroorganizmalari ve biyofilm olusumu

Dis plagi, dis ylizeyine sikica yapisan ve suyla calkalama ile
uzaklastirilamayan yumusak materyal olarak tamimlanir. Imm?’lik dis yiizeyinde
bulunan dis plaginda 200 gesitten fazla mikroorganizma bulunmaktadir (Axelsson,
2000). Dis plagt olusumunda bakteri kolonizasyonu, dis yiizeyindeki pelikil ile
bakterilerin yiizey molekiilleri arasindaki etkilesime baglidir. Pelikil, dis yiizeyinin
kapli oldugu ekstraseliiler protein benzeri bir yapidir. Tikiiriik glikoproteinleri,

fosfoproteinleri, lipit, daha az miktarda dis eti olugu sivist ve 6lmiis bakteri hiicresi



kalintilar1 pelikil yapisinda yer alir. Pelikil olusumdan sonra, dis sert yiizeyine ilk
kolonize olan bakteriler, S.oralis, S.mitis, Streptococcus gordonii (S.gordonii) ve
S.sanguis’tir. Bu bakterilerin dis ylizeyine kolonize olmalarindaki etkili faktor,
bakteri yiizeyindeki adezinler ile pelikildaki reseptorler arasinda olugsan van der
Waal’s kuvvetleridir (Axelsson, 2000). Ornegin, S.sanguis ve S.oralis, tiikriigiin
yapisinda bulunan sialik asit zincirleri vasitasiyla dis ylizeyine tutunurlar. Benzer
sekilde, Actinomyces naeslundii (A.naeslundii) de prolinden zengin protein ve
staterin vasitasiyla dis ylizeyine tutunur. Ayrica dis ylizeyinin hidrofobisitesinin
yiiksek olmasi da baglanma giiclinii attirmaktadir. Daha sonra, ikincil kolonizasyon
baslar, buradaki tutunum makanizmasinda ise, ilk kolonize olan tiirler ile yeni
kolonize olmaya baglayan tiirler arasinda olusan koagregasyon ve koadezyon rol
oynar. Ikincil olarak kolonize olan tiitler; Capnocytophaga, Haemophilus,
Eikenaella, Prevotella, Propionibacterium ve Veillonella tirleridir. Dis yiizeyindeki
bakteri kalinlig1 arttikca baslangicta aerobik olan mikroorganizmalar, yerini fakiiltatif
anaerobik ve zorunlu anaerobik mikroorganizmalara birakir. Boylece meydana gelen
olgun plak, yiiksek hizli dinamik bir siire¢ ile yapisini korur. Laktobasiller anaerobik
olmasina ragmen plagin yapisinda genellikle bulunmazken, Actinomyces tiirleri
ozellikle A.naeslundii ve Veillonella tirleri siklikla bulunur. Olgun plakta ise
Treponema denticola gibi spiroketler ve cesitli anaerobik gram negatif rodlar
bulunur. F.nucleatum’un ise, ilk ve ikinci kolonizasyon arasinda bir koprii gorevi
gordiigii bildirilmistir (Kolenbrander et al., 2002). Ozet olarak, olgun dis plagi 5
asamada meydana gelir: Ik asama, dis yiizeyinde pelikil olusumu; ikinci asama,
oncii bakterilerin dis yiizeyine tutunmasi (4 saat); iiclincli agsama, tutunan bakterilerin
farklt mikro koloniler olusturmasi (4-24 saat); dordiincii asama, mikrobiyal artis ve
ko-agregasyon ile mikro kolonilerin gelismesi (1-14 giin) ve son agamada ise, olgun

biyofilmin olusumudur (2 hafta ve tstii) (Fejerskov and Kidd, 2003).



2.1.4. Dis ciiriigii mikroorganizmalari ve karyojenik ozellikleri

Dis clirigii, asit lireten bakterilerin karbonhidratlar1 fermente etmesi yoluyla
hassas dis sert dokularinda yikimina neden olan kronik, enfeksiy6z ve bulasict bir
hastaliktir (Koch and Poulsen, 2003, Mc.Donald et al., 2004, Selwitz et al., 2007).
Dis ciiriigiiniin meydana gelebilmesi icin gerekli olan faktorler: Ciiriige hassas bir
konak, diyette fermente olabilen bir karbonhidrat, asidiliriik ve asidojenik bir
mikroorganizma ve tiim bunlarin yaninda zamandir. Mikroorganizmalar, dis sert
dokusuna tutunarak burada bir biyofilm tabakasi meydana getirirler ve
karbonhidratlar1 fermente ederek dis yapisini yikan asiti olustururlar. Tikiiriik; akis,
diliie etme, tamponlama ve remineralizasyon kapasitesi ile ¢iiriik siirecini diizenleyen
bir konak faktorii olarak kabul edilir (Axelsson, 2000, Mc.Donald et al., 2004,
Selwitz et al.,, 2007). Ciirik olusumunda en Onemli nokta, agiz ortaminda
mikroorganizma ve fermente olabilen karbonhidrat bulunamadiginda dis ¢iiriigliniin

olugsmamasidir (Axelsson, 2000).

Dis c¢iiriigiinde etkili olan mikroorganizmalar arasinda ilk sirayr S.mutans
almaktadir. S.mutans’in 7 serotipi tanimlanmis ve ciirlikle iligkisi en fazla olan
tiirlerin c,e ve f serotipleri oldugu gosterilmistir. Dis plaginda yer alan ve asidojenik
olan ve asidi tolere edebilme 06zelligi olan S.mitis, S.gordonii, Streptococcus
anginosus (S.anginosus) ve S.oralis gibi bakteriler, S.mutans’ i gelismesi i¢in uygun
cevresel kosullarin olugsmasinda 6nemli rol oynarlar. Ciiriikle iligkili diger bir bakteri
tird ise, S.mutans’m d ve g serotipi olarak da bilinen Streptococcus sobrinus
(S.sobrinus)’tur ve S.mutans’a gore siikrozdan daha fazla asit iretmektedir. Yeni
olusmus mine ciiriiklerinde siklikla izole edilen tiir S.mutans iken, ilerlemis dentin
clriiklerinde ve yaygin c¢iiriiklerde laktobasil tiirleri (Latobacillus casei,
Lactobacillus fermentum, Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus acidophilus)
artis gostermektedir. Kok ciiriiklerinde ise, siklikla Actinomyces, Bifidobacterium,

Rothia, Veillonella, Candida, Enterococcus ve gram negatif tiirler izole edilmektedir.



Karyojenik o6zellik gdsteren bakterilerin karakteristik ozellikleri (Loesche,
1986):

1-Plak yapismna katilan diger bakterilere gore, fermente edilebilen

karbonhidratlar1 hizli bir sekilde metabolize ederek asit {iretirler. Sahip

olduklar1 seker tagima sistemleri [MS, fosfoenolpiruvat fosfotransferaz (PEP-

PTS) sistemi] sayesinde diisiik molekiiler agirlikli sekerleri de metabolize

edebilirler.

2- Ekstraselliiler (glukan ve fruktan) ve intraselliiler polisakkarid sentezi
yapabilirler. Glukan, plak matriksinin olusumunda kullanilirken, fruktan ise
karbonhidrat bulunmayan ortamlarda metabolize edilmektedir. Intraselliiler
polisakkaridler, depolanmis olarak bulunur ve ortamda seker olmadigi

durumlarda, metabolize edilir.

3. Asidojenik ve asidiirik 6zellige sahiptirler. Yani diisiik asit ortamda canl

kalma ve iireme yetenekleri vardir.

2.1.5. Agiz i¢ci yumusak doku mikroorganizmalari

Agi1z i¢i yumusak dokularda, fiziksel ve kimyasal sartlardaki farkliliklara bagl
olarak, bolgelere gore farkli mikroorganizmalar goriilmektedir (Samaranayake, 2006,
Monten et al., 2006).

Dil: Cesitli formlardaki papillalar1 ve genis keratinize ylizeye sahip olmasi nedeniyle
dil, mikroorganizmalarin yasamasi ve c¢ogalmast i¢in uygun bir ortam
olusturmaktadir (Marsh and Martin, 1999). Dil yiizeyinden en c¢ok izole edilen
mikroorganizma, Streptococcus salivarius’tur (Kazor et al., 2003). Streptococcus
mitis, Veillonella, Actinomyces naeslundii, Actinomyces odontolyticus gibi bazi
anaerop bakteriler, Neisseria tirleri, FEikenalla corrodens ve Stomatococcus
mucilagenosus gibi fakiiltatif anaerop bakteriler, Haemophilus tirleri, Fusobacterium
periodonticum, Fusobacterium nucleatum, Candida, Lactobacillus,
Capnocytophaga, Bacteriodes, Selenomonas, Campylobacter, Treponema ve
Micrococcus tiirleri de dil yilizeyinden izole edilen diger mikroorganizmalardir.

(Ahrne et al., 1998, Tanner et al., 2002, Kazor et al., 2003, Mager et al., 2003).



Sert damak: En sik izole edilen tiir, streptokoklardir. Ayrica, Haemophilus’lar,

Actinomyces’ler ve Lactobacillus’lar da bulunur.

Yumusak damak: Haemophilus, Corynebacterium, Neisseria ve Branhamella gibi

solunum yolu bakterileri izole edilir.

Yanak: En sik izole edilen bakteriler Streptococcus mitis ve Streptococcus sanguis,
S. salivarius olmakla birlikte, Haemophilus ve Neisseria tiirleri de bu bolgeden izole

edilebilir.

Dudaklar: Konumu itibariyle, mikrobiyal acidan, agiz i¢i ve cilt tiirlerinin
dinamizmi etkisindedir.  Staphylococcus  epidermidis, Streptococcus tiirleri
(S.vestibularis,  S.oralis,  S.mitis,  S.constellatus), gram  pozitif  rodlar
(Corynebacterium ve Propionibacterium tiirleri) ve cilt mikrokoklari, bu bolgede
floranin biiylik bir kismini olusturmaktadir (Marsh and Martin, 1999, Mager et al.,
2003).

2.1.6. Tiikiiriik mikroorganizmalari

Tiikiiriik, agiz saghiginin siirdiiriilmesinde 6nemli bir role sahiptir. Tikiiriik
yapisinda mikroorganizmalarin ¢ogalmasini engelleyen ve mukozay1 enfeksiyondan
koruyan bazi maddeler yer alir. Oral mukozada yeterli miktarda tiikiiriik
salgilanmadiginda patojenik bakterilerin aktivitesi artar, bu durum agiz kokusu ve dis

cliriigiine yol acar (Kaya, 1997).

Tiikiriik, esas olarak, makromolekiiller ve sudan olusan renksiz, tatsiz, seffaf
ve viskdz bir bilesimdir. Tikiiriglin %99’ unu su, %]1’ini ise inorganik iyonlar,
salgisal glikoproteinler, serum elemanlar1 ile enzimler olusturur. Tikriigiin
mikrobiyal bilesimini ise, agirlikli olarak Streptecoccus salivarius, Veillonella
parvula, Provetella melaninogenica, Actinomyces, Lactobacillus, Fusobacterium,
Nesisseria, Capnocytophaga ve Haemophilus tirleri olusturmaktadir. Tikriikteki
mikroorganizmalarin yarist anaerop tiirlerden olugmaktadir. 1ml tiikriikte, yaklagik
olarak 10® bakteri hiicresi bulunmaktadir (Marsh and Martin, 1999, Humphrey and
Williamson, 2001, Amerongen and Veerman, 2002).
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2.2. Laktik Asit Bakterileri ve Probiyotik Ozellikleri
2.2.1. Laktik asit bakterileri

Laktik asit bakterileri, insan mikroflorasinda ve fermente ve fermente olmayan
gidalarda siklikla yer alan bakterilerdir. Saglik acisindan faydali probiyotik
ozelliklere sahip olan laktik asit bakterileri, gastrointestinal sistemde (GIS) bulunan
patojen mikroorganizmalara karsi cesitli antimikrobiyal maddeler {iretmektedirler.
Bu antimikrobiyal maddeler; H,O,, CO,, ¢esitli organik asitler, diasetil, asetaldehit
ve ¢esitli bakteriyosinlerdir. Bakteriyosinler, bakteriler tarafindan iiretilen 6zellesmis
ve oldukca giiclii antibiyotikler olarak tanimlanabilir (Kirkup, 2006). Laktik asit
bakterileri, bu antimikrobiyaller sayesinde bagirsaklarda bulunan patojen

mikroorganizmalarin ¢ogalmasini engeller.

2.2.2. Probiyotikler, Prebiyotikler ve Simbiyotikler

Diinya Saglik Orgiitii’niin (World Health Organisation WHO) tanimina gore
probiyotik, yeterli miktarda alindiginda konak sagligina faydali olan canli
mikroorganizmalardir. Diger bir tanimla, probiyotik bakteriler, fermente gidalardan
koken alan ancak, bagirsak florasinda dogal olarak bulunan, bagirsak florasini

diizenleyerek konake1 sagligina faydali olan canli mikroorganizmalardir.

Bakterilerin saglik iizerinde etkili oldugu fikri, yirminci yiizyilin baslarinda
ortaya atilmistir. Nobel 6diilii sahibi, Ukraynali biyolog, Elie Metchnikoff konuyla
ilgili caligmalarin Onciisii olmustur. Arastirmaci, tiikettikleri siit iirlinlerine bagh
olarak, Rhodopes Daglari’'nda yasayan Bulgar halkinin daha saglikli ve uzun émiirlii
olduklarini ileri siirmiis ve yogurt igerisindeki Lactobacillus bulgaricus bakterisinin
bagirsak patojenlerini nétralize ettigini gostermistir (Stamatova and Meurman,

2009).

Probiyotik terimi, “pro” ve “biota” terimlerinin birlesmesi ile meydana
gelmekte ve “yasam i¢in” anlami tagimaktadir, bu terim ilk kez, 1965°te Lilley ve

Stillwell tarafindan, antibiyotik karsiti anlaminda kullanilmistir (Teughels et al.,
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2008). Arastirmalara giren ilk probiyotik ornekleri L.acidophilus ve Bifidobacterium
bifidum (B.bifidum)’dur (Tanboga et al., 2003).

Probiyotik bir mikroorganizmanin sahip olmasi gereken ozellikler sunlardir:
Dogal insan florasindan izole edilmis ve giivenilir olmahidir, GIS’in asitligine
direncli olmalidir, patojenlerle rekabet edebilmesi icin bagirsak epiteline ve
birbirlerine tutunmalidir, patojen bakterilere kars1 antimikrobiyal maddeler

tiretmelidir (Lee and Salminen, 2009).

Antibiyotiklere kars1 direng gelisimi, hizla ilerleyen bir problem haline
gelmistir. Bu nedenle, arasgtirmacilar hastaliklarin tedavisinde antibiyotik kullanimi
yerine farkli yontemlere basvurmuslardir. Bu yontemlerden birisi de patojen
bakterilerin kontrolii i¢in, patojen olmayan bakterilerin kullanilmas1 yontemidir. Bu
yonteme bakteriyoterapi veya yer degistirme tedavisi adi verilmektedir (Tagg and

Dierksen, 2003, Caglar et al., 2005c).

Bakteriyoterapiye olan ilginin artmasit nedeniyle, ticari firmalar farkli
sekillerdeki tiriinlere probiyotik bakterileri ilave etmisler ve tiiketiciye sunmuslardir.
Probiyotik olarak en yaygin sekilde kullanilan bakteriler, laktobasiller ve
bifidobakterilerdir. Probiyotikler, yiyecek ve igeceklerin igine konsantre kiiltiir
olarak eklenmesi (Or/meyve suyu); probiyotik bakterilerin gelismesini saglayan
prebiyotiklerin igerisine asilanmasi; siit ve siit lriinlerine ilave edilmesi (6r/siit,
yogurt, peynir, kefir, biyoicecekler) ve (iv) liyofilize edilerek ve derin dondurucuda
tutulmus gida maddeleri icine ilave edilerek (tablet, kapsiil, sakiz, kamis) ticari
olarak piyasaya sunulurlar (Twetman and Stecksen-Blicks, 2008). Ticari iiriinlerin
liretimi sirasinda probiyotik bakterilerin canliligin1 kaybetmesi veya son tliketim
tarihine az zaman kalmis iiriinlerde canli tiir sayisinin azalmasi karsilasilan 6nemli
sorunlar olarak diisiniilmektedir. Genellikle ticari iiriinlerde tek bir probiyotik zinciri
bulunur ancak, birkag tiiriin bir arada bulunmas1 durumunda sinerjistik etki artacagi
icin saglik acisindan daha faydali oldugu ileri siirtilmiistiir (Meurman, 2005). Siit
tiriinleri, cocuklarin gelisimi i¢in temel besin maddelerini igermesinin yani sira ayni
zamanda dogal kazein, kalsiyum ve fosfor icerigine bagl olarak, tiikrigiin
mikrobiyal kompozisyonu {iizerine yararli etkilerinin olmas1 ve tamponlama

kapasitesi ile asit liretimini azaltarak ciirlik gelisimini inhibe etmesi yoniinden disler
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icin giivenilirdir ve probiyotik bakteri ilavesi i¢in en dogal gida maddeleridir
(Levine, 2001, Petti et al., 2001, Caglar et al., 2005a, Teughels et al., 2008, Bonifait
et al., 2009). Graminda veya mililitresinde 10® colony forming unit (CFU: Koloni
olusturan birim=KOB) probiyotik ve tadlandiric1 yerine sadece dogal seker iceren
tirtinlerden giinde 1.5-2 dl alinmas1 6nerilmektedir. Siit ve siit {irlinlerine probiyotik
ilavesi i¢in yapilan arastirmalarin ¢ogu iyi tanimlanmig, mandira kaynakli canli
laktobasil zincirleri {lizerinde yogunlastirmistir, bu nedenle dogal floradan izole

edilen laktobasil zincirleri ile yapilmis sinirlt sayida ¢aligma vardir.

Prebiyotikler ise, bagirsaktaki bir veya daha fazla ancak smirli sayida
bakterinin gelisimini segici olarak stimiile eden ve sindirilemeyen gida bilesenleri
olarak tanimlanmaktadir. Iniilin, frukto-oligosakkarit, galakto-oligosakkarit, laktuloz,
soya oligosakkaritleri, laktosiikroz, izomalto-oligosakkarit, gluko-oligosakkarit,
ksilo-oligosakkarit, platinoz ve gentio-oligosakkaritler prebiyotik gida bilesenleridir.
Bir gida bileseninin prebiyotik 6zellik gostermesi icin, konak i¢in faydali olmasi,
sindirilememesi, bagirsak bakterileri tarafindan hidrolize edilmesi ve faydal
bakterilerin ¢cogalmasini stimiile etmesi gerekmektedir. Prebiyotikler, sindirilmeden
bagirsaklara ulasirlar ve bagirsaklarda genellikle bifidobakteriler tarafindan beta-
fruktofuranozidaz enzimi ile hidrolize edilirler. Bu islem sonucunda, kisa zincirli yag
asitleri, organik asitler ve kisa zincirli karboksil asitleri ortaya ¢ikar (Coskun, 2006).
Prebiyotikler ve probiyotikler, farkli mekanizmalarla, intestinal floray:1 diizenleyerek
konak sagligin1 olumlu yonde etkilerler (Gibson and Roberfroid, 1995, Manning and
Gibson, 2004).

Gastrointestinal sistemdeki mikroorganizmalarin, bolgeye tutunmasi ve hayatta
kalmasi i¢in faydali olan prebiyotik ve probiyotik karisimi, sinbiyotik olarak
adlandirilmaktadir. Probiyotiklerin, prebiyotiklerle birlikte alinmasi durumunda,
uzun silire canliligmmi koruyacagi ve etkinliginin artacagi ileri siiriilmektedir

(Andersson et al., 2001).
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2.2.3. Probiyotik Bakteriler
Bifidobacteria

Bifidobakteriler, bagirsak liimeninde dogal olarak bulunan, zorunlu anaerobik,
heterofermantatif, Gr (+), biiylik ¢ogunlugu katalaz (-), baskin bakteri tiirleridir ve
bagirsak florasinda normal dengenin siirdiiriilmesinde 6nemli rol oynarlar. Anne
siitiiyle beslenen bebeklerin bagirsak florasinin %99 unu Bifidobacterium tiirleri
olusturmaktadir. Bifidobacterium DN-173 010 (Bifidobacterium animalis) GiS’te
canliligin1 korumakta ve bu bolgede mukozal immun cevabi arttirarak ve oldiirticti
hiicreler, T hiicreleri ve interferon sayisini arttirmak suretiyle makrofaj aktivitesini
arttirarak patojen mikroorganizmalara karst miicadele etmektedir (Fuller, 1991,
Fuller and Gibson, 1997). Oral kavitede ise, bifidobakteriler erken mine
demineralizasyonundan ziyade derin dentin ¢iiriiklerinden sorumludur ve ciiriigiin
ilerlemesinde 6nemli rol oynarlar. Probiyotik bifidobakterinin oral ekolojiye olumlu
etkisi, yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Caglar et al., 2005¢, Caglar et al., 2008b).
Probiyotik olarak kullanilan bifidobakteriler: B.bifidum, B.breve, B. lactis, B.longum,
B.infantis 'tir (Lee and Salminen, 2009).

Lactobacilli

Laktobasiller, fakiiltatif anaerob, gram (+), katalaz (-), hareketsiz, sporsuz
cubuk veya kokbasil seklindeki mikroorganizmalardir. Laktobasiller, asidojenik ve
asiditirik ozelliktedir, 3.5 gibi diisiik pH’lara dayanabildikleri icin, asitligi yiiksek
olan bagirsak igerisinde canliliklari1i  korumaktadirlar. Asit direnglilikleri,
bifidobakterilerden daha yiiksektir. Laktobasiller, siikrozu fermente ederek kisa
zincirli karboksil asitlerini olustururlar ve ortamin asitligini diistirdiikleri i¢cin mine
ve dentinde demineralizasyona neden olurlar (To1 et al., 2000). Laktobasiller,
baslangi¢ cliriik lezyonlarindan daha ¢ok ciliriikk lezyonlarinin ilerlemesinden

sorumludurlar (Maltz et al., 2002).
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Laktobasillerin, ¢iiriik dentinle iligskisi ve c¢iiriik olusumuna katkisindan ¢ok
cliriik 6nleme 6zelligi arastirmacilarin ilgisini daha fazla ¢ekmektedir (Becker et al.,
2002). L.acidophilus zincirinin in vitro olarak diger bakteri tiirlerini inhibe ettigi ilk
defa 1952 yilinda gosterilmis ve bu gozlem, daha sonra ¢ok sayida caligmada
dogrulanmistir (Polonskaya, 1952). Bu olay, laktobasillerin diisiik molekiil agirlikli
ve streptokoklarin da arasinda oldugu, genis bir bakteri topluluguna karsi inhibitor
aktivitede bulunan bakteriosinleri iliretebilmesiyle agiklanmaktadir (Ishihara et al.,
1985, Silva et al., 1987, Meurman et al., 1995). L.lactis ve L.salivarius zincirlerinin
karyojenik laktobasiller olmadig1 yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir (Fitzgerald et
al., 1981, Matsumoto et al., 2005). Saglikl1 goniilliilerin agiz florasindan izole edilen
3790 adet laktik asit bakterisinin, S.mutans, Actinomyces viscosus (A.viscosus),
Porphyromonas gingivalis (P.gingivalis) ve Candida albicans (C.albicans) gibi oral
patojenlere karsi inhibitdr etkisinin incelendigi bir ¢aligmada bes adet laktobasil
izolatinin, bu oral patojenlere kars1 antimikrobiyal madde {irettigi gézlenmistir. Bu
laktobasil izolatlarindan en giicliileri; L.paracasei ve L.rhamnosus’tur (Sookkhee et
al., 2001). Probiyotik olarak kullanilan laktobasiller: L.acidophilus, L.casei,
L.fermentum, L.gasseri, L.johnsonii, L.lactis, L.paracasei, L.plantarum, L.reuteri,

L.rhamnosus, L.salivarius’tur (Lee and Salminen, 2009).
Probiyotik olarak kullanilan diger bakteriler:
Streptococcus suslari: S.thermophilus, S.salivarius

Mayalar: Saccharomyces boulardii’dir.

2.2.4. Probiyotik Bakterilerin Kolonizasyonu

Dogum sirasinda bebegin bagirsaklart sterildir ancak, yeni dogan cocukta,
annenin dogum kanalindan, ¢evreden ve diyetten kaynaklanan bakterilerle temas ve
buna bagl olarak kolonizasyon baslar (Tannock et al., 1990). intestinal mikroflora,
dogumdan sonra bagisiklik sisteminin olgunlagsmasini baglatan en 6énemli kuvvettir
(Edwards and Parrett, 2002). Baslangictaki bagirsak kolonizasyonu; annenin aldigi
besinler (probiyotik icerigi), gebelik yasi, dogum sekli (normal/sezeryan), bebegin
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beslenme sekli (anne siitii/mama) gibi digsal ve bebegin immunolojik durumu,
GIS’in pH’s1 ve stres gibi igsel faktorler ile belirlenen karmasik bir siirectir (Fanaro
et al., 2003). Cocugun dogum sekli, floranin baslangi¢ kompozisyonunu belirleyen
onemli bir faktordiir ve sezeryan ile dogan ¢ocuklarda bifidobakteri kolonizasyonu
normal dogum ile dogan ¢ocuklardan daha azdir (Penders et al., 2006). Dogumdan
hemen sonra, bagirsak florasinda E.coli, Streptococcus ve Clostridia’lar baskindir.
Yasamin birinci ayinda, anne siitii ile beslenen bebeklerde bifidobakteri ve
laktobasiller artarken, mama ile beslenen cocuklarda, bacteroides, clostridia ve
enterobacterilerin sayisit daha fazladir (Harmsen et al., 2000, Penders et al., 2006).
Bu farkliligin, anne siitiinden salgilanan ve bakteri gelisimini Onleyen
immunglobulin A (IgA) ve lizozim gibi immunolojik faktérlerden kaynaklandigi

distiniilmektedir (Edwards and Parrett, 2002).

Gastrointestinal sistemdeki probiyotik bakteriler, bagirsak mukozasina
tutunarak ve bdylece patojen mikroorganzimalari inhibe ederek etkinlik gosterirler.
Oral kavitede de benzer bir mekanizma vardir, dogum sirasinda ve sonrasinda,
endojen floranin cesitli tiirleri ag1z i¢indeki epitelyal yiizeylere tutunurlar ve patojen
tirlerin yerlesmesine engel olurlar (Cole et al., 1998, Kononen et al., 1999).
Probiyotikler, oral kavitede biyofilmin bir pargasi olarak dis dokularina tutunur ve
karyojenik bakteriler veya periodontal patojenlerle yarisirlar (Comelli et al., 2002).
Konuyla ilgili yapilan bir in vitro ¢alismada, dis ylizeyine tutunmada Lactobacillus
rhamnosus ve Streptococcus sobrinus arasindaki rekabet gdsterilmis ve
L.rhamnosus’un, S.sobrinus’u inhibe ettigi gosterilmistir (Meurman et al., 1995).
Giinlik irlinlerde probiyotik zincir olarak bulunan Lactobacillus ve
Bifidobacteriumlarin tiikiirik igerisinde canli kalmasinin ve oral dokulara
tutunmasinin arastirildigi in vitro ¢aligmada, test edilen tiim zincirlerin tiikriikte canli
kaldig1 ancak, dis sert dokularma ve oral mukozaya tutunma kapasitelerinin farkl
oldugu gosterilmistir. Lactobacillus zincirlerinin oral dokulara tutunma kapasitesinin
Bifidobacterium’lardan ¢ok daha yiiksek oldugu gosterilmistir (Haukioja et al.,
2006).

Probiyotiklerin, agiz igerisine kii¢lik yaslarda kolonize olmasi ile etkilerinin

uzun donem ve kalict olmast arasinda onemli bir iliski oldugu diislintilmektedir,
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ancak bunu destekleyen az sayida calisma vardir. Probiyotik {irtinler ve plak
arasindaki kisa siireli temasta daimi kolonizasyonun saglanamadigi, siirekli etki i¢in
giinlik ve uzun siireli alimin sart oldugu bildirilmistir (Meurman et al., 1995,
Busscher et al., 1999, Nase et al, 2001). Probiyotik bakterilerin daimi
kolonizasyonunu belirlemek amaciyla yapilan bir calismada, L.rhamnosus GG
(LGG) iceren meyve suyunun giinde 3 defa tiiketilesi ile gegici bir siire tlikriikte
LGG kolonizasyonu oldugu ancak, kolonizasyonun daimi olmadig1 gosterilmistir. Bu
calismada 10 yasindayken atopik dermatit tedavisine destek amaciyla 1 yil boyunca
LGG igeren siit tiikketen bir denekte, kolonizasyonun devam ettigi gozlenmistir (Yli-

Knuuttila et al., 2006).

2.3.Probiyotik Bakterilerin Genel Saghga Etkileri:

Probiyotik bakteriler, 6zellikle antibiyotige bagli ishal, huzursuz bagirsak
sendromu gibi ¢esitli gastrointestinal hastaliklarin tedavisinde, bagisiklik sisteminin
gliclendirilmesinde, atopik dermatit gibi alerjik hastaliklarin tedavisinde, otitis media
ve streptokokal faringotonsilit gibi oro-faringeal enfeksiyonlarin tedavisinde, g¢esitli
tirogenital hastaliklarin tedavisinde destekleyici olarak, kanserin Onlenmesinde,
serum kolesterol diizeyinin ve yiiksek tansiyonun diisiiriilmesinde ve konugma
protezlerinin iizerinde biriken patojen mikroorganzimalarin sayisinin azaltilmasinda

kullanilmaktadir (Teughels et al., 2008).

2.3.1.Gasrointestinal Hastaliklara Etkileri

Probiyotiklerin, geleneksel olarak GIS’teki hastaliklarin  tedavisinde
kullanildig1  bilinmektedir. En sik kullanilan tiirler ise, Lactobacillus ve
Bifidobacteria’dir, bu mikroorganizmalar, GIS’te baskin degildir, insanlarda nadiren
enfeksiyona yol agarlar ve giinliik siit lirlinlerinde kullanilirlar. Bu nedenle, United
States Food and Drug Administration tarafindan “giivenli” olarak degerlendirilirler.

GIS’te bagisiklik sistemini gii¢lendirirler.

17



Probiyotik mikroorganizmalarin bagirsak florasindaki etki mekanizmasi su

sekildedir (Salminen et al., 1998, Madsen, 2001, Coskun, 2006):

1-) Bagirsak florasindaki patojen mikroorganizmalarin sayisim1 azaltirlar:
Antimikrobiyal maddeler iiretirler, patojen bakterilerle besin ve kolonizasyon
bolgeleri icin yarigirlar. Ekolojik nisleri kaplayarak patojenlerin bagirsak
epiteline tutunmasini engellerler. Miikus salgisini arttirarak ve biitirat da dahil
kisa zincirli yag asitleri olusturarak patojen bakterilerin epitel ve mukozaya

tutunumuna engel olurlar.

2-) Bagirsak florasinin metabolik aktivitesini degistirirler: Bagirsak pH’sin
diisiiriir, bakterisidal proteinler salgilar (laktaz gibi sindirim sistemi enzimleri),
epitel hiicrelerini savunma i¢in uyarir, toksik enzimleri azalmasini saglarlar,

nitrik oksit yapimini arttirirlar.

3-) Bagisiklik sisteminin gelisimine katkida bulunurlar: Makrofaj, lenfosit,
Oldiirticti hiicrelerin sayisini ve salgisal IgA diizeyini arttirirlar. 1L-10, TGF-3
ve COX2 (PGE2) ekspresyon ve salmimini arttirirlar. TNF ve IFN-y
ekspresyonunu azaltir. Regiilatuar T hiicrelerini aktive eder. Dendritik hiicre

fenotip ve islevlerini ve apoptozu diizenlerler.

Ozellikle g¢ocuklarda rotaviriise bagli diarede, standart oral rehidratasyon
tedavisi ile probiyotik verilmesinin ardindan akut enfeksiy6z diarenin 6nemli 6lcilide
azaldig1r gosterilmistir (Szajewska and Mrukowicz, 2001, D'Souza et al., 2002,
Huang et al., 2002). Michail ve ark.nin (2006) calismalarinda, farkli pediatrik
hastaliklarda probiyotik kullaniminin faydalar1 incelenmistir. Probiyotiklerin,
cocuklarda, akut enfeksiyoz diarenin tedavisinde, antibiyotige bagli diarenin
Onlenmesinde ve alerjik reaksiyonlarin dnlenmesi ve tedavisinde klinik olarak etkili
oldugu gosterilmistir. Koligi (bagirsak agrisi) olan ¢ocuklarda laktobasil sayisinin
daha az oldugu gozlenmistir ve Lactobacillus reuteri (ATCC 55730) alimiyla, kolik
semptomlarinda iyilesme goriilmiistiir (Savino et al., 2007). Diger yandan, iltehabi
bagirsak hastaliklarinda, irritable bagirsak sendromunda, Crohn hastaliginda,
tilseratif kolitte, kabizlik, seyahat ishali, laktoz intoleransi, helikobakter pylori

enfeksiyonu ve akut pankreatittin 6nlenmesi ve tedavisinde probiyotiklerin rol aldig1
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bildirilmistir (Michetti et al., 1999, Gionchetti et al., 2000, Gupta et al., 2000,
Coskun, 2006).

2.3.2.Bagisiklik Sistemine Etkileri

Probiyotikler, endojen konak savunma sistemini giiclendirerek bagisiklik
sistemini giiclendirirler. Yapilan ¢aligsmalar, humoral, hiicresel ve spesifik olmayan
bagisiklig1 modifiye ettiklerini gostermektedir (Matsuzaki et al., 1998, Chiang et al.,
2000, Matsuzaki and Chin, 2000, Madsen et al., 2001, Cross et al., 2002). Ozellikle
ileri yaslardaki insanlarda, dldiiriicii hiicreleri aktive ettikleri ve spesifik olmayan
savunma sistemini etkiledikleri gosterilmistir (Gill et al., 2001b). Yasla birlikte
azalan sitokin {iretiminin probiyotik destegi ile artabilecegi, yapilan calismalarda
gosterilmistir (Muscettola et al., 1994, Gill et al., 2001a, Sheih et al., 2001). Mukus
iretimini arttirmalari, laktobasillerden gelen sinyallerin makrofajlart aktive etmeleri,
noétrofil sayisini ve salgisal Ig A sekresyonunu arttirmalari, iltehabi sitokin salinimini
inhibe etmeleri ve periferal immunglobunleri stimiile etmeleri, dentritik hiicrelerin
ylizey fenotipini degistirmeleri, probiyotiklerin bagisiklik sistemini diizenleme
mekanizmalar1 arasindadir (Kaila et al., 1992, Fukushima et al., 1998, Perdigon et
al., 1999, Miettinen et al., 2000, Drakes et al., 2004, Mack and Lebel, 2004). Ancak,
bagisiklik sistemine olan etki, konagin bagisiklik sisteminin durumu, probiyotik

susun tiirii ve dozuna gore farklilik gdstermektedir (Senok et al., 2005).

2.3.3.Alerjik Hastaliklara Etkileri

Anne adaylarmin, hamilelik boyunca probiyotik {rlinler kullanmasi,
cocuklarinda atopik hastaliklarin gelisme riskini azaltmaktadir. Dogumdan once 4
hafta siire ile LGG verilen hamile bayanlarin ¢ocuklarinda erken donemde atopik
egzama goriilme riski belirgin bir sekilde daha diisiik bulunmustur (Kalliomaki et al.,
2001b). Bebeklerde atopik dermatitin dnlenmesinde ve tedavi edilmesinde probiyotik

kiltlirlerin kullanildig: bildirilmistir (Folster-Holst, 2010)
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2.3.4.Urogenital Hastahklara Etkileri

Bagirsaklarda oldugu gibi iiriner sistemin de kendisine 6zgli mikrobiyolojik bir
yapist vardir. Ozellikle bayanlarda vajinal florada baskin olan laktobasiller, bu
bolgede asitlik diizeyini diisiirerek patojen mikoorganizmalarin ¢ogalmasina engel
olurlar (Coskun, 2006). Probiyotiklerin bakteriyel vajinozis, iirogenital enfeksiyon ve
kandidiasis riskini azalttigin1 gosteren ¢aligmalar bulunmaktadir (Reid et al., 2003,

Reid and Devillard, 2004).

2.3.5.Kansere Etkileri

Kanser hiicrelerinin gelisiminde mikroflora ve bagisiklik sistemi etkili oldugu
icin, kanser gelisiminin Onlenmesinde mikroorganizmalarin kullanilabilecegi
diistintilmektedir. Probiyotikler, bagisiklik sistemini giiclendirmek,
prokarsinojenlerin aktif karsinojenlere doniismesine engel olmak, mutajenik
bilesenleri baglamak veya etkisiz hale getirmek, bu bilesiklerin bagirsaklardan
emilimini azaltmak, fizyolojik aktif maddeler salgilamak, prokarsinojen bakterilerin
cogalmasimi engellemek suretiyle kolorektal kanser gelisimini Onlemektedirler
(Commane et al., 2005). Bagirsaklarda bulunan faydali mikroorganizmalar, kanser
baslangicinda etkili olan glukozidaz, azorediiktaz, nitrorediiktaz ve B-glukuronidaz
gibi enzimleri etkilemektedirler (Gorbach and Goldin, 1990, Nalini et al., 2004).
L.acidophilus veya L.casei tiikketen goniilliilerin diskilarindan alinan 6rneklerde bu
enzimlerde azalma oldugu goriilmiistiir (Lidbeck et al., 1992, Hayatsu and Hayatsu,

1993).

2.3.6.Serum Kolesterol Diizeyine ve Hipertansiyona Etkileri

Yapilan hayvan calismalarinda probiyotiklerin serum kolesterol diizeyini
diisiirdligti gosterilmis ancak insanlarla yapilan calismalarda sonuglar celigkili
bulunmustur. Bu nedenle, konu ilgili daha fazla insan calismasina ihtiya¢ vardir

(Coskun, 20006).
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Probiyotiklerin yiiksek tansiyonu diisiirlicii etkisi lizerene yapilan g¢alismalar
heniiz baslangi¢ halindedir ancak iki ay boyunca L.helveticus ve S.boulardii tiketen
ileri yash insanlarda yiiksek tansiyon probleminde azalma oldugu gosterilmistir

(Hata et al., 1996).

2.4.Probiyotik Bakterilerin Agiz Saghgina Etkileri:

Son yillarda, probiyotik bakterilerin agiz sagliina olan etkilerinin incelenmesi
yeni ve Onemli bir arastirma konusu olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Yapilan
calismalar, heniiz baglangic asamasindadir, ancak probiyotik bakterilerin dis ¢liriigi,
periodontal hastaliklar, oral mukozal lezyonlar ve agiz kokusuna karsi etkili oldugu
ileri siirtilmiistiir. Bir probiyotik zincirin agiz igerisinde etkinlik gosterebilmesi i¢in
sahip olmas1 gereken Ozellikler ise su sekilde gosterilmistir (Comelli et al., 2002,

Meurman and Stamatova, 2007, Bonifait et al., 2009):

v' Agiz dokularmma tutunabilmeli, patojen bakterilerin yerlesim yerlerine
yerleserek biyofilmin bir parcast olmali.

v' Agiz igerisindeki patojen bakterilere karsi antimikrobiyal maddeler
iiretebilmeli, patojen bakterilerin ¢cogalmasini dnlemeli.

v' Agiz igerisi olusgabilecek diisiik pH degerlerine karsi dayanikli olmal
ve pH’y1 diigiirmemeli.

v Gidalardaki sekeri metabolize ettiginde, asit tiretimi diisiik olmali.

2.4.1.Dis Ciiriiklerine Kars1 Probiyotiklerin Etkisi

Dis ¢iirtigli, konak, bakteri, besin ve zamandan olusan ¢ok faktorlii bir siirectir.
Hastalifin olusmasi ve ilerlemesi icin tiim faktorlerin bir arada olmasi
gerekmektedir. Oral ekosistemdeki denge bozuldugunda, o6zellikle S.mutans
grubundan olusan bakteriyel biyofilmde ¢ogalma meydana gelir. Bu nedenle, dis

clriigiiniic  onlemede oral ekolojiyi etkileyecek bakteriyoterapi gibi alternatif
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yontemlere basvurulmaktadir. Bu yontemin temelinde, zararli bakterilerin faydali
bakterilerle yer degistirmesi yer almaktadir. Probiyotiklerin dis ¢iiriiklerini 6nlemede
kullandiklar1 mekanizmalar bagirsak florasin1 etkilemedeki mekanizmalarina

benzerdir.

Yapilan arastirmalar incelendiginde, probiyotiklerin oral floraya etki
mekanizmasinin su sekilde oldugu bildirilmistir (Erickson and Hubbard, 2000,
Sookkhee et al., 2001, Hillman, 2002, Reid et al., 2003, Haukioja et al., 2008,
Bonifait et al., 2009):

1- Probiyotikler, agiz icerisinde, bakteriyosin adi verilen protein kaynakli
cesitli antimikrobiyal maddeler iiretirler. Bu antimikrobiyaller, asidik
pH’da, alkali pH’ya gore daha etkilidirler. L.salivarius, salivacin 140;
L.plantarum, plantaricin 423; L.reuteri, reuterin ve reutesilin ve
L.acidophilus ise acidocin J1229 adi verilen bakteriyosinleri
iiretmektedirler.

2- Probiyotikler, dis  ylizeyine kolonize olmak icin  patojen
mikroorganizmalarla yarisirlar.

3- Probiyotikler, ortamdaki besin maddeleri i¢in agiz igindeki patojenlerle
yarisirlar.

4- Pelikilin yapisinda degisiklige neden olurlar. S.mutans’mm dis ylizeyine
baglanmasinda etkili olan tiikiiriik agliitinin seviyesinde ve tiikriikte
antimikrobiyal etkinligi olan peroksidaz seviyesinde azalmaya neden
olurlar. Agiz i¢i pH ve oksidasyon-rediiksiyon potansiyelinde degisiklige
neden olular.

5- Non-spesifik immun cevabi diizenleyerek enflamasyon cevabini azaltirlar,
hiimoral ve hiicresel immun cevab1 diizenlerler.

Dis ciiriiklerini Onlemede kullanilan probiyotiklerin biiylik bir kismu,
gastrointestinal patolojileri Onlemede kullanilan probiyotiklerdir. Bu amagla,
oncelikle laktobasiller ve bifidobakteri zincirlerinin yararli etkilerini arastiran
caligmalar yapilmistir. Bu bakteriler ayn1 zamanda otitis media veya faringotonsilit
gibi oto-oro-faringeal enfeksiyonlarin 6nlenmesinde ve tedavisinde yer degistirme

tedavisi ile kullanilmistir. Ozellikle, antibiyotik tedavisinden sonra probiyotik
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kullaniminin a-hemolitik streptokoklar {izerindeki basarisi yapilan c¢alismalarda
gosterilmistir (Roos et al., 1993a, Roos et al., 1993b, Roos et al., 1996, Falck et al.,
1999, Roos et al., 2001).

L.rhamnosus GG, siikrozu fermente edemedigi i¢in karyojenik bir laktobasil
tiirii olarak degerlendirilmez. Nase ve ark. (2001), yaslar1 1-6 arasinda degisen 594
¢ocuga 7 ay boyunca haftada 5 giin olmak iizere LGG igeren siit igirerek
gerceklestirdikleri randomize, cift korlemeli ve plasebo kontrollii ¢alismalarinda,
LGG’nin, ozellikle 3-4 yas grubundaki ¢ocuklarda, dis ¢iiriigiinii azaltmada faydali

oldugunu gostermislerdir.

L.rhamnosus GG ve L.rhamnosus LC 705 igeren peynirin 3 hafta tiiketilmesi
ile gergeklestirilen randomize, c¢ift korlemeli ve kontrollii caligmada, kisa siireli
uygulamada bile faydali mikroorganizma igeren peynirin S.mutans’1 azalttig1 ancak
bu azalmanin istatistiksel olarak onemli olmadig1 gosterilmistir. Bununla beraber,
calismadan 3 hafta sonra deneklerden alinan 6rnekler, deney grubundaki S.mutans
sayisindaki azalmanin kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde daha fazla oldugunu

gostermektedir (Ahola et al., 2002).

L. sporogens, L. bifidum, L. bulgaricus, L. termophilus, L. acidophilus, L.
casei ve L. rhamnosus suslarinin birlikte kullanilmasi ile hazirlanan kapstil ve likit
formundaki probiyotik preparatlarinin goniillillere verildigi plasebo kontrollii
calismada, 35 katilimci rastgele 3 gruba ayrilmis, birinci gruba probiyotik kapsiil,
plasebo likit; ikinci gruba probiyotik likit, plasebo kapsiil ve tiglincii gruba ise
plasebo kapsiil ve plasebo likit 45 giin boyunca verilmistir. Calisma sonunda birinci
ve ikinci gruplarda laktobasil miktarimin arttigi, ancak S.mutans seviyesinin
degismedigi, liciincli gruta ise S.mutans miktarinda ve laktobasil miktarinda bir

degisiklik olmadig: bildirilmistir (Montalto et al., 2004).

Aktif ¢iiriik, gingivitis ve periodontal hastaligt olmayan 20 yasindaki 40
ogrenciyle gerceklestirilen bir caligmada, goniilliller 2 gruba ayrilmis, gruplardan
birisine L.reuteri igeren yogurt digerine plasebo yogurt 2 hafta siire ile verilmistir.
Calismanin sonunda, deney grubunda, tiikriikteki S.mutans seviyesinin %80 oraninda

azaldig1 belirlenmistir (Nikawa et al., 2004).
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Caglar ve arkadaslar1 (2005¢), yaptiklar1 bir calismada, Bifidobacterium DN-
173 010 (7x10” koloni/birim) iceren 200gr yogurdu ve canli bakteri icermeyen
plasebo yogurdu, yaslar1 21-24 arasinda degisen 21 katilimciya vermistir. Caligma,
l.hafta hazirlik, 2. ve 4. haftalar uygulama donemi ve 3.hafta temizlenme olmak
tizere birbirini izleyen 4 haftada tamamlanmistir. Uygulama donemi olan 2 hafta
boyunca iirlin her giin kullanilmistir. Calisma sonunda tiikiiriik 6rnekleri alinmis ve
deney grubunda ciiriik olusturan S.mutans sayisinda anlamli bir azalma oldugu,
laktobasil sayisinda ise degisiklik olmadigi belirlenmistir. Arastirmaci, baska bir
calismasinda ise, L.reuteri ATCC 55730 u st iirlinlerine ilave etmek yerine, tablet ve
kamiglara ilave ederek goniilliilere kullandirmistir. 21-24 yas araliginda 120 goniilli
ile gergeklestirilen calismada, goniilliller rastgele fakat esit sayida olmak lizere 4
gruba ayrilmis, grup A’ya 3 hafta boyunca her giin, 200ml su probiyotik bakteri
iceren kamisla, grup B’ye plasebo kamuisla igirilmis, grup C’ye 3 hafta boyunca her
gilin probiyotik bakteri iceren tablet ve grup D’ye plasebo tablet ¢ignettirilmistir.
Calisma sonunda, tiikriik S.mutans diizeyinde anlamli bir azalma oldugu
gosterilmistir (Caglar et al., 2006). Arastirmaci, 2007 yilinda gerceklestirdigi
calismasinda da L.reuteri ATCC 55730 ve L.reuteri ATCC PTA 5289’u kullanarak
gelistirdikleri sakizlar1 deney grubundaki katilimcilara 3 hafta boyunca giinde 3 defa
vermistir. Bu ¢alismada katilimcilar1 4 gruba ayirmistir; birinci gruba probiyotikli
sakiz, ikinci gruba ksilitollii sakiz, ti¢lincli gruba sabah ve aksam ksilitollii, 6gle
saatinde ise probiyotikli sakiz ve dordiincii gruba plasebo sakiz ¢ignettirmislerdir.
Calismanin baglangicinda ve sonunda katilimcilardan tiikiiriik 6rnekleri alinmis ve
birinci ve ikinci gruptaki katilimeilarin tiikriiklerinde S.mutans diizeyi anlaml
derecede diisiik bulunmustur. Uciincii grupta ise, S.mutans seviyesinde dnemsiz bir
azalma ve plasebo grubunda ise hi¢ bir degisiklik olmadigi bildirilmistir. Dort grupta
da laktobasil diizeyinde bir degisiklik goriilmemistir (Caglar et al., 2007). Aym
aragtirmacinin L.reuteri ATCC 55730 ve L.reuteri ATCC PTA 5289 probiyotik
zincirleri ile gergeklestirdigi diger bir ¢calismada, canli bakteriler bir emzik igerisine
yerlestirilerek katilimecilara verilmistir. Bu c¢alismada 20 bayan goniillii, deney ve
kontrol olmak tizere iki gruba ayrilmis ve deney grubuna canli bakteri i¢ceren emzik,
kontrol grubuna plasebo emzik 10 giin boyunca giinde 15 dakika verilmistir.

Calismanin basinda katilimeilarm tiikiirik 6rneklerinde S.mutans diizeyinin 10>’ten
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daha biiylik olmasma dikkat edilmistir. Calisma sonunda, deney grubundaki 7
katilimcida S.mutans diizeyinin azaldig1 ve kalan 3 katilimcinin S.mutans diizeyinin
degismedigi bildirilmistir (Caglar et al., 2008a). Ayni arastirmacilar tarafindan
yapilan bir baska calismada ise Bifidobacterium lactis Bb-12 dondurma igerisine
ilave edilmis ve S.mutans tizerindeki inhibe edici etkisi incelenmistir. Bu ¢alisma,
yas ortalamasi 20 olan sistemik olarak saglikli, giinliik oral hijyen aligkanliklarini
yerine getiren ve ¢alismadan 6 hafta oncesine kadar antibiyotik almamis olan, 24
katilime1 ile gerceklestirilmistir. Calismada katilimcilar deney ve kontrol grubu
olarak rastgele iki gruba ayrilmig, calisma 4 periyodda tamamlanmistir. Deney
grubundaki katilimecilara 1x10° KOB/ml B.lactis Bb-12 iceren 53g dondurma ve
kontrol grubuna canli bakteri igermeyen dondurma giinde bir defa olmak iizere
calismanin 2. ve 4.periyodlarinda verilmistir. Uygulama periyodalariin basinda ve
sonunda katilimcilardan tiikiirik 6rnekleri alinmis ve mikrobiyolojik test kitleri ile
mikroorganzima analizleri yapilmistir. Calismanin sonunda tiim katilimcilarda
S.mutans diizeyinin azaldigi, ancak bu azalmanin deney grubunda anlamli oldugu
bildirilmistir (Caglar et al., 2008b). Arastirmaci baska bir calismasinda da L.reuteri
ATCC 55730 igeren tabletlerin kullanimindan sonra, bu mikroorganizmanin oral
kolonizasyon siiresini incelemistir. Calisma, 21-22 yaglarinda 25 katilimcr ile
gerceklestirilmistir. Her biri 2’ser hafta siiren 3 periyodda (oral temizlenme,
uygulama, takip) tamamlanan c¢aligmada, canli bakteri igeren tabletler, katilimcilara,
0gle saatlerinde verilmistir. Tiikiiriik 6rnekleri, birinci periyodun sonunda ve takip
doneminde tiikriikte L.reuteri bulundugu siirece alinmistir. Takip ddneminde,
uygulamadan sonraki ilk giin katilimcilarin %48’inde L.reuteri bulunurken, bir hafta
sonra sadece %8’inde bulunmustur. Calismadan 5 hafta sonra katilimecilarin hig

birisinde L.reuteri bulunmadigi belirtilmistir (Caglar et al., 2009).

L.acidophilus, L.caseii ve B.bifidum igeren yogurdun diizenli olarak sabah
kahvaltis1 ve aksam yemeginden sonra birer bardak tiiketilmesini takiben 1 hafta
sonra tiikriikte laktobasil kolonizasyonu goriilmemistir (Busscher et al., 1999).
Benzer baska bir caligmada da canli bakteri i¢eren yogurt tiikketimi sirasinda S.mutans
ve patojen laktobasil sayisinda azalma oldugu ancak bu etkinin iiriin
tiketilmediginde kalicti olmadigr gosterilmistir (Petti et al.,, 2001). Aym

aragtirmacilar tarafindan yapilan baska bir c¢alismada da S.thermophilus ve
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L.bulgaricus igeren yogurdun secici olarak S.mutans bakterisini inhibe ettigi
gosterilmistir (Petti et al., 2008). Bu c¢alismalarin aksine, LGG igeren 250 gr
yogurdun her giin tiiketilmesinden sonraki 2 hafta boyunca bu bakterinin tiikriikte
bulunmaya devam ettigi goézlenmistir (Meurman et al., 1994). Baska bir ¢alismada
ise, LGG, meyve suyu igerisine ilave edilmis, 2 haftalik tiiketim siiresinden sonra
bakteri kolonizasyonunun gegici olarak meydana geldigi gozlenmistir (Yli-Knuuttila

et al., 20006).

Glinliik siit iiriinlerinde bulunan 23 ¢esit bakterinin incelendigi bir ¢calismada,
Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus lactis zincirlerinin, hidroksiapatitin
yilizeyindeki biyofilmin igerisine yerlestigi ve Streptococcus sobrinus gibi karyojenik

tiirlerin gelisimini inhibe ettigi gosterilmistir (Comelli et al., 2002).

Giinliik diyetle alinan probiyotik zincirlerin, olgunlagsmis oral ekolojide, yer
degistirme tedavisinde kullanilmasi zordur. Ancak, etken zincirin oral kavite igine
daha dnceden kolonize olmasi ile bu sorunun iistesinden gelinebilir (Teughels et al.,
2008). Hillman ve ark (1994), dogal insan florasindan izole ettikleri bir tiir S.mutans
bakterisinin, mutasin 1140 isimli bir bakteriyosin iirettigini ve bunun diger S.mutans
tiirleri lizerinde Oldiiriicii etkiye sahip oldugunu gostermislerdir. Spontan mutasyona
ugradiginda 3 kat daha fazla mutasin 1140 tirettigi belirtilen bu mikroorganizmanin,
yer degistirme tedavisinde, dis ciirigline kars1 etkin mikroorganzima zinciri olarak

kullanilabilecegi bildirilmistir.

2.4.2.Periodontal Problemlere Kars1 Probiyotiklerin Etkisi

Periodontal hastaliklar genel olarak, gingivitis ve periodontitis olmak iizere iki
ana baglik altinda incelenir. Gingivitis, enflamasyonun yapisik olmayan dis eti
seviyesine kadar ilerledigi ve sadece yumusak dokuyu tuttugu bir periodontal
hastaliktir. Periodontitis ise, tiim destek dis dokularini etkileyen ilerleyici ve yikict
bir periodontal hastaliktir. P.gingivalis, Treponema denticola (T.denticola),
Tannerella forsythia (T.forsythia) ve Aggregatibacter actinomycetemcomitans
(A.actinomycetemcomitans) periodontitisle 1iliskili ana patojenik bakterilerdir

(Newman et al., 2002).
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Periodontal hastaliklarin olugsmasinda; hassas bir konak, patojenik tiirlerin
ortamda bulunmasi ve faydali bakterilerin ortamda az olmasi veya hi¢ olmamasi
etkilidir. Periododontopatojenler, farkli virulent 6zelliklere sahiptir ve subgingival
bolgelere yerleserek konagin savunma sisteminden kurtulur ve yerlestigi dokuda
hasar meydana getirirler. Periodontal tedavi, zararli bakterilerin azaltilmasi ile
miimkiin olmaktadir, subgingival mekanik temizlik ve oral hijyenin iyilestirilmesi,
kabul gormiis tedavi secenekleridir (Haffajee et al., 2003). Supragingival flora,
agirlikli olarak, daha az patojenik olan gram pozitif aerobik tiirlerden olusur ve
uzaklastirilmas: kolaydir, uzaklastirilmadigt durumlarda, 1-2 hafta iginde tekrar
baslangigtaki durumuna doner ve bu durum devam ettiginde ise, birka¢ ay icinde
daha agresif tiirlerin bolgeye yerlestigi goriiliir. Lokal veya sistemik olarak
antibiyotik ve antiseptiklerin kullanimi, periodontal tedavide uzun donem etkili
degildir. Bu nedenle, ¢aligmalar probiyotiklerin kullanildigi yer degistirme tedavisi
tizerinde yogunlagmaktadir. Oral kavitedeki probiyotikler, endojen patojenleri
baskilarken ayn1 zamanda egzojen patojenlerle siiper enfeksiyonu onlerler (Roberts
and Darveau, 2002). Probiyotiklerin, periodontal hastaliklara olan etkisiyle ilgili
sinirli  miktarda  bilgi bulunmaktadir. Agiz i¢indeki mikroorganizmalar,
gastrointestinal ve vajinal mikrobiotanin karisimi seklindedir ve dental biyofilm

tedavi edici ajanlara kars1 ¢ok direnglidir (Socransky and Haffajee, 2002).

Probiyotiklerin, oral mukozal enfeksiyonlar lizerindeki faydali etkileri, ilk kez
1954 yilinda bildirilmistir (Kragen, 1954). Arastirmaci, ¢alismasinda gingivitis,
periodontitis ve hamilelik gingivitisi gibi ¢esitli periodontal hastaliklara sahip
bireyleri L.acidophilus zinciri kullanarak tedavi etmis ve katilimcilarin tamamina
yakininda 6nemli iyilesmeler oldugunu bildirmistir. Daha sonra Rus bilim adamlari
tarafindan gelistirilen, “Acilact™ adi verilen probiyotik karisiminin gingivitis ve
periodontitis tedavisinde etkili oldugu ileri siiriilmiistiir (Pozharitskaia et al., 1994,

Grudianov et al., 2002).

Arastirmacilar, 1970’li yillarda, probiyotiklerin, yer degistirme tedavisinde
kullanilarak periodontitis tedavisinde etkili olup olmadigina iliskin ¢alismalar
yapmuslardir. Saglikli insanlardan aldiklar1 subgingival plak O6rneklerindeki

mikroorganizmalarin, A.actinomycetemcomitans ve diger periodontopatojenleri
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inhibe ettiklerini goérmiislerdir. Juvenil periodontitis ve inat¢g1 periodontitis
hastalarinin, hastalikli bolgelerinden alinan 6rneklerde ise inhibe edici bu tiir faydali
bakterilere rastlanmazken, ayni hastalarin saglikli bolgelerinden alinan subgingival
dis plagt  Orneklerinde  faydali  bakterilerin  bulundugu  belirlenmistir.
Periodontopatojenlerin gelisimini inhibe eden bu bakterilerin Streptococcus sanguis
ve Streptococcus uberis oldugu ve bu bakterilerin hidrojen peroksit {ireterek
A.actinomycetemcomitans’in gelisimini inhibe ettigi belirlenmistir (Hillman and
Socransky, 1982, Hillman et al., 1985). Gnobiotik ratlarla yapilan bir ¢alismada,
ratlarin agiz igine A.actinomycetemcomitans kiiltiiri yerlestirilmis ve enfeksiyon
olusmasindan 2 hafta sonra ratlar 3 gruba ayrilmistir. Gruplardan birisine S.sanguinis
KJ3sm ve diger gruba hidrojen peroksit geni eksik olan S.sanguinis KJ3sm kiiltiiri
verilmistir. ilk grupta 5 hafta sonra 4.actinomycetemcomitans 70 kat azalirken ikinci
grupta da 25 kat azalmistir. A.actinomycetemcomitans ile S.sanguinis arasindaki
etkilesimde sadece hidrojen peroksitin degil baska mekanizmalarin da etkili

oldugunu ileri stiriilmiistiir (Hillman and Shivers, 1988).

Teughels ve arkadaslar1 (2007a), periodontopatojenlerin gelisimini inhibe eden,
fimbriya olusumlarin1 veya ylizey aktif madde salimmimlarini engelleyen yedi adet
faydali bakteriyle bir dizi ¢alisma gerceklestirmistir. Yaptiklari in vitro ¢alismada,
faydali bakterilerin adezyon 6zelliklerini ve A.actinomycetemcomitans, P.gingivalis,
P.intermedia ve T.forsythia bakterilerinin dis sert dokularma ve epitelyum
hiicrelerine kolonizasyonunu degerlendirmislerdir. Calisma sonucunda, S.sanguinis
KTH-4, S.salivarius TOVE ve S.mitis BMSnin in vitro Kkosullarda
periodontopatojenleri inhibe etmede etkili olduklarmi ve bu bakterilerin
A.actinomycetemcomitans’ya karst epitelyal interlokin-8 cevabini diisiirdiigiinti
gostermislerdir (Teughels et al., 2007a, Van Hoogmoed et al., 2008). Arastirmacilar,
in vivo ¢alismalarinda ise, S.sanguinis KTH-4, S.salivarius TOVE ve S.mitis BMS
bakterilerinin karisimint periodontitisi olan kopeklere uygulamislar. Karigimi
uygulmadan o6nce denekleri 4 gruba ayirmiglardir: 1.gruba mekanik tedavi
uygulamamiglar, 2.gruba subgingival kiiretaj ve kok diizeltmesi islemlerini
uygulamisglar, 3.gruba kok diizeltmesini takiben bakteri karigimindan tek bir doz
uygulamiglar ve 4. gruba ise kok diizeltmesi yaptiktan sonra bekteri karigimini

tekrarlayan sekilde uygulamiglardir. 4 haftalik c¢alisma siiresi sonunda,
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rekolonizasyonun ne kadar slirede gerceklestigini  gérmek i¢in  kopekler
bakteriyolojik olarak monitorize edilmis ve Ozellikle 4.grupta belirgin bir farkla
rekolonizasyonun daha ge¢ oldugu bildirilmistir Boylelikle, periodontitiste, mekanik
tedaviden sonra, faydali bakterilerin kullanilmasiyla antibiyotik tedavisine

gereksinimin kalmayacagini ileri siirmiislerdir (Teughels et al., 2007b).

Laktik asit bakterilerinin oral kavitedeki dagilimlari, periodontal yikim ve
enflamasyonla yakindan iligkilidir. Laktobasiller, daha c¢ok tiikriikte kolonize
olurken, subgingival bélgelerde nadiren kolonize olurlar. Ozellikle homofermantatif
laktobasiller saglikli insanlarin tiikiiriiklerinde, periodontitisi olan hastalarin
tilkiiriiklerine gore daha fazla bulunur. Bu durum, homofermantatif laktobasillerin
subgingival periodonto patojenlerin gelisimini inhibe ettigini gdstermektedir
(Sookkhee et al., 2001, Ishikawa et al., 2003, Koll-Klais et al., 2005a, Koll-Klais et
al., 2005b). Laktik asit bakterileri, periodonsiyumda enflamasyona neden olan ¢esitli
parametreleri degistirerek etki gosterirler. L.reuteri, L.brevis, L.casei, L.salivarius
WB21 ve Bacillus subtilis’in dis eti kanamasin1 azaltarak gingivitis tedavisinde etkili
oldugu gosterilmistir (Krasse et al., 2006, Riccia et al., 2007, Twetman et al., 2009).
L.reuteri ATCC 55730 ve ATCC PTA 5289 igeren sakizlarin kullanilmasiyla, dis eti
olugu sivisinda enflamasyona neden olan sitokinlerin azaldigi bildirilmistir
(Twetman et al., 2009). Kronik periodontitisi olan hastalarin 4 giin boyunca L.brevis
iceren pastilleri kullanmasi sonucunda, plak ve gingivitis skorlarinin ve dis eti
kanamasinin azaldigi gosterilmistir. Ayrica, tiikriikteki matriks metalloproteinaz ve
prostoglandin seviyesinde de azalma oldugu bildirilmistir. Bu durumun, L.brevis’in,
prostoglandin salinimi ve matriks metalloproteinaz aktivasyonundan sorumlu olan
nitroz oksit liretimini inhibe etmesiyle iliskili olabilecegi diisiinlilmiistiir. (Riccia et
al., 2007). Siit igerisinde tiiketilen L.casei Shirota ve Bacillus subtilis (B.subtilis),
deney ve kontrol gruplar1 arasinda dis eti kanamasi ve plak indeksi skorlarinda
farklilik olusturmazken, L.casei Shirota ‘nin deney grubunda polimorfoniikleer
elastaz ve matriks metalloproteinaz-3 aktivitesini azalttif1 gosterilmistir (Staab et al.,
2009). Baska bir calismada ise B.subtilis agiz ¢alkalama soliisyonu igerisinde
kullanilmis ve periodontal patojenlerin sayisini azalttig1 gosterilmistir (Tsubura et al.,

2009).
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Yapilan bir ¢alismada, siitiin fermentasyonunda yer alan Lactobacillus
helveticus (L.helveticus)’un kiiciik peptidler iirettigi ve bu peptidlerin osteoblast
hiicresi gibi davranarak kemik olusumunu aktive ettigi gosterilmistir (Narva et al.,
2004). L.helveticus tarafindan iiretilen bu bioaktif peptidler periodontitisle iliskili

kemik kaybini azaltmada kullanilabilir.

Yaglar1 40-79 arasinda degisen 492 katilimci ile gerceklestirilen, siit, peynir,
yogurt gibi gilinliik siit tiriinlerinin tiiketimi ile periodontal saglik arasindaki iliskinin
arastirildigi bir calismada, 6zellikle sigara kullanmayan ve diizenli bir sekilde yogurt
veya laktik asit bakterisi iceren igecek tiiketen bireylerde, yine sigara kullanmayan
ancak bu irlinleri daha az tiiketen bireylere gore periodontal cep derinligi ve klinik
atagman kaybinin daha az oldugu goriilmiistiir. Siit ve peynir tiilketiminde benzer bir

etki goriilmemistir (Shimazaki et al., 2008).

Saglikli insanlardan izole edilen Lactobacillus salivarius TI2711’in in vitro
kosullarda P.gingivalis, P.intermedia ve Prevotella nigrescens (P.nigrescens)’i
inhibe ettigi gosterilmistir (Ishikawa et al., 2003). Ayn1 arastirmacilar, L.salivarius
iceren tabletlerin 8 hafta kullanilmasindan sonra, deney grubunda siyah pigmentli
anaerobik rodlarin sayisinda anlamli bir azalma oldugunu gdstemisler, bununla
beraber hem deney hem de kontrol gruplarinda S.mutans ve laktobasil sayisinda bir
degisiklik gostermemislerdir. Calisma sonunda, probiyotik bakteri iceren tablet
kullanim1 ile tiikiirik pH’sinda bir dengelenme meydana geldigini, baglangicta
katilimecilarin tiiktiriik pH’sinin 5,4-8,5 arasinda degisirken, 8 hafta sonra pH’nin 7,3
oldugunu bildirmislerdir. Arastirmacilar, yaptiklar1 ikinci c¢aligmalarinda ise,
periodontitis hastalarina L.salivarius TI2711 igeren tabletlerden 12 hafta boyunca her
giin vermisler, calisma sonunda, deney ve kontrol gruplarinin her ikisinde de toplam
subgingival bakteri miktarinda anlamli bir azalma oldugunu gostermislerdir.
Uygulama bitiminden 4 hafta sonra periodontopatojenlerin eski seviyelerine
dondiglinii yani, azalmanin kalic1 olmadigini ancak, deney grubunda L.salivarius

seviyesindeki artigin dnemli miktarlarda ve kalict oldugunu bildirmisleridir.

Ozellikle sigara kullanan yiiksek risk grubundaki bireylerde, L.salivarius WB21

icren tabletlerin kullanimi ile dis eti cebi derinliginin azaldigi ve plaktaki
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periodontopatojenlerin sayisinin azaldigi gosterilmistir (Shimauchi et al., 2008,

Mayanagi et al., 2009).

L.reuteri’nin gingivitis tedavisindeki etkinligini incelemek amaciyla yapilan bir
calismada, L.reuteri iceren sakizin 14 giin kullanimindan sonra, deney ve plasebo
gruplarinda gingivitis skorunun azaldigi, plak skorunun ise sadece deney grubunda

azaldig1 gozlenmistir (Krasse et al., 2006).

L.reuteri, reuterin ve reuterisilin adi verilen iki ¢esit bakteriyosin iiretmekte,
dokulara giiclii bir sekilde baglanabilmekte ve enflamasyonu baglatan sitokin
salinimini inhibe etmektedir (Talarico et al., 1988, Ganzle et al., 2000, Mukai et al.,
2002, Ma et al., 2004, Pena et al., 2005). Bakterinin probiyotik olarak etki gostermesi

bu 6zelliklerine bagl olabilir.

Weissella cibaria (W.cibaria), gram pozitif, fakiiltatif, anaerobik laktik asit
bakterisidir, insanlardan ve fermente gidalardan izole edilmektedir (Bonifait et al.,
2009). Saglikli ¢ocuklarin tiikriiklerinden izole edilen W.cibaria zincirinin, S.mutans
gelisimini inhibe ettigi ve giinde 2 defa W.cibaria CMS1 ile hazirlanan soliisyonla
calkalama iglemi yapildiktan sonra ise plak skorlarinda %20 azalma meydana geldigi

gosterilmistir (Kang et al., 2006a).

2.4.3.Ag1zdaki Mantar Enfeksiyonlarina Karsi Probiyotiklerin Etkisi

Mantar enfeksiyonlari, periyodonsiyumda siklikla goriilen enfeksiyonlardandir.
Protez kullanimi, agiz kurulugu, ileri yas, genis spektrumlu antibiyotiklerin sik
kullanimi, bagisiklik sistemini baskilayan ilaglar, antikolinerjik ilaglar, hormonal
sistemdeki problemler, kemik iligi depresyonu, bagisiklik sistemini zayiflatan
hastaliklar, malignensi, beslenme problemleri, radyasyon tedavisi, mantar
enfeksiyonuna neden olan hazirlayici faktorlerdir (Herne et al., 1996). Candida
albicans, oral ve orofaringeal mantar enfeksiyonlarina neden olan
miroorganzimalardir. Mantar enfeksiyonu, ilag tedavisine ¢cok yavas cevap verir ve
tedavi enfeksiyonu tamamen ortadan kaldiramadig1 gibi ayrica bagisiklik sisteminin

de zayiflamasina sebep olur (Schulze and Sonnenborn, 2009). Bu nedenle,
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arastirmalar probiyotiklerin mantar enfeksiyonu tedavisinde kullanimi iizerine

yogunlasmistir.

Enfeksiyona egilimli farelerle gerceklestirilen bir calismada, L.acidophilus
LAFTI L10 ve L.fermentum bakterileri 2 hafta boyunca farelere gastrik entiibasyonla
(dogrudan mideye verilmesi) besin olarak verilmis, bu siirenin tamamlanmasindan 1
giin sonra farelerin agiz i¢ine topikal olarak C.albicans uygulanmis ve tekrar 14 giin
daha probiyotikle besleme yapilmistir. C.albicans’in verilmesinden 1 giin sonra
deney ve kontrol gruplarinda C.albicans seviyesi benzer bulunmustur. Iki giin sonra
ise, deney gruplarinin C.albicans seviyesinde hizli dislisler gézlenmis, 6.giinde
L.acidophilus grubunda C.albicans’a hig rastlanmazken L. fermentum grubunda ise
C.albicans 8.gliine kadar izlenmistir. Kontrol grubunda ise, deneyden 15 giin
sonrasina kadar C.albicanas’un oldugu tespit edilmistir. Ayn1 arastirmacilar, fareleri
3 gruba ayirarak benzer bir ¢calisma daha yapmislardir. Bu ¢aligmada 1.grubu 34 giin
boyunca iki glinde bir defa fosfat tamponlu salin igerisinde L.acidophilus ile, 2.grubu
fosfat tamponlu salin soliisyonuyla 34 giin boyunca giinde iki defa ve 3.grubu ise 20
giin iki gilinde bir fosfat tamponlu salin igerisinde L.acidophilus ile ve son 14 giin de,
giinde iki defa sadece fosfat tamponlu salin ile beslemislerdir. Beslenme siirecinin
sonunda ilk ¢alismada oldugu gibi farelere C.albicans verilmis, ancak ilk ¢alismadan
farkli olarak tekrar L.acidophilus ile besleme yapilmamustir. L.acidophilus ile 34 giin
beslenen grupta C.albicans sayisindaki azalma, 20 giin beslenen gruptan daha yavas
bir seklide meydana gelmistir, takip siirecinin 6.giiniinde 34 giin L.acidophilus ile
beslenen grupta C.albicans izlenmezken, 20 giin beslenen grupta yiiksek miktarda

kolonizasyon oldugu belirlenmistir (Elahi et al., 2005).

Probiyotik bakterilerin oral kandida insidansina etkisinin incelendigi, 192 yash
katitlime1 ile gerceklestirilen ¢alismada, 16 hafta boyunca deney grubuna
Lactococcus lactis, L.helveticus ve probiyotik zincir olarak L.rhamnosus GG (ATCC
53103), L.rhamnosus LC705 ve Propionibacterium freudenreichii ssp.shermanii JS
iceren 50g peynir ve kontrol grubuna ise Lactococcus lactis igeren 50g peynir her
giin verilmistir. Caligma sonunda deney grubunda maya insidansi azalirken, kontrol

grubunda arttigi  goriilmiistiir. Ancak, mukozal lezyonlarda bir degisiklik
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goriilmemistir. Ayrica, deney grubunun tiikiiriik miktarinda artis oldugu, kontrol

grubunda ise azalma oldugu belirlenmistir (Hatakka et al., 2007).

Yaslari, 18-35 arasinda degisen 74 katilimci ile gercgeklestirilen bir ¢alismada,
katilimcilar deney ve kontrol grubu olarak ikiye ayrilmis ve c¢alisma 3 hafta
sirmistiir. Deney grubuna, Lactobacillus rhamnosus GG ATCC 53103
(1,9x10'kob/g) ve Lactobacillus rhamnosus LC 705 (1,2x10’kob/g) iceren peynirden
glinde 5 defa 15 g ve kontrol grubuna canli bakteri icermeyen peynirden verilmistir.
Calismanin baslangicinda ve sonunda tiikriikteki S.mutans, laktobasil ve maya
miktar1 Ol¢lilmiistiir. Calisma sonunda, probiyotik bakterilerin tiikiiriikteki S.mutans
ve maya miktarinda azalmaya neden oldugu ancak bu azalmanin iki grup arasinda

anlamli olmadig1 gosterilmistir (Ahola et al., 2002).

2.4.4.Ag1z Kokusuna Karsi Probiyotiklerin Etkisi

Ag1z kokusu, ¢esitli ugucu gazlarla olusan ve toplumun biiylik bir kismini
etkileyen ciddi bir hastaliktir. Orofarinksteki siilfiir iceren amino asitlerin bakteriler
tarafindan pargalanmasiyla olusan hidrojen stilfid, metil merkaptan ve dimetil siilfid
gibi siilfiir iceren gazlar agiz kokusuna sebep olmaktadir. indol, skatol, putresin,
kadaverin ve aseton da agiz kokusuna sebep olan diger gazlara 6rnek olarak
verilebilir. Ag1z igerisindeki gida artiklari, mukozadan dokiilen hiicreler, tiikiiriik ve
l6kositlerden kaynaklanan aminoasitler, F.nucleatum, P.gingivalis, P.intermedia ve
T.denticola gibi anaerobik bakteriler tarafindan pargalanir (Scully and Greenman,
2008). Atopobium parvulum, Eubacterium sulci ve Solobacterium moorei, agiz
kokusu olan insanlarin dilin dorsumuna yerlesmis baskin mikroorganzima tiirleridir
(Kazor et al., 2003). Baz1 hastalarda ise, agiz kokusu agiz dist nedenlerle olusabilir.
Viicudun her hangi bir yerinde olusan kotii koku metabolitleri kan yoluyla
akcigerlere gelir ve olusan gazlar nefes verirken disar1 ¢ikar (Delanghe et al., 1997,
Van den Velde et al., 2007). Ayrica, solunum yolu enfeksiyonlar1 da agiz kokusuna

sebep olmaktadir (Bonifait et al., 2009).

Agi1z kokusuna sebep olan bakteriler daha ¢ok dil {izerine yerlesirler. Kimyasal

ve fiziksel olarak uygulanan bazi tedavi yontemleriyle bu bakterilerin bir kismi
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uzaklagtirilir, ancak bu gegici bir rahatlama saglar ve uzun doénem uygulanan
tedavilerin baz1 yan etkileri bulunmaktadir. Ayrica tedavi sonlandirildiginda, agiz
kokusuna sebep olan bakteriler kisa siire icerisinde tekrar ayni bolgelere yerlesirler.
Bu nedenle probiyotik bakterilerin oral dokulara kolonize olmasiyla, agiz kokusu

hem tedavi edilmis hem de 6nlenmis olur (Burton et al., 2005).

Patolojik olmayan 2ml’lik E.coli Nissle 1917 bakteri slispansiyonu (Mutaflor,
Ardeypharm, Germany) ile 3 aylik bir tedavi sonrasinda 9,5 yasindaki kiz hastada
agiz kokusunun Onemli miktarda azaldigi ve 4 yillik takip sonunda tekrar agiz

kokusuna sahip olmadig: bildirilmistir (Henker et al., 2001).

Ag1z kokusunun tedavisi ve dnlenmesi i¢in en uygun bakterinin belirlenmesi
amaciyla gergeklestirilen bir calismada, 4-7 yaglarindaki 460 anaokulu 6grencisinden
aliman tiikiirik orneklerinde W.cibaria CMU’nun, F.nucletum’u ve olusturdugu
ucucu siilfiir bilesiklerini inhibe ettigi gosterilmistir. Daha sonra arastirmacilar
W.cibaria CMU ve distile su kullanarak bir gargara hazirlamiglardir. Aragtirmacilar,
bu gargaranin agiz kokusuna etkisini incelemek amaciyla yaslart 20-30 arasinda
gargaray1 ve kontrol gruplarindan birisine sadece distile suyu ve digerine ticari olarak
yogurt igerisinde bulunan L.casei, Weissalla confusa ve distile su ile hazirladiklar
gargaray1 giinde 2 defa ikiser dakika yaptirmiglardir. Caligmanin ilk giinii ve ikinci
giinii, gargara yapilmadan 6nce gaz kromotografisi kullanilarak katilimcilarin agiz
boslugundaki ugucu siilfiir bilesiklerinin miktar1 degerlendirilmistir. Calisma
sonucunda, deney grubunda, hidrojen siilfid gazinin %48,2 ve metil merkaptan
gaziin %59,4 oraninda azaldigini gostermislerdir. Kontrol gruplarmin her ikisinde

de bu gazlarin oranlarinda anlamli bir diislis gézlenmemistir. (Kang et al., 2006b).

Tayland’ta fermente bir baliktan izole edilen W.cibaria 110’un, Weissellicin
110 ad1 verilen bir bakteriyosin iirettigi ve bu bakteriyosinin bazi gram pozitif

bakterilerin 6nledigi gosterilmistir (Srionnual et al., 2007).

S.salivarius, ag1z kokusu goriilmeyen insanlarda dil dorsumundan siklikla izole
edilen mikroorganizma tiirtidiir (Kazor et al., 2003). S.salivarius’un agiz kokusunu

onlemedeki etkinligini belirlemek i¢in yapilan bir in vivo ¢aligmada, yaglar1 18-69
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arasinda degisen 23 katilimei iki gruba ayrilmus, deney grubuna 1x 10° koloni/birim
S.salivarius K12 iceren pastil ve kontrol grubuna ise plasebo pastil verilmistir.
S.salivarius KI12’nin, iki c¢esit bakteriyosin iireterek Streptococcus anginosus,
Eubacterium saburreum ve Peptostreptococcus micros (P.micros)’u inhibe ettigi,
ancak P.gingivalis ve P.intermedia’y1r inhibe edemedigi gosterilmistir. Deney
oncesinde tiim katilimcilar, dis macunu ile 2 dakika dislerini ve dilini firgalamis, 30
saniye plastik dil fircasi ile dilini fircalamis ve son olarak %?2’lik klorheksidin ile 30
saniye agzini ¢alkalamigtir. Tiim bu islemlerden 2 saat sonra katilimcilara pastilleri
verilmigtir. Deneyin 2. ve 3. giiniinde de sabah ve aksam dislerin fircalanmasindan
sonra klorheksidin ile gargara yapilmis ve giinde iki defa pastil kullanilmistir. Daha
sonra katilimcilar, bir hafta siire ile sabah ve aksam dislerini fir¢aladiktan sonra
pastillerini almiglardir. Calisma sonucunda, deney grubunun %85’inde ve kontrol
grubunun %30’unda ugucu siilfiir gazinin 6nemli derecede azaldig: tespit edilmistir.
Ancak etkinin siirekli olmasi i¢in uygulamanin tekrarlanmasi1  gerektigi
vurgulanmustir (Burton et al., 2006). S.salivarius’un irettigi bakteriyosinler, ugucu
stlfir bilesiklerini meydana getiren bakterilerin sayisinin azaltilmasinda etkili

oldugu, baska bir ¢alismada da gdsterilmistir (Hyink et al., 2007) .

Yapilan baska bir ¢alismada, 1x10'°KOB S.salivarius K12 igeren tabletlerin
(BLIS K12 Throat Guard, BLIS Technologies Limited, Wellington, New Zealand)
kullanim1 sonucunda agiz kokusunda azalma oldugu gosterilmistir (Horz et al.,

2007).

2.5.Probiyotik Bakterilerin Giivenirliligi
2.5.1.Probiyotik Bakterilerin Sistemik Yan Etkileri

Bir probiyotik zincirinin FAO (United Nations Food and Agriculture
Organization) ve WHO (World Health Organisation) tarafindan giivenli olarak
tanimlanabilmesi i¢in, belirlenen, antibiyotik direng testlerinden ge¢mesi, metabolik

aktivitesi, toksin {iiretimi, hemolitik aktivitesi, bagisiklik sisteminde sorun olan
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hayvanlar1 enfekte etme potansiyeli, insanlardaki yan etkilerinin belirlenmesi

gerekmektedir.

Probiyotik laktobasil ve bifidobakteriler, memeli mikrobiotasina faydali bir
sekilde onlarla yasadiklar1 i¢in, insanlar tarafindan uzun yillardir yiyeceklerin
icerisinde ve kapsiil seklinde giivenle alinmaktadir (Adams and Marteau, 1995,
Naidu et al., 1999, Reid, 2002). Probiyotik 0Ozellik gdsteren bifidobakteriler,
glivenilir  olarak  degerlendirilmekte ve siit bazli bebek mamalarinda
kullanilmaktadirlar (Saavedra et al., 2004). Ancak, nadir goriilen sistemik
enfeksiyonlar seklinde yan etkiler gériilebilmektedir. Ozellikle, bagisiklik sistemi ile
ilgili problemi olan hastalara, bagirsak kanamasi goriilen ve artriti olan hastalara
probiyotik verilirken dikkat edilmelidir (Mackie et al., 1999, Rautio et al., 1999,
Marteau, 2002).

Ozellikle probiyotik bakteri Enterococcus spp. kullaniminda dikkatli
olunmalidir. Ciinkii, bu bakteri hastane enfeksiyonunun en 6nemli nedenidir ve
vankomisine ¢ok direnglidir (Gardiner et al., 2002). S.boulardii ise probiyotik bakteri
olarak siklikla kullanilir ancak, tekrarlayan mantar enfeksiyonuna neden olabilir

(Hennequin et al., 2000).

2.5.2.Probiyotik Bakterilerin Oral Kavitedeki Yan Etkileri

Probiyotik bakterilerin agiz i¢indeki potansiyel yan etkileriyle ilgili kapsaml
bir ¢aligma bulunmamaktadir. Siklikla kullanilan probiyotik tiirler olan laktobasiller

ve bifidobakterilerin asidojeniteleri arastirilmamistir (Haukioja, 2010).

Yapilan bir ¢aligmada, probiyotik bakteri Lactobacillus salivarius 1952R’nin
rat disleri lizerindeki karyojenitesi incelenmistir. Calisma sonucunda, 18-22 giinliik
ratlarda 5 glin Lactobacillus salivarius 1952R kullaniminin, dis ¢iiriigli olusumunu
onemli derecede arttirdig1 ve Lactobacillus salivarius 1952R ile birlikte S.mutans
MT8148R’nin ¢iiriik olusumunda daha etkili olduklar1 gosterilmistir. Bu durum,
Lactobacillus  salivarius 1952R’nin tiikriikkle kapli hidroksiapatite daha 1iyi

tutunmastyla agiklanmigtir (Matsumoto et al., 2005).
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Lactobacillus salivarius W24’lin yapay tiikiiriik icerisindeki hidrokasiapatit
iceren diskler {izerine ilave edilmesiyle ortamda siikroz varliginda pH’y1 diistirerek

karyojeniteyi arttirdig1 gosterilmistir (Pham et al., 2009).

Saglikli insanlarda, yedi g¢esit probiyotik laktobasil zincirinin birlikte
kullanildig: bir ¢caligmada, tiikriikteki laktobasil sayisi artarken S.mutans sayisinda
bir degisiklik olmadig: bildirilmistir (Montalto et al., 2004).

Streptecoccus uberis KJ2sm, Streptecoccus oralis KJ3sm ve Streptecoccus
rattus JHI145 iceren ProBiora® (Oragenics Inc., Alachua, FL, USA) isimli gargaranin,
diisik dozdan baslanarak (10°KOB) yiiksek doza (10°KOB) dogru 8 ay boyunca
giinde iki defa kullanilmasiyla, klinik olarak hafif siniflamasina giren bogaz agrisi,

bas agris1 ve karin agrilart goriilmiistiir (Zahradnik et al., 2009).
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3.GEREC ve YONTEM

Calisma icin Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul’'undan
onay alinmistir (izin no: 23.06.2009-04/32) Ayrica, uygulamalarin Oncesinde,
yapilacak olan islemler hakkinda hasta ve ebeveynler bilgilendirilmis ve
ebeveynlerin yazili izinleri alinmistir. Caligsma, in vitro ve in vivo olmak iizere iki

kisimda gergeklestirilmistir.

3.1.In Vitro Calisma

Bu calisma ile dogal agiz florasindan izole edilen laktik asit ve S.mutans
bakterileri ve daha 6nceden et 6rneklerinden izole edilmis olan laktik asit bakterileri
arasindan, dis ylizeyine en 1iyi tutunan laktik asit bakterisinin belirlenmesi

amagclanmustir.

3.1.1.Dogal agiz florasindan laktik asit ve S.mutans bakterilerinin izole edilmesi

Siileyman Demirel Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Pedodonti Klinigi'ne
basvuran hastalardan rastgele secilmis olan sistemik olarak saglikli, yaslar1 4-16
arasinda degisen, 6’s1 kiz, toplam 13 cocuk hastadan, steril sartlarda tiikiiriik, dis
clriigii, plak ve dis eti olugu sivist Ornekleri alinmistir. Alinan Orneklere,

mikrobiyolojik tanimlama i¢in kod verilmistir.

Ornekleme yapilmadan 6nce her cocuk igin, ebeveyniyle birlikte bir anamnez
formu doldurulmustur. Hastanin kimlik bilgileri, sosyo-ekonomik diizeyi, dogum
sekli, anne siitli alma siiresi, en son tlikettigi siit liriinii ve zamani, agiz igerisinden
kiiltiir alinan bolge ve kullanilan besi yeri hazirlanan bu forma kaydedilmistir.
Tiikiiriik 6rnegi, steril ekiivyon yardimiyla sublingual bdlgeden; dis ¢iiriigii 6rnegi,
steril ekskavator yardimiyla akut dentin ¢iirigiinden; dis plagi 6rnegi steril ekiivyon
yardimiyla kesicilerin veya daimi birinci biiyiik azilarin veya siit ikinci molar dislerin

bukkal yiizeyinden ve dis eti olugu sivisi ise steril kagit koniler yardimiyla kesici
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disler bolgesinden alinmistir. Alinan mikrobiyal 6rnekler, MRS agar, M17 agar ve
Patates Dekstroz Agar (PDA) agar plaklara steril 6ze ile ekilerek anaerobik
kosullarda, M17 agar ve MRS agar i¢in 35°C’de 48 saat, PDA agar i¢in 25°C’de 5
giin siire ile inkiibe edilmistir (Resim 1). Inkiibasyondan sonra besi yerleri soguk
zincirde tasmarak Anadolu Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii
Mikrobiyoloji Laboratuari’na ulastirilmistir. Burada gelisen kolonilerden, MRS agar
ve M17 agar plaklarindan farkli koloni 6zellikleri gdsterenler aynmi besi yerlerine
ekilerek 35-37°C’de 48 saat anaerobik inkiibatorde inkiibe edilmistir. Saf olan
kiiltiirler, %20’lik gliserol i¢inde -86 °C’de stoklanmistir. Daha sonra bu kiiltiirlerin
tanimlamas1 molekiiler diizeyde, biyokimyasal testlerle yapilmis ve riboprinter ile

kontrol edilmistir.

Resim 1: Dogal agiz florasindan mikrobiyal 6rnek aliminda kullanilan malzemeler.
a: Steril ekiivyon, b:Steril ekskavator, c: Steril kagit koni, d: Steril 6ze, e: Besi yeri
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Dogal agiz florasindan izole edilen laktik asit ve S.mutans bakterileri arasindan
dis yiizeyine en iyi tutunum gosteren laktik asit bakterisinin belirlenmesi i¢in, dis
yiizeyine tutunum calismas1 gerceklestirilmistir. In vitro calisma sonucunda, dis
ylizeyine en iyi tutunum gosteren laktik asit bakterisi belirlenmis ve bu bakteri in

vivo ¢alismada kullanilmistir.

3.1.2.1zole edilen laktik asit ve S.mutans bakterilerinin dis yiizeyine tutunmasi

Dogal agiz florasindan izole edilen ve tanimlamalar1 yapilan S.mutans ile
laktik asit bakterileri ve Anadolu Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii
laboratuarinda daha 6nceden et 6rneklerinden izole edilen laktik asit bakterileri, dis
ylizeyine tutunum deneyi i¢in labaratuvarda gelistirilmistir. Bu deneyde, 12 tanesi
ag1z i¢inden ve 10 tanesi et 6rneklerinden olmak iizere toplam 22 laktik asit bakterisi

ve agizdan izole edilen iki S.mutans bakterisi kullanilmigtir.

Laktik asit ve S.mutans bakterilerinin dis ylizeyine tutunumunu arastirmak igin,
cekilmis ¢iiriikstiz disler kullanilmigtir. Digler, yumusak doku artiklarindan bir
kretuar yardimiyla temizlenmis ve deney baslayincaya kadar serum fizyolojik

icerisinde bekletilmislerdir.

Laktik asit bakterilerinin dis ylizeyine tutunma konusunda, S.mutans’a karsi
gosterdikleri yarisi incelemek ve en iyi tutunan laktik asit bakterisini belirlemek igin,
dise tutunum deneyleri, 2 farkli yontemle gerceklestirilmis ve islemler iki defa

tekrarlanmugtir.

3.1.2.1.Birinci Yontem

Bu deneyde, daha dnceden kullanilan bir yontem uygulanmistir (Erten, 2005).
Deneye baslamadan 6nce, kullanilacak olan yapay tiikiiriik, fosfatla tamponlanmis
salin (Phosphate Buffered Saline-PBS) ve fizyolojik tuzlu su (FTS) hazirlanmig ve

diger mikrobiyolojik malzemeler ise hazir olarak kullanilmistir.
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Yapay tiikiiriik; %0,1 et ekstrakti , %0,2 maya ekstrakti , %0,5 proteoz pepton,
9%0,25 porcine gastrik mukoza, 6.00 mmol /NaCl, 1.8 mmol/CaCl,, 2.7 mmol/KCl ve
1 litre distile su ile hazirlanmistir (Guan et al., 2001). Bu karigim, 121 °C’de 20
dakika otoklavlanmis ve kullanimdan hemen Once 0.45°lik steril filtreden

gecirildikten sonra %40’lik iire ¢ozeltisinden 125 ml eklenmistir (Resim 2).

Resim 2: Yapay tiikiiriik hazirlanmasi. a: Yapay tiikiiriik, b: Steril filtre, c: Ure
¢oOzeltisi

PBS; 8 g NaCl, 0.2 g KCI, 1.44 g Na,HPOy,, 2.4 g KH,PO4 ve 800 ml distile su
ile hazirlanmistir. Kimyasal maddeler distile suda ¢oziindiikten sonra, karigimin
pH’s1t 7.4+0.2 olarak ayarlanmistir. Karigimin hacmi 1000 ml’ye tamamlandiktan

sonra 121 °C’de 20 dakika steril edilmistir (Sambrook et al., 1989)
FTS; 1000 ml distile suya, 8,5 g NaCl eklenerek hazirlanmaistir.

Bu deneyde, 22 laktik asit bakteri kiiltlirii icin MRS agar ve iki S.mutans
kiltiirii icin Mitis Salivarius (MS) agar besi yeri olarak kullanilmistir. Ciiriigii

olmayan 66 adet ¢ekilmis dis ile dis ylizeyine tutunum deneyi gerceklestirilmistir.

Cekilmis disler, deneyden once 24 saat FTS igerisinde bekletilmis ve 121 °C’de
15 dakika steril edilmistir. FTS icerisindeki disler, deney giinii steril yapay tiikiiriik
icerisine almmis ve 37 °C’de 30 dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyondan sonra
aseptik kosullarda, disler steril pensle yapay tiikiiriik icerisinden alinmis ve steril
kurutma kagidinda suyu giderildikten sonra, laktik asit bakteri soliisyonu igerisine
alinmistir (Resim 3). Flakonlar, 37 °C’de 4 saat inkiibe edildikten sonra, aseptik
kosullarda, disler steril pensle laktik asit bakteri soliisyonu igerisinden alinmis ve

steril kurutma kagidinda suyu giderildikten sonra, her bir dis bir flakonda olacak
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sekilde streptokok soliisyonunun igerisine almmistir. Streptokok soliisyonu
icerisindeki disler de (Resim 4) 37 °C’de 4 saat inkiibe edilmistir. Disler, aseptik
kosullarda streptokok soliisyonundan ¢ikarilmis ve kurutma kagidi ile sulari
giderildikten sonra 10 ml’lik PBS soliisyonu igerisine alinmistir. Dis ylizeyine
tutunan mikroorganizmalarin PBS i¢inde dagilmasi i¢in flakonlar vorteks cihazinda
(Vitek Bio-merieux/France) 1 dakika c¢alkalanmistir (Resim 5). Buradan, igerisinde
PBS bulunan ependorf tiipleri kullanilarak 106’ya kadar diliisyonlar hazirlanmstir.
Laktik asit bakterileri icin MRS agar besiyerine ve streptokoklar icin MS agar
besiyerine damlatma kiiltlir yontemiyle diliisyonlardan ekim yapilmistir. Besiyerleri
37 °C’de 48 saat anaerobik sartlarda inkiibe edilmis (Resim 6) ve inkiibasyondan

sonra mikroorganizma sayimlar1 yapilarak sonuglar degerlendirilmistir (Resim 7).

Resim 3: Dislerin laktik asit bakteri slispansiyonu igerisine alinmasi. a: Yapay
tiikiiriik i¢erisindeki disler, b: Dislerin suyunun giderilmesi, c: Dislerin flakon
igerisine alinmast.

Resim 4: Streptokok soliisyonu icerisindeki disler.
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Resim 5: Flakonlarin vorteks cihazinda ¢alkalanmasi.

Resim 6: a: Besi yerlerinin inkiibasyon oncesi goriiniimii, b: Anaerobik jar
icerisindeki besi yerlerinin goriiniimii

Resim 7: Inkiibasyondan sonra besi yerinin goriiniimii

43



3.1.2.2.Yogunluk Deneyi

Dis yiizeyine tutunan laktik asit bakterilerinin miktarin1 belirlemek i¢in, laktik
asit ve S.mutans bakterilerinin baslangic yogunluklarinin bilinmesi 6nemlidir.
Baslangic yogunluklar1 belirlenirken, birinci deneyle paralel bir ¢alisma
ylritilmiistir. Yogunlugun belirlenmesi i¢in, bakteri kiiltiiriiniin bulundugu 12
ml’lik flakonlar 5000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir (Resim 8). Santrifiij
sonrasinda, bakteriler flakonun en alt kisminda toplanmis ve siipernatant olarak
adlandirilan st kisimdaki sivi kisim dokiilmiistiir. Kalan bakteri silispansiyonu
(pelet), 5 ml PBS ile yikandiktan sonra, tekrar ayni islem uygulanmistir. Daha sonra
pelet, 12ml PBS’de sulandirilmis ve buradan 10'”a kadar diliisyonlar hazirlanmustir.
MRS ve MS plaklara damlatma Kkiiltiir yontemiyle ekim yapilmis ve bakterilerin

baslangi¢ yogunluklari belirlenmistir.

Resim 8: Bakteri yogunluklarini belirlemek i¢in yapilan santrifiij islemi. a: Santrifiij
cihazi, b: Santrifiij cihazindaki flakonlar, c: Santrifiij sonras1 flakon.

3.1.2.3.ikinci Yontem

Deneye baglamadan 6nce, deneyde kullanilacak olan PBS ve FTS hazirlanmis

ve diger mikrobiyolojik malzemeler hazir olarak kullanilmigtir.

Bu deneyde birinci yontemde oldugu gibi, besi yeri olarak, 22 laktik asit
bakteri kiiltiirii i¢in MRS agar ve iki S.mutans kiiltiirii i¢in MS agar kullanilmistir.
Calisma, ciirigli bulunmayan 22 adet c¢ekilmis dis ile gercgeklestirilmistir. Daha

onceden hazirlanmig 10 mm?’lik etiketler, dislerin kuron kismia yapistirilmis, kalan
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kisim otoklav bandi ile kaplanmis ve etiketler kaldirilarak, tiim dislerin yiizeyinde
ayn1 Olgiide alanlarin agikta kalmasi saglanmigtir. Dislerin her biri ayri petri

kaplarinda steril edilmistir (Resim 9).

Resim 9: Dislerin deney i¢in hazirlanmast. a: Isleme hazir disler, b: Steril edilmis
disler.

12 ml’de gelistirilen laktobasil kiiltiirleri 5000 rpm’de 5dk santrifiij edilmis ve
iki defa PBS icinde yikanmistir. Her yikamadan sonra santrifiij islemi tekrar
edilmistir. Yogunlugu, 10°10° olacak sekilde ayarlanmus laktik asit bakteri
siispansiyonu, 10 mm?’lik dis yiizeyine 20 mikrolitre olacak sekilde damlatilmustir.
Disler daha sonra 37 °C’de 30 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra, isaretli
bolge steril FTS ile yikanmis, Mc Farland cihazinda (Vitek Bio-Merieux/France)
(Resim 10) yogunlugu 10*’e ayarlanan streptokok soliisyonundan, 20 mikrolitre her
bir disin isaretli bolgesine damlatilmustir. 37 °C’de 30 dakika inkiibasyondan sonra
disler 3 mI’lik steril FTS igerisine alinmig ve buradan 10®ya kadar seri diliisyonlar
yapildiktan sonra laktik asit bakterileri i¢in MRS agara ve streptokoklar icin MS
agara damlatma kiltiir yontemiyle ekimler yapilmistir (Resim 11). Ekimler
tamamlandiktan sonra, 48 saat 37°C’de anaerobik kosullarda inkiibasyon yapilmis ve

sonuglar degerlendirilmistir.

Resim 10: Mc Farland Cihazi
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Resim 11: Besi yerleri ve ekimin yapilmasi. a: MRS besi yeri, b:MS besi yeri, c:
Damlatma kiiltiir yontemi ile ekim.

Her iki yontemde de dis ylizeyine S.mutans tutunumunu azaltarak, kendisi
yiliksek miktarda tutunan laktik asit bakterisi belirlenmistir. Bu laktik asit bakterisi, in

vivo ¢alismada baslangig kiiltiirii olarak kullanilmistir.

3.1.3.Taramali elektron mikroskobunda (TEM) mikroorganizmalarin

incelenmesi

Dis yiizeyine en iyi tutunum gosteren laktik asit bakterisi ve S.mutans bakterisi
ile birinci deney tekrarlanmis ve deneyin son kisminda, TEM kullanilarak dis

ylizeyindeki mikroorganizmalar goriintiilenmistir.
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3.2.In Vivo Calisma

Calismanin bu kisminda, daha onceden in vitro olarak dis yiizeyine en iyi
tutunumu gostermis olan laktik asit bakterisinin, in vivo olarak oral kolonizasyonu ve

S.mutans bakterisi ile rekabeti incelenmistir.

Randomize, ¢ift korlemeli ve plasebo kontrollii olarak yiiriitiilen ¢alisma, 3

kisimdan olusmaktadir:

3.2.1.Hazirhk Periyodu

Bu periyodda, cocuklarin agiz i¢i muayeneleri yapildiktan sonra caligma

gruplart olusturulmus ve kullanilacak olan gargara tozu hazirlanmstir.

3.2.1.1.Cocuklarin agiz i¢ci muayenelerinin yapilmasi ve calisma gruplarimin

olusturulmasi

Ag1z i¢i muayene islemi, gerekli onamlar alindiktan sonra bir ilkogretim
okulunda gergeklestirilmistir. Calisma igin, 10-11 yas grubundaki O6grenciler
secilmistir. Calismaya baglamadan once, Ogrenciler, Ogretmenler ve ebeveynler
okulun seminer salonuna davet edilmis ve agiz-dis saglig, dis fir¢alama,
probiyotikler ve yapilacak olan calisma hakkinda bilgilendirici sunumlardan ilki
gerceklestirilmistir. Daha sonra, ebeveynlere, cocuklariyla ilgili kisisel bilgi formlari
verilmis, formu c¢ocuklariyla birlikte doldurmalari ve ii¢ giin sonra iade etmeleri
istenmistir (Ek 1). Formu eksiksiz olarak dolduran ve ¢alisma kosullarini kabul eden
ebeveynler ve ¢ocuklari caligmaya dahil edilmistir. Okulda, 10-11 yas grubunda
bulunan toplam 127 6grenciden, 117’sinin (58 erkek, 59 kiz) ebeveyni verilen formu
eksiksiz olarak doldurmus ve hem ¢ocuk hem de ebeveyni ¢aligma kosullarini kabul

etmistir.

(Calismay1 kabul eden 117 6grencinin, agiz i¢i muayeneleri, giin 1s181inda, steril

ayna ve sond yardimiyla tek bir hekim tarafindan gercgeklestirilmistir. Muayene
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sirasinda tlim dislerin yiizeyleri dis ¢iirigii, dental plak acisindan ve ceneler arasi
iliski ortodontik agidan degerlendirilmis ve anamnez formlarina kaydedilmistir (Ek
2).

Muayene sonrasinda doldurulan formlar degerlendirilmis, calisma kriterlerine
uygun olan, 10 yas grubundan 19 6grenci ve 11 yas grubundan 21 6grenci olmak
lizere toplam 40 6grenci ¢alisma i¢in secilmistir. Bu 6grenciler i¢in uygulanan se¢im

kriterleri sunlardir:
1-Sistemik olarak saglikli olmasi,
2-Giinde bir defa dislerini fircaliyor olmasi,
3-Son bir ay i¢inde antibiyotik kullanmamis olmasi,
4-Son bir ay i¢inde probiyotik igeren siit tirlinlerini kullanmamig olmast,
5-Son bir ay i¢inde flor tedavisi almamis olmasi,

6-Dislerinde 5-7 adet dentin ¢iirigli bulunmasi.

3.2.1.2.Gargara tozunun hazirlanmasi

Dogal agiz florasindan izole edilen ve calismanin in vitro kisminda dis
ylizeyine en iyi tutunum gosteren laktik asit bakterisi, yogunlugu 10® olacak sekilde
ayarlandiktan sonra, 200 ml’lik 10 ayri sisede, yiiksek vakum altinda -80 °C’de
liyofilizatérde (Christ Alpha 1-4 Freeze Dryer/UK) dondurularak kurutulmustur
(Resim 12, 13). Liyofilizasyon islemi 48 saat siirmiistiir. Calkalama soliisyonunun
taze olarak kullanilmasi gerektiginden, i¢inde gargara tozlarinin bulundugu siseler,

liyofilizatorden alindiktan sonra, kullanim zamanlarina kadar +4 °C’de saklanmugtir.
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Resim 13: Hazirlanan gargara tozlari

3.2.2.Uygulama Periyodu

Calisma i¢in segilen 40 6grenci, ¢alisma ve kontrol grubu olmak iizere rastgele

iki gruba ayrilmigtir. Caligmaya, her grupta 20 kisi ile baglanmustir.

Calisma grubu: On yas grubundan 10 6grenci ve 11 yas grubundan 10 6grenci

olmak tizere toplam 20 6grenciden olusmaktadir.

Kontrol grubu: On yas grubundan 9 6grenci ve 11 yas grubundan 11 6grenci

olmak {izere toplam 20 6grenciden olugmaktadir.

Uygulama periyodu, 2 hafta stirmiistiir. Uygulama, okulda hazirlanan 6zel bir
salonda, caligma yiiriitiiclisii ve Ogretmen gozetiminde her giin aym saatte

yapilmustir.

Uygulamanin birinci giinli, 6grenciler gruplar halinde alinarak yapilacak

islemler konusunda tekrar bilgilendirilmis ve Ogrencilere ikiser adet ayni tip dis
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fir¢as1 ve dis macunu verilmistir. Firga ve macunlarin birer tanesi evde kullanilmak
lizere Ogrencilere verilirken, diger firga ve macun, iizerinde etiketler olan 06zel

kutulara konularak okulda muhafaza edilmistir (Resim 14).

Resim 14: Fir¢ga-macun kutusu

Resim 15: Steril tiikiiriik kaplari

Calismanin bu kisminda, yapilan iglemlerin tekrarlayan sekilde yazilmasini
Onlemek icin, islemler a ve b olmak iizere kodlanmustir. Tiikiiriik Orneklerinin
alimmas1 ve sonra dis fircalamay1 takiben gargara isleminin yaptirilmasi “iglem a”
olarak kodlanmigtir. “Islem b” ise, tiikiirik Orneginin alinmadig:i ancak, dis

fircalamay1 takiben gargara uygulamasinin yapildigi islemleri gostermektedir.

Islem a-) Calismamin ilk giinii, her iki grubun da dogal agiz mikroflorasini
belirlemek amaciyla, disler firgalanmadan Once parafinle stimiile edilmis tiikiiriik
ornekleri, steril kaplar icerisine alinmistir (Resim 15). Tiikiiriik 6rnekleri, alindiktan
hemen sonra, steril pipetlerle, bir yiizii laktik asit bakterisi ve diger yiizli S.mutans
icin secici besi yeri olma 6zelligi gosteren mikrobiyolojik test kitlerine (CRT bacteria
refill- Ivoclar Vivadent- Liechtenstein) yaydirilmis (Resim 16a), kitlerin agz1 siki bir

bicimde kapatilmistir. Test kitleri, Anadolu Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji
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Boliimii mikrobiyoloji laboratuarina gétiiriilerek 37 °C’deki etiive konulmus, burada
48 saat inkiibe edilmistir (Resim 16b). Inkiibasyondan sonra iiretici firmanin

skalasina gore mikrobiyolojik degerlendirmeleri yapilmistir (Resim 16c).

Resim 16: Mikrobiyolojik bakteri kiti. a: CRT kit, b: Etiive kaldirilmig bakteri kitleri,
c:Bakteri kiti skalas1

Islem b-) Tiikiirik o&rneklerinin alinmasindan sonra, Ogrenciler, kendileri igin
hazirlanan 06zel bolmelerde, calisma yiiriitiiclisiiniin denetiminde, daha once
anlatildigr sekilde 2 dakika dislerini firgalamiglardir. Dis fircalama islemi
tamamlandiktan sonra, ¢alisma grubu icin canli bakteri igeren, +4 °C’de saklanan,
O0zel olarak hazirlanmis toz, kullannmdan hemen o6nce 200 ml distile su ile
sulandirilmistir (Resim 17a). Soliisyon, ¢alisma grubundaki her 6grenciye, steril
enjektor yardimiyla, 10 ml olacak sekilde tek kullamimlik kaplarin igerisine
konularak verilmistir. Kontrol grubuna ise, 200 ml’lik distile su, her 6grenci igin
10’ar ml olacak sekilde kaplara konularak verilmistir (Resim 17b). Calkalama
soliisyonlarmin konuldugu kaplar, kabin i¢indeki sivinin rengini belli etmeyecek
sekildedir. Calkalama islemi, ¢alisma ve kontrol gruplarini salona ayr ayr alarak iki

seferde tamamlanmistir (Resim 18).

51



Resim 18: Calisma grubu

Ogrenciler ¢alkalama islemine, bir zil sesiyle baslamis ve 30 saniye ¢alkalama
islemi yaptiktan sonra zil sesiyle islemi sonlandirmislardir. Ogrencilere, ¢alkalama
isleminden sonra, 1 saat bir sey yiyip igmemeleri gerektigi tekrar hatirlatilmistir.
Boylece, islem anlatildig: sekilde tamamlanmistir. Uygulama periyodu boyunca takip

edilen ¢alisma programi tablo-1’de gosterilmistir.
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Tablo 1: Uygulama periyodu boyunca takip edilen ¢alisma programa.

Uygulama Periyodu Calisma Program ‘

Calhisma Giinleri Calisma Grubu Kontrol Grubu
1.Giin a ve b grubu islemleri a ve b grubu islemleri
2.Giin b grubu islemleri b grubu iglemleri
3.Giin b grubu islemleri b grubu islemleri
4.Giin b grubu islemleri b grubu islemleri
5.Giin a ve b grubu iglemleri a ve b grubu islemleri
6.Giin Islem yapilmamistir Islem yapilmamistir
7.Giin Islem yapilmamistir Islem yapilmamistir
8.Giin a ve b grubu islemleri b grubu islemleri
9.Giin b grubu islemleri b grubu islemleri
10.Giin b grubu islemleri b grubu islemleri
11.Giin b grubu islemleri b grubu islemleri
12.Giin a ve b grubu islemleri a ve b grubu iglemleri

Calismanin 2,3 ve 4.giinlerinde, her iki grupta da a grubundaki islemler
yapilmamis, sadece b grubundaki islemler yapilmistir. Calismanin 5.giliniinde, birinci

giinde oldugu gibi her iki grupta a ve b grubundaki islemler tekrarlanmastir.

Iki giinliik hafta sonu tatilinde, soliisyon calkalama islemi yaptirilamamistir.
Calismanin 8.giinii, calisma grubunda a ve b grubundaki islemler yapilmis, kontrol

grubunda ise, sadece b grubundaki islemler yapilmstir.

(Calismanin son giiniinde (12.giin), her iki grupta a ve b grubu islemler, birinci

giinde yapildig: gibi tekrarlanmustir.
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3.2.3.Kontrol periyodu

Son uygulamadan 1 ay sonra, kontrol islemi gergeklestirilmistir. Bu siire
icerisinde, Ogrencilerin gecirdigi enfeksiyonel hastaliklar, probiyotik iiriin ve
antibiyotik kullanimi sorgulanmistir ve c¢alisma kriterlerine uymayan O6grenciler

calismadan ¢ikarilmstir.

Bu periyodda da, uygulama periyodundaki gibi, calisma ve kontrol grubu
Ogrencilerinden, parafinle stimiile edilmis tiikiiriik 6rnekleri alinmistir. Tikiiriik
ornekleri steril pipetle mikrobiyolojik test kitlerine yaydirilmis ve kitler etiive
kaldirilmistir. Kirk sekiz saat sonra etiivden c¢ikarilan kitler mikrobiyolojik olarak,

tiretici firmanin skalasina gére degerlendirilmistir.

3.3.Kullanilan istatistiksel Analiz Yontemleri

Verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesinde, SPSS (Statistical Package
for Social Science, 17.0 versiyonu, 2010) istatistik programi kullanilmistir. In vivo
calismada, calisma ve kontrol gruplarina ait Olgiimlerin karsilagtirilmasinda,
nonparametrik bir test olan ve birbirine bagimli degerlerin karsilastiriimasinda
kullanilan Mc Nemar analizi kullanilmistir. 0,05°ten kiigiik p degerleri, anlaml1 kabul

edilmistir.
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4.BULGULAR

4.1.In Vitro Cahsma

Arastirmanin bu boliimiinde, laktik asit bakterilerinin ve S.mutans bakterisinin

cekilmis dis ylizeylerine tutunumu degerlendirilmistir.

4.1.1.Dogal agiz florasindan laktik asit ve S.mutans bakterilerinin izole edilmesi

Dis yiizeyine tutunum deneylerinde kullanilmak tizere, laktik asit ve S.mutans
bakterilerinin izole edildigi 4-16 yas araligindaki 13 ¢ocuk hastanin yas ortalamasi

10,54+3,67 dir.

Calisma sirasinda dogal agiz florasindan 12 adet laktik asit bakterisi ve 2 adet
S.mutans bakterisi izole edilmistir (Tablo-2). Izole edilen laktik asit bakterilerinin
Lactobacillus, Lactococcus ve Pediococcus tlrlerinden olustugu tanimlama

testleriyle belirlenmistir.

Tablo 2: Dogal agiz florasindan izole edilen ve ¢alismada kullanilan laktik asit ve
S.mutans bakterileri.

Hasta ornek no Laktik asit bakterileri
1.1-2 Lactococcus spp
1.1-4 Lactococcus spp
1.12-3 Pediococcus spp
1.14-1 Lactococcus spp
1.14-2 Lactobacillus spp
1.14-3 Lactobacillus spp
1.15-4 Lactococcus spp
1.16-3 Lactobacillus spp
2.7-4 Lactobacillus spp
2.8-2 Lactobacillus spp
2.8-3 Lactobacillus spp
2.10-1B Lactobacillus spp
S.mutans bakterileri
2.7-2 Streptococcus mutans
2.4-1 Streptococcus mutans
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Onceden et 6rneklerinden izole edilmis ve dis yiizeyine tutunum deneyi igin
kullanilan 10 adet laktik asit bakterisi de tablo-3’te gosterilmistir. Bu laktik asit

bakterilerinin, 7 adeti Lactobacillus ve 3 adeti ise Enterococcus 'tur.

Tablo 3: Et d6rneklerinden izole edilmis olan laktik asit bakterileri.

Et ornek no Laktik asit bakterileri
8.P1.8 Lactobacillus sakei
28.P2.5 Lactobacillus sakei
29.P2.6 Enterococcus faecium
67.P2.22 Lactobacillus plantarum
150.P6.3 Lactobacillus plantarum
161.P5.6 Lactobacillus plantarum
164.P6.5 Lactobacillus plantarum
167.P6.5 Lactobacillus plantarum
168.P6.6 Enterococcus faecium
277.83.11 Enterococcus faecium

Probiyotik ozellik gosteren laktik asit bakterilerinin oral kaviteye kolonize
olmasinda etkili olan yas, cinsiyet, dogum sekli, anne siitii alma siireleri, en son
tiikkettikleri siit iirtinleri ve tiiketim zamanlari, dis fir¢alama aliskanliklari, izole edilen
baskin mikroorganizma tiirleri ve izolasyonlarin yapilabildigi agiz i¢i alanlar1 tablo
4’te gosterilmistir. Laktik asit bakterilerinin 3’1 tiikiirtik, 5°1 dis ¢liriigii, 3’1 dis plag
ve 1 tanesi dis eti olugu s1visi 6rneklerinden izole edilirken, S.mutans’1n bir tanesi dis
cliriigii ve digeri dis eti olugu sivisi1 Orneklerinden izole edilmistir. Laktik asit
bakterilerinin 7 tanesi normal yolla dogmus cocuklardan ve 5 tanesi sezeryanla
dogmus cocuklardan izole edilmistir. izolasyon yapilan gocuklarin en az bir yil
siireyle anne siitii aldig1 6grenilmistir. Normal agiz florasindan izole edilen toplam
12 adet laktik asit bakterisinin 7 tanesi, 6rnegin alindigi sabah siit {iriinii tiiketen
cocuklardan elde edilmis olup, kalan 5 bakteri ise en son bir giin dnce siit iirlinii
tiketen cocuklardan izole edilmistir. Ornek alman cocuklarm, dis fircalama

aligkanliklarinin, benzer oldugu goriilmiistiir (Tablo 4).
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4.1.2.1zole edilen laktik asit ve S.mutans bakterilerinin dis yiizeyine tutunmasi

Laktik asit bakterilerinin ve S.mutans’in dis ylizeyine tutunum deneyinde ise,
dogal agiz florasindan izole edilen 12 adet laktik asit bakterisi ve 2 adet S.mutans
bakterisi ile daha once Anadolu Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii
Mikrobiyoloji Laboratuari’nda fermente et iriinlerinden (sucuk, pastirma) izole
edilmis olan 10 adet laktik asit bakterisi kullanilmigtir. Laktik asit bakterilerinin
riboprinter ile molekiiler diizeyde tanimlamalar1 yapilmistir. Tanimlamasi yapilarak
deneylerde kullanilan izolatlara ait bant profilleri belirlenmistir. Caligmanin ikinci
kisminda kullanilan laktik asit bakterisi ve S.mutans bakterisine ait riboprinter
sisteminden elde edilen bant profilleri ile standart bant profilleri sekil-1’de

gosterilmistir.

RiboPrint™ Fattern

op 5 10 15 &0
[ [T [T | I|I| | S.mutans 2.4-1

1
|
] I I S.mutans 2.7-2

S.mutans DUP-16485

Laktik asit bakterisi 2.8-2

Laktik asit bakterisi DUP-13082

Laktik asit bakterisi DUP-13436

Sekil 1: Deneylerde kullanilan izolatlara ait riboprinter sisteminden elde edilen bant

profilleri ile standart bant profilleri.

Calismada kullanilan 66 dis ile mikroorganizmalarin dis yilizeyine tutunum
deneyleri gerceklestirilmistir. Laktik asit ve S.mutans bakterilerinin baslangic
yogunluklar1 ve ayn1 ortamda, dis yiizeyine baglanma konusunda, birbirlerine karsi
etkileri (dis ylizeyine tutunan miktar) tablo 5’te gosterilmistir. Baglangi¢ yogunlugu

1,1x10® olan Lactobacillus spp 2.8-2’nin dis yiizeyine yiiksek yogunlukta baglandig:
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(birinci deneyde: 1x10°; ikinci deneyde 4x10%) ve ayni drnekte baslangic yogunlugu
1x10°* olan S.mutans 2.4-1’in diisik yogunlukta (birinci deneyde 27x10%; ikinci
deneyde 27x10%) baglandigi tablo 5’te goriilmektedir. Bu mikroorganizma,

calismanin ikinci kisminda baslangig kiiltiirli olarak kullanilmigtir.

Dogal agiz florasindan izole edilen laktik asit bakterileri, tiikriikle kapli dis
yilizeyine daha yiiksek yogunlukta baglanirken, et 6rneklerinden izole edilen laktik
asit bakterileri ise, tiikriikle kapli olmayan dis yiizeyine daha yiiksek yogunlukta

baglanmustir.

Her iki deneyde de dis yiizeyine en yiiksek yogunlukta baglanan laktik asit
bakterisi, Lactobacillus spp. 2.8-2 iken, en diisiik yogunlukta baglanan laktik asit
bakterisi ise, 8.P1.8’dir.

Laktik asit bakterilerinin, S.mutans bakterisinden bagimsiz olarak dis ylizeyine
baglanma durumlar1 degerlendirildiginde, tiikriikle kapli dis yiizeyine en iyi baglanan
laktik asit bakterilerinin 2.8-2 ve 1.12-3 oldugu ve dis yiizeyine en diisiik yogunlukta
baglanan laktik asit bakterilerinin ise, 164.P6.5 ve 277.S3.11 oldugu belirlenmistir.

Laktik asit bakterilerinin, tiikriikle kapli olmayan dis ylizeyine baglanmalari
degerlendirildiginde, en iyi baglanan laktik asit bakterilerinin 28.P2.5 ve 150.P6.3
oldugu ve dis yiizeyine en diisiik yogunlukta baglanan laktik asit bakterisinin ise

1.15-4 oldugu tespit edilmistir.
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Tablo 5: Dis yiizeyine tutunan laktik asit ve S.mutans bakterilerinin ilk ve son yogunluklari.

1. DENEY (KOB/ml)

2. DENEY (KOB/mm?)

Laktik asit bakterisi- Laktik asit S.mutans Laktik asit S.mutans
Ornek |S.mutans baslangic bakterisi bakterisi bakterisi bakterisi
no yogunlugu (yiizey ml) (yiizey ml) (kob/10mm?) | (kob/10mm?)
1.1-2 6x10°
2.7-2 1x10® 24x10* 58x10* 7x10? 22x10*
1.1-4 5x10°
2.4-1 1x10® 3x10* 12x10* 1x10° 21x10?
1.12-3 3x10’
2.4-1 1x10® 2x10° 17x10* 32x10° 30x10°
1. 14-1 5x10’
2.4-1 1x10® 83x10° 25x10* 53x10° 38x10°
1.14-2 11x10°
2.4-1 1x10® 50x10° 20x10* 8x10° 25x10°
1.14-3 5x10’
2.4-1 1x10% 3x10* 8x10* 6x10* 13x10*
1.15-4 2x10°
2.4-1 1x10% 15x10* 16x10* 47x10" 13x10?
1.16-3 17x10°
2.7-2 1x10% 14x10° 54x10° * *
2.7-4 5x10°
2.4-1 1x10® 4x10? 27x10° 11x10* 10x10*
2.8-2 1,1x10®
2.4-1 1x10° 1x10° 27x10* 4x10* 27x10?
2.8-3 22x10’
2.7-2 1x10® 5x10° 30x10° 4x10? 9x10?
2.10-1B
2.7-2 1 9x10* 16x10° 4x10° 26x10°
8.P1.8 1,1x10°
2.4-1 1x10° 19x10? 28x10° 15x10? 24x10?
28.P2.5 5,8x10°
2.4-1 1x10° 11x10° 11x10° 4x10° 1x10°
29.P2.6 8x10°
2.7-2 1x10® 7x10° 45x10° 6x10° 15x10°
67.P2.22 18x10°
2.7-2 1x10® 24x10* 125x10° 47x10° 24x10°
150.P6.3 4,4x10°
2.4-1 1x10% 49x10? 21x10* 1x10° 9x10°
161.P5.6 4x10°
2.4-1 1x10% 24x10? 14x10* 35x10* 26x10*
164.P6.5 9x10’
2.7-2 1x10® 56x10° 39x10° 19x10° 22x10°
167.P6.5 5x107
2.4-1 1x10® 17x10° 35x10* 60x10° 72x10°
168.P6.6 4x10’
1.4-2 1x10® 24x10° 39x10* 12x10° 10x10°
277.83.11 3x10’
2.7-2 1x10® 34x10° 31x10° 21x10* 18x10*

*: Kontaminasyon siiphesi nedeniyle mikroorganizma sayimi yapilmamustir.
1: Mikroorganizma yogunlugunun sayilamayacak kadar ¢ok olmasi nedeniyle sayim
yapilamamustir.
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4.1.3.Taramalh  elektron mikroskobunda (TEM) mikroorganizmalarin

goriintiilenmesi:

TEM kullanilarak, dis yiizeyine en iyi tutunum gosteren laktik asit ve S.mutans

bakterileri goriintiilenmistir (Resim 19a, b, c).

Anadnin Unbersity  FHT- 1RINEY  TUpm
Materisl Sci3Eny.  wWhi= 95 mm
Ikihi: 17 AN Mag SO0KX

Resim 19a: Dis ylizeyindeki laktik asit bakterilerinin TEM goriintiisii.
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Anadolu University
Material Sci&Eng.
1Jaalez Ve o 2100

Anadolu Univarsity  CIT=1500ky  INpm
Materi ECng. Wl KAmm
Date 113 Jun 2010 Mg 10K 2

Resim 19c: Dis yiizeyindeki S.mutans bakterilerinin TEM goriintiisii.
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4.2.In Vivo Calisma

Calismanin bu kismi, yas ortalamasi 10,57+0,5 olan 40 Ogrenci ile
gerceklestirilmistir. Calisma ve kontrol grubu olmak iizere rastgele iki gruba ayrilan
ogrenciler arasinda, kizlarin erkeklere olan orami 1,5’tir. In vitro calismada, dis
ylzeyine en yiiksek diizeyde baglandigr tespit edilen laktik asit bakterisi ile
hazirlanan soliisyon, ¢alisma grubunu olusturan 20 6grenciye uygulanirken, kontrol
grubununu olusturan 20 6grenciye ise distile su ile calkalama islemi uygulanmstir.
Deney oncesinde ve sonrasinda her iki gruptan da belirli araliklarla alian tiikiiriik
ornekleri mikrobiyolojik test kitlerine yaydirilmis, kitler 48 saat inkiibe edildikten

sonra mikrobiyolojik degerlendirmeler, iiretici firmanin skalasina gore yapilmistir.

4.2.1.Calisma Grubu Bulgulan

On yas grubundan 10 6grenci ve 11 yas grubundan 10 6grenci olmak iizere
toplam 20 6grenci ile baslanan c¢alisma, calismanin devam ettigi siire igerisinde, 2
ogrencinin enfeksiyonel hastalik gecirmesi ve antibiyotik kullanmalarina bagl olarak
calismadan ¢ikarilmasi nedeniyle, 18 6grenci ile tamamlanmistir. Calismaya katilan

Ogrencilerin yas ortalamasi 10,58+0,5°dir ve kizlarin erkeklere orani 1,85°tir.

Birinci ol¢tim: Yirmi 6grencinin dogal agiz florasindaki laktik asit ve S.mutans
bakterilerinin baslangi¢ yogunlugunu gosteren ilk tiikiiriik 6rneklerinde, 6grencilerin
%>55,55’inde laktik asit bakteri miktarnm az yogun (<10°), %33,33’iinde yogun
(=10°) ve %I1,11’inde ise ¢ok yogun (>10°) oldugu belirlenmistir. S.mutans
yogunlugunun ise, Ogrencilerin %22,22’sinde az yogun, %27,77’sinde yogun ve

%50’sinde ¢ok yogun oldugu tespit edilmistir.

Ikinci dlgiim: Laktik asit bakterisi iceren soliisyonun 5 giinliik kullanimindan
sonra yapilan degerlendirmelerde, laktik asit bakterisi yogunlugunun, 6grencilerin
%66,66’s1inda ¢ok yogun, %5,55’inde yogun ve %27,77’sinde ise az yogun oldugu

belirlenmistir. Birinci ve ikinci dl¢limler arasinda, laktik asit bakteri yogunlugundaki
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artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Bu siire i¢indeki S.mutans
yogunlugunun ise, Ogrencilerin %72,22’sinde az yogun, %22,22’sinde yogun ve
%S5,55’inde ise ¢ok yogun oldugu tespit edilmistir. Birinci ve ikinci Olgiimler
arasinda, S.mutans yogunlugundaki azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmustur

(p<0,05).

Uciincii  6l¢iim: Calismanm  8.giiniinde, &grencilerden birisi calismadan
cikarilmis ve ¢alismaya 19 kisiyle devam edilmistir. Yapilan 6l¢timlerde, laktik asit
bakteri yogunlugunun o6grencilerin %61,11’inde ¢ok yogun, %5,55’inde yogun ve
%33,33’linde ise az yogun oldugu belirlenmistir. Birinci ve {igiincii Ol¢limler
arasinda, laktik asit bakteri yogunlugundaki artig istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0,05). Ikinci ve {iciincii Slciimler arasinda, laktik asit bakteri
yogunlugunda anlamli bir degisiklik olmadigr goriilmiistir (p>0,05). Bu siire
icindeki S.mutans yogunlugunun ise, Ogrencilerin %72,22’inde az yogun,
%16,66’sinda yogun ve %11,11’inde ise ¢ok yogun oldugu tespit edilmistir. Birinci
ve Ugilincii Ol¢timler arasinda, S.mutans yogunlugundaki azalma istatistiksel olarak
anlamli  bulunmustur (p<0,05). Ikinci ve {iciincii Olgiimler arasinda, S.mutans

yogunlugunda anlamli bir degisiklik olmadig1 goriilmiistiir (p>0,05).

Doérdiincti 6lglim: Calismanin 12.gilinlinde, bir 6grenci daha ¢alismadan
cikarilmis ve calismanin devami 18 6grenci ile yiirlitiilmistiir. Yapilan 6l¢iimlerde,
laktik asit bakteri yogunlugunun oOgrencilerin  %72,22°sinde ¢ok yogun,
%22,22’sinde yogun ve %5,55’inde ise az yogun oldugu belirlenmistir. Birinci ve
dordiincii Olgiimler arasinda, laktik asit bakteri yogunlugundaki artis istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Bu siire i¢indeki S.mutans yogunlugunun ise,
cocuklarin %83,33’linde az yogun, %11,11’inde yogun ve %5,55’inde ise ¢ok yogun
oldugu tespit edilmistir. Birinci ve dordiincii Ol¢limler arasinda, S.mutans

yogunlugundaki azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).

Besinci 6l¢lim: Son uygulamanin yapilmasindan 1 ay sonra gerceklestirilen
kontrol dlglimiidiir. Calismaya devamlilik gosteren 18 6grenci ile gerceklestirilen
Olciimlerde, soliisyonun kullanilmadigi bir aylik siirede, laktik asit bakteri
yogunlugunun, ogrencilerin %66,66’sinda ¢ok yogun, %16,66’sinda yogun ve

%16,66’sinda ise az yogun oldugu belirlenmistir. Dordiincli ve besinci olglimler
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arasinda, laktik asit bakteri yogunlugunda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik
bulunmamistir (p>0,05). Bu siire i¢indeki S.mutans yogunlugunun ise, dgrencilerin
%77,77’sinde az yogun, %11,11’inde yogun ve %11,11’inde ise ¢ok yogun oldugu
tespit edilmistir. Dordiincli ve besinci Olglimler arasinda, S.mutans yogunlugunda

istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik bulunmamistir (p>0,05).

On sekiz 6grenci ile tamamlanan ¢alismada, Ogrencilerden bes defa tiikiiriik
Ornegi alinmis ve mikrobiyolojik test kitleri kullanilarak, tiikiiriikteki laktik asit ve
S.mutans bakterisinin ¢alisma boyunca yogunluklar1 degerlendirilmistir. Laktik asit
bakterisi i¢in elde edilen veriler, sekil 2°de ve S.mutans bakterisi igin elde edilen
veriler, sekil 3’te Ozetlenmistir. Sekil icerisinde, 1; az yogun, 2; yogun ve 3; ¢ok

yogun degerleri gostermektedir.

Calisma Grubundaki Laktik Asit
Bakterilerinin Yogunlugu
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20 |l : 3
12 \af M% o

LAl LA2 LA3 LA4 LAS
Laktik asit bakterisi icin yapilan ol¢limler

Ogrenci sayisi (%)

Sekil 2: Caligma grubunda yapilan Olgiimlerde, laktik asit bakteri miktarindaki
degisiklik.
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Calisma Grubundaki S.mutans

Bakterisinin Yogunlugu
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S.mutans bakterisi icin yapilan dl¢iimler

Sekil 3: Calisma grubunda yapilan 6l¢timlerde, S.mutans miktarindaki degisiklik.

4.2.2.Kontrol Grubu Bulgular

On yas grubundan 9 6grenci ve 11 yas grubundan 11 6grenci olmak lizere
toplam 20 6grenci ile baslanan ¢aligsma, bir 6grencinin ¢calismadan vazge¢mesi ve bir
O0grencinin de acil operasyon gecirmesi nedeniyle, 18 6grenci ile tamamlanmustir.

Ogrencilerin yas ortalamasi 10,66+0,48 dir ve kizlarin erkeklere oran 1,22 tir.

Birinci 6l¢iim: Yirmi 6grencinin dogal agiz florasindaki laktik asit ve S.mutans
bakterilerinin baslangic yogunlugunu gdosteren ilk tiikiiriik 6rneklerinde, 6grencilerin
%61,11’inde laktik asit bakteri miktarmm az yogun (<10°), %27,77’sinde yogun
(=10°) ve %I1,11’inde ise ¢ok yogun (>10°) oldugu belirlenmistir. S.mutans
yogunlugunun ise, 6grencilerin %33,33’linde az yogun, %22,22’sinde yogun ve

%44,44’inde ¢ok yogun oldugu tespit edilmistir.

Ikinci &l¢iim: Calismanin besinci giiniinde, dgrencilerden birisi ¢alismadan
ayrilmis ve c¢alismaya 19 Ogrenci ile devam edilmistir. Bes giinliik plasebo
soliisyonla calkalama isleminden sonra yapilan degerlendirmelerde, laktik asit

bakterisi yogunlugunun 6grencilerin %33,33’linde ¢cok yogun, %33,33’linde yogun
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ve %33,33’linde ise az yogun oldugu belirlenmistir. Bu siire ic¢indeki S.mutans
yogunlugunun ise, 6grencilerin %44,44’tinde az yogun, %22,22’sinde yogun ve
%33,33’linde ise ¢ok yogun oldugu tespit edilmistir. Birinci ve ikinci olglimler
arasinda, laktik asit bakterisi ve S.mutans yogunlugunda istatistiksel olarak anlamli

bir degisiklik goriilmemistir (p>0,05).

Kontrol grubunda, 8.giin dis fircalamay1 takiben gargara uygulamasi yapilmas,

tiikiiriik 6rnegi alinmamastir.

Dordiincii 6l¢tim: Toplam 19 6grenci ile yiriitiilen c¢alismada, yapilan
Ol¢iimlerde, laktik asit bakteri yogunlugunun &grencilerin %22,22’sinde ¢ok yogun,
%22,22’sinde yogun ve %55,55’inde ise az yogun oldugu belirlenmistir. Bu siire
icindeki S.mutans yogunlugunun ise, Ogrencilerin %44,44’tinde az yogun,
%16,66’s1inda yogun ve %38,88’inde ise ¢ok yogun oldugu tespit edilmistir. Birinci
ve dordiincii Olglimler arasinda, laktik asit bakterisi ve S.mutans yogunlugunda

istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik goriilmemistir (p>0,05).

Besinci 6l¢lim: Son uygulamanin yapilmasindan 1 ay sonra gergeklestirilen
kontrol 6l¢iimiidiir Kontrol dl¢limiiniin yapildig1 giin, acil bir operasyon gecirmesi
nedeniyle bir 6grenci daha ¢alismadan ¢ikarilmig ve kontrol 6l¢iimleri 18 6grenci ile
gerceklestirilmistir. Buna gore, plasebo soliisyonun kullanilmadigi bir aylik siirede,
laktik asit bakteri yogunlugunun &grencilerin  %16,66’sinda  ¢ok  yogun,
%16,66’sinda yogun ve %66,66’sinda ise az yogun oldugu belirlenmistir. Bu siire
icindeki S.mutans yogunlugunun ise, Ogrencilerin %22,22’sinde az yogun,
%27,77’sinde yogun ve %50’sinde ise ¢ok yogun oldugu tespit edilmistir. Dordiincii
ve besinci Olglimler arasinda, laktik asit bakterisi ve S.mutans yogunlugunda

istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik bulunmamaistir (p>0,05).

On sekiz 6grenci ile tamamlanan calismada, 6grencilerden 4 defa tiikiiriik
ornegi alinmis ve mikrobiyolojik test kitleri kullanilarak, tlkiirtikteki laktik asit
bakterisi ve S.mutans bakterisinin, ¢aligma boyunca yogunluklar1 degerlendirilmistir.
Kontrol grubunda iigiincii Olglim yapilmamis ve ¢alisma grubu ile paralellik
gbstermesi icin, {iglincii 6l¢lim ismi atlanarak dordiincii 6l¢iim ismi kullanilmastir.

Laktik asit bakterisi i¢in elde edilen veriler sekil 4’te ve S.mutans bakterisi i¢in elde
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edilen veriler sekil 5’te 6zetlenmistir. Sekil igerisinde, 1; az yogun, 2; yogun ve 3;

cok yogun degerleri gostermektedir.

Kontrol Grubundaki Laktik Asit

Bakterilerinin Yogunlugu
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Laktik asit bakterisi icin yapilan dl¢iimler

Sekil 4: Kontrol grubunda yapilan ol¢iimlerde, laktik asit bakteri miktarindaki
degisiklik.

Kontrol Grubundaki S.mutans
Bakterisinin Yogunlugu
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Sekil 5: Kontrol grubunda yapilan dl¢timlerde, S.mutans miktarindaki degisiklik.
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5. TARTISMA

Calismanin birinci kisminda, laktik asit ve S.mutans bakterileri dogal agiz
florasindan izole edilmis ve izole edilen bu bakterilerin laboratuar ortaminda dis
ylizeyine tutunumu incelenmistir. Calisma sonunda, probiyotik 6zellik gosteren ve
dis yiizeyine en iyi baglanan laktik asit bakterisi belirlenmistir. Calismanin ikinci
kisminda ise, dis ylizeyine en 1yi tutunum gosteren laktik asit bakterisi ile 6zel olarak
hazirlanan gargara soliisyonu bir grup ilkdgretim Ogrencisine uygulanmis ve bu

bakterinin ¢ocuklarin oral florasindaki S.mutans bakterisine etkisi incelenmistir.

5.1.In Vitro Calisma

Arastirmacilar, 100 yil1 agkin bir siiredir, probiyotik 6zellik gosteren laktik asit
bakterilerinin, insan sagligin1 gelistirmedeki rolii {izerinde, c¢esitli c¢aligsmalar
yapmaktadirlar. Son yirmi yilda ise, probiyotik bakterilerin bilimsel olarak
tanimlanmalar1 miimkiin olmustur. Lactobacillus ve Bifidobacteri’lerin, probiyotik
ozellik gosteren ¢ok sayida tiirli bulundugu belirlenmistir (Ouwehand et al., 2002).
Bu bakteriler, siit {riinlerinin fermentasyonunda ve gidalarin korunmasinda
kullanildig1 gibi, viicudun ¢esitli bolgelerinde de dogal olarak bulunurlar (Stamatova

and Meurman, 2009).

Oral kavite, ¢esitli mikrobiyal tiirlerin bir arada bulundugu karmasik ve
dinamik bir ekosistemdir. igerisinde binden fazla tiir bulundugu tahmin edilen bu
ekosistem, probiyotik Ozellik gosteren Lactobacillus ve Bifidobacterum’larin da
dogal yasama alanidir (Colloca et al., 2000, Chhour et al., 2005, Keijser et al., 2008).
Oral kavitede 10°-10* KOB/g lactobacillus bulundugu yapilan bir ¢alismada
gosterilmistir (Bernardeau et al., 2008). Benzer tiirler saglikli insanlarin rektal
mukozasi ve dil yilizeyinden de izole edilmis ve yapilan izolasyonlarda katilimcilarin
%52’sinde L.plantarum, 9%26’sinda L.rhamnosus ve %]17’sinde L.paracasei
tiirlerinin baskin oldugu goriilmiistiir (Ahrne et al., 1998). Calismamizda ise,

sistemik olarak saglikli 13 ¢ocuk hastanin her birinden tiikiirtik, dis ¢iirtigii, dis plag
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ve dis eti olugu sivis1 6rnekleri alinmistir. Calismamiz, ¢ocuk ve geng bireylerin oral
kavitesinin dort farkli bolgesinden izolasyonlarin gergeklestirildigi ilk calismadir.
Daha once yapilan benzer bir ¢alismada, ¢ocuk hastalarin sadece tiikiiriik 6rnegi
alimmis ve laktik asit bakteri izolasyonu gerceklestirilmistir (Chung et al., 2004). Test
edilen izolatlarin, Pediococcus spp, Lactobacillus spp, ve agiz igerisinde

kolonizasyonunun zor oldugu bilinen Lactococcus spp’den olustugu tespit edilmistir.

Oral floradan alinan oOrneklerden bakteri izolasyonunun gergeklestirilmesi,
zahmetli ve zaman alic1 bir islemdir. Bu nedenle, arastiricilarin biiyiik bir kismi,
hazir kiiltiirlerle ¢alismay1 tercih etmektedir. Calismamizda, agiz florasinin gesitli
bolgelerinden ¢ok sayida ornek almamiza karsin, tekrarlayan 6n caligmalarimizin

sonucunda, 14 adet dogal izolat elde edilmistir.

Bakteri izolasyonlariin yapildigi cocuklarin dogum sekli, anne siitii alma
stireleri ve en son tlikettikleri siit {iriinli, normal oral floray1 etkiledigi i¢cin anamnez
formunda 6zellikle yer almistir. Normal yolla dogan ¢ocuklarda, sezeryanla dogan
cocuklara gore laktik asit bakteri sayisinin daha fazla oldugu ve daha kisa siire anne
stitli alan ¢ocuklarda ise bu sayinin daha az oldugu ileri siiriilmiistiir (Coskun, 2006).
Calismamizda da, laktik asit bakteri izolasyonu ger¢eklestirdigimiz ¢ocuklar arasinda
normal yolla dogan cocuk sayist daha fazla bulunmustur. Ayrica, bu c¢ocuklarin
izolasyondan 2-12 saat dnce siit iiriinii tiikettikleri ve anne siitii alma siirelerinin en az
bir yil oldugu da belirlenmistir. izole edilen laktik asit bakterilerinin &nemli bir
kismi, 4 yasinda, normal yolla dogmus, 1,5 y1l anne siitii almis ve izolasyondan 2
saat Once kibrit kutusu kadar beyaz peynir tiikketmis olan bir ¢cocugun dis eti olugu
stvist ve dis cliriigli orneklerinden elde edilmistir. Bu durum, yasamin erken
donemlerinde laktik asit bakterilerinin oral kaviteye kolonize oldugunu gosteren
diger ¢alismalarla desteklenmektedir (Nase et al., 2001, Yli-Knuuttila et al., 2006).
Hastanin normal yolla dogmus olmasi ve izolasyondan kisa bir siire dnce siit liriinii
tiketmesi de laktik asit bakteri kolonizasyonunun olasi nedenleri arasinda
gosterilebilir. Ancak, izolasyonlarin iicte birinin yapildig1 12 yasindaki hastanin ise
sezeryan yoluyla dogdugu, yukarida anlatilan dort yasindaki hasta ile

kiyaslandiginda ise, bebeklik doneminde daha kisa siire anne siiti aldig1 ve

-----
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anne siitli alma stiresi, en son tiiketilen siit iirlinii gibi laktik asit bakterilerinin oral
kolonizasyonunu etkileyen genel faktorler disinda, sosyokiiltiirel seviye, beslenme ve
oral hijyen aligkanliklar1 gibi bireysel farkliliklar ve izolasyon sirasinda meydana
gelebilecek olast kontaminasyonlar gibi beklenmedik etkilerin de kolonizasyonu
etkileyebilecegi goz Oniinde bulundurulmalidir. Calismamizda, bireysel farkliliklar
en az dizeye indirmek icin sosyokiltiirel seviyesi, beslenme ve oral hijyen
aligkanliklar1 benzer ¢ocuklardan Ornek almamiza ragmen, anamnez sirasinda
Ozellikle anne siitii alma siiresi gibi ge¢gmise dayali ve ebeveynlerin hafizalarini
zorlayict sorularin yanlis cevap alinma ihtimalini arttirdigini diisiinmekteyiz. Bu
nedenle, birincil amac1 laktik asit bakterilerinin oral kolonizasyonunu
degerlendirmek olan ¢aligmalarin, bebeklik doneminden itibaren uzun takipli olarak

planlanmasinin daha faydali olacagi goriisiindeyiz.

Cocuk hastalarin oral kavitelerinden izole ettigimiz 12 adet laktik asit bakterisi
ve 2 adet S.mutans bakterisi ve daha onceden et drneklerinden izole edilmis olan 10
adet laktik asit bakterisi dis yiizeyine tutunum deneyinde kullanilmistir. Yapilan
tanimlama testleri sonucunda, dis ylizeyine en iyi tutunum gosteren laktik asit
bakterisinin Lactobacillus spp 2.8-2 oldugu belirlenmistir. Bu mikroorganizma,
izolasyonlarin biliylik bir kisminin yapildigi 4 yasindaki hastanin dis ¢iiriigii
kavitesinden izole edilmistir. Ayrica ayni1 hastanin dis ¢iirigli kavitesinden
Lactobacillus spp 2.8-3, dis eti olugu sivisindan Lactobacillus spp 2.7-4 ve S.mutans
2.7-2 bakterileri de izole edilmistir. Calismamiza benzer bagka bir calismada da,
yaslari, 9-28 arasinda degisen 44 saglikli katilimeinin dis, dil, tiikiiriik ve dis etinden
ornekler almarak yapilan lactobacillus izolasyonunda, lactobacillus’larin
%]17,6’sinin  dis yiizeyinden, %42,3’linlin dilden, %28,2’sinin tiikriikkten ve
%11,8’inin dis eti Orneklerinden izole edildigi gosterilmistir. Bu ¢alismada,
L.salivarius ve L.acidophilus’un dis yiizeyinde; L.fermentum ve L.plantarum’un dil
ylizeyinde; L.fermentum ve L.delbrueckii sp delbrueckii’nin tiikrikte ve
L.rhamnosus un ise dis etinde baskin oldugu bildirilmistir. Ayrica, L. delbrueckii sp
delbrueckii’nin ve L.rhamnosus’un Ornek alinan dort bolgede de kolonize oldugu
belirtilmistir (Colloca et al., 2000). Calismamizda ise, Lactococus spp ‘nin (1.1-2,
1.1-4 ve 1.15-4) 6rnek alinan agiz i¢i alanlarinin arasinda en fazla tiikriikten izole

edildigi gosterilmistir. Yaptigimiz diger izolasyonlarda ise bir bakteri tiirii belirli bir
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bolgede yogunluk gostermemistir. Bunun nedeni, g¢alismadaki asil amacimizin
bakterilerin dis ylizeyine tutunumunun belirlenmesi olmasindan dolay1 elde edilen
dogal izolat sayisinin yeterli goériilmesidir. Bunun yaninda, mikrobiyal 6rnekleme
sirasinda meydana gelen kontaminasyonlar, izolasyon isleminin zahmetli olmasi ve
uzun siire gerektirmesi dogal izolat sayisinin az olmasinin olasi sebepleri arasinda

gosterilebilir.

Probiyotik {irtinlerin biiyiik bir kismi oral yolla tiiketilir, iirlin igerisindeki
probiyotik bakteriler, tiiketim sirasinda oral yiizeylere tutunur (Haukioja et al., 2006).
Probiyotik bakterilerin oral ylizeylere tutunmasi, bu bakterilerin agiz igerisine
kolonizasyonunda ilk ve en 6nemli adimdir (Caglar et al., 2009, Stamatova et al.,
2009, Stamatova and Meurman, 2009). Probiyotik mikroorganizmalarin oral
dokulara tutunmasi, dis yiizeyindeki pelikila tutunma, epitelyum hiicrelerine tutunma

ve diger bakterilere tutunma seklinde olmaktadir (Haukioja et al., 2006).

Laktik asit bakterilerinin agizdaki yumusak ve sert dokulara tutunumunda
bakteriye 6zel ve 6zel olmayan mekanizmalar rol oynamaktadir (Gibbons, 1996).
Laktobasiller, tiikiirik proteinlerine baglanarak, epitelyum hiicrelerine tutunarak
veya tutunacaklari bolgede bulunan diger bakterilere baglanarak oral dokulara
tutunurlar (Stamatova and Meurman, 2009). Hidrofobik olan bagirsak mukozasi ile
hidrofobik bakteriyel yiizey arasindaki etkilesim, bakteri tutunumunun meydana
gelmesinde Onemlidir. Bagirsak mukozasinin hidrofobik olmasinin nedeni olan
mukus, ayn1 zamanda tiikriikte de bulundugu i¢in, oral dokulara tutunumda da ayni
mekanizmanin rol alabilecegi ileri siiriilmiistiir (He et al., 2001). Calismamizda,
laktik asit bakterilerinin dis yiizeyine tutunumunu degerlendirirken birinci yontemde
disleri tiikliriik igerisinde beklettikten sonra, ikinci yontemde ise tikiiriik
kullanmadan bakterilerin tutunumu degerlendirilmistir. Her iki yontemde de laktik
asit bakteri tutunumu oldugu goriilmiistiir. Dis ylizeyine bakteri tutunumunda iki
yontem arasinda fark olup olmadiginin arastirilmasi, ¢calismamizin temel amaglari
arasinda yer almadigi igin, yontemler arasindaki farklilik belirlenmemistir. Tiikriigiin
tutunuma olan etkisinin daha 1iyi anlasilabilmesi i¢in, dis yiizeyine bakteri

tutunumunda iki yontemin kiyaslandigi calismalarin yapilmasina ihtiyag vardir.
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Lactobacillus tutunumunun, dis etinde bulunan amonyum siilfat miktarina
bagl olarak arttigi, yapilan bir ¢alismada gosterilmistir, ancak konu ile ilgili daha
fazla arastirma yapilmasi gerekmektedir (Colloca et al., 2000). Bakterilerin ylizey
ozelliklerinin, tutunumda ©nemli bir rol oyadigt bildirilmis, L.reuteri’nin
yiizeyindeki glikojen uzantilar1 sayesinde bagirsak mukozasina tutundugu yapilan bir
calismada gosterilmistir (Mukai et al., 1998). Dis yiizeyine tutunumda ise, fiziksel
etkilesimler gibi kimyasal etkilesimlerin de rol aldig1 bildirilmistir. Mine yapisindaki
hidroksiapatitin, Ca™ iyonlar: ile bakteri hiicre yiizeyindeki negatif iyonlar arasinda
meydana gelen etkilesim, dis yiizeyine tutunmayi kolaylastirir (Carlen et al., 1996).
Ayrica, aym1 kolonizasyon bolgesi i¢in, bakterilerin rekabete girmesi de bakteri
tutunumunu arttirici etkiye neden olmaktadir. Yapay olarak olusturulan agiz
ortaminda, L.rhamnosus ve L.plantarum’un tek basina oral dokulara diisiik diizeyde
tutundugu, ortama Actinomyces tiirleri eklendiginde, tutunmanin L.rhamnosus’ta 7-
20 kat ve L.plantarum’da ise 4-7 kat arttifi, ortama ilave edilen S.mutans’in da
tutunmay1 arttiricr etkisinin oldugunu, ancak V.parvula’nin tutunmayi etkilemedigi
yapilan bir ¢alismada gosterilmistir (Filoche et al., 2004). Benzer sekilde
calismamizda da yapilan izolasyonlarda, ayni hastadan S.mutans izole edilirken en az

2 tane de laktik asit bakterisi izole edilmistir.

Dis ylizeyindeki pelikilda, bakterilerin baglanmalar1 igin 06zel reseptorler
bulunmaktadir. Probiyotik bakterilerin pelikilin yapisinda bazi degisiklikler meydana
getirmesiyle, bu reseptdrlere baglanan bakteri tiirlerinin degistigi ileri stirlilmiistiir.
S.mutans’1n pelikila baglanmasi i¢in gerekli olan esas protein, bir tiikiiriik proteini
olan agliitinin gp340°tir. Probiyotik bakterilerin bu proteine baglanmasinin veya bu
proteinin miktarinda azalmaya yol agmasinin, dis yiizeyine S.mutans tutunumunu
azalttig1 gosterilmistir. Arastirmacilar, pelikilda ¢ok sayida reseptdre baglanabilen
S.gordinii’nin, agliitinin gp340 miktarindaki degisiklikten etkilenmedigini ve
probiyotik bakteri varliginda S.mutans’tan daha yiiksek diizeyde dis yiizeyine
baglandigini da bildirmislerdir. Ayrica, probiyotik bakterilerin pelikildaki peroksidaz

seviyesinde azalmaya neden oldugunu da gostermislerdir (Haukioja et al., 2008).

Chung ve ark.(2004), biyofilmdeki S.mutans inhibisyonunda laktik asit

bakterilerinin roliinii gdsterdikleri ¢alismalarinda, laktik asit bakterilerini dogal oral
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floradan izole etmisler ve daha sonra biyofilm olusumundaki etkinligini
incelemislerdir.  Calismalarinda, yaslar1 4-7 arasinda degisen, sistemik olarak
saglikli, dis ¢iirligi olmayan ancak, az miktarda dis plagi bulunan 160 anaokulu
Ogrencisinden, tiikiirik Ornekleri almiglardir. Bu orneklerden toplam 150 adet
lactobacillus zinciri izole etmislerdir. Yapilan tanimlama testleri sonucunda,
izolatlarin %99,52°nin L.fermentum oldugunu bildirmislerdir. Calismamiz, yaslari 4-
16 arasinda degisen ¢ocuk ve genclerden mikrobiyal 6rneklerin alinmasi nedeniyle
yas grubu bakimindan bu calismaya benzer Ozellik gosterirken, 6rnek aldigimiz
bolgeleri sadece tiikiiriik ile sinirli tutmamamiz izolatlarin ¢esitliligini arttirmistir.
Dis yiizeyine tutunumun arastirildigi baska bir calismada ise, 14-42 yas araliginda 19
bireyin dis plag1 ve dis ciiriigii ornekleri alinmis, ¢ok sayida dogal izolat elde

edilmistir (Erten, 2005).

Cesitli caligmalarda, hidroksiapatit ile kaplanmis yiizeylerde, mikrotitre
kuyucuklarda, epitelyum hiicresinde, ortodontik tel ylizeyinde ve mine ¢iplerinde
bakteri tutunumunu incelenmistir (Busscher et al., 1999, Comelli et al., 2002, Erten,
2005, Haukioja et al., 2006, Stamatova et al., 2009). Dis yiizeyini taklit eden yapay
ylizeylere bakteri tutunumunun incelenmesi, ¢alismanin yliriitiilmesini biiyiik oranda
kolaylastirmasina ragmen, c¢alismamizda gercek dis ylizeyine tutunum
degerlendirilmistir. Erisilebilir kaynaklardan yapilan literatiir taramasi sonucunda,
calismamizin bakteri tutunumunun gercek dis yiizeyinde degerlendirildigi ikinci

calisma oldugu belirlenmistir.

Calismamizda, dis ylizeyine en iyi tutunum gdsteren laktik asit bakterisini
belirlemek amaciyla iki farkli yontemle gergeklestirdigimiz deneylerimizde 2.8-2’nin
her iki yontemde de S.mutans’in tutunumunu inhibe ederek kendisinin yiiksek
diizeyde baglandigr gosterilmistir. Birinci yontemde tiikriikkle kapli disin tiim
yiizeyine tutunum incelenmis, ikinci yontemde ise dis yiizeyinde 10 mm?’lik bir alan
belirlenenerek, iizerinde tiikiiriik bulunmayan bu yiizeye tutunum degerlendirilmistir.
Her iki yontemde de 2.8-2’nin, S.mutans tutunumunu Onemli derecede azalttii
gosterilmistir. Calismamiza benzer sekilde yapilan bir in vitro calismada da
paslanmaz c¢elik tel iizerinde, L.fermentum’un glukan iireten S.mutans olusumunu

inhibe ettigi gosterilmistir (Chung et al., 2004).
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Ayni kolonizasyon bdlgesi i¢in, Streptococcus ve lactobacillus’larin, rekabete
girdiklerini gosteren bir calismada, tutunma yiizeyi olarak gerg¢ek dis yiizeyi,
kalsitleme ¢ozeltisi ile kaplanmis polistiren ylizey ve 4 farkli hidroksiapatit materyali
ile kaplanmig polistiren yilizey kullanilmigtir. Caligmada kullanilan /actobacillus ve
S.mutans bakterileri, katilimcilarin dogal oral florasindan izole edilmistir. Mikrobiyal
orneklerden Lactobacillus casei subsp.rhamnosus, Lactobacillus fermentum,
Lactobacillus reuteri, Lactobacillus salivarius, Streptococcus mutans, candida ve
enterococcus tirlerinin izole edildigi bildirilmistir. Hidroksiapatit ile kaplh
ylizeylerde, Lactobacillus casei subs.rhamnosus 1955 ve Lactobacillus salivarius
1970’in S.mutans tutunumunu 6nemli derecede azalttig1 tespit edilmistir. Daha sonra
dis yilizeyine tutunum denemeleri bu iki laktik asit bakterisi ve 4 ¢esit S.mutans
bakterisi ile gerceklestirilmistir. Bu bakterilerin tek baglarina dis yiizeyine tutunumu
degerlendirildikten sonra, birbirlerine kars1 etkisini belirlemek amaciyla iki
bakterinin birlikte dis ylizeyine tutunumu degerlendirilmistir. Sonucta, kullanilan
lactobacillus ve S.mutans bakterilerinin baslangi¢ yogunluklari ile deney sonundaki
yogunluklar1 arasinda 6énemli diizeyde farkliliklar olmadig: tespit edilmistir (Erten,
2005). Bu sonucun, Guan ve ark.nin (2001), streptococcus yogunlugu 10°°dan daha
ylksek oldugunda diger mikroorganizmalarin yiizeye daha az tutundugunu ileri
stirdiikleri ¢alismalarinin sonucuyla uyumlu oldugu goériiliirken, bizim ¢alismamizin
sonuglariyla uyumlu olmadigr goriilmektedir. Guan ve arkadaglarimin yaptiklar
calismanin sonucuna gore, ¢alismamizda baslangic yogunlugu 10® olan S.mutans’n,
diger bakterilerin yiizeye tutunmasini engellemesi beklenirken, laktik asit
bakterilerinin her iki deneyde de dis ylizeyine S.mutans’tan daha yiiksek yogunlukta
baglandig1 goriilmiistiir. Laktik asit bakterileri arasindan, dis yilizeyine en yliksek
yogunlukta baglandigi belirlenen bakteri susu ise, in vivo ¢alismamizda baglangic

kiiltiirti olarak kullanilmustir.

Lactobacillus ve bifidobacterium’larin oral tutunumlarinin degerlendirildigi bir
calismada 10 tir lactobacillus ve 1 tir bifidobacterium hazir kiiltiir olarak
kullanilmis, 7 tiir lactobacillus ve 6 tiir bifidobacterium ise dogal diski florasindan
elde edilmistir (Haukioja et al., 2006). Bu ¢alismada, hazir kiiltiir olarak kullanilan
ve digki orneklerinden izole edilen dogal kiiltiirler arasinda tiikriikle kaph

hidroksiapatite baglanma acisindan bir farklilik bulunmamistir. Calismamizda ise,
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dogal agiz florasindan izole edilen laktik asit bakterilerinin, et 6rneklerinden izole
edilmis olan laktik asit bakterileri ile kiyaslandiginda, dis yiizeyine daha yiiksek
yogunluklarda  baglandigi  belirlenmistir.  Calismada, = LGG’nin,  diger
mikrooganizmalarla kiyaslandiginda, tiikriikle kapli mikrotitre kuyucuklara, tiikriikle
kapli hidroksiapatite, BSA (bovine-serum-albumin) kapli hidroksiapatite ve bukkal
epitelyum hiicrelerine en yiiksek diizeyde baglandigi, bifidobacterium’larin ise diisiik
diizeyde baglandig1 gosterilmistir. Tiikiiriik proteinlerinin baglanmay1 arttirict etkisi
nedeniyle, tiikiiriikle kapli hidroksiapatite baglanma BSA kapl hidroksiapatite
baglanmadan daha yiiksek diizeyde bulunmustur. Bu c¢alismada, L.reuteri SD 2112
(ATCC 55730)’nin de tiikiiriikle kapli mikrotitre kuyucuklara, tiikiiriikle kaph
hidroksiapatite, BSA (bovine-serum-albumin) kapli hidroksiapatite diisiik derecede
baglandig1 gosterilmistir. Ayrica, probiyotik bakterilerin Fusobacterium nucleatum
kapli  ylizeylere  baglanmasinin  da  degerlendirildigi  bu  calismada,
bifidobacterium’larin  F.nucleatum ile kapli hidroksiapatite yiiksek diizeyde
baglandig1 gosterilmistir (Haukioja et al., 2006). Bu durumun, F.nucleatum ile
probiyotik lactobacillus’larin ayni kolonizasyon bolgesi i¢in rekabet etmesini
gosterdigini ileri siirmislerdir. F.nucleatum gibi bagirsakta bulunan diger
bakterilerin, bagirsaktaki bifidobacterium kolonizasyonunu kolaylagtirmasinin da bu
calismanin sonucuyla iliskilendirildigi bildirilmistir Buna ilaveten, bagirsak
mukozasina iyi tutunan bir probiyotik zincirin her zaman agiz i¢inde de iyi tutunum
gostermedigi sonucu ¢ikarilabilir. Bu sonug, GiS’teki etkinligi kanitlanmis olan
laktik asit bakterilerinin, oral kavitede etkin olup olmadiginin ¢alismalarla

degerlendirilmesinin énemli oldugunu ortaya koymaktadir.

L.delbrueckii  bulgaricus ve LGG’nin tiikrikle kapli hidroksiapatite
tutunmasiin incelendigi bir ¢alismada, LGG’nin tiikriikkle kapli hidroksiapatit
ylzeye, L. delbrueckii bulgaricus ve S.sanguinis’ten daha gii¢li tutundugu
gosterilmistir (Stamatova et al., 2009). Calismamizda ise, tiikriikle kapl dis ylizeyine
en ylksek yogunlukta baglanan suslarin 2.8-2 ve Pediococcus spp oldugu, en diisiik
yogunlukta baglanan suslarin ise, L.plantarum ve Enterococcus faecum oldugu
belirlenirken, tlikriikle kapli olmayan dis yiizeyine en yiiksek yogunlukta baglanan
suslarin L.sakei ve L.plantarum oldugu, en diisiik yogunlukta baglanan susun ise,

Lactococcus spp oldugu tespit edilmistir. Bu verilere dayanilarak, et 6rneklerinden
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izole edilen laktik asit bakterilerinin tiikriikle kapli olmayan dis yiizeyine daha
yuksek yogunlukta baglandigi sdylenebilir. Bu durum, et 6rneklerinden izole edilen
laktik asit bakterilerinin, dis yiizeyine tutunmasi i¢in pelikildaki reseptorlere ihtiyag
duymadigi, bagka mekanizmalarin tutunmada etkili olabilecegi  fikrini

distindiirmektedir.

Comelli ve ark.(2002), yirmi ii¢ tanesi siit Uriinlerinden ve 5 tanesi oral
kaviteden izole edilmis olan laktik asit bakterilerinin tiikriikle kapli hidroksiapatite
baglanmasini incelemisler ve S.thermophilus NCCI1561 ve Lactococcus lactis
NCC2211’in tikrikle kapli hidroksiapatite yiiksek diizeyde baglandigin1 ve
baglanma bdlgeleri ve besin maddesi i¢in V.dispar ve A.naeslundii ile rekabete
girerek bu mikroorganizmalari inhibe ettiklerini gostermislerdir. Ayrica, Lactococcus
lactis NCC2211’1in biyofilmdeki diger mikroorganizmalar1 modifiye ettigi, 6zellikle
S.sobrinus ve S.oralis’in yogunlugunu azalttigi bildirilmistir. Lactococcus lactis
NCC2211’in, oOzellikle agiz igerisine ilk kolonize olan tiirler arasinda yer alan
S.sobrinus’un baglanma bolgelerine baglanmasi ile bu iki bakterinin tiikiirik
reseptorlerinin ayni1 olabilecegini iliskilendirilmistir. Ancak, konuyla ilgili molekiiler

diizeyde caligmalara ihtiya¢ oldugu vurgulanmstir.

Yapilan bir ¢alismada, L.acidophilus, L.casei ve Bifidobacterium bifidum
iceren bio-yogurttaki L.acidophilus ve L.casei izole edilerek, yiizeyinde pelikil olan
ve olmayan mine ¢iplerinin iizerine uygulanmistir (Busscher et al., 1999). Calisma
oncesinde, tutunumu degerlendirmek {izere, mine ylizeyindeki S.sobrinus, S.sanguis
ve Actinomyces’in baglangic kolonizasyonu belirlenmistir. L.acidophilus’un,
L.casei’den daha yiiksek diizeyde mine yiizeyine tutundugu gosterilmis ve bu durum
L.acidophilus™un, L.casei’den daha hidrofobik olmasina baglanmistir. Her iki
bakterinin de mine yiizeyinde pelikil olmadiginda tutunum degerlerinin daha yiiksek
oldugu gosterilmistir. Ozellikle, L.casei’nin mine yiizeyinde pelikil yokken
gosterdigi tutunumun, pelikil varliginda gosterdigi tutunumun yaklasik olarak iki kati
oldugu gosterilmistir. Benzer bulgular elde ettigimiz ¢aligmamizda, izole ettigimiz
iki adet L.casei’den bir tanesinin (1.14-3), belirli bir yiizey alan1 ile sinirli olmasina
ragmen, tiikriikkle kapli olmayan dis ylizeyine tutunumunun tiikriikle kapl dis

ylizeyindeki tutunumunun 2 kati oldugu gosterilmistir. Diger L.casei (1.16-3)
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susunun tiikriikle kapli olmayan dis yiizeyine tutunma durumu ise, kontaminasyon
siiphesi nedeniyle degerlendirilemedigi icin bu ¢alisma ile kiyaslanmasi miimkiin
olmamigtir. Ayni aragtirmacilar, ¢calismalarinin ikinci kisminda da, yas ortalamasi 26
olan, tiikriiglinde ve dislerinin ara yiiziindeki plak Orneklerinde /lactobacillus
olmayan, 14 kisiye 1 hafta boyunca giinde iki defa 100 ml bio-yogurt vermisler ve
L.acidophilus ve L.casei’nin dis yiizeyindeki tutunumunu degerlendirmislerdir.
Calisma sonunda, katilimcilarin dis yilizeyinde test bakterilerinin bulunmadigin

gostermislerdir (Busscher et al., 1999).

Yapilan bir in vitro ¢aligmada, dogal agiz florasindan izole edilen
laktobasillerin streptokoklar1 inhibe etme durumu degerlendirilmistir. Izolasyonlar, 3
farkl1 grubun tiikiiriik ve dis plagindan alinan mikrobiyal orneklerden yapilmustir.
Birinci grubun (n=36) hi¢ dis ¢iiriigli veya yapilmig bir restorasyonu olmayan
bireyler; ikinci grubun (n=28) son iki yilda ilerleme gostermeyen duragan ciiriik
lezyonlar1 olan, yapilmig restorasyonlart olan veya olmayan bireyler ve ligiincii
grubun (n=27) ise son 2 yil i¢inde veya daha uzun siireden beri aktif ¢iirigii olan
bireylerden olustugu bildirilmistir. Toplam 91 katilimcidan alinan 6rneklerde, en sik
izole edilen laktobasil tiirlerinin L.plantarum, L.paracasei ve L.rhamnosus oldugu
belirlenmistir.  Birinci grubun %31’inden, ikinci grubun %71’inden ve igiincii
grubun %89’undan S.mutans izolasyonu yapildigr gosterilmistir. Birinci gruptan
izole edilen laktobasillerin testte kullanilan tiim streptokoklar1 (hazir kiiltiir olarak ve
dogal izolatlardan elde edilen) inhibe ettigi, inhibisyonda ikinci ve {i¢iincii gruptaki
laktobasillerden daha etkili oldugu belirtilmistir. Dis ¢iiriigii olmayan birinci gruptaki
laktobasillerin otojen S.mutans’lar1 inhibe etmesinin beklenen bir sonug¢ oldugu
bildirilmistir. Ancak, dis ciirtigii olusumdaki diger faktorlerin in vitro ortamda
saglanamadiginin da géz onilinde bulundurulmasi gerektigi vurgulanmistir. Ayrica,
S.mutans inhibisyonunda etkili olan laktobasiller arasinda etkinlik sirasina gore
L.paracasei, L.palantarum ve L.rhamnosus’un ilk 1¢li paylagmakta oldugu
bildirilmistir (Simark-Mattsson et al., 2007). Bizim ¢alismamizda oldugu gibi bu
calismada da, patojen mikroorganizmalarin etkisiz hale getirilmesinde dogal

izolatlarin kullaniminin 6nemli oldugu gosterilmistir.
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5.2.In Vivo Calisma

Diinya Saglik Orgiitii tarafindan, yeterli miktarda alindiginda konak sagligina
faydali mikroorganizmalar olarak tanimlanan probiyotiklerin, konak iizerindeki etki
mekanizmas1 hala tam olarak bilinmemekle beraber lokal veya sistemik olarak
konagin immun sistemini etkiledigi diisiiniilmektedir (Twetman et al., 2009).
Probiyotik mikroorganizmalarin, baz1 GIS hastaliklarinda, iirogenital hastaliklarda,
solunum sistemi rahatsizliklarinda, alerjik hastaliklarda ve kanser tedavisinde
destekleyici etkilerinin oldugu yapilan ¢alismalarda gdosterilmistir (Fuller and
Gibson, 1997, Kalliomaki et al., 2001b, Reid et al., 2003, Reid and Devillard, 2004,
Commane et al.,, 2005, Coskun, 2006, Gill and Prasad, 2008). Probiyotik
mikroorganizmalarin, dig ¢liriigli, periodontal hastaliklar, oral mukozal lezyonlar ve
ag1iz kokusu gibi agiz hastaliklarina karsi gosterdigi etkiler de yapilan cesitli
calismalarda gosterilmistir (Caglar et al., 2005¢c, Meurman, 2005, Caglar et al., 2006,
Krasse et al., 2006, Caglar et al., 2007, Teughels et al., 2007b, Shimauchi et al.,
2008, Teughels et al., 2008, Twetman and Stecksen-Blicks, 2008).

Dis yiizeyinde plak olusumu, dis ¢iiriigii ve periodontal hastaliklarin en 6nemli
etyolojik sebebidir. Plak gelisimi, dis yiizeyinde olusan pelikila patojen
mikroorganizmalarin tutunmasiyla baglar. Bu nedenle, patolojik
mikroorganzimalarin dis yiizeyine tutunumunun Onlenmesi ile dis ¢liriigii ve
periodontal hastaliklarin 6niine ge¢ilmis olur (Liljemark and Bloomquist, 1996, Xie
et al., 2008). Plak gelisimi ve dis clriigiinii 6nlemek i¢in klorheksidin, triklosan,
setilprimidyum klorid ve flor gibi kimyasal maddeler kullanilmakta ve c¢esitli
koruyucu tedaviler uygulanmaktadir. Ancak, bu yontemlerin uzun doénem
kullanimlar1 bazi istenmeyen etkilerin ortaya g¢ikmasimna sebep olmaktadir. Agiz
icerisindeki patolojik mikroorganizmalari inhibe etmek i¢in, asilanma ve antibiyotik
kullanim1 gibi yontemler iizerinde ise arastirmalar devam etmektedir. Uzun yillar
alacak bu arastirmalar sonuclansa bile, bu yontemlerin kullanimi siirli ve yiiksek
maliyetli olacaktir. Bu nedenle, probiyotik kullanimi, oral hastaliklarin 6énlenmesinde
etkili ve alternatif bir yaklasim olarak diisiiniilmektedir. Dis ¢iiriigiinii 6nlemede flor
uygulamasi ve probiyotik kiiltiir kullanimi1 kiyaslandiginda; flor uygulamasinin

yaygin olarak bilinen ve ucuz bir yontem olmasi avantaj iken, kaynaklarin kontrol
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edilememesi ve doz ayarlamasinda giicliik ¢ekilmesi ise dezavantaji olarak
goriilmektedir. Buna karsin probiyotik kiiltiirler ise, daha az bilinen ve pahali bir
yontemdir ancak, kaynaklarin kontrol edilebilir olmasi ve doz ayarlamasinin
yapilabilmesi avantajlar1 arasindadir. Probiyotik kiiltiir kullaniminin pahali bir
yontem olmasi sorunu, probiyotik kiiltiirlerin yaygin bir sekilde kullanilmaya

baslanilmasi ile ortadan kalkacaktir.

Calismamizin birinci kisminda, in vitro kosullarda dis yiizeyine en 1iyi
tutunumu gosteren laktik asit bakterisinin 2.8-2 oldugu belirlenmistir. Bu nedenle,
calismamizin ikinci kismi, GIS enfeksiyonlarinin tedavisinde de siklikla kullanilan
ve Tlzerinde c¢esitli caligmalar yapilmis olan bu probiyotik bakteri ile
gerceklestirilmistir. Calismamiz, dogal agiz florasindan izole edilmis olan 2.8-2’nin
ag1iz calkalama sollisyonu igerisine ilave edilerek kullanildigr ilk ¢aligmadir.
Erisilebilir kaynaklardan yapilan literatiir taramasinda, probiyotik bakterilerin oral
floraya etkilerinin incelendigi benzer ¢aligmalarda, probiyotik bakteri olarak dogal
izolatlar yerine hazir Kkiiltiirlerin fabrikasyon iirlinler igerisine ilave edilerek
kullanildigr goriilmiistiir. Calismamizda, dogal izolatlarin, fabrikasyon bir iiriin
icerisine ilave edilmesi yerine, kendi hazirladigimiz gargara icerisine ilave edilmesi,
kullanilan probiyotik kiiltiiriin kontroliinii sagladigi i¢in, ¢alismamizin giivenirliligini

arttirmugtir.

Bu giine kadar, probiyotik bakterilerin oral kavitedeki patojen tiirler {izerine
etkisinin arastirildigi ¢alismalar, bizim ¢alismamizda da oldugu gibi genellikle kisa
stireli olarak yapilmistir. Okul ¢agindaki c¢ocuklarda yapilan c¢aligmalarda, bu tiir
uygulamalar egitim programini aksatabildigi i¢in, ¢alisma siirelerinin kisa
tutulmasina mecbur kalinmaktadir. Yapilan ¢alismalar i¢inde sadece bir tanesi 7 ay
stirmiis, digerlerinin siireleri 10 giin ile 20 giin arasinda degismistir (Nase et al.,
2001). Ayrica bu calismalarda, c¢alisma grubunu genellikle erigkinler
olusturmaktadir. Erigkin florasi, ¢ocuklarin florasina benzemekle birlikte tamamen
ayni olmadigindan erigkinlerle yapilan ¢alismalarin, ¢ocuklarla yapilan ¢alismalarla
aynm1 sonuglart verecegi siiphelidir. Cocuk katilimcilarla gereklestirdigimiz
calismamizin  konuyla ilgili bilgi eksikliklerini azaltmada faydali olacagim

diistinmekteyiz. Koruyucu dis hekimligine verilen 6nem ve ilginin giderek arttig1 bu
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donemde, ozellikle ¢ocuk katilimcilarla yapilan ¢aligsmalarin artmis olmasi 6nemlidir.
Calismamizdaki yas grubu, koruyucu dis hekimliginin belki de en 6nemli oldugu
donemlerden biri olan, karma dislenme donemindeki c¢ocuklardan olusmaktadir.
Katilimer sayisinin arttirtlmast, bu tiir ¢aligmalarda karsilagilan zorluklardan birisidir.
Cocuklarla yapilan calismalarda, hakli olarak her yeni ¢aligmaya siipheyle yaklasan
ebeveynlerin onamindan kaynaklanan sikintilar katilimci sayisinin siirl tutulmasina
neden olmaktadir. Ayrica, mikrobiyolojik calismalarda, katilime1r sayisinin
artmastyla birlikte maliyet yiikselmektedir. Calismamizda, giivenirligi kanitlanmis
bir bakteri susunun kullanilmasi ve ¢alisma boyunca siirekli ebeveynlerle iletisim
halinde olunmasi nedeniyle, ebeveynlerin destegi alinmis ancak, c¢alismada
kullanilan mikrobiyolojik kitlerin yiiksek maliyeti nedeniyle katilimec1 sayist sinirh
tutulmustur. Buna ragmen, calismamiz, benzer ¢alismalara kiyasla oldukga yiiksek
sayida katilimer ile gergeklestirilmistir. Calisma sirasinda, okul, aile, 6grenci ve
hekim igbirligi en st diizeyde tutulmus, okul idaresi ve ebeveynler her giin yeniden
bilgilendirilmistir. Caligmada katilime1 sayisinin smirli olmasi nedeniyle, grup
hakimiyeti daha kolay saglanmis, bdylece hem calisma sonuglarinin giivenirliligi

artmis hem de 6grencilerin egitim programlari en az diizeyde aksatilmistir.

Calismamizda, 1x10® KOB/ml 2.8-2 iceren gargara iki hafta boyunca 10-11 yas
grubundaki Ogrencilere uygulanmis ve uygulamanin sonunda calisma grubunda,
S.mutans miktarinda anlamli bir azalma oldugu goriilmiistiir. Caligma grubunda
laktik asit lireten ve c¢aligma basinda faydali oldugu gosterilen probiyotik bakteri
miktarindaki artma da anlamli bulunmustur. Son gargara uygulamasindan 1 ay sonra,
katilimcilardan tiikiiriik 6rnekleri alinmis ve ¢alisma grubunda, laktik asit bakteri
miktarinda azalma ve S.mutans miktarinda artma oldugu belirlenmis, ancak bu
degisikliklerin anlamli olmadigi gosterilmistir. Bu sonug, anlamli ¢ikmamasina
karsin, probiyotik bakteri iceren gargaranin etkinligini siirdiirebilmesi igin,
uygulamanin giinliik olarak veya belirli araliklarla tekrarlanmasi gerektigini

diistindiirmiistiir.

Calismamizin sonucu, laktik asit bakterisi iceren probiyotik iiriinlerin
kullanildig: diger ¢alismalarin sonuglariyla paraleldir (Meurman et al., 1994, Nase et

al., 2001, Ahola et al., 2002, Nikawa et al., 2004, Caglar et al., 2006). Cocuklarin
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oral mikroflorasinin, yetiskinlerde oldugu gibi tam olarak olgunluga erismedigi, bu
nedenle etkilenmesinin daha kolay olabilecegi diisiintilmektedir. Yetiskinlerle
yapilan caligmalarda, probiyotik {irlin aliminin sonlandirilmasindan hemen sonra
bakteri yogunluklarinda meydana gelen ani diistlisler goz 6niinde bulunduruldugunda,
calismamizin sonucunda laktik asit bakteri yogunlugundaki azalmanin daha yavas

oldugu goriilmektedir (Ahola et al., 2002).

Bir tiir laktik asit bakterisi olan L.rhamnosus’un bagirsaklardaki bagisikligi
diizenleyici ve cocuklarda erken atopik hastaliklarin 6nlenmesinde etkili oldugu
bilinmektedir (Kalliomaki et al., 2001a, Kalliomaki et al., 2003). L.rhamnosus’un
oral kavitedeki etkisi ise, az sayida calisma ile gosterilmistir (Nase et al., 2001,
Ahola et al., 2002). L.rhamnosus’un, homofermentatif laktobasillerden oldugu i¢in
siikrozu ve laktozu fermente edemedigi, buna bagli olarak, dis ¢iirigli olusumunu
Onleyici etkisi bulundugu bildirilmistir (Gorbach, 1990, Meurman et al., 1994,
Meurman et al., 1995). Buna karsin, heterofermentatif laktobasillerin, dis ¢liriigii
aktivitesini arttirdig1 bilinmektedir (Nase et al., 2001). L.rhamnosus’un, proglutamik
asit gibi antimikrobiyal maddeler tireterek oral kavitedeki diger mikroorganizmalarla
yaristigi bildirilmistir (Silva et al., 1987). Lactobacillus GG ’nin, pH 5 degerinin
altinda iken, oral kaviteye ilk tutunan bakterilerden olan S.sobrinus’un aktivitesini

inhibe ettigi de gosterilmistir (Meurman et al., 1995).

Lactobacillus GG (ATCC 53103)’nin oral kolonizasyonunu arastiran ilk
calisma 1994 yilinda Finlandiya’da yapilmistir. Bu ¢alismada, 10* KOB/ml LGG
iceren 250g yogurt, giinde 2 defa bir hafta siireyle, yas ortalamasi 25 olan dokuz
kisiye verilmistir. Uygulamaya baslamadan 6nce katilimcilarin tiikiiriik 6rneklerinde
LGG bulunmazken, uygulamadan bir hafta sonra tiim katilimcilarda ve 2 hafta sonra
ise sekiz katilimcinin tiikkriiglinde LGG bulundugu gosterilmistir (Meurman et al.,
1994). Calismamizda da, probiyotik kiiltiir iceren gargaranin uygulandigi son giinden
itibaren 1 ay sonra calisma grubundaki tiim katilimcilarin tiikiiriik 6rneklerinde laktik
asit bakteri varlig1 tespit edilmistir. Tiim katilimcilarda bir ay sonra laktik asit
bakterilerinin bulunmasi ve kolonizasyonun daha uzun silire devam etmesi,
calismadaki yas grubumuzda bu durum arasinda bir iliski olabilecegini

diisiindiirmektedir. Calismamiz, probiyotik bakteri igeren siit tiikketen g¢ocuklar
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arasindan Ozellikle 3-4 yas grubunda kolonizasyonun daha gii¢lii oldugunu gosteren

Nase ve arkadaslarinin ¢alismasini destekler niteliktedir (Nase et al., 2001).

Sit; icerdigi kalsiyum, fosfor ve kolloidal organik maddeler nedeniyle
cocuklarin dis ¢iiriiklerinden korunmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Cocuklarda
uzun dénem probiyotik igerikli siit tiiketiminin, 6zellikle gastrointestinal ve solunum
yolu hastaliklarina etkisinin inceledigi calismanin bir parcasi olarak agiz sagligina
etkisi de degerlendirilmistir. Bu ¢alisma, randomize, ¢ift korlemeli ve plasebo
kontrollii olarak yiiriitiilmistiir. Calismada, 1-6 yas grubundaki 594 ¢ocuk rastgele
iki gruba ayrilmustir. Calisma grubuna 5-10x10° KOB/ml L.rhamnosus GG ATCC
53103 igeren siit ve kontol grubuna plasebo siit, 7 ay boyunca haftada 5 giin olmak
tizere, okullarinda verilmistir. Calismanin basinda, ortasinda ve sonunda ¢ocuklardan
dis plagi ve tikiiriik ornekleri alinmis ve degerlendirilmistir. Ayrica, diger
calismalardan farkli olarak, caligmanin baslangicinda 100 ¢ocuktan ve g¢alismanin
ortasinda ve sonunda 60 cocuktan diski 6rnekleri alinmistir. Calisma sonucunda,
LGG’nin, S.mutans ve patojen laktobasilleri inhibe ettigi ve Ozellikle 3-4 yas
grubunda dis c¢liriigiinii onlemede faydali oldugu gosterilmistir. Digki Ornekleri
incelendiginde, calismanin baglangicinda ¢alisma grubunun %12’sinde LGG tespit
edilirken, ¢alisma sonunda bu oranin %91°e ¢iktig1 gosterilmistir. Kontrol grubunun
disk1 orneklerinde ise, baslangigta %4 olan LGG kolonizasyonunun c¢aligmanin
sonunda %15 oldugu gosterilmistir. Calisma boyunca her iki grupta da ¢esitli
enfeksiyonlar nedeniyle antibiyotik kullanildigi, ancak, ¢aligma grubunda antibiyotik
ihtiyacinin daha az oldugu bildirilmistir (Nase et al., 2001). Calisma, kii¢iikk yas
grubuyla uzun siireli yapilan ilk ve tek calismadir. Uzun stireli benzer ¢alismalarda
tiim degiskenleri kontrol etmek gii¢c oldugu igin, bakteri kolonizasyonunu etkileyen
antibiyotik uygulamasinin da 6niine gecilememistir. Buna ragmen, probiyotik bakteri
tutunumunun azalmadigi goriilmiistiir. Calismamiz, bu c¢alismada oldugu gibi okul
ortaminda 0gretmenlerin destegi ile gozetim altinda yiiriitilmiistiir. Calismamizda ve
bu ¢alismada, yas grubunun erigkin olmamasi ve probiyotik {iriinlin gozetim altinda

diizenli olarak uygulanmasi, elde edilen sonuclarin paralel olmasina neden olmustur.

Cigneme sirasinda tiikiiriik akisini uyardigi bilinen peynirin, igerigindeki

kalsiyum, fosfor ve kazeinfosfopeptidler nedeniyle de dis ¢iiriigiinii 6nleme 6zelligi

84



oldugu bilinmektedir (Sela et al., 1994, Reynolds et al., 1995). Peynir, agiz
igerisinden daha uzun siirede temizlendigi i¢in probiyotik ilavesi igin siitten daha
uygun bir gida maddesi olarak diisiiniilmektedir. Arastirmacilar, EDAM peyniri
igerisine 1,9x 10" KOB/ml L.rhamnosus GG ATCC 53103 ve 1,2x10" KOB/ml
L.rhamnosus LC 705 ilave etmisler ve bu peynirin tiikketimi ile S.mutans, maya ve
lactobacillus miktarindaki degisimi incelemislerdir (Ahola et al., 2002). Calisma,
deney ve kontrol grubu olarak iki gruba ayrilan, 18-35 yas araliginda 74 katilimci ile
hazirlik, uygulama ve tedavi sonrasi olmak iizere, her biri 3 haftadan olusan ii¢
periyodda tamamlanmistir. Her periyodda katilimcilardan tiikiiriik 6rnekleri alinarak
degerlendirmeler yapilmistir. Deney grubuna 15 g deney peyniri ve kontrol grubuna
plasebo peynir giinde 5 defa verilmistir. Uygulama doéneminde deney grubunda
S.mutans miktarinda azalma oldugu ancak bu azalmanin anlamli olmadig:
bildirilmistir. Uygulama periyodunun bitmesinden 3 hafta sonra alinan tiikiiriik
orneklerinde ise, deney grubunda S.mutans diizeyinde anlamli bir azalma oldugu
gosterilmistir. Arastirmacilar, 3 hafta gibi kisa bir siirede, iki grup arasinda S.mutans
miktarinda belirlenen farklili§in yaniltict olabilecegini ileri siirmiislerdir. Bu nedenle
tedavi sonrasindaki donemde bakteri miktarinda meydana gelen degisikligi
yorumlamislardir. Bu calismaya benzer bir calismada da katilimcilara, L.paracasei
GMNL-33 igeren tabletler, 2 hafta boyunca giinde 3 defa verilmis ve tiikriikteki
S.mutans ve laktobasil sayisi ile tiikriiglin tamponlama kapasitesindeki degisiklikler
baslangigta, uygulama doneminin sonunda ve uygulama doneminden 2 hafta sonra
degerlendirilmistir. Uygulama doneminin sonunda, deney grubunda S.mutans
seviyesinde anlamli bir degisiklik gdzlenmezken, uygulamanin bitmesinden 2 hafta
sonra alan tiikiiriik 6rneklerinde S.mutans seviyesinde anlamli bir azalma oldugu
belirtilmistir (Chuang et al., 2010). Calismamizda bu c¢alismalardan farkli olarak
uygulama periyodunun ortasi olan 5. ve 6. giinlerde ve son giinde katilimcilardan
tikiirik  Ornekleri almarak S.mutans miktarindaki degisiklik  belirlenerek
yorumlanmig ve hem calismanin ortasinda hem de sonunda caligma grubunda
S.mutans miktarinda anlamli bir azalma oldugu goriilmiistiir. Calisma grubumuzun,
floranin daha kisa silirede etkilendigi bir yas grubundan olugmasi ve probiyotik
iriiniin  diizenli olarak uygulanmasina bagli olarak, calismamizda S.mutans

miktarinda kisa slirede anlamli bir azalma meydana geldigi goriilmistiir. Caligma
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ylriitiiclisliniin gézetimi olmaksizin, probiyotik uygulamalarin giin igerisinde kisa
araliklarla tekrarlanmasi, katilimcilarin unutmasi, uygulamadan sikilmasi vb.
nedenlerle diizenli olmayabilir. Bu durum, yaniltict sonuglarin alinmasina neden
olabilecegi i¢in uygulamalarin az tekrarli ve gdzetim altinda yapilmasinin 6nemli

oldugunu diisiinmekteyiz.

Finlandiya’da erigkin yas grubundaki 56 katilimci ile yapilan bir ¢aligmada,
LGG nin oral kolonizasyonu degerlendirilmistir. Calisma, her biri 2 hafta sliren 3
periyoddan olugmustur. Birinci periyod hazirlik donemidir. Bu dénemin sonunda tiim
katilimeilardan tiikiiriik 6rnegi alinmistir. Ikinci periyod, uygulama periyodudur, bu
dénemde katilimeilara 5x10° KOB LGG igeren 200 ml meyve suyu giinde 3 defa
verilmistir. Ugiincii periyod, uygulama sonras1 dénemdir, bu donemde tiikriikte LGG
bulunmadig1 belirlenene kadar her giin tiikiiriik 6rnegi almmustir. Ugiincii periyoddan
bir giin sonra, katilimcilarin %66’sinin tiikriiglinde LGG bulundugu ve 7 giin sonra
ise sadece %3,6’sinda LGG bulundugu tespit edilmistir. Ancak, ¢alismanin
tamamlanmasindan 5 ay sonra katilimcilarin birisinden tiikiirtik 6rnegi alinmis ve
tikriiginde LGG bulundugu belirtilmistir. Ayrica, katilimcinin, bu 5 aylik siire
icerisinde LGG iceren her hangi bir {riin tiiketmesi de yasaklanmigtir. Bu
katilimcidan alinan anamnez bilgisinde, 10 yasindayken atopik dermatit tedavisine
et al., 2006). Bu durum, probiyotik mikroorganizma kolonizasyonun daimi degil
gecici oldugunu ancak, kiigiik yaslarda uzun siireli probiyotik aliminin daimi
kolonizasyon i¢in onemli oldugunu gostermektedir. Ancak, tiikrikte LGG
bulunmamasi, her zaman LGG’nin oral kavitede kolonize olmadiginin bir gostergesi
degildir. Benzer bir ¢alismada, GIS’te laktik asit bakterisinin kolonizasyonu
incelenmis, katilimeilara 12 giin boyunca giinde 2 defa 6x10'° KOB LGG igeren 100
ml meyve suyu verilmistir. Calisma sonunda katilimcilar 3 gruba ayrilmig birinci
grupta hemen, ikinci grupta 1 hafta sonra ve ti¢lincii grupta 2 hafta sonra kolonoskopi
islemi yapilmis ve tiim gruplardan digki 6rnegi de es zamanli olarak alinmustir.
Kolonoskopi sirasinda alman biyopsiler ile diski Orneklerindeki LGG
karsilastirildiginda, {i¢iincii grupta digki 6rneklerinde LGG’ye rastlanmamig ancak,

biyopsi oOrneklerinde rastlanmigtir. Bu c¢aligmada, diski Orneginin probiyotik
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mikroorganizma kolonizasyonunu gostermede tek basmna yetersiz oldugu

gosterilmistir (Alander et al., 1999).

L.reuteri, gastrointestinal mikroflorada dogal olarak bulunan, zorunlu
heterofermantatif —mikroorganizmadir. Reuterin ve reutesilin adi verilen
antimikrobiyal maddeleri liretmektedir. Bu antimikrobiyal maddeler, L.reuteri’nin
probiyotik 6zellik gostermesinde etkilidir (Talarico et al., 1988, Ganzle et al., 2000,
Caglar et al., 2006, Twetman et al., 2009). L.reuteri’nin genel sagliga olan faydali
etkilerini gosteren calismalarin yam sira, oral kavitedeki etkinligini gosteren cesitli
calismalar da yapilmistir (Nikawa et al., 2004, Valeur et al., 2004, Weizman et al.,
2005, Caglar et al., 2006, Caglar et al., 2007, Caglar et al., 2008a, Caglar et al., 2009,
Twetman et al., 2009) .

Kisa stireli probiyotik kullanimi sonrasinda agiz igerisindeki enflamasyon
cevabini inceleyen ilk calismada, L.reuteri’nin dis eti olugu sivisindaki (DOS)
sitokin diizeyine etkisi arastirilmistir. Calismada, yas ortalamasi 24 olan ve en az iki
disinin bukkal dis eti kenarinda orta diizeyde gingivitis olan 42 katilimci rastgele 3
gruba ayrilmigtir. Birinci gruba, 1 tane canli bakteri igeren sakiz ve 1 tane plasebo
sakiz; ikinci gruba, 2 tane canli bakteri iceren sakiz ve {igiincili gruba 2 tane plasebo
sakiz verilmistir. Canli bakteri iceren deney sakizlarinda 1x10® KOB L.reuteri ATCC
55730 ve ATCC PTA 5289 bulunmaktadir. Deneye baglamadan 6nce, birinci haftanin
sonunda, ikinci haftaninin sonunda ve baslangigtan 4 hafta sonra katilimcilardan
DOS o6rnekleri alinmistir. Calisma siiresi olan 2 hafta boyunca katilimcilar, sabah
kahvaltis1 ve aksam yemeginden 1 saat sonra, 10 dakika olmak iizere giinde iki defa
sakizlarint ¢ignemislerdir. Calismanin bittigi 2.haftanin sonu ile baslangi¢c arasinda
sondlamada kanama degerinde ve DOS miktarinda birinci ve ikinci grupta ististiksel
olarak anlamli azalmalarin oldugu gosterilmistir. Sadece ikinci grupta, birinci
haftanin sonunda TNF-o skorunda; ikinci haftanin sonunda IL-8 skorunda ve
dordiincii haftanin sonunda IL-6 skorunda anlamli azalmalarin oldugu kaydedilmistir
(Twetman et al., 2009). Diger bir arastirmada ise, L.reuteri’nin, TNF-q iiretimini
inhibe edici 6zellikte, bagisiklik diizenleyici bir madde iirettigi gosterilmistir (Von
Bodman et al., 2008). Laktobasillerin bagisiklik cevabinin baglamasina neden olan

0zel reseptorler salgiladigi ve bu yolla epitelyum hiicrelerinin patojen olan ve

87



olmayan mikroorganizmalar1 tanimalarinin kolaylastigi da bildirilmistir (Rakoff-
Nahoum et al., 2004). Laktik asit bakterilerinin sadece giinliik siit {iriinleri igerisine
ilave edilerek degil farkli sekillerde de katilimcilara verildigi goriilmektedir.
Sicaklik, nem ve hava ile temas etmeleri halinde canliliklarini kaybetme tehlikesi ile
kars1 karstya kalan laktik asit bakterilerinin, soguk ve havasiz ortamda saklanan siit
tirlinlerine ilavesi, canliliklarini tehdit etmeyen bir saklama ortami olusturmaktadir.
Bu nedenle ayni kosullarin saglanmasinin zor oldugu farkli sekillerle katilimcilara
sunulmasi bakterilerin canliligininin korunmasinda sikintilar meydana getirebilir.
Calismamizda, laktik asit bakterisi igeren gargara, uygun sekilde saklanmig ve
ogrencilerin okullarma gidilerek gbézetim altinda uygulanmistir. Boylece, saklama
sirasinda, bakteri canliliginda meydana gelebilecek riskler en az diizeye indirilmistir.
Bunun yani sira, gargara uygulamasinin gozetimimiz altinda yapilmasi, ¢aligma
sonuglarinin giivenirliligini arttirmig, ayrica ebeveynlerin ve 6grencilerin giinliik
olarak bilgilendirilmesi ile onlarin da caligmaya kars1 giiven duygularinin artmasi

saglanmistir.

L.reuteri ATCC 55730 ile hazirlanan pipet ve tabletlerin erigkin katilimcilarda
kullanimi ile tiikriikteki S.mutans miktarinin degisimini inceleyen bir ¢alismada,
canli bakteri iceren pipet ve tabletlerin kullanimindan sonra tiikriikteki S.mutans
diizeyinde anlamli bir azalma oldugu ve laktobasil seviyesinin degismedigi
belirlenmigtir. Calisma sonucunda, probiyotik mikroorganizmalarin oral kavitedeki
etkinligi icin dogrudan alinmasi ile dolayli olarak alinmasi arasinda bir farklilik
olmadig1 da vurgulanmistir (Caglar et al., 2006). Arastirmaci, L.reuteri ATCC 55730
ve L.reuteri ATCC PTA 5289 igeren sakizlarin kullanimi ile de benzer sonuglar elde
etmistir. Canli bakteri iceren sakizlari ve ksilitollii sakizlar1 kullanan gruplarda
S.mutans seviyesinde anlamli azalmalar oludugunu, ancak laktobasil seviyesinde bir
degisiklik olmadigini bildirmistir. Calismada, probiyotik kiiltiir ve ksilitol iceren
sakizlarin ayr1 ayr1 kullanimu ile birlikte kullaniminin S.mutans seviyesi lizerinde
farkli etkiler yaptig1 gosterilmistir. Arastirmacilar probiyotik kiiltiir ve ksilitoliin
birlikte verildiginde S.mutans seviyesinde daha az azalma meydana getirdiklerini
gostermisler, bu durumun sebebinin ise yapilacak ¢aligmalarla ortaya koyulabilcegini
bildirmislerdir (Caglar et al., 2007). Calismamizda da bu c¢alismalara benzer sekilde

canli bakteri iceren gargara ile calkalama yapan grubun tiikiiriik 6rneklerinde
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S.mutans seviyesinde anlami bir azalma gozlenirken, bu ¢alismalardan farkli olarak
laktobasil seviyesinde ise anlamli bir artis oldugu goézlenmistir. Bazi probiyotik
kiiltiirler, kendileri agiz igerisinde kolonize olmaksizin S.mutans seviyesini
azaltmaktadir. Calismamizda, S.mutans seviyesi azalirken, laktik asit bakteri
seviyesinin artmasi, kullandigimiz susun agiz igerisine iyi kolonize olan bir tiir
olmasindan kaynaklanmaktadir. Ayrica, ¢calismamizda uygulama doneminden bir ay
sonra gerceklestirdigimiz kontrolde laktik asit bakteri kolonizasyonunun g¢aligma
grubundaki tiim katilimcilarda devam ettigi goriilmiistiir. Calismamizdan farkli
olarak, ayn1 arastirmacinin L.reuteri ATCC 55730 igeren tabletleri, 2 hafta uyguladigi
calismasinda ise uygulama doneminin bitmesinden 2 hafta sonra, katilimcilarin hig

birinde L.reuteri bulunmadig1 gosterilmistir (Caglar et al., 2009).

L.reuteri ATCC 55730 ve L.reuteri ATCC PTA 5289 probiyotik zincirleri ile
gerceklestirilen bir caligmada, canli bakteriler bir emzik igerisine yerlestirilerek
katilimcilara  verilmistir. Calisma sonunda, deney grubundaki katilimcilarin
%70’inde S.mutans diizeyinde azalma oldugu bildirilmistir (Caglar et al., 2008a).
Dislenme donemindeki ¢ocuklarin biiyiik bir kisminda emme aligkanliginin oldugu
g6z oniinde bulundurudugunda, emzigin koruyucu dis hekimligi uygulamalar1 i¢in
iyi bir vasita oldugu ileri siiriilmiistiir (Caglar et al., 2005b). Ozellikle, ¢iiriik riskinin
ylksek oldugu bebeklerde ve oyun cagi ¢ocuklarinda probiyotik kiiltiirlerin emzik
icerisinde verilmesi alternatif ve etkili bir yontem olabilir. Ayrica, bu c¢alismada
oldugu gibi birden fazla probiyotik kiiltiiriin bir arada kullanimi ile agiz igerisinde
canliligini devam ettiren faydali bakterilerin sayisi da arttirilabilir. Caligmamiz,
probiyotik kiiltiirlin gargara igerisine eklenerek c¢ocuklarda kullanildig ilk
calismadir. Daha sonra yapilacak olan c¢alismalarda, gargara igerisinde farkl
kiiltiirlerin  bir arada kullanilmas1 ile ortaya ¢ikabilecek sinerjistik etki

degerlendirlebilinir.

Yapilan bir calismada, birden fazla probiyotik zincir (L. sporogens, L.
bifidum, L. bulgaricus, L. termophilus, L. acidophilus, L. casei ve L. rhamnosus) bir
arada kullanilarak kapsiil ve likit seklinde probiyotik preparatlar hazirlanarak
goniilliilere verilmis ve tiiriikteki S.mutans ve laktobasil diizeyindeki degisiklikler

degerlendirilmistir. Probiyotik kapsiil ve likit kullanan gruplarda laktobasil
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miktarinin arttigl, ancak S.mutans seviyesinin degismedigi, kontrol grubunda ise
S.mutans miktarinda ve laktobasil miktarinda bir degisiklik olmadig1 bildirilmistir.
Likit formdaki probiyotik, dogrudan oral dokularla temasta oldugu i¢in tiikriikte
laktobasil miktarini arttiric1 etkide bulunmasi beklenen bir durum iken, ayni etkinin,
oral dokularla hi¢ temasta bulunmamis olan kapsiil formunda da goriilmesinin
sagirtict bir durum oldugu bildirilmistir (Montalto et al., 2004). Bu durum, sistemik
olarak alinan probiyotik mikrooganizmalarin, oral kavitede de etkili olabileceginin
gostergesi olabilir. Bu nedenle, sistemik olarak kullanilan probiyotiklerin oral

kavitedeki lokal etkisini gosteren ¢aligmalarin yapilmasina ihtiyag vardir.

Oral kavitenin dogal florasinda bulunan Streptecoccus uberis KJ2sm,
Streptecoccus oralis KJ3sm ve Streptecoccus rattus JHI45 iceren ProBiora’
(Oragenics Inc., Alachua, FL, USA) isimli gargaranin, S.mutans ve periodontal
hastaliklara neden olan mikroorganizmalarin miktarin1 azaltmadaki roliinii inceleyen
calisma iki asamada gergeklestirilmistir. Calismanin birinci agsamasinda, gargaranin
giivenligi, ikinci asamasinda etkinligi degerlendirilmistir. Calismaya, yas aralig 21-
35 olan 20 goniillii katilmistir. Giivenlik ¢alismasinda, katilimcilar gargaray: diisiik
dozda (10° KOB/ml) 4 hafta kullanmislar, katilimcilarda her hangi bir yan etki
goriilmedigi igin, sonra yiiksek doz (10® KOB/ml) gargara uygulamasima gecilmis ve
gargara giinde 2 defa 4 hafta boyunca kullanilmistir. Etkinlik ¢aligmasi, 11 katilimei
ile gergeklestirilmistir. Calisma Oncesinde ve sonrasinda katilimcilardan tiikiiriik ve
dis plagi ornekleri alinmistir. Caligmanin bu kisminda yliksek dozdaki gargara 1 ay
kullanilmigtir.  Giivenlik ¢alismasinin sonunda, klinik smiflamada hafif olarak
degerlendirilen bogaz, bas ve karin agrilarinin goriildiigii bildirilmistir. Etkinlik
calismasinin sonucunda ise, tiikriikteki S.mutans seviyesinin baglangica gére %60
oraninda azaldig1 ve C.rectus ve P.gingivalis diizeyinde de azalma meydana geldigi,
ancak bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadig: bildirilmistir (Zahradnik et
al., 2009). Bu c¢alismada kullanilan Strep.oralis ve Strep.uberis, tirettikleri hidrojen
peroksite bagli olarak probiyotik aktivite gostermekte ve periodontopatojenlerle
miicadele etmektedirler (Hillman and Socransky, 1982, Hillman et al., 1985, Hillman
and Shivers, 1988). S.rattus zinciri ise, S.mutans zincirine ¢ok benzedigi i¢in 1980’li
yillarda S.mutans zinciri olarak smiflandirilmis  ancak, S.rattus’un laktat

dehidrogenaz enziminin iiretiminden sorumlu geninde mutasyon olmasi nedeniyle
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laktik asit tiretemedigi ve dis ¢iiriigline neden olmadigi bildirilmistir (Johnson et al.,
1980). Birbirine benzeyen S.rattus ve S.mutans’im ayni kolonizasyon bdlgesi icin
yarig halinde olmasi nedeniyle, S.ratfus’un dis ¢lirigliniin dnlenmesinde probiyotik
zincir olarak kullaniminin uygun oldugu bildirilmistir (Zahradnik et al., 2009).
Calismamiz boyunca ve ¢aligmanin tamamlanmasindan sonraki bir aylik siirecte, yan
etkiler konusunda bilgilendirilmis olan 6grenciler ve ebeveynlerden, geri bildirimler
almmis ve hicbir 6grencide, her hangi bir yan etki goriilmemistir. Bu durumun,
kullandigimiz probiyotik bakteri susunun dogal agiz florasindan izole edilmesine ve
miktar olarak bu calismada giivenli kabul edilen 1x10° KOB/ml olarak
kullanilmasma bagli olabilecegi dislniilmiistiir. Calismamiz, dogal kiltiirlerin
gargara icerisinde katilimcilara sunulmasi yoniinden bu g¢alismaya benzer 6zellik
gostermesine karsin, bu calismada kullanilan gargaranin iiretici firma tarafindan
tiretilmesi, bizim calisgmamizda ise gargaranin laboratuar kosullarinda calisma
ylriitiiciileri tarafindan iiretilen bir gargara olmasi yoniiyle farklilik gostermektedir.
Ayrica bu calismada kullanilan probiyotik kiiltiirlerin dogal agiz florasindan izole
edilmesi veya hazir kiiltiir olarak kullanilmasi konusu agik degilken, ¢alismamizda

kullanilan probiyotik kiiltiirler dogal agiz florasindan izole edilmistir.

Probiyotik kiiltiir olarak siklikla kullanilan bifidobakteriler, oral kavitenin ve
bagirsak mukozasinin dogal mikrobiyal ekolojisinde ©Onemli yeri olan
mikroorganizmalardir (Becker et al., 2002). Bifidobakterilerin, normal bagirsak
florasinin  korunmasinda, enfeksiyona olan hassasiyetin, alerji ve laktoz
intoleransiin azaltilmasinda, yiiksek tansiyon ve kolesteroliin diisliriilmesinde
faydali oldugu bilinmektedir. (Fuller and Gibson, 1997, Reid et al., 2003). Bu
mikroorganizmalarin, oral kavitedeki etkinligini gosteren c¢aligmalar da
bulunmaktadir (Caglar et al., 2005a, Caglar et al., 2005c, Lenoir-Wijnkoop et al.,
2007, Meurman and Stamatova, 2007).

Bifidobakterilerin dis ¢iiriigiine neden olan mikroorganizmalara kars1 etkisini
arastiran, Caglar ve arkadaslari, 7x10’ KOB/ml Bifidobacterium DN-173 010 igeren
yogurdu deney grubundaki katilimcilara vermislerdir. Calisma sonunda, deney
grubunda S.mutans seviyesinde anlamli bir azalma gozlenirken, her iki grupta da

laktobasil sayisinda bir degisiklik gézlenmedigi bildirilmistir (Caglar et al., 2005¢).
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Ayni1 arastirmacilar tarafindan yapilan bir baska ¢alismada ise Bifidobacterium lactis
Bb-12 dondurma igerisine ilave edilmis S.mutans iizerindeki inhibe edici etkisi
incelenmistir. Kontrol grubuna ise, canli bakteri icermeyen dondurma verilmistir. Bu
calisma sonucunda da tiim katilimcilarda S.mutans diizeyinin azaldigi, ancak bu
azalmanin deney grubunda anlamli oldugu bildirilmistir. Dondurmanin soguk
ortamda muhafaza edilmesinin, probiyotik kiiltlirlerin canliliin1 korumada avantaj

saglayacagi da ileri siiriilmiistiir (Caglar et al., 2008b).

Probiyotik mikroorganizmalarin dis ylizeyine tutunumu konusunda ¢ok sayida
aragtirma yapilmasina karsin, farkli mikroorganizmalarin farkli deney kosullar
altinda gercek dis yiizeyine baglanma durumu net olarak belirlenememistir.
Calismamiz, bu konuda aydinlatici bilgiler tagimaktadir. Oral kavitedeki S.mutans
tutunumunu azaltacak uygun yontemlerin belirlenmesi i¢in, daha fazla sayida
calisma yapilmasi gerekmektedir. Calismamizda oldugu gibi, gargara igerisine
probiyotik kiiltiir ilavesi veya yapilacak olan c¢aligsmalarla dis macunu ve dis ipligi
igerisine probiyotik ilavesi ile hem oral hijyen hem de probiyotik kiiltiirlerin agiz
icerisine kolonize olmasi saglanabilir. Calismamizda probiyotik kiiltiir igeren gargara
uygulamast ile olumlu sonuglar almamiza karsin, gargara uygulamasi, oral kavitedeki
patojen bakteri sayisin1 azaltmada mekanik temizligin yerini almamali, destekleyici

olarak uygulanmalidir.
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6.SONUC ve ONERILER

Cocuk ve geng bireylerin dogal agiz florasindan 12 adet laktik asit
bakterisi ve 2 adet S.mutans bakterisi izole edilmistir.

Dogal agiz florasindan izole edilen laktik asit bakterileri; Lactococcus
spp, Pediococcus spp, Lactobacillus spp dir.

Et oOrneklerinden izole edilmis olan laktik asit bakterileri;
Lactobacillus.sakei, Enterococcus faecium, Lactobacillus
plantarum dur.

Dogal agiz florasindan izole edilen laktik asit bakterileri ve daha
onceden fermente et drneklerinden izole edilen laktik asit bakterileri
arasindan dis yiizeyine en iyi tutunum gosteren laktik asit bakterisi
Lactobacillus spp 2.8-2 dir.

Laktik asit bakterisi ile hazirlanan gargaranin 10 giinliik kullanimi ile
titkriikteki S.mutans seviyesinde anlaml bir diisiis ve tiikriikteki laktik
asit bakterisi seviyesinde anlamli bir artig saglanmigtir.

Laktik asit bakterisi ile hazirlanan gargaranin son kullanimindan sonra,
kullanilmadig1 bir aylik siirecte tiikriikkteki S.mutans ve laktik asit
bakterisi seviyesinde anlamli bir degisiklik meydana gelmemistir.
Kiigiik  yastaki  bireylerde  probiyotik = mikroorganizmalarin
kolonizasyonu daha kisa slirede meydana gelmekte ve kolonizasyon
uzun siire devam etmektedir.

Basta ebeveynler ve Ogretmenler olmak {izere, probiyotik
mikroorganizmalar hakkinda tiim toplumun daha fazla bilgilendirilmesi
ve probiyotik kiiltiirlerin, agiz ve dis sagligina olan olumlu etkilerini
gosteren ¢alisgamalarin sayisinin artmasi ile 6zellikle ¢ocuklarda ve geng
bireylerde probiyotik tiriinlerin kullanimlar1 yaygin hale gelecektir.
Yapilacak olan caligmalarla, restoratif materyallerin igerisine de dogal
izolatlardan olusan probiyotik kiiltiir ilavesi yapilabilirse, Ozellikle
clirtik insidansinin yiiksek oldugu ¢ocuklarda S.mutans seviyesinin

diismesine katkida bulunulabilir.
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OZET

Laktik Asit Bakterilerinin Agiz Saghgina Olan Etkilerinin Incelenmesi

Oral kavite, zengin ve farkli tiirlerin bir arada bir denge icinde bulundugu
karmagik bir ekosistem olarak tanimlanabilir. Agiz ekolojisindeki bu denge
bozuldugunda, potansiyel patojenler rekabet iistiinliigii kazanir ve dis ¢lrigii gibi
enfeksiyonel hastaliklar1 olusturabilir. Enfeksiyonel agiz hastaliklarini 6nlemede ve
hastaliklardan korunmada yeni yontemlerin gelistirilmesi i¢in arastirmalar devam
etmektedir. Streptococcus mutans ve laktik asit iireten bazi laktobasillerin
karbonhidratlar1 fermente ederek diisiik pH olusturduklari ve sonucunda dis ¢iiriigiine
sebep olduklart gosterilmistir. Buna karsin, bazi1 laktik asit bakterilerinin
gastrointestinal ve oral enfeksiyonlarin kontroliinde kullanildig1 bildirilmistir.
Antimikrobiyal aktivite gosteren bu bakterilerin, konak sagligi i¢in faydali olan,
probiyotik 6zellik gosterdigi kabul edilmektedir. Probiyotik kiiltiirler iceren siit ve
siit driinlerinin dis saghigmi olumlu yonde etkiledigi c¢esitli caligmalarda
gosterilmistir.

Calismamizda, dis saghgi tizerindeki olumlu etkileri nedeniyle, dogal
floradan izole edilmis ve probiyotik 6zellik gosteren en uygun laktik asit bakterisinin
in vitro yontemle belirlenmesi, belirlenen probiyotik 0Ozellikli bakterinin agiz
probiyotigi olarak kullanilmasi ve agiz sagligina olumlu etkilerinin in vivo yontemle
arastirilmast amaclanmistir. Bu amacla, dogal agiz florasindan izole edilmis ve dis
ylizeyine en iyi tutunum gosteren laktik asit bakterisi belirlenmis ve bu bakteri
kiiltiirli ile hazirlanan gargara calismanin ikinci kisminda ¢alisma grubunu olusturan
20 ilkokul 6grencisine uygulanmigtir. Kontrol grubunu olusturan 20 &grenciye ise
distile su ile calkalama islemi es zamanl olarak yaptirilmistir. Caligma sonunda,
calisma grubundaki 6grencilerin oral florasindaki S.mutans miktarinda anlamli bir
azalma oldugu ve kontrol grubunda ise anlaml1 bir degisiklik olmadig1 belirlenmistir.

Sonug olarak, ozellikle ¢ocuklarda, dogal agiz florasindan izole edilmis,
probiyotik kiiltlirlerin  diizenli kullaniminin, agiz i¢i florasindaki S.mutans

bakterilerinin sayisini azalttig1 gézlenmistir.

Anahtar sozciikler: Dis ciirtigii, laktik asit bakterileri, S.mutans, probiyotik
kiiltiirler.
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ABSTRACT

Investigation of the Effects of Lactic Acid Bacteria on Oral Health

Oral cavity can be described as a complex ecosystem with balance of a
combination of rich and different species. When this balance of oral ecology fails,
potential pathogens can create competitive advantage and make infectious diseases,
such as dental caries. Researches are ongoing for the development of new methods to
the prevention and protection from infectious oral diseases. It has been shown that
some of Streptococcus mutans and lactobacilli producing lactic acid by fermenting
carbohydrates and formed to cause tooth decay as a result of low pH. However, it has
been reported that some lactic acid bacteria were used in the control of
gastrointestinal and oral infections. It has been considered that this bacterium,
showing the antimicrobial activity, which is useful for the health of the host, shows
probiotics property. It has been demonstrated that these bacteria, showing the
antimicrobial activity, beneficial for host health, considered probiotic properties.
Various studies have demonstrated that milk and milk products containing probiotic
cultures, have positive effect on dental health.

Due to positive effects on dental health most appropriate lactic acid bacteria,
isolated from the natural flora and possess probiotic, in our study, it has been aimed
that determining the probiotic bacteria with in-vitro method, using the bacreria for
mouth probiotics, and investigating the positive effects to oral health in-vivo. For this
purpose, lactic acid bacteria, determined that, it is the lactic acid bacteria, isolated
from the natural oral flora and shows the best hold to the tooth surface. On the
second part of this study gargle prepared by culture of bacteria applied on
experimental group which was a group of 20 elementary school students. The control
group consisted of 20 students was built simultaneously with the process of rinsing
with distilled water. At the end of the study, the experimental group students showed
a significant decrease in the amount of oral flora S.mutans, and change in the control
group was not significant.

As a result, especially on children, the regular use of probiotic cultures which
have been isolated from the natural oral flora, decreases the number of S.mutans
bacteria in oral flora.

Key words: Dental caries, lactic acid bacteria, S.mutans, probiotic cultures.

95



KAYNAKLAR

Adams MR, Marteau P. On the safety of lactic acid bacteria from food. Int J Food
Microbiol 1995; 27: 263-264.

Ahola AJ, Yli-Knuuttila H, Suomalainen T, Poussa T, Ahlstrom A, Meurman JH. et
al. Short-term consumption of probiotic-containing cheese and its effect on dental
caries risk factors. Arch Oral Biol 2002; 47: 799-804.

Ahrne S, Nobaek S, Jeppsson B, Adlerberth I, Wold AE, Molin G. The normal
Lactobacillus flora of healthy human rectal and oral mucosa. J Appl Microbiol 1998;
85: 88-94.

Alander M, Satokari R, Korpela R, Saxelin M, Vilpponen-Salmela T, Mattila-
Sandholm T. et al. Persistence of colonization of human colonic mucosa by a

probiotic strain, Lactobacillus rhamnosus GG, after oral consumption. App! Environ
Microbiol 1999; 65: 351-354.

Amerongen AV, Veerman EC. Saliva--the defender of the oral cavity. Oral Dis
2002; 8: 12-22.

Andersson H, Asp N, Bruce A, Roos S, Wadstrom T, Wold A. Health effects of
probiotics and prebiotics: a literature review on human studies. Scand J Nutr 2001;
45: 58-75.

Axelsson P. Diagnosis and risk prediction of dental caries. Germany: Qintessence
Publishing, 2000.

Becker MR, Paster BJ, Leys EJ, Moeschberger ML, Kenyon SG, Galvin JL. et al.
Molecular analysis of bacterial species associated with childhood caries. J Clin
Microbiol 2002; 40: 1001-1009.

Bengmark S. Pre-, pro- and synbiotics. Curr Opin Clin Nutr Metab Care 2001;
4:571-579.

Bernardeau M, Vernoux JP, Henri-Dubernet S, Gueguen, M. Safety assessment of
dairy microorganisms: the Lactobacillus genus. Int J Food Microbiol 2008; 126:
278-285.

Bonifait L, Chandad F, Grenier D. Probiotics for oral health: myth or reality? J Can
Dent Assoc 2009; 75: 585-590.

Burton JP, Chilcott CN, Moore CJ, Speiser G, Tagg JR. A preliminary study of the
effect of probiotic Streptococcus salivarius K12 on oral malodour parameters. J Appl
Microbiol 2006; 100: 754-764.

Burton JP, Chilcott CN, Tagg JR. The rationale and potential for the reduction of oral
malodour using Streptococcus salivarius probiotics. Oral Dis 2005; 11 Suppl 1: 29-
31.

96



Busscher HJ, Mulder AF, Van der Mei HC. In vitro adhesion to enamel and in vivo
colonization of tooth surfaces by Lactobacilli from a bio-yoghurt. Caries Res 1999;
33: 403-404.

Carlen A, Olsson J, Ramberg P. Saliva mediated adherence, aggregation and
prevalence in dental plaque of Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis and
Actinomyces spp, in young and elderly humans. Arch Oral Biol 1996; 41: 1133-
1140.

Caufield PW, Cutter GR, Dasanayake AP. Initial acquisition of mutans streptococci
by infants: evidence for a discrete window of infectivity. J Dent Res 1993; 72: 37-45.

Chhour KL, Nadkarni MA, Byun R, Martin FE, Jacques NA, Hunter N. Molecular
analysis of microbial diversity in advanced caries. J Clin Microbiol 2005; 43: 843-
849.

Chiang BL, Sheih YH, Wang LH, Liao CK, Gill HS. Enhancing immunity by dietary
consumption of a probiotic lactic acid bacterium (Bifidobacterium lactis HN019):

optimization and definition of cellular immune responses. Eur J Clin Nutr 2000; 54:
849-855.

Chuang LC, Huang CS, Ou-Yang LW, Lin SY. Probiotic Lactobacillus paracasei
effect on cariogenic bacterial flora. Clin Oral Investig 2010:

Chung J, Ha ES, Park HR, Kim S. Isolation and characterization of Lactobacillus

species inhibiting the formation of Streptococcus mutans biofilm. Oral Microbiol
Immunol 2004; 19: 214-216.

Cole MF, Bryan S, Evans MK, Pearce CL, Sheridan MJ, Sura PA. et al. Humoral
immunity to commensal oral bacteria in human infants: salivary antibodies reactive

with Actinomyces naeslundii genospecies 1 and 2 during colonization. Infect Immun
1998; 66: 4283-4289.

Colloca ME, Ahumada MC, Lopez ME, Nader-Macias ME. Surface properties of
lactobacilli isolated from healthy subjects. Oral Dis 2000; 6: 227-233.

Comelli EM, Guggenheim B, Stingele F, Neeser JR. Selection of dairy bacterial
strains as probiotics for oral health. Eur J Oral Sci 2002; 110: 218-224.

Commane D, Hughes R, Shortt C, Rowland I. The potential mechanisms involved in
the anti-carcinogenic action of probiotics. Mutat Res 2005; 591: 276-289.

Coskun T. Pro-, Pre- ve Sinbiyotikler. Cocuk Sagligi ve Hastaliklar: Dergisi 2006;
49: 128-148.

Cross ML, Mortensen RR, Kudsk J, Gill HS. Dietary intake of Lactobacillus
rhamnosus HNOO1 enhances production of both Th1l and Th2 cytokines in antigen-
primed mice. Med Microbiol Immunol 2002; 191: 49-53.

Caglar E, Cildir SK, Ergeneli S, Sandalli N, Twetman S. Salivary mutans
streptococci and lactobacilli levels after ingestion of the probiotic bacterium

97



Lactobacillus reuteri ATCC 55730 by straws or tablets. Acta Odontol Scand 2006;
64: 314-318.

Caglar E, Kargiil B, Tanboga 1. Bacteriotherapy and probiotics' role on oral health.
Oral Dis 2005a; 11: 131-137.

Caglar E, Kavaloglu SC, Kuscu OO, Sandall1 N, Holgerson PL, Twetman S. Effect
of chewing gums containing xylitol or probiotic bacteria on salivary mutans
streptococci and lactobacilli. Clin Oral Investig 2007; 11: 425-429.

Caglar E, Kuscu OO, Cildir SK, Kuvvetli SS, Sandalli N. A probiotic lozenge
administered medical device and its effect on salivary mutans streptococci and
lactobacilli. Int J Paediatr Dent 2008a; 18: 35-39.

Caglar E, Kuscu OO, Selvi Kuvvetli S, Kavaloglu Cildir S, Sandalli N, Twetman S.
Short-term effect of ice-cream containing Bifidobacterium lactis Bb-12 on the

number of salivary mutans streptococci and lactobacilli. Acta Odontol Scand 2008b;
66: 154-158.

Caglar E, Larsson E, Andersson EM, Hauge MS, Ogaard B, Bishara S. et al.
Feeding, artificial sucking habits, and malocclusions in 3-year-old girls in different
regions of the world. J Dent Child (Chic) 2005b; 72: 25-30.

Caglar E, Sandall1 N, Twetman S, Kavaloglu S, Ergeneli S, Selvi S. Effect of yogurt
with Bifidobacterium DN-173 010 on salivary mutans streptococci and lactobacilli in
young adults. Acta Odontol Scand 2005c; 63: 317-320.

Caglar E, Topcuoglu N, Cildir SK, Sandalli N, Kiilek¢i G. Oral colonization by
Lactobacillus reuteri ATCC 55730 after exposure to probiotics. Int J Paediatr Dent
2009; 19: 377-381.

D'Souza AL, Rajkumar C, Cooke J, Bulpitt CJ. Probiotics in prevention of antibiotic
associated diarrhoea: meta-analysis. BMJ 2002; 324: 1361.

Delanghe G, Ghyselen J, Van Steenberghe D, Feenstra L. Multidisciplinary breath-
odour clinic. Lancet 1997; 350: 187.

Drakes M, Blanchard T, Czinn S. Bacterial probiotic modulation of dendritic cells.
Infect Immun 2004; 72: 3299-3309.

Edwards CA, Parrett AM. Intestinal flora during the first months of life: new
perspectives. Br J Nutr 2002; 88 Suppl 1: S11-18.

Elahi S, Pang G, Ashman R, Clancy R. Enhanced clearance of Candida albicans from
the oral cavities of mice following oral administration of Lactobacillus acidophilus.
Clin Exp Immunol 2005; 141: 29-36.

Erickson KL, Hubbard NE. Probiotic immunomodulation in health and disease. J
Nutr 2000; 130: 403S-409S.

98



Erten O. (2005) Dis ciirtiklerine karsi probiyotiklerin kullanilma olanaklari.
Siileyman Demirel Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Yiiksek Lisans Tezi. Isparta,
2005.

Falck G, Grahn-Hakansson E, Holm SE, Roos K, Lagergren L. Tolerance and
efficacy of interfering alpha-streptococci in recurrence of streptococcal
pharyngotonsillitis: a placebo-controlled study. Acta Otolaryngol 1999; 119: 944-
948.

Fanaro S, Chierici R, Guerrini P, Vigi, V. Intestinal microflora in early infancy:
composition and development. Acta Paediatr Suppl 2003; 91: 48-55.

Fejerskov O, Kidd E. Dental Caries The Disease And Its Clinical Management.
1.st.ed., Denmark: Blackwell Munksgaard, 2003.

Filoche SK, Anderson SA, Sissons CH. Biofilm growth of Lactobacillus species is
promoted by Actinomyces species and Streptococcus mutans. Oral Microbiol
Immunol 2004; 19: 322-326.

Fitzgerald RJ, Adams BO, Fitzgerald DB, Knox KW. Cariogenicity of human plaque
lactobacilli in gnotobiotic rats. J Dent Res 1981; 60: 919-926.

Folster-Holst R. Probiotics in the treatment and prevention of atopic dermatitis. Ann
Nutr Metab 2010; 57 Suppl: 16-19.

Fukushima Y, Kawata Y, Hara H, Terada A, Mitsuoka T. Effect of a probiotic
formula on intestinal immunoglobulin A production in healthy children. Int J Food
Microbiol 1998; 42: 39-44.

Fuller R. Probiotics in human medicine. Gut 1991; 32: 439-442.

Fuller R, Gibson GR. Modification of the intestinal microflora using probiotics and
prebiotics. Scand J Gastroenterol Suppl 1997; 222: 28-31.

Ganzle MG, Holtzel A, Walter J, Jung G, Hammes WP. Characterization of
reutericyclin produced by Lactobacillus reuteri LTH2584. Appl Environ Microbiol
2000; 66: 4325-4333.

Gardiner D, Murphey S, Ossman E, Jungkind D. Prevalence and acquisition of
vancomycin-resistant enterococci in a medical intensive care unit. Infect Control
Hosp Epidemiol 2002; 23: 466-468.

Gibbons RJ. Role of adhesion in microbial colonization of host tissues: a
contribution of oral microbiology. J Dent Res 1996; 75: 866-870.

Gibson GR, Roberfroid MB. Dietary modulation of the human colonic microbiota:
introducing the concept of prebiotics. J Nutr 1995; 125: 1401-1412.

Gill H, Prasad J. Probiotics, immunomodulation, and health benefits. Adv Exp Med
Biol 2008; 606: 423-454.

99



Gill HS, Cross ML, Rutherfurd KJ, Gopal PK. Dietary probiotic supplementation to
enhance cellular immunity in the elderly. Br J Biomed Sci 2001a; 58: 94-96.

Gill HS, Rutherfurd KJ, Cross ML, Gopal, P. K. Enhancement of immunity in the
elderly by dietary supplementation with the probiotic Bifidobacterium lactis HNO19.
Am J Clin Nutr 2001b; 74: 833-839.

Gionchetti P, Rizzello F, Venturi A, Brigidi P, Matteuzzi D, Bazzocchi G. et al. Oral
bacteriotherapy as maintenance treatment in patients with chronic pouchitis: a
double-blind, placebo-controlled trial. Gastroenterology 2000; 119: 305-309.

Gorbach SL. Lactic acid bacteria and human health. Ann Med 1990; 22: 37-41.

Gorbach SL, Goldin BR. The intestinal microflora and the colon cancer connection.
Rev Infect Dis 1990; 12 Suppl 2: S252-261.

Grudianov Al, Dmitrieva NA, Fomenko EV. Use of probiotics Bifidumbacterin and
Acilact in tablets in therapy of periodontal inflammations. Stomatologiia (Mosk)
2002; 81: 39-43.

Guan YH, De Graaf T, Lath DL, Humphreys SM, Marlow I, Brook AH. Selection of
oral microbial adhesion antagonists using biotinylated Streptococcus sanguis and a
human mixed oral microflora. Arch Oral Biol 2001; 46: 129-138.

Gupta P, Andrew H, Kirschner BS, Guandalini S. Is lactobacillus GG helpful in
children with Crohn's disease? Results of a preliminary, open-label study. J Pediatr
Gastroenterol Nutr 2000; 31: 453-457.

Haffajee AD, Arguello EI, Ximenez-Fyvie LA, Socransky SS. Controlling the plaque
biofilm. /nt Dent J 2003; 53 Suppl 3: 191-199.

Harmsen HJ, Wildeboer-Veloo AC, Raangs GC, Wagendorp AA, Klijn N, Bindels
JG. et al. Analysis of intestinal flora development in breast-fed and formula-fed

infants by using molecular identification and detection methods. J Pediatr
Gastroenterol Nutr 2000; 30: 61-67.

Hata Y, Yamamoto M, Ohni M, Nakajima K, Nakamura Y, Takano TA. Placebo-
controlled study of the effect of sour milk on blood pressure in hypertensive subjects.
Am J Clin Nutr 1996; 64: 767-771.

Hatakka K, Ahola AJ, Yli-Knuuttila H, Richardson M, Poussa T, Meurman JH. et al.
Probiotics reduce the prevalence of oral candida in the elderly--a randomized
controlled trial. J Dent Res 2007; 86: 125-130.

Haukioja A. Probiotics and oral health. Eur J Dent 2010; 4: 348-355.

Haukioja A, Loimaranta V, Tenovuo J. Probiotic bacteria affect the composition of
salivary pellicle and streptococcal adhesion in vitro. Oral Microbiol Immunol 2008;
23:336-343.

100



Haukioja, A., Yli-Knuuttila, H., Loimaranta, V., Kari, K., Ouwehand, A. C.,,
Meurman, J. H., et al. Oral adhesion and survival of probiotic and other lactobacilli
and bifidobacteria in vitro. Oral Microbiol Immunol 2006; 21: 326-332.

Hayatsu H, Hayatsu T. Suppressing effect of Lactobacillus casei administration on
the urinary mutagenicity arising from ingestion of fried ground beef in the human.
Cancer Lett 1993; 73: 173-179.

He F, Ouwehand AC, Isolauri E, Hosoda M, Benno Y, Salminen S. Differences in
composition and mucosal adhesion of bifidobacteria isolated from healthy adults and
healthy seniors. Curr Microbiol 2001; 43: 351-354.

Henker J, Schuster F, Nissler K. Successful treatment of gut-caused halitosis with a
suspension of living non-pathogenic Escherichia coli bacteria--a case report. Eur J
Pediatr 2001; 160: 592-594.

Hennequin C, Kauffmann-Lacroix C, Jobert A, Viard JP, Ricour C, Jacquemin JL. et
al. Possible role of catheters in Saccharomyces boulardii fungemia. Eur J Clin
Microbiol Infect Dis 2000; 19: 16-20.

Herne K, Cirelli R, Lee P, Tyring SK. Antiviral therapy of acute herpes zoster in
older patients. Drugs Aging 1996; 8: 97-112.

Hillman JD. Genetically modified Streptococcus mutans for the prevention of dental
caries. Antonie Van Leeuwenhoek 2002; 82: 361-366.

Hillman JD, Chen A, Duncan M, Lee SW. Evidence that L-(+)-lactate
dehydrogenase deficiency is lethal in Streptococcus mutans. Infect Immun 1994; 62:
60-64.

Hillman JD, Shivers M. Interaction between wild-type, mutant and revertant forms of
the bacterium Streptococcus sanguis and the Dbacterium Actinobacillus
actinomycetemcomitans in vitro and in the gnotobiotic rat. Arch Oral Biol 1988; 33:
395-401.

Hillman JD, Socransky SS. Bacterial interference in the oral ecology of
Actinobacillus actinomycetemcomitans and its relationship to human periodontosis.
Arch Oral Biol 1982; 27: 75-77.

Hillman JD, Socransky SS, Shivers M. The relationships between streptococcal
species and periodontopathic bacteria in human dental plaque. Arch Oral Biol 1985;
30: 791-795.

Horz HP, Meinelt A, Houben B, Conrads G. Distribution and persistence of probiotic
Streptococcus salivarius K12 in the human oral cavity as determined by real-time
quantitative polymerase chain reaction. Oral Microbiol Immunol 2007; 22: 126-130.

Huang JS, Bousvaros A, Lee JW, Diaz A, Davidson EJ. Efficacy of probiotic use in
acute diarrhea in children: a meta-analysis. Dig Dis Sci 2002; 47: 2625-2634.

Humphrey SP, Williamson RT. A review of saliva: normal composition, flow, and
function. J Prosthet Dent 2001; 85: 162-169.

101



Hyink O, Wescombe PA, Upton M, Ragland N, Burton JP, Tagg JR. Salivaricin A2
and the novel lantibiotic salivaricin B are encoded at adjacent loci on a 190-kilobase
transmissible megaplasmid in the oral probiotic strain Streptococcus salivarius K12.
App! Environ Microbiol 2007; 73: 1107-1113.

Ishihara K, Miyakawa H, Hasegawa A, Takazoe I, Kawai Y. Growth inhibition of
Streptococcus mutans by cellular extracts of human intestinal lactic acid bacteria.
Infect Immun 1985; 49: 692-694.

Ishikawa H, Aiba Y, Nakanishi M, Oh-hashi Y, Koga Y. Suppression of periodontal
pathogenic bacteria in the saliva of humans by the administration of Lactobacillus
salivarius TI 2711. J Jpn Soc Periodontol 2003; 45: 105-112.

Johnson CP, Gross SM, Hillman JD. Cariogenic potential in vitro in man and in vivo
in the rat of lactate dehydrogenase mutants of Streptococcus mutans. Arch Oral Biol
1980; 25: 707-713.

Kaila M, Isolauri E, Soppi E, Virtanen E, Laine S, Arvilommi H. Enhancement of
the circulating antibody secreting cell response in human diarrhea by a human
Lactobacillus strain. Pediatr Res 1992; 32: 141-144.

Kalliomaki M, Kirjavainen P, Eerola E, Kero P, Salminen S, Isolauri E. Distinct
patterns of neonatal gut microflora in infants in whom atopy was and was not
developing. J Allergy Clin Immunol 2001a; 107: 129-134.

Kalliomaki M, Salminen S, Arvilommi H, Kero P, Koskinen P, Isolauri E. Probiotics
in primary prevention of atopic disease: a randomised placebo-controlled trial.
Lancet 2001b; 357: 1076-1079.

Kalliomaki M, Salminen S, Poussa T, Arvilommi H, Isolauri E. Probiotics and
prevention of atopic disease: 4-year follow-up of a randomised placebo-controlled
trial. Lancet 2003; 361: 1869-1871.

Kang MS, Chung J, Kim SM, Yang KH, Oh JS. Effect of Weissella cibaria isolates
on the formation of Streptococcus mutans biofilm. Caries Res 2006a; 40: 418-425.

Kang MS, Kim BG, Chung J, Lee C, Oh JS. Inhibitory effect of Weissella cibaria
isolates on the production of volatile sulphur compounds. J Clin Periodontol 2006b;
33:226-232.

Kargiil B, Caglar E, Tanboga 1. History of water fluoridation. J Clin Pediatr Dent
2003; 27: 213-217.

Kaya S. Tiikiiriik Bezi Hastaliklari. Ankara: Giines Tip Kitabevi, 1997.

Kazor CE, Mitchell PM, Lee AM, Stokes LN, Loesche WIJ, Dewhirst FE. et al.
Diversity of bacterial populations on the tongue dorsa of patients with halitosis and
healthy patients. J Clin Microbiol 2003; 41: 558-563.

Keijser BJ, Zaura E, Huse SM, Van der Vossen JM, Schuren FH, Montijn RC. et al.
Pyrosequencing analysis of the oral microflora of healthy adults. J Dent Res 2008;
87: 1016-1020.

102



Kirkup BC Jr. Bacteriocins as oral and gastrointestinal antibiotics: theoretical
considerations, applied research, and practical applications. Curr Med Chem 2006;
13: 3335-3350.

Koch G, Poulsen S. Pediatric Dentistry-a clinical approach. 2nd ed., Copenhagen:
Blackwell Munksgaard,, 2003.

Kolenbrander PE, Andersen RN, Blehert DS, Egland PG, Foster JS, Palmer RJ Jr.
Communication among oral bacteria. Microbiol Mol Biol Rev 2002; 66: 486-505,
table of contents.

Koll-Klais P, Mandar R, Leibur E, Marcotte H, Hammarstrom L, Mikelsaar M. Oral
lactobacilli in chronic periodontitis and periodontal health: species composition and
antimicrobial activity. Oral Microbiol Immunol 2005a; 20: 354-361.

Koll-Klais P, Mandar R, Leibur E, Mikelsaar M. Oral microbial ecology in chronic
periodontitis and periodontal health. Microb Ecol Health Dis 2005b; 17: 146-155.

Kononen E, Kanervo A, Takala A, Asikainen S, Jousimies-Somer H. Establishment
of oral anaerobes during the first year of life. J Dent Res 1999; 78: 1634-1639.

Kragen H. The treatment of inflammatory affections of the oral mucosa with a lactic
acid bacterial culture preparation. Zahnarztl Welt 1954; 9: 306-308.

Krasse P, Carlsson B, Dahl C, Paulsson A, Nilsson A, Sinkiewicz G. Decreased gum
bleeding and reduced gingivitis by the probiotic Lactobacillus reuteri. Swed Dent J
2006; 30: 55-60.

Lee YK, Salminen S. Handbook of Probiotics and Prebiotics. 2nd. Canada: Wiley,
2009.

Lenoir-Wijnkoop I, Sanders ME, Cabana MD, Caglar E, Corthier G, Rayes N. et al.
Probiotic and prebiotic influence beyond the intestinal tract. Nutr Rev 2007; 65: 469-
489.

Levine RS. Milk, flavoured milk products and caries. Br Dent J 2001; 191: 20.

Lidbeck A, Nord CE, Gustafsson JA, Rafter J. Lactobacilli, anticarcinogenic
activities and human intestinal microflora. Eur J Cancer Prev 1992; 1: 341-353.

Liljemark WF, Bloomquist C. Human oral microbial ecology and dental caries and
periodontal diseases. Crit Rev Oral Biol Med 1996; 7: 180-198.

Lodi CS, Manarelli MM, Sassaki KT, Fraiz FC, Delbem AC, Martinhon CC.
Evaluation of fermented milk containing probiotic on dental enamel and biofilm: in
situ study. Arch Oral Biol 2010; 55: 29-33.

Loesche WJ. Role of Streptococcus mutans in human dental decay. Microbiol Rev
1986; 50: 353-380.

103



Ma D, Forsythe P, Bienenstock J. Live Lactobacillus reuteri is essential for the
inhibitory effect on tumor necrosis factor alpha-induced interleukin-8 expression.
Infect Immun 2004; 72: 5308-5314.

Mack DR, Lebel S. Role of probiotics in the modulation of intestinal infections and
inflammation. Curr Opin Gastroenterol 2004; 20: 22-26.

Mackie RI, Sghir A, Gaskins HR. Developmental microbial ecology of the neonatal
gastrointestinal tract. Am J Clin Nutr 1999; 69: 10355-1045S.

Madsen K, Cornish A, Soper P, McKaigney C, Jijon H, Yachimec C. et al. Probiotic
bacteria enhance murine and human intestinal epithelial barrier function.
Gastroenterology 2001; 121: 580-591.

Madsen KL. The use of probiotics in gastrointestinal disease. Can J Gastroenterol
2001; 15: 817-822.

Mager DL, Ximenez-Fyvie LA, Haffajee AD, Socransky SS. Distribution of selected
bacterial species on intraoral surfaces. J Clin Periodontol 2003; 30: 644-654.

Maltz M, De Oliveira EF, Fontanella V, Bianchi R. A clinical, microbiologic, and
radiographic study of deep caries lesions after incomplete caries removal.
Quintessence Int 2002; 33: 151-159.

Manning TS, Gibson GR. Microbial-gut interactions in health and disease.
Prebiotics. Best Pract Res Clin Gastroenterol 2004; 18: 287-298.

Marsh P, Martin M. Oral Microbiology,. 4th ed. . Chine: Oxford: Wright, 1999.

Marteau PR. Probiotics in clinical conditions. Clin Rev Allergy Immunol 2002; 22:
255-273.

Marthaler TM. Changes in dental caries 1953-2003. Caries Res 2004; 38: 173-181.

Matsumoto M, Tsuji M, Sasaki H, Fujita K, Nomura R, Nakano K. et al.
Cariogenicity of the probiotic bacterium Lactobacillus salivarius in rats. Caries Res
2005; 39: 479-483.

Matsuzaki T, Chin J. Modulating immune responses with probiotic bacteria.
Immunol Cell Biol 2000; 78: 67-73.

Matsuzaki T, Yamazaki R, Hashimoto S, Yokokura T. The effect of oral feeding of
Lactobacillus casei strain Shirota on immunoglobulin E production in mice. J Dairy
Sci 1998; 81: 48-53.

Mayanagi G, Kimura M, Nakaya S, Hirata H, Sakamoto M, Benno Y. et al. Probiotic
effects of orally administered Lactobacillus salivarius WB21-containing tablets on

periodontopathic bacteria: a double-blinded, placebo-controlled, randomized clinical
trial. J Clin Periodontol 2009; 36: 506-513.

Mc.Donald R, Avery D, Dean JA. (2004) Dentistry for the Child and Adolescence. 8
th. ed. ed. USA, Mosby.

104



Meurman J, Antila H, Salminen S. Recovery of Lactobacillus strain GG (ATCC
53103) from saliva of healthy volunteers after consumption of yoghurt prepared with
the bacterium Microb Ecol Health Dis 1994; 7: 295-298.

Meurman JH. Probiotics: do they have a role in oral medicine and dentistry? Eur J
Oral Sci 2005; 113: 188-196.

Meurman JH, Antila H, Korhonen A, Salminen, S. Effect of Lactobacillus
rhamnosus strain GG (ATCC 53103) on the growth of Streptococcus sobrinus in
vitro. Eur J Oral Sci 1995; 103: 253-258.

Meurman JH, Stamatova I. Probiotics: contributions to oral health. Oral Dis 2007,
13: 443-451.

Michail S, Sylvester F, Fuchs G, Issenman R. Clinical efficacy of probiotics: review
of the evidence with focus on children. J Pediatr Gastroenterol Nutr 2006; 43: 550-
557.

Michetti P, Dorta G, Wiesel PH, Brassart D, Verdu E, Herranz M. et al. Effect of
whey-based culture supernatant of Lactobacillus acidophilus (johnsonii) Lal on
Helicobacter pylori infection in humans. Digestion 1999; 60: 203-209.

Miettinen M, Lehtonen A, Julkunen I, Matikainen S. Lactobacilli and Streptococci
activate NF-kappa B and STAT signaling pathways in human macrophages. J
Immunol 2000; 164: 3733-3740.

Montalto M, Vastola M, Marigo L, Covino M, Graziosetto R, Curigliano V. et al.
Probiotic treatment increases salivary counts of lactobacilli: a double-blind,
randomized, controlled study. Digestion 2004; 69: 53-56.

Monten U, Wennstrom JL, Ramberg P. Periodontal conditions in male adolescents
using smokeless tobacco (moist snuff). J Clin Periodontol 2006; 33: 863-868.

Mukai T, Asasaka T, Sato E, Mori K, Matsumoto M, Ohori H. Inhibition of binding
of Helicobacter pylori to the glycolipid receptors by probiotic Lactobacillus reuteri.
FEMS Immunol Med Microbiol 2002; 32: 105-110.

Mukai T, Kaneko S, Ohori H. Haemagglutination and glycolipid-binding activities of
Lactobacillus reuteri. Lett Appl Microbiol 1998; 27: 130-134.

Muscettola M, Massai L, Tanganelli C, Grasso G. Effects of lactobacilli on
interferon production in young and aged mice. Ann N Y Acad Sci 1994; 717: 226-
232.

Naidu AS, Bidlack WR, Clemens RA. Probiotic spectra of lactic acid bacteria
(LAB). Crit Rev Food Sci Nutr 1999; 39: 13-126.

Nalini N, Manju V, Menon VP. Effect of coconut cake on the bacterial enzyme
activity in 1,2-dimethyl hydrazine induced colon cancer. Clin Chim Acta 2004; 342:
203-210.

105



Narva M, Halleen J, Vaananen K, Korpela R. Effects of Lactobacillus helveticus
fermented milk on bone cells in vitro. Life Sci 2004; 75: 1727-1734.

Nase L, Hatakka K, Savilahti E, Saxelin M, Ponka A, Poussa T. et al. Effect of long-
term consumption of a probiotic bacterium, Lactobacillus rhamnosus GG, in milk on
dental caries and caries risk in children. Caries Res 2001; 35: 412-420.

Newman M, Takei H, Carranza F. Carranza's Clinical Periodontology. Ninth.
Philadelphia-USA: WB. Saunders Company, 2002.

Nikawa H, Makihira S, Fukushima H, Nishimura H, Ozaki Y, Ishida K. et al.
Lactobacillus reuteri in bovine milk fermented decreases the oral carriage of mutans
streptococci. Int J Food Microbiol 2004; 95: 219-223.

Nolte A. Oral microbiology with basic microbiology and immunology. USA: Mosby
Company, 1982.

Ouwehand AC, Salminen S, Isolauri E. Probiotics: an overview of beneficial effects.
Antonie Van Leeuwenhoek 2002; 82: 279-289.

Parvez S, Malik KA, Ah Kang S, Kim HY. Probiotics and their fermented food
products are beneficial for health. J App! Microbiol 2006; 100: 1171-1185.

Pena JA, Rogers AB, Ge Z, Ng V, Li SY, Fox JG. et al. Probiotic Lactobacillus spp.
diminish Helicobacter hepaticus-induced inflammatory bowel disease in interleukin-
10-deficient mice. Infect Immun 2005; 73: 912-920.

Penders J, Thijs C, Vink C, Stelma FF, Snijders B, Kummeling I. et al. Factors
influencing the composition of the intestinal microbiota in early infancy. Pediatrics
2006; 118: 511-521.

Perdigon G, Vintini E, Alvarez S, Medina M, Medici M. Study of the possible
mechanisms involved in the mucosal immune system activation by lactic acid
bacteria. J Dairy Sci 1999; 82: 1108-1114.

Petti S, Tarsitani G, D'Arca AS. A randomized clinical trial of the effect of yoghurt
on the human salivary microflora. Arch Oral Biol 2001; 46: 705-712.

Petti S, Tarsitani G, Simonetti D'Arca A. Antibacterial activity of yoghurt against
viridans streptococci in vitro. Arch Oral Biol 2008; 53: 985-990.

Pham LC, Van Spanning RJ, Roling WF, Prosperi AC, Terefework Z, Ten Cate JM.
et al. Effects of probiotic Lactobacillus salivarius W24 on the compositional stability
of oral microbial communities. Arch Oral Biol 2009; 54: 132-137.

Polonskaya M. Antibiotic from acidophilus. Microbiologiya 1952; 21: 303-310.

Pozharitskaia MM, Morozova LV, Mel'nichuk GM, Mel'nichuk SS. The use of the
new bacterial biopreparation Acilact in the combined treatment of periodontitis.
Stomatologiia (Mosk) 1994; 73: 17-20.

106



Rakoff-Nahoum S, Paglino J, Eslami-Varzaneh F, Edberg S, Medzhitov R.
Recognition of commensal microflora by toll-like receptors is required for intestinal
homeostasis. Cell 2004; 118: 229-241.

Rautio M, Jousimies-Somer H, Kauma H, Pietarinen I, Saxelin M, Tynkkynen S. et
al. Liver abscess due to a Lactobacillus rhamnosus strain indistinguishable from L.
rhamnosus strain GG. Clin Infect Dis 1999; 28: 1159-1160.

Reid G. Safety of lactobacillus strains as probiotic agents. Clin Infect Dis 2002; 35:
349-350.

Reid G, Devillard E. Probiotics for mother and child. J Clin Gastroenterol 2004; 38:
S94-101.

Reid G, Jass J, Sebulsky MT, McCormick JK. Potential uses of probiotics in clinical
practice. Clin Microbiol Rev 2003; 16: 658-672.

Reynolds EC, Cain CJ, Webber FL, Black CL, Riley PF, Johnson IH. et al.
Anticariogenicity of calcium phosphate complexes of tryptic casein phosphopeptides
in the rat. J Dent Res 1995; 74: 1272-1279.

Riccia DN, Bizzini F, Perilli M, Polimeni A, Trinchieri V, Amicosante G. et al. Anti-
inflammatory effects of Lactobacillus brevis (CD2) on periodontal disease. Oral Dis
2007; 13: 376-385.

Roberts FA, Darveau RP. Beneficial bacteria of the periodontium. Periodontol 2000
2002; 30: 40-50.

Roos K, Grahn E, Holm SE, Johansson H, Lind L. Interfering alpha-streptococci as a
protection against recurrent streptococcal tonsillitis in children. Int J Pediatr
Otorhinolaryngol 1993a; 25: 141-148.

Roos K, Hakansson EG, Holm S. Effect of recolonisation with "interfering" alpha
streptococci on recurrences of acute and secretory otitis media in children:
randomised placebo controlled trial. BMJ 2001; 322: 210-212.

Roos K, Holm SE, Grahn-Hakansson E, Lagergren L. Recolonization with selected
alpha-streptococci for prophylaxis of recurrent streptococcal pharyngotonsillitis--a
randomized placebo-controlled multicentre study. Scand J Infect Dis 1996; 28: 459-
462.

Roos K, Holm SE, Grahn E, Lind L. Alpha-streptococci as supplementary treatment
of recurrent streptococcal tonsillitis: a randomized placebo-controlled study. Scand J
Infect Dis 1993b; 25: 31-35.

Saavedra JM, Abi-Hanna A, Moore N, Yolken RH. Long-term consumption of infant
formulas containing live probiotic bacteria: tolerance and safety. Am J Clin Nutr
2004; 79: 261-267.

Salminen S, Von Wright A, Morelli L, Marteau P, Brassart D, De Vos WM. et al.
Demonstration of safety of probiotics -- a review. Int J Food Microbiol 1998; 44: 93-
106.

107



Samaranayake L. Essential microbiology for dentistry. 3rd. London: Churchill
Livingstone, 2006.

Sambrook J, Fritsch E, Maniatis,F. Molecular Cloning, A Laboratory Mannual.
Second. 1989.

Savino F, Pelle E, Palumeri E, Oggero R, Miniero R. Lactobacillus reuteri (American
Type Culture Collection Strain 55730) versus simethicone in the treatment of
infantile colic: a prospective randomized study. Pediatrics 2007; 119: e124-130.

Schulze J, Sonnenborn U. Yeasts in the gut: from commensals to infectious agents.
Dtsch Arztebl Int 2009; 106: 837-842.

Scully C, Greenman J. Halitosis (breath odor). Periodontol 2000 2008; 48: 66-75.

Sela M, Gedalia I, Shah L, Skobe Z, Kashket S, Lewinstein I. Enamel rehardening
with cheese in irradiated patients. Am J Dent 1994; 7: 134-136.

Selwitz RH, Ismail Al, Pitts NB. Dental caries. Lancet 2007; 369: 51-59.

Senok AC, Ismaeel AY, Botta GA. Probiotics: facts and myths. Clin Microbiol Infect
2005; 11: 958-966.

Sheih YH, Chiang BL, Wang LH, Liao CK, Gill HS. Systemic immunity-enhancing
effects in healthy subjects following dietary consumption of the lactic acid bacterium
Lactobacillus rhamnosus HNOO1. J Am Coll Nutr 2001; 20: 149-156.

Shimauchi H, Mayanagi G, Nakaya S, Minamibuchi M, Ito Y, Yamaki K. et al.
Improvement of periodontal condition by probiotics with Lactobacillus salivarius
WB21: a randomized, double-blind, placebo-controlled study. J Clin Periodontol
2008; 35: 897-905.

Shimazaki Y, Shirota T, Uchida K, Yonemoto K, Kiyohara Y, lida M. et al. Intake of
dairy products and periodontal disease: the Hisayama Study. J Periodontol 2008; 79:
131-137.

Silva M, Jacobus NV, Deneke C, Gorbach SL. Antimicrobial substance from a
human Lactobacillus strain. Antimicrob Agents Chemother 1987; 31: 1231-1233.

Simark-Mattsson C, Emilson CG, Hakansson EG, Jacobsson C, Roos K, Holm S.
Lactobacillus-mediated interference of mutans streptococci in caries-free vs. caries-
active subjects. Eur J Oral Sci 2007; 115: 308-314.

Socransky SS, Haffajee AD. Dental biofilms: difficult therapeutic targets.
Periodontol 2000 2002; 28: 12-55.

Sookkhee S, Chulasiri M, Prachyabrued W. Lactic acid bacteria from healthy oral
cavity of Thai volunteers: inhibition of oral pathogens. J Appl Microbiol 2001; 90:
172-179.

108



Srionnual S, Yanagida F, Lin LH, Hsiao KN, Chen YS. Weissellicin 110, a newly
discovered bacteriocin from Weissella cibaria 110, isolated from plaa-som, a
fermented fish product from Thailand. Appl Environ Microbiol 2007; 73: 2247-2250.

Staab B, Eick S, Knofler G, Jentsch H. The influence of a probiotic milk drink on the
development of gingivitis: a pilot study. J Clin Periodontol 2009; 36: 850-856.

Stamatova I, Kari K, Vladimirov S, Meurman JH. In vitro evaluation of yoghurt
starter lactobacilli and Lactobacillus rhamnosus GG adhesion to saliva-coated
surfaces. Oral Microbiol Immunol 2009; 24: 218-223.

Stamatova I, Meurman JH. Probiotics: health benefits in the mouth. Am J Dent 2009;
22: 329-338.

Stecksen-Blicks C, Sunnegardh K, Borssen E. Caries experience and background
factors in 4-year-old children: time trends 1967-2002. Caries Res 2004; 38: 149-155.

Sullivan A, Nord CE. Probiotics in human infections. J Antimicrob Chemother 2002;
50: 625-627.

Szajewska H, Mrukowicz JZ. Probiotics in the treatment and prevention of acute
infectious diarrhea in infants and children: a systematic review of published
randomized, double-blind, placebo-controlled trials. J Pediatr Gastroenterol Nutr
2001; 33 Suppl 2: S17-25.

Tagg JR, Dierksen KP. Bacterial replacement therapy: adapting 'germ warfare' to
infection prevention. Trends Biotechnol 2003; 21: 217-223.

Talarico TL, Casas IA, Chung TC, Dobrogosz WIJ. Production and isolation of
reuterin, a growth inhibitor produced by Lactobacillus reuteri. Antimicrob Agents
Chemother 1988; 32: 1854-1858.

Tanboga I, Caglar E, Kargiil B. Campaign of probiotic food consumption in Turkish
children, oral perspectives 'Probiotics for your child'. Int J Paediatr Dent 2003; 13
(Suppl 1): 59.

Tanner AC, Milgrom PM, Kent R Jr, Mokeem SA, Page RC, Riedy CA. et al. The
microbiota of young children from tooth and tongue samples. J Dent Res 2002; 81:
53-57.

Tannock GW, Fuller R, Smith SL, Hall MA. Plasmid profiling of members of the
family Enterobacteriaceae, lactobacilli, and bifidobacteria to study the transmission
of bacteria from mother to infant. J Clin Microbiol 1990; 28: 1225-1228.

Teughels W, Kinder Haake S, Sliepen I, Pauwels M, Van Eldere J, Cassiman JJ. et
al. Bacteria interfere with A. actinomycetemcomitans colonization. J Dent Res
2007a; 86: 611-617.

Teughels W, Newman MG, Coucke W, Haffajee AD, Van Der Mei HC, Haake SK.
et al. Guiding periodontal pocket recolonization: a proof of concept. J Dent Res
2007b; 86: 1078-1082.

109



Teughels W, Van Essche M, Sliepen I, Quirynen M. Probiotics and oral healthcare.
Periodontol 2000 2008; 48: 111-147.

To1 C, Mogodiri R, Cleaton-Jones P. Mutants streptococci and lactobacilli on healty
and carious teeth in the same mouth of children with and without dental caries.
Microbial Ecol Health Dis 2000; 12: 227-233.

Tsubura S, Mizunuma H, Ishikawa S, Oyake I, Okabayashi M, Katoh K. et al. The
effect of Bacillus subtilis mouth rinsing in patients with periodontitis. Eur J Clin
Microbiol Infect Dis 2009; 28: 1353-1356.

Twetman S, Derawi B, Keller M, Ekstrand K, Yiicel-Lindberg T, Stecksen-Blicks C.
Short-term effect of chewing gums containing probiotic Lactobacillus reuteri on the

levels of inflammatory mediators in gingival crevicular fluid. Acta Odontol Scand
2009; 67: 19-24.

Twetman S, Stecksen-Blicks C. Probiotics and oral health effects in children. Int J
Paediatr Dent 2008; 18: 3-10.

Valeur N, Engel P, Carbajal N, Connolly E, Ladefoged K. Colonization and
immunomodulation by Lactobacillus reuteri ATCC 55730 in the human
gastrointestinal tract. App! Environ Microbiol 2004; 70: 1176-1181.

Van den Velde S, Quirynen M, Van Hee P, Van Steenberghe D. Differences between
alveolar air and mouth air. Anal Chem 2007; 79: 3425-3429.

Van Hoogmoed CG, Geertsema-Doornbusch GI, Teughels W, Quirynen M, Busscher
HJ, Van der Mei HC. Reduction of periodontal pathogens adhesion by antagonistic
strains. Oral Microbiol Immunol 2008; 23: 43-48.

Von Bodman SB, Willey JM, Diggle SP. Cell-cell communication in bacteria: united
we stand. J Bacteriol 2008; 190: 4377-4391.

Weizman Z, Ashi G, Alsheikh A. Effect of a probiotic infant formula on infections in
child care centers: comparison of two probiotic agents. Pediatrics 2005; 115: 5-9.

Xie Q, Li J, Zhou X. Anticaries effect of compounds extracted from Galla chinensis
in a multispecies biofilm model. Oral Microbiol Immunol 2008; 23: 459-465.

Yli-Knuuttila H, Snall J, Kari K, Meurman JH. Colonization of Lactobacillus
rhamnosus GG in the oral cavity. Oral Microbiol Immunol 2006; 21: 129-131.

Zahradnik RT, Magnusson I, Walker C, McDonell E, Hillman CH, Hillman JD.
Preliminary assessment of safety and effectiveness in humans of ProBiora3, a
probiotic mouthwash. J Appl Microbiol 2009; 107: 682-690.

110



Ek4.

EGER COCUGUNUZUN MUAYENE EDILMESINI ISTEMIYORSANIZ FORMU
DODURMADAN ASAGIDAKI KUTUYU ISARETLEYEREK LUTFEN FORMU IADE
EDINIZ.

0 Cocugumun agiz ve dislerinin muayene edilmesini istemiyorum.

Cocugun adi soyadi: Veli imza:

BOLUM -1 EBEVEYN TARAFINDAN DOLDURULACAKTIR

BILGI EDINME FORMU
Cocugunuzun:
e Adisoyad::
o Adresi:
o Tel:
o Kardes sayisi: Dogum tarihi (giin/ay/yil): Dogum yeri:
e Dogum sekli: Normal Diger
e Dogum zamani: Normal[l Erken[]
e Cocugunuzun kalp hastaligi, bsbrek hastalig: gibi ciddi bir rahatsizhfi var m1?.

Cocugunuz herhangi bir sebepten dolay1 hi¢ ameliyat oldu mu (oldu ise ne ameliyat1?),

hastanede yatti m1 (Sebebi?) . ..o

Penisilin, aspirin, yumurta, ¢ilek vb herhangi bir seye kars1 alerjisi var mi?.....c.............

Cocugunuzun herhangi bir k6tii aliskanligi var m1? (varsa isaretleyiniz).
Dil ya da dudak emme [ Emzik emme O Dudak-yanak

1sirma [



Kalem 1sirmall Tirnak yemeO Parmak emme U

Dis gicirdatma U Elini devamli ¢ceneye dayamall
Uzun siireli sakiz ¢igneme O Uzun siireli biberon ya da emzik kullanimi[J
Diger

(BEIRITINZ). . .1erveveeeessseeescssesssssenessssssssssssssssssessssssssssss s

e Dislerini hangi siklikla firgaliyor?

Giinde 1: O Ginde2: 0 Giinde3: 0  Araswa. 0 Hig: O
o Kullandifn gocuk dis macununun markast:............ce....

.........................................................................................

A.Anne ve babanin egitim seviyesi:

Ilkokul Ortaokul Lise Universite  Yaptigi is
Anne: g g g O
Baba: O O O O

B.Anne ve babanin meslekleri ve su an yaptiklar igler:

ANDNE.....ovieiieeeeiineiieeiean Baba.......ccoovivriiciins
e Cocugunuzun disleriyle ilgili olarak hogunuza gitmeyen durumlar nelerdir?

Dislerinin egriligi: O Dislerinin iizerindeki beyaz, kahverengi

lekeler: O

Dislerinin aralikli olusu: [ Dislerinin gtirtik olusu: 0

e Cocugunuzu hangi siklikla dis hekimine gotiiriiyorsunuz?

3 ayda bir kez: O 6 ayda bir kez: [ Senede bir kez: [ Sikayeti
oldugunda: O

Bunlara ek olarak ¢ocugunuzla ilgili olarak belirtmek istediginiz bir sey var mi? ..o,



BT puutimea nishEciMl TARARINDAN Dol uRULACARTIZ
: - AGIZiCI MUAYENE BULGULARI

HREEE Eg® RN EE KRR
ENEEE | MENEHE

HMEEKK | X EEEK
@@@@@@@@"@@@@@@@@

l‘lllll"!l'IIII.IIIIII!IIIIHIDIII- lllllllllll a48n

*+Disglerdeki giiriik lezyonlannin derecesini ve diglerde gozlenen proﬁlémleri agagidaki kodlan kullanarak muz

bulgularina ekleyiniz.

" | Ciriik lezyonu (C:giirik)
C (0): Opak renklesmeli giirik lezyoq + : Travma sonucu kirid olan dig o ¢ Sirniimerer dig
C (1): Sadece mineyi igeren girik | ® : Capraz kapamsta olan dig O : Konjenital eksik dig
C (2): Dentin + mineyi igeren cirik s Rotasyoné ugramy di§ t : Ark diginda kalmis dig
C (3): Pulpa perforasyonlu giirik. m : Herediter bozukluk ®: Siirmekte olan dig
C (4): Sadece kokii igeren gurak | A : Tumer hipoplazisi v E: Ektopik dig |

e Oral hijyen durumu (Basitlestirilmis Oral Hijyen indeksine gore): |
: ‘ Depris)

(o) ay o () Ceelwh
o 0 o

Lingusl | pLabia  Lingual




Okluzyonun degerlendirilmesi

DJ astanin agzinda | Sag alt-list yarim geneler icin Sol alt-iist yarim ¢eneler i¢in
mevcut olan okluzyon | Siuf I Smif 11 Simf 111 Smuf' [ Sif I Smat I
Daimi azi digleri

Mezial Distal Basabas Mezial Distal Basabas

Siit az1 disleri
Siit kanin digleri

o Overjeti..coooeiiiiiinennnen mm

e Overbiter......ooovviniinin. mm

e Derin kapanis: var O (Varsai........cooooveiennenennn mm) yok O

e Open-bite: var O yok O

e Yiiz profili diiz O konveks O konkav O

e Yiiz sekli koseli O oval O yuvarlak O uzunkdseli O

Yapilan muayene sonucu cocugun dis hekimi ve/veya dis uzman hekimine basvurmasi

Gerekmektedir O
Gerekmemektedir O
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